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U grupi radnika izloZenih polihlorovanim bifenilima obavljene su sledece
citogenetske analize: analiza strukturnih hromozomskih aberacija u limfocitima
u prvoj in vitro deobi, analiza udestalosti mikronukleusa u binuklearnim lim-
foblastima indukovanih citohalazinom B i analiza izmena sestrinskih hromatida
u limfocitima periferne krvi u drugoj i1 vitro deobi u kulturi. Analizom je obuh-
vaéeno 48 ispitanika izloZenih polihlorovanim bifenilima (iz dve razli¢ite fabri-
ke) i 15 ispitanika neeksponovane, kontrolne grupe. Kod 16 pacijenata nadena
je povecdana udestalost nestabilnih hromozomskih aberacija (dicentriénih hro-
mozoma, prstenastih hromosoma i acentri¢nih fragmenata), 19 ispitanika je bilo
bez strukturnih hromozomskih aberacija, kod 11 ispitanika nadene su promene
tipa hromozomskih i hromatidnih prekida koje nalazimo i kod neeksponovanog
stanovnistva. Kod dva ispitanika nadene su stabilne hromozomske aberacije
(translokacije 1 inverzije). Uestalost mikronukleusa, kao i izmena sestrinskih
hromatida povecana je u eksponovanoj grupi u odnosu na kontrolnu grupu
neeksponovanog stanovnitva.

Kljucne reci: hemijski mutageni, hromozomske aberacije, izmena sestrinskih hromatida,
limfociti, mikronukleus, profesionalna izloZenost.

Ispitivanja hromozomskih aberacija u limfocitima periferne krvi ¢ine jednu od neza-
menljivih metoda u proceni osteéenja genetickog materijala nakon delovanja jonizujudeg
zratenja. Dugogodisnja ispitivanja dejstva razli¢itih mutagenih agenasa na geneticki ma-
terijal pokazala su da mnogi hemijski mutageni takode mogu dovesti do nastajanja hro-
mozomskih aberacija. Rezultate izuzetno kompleksnih studija na razli¢itim in vitro siste-
mima, Natarajan i Obe prezentirali su 1984. godine u vidu modela DNA lezija, koji pokazuje
da mnogi hemijski mutageni svojim dejstvom dovode do stvaranja lezija na DNA, koje
predstavljaju osnov za nastajanje hromozomskih aberacija (1). Ipak, hromozomske aberacije
nisu samo rezultat direktne interakcije mutagena i éelijske DNA. U nastajanju hromo-

* Opaska Urednistva: Ovo priopéenje tiskano je na jeziku na kojem je bilo primljeno, recenzirano
i prihvaceno za tisak.
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zomskih aberacija veliku ulogu imaju procesi replikacije i reparacije, koji deluju u sintetskoj
i postsintetskoj fazi ¢elijskog ciklusa. lako je analiza strukturnih hromozomskih aberacija
nezamenljiva u ispitivanjima uticaja razli¢itth mutagena na humane déelije, zahtevi za
maksimalnu taénost su sve veéi te su od ogromne koristi i druge metode na osnovu kojih
se mogu proceniti oitecenja genetickog materijala. Metodom analize mikronukleusa CB
(»citohalazin blok«) mogu se dobiti dragoceni podaci o stepenu osteenja genetickog ma-
terijala. Deobom humanih limfocita, &iji kariotip sadrzi odredene strukturne hromozomske
aberacije, formiraju se mikronukleusi. Otkinuti delovi hromozoma, acentriéni fragmenti
pa ¢ak i celi hromozomi, koji nisu uspe$no podeljeni u anafazi éelijske deobe, ostade
odvojeni od glavnog jedra i u citoplazmi éelije formiraée mala jedra — mikronukleuse.
Ugestalost mikronukleusa kao pokazatelja oStedenja genetickog materijala, moze se koristiti
samo onda kada se izrazi u odnosu na éelijsku populaciju koja je prosla jednu deobu u
kulturi. KoriSéenjem citohalazina B dobijamo binuklearne limfoblaste, koji su prosli samo
jednu deobu u kulturi, a vrlo ih je lako razlikovati od ostalih interfaznih blasta.

U nasem ispitivanju pored hromozomskih aberacija i uéestalosti mikronukleusa ispiti-
vana je i udestalost izmena sestrinskih hromatida, jer je poznato da ucestalost izmena
sestrinskih hromatida moze biti osetljiv indikator DNA osteéenja.

ISPITANICI I METODE

Ispitivanjem su obuhvaéene dve grupe radnika iz dve razli¢ite fabrike (eksponovana
grupa I i II). Radnici I grupe radili su na proizvodnji kondenzatora. Tehnoloski postupak
proizvodnje kondenzatora podrazumeva koris¢enje ulja pod komercijalnim nazivom Pyra-
len. Radnici na ovim poslovima (mota¢i kalemova, monteri kondenzatora, radnici na im-
pregnaciji i poslovima metalizacije) izloZeni su tzv. otvorenim polihlorovanim bifenilima
(PCB) i metodom indirekine procene intenziteta ekspozicije smatraju se najizloZenijima
PCB-u. Prva grupa ispitanika brojala je 26 ljudi. Druga grupa (22 radnika) radila je na
poslovima u trafostanici (uklopnidari, rukovaoci postrojenjima) i bili su izloZeni tzv. zat-
vorenom PCB-u. Citogenetski su ispitani samo radnici koji su bili zdravi, a to znac¢i da
su bili bez znakova neke akutne bolesti, da nisu uzimali lekove zbog hroni¢nih bolesti i
da nisu bili dijagnostiki pregledani rendgenom u poslednjih godinu dana. Prose¢na starost
ispitanika prve grupe iznosila je 42,52+10,59 godina, a druge grupe 35,88+8,78 godina.
Ekspozicioni radni staZz u obe grupe bio je priblizno isti i iznosio je 14,47+84 za prvu
grupu i 13,56+8,27 za drugu grupu. Kontrolnu grupu ¢inilo je 15 ispitanika, zdravih ljudi
(profesori jedne 8kole) koji na svojim radnim mestima nisu bili izlozeni mutagenim agen-
" sima ili jonizujuéem zradenju. Prose¢na starost ispitanika kontrolne grupe iznosila je
44,90+9,6 godina.

Za analizu hromozomskih aberacija postavljene su kulture limfocita u medijumu RPMI-
1640, uz dodatak 0,2% autolognog seruma i 0,1% fitohemaglutinina. Fiksacija i preparacija
hromozoma obavljena je nakon 48 sati inkubacije na 37 °C uz dodatak 0,1% kolcemida
poslednja tri sata inkubacije, kada se najveci broj limfocita nalazio u prvoj in vitro deobi.
Preparirana Celijska suspenzija se zatim nanosi na predmetna stakla, susi i boji Gimza
bojom. Za analizu mikronukleusa kori$¢ena je modifikovana metoda Fenecha i Morelya (2):
postavljene su kulture limfocita na isti nacin, a nakon 48 sati inkubacije na 37 °C, svakoj
limfocitnoj kulturi je dodat citohalazin B u finalnoj koncentraciji 3 #g/ml medijuma. In-
kubacija kultura se zatim nastavi jos 24 sata, nakon cega se Celije fiksiraju. Dobijena sus-
penzija éelija u kojoj su i binuklearni limfoblasti nanosi se zatim na predmetna stakla i
boji Gimza bojom. Za analizu izmena sestrinskih hromatida koriS¢ena je metoda po Perryu
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i Wollfu (3): limfocitnim kulturama dodaje se BrdU u koncentraciji 8 sg/ml kulture. Nakon
56 sati inkubacije na 37 °C, uz dodatak kolcemida poslednja tri sata inkubacije, vr3i se
fiksacija, a dobijena celijska suspenzija nanosi na predmetna stakla i diferencijalno boji.

REZULTATI

Rezultati analize hromozomskih aberacija, ucestalosti mikronukleusa i izmena sestrin-
skih hromatida u 48 ispitanika profesionalno izlozenih dejstvu polihlorovanih bifenila
prikazani su na tabeli. Za svakog ispitanika analizirano je 200 metafaza u prvoj in vitro
deobi a analizirano je ukupno 9600 éelija. U prvoj grupi eksponovanih radnika nadena
je veda uclestalost dicentricnih hromozoma, (koji ¢ine 18% svih strukturnih hromozomskih
aberacija), dok u drugoj grupi dicentriéni hromozomi ¢ine 10% ukupnih strukturnih hro-
mozomskih aberacija. Znadajna je i udestalost acentriénih fragmenata. Stabilne hromo-
zomske aberacije koje su nadene u drugoj grupi eksponovanih radnika veoma je tesko
interpretirati, s obzirom na to da se radi o promenama u kariotipu koje se mogu dosta
dugo odrzavati te nije sasvim sigurno njihovo poreklo (posledica profesionalne ekspozicije
ili medicinske rendgenske dijagnostike, s obzirom na to da se ispitanici ne mogu uvek
setiti svakog pregleda unazad nekoliko godina).

Ostale hromozomske aberacije (hromozomsk1 i hromatidni prekidi) pripadaju kategoriji
strukturnih promena koje se mogu na¢i i kod stanovnistva kole profesionalno nije izlozeno
delovanju mutagenih agenasa. Citogenetski je obradeno i 15 ispitanika kontrolne grupe.
Za svakog od njih analizirano je po 200 metafaza u prvoj in vitro deobi na prisustvo
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Slika 1. UCestalost mikronukleusa u ispitivanim grupama

31




Joksié G, Markovié, B: Citogenetske gomene u osoba izloZenih polihlorovanim bifenilima.
Arh hig rada toksikol, vol. 43 (1992) br. 1, st 29-35

hromozomskih aberacija. Ukupno je analizirano 3000 éelija, a od hromozomskih aberacija
naden je jedan hromozomski i &etiri hromatidna prekida.
Proseéna vrednost mikronukleusa na 1000 analiziranih binuklearnih limfoblasta indu-
kovanih citohalazinom B u I grupi eksponovanih radnika iznosi 15,94+12,5, u drugoj
rupi 10,86+7,41, dok u kontrolnoj grupi prose¢na ucestalost mikronukleusa iznosi
10,16+5,63. lako na spontanu udestalost mikronukleusa uti¢e dob ispitanika, postoji sasvim
jasna razlika u prinosu mikronukleusa izmedu eksponovane i kontrolne grupe (tabela,
slika 1).

Tabela

Ucestalost hromozomskih aberacija, mikronukleusa i izmena sestrinskih hromatida u
eksponovanoj i kontrolnoj grupi

Grupa ij. an/alizjl- Hromozomske aberacije Srednja veednost Ucestalosti SCE
ranih Celija MN
eksponovana 2 dicanisla
7 acentrika
grupa | 5200 12 hromoz. prekida 15+£12,5 8,21+1,52

(26 wadnile) 7 hromatid. prekida

2 dicentrika
1 prstenasti hromozom

eksponovana 1 acentrik
grupa II 4400 2 translokacije 10,86+7,41 8,05+1,39
(22 radnika) 2 inverzije

6 hromozom. prekida
1 hromatid. prekid

7 dicentrika
1 prstenasti hromozom

ukupno 2 translokacije
eksponovana 9600 2 inverzije 13,61+9,55 8,14+147
grupa 8 acentrika

18 hromozom. prekida

8 hromatid. prekida

kontrolna 1 hromozom. prekid
grupa 3000 4 hromatid. prekida 10,165,63 4,33+0,99

Ugestalost izmena sestrinskih hromatida u eksponovanoj grupi takode pokazuje vece
vrednosti (8,14+1,47) izmena po éeliji u odnosu na kontrolnu grupu (4,33+0,99 izmena
po éeliji). lako je jasna razlika u udestalosti izmena sestrinskih hromatida izmedu kontrolne
i eksponovane grupe (u kontrolnoj grupi najveéi broj éelija sadrZi tri izmene po Celiji,
dok u eksponovanoj grupi najvedi broj celija sadrzi pet izmena), po literaturnim podacima
obe vrednosti spadaju u normalne (4). Ucestalost izmena sestrinskih hromatida u obe
ispitivane grupe predstavljena je na tabeli i slici 2.
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Slika 2. Udestalost izmena sestrinskih hromatida u eksponovanoj i kontrolnoj grupi

DISKUSIJA

Rezultati analize hromozomskih aberacija i mikronukleusa u limfocitima periferne krvi
ljudi izloZenih PCB-u pokazuju povecanu ucestalost hromozomskih aberacija kod 18,7%
ispitanika (gde su nadeni dicentriéni i prstenasti hromozomi). Hromozomske aberacije
nisu nadene kod 40% ispitanika, dok su u limfocitima ostalih ispitanika (41,4%) nadene
hromozomske aberacije (hromozomski i hromatidni prekidi) koje se mogu nadi i kod
neeksponovanog stanovni$tva. Rezultati naseg ispitivanja ukazuju na znacajne promene
na geneti¢kom materijalu u uslovima profesionalne ekspozicije PCB-u, naroéito pri radu
sa »otvorenim« PCB-om. Rad sa »zatvorenim« PCB-om je sa znatno manjim rizikom, sto
potvrduje i nalaz hromozomskih aberacija.

Literaturni podaci koji se odnose na bioloske efekte PCB-a u uslovima profesionalne
ekspozicije su veoma oskudni. Veéina literaturnih podataka odnosi se na eksperimentalno
ispitivanje dejstva PCB-a na razli¢itim eksperimentalnim model-sistemima (drozofilama,
éelijama kineskog hréka ili bakterijskim sistemima). Nauénici u svojim radovima (5-7)
skreéu paznju na interakciju metabolita PCB-a sa celijskim makromolekulima. Za tetra-
hlorobifenil (2,2',5,5"). i njegove metabolite postoje dokazi da u Celiji mogu da izazovu
jednolancane prekide DNA lanca (8), iako Amesovim testom mutagenosti nije dokazano
genotoksi¢no dejstvo (9). Studije na eksperimentalnim Zivotinjama su pokazale da dugo-

trajna ekspozicija malim dozama PCB-a moze indukovati tumore na razli¢itim organima
(najéesée je zahvadena jetra, limfatiéni i hematopoetski sistem) (10).
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Ispitivanja hromozomskih aberacija u limfocitima periferne krvi radena su kod lica akut-
no izloZenih veéim koncentracijama PCB-a (prilikom retkih akcidenata u elektroindustriji,
najéesée prilikom poZara), ali hromozomske aberacije nisu nadene (11). Sto se genotoksi¢nih
efekata tice, smatra se da PCB ima pre ulogu u promociji nego u inicijaciji (10). Tretman
eksperimentalnih Zivotinja polihlorovanim bifenilima izaziva snaznu indukciju sinteze
NADP-zavisnih citohrom P-448/P-450 oksidaza, koje imaju kljuénu ulogu u transformaciji
neutrofilnih hemijskih agenasa — promutagena u reaktivne, elektrofilne derivate (12). Na
taj nadin prisustvo polihlorovanih bifenila pojacava dejstvo potencijalnih mutagena. Efekti
PCB-a jako zavise i od broja izomernih oblika i vrste izomera: npr. planarni tetrahlorbifenil
34,3 4, uzrokuje hromozomske aberacije u kulturi limfocita inn vitro i tom prilikom je
udestalost hromozomskih aberacija zavisila od doze PCB-a u kulturi. Drugi oblik, nepla-
narni PCB 2,5,2',5', ne dovodi do formiranja hromozomskih aberacija, ali kada se limfocitnoj
kulturi doda mesavina ova dva oblika PCB-a, uéestalost hromozomskih aberacija je mnogo
veca nego pojedina¢nih izomera PCB-a (13).

Analiza radnih mesta nasih ispitanika jasno je pokazala da se hromozomske aberacije
najéesée nalaze kod ljudi koji rade na procesima metalizacije ili pranja i odmaséivanja,
gde su pored PCB-a izloZeni dejstvu razli¢itih metala ili organskih rastvaraca. Taj podatak
potkrepljuje pretpostavku da su hromozomske aberacije posledica sinergetskog dejstva
PCB-a i potencijalnih mutagena trenutno prisutnih u organizmu.

Istrazivanje bioloskih efekata PCB-a u uslovima profesionalne ekspozicije svakako treba
nastaviti i uz pomo¢ metoda direktne procene izloZenosti PCB-u odrediti $to jasniju relaciju
izmedu duZine ekspozicije i citogenetskih promena.

ZAKLJUCAK

Citogenetska ispitivanja u grupi radnika profesionalno izlozenih PCB-u (u dva oblika:
»otvorenom i »zatvorenome) pokazala su znadajne promene na genetickom materijalu
pri dugotrajnoj ekspoziciji ovoj noksi. Pri tome su citogenetske promene vede u grupi
koja radi sa »otvorenim« PCB-om. Analiza radnih mesta ljudi koji rade sa otvorenim PCB-
-om pokazala je da se hromozomske aberacije najcesée nalaze kod osoba koje su pored
PCB-a istovremeno izloZene organskim rastvaradima ili teskim metalima, $to navodi na
pretpostavku da su hromozomske aberacije posledica sinergetskog dejstva ovih toksi¢nih
noksi.
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Summary

CYTOGENETIC CHANGES IN PERSONS OCCUPATIONALLY EXPOSED TO
POLYCHLORINATED BIPHENYLS

A cytogenetic study performed in a group of workers exposed to polychlorinated biphenyls com-
prised anaﬁysis of structural chromosomal aberrations in the lymphocytes in the first division in vitro,
analysis of micronuclei frequency in binuclear lymphoblasts induced by cytochalasin B and analysis
of sister chromatid exchanges. The study included 48 exposed workers and 15 controls. In 16 exposed
workers increased incidence of unstable chromosomal aberrations (dicentrics, rings and acentrics )
was found, while in 19 no structural chromosomal aberrations could be detected. In 11 workers
changes defined as chromosomal and chromatid breaks were noted. This type of change, however,
can be evidenced in a non-exposed population as well. In two workers stable chromosomal aberrations
were recorded (translocations and inversions). The incidence of micronulei as well as exchange of
sister chromatids were elevated in the exposed group of workers compared to controls.

»Dr Dragomir Karajovid« Institute of Occupational and Radiological Health, Beograd

Key terms: chemical mutagens, chromosome aberrations, sister chromatid exchanges, lymphocytes, micronucleus,
occupational exposure.
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