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1. UvVvOD

Oduvijek se smatralo da razli¢ite kemikalije nepovoljno utjecu na svakodnevni Zivot.
Znanstvenici su zbog toga napravili smjernice za testiranje kemikalija koje su prvi puta
usvojene 1983. godine. U svjetlu napredovanja znanosti 1997. godine izdane su promijenjene
i poboljsane smjernice testa na kemikalije (1). Test na kromosomske aberacije je jedan od tih
testova. Svrha in vitro testa kromosomskih aberacija je identificirati strukturalna
kromosomska oStecenja u uzgojenim stanicama. Razlikujemo kromatidne aberacije koje
zahvacaju samo jednu sestrinsku kromatidu jednoga ili vise kromosoma i kromosomske
aberacije koje ukljucuju obje sestrinske kromatide jednoga ili vise kromosoma. Kromatidne
aberacije (lomovi i izmjene dijelova medu kromatidima razli¢itih i/ili istih kromosoma)
nastaju kao posljedica oSte¢enja DNA u G2-fazi stani¢nog ciklusa, nakon sinteze i
udvostru¢enja DNA. Kromosomske aberacije (kromosomski lomovi, acentri¢ni fragmenti,
bicentri¢ni 1 policentricni te prstenasti kromosom) nastaju kao posljedica osteCenja DNA
izazvanog u Gl-fazi stani¢nog ciklusa, odnosno prije udvostrucenja. Strukturne aberacije
kromosoma mogu se takoder podijeliti na nestabilne i stabilne. Ucestalost nestabilnih
aberacija u limfocitima postupno se smanjuje nakon prestanka izlaganja mutagenu, dok se
stabilne aberacije mogu otkriti i nakon mnogo godina. Nestabilne aberacije su bicentri¢ni i
prstenasti kromosomi, acentri¢ni fragmenti te druge asimetri¢ne preraspodjele kromosoma.
One mogu stericki ometati diobu stanice ili dovesti do gubitka genetskog materijala u
stanicama kéerima, ¢ime se mijenja ekspresija pojedinih gena, a u kona¢nici nastupa i smrt
stanice. Stabilne su aberacije uravnotezene translokacije, inverzije i druge simetricne
preraspodjele koje se diobom mogu prenijeti u stanice kéeri. Mogu se detektirati samo
posebnim tehnikama bojenja kromosoma (metode pruganja kromosoma, fluorescentna in situ
hibridizacija). Agense koji uzrokuju ostecenja strukture kromosoma nazivamo klastogenima.
Njihovo djelovanje moze biti neovisno o S-fazi stani¢nog ciklusa (odnosno sintezi DNA) pa u
tom slucaju izazivaju lomove u molekuli DNA koji ¢e se detektirati tek u prvoj metafazi
nakon izloZenosti kao kromosomske aberacije ako je stanica u trenutku izlozenosti bila u GO-
fazi, odnosno kromatidne aberacije ako je stanica bila u S/G2-fazi ciklusa. Pojavnost
strukturnih kromosomskih aberacija u kromosomima limfocita ovisi o razini, trajanju i
ucestalosti izloZenosti te mehanizmima klastogeneze uklju¢enim u nastanak oSteCenja (1).
Limfociti periferne krvi idealne su stanice na kojima se provode testovi genotoksi¢nosti.

Limfociti nastaju od pluripotentne hematopoetske maticne stanice u kostanoj srzi (limfociti B)



I timusu (limfociti T), odakle migriraju u periferne limfoidne organe. U perifernoj krvi nalazi
se 2 % ili 500*10° limfocita (2) gdje neki trajno cirkuliraju izmedu limfoidnog tkiva i krvi.
Cirkulacija limfocita izmedu limfoidnih organa i krvi vazna je u analiziranju kromosomskih
ostec¢enja u krvi nakon in vivo izlaganja sredstvima koja oStecuju DNA, zato Sto se limfociti
pojavljuju na mjestu oStecenja bilo gdje u tijelu i onda se mogu analizirati nakon in vitro
uzgoja. Humani se limfociti dodatkom mitogena u medij kao §to je fitohemaglutinin (PHA,
eng. phytohaemagglutinin), potaknu na diobu u in vitro uvjetima (2). Provodenje testa u in
Vvitro uvjetima opcenito zahtjeva upotrebu egzogenih izvora metabolicke aktivnosti osim ako
su stanice metabolicki kompetentne u odnosu na testiranu tvar. Egzogeni metabolicki
aktivacijski sustav ne moze u potpunosti oponasati in vivo uvjete. U obzir takoder treba uzeti
izbjegavanje uvjeta koji mogu voditi do lazno pozitivnih rezultata (kromosomska osteéenja
koja nisu direktno izazvana interakcijom izmedu testirane tvari i kromosoma, takvo stanje
ukljucuje promjenu pH i osmolalnosti, interakciju sa sastavnim tvarima medija ili pretjeranu
razinu citotoksicnosti). Test je koriSten u detekciji kromosomskih aberacija koje su mozda
rezultat klastogenih dogadanja. Analizu kromosomskih aberacija treba napraviti dok su
stanice u metafazi. Stani¢ne kulture humanog ili drugog podrijetla izloZzene Su ispitivanoj
kemikaliji s 1 bez egzogenog izvora metaboli¢ke aktivacije osim ako su stanice same
sposobne metabolizirati. U odredenim intervalima nakon izlaganja stani¢ne kulture
ispitivanom kemikalijom ona je tretirana s kolcemidom koji zaustavlja diobu stanice u
metafazi. Nakon Cega se pristupa izradi mikroskopskih preparata koji se pregledavaju pod
svjetlosnim mikroskopom. Obi¢no se analizira 100 metafaza prve diobe in vitro te utvrduje
ukupan broj i vrste oSteCenja na kromosomima (1). Izlozenost bilo kakvom obliku
ioniziraju¢ih zracenja ili genotoksinim agensima opcenito se dovodi u vezu s porastom
ucestalosti kromosomskih aberacija, zbog cega se ova metoda gotovo ekskluzivno rabi u
svrhu procjene takve izloZenosti. Takoder, dokazana je prediktivnost metode i uzro¢no-
posljedicna veza izmedu poviSene razine kromosomskih aberacija i poviSenog rizika od
pojave raka. Primjenom razliCitith bioloskih testova mogu se dobiti vazne informacije o
individualnoj osjetljivosti profesionalno izlozenih ispitanika, koje u konacnici mogu posluziti
unaprjedenju postojec¢ih uvjeta rada i upravljanju rizicima pri izlozenosti genotoksi¢nim
agensima. Bioloski je nadzor stoga vaZna preventivha mjera za zaStitu zdravlja izloZenih

radnika (3).



1.1. IONIZIRAJUCE ZRACENIJE

U bioloskim sustavima zra¢enje ovisi o koli¢ini apsorbirane energije i o njenoj
prostornoj raspodjeli. Osjetljivost pojedine vrste tkiva ovisi o diobi stanica u tom tkivu.
Stanice koje grade miSi¢na, Ziv¢ana i koStana tkiva vrlo se rijetko, gotovo nikad ne dijele te su
stoga slabo osjetljive na izlozenost zracenju. Nasuprot njima, na ionizirajué¢e zracenje su
osjetljivije nediferencirane stanice, odnosno mati¢ne stanice koje susreCemo u krvotvornom
tkivu i spolnim Zlijezdama, odnosno stanice koze i sluznica koje se neprekidno dijele. Jezgra
je vrlo osjetljiva na zracenje zbog DNA molekule koja je najosjetljivija makromolekula.
Ioniziraju¢e zracenje moze DNA molekulu ostetiti na dva nacina: izravnom interakcijom ili
neizravno, putem slobodnih radikala. Prolaskom kroz materiju zraCenje gubi energiju.
Gubitak energije u blizini dvostruke DNA zavojnice naj¢esS¢e uzrokuje oSte¢enje samo jednog
od lanaca (jednolancani lom). Postoji vjerojatnost da takav dogadaj ili viSe istodobnih
dogadaja u blizini DNA molekule uzrokuje podudarna osSte¢enja na oba lanca pa nastaje
dvolancani lom. Zracenje takoder usporava i inhibira diobu. Ako se stanice koje se dijele
ozrace, ovisno o dozi zracenja, tipu stanica i stadiju ciklusa, moze doc¢i do trenutne smrti (smrt
za vrijeme ozraCivanja), stanice umiru nakon nekog vremena nakon ozracivanja (interfazna
smrt), stanica prezivi, ali ima mutaciju. Cilj zastite od ionizirajueg zraCenja je sprijeciti
nastanak deterministickih ucinaka koji su posljedica izlaganja zraenju 1 ograniCiti pojavu
stohasti¢kih uc¢inaka na najmanju mogucu mjeru te osigurati da pri obavljanju djelatnosti kod
kojih dolazi do izlaganja ionizirajuéem zracenju to izlaganje bude opravdano, odnosno da
korist od tog izlaganja uvijek bude veca od Stete. Medunarodna komisija za radioloSku zastitu
(ICRP, eng. International Commission on Radiological Protection) preporuca da se uporaba
zracenja, odnosno sustav radioloske zaStite zasniva na tri nacela: opravdanost, optimalizacija 1
ogranicenje. Opravdanost - ni jedna djelatnost s izvorima ionizirajuéeg zraenja ne smije
zapoceti ako nismo sigurni da ¢emo poluciti vecu korist za izloZene pojedince ili drustvo od
Stete koju izloZenost moze prouzrociti. Optimalizacija - doza koju primi pojedinac iz bilo
kojeg izvora, broj izlozenih osoba odnosno vjerojatnost izlaganja ioniziraju¢em zraenju,
mora se odrzavati toliko nisko koliko je razumno moguce, a u skladu s gospodarskim 1
socijalnim ¢imbenicima koji se moraju uzeti u obzir. Ograni¢enje - 0dnosi se na ogranicenje
ozracenja pojedinca s tim da izlaganje pojedinca mora biti nize od zakonom utvrdenih
granica. Odredene su granice doze za djelatnike u zoni ionizirajuceg zracenja. Efektivna doza
je ograni¢ena na 100 mSv u pet uzastopnih godina, s time da u ni jednoj godini primljena

doza ne smije prekoraciti 50 mSv (7).



1.2. KARCINOGENOST | MUTAGENEZA

Mnogi fizicki, kemijski 1 bioloski faktori koji se nalaze u zivotnom i radnom okolisu
imaju karcinogene i mutagene ucinke, a genetska predispozicija, zivotne navike i prisutnost
takvih tvari u radnom okoliSu mogu uvelike pridonijeti pokretanju Stetnih procesa u ljudskom
tijelu poput inicijacije, promocije i progresije koje dovode do nastanka neoplasti¢nih bolesti s
ozbiljnim posljedicama na ljudsko zdravlje. Mutageneza i karcinogeneza najcesce se
razmatraju zajedno kao potencijalni rizici za ljudsko zdravlje. Za otkrivanje ranih ucinaka
karcinogena na profesionalno izloZzenim osobama rabe se citogeneticke metode
biomonitoringa, koje ukljucuju utvrdivanje mikroskopski vidljivih oStec¢enja kromosoma u
somatskim stanicama u uvjetima in vitro. Povecani broj kromosomskih oStecenja moze sluziti
kao indikator izlozenosti genotoksi¢nim agensima i upucivati na potencijalni rizik od pojave
raka na razini pojedine izloZzene skupine. Brojna istrazivanja dokazala su da se kromosomske
nepravilnosti mogu dovesti u vezu s pojavom i razvojem raka. Poznato je da su displazije i
premaligna stanja Cesto pracena kromosomskom nestabilnosti i da su specifi¢ne kromosomske
aberacije povezane s pojedinim tipovima raka. Kromosomske aberacije u limfocitima
da odraZzavaju rane bioloSke ucinke genotoksi¢nih karcinogena na nasljedni materijal te
individualnu osjetljivost prema nastanku raka. Kako bi sprijecili Stetne uéinke karcinogenih i
mutagenih tvari na ljudsko zdravlje, potrebno je utvrditi njihovu prisutnost na radnom mjestu
i poduzeti odgovaraju¢e mjere zastite. Prevencija i rano otkrivanje tih tvari najvazniji su
faktori u smanjivanju ucestalosti i posljedica njihovih uc¢inaka. Djelovanja vanjskih faktora
koja uzrokuju promjenu u genomu nazivaju se mutagenost i genotoksicnost. Mutagenost je
sposobnost izazivanja mutacija u stanici, dok je genotoksicnost viSe opceniti pojam koji se
odnosi na sve promjene genoma in vitro uzrokovane vanjskim faktorima. Karcinogen je tvar
koja uzrokuje ili se smatra da uzrokuje rak kod covjeka ili Zivotinja, a karcinogeneza je proces
u kojem dolazi do nastanka raka. Karcinogenost je svojstvo neke tvari da izazove
nekontroliranu proliferaciju i metastaziranje. Mutagen je tvar koja moze uzrokovati promjenu
u genetiCkom materijalu stanice (mutaciju). Mutageneza je proces nastajanja mutacije
djelovanjem mutagene tvari, dok je mutagenost sposobnost neke tvari da u stanicama Zivog
organizma izazove stalne promjene strukture genetickog materijala (mutaciju). Mutacije su
promjene u molekuli DNA koje nastaju u samoj stanici djelovanjem odredenih kemijskih,
fizikalnih i bioloskih agenasa. To su trajne (ireverzibilne) promjene kao iznenadne nasljedne

promjene u genetickom materijalu (4).



1.2.1. METANOL

Toksi¢na, Cista, bezbojna tekucina, mirisa po alkoholu, zapaljiv i topljiv u vodi.
Reagira s metalima i oksidansima. Koristi se u proizvodnji kemikalija, boja, otapala, lakova,
boji za zidove, sastavni je dio antifriza, formaldehida i octene kiseline, sredstava za ¢is¢enje
stakla, u laboratorijima se koristi kod razli¢itih tipova kromatografije i pripreme fiksativa.
Metanol se prirodno nalazi u niskim koli¢inama u voéu i povréu te u ljudskom tijelu.
Izlaganje moze prouzrociti glavobolje, zbunjenost, ataksiju, vrtoglavicu, pospanost, mu¢ninu i
povracanje. Pijenje moZe izazvati smrt. Djeca su osjetljivija zbog manjeg volumena tijela. U
slucaju kontakta s metanolom treba ukloniti kontaminiranu odjecu, izapirati podru¢je mlakom

vodom sa sapunom 15 minuta i potraziti medicinsku pomo¢.

1.2.2. OCTENA KISELINA

Opasna, korozivna, zapaljiva bezbojna tekucina, topljiva u vodi i mirisa nalik octu.
Reagira s oksidima i burno s amonijevim nitratom. Koristi se u proizvodnji tekstila, kod
razvijanja fotografije, pesticida, plastike, gume, u laboratoriju tijekom in situ hibridizacije,
teku¢inske kromatografije visoke ucinkovitosti i kod pripreme fiksativa. U okoli§ ulazi s
ispuSnim motornim plinovima i iz tvornica sagorjevanjem plastike. U octu koji svakodnevno
koristimo u kuc¢anstvu ima ga jako malo 1 bezopasan je za ljude. Izlaganje moze prouzrociti
glavobolju, stezanje u prsima, iritaciju ociju, kontakt s kozom izaziva opekotine, ako se
probavi gorenje usta i grla, bol u stomaku i dijareju. U slu¢aju kontakta s octenom kiselinom
potrebno je ukloniti kontaminiranu odjecu, izapirati podru¢je mlakom vodom sa sapunom 15

minuta 1 potraZiti medicinsku pomoc.

1.2.3. KSILOL

Toksi¢na, bezbojna, zapaljiva tekucina, slatkastog mirisa. Reagira s jakim kiselinama
kao Sto su octena 1 duSi¢na kiselina te burno reagira s oksidansima kao $to su brom, klor i
fluor. Koristi se kao otapalo u bojama i tintama, kemijski je posrednik u proizvodnji drugih

industrijskih kemikalija, guma, plastike i koze, u laboratoriju se koristi za ¢iS¢enje preparata.



Prirodno se nalazi u sirovoj nafti. Komercijalni ksilol dobivamo iz nafte. U okoli$ dospijeva s
ispusnim motornim plinovima, izlijevanjem nafte i benzina te iz cigaretnog dima. Izlaganje
moze prouzroCiti iritaciju nosa, grla i pluca, vrtoglavicu, glavobolju, kod ve¢ih doza probleme
sa srcem, jetrom, bubrezima i na kraju komu. U slucaju kontakta sa ksilolom ukloniti
kontaminiranu odjeéu, izapirati podrucje mlakom vodom sa sapunom 15 minuta i potraziti

medicinsku pomo¢.



2. HIPOTEZA

Pretpostavka ovog istrazivanja je da kemikalije (poput metanola, ksilola i ledene octene

kiseline) imaju velik genotoksikoloski u¢inak na kromosomske aberacije.



3. CILJEVI

Ciljevi ovoga istrazivanja su:

- ispitati koliki je genotoksikoloski ucinak metanola na nastanak in vitro

kromosomskih aberacija u limfocitima periferne krvi,

- ispitati koliki je genotoksikoloski u¢inak ksilola na nastanak in vitro kromosomskih

aberacija u limfocitima periferne krvi,

- ispitati koliki je genotoksikoloski u¢inak ledene octene kiseline na nastanak in vitro

kromosomskih aberacija u limfocitima periferne krvi,

- odrediti u limfocitima periferne krvi citotoksi¢an uc¢inak razli¢itih koncentracija

metanola,

- odrediti u limfocitima periferne krvi citotoksi¢an uc¢inak razli¢itih koncentracija

ksilola,

- odrediti u limfocitima periferne krvi citotoksican ucinak razli¢itih koncentracija

ledene octene kiseline.



4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ustroj studije

Kohortna studija. Utvrduje se izloZzenost mogué¢em uzroku pojave (da: ispitna skupina,
ne: kontrolna skupina) i skupine se prate kroz neko vrijeme, odreduje se incidencija nastanka

kromosomskih aberacija u skupinama.

4.2. Ispitanici

Ispitanice su bile osobe mlade od 40 godina, studentice tre¢e godine studija
Medicinsko laboratorijske dijagnostike pri Medicinskom fakultetu u Osijeku. Kriteriji za
ukljucivanje ispitanika: osobe mlade od 40 godina, neizlozenost kemikalijama, neizloZenost
ioniziraju¢em zracenju. Kriteriji za iskljuCivanje: stariji od 40 godina, izlozenost zracenju
tijekom posljednjih 6 mjeseci, koristenje antibiotika unazad mjesec dana. U istrazivanju su
sudjelovala tri ispitanika. Svaki je ispitanik sam sebi sluzio kao kontrola. Kod svakog

ispitanika su testirane tri kemikalije u tri razli¢ite koncentracije.

4.3. Materijali i metode

4.3.1. Materijali

- sterilni kabinet s vertikalnim strujanjem zraka (Uniflow aura-VF72 laminar)
- Eppendorf pipete od 200 pl i 1000 pl

- sterilni filter nastavci za pipete od 200 pl i 1000 pl
- inkubator s CO2 (Heraeus)

- centrifuga (Eppendorf 5804)

- vaga (Mettler Toledo)

- digestor

- vakuum sisaljka

- vorteks (Vortex Genie 2)

- Pasteur plasti¢ne pipete od 3 ml

- predmetna stakla



- fazno kontrastni mikroskop (Olympus CX41)
- Rasprsiva¢ metafaza (OptiChrome Euroclone)
- Svjetlosno-fluorescentni mikroskop s kamerom (Zeiss Axioskop2 MOT)

- DPC Controller 1.2.1.108 (Olympus Optical) program za slikanje

Slika 1. Sterilni kabinet s vertikalnim strujanjem zraka (Uniflow aura-VF72 laminar)
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Slika 2. Centrifuga (Eppendorf 5804)

11



|

E 3

Frave & 7

7: |

Slika 3. Raspré‘ivaé metafaza (OptiChrome ‘Eurocloe)

4.3.1.1. KSILOL

Koristene su tri koncentracije ksilola 0,1 %, 1 % i 2 %. Za svaku koncentraciju

pripremljeno je 1000 pl radne otopine.

Mr (ksilol) = 106.6 g/mol = 106600 mg/mmol

Radne otopine
Co=0 % — 1000 ul HBSS (kontrola)

CP1=0.1% =0.001 g/ml — 999 ul HBSS + 1 ul ksilena
CP2=1% =0.01 g/ml — 990 ul HBSS + 10 pl ksilena
CP3=2% =0.02 g/ml — 980 ul HBSS + 20 pl ksilena

Vkonaeni =5 ml
Vpoéetni =25 ul

CpxVp= CkxVk —p Ck= CpVXkVp
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g _
Cpy %V, _0.001 | x2.5%10°°

Cki=—2_F m =0.0000005 9 = 0.0005 M9
V 5ml ml ml
Ki= ~0.00469x10 —© = 0.00469 uM = 4.69 nM
106600mg / mmol mi “ "
g S
C Vv 0.01=2-x2.5%x10
Cko=—P2”Yp _ " 'ml —0.000005 9 =0.005.™9
Vi 5ml ml ml
0.005”‘?
Cro=————11—=0,046910 MmOl _ 0469 uM= 46.9 nM
1066009 ml
mmol
g -3
C V 0.02 = %x25%x10"ml
CK3:$= ml =0.00001 2 =001 M9
Vi 5ml ml ml
0.01Md -
CK'F—mrL =0,0038x10° T = 0.0938/M =93.80M
106600? m
m

4.3.1.2. OCTENA KISELINA

KoriStene su tri koncentracije ledene octene kiseline, 1 %, 10 % i 20 %. Za svaku

koncentraciju pripremljeno je 1000 pl radne otopine.

Mr (octena kiselina) = 60.05 g/mol = 60050 mg/mmol

Radne otopine
Co=0% —> 1000 pl HBSS (kontrola)

CP1=1% =0.01 g/ml — 990 ul HBSS + 10 ul octene kiseline
CP2=10% = 0.1 g/ml — 900 pl HBSS + 100 pl octene kiseline

CP3 =20% = 0.2 g/ml — 800 ul HBSS + 200 pl octene kiseline

Vkonaéni =5 ml

Vpocetni = 16 ul
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Cp ><Vp
Cp pr =C, xV, »C, = v

k

0.01 g| «16x10-2ml

v
C, = CerVe ~0.000032-9 = 0.032™9
v, 5ml ml ml
0.03219 -
CK1=—nm1I:O.5328><10’6 > =0.5328M
60050 m
mmol
o oy 017 x16x10°ml -
Cpp=—r2Tp . ml -0.00032-3 = 0.3219
Vi 5ml ml ml
0.32°+ s mmol
CKZ:—nrl]I:5.3288x10’5 - =5.3288M
60050 m
mmol
c v 29 116x10°ml
Cpy =222 - ~0.00064-3 = 0.6419
Vi Sml ml ml
0.64 1 o mmol
<:K3=—”r‘n'=1o.6578><1o-6 > =10,65784M
60050 m
mmol

4.3.1.3. METANOL

Koristene su tri koncentracije metanola, 1 %, 10 % i 20 %. Za svaku koncentraciju

pripremljeno je 1000 pl radne otopine.

Mr (metanol) = 32,04 g/mol = 32040 mg/mmol

Radne otopine

Co=0%—» 1000 ul HBSS (kontrola)

CP1=1%=0.01g/ml — 990 ul HBSS + 10 pl metanola

CP2=10%=0.1g/ml — 900 ul HBSS + 100 ul metanola
CP3=20% = 0.2 g/ml — 800 ul HBSS + 200 pl metanola
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Vkonaéni =5 ml
Vpocetni =214 pl

C,xV,=C, xV, »>C, = Cp xVe

K

0019 x0.214ml

Cp, = CeVe _ ml —0.000428-% = 0.428™M9
Vi 5mi ml ml
C,, = 2A28ma/ml )5 a583,10- MO _ 13 3583,M
32040mg/ mmol ml
L9
x 214ml
C,, = e Ve _ “m ~0.00428 3 —4.28™9
V¢ 5ml ml ml
428+ o mmol
Co,=— M _133583x10°¢ T =133.583,M
32040 MY m
mmol
S 2.9 10.214ml -
C,, =P . ~0.00856 % =8.56"Y
V¢ 5ml ml ml
8.56- s mmol
Cys = —m' — 267.166x10° — 267.166.M
32040
mmol

4.3.2. Kultivacija
Sterilno se u 5 ml medija sobne temperature dodaje 30 ul fitohemaglutinina (PHA) i
60 pl L-glutamina. Zatim se sterilno doda 500 pl krvi (izvadene u epruvetu s Na-heparinom) i

inkubira na 37°C u inkubatoru 45 h. Ostatak krvi u epruveti s Na-heparinom odlaze se u kante

za infektivni otpad. Nakon 45 h dodaje se kolcemid (10 pg/ml) i ostavi jo$ 3 h u inkubatoru.

4.3.3. Izrada

Epruvete se izvade iz inkubatora i centrifugiraju 4 minute na 720 g. Odstrani se

supernatant i ostavi oko 0,5 ml taloga te vortexira. Dodaje se 5 ml 0,075 M KClI i ostavlja 5 -
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10 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim se centrifugira 4 minute na 720 g, odbaci supernatant.
Dodaje se 5 ml svjeze pripremljenog 'fiksativa' (metanol : octena kiselina = 3 : 1), centrifugira
4 minute na 720 g, odbacuje se supernatant. Suspenzija se ispire fiksativom nekoliko puta sve

do dobivanja prozirne otopine.

4.3.4. Priprema preparata

Predmetno se staklo izvadi iz vode i malo ocijedi te na njega baci Pasteurovom
pipetom 2 kapi stani¢ne suspenzije. Napravi se minimalno 2 preparata iz svake epruvete.

Preparati se suse u OptiChromu na 26°C i 48 % vlaznosti.

4.3.5. Bojanje preparata

Preparati se isperu u fosfathom puferu (15 sekundi). Zatim se uranjaju u 2 % otopinu
Giemse u fosfatnom puferu i bojaju 5 minuta pa isperu u destiliranoj vodi (15 sekundi).

Ostavljaju se na zraku u vertikalnom poloZaju dok se ne osuse.

4.4, ANALIZA PREPARATA, BILJEZENJE I CUVANJE PODATAKA

Analizira se 100 metafaza svake koncentracije kemikalije kod svakog ispitanika pod
najve¢im povecanjem mikroskopa (1000 x). Kod svake metafaze s pronadenim

kromosomskim aberacijama zapisuju se koordinate i slika se DPC Controller programom.

4.5. STATISTICKE METODE

Dobiveni rezultati obradeni su primjenom deskriptivne statistike i studentovim t-
testom. Numericki podatci dani su kao srednja vrijednost i standardna devijacija te medijan s
95 % rasponom pouzdanosti. Sve su P vrijednosti dvostrane. Razina znacajnosti postavljena
je na o < 0,05. StatistiCka obrada podataka napravljena je u programskom paketu Statistica
12,0 (StatSoft Inc. TULSA, OK, USA).
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5. REZULTATI

5.1. Broj i vrsta kromosomskih aberacija

Rezultati istrazivanja provedenog na tri ispitanika s tri kemikalije u razliCitim

koncentracijama prikazani su u Tablici 1. Statisticka znacajnost izraCunata je za svaku

koncentraciju u odnosu na kontrolu.

Tablica 1. Kromosomske aberacije razlicitih koncentracija metanola, ksilola i octene kiseline

(t-test).

Kemikalija | Koncentracija | Srednja vrijednost = SD | Medijan 95 % raspon | P vrijednost
0 uM 2,68 £2,07 2,00 1,09 - 13,07 -

Metanol 13,36 uM 1,67 £0,58 2,00 0,30 - 3,63 0,468
133,58 uM 2,00 £+ 0,00 2,00 0,00 -0,00 0,609
237,17 uM 3,67 0,58 4,00 0,30 - 3,63 0,468
0nM 2,67 +2,09 2,00 1,08 - 13,08 -

) 4,69 nM 2,67 £2.89 1,00 1,50-18,14 1,00

sl 46,9 nM 2,67+1,15 2,00 0,60 - 7,26 1,00
93,8 nM 4,00+ 1,00 4,00 0,52 - 6,28 0,374
0uM 2,67 +2,08 2,00 1,07 - 13,09 -

Octena 0,533 uM 2,67 0,58 3,00 0,30 - 3,63 1,00

kiselina 5,33 uM 2,67 +0,58 3,00 0,30 - 3,63 1,00
10,66 uM 3,33 +£0,58 3,00 0,30 - 3,63 0,621
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A Metanol
42

40 L2
38
36
34
32
30
28
26
24
22

20 4
18
16
14
12
10

ouM 1336uM  1336uM  23717uM

B Ksilol

45

4,0

35

30

25

2,0

15

10 -4

05

onM 4,69 nM 46,9 nM 93,8nM

C Octena kiselina
4,0

38
36
34
32
30
28
2,6
24
22
20
18
16

14

12

ouM 0,533 uM 533uM 10,66 uM

Slika 4. Srednja vrijednost broja kromosomskih aberacija (KA) sa standardnom greskom pri

razliCitim koncentracijama kemikalija. Studentov t-test *P = 0,013 i **P = 0,007.
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Iz slike 4 vidljivo je da broj KA raste s najve¢om koncentracijom pojedine kemikalije. Tako
postoji znacajna statisticka razlika u porastu broja KA izmedu koncentracije metanola 13,36
uM 1 237,17 uM (P = 0,013) (Slika 1A), kao i izmedu koncentracija 133,6 uM i 237,17 uM (P
=0,007) (Slika 1A) .

Slika 5. Primjer metafaze bez prisutnih kromosomskih aberacija, preparat iz stani¢ne kulture

kontrola, ispitanik broj 1.
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Slika 6. Kromosomski lom, preparat iz stani¢ne kulture s octenom kiselinom koncentracije
10,6578 uM, ispitanik broj 3.

20



Slika 7. Kromatidni lom, preparat iz stani¢ne kulture s octenom kiselinom koncentracije
0,5328 uM, ispitanik 1.
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Slika 8. Posljedica velike koncentracije kemikalije, preparat iz stani¢ne kulture metanola s

koncentracijom 267,166 uM, ispitanik 2.

5.2. Mitoticki indeks ispitivanih kemikalija
Srednje vrijednosti mitotickih indeksa sa standardnom devijacijom kod razliitih

koncentracija kemikalija dane su u Tablici 2. Statisticka znacCajnost izracunata je za svaku

koncentraciju u odnosu na kontrolu.
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Tablica 2.

Mitoticki indeks razlicitih koncentracija metanola, ksilola i octene kiseline u tri

ispitanika.
Kemikalija | Koncentracija | Srednja vrijednost + SD Medijan 95 % raspon | P vrijednost

0 uM 5,41 +0,87 5,89 0,46 - 5,41 -

13,36 uM 6,87 +3,38 5,14 1,76 - 21,22 0,507
Metanol

133,58 uM 8,61 +4,05 9,74 2,11 -25,43 0,251
237,17 uM 9,15+4,70 11,26 2,45 - 25,52 0,245

0nM 5,40 + 0,86 5,88 0,45-5,42 -
_ 4,69 nM 5,46 +0,08 5,43 0,04 -0,53 0,919
il 46,9 nM 5,03 £ 0,46 5,03 0,25-2,88 0,544
93,8 nM 3,97+0,17 3,94 0,09-1,04 0,047*

0 uM 5,39+ 0,85 5,89 0,44 -5,43 -
Octena 0,533 uM 3,78 +£0,59 3,63 0,31-3,74 0,055
kiselina 5,33 uM 4,08 +0,44 3,97 0,23-2,74 0,077
10,66 uM 3,40 £0,05 3,40 0,03-0,30 0,016*

*t-test, statisti¢ki znacajna razlika P < 0,05

Na slici 9 graficki je prikazan pad mitotickog indeksa s porastom koncentracija ksilola i

octene Kkiseline, dok mitoticki indeks raste s porastom koncentracije metanola. Postoji

statistiCki znacajna razlika izmedu pojedinih koncentracija kemikalija. Statisticki znacajna

razlika u padu mitotickog indeksa uoc¢ena je izmedu koncentracije ksilola 4,69 nM i 93,8 nM
(P < 0,001) kao i pri koncentracijama od 46,9 nM i 93,8 nM (P =0,019).
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A Metanol
13

12

11 —_

10

ouM 13,36 uM 1336uM 237,17 uM

Ksilol

5,8
5,6
5,4
5,2
5,0
4,8
4,6
4,4
4,2
4,0

3,8

3,6

0nM 4,69 nM 46,9 nM 93,8 nM

c Octena kiselina
6,2

6,0
5,8

5,6

5,4
5,2
50 E—
4,8
4,6
4,4
4,2
4,0
3,8
3,6
3,4
3,2

0 uM 0,533 uM 5,33 uM 10,66 uM

Slika 9. Srednja vrijednost mitotickog indeksa (MI) sa standardnom greskom pri razli¢itim

koncentracijama kemikalija. Studentov t-test *P = 0,047; **P < 0,001.
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6. RASPRAVA

U citogenetickom nadzoru populacija izlozenih genotoksi¢nim agensima vrlo je vazno
utvrdivanje ucestalosti strukturnih aberacija u limfocitima periferne krvi (3,6). Tako izmedu
koncentracija metanola 13,36 uM i 237,17 uM uo¢ljiv je porast broja kromosomskih aberacija
6,87 + 3,8 naprema 9,15 + 4,70 (P = 0,013) kao i medu koncentracijama metanola od 133,6
uM i 237,17 uM gdje je srednji broj aberacija 8,61 + 4,051 9,15 + 4,70 (P = 0,007).

Mitoti¢ki indeks je vazan pokazatelj oStecenja stanice jer pokazuje kakav je ciklus
stanice, odnosno omjer stanica u diobi i onih koje se ne dijele. Na temelju mitotickog indeksa
vidimo da povecanjem koncentracija kemikalija on opada Sto je statisti¢ki znacajno za
najvece koncentracije ksilola i octene kiseline (Tablica 2). Mitotic¢ki indeks pokazuje utjecaj
kemikalija na G2 fazu stani¢nog ciklusa. Iz naSih rezultata mozemo zakljuciti da ksilol i
octena kiselina imaju antiproliferativni utjecaj povezan s genotoksi¢no$c¢u, dok za metanol ne
mozemo to zakljuditi jer rezultati nisu statisticki znacajni. Treba imati na umu da je utjecaj
kemikalija istrazivan na limfocitima periferne krvi, dok utjecaj kemikalija na neku drugu
vrstu stanica moze biti drugaciji te mogu potaknuti njihovu diobu. Takoder, moguce je da je
zbog prevelikog oSteenja stanica i velikog broja kromatidnih izmjena, ulazak stanica u

mitozu pod utjecajem kemikalija puno sporiji te stoga imamo manji broj stanica u mitozi.

Usporedno s drugim istrazivanjem u kojem su primjenjivali ekstrakt metanola na
Stakorima i U kojem se pokazala statisticki znaCajna razlika mitoti¢kog indeksa u odnosu na
kontrolu, u nasem istrazivanju nije doslo do statisticki znac¢ajne razlike u odnosu na kontrolne
uzorke. Pretpostavlja se kako je glavni ¢imbenik statisticke razlike duze izlaganje Zivotinja

ekstraktu metanola (od 45 do 75 dana), nego u nasem istrazivanju (3 sata) (8).

Istrazivanjem provedenim na Stakorima i miSevima koji su nosili embrije i koji su
tretirani ekstraktom metanola do devetnaestog tjedna gestacije uocena je statisticki znacajna
razlika kod povecanja kromosomskih aberacija u odnosu na kontrolu, dok u nasem
istrazivanju nije bilo povecanja broja kromosomskih aberacija u odnosu na kontrolu.
Dobiveni rezultati nakon tri sata tretiranja metanolom nisu pokazali statisticki znacajnu
razliku u ovom istrazivanju, a moze se zakljuciti da nakon duzeg vremena izlaganja zivotinja
ekstraktu metanola dolazi do statisticki znacajne razlike u porastu broja kromosomskih

aberacija (9).
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Istrazivanja radena na radnicima u rafinerijama koji su izlozeni velikim koli¢inama
ksilola pokazala su statisticki znacajne razlike u poveéanju broja kromosomskih aberacija u
odnosu na kontrolu. U naSem istrazivanju niSmo pronasli statisti¢ki znacajne razlike u
povecanju broja kromosomskih aberacija, vjerojatno zbog kratkotrajne izlozenosti limfocita

periferne krvi ksilolu u in vitro uvjetima (10).

Mnogobrojna istrazivanja utjecaja ksilola diljem svijeta na radnicima benzinskih
postaja pokazala su da ksilol uzrokuje kromosomske aberacije kao klastogen. Takoder se
pokazalo da dobra =zastita radnika na takvim poslovima pridonosi smanjenju broja
kromosomskih aberacija §to ne dovodi do prevelike statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na

kontrolnu grupu ispitanika (11).

Testom kromosomskih aberacija istrazivan je klastogeni utjecaj octene kiseline u
odnosu na pH medija na jajnim stanicama kineskog hr¢ka. Pokazano je da octena kiselina ne
izaziva povecanje broja kromosomskih aberacija pri pH mediju koji je blizu neutralnog (6),
dok pri nizem pH (5,7) dolazi do povecanja broja kromosomskih aberacija u in vitro kulturi
stanica sisavaca. U ovom istrazivanju koriSten je F12 medij koji sadrZzi mnogo natrij
hidrogenkarbonata koji moZe neutralizirati velike koli¢ine octene kiseline sve do
koncentracije 25 mM. Kako su u ovom istrazivanju testirane puno manje koncentracije octene
kiseline (do 10,66 puM), nisu dobiveni statisticki znacajni rezultati u porastu broja
kromosomskih aberacija u odnosu na kontrolu (P = 0,621). Koristenjem vecih koncentracija
octene kiseline moze do¢i do povecanja kromosomskih aberacija, ali tada bi to bio lazno
pozitivan rezultat jer bi doslo do narusavanje normalne fiziologije stanica u kulturi (12).
Morita i suradnici (12) smatraju da kromosomske aberacije uzrokovane octenom kiselinom

nastaju zbog kiselosti medija, a ne zbog klastogenog utjecaja octene kiseline.

Ovim istrazivanjem smo potvrdili hipotezu jer smo pokazali da kemikalije utjeCu na
pojavu kromosomskih aberacija i na smanjenje mitotickog indeksa. Danas smo izlozeni
razli¢itim kemikalija u svim aspektima naseg zivota i vrlo je bitno znati u kojoj nam mijeri to
moze naSkoditi, @ to mozemo provjeriti upravo pomocu testa na kromosomske aberacije

(3,5,7).
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7. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

Postoji znacajna statisti¢ka razlika u porastu broja KA izmedu koncentracije metanola
13,36 uM 1 237,17 uM (P = 0,013).

Vidi se porast kromosomskih aberacija izmedu razli¢itih koncentracija ksilola i octene
Kiseline, ali statisti¢ki nije znac¢ajan.

Mitoti¢ki indeks se kod ksilola i octene kiseline smanjuje s pove¢anjem koncentracije,
dok se kod metanola povecava.

Iz nasih rezultata mozemo zakljuciti da ksilol i octena kiselina imaju antiproliferativni
utjecaj povezan s genotoksi¢noS¢u, dok za metanol ne mozemo to zakljuciti jer
rezultati nisu statisticki znacajni.

Statisti¢ki znacajna razlika u padu mitotickog indeksa uocena je izmedu koncentracije
ksilola 4,69 nM i 93,8 nM (P < 0,001) kao i izmedu koncentracije ksilola 46,9 nM i
93,8 nM (P =0,019).
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8. SAZETAK

Test na kromosomske aberacije nam pomaze identificirati strukturalna kromosomska
osteCenja na uzgojenim stanicama. Identifikacijom kromosomskih oste¢enja moze se

procijeniti Stetnost kemikalije ili zracenja na ljudski organizam.

Cilj istrazivanja bio je ispitati genotoksikoloski i citotoksi¢ni u¢inak metanola, ksilola i octene

kiseline na nastanak in vitro kromosomskih aberacija u limfocitima periferne krvi.

Ispitanici su osobe mlade od 40 godina koje ne rade s kemikalijama niti u zoni zracenja. Svaki

ispitanik je sam sebi sluzio kao kontrola.

Metoda testa na kromosomske aberacije zasniva se na 45-sathom uzgoju limfocita iz periferne
krvi u hranjivom mediju u prisutnosti fitohemaglutinina i L-glutamina i analizi metafaza
svake koncentracije kemikalije kod svakog ispitanika. Testirane su tri koncentracije od svake

kemikalije i kontrola.

Iz rezultata je vidljivo da broj kromosomskih aberacija raste s najve¢om koncentracijom

pojedine kemikalije. Statisticki znacajnu razliku smo dobili izmedu koncentracija ksilola i

octene Kkiseline (P < 0,05).

Ovim istraZzivanjem moZzemo potvrditi hipotezu jer smo pokazali da kemikalije utjecu na

pojavu kromosomskih aberacija i na smanjenje mitotickog indeksa.
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9. SUMMARY

The chromosome aberration test method is used to identify structural damage to the
chromosome or to other cultivated cells. By identifying the damage done to a chromosome
one can assess the damage potential of a certain chemical substance or radiation.

The purpose of this research was to test the genotoxicological and cytotoxic effect of
methanol, xylol and acetic acid on the creation of “in vitro* chromosome aberrations in
lymphocytes of peripheral blood.

Test subjects were people aged up to 40 and who do not handle chemicals nor are in contact
with radiation. Each test subject served as his own test reference.

This test method is based on a 45 hour lymphocyte cultivation in a nutritious medium in the
presence of phytohaemagglutinin and L-glutamine and a metaphase analysis of every
chemical concentration in every test subject. Three different chemical concentrations of each
chemical were tested and a control test was done.

Given the results one can conclude that the number of chromosome aberrations increases
when the concentration of a certain chemical rises. Statistically, a substantial difference has
been observed at different xylol and acetic acid concentration (P<0,05).

This research proves that the hypothesis is correct because it has shown that certain chemicals
influence the creation of chromosome aberrations, as well as the decrease of the mitotic index.
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INFORMIRANI PRISTANAK ZA SUDJELOVANJE

Potvrdujem da sam dana , u Osijeku, procitala ovu obavijest za gore

navedeno znanstveno istrazivanje te sam imala priliku postavljati pitanja. Razumijem da je
moje sudjelovanje dobrovoljno te se mogu povuéi u bilo koje vrijeme, bez navodenja razloga

I bez ikakvih posljedica po zdravstvenom ili pravnom pitanju.

Zelim sudjelovati u navedenom znanstvenom istrazivanju.

Ime i prezime ispitanika:

Ime i prezime (tiskanim slovima):

Potpis:

Osoba koja je vodila postupak obavijesti za ispitanika i suglasnost za sudjelovanje:

Potpis:

Ime i prezime (tiskanim slovima):




OBAVIJEST ZA ISPITANIKA
Ispitivanje genotoksikoloskog utjecaja kemikalija na kromosomske aberacije

Znanstveno istrazivanje u Laboratoriju za medicinsku genetiku
Medicinskog fakulteta u Osijeku

Zamoljeni ste za sudjelovanje u istrazivanju kojim ¢emo pokusati utvrditi utjecaj
metanola, ksilola i octene kiseline na kromosomske aberacije u limfocitima periferne krvi.
Ova obavijest ¢e Vam pruziti podatke ¢ija svrha je pomoc¢i Vam odluditi zelite li sudjelovati u
ovom znanstvenom istrazivanju. Prije nego S§to odludite, zelimo da shvatite zaSto se to
istrazivanje provodi i §to ono ukljucuje. Zato Vas molimo da pazljivo procitate ovu obavijest.

Mnogi fizicki, kemijski 1 bioloski faktori koji se nalaze u Zivotnom i1 radnom okolisu
imaju karcinogene i mutagene ucinke, ali genetska predispozicija, Zivotne navike i prisutnost
takvih tvari u radnom okoliSu mogu uvelike pridonijeti pokretanju Stetnih procesa u ljudskom
tijelu poput inicijacije, promocije i progresije koje dovode do nastanka neoplasti¢nih bolesti s
ozbiljnim posljedicama na ljudsko zdravlje. IzloZenost karcinogenim i mutagenim tvarima
moze dovesti do oSteCenja stanice i do procesa koji mogu rezultirati malignom
transformacijom te potencijalno neoplastiénim rastom i razvojem raka. Kako bi sprijecili
Stetne ucinke karcinogenih i mutagenih tvari na ljudsko zdravlje, potrebno je utvrditi njihovu
prisutnost na radnom mjestu i poduzeti odgovaraju¢e mjere zaStite. Prevencija i rano
otkrivanje tih tvari najvazniji su faktori u smanjivanju ucestalosti i posljedica njihovih
ucinaka.

U citogeneti¢kom nadzoru populacija izloZzenih genotoksi¢nim agensima vrlo je vazno
utvrdivanje ucestalosti strukturnih aberacija u limfocitima periferne krvi. Radi se o vaznoj
citogenetickoj metodi koja se primjenjuje u nadzoru profesionalno izloZenih populacija
mutagenim ili kancerogenim kemikalijama. Indirektan je pokazatelj razine oStec¢enja prisutnih
u DNA prije njenog udvostrucavanja. Kratkotrajno izlaganje pojedinoj kemikaliji se ne moZe
odrediti, no dugotrajno izlaganje malim dozama ovih kemikalija ima velike posljedice na
geneticki materijal stanica.

Bit ¢ete zamoljeni za uzorke venske krvi koji ¢e biti izvaden uz Vase dopustenje od
strane kvalificiranog medicinskog osoblja. Na uzorku krvi nece pisati vase ime, vec Sifra koja
omogucava VaSu potpunu osobnu zaStitu tijekom istrazivanja. Svi ukljuceni istrazivaci
obvezuju se na potpunu zaStitu VaSih osobnih podataka, te se VaSi osobni podaci nece
pojavljivati niti u jednom znanstveno-istrazivatckom dokumentu niti na bilo koji nac¢in biti
dostupni ili objavljeni pod Vasim imenom. Jedini rizik kojemu Vas izlazemo je neugodnost
pri vadenju krvi.

Vasa odluka o sudjelovanju u ovom istrazivanju je dobrovoljna i mozete se slobodno i
bez ikakvih posljedica povu¢i u bilo koje vrijeme, bez navodenja razloga.



Ispitivanje je predoc¢eno Etickom povjerenstvu za istrazivanja Medicinskog fakulteta
Osijek koji je nakon uvida u dokumentaciju odobrilo istrazivanje. Ispitivanje se provodi u
skladu sa svim primjenjivim smjernicama, ¢iji je cilj osigurati pravilno provodenje i sigurnost
osoba koje sudjeluju u ovom znanstvenom istrazivanju, ukljucuju¢i Osnove dobre klinicke
prakse i Helsinsku deklaraciju.

Hvala Sto ste procitali ovaj dokument i razmotrili sudjelovanje u ovom znanstvenom
Istrazivanju.



