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STRESZCZENIE

Wstep. Celem prowadzonych prac bylo zbadanie jak zawodowa ekspozycja na pary rteci moze wplywaé na molekularne i cy-
togenetyczne uszkodzenia obserwowane w limfocytach. W badaniach podjeto prébe sprawdzenia, czy moze ona modyfikowaé
indywidualng podatnos¢ komérkowa na promieniowanie oraz wydajnos¢ naprawy uszkodzen radiacyjnych. Material i metody.
Uszkodzenia cytogenetyczne badano opierajac si¢ na analizie czestosci wymian chromatyd siostrzanych, natomiast stopien uszko-
dzenn DNA mierzono stosujac alkaliczna wersje elektroforezy pojedynczych komérek w Zelu agarozowym (SCGE). W badaniach
podatnosci komoérek na dziatanie srodowiskowych czynnikéw, limfocyty eksponowano na 6J/m? promieniowania UV-C lub 2Gy
promieniowania rentgenowskiego. W celu sprawdzenia wptywu ekspozycji na pary rteci na procesy naprawy DNA zaréwno w ko-
morkach w fazie G, jak i podzialowej, limfocyty po napromienieniu inkubowano przez 2 godziny w obecnosci lub bez fitohemaglu-
tyniny (PHA), stymulatora podzialow komoérkowych. Wyniki i wnioski. W badaniach nie stwierdzono statystycznie istotnych roz-
nic pomigdzy badanymi grupami w wigkszosci parametrow okreslajacych stopien uszkodzen DNA indukowanych in vivo. Czgstos¢
wymian chromatyd siostrzanych (SCE) oraz procent komorek ze znamiennie wyzsza iloscia wymian (HFC) byly wyzsze w grupie
eksponowanej, cho¢ nieistotne statystycznie. Stopien uszkodzenn DNA oznaczony w eksponowanych UV-C limfocytach poprzez po-
miar dtugosci i momentu komety oraz wydajnos¢ naprawy indukowanych uszkodzen nie rdznily si¢ znaczaco miedzy grupa refe-
rencyjna a zawodowo eksponowana na pary rteci. Nie zaobserwowano réwniez réznicy w promieniowrazliwosci komorek dawcow
z grupy eksponowanej i kontrolnej. Znaczaco wyzsza ilos¢ nienaprawionych uszkodzen zmierzono w limfocytach po ekspozycji na
promienie X i 2-godzinnej inkubacji, bez i w obecnosci PHA, pochodzacych od dawcow eksponowanych. Statystyczne roznice byly
obserwowane dla wszystkich miar okreslajacych stopien uszkodzenia DNA (% DNA, dtugos¢ i moment komety). W konsekwencji,
w limfocytach dawcow narazonych na dzialanie rteci zaobserwowano statystycznie nizsza wydajnos¢ naprawy uszkodzen DNA,
indukowanych przez promieniowanie jonizujace zaréwno w limfocytach niestymulowanych jak i stymulowanych. Obnizenie wy-
dajnosci naprawy jest powiazane z latami pracy w warunkach ekspozycji na pary rteci. Analiza wptywu ekspozycji na pary rteci w
wydzielonych grupach dawcow niepalacych i palacych rowniez wykazala statystycznie nizsza wydajnos¢ naprawy uszkodzen DNA,
indukowanych przez promieniowanie X w grupie eksponowanej. Med. Pr., 2005;56(4):303-310

Stowa kluczowe: pary rteci, uszkodzenia DNA, SCE

ABSTRACT

Background: The aim of the study was to compare the levels of DNA and cytogenetic damage in lymphocytes from donors occu-
pationally exposed to mercury vapors and from matched controls as well as their cellular susceptibility to radiation and capabilities
to repair DNA damage induced by UV-C or X-ray exposures in vitro. Materials and Methods: To estimate cytogenetic damage,
the analysis of sister chromatid exchange frequency (SCE) was used, and to detect DNA damage the alkaline version of single cell
gel electrophoresis (SCGE) was applied. To analyze cellular susceptibility, lymphocytes were exposed to 6 J/m? of UV-C or irradi-
ated with 2 Gy of X-rays. After challenging exposures, cells were incubated for 2 h with or without the presence of cellular mitogen
(phytohemagglutinin — PHA). Results and Conclusions: The study did not show statistically significant differences either between
the groups, levels of DNA damage (measured as the percentage of cells with comets or comet tail moments), or sister chromatid
exchanges. Neither were there significant differences in the levels of DNA damage (measured as tail moment and comet length)
detected in UV-C exposed lymphocytes after 2 h incubation in the presence or in the absence of PHA stimulating cells and in the
susceptibility to X-ray radiation of lymphocytes between the groups of non-exposed persons and those occupationally exposed
to mercury vapors. In the group exposed to mercury vapors, however, statistically significantly higher levels of non-repaired DNA
damage measured in X-ray irradiated lymphocytes after 2 h of incubation, with or without the presence of mitogen were observed
compared to controls. Significant differences were observed in all types of DNA damage measures (comet tail length, % of DNA

* Praca wykonana czesciowo w ramach grantéw: EC ERBIC 15CT 960300 pt. ,,Pesticide effects on Humans” oraz BBN/CM-4100\315\2\
2004 pt. ,Badania nad zréznicowaniem os6b zdrowych i pacjentéw chorych na raka w podatnosci na uszkodzenia i wydajnosci procesu

naprawy’. Kierownik grantéw: prof. dr hab. A Cebulska- Wasilewska.
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in the comet and comet tail moments). As a result, lymphocytes of donors exposed to mercury vapors showed a statistically lower
repair efficiency of X-ray-induced DNA damage both in non-stimulated (70.0% for the exposed, 85.7% for the non-exposed) and
stimulated (84.0% for the exposed and 90.4% for the non-exposed) lymphocytes. Cellular DNA repair efficiency decreased with
increasing number of years of occupational exposure. Statistically significant DNA repair deficiency in the donors exposed to mer-
cury vapors was also observed when the groups were stratified to smokers and non-smokers. Med Pr 2005;56(4):303-310
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WSTEP

Zwiazki rteci od dawna uwazane s za szczegélnie nie-
bezpieczne dla czlowieka. Liczne badania potwierdza-
ja, ze niewielkie stezenia tego pierwiastka powoduja
powazne uszkodzenia uktadu nerwowego, odporno-
sciowego, a takze nerek oraz watroby (1-3). Ponadto
zwigzki rteci stanowia réwniez powazne zagrozenie
dla kobiet w ciazy, gdyz bez problemu przenikaja barie-
re krew - tozysko i powoduja uszkodzenia ptodu (4).
Celem prowadzonych prac byto zbadanie, jak zawo-
dowa ekspozycja na pary rteci moze wptywac na mo-
lekularne i cytogenetyczne uszkodzenia obserwowane
w limfocytach. W badaniach podjg¢to rowniez probe
sprawdzenia czy moze ona modyfikowa¢ indywidu-
alng podatnos¢ komoérkowg na promieniowanie oraz
wydajnos¢ naprawy uszkodzen radiacyjnych, majac na
uwadze fakt, ze promieniowanie UV oraz X sg w spo-
sob nieunikniony obecne w srodowisku cztowieka.

MATERIALY | METODY

Material biologiczny

Do badan pobrano probki krwi pochodzace od 25 mez-
czyzn, zawodowo narazonych na dziatanie par rteci.
Dawcy ci sa pracownikami elektrolizernii w zaktadzie
produkeji chloru. Srednia wieku w tej grupie wynosi-
ta 37,8 lat, a zakres dlugosci ekspozycji na pary rteci
wahat sie od 2 do 35 lat. Grupe kontrolna stanowilo
50 nieeksponowanych mezczyzn z $rednia wieku 38,5
lat. W grupie zawodowo eksponowanej byto 36% osob
palacych, a w grupie referencyjnej 64%. W miejscu
pracy osob zawodowo eksponowanych na pary rte-
ci prowadzono pomiar st¢zenia rteci w powietrzu na
podstawie zebranych probek z dwodch réznych miejsc
(5). Maksimum dopuszczalnej koncentracji rteci me-
talicznej w powietrzu wyniosto 0,025 mg/m®. W za-
ktadach tych prowadzono okresowo pomiary stezenia
rteci we krwi i moczu narazonych pracownikow przy
zastosowaniu atomowego spektrometru absorpcyjne-

go. Srednie stezenie rteci w grupie narazonej na pary
rteci wyniosto w krwi 19,1 pg/l (4,7-29,6), a w moczu
108,7 pg/l (32,8-172,9). Czuloé¢ stosowanej metody
wyniosta w moczu 10 pg/l, a we krwi 4 pg/l (5). W obu
grupach badanych dla potrzeb niniejszej pracy zebrano
wywiad dotyczacy warunkow pracy, stylu zycia i na-
fogow oraz mozliwego narazenia podnoszacego ryzy-
ko genotoksyczne. Heparynizowang krew od dawcow
z obu badanych grup przetransportowano do labora-
torium Zakladu Biologii Radiacyjnej i Srodowiskowe;j
Instytutu Fizyki Jadrowej PAN, gdzie czes¢ probek
poddano procedurze badan cytogenetycznych. Z dru-
giej czesci probek wyizolowano i zamrozono limfocy-
ty zgodnie ze standardowa procedura (6-8).

Wymiany chromatyd siostrzanych (SCE)

Do oceny uszkodzen cytogenetycznych indukowa-
nych in vivo w limfocytach zastosowano metode wy-
mian chromatyd siostrzanych. Wszystkie odczynniki
zostaly uzyte zgodnie ze standardowa procedura cyto-
genetyczna, opublikowana we wczesniejszych pracach
(8,9). Pobrane od kazdego dawcy probki krwi inku-
bowano w medium RPMI 1640 z dodatkiem 20% su-
rowicy, czynnika stymulujacego do podziatow (PHA),
bromodeoksyurydyny (BrdU) i antybiotykow przez
72 h w 37°C. Dwie godziny przed zakonczeniem ho-
dowli kultur komérkowych dodano czynnik hamujacy
podzialy, kolcemid (0,1 pl/ml). Utrwalanie i barwie-
nie przeprowadzono wedlug standardowej procedury
(9). Czgstos¢ SCE byla analizowana w 100 prawidlo-
wych metafazach, w drugim podziale mitotycznym,
zawierajacych, co najmniej 44 chromosomy. Czgstos¢
komorek ze znamiennie wyzsza czestoscia wymian
(high frequency cells - HFC) oznaczono jako procent
komorek z iloscia wymian przekraczajacg poziom wy-
mian w 95% populacji w grupie referencyjnej. Indeks
mitotyczny (MI) oznaczono wedlug zaleznosci poda-
nej we wczesniejszych pracach (10):
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MI=(M,+2-M,+3-M,)/(M+ M, +M,;)

gdzie:

M,, M,, M, to liczba metafaz odpowiednio w pierw-
szej, drugiej i trzeciej mitozie.

Analiza uszkodzen DNA metoda elektroforezy
pojedynczych komodrek w zelu agarozowym (SCGE)
Do badan zastosowano komorki dawcow, przecho-
wywane w temperaturze -80°C. Przed rozpoczeciem
eksperymentu limfocyty rozmrozono (6,7), a nastep-
nie oceniono ich zywotnos¢. Czgs¢ komorek prze-
znaczono do analizy uszkodzen powstatych in vivo,
a reszt¢ do napromieniania. W badaniach zastoso-
wano dwa typy promieniowania, wywolujace rézne
uszkodzenia DNA. Limfocyty napromieniono dawka
6 J/m?> UV-C (60 W lampa kwarcowa, A = 254 nm) lub
dawka 2 Gy promieniowania X (aparat rentgenowski,
moc dawki 0,5 Gy/min). Po ekspozycji na promie-
niowanie X czg¢$¢ limfocytéw przeznaczono do ana-
lizy podatnosci oznaczajac w nich stopien uszkodzen
DNA natychmiast po napromienieniu. Komoérki, za-
rowno po ekspozycji na UV-C jak i X, inkubowano
przez 2 godziny bez i w obecno$ci mitogenu PHA,
nastepnie analizowano stopien uszkodzen DNA. Do
analizy stopnia uszkodzenia DNA stosowano alkalicz-
ng wersj¢ elektroforezy DNA pojedynczych komorek
na zelu agarozowym. Metoda ta pozwala na analize
ilosciowa uszkodzen DNA, takich jak pekniecia nici
DNA, miejsca apurynowe i apirymidynowe ujawnia-
jace sie w wysokim pH. Wszystkie odczynniki i etapy
preparatyki zeli zostaly przeprowadzone zgodnie ze
standardowa procedura opublikowang we wczesniej-
szych pracach (9-11). Preparaty zanurzono na godzi-
n¢ w schtodzonym roztworze lizujacym o pH = 10.
Po jednej godzinie preparaty przeniesiono do schto-
dzonego buforu elektroforetycznego (1 mM EDTA,
300 mM NaOH) o pH > 13, gdzie przetrzymano je
przez 20 min pozwalajac na relaksacje DNA. Elek-
troforeze prowadzono w 4°C przy 30 V, 300 mA, 0,5
V/em, co spowodowato wedréwke fragmentow oraz
petli DNA w polu elektroforezy. Preparaty neutrali-
zowano 0,4 M buforem Tris o pH 7,5. Po neutralizacji
preparaty wybarwiono bromkiem etydyny (17 pl/ml).
Wybarwione preparaty analizowano przy zastosowa-
niu epifluorescencyjnego mikroskopu polaczonego
z kamerg CCD. W analizie uszkodzen DNA jadrowe-
go korzystano z programu do analizy obrazu Komet
3.0 (Kinetic Imaging). Do oceny stopnia uszkodzenia
DNA wybrano z tego programu najczesciej stosowane
nastepujace miary:

tDNA - procent DNA poza gtowa komety,

TL - dlugos¢ komety (mierzona od krawedzi glo-
wy komety),

TM - moment komety (iloczyn procentowej za-
wartosci DNA w komecie przez jej dtugos¢).

Analize ilosci uszkodzen DNA przeprowadzono
dokonujac pomiaru 75 komoérek z kazdego preparatu
(wykonujac dwa preparaty dla kazdego traktowania).
Analize statystyczna uzyskiwanych rezultatéw prowa-
dzono korzystajac z testu t-Studenta oraz analize¢ wa-
riancji ANOVA pochodzacg z programu SPSS.

WYNIKI

W celu zbadania ilosci uszkodzen powstalych in vivo
analizowano stopien uszkodzenia DNA w rozmrozo-
nych limfocytach oraz czesto$¢ wymian chromatyd
siostrzanych (SCE) w metafazach drugiego podziatu.
Ponadto oznaczono czesto$¢ komérek z znamiennie
wyzsza liczba wymian (HFC) oraz indeks mitotycz-
ny (MI). W tabeli 1 zaprezentowano ilo$¢ uszkodzen
molekularnych (wyrazong za pomoca: tDNA, TM,

Tabela 1. Poréwnanie $rednich warto$ci markeréw uszkodzen
DNA (tDNA, TM, TL) i cytogenetycznych (SCE, HFC, MI)

w komorkach dawcow z grupy referencyjnej i zawodowo
eksponowanej na pary rteci.

Table 1. Comparison of the mean values parameters of the
DNA damage (tDNA, TM, TL) detected by single cell gel
electrophoresis (SCGE) assay in defrosted lymphocytes

and chromatid exchange frequency (SCE) measured in the
metaphase of second mitosis obtained in controls and workers
occupationally exposed to mercury vapors

Markery uszkodzen DNA Grupa Grupa . Pozmr,n .
DNA damage parameters referencyjna  eksponowana  istotno$ci
Control group Exposed group Significant level
tDNA 4,9 4,7 >0,05
™ 0,7 0,7 >0,05
TL 12,2 9,8 <0,05
SCE 7,1 7,5 >0,05
%HFC 6,1 8,8 >0,05
MI 2,4 2,5 >0,05

tDNA - procent DNA poza glowa komety;
the percentage of DNA outside the comet head;

TL - dlugos¢ komety;  TM - moment komety;

comet lenght; comet moment;

- czestos¢ wymian chromatyd siostrzanych;

frequency of sister chromatid exchange;

HFC - procent komorek z iloscia wymian przekraczajaca
poziom wymian w 95% populacji w grupie referencyjnej;
the percentage of high frequency cells with the number
of exchanges exceeding the level observed in 95% of the
control population;

MI - indeks miotyczny.
miotic index.

SCE
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Tabela 2. Srednie wartoéci %DNA (tDNA) i dtugoéci komety (TL) zmierzone w limfocytach ludzi z grupy referencyjnej
i eksponowanej. Limfocyty eksponowane na UV-C (dawka 6 J/m?) lub promienie X (dawka 2 Gy): bez inkubacji lub z inkubacja przez

2 h w 37°C bez i w obecnosci PHA

Table 2. The mean values of the percentage of DNA outside the comet head (tDNA) and tail length (TL), obtained in the exposed and
control groups. Lymphocytes exposed to UV-C exposure (dose 6 J/m?) or X-ray-radiation (dose 2 Gy): without incubation and after 2

h incubation at 37°C in absence or presence of the mitogen (PHA)

Inkubacja

Dawka Mitogen Grupa referencyjna Grupa eksponowana Poziom istotnosci
Dose Postexposure Mitogen Control group Exposed group Significant level
incubation
UV-C (6 J/m?) 2h 0 tDNA 55,9 48,7 <0,01
PHA tDNA 45,1 37,4 <0,01
0 76,4 75,4 >0,05
PHA 60,6 59,5 >0,05
tDNA 18,5 17,2 >0,05
X(2Gy) 0 0 52,9 55,7 0,05
2h 0 tDNA 6,1 8,7 <0,01
PHA tDNA 5,6 6,6 >0,05
0 17,7 23,6 <0,01
PHA 13,9 17,7 <0,05

tDNA - procent DNA poza glowa komety;
the percentage of DNA outside the comet head;

- Grupa eksponowana

- Grupa kontrolna
Control group Exposed group

o}
=}

o
o
s

-

P>01

Moment komety
Comet moment
w S
o o

N
o
L

o

o

Uv-C(2h) UV-C (2 h+PHA)

P - poziom istotnosci;
significant level;

TL - dlugos¢ komety;
comet lenght;

PHA - fitohemaglutynina.
phytohemagglutinin.

- Grupa eksponowana

- Grupa kontrolna
Control group Exposed group

15 1 P>01

1

Moment komety
Comet moment

X(0) X(2h)

PHA - fitohemaglutynina.
phytohemagglutinin.

Ryc. 1. Porownanie srednich wartosci moment komety (TM) zmierzonych w limfocytach po naswietleniu promieniami UV-C lub X
pochodzacych od dawcéw nieeksponowanych i zawodowo narazonych na dzialanie par rteci.
Fig. 1. Comparison of mean values of tail moment parameter measured in lymphocytes after UV-C or X-rays treatment in referent and

exposed groups.

TL) i cytogenetycznych (SCE, HFC, MI) w badanych
grupach wraz z rezultatami analizy statystycznej mie-
dzy grupa referencyjng a eksponowana. Generalnie,
stwierdzono poréwnywalny stopien uszkodzen DNA
(z wyjatkiem TL) oraz indeksu mitotycznego komorek
(MI) w badanych grupach. Pozostate markery uszko-
dzen cytogenetycznych (SCE, HFC) byly w grupie
eksponowanej na pary rteci wyzsze, cho¢ nieistotne
statystycznie.

Sprawdzono czy ekspozycja na pary rteci moze mo-
dyfikowac¢ ilos¢ radiacyjnych uszkodzen DNA w ko-
morkach po ekspozycji na UV-C lub promieniowanie
jonizujace w warunkach in vitro. W tabeli 2 przedsta-

wiono rezultaty analizy uszkodzen DNA mierzonych
w limfocytach po ekspozycji na promieniowania UV-C
(6 J/m?) oraz X (2 Gy) bez inkubacji oraz po dwugo-
dzinnej inkubacji bez i w obecnosci mitogenu PHA
wraz z rezultatami analizy statystycznej miedzy bada-
nymi grupami. Stopien uszkodzenia DNA wyrazono za
pomoca $rednich wartosci tDNA i TL. Srednie warto$ci
momentu komety (TM) mierzonego w tych badaniach
sa przedstawione na rycinie 1. W badaniach zaobser-
wowano brak istotnie statystycznych réznic miedzy
grupa referencyjna i eksponowana w wigkszosci miar
okreslajacych stopien uszkodzen DNA w komorkach
po napromienieniu UV-C oraz inkubacji naprawczej
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bez i w obecnosci PHA. W grupie eksponowanej, ilos¢
uszkodzen DNA bezposrednio po ekspozycji na pro-
mienie X byla nieznacznie wyzsza, chociaz nieistotna
statystycznie. W przypadku komorek traktowanych
promieniami X, a nast¢pnie inkubowanych przez dwie
godziny bez i w obecnosci mitogenu PHA stwierdzono
statystycznie wyzszy stopien nienaprawionego uszko-
dzenia DNA w grupie dawcow eksponowanych na
pary rteci w poréwnaniu do grupy referencyjne;j.

Mozliwy wplyw zawodowej ekspozycji dawcow na
pary rteci na wydajnos¢ naprawy uszkodzen DNA in-
dukowanych przez promieniowanie UV-C w limfocy-
tach oznaczono na podstawie parametru oszacowane-
go wedlug wzoru:

ERyv.c = [(TMyy.can-TMuv.cena)/ TMuv.cen ] + 100

gdzie:

TMuv.ceon 1 TMuyy.ceua) S8 warto$ciami momentu
komety w limfocytach eksponowanych na UV-C i in-
kubowanych przez 2 godziny bez i w obecnosci PHA.

Srednie wartoéci wydajnosci naprawy uszkodzen
DNA indukowanych przez UV-C oszacowanej wedlug
powyzszego wzoru dla grupy referencyjnej i ekspono-
wanej przedstawiono w tabeli 3. Analiza otrzymanych

rezultatéw wykazata podobny poziom tego parametru
w badanych grupach.

W celu zbadania wptywu ekspozycji na pary rteci
na podatno$¢ komoérkowego DNA na promieniowa-
nie jonizujace oraz wydajnos¢ naprawy indukowanych
uszkodzen zastosowano parametry oszacowane we-
dtug ponizszych zaleznosci:

Podatnos¢ na promieniowanie X (Sx):

Sx = TMy, - TM,

Wydajnos¢ proceséw naprawy uszkodzen DNA
indukowanych przez promieniowanie X w niestymu-
lowanych limfocytach (REx):

REx = TM, - TMy, /TMyg,

Wydajnos¢ proceséw naprawy uszkodzen DNA
indukowanych przez promieniowanie X w stymulo-
wanych limfocytach (RExs):

REXS = TMX(O) - TM /TMX(O),

X(PHA)
gdzie:

TM,, TM, g, TMy,y,, TMypy,, S@ Wartosciami mo-
mentu komety zmierzonymi w komorkach nietrak-
towanych, eksponowanych na promieniowanie X bez
inkubacji oraz po 2 godzinnej inkubacji bez i w obec-
nosci PHA.

Tabela 3. Bioindykatory radiowrazliwosci komorek (Sy) i wydajnosci naprawy DNA (wydajno$¢ naprawy REy oraz RE,;,) oznaczone
z odpowiedzi ich komorek na zastosowanie dawek wzbudzajacych UV-C lub promieniowania X dla limfocytéw osob z grup
nieeksponowanych i eksponowanych przed i po stratyfikacji grup wedtug natogu palenia

Table 3. Indices radiosensitivity of cells (Sx) and DNA repair efficiency (repair efficiency: REy and RE,,) evaluated from responses to
UV-C or X-ray challenge of lymphocytes from workers and controls before and after stratification according to smoking

Grupa REy REyq
Grovp RE,, Sy : .
Cata referencyjna 33,9 £11,3 9,3+ 1,8 85,7 £ 6,2 90,4 + 3,9
Total Control group
eksponowana 35,8 +9,6 9,5+ 2,2 70,0 + 15,9 84,0 +9,7
Exposed group
P >>0,05 >>0,05 0,000 0,001
Niepalaca referencyjna 31,4 + 13,8 9,5+ 1,87 84,9 + 6,7 92,6 2,7
Non smoking Control group
eksponowana 37,4+ 8,8 9,5+ 2,6 70,4 + 17,0 84,4 + 10,3
Exposedgroup
P >>0,05 >>0,05 0,002 0,01
Palaca referencyjna 35,2+9,9 9,2+ 1,8 86,1 + 6,0 89,2 + 4,0
Smoking Control group
eksponowana 33,4+ 10,5 94 +1,7 69,5 + 14,6 83,5+ 8,9
Exposed group
P >>0,05 >>0,05 0,000 0,01

REy — wydajnos¢ naprawy uszkodzen DNA indukowanych przez UV;

DNA repair effciency induced by UV;

P - poziom istotnosci;
significant level;

REy - wydajnos¢ naprawy w komdrkach bez stymulacji;
DNA repair efficiency in non-stimulated of cells;

S, — podatnos¢ na promieniowanie X;
radiosensitivity of cells;

REys - wydajnos¢ naprawy w stymulowanych limfocytach (bioindykatory szacowane na bazie momentu komety).
DNA repair efficency in stimulated lymphocytes (bioindicators estimated on the basis of comet moments).
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Wartosci $rednie podatnosci komérkowego DNA
na promieniowanie oraz wydajnosci naprawy powsta-
tych uszkodzen oszacowane dla komoérek niestymu-
lowanych i stymulowanych, a takze rezultaty analizy
statystycznej migdzy badanymi grupami przedstawio-
no rowniez w tabeli 3. Poréwnanie podatnosci komo-
rek na promieniowanie X wykazato podobny poziom
tego parametru w grupie referencyjnej i eksponowa-
nej. Natomiast analiza wydajno$ci proceséw naprawy
wykazala statystycznie znaczace obnizenie wydajnosci
naprawy uszkodzen DNA u oséb eksponowanych na
pary rteci. Znamiennie nizsza wydajnos$¢ komorkowej
naprawy DNA spowodowana ekspozycja na pary rteci
jest stwierdzona zardowno w komorkach w fazie G, jak
i w komorkach dzielacych sie. Jak wynika z rezulta-
tow przedstawionych w tabeli 3, obnizenie wydajnosci
naprawy spowodowane ekspozycja jest obserwowane
takze w podgrupach dawcow palacych papierosy, jak
réwniez niepalacych.

W badaniach zatem sprawdzono zaleznos$¢ pomie-
dzy podatnoscia na promieniowanie oraz wydajnoscia
naprawy indukowanych uszkodzen a latami pracy
w warunkach ekspozycji na pary rteci. W tym celu
dawcéw podzielono na trzy kategorie w zaleznosci od
stazu pracy. Srednie wartoéci podatnosci oraz efek-

Tabela 4. Bioindykatory radiowrazliwosci komorek (Sy)

i wydajnosci naprawy DNA (REy, REy i RE,) oznaczone

dla limfocytéw os6b nieeksponowanych i eksponowanych

po podziale grupy na kategorie zwiazane z latami pracy

w warunkach ekspozycji na pary rteci

Table 4. Indices of radiosensitivity of cells (S5) and DNA repair
efficiency (REy, REys and RE,) evaluated for lymphocytes from
workers and controls from its response UV-C or X-ray challenge
after stratification of the whole group to various categories of
(working years) exposure duration

Years]:)aftzrfl;g/ment REy Sx R‘)E ' 1:{"]/?)“

0 339+ 11,3 9,30 857162 904+49
1-10 33,9+ 8,6 9,55 76,2+4,9 88,1+9,7
11-20 36,5 £ 13,5 9,58 58,9 £21,2 77,7+10,1
21-35 39279 9,75 67,1 £9,7 81,49+6,8
Poziom istotno$ci >>0,05 >>0,05 <0,000 <0,000

Significant level

REyy - wydajnos¢ naprawy uszkodzen DNA indukowanych przez UV;
DNA repair effciency induced by UV;

Sx - podatnos¢ na promieniowanie X;
radiosensitivity of cells;

REy - wydajno$¢ naprawy w komorkach bez stymulacji;
DNA repair efficiency in non-stimulated of cells;

REy, — wydajno$¢ naprawy w stymulowanych limfocytach
(bioindykatory szacowane na bazie momentu komety).
DNA repair efficency in stimulated lymphocytes
(bioindicators estimated on the basis of comet moments).

tywnos$ci naprawy oszacowane dla poszczegdlnych
klas wydzielonych na podstawie lat pracy przedsta-
wiono w tabeli 4. Przeprowadzona analiza statystycz-
na wykazala istotnie statystycznie skorelowane obni-
zenie wydajnosci naprawy uszkodzen DNA zaréwno
z ekspozycja na pary rteci (r* = -0,547, p < 0,000) jak
i wydtuzajacym sie okresem pracy w ekspozycji (r* =
-0,532, p < 0,000).

OMOWIENIE | WYNIKI

Dzigki badaniom prowadzonym od poczatku lat
osiemdziesiatych (12-14) stwierdzono, ze zwiazki rte-
ci maja efekt cytotoksyczny i mutagenny. Cytotoksycz-
ny efekt tych zwiazkow w gtéwnej mierze opiera si¢ na
zdolnosci rteci do obnizania poziomu zredukowanego
glutationu (15), generowania wolnych rodnikéw (5)
oraz peroksydacji lipidow (16). Réwnie liczne badania
donosza o wywolywaniu przez zwiazki rteci zaburzen
aktywnosci waznych enzymoéw komdrkowych, takich
jak reduktaza glutationu czy dysmutaza ponadtlenko-
wa (SOD) (17). Dane literaturowe sugeruja réwniez
powstanie w wyniku dziatania rteci uszkodzen cyto-
genetycznych, takich jak zaburzenia ilosci chromo-
somow (18), wzrost czestosci aberracji chromosomo-
wych (19,20) oraz mikrojader (21).

Celem badan byto sprawdzenie wptywu zawodowej
ekspozycji na pary rteci na poziom uszkodzen mole-
kularnych i cytogenetycznych w limfocytach oséb
eksponowanych oraz ich komoérkowa podatnos¢ na
czynniki genotoksyczne i wydajnos¢ naprawy uszko-
dzen DNA. Analiza statystyczna, przeprowadzona za
pomoca testu t-Studenta, nie wykazala statystycznie
istotnych réznic miedzy grupami referencyjna i ekspo-
nowana w ilosci uszkodzen DNA powstatych in vivo,
oszacowanych za pomoca srednich wartosci procentu
DNA i momentu komety, mierzonych w rozmrozonych
limfocytach. W grupie eksponowanej na rte¢ poziom
wymian chromatyd siostrzanych (SCE) oraz czestosc¢
komorek ze znamiennie wyzszg liczba wymian (HFC)
byly wyzsze, ale nieistotne statystycznie (tab. 1). W ba-
danych grupach zaobserwowano rowniez poréwny-
walny indeks mitotyczny (MI). Rezultaty te sa zgodne
z danymi prezentowanymi przez Popescu i wsp. (22),
ktérzy w badaniach ludzi zawodowo eksponowanych
na zwiazki rteci obserwowali brak znaczacej roéznicy
w czestosci SCE przy statystycznie istotnym wzroscie
aberracji chromosomowych. Natomiast badania in vi-
tro przeprowadzone przez Wulf i wsp. (23) wykazaly
linowa korelacje miedzy stezeniem Hg we krwi a SCE,



Nr 4

Zawodowa ekspozycja na pary rteci

309

jednak zmierzony zakres stezen Hg we krwi byt wyzszy
niz w naszej grupie i wahat si¢ w przedziale od 23,15
do 65,41 pl/l krwi. Wyniki przeprowadzonych badan
sugeruja, ze metody SCE i SCGE zastosowane do ana-
lizy genotoksycznosci in vivo przy niskiej ekspozycji
sa prawdopodobnie mato wrazliwym narzedziem lub
pary rteci nie powoduja bezposrednio uszkodzen wy-
krywanych przez powyzsze metody.

W celu sprawdzenia wplywu ekspozycji na pary
rteci na wydajnos¢ naprawy w badaniach zastosowa-
no dwa typy promieniowania (UV-C i X), wywoluja-
ce rozne rodzaje uszkodzen DNA. Analiza statystycz-
na przeprowadzona dla limfocytéw eksponowanych
na UV-C nie wykazala istotnych statystycznie réznic
miedzy badanymi grupami w wigkszosci parametrow
(poza tDNA) okreslajacych stopien indukowanych
uszkodzen DNA (tab. 2, ryc. 1) oraz wydajno$¢ ich
naprawy (tab. 3). Zatem rezultaty nasze sugeruja, ze
zawodowa ekspozycja na pary rteci nie ma modyfi-
kujacego wplywu na podatnos¢ komoérkowego DNA
na UV-C ani na wydajnos¢ naprawy uszkodzen DNA,
wywolanych przez to promieniowanie. Wyniki te sa
zgodne z danymi literaturowymi otrzymanymi przez
Christie i wsp. (24), ktorzy wykazali, ze w komorkach
jajnika chomika chinskiego zwigzki rteci w nietok-
sycznych stezeniach nie wplywaja na system naprawy
uszkodzen wywotanych przez UV-C.

W celu sprawdzenia wrazliwosci komorek osob eks-
ponowanych na pary rteci na srodowiskowy czynnik
genotoksyczny, promieniowanie jonizujace, zbadano
stopien uszkodzen bezposrednio po napromienieniu.
Analiza statystyczna przeprowadzona dla limfocytow
wykazata poréwnywalny poziom mierzonych uszko-
dzen DNA we wszystkich parametrach w obu bada-
nych grupach (tab. 2, 3, ryc. 1). Porownanie miedzy
badanymi grupami poziomu uszkodzen DNA w ko-
morkach inkubowanych przez 2 godziny po ekspozycji
na promienie X wykazalo istotne statystycznie rézni-
ce we wszystkich mierzonych parametrach (tDNA p <
0,01, TM p < 0,01, TL p < 0,01) (tab. 2, ryc. 1). Podobny
efekt ekspozycji na pary rteci zaobserwowano w ko-
morkach inkubowanych w obecnosci PHA, w ktorych
stwierdzono znaczaco wyzszy stopien uszkodzen DNA
w grupie eksponowanej, zaréwno dla momentu kome-
ty (p < 0,01) jak i dlugosci komety (p < 0,05) (tab. 2).
Analiza wydajnosci naprawy uszkodzen DNA wywota-
nych przez promieniowanie X wykazala statystycznie
istotne (p < 0,01) obnizenie jej w grupie eksponowa-
nej na pary rteci zarowno w komorkach stymulowa-
nych jak i niestymulowanych w poréwnaniu do gru-

py kontrolnej. W grupie eksponowanej, 60% dawcow
w grupie niestymulowanych limfocytow i 52% osob
w grupie komdrek stymulowanych miato nizsza wy-
dajnos¢ procesu naprawy uszkodzen indukowanych
przez promieniowanie jonizujace niz 95% populacji
w grupie referencyjnej. Dodatkowo w naszych bada-
niach przeprowadzono analiz¢ wplywu par rteci na ba-
dane parametry w grupach dawcow niepalacych i pa-
lacych. Analiza otrzymanych rezultatéw potwierdzita
prawidlowos¢ wystepujaca w calej grupie, wykazujac
wyrazne zaburzenia proceséw naprawy u o0sob ekspo-
nowanych zaréwno niepalacych (REy p < 0,002, REyq
p < 0,01) jak i palacych (REy p < 0,000, REys p < 0,01).
Rezultaty te sa zgodne z danymi z publikacji Cantoni
i wsp. (25), ktorzy wykazali, ze zwiazki rteci powoduja
hamowanie procesow naprawy pojedynczych pekniec
nici DNA, indukowanych przez promieniowanie rent-
genowskie i moga wplywac na homeostaz¢ DNA przez
inhibicje proceséw naprawy DNA.

Obserwowane w naszych badaniach zaburzenia
w naprawie uszkodzen DNA wydaja si¢ tym bardziej
istotne, ze przeprowadzona przez nas proba powigza-
nia ekspozycji na pary rteci z naprawg uszkodzen DNA
wykazala statystycznie istotny spadek wydajnosci na-
prawy wraz z wydzielonymi kategoriami na podstawie
stazu pracy w warunkach ekspozycji (tab. 4).

Rezultaty naszych badan sugeruja negatywny
wplyw rteci na naprawe uszkodzen DNA. Wydaje sie,
ze w grupie badanej mechanizm dziatania rteci jest
powiazany z blokowaniem enzymoéw naprawiajacych
uszkodzenia DNA oraz zwiazanych z tym procesem
biatek, posiadajacych tzw. palce cynkowe (14). Motyw
ten jest struktura zawierajaca cynk w kompleksie z 4
cysteinami bogatymi w grupy tiolowe (-SH), do kto-
rych jony rteci maja wysokie powinowactwo (26,27).
Rezultaty naszych badan sugeruja takze, ze wplyw par
rteci na naprawe uszkodzen DNA w duzej mierze za-
lezy od wlaczanego systemu naprawy.

W przypadku naszych badan nie jest wiadomo, czy
w obserwowanym procesie nastapita prawidlowa na-
prawa uszkodzen. Dlatego tez osiagnigte rezultaty nie
pozwalaja na oszacowanie prawdopodobienstwa wy-
stapienia raka, co najwyzej moga sugerowaé podwyz-
szone ryzyko.

Podsumowujac, nasze badania wykazaly zaburzenia
naprawy DNA u os6b eksponowanych na pary rteci oraz
wzrost koncowego uszkodzenia DNA, obecnego w ko-
morkach. Spadek wydajnosci naprawy DNA moze suge-
rowac wzrost narazenia zdrowia ludzi zwiazany z mozli-
wym wzrostem ryzyka uszkodzenia waznego genu.
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