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CITOGENETICKA ANALIZA CELIJA KOSTNE SRZI PACOVA

TRETIRANIH TOLUENOM®

CYTOGENETIC ANALYSIS OF BONE MARROW CELLS OF RATS

TREATED WITH TOLUENE

Svetlana Fister, S. Jovié, Jelka Stevanovié, Milica Kovaéevié-Filipovié™

U ovom radu su navedeni rezultati ispitivanja efekata toluena na
Celije kostne srzi Zenki Wistar pacova, koji su intraperitonealno dobijali
toluen tokom 8 11 dana, u dozi od 0.602 ug /200 g telesne mase. Cito-
geneti¢ki su analizirane metafazne figure hromozoma da bi se utvrdila
uCestalost pojavijivanja strukturnih aberacija — prekida i gapova. Ut-
vrdene su vrednosti mitotskog indeksa i broja poliploidnih ¢elija. Nije
ustanovljeno znacajno povecanje ucestalosti pojavijivanja prekida i ga-
pova na hromozomima tretiranih jedinki u odnosu na kontrole, $to
znaci da u uslovima ovog eksperimenta toluen nije iskazao nesumnjiv
genotoksic¢ni efekat. Medutim, ustanovijeno je znacajno povecanje
vrednosti mitotskog indeksa, kao i znaéajno povecanje broja poliploid-
nih ¢elija u obe grupe tretiranih pacova u odnosu na kontrole.

Kljucne reci: toluen, genotoksi¢nost, hromozomske aberacije, prekidi i
gapovi, poliploidne Celije

Uvod / Introduction

Toluen se koristi u mnogim industrijskim procesima: u proizvodniji de-

rivata benzena, razli¢itih farmaceutskih sredstava, boja, parfema, trinitrotoluola
(TNT) i deterdzenata. Upotrebljava se i kao rastvarac za boje i gume, a predstavlja
osnovu u proizvodnji fenola, benzena, krezola i drugih supstancija. Toksi¢nost
ove materije je nesumnjivo dokazana. Veliki broj podataka iz literature ukazuje da
toluen deluje: nefrotoksi¢no [26], neurotoksi¢no [23], hematotoksiCno [24] i
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embriotoksi¢no [11]. Osim toga, ima nalaza koji ukazuju i na moguce geno-
toksi¢no delovanje toluena [4, 9, 14, 20]. IzloZenost toluenu uzrokuje poviSenje
koncentracije slobodnih radikala i razvoj oksidativhog stresa propra¢enog po-
jacanom granulo-monocitopoezom [5].

Dosadas$nja istraZivanja genotoksic¢nih efekta toluena na profesional-
no izlozenim ljudima, kao i u razli€itim laboratorijskim sistema testiranja, dala su
rezultate koje je teSko uopstiti u jedinstvenu sliku. Toksi¢ni i genotoksi¢ni efekti
toluena nesumnijivo zavise od duzine izloZzenosti, stanja bioloSkog sistema i
prisustva drugih agenasa [3, 1]. Nije uvek jasno da li genotoksi¢na i kancerogena
svojstva, koja se pripisuju toluenu, poti¢u od samog toluena i njegovih metabolita
[1], ili od pratecih supstancija, pre svega benzena €iji su tragovi skoro uvek pri-
sutni. U literaturi mogu da se nadu donekle razli€iti rezultati. Tako je kod obucar-
skih radnika izlozenih koncentracijama benzena do 15 ppm i toluena do 50 ppm,
u toku 17 godina, zapazen porast hromozomskih aberacija, ali nije ustanovljena
znacajna korelacija izmedu rezultata citogeneti¢kog testa i biomarkera izlozenosti
— koncentracije toluena i benzena u krvi ispitanika i fenola u urinu [4]. Autori isti¢u
da rezultate treba skoro individualno tumagiti, imajuci u vidu i efekte dodatnih fak-
tora, kao $to su godine starosti, puSenje i pijenje alkohola. Pelchovai sar. [20] iako
primenom bakterijskog testa, ne dokazuju genotoksikante u urinu, poviSenje
uCestanosti pojavljivanja hromozomskih aberacija kod izlozenih ljudi pripisuju
efektima toluena. Ispitujuéi efekte toluena primenom metode razmene sestrinskih
hromatida — SCE-a, kod 42 Stamparska radnika izloZzena ambijentalnom zagade-
nju, Hammer [9] je ustanovio da je uCestalost SCE-a bila tri puta ve¢a u grupi
izlozenih radnika nego u kontroli. Hammer [9], medutim, isti¢e da mora da se ima
u vidu individualni metaboli¢ki balans, koji je posledica geneti¢kog polimorfizma,
kada se govori o geneti¢kom riziku od toluena. Za razliku od istrazivanja na profe-
sionalno izloZzenim ljudima, neki laboratorijski eksperimenti, pri kojima je izvedeno
dugogodisnje inhalaciono izlaganje miSeva i pacova toluenu nisu dokazali geno-
toksi¢na, kao ni kancerogena svojstva toluena [1]. Primenom mikronukleus testa
- in vitro, [27] takode nije dokazana genotoksi¢na aktivnost toluena, benzena,
acetona i njihovih smesa.

Cilj ovoga rada je bio da se ustanovi da li kratkotrajna (7 i 11 dana)
intraperitonealna aplikacija toluena izaziva genotoksi¢ne promene, odnosno da li
uzrokuje poveéanu ucestalost strukturnih promena tipa gapa i hromozomskih
prekida, kao i da se utvrdi da li toluen izaziva pojavu numeri¢kih aberacija i
poremecaja u mitotskoj aktivnosti ¢elija, Sto bi ukazalo na njegova eventualna
kancerogena svojstva.

Materijal i metode rada / Materials and methods

U eksperimentu su koriS¢ene zenke Wistar pacova, telesne mase 250-
300 g. Pacovi su tretirani svakodnevnim intraperitonealnim davanjem 0,602 ug
toluena rastvorenog u propilen glikolu (0,3 ml/200 g telesne mase) tokom 8 i 11
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dana. Pre Zrtvovanja pacovi su anestezirani intramuskularno davanjem 0,5 ml
smesSe ketamina, ketalara i formidala. Kontrolna grupa pacova nije tretirana. Meta-
fazne figure hromozoma, pogodne za citogeneti¢ku analizu, dobijene su prepara-
cijom iz kostne srzi, prema modifikovanoj metodi Hsu i Patton [12].

Posle Zrtvovanja, kostna srz femura i tibije je ispirana 5,4% rastvorom
KCI. Posle 30 minuta stajanja (uz povremeno resuspendovanje) u hipotoni€nom
rastvoru, na sobnoj temperaturi, suspenzija je centrifugovana 7 minuta na 1000
obrtaja. Supernatant je odstranjen, a materijal u talogu je fiksiran Karnojevim fik-
sativom: metanol — glacijalna sir¢etna kiselina u odnosu 3:1. Posle 15 minuta sta-
janja u fiksativu, materijal je ponovo centrifugovan 7 minuta na 1000 obrtaja. Pos-
tupak fiksacije ponovljen je dva do tri puta. Hromozomski preparati pravljeni su
kapanjem fiksiranog materijala na zaledene mikroskopske plocice, a potom
suSenjem nad plamenikom. Bojenje je obavljeno u 15 % rastvoru gimze (Giemsa).

Metafazne figure hromozoma su analizirane kako bi se utvrdila u¢es-
talost pojavljivanja hromozomskih prekida i gapova, kao i broja poliploidnih ¢elija.
U uzorcima su odredene i vrednosti mitotskog indeksa. Svi dobijeni rezultati, sta-
tistiCki su obradeni Student t-testom.

Rezultati / Results

Rezultati istrazivanja su prikazani na tabeli 1 i grafikonu 1.

12
**g8 07 . .
10 E3 Prekidi i gapovi/ Breaks and gaps
*6.57 71 Mitotski indeks / Mikotic index
81 B Poliploidne ¢elije / Poliploid cells
*5,78
*5,32

. 1

4 274 209 —

2 139 —

0,65 — 0,69

Kontrola / Confrol 8 dana /& days 11 dana/ 11 days
(**) p<0,01, (*) p<0,05 u odnosu na kontrolu / (**) p<0.01, (*) p<0.05 vs control

Grafikon 1. Efekti intraperitonealno aplikovanog toluena Zenkama Wistar pacova, tokom 8 i
11 dana u dozi od 0.602 ug/200 g telesne mase, na srednje vrednosti prekida i ga-
pova, mitotskog indeksa i poliploidnih ¢elija u njihovoj kostnoj srzi /

Graph 2. The effects of intraperitoneal application of toluene to female Wistar rats during 8 and 11 days,
0.602 ug/200 g body weight, on mean values of breaks and gaps, mitotic indices and polyploid cells in
their bone marrow
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Tabela 1. Citogeneticke promene na Celijama kostne srzi Zenki Wistar pacova intraperito-
nealno tretiranih toluenom, tokom 8 i 11 dana, u dozi od 0,602 ug/200 g telesne mase

Table 1. Cytogenetic effects in female Wistar rat bone merrow cells, treated with intraperitoneal application of
toluene, during 8 and 11 days, 0.602 mg/200 g body weight

Broj / Pregledano mitoza /| Prekida i gapova/ | Poliploidnih ¢elija / Mitotski indeks /
Number Mitoses examined Breaks and gaps Poliploid cells Mitotic Index
Kontrola / Control

1 30 1 - 2,97

2 25 - 1 2,52

3 20 - 1 3,11

4 23 1 - 3,06

5 25 - 1 2,19
2=143 1,2392% g,zogs;/o % =1g,'$g

8 dana tretmana toluenom / 8 days of toluene treatment

1 30 - 1 5,05

2 35 - 3 8,18

3 27 1 1 4,96

4 30 - 3 7,27

5 30 - 2 3,08
2=152 0,265 % *g,s;?%, ;e 2*%,57?3

11 dana tretmana toluenom / 11 days of toluene treatment

1 28 - 3 7,29

2 32 - 3 6,27

3 30 1 2 4,84

4 25 - 3 4,04

5 30 - 1 4,18
Z=145 660% g e

(**) p<0,01, (*) p<0,05 u odnosu na kontrolu / (*¥) p<0,01, (¥) p<0,05 vs control

Kao Sto se uoCava na tabeli 1 i grafikonu 1, tretman toluenom nije
doveo do povecanja uCestalosti pojavljivanja strukturnih promena hromozoma
tipa gapa i prekida, ve¢ se nivo ovih promena, kod obe grupe tretiranih jedinki na-
lazi u oblasti njihovog spontanog deSavanja, ¢ak je i nizi od vrednosti kod kontrola
(1,39%). Poznato je da je ucestalost ovih promena u negativnim kontrolama, kod
eksperimentalnih Zivotinja, kao i u kulturama humanih limfocita, naj¢e$¢e krece
od 1 do 2 posto, §to ukazuju i nasi raniji radovi [6, 7, 22, 8]. Lilp i saradnici [13]
ukazuju da se vrednosti prekida i gapova povecéavaju, do 2,8 posto, inbridingom i
kod starih jedinki.
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Premda nisu ustanovljene strukturne promene na hromozomima treti-
ranih pacova, nastalo je povecanije broja poliploidnih ¢elija kod obe eksperimen-
talne grupe Zzivotinja. Naime, u kostnoj srZi je ustanovljeno statisticki znacajno
(p<0,05i p<0,01) poviSenje broja poliploidnih ¢elija u odnosu na kontrolu (tabela
1 i grafikon 1). Vrednosti mitotskog indeksa (tabela 1 i grafikon 1) takode su
znacajno povecéane (p<0,05) kod obe eksperimentalne grupe, u poredenju sa
kontrolom.

Diskusija / Discussion

Genotoksicni efekti toluena zavise od tipa eksperimentalnog modela,
doze, nadina davanja, duzine delovanja toluena, eventualnih primesa benzena i
drugih genotoksi¢nih materija, kao i od specifiCnosti i efikasnosti angazovanih
sistema reparacije DNK i drugih zastitnih mehanizama [2, 10, 15, 16, 17, 18, 19,
21, 25].

Nasi rezultati, dobijeni na eksperimentalnom modelu pacova kojima je
tokom 7 i 11 dana intraperitonelano aplikovana mala doza toluena, pokazuju da
nema povecanja ucestalosti povec¢anja strukturnih promena na hromozomima.

Istrazivanja koja su sproveli Bogadi-Sare i sar. [4], na grupi profesion-
alno hroni¢no izloZzenih obuéarskih radnika, iako su pokazala statisti¢ki znacajne
razlike izmedu izloZene i kontrolne grupe, nisu jasno ukazala na genotoksi¢na
svojstva benzena i toluena. Na suprot tome, Hammer [9] je, primenom metode
razmene sestrinskih hromatida — SCE-a, kod 42 Stamparska radnika izlozena
dugotrajnom ambijentalnom zagadenju toluena, ustanovio tri puta veéu ucesta-
lost SCE-a u grupi izloZenih radnika u odnosu na kontrolnu grupu. Bogadi-Sare i
sar. [4], ali takode i Hammer [9] istiCu da zbog genetic¢ke individualne varijabil-
nosti, rezultate treba individualno posmatrati i oprezno tumaciti kada se razmatra
geneticki rizik od toluena. Kada je re¢ o podacima dobijenim na ljudima svakako
treba da se ima u vidu uticaj pridruZenih faktora, Cije je genotoksi¢no dejstvo do-
kazano kao $to su: uticaj pusenja (nikotina i drugih sastojaka duvanskog dima),
virusne infekcije, upotreba nekih lekova i hrane sa aditivima, kontakt sa pesti-
cidima, kozmetiCkim sredstvima itd. Naime, potvrdeno je da svi navedeni faktori
mogu da uzrokuju povec¢anu ucestalost hromozomskih aberacija [28]. S druge
strane, u laboratorijskim uslovima, u kulturama humanih limfocita — in vitro [27],
kao i na miSevima —in vivo, [1], genotoksi¢ni efekti toluena nisu dokazani, sa ¢ime
su u skladu rezultati naSeg eksperimenta.

lako nasim eksperimentom nisu utvrdeni ucestali prekidi, kao jasan
efekat genotoksicnosti, ustanovljeno poviSenje mitotskog indeksa, tj. prolifera-
tivne aktivnosti, praceno zna¢ajnim povecanjem broja poliploidnih ¢elija, moglo bi
da ukaZe na potencijalno kancerogeno svojstvo testiranog agensa, Sto je svoj-
stveno mnogim genotoksikantima ve¢ opisanim u literaturi [28]. Buduéi da eks-
periment nije izveden in vitro, ne moze sa sigurno$¢u da se tvrdi da je ustanovljeni
efekat posledica moguéeg kancerogenog dejstva ispitivane supstancije, ve¢ naj-
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verovatnije predstavlja kompleksan odgovor organizma tretiranih pacova na ap-
likaciju toluena. Tako, opisani nalazi o povec¢anju mitotske aktivnosti i broja
poliploidnih ¢éelija u saglasnosti su sa prethodno opisanim [5] pove¢anjem broja
opredeljenih mati¢nih ¢elija za granulo-monocitopoezu (CFU-GM), kao i poveéa-
njem broja nezrelih ¢elija prethodnica mijeloidne loze, koje je nastalo kao posle-
dica sterilne zapaljenjske reakcije, a jasno upucuju na pojac¢anu aktivnost kostne
srzi.

Zakljucak / Conclusion

Rezultati citogenetiCke analize ukazuju da u uslovima postavljenog
eksperimenta nisu nastale strukturne promene na hromozomima pacova tretira-
nih toluenom, odnosno ne javljaju se oSte¢enja na osnovu kojih bi moglo nedvos-
misleno da se zakljuéi da je toluen iskazao genotoksi¢na svojstva. Utvrdeno
znacajno povecanje mitotske aktivnosti i povec¢anje broja poliploidnih ¢elija kost-
ne srzi tretiranih pacova ne moze sa sigurnos$¢u da se pripiSe potencijalnom
kancerogenom efektu, i najverovatnije je povezano sa ranije pokazanim poveéan-
jem celularnosti kostne srzi i pove¢anom proizvodnjom leukocita.

U zaklju¢ku moZze da se kaze da je u slu¢aju eksperimentalnog mod-
ela kratkotrajne intraperitonealne aplikacije toluena, kakva je koriS¢ena u ovom
radu, uo€eno povecéanje mitotske aktivnosti i poliploidije ne predstavlja gubitak
kontrole, ve¢ je posledica joS uvek kontrolisane reakcije nastale kao odbrambeni
odgovor ¢itavog organizma na prisustvo toluena.
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ENGLISH

CYTOGENETIC ANALYSIS OF BONE MARROW CELLS OF RATS TREATED WITH
TOLUENE

Svetlana Fister, S. Jovi¢, Jelka Stevanovi¢, Milica Kovacevic¢-Filipovi¢

The paper presents the results of investigations of the effect of toluene on
bone marrow cells of female Wistar rats treated intraperitoneally with toluene for 8 or 11
days, in doses of 0.602 ng/200 g body mass. Cytogenetic analyses were performed on the
metaphase figure of chromosomes in order to determine the frequency of structural aberra-
tions — breaks and gaps. The values of the mitotic index and number of poliploid cells were
determined. No significant increase was determined in the frequency of breaks and gaps in
chromosomes of treated animals in comparison with the controls, which means that, under
the experimental conditions, toluene did not exhibit a definite genotoxic effect. However, it
has been determined that there was a significant increase in the value of the mitotic index,
as well as a significant increase in the number of poliploid cells in both groups of treated
rats in comparison with controls.

Key words: Toluene, genotoxicity, chromosomal aberrations, breaks and gaps, poliploid
cells

PYCCKUA

LMTOrEHETUYECKUN AHATIN3 KNIETOK KOCTHOIO MO3IA KPbIC, IEYEHHbIX
TOJIYEHOM

CsetnaHa ®uwrep, C. I7I03uq, Enka CteBaHoBu4Y, Munuua KosavyeBuy-dununosuy
B aTomn paboTe BbiHECEHbI pe3ybTaTbl UCTbITbIBaHWSA 3hdheKkTa TonyeHa Ha
KITETKN KOCTHOro mo3ara camok Wistar KpbIiC, KOTOpPbIM BHYTPUMNEPUTOHEANIbHO AaBaH

TonyeH B TedeHue 8 n 11 gHen, B Ao3e ot 0.602 ur / 200 r maccbl Tena. LiutoreHeTnyecku
aHanusMpoBaHbl MeTadasoBble hUrypbl XPOMOCOM, HTOObI yTBEPAMUIACh YacToTa CTPyK-

317



Vet. glasnik 58 (3 - 4) 311 - 318 (2004) Svetlana Fister i sar.: Citogeneti¢ka analiza ¢elija
kostne srzi pacova tretiranih toluenom

TYypHbIX abeppaunii-pa3pbiBor M ranoB. YTBepXAeHbl CTOMMOCTU MUTOTUYECKOrO WH-
JeKca M 41cna nonunionaHbIX KneTok. He ycTaHOBNEHO 3HauuTesnbHOe yBenmyeHue
HacCTOTbl pa3pbiBOB U ranoB Ha XpoMoOcCOMaXx, Jie4eHHbIX eaANHUYHbIX )XWUBOTHbIX B OT-
HOLLEeHUN KOHTpOJ‘IeVI, YTO 3HAYUT, YTO B YCJTIOBUAX 3TOrIo IKCNnepmnMeHTa TojlyeH He noka-
3a1 HECCOMHEHHbIV FeHOTOKCUYeCcKnn achpekT. Mexay Tem, yCTaHOBIEHO 3HAYUTENb-
Hoe yBeSInYeHne CTOMMOCTU MUTOTUYECKOTO MHAEKCA, CITOBHO U 3HAYUTENBHO yBEnunye-
HMe Yncna NonMnIoUAHbIX KNeTOK B 06enx rpynnax, Ie4eHHbIX KpbIC B OTHOLLIEHUM KOH-
Tponein.

KnioueBble croBa: ToJlyeH, reHOTOKCUYHOCTb, XPOMOCOMHbIe abeppauuu, paspbiBbl 1
ranbl, NOSUNOUAHbIE KIETKU
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