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U ¢lanku je prikazana osnovna podjela antineoplasticnih lijekova prema mehanizmima djelovanja na
razini stanice. Objasnjeni su mehanizmi genotoksi¢nosti najvaznijih vrsta lijekova koji se primjenjuju
u okviru uobicajenih protokola za lijeCenje zlo¢udnih novotvorina. Navedena je vazeca klasifikacija
antineoplastika prema kancerogenom potencijalu, podaci o mutagenom potencijalu te je prikazana njihova
podjela u skladu s anatomsko-terapijsko-kemijskim sustavom klasifikacije. Sustavno su prikazani najvazniji
rezultati svjetskih 1 hrvatskih istrazivanja na populacijama radnika izloZenih antineoplasticima, provedenih
u razdoblju 1980.-2009. s pomocu ¢etiri najée$¢e primjenjivane metode: analize izmjena sestrinskih
kromatida, analize kromosomskih aberacija, mikronukleus-testa i komet-testa. Objasnjena su osnovna
nacela navedenih metoda te raspravljene njihove prednosti i nedostaci. Bioloski pokazatelji daju vazne
podatke o individualnoj osjetljivosti profesionalno izlozenih ispitanika koji mogu posluziti unaprjedenju
postojecih uvjeta rada i upravljanju rizicima pri izlozenosti genotoksi¢nim agensima. Na osnovi prednosti
1 nedostataka citogeneti¢kih metoda zakljuceno je da je mikronukleus-test, koji podjednako uspjesno
dokazuje klastogene i aneugene ucinke, jedna od najboljih metoda dostupnih za otkrivanje stetnih djelovanja
antineoplasti¢nih lijekova koji su u aktivnoj primjeni.

KLJUCNE RIJECI: DNA4, izmjene sestrinskih kromatida, komet-test, kromosomske aberacije,
mikronukleus-test

Lijecnici specijalisti medicine rada u okviru svoje
prakse provode i zdravstveni nadzor nad radnicima
koji rukuju razli¢itim vrstama lijekova za lijeCenje
zlo¢udnih bolesti. Do izlozenosti tim lijekovima
dolazi pod razli¢itim okolnostima, pocevsi od njihove
proizvodnje, preko prijevoza od proizvodaca do
korisnika, pohrane na mjestima skladistenja, pripreme
infuzijskih otopina u bolni¢kim ljekarnama ili na
odjelima, primjene lijekova u lijeCenju bolesnika
i naposljetku uklanjanja citotoksi¢nog otpada te
¢is¢enja prostora i predmeta s kojima su bolesnici

bili u kontaktu. Najée$¢i putovi unosa tih lijekova
u organizam jesu udisanje i kontakt preko koze te
nehoticno gutanje i ubodne ozljede $to se nerijetko
dogada zbog nepoznavanja ili nepostivanja propisa
za siguran rad (1).

Vecina lijekova za lijeCenje zloCudnih bolesti ubraja
se u skupinu opasnih lijekova (1) koji imaju najmanje
jednu od Sest znacajki, potvrdenih na eksperimentalnim
zivotinjama 1/ili populacijama lijecenih bolesnika,
odnosno u kratkotrajnim testovima u uvjetima in
vitro. To su: (a) kancerogenost; (b) teratogenost ili
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embriotoksi¢nost; (c) reproduktivna toksi¢nost; (d)
toksicni ucinci na pojedine organe ili sustave organa
dokazivi ve¢ pri niskim dozama; (e) genotoksicnost,
odnosno mutagenost i/ili klastogenost; (f) struktura
i/ili aktivnost slicna ranije dokazanim opasnim
lijekovima. Njihova podjela prema anatomsko-
terapijsko-kemijskom (ATK) sustavu razvrstavanja
lijekova (2, 3) prikazana je na tablici 1.

Razine izlozenosti opasnim lijekovima ovise
o nekoliko glavnih ¢imbenika, medu kojima su
najvazniji vrste i koli¢ine lijekova koje se pripremaju,
ucestalost i trajanje pripreme lijekova, tehnicki uvjeti
i opremljenost prostora u kojima se pripremaju i
primjenjuju lijekovi te odlaze nastali otpad, primjena
osobnih zastitnih sredstava pri radu i obucenost
radnika, a osobito pridrzavanje propisa za siguran
rad (1). Unato¢ primjeni svih sigurnosnih mjera i
propisa pri radu, Stetni su ucinci za zdravlje izlozenih
radnika neizbjezni pa je ta vrsta izlozenosti povezana s
rizicima koje poslodavac mora prepoznati, smanjivati
i njima upravljati na odgovarajuci nacin.

U ovome preglednom radu ogranicit ¢emo se
ponajprije na antineoplasti¢ne lijekove (citostatici,
citotoksicni lijekovi, antitumorski lijekovi) i objasniti
njihov kancerogeni i mutageni potencijal te raspraviti o
osnovnim mehanizmima njihove toksi¢nosti na razini
stanice. Takoder ¢emo dati kratak prikaz najvaznijih
citogenetickih metoda koje se mogu primijeniti u
nadzoru nad profesionalno izlozenim populacijama.

Kancerogeni i mutageni potencijal
antineoplasticnih lijekova

Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC)
Svjetske zdravstvene organizacije sa sjediStem u
Lyonu (Francuska) vrednuje kancerogeni potencijal
razli¢itih kemijskih i fizikalnih agensa te ih razvrstava
u nekoliko skupina: 1 - kancerogeni za ljude; 2A
- vjerojatno kancerogeni za ljude; 2B - moguce
kancerogeni za ljude; 3 - ne mogu se klasificirati
kao kancerogeni za ljude (nema dovoljno dokaza); 4
- vjerojatno nisu kancerogeni za ljude (4).

Razvrstavanje antineoplasti¢nih lijekova prema
kancerogenom potencijalu prikazano je na tablici
2. gdje su navedeni i ostali najvazniji podaci o
lijekovima koji su u aktivnoj primjeni pa je sigurno da
bi medicinsko osoblje pri radu moglo s njima dolaziti
u kontakt. U tijeku je priprema novog volumena 100A
koji ¢e sadrzavati najnovije podatke o kancerogenom
potencijalu antineoplasti¢nih lijekova, a ponajprije
onih svrstanih u skupinu 1. U meduvremenu su neki
lijekovi slijedom novih dokaza prebaceni u druge

Tablica 1 Podjela lijekova za lijecenje zlocudnih bolesti prema
anatomsko-terapijsko-kemijskom (ATK) sustavu
razvrstavanja lijekova (2,3)

L Lijekovi za lijecenje zlo¢udnih bolesti

LO1 ANTINEOPLASTICI

LO01A Alkilirajuéi lijekovi

LO1AA Analozi dusikova plikavca

LO1AB Alkil-sulfonati

LOIAC Etilen-imini

L0O1AD Nitrozouree

LOIAG Epoksidi

LO1AX Ostali alkilirajuci lijekovi

LO01B Antimetaboliti

LO1BA Analozi folne kiseline

LO1BB Analozi purina

LO1BC Analozi pirimidina

L01C Biljni alkaloidi i ostali prirodni spojevi
L01CA Vinka-alkaloidi i njihovi analozi
LO1CB Derivati podofilotoksina

LOICC Derivati kolhicina

LOICD Taksani

LO1CX Ostali biljni alkaloidi i prirodni spojevi
L01D Citotoksi¢ni antibiotici i njima srodne tvari
LO1DA Aktinomicini

LO1DB Antraciklini i njima srodni spojevi
LO1DC Ostali citotoksicni antibiotici

LO01X Ostali antineoplastici

LO1XA Spojevi platine

LO1XB Metilhidrazini

LOIXC Monoklonska protutijela

LO1XD Lijekovi koji se primjenjuju u fotodinamickoj
i/ili radioterapiji

LOIXE Inhibitori protein-kinaze

LOIXX Ostali

LO1XY Kombinacije antineoplasticnih lijekova
L02 ENDOKRINA TERAPIJA

L03 IMUNOSTIMULATORI

L04 IMUNOSUPRESIVI

skupine, primjerice etopozid iz skupine 2A u skupinu
1 (5).

Za Covjeka je sigurno kancerogeno osam vrsta
antineoplasti¢nih lijekova koji su u aktivnoj primjeni
(busulfan, ciklofosfamid, etopozid, klorambucil,
melfalan, metil-CCNU, tiotepa i treosulfan), jedan koji
se primjenjuje samo u istrazivacke svrhe (klornafazin)
te dvije kombinacije lijekova: etopozid s bleomicinom
i cisplatinom i kemoterapijski protokol MOPP
(klormetin, vinkristin, prokarbazin i prednizon) zajedno
s drugim kombiniranim protokolima koji sadrzavaju
alkilirajuce lijekove (5). Vjerojatno je kancerogeno
osam vrsta antineoplastika koji su u aktivnoj primjeni
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te tri koja se primjenjuju samo u istrazivacke svrhe
(klorozotocin, N-etil-N-nitrozourea i N-metil-N-
nitrozourea) (5). Moguce kancerogeno ih je devet
(5), od ¢ega je sedam u aktivnoj primjeni. Preostala
dva su aziridin (etilen-imin) i merfalan (racemi¢na
smjesa melfalana koji se aktivno primjenjuje i njegova
desnog enantiomera medfalana) (6). Sedam vrsta
antineoplastika zbog nedostatka dokaza ne moze se
klasificirati kao kancerogeno za ljude (5). Medutim,
u aktivnoj je primjeni i najmanje dvadesetak vrsta
antineoplasti¢nih lijekova ¢iji kancerogeni potencijal
IARC jos nije vrednovao (tablica 2), §to upucuje na
rastucu zabrinutost zbog mogucih zdravstvenih rizika
u izlozenog osoblja koje njima svakodnevno rukuje.

Premda se kancerogeni i mutageni potencijal
nuzno ne trebaju preklapati, ve¢ina kancerogenih
antineoplasti¢nih lijekova ujedno je i mutagena, Sto
je dodatni rizik za zdravlje izloZenih radnika (1).
Poznavanje mutagenog potencijala pojedinih vrsta
antineoplastika osobito je vazno u nadzoru nad
profesionalno izlozenim populacijama jer posljedice
mutacija nastalih pod utjecajem antineoplastika ne
moraju biti vidljive neposredno nakon sto se dogodila
izlozenost i katkada dolaze do izrazaja tek vise godina
nakon njezina prestanka. O rizicima profesionalne
izlozenosti antineoplasti¢nim lijekovima ozbiljnije se
pocelo raspravljati 1979. kada su Falck i suradnici (7)
dokazali mutagenost urina medicinskih sestara koje
su rukovale antineoplasticima.

Antineoplasti¢ni lijekovi koji su trenuta¢no u
aktivnoj primjeni medusobno se razlikuju prema
mutagenom potencijalu, koji se moze procijeniti s
pomocu razlicitih testova. Vrlo mutageni su primjerice
alkilirajudi lijekovi, medutim, tek nakon metabolicke
aktivacije putem citokroma P450 (8). Sli¢no je utvrdeno
za cisplatin i njegove analoge (9). Opéenito uzevsi,
mutageni je potencijal antineoplastika u uskoj vezi
s njihovim mehanizmima djelovanja (10). Takoder,
razlike u mutagenim koncentracijama tih lijekova
mogu iznositi i do nekoliko redova velicine. Dok su
neki lijekovi, primjerice aktinomicin D i daunorubicin,
mutageni ve¢ pri vrlo niskim koncentracijama (3x10°
mol L' do 1x107 mol L"), drugi su mutageni tek pri
visokim koncentracijama. Takav je primjer dakarbazin
koji je slabo mutagen tek pri 2x102 mol L' (11).

Do danasnjih je dana mutageni potencijal
antineoplastika na profesionalno izlozenim
populacijama istrazen i dokazan primjenom razli¢itih
metoda, o cemu ¢emo poblize raspraviti u drugom
dijelu ¢lanka.

MEHANIZMI TOKSICNOSTI
ANTINEOPLASTICNIH LIJEKOVA NA
RAZINI STANICE

Toksi¢nost antineoplasti¢nih lijekova na razini
stanice zasniva se na razli¢itim mehanizmima, a za
njihovo je tumacenje korisno poznavati podjelu tih
lijekova u glavne skupine. Najjednostavnija podjela
u antineoplasti¢ne lijekove svrstava: lijekove koji
izravno ili neizravno oste¢uju DNA; antimetabolite;
lijekove koji djeluju na mikrotubule diobenog
vretena; hormone; ostale i radiofarmaceutike (12).
Znanstvenici se, medutim, nisu potpuno usuglasili oko
jedinstvene podjele antineoplasti¢nih lijekova, pase u
literaturnim izvorima nerijetko nailazi na svrstavanje
jednog te istog lijeka u razlicite skupine. Primjer je
cisplatin koji neki ubrajaju medu alkilirajuce lijekove,
dok ga drugi sustavi klasifikacije svrstavaju medu
ostale antineoplastike.

Za razumijevanje mehanizama toksi¢nosti
antineoplastika treba dobro poznavati osnovne
znacajke stani¢nog ciklusa, budu¢i da razliciti lijekovi
nisu podjednako uc¢inkoviti u svim fazama stani¢nog
ciklusa (13). Naslici 1. shematski je prikazan stani¢ni
ciklus i naznaceni su primjeri specificnog djelovanja
nekih vrsta lijekova. Za razliku od lijekova koji su
ovisni o odredenoj fazi stanicnog ciklusa (primjerice
oni koji remete sintezu DNA imaju najjace djelovanje
u S-fazi), neki drugi lijekovi, ponajprije alkilirajuci
lijekovi i citotoksi¢ni antibiotici, nespecificnog su
djelovanja u odnosu na stanicni ciklus (12).

Vinkristin
Vinblastin
Paklitaksel
Docetaksel, diferencijacija
Mitoza G
2% / .

Bleomicin

6-merkaptopurin
6-tiogvanin
Metrotreksat
[ Etopozid 5-Fluorouraci
Tenipozid K2

Nespecifiéni u odnosu
na stanicni ciklus:
Alkilirajuci citostatici
Cisplatin
Citotoksicni antibiotici

Hidroksiurea
Doksorubicin
Amsakrin
Irinotekan
Topotekan

5fluorouracil
Citozin arabinozid
Fludarabin
Gemcitabin
Kapecitabin
Oksaliplatin

Slika 1 Shematski prikaz stanicnog ciklusa i primjeri
djelovanja nekih vrsta antineoplasticnih lijekova.
Prilagodeno prema (13).
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Tablica 2 Podjela antineoplastika prema kancerogenosti i anatomsko-terapijsko-kemijskom (ATK) sustavu razvrstavanja

lijekova (1-5)

Status
prema  Genericko ime Zasticeno ime CAS broj / Sifra ATK Klasifikacija
IARC"
Busulfan Myleran® 55-98-1; LO1ABO! Alkilirajuci lijekovi; alkil-sulfonati
Ciklofosfamid Endoxan® 50-18-0; LOIAAOI Alkiliraju¢i lijekovi; analozi dusikova plikavca
Etopozid Etoposide®, Vepesid® 33419-42-0; LO1CBO1 Biljni alkaloidi; derivati podofilotoksina
| Klorambucil Leukeran® 305-03-3; LO1AA02 Alkilirajuéi lijekovi; analozi dusikova plikavca
Melfalan Alkeran® 148-82-3; LOIAAO03 Alkilirajuéi lijekovi; analozi dusikova plikavca
Metil-CCNU Semustine® 13909-09-6; LO1ADO03 Alkilirajuci lijekovi; nitrozouree
Tiotepa Thipolex® 52-24-4; LO1ACO1 Alkilirajuci lijekovi; etilen-imini
Treosulfan Treosulfan® 299-75-2; LO1AB02 Alkilirajuci lijekovi; alkil-sulfonati
Azacitidin Vidaza® 320-67-2; LOIBCO7 Antimetaboliti; analozi pirimidina
Cisplatin Cisplatin®, Platinex® 15663-27-1; LO1XAO1 Ostali antineoplastici; spojevi platine
Doksorubicin Adriablastina® 23214-92-8; LO1DBO01 Citotoksicni antibiotici i njima srodne tvari; antraciklini
A Karmustin BiCNU® 154-93-8; LO1ADO1 Alkilirajuci lijekovi; nitrozouree
Klormetin Mustargen® 51-75-2; LOIAAOS Alkilirajuci lijekovi; analozi dusikova plikavca
Lomustin CeeNU” 13010-47-4; LOIADO02 Alkilirajuci lijekovi; nitrozouree
Prokarbazin Natulan® 366-70-1; LO1XBO1 Ostali antineoplastici; metilhidrazini
Tenipozid Vumon® 29767-20-2; LO1CB02 Biljni alkaloidi; derivati podofilotoksina
Amsakrin AMSA PD* 51264-14-3; LO1XX01 Ostali antineoplastici
Bleomicin Blenoxane® 11056-06-7; LO1DCO1 Citotoksicni antibiotici i njima srodne tvari; ostali
Dakarbazin Dacarbazine® 4342-03-4; LO1AX04 Alkilirajuci lijekovi; ostali
2B Daunomicin Daunoblastina® 20830-81-3; LOIDB02 Citotoksicni antibiotici i njima srodne tvari; antraciklini
Mitomicin C Mutamycin® 50-07-7; LO1DCO3 Citotoksicni antibiotici i njima srodne tvari; ostali
Mitoksantron Mitoxantrone® 65271-80-9; LO1DB07 Citotoksicni antibiotici i njima srodne tvari; antraciklini
Streptozotocin Zanosar® 18883-66-4; LO1AD04 Alkilirajuci antineoplastici; nitrozouree
Aktinomicin D Cosmegen® 50-76-0; LOIDAOI Citotoksicni antibiotici i njima srodne tvari
aktinomicini
5-Fluorouracil Fluorouracil® 51-21-8; LO1BC02 Antimetaboliti; analozi pirimidina
Ifosfamid Holoxan® 3778-73-2; LOIAAO6 Alkilirajuci lijekovi; analozi dusikova plikavca
3 6-Merkaptopurin ~ Puri-nethol® 50-44-2; LO1BB02 Antimetaboliti; analozi purina
Metotreksat Methotrexate® 59-05-2; LOIBAO1 Antimetaboliti; analozi folne kiseline
Vinblastin Velbe® 143-67-9; LO1CAO1 Biljni alkaloidi; vinka-alkaloidi i njihovi analozi
Vinkristin Vincristine®, Oncovin® 2068-78-2; LO1CA02 Biljni alkaloidi; vinka-alkaloidi i njihovi analozi
Citarabin Cytosar® 69-74-9; LO1BCO1 Antimetaboliti; analozi pirimidina
Docetaksel Taxotere™ 114977-28-5; LO1CD02  Biljni alkaloidi; taksani
Epirubicin Farmorubicin® 57918-25-9; LO1DB03 Citotoksi¢ni antibiotici i njima srodne tvari; antraciklini
Estramustin Estracyt® 2998-57-4 ; LO1XX11 Ostali antineoplastici
Fludarabin Fludara® 75607-67-9 ; LO1BB0S Antimetaboliti; analozi purina
Gemcitabin Gemzar® 95058-81-4; LO1BCO5 Antimetaboliti; analozi pirimidina
Hidroksiureja Litalir® 8029-68-3 ; LO1XX05 Ostali antineoplastici
Idarubicin Zavedos® 58957-92-9; LO1DB06 Citotoksicni antibiotici i njima srodne tvari; antraciklini
Irinotekan Campto®, 136572-09-3; LO1XX19  Ostali antineoplastici
. Kapecitabin Xeloda® 158798-73-3; LOIBCO6  Antimetaboliti; analozi pirimidina
o Karboplatin Paraplatin® 41575-94-4; LO1XA02 Ostali antineoplastici; spojevi platine
Kladribin Litak®, Leustatin® 4291-63-8; LOIBB04 Antimetaboliti; analozi purina
L-asparaginaza Elspar®, Kidrolase® 9015-68-3; LO1XX02 Ostali antineoplastici
Oksaliplatin Eloxantin® 63121-00-6; LO1XA03 Ostali antineoplastici; spojevi platine
Paklitaksel Taxol® 33069-62-4; LO1CDO1 Biljni alkaloidi; taksani
Tegafur Ftorafur® 82294-77-7, LO1BCO03 Antimetaboliti; analozi pirimidina
Temozolomid Temodal® 85622-93-1; LO1AX03 Alkilirajuci antineoplastici; ostali
Tiogvanin Lanvis® 5580-03-0; LO1BB03 Antimetaboliti; analozi purina
Topotekan Hycamtin® 119413-54-6; LO1XX17  Ostali antineoplastici
Vinorelbin Navelbine® 71486-22-1; LOICA04 Biljni alkaloidi; vinka-alkaloidi i njihovi analozi

*- Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC) razvrstala je antineoplasticne lijekove prema kancerogenosti u nekoliko skupina: I - kancerogeni
za ljude; 24 - vjerojatno kancerogeni za ljude; 2B - moguce kancerogeni za ljude; 3 - ne mogu se klasificirati kao kancerogeni za ljude (nema dovoljno
dokaza). O kancerogenosti lijekova oznacenih s ??? IARC jos nije dao nikakve sluzbene podatke.
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Pri tumacenju djelovanja antineoplasti¢nih
lijekova na razini genoma vazno je poznavati glavne
vrste oStecenja koja takvi spojevi mogu izazvati
u molekuli DNA. Primjeri glavnih ciljnih mjesta
djelovanja antineoplasti¢nih lijekova u molekuli
DNA prikazani su na slici 2. Oste¢enja u molekuli
DNA neposredno izazivaju svi alkilirajuéi lijekovi,
dakarbazin, prokarbazin, cisplatin i karboplatin, dok
ona mogu nastati i posrednim djelovanjem nekih
antineoplastika, poput citotoksi¢nih antraciklinskih
antibiotika, kamptotecina, epopodofilotoksina,
bleomicina i aktinomicina D (12).
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Slika 2 Najvaznija cilina mjesta i vrste oStecenja u molekuli
DNA koja nastaju pod utjecajem antineoplasticnih
lijekova

Na slici 3. dan je prikaz osnovnih mehanizama
toksi¢nosti antineoplasti¢nih lijekova u stanici,
pocevsi od sinteze purina i pirimidina kao prethodnika
sinteze DNA i RNA, preko sinteze proteina i drugih
stanicnih komponenata nuznih za odrzavanje stanicne
strukture i funkcije (13).

Kratki prikaz mehanizama toksicnosti iznosimo u
skladu s njihovom ranije navedenom klasifikacijom
prema anatomsko-terapijsko-kemijskom (ATK)
sustavu razvrstavanja lijekova (2, 3).

diohenog wetena  »
Slika 3 Prikaz osnovnih mehanizama toksic¢nosti
antineoplastic¢nih lijekova na razini stanice.
Prilagodeno prema (13).

Alkilirajuci lijekovi

Alkiliraju¢i lijekovi okosnica su mnogih
kemoterapijskih protokola za lije¢enje zlocudnih
novotvorina. U tu skupinu lijekova ubrajamo dusikov
plikavac (klormetin ili mekloretamin), prvi u povijesti
upotrijebljeni antineoplastik te nekoliko njegovih
analoga. Njihove vrlo reaktivne molekule mogu se
kovalentno vezati s razli¢itim kemijskim skupinama
(fosfatna, amino, sulthidrilna, hidroksilna, imidazolna)
u nukleinskim kiselinama i proteinima stvarajuéi
DNA-adukte koji ometaju udvostru¢avanje DNA i
transkripciju. Najcesce mjesto alkiliranja je N7 poloZaj
gvanina (12, 14). Tako se polozaj O° u bazama rjede
alkilira, O%-alkilG i O*-alkilT visoko su mutagene i
genotoksicne lezije, dok su N-alkilirana mjesta (npr.
3-alkilA i 1-alkilA) citotoksi¢ne, ali manje mutagene
lezije u DNA (15). Razlikujemo monofunkcionalna
i bifunkcionalna alkiliraju¢a sredstva. Potonja imaju
dvije reaktivne kloroetilne skupine koje mogu reagirati
s N7 u gvaninu iz drugog lanca DNA dovodeéi do
ukrizenog (unakrsnog) povezivanja lanaca. Ako se
ukrizeno povezu DNA i proteini, takva oSte¢enja
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uvelike remete njihove funkcije i uzrokuju smrt
stanice.

Najces¢e primjenjivani lijek iz ove skupine
je ciklofosfamid. Kako njegova farmakokinetika
ukljucuje metabolicko aktiviranje u jetri, smatramo
ga predlijekom (16). Srodan mu je ifosfamid (17).
Melfalan i klorambucil obi¢no se primjenjuju per
os (18). U podskupinu etilen-imina spada tiotepa
(12). Od predstavnika alkil-sulfonata najvazniji je
busulfan, bifunkcionalni agens koji specifi¢no reagira
sa —SH-skupinama u aminokiselinama i proteinima
(17). U podskupinu nitrozourea ubrajaju se karmustin
ili biskloretil nitrozourea (BCNU) koji djeluje
bifunkcionalno te lomustin ili cikloheksil-kloretil-
nitrozourea (CCNU) i semustin ili metil-CCNU,
kao monofunkcionalna alkiliraju¢a sredstva (19).
U ostale alkilirajuce lijekove ubraja se dakarbazin
(17). Od predstavnika novije generacije znacajan je
temozolomid (18). Svi navedeni lijekovi alkiliranjem
DNA izazivaju razlicita oSte¢enja u DNA (lomove,
gubitak baza, otvaranje prstenova) koja dovode do
mutacija, a uklanjanje pogresno sparenih nukleotida
moze rezultirati i fragmentiranjem molekule DNA

(12).
Antimetaboliti

Djelovanje im se zasniva na razli¢itim
mehanizmima, ukljucujué¢i nadmetanje za aktivna
mjesta na enzimima i ugradnju u nukleinske kiseline.
Na taj naCin remete sintezu DNA ili RNA, dovodeci
do inhibicije rasta ili smrti stanice (12). Najvazniji
predstavnik podskupine analoga folne kiseline je
metotreksat, snazan inhibitor dihidrofolat reduktaze
(18). U analoge purina ubrajaju se 6-merkaptopurin i
6-tiogvanin, analozi baza hipoksantina i gvanina koji
inhibiraju de novo sintezu purina i njihovu ugradnju u
DNA, a i sami se mogu ubacivati kao lazni nukleotidi
(12, 17). Fludarabin inhibira enzime DNA-polimerazu
a, ribonukleotid reduktazu i DNA-primazu, a kao
lazni nukleotid moze se ugraditi u molekulu DNA
(18). Kladribin je analog deoksiadenozina specifi¢an
za limfoidne stanice (12). Najpoznatiji i najcesce
upotrebljavan analog pirimidina je 5-fluorouracil koji
inhibira timidilat sintetazu i stvaranje deoksitimidin
trifosfata, jednog od cetiri potrebna prethodnika
sinteze DNA (18). Citozin arabinozid je analog 2-
deoksicitidina koji se kao kompetitivni inhibitor, a
ujedno i supstrat DNA-polimeraze, ugraduje u DNA
1 time onemogucava daljnje produljenje lanca. Noviji
predstavnici ove skupine su gemcitabin i kapecitabin.
Gemcitabin trifosfat ugraduje se u molekulu DNA

inhibirajuci sintezu DNA. Izaziva apoptozu te inhibira
timidilat sintetazu i ribonukleotid reduktazu (12, 20).

Kapecitabin se pak u stanici prevodi u fluorouracil ¢iji
su ucinci opisani ranije.

Biljni alkaloidi i ostali prirodni spojevi

Prema mehanizmima djelovanja dijelimo ih na
inhibitore mitoze i inhibitore funkcije kromatina.
U inhibitore mitoze ubrajamo vinka-alkaloide i
taksane te njihove analoge (12). Vinka-alkaloidi i
njihovi analozi vezu se na tubulin, osnovni gradevni
element mikrotubula koji stvaraju diobeno vreteno.
Sprjec¢avanjem polimerizacije tubulina te izazivanjem
depolimerizacije postoje¢ih tubula nepovratno
narusavaju funkciju diobenog vretena i uzrokuju zastoj
ukasnoj G,-fazi, odnosno smrt stanice u metafazi (12,
21). Najvazniji prirodni vinka-alkaloidi su vinkristin
1 vinblastin, a sintetski vindesin 1 vinorelbin. Taksani
(paklitaksel i docetaksel) izazivaju nepovratnu
stabilizaciju mikrotubula dovodeci do njihova
nakupljanja u stanici ¢ime remete ravnotezu izmedu
slobodnog tubulina i mikrotubula (21, 22).

U lijekove koji remete funkciju kromatina ubrajamo
polusintetske glikozidne derivate podofilotoksina:
etopozid i tenipozid, inhibitore DNA-topoizomeraze
II, enzima koji sudjeluje u selektivnom odmatanju
pojedinih odsjec¢aka DNA tijekom transkripcije
i udvostrucavanja (12). Stvaranjem kompleksa s
navedenim enzimom etopozid i tenipozid remete
njegovu funkciju te izazivaju jednolancane i /ili
dvolancane lomove u DNA. Toksi¢nosti etopozida
pridonose i slobodni radikali koji nastaju u stanici
(14, 22).

Citotoksicni antibiotici i njima srodne tvari

Imaju razli¢ite mehanizme djelovanja, ali ve¢ina
se ubacuje (interkalira) izmedu parova baza u DNA
i naruSava sintezu i/ili funkciju nukleinskih kiselina,
dok neki izazivaju lomove u DNA i inhibiciju enzima
DNA-topoizomeraze II (12).

Aktinomicin D inhibira sintezu mRNA ¢ime
je onemogucena i sinteza proteina (12, 21, 24).
Antraciklinski antibiotici doksorubicin i daunomicin
vezu se na dvolancanu molekulu DNA i umetanjem
izmedu lanaca remete sintezu i DNA i RNA, inhibiraju
DNA-topoizomerazu II, izazivaju dvolancane i
jednolanc¢ane lomove u DNA te stvaranje slobodnih
radikala. Doksorubicin takoder alkilira makromolekule,
potice stvaranje slobodnih radikala koji dodatno
ostecuju DNA (12, 14) 1 vrlo je kardiotoksican.



N. Kopjar et al. ANTINEOPLASTIC DRUGS ASSOCIATED WITH OCCUPATIONAL RISKS

Arh Hig Rada Toksikol 2010;61:121-146

127

Daunorubicin moze inhibirati aktivnost enzima
polimeraze i utjeCe na regulaciju ekspresije gena
(25). Doksorubicinu su strukturno i funkcionalno
srodni epirubicin i mitoksantron, a daunorubicinu
idarubicin.

Bleomicin je mjesavina peptida male molekularne
mase. Veze se na DNA te nakon stvaranja kompleksa
sa zeljezom izaziva brojne jednolancane i dvolancane
lomove koji dovode do fragmentiranja DNA. Osim
toga, aktivira kisik pri ¢emu nastaje superoksid
radikal. Uzrokuje inhibiciju sinteze DNA, a u manjoj
mjeri utjece na inhibiciju sinteze RNA i proteina (12,
26-28).

Mitomicin C nakon aktiviranja u stanici djeluje
kao alkiliraju¢i agens uzrokujuci ukrizeno povezivanje
lanaca. Potice stvaranje slobodnih radikala i lomova
u DNA. Inhibira sintezu i funkciju DNA, a u visim
koncentracijama i RNA (12, 14, 21, 24).

Ostali antineoplastici

Spojevi koji sadrzavaju platinu po mehanizmu
djelovanja sli¢ni su alkiliraju¢im lijekovima.
Najpoznatiji je cisplatin koji alkilira N7 gvanina
i adenina u DNA i RNA dovode¢i do promjena u
konformaciji DNA i inhibicije sinteze DNA (14).
Srodan mu je karboplatin, slabije neurotoksicnosti i
nefrotoksi¢nosti, koji izaziva sli¢na oStecenja na razini
DNA (12, 14, 29). Noviji srodnik im je oksaliplatin
sintezu DNA, a pri vi§im koncentracijama i sintezu
RNA i proteina (30).

Od metilhidrazina znacajan je prokarbazin koji
postaje citotoksican nakon metaboliziranja u jetri.
Metilira O° polozaj gvanina. Inhibira prijenos metilnih
skupina na tRNA 1 sintezu proteina, $to posljedi¢no
inhibira i sintezu RNA i DNA. Potic¢e stvaranje
slobodnih radikala, a moze inhibirati i monoamin
oksidazu. Izaziva lomove u DNA, te inhibira prijelaz
iz G, u S-fazu stani¢nog ciklusa (31, 32).

Brojni antineoplasti¢ni lijekovi ne mogu se svrstati
ni u jednu od navedenih skupina, pa se prikazuju
odvojeno. U skupinu ostalih ubraja se amsakrin koji
se moze interkalirati u molekulu DNA, izazivajuéi
dvolanCane lomove te inhibirati enzim DNA
topoizomerazu II (33).

L-asparaginaza je enzim koji hidrolizira
L-asparagin, a na to su djelovanje posebice osjetljive
neke zlocudne stanice koje ga same ne mogu
proizvoditi (12, 14, 31).

Hidroksiurea inhibira pretvorbu ribonukleotida u
deoksiribonukleotide ¢ime sprjecava sintezu DNA.

Zaustavlja stanice u S-fazi ciklusa te ih sinkronizira
na prijelazu G -S-faza (34, 35).

Estramustin je hormonski predlijek ¢ija je molekula
gradena od estradiola i alkiliraju¢ega dusi¢nog
plikavca, a toksi¢nost mu je ovisna o metabolickom
aktiviranju. MoZze se vezati i na tubulin ili proteine
mikrotubula te zaustaviti diobu stanice u metafazi,
ometa udvostrucavanje DNA, potice stvaranje
slobodnih radikala, lomove u DNA, a dovodi i do
apoptoze i aneuploidije (31, 36, 37).

Polusintetski derivati biljnog alkaloida
kamptotecina topotekan i irinotekan inhibiraju
enzim topoizomerazu I, koja proizvodi prolazne
(reverzibilne) jednolancane lomove u DNA tijekom
udvostrucenja DNA. Ti lomovi opustaju torzijsku
napetost u molekuli DNA. Vezanjem na kompleks
topoizomeraze [-DNA sprjec¢avaju ponovno spajanje
lanca DNA dovodeci do dvolanc¢anih lomova u DNA
i smrti stanice (14, 21).

ANTINEOPLASTICNI LIJEKOVI KAO
CIMBENIK RIZIKA U RADNOM OKOLISU

Uzevsi u obzir sve ranije navedene mehanizme
djelovanja antineoplasti¢nih lijekova na razini
stanice, jasno je da je svakodnevno rukovanje
takvim agensima rizi¢no za izloZene radnike. Glavni
nedostatak vec¢ine antineoplasticnih lijekova je slaba
selektivnost zbog koje oni, osim ciljnih - zlocudno
promijenjenih stanica, oStecuju i zdrave stanice i
tkiva. Iz te Cinjenice proizlazi i niz rizika povezanih
s primjenom kemoterapije, koji se odrazavaju i
na lijeCenoga bolesnika i na izloZzeno medicinsko
osoblje. Zato je nuzno poduzeti odgovarajuce mjere
kako bi se ostvarila dobrobit za bolesnika i istodobno
zastitilo osoblje ukljuceno u njegovo lijecenje i njegu
(38). Kako se vecina antineoplastika primjenjuje u
kombiniranoj terapiji, medicinsko osoblje je pri radu
istodobno izlozeno spojevima koji imaju vrlo razlicite
mehanizme djelovanja te razli¢iti genotoksicni i
kancerogeni potencijal. Stanice u organizmu nisu
jednako osjetljive na Stetne ucinke takvih agensa. Da
podsjetimo, stanice u nekome tkivu opéenito mogu biti
u tri stanja: aktivno dijelece, diferencirane i stanice
u mirovanju (koje mogu uci u diobu pod utjecajem
vanjskih ¢imbenika) (12). Sukladno tomu, razlikuju
se 1 rizici proizasli iz rukovanja antineoplasti¢nim
lijekovima u profesionalno izlozenog osoblja. Kako
su u zdravog Covjeka diobeno najaktivnije razlicite
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vrste epitelnih stanica (primjerice sluznice probavnog
sustava, folikula dlake, koze), stanice kostane srzi te
spolne stanice, u radnika izlozenih antineoplasticima
povecan je rizik od pojave mutacija upravo u tim
vrstama stanica i tkiva.

Zbog nasumicnog pojavljivanja oSte¢enja ne
postoji razina izlozenosti antineoplasti¢nim lijekovima
koja bi se mogla smatrati sigurnom. Stoga postojece
smjernice za siguran rad s antineoplasticima (1, 39-41)
preporucuju izlozenost svesti na najmanju mogucu
mjeru, $to se postize radom u odgovarajuc¢em tehnicki
opremljenom prostoru uz postivanje mjera zastite na
radu i primjenu osobnih zastitnih sredstava.

Slika 4. shematski prikazuje dogadaje i procese
koji su ukljuceni u slijed od izlozenosti rizi¢nim
¢imbenicima u radnom okolisu do mogucega
zdravstvenog ucinka, a naznaCena su i mjesta na
kojima se mogu poduzeti preventivne mjere, kao $to su
nadzor nad radnim okoliSem te bioloski i zdravstveni
nadzor. Nadzor nad radnim okoliSem ukljucuje
mjerenje koncentracija antineoplastika u zraku, na
radnim povrSinama, zastitnoj odjec¢i radnika i sl. (42).
Bioloski nadzor (engl. biomonitoring) zasniva se na
mjerenju (ili biljezenju ucestalosti) razlicitih bioloskih
pokazatelja (a to mogu biti razli€iti spojevi, strukture,
pojave, procesi i sl.) koji omogucéuju otkrivanje
najranijih, jo§ popravljivih bioloskih ucinaka koji
upucuju na pojavu zlocudnih i/ili drugih bolesti koje

se mogu dovesti u vezu s profesionalnom izlozenosti.
Njihovom primjenom na razini izlozenih populacija
mozemo otkriti ispitanike koji su pod povisenim
rizikom.

Dobar biljeg trebao bi imati sljedece znacajke:
specificnost, osjetljivost, dokazanu ovisnost izmedu
doze i ucinka te bi morao omoguditi utvrdivanje
interindividualne i intraindividualne varijabilnosti
(43).

Za kvalitetan bioloski nadzor uvijek bi se trebalo
rukovoditi procjenom opasnosti te poznavati kojim
vrstama lijekova ispitanici rukuju jer to moze
kriticno utjecati na izbor najspecifi¢nije metode za
dokazivanje izlozenosti. Uvijek valja imati na umu
da losa procjena opasnosti vodi k izboru neprikladne
metode za otkrivanje bioloskog u¢inka, a nemoguénost
dokazivanja bioloskog ucinka, iako postoji realna
izlozenost, vodi u neopravdan financijski trosak.
Podaci dobiveni bioloskim nadzorom rabe se u
zdravstvenom nadzoru izlozenih radnika, pa potrebu
za provodenjem specificnih analiza i njihovu ucestalost
odreduje specijalist medicine rada.

U bioloskom nadzoru radnih populacija izlozenih
antineoplasti¢nim lijekovima, koji se provodi od
pocetka 1980-ih, najvise se primjenjuju tri standardne
citogeneticke metode: analiza izmjena sestrinskih
kromatida (engl. Sister Chromatid Exchanges, SCE)
(44-79), analiza kromosomskih aberacija (engl.

c¢imbenici rizika u radnom okolisu

IZLOZENOST izlozenosti (zrak, radne
1 povrsine, odjeca, koza i dr.)

nadzor nad razinama

—_—
[UNUTARNJA DOZA |
—

l

[EFEKTIVNA DOZA |

bioloski nadzor

geneticka
struktura

INDIVIDUALNA
OSJETLJIVOST

[PRETKLINICKI UCINCI| zdravstveni nadzor

_—

l

Slika 4 Polozaj bioloskog nadzora u slijedu od izloZenosti rizicnim cimbenicima u radnom okolisu do pojave zdravstvenih
ucinaka koji se dovode u vezu s profesionalnom izlozenosti
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Chromosome Aberrations, CA) (45, 47, 50-56, 61,
64, 66, 69,71, 75,76, 79, 80-95) i mikronukleus-test
(engl. Micronucleus, MN) (79, 86, 91, 92, 96-109) te
molekularno-bioloska metoda komet-test (79, 101,

103-105, 107-116), koji sve vise dobiva na znacenju
zadnjih 10-ak godina. Pregled provedenih istrazivanja,
vrste primijenjenih bioloskih pokazatelja te dobiveni
rezultati sustavno su prikazani na tablici 3.

Tablica 3 Pregled istrazivanja provedenih primjenom razlicitih citogenetickih i molekularno-bioloskih metoda u svrhu nadzora

nad populacijama profesionalno izloZenim antineoplasticnim lijekovima

Metoda Rezultat  IzloZena skupina Drzava Literaturni navod

Komet-test + med. sestre (N=19) Turska Izdes i sur. 2009. (116)

SCE + med. osoblje (N=402) Hrvatska Kopjar i sur. 2009. (78)

IS(COE{etc.i’ssz_teSt’ +,+,+,+ med. osoblje (N=50) Hrvatska Kopjar i sur. 2009. (79)

CA + med. osoblje (N=72) Slovacka Musak i sur. 2009. (95)

MN-test, Komet-test +, + med. sestre i ljekarnici (N=20) Brazil Rombaldi i sur. 2009. (109)

MN-test, Komet-test +, + med. sestre (N=83) Italija Cornetta i sur. 2008. (108)

Komet- test + med. sestre (N=121) Japan Sasaki i sur. 2008. (115)

MN-test, MN -test +, + med. sestre (N=23) Italija Cavallo i sur. 2007. (106)

SCE - ljekarnici (N=12) Japan Ikeda i sur. 2007. (77)

ﬁ‘;\]me“e“’ MN-test, | 4+ med. sestre (N=60) Indija Rekhadevi i sur. 2007. (107)
pr-test

CA + med. osoblje (N=76) Italija Testa i sur. 2007. (94)

MN-test, Komet-test +, + radnici u proizvodnji (N=15) Kina Deng i sur. 2006. (104)

MN-test, Komet-test -+ med. sestre (N=30) Portugal Laffon i sur. 2006. (105)

SCE, CA +, + med. sestre (N=339) Madarska Tompa i sur. 2006. (76)

Komet-test + med. sestre (N=19) Japan Yoshida i sur. 2006. (114)

Komet-test, . -/+ med. sestre (N=30) Italija Ursini i sur. 2006. (113)

tcelst’ MN-test, MN,- +, -, + med. sestre (N=25) i ljek. tehni¢ari (N=5) Italija Cavallo i sur. 2005. (93)

MN-test, Komet-test +, + radnici u proizvodnji (N=21) Kina Deng i sur. 2005. (103)

CA, MN, -test -+ med. osoblje (N=11) Kuba Dominguez Odio i sur. 2004. (92)

CA, MN-test +, + med. sestre (N=16) Kina Xu isur. 2003. (91)

CA + med. sestre (N=20) Turska Burgaz i sur. 2002. (90)

Komet-test + med. sestre (N=16) Kina Yang i sur. 2002. (112)

CA, MN-test +, + med. sestre (N=24) Iran Ansari-Lari i sur. 2001. (89)

MN-test - ljekarnici i med. osoblje (N=100) Njemacka Hessel i sur. 2001. (102)

SCE, CA +, + med. sestre (N=95) Madarska Jakab i sur. 2001. (75)

Komet-test + med. osoblje (N=50) Hrvatska Kopjar i Garaj-Vrhovac 2001. (111)

MN-test + ljekarnici 1 med. sestre (N=10) Brazil Maluf'i Erdtmann 2000. (100)

MN-test Komet-test +, + ljekarnici i med. sestre (N=10) Brazil Maluf'i Erdtmann 2000. (101)

SCE, MN-test - - ljekarnici (N=32) Austrija Pilger i sur. 2000. (74)

MN-test, MN -test +, + med. sestre (N=26) Turska Burgaz i sur. 1999. (99)

SCE, MN-test -+ med. sestre (N=20) Hrvatska Kasuba i sur. 1999. (72)

SCE - med. sestre (N=23) Italija Lanza i sur. 1999. (73)

Komet-test + med. sestre (N=30) Turska Undeger i sur. 1999. (110)

SCE, CA, MN-test +,+,+ med. sestre (N=38) Hrvatska Fuci¢ i sur. 1998. (69)

MN-test med. sestre (N=10) Hrvatska Garaj-Vrhovac i Kopjar 1998. (98)

SCE, CA , med. osoblje (N=30) Egipat Mabhrous i sur. 1998. (71)

SCE, MN-test +, + med. sestre (N=10) Njemacka Kevekordes i sur. 1998. (70)

CA + med. sestre i lijeCnici (N=20) Ceska Rubes i sur. 1998. (88)

SCE, MN-test - - ljekarnici (N=13) Njemacka Ensslin i sur.1997. (68)

SCE + med. sestre (N=17) Hrvatska Brumen i Horvat 1996. (67)

SCE, MN-test - - ljekarnici (N=45) Njemacka Peschke i sur. 1995. (65)

SCE, CA - - radnici u proizvodnji Svedska Thulin i sur. 1995. (66)

CA, MN-test +, + med. sestre (N=20) Egipat Anwar i sur. 1994. (86)

MN,, -test + med. sestre (N=25) Brazil Machado-Santelli i sur. 1994. (97)
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Metoda Rezultat  IzloZena skupina Drzava Literaturni navod

SCE, CA, MN-test +, - - ljekarnici (N=6) Finska Roth i sur. 1994. (64)

CA + med. sestre i ljek. tehnicari (N=28) IC\I;%ka ! Sessink i sur. 1994. (87)
izozemska

SCE + med. osoblje Poljska Gorecka 1 Gorski 1993. (63)

CA + med. osoblje (N=106) Njemacka Grummt i sur. 1993. (85)

SCE, CA +,+ med. sestre (N=15) Brazil Goloni-Bertollo i sur. 1992. (61)

SCE + ljekarnici (N=34) SAD McDiarmid i sur. 1992. (62)

CA + med. sestre (N=42) Hrvatska Milkovi¢-Kraus i sur. 1992. (84)

CA - ljekarnici (N=50) i med. sestre (N=11) Eﬁ%ﬁg:ﬁ% Cooke i sur. 1991. (83)

SCE - ljekarnici (N=15) Nizozemska Guinee i sur. 1991. (57)

SCE, CA +, + med. sestre (N=42) Hrvatska Milkovi¢-Kraus i Horvat 1991. (58)

SCE, MN-test +, - med. sestre (N=60) Svedska Thiringer i sur. 1991. (59)

SCE + med. sestre (N=23) Turska Sardas i sur. 1991. (60)

SCE, CA - - med. sestre Kanada Krepinsky i sur. 1990. (54)

CA + med. osoblje Ceska Medkova 1990. (82)

SCE, CA -+ med. sestre (N=16) i ljekarnici (N=8) Njemacka Oestreicher i sur. 1990. (55)

SCE, CA - - med. sestre (N=12) Italija Sarto i sur. 1990. (56)

SCE, CA - - med. sestre (N=29) Francuska Benhamou i sur. 1988. (52)

CA + osoblje kemijskog laboratorija (N=38) Ceska Rossner i sur. 1988. (81)

SCE, CA, MN-test -t industr. radnici, med. sestre, ljekarnici Finska Sorsa i sur. 1988. (53)

MN-test + industr. radnici, med. sestre, ljekarnici Finska Yager i sur. 1988. (96)

SCE - med. sestre (N=18) SAD Jordan i sur. 1986. (49)

SCE, CA +, + osoblje kemijskog laboratorija (N=38) Ceska Pohlova i sur. 1986. (50)

SCE, CA - - med. sestre (N=16) Francuska Stiicker i sur. 1986. (51)

SCE - med. sestre (N=21) Italija Barale i sur. 1985. (48)

CA + med. sestre (N=11) Finska Nikula i sur. 1984. (80)

SCE - med. sestre (N=10) Svedska Kolmodin-Hedman i sur. 1983. (46)

SCE, CA - - med. sestre (N=5) i lijecnici (N=4) Njemacka Stiller i sur. 1983. (47)

SCE, CA +, + med. sestre (N=10) Norveska Waksvik i sur. 1981. (45)

SCE + med. sestre (N=20) Finska Norppa i sur. 1980. (44)

SCE - analiza izmjena sestrinskih kromatida, CA - analiza kromosomskih aberacija; MN-test — mikronukleus-test; BE - stanice

epitela bukalne sluznice, L - limfociti

PREGLED BIOLOSKIH METODA KOIJE
SE MOGU PRIMIJENITI ZA OTKRIVANJE
TOKSICNIH UCINAKA ANTINEOPLASTIKA
NA RAZINI STANICE

Kratke prikaze osnovnih znacajki metoda iznosimo
kronoloskim slijedom kojim su se one rabile u svrhu
bioloskog nadzora izloZenih populacija.

Izmjene sestrinskih kromatida (SCE)

SCE su citoloska ocitovanja loma i ponovnog
spajanja DNA na prividno homolognim mjestima
dviju kromatida istog kromosoma. Indirektni su
pokazatelj razine oSte¢enja prisutnih u DNA prije
njezina udvostru¢avanja. Tocan mehanizam njihova
nastanka nije potpuno razjasnjen (117, 118). Kako
sam dogadaj ukljucuje lomove u Cetiri lanca DNA (.
dvije dvostruke uzvojnice), prebacivanje odsjecaka tih
lanaca izmedu kromatida istog kromosoma i njihovo

ponovno spajanje na novim polozajima, iznimno je
vazno da se ti procesi zbivaju vjerno, tj. bez stvaranja
bilo kakvih modifikacija u genetskom kodu.

Nastanak SCE ovisi o sposobnosti stanice da
uspjesno popravi ili ukloni oste¢enja u DNA prije
ulaska u S-fazu ciklusa. Ucestalost SCE u stanicama
znacajno raste nakon izlaganja genotoksi¢nim
spojevima koji stvaraju kovalentne veze s DNA,
odnosno na bilo koji nacin interferiraju s njezinim
metabolizmom ili popravkom (118, 119). Pojavu
SCE nerijetko prate i zastoji u stani¢nim ciklusima
(120). Najvise vrijednosti SCE izazivaju alkilirajuéi
spojevi, dok se ucestalost SCE znacajno ne mijenja
pod utjecajem genotoksi¢nih agensa koji izazivaju
samo lomove u molekuli DNA (121).

Analiza SCE opcée je prihvaéena u genetickoj
toksikologiji i bioloSkom nadzoru, a zasniva se
na 72-satnom uzgoju stanica u uvjetima in vitro u
prisutnosti 5-bromodeoksiuridina (analoga timina)
koji se ugraduje u novosintetizirani lanac DNA.
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Zbog razlicitog afiniteta za vezanje citoloske boje,
“nova” kromatida oboji se svjetlije od “stare”, pa se
pod svjetlosnim mikroskopom (slika 5a) jasno mogu
razlikovati mjesta na kojima je doslo do izmjene
njihovih odsjecaka (117). Broj izmjena utvrduje se
na metafaznim kromosomima druge stani¢ne diobe.
Obicno se pregledava 50 metafaza i izracunava srednja
vrijednost te raspon SCE (118, 121).

L
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Slika 5 Fotomikrografije ljudskih limfocita u kojima su
strelicama oznacene: (a) izmjene sestrinskih kromatida
(SCE); (b) strukturne aberacije kromosoma; (c)
mikronukleusi (MN), (d) obris jezgre s ostecenom DNA
(tzv. “komet”); donja jezgra nema ostecenja DNA.
SCE - izmjene sestrinskih kromatida (od engl. Sister
Chromatid Exchanges)
AF - acentricni fragment
BC - bicentricni kromosom
MN - mikronukleus

Primjenom analize SCE moze se procijeniti razina
citogenetickih oste¢enja u limfocitima periferne krvi
koja nastaju zbog visegodisnje kroni¢ne izloZenosti,
kada nastanak i popravak ostecenja u DNA dolaze
u svojevrsno stanje ravnoteze. U slucaju akutne
izlozenosti ili nakon prestanka kronicne izlozenosti,
optimalno vrijeme za uzorkovanje krvi za analizu
SCE bilo bi unutar nekoliko sati, ali najvise dva
dana nakon prestanka izlozenosti. Naime, ucestalost
SCE snizava se s produljenjem razdoblja proteklog
izmedu izloZenosti i uzorkovanja krvi, a razlozi
tomu su popravak DNA, smrt vrlo oStecenih stanica
apoptozom i/ili nekrozom te njihovo nadomjestanje
novim stanicama (121). Iznimka su neke populacije
dugozivué¢ih T-limfocita koje mogu prezivjeti i do
desetak godina, tzv. HFC (engl. High Frequency
Cells). U tim stanicama ucestalost SCE premasuje

95 % od ukupne raspodjele pojedinacnih vrijednosti
SCE utvrdenih u svih ¢lanova kontrolne populacije
(122). Te su stanice vrlo osjetljiv pokazatelj kroni¢ne
izlozenosti genotoksi¢nim agensima te se preporucuje
tijekom klasi¢ne analize SCE utvrditi i njihovu
ucestalost (123). Neki autori smatraju da su HFC
dugozivuéi limfociti koji nose postojano oStecenje
ili osjetljiva subpopulacija stanica s defektnim
popravkom (124). Drugi pak navode da HFC mogu
biti subpopulacija dugozivué¢ih limfocita u kojima
se u uvjetima in vivo, tijekom G -faze, nakuplja
vise oSte¢enja, pa prema tome imaju predispoziciju
za veci broj SCE. Smatra se da visoke vrijednosti
SCE utvrdene u ovim stanicama mogu odrazavati
kumulativno ostecenje genoma uzrokovano kroni¢nim
izlaganjem mutagenima (125).

Opcenito, na ucestalost SCE u ljudskim limfocitima
utjecu razli¢iti cimbenici, od kojih su najvazniji
zivotna dob, spol i navika pusenja. U nekim je
istrazivanjima dokazan porast ucestalosti SCE s
dobi (126, 127). Zene opéenito imaju neito vise
vrijednosti SCE od muskaraca (125, 127, 128, 129).
Primijeceno je da ucestalost SCE raste i tijekom
trudnoce, Sto se pripisuje ucinku hormona (130).
U mnogim istrazivanjima utvrdena je pozitivna
korelacija izmedu poviSenog SCE i pusSenja, a u
pusaca su utvrdena i postojana ostecenja DNA koja
omogucuju kasniju pojavu SCE (131-135). Uzimanje
nekih antibiotika takoder moze utjecati na pojavu
SCE (136). lonizirajuce zracenje opcenito znacajno
ne povisuje ucestalost SCE (137), dok su ranija
istrazivanja dokazala pozitivan uc¢inak ultrazvuka
(138, 139). Medutim, pri tumacenju rezultata analize
u obzir valja uzeti i moguce sinergisticke ucinke
razli¢itih medicinskih izloZenosti koji mogu rezultirati
visokim vrijednostima SCE (78). Vrijednosti SCE
mogu porasti u nekim bolestima (140-142) ili kao
posljedica lijecenja, osobito primjenom kemoterapije
(143, 144).

Analiza SCE bila je prva citogeneticka metoda
primijenjena u bioloSkom nadzoru radnika izlozenih
antineoplasti¢nim lijekovima (44). U Hrvatskoj (58,
67, 69, 72, 78, 79) to je donedavno bila i jedina
metoda koja se izvodila kao dodatna pretraga u okviru
zdravstvenih pregleda medicinskog osoblja izlozenog
antineoplasticima. 1z grafickog prikaza (slika 6)
vidljivo je da je broj istrazivanja, koja su primjenom
SCE utvrdila pozitivne i negativne rezultate, slican. U
mnogim istrazivanjima negativan nalaz SCE dovodi
se u vezu s dobrom praksom i pridrzavanjem mjera
zastite na radu (46, 65, 68, 73, 74).
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[ 0 negativni rezultati u pozitivni rezultati |

Ukupni broj istrazivanja provedenih od 1980.

SCE CA

MH-test Komet-test

Slika 6 Zastupljenost citogenetickih metoda u bioloSkom
nadzoru profesionalne izlozenosti antineoplasticnim
lijekovima u razdoblju 1980.-2009. uz prikaz odnosa
izmedu broja istrazivanja koja su prikazala pozitivne
ili negativne rezultate

Uzmu li se u obzir sve znacajke analize SCE i
poznati mehanizmi djelovanja antineoplastika ova je
metoda prikladna za otkrivanje oStecenja u ispitanika
koji rukuju svim vrstama alkilirajucih lijekova, te
nekim lijekovima iz drugih skupina ¢ije se djelovanje
zasniva i na alkiliranju DNA, primjerice citotoksi¢nim
antibioticima mitomicinom C 1 doksorubicinom, svim
lijekovima koji sadrzavaju platinu, prokarbazinom,
dakarbazinom te estramustinom.

Medutim, pri odabiru SCE kao metode za procjenu
izlozenosti antineoplasticnim lijekovima treba biti
oprezan te uzeti u obzir i nedostatke analize, odnosno
manjak specifinosti u odnosu na druge raspolozive
citogeneticke metode (tablica 4). Kako suvremeni

protokoli kemoterapije primjenjuju sve veci broj
novih lijekova €iji su mehanizmi djelovanja vrlo
specifi¢ni i mnogi ne ukljucuju sposobnost izazivanja
SCE (primjerice taksani) primjenom samo te metode
ne moze se vjerodostojno procijeniti izlozenost
svim vrstama antineoplasti¢nih lijekova s kojima
medicinsko osoblje moze do¢i u kontakt pri radu.
Nadalje, jedan od najvecih nedostataka analize SCE
jest neodgovarajuca prediktivnost metode u vezi s
rizikom od pojave raka (145).

OSTECENJA (ABERACIJE) KROMOSOMA

Opcenito razlikujemo numeric¢ke i strukturne
aberacije kromosoma. Numericke upucuju na
promjene broja kromosoma koje su posljedica
poremecaja u diobi stanice. Aneuploidija oznacava
visak (hiperploidija) ili manjak (hipoploidija)
pojedinih kromosoma, a nastaje zbog oStecenja
diobenog vretena i njegovih elemenata, oStecenja
podstrukture kromosoma, promjena u fiziologiji
stanice te mehanickih ostecenja (121). Agense koji
mogu izazvati aneuploidiju nazivamo aneugenima ili
aneuploidogenima. Poliploidiju obiljezava prisutnost
vise setova normalnog kromosomskog komplementa,
a mehanizmi njezina nastanka manje su razjasnjeni.

Strukturna oStecenja kromosoma nastaju kao
posljedica: (I) lomova u molekuli DNA, (II)
udvostrucavanja DNA na osnovi informacije sadrzane

Tablica 4 Usporedba osnovnih znacajki i osjetljivosti testova koji se primjenjuju za otkrivanje genotoksicnih ucinaka.

Metoda SCE CA MN-test Komet-test
Utvrdivanje oStecenja na razini kromosoma kromosoma DNA  kromosoma /ili DNA
diobenog vretena

Uzgoj stanica u uvjetima in vitro + + + -
Trajanje testa do 20-ak dana do 3 dana do 4 dana 5hdo 2 dana
Mogucénost otkrivanja apoptoze/

- - + +
nekroze
Mogucénost otkrivanja aneuploidije - - + (uz FISH) -
Mitotski indeks + + + -
Moguénost automatizirane analize - +/- + +
Upucuje li na poviseni rizik od ) n N 9

pojave raka?

SCE - analiza izmjena sestrinskih kromatida; CA - analiza kromosomskih aberacija; MN-test - mikronukleus-test
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u ostecenom kalupu ili osnovici, (III) inhibicije
sinteze DNA i (IV) drugim mehanizmima, primjerice
djelovanjem inhibitora DNA-topoizomeraze II
(121).

U citogenetickom nadzoru populacija izlozenih
genotoksi¢nim agensima vrlo je vazno utvrdivanje
ucestalosti strukturnih aberacija u limfocitima
periferne krvi. Stanice se 48 sati uzgajaju u uvjetima
in vitro, nakon ¢ega se pristupa izradi mikroskopskih
preparata koji se pregledavaju pod svjetlosnim
mikroskopom (slika 5b). Obic¢no se analizira 100 do
200 metafaza prve diobe in vitro te utvrduje ukupan
broj i vrste ostecenja na kromosomima (146-148).

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
(119). Kromatidne aberacije (lomovi i izmjene dijelova
izmedu kromatida razli¢itih i/ili istih kromosoma)
nastaju kao posljedica oSteCenja DNA u G,-fazi
stani¢nog ciklusa, dakle nakon sinteze i udvostrucenja
DNA (147). Kromosomske aberacije (kromosomski
lomovi, acentri¢ni fragmenti, bicentri¢ni i policentricni
te prstenasti kromosom) nastaju kao posljedica
ostecenja DNA izazvanog u G, -fazi stani¢nog ciklusa,
tj. prije udvostrucenja (119, 147, 148). 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 (119). Nestabilne
aberacije su bicentri¢ni i prstenasti kromosomi,
acentriCni fragmenti te drugi asimetricni rearanzmani
kromosoma. One mogu stericki ometati diobu stanice
ili dovesti do gubitka genetskog materijala u stanicama
kéerima, ¢ime se mijenja ekspresija pojedinih gena,
a u konacnici nastupa i smrt stanice (147). Stabilne
aberacije su uravnotezene translokacije, inverzije i
drugi simetri¢ni rearanzmani koji se diobom mogu
prenijeti u stanice kéeri. Mogu se detektirati samo
posebnim tehnikama bojenja kromosoma (metode
pruganja, FISH) (121, 146).

Agense koji uzrokuju oStecenja strukture
kromosoma nazivamo klastogenima. Njihovo
djelovanje moze biti neovisno o S-fazi stani¢nog
ciklusa (tj. sintezi DNA), pa u tom slucaju izazivaju
lomove u molekuli DNA koji ¢e se detektirati tek u
prvoj metafazi nakon izlozenosti kao (a) kromosomske
aberacije ako je stanica u trenutku izlozenosti bila
u G -fazi, odnosno (b) kromatidne aberacije ako je
stanica bilau S/G,-fazi ciklusa. Primjer su ionizirajuce

zraCenje i bleomicin. Medutim, djelovanje vecine
klastogenih kemikalija ovisno je o S-fazi i u tom
sluc¢aju oStec¢ena stanica mora u¢i u S-fazu da bi
prisutna, a nepopravljena, ostecenja postala vidljiva
u metafazi prve diobe in vitro (121).

Pojavnost strukturnih CA u kromosomima
limfocita ovisi o razini, trajanju i ucestalosti izlozenosti
te mehanizmima klastogeneze uklju¢enim u nastanak
oStecenja (146). S obzirom na to da pri rukovanju
antineoplasti¢nim lijekovima izlozeno osoblje dolazi
u kontakt s razli¢itim agensima, moguce je da u krvi
takvih ispitanika katkad budu prisutne relativno visoke
koncentracije spojeva koji oStecuju DNA na druge
nacine, primjerice inhibiraju sintezu DNA ili njezinu
funkciju narusavaju nekim drugim mehanizmima.
Stoga se nakon vadenja krvi i provodenja citogeneticke
analize u njih moze utvrditi povisena ucestalost
aberacija.

Kako bi se procijenili u€inci kroni¢ne izlozenosti
klastogenima, uzorkovanje krvi najbolje je provesti
nakon §to se uspostavila ravnoteza izmedu indukcije
oSte¢enjau DNA injihova popravka. U slucaju akutne
izloZenosti ili prestanka kronic¢ne izloZenosti nekom
agensu Cije djelovanje ovisi o S-fazi optimalno vrijeme
zauzorkovanje krvi je unutar nekoliko sati, ali najvise
unutar dva dana (121). Razlozi su sli¢ni kao oni ranije
opisani za analizu SCE.

Na “osnovnu razinu” CA u ljudskim limfocitima
utjecu razli¢iti ¢imbenici: Zivotna dob, virusne
infekcije, neke nasljedne bolesti, navika pusenja i
konzumiranje alkohola, uzimanje lijekova, izlozenost
dijagnostickim postupcima koji ukljucuju ionizirajuce
zracenje 1 dr. (119, 147, 148, 149). IzlozZenost bilo
kakvom obliku ioniziraju¢ih zracenja opcenito se
dovodiu vezu s porastom ucestalosti CA, zbog Cega se
ova metoda gotovo ekskluzivno rabi u svrhu procjene
takve izlozenosti, bilo ambijentalne, profesionalne
ili terapijske (121, 146, 148). Takoder, dokazana
je prediktivnost metode i uzro¢no-posljedi¢na veza
izmedu povisene razine kromosomskih aberacija i
povisenog rizika od pojave raka (145, 150).

Analiza CA prvi je put primijenjena u bioloskom
nadzoru radnika izlozenih antineoplasti¢nim lijekovima
pocetkom 1980-ih (45). Do danas su objavljeni
rezultati brojnih istrazivanja (tablica 3), ukljucujuci i
nekoliko provedenih u Hrvatskoj (58, 69, 79, 84). Iz
odnosa broja istrazivanja koja su prikazala pozitivne
ili negativne rezultate dobivene primjenom CA (slika
6) vidljivo je da je vaznost ove metode u otkrivanju
genotoksi¢nih ucinaka antineoplastika nesto manja
negoli je vaznost analize SCE.
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Uzmu li se u obzir sve znacajke analize CA i
poznati mehanizmi djelovanja lijekova, ova se metoda
moze primijeniti za otkrivanje oste¢enja u ispitanika
koji rukuju antineoplasticima ¢ije se djelovanje
primarno zasniva na stvaranju velikog broja lomova
u DNA, primjerice citotoksi¢nim antibioticima
bleomicinom, doksorubicinom, daunorubicinom i
njihovim analozima, te lijekovima koji neizravno
povecavaju razine lomova u DNA djelovanjem na
DNA-topoizomeraze I i II: irinotekan, topotekan,
etopozid i tenipozid.

Pri izboru analize CA kao metode za procjenu
rizika od izlozenosti antineoplasti¢nim lijekovima i
tumacenju dobivenih rezultata u obzir svakako valja
uzeti njezine nedostatke (tablica 4), od kojih je najveci
nemoguénost utvrdivanja ostecenja na razini diobenog
vretena, zbog Cega Stetni ucinci nekih antineoplastika
novije generacije mogu biti podcijenjeni.

MN-test

Mikronukleusi su samostalne kromatinske strukture
koje su potpuno odvojene od jezgre (slika 5c). Nastaju
kondenzacijom acentri¢nih kromosomskih fragmenata
ili ¢itavih kromosoma zaostalih u anafazi koji se nisu
ugradili u jezgre stanica kceri. Promjer mikronukleusa
obicno je izmedu 1/16 1 1/3 promjera glavnih jezgara.
Prisutnost mikronukleusa smatra se kvantitativnim
pokazateljem postojanja strukturnih i/ili numerickih
aberacija kromosoma koje su u ciljnim stanicama
nastale pod utjecajem razlicitih genotoksic¢nih agensa
u uvjetima in vitro i/ili in vivo (151).

Mikronukleusi koji sadrzavaju fragmente
kromosoma nastaju: (I) direktnim oStecenjem,
primjerice zbog loma molekule DNA; (II)
udvostru¢avanjem DNA na osnovi informacije
sadrzane u oSte¢enom kalupu, (III) inhibicijom
sinteze DNA. Mikronukleusi koji sadrzavaju Citave
kromosome nastaju ponajprije zbog ostecenja
diobenog vretena, oSte¢enja kinetohora ili drugih
dijelova mitotskog aparata, ostecenja kromosomskih
podstruktura, promjena u fiziologiji stanice ili
mehanickih oSte¢enja (121).

Ucestalost mikronukleusa moze se utvrdivati u
razliCitim vrstama stanica, bilo izravno, bilo nakon
uzgoja u stani¢noj kulturi. U novije vrijeme u
bioloskom nadzoru sve vecu vaznost ima i primjena
raznih vrsta “ne-krvnih” stanica koje su lako dostupne
uzorkovanju (stanice bukalne i nosne sluznice, stanice
iz folikula dlake, stanice bronhoalveolarnog epitela,
epitela kolona, cerviksa, mokra¢nih putova i muske
spolne stanice) (152). Pri izboru ciljnih stanica ili tkiva

koja ¢e se rabiti u analizi vazno je poznavati mehanizme
djelovanja agensa kojima je ispitanik izlozen. Uvijek
je najbolje provesti analizu na tkivu koje je najblize
mjestu kontakta s genotoksi¢nim agensom. Primjerice,
za kancerogene koji ulaze gornjim di$nim putovima to
moze biti epitel nosne sluznice (121). Znacenje takve
izravne i minimalno invazivne metode za utvrdivanje
ucestalosti mikronukleusa u novije vrijeme sve vise
raste, a poduzimaju se i koraci prema standardizaciji
te metode za nadzor profesionalne izlozenosti
genotoksicnim agensima (153).

U bioloSkom nadzoru ljudskih populacija
ipak se najviSe primjenjuje metoda utvrdivanja
broja mikronukleusa u limfocitima periferne krvi,
koji su zapravo “surogatne” ciljne stanice, jer se
pretpostavlja da zbog svojega cirkuliranja kroz
sve organe i tkiva mogu odrazavati izlozenost koja
se dogodila bilo gdje u tijelu (153). MN-test na
limfocitima periferne krvi (tzv. CBMN-test, engl.
Cytokinesis-Block Micronucleus Assay) ukljucen je
u standardnu bateriju testova genotoksicnosti. Brzi
je 1 jednostavniji od analize strukturnih aberacija
kromosoma, a podjednako osjetljiv u otkrivanju
oStecenja diobenog vretena i aberacija kromosoma
(154, 155). Opceprihvaceni protokol MN-testa koji
su razvili Fenech i Morley (156) ukljucuje 72-satni
uzgoj limfocita periferne krvi u uvjetima in vitro, pri
¢emu se radi inhibicije citokineze u 44. satu u stanicne
kulture dodaje citohalazin B. On sprjecava diobu
citoplazme pa se mikronukleusi mogu jednostavno
brojiti unutar binuklearnih stanica. Mikronukleusi
se mogu detektirati primjenom razli¢itih boja koje
se specificno vezu na DNA (157). Njihov broj moze
se utvrditi mikroskopskom analizom i s pomoc¢u
proto¢nog citometra (158).

U standardnom MN-testu blokiranom citohalazinom
B na limfocitima periferne krvi obi¢no se utvrduje
ukupni broj mikronukleusa na 1000 do 2000 stanica
po ispitaniku (121). Usporedo se utvrduje ukupni
broj stanica s mikronukleusima i njihova raspodjela
u stanicama. U MN-testu na epitelnim stanicama
uobicajeno se pregledava 1000 do 3000 epitelnih
stanica po ispitaniku, dok se primjenom sustava za
automatizirano brojenje preporucuje analizirati Cak i
do 10000 epitelnih stanica (153).

MN-test ima prednost pred drugim metodama
jer se osim razine ukupnog oste¢enja kromosoma
i/ili diobenog vretena moze utvrditi i podrijetlo
pojedina¢nih mikronukleusa. U tu svrhu moze se
primijeniti C-pruganje (159), imunofluorescencijske
tehnike s antikinetohornim protutijelima te FISH sa
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sondama koje specificno detektiraju centromerna ili
telomerna podruc¢ja kromosoma. Op¢enito se smatra
da mikronukleusi nastali od zaostalih kromosoma
imaju kinetohore, dok oni koji ne sadrzavaju kinetohor
ili centromernu DNA obi¢no sadrzavaju acentri¢ne
fragmente (160).

Za ispravno provodenje bioloSkog nadzora
primjenom MN-testa uzorkovanje krvi valja provesti
unutar nekoliko sati do najviSe dva dana nakon
akutne ili prestanka kroni¢ne izlozenosti (121).
Razlozi su isti kao oni ranije opisani za analize SCE
i CA. Uzmu li se uzorci i znatno kasnije (primjerice
i nakon nekoliko mjeseci), MN-testom moguce je
utvrditi dosta visoke razine ostecenja, osobito ako je
ispitanik bio izloZzen agensima koji uzrokuju velik broj
kromosomskih aberacija ili ako se nastala oSte¢enja
sporo uklanjaju.

Mikronukleusi u epitelnim stanicama nastali
su tijekom posljednje diobe koja je prethodila
uzorkovanju. Kako to¢no vrijeme proteklo od
posljednje diobe do migracije epitelne stanice na
povrsinu obi¢no nije poznato, tesko je odrediti
optimalno vrijeme za uzorkovanje takvih stanica u
sluc¢ajevima akutne i kroni¢ne izloZenosti. Opéenito se
smatra da je analiza mikronukleusa nastalih in vivo u
epitelnim stanicama prikladnija za procjenu kroni¢ne
izloZenosti klastogenima/aneugenima (121).

Spontani nastanak mikronukleusa pokazatelj je
oste¢enja genoma akumuliranog tijekom Zivotnog
vijeka pojedinacne stanice. Pod utjecajem razliitih
¢imbenika broj mikronukleusa moze se znacajno
promijeniti. Stoga je pri tumacenju rezultata MN-
testa vazno poznavati mehanizme i uzroke spontanog
nastanka mikronukleusa. Utvrdeno je da je broj
mikronukleusa u pozitivnoj korelaciji sa Zivotnom
dobi ispitanika i da je u Zena prosjecno 1,4 puta veéi
nego umuskaraca (161, 162). Takoder je dokazano da
se u mikronukleusima ¢esto nalaze X 1 Y-kromosomi,
a u Zena se sa starenjem sve vise povecava udio
X-kromosoma u mikronukleusima (163). Oko
50 % spontano nastalih mikronukleusa sadrzava
¢itave kromosome, a ostali nastaju od acentri¢nih
fragmenata (164). Mikronukleusi koji sadrzavaju
¢itave kromosome CeSce se nalaze u starijih (>65
godina) nego kod mladih (20 do 35 godina) ispitanika
(127, 165). Na porast ucestalosti mikronukleusa utjecu
i drugi ¢imbenici: kroni¢ne bolesti (166), uzimanje
lijekova (167, 168), medicinska izlozenost nekim
dijagnosti¢kim postupcima (169, 170) te osobito
pusenje duhana (171, 172).

MN-test je prvi put primijenjen u bioloskom nadzoru
radnika izlozenih antineoplasti¢nim lijekovima 1988.
(96). Rezultati istrazivanja provedenih u razli¢itim
drzavama, ukljucujuci i Hrvatsku (69, 72, 79, 98),
prikazani su na tablici 3. U vedini istrazivanja
primijenjen je MN-test na limfocitima periferne
krvi, a u njih Sest na epitelnim stanicama bukalne
sluznice (92, 93, 97, 99, 106, 107). 1z odnosa broja
istrazivanja koja su primjenom MN-testa dobila
pozitivne i/ili negativne rezultate (slika 6) vidljiv
je bolji omjer nego u ostalih citogenetickih metoda,
koji upucuje na osjetljivost tehnike i njezinu dobru
primjenjivost u nadzoru nad osobljem koje rukuje
antineoplasti¢nim lijekovima. Pozitivni rezultati
dobiveni suu 20 istrazivanja gdje je primijenjen MN-
test na limfocitima i svih Sest na epitelnim stanicama
bukalne sluznice (tablica 3).

Usporedimo li MN-test s ostalim metodama
(tablica 4), vidljiv je niz prednosti ovoga testa koje ga
bioloski nadzor izloZenih populacija. Posebna mu je
prednost $to omogucuje otkrivanje ostecenja na razini
DNA/kromosoma i diobenog vretena, Sto ostale metode
ne mogu (160). Stoga MN-test ima veliku vaznost pri
specificnoj procjeni izlozenosti antineoplasti¢nim
lijekovima ¢iji mehanizmi djelovanja ukljucuju
poremecaje u funkciji diobenog vretena (vinka-
alkaloidi i taksani te njihovi analozi). Utvrdivanjem
ucestalosti nuklearnih pupova indirektno se moze
zakljuciti o postojanju amplifikacije pojedinih
gena, dok su nukleoplazmatski mostovi pokazatelj
postojanja bicentri¢nih kromosoma koji se tijekom
diobe nisu mogli raspodijeliti u stanice kéeri. Osim
toga, ovaj test omogucuje i utvrdivanje broja stanica
u apoptozi i nekrozi (151, 160). Nadalje, za MN-test
dokazana je uzroCno-posljedi¢na veza s pojavom
raka, a osobito urogenitalnih karcinoma i karcinoma
probavnog sustava (173).

Komet-test

Komet-test ili mikroelektroforeza pojedinacnih
stanica u agaroznom gelu djelotvorna je tehnika za
brzo otkrivanje oSte¢enja i popravka u molekuli DNA.
Analiza se moZe provesti na razli¢itim vrstama stanica
koje imaju jezgru, primjerice krvnim stanicama,
epitelnim stanicama, spermijima i dr. (174). U ovome
jednostavnom testu stanice se uklapaju u mikrogel
agaroze. S pomocu otopine visoke koncentracije
etilen-diamin-tetraoctene kiseline (EDTA) i detergenta
liziraju se citoplazma i membranske strukture u stanici
te se oslobada ukupna DNA. Ona se zatim denaturira
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u alkalnom ili neutralnom puferu i podvrgava
elektroforezi tijekom koje mali odsjecci (fragmenti)
DNA nastali jednolan¢anim ili dvolan¢anim lomovima
putuju kroz pore gela prema anodi, dok glavnina
DNA zbog velike molekularne mase nema tu
sposobnost (175). Kraéi fragmenti brze putuju kroz
gel pa zbog razlike u njihovoj duljini i brzini kretanja
dolazi do razdvajanja prema velic¢ini (176). DNA i
obrasci putovanja njezinih fragmenata nakon bojenja
fluorescencijskom bojom pod mikroskopom su vidljivi
kao “kometi” (slika 5d). Za njihovu analizu i mjerenje
najcesce se rabi epifluorescencijski mikroskop i
racunalni program za analizu slike. Mjeri se najmanje
50 kometa (a najcesce 100) na kojima se utvrduju tri
osnovna parametra: duzina repa kometa, intenzitet
repa i repni moment. DuZina repa kometa jest najveca
udaljenost na koju su otputovali najkraci odlomljeni
fragmenti DNA; obi¢no se mjeri od sredine glave
kometa ili od ruba glave i izrazava u mikrometrima.
Intenzitet repa oznacava postotak DNA koja je
migrirala u rep, a izrazava se u odnosu na ukupnu
koli¢inu DNA u kometu. Repni moment se obi¢no
definira kao umnozak duzine repa i % DNA u repu, a
izraCunava ga ra¢unalni program s pomocu razlicitih
formula (121, 174, 175).

Osnovna i najviSe primjenjivana je izvedba
kometnog testa u alkalnim uvjetima (177) koja
omogucuje specificno otkrivanje jednolancanih lomova
imjesta osjetljivih na luzine (apurinska i apirimidinska
mjesta nastala kao posljedica oStecenja molekule
DNA), pracenje popravka stanicne DNA te otkrivanje
stanica u apoptozi i nekroti¢nih stanica (174, 175, 178).
Razli¢ite modifikacije alkalne tehnike omoguéuju
otkrivanje ukrizenog povezivanja izmedu stani¢nih
makromolekula: DNA-DNA te DNA-proteini (178).
U uvjetima alkalne elektroforeze pri vrijednostima
pH = 12 migraciji DNA najviSe pridonose fragmenti
nastali jednolancanim i dvolancanim lomovima.
Elektroforeza u vrlo luznatim uvjetima (pH=13)
specificna je za otkrivanje jednolancanih lomova te
mjesta osjetljivih na djelovanje luzina, dok dvolancani
lomovi ¢ine manje od 5 % ukupne razine oSte¢enja
koja se otkrivaju s pomocu ove izvedbe komet-testa
(178). Komet-test opcenito ima visoku osjetljivost
za otkrivanje lomova u molekuli DNA - moguce je
otkriti 0,2 do 2 loma na 10? daltona (179). U uvjetima
neutralne elektroforeze (180, 181) veéina fragmenata
koja migrira potjece od dvolancanih lomova u DNA.
Dvolanc¢ani lomovi pojavljuju se s 25 do 40 puta
manjom ucestalos¢u od jednolancanih lomova (178,
181).

Primarna ostecenja izmjerena primjenom komet-
testa nastaju izravnim utjecajem genotoksi¢nog
agensa ili su posljedica nepotpunog popravka DNA
isijecanjem baza. Medutim, visokoj razini primarnih
oSte¢enja DNA znacajno pridonosi i oksidativni stres
prouzrocen u stanici djelovanjem reaktivnih kisikovih
radikala koji nastaju i spontano i pod utjecajem
genotoksicnih agensa. Spontano u stanici na dan moze
nastati oko 20000 oksidativnih oSte¢enja (najvise
8-oksogvanina). Spontani gubitak purina i rjede
pirimidina dovodi do nastanka ~10000 apurinskih/
apirimidinskih (AP) mjesta po stanici na dan
(182). Kako standardni alkalni komet-test detektira
ukupna ostecenja, njime se ne moze razluciti tocna
priroda ostecenja u DNA i tesko je procijeniti radi
li se o izravnom ostecenju nastalom zbog djelovanja
toksi¢nog spoja ili o neizravnom ucinku, primjerice
oksidativnim oSte¢enjima, nastanku AP mjesta ili o
popravku DNA.

Specifi¢na oste¢enja u molekuli DNA, primjerice
DNA-adukti, dimeri timina i oksidativna oSte¢enja
mogu se otkriti s pomocu modifikacija komet-testa.
U tu svrhu rabe se posebna protutijela i enzimi koji
sudjeluju u popravku DNA, primjerice bakterijske
endonukleaze koje prepoznaju i uklanjaju oksidirane
baze i pri tome u molekuli DNA stvaraju dodatne
lomove. Najcesce se rabe endonukleaza III i
formamidopirimidin DNA-glikozilaza (FPG) koje
otkrivaju oksidirane pirimidine, odnosno promijenjene
purine. FPG je specifi¢na za otkrivanje oksidiranih
purina: 8-okso-7,8-dihidrogvanin, 2,6-diamino-4-
hidroksi-5-formamidopirimidin i 4,6-diamino-5-
formamidopirimidin te drugih purina koji imaju
otvorene prstenove. ENDOIII prepoznaje oksidirane
pirimidine kao §to su timin glikol i uracil glikol (183,
184). Nedostatak FPG-modificiranog komet-testa
je Sto osim oksidiranih purina otkriva i AP-mjesta,
razliCite purine s otvorenim prstenovima te adukte
u molekuli DNA. Znatno specifi¢nija modifikacija
je komet-test koji ukljucuje primjenu enzima 8-
hidroksigvanin DNA-glikozilaze 1 (hOGG1), a to
je glavni enzim koji popravlja 8-oksogvanin. Enzim
hOGG]1 moze popraviti oksidirane baze samo kad su
sparene s citozinom pa je puno specifi¢niji od FPG-
enzima koji prepoznaje 8-oksogvanin kad je sparen
s citozinom, gvaninom ili timidinom. hOGGI je
strukturno srodan s ENDOIII, a funkcionalno srodan
s FPG; dakle posjeduje AP-liticku aktivnost, iako
slabiju od FPG, zajedno s aktivnosti glikozilaze (184).
Usporedbe i prednosti navedenih modifikacija opisane
su na tablici 5.
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Tablica 5 Usporedba osnovnih znacajki i osjetljivosti modifikacija komet-testa koje se primjenjuju za mjerenje razine primarnih

ostecenja u molekuli DNA

Komet-test Sto se otkriva?

Prednost

Nedostatak

alkalni uvjeti ukupna razina primarnih o$te¢enja

omogucuje brzu procjenu opée

najmanja selektivnost

genomske DNA izlozenosti (mjeri sve)
dvolanc¢ani lomovi pojavljuju se
L dvolancani osjetljiva procjena razine izlozenosti  rjede od ostalih vrsta primarnih
neutralni uvjeti . Lo ‘- o
lomovi u DNA ionizirajuéem zracenju ostecenja DNA

(manja specificnost testa)

oksidirani pirimidini, promijenjeni

osjetljiviji 1 specifi¢niji od alkalne i

otkriva i tzv. AP* mjesta u DNA,

FPG + ENDO I purini; oste¢enja u DNA izazvana . I purine s otvorenim prstenovima i
e . neutralne modifikacije
alkiliraju¢im agensima DNA-adukte
oksidirani gvanin osjetljiviji od ostalih modifikacija; dulje vrijeme potrebno za
hOGG1 (8-0ksoG); ostecenja u DNA najspecificniji za otkrivanje provodenje analize;

izazvana alkiliraju¢im agensima

oksidativnih oSte¢enja u DNA

veca cijena

* AP = apurinska ili apirimidinska mjesta
8-0ksoG = 8-oksogvanin

FPG = formamidopirimidin DNA-glikozilaza
ENDO III = endonukleaza 111

hOGG 1= 8-hidroksigvanin DNA-glikozilaza 1

Vrste i koli¢ina primarnih oStecenja koja
nastaju u molekuli DNA ovise o duljini izlozenosti
genotoksicnom agensu, a pojava prvih oste¢enja koja
se mogu otkriti komet-testom ovisi o mehanizmima
koji dovode do ostecenja DNA (185). O tome, dakako,
ovisi i brzina uklanjanja ostecenja, odnosno njihov
popravak.

Namjeravamo li s pomocu komet-testa procijeniti
genotoksicne ucinke kroni¢ne izlozenosti, uzorkovanje
valja provesti tek nakon $to se uspostavila ravnoteza
izmedu indukcije i popravka ostecenja u DNA.
Zelimo li otkriti u¢inke akutne izlozenosti ili razinu
oSte¢enja DNA nakon prestanka kroni¢ne izlozenosti
nekom genotoksicnom agensu, uzorak za analizu
trebalo bi uzeti unutar nekoliko sati (121). Naime,
vrlo oSteCene stanice ugibaju procesima apoptoze
i/ili nekroze i bivaju nadomjestene novim stanicama.
S druge strane, vecina primarnih o$te¢enja (osobito
jednolancani lomovi) popravlja se u roku od 15-ak
minuta do nekoliko sati (177, 186). Razina popravka
ostecene DNA visa je u proliferiraju¢im nego u
mirujuéim limfocitima (187). Utvrdujemo li razinu
oStecenja DNA u diobeno aktivnim stanicama, valja
imati na umu da sam proces udvostrucenja DNA prati
prolazni porast vrijednosti duzina repa, postotka DNA
u repu i repnog momenta (188, 189). Naime, mjesta
aktivne sinteze DNA nakon denaturacije u luznatim
uvjetima ponasaju se kao jednolancani lomovi te
povisuju ukupnu razinu ostecenja DNA koja se otkriva
metodom komet-testa (188).

Pri tumacenju rezultata komet-testa treba dobro
poznavati mehanizme djelovanja agensa kojima

su ispitanici bili izloZeni. Ako su u DNA prisutna
ukrizena povezivanja DNA-DNA i DNA-proteini,
otezano je razdvajanje lanaca DNA i oslobadanje
odlomljenih fragmenata tijekom denaturacije (190)
pa ¢e migracija DNA biti znacajno usporena (175,
178). Pri tumacenju rezultata valja voditi racuna i o
tome da su mnoga tkiva, a i sama periferna krv koja se
najvise rabi kao izvor stanica za analizu, sastavljena
od mjesovitih populacija stanica ¢iji se zivotni vijek
i osjetljivost mogu razlikovati.

Primjenjujemo li komet-test za otkrivanje razine
oStecenja DNA u krvnim stanicama razli¢itih
ispitanika neke profesionalno izlozene populacije,
treba imati na umu i interindividualnu varijabilnost
jer su razine primarnih oSte¢enja DNA genski
uvjetovane te odrazavaju individualnu geneticku
osjetljivost, odnosno stabilnost ili nestabilnost genoma.
Istrazivanja na populacijama o spolno uvjetovanim
razlikama u razinama primarnih oSteCenja DNA
dala su kontradiktorne rezultate (191-194), a neka
istrazivanja nisu utvrdila znacajne razlike (195, 196).
Neki autori nasli su porast razine primarnih ostecenja
DNA u ovisnosti o dobi (193, 197, 198), drugi ne (191,
192, 195, 196, 199).

Osim genotoksicnih agensa kojima su ispitanici
izlozeni za vrijeme rada, na primarna ostecenja
DNA dodatno utjecu i drugi ¢imbenici, poput niskih
doza prirodnih zracenja u okoliSu (200), onecis¢enja
u okoliSu i razine sunceve svjetlosti (201, 202),
uzimanja nekih lijekova (203), medicinske izloZenosti
radioizotopima (204, 205) i X-zracenju (206), teskih
fizickih napora (206), nekih bolesti (208, 209) i
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upalnih procesa (210) i dr. Medutim, u najspominjanije
¢imbenike koji podizu razinu primarnih ostecenja
DNA ubraja se puSenje duhana (191, 195, 196, 198,
199, 211).

Komet-test nasao je primjenu i u mjerenju razine
primarnih oste¢enja DNA u stanicama i tkivima
radnika koji rukuju antineoplasti¢nim lijekovima. Prvi
je put u te svrhe primijenjen u Turskoj 1999. (110).
Do danas su objavljeni rezultati 14 istraZivanja koja
su provedena u razli¢itim drzavama, ukljucujuéi i
Hrvatsku (79, 111) (tablica 3). U 13 studija za analizu
su upotrijebljene krvne stanice, a u istrazivanju koje su
proveli Ursini i sur. (113) razine primarnih oStecenja
DNA usporedo su mjerene na limfocitima i epitelnim
stanicama bukalne sluznice. Vazno je napomenuti da
su svim istrazivanjima, osim spomenutoga, primjenom
komet-testa dobiveni pozitivni rezultati na limfocitima
(tablica 3, slika 6), $to dodatno upucuje na njegovu
osjetljivost i prednosti u odnosu na druge metode.

Valja ocCekivati da ¢e u buducnosti vaznost
metode komet-testa biti jo§S veca s obzirom na to
da se navedena tehnika neprekidno usavrsava, kako
uvodenjem novih modifikacija koje omogucuju
osjetljivo otkrivanje specifiénih oste¢enja u DNA
tako i povezivanjem s drugim molekularno-bioloskim
tehnikama (primjerice komet-FISH, kombinacija s
tehnikom fluorescencijske hibridizacije in situ koja
omogucuje otkrivanje specifi¢nih dijelova kromosoma
ili pojedinac¢nih gena u repu kometa) (212).

Usporedba komet-testa i standardnih citogenetickih
metoda prikazana je na tablici 4. Znacajna mu je
prednost §to omogucuje osjetljivo otkrivanje ostecenih
stanica unutar vece populacije stanica koje uopce
ne trebaju pokazivati znakove oStecenja. Zbog te i
svih ranije opisanih znacajki komet-test ima najvecu
vaznost u procjeni akcidentalne izlozenosti. Ovaj
test ipak ne moze potpuno zamijeniti standardne
citogeneticke metode (ponajprije zbog problema
oko standardizacije koju otezava uporaba razliitih
racunalnih programa za analizu), ali ih za sada vrlo
korisno nadopunjuje. Nadalje, zbog relativno kratkog
vremena primjene komet-testa u svrhu bioloskog
nadzora, njegovo znacenje u potvrdivanju uzro¢no-
posljedicne veze izmedu osStecenja i povisenog rizika
od pojave raka jos nije dovoljno dokumentirano. Tesko
je 1 ocekivati da bi se mogla uspostaviti bilo kakva
izravna povezanost, buduci da su ostecenja DNA koja
komet-test detektira prolazne prirode, dok se ostecenja
koja mogu upucéivati na poviSeni rizik od pojave raka
moraju “fiksirati” u genomu.

ZAKLJUCAK

Primjenom razlicitih bioloskih testova mogu se
dobiti vazne informacije o individualnoj osjetljivosti
profesionalno izlozenih ispitanika, koje u konacnici
mogu posluziti unaprjedenju postoje¢ih uvjeta rada
1 upravljanju rizicima pri izloZenosti genotoksic¢nim
agensima. Bioloski je nadzor stoga vazna preventivna
mjera za zastitu zdravlja izlozenih radnika. Dosadasnja
istrazivanja na populacijama ispitanika profesionalno
izlozenih antineoplasti¢nim lijekovima upucuju
na zakljucak da je za dobivanje Sto potpunije slike
o prirodi oSte¢enja genoma korisno primijeniti
kombinacije viSe metoda. Premda se u novije vrijeme
osim standardnih citogenetickih metoda i komet-testa
metoda, primjerice istrazivanja na razini pojedinih
genskih lokusa i polimorfizama gena (73, 94, 95, 103-
105, 108, 113), zbog problema sa standardizacijom
i nedovoljnog poznavanja ¢imbenika koji na njih
utjeCu, ne treba ocekivati da ¢e te nove tehnike uskoro
uc¢i u Siru primjenu. Uzevsi u obzir sve prednosti
i nedostatke raspolozivih citogenetickih metoda,
mozemo zakljuciti da se primjenom MN-testa mogu
procijeniti Stetni ucinci izlozenosti najve¢em broju
antineoplasti¢nih lijekova, ukljuc¢ujuéi i one koji
remete funkciju diobenog vretena. Analiza SCE i
dalje ostaje visoko osjetljiva i specifi¢cna metoda za
otkrivanje ucinaka alkiliraju¢ih agensa, dok kometni
test ima veliku vaznost u slucajevima incidenata
kada je potrebno provesti brzu procjenu izlozenosti
ispitanika.
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Summary

ANTINEOPLASTIC DRUGS AS A POTENTIAL RISK FACTOR IN OCCUPATIONAL SETTINGS:
MECHANISMS OF ACTION AT THE CELL LEVEL, GENOTOXIC EFFECTS, AND THEIR
DETECTION USING DIFFERENT BIOMARKERS

This article brings an overview of the mechanisms of action of antineoplastic drugs used in the clinical
setting. It also describes the genotoxic potentials of the most important classes of antineoplastic drugs
involved in standard chemotherapy protocols. Classification of antineoplastic drugs according to the
IARC monographs on the evaluation of carcinogenic risks to humans is accompanied by data on their
mutagenicity and the most recent updates in the Anatomical Therapeutic Chemical (ATC) Classification
System. We report the main findings of biomonitoring studies that were conducted in exposed healthcare
workers all over the world between 1980 and 2009 using four biomarkers: sister chromatid exchanges,
chromosome aberrations, micronuclei. and the comet assay. The methods are briefly explained and their
advantages and disadvantages discussed. Biomarkers provide important information on individual genome
sensitivity, which eventually might help to improve current working practices and to manage the risks
related with exposure to genotoxic agents. Taking into consideration all known advantages and drawbacks
of the existing cytogenetic methods, the micronucleus assay, which is able to detect both clastogenic and
aneugenic action, is the most suitable biomarker for assessing harmful effects of antineoplastic drugs
currently used in health care.

KEY WORDS: chromosome aberrations, comet assay, DNA, micronuclei, sister chromatid exchanges
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