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SUMMARY

Genetic toxicology uses the methods of biomonitoring for the primary prevention
of cancer, inborn defects and degenerative diseases. Biomonitoring is used for the persons
exposed to mutagens, carcinogens and toxicants for human reproduction. The frequency of
chromosomal aberrations is the only practically utilized genotoxic biomarker indicating a
carcinogenic risk.

In the Czech Republic biomonitoring represents the important tool used to prove
the exposure to genotoxicants and to evaluate the genetic risk for exposed groups and
individuals. The standard method of the conventional cytogenetic analysis of peripheral
lymphocytes is used for the detection of structural and numerical chromosomal aberrations
in human somatic cells. Czech Hygiene Service has used this method as a surrogate
indicator for the genetic damage caused by clastogenes in target cells since middle 1970s
until present time. The cytogenetic analysis of chromosomal aberrations has been
suggested to be a useful tool checking the adherence of safety manipulation with mutagens
and carcinogens, and also for vindication the safe maximum allowable concentration
(MAC) has really been established. Repeated investigations of occupationally exposed
groups enable to follow up the long-term exposed workers and may find individuals with a
higher susceptibility and risk for genotoxicants exposure.

The most relevant findings obtained by applicant in the past:

» (Cytogenetic analysis of chromosomal aberrations (CH.A.) is the suitable biomarker of
exposure and effects of clastogenes.

e If air concentrations of genotoxicants in working place did not exceed a certain
concentration then no increase of CH.A. in exposed workers may be detectable (vinyl
chloride monomere under 10 mg/m’, styrene under 100 mg/m’). Such concentration
should be accepted as MAC.

* Cytogenetic analysis of chromosomal aberrations has been suggested to be useful tool
checking the adherence of safety manipulation with mutagens and carcinogens, and
also for vindication the safe maximum allowable concentration (MAC) has really been
established.

*  Workers in coal tar production units exposed to polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs) and benzene were classified as the group with a high genetic risk. Vitamin C
supplementation dropped frequency of CH.A. in exposed group to the control level.

* In rotogravure plant workplace the concentrations of toluene ranged between 390 -
4 380 mg/m’ (MAC=200 mg/m’) induced elevated frequency of chromosomal
aberrations (3.64 % aberrant cells — AB.C.).

e The genetic risk by newly designed cytostatic drugs was observed in chemists in
chemical laboratory. There was found 3.90 % AB.C. This value was substantially
higher than that found in control group (1.05 and 1.22 % AB.C.). Vitamin C
supplementation did not reduced frequency of AB.C. in exposed group. The most
important protection factor was the reduced exposure to cytostatic drugs.

* Occupational exposure in uranium mines was usually understood as radon and its
daughter products exposure. But chromosomal aberrations analyzed in miners were



predominantly chromatid types. In mines were found molds as Aspergillus flavus
producing aflatoxin B; and G, Fusarium solani producing the toxin sterigmatocystine.
In the throat swab samples taken from miners molds producing mycotoxins. It was
hypothesized that mutagenic mycotoxins might be a new carcinogenic risk in uranium

mines.

The association between occupational exposure to 1,3 — Butadiene (BD) and
chromosomal damage was analyzed in BD-monomer production and polymerization
units. It was demonstrated that exposure to a very low concentrations of BD (0.53
mg/m’) significantly increased the frequency of AB.C. Although exposures to
genotoxicants in modern plants were substantially reduced, significant induction of
genetic damage could still be demonstrated.

Laboratories of the genetic toxicology in the Hygiene Service of Czech Republic have
collected for more than 20 years the data on the spontaneous frequency of AB.C. of
unexposed (control) subjects. In the period 1980 — 1988 the spontaneous frequency for
adults was determined to be 1.77 % AB.C. based on the analysis of 1 201 subject. In
the period 1977 — 1999 the frequency of aberrant cells was determined to be 1.59 %,
based on 2 801 subject.

During the 1990s several European countries accumulated sets of data large enough to
test the cancer predictivity of the frequency of chromosomal aberrations. The Czech
Republic has also contributed to this effort. From the archives of Czech laboratories of
genetic toxicology, we retrieved data on approximately 20,000 cytogenetic analyses
performed on an occupational group of almost 12,000 individuals. In this context, we
would like to emphasize the fact that contrary to other studies, the increase in cancer
risk is relatively small. We believe this is also due to the activities of the Czech
Hygiene Service, which used cytogenetic data very efficiently to put) through effective
preventive measures. Perhaps we may speculate that the low cancer incidence observed
in our cohort is the best evidence of the importance of cytogenetic analysis for public
health.

Conventional cytogenetic methods are very laborious and time consuming and are
criticized for low sensitivity. Nevertheless, we hope that new methods prove to be at
least as viable and useful as the conventional one. By FISH and conventional methods
we analyzed 383 subjects exposed to butadiene, acrylonitrile, benzene and PAHs. High
sensitivity of FISH method for especially environmental exposure to PAHs was found.
The new finding demonstrates the possibility of elimination the lymphocytes bearing
translocations.

We are convinced that our original ideas concerning relationship of mutagens
and/or carcinogens exposure and induction of chromosomal aberrations were finally
justified.



SOUHRN

Genetickd toxikologie v oblasti primarni prevence nadorovych onemocnéni,
vrozenych vad a degenerativnich onemocnéni u osob profesiondln¢ exponovanych
mutagentim, karcinogentim a latkdm toxickym pro lidskou reprodukci vyuzivd metod
biologického  monitorovani.  Frekvence  chromosomovych aberaci  zjiStovana
cytogenetickou analyzou je dosud jediny, prakticky vyuzivany genotoxicky biomarker
prokazujici sumarni karcinogenni riziko.Biologicky monitoring v CR pfedstavuje
vyznamny nastroj genetické toxikologie slouzici k ur€eni expozice genotoxickym faktortim
a k posouzeni rizika pozdnich nasledkii pro exponované skupiny a jednotlivce. Standardni
metoda konvenéni cytogenetické analyzy perifernich lymfocyti umoziuje detekei,
kvalitativni a kvantitativni analyzu chromosomovych abnormalit (strukturdlnich a
numerickych aberaci) v lidskych somatickych buiikdch in vitro v optickém mikroskopu.
Indukovand poskozeni chromosomil somatickych bunék prokazateln¢ zvySuji v lidské
populaci riziko vzniku nadorovych i degenerativnich onemocnéni, negativné ovliviluji
funkci bunéénych repara¢nich mechanizmt a zasahuji do procesit apoptosy. Konvencni
cytogenetickd analyza lidskych perifernich lymfocyti je jiz 30 let hygienickou sluzbou v
CR standardné uzivand metoda pro monitorovani populace profesionalné exponované
genotoxiniim, tj. mutagenlim a karcinogeniim. Vysledky cytogenetické analyzy umoznuji
posoudit miru expozice a ucinnost preventivnich opatieni zaméfenych na sniZzeni expozice
pracovnikii at’ jiz technického a organizacniho charakteru, nebo z hlediska spravného
pouzivani osobnich ochrannych prostfedki. Opakovand vySetfeni skupin osob
profesionaln¢ exponovanych genotoxintim dovoluji dlouhodobé sledovat exponované
pracovniky a urcit jednotlivce se zvySenou vnimavosti k expozici genotoxickym latkam.
Nejdilezitéjsi poznatky ziskané uchazecem v minulém obdobi:

* Analyza frekvence aberantnich bun¢k (AB.B.) je vhodnym biomarkerem expozice a
ucinku genotoxickym latkdm s klastogennim G¢inkem (vyvolavajicim zlomy
chromozému).

* Expozice genotoxické latce pod uréitou davku nevyvolava klastogenni ucinek (v
piipadé VCM pod 10 mg/m’ ; styrénu pod 100 mg/m? pracovniho ovzdusi) — existence
,biologického prahu®.

» (Cytogenetickou analyzu lze pouzivat ke kontrole spravnosti navrzenych hodnot
NPK-P a ke kontrole spolehlivosti bezpecnostnich opatfeni na rizikovych pracovistich.

* Expozice pii vyrobé a zpracovani dehtu byla hodnocena jako vysoké genetické riziko.
Podavani vitaminu C snizilo frekvenci AB.B. u exponovanych osob.

e Vysoké koncentrace toluenu v pracovnim ovzdusi tiskarny (390 - 4380 mg/m’
vyvolaly u exponovanych pracovnikli zvySeny pocet chromosomovych aberaci s
priimérnou hodnotou 3,64 % AB.B., u administrativnich pracovnika 3,32 % AB.B.

* Byla sledovana zdravotni rizika vyplyvajici z profesiondlni expozice cytostatikim pii
jejich vyvoji a vyrobé. Pfi suplementaci vitaminem C nedoslo k vyznamnému poklesu
po¢tu AB.B. Vyznamnym zéavérem studie bylo, Ze samotna profylaxe antioxida¢nimi
¢inidly nesta¢i k redukci rizika z expozice cytostatikim a nejdilezitéjsi preventivni
faktor je vyznamné snizeni expozice pracovniki.

* Profesiondlni expozice hornikii v uranovych dolech je bézné€ spojovana s expozici
dcefinnym produktiim rozpadu radonu. Analyzované zmény chromosomu vSak svédcCily
o expozici chemickym latkam s pfevahou chromatidovych zlomii a pocet dicentrickych
chromosomil byl zvySen jen nepatrné. Dal§imi analyzami byly zjiStény v prostorach
dolt plisné rodt Aspergillus flavus s produkci aflatoxinu B, a Gi, Fusarium solani



s vysoce mutagennimi metabolity a Penicillium versicolor s produkci toxinu
sterigmatocystinu. Vytéry zkrku hornikl prokdzaly u 27 % znich 60 druhl
toxinogennich plisni. Za stavajicich hygienickych podminek v uranovych dolech
predstavovaly genotoxické riziko expozice plisnim, event. odstfelovym zplodindm a
vyfukovym plynim.

Pracovnici jsou profesionalné¢ exponovani 1,3-butadienu (BD) pfi jeho vyrobé a pii
vyrob¢ plasti. Ve vybraném zdvod¢ byly provedeny v letech 1992 — 1994 dvé studie
zamétené k ziskani podkladi pro zafazeni BD mezi humdanni karcinogeny. Bylo
zjisténo, ze i velmi nizké koncentrace BD v pracovnim ovzdusi (median: 0,53 mg/m*)
indukuji zvySenou primérnou frekvenci AB.B. Tyto vysledky vyvolavaji diskusi o
zpisobu zabezpeceni provozl s expozici mutagentim a karcinogeniim, které i ve velmi
nizkych koncentracich ovliviiuji geneticky material.

V CR jsou fadu let kumulovany tidaje o spontanni Girovni chromosomovych aberaci u
riznych veékovych skupin neexponovanych osob. Primérna  hodnota spontdnni
frekvence chromosomovych aberaci u dospé€lé populace (20 — 63r.) byla stanovena na
zaklad¢ vysledkl analyz 1 201 dospélé osoby z obdobi 1980 — 1988 na hodnotu 1,77 %
AB.B. Hodnota AB.B. stanovena za roky 1977 — 1999 (N = 2 801) ¢inila 1,59 %,
pticemz v letech 1994 — 1997 (N = 1 435) klesla na uroven 1,16 % AB.B.

V soucasné dobé¢ je konvencni metoda cytogenetické analyzy perifernich lymfocytl ve
svété je vysoce hodnocena jako biomarker expozice a ucinku s vyznamnou asociaci
s rizikem vzniku nddorl pii zvySenych hodnotich AB.B. V uplynulych letech bylo u
nas vysetieno cytogenetickou analyzou tisice osob v desitkach provozl s rizikem
chemické karcinogenity. Ze ziskanych 1udaji jsme vytvorili, dosud nejveétsi
v mezinarodnim m¢éfitku, databazi hodnot chromosomovych aberaci profesionalné
exponovanych i neexponovanych osob. V epidemiologickych studiich z r. 2001 a 2002
zpracovavajici ¢ast shromazdénych tdajii byla nalezena signifikantni asociace mezi
frekvenci chromosomovych aberaci a incidenci nadortt v dlouhodobé (1975 —1990) a
opakovan¢ sledované skupin€ hornikli z rudného dolu v riziku expozice kiemicitého
prachu a radonu. Pocty profesiondlnich nadorovych onemocnéni jsou u nas niz$i, nez
vykazuji italské a skandindvské studie. Pfiinu Ize nalézt ve vysledcich cytogenetické
analyzy 80. letech, které v mnoha pfipadech pfispély k podstatnému zlepSeni
pracovnich podminek. Rada z nich poslouzila hygienické sluzbé jako podklad pro
rozhodnuti k Upravé rezimu na rizikovych pracovistich (napf. vinylchlorid, styrén,
formaldehyd, asbest, BCME), nebo ke snizeni NPK-P (epichlorhydrin). Lze se
opravnéné domnivat, ¢ se v CR na niz§im vyskytu nadorovych onemocnéni ve
sledovanych expozicich vyznamné podilelo zavadéni efektivnich opatieni na ochranu
zdravi osob v 80. letech.

V poloving€ 90. let byla vyvinuta a stale zdokonalovana metoda fluorescencni in situ
hybridizace (FISH), umoziujici velmi citlivou analyzu stabilnich typt aberaci
chromosomil, zejména strukturalnich translokaci. Vysetfili jsme celkem 383 osob
exponovanych butadienu, akrylonitrilu, etylbenzenu, benzenu a PAU jak konvenéni tak
1 metodou FISH, s cilem porovnat citlivost obou metod pii hodnoceni expozice riiznym
genotoxickym latkdm.  Vysledky ukazaly vyssi citlivost metody FISH, zejména pii
environmentalni expozici PAU. Novym poznatkem bylo zji§téni, Ze po sniZeni
expozice, klesla jak frekvence AB.B. analyzovanych konven¢ni metodou, tak i
frekvence translokaci detekovanych metodou FISH. Na zakladé naSich vysledkl se
muzeme domnivat, ze i lymfocyty nesouci translokace mohou byt eliminovany
podobné jako lymfocyty nesouci zlomy.



Dosazené poznatky prokazaly, ze naSe pocatecni piedstavy o vztahu expozice
genotoxickym latkdm a chromosomovych aberaci byly opravnéné.

1. UvVOoD

Predkladand doktorska disertacni prace, zalozena na komentovaném souboru
vybranych uveiejnénych védeckych praci, je vysledkem vice nez tficetilet¢ profesionalni
¢innosti uchazece v oblasti genetické toxikologie.

Hlavnim tématem prace je zhodnoceni cytogenetické analyzy lidskych perifernich
lymfocytii pro vyuziti pi biologickém monitorovéani expozice a G€inki osob exponovanych
genotoxickym latkam, tj. mutagenim a karcinogentim, tedy faktorim charakterisovanymi
svymi pozdnimi G¢inky (biologicky monitoring).

Dal$im cilem je zodpové&dét principialni otdzku kladenou od samého pocatku
pouzivani cytogenetické analyzy pro monitorovani vlivu prostredi na cloveka:

Je spojena vysSi Cetnost (frekvence) chromosomovych aberaci v perifernich
lymfocytech (vyjadfovana jako primérné procento aberantnich bunék - % AB.B.) s vy$§im
rizikem vzniku nadorovych onemocnéni ?

Ro¢né piibyva v CR cca 45 000 novych nadorovych onemocnéni, z tohoto podtu
jsou vyvolany profesionalni expozici chemickym latkam ptiblizné 2 000 ptipadd. V r. 1997
bylo vCR profesionalné exponovano prokadzanym karcinogenim a podezielym
karcinogentm piiblizné 1 milion 400 tisic osob (Smerhovsky a Kauppinen, 2000). Tento
pocet sice meziro¢né kolisa, ale nelze zatim predpokladat, ze by byl programové snizovan.

Geneticka toxikologie vyuziva k ziskavani informaci metod biologického
monitorovani jednotlivell 1 populacnich skupin (IPCS, 1993; Taioli a Bonassi, 2002).
Vhodnymi nastroji hodnoceni vlivu xenobiotik jsou biomarkery expozice, uinku a
vnimavosti.

Biomarkery expozice maji velky vyznam pii prukazu expozice jednotlivce i skupin
osob predevS§im latkdm s pozdnimi uCinky a zejména jejich smésim. Takto ziskané
informace pak slouZzi pfi zajiStovani ochrany a bezpecnosti prace osob na rizikovych
pracovistich. Z prakticky pouzivanych biomarkeri expozice jsou po metodické a
interpretacni strance nejvice propracované metody detekujici DNA a proteinové adukty
(hemoglobinové, albuminové) a napi. specifick¢é adukty s etylénem, propylénem,
aromatickymi aminy, aflatoxinem B; metabolity xenobiotik v moci a cytogenetické
metody. V praxi byla nejrozsifencjsi konvenéni cytogenetické analyza lidskych perifernich

lymfocytd, ktera se dnes na zaklad¢ soucasnych poznatkli fadi i mezi biomarkery u¢inku.



Biomarkery ucinku se pouzivaji k prikazu jiz preklinického poSkozeni nebo
nepiiznivych zdravotnich G¢inkti po expozici a absorpci xenobiotika, pro stanoveni
nebezpecnosti latky (hazard identification) a pro urceni davkové zéavislosti ucinku (dose
response assessment) pii stanoveni rizika expozice (risk assessment). Jako biomarker
ucinku je nyni intenzivné vyuZzivana cytogenetickd analyza lidskych perifernich lymfocytt,
nebo mutace v HPRT lokusu. Frekvence chromosomovych aberaci zjiStovana
cytogenetickou analyzou je dosud jediny, prakticky vyuzivany genotoxicky biomarker
prokazujici sumarni karcinogenni riziko.

Biomarkery vnimavosti charakterizuji vrozené (geneticky podminéné), nebo
ziskané faktory ovliviiujici odpovéd’ organizmu na expozici xenobiotiku. Individualni
vnimavost (geneticky polymorfismus) je ovlivnéna napft. rozdily v metabolizmu, reparaci
DNA, expresi protoonkogeniti a tumorsupresorovych genti, v imunitnich pochodech,
rozdily na Grovni receptort. Individudlni rozdily v metabolickych cestach jsou podminény
dédicn¢ zakotvenymi mutacemi v sekvencich genii kodujicich enzymy. Rozdilny
metabolicky genotyp vede krozdilnému individudlnimu riziku poSkozeni. V praxi to
znamena, ze v populaci existuji osoby, které maji pro dany enzym jinou alelu. Ta se lisi
urcitou mutaci, ktera se fenotypicky odrazi v odlisné aktivité enzymu. Hodnoceni populace
pomoci biomarkerti vnimavosti, umoziiuje pomoci urceni metabolickych genotypd vybrat
vnimavéjsi, nebo naopak resistentnéjsi jednotlivce viici ucinklim konkrétni latky.

Biologicky monitoring v CR piedstavuje vyznamny nastroj genetické toxikologie
slouZzici k ur€eni expozice genotoxickym faktoriim a k posouzeni rizika pozdnich nasledka
pro exponované skupiny a jednotlivce. Vzhledem k uzkému vztahu procesu mutageneze a
karcinogeneze se predpoklada, ze opakované nalezy zvysenych hodnot chromosomovych
aberaci u sledovanych osob upozoriiuji na zvysené riziko vzniku nadorovych onemocnéni
(Brogger a kol., 1990; Hagmar a kol., 1994; Bonassi a kol., 1995; Hagmar a kol., 1998 a, b;
Liou a kol., 1999; Bonassi a kol., 2000). Z tohoto hlediska ma uvedend metoda zasadni
vyznam pro primarni prevenci nadorovych onemocnéni, protoze odrazi vysledek sumarni
expozice populace vystavené smésim latek s proménlivym kvalitativnim 1 kvantitativnim
sloZzenim a velmi ¢asn¢€ upozoriiuje na jednotlivce s nevhodnym metabolickym genotypem
pro danou latku a/nebo s hypofunkénimi ochrannymi mechanismy (reparacni systémy,
imunitni reakce), které jiz nedokazi opravovat a kompenzovat geneticka poskozeni vznikla
v disledku expozice.

Konvencni cytogeneticka analyza lidskych perifernich lymfocyti je jiz 30 let

hygienickou sluzbou v CR standardn¢ uzivana metoda pro monitorovani populace



profesiondlné¢ exponované genotoxintim, tj. mutagenim a karcinogentim. Vysledky

cytogenetické analyzy chromosomovych aberaci umoziuji posoudit miru expozice a

ucinnost preventivnich opatfeni zaméfenych na sniZzeni expozice pracovnikll at’ jiz

technického a organiza¢niho charakteru, nebo z hlediska spravného pouzivani osobnich
ochrannych prostredkii (Srém, 1978; Sram a KuleSov; 1980, Sram, 1981; Réssner a kol.,

1995). Opakovand vySetfeni skupin osob profesiondlné¢ exponovanych genotoxinlim

dovoluji dlouhodobé sledovat exponované pracovniky a urcit jednotlivce se zvySenou

vnimavosti k expozici genotoxickym latkdm. U téchto jednotlivct, ktefi jsou tak vystaveni
vysSimu riziku, nez ostatni populace, lze a je tfeba uplatiiovat fadu opatfeni ke snizeni
rizika z expozice.

Cesta ke standardizaci konvenéni metody cytogenetické analyzy lidskych
perifernich lymfocytli pro laboratofe genetické toxikologie v hygienické sluzbé byla
zahdjena ustavenim Narodni referencni laboratofe pro genetickou toxikologii (NRL)
v Institutu hygieny a epidemiologie — IHE (nyni Statni zdravotni ustav — SZU) v r. 1977.
Vroce 1982 byl uchaze¢ jmenovan jejim vedoucim. Vedla ptfes cetné konzultacni a
metodické navstévy na terénnich pracovistich, studijni tydenni pobyty vSech terénnich
pracovnikit v NRL, pfes ucast na seminatich a Skolicich akcich ILF a IDVPZ a Pracovnich
dnti Spole¢nosti pro mutagenezu zevnim prostiedim AV CR. NRL poskytuje odzkousené
kultivaéni  roztoky, vypracovala atlas mikrofotografii  nejobvyklejSich  typil
chromosomovych aberaci, ktery obdrzela kazda laboratot genetické toxikologie v HS,
pravidelné organisuje mezilaboratorni porovnavaci zkouSky kdy laboratofe analyzuji
mikroskopické preparaty zhotovované v NRL. Vydanim Standardni metodiky v r. 1989
(Rossner, 1989, 2000 a, b) a Standardnich operaénich postupt (SOP) v r.2003 (Rossner,
2003), vypracovanych NRL, ktera od r. 2001 ziskala akreditaci Ceského institutu pro
akreditaci, v.p.s. (CIA) podle CSN EN ISO/IEC 17025, byla standardisace konvenéni
metody cytogenetické analyzy lidskych perifernich lymfocyti v CR ukon&ena.

Tticet rokil rozvoje genetické toxikologie v CR bylo ovlivnéno nékolika kli¢ovymi
udalostmi:

* 1974: Prvni laboratoi genetické toxikologie vznikla na Krajské hygienické stanici
(KHS) Usti n.L. pro kontrolu expozice osob v provozu epichlorhydrinu a BCME (bis
(chlormethyl)etheru). Ziskané¢ vysledky ukézaly na nepfiznivé ucinky expozice
klastogenim (faktoriim zpiisobujicim strukturalni poskozeni chromosomii — zlomy
chromosomut a vymeny jejich casti mezi sebou) a byly impulzem k zaklddani dalSich

laboratofi v hygienické sluzb¢ (Srém a kol., 1980, 1981, 1983 b).



1975: Byly vydany zékladni metodické postupy: ,,Systém hodnoceni mutagenni aktivity
chemickych latek pro &lovéka. Zakladni principy a doporuéené metody* (Sram, 1975).
1977: Pro koordinaci a standardizaci cinnosti laboratofi byla vr.1977 zaloZena
Narodni referen¢ni laboratot (NRL) pii Institutu hygieny a epidemiologie (IHE, nyni
SzZU). Byla vypracovana jednotnd kritéria metodik odbéru vzorkd, kultivace,
zpracovani kultur, ptipravy mikroskopickych preparatl, statistického hodnoceni a
interpretace vysledkii a atlas chromosomovych aberaci. RL organizovala Skoleni
pracovnikii  zterénnich laboratoii a pravidelné mezilaboratorni porovnavani
kodovanych  mikroskopickych  preparati. Tyto standardni postupy spolu
s poskytovanim kultivac¢nich roztokli vS§em zucastnénym laboratofim zajistily jednotné,
standardizované metodiky umoziiujici porovnavani vysledkii analyz z jednotlivych
laboratoii a v kone¢né fazi i jejich agregaci pro statistickd hodnoceni.

1981: Byla vypracovana metodika vybérového tikolu hlavniho hygienika CSR III:
»Genetické poskozeni pii profesiondlni expozici mutageny* - ,Primarni prevence
nadorovych onemocnéni - podil hygienické sluzby na realizaci onkologického
programu® (Sram a kol., 1981).

1989: VyhlaSeni vybranych metod genetické toxikologie jako standardni metodiky pro
hygienickou sluzbu Hlavnim hygienikem CSR : ,Metody biologického monitorovani
genotoxickych ucinkt faktorh prostredi — standardni metodika* (Rossner, 1989).

1989: Byly publikovany hodnoty spontanni frekvence aberantnich bun¢k (AB.B.) (.
lymfocytii nesoucich strukturdlni poskozeni chromosomut vyvolané jejich zlomy), u
dospélé populace v CSR ziskané analyzou 1201 osoby.: ,,Piispévek k problému uréeni
spontanni trovné chromosomovych aberaci v populaci CSR* (Svandova a Rossner,
1989).

2000: Byla publikovana aktualizovana standardni metodika : ,,Metody biologického
monitorovani genotoxickych ucinkti faktord pracovniho prostfedi, cytogeneticka
analyza perifernich lymfocyta* (Rdssner, 2000 a, b).

2001: Zapojeni do evropského projektu: ,,Cytogenetic Biomarkers and Human Cancer
Risk — EU: QLK4 — CT 2000 — 00628, Program: Quality of Life and Management of
Living Resources (Smerhovsky a kol., 2001, 2002).

2003: Vydani souboru metodik: ,,Standardni operacni postupy pro biologické

monitorovani genotoxickych ucinki faktort prostredi® (Rossner, 2003).



2.
2.1

METODIKA
Cytogeneticka analyza lidskych perifernich lymfocyti

Metoda cytogenetické analyzy perifernich lymfocytli umoznuje detekci, kvalitativni a
kvantitativni analyzu chromosomovych abnormalit (strukturdlnich a numerickych
aberaci) v lidskych somatickych buiikach in vitro v optickém mikroskopu (Hungerford,
1965; Bucton a Evans, 1973; Savage, 1976, Carrano a Natarajan, 1988; Rossner, 1989;
Rossner a kol., 1995; Rdssner, 2000 a, 2003).

Poskozeni genetického materialu buiiky (pfedevsim jadern¢ DNA), analyzované jako
chromosomové aberace, je projevem biologického efektu genotoxickych faktord
(chemickych, fyzikalnich a biologickych) (Sram a kol., 1981; IPCS, 1993).

Metoda piimo prokazuje expozici Cloveéka genotoxickym faktorim s klastogennim
ucinkem, jehoz projevem je indukce chromosomovych aberaci v somatickych
buiikdch. Zlomy a pfestavby chromosomti ptedstavuji riziko aktivace onkogenli a
deaktivace tumor supresorovych genti. Indukovana poskozeni chromosomu
somatickych bun¢k prokazatelné zvySuji v lidské populaci riziko vzniku nadorovych i
degenerativnich onemocnéni, negativné¢ ovliviluji funkci bunéénych reparaénich
mechanismi a zasahuji do procest apoptésy (IPCS, 1993; Hagmar a kol., 1994;
Bonassi a kol., 1995; Hagmar a kol., 1998 a, b; Bonassi a kol., 2000; Taioli a Bonassi,
2002).

Chromosomové aberace v pohlavnich buiikach (obojiho pohlavi ) vyznamné negativné
ovliviiyji kvalitu lidského genofondu. ZvysSuji reprodukéni ztraty a uplatiiuji se pii
vzniku né€kterych typii vyvojovych vad potomkd exponovanych jedincti v naslednych
generacich (Sram a kol., 1981).

Tticetileté zkuSenosti s vyuzitim konvencni metody cytogenetické analyzy v ramci
biomonitorovani profesionalni i neprofesionalni expozice v CR potvrzuji, ze uvedeny
metodicky pfistup je zatim jediny s praktickym vyuzitim pro objektivizaci pozdnich
Ggink® genotoxickych faktord na populaci (Sram a kol., 1981; Cerna a Rossner,
1988; Sorsa kol., 1992; Albertini a kol., 1996).

Hodnoceni zmén frekvence ziskanych chromosomovych aberaci ve vztahu k expozici
genotoxickym faktorim v prostfedi je v souladu se stanovisky expertnich komisi EC,
WHO a ILO, doporucujicich rozsifit spektrum vySetfovacich metod o metod

molekularni cytogenetiky, napt. FISH (Albertini a kol., 2000).
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* Metoda cytogenetické analyzy chromosomovych aberaci je celosvétove rozsifena a
pouzivana jako biologicky skupinovy expozi¢ni test a biomarker expozice
genotoxickym latkdm v pracovnim i komunalnim prostiedi.

* Metoda také slouzi jako biomarker u¢inku genotoxickych faktorti na organizmus
(Carrano a Natarajan, 1988; Brogger a kol., 1990; Hagmar a kol., 1994; Bonassi a
kol., 1995; Hagmar a kol., 1998 a, b; Liou a kol., 1999; Bonassi a kol., 2000).

* Konvenéni metoda cytogenetické analyzy perifernich lymfocyti také umoziuje

zhodnoceni expozice jednotlivce genotoxickym latkam.

2.1.1 Skupinové a individualni hodnoceni profesionalni expozice

genotoxickym latkam

Na zaklad¢ naSich zkuSenosti byla vypracovdna doporuceni pro laboratote
genetické toxikologie v hygienické sluzbé CR (Srém, 1975; Sram, 1981; Cerna, Rossner,
1988; Rossner, 1989; Svandova, Rossner, 1989; Rossner, 2000 a, 2003).

Je tfeba vzdy analyzovat expozici genotoxickym latkam, jak kvalitativné, tak i
kvantitativné. U tady latek, se kterymi piichazeji exponované osoby do styku, vSak nejsou
k disposici vhodné analytické metody. Zde se projevuje vyhoda nespecifity metody
cytogenetické analyzy. V piipadech, a téch je vétSina, kdy nelze provést cilenou
(specifickou) analyzu genotoxickych latek v pracovnim prostfedi, zvySena frekvence
chromosomovych aberaci je jedinym dilkazem jak jejich pfitomnosti v prostfedi, tak 1
vzajemné interakce genotoxikantli a bunééného genetického materidlu. Zvysena frekvence
chromosomovych aberaci svéd¢i také o tom, ze v organizmu exponované¢ho jedince
vzniklo poskozeni genetického materialu, které nebylo opraveno a které mlize perzistovat
s razn€ dlouhou latenci se vSemi disledky souvisejicimi s procesem mutageneze a

karcinogeneze.

2.1.1.2 Interpretace vysledkii cytogenetické analyzy
SKUPINOVE HODNOCENI

Po zjisténi primérné hodnoty procenta aberantnich bunck — % AB.B. (nesoucich

chromosomové aberace) cel¢ skupiny jsou vysledky interpretovéany takto :
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0 -2 % AB.B. : hodnota je shodnd se spontanni frekvenci aberaci u bézné,

profesionalné¢ neexponované populace. Svéd¢i o biologicky neefektivni expozici
genotoxickym latkdm — velmi nizké a lidskym organizmem pravdépodobné
tolerované.

2-4% AB.B.: svéd¢i o zvySené expozici genotoxickym  latkam,

organizmem jiz netolerované.

Ucelem pravidelnych kontrol exponovanych osob je ovéfit kvalitu provedenych
opatfeni ke snizeni expozice celé¢ skupiny a o detekci jedinci s opakované
vysokymi hodnotami (5 a vice % AB. B.) a jejich dispenzarizaci.

Pokud je to mozné, je tieba ptesné definovat expozici (napf. pomoci
personalnich dosimetrll) v provozech s expozici tém genotoxickym latkam, které
lze stanovit kvalitativné a/nebo kvantitativné.

4 a vice % AB. B. : tento nalez svéd¢i o vysoké expozici genotoxickym latkam;
pravdépodobné pfedstavuje pro vnimavé jedince zvysené riziko vzniku nadorového
onemocnéni a dalsich projevli pozdnich ucinkt genotoxickych faktort vcetné rizika
zvyseného vyskytu vrozenych vad u potomki exponovanych jedinct (Sram a
Kulesov, 1980; Sram, 1981).

Je treba provést kontrolu dodrzovani bezpecnostnich piedpist, kontrolu
technologickych zafizeni z hlediska emise Skodlivin do pracovniho ovzdusi a
provést cytogenetickou analyzu nejméné jednou ro¢né a vzdy pii technologickych,
nebo organizacnich zménach na pracovisti.

Pokud je to mozné, je tfeba presné definovat expozici genotoxickym latkam

(personalni dosimetrie).

2.1.1.3 Interpretace vysledka cytogenetické analyzy

INDIVIDUALNI  HODNOCENI

Opakovani cytogenetické analyzy stejné osoby nékolikrat za rok v obdobi nékolika

let ukézalo, ze individudlni primérna frekvence chromosomovych aberaci je v pribéhu let
konstantni. Béhem roku hodnoty cytogenetické analyzy mohou kolisat v rozmezi 0 — 5 %
AB. B., (vyjimecné i vice), avSak tyto vysoké hodnoty se naleznou jen ojedinéle, obvykle
1 x za rok. Pii urCovani frekvence AB.B. u jednotlivce je tieba cytogenetickou analyzu

opakovat v prib¢hu 2 — 4 mésict.. Nalezne-li se opakované vysoka hodnota ( 5 a vice %
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AB. B.), nejedné se pravdépodobné o statisticky jev, ale o dlisledek vyznamné expozice

genotoxickym faktoriim, nebo o osobni dispozici vySetfované osoby.

 Savice % AB. B. : ukazuje na vysokou expozici genotoxickym latkam a/nebo

- snizenou kapacitu reparacnich mechanismi

- nedostate¢nou aktivitu imunitniho systému

- zvySenou vnimavost ke genotoxickym latkam (disledek genetického
polymorfismu)

- exponovany jedinec vlivem nékterého z uvedenych faktora ztraci schopnost

tolerovat zatéz genotoxickymi latkami z prostiedi.

* Individualni hodnoty do 4 % AB. B. ( zjisténi 0 — 4 % ), nejsou povazovany za

zvyseneé.

* Opakované zjiSténi 5 a vice % AB.B. : zejména je-li doprovazeno nalezem

zavaznych typa aberaci napi. chromosomovych vymén (translokaci,
polycentrickych chromosomil) mélo by byt divodem k okamzitému - nékdy jen
docasnému, vyfazeni osoby z expozice. Tento nalez opraviiuje k opakované
analyze (po 2 - 4 mésicich, vCetné Setieni z hlediska hygieny prace pro moznost
prukazu vysoké expozice genotoxickym latkam a dalSich klinickych vySetfeni).
Opakované zjiSténou frekvenci AB.B. 5 a vice % je tfeba povazovat za

kontraindikaci pro praci v riziku chemické karcinogenity.
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3. KOMENTAR K SOUBORU PRACI

3.1 Vyroba vinylchloridu (Ptiloha 1).

Rossner, P., Srdam, R.J., Novikovd, J., Lambl, V., Cytogenetic analysis in
workers occupationally exposed to vinylchloride. Mutat. Res. 73 (1980)
425-427. IF 2.545

Jedna zprvnich praci publikovanych v Ceskoslovensku koncem 70.let
v renomovaném zahranicnim c¢asopisu byla zaméfena na opakovanou cytogenetickou
analyzu perifernich lymfocyti muzii exponovanych pfi vyrobé vinylchloridu, prokédzaného
lidského karcinogenu. Prvni cytogeneticka analyza v uvedeném provozu probéhla v
r. 1976, kdy byla na novém pracovisti po dva roky dodrzovana nova nejvyssi piipustna
koncentrace (NPK-P) monomeru vinylchloridu (VCM), ktery je odpovédny za biologické
ucinky, pod 10 mg/m’ vzduchu — jak stanovila norma. U exponovanych osob byla zjisténa
prumérna hodnota 1,60 % AB.B., zatimco v kontrolni skupiné 1,12 % AB.B. Pti kontrole o
rok pozdéji byla nalezena priimérna hodnota 1,05 % AB.B.
Vysledky ptinesly diikazy o tom, Ze:
» analyza frekvence AB.B. je vhodnym biomarkerem expozice genotoxickym latkadm
s klastogennim G¢inkem
» expozice genotoxické latce pod urcitou davku nevyvolava klastogenni ucinek (v
piipadé VCM pod 10 mg/m’ vzduchu)
* cytogenetickou analyzu lze proto pouzivat ke kontrole spravnosti navrzenych
hodnot NPK- P
Prace vznikla v ramci reseni vyzkumného ukolu P17-535-276-06-03, ,, Genetické riziko

chemickych latek*.

3.2 Vyroba a zpracovani ¢ernouhelného dehtu (Piiloha 2).
Sram, R.J., Dobids, L., Pastorkovd, A., Rissner, P., Janéa, L., Effects of

ascorbic acid prophylaxis on the frequency of chromosome aberrations of coal-
tar workers. Mutat. Res. 120 (1983) 181-186. IF 2.545

Pro expozice pti vyrobé dehtu a jeho dalSich produkt (smoly, sazi, oleju atd.) je

typicky ucinek smési latek, z nichz fada je jen obtizné, nebo vibec definovatelnych. Jedna

14



z nejpocetnéjSich smési je tvorena polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (PAU) a
benzenem — lidskymi karcinogeny ze skupiny prokdzanych a podezielych. Exponovana
skupina byla sledovéana od r. 1980 a pfi cytogenetické analyze byla zjisténa ve skupiné 20
osob primérnd hodnota 4,83 % AB.B. vs. 1,50 % AB.B. v kontrole (N = 28). Analyza
provedena v r. 1982 ukazala u exponované skupiny jesté vyssi hodnoty : 7,87 % AB.B.
Expozice pii vyrobé a zpracovani dehtu byla hodnocena jako vysoké genetické
riziko a proto byla cytogenetickd analyza chromosomovych aberaci zafazena mezi
pravidelné preventivni prohlidky téchto exponovanych pracovnika.
Na zékladé informaci v literatufe o ochranném ucinku vitaminu C pfi expozicich
PAU byl vybrané skupin¢ podavan 1 g vitaminu C (Celaskon effervescens, tab., 500 mg)
5 dnli v tydnu po dobu 3 mésict. Frekvence AB.B. klesla z ptivodni hodnoty 4,83, resp.
7,87 % AB.B. na hodnotu 1,77 % AB.B. U kontrolni skupiny podavéani vitaminu C
frekvenci AB.B. neovlivnilo. Vysledek podnitil aplikaci vitaminu C i u dalSich
profesiondlné exponovanych skupin.
Prace byla soucasti vyzkumného ukolu P 17-335-457-05 ,, Genetické riziko chemickych
latek .

3.3 Profesionalni expozice tiskarenskych délniku (Piiloha 3).

Pelclova, D., Rossner, P., Pickovd, J., Chromosome aberrations in rotogravure
printing plant workers. Mutat. Res. 245 (1990) 299-303. IF 2.545

Obsluha hlubotiskovych strojii a administrativni pracovnici v jedné velké prazské
tiskarné byli vySetfovani koncem 80. let. Kromé& expozice hlubotiskovym barvam
predstavujicim smés fenolformaldehydovych pryskyfic, riznych pigmenttl, sazi, asfaltu a
tetrachlormethanu byli tiskafi exponovani vysokym koncentracim toluenu (390 — 4 380
mg/m’ - NPK-P=200 mg/m?). Zvysené koncentraci toluenu byli vystaveni i administrativni
pracovnici (816 mg/m’® ). V tiskarné se denné spotifebovalo 2400 1 toluenu a 1000 kg
tiskarskych barev. Tiskafi pracovali v tomto prostiedi v priméru 12 rokti. U nékterych
pracovnikil se o vikendu, nebo dovolené projevovaly abstinencni ptiznaky z neptitomnosti
toluenu.

Cytogenetickou analyzou tiskaiti chromosomovych aberaci (N = 42) byla zjisténa
primérna hodnota 3,64 % AB.B., u administrativnich pracovnikti (N = 28) : 3,32 % AB.B.
a u kontrolni skupiny (N = 32) mimo tiskdrnu, ale ze stejné lokality : 2,09 % AB.B.
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Pfestoze toluen nepatii mezi vyznamné genotoxické latky, je pravdépodobné, Ze
v pribéhu biotransformace v organizmu, v zavislosti na individudlnim metabolickém
genotypu, vznikaji mald mnozstvi biologicky aktivnich meziprodukti. Pfi vysokych
koncentracich toluenu v ovzdusi (n€kolikanasobné ptrevysujicich NPK-P), pravdépodobné
vznikd 1 biologicky vyznamné mnoZstvi aktivnich meziproduktli odpovédnych za
klastogenni ucinky. Jako dal8i pfichazi v ivahu aditivni, event. potencia¢ni G¢inek smési
chemikalii ptisobicich na obsluhu v proménlivych podminkach (napt. pigmenty a saze).

Spoluautofi vysetfovali skupinu tiskafi z téze tiskarny jesté koncem 90. let, kdy se
koncentrace toluenu v ovzdu§i pohybovaly je$té okolo 600 mg/m’ a cytogenetickou
analyzou chromosomovych aberaci urcili primérnou hodnotu 2,30 % AB.B. vs. 1,46 %
AB.B. v kontrole (Pelclova a kol., 2000). Problém vysokych koncentraci toluenu v ovzdusi
byl vyfesen v r. 1992 uzavienim provozu.
Prace byla soucasti vyzkumného vkolu P 17-335-457-05 ,, Genetické riziko chemickych
latek*.

3.4 Expozice cytostatikiim pri vyvoji a aplikaci (Ptiloha 4-6).

Pohlovd, H., Cernd, M., Rissner, P., Chromosomal aberrations, SCE and urine

mutagenicity in workers occupationally exposed to cytostatic drugs. Mutat. Res.
174 (1986) 213-217. IF 2.545

Rossner, P., Cernd, M., Pokornd, D., Haijek, V., Petr, J., Effect of ascorbic acid
prophylaxis on the frequency of chromosome aberrations, urine mutagenicity,

and nucleolus test in workers occupationally exposed to cytostatic drugs. Mutat.
Res. 208 (1988) 149-153. IF 2.545

Sessink, P.J.M., Cernd, M., Rissner, P., Pastorkovd, A., Bavorovd, H.,
Frankova, K., Anzion, R.B.M., Bos, R.P., Urinary cyclophosphamide excretion
and chromosomal aberrations in peripheral blood Iymphocytes after
occupational exposure to antineoplastic agents. Mutat. Res. 309 (1994) 193-199.
IF 2.545

Na zdravotni rizika vyplyvajici z profesiondlni expozice cytostatikiim pii jejich
vyrobé a zejména aplikaci se zaméfili pracovnici laboratofi genetické toxikologie
v hygienické sluzbé (HS) jiz pocatkem 80. let, kdyz IARC vr. 1981 zatadila cytostatika
mezi huménni karcinogeny.

VysSettovali jsme 38 osob exponovanych pii vyvoji a vyrobé novych cytostatik
(Ptiloha 4). ZjiSténad primérna hodnota ¢inila 3,90 % AB.B., ztoho u 8 pracovnikl

z vyrobni ¢asti provozu byla zjiSténa primérnd hodnota 5,70 % AB.B. V kontrole (N=18)
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bylo nalezeno 1,05% AB.B. Pro celou skupinu bylo vyznamné, Ze pocCet vymeén
chromosomtl a to jak chromatidového, tak i chromosomového typu byl vice nez 3 krat
vys$si, nez v kontrole. O rok pozdé&ji byla vySetfovana stejna skupina, kdyZ po 6 mésicii
pifed odbérem byla suplementovana vitaminem C (1 g/denné 5 dnd v tydnu). Zjisténa
frekvence AB.B. se vyznamnég neliSila od ptedchozi hodnoty (3,90 % AB.B. vs. 3,65 %
AB.B. (Pfiloha 5). Nedo$lo tedy k vyznamnému poklesu % AB.B. pfi suplementaci
vitaminem C. Vysledek jsme si vysvétlovali skutenosti, Ze vyvojovi pracovnici byli
vystaveni pusobeni urcitého spektra latek, predev§im s alkylaénimi ucinky. O nékterych
znich je zndmo, Ze patii do kategorie pifimo pusobicich mutagenii, nevyzadujicich ke
svému ucinku metabolickou aktivaci. Antimutagenni u¢inek vitaminu C (kyseliny L-
askorbové) je pfevazn€ zaloZen na ovlivnéni biotransformacnich procesti v organismu.
Proto se jeho ucinek na pfimo plisobici mutageny a karcinogeny projevuje jen slabé. Toto
vysvétleni Ize opfit o vysledky Srdama a kol. (1986).

Vyznamnym zavérem studie bylo, Ze samotnd profylaxe antioxidacnimi Cinidly
vyznamné snizeni expozice pracovniki.
Prace vznikla v ramci reseni vyzkumného ukolu P17-335-457-05 , Genetické riziko

chemickych latek *.

V roce 1994 byla publikovany vysledky spolecné studie NRL a Department of
Toxicology, University of Nijmegen analyzujici frekvenci AB.B. jak u zdravotnického
personalu aplikujicitho cytostatika, tak 1 bez kontaktu s cytostatiky (Ptfiloha 6).
Analyzované skupiny byly vybrany z pracovist’ v obou zemich. Zjisténé hodnoty ve vSech
souborech neptekroCily primérnou hodnotu 2 % AB.B., kromé podskupin kutaku.
(Kuractvi se i v Fade jinych expozic chemickym latkam ukazalo jako aditivni ¢i potenciacni
faktor oviiviujici frekvenci AB.B). Nizké hodnoty % AB.B. na obou pracovistich svédcily o
zlepSené kultuie prace s cytostatiky a dodrzovani piredepsanych bezpecnostnich opatieni.
V piipadé CR bylo mozné tento fakt pfisoudit nejen mnohaleté osvétd ve zdravotnickych
pracovistich, ale 1 dodrzovani pokynli uvedenych IARC (1979), ve Smérnici MZ ¢. 64
(1984) a v ,Metodickém navodu hlavniho hygienika CR k posuzovéani pracovist
s cytostatiky ve zdravotnickych zatizenich® uvefejnéném vr. 1989, na jehoz tvorbé se
vyznamn¢ podileli pracovnici NRL a laboratofi genetické toxikologie hygienické sluzby.

Analyzy provedené¢ v minulych deseti letech v fad€ zdravotnickych pracovist

s aplikaci cytostatik vSak ukazuji nepfiznivy zvrat ve vnimani rizika. Se zvysSujicim se
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mnozstvim aplikovanych cytostatik na riiznych oddélenich zdravotnickych pracovist, klesa
kvalita péce o vlastni bezpecnost ze strany aplikujiciho personalu a opét jsou opakované
zjiStovana pracovisté se zvySenou frekvenci AB.B. u personalu aplikujiciho cytostatika.

Prace vznikla v ramci reSeni vyzkumného ukolu P12-335-87-31.5 ,, Genetické ucinky

chemickych latek v prostredi .

3.5 Expozice v uranovych dolech (Ptiloha 7,8 ).

Sram, R.J., Binkovd, B., Dobids, L‘,’ Rossner, P., Topinka, J., Vesela, D., Vesely,
D., Stejskalova, J., Bavorova, H., RefFicha, V., Monitoring the genotoxic
exposure in uranium miners. Environ. Health Perspect. 99 (1993) 303-305. IF
3.137

S:rdm, R.J., Dobias, L., Rossner, P., Vesela, D., Vesely, D., Rakusovd, R.,
Reriicha, V., Monitoring genotoxic exposure in uranium mines. Environ. Health
Perspect. 101 (Suppl.3) (1993) 155-158. IF 3.13

Profesionalni expozice hornikli v uranovych dolech je bézné spojovana s expozici
dcefinnym produktim rozpadu radonu, event. dal§im radionuklidim. Tomu také
odpovidaji cytogenetické néalezy s charakteristickymi di- a polycentrickymi chromosomy.
Na Zzadost hornické odborové organizace a vyboru Federalniho shromazdéni CSFR
za&atkem r. 1990 zahajila laboratof genetické ekotoxikologie UEM CSAV, NRL genetické
toxikologie a genotoxikologické laboratot KHS v Ostravé cytogenetickou analyzu hornikl
zuranovych doli Hamr, Tachov a Piibram. Zjisténd frekvence AB.B. byla statisticky
vyznamné zvysena oproti kontrole ( Praha): 3,44 % AB.B. Hamr; 2,69 % AB.B. Tachov;
2,65 % AB.B. Piibram vs. 1,52 % AB.B. Praha. Zcela proti o¢ekavani, analyzované zmény
chromosomil svédcCily o expozici chemickym latkdm s pievahou chromatidovych zlomi a
pocet dicentrickych chromosomt byl zvysen jen nepatrné. Dal§imi analyzami v dolech byl
zjistén vyskyt plisni prakticky ve vSech c¢astech doli. Vykonné ventilace vzduchu sice
snizila koncentrace radonu a jeho dcefinnych produktii pod povolené limity, ale byla patrné
pti¢inou rozptylu plisni v dole. Ptiznivé podminky, které v hloubce ptes 1 000 m panuji,
(26 °C, 90 % vlhkost vzduchu) podporovaly jejich rast na sténach, dfevénych i kovovych
konstrukcich. Ve stérech byly prokdzany mimo jiné plisné rodt Aspergillus flavus
s produkci aflatoxinu B, a Gi, Fusarium solani s vysoce mutagennimi metabolity a
Penicillium versicolor s produkci toxinu sterigmatocystinu. Vytéry zkrku hornikt
prokazaly u 27 % znich 60 druht toxinogennich plisni (31 vykazovalo rtizny stupeii

embryotoxicity), ztoho 42 rodu Penicillium a Aspergillus u kterych byla prokézéna
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produkce 9 mykotoxinli znichZ nejvyznamnéj$§i byly mutagenni sterigmatocystin,
rugulusin a citrinin s podezfenim na karcinogenni ucinek (Bautybannes a kol., 1984; IARC,
1987). U kontrolni skupiny byly plisn€ prokazany jen v 5% vytéri ve kterych byly
isolovany 4 kmeny plisni a zddny z nich nevykazoval embryotoxické ucinky. V zavérecné
zpraveé bylo konstatovano, ze za stavajicich hygienickych podminek v uranovych dolech
ptedstavovaly zvySené genotoxické riziko expozice plisnim, event. odsttelovym zplodindm
a vyfukovym plynim, nikoliv radonu a jeho dcefinnym produktim. Zavéry byly piekvapivé
také pro autority v oblasti radiacniho dozoru a ochrany v dolech akceptujici pouze riziko ze

zatfeni. K dal$Simu vyvoji nedoslo vzhledem k uzavieni uranovych doli zacatkem 90. let.

3.6. Expozice 1,3-butadienu (Pfiloha 9,10).

Srdm, R.J., Rissner, P., Peltonen K., Podrazilovd K., Mrackova G.,
Demopoulos N.A., Stephanou G., Vlachodimitropoulos D., Darroudi F., Tates
A.D., Chromosomal aberrations, sister-chromatid exchanges, cells with high

frequency of SCE, micronuclei and comet assay parameters in 1,3-butadiene-
exposed workers. Mutat. Res. 419 (1998) 145-154. IF 2.545

Sorsa, M., Autio, K., Demopoulos, N.A., Jirventaus, H., Rossner, P., Srdm, R.J.,
Stephanou,G., Vlachodimitropoulos,D. Human cytogenetic biomonitoring of
occupational exposure to 1,3- butadiene. Mutat. Res. 309 (1994) 321 — 326. IF
2.545

Pracovnici jsou profesiondlné exponovani 1,3-butadienu (BD) pfi jeho vyrobé a pii
vyrobé¢ plasti. BD byl v soucasné dob¢ zatfazen pro své ucinky do kategorie 2A IARC —
podeziely huménni karcinogen. Ve vybraném zavod¢ byly provedeny v letech 1992 — 1994
dvé studie zaméfené k ziskani podkladl pro zafazeni BD mezi humanni karcinogeny. Bylo
zjisténo, ze i velmi nizké koncentrace BD v pracovnim ovzdu$i (median: 0,53 mg/m’)
indukuji zvysenou priimérnou frekvenci AB.B. (3,11 %) oproti kontrole (median: 0,013 mg
BD/m’) u které byla analyzovana primérna hodnota 2,03 % AB.B.

Tyto vysledky vyvolavaji diskusi o zpusobu zabezpeceni provozl s expozici
mutageniim a karcinogenlim, které i ve velmi nizkych koncentracich ovliviiuji geneticky
material. Casto se jednd o moderni provozy, kde technologicky jiz nelze kontaminaci
pracovniho prostfedi G¢inné snizit na bezpe¢nou koncentraci. Za bezpecnou koncentraci
latky je povazovana takova, kterd nezvySuje frekvenci AB.B. nad Uroven spontdnni

frekvence profesionalné neexponované populace.
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Tato prace vznikla jako soucast CEC DGXII projektu STEP (CT-910152) a EC grantu
ERBCIPA-CT93-0228 a grantu EC ERBCIPA-CT93-0228.

3.7 Spontanni Groven chromosomovych aberaci (Ptiloha 11 - 14).

Binkovd, B., Lewtas, J., Miskovd, L., Rossner, P., Cernd, M., Mrackovd,
G., Peterkova, K., Mumford, J., Meyer, S., Sram, R., Biomarkers studies in
Northern Bohemia. Environ. Health Perspect. 104 Suppl.3 (1996) 591-597. IF
2.545

Cernd, M., Spévackova, V., C‘ejchanovd, M., Benes, B., Rossner, P., Bavorovd,
H., Oéadlikovad, D., Smid, J., Kubinovd, R., Population-based biomonitoring in
the Czech Republic—the system and selected results. Sci. Total Environ. 204
(1997) 263-270. IF 1.396

Réssner P., Sram R.J., Bavorova H., Oéadlikovd D., Cernd M., Svandovd E.,
Spontaneous level of chromosomal aberrations in peripheral blood lymphocytes

of control individuals of the Czech Republic population, Toxicol. Lett. 96, 97
(1998) 137 — 142. IF 1.587

Rdéssner, P., Bavorovd, H., Ocadlikovd, D., Svandovd, E., Sram, R.J.,
Chromosomal aberrations in peripheral lymphocytes of children as biomarkers
of environmental exposure and life style. Toxicol. Lett. 134 (2002) 79-85. IF
2.242

V CR jsou pracovisti genetické toxikologie fadu let kumulovéany tidaje o spontanni
urovni chromosomovych aberaci u riznych vékovych skupin neexponovanych osob
ziskané jak zanalyz kontrolnich skupin, tak z projekti zaméfenych na komplexni
sledovani zdravotniho stavu obyvatelstva ve vztahu k expozici toxickym latkdm ze zevniho
prostfedi. Nejdilezitéjsi znich jsou Program Teplice I a Teplice II — ,Dusledky
znecisténého zivotniho prostiedi na zdravotni stav populace v modelové oblasti Teplice*,

feSeny ve spolupraci US EPA a zaClenény do projektu PHARE II, jako projekt

EC/HEA/18-CZ (Ptiloha 11) a ,,Systém monitorovani zdravotniho stavu obyvatelstva ve
vztahu k Zivotnimu prostiedi - projekt MZ CR (Monitoring) (Ptiloha 12).

Shromazdit dostatetné¢ velky soubor osob profesionalné neexponovanych
genotoxintim, jejichz hodnoty AB.B. by mohly representovat ,.Referenéni kontrolu CR*,
bylo ptfedpokladem pro urceni primémé hodnoty spontanni frekvence chromosomovych
aberaci riznych populaénich skupin v CR. Do té doby se za spontanni troveti aberaci v CR
povazovala hodnota do 2 % AB.B. na podkladé¢ empirie z provedenych analyz. Z deseti
laboratoti genetické toxikologie v HS byly v roce 1988 ziskany udaje od 1 344 kontrolnich
0sob za obdobi 1980 — 1988 (Svandova a Rossner, 1989). Po pouziti vybérovych kriterii na
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vstupni data vznikl soubor 1 201 osoby s primérnym vékem 37 rokt, 43 % kutakt a 65 %

muzu.

skupina pocet % AB.B.
osob 0
celkem 1201 1,77
muzi 776 1,75
zeny 425 1,80
kutaci muzi 362 1,74
nekuf. muzi 414 1,76
kutaci zeny 157 1,83
nekuf. Zeny 268 1,77

V roce 1999 byly zpracovany udaje od 5 430 osob ve véku 0 — 63 roki (Cerna a
kol., 1997; Rossner a kol., 1998) (Priloha 13).

vék pocet % AB.B.
osob 0
0-63 5430 1,38
0 (novorozenci) 551 1,10
5-6 105 0,71
7-15 1734 1,20
16 -19 239 1,25
20-63 2801 1,59

Primérméd hodnota spontanni frekvence chromosomovych aberaci u dospélé
populace ( 20 — 63 r.), ktera nebyla profesiondln¢ exponovana genotoxickym latkam, byla
stanovena na zaklad¢ vysledkli analyz 1 201 dospélé osoby z obdobi 1980 — 1988 na
hodnotu 1,77 % aberantnich bunék (Svandova a Réssner, 1989). Hodnota AB.B. stanovena
za roky 1977 — 1999 ( N = 2 801) ¢inila 1,59 % (Binkova a kol., 1996; Cerna a kol., 1997;
Rossner a kol., 1998) pticemz v letech 1994 — 1997 (N = 1435) klesla na uroveii 1,16 %
AB.B. (Rossner, 2000 a).

Tato hodnota vznikla jako primérmé zhodnot aberantnich bunék =ziskanych

v riiznych oblastech CR. Ukazuje se, Ze jednotlivych lokalitich se tyto hodnoty lisi
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v zavislosti na kontaminaci prostfedi napt. lokdlnim zdrojem znecisténi ovzdusi v mensich
méstech kombinovaném s nepfiznivou lokalizaci v kotliné (Prachatice), blizkosti velkych
chemickych zédvodu (Kralupy), nebo intensivni autodopravou (Praha).

Frekvence AB.B. zjisténa u poStovnich dorucovatelek a ucitelek v matetské skolce
v Prachaticich v letech 1992 - 1994 byla vyssi, nez v odpovidajici vékové skupiné
kontrolnich osob pro celou CR (2,59 % AB.B. vs. 1,59 % AB.B.). Také spektrum
chromosomovych aberaci bylo nepfiznivé — u této skupiny byla zjisténa cca 3 x vyssi
frekvence dicentrickych chromosomi, neZ je obvykla hodnota v CR. Dal§i podrobné
Setfeni ukazalo, ze ovzdusi v Prachaticich svym obsahem karcinogennich PAU ptevySuje 1
srovnavanou lokalitu Teplice. Zdrojem znecCiSténi byl zastaraly a Spatné sefizeny kotel
v prachatickém nabytkaiském podniku Jitona (Bures a Novak, 1999).

Pti analyze frekvence AB.B. u osob profesionaln¢ exponovanych akrylonitrilu
(ACN) v chemickém provozu v Kralupech n.VIt. vr. 2000 bylo zji§téno, Ze kontrolni
skupina neexponovanych osob z Kralup ma obdobnou frekvenci AB.B. jako exponovani
pracovnici (1,96 % AB.B. v kontrole vs. 2,06 % AB.B. exp.). Obé hodnoty ptevySovaly
troven referenéni kontroly CR pro toto obdobi (1,16 % AB.B.). Pii¢inu vidime v mozné
expozici osob jinym smésim latek unikajicim z chemickych zdvodi v Kralupech do
okolniho prostfedi ( Sram a kol., 2004 b).

Také kontrolni skupina osob z Prahy méla vyssi frekvenci AB.B. (1,73 % AB.B.)
nez referencni kontrola. Na tomto poskozeni chromosomii se mohou podilet vyssi
koncentrace PAU jejichz zdrojem je pfevazné automobilovy provoz v Praze (Farmer a kol.,
2003; Sram a kol., 2004 b).

Data byla shromazd’ovana scilem vytvorit zdklad pro kvantifikaci expozice
genotoxickym latkdm v Zivotnim prostfedi, s ohledem na vliv Zivotniho stylu (stravovaci
navyky, spotieba alkoholu, 1€kti, koufeni) a na kvalité prostiedi.

Vroce 2002 byly publikovany udaje o spontanni frekvenci AB.B. u détské a
dospivajici populace ve véku 0 — 18 rokti (Rossner a kol., 2002) (Pt.14).

Détska populace pro svoji vysokou vnimavost k vnéjSim podnétim je vhodné ke
sledovani vlivl faktord Zivotniho prostfedi a Zivotniho stylu na lidské zdravi. U déti se
nepiedpoklada profesiondlni expozice genotoxiniim, pfitomnost chronickych onemocnéni
vyzadujicich medikamentosni terapii, nevhodné stravovaci navyky, pfijem alkoholu,
kofeinu, drog a koufeni. Lze tedy pfedpokladat, Ze indukované zmény maji svlj pivod
prevazné ve faktorech prostfedi, pfedevSim ve zneciSténém ovzdu$i véetné expozice

pasivnimu koufeni v rodinach kuraki..
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Pti porovnani hodnot AB.B. za obdobi 1984 — 1993 s idaji v letech 1994 — 1999,
byl zaznamenan signifikantni pokles frekvence AB.B. u détské populace v druhé poloviné
90. let. Tento pokles koresponduje s vyraznym snizenim znecCiSténi ovzdus$i v tomto
obdobi, se snizenim koncentrace sledovanych toxickych prvkii Cd, Hg, Pb a naopak
zvySenim koncentrace benefitnich prvka Se, Zn, Cu a vitamint C a E v détském organismu
patrn¢ v dasledku zlepSenych stravovacich ndvyki a kvalitngjsi stravy.

Domnivame se, Ze monitorovani spontanni frekvence AB.B. détské populace v
5 letych intervalech piispéje k piesn&j§imu hodnoceni kvality prostiedi v CR.

Prace vznikla za podpory grantu EC QLK4-2000-00628 — CancerRiskBiomarkers, 1GA
MZ CR-2764-3; projekt MZ CR (Monitoring): ,, Systém monitorovani zdravotniho stavu

obyvatelstva ve vztahu k Zivotnimu prostredi* ;, Teplice 1 a laboratori genetické
toxikologie v HS.
3.8 Vztah chromosomovych aberaci (AB. B.) ke vzniku nadori

( Ptiloha 15 - 17).

fmerhovskj, Z., Landa, K., Rossner, P., Brabec, M., Zudova, Z., Hold, N.,
Pokorna, Z., Mareckova, J., Hurychova, D., Risk of cancer in an occupationally

exposed cohort with increased level of chromosomal aberrations. Environ.Health
Perspect. 109 (2001) 41-45. IF 3.137

LSv'merhovsl\gy, Z., Landa, K., Rossner, P., Juzovad, D., Brabec, M., Zudova, Z.,
Hola, Z., Zarska, H., NevSimalova, E., Increased risk of cancer in radon-exposed

miners with elevated frequency of chromosomal aberrations. Mutat. Res. 514
(2002) 165-176. IF 3.158

Srdm, R.J., Rossner, P., Smerhovsky, Z., Cytogenetic analysis and occupational
health in the Czech Republic. Mutat. Res. 566 (2004) 21-48. IF 7.085

V soucasné dobé je konvenéni metoda cytogenetické analyzy perifernich lymfocyti
ve svéte vysoce hodnocena jako biomarker expozice a u¢inku (Carrano a Natarajan, 1988;
Sorsa a kol., 1992; Albertini a kol., 2000) s vyznamnou asociaci s rizikem vzniku nadora
pii zvySenych hodnotach AB.B. (Brogger a kol., 1990; Hagmar a kol., 1994; Bonassi a
kol., 1995; Hagmar a kol., 1998 a, b; Liou a kol., 1999; Bonassi a kol., 2000).

Review zr. 2004 (Ptiloha 17) sumarizuje dostupné publikované prace pracovnikii
genotoxikologickych laboratofi v hygienické sluzb& CR od poloviny 70. let do sou¢asnosti
provedené touto metodou. Prace shromazdéné v review zirocuji ¢innost vSech pracovnikli

laboratofi genetické toxikologie spolupracujicich s NRL za uplynulych 30 rokl jejich
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¢innosti. V uplynulych letech bylo u nas vySetfeno cytogenetickou analyzou tisice osob v
desitkach provozil s rizikem chemické karcinogenity. Ze ziskanych idaji jsme vytvotili,
dosud nejvétsi v mezindrodnim meéfitku, databazi hodnot chromosomovych aberaci
profesiondlné¢ exponovanych 1 neexponovanych osob, takze bylo mozné piikrocit
k epidemiologické analyze s cilem odpoveédét na principidlni otazku kladenou od samého
pocatku pouZzivani cytogenetické analyzy pro monitorovani vlivu prostfedi na ¢lovéka:

Je spojena vysSi Cetnost (frekvence) chromosomovych aberaci (vyjadrovana

Ywvr

jako primérné procento AB.B.) s vy$§im rizikem vzniku nadorovych onemocnéni ?

Archivy dosud existujicich laboratofi poskytly po pouziti vybérovych kriterii soubor
11 991 profesionaln¢€ exponovanych i neexponovanych osob z obdobi 7.5.1975 — 7.4.2000,
u kterych bylo provedeno celkem 20 783 cytogenetickych vysetfeni (Smerhovsky, 2003).
Ve vSech laboratofich se postupovalo podle jednotné, standardni metodiky a srovnatelnost
vysledkii byla zajiStovana poskytovanim kontrolovanych kultiva¢nich roztokd,
pravidelnym Skolenim vSech pracovnikli a mezilaboratornimi porovnavacimi zkouskami
pomoci analyzy kodovanych preparatii pfipravovanych v NRL (Sram, 1975; Sram, 1981;
Rossner, 1989; Svandova a Rossner, 1989). Udaje o incidenci zhoubnych novotvart a
mortalité byly ziskany z Narodniho onkologického registru.

Prvni epidemiologické studie zr. 2001 a 2002 (Pt.15, 16) zpracovavajici Cast
shromazdénych udaji se tykaly analyzy 8 962 hodnot cytogenetické analyzy od 3 973 osob.
Byla nalezena signifikantni asociace mezi frekvenci chromosomovych aberaci a incidenci
nadorit v dlouhodobé (1975 — 1990) a opakované sledované skupiné hornikii z rudného
dolu v riziku expozice kfemicitého prachu a radonu. Pocty profesionalnich nadorovych
onemocnéni jsou vSak u nas niz$i, nez ukazovaly italské a skandinavské studie. Vysvétleni
je mozné hledat v efektivnim snizeni expozic genotoxickym latkam v dasledku opatieni
nafizenych hygienickou sluzbou v minulych letech, kdyz byly v rizikovych provozech
prokazany zvysené hodnoty chromosomovych aberaci. Lze ptfedpokladat, Ze naSe
dlouholeta snaha o dosazeni co nejnizsich koncentraci a tprav
nejvyssich piipustnych koncentraci v pracovnim prostfedi (NPK-P) pro genotoxické latky
na rizikovych pracovistich se projevila niz§im poctem profesionalnich nadord, nez bylo
mozné oc¢ekavat vzhledem k expozici karcinogeniim na pracovistich v uplynulych letech.

Prace vznikla za podpory grantu EU QLK4-CT-2000-00628.

3.9 Vyuziti metody FISH (fluorescen¢ni in situ hybridizace)
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k hodnoceni profesionalni expozice karcinogentim (Piiloha 18)

Sram, R.J., Beskid, O., Binkovd, B., Rossner, P., S‘merhovskj, Z., Cytogenetic
analysis using fluorescence in situ hybridization (FISH) to evaluate occupational
exposure to carcinogens. Toxicol. Lett. 149 (2004) 335-344. IF 2.242

Konvencni cytogeneticka analyza perifernich lymfocytli byla vyuzivana jako
biomarker expozice genotoxickym faktortim od pocatku 70. let. V hygienické sluzbé Ceské
republiky byl akceptovan teoreticky piedpoklad, Ze periferni lymfocyty piedstavuji
nahradni indikator, pro genetické poskozeni cilovych buné¢k a tkani. Od poloviny 90. let, na
zakladé mnozstvi ziskanych udaji a propracovani metodiky analyzy a interpretace
vysledkt, je metoda pouzivana také jako biomarker t¢inku. V soucasné dob¢, na podkladé
vysledki italsko skandindvské studie (Brogger a kol., 1990; Hagmar a kol., 1994, 1998 a,
b; Bonassi a kol., 1995, 2000) doplnéné o analyzu &eské kohorty (Smerhovsky a kol., 2001,
2002) ptevazuje nazor, ze vysoka frekvence chromosomovych aberaci v perifernich
lymfocytech pfedpovida zvySené riziko vzniku nadoru.

Konvenéni metoda detekuje pievazné nestabilni typy chromosomovych aberaci.
V poloving 90. let byla vyvinuta a stdle zdokonalovana metoda fluorescencni in situ
hybridizace (FISH), umoznujici velmi citlivou analyzu stabilnich typli aberaci
chromosomil, zejména translokaci. Metoda FISH byla primarné pouzivdna pro detekci
expozice zafeni, které specificky indukuje vznik translokaci a prestaveb chromosomi. Pii
expozici chemickym latkdm se vhodnost této metody pro monitorovani s pouzitim
barvicich sond zac¢ina ovéfovat.

Koncem 90. let Rubes a kol. (1998) analyzovali skupinu zdravotnikli profesionalné
exponovanych pii aplikaci cytostatik, Verdorfer a kol. (2001) studovali ucinek vojenskych
odpadti a Tucker a kol. (2003) sledovali G¢inky pesticidi. V posledni dob¢ jsme vySettili
celkem 383 osob exponovanych butadienu, akrylonitrilu, etylbenzenu, benzenu a PAU
(polycyklické aromatické uhlovodiky) jak metodou FISH, tak i konven¢ni technikou
s cilem porovnat citlivost obou metod pii hodnoceni expozice rGznym genotoxickym
latkdm.

Vysledky ukézaly vyssi citlivost metody FISH pti detekci poSkozeni, zejména pii
environmentalni expozici PAU. Novym poznatkem bylo zjiSténi, Ze po zavedeni G¢innych
opatieni v provozech ke snizeni expozice, klesla jak frekvence AB.B. analyzovanych
konven¢ni metodou, tak i frekvence translokaci detekovanych metodou FISH. Dosud se

uvadi, Ze stabilni aberace (translokace) pfetrvavaji v lymfocytech po zbytek jejich
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existence. Na zakladé naSich vysledkli se miZeme domnivat, Ze 1 lymfocyty nesouci
translokace mohou byt eliminovany podobné jako lymfocyty nesouci zlomy.

Prace vznikla za podpory grantu EU QLK4-CT-2000-00091, QLK4-CT-2000-02381 a
grantu MZP VaV/340/2/00.

4. ZAVER

Zavaznym projevem expozice nékterym chemickym latkam jsou jejich pozdni
ucinky, pro které je typicka dlouha doba latence mezi expozici a manifestaci poskozeni. Ve
svych dusledcich se projevuji snizenou kvalitou zivota jako projev urychleného starnuti
organismu, stoupajicim poctem nadorovych onemocnéni a vyskytem vrozenych vad.
Pozdni ucinky chemickych latek nabyvaji rozhodujiciho vyznamu pii posuzovani
zdravotniho rizika expozice Skodlivindm v Zivotnim a pracovnim prostfedi ¢loveka.
Karcinogennim faktorim je v CR exponovano téméf 1,5 milionu osob.

Biologicky monitoring piedstavuje vyznamny ndastroj genetické toxikologie
slouZzici k ur€eni expozice genotoxickym faktoriim a k posouzeni rizika pozdnich nasledka
pro exponované skupiny a jednotlivce (Rdssner, 1989, 2000 a, b, 2003). Vzhledem
k uzkému vztahu procesu mutageneze a karcinogeneze opakované nalezy zvysenych
hodnot chromosomovych aberaci u sledovanych osob upozornuji na riziko vyssi frekvence
nadorovych onemocnéni (Brogger a kol., 1990; Hagmar a kol., 1994; Bonassi a kol., 1995;
Hagmar a kol., 1998 a, b; Liou a kol., 1999; Bonassi a kol., 2000; gmerhovsky a kol.,
2001, 2002). Metoda konvenéni cytogenetické analyzy je celosvétové rozSifena a
pouzivana jako biologicky skupinovy expozicni test a jako biomarker expozice a Gfinku
genotoxickym latkdm v pracovnim i komundlnim prostfedi. Metoda umozituje zhodnoceni
expozice 1 jednotlivell genotoxickym latkdm. Z tohoto hlediska ma uvedena metoda
zasadni vyznam pro primarni prevenci nadorovych onemocnéni, protoze odrazi vysledek
sumarni expozice populace vystavené smésim latek s proménlivym kvalitativnim i
kvantitativnim sloZenim a velmi c¢asné upozoriiuje na jednotlivce snevhodnym
metabolickym genotypem pro danou latku a/nebo s hypofunkénimi ochrannymi
mechanismy (reparani systémy, imunitni reakce), které jiz nedokazi opravovat a
kompenzovat geneticka poskozeni vznikla v disledku expozice.

Tticetilet¢ zkuSenosti s vyuzitim metody cytogenetické analyzy v rdmci
biomonitorovani profesiondlni i neprofesionalni expozice v zahrani¢i i v CR potvrzuji, ze
uvedeny metodicky pfistup je zatim jediny s praktickym vyuzitim pro objektivizaci vlivu
faktort prostfedi (pracovniho i komundlniho) na lidsky organizmus z hlediska pozdnich

ucinkt genotoxickych faktori na populaci. V poloviné 80. let existovalo 22 laboratoii

26



genetické toxikologie v HS pokryvajicich svoji kapacitou vétSinu priimyslovych oblasti
CR. V uplynulych letech bylo v téchto laboratofich vySetieno cytogenetickou analyzou
tisice osob v desitkach provozl s rizikem chemické karcinogenity. Cytogeneticka analyza
v mnoha piipadech pfispéla k podstatnému zlepseni pracovnich podminek. Rada ziskanych
vysledkii poslouzila hygienické sluzbé jako podklad pro rozhodnuti k upravé rezimu na
rizikovych pracovistich (napf.: vinylchlorid, styrén, formaldehyd, asbest, BCME), nebo ke
snizeni NPK-P (epichlorhydrin ). Zjisténi zvysené frekvence chromosomovych aberaci tak
vétSinou iniciovalo napravnd opatfeni zaméfend na sniZeni, nebo eliminaci expozice
genotoxickym latkdm v pracovnim prostiedi. Lze se opravnéné domnivat, ze se v CR na
niz§im vyskytu naddorovych onemocnéni ve sledovanych expozicich vyznamné podilelo
zavadéni efektivnich opatfeni na ochranu zdravi pracujicich v 80. letech.Vysledky
cytogenetické analyzy chromosomovych aberaci jsou komplexné interpretovany predevsim
ve vztahu kriziku karcinogennich faktorti prostiedi, a to v souvislosti s detekci a
hodnocenim externi expozi¢ni zatéze, odhadu miry rizika, v€etn¢ posouzeni efektivnosti
moznych opatfeni ke snizeni vlivu faktorii s genotoxickym ucinkem a kontroly ucinnosti
pfijatych napravnych opatfeni. Pouziti cytogenetickych metod jako biomarkeru pro ucely
epidemiologie nadorovych onemocnéni a ochrany zdravi pfed ucinkem genotoxickych
faktorti prostfedi vyzaduje standardizovany laboratorni postup a komplexni vyhodnoceni
vysledk.

V oblasti cytogenetickych metod posunula moznosti genetické toxikologie kupiedu
technika FISH (fluorescen¢ni in situ hybridizace) umoziujici detekci zavaznych typt
aberaci jako jsou translokace, inverse, inserce a aneuploidie. MoZnost detekce genovych
segmentll zvySuje naSe moznosti porozumét procesu vzniku naddort. Geneticka toxikologie
vyuziva poznatkl, Ze nadorové onemocnéni je genetické onemocnéni s mnoha stupni
(kroky), z nichz kazdy vyZaduje mutaci. Identifikace chromosomovych aberaci, které jsou
zahrnuty do tvorby nadort, je tak vyrazné€ podpotena pouzitim metody FISH.

Poznatky o vztahu jak k expozici genotoxickym latkam a poctu indukovanych
chromosomovych aberaci, tak i o souvislosti poctu chromosomovych aberaci s urovni
rizika vzniku nadorti ziskané v uplynulych letech, potvrdily spravnost nasich ptivodnich
ptedstav o téchto vztazich a opravnénost nasich dlouholetych snah o vyuzivani konvenéni
cytogenetické analyzy chromosomovych aberaci v perifernich lymfocytech osob
profesiondlné¢ exponovanych mutageniim a karcinogeniim. Vzhledem k tomu, Ze vysledky
cytogenetické analyzy v mnoha piipadech ptispély ke zlepSeni pracovnich podminek v 80.

letech, lze se opravnéné domnivat, Ze se vysledky cytogenetické analyzy podilely na niz§im
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vyskytu nddorovych onemocnéni ve sledovanych expozicich mutageniim a karcinogentim

v CR.

5. VYUZITI VYSLEDKU DISERTACE V DALSIM VYZKUMU
A PRAXI

Konvenéni metoda cytogenetické analyzy lidskych perifernich lymfocytt je jiz 30
let hygienickou sluzbou v CR standardné uZivana metoda pro monitorovani populace
profesiondlné exponované genotoxiniim, tj. mutagenim a karcinogenim. Vysledky
cytogenetické analyzy umoziuji posoudit miru expozice a G€innost preventivnich opatieni
zaméfenych na snizeni expozice pracovniki at’ jiz technického a organiza¢niho charakteru,
nebo z hlediska spravného pouZzivani osobnich ochrannych prostfedkli. Opakovana
vySetfeni skupin osob profesiondlné exponovanych genotoxinim dovoluji dlouhodobé
sledovat exponované pracovniky a urcit jednotlivce se zvySenou vnimavosti k expozici
genotoxickym latkam. U téchto jednotlivei, ktefi jsou tak vystaveni vysSimu riziku, nez
ostatni populace, Ize a je tfeba uplatiiovat fadu opatfeni ke sniZeni rizika z expozice.

Pro koordinaci a standardizaci ¢innosti laboratofi byla v r.1977 zaloZena referen¢ni
laboratof (RL) pfi Institutu hygieny a epidemiologie (IHE, nyni SZU). Byla vypracovana
jednotna kritéria metodik odbéru vzorkl, kultivace, zpracovani kultur, pfipravy
mikroskopickych preparatd, statistického hodnoceni a interpretace vysledkii a atlas
chromosomovych aberaci. RL organisovala Skoleni pracovnikli z terénnich laboratofi a
pravidelné mezilaboratorni porovnavani kodovanych mikroskopickych preparati. Tyto
standardni postupy spolu s poskytovanim kultivacnich roztoki vSem zucastnénym
laboratoiim zajistily jednotné, standardizované metodiky umoziujici porovnavani vysledka
analyz z jednotlivych laboratoii a v kone¢né fazi i jejich agregaci pro statistickd hodnoceni.

Koncem 70. a v prib¢hu 80. let piibyvalo dikazii o tom, Ze snizeni expozice
genotoxickym 1atkdm na pracovisti je nasledovano snizenim frekvence AB.B. u
exponovanych osob (napf. pracoviSté s expozici monomeru vinylchloridu, styrenu,
formaldehydu, epichlorhydrinu, cytostatikiim). Tyto néalezy vedly k upraveni pracovnich
podminek v nékterych rizikovych provozech (Sram a Kulesov, 1980; Sram, 1981).

Od 70. do konce 90. let nashromézdila pracovisté genetické toxikologie nejvétsi

mnozstvi pouzitelnych dat na svété, takze bylo mozné piikrocit k epidemiologické analyze.
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Lze se opravnéné domnivat, ze se v CR na niz§im vyskytu nadorovych onemocnéni ve
sledovanych expozicich ve srovnani s jinymi staty vyznamné podilelo zavadéni efektivnich
opatieni na ochranu zdravi pracujicich v 80. letech.

Konvencni metoda detekuje prevazné nestabilni typy chromosomovych aberaci.
V poloving 90. let byla vyvinuta a stile zdokonalovdna metoda fluorescencni in situ
hybridizace (FISH), umozZiujici velmi citlivou analyzu stabilnich typd aberaci
chromosomil, zejména strukturalnich translokaci, inversi, inserci a aneuploidii. Moznost

detekce genovych segmentli zvysuje nase moznosti porozumét procesu vniku nadora.

e Vyuziti naSich vysledki v legislativé

Mnozstvi a zejména kvalita vysledkll ziskanych naSim pracovisttm v minulém
obdobi, a vneposledni fad€¢ 1 uzndni zahrani¢nich partnerli, napomohla zisadnim
zptisobem pii tvorbé novych piedpisi v CR souvisejicich s ochranou a bezpeénosti prace
s karcinogeny a mutageny.

Ve spolupraci s ¢leny vybori Spoleénosti pracovniho 1ékatstvi a Ceské a Slovenské
spoleCnosti pro mutagenezu zevnim prostfedim byly nase poznatky o vyznamu
cytogenetické analyzy perifernich lymfocytd pro hodnoceni expozice osob pii profesionalni
expozici karcinogenim a mutagenim vclenény do meénici se legislativy ustanoveni,
vytvaiejicich legislativni ramec pro pouziti cytogenetickych metod pro hodnoceni
profesiondlni expozice:

* Vyhlaska 432 / 2003 Sb., kterou se stanovi podminky pro zatazovani praci do
kategorii,...podminky odbéru biologického materidlu pro provadéni biologickych
expozi¢nich testi. Podle Piilohy ¢. 1, odst. 2 ,,...1ze pro hodnoceni expozice
cytostatikiim oznacenym IARC jako karcinogeny skupiny 1 nebo skupiny 2A pouZit
cytogenetickd vySetieni exponovanych osob®.

* ,...Cytogenetickd vySetieni lze dale pouzit pro hodnoceni expozice karcinogeniim
zatazenym podle NV ¢. 178 / 2001 Sb., ve znéni NV ¢&. 523 / 2002 Sb., do 1. a 2.
skupiny a mutagentim 2. skupiny, pokud nejsou pro hodnoceni expozice dané latce
k dispozici standardni metody, napi. métfeni inhalacni expozice, nebo biologické
expoziéni testy...“.

* ,,...Cytogeneticka vysetieni lze dale pouzit pro hodnoceni expozice latkhm oznaCenym

podle NV €. 25 / 1999 Sb., ve znéni NV ¢. 258 / 2001 Sb., vétami R 45, R 49
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(karcinogeny); R 46 (mutageny); R 60, R 61 (latky toxické pro reprodukci) a jejich
kombinacemi...*.
* Podle Zékona ¢. 274 / 2003, § 86, odst. 1, ,,Zdravotni Gstavy mohou v hlavni ¢innosti...

provadét genotoxikologicka a cytogeneticka laboratorni vySetfeni. ...

Tato ustanoveni umoznuji uzavirat smlouvy Zdravotnich ustavii se zdravotnimi
pojistovnami (predevsim s VZP) k uhrazeni nakladi na preventivni pracovné lékatské
hodnoceni expozice genotoxickym latkdm cytogenetickou analyzou chromosomovych
aberaci u osob v riziku karcinogenli a mutagent, jako podkladu pro hodnoceni zdravotniho

rizika.
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