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Za velik broj kemijskih i fizikalnih agenasa
dokazano je da su mutageni i/ili karcinogeni.

Mutageneza i karcinogeneza naj~e{}e se
razmatraju zajedno kao potencijalni rizici za
ljudsko zdravlje. Za otkrivanje ranih u~inaka

karcinogena na profesionalno izlo‘enim osobama
rabe se citogeneti~ke metode biomonitoringa, koje

uklju~uju utvr|ivanje mikroskopski vidljivih
o{te}enja kromosoma u somatskim stanicama u

uvjetima in vitro. Pove}ani broj kromosomskih
o{te}enja mo‘e slu‘iti kao indikator izlo‘enosti

genotoksi~nim agensima i upu}ivati na
potencijalni rizik od pojave raka na razini pojedine
izlo‘ene skupine. Brojna istra‘ivanja dokazala su
da se kromosomske nepravilnosti mogu dovesti u
vezu s pojavom i razvojem raka. Poznato je da su

displazije i premaligna stanja ~esto pra}ena
kromosomskom nestabilnosti i da su specifi~ne
kromosomske aberacije povezane s pojedinim

tipovima raka. Kromosomske aberacije u
limfocitima periferne krvi najosjetljiviji su biomarker
za procjenu rizika od pojave raka, s obzirom na to
da odra‘avaju rane biolo{ke u~inke genotoksi~nih
karcinogena na nasljedni materijal te individualnu

osjetljivost prema nastanku raka.

Klju~ne rije~i:
analiza kromosomskih aberacija, karcinogeni,

molekularna epidemiologija, mutageni, rani predznaci raka

Indukcija o{te}enja u molekuli DNK te sekundarni u~inci poput mutacija i kromo-
somskih rearan‘mana, koji iz nje proizlaze, primarni su mehanizmi uklju~eni u nasta-
nak raka. Rezultati novijih istra‘ivanja pokazali su da su ti doga|aji uklju~eni u aktivira-
nje miruju}ih onkogena i inaktiviranje tumor-supresorskih gena (1, 2).

Ve}ina ~imbenika rizika iz okoli{a uzrok je vi{e od polovice slu~ajeva raka, a
odre|ena je na~inom ‘ivota (pu{enje, prehrana i dr.), odnosno uvjetima u radnoj i
‘ivotnoj sredini (izlo‘enost razli~itim fizikalnim i kemijskim agensima).

Za velik broj kemijskih i fizikalnih agenasa dokazano je da su mutageni i/ili karcinogeni.
Mutageneza i karcinogeneza naj~e{}e se razmatraju zajedno kao potencijalni rizici za
ljudsko zdravlje. Otkrivanje mehanizama razvoja raka uklju~uje razmatranje hipoteze o
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somatskim mutacijama na osnovi {iroke rasprostranjenosti kromosomskih nepravilno-
sti u stanicama raka.

Epidemiolo{ka istra`ivanja o pojavi raka nu‘na su za procjenu rizika. Me|utim,
klasi~ni epidemiolo{ki pristup ima neka ograni~enja: mogu se otkriti samo relativno
visoki rizici, a uo~ene promjene mogu biti posljedica izlaganja koja su se dogodila i
nekoliko desetlje}a prije.

U istra‘ivanja u ljudi uvode se sada novi parametri: izlo‘enost se ne mjeri samo
u okoli{u ve} i u geneti~koj podlozi izlo‘enih osoba; klini~ka dijagnostika bolesti ili
uzro~nika smrti integrirana je ili djelomice zamijenjena mjerenjem razli~itih biolo{kih
doga|aja, odnosno me|ukoraka u uzro~nom slijedu koji dovodi do nastanka bolesti;
individualne zna~ajke, primjerice polimorfizam metaboli~kih gena, uzimaju se u obzir
kao modifikatori u~inka. Uzimanjem svih navedenih parametara u obzir, dolazimo do
novog pristupa, koji uklju~uje individualnu osjetljivost i prisutnost razli~itih me|ukoraka
u slijedu od izlo‘enosti prema pojavi bolesti:

Izlo`enost ~imbenicima
iz okoli{a

Genetski u~inak
Zdravstveni u~inak
Poreme}aj / bolest

Individualna osjetljivost

S obzirom na ograni~enja epidemiolo{kih istra`ivanja, nu‘no je koristiti se direk-
tnim metodama za procjenu rizika od pojave raka koji proizlazi iz individualne izlo‘enosti.
Za otkrivanje ranih u~inaka mogu}ih karcinogena na izlo‘enim osobama rabi se procjena
geneti~kih u~inaka, poput DNK adukata, mutacija gena ili o{te}enja kromosoma. Oni
se mogu iskoristiti i u predvi|anju kasnijih zdravstvenih u~inaka, a ujedno pru‘aju
veliki potencijal za preventivne mjere (3).

Suvremeni pristup za otkrivanje ranih u~inaka karcinogena zasniva se na mjerenju
biolo{kih u~inaka, koji se nalaze u slijedu izme|u po~etnog uzro~nog doga|aja, izlaganja
nekom agensu iz ‘ivotnog i radnog okoli{a i rezultiraju}e bolesti. Ove biolo{ke u~inke
nazivamo zajedni~kim imenom biomarkeri, odnosno biolo{ki pokazatelji.

UPOTREBA BIOPOKAZATELJA (BIOMARKERA)

Epidemiolo{ka istra‘ivanja zasnovana na biomarkerima za mjerenje izlo‘enosti, zdravstvenih
u~inaka ili individualne osjetljivosti nu‘no su dovela do promjena u provo|enju istra‘ivanja
u ljudi. U novijim epidemiolo{kim istra‘ivanjima kao jedan od pokazatelja uvodi se
biolo{ko mjerenje, a ta se istra‘ivanja obi~no nazivaju molekularna epidemiologija (4, 5).
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Glavne metodolo{ke zna~ajke istra‘ivanja zasnovanih na prou~avanju biomarkera
ne razlikuju se od tradicionalnog epidemiolo{kog pristupa. Me|utim, glavna je razlika
u tome {to istra‘ivanje biomarkera mo‘e testirati hipoteze zasnovane na slo‘enim
modelima odnosa izme|u biolo{kih doga|aja, za razliku od relativno jednostavne veze
koja postoji izme|u izlo‘enosti agensima i posljedica koje iz nje proizlaze.

Za sada je ve}ina istra‘ivanja usmjerena na upotrebu biomarkera u procjeni izlo‘enosti
ili u otkrivanju osjetljivijih podskupina unutar promatrane populacije. Nadalje, prednost
upotrebe biomarkera je njihovo upozoravanje na prisutnost bolesti mnogo prije nego
se pojave prvi klini~ki znakovi (6). Iako su u klini~koj praksi popularniji biomarkeri koji
su vezani uz kasnije stadije bolesti (koji ujedno omogu}uju i postavljanje rane dijag-
noze), interes istra‘iva~a koji prou~avaju ~imbenike iz okoli{a usmjeren je na biomar-
kere za procjenu ranih u~inaka.

Dva biomarkera koje smatramo najboljim ranim predznacima raka, a naj~e{}e se
rabe u istra‘ivanju populacija, jesu DNK adukti i kromosomske aberacije.

Uloga DNK adukata kao mogu}ih pokazatelja raka zasniva se na teoriji muta-
cijske karcinogeneze, a podupiru ih i neki dokazi: povezanost izlo‘enosti karcinogeni-
ma i kovalentnih veza s DNK, rezultati istra‘ivanja provedenih na ‘ivotinjama; uo~eni
porast u~estalosti DNK adukata u uzorcima tkiva uzetih od pacijenata koji boluju od
razli~itih tumora (1, 7).

Za sada je koli~ina raspolo‘ivih literaturnih podataka o vezi DNK adukata i rizika
od pojave raka jo{ ograni~ena. Me|utim, za razliku od DNK adukata, koli~ina podata-
ka o vezi kromosomskih aberacija, kao biomarkera, i rizika od pojave raka mnogostru-
ko je ve}a i predmet je dugogodi{njih istra‘ivanja (3, 8, 9).

UPOTREBA TESTA ZA ANALIZU KROMOSOMSKIH ABERACIJA U
RANOM OTKRIVANJU RAKA

Uloga kromosomskih aberacija u procesu karcinogeneze uo~ena je i opisana ve}
po~etkom 20. stolje}a. No, sustavno pra}enje promjena na kromosomima u limfoci-
tima periferne krvi tek je 1960-ih godina predlo‘eno kao standardni pristup u procjeni
rizika od izlo‘enosti genotoksi~nim spojevima (mutagenima i karcinogenima) iz ‘ivot-
nog i radnog okoli{a.

U prilog hipoteze da su kromosomske aberacije povezane s rakom govore sljede}e
~injenice: kromosomski rearan‘mani igraju va‘nu ulogu u aktiviranju protoonkogena i
inaktiviranju tumor-supresorskih gena; osobe s uro|enim bolestima, poput Fanco-
nijeve anemije, imaju abnormalno povi{ene vrijednosti kromosomskih aberacija te
pove}anu u~estalost malignih bolesti; u tumorskim stanicama utvr|ene su promjene
kariotipa koje su ~esto vrlo specifi~ne za pojedine dijagnosti~ke kategorije; utvr|eno je
da su mnogi karcinogeni kemijski spojevi ujedno i klastogeni (10).

Citogeneti~ke metode imaju {iroku primjenu u analizi humanih kromosoma i
prou~avanju u~inaka mutagena na humanim somatskim stanicama u uvjetima in vivo.
Standardne citogeneti~ke metode koje se rabe u biomonitoringu humanih populacija
uklju~uju utvr|ivanje mikroskopski vidljivih o{te}enja kromosoma u humanim somatskim
stanicama, naj~e{}e u limfocitima periferne krvi. Temeljna pretpostavka koja se rabi u
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ovom pristupu jest da stupanj geneti~kog o{te}enja u neciljnim tkivima odra‘ava zbi-
vanja u stanicama koja se doga|aju tijekom procesa karcinogeneze. Nadalje, kromo-
somski rearan‘mani imaju va‘nu ulogu u aktiviranju protoonkogena, {to indirektno
upu}uje na njihovu vezu s pojavom raka (2, 9).

Kromosomske aberacije

U kromosomske aberacije ubrajamo lomove i rearan‘mane kromosoma koji se mogu
uo~iti na metafaznim kromosomima. Primjena analize kromosomskih aberacija najuspje{nija
je u dokazivanju djelovanja agenasa koji izazivaju lomove u dvostrukoj uzvojnici DNK,
a takvi su ioniziraju}e zra~enje i raznovrsne kemikalije s radiomimeti~kim djelovanjem
(npr. bleomicin) (3, 11). Tip aberacija izazvan pod utjecajem tih agenasa ovisi o tome
u kojoj se fazi stani~nog ciklusa stanica nalazila za vrijeme tretmana. Ioniziraju}e zra~enje
izaziva uglavnom jednolan~ane i dvolan~ane lomove u DNK, o{te}enja baza i kri‘no
povezivanje izme|u DNK i proteina. Kriti~na vrsta lezija koje dovode do pojave kromosom-
skih aberacija jesu dvolan~ani lomovi u DNK. U humanim limfocitima nakon izlaganja
ioniziraju}em zra~enju naj~e{}e se detektiraju bicentri~ni kromosomi, translokacije,
prstenasti kromosomi i acentri~ni fragmenti. Kontinuiranom primjenom analize strukturnih
aberacija kromosoma u laboratoriju za mutagenezu Instituta za medicinska istra‘ivanja
i medicinu rada za ispitanike profesionalno izlo‘ene ioniziraju}em zra~enju prati se
incidencija i u~estalost pojedinih strukturnih o{te}enja kromosoma u odnosu na kon-
trolnu populaciju (12–16). Navedena citogeneti~ka metoda pru‘a nam podatke i o
o{te}enju genoma somatskih stanica pod utjecajem mikrovalnog zra~enja u uvjetima
in vivo i in vitro (17–22) i u osoba profesionalno izlo‘enih raznim kemijskim mutagenima,
kao {to su vinil klorid monomer, benzen, antitumorski lijekovi (23–26, 31, 32). Va‘no
je naglasiti da izlaganje povi{enim koncentracijama navedenih kemijskih spojeva iza-
ziva strukturna o{te}enja kromosoma.

Budu}i da su bicentri~ni kromosomi nestabilne aberacije, eliminiraju se tijekom
kasnijih stani~nih dioba (3). Za razliku od njih, translokacije smatramo stabilnim abe-
racijama jer se ne eliminiraju u kasnijim diobama. Translokacije se ujedno detektiraju
te‘e od bicentri~nih kromosoma, a u tome nam poma‘u razli~ite specifi~ne tehnike
bojenja, kao {to su G ili Q-pruganje te FISH. Primjenom fluorescencijske hibridizacije
in situ (FISH) s pomo}u specijalnih DNK proba mogu se otkriti kompleksne kromosomske
aberacije nastale kao posljedica ve}eg broja lomova i translokacija koje uklju~uju vi{e
od dva kromosoma (27, 28).

Izmjene sestrinskih kromatida (SCE)

Izmjene sestrinskih kromatida (SCE) uklju~uju lom dvostruke uzvojnice DNK u obje
kromatide nakon kojeg slijedi njihova izmjena. To se doga|a tijekom S-faze, pa SCE
najuspje{nije izazivaju kemikalije koje stvaraju kovalentne adukte na DNK, naru{avaju
stabilnost uzvojnice ili interferiraju s metabolizmom prete~a DNK ili mehanizmom popravka.
Vizualizacija izmjene sestrinskih kromatida mogu}a je nakon ugradnje analoga timina,
5-bromodeoksiuridina u jednu od kromatida, koja }e se zbog toga obojiti svjetlije od
druge sestrinske kromatide (29, 30). SCE je osjetljiva citogeneti~ka tehnika koja omogu}uje
detekciju u~inka i vrlo niskih koncentracija razli~itih kemikalija na humani genom, koje
se ne mogu detektirati standardnom analizom kromosomskih aberacija. Tako se primjenom
analize izmjena sestrinskih kromatida (SCE) ustanovila prisutnost o{te}enja genoma
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somatskih stanica pod utjecajem kemijskih agenasa iz radnog i ‘ivotnog okoli{a (23,
24, 26). Kontinuiranim vi{egodi{njim pra}enjem ispitanica koje su profesionalno izlo‘ene
antitumorskim lijekovima utvr|eno je povi{enje izmjena sestrinskih kromatida (31, 32).
Zna~ajni porast u~estalosti o{te}enja utvr|en je i u limofcitima periferne krvi osoba
zaposlenih u proizvodnji pesticida i benzena (24, 33).

Mikronukleusni test na binuklearnim limfocitima periferne krvi

Mikronukleusi potje~u od acentri~nih kromosomskih fragmenata ili ~itavih kromosoma
koji se tijekom diobe stanice nisu ugradili u jednu od glavnih jezgara. Tehnika mikro-
nukleusnog testa brza je i osjetljiva te ima niz prednosti pred klasi~nom analizom kro-
mosomskih aberacija. Omogu}uje detekciju o{te}enja i kromosoma i diobenog vretena
u stanici, odnosno otkrivanje agenasa s klastogenim i aneugenim u~inkom (34).

Kako je mikronukleus rezultat kromosomskih lomova, ali i o{te}enja diobenog
vretena, vrijednost mikronukleusnog testa je potvr|ena kako u bazi~nim tako i u klini~kim
istra‘ivanjima. Primjenom mikronukleusnog testa u kombinaciji sa specifi~nim tehni-
kama bojenja istra‘eno je o{te}enje stanice izazvano djelovanjem ultrazvuka (21, 35).
Istodobnom primjenom osjetljivih i reproducibilnih citogeneti~kih tehnika u biomoni-
toringu zna~ajno se pobolj{ava mogu}nost korelacije dobivenih citogeneti~kih parametara
i izlo‘enosti fizikalnim ili kemijskim mutagenima. Korelacija izme|u kromosomskih
aberacija i u~estalosti mikronukleusa opisana je pra}enjem o{te}enja genoma kod
populacije izlo‘ene i fizikalnim i kemijskim mutagenima u uvjetima in vivo i u kontroli-
ranim uvjetima in vitro (17, 19, 23, 25, 33). Citogeneti~ko o{te}enje somatskih stani-
ca procjenjuje se povi{enjem strukturnih o{te}enja kromosoma, u~estalosti izmjena
sestrinskih kromatida i pove}anom incidencijom mikronukleusa u populaciji profesio-
nalno izlo‘enoj genotoksi~nim spojevima iz ‘ivotnog i radnog okoli{a (17–24, 32, 33).

ZNA^AJNOST KROMOSOMSKIH O[TE]ENJA

Pove}ani broj kromosomskih o{te}enja mo‘e poslu‘iti kao pokazatelj izlo‘enosti
genotoksi~nim agensima i upu}ivati na potencijalni rizik od pojave raka na razini
pojedine izlo‘ene skupine. Brojna istra‘ivanja dokazala su da se kromosomske nepra-
vilnosti mogu dovesti u vezu s pojavom i razvojem raka. Tako je poznato da su
displazije i premaligna stanja ~esto pra}eni kromosomskom nestabilnosti, a dokazano
je i da su specifi~ne kromosomske aberacije povezane s pojedinim tipovima raka.

Na osnovi individualnih razlika u ravnote‘i izme|u o{te}enja i popravka geneti~kog
materijala Knudson (1985.) predla‘e razlikovanje ~etiriju skupina s rizikom od nastanka
raka, tzv. onkodeme (36).

U prvu skupinu ubrajamo osobe kod kojih rak nastaje kao posljedica somatskih
mutacija uzrokovanih ~imbenicima koji su izvan na{eg utjecaja, primjerice kozmi~kih
zraka i pogre{aka u sustavu enzima za popravak i replikaciju DNK. U drugu skupinu
ubrajamo osobe u kojih se tumori razvijaju kao odgovor na izlaganje mutagenima u
koli~inama ve}im od neke osnovne razine. Organizam ne mo‘e popraviti o{te}enja
nastala izlaganjem pove}anim koli~inama mutagena i kao posljedica toga razvija se
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rak. U tre}u skupinu ubrajamo osobe u kojih se rak razvija kao posljedica relativne
geneti~ke insuficijencije prema toleriranju izlo‘enosti karcinogenim tvarima. Zbog op}enite
nemogu}nosti popravljanja o{te}enja razvija se rak. U ~etvrtu skupinu ubrajamo oso-
be u kojih rak nastaje kao posljedica autosomalnih dominantnih kromosomskih sin-
droma. Rak se u tih osoba razvija kao posljedica geneti~kih defekata, dok je utjecaj
okoli{a na njegovu pojavu zanemariv.

Postoje i sindromi pove}ane lomljivosti kromosoma, koji se naslje|uju na auto-
somalno-recesivni na~in, a povezani su s pove}anim rizikom od pojave raka. Ovamo
se ubrajaju Bloomov sindrom (BS), Fanconijeva anemija (FA) i ataxia telangiectasia
(AT). U osoba s tim sindromima uo~ena je pove}ana konstitutivna osjetljivost na lom
kromosoma i kromosomske rearan‘mane u odnosu na kontrolnu populaciju (37).
Osobe s BS-om imaju najve}i rizik od razvoja raka u odnosu na sve prije navedene
sindrome. U oko 25% oboljelih razvit }e se neki oblik neoplazije, naj~e{}e akutna
limfocitna i nelimfocitna leukemija, ne-Hodgkinov limfom i drugi karcinomi. Osobe s
FA imaju pove}ani rizik od akutne nelimfocitne anemije, tumora jetre i ko‘e te karci-
noma. U oko 10% osoba s AT-om razvijaju se maligne bolesti, ve}inom ne-Hodgkinov
limfom, akutna limfocitna leukemija, razli~iti karcinomi i Hodgkinova bolest (38). Osim
u slu~ajevima naslije|ene osjetljivosti kromosoma koja rezultira pojavom raka, nedvoj-
beno je dokazano da su neki drugi tipovi raka povezani s odre|enim stupnjem kromo-
somske nestabilnosti kako je prikazano na tablici 1.

Tablica 1. Primjeri tipova tumora s pove}anom nestabilnosti kromosoma u oboljelih osoba koje nisu
bile podvrgnute nikakvoj terapiji

Tip tumora Literatura (broj referencije)

Adenomi debelog i zavr{nog crijeva (39 – 42)
Rak grli}a maternice (43 – 45)
Kroni~na limfati~ka leukemija (46)
Rak jajnika (47)
Karcinom bubre‘nog parenhima (48, 49)
Rak plu}a (50 – 53)
Retinoblastom (54)
Karcinom {titne ‘lijezde (55, 56)
Kaposijev sarkom (57)

Valja naglasiti da razmjeri geneti~kih o{te}enja utvr|enih u limfocitima periferne
krvi odra‘avaju sli~ne procese u ciljnim tkivima. Opse‘na istra‘ivanja kromosomskih
aberacija u limfocitima periferne krvi, kao ranih pokazatelja rizika od pojave raka provedena
su na dvije skupine zdravih ispitanika u Italiji i sjevernoj Europi. Dobiveni su vrlo sli~ni
rezultati, koji upozoravaju na veliki rizik od pojave raka u osoba koje su imale najve}i
broj utvr|enih kromosomskih aberacija (58, 59). Na temelju dobivenih rezultata pretpostavlja
se da je vjerojatnost od pojave raka u ispitanika koji imaju dvostruko ve}u u~estalost
kromosomskih aberacija od kontrole ve}a za 20-25%.

Tako|er je uo~eno da ~imbenici poput vremena kad je bilo provo|eno testiranje,
dobi ispitanika ili njihova podrijetla ne utje~u na vezu izme|u kromosomskih aberacija
i raka.
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ZAKLJU^AK

Primjenom suvremenih citogeneti~kih metoda mogu}e je utvr|ivanje veza izme|u rizi-
ka od nastanka pojedinih tipova tumora i o{te}enja odre|enih kromosoma. Ove su
metode u {irokoj primjeni u procjeni individualne predispozicije i rizika od nastanka i
razvoja raka. Rabe se u analizi humanih kromosoma i testiranju razli~itih mutagena i
njihovih izravnih u~inaka na humanim somatskim stanicama u uvjetima in vivo. Brojna
istra‘ivanja potvrdila su postojanje pozitivne korelacije izme|u frekvencije kromosomskih
aberacija i pove}anog rizika od raka.

Najosjetljiviji biomarker za procjenu rizika od pojave raka jesu kromosomske aberacije
u limfocitima periferne krvi, s obzirom na to da odra‘avaju rane biolo{ke u~inke
genotoksi~nih karcinogena na nasljedni materijal te individualnu osjetljivost prema
nastanku raka. Osim kromosomskih aberacija, na pove}ani rizik od pojave raka u
odre|enoj mjeri mogu upu}ivati i drugi biomarkeri – SCE i pojava mikronukleusa.
Osobitu va‘nost ovakva testiranja imaju u monitoringu populacija koje su profesion-
alno izlo‘ene pojedinim mutagenima iz radnog okoli{a, ~iji su nam mehanizmi djelovanja
poznati, a dovode se u izravnu vezu s malignom transformacijom i pojavom raka.
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Summary

CARCINOGENESIS AND MUTAGENESIS: THE ANALYSIS OF
MUTATIONS IN SOMATIC CELLS

Many chemical and physical agents are known mutagens and/or carcinogens. Mutagenesis and
carcinogenesis are often considered together in the assessment of human health risks. Cytogenetic methods
of biomonitoring are used to assess primary effects of carcinogens in occupationally exposed populations.
Cytogenetic methods are widely employed in the analysis of human chromosomes and study of the mutagen
effects on human somatic cells in vitro. Standard cytogenetic methods used in human biomonitoring include
determination of microscopically visible chromosome lesions in human somatic cells, especially in the
peripheral blood lymphocytes. Increased frequencies of chromosome lesions may serve as an indicator of
genotoxic exposure and may suggest that chromosome irregularities are related to development of cancer. It
is known that dysplasia and premalignant conditions are often accompanied by chromosome instability.
Morever, it was observed that some types of cancer such as adenomatosis of the colon and rectum,
dysplastic nevus syndrom, basal cell carcinoma, cancerous lesions of cervix uteri, Kaposi’s sarcoma, thyroid
carcinoma, and lung cancer are characterised by specific chromosome aberrations. Chromosome
aberrations in peripheral blood lymphocytes are among the most powerful biomarkers in cancer risk
assessment because they betray early biological effects of genotoxic carcinogens on genetic material and
reveal individual susceptibility to cancer.
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