CYTOGENETICKE METODY A OCHRANA
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SOUHRN

Cytogenetické metody, pfedevsim pak cytogenetickd analyza perifernich lymfocyti, jsou pouzivany u nas i ve svéte jiz fadu
let k monitorovan{ pfedevsim profesionalni expozice genotoxickym faktoram prostfedi. Vzhledem k odtazitosti problematiky
genetické toxikologie pro odbornou vefejnost ptisobici v ochrané a podpofe zdravi, pfiblizuje clanek jednak nékteré poznatky
z tohoto oboru, jednak vybrané zkusenosti a vystupy v souvislosti s poskytovanim tzv. konvencni cytogenetické analyzy perifernich
lymfocyta v ramci hygienického zdravotniho dozoru pii ochrané zdravi pracovnikii exponovanych mutagentm a karcinogenim
v Moravskoslezském kraji. Pravé biologicka detekce vysledného genotoxického tcinku celé komplexni smési latek, vyskytujici
se v realném prostredi, mize pfispét na tomto poli k efektivnéjsi ochranné intervenci.
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SUMMARY

Cytogenetic methods including cytogenetic analysis of chromosomal aberrations of peripheral lymphocytes have been using
in monitoring of largely occupational exposure to genotoxic factors in Czech Republic and other countries for many years. In
view of the fact that problems of genetic toxicology are quite remote for the health protection experts, the article submits some
scientific knowledge from the discipline of genetic toxicology and selected expetience and outputs in context with using of the
“conventional cytogenetic analysis of chromosomal aberrations in human lymphocytes” in connection with the health safety
of people, working at Moravskoslezsky region, professionally exposed to mutagens and carcinogens. Biological identification

of the resulting genotoxic effect could develop more effective beneficial intervention into this safety.
Key words: genetic toxicology, chromosomal aberrations, occupational health protection

Uvod

Cytogenetické metody, pfedev§im pak cytogene-
ticka analyza perifernich lymfocyta (CAPL), jsou
pouzivany u nds i ve svét¢ jiz fadu let k monitoro-
vani pfedevs$im profesionalni expozice genotoxic-
kym faktordm prostfedi. Informovanost pracovnikt
ochrany a podpory zdravi o vyznamu a pouziti této
metody Casteéné zaostava za soucasnymi poznatky
v oboru geneticka toxikologie. Z tohoto divodu pfed-
kladam ve svém sdélen{ odborné vetfejnosti, ptisobici
v ochrané a podpofe zdravi, vybrané poznatky
z oboru geneticka toxikologie a ne¢které zkusenosti
souvisejici s poskytovanim jmenovaného vysetfen{
z pohledu laboratorniho pracovnika zdravotniho
ustavu Moravskoslezského kraje (MSKk).

Poznatky z oboru geneticka toxikologie

Obor geneticka toxikologie se zabyva (mimo jiné)
biologickym monitorovanim genotoxickych (modifi-

kujicich geneticky material) faktora prostiedi. V real-
ném prostfedi se ve skutecnosti nevyskytujf jednotlivé
latky oddélené, nybrz ve smeési. Jako komplexni smés
taky do organismu vstupuji. Diky slozitym biolo-
gickym pochodim, vzdjemné se ovliviujicim, nelze
ocekavat, ze vysledny biologicky uc¢inek (zvlasté pak
ucinek multifaktoridlniho charakteru, jako je efekt
genotoxicky nebo imunotoxicky) bude dusledkem
pouze drovné té jedné latky, ktera je pravé objektem
pozornosti (napf. mutagen, genotoxin). Na vysledném
biologickém efektu genotoxickém neni vyloucen ani
podil litek/faktort, které za genotoxické v soucas-
nosti pokladany nejsou (5).

komplexnich smési, zjisténé u exponovaného subjektu
in vivo na urovni detekovatelné biologické zmény (8).
Takovéto zmény patii mezi tzv. biologické markery
(v genetické toxikologii biomarkery expozice a Cas-
ného biologického d¢inku). Hodnota biomarkeru
je reverzibilnim indikatorem zatizeni organismu
genotoxickymi faktory prostiedi (1) v jeho redlné
,podobé® a upozorfiuje na nutnost preventivnich
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opatfeni dfive, nez dojde k nenapravitelnym zménam

karcinogenniho procesu.

Odbornici z oboru genetické toxikologie zpra-
covali a publikovali epidemiologické hodnoceni
(celo)evropskych kohort, z nichz v souvislosti s hod-
nocenim rizika vzniku multifaktorialné podminéného
neinfeké¢niho onemocnéni ¢lovéka, jako je zhoubny
nador, vyplyva:

* pfednost vystupu biologického monitorovani ve
srovnani se zjisfovanim urovné vnéjsi expozice
latky (1);

* asociace mezi vysokou drovn{ biomarkeru a vys$si
pravdépodobnost{ vzniku nadorového onemocnéni
(2,11, 15, 19).

Pro svij potencial v predikci rizika vzniku nadoro-
vého onemocnéni byly v odborné literatufe potvrzeny
pfedevsim dva genetické biomarkery: detekce a kvan-
tifikace chromosomalnich aberaci a pfitomnost mikro-
jader v lidskych perifernich lymfocytech (3). Jedna se
o metody, které jsou znamy pod pojmem cytogeneticka
analyza perifernich lymfocytt (podstatou je zjistovani
ziskanych chromosomalnich aberaci) a mikronukleus
test (hodnoti mikrojadra). Frekvence chromosomalnich
aberaci byla v r. 2004 potvrzena jako jediny mezinarod-
né uznavany biomarker konkrétné prokazujici asociaci
se sumarnim karcinogenm’m rizikem (6).

Metoda CAPL ma v nasi byvalé hyglemcke praxl
dlouholetou tradici. Profesionaln{ expozice znamena,
ze na lidsky organismus pusobi sledovany rlz1kovy
faktor (v komplexni smési s dalsimi faktory) kontinu-
alné, tedy kazdou pracovni sménu. Proto byla metoda
vyuzivana pfednostné pfi expozicich tohoto typu
(s moznosti intervence, zavedeni opatfeni).

Jako regula¢ni nastroj ke zvyseni bezpeénosti pra-
ce v riziku mutagennich a karcinogennich faktort
bylo vysetfeni zavedeno v severskych zemich Evropy
(6), o malo pozdéji, od 70. let minulého stoleti, pak
v tehdejsim Ceskoslovensku (16 20, 21). Siroké vyuzi-
ti CAPL v CR bylo umoznéno d1ky standardizaci
metody (9, 14) a vzhledem k neutuchajicim aktivitdim
nasich odborniki vzniklo mnozstvi validnich vysled-
ki, které umoznily uréit posléze v Ceské republice
i nektere referencni hodnoty, vztahujici se k této
konkrétni metodice. [Napi. spontanni droven aberaci
pro profesionalné neexponovanou ceskou dospélou
populaci (17, 12); uroven aberac{ pro déti (10); kritéria
pro hodnoceni skupin populac¢nich a profesiondlné
exponovanych (12, 14).]

Systematicky dohled s vyuzitim této metody nad
vybranymi skupinami pracovnikt se v letech 1987 az
2005 uskutecnoval rovnéz v byvalé Jugoslavii (posléze
v Chorvatsku). Pro zajimavost — byly sledovany riziko-
vé faktory jako ethylenoxid, formaldehyd, vinylchlo-
rid, benzen, vyroba tabakovych produktu, cytostatika,
ale napf. i pro riziko spojené s fungovanim jaderné
elektrarny, riziko spojené s radiografii a radiologii (4).
Jsou publikovany i vysledky pouziti CAPL v dalsich
statech — v Madarsku (18), Polsku, Italii, USA aj.

VysSetfeni CAPL, uskutecnovana v MSk
v poslednich nékolika letech, a n€které nase
zkuSenosti

Moravskoslezsky kraj je stale regionem s vysokym

zastoupenim tzv. tézkého prumyslu. Na konci roku
2007 mél nejvyssi absolutni i relativni pocet osob,
jejichz prace byla evidovana v rizikovych kategori-
ich 2R, 3 a 4 (7). Vedle pracovist’ s nejfrekvento-
vanéjsimi rizikovymi faktory (fyzikalnimi) existuji
zde rovnéz pracoviste s rizikem ptsobeni mutagent
a karcinogent.

Pokud je u zaméstnanct vybranych provozu s timto
rizikem (vybranych organem ochrany vefejného zdra-
vi v ramci kategorizace praci) pravidelné sledovana
uroven popsané¢ho biomarkeru, je vySetfeni CAPL
nejcastéji poskytovano laboratorni slozkou zdravot-
niho dstavu plynule v priubéhu celého kalendafniho
roku a pocet vysetfenych osob zavisi na pozadavcich
zakaznikua, v tomto ptipadé predevsim 1ékaft zavodni
preventivni péce a zaméstnavateld.

Z tohoto davodu jsou jednotlivé vysledky inter-
pretovany ve formé individualniho hodnoceni pro
pracovnika s tim, ze individualni hodnoty do 5 %
AB.B., nejsou-li pfi profesionalni expozici zjistovany
opakované, nejsou povazovany za zvysené (12).

V ramci individualniho hodnoceni CAPL lze
kromé standardniho ndlezu drovné chromosomal-
nich aberaci odhalit i jiné, neocekavané, individualni
zmény. V poslednich nékolika letech jsme napf. ve
tiech pfipadech zjistili u vysetfované dospélé oso-
by, ze se u ni pocet chromosomu ve vsech bunkach
lis{ od bézného (jiny nez 46, XY nebo 46, XX), coz
bylo lékafi preventivni péce sdéleno jako vedlejsi
nalez s upozornénim na moznost vysetfeni u klinic-
kého genetika, poslouzi-li takové vysetfeni k feseni
eventualnich zdravotnich problémi pacienta. Pfimo
v nasi praxi jsme se setkali s pfipadem, kdy sledovany
pacient vykazoval opakované zvysené chromosomalni
aberace, a posléze u néj byla indikovana onkologicka
léchba.

Metoda byla vyuzivana pfedevsim ve svych zacat-
cich (nebyly k dispozici vysledky, na jejichz zakladé
vznikly vyse uvedené zavéry) jako skupinovy ukazatel
expozice karcinogentim u profesionaln{ expozice ve
srovnani se skupinou kontrolni. I nadale je pouzi-
vana jako test skupinovy se specifickym zptusobem
interpretace: Skupinové hodnoceni pro praco-
visté, na némz jsou pracovnici vystaveni pusobeni
genotoxickym faktorim, ddva obraz o tom, zda se
sledovand skupina ve zminéném biomarkeru lisi/nelisi
od profesionalné neexponované ¢eské dospélé popu-
lace. Z tohoto hlediska se skupiny, jejichz pramérné
procento aberantnich bunék (% AB.B. = vysledek
vySetfeni CAPL) lez{ v intervalu nula az dvé pro-
centa, pokladaji za skupinu s biologicky neefektivni
expozici genotoxickym latkam (na drovni dospélé
profesionalné neexponované populace); skupina
s prumérnou hodnotou mezi dvéma az ¢tyfmi procen-
ty aberantnich bunck jako skupina se zvysenou expo-
zici genotoxickym latkdm, a skupina, jejiz pramérné
procento aberantnich bunc¢k je vys$si nezli Ctyfi, za
skupinu s vysokou expozici genotoxickym faktorim,
u niz by mélo byt prvofadym tkolem ucinné snizeni
zminéné expozice pro celou skupinu (12).

Individualni V}'rsledky CAPL v MSk, ziskané na
pr1slusnem pracovisti, byly podkladem pro toto sku-
pinové hodnoceni (pomoci programu Stata v. 8; pro
hodnocen{ viznamnosti rozdilt v hodnotach % AB.B
byl pouzit neparametricky Mannav-Whitneuv test
na hladiné vyznamnosti 5 %) za kazdy kalendaini



rok v letech 2005 az 2007 pro nasledujici pracovisté

a rizikové faktory:

* pracovisté Fakultnf nemocnice v Ostrave (FN, pred
r. 2007 FNsP) — cytostatika;

e tfi ostravské koksovny (koksovny Sverma a Svo-
boda = koksovny OKD; koksovna ArcelorMittal,
dfive Mittal, dffve Nova Hut’' — NH) — polycyklické
aromatické uhlovodiky v souvislosti s koksaren-
skou vyrobou;

* vyroba akumuldtorovych hmot — expozice slouce-
ninam niklu a kadmia;

* laminovani — styrén;

* expozice benzenu v chemické vyrobé.

Mame rovneéz k dispozici dalsi vysledky skupinového
hodnocen{ pro nekterd pracovisté z let dffvejsich.

Jaké jsou obecné vystupy ze statistického vyhodno-
covani skupin a nasich n¢kolikaletych zkusenosti?

Skupinové hodnoceni pracovist’ (obr. 1-4) potvrzu-
je, ze vSechny skupiny sledované v poslednich letech
patfi mezi y/éﬂpz'ﬂy se zvySenon expozici genotoxickym latkdm
ve srovnani s profesiondlné neexponovanou populaci
CR, nikoli do skupiny s vysokou expozici, jak tomu
v 80. letech minulého stolet{ u nékterych profesio-
nalnich expozic byvalo. Napf. hladina chromosomal-
nich aberaci u skupiny pracovnlku exponovanych pii
zplynovan{ hnédého uhli ¢i pfi zpracovani dehtu se
pohybovala kolem 5 % AB.B. (14), u skupiny 30 pra-
covniki dnes jiz neexistujici koksovny byla v r. 1987
skupinovd hodnota 5,97 % AB.B. (vlastni nepubliko-
vané vysledky).

Individualni hodnoty do dvou procent AB.B.
jsou pokladany za Groven spontanni neboli pozado-
vou. Na zakladé¢ didaju ziskanych pro profesiondlné
neexponovanou dospélou populaci v CR v Systému
monitorovani zdravotniho stavu ve vztahu k prostfe-
di bylo mozno upfesnit tuto hodnotu pro uvedené
obdobi 2005-2007 na 1,7 % AB.B. (12). Znamena to,
ze maximum jedinct ve skupiné profesionalné neex-
ponovanych osob by mélo byt nositeli hodnot kolem
1,7 % AB.B. Je-li maximum osob ve skupiné nosite-
li vys$si hodnoty, svedci to o odklonu od spontanni
urovné aberaci (¢im vys$si hodnota aberaci pro maxi-

mum osob, tim vétsi odklon). Toto roglogeni mnogstvi
osob ve sledované skupiné v gﬂi}zslosz‘z na 3 jisténé hodnoté

chromosomadlnich aberaci ukazuje, ze nékteré sledované
profesionalné exponované skupiny se v poslednim
obdobi pfiblizujf ukazatelim dospélé ¢eské populace
profesionalné neexponované. Z obr. 5 je patrné, ze
v roce 2007 maximum zaméstnancu koksoven Svo-
boda a Sverma (koksovny OKD) vykazuje hodnotu
kolem 2 % AB.B., zatimco v roce 2004 to bylo kolem
5 procent. Pfi expozici cytostatikim ve zdravotnictvi
(obr. 6) je v souboru v roce 2005, 2006 1 2007 maxi-
mum osob s hodnotami chromosomalnich aberaci
stale kolem 3 procent. V souvislosti s timto vysled-
kem zminuji i zavéry vystupu z REGEXu (registru
profesiondlnich expoz1c karcinogentim v CR) za rok
2006, z nichz vyjimam: ,,Existuji profese, kde je rizi-
ko vyskytu zhoubnych novotvara vyssi nez v jinych
skupindch, napf. u osob profesionalné exponovanych
cytostatikum.“(13)

Dalsi zkusenosti, kterou jsme v souvislosti s pro-
vadénim vysetfeni ucinili, je nasledujici zjisténi:
Nelze vyloucit psychologicky dopad vysetieni CAPL,
jehoz ocekavané provedeni mtze pracovnika motivovat
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Obr. 1: Skupinové hodnoceni CAPL v r. 2004 pro jednotliva pracovisté; N = pocet
vySetrenych osob, chyboveé diseiky vyznacuji 95% konfidencni interval.
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Obr. 2: Skupinové hodnoceni CAPL v r. 2005 pro jednotliva pracovisté; N = pocet
vySetrenych osob, chybové diseiky vyznacuji 95% konfidencni interval.
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Obr. 3: Skupinové hodnoceni CAPL v r. 2006 pro jednotlivd pracovisté; N = pocet
vySetienych osob, chybové risecky vyznacuji 95% konfidenini interval.
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Obr. 4: Skupinové hodnoceni CAPL v r. 2007 pro jednotliva pracovisté; N = pocet
vysetienych osob, chybové risecky vyznacuji 95% konfidenind interval.

k presnéisimn dodrgovdni technologické kdzné. Obzvlast
je-li si védom, Ze ani on, ani zaméstnavatel nemuze
vysledek v den odbéru vyrazné ovlivnit, protoze
vySetfeni zachycuje expozi¢n{ udalosti za cca posledni
tfi mésice. Ve prospéch uvedeného postichu svédéi
napf. zlepsovani skupinovych ukazatela poté, co bylo
na nekterych pracovistich s uvedenym vysetfenim
zapocato (obr. 7, 8).
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Obr. 5: Rozlogeni mnogsti osob ve skupiné s konkrétni hodnoton % AB.B. pro
koksovny OKD v r. 2004 a 2007 (podrobnosti v texitn).
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Obr. 6: Rozlogeni mnoZstvi osob ve skupiné s konkrétni hodnoton % AB.B.
pro pracovisté fakulini nemocnice s expozici cytostatikim v letech 2005 ag 2007
(podrobnosti v texitn).

Obr. 7: Rocni trendy skupinovyeh hodnot v nvedenych letech pro koksovny OKD.
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Obr. 8: Royi trendy skupinovyeh hodnot v nvedenych letech pri expozici nikln.

Tab. 1: Pfehled vysledk pro jednotlivé roky a rizikovy faktor cytostatika. (Pokud byl zjistén v nékterém ukazateli signifikantni rozdil, je

v tabulce oznacen *,".)

FN Ostrava | L 0¢¢t | Pramémy | Prim. doba | Praméma | Zlomy/ KuFaci (% AB.B.) | Nekuféci (% AB.B.)
vySetieni | vék expozice % AB.B. buriku
R. 2005 65 41,6 9.3 2,99 0,034 24% 3,36° 76% 2,80°
R. 2006 99 435 17 312 0,036 25% 3,52° 75% 2,97
R. 2007 27 42,4 11,0 2,57 0,030 26% 2,93 74% 2,44

Tab. 2: Pfehled vysledku pro jednotlivé roky a rizikovy faktor koksarenska vyroba v Koksovné ArcelorMittal. (Pokud byl zjistén v nékterém
ukazateli signifikantni rozdil, je v tabulce oznacen *.)

Arcelor Podet Primérny | Pram. doba | Primérna | Zlomy/ A )
Kura % AB.B. Nekufra % AB.B.
Mittal vySetieni | vek expozice | % ABB. | buiiku uract (% ) | NekuFaei (% )
R. 2005 91 45,5 19.2 3,04 0,033 44% 2,91 56% 3.06
R. 2006 82 44,8 17,9 3,09 0,035 43% 2,90 57% 3,11
R. 2007 63 46,0 20,9 2,11 0,024 39% 2,52 61% 1,85*
Pti diskusi o spolupodilu profesionalni expozi- Zavér

ce a faktoru zivotniho stylu na vzniku sledovanych
chromosomalnich aberaci, je ¢asto uvadén zejména
vyznam kouteni. Pro nejvétsi profesionalné expono-
vané skupiny (FN Ostrava — cytostatika a koksovna
ArcelorMittal — PAU) bylo proto pro obdobi 2005
az 2007 provedeno podrobné¢jsi sledovani vysledkut
CAPL u kufaku a osob prohlasujicich se za nekutaky.
Pomérné zastoupeni kufdkt a nekufaka ve skupiné
zdravotniku 1:3 ztistava v obdobi 2005-2007 zachova-
vano, zatimco mezi pracovniky vyroby koksu dochazi
k postupnému mirnému narustu skupiny nekurakd.
Lze spekulovat, ze by pracovnici mohli byt motivo-
vani k nekoufeni mimo jiné obavou ze zhorsen{ zdra-
votniho stavu, ktery by mohl mit za nasledek ztratu
zaméstnani. Signifikantni rozdily mezi profesionalné
exponovanymi kufiky a nekufdky ve sledovaném
biomarkeru nebyly ani tentokrat prokazany ve vsech

piipadech (tab. 1, 2).

Zavérem je mozno fici, ze jak technologicka opat-
feni ze strany zaméstnavatell, tak i dozor ze strany
organu ochrany vefejného zdravi pfispivaji svou
nezpochybnitelnou mérou ke zlepSovani ukazatele
¢asného biologického ucinku genotoxickych latek
u profesionalnich expozic v MSk.

Zakon o vefejném zdravi definuje ochranu vefej-
ného zdravi jako souhrn ¢innosti a opatfeni k vytva-
feni zdravych pracovnich podminek a zabranéni
ohrozen{ zdravi v souvislosti s vykonavanou praci.
Smérnice Rady 90/394 /ES o ochrané zaméstnanca
pred riziky spojenymi s expozici karcinogenim pfi
praci doporucuje ,,pfijmout v souladu s vnitrostatnimi
pfedpisy a zvyklostmi opatfeni pro zajisténi odpovida-
jicich lékatskych prohlidek zaméstnancu® (¢lanek 14,
odd{l I1I). Sledovan{ zaméstnanca by méla zahrnovat
v souladu s Ptilohou 11 téze smérnice vedle pracov-



nich a zdravotnich zaznamu rovnéz ,,je-1i to vhodné,
biologické sledovan{ a zjistovani reverzibilnich uc¢inkt
v raném stadiu®, Smérnice Rady 98/24/ES o bezpec-
nosti a ochrané zdravi zaméstnanct pfed riziky spo-
jenymi s chemickymi ¢initeli pouzivanymi pfi praci
pak definuje v ¢lanku 2, pismeni e) jako ,,biologickou
limitni hodnotu® nejen limit koncentrace metabolitu
¢initele v odpovidajicim biologickém materialu, ale
rovneéz limit indikatoru zatizeni. Proto by nemc¢l byt
viznam této cytogenetické metody pro odhad sumar-
niho karcinogennfho rizika pfi prevenci nepfiznivych
dusledkt expozice latkdm s afinitou ke genetickému
materialu ¢lovéka opomijen.
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