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TEN GELEIDE

In het kader van een door het Directoraat-Generaal van de Arbeid gesubsi-
dieerd onderzoeksprogramma "Ontwikkeling van methoden voor het vaststellen
van mogelijke blootstelling aan mutagene en carcinogene stoffen in @e in-
dustrie™ is door het Medisch Biclogisch Laboratorium TNO (MBL) een litera-
tuurstudie opgesteld. Deze literatuurstudie biedt een overzicht van metho-
den, die nu reeds voorhan&en of in ontwikkeling zijn, om mogelijke bloot~
stelling aan DNA beschadigende stoffen bij werknemers op te kunnen sporen.
De studie illustreert dat veel van deze methoden zich in het experimentele
stadium bevinden en als zodanig nog niet geschikt zijn om binmen de
bedrijfsgezondheidszorg te worden téegepast. Verder blijkt uit deze studie
dat een schatting van het risico bij geconstateerde blootstelling voorals-
nog niet mogelijk is.

Het lopende onderzoeksprogramma, waarin het MBL en het Farmacologisch Labo-
ratorium van de Katholieke Universiteit Nijmegen participeren, zal, mede op
basis van de resultaten van deze literatuurstudie, er toe kunnen bijdragen,
dat er in deze lacunes wordt voorzien. Naar gehoopt wordt zuilen deze on-
derzoeken er toe bijdragen dat praktisch toepasbare methoden voor de ge-
zondheidsbewaking van werknemers in het kader van de bedrijfsgezondheids-
zorg beschikbaar komen.

Bij deze publikatie wordt opgemerkt dat - voor zover van toepassing - de

weergegeven meningen voor verantwoordelijkheid van de auteurs komen.
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1. INLEIDING

Ten behoeve van de gezondheidskundige begeleiding van werknemers is het
wenselijk om in bedrijven te kunnen vaststellen of er expositie aan geno-
toxische carcinogenen bestaat en, zo ja, of dit een risico is voor het ont-
staan van beroepskanker en hoe groot het risico is. Minstens even belang-
”rijk is het te kunnen vaststellen of er voor de werknemers een risico be-
staat op het ontstaan van erfelijke schade die wordt overgedragen op de

nakomelingen.

Helaas zijn geen methoden beschikbaar om erfelijke risico's bij mensen rou-
tinematig te bepalen. Zelfs bij het best onderzochte genotoxische agens,
ioniserende straling, heeft men een dergelijk risico niet kumnen aantonen:
na intensief en langdurig onderzoek bij de nakomelingen van de slachtoffers
van Nagasaki en Hiroshima heeft men (nog) geen erfelijke schade, veroor-
zaakt door de straling van de atoombom, kunnen vaststellen (Schull et al.,
1981; Bora et al., 1982). De wetenschappelijke mogelijkheden voor het vast-
stellen van expositie aan genotoxische carcinogenen zijn gelukkig verder
ontwikkeld en dit overzicht zal zich dan ook (moeten) beperken tot een be-
spreking van de methodes om expositie aan genotoxische carcinogenen aan te

tonen.

1.2 Theoretische achtergrond

Epidemiologische en experimentele gegevens duiden er op dat kankervorming
een multicausaal proces is waarbij velerlei factoren een rol spelen, waar-
onder ook erfelijke.

Bij het ontstaan van kanker zijn verscheidene fasen experimenteel - en
gedeeltelijk klinisch - te onderscheiden. In de eerste fase - initiatie
genoemd - verandert de normale cel op zodanige wijze dat de cel in principe
in staat is tot een kankercel uit te groeien. Hoewel het initiatieproces in
alle onderzochte gevallen irreversibel 1s gebleken, zal een geinitieerde
cel zich niet altijd gaan vermeerderen of zelfs maar blijven bestaan. Er
wordt veelal aangenomen dat het essenti&le proces in de initiatiefase een
mutatie is die plaats vindt in een somatische cel (d.i. alle lichaamscellen
behalve de geslachtscellen). Onder mutatie wordt verstaan een blijvende
verandering in het genetische materiaal van de cel. (Als de mutatie in een

geslachtscel plaats vindt, kan een erfelijke afwijking ontstaan.)
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Individuele geinitieerde cellen kunnen niet uitgroeien tot een tumor zonder
promotie en progressie. Deze begrippen komen voort uit het experimentele
kankeronderzoek met dieren. Daarbij kan men goed gedefinieerde proefomstan-
digheden gebruiken en onder die condities kunnen promotie en progressie
duidelijk onderscheiden worden (in operationele zin) zonder dat de proces- -
sen die er aan ten grondslag liggen daardoor gedefinieerd of begrepen

worden.

In de medische praktijksituaties en ook in epidemiologisch onderzoek, zul-
len hoogstwaarschijnlijk soortgelijke processen een rol van betekenis spe-
len, maar daar zijn promotie en progressie, in de betekenis die hieraan in
het experimentele kankegouderzoek wordt toegekend, niet als zodanig te on-
derscheiden. Toch worden ook daar deze begrippen gehanteerd, zij het uiter-
aard met een vagere betekenis. Dit kan moeilijk anders omdat aan de gespe-
cificeerde condities van het dierexperiment bij de mens niet voldaan kan
worden. Bovendien hebben de resultaten van het experimentele onderzoek
veelal geen algemene geldigheid (worden bijv. slechts bij één species ge-

vonden). In de regel is extrapolatie naar de mens niet mogelijk.

Uit epidemiologische gegevens 1s bekend dat er ook bij de mens factoren
zijn die het verloop van de kankervorming beInvloeden. Hierbij kan sprake
zijn van een bevordering van het kankerproces dan wel van een belemmering.
Stoffen met de eerste werking worden promotoren gencemd, de belemmerende
stoffen noemt men inhibitoren, maar deze benamingen hebben in dit geval een
weinig strikte betekenis. Soortgelijke effecten zijn ook bij dieren waarge-
nomen (in meer algemene proeven, niet die waarbij promotie en progressie
per se worden bestudeerd). Gebleken is dat deze promotoren en inhibitoren
in verschillende perioden van de carcinogenese werkzaam zijn en op ver-
schillende processén inwerken; processen, die door de woorden promotie en
progressie waarschijnlijk onvolledig en vaag worden weergegeven. Bij de
weinige stoffen die op beilde eigenschappen werden onderzocht (nl. "buty-
lated hydroxy toluene" (BHT) en fenobarbital) bleek dat promotie en inhi-
bitie eigenschappen van dezelfde stof kunnen zijn, afhankelijk wvan het
experimentele protocol. In promotie en progressie kunnen erfelijke factoren

een rol spelen.

Recent werd ontdekt dat in het erfelijke materiaal van mens en dier bepaal-
de genen aanwezig zijn, de zg. onco-genen, die een voorname rol vervullen

in het proces van kankervorming. Het verdere onderzoek hiervan zal zeker
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belangrijke veranderingen teweegbrengen in onze inzichten in het kanker-
proces. Deze veranderingen behoeven geenszins te betekenen dat de tegen-
woordige opvatting zoals die hierboven is weergegeven, geheel of gedeelte-
1ijk foutief is. Het kan zeer wel alleen de uiteindelijke precisering en
detaillering van de tegenwoordige opvatting betekenen. De nu explosief ver-
lopende studie van onco-genen zal echter zeker vele tot nu toe vage begrip-
pen omzetten in wetenschappelijk bewezen zekerheden: of deze zekerheden de
tegenwoordige opvatting zullen bevestigen of fundamenteel veranderen is nu

nog niet te voorspellen.

De tegenwoordige opvattingen over carcinogenese zijn uitgebreider beschre-
ven door de "International Commission for Protection against Environmental
Mutagens and Carcinogens" - ICPEMC Task Group 5 on the differentiation
between genotoxic and non-genotoxic carcinogens (1984). Een aantal factoren
en processen die in de carcinogenese van belang zijn, is in hun samenhang

globaal weergegeven in schema 1.
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Schema 1 In dit schema is een aantal factoren en processen die in de car-

cinogenese van belang zijn in hun samenhang globaal weergegeven.

Carcinogeen, —» opname —»-metabolisme -« = = = = = = = = - - > excretie
procarcinogeen,
expositie

Metabolisme tot - - reactie met - > excretie,.
electrofiele o.a. glutathion o.a. als
metaboliet thioether

Reactie met DNA*)

reactieproduct - - reparatie - - »normale

cel
Initiati

Abortus, Gemuteerde

geen con— geslachtscel geinitieerde

ceptie somatische cel

Promotie = = - - - inhibitie - - ->geen gevol-

gen

Erfelijke Tumorcellen in situ

afwijkingen

Progressie - - — - inhibitie - - »- geen gevol-
gen

Klinisch waarneembare
tumor

Activeringsreacties zijn in doorgaande lijnen aangegeven, deactiverings-—

reacties in stippellijnen

%) DNA is het esseantiéle bestanddeel van de erfmassa (de chromosomen),
waarin de erfelijke informatie van een cel 1ligt opgeslagen; het reactie-
product dat ontstaat zal veelal een adduct met DNA zijn en zal daarom in

dit manuscript vaak met DNA-adduct worden aangeduid.
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Hierbij moet het volgende worden opgemerkt:

a Dit schema omvat alleen zgn. genotoxische carcinogenen, d.w.z. carci-
nogenen waarbij de oorspronkelijke cel-lesie wordt verondersteld een muta-
tie (= permanente verandering in de erfmassa) te zijn; dit proces wordt
initiatie genoemd.

b Sommige carcinogenen hebben een ander werkingsmechanisme, dat niet past
in dit schema (asbest en benzeen zijn voorbeelden).

¢ Het is niet a priori uitgesloten dat er DNA-beschadigende stoffen be-
staan die tot het ontstaan van kanker bijdragen, niet doordat ze initiatie
teweegbrengen maar doordat ze in een andere fase in het proces ingrijpen.

d Het is niet bekend hoe belangrijk het initiatieproces is in vergelijking
met promotie~ en progressieprocessen: het is mogelijk dat de achtergrond
van reeds aanwezige initiatie (door voeding etc.) zo hoog is dat promotie
en progressie limiterend zijn voor het optreden van tumoren en niet initia-
tie. Het 1s waarschijnlijk dat de limiterende processen van stof tot stof
variéren.

e Hierboven beschreven processen van reparatie, metabolisme en inhibitie
hebben een beperkte capaciteit. Daarom is het mogelijk dat bijv. reparatie
processen effectief zijn bij relatief geringe exposities maar weinig effect
sorteren bij zeer sterke blootstellingen zoals die, zeker in het verleden,
in de chemische industrie voorkwamen (bijv. in de vroegere polyvinylchlori-
de (PVC) industrie en in de vroegere, nu verboden productie van aromatische

aminen zoals B-naftylamine en 4-aminodifenyl in de VS en Engeland).

Ongeveer 25Z van de tegenwoordige mortaliteit in Nederland wordt door kan-
ker veroorzaakt, waarvan waarschijnlijk slechts een gering deel kan worden
toegeschreven aan beroepsmatige blootstelling. Bij die hoge achtergrond is
het meestal een moeilijk vraagstuk om het door bepaalde chemische expositie
veroorzaakte risico kwalitatief aan te tonen en daarna kwantitatief -te be-
palen.

Voor sommigé beroepsgebonden kanker-risico's is dit toch mogelijk gebleken,
zoals twee voorbeelden kunnen illustreren. Het meest overtuigende bewijs
voor de carcinogeniteit van g-naftylamine bij de mens is dat in een engels
bedrijf alle 18 distillateurs van deze stof blaaskanker kregen waaraan al-
len overleden behalve &&n, die na de diagnose van blaaskanker bij een
auto-ongeluk omkwam (Doll, 1977). In de PVC industrie was het mogelijk om
de carcinogeniteit van het vinylchloridemonomeer (VCM) aan te tonen doordat

hierdoor een uiterst zeldzame tumor, een angiosarcoom, bleek te worden ge-
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induceerd (dezelfde tumor kan overigens ook door overmatige blootstelling
aan arseen en thorotrast worden geinduceerd) (Dalderup et al., 1976).

Veel moeilijker is het om kleine verhogingen in frekwentie voor een meer
algemeen voorkomende tumor aan te tonen. Dit is dan ook voornamelijk gelukt
in landen met een goedwerkende Kanker Registratie zoals Engeland en Dene-
marken. In Engeland zijn bijv. tot nu toe de beste epidemiologische gege-—
vens over het mogelijke totale kankerrisico van VCM verkregen (Fox en Col-
lier, 1977) en over de longkankerinductie bij werkers in de (toenmalige)
gasindustrie (Doll et al., 1972). In Nederland ontbreekt een Kanker Regis—
tratie en het is dan ook moeilijk om hier langs epidemiologische weg be-
roepsgebonden kanker aan te tonen. Bij ons weten is alleen asbest in Neder-
land geheel overtuigend en quantitatief aangetoond als een kankerrisico.
Bovendien is het v&drkomen van beroepsgebonden blaaskanker zeer waarschijn-
11jk gemaakt door een ingenieus onderzoek van Fokkens (1982), terwijl de
reeds bekende hogere incidentie van adenocarcinoom van de neusholte bij
arbeiders in de meubelindustrie (Acheson et al., 1970), ook in Nederland
werd bevestigd in een klein onderzoek van Delemarre en Theman (1971). Ande-
re, (wetenschappelijk) minder overtuigende gegevens werden gepubliceerd
over longkanker in de chromaat-pigmenten industrie (Frentzel-Beyne, 1983)
en over mogelijke effecten van industri&le expositie aan aflatoxine (Hayes
et al., 1984). Deze resultaten betekenen niet dat in Nederland geen andere
beroepsgebonden kankerrisico's voorkomen, maar uitsluitend dat dergelijke
risico's in afwezigheid van Kanker Registratie moeilijk te bewijzen zijn
(en dat daarom een inderdaad bestaand risico toch wetenschappelijk niet
aantoonbaar kan 2zijn). Anderzijds mag evenmin worden geconcludeerd dat in
andere landen aangetoonde risico's noodzakelijkerwijs ook onder Nederlandse
omstandigheden voorkomen (bijv. PVC rapport Ned. Industrieén).

Hoewel vaak ongevoelig in vergelijking met bepaalde experimentele methoden,
is de epidemiologie toch van het grootste belang, aangezien de meeste kan-
kergevaren voor de mens langs epidemiologische weg ontdekt worden, of defi-
nitief worden aangetoond (zoals roken, bepaalde voedingsgewoonten, de er-
kende beroepscarcinogenen). '

Waar de epidemiologische benadering (nog) niet mogelijk is, zal men langs
andere weg moeten proberen aan gegevens te komen over de eventuele bloot-
stelling aan carcinogenen eﬂ de daaraan mogelijk verbonden risico's. Een
belangrijk punt is hierbij het bepalen welke stoffen als carcinogeen moeten
worden aangemerkt. Van slechts zeer weinig verbindingen staat vast dat zi]
bij de mens kanker kunnen verwekken, en beroepsmatige blootstelling aan

deze stoffen is reeds zeer ver teruggedrongen. Het zal dus voornamelijk
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gaan om verbindingen waarvan op bepaalde gronden moet worden gevreesd dat
zi] humane carcinogenen zouden kunnen zijn. Deze vrees kan gebaseerd zijn
op diverse soorten gegevens, zoals effecten die zijn gevonden in proefdie-
ren of sterke (chemische) verwantschap met bekende carcinogenen, etc. Als
is vastgesteld om welke stoffen het gaat, is het eerste en voorlopig be-
langrijkste hulpmiddel om de mate van blootstelling te bepalen, het meten
van de aanwezigheid van de betreffende verbindingen in de atmosfeer op de
werkplek, de zg. omgevings monitoring, al dan niet in de vorm van "peisonal
sampling"”. Verder zal in situaties waar mogelijk blootstelling plaats vindt
of wellicht heeft plaatsgevonden, belangrijke informatie over deze bloot-
stelling, en over de effecten die daar direct het gevolg van zijn, kunnen
worden verkregen wanneer betrouwbare methoden van biologische monitoring

kunnen worden toegepast.

Biologische monitoring heeft duidelijke voordelen boven het meten van omge-
‘vingsconcentraties, omdat hiermee de effectieve "interne" blootstelling
" wordt bepaald, d.w.z. dat bij de persoon in kwestie zelf wordt vastgesteld
hoeveel deze heeft binnengekregen. Bij biologische monitoring worden indi-
viduele verschillen in opnamesnelheid en in het vermogen tot het vasthouden
van de stof verdisconteerd, wordt rekening gehouden met eventueel intensie-
ver ademen bij zwaardere lichamelijke inspanning of met persoonlijke ver-
schillen in het nemen van voorzorgsmaatregelen, en wordt opname langs ande-
re weg dan de ademhaling mee bepaald. In het algemeen kan worden gesteld
dat biologische monitoring, mits zorgvuldig voorbereid en doelgericht uit-
gevoerd, in principe in staat moet worden geacht om in de soort situaties
die hier worden beoogd, tot een voorlopige identificatie te leiden van
. groepen werknemers die effectief aan (genotoxische) carcinogenen zijn
blootgesteld.

Er zijn nu methoden in ontwikkeling die in principe een onderscheid kunnen
maken tussen bedrijfsgebonden expositie aan specifieke chemicali&n en de
"normale" expositie van de bevolking aan carcinogene invloceden van sigaret-
ten, dagelijkse voeding, levensstijl etc. Na calibratie zijn sommige van
deze in ontwikkeling zijnde methodieken mogelijk ook geschikt om in de toe-~
komst het risico voor beroepskanker voor bepaalde verbindingen kwantitatief
te bepalen.
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De resultaten die met de verschillende technieken voor biologische monito-
ring worden verkregen, kunnen worden gebruikt zoals weergegeven in het vol-

gende schema:

gegevens van

biologische monitoring

(a) (b)

expositie ~€—— (¢c) ——> gezondheidseffecten (tumoren)

In de klassieke vorm van biologische monitoring wordt de expositie aan een
bepaalde chemische stof gemeten door chemische analyse van deze verbinding
- of een metaboliet daarvan - in bloed, urine, uitademingslucht etc. Bij
een ruimere opvatting van het begrip biologische monitoring (vide infra)
kan de blootstelling ook bepaald worden op grond van bepaalde effecten die
daarvan het gevolg zijn (bijv. het ontstaan van chromosomale abnormalitei-
ten). Bij beide vormen van monitoring geldt dat na calibratie van de metho-
de, d.w.z. wanneer relatie (a) kwantitatief bekend is, ook de mate van
expositie bepaald kan worden. Indien relatie (c) bekend is kan vervolgens
een indruk worden verkregen van het met de expositie gepaard gaande risico.
Ook als relatie (a) niet bekend is maar de chemische stof is bekend als een
carcinogeen of wordt ervan verdacht dat te zijn, kan biologische monitoring
nog altijd nuttig zijn om vast te stellen of blootstelling heeft plaats-
gevonden, en vervolgens om de efficiéntie van industri&le hygi&nische maat-
regelen te bepalen, mits bekend is dat de meetresultaten min of meer even-
redig met de mate van expositie variéren. In geval de relatie tussen biolo-
gische monitoring gegevens en ziekte (tumoren)(b) kwantitatief bekend zou
zijn, zouden de gegevens direct gebruikt kunnen worden om het risico voor

het ontstaan van tumoren vast te stellen.

Het moet benadrukt worden dat voor alle technieken van biologische monito-
ring geldt dat ze pas interpreteerbaar zijn indien ze gecalibreerd zijm.
Deze calibratie 1s niet zozeer afhankelijk van de techniek maar van. gege-
vens die op andere wijze, onafhankelijk verkregen zijn. Zo zijn loodbepa-
lingen in bloed uiterst informatief voor het bepalen van een gezondheids-
risico, niet per se maar omdat Kehoe vastgesteld had dat beneden bepaalde
concentraties geen loodvergiftiging optrad.
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Biologische monitoring methoden voor genotoxische stoffen kumnen in twee
groepen worden verdeeld, nl. methoden die niet-stofgebonden zijn maar een
algemeen effect meten dat door veel chemische stoffen veroorzaakt kan wor-
den, en methoden die stofgebonden zijn, d.w.z. uitsluitend de blootstelling
aan &&n gedefinieerde chemische stof meten. Beide methoden hebben hun eigen
v66r- en nddelen: in een onbekende werksituatie kunnen niet-stofgebonden
methoden in het algemeen toegepast worden om een eerste indruk te krijgen
over mogelijke expositie aan genotoxische stoffen. Omdat een groot aantal
factoren buiten de werksituatie ook meespelen, zoals roken, alcohol, leef-
tijd, virusinfecties, voedingsgewoonten etc. is het echter moeilijk onder-
scheid te maken tussen beroeps—expositie en effecten die het gevolg zijn
van de algemene leef-situatie.

Stofgebonden . methodieken maken een onderscheid mogelijk tussen bercepsge-
bonden expositie en de andere factoren. Deze methoden moeten echter voor
iedere stof afzonderlijk ontwikkeld worden en meten uitsluitend de exposi-
tie aan &&n bepaalde stof waarbij alle andere, ook beroepsmatige exposi-
ties, buiten beschouwing blijven. Dit soort methodieken geeft echter de
beste vooruitzichten om in de toekomst tot een echte risico-evaluatie te
kunnen komen.

Dit rapport zal voornamelijk de methodieken bespreken die gebaseerd zijn op
het meten van effecten van blootstelling. Het gaat hierbij om methoden die
nu beschikbaar zijn om te verifiéren of er expositie bestaat aan genotoxi-
sche stoffen, alsmede om nieuwere methodieken die nog in verschillende fa-
sen van ontwikkeling verkeren. Enige daarvan wettigen de hoop dat ze niet
alleen geschikt zullen blijken voor het vaststellen van (de mate van)
blootstelling, maar in de toekomst wellicht ook een directe aanwijzing zul-
len kunnen geven omtrent het met die blootstelling gemoeid zijnde risico op
beroepskanker. Wil men op basis van deze nieuwere technieken tot een risi-
co-evaluatie komen, dan .zal calibratie nodig zijn. Deze zal moeten berusten
op epidemiologische gegevens, die momenteel schaars zijn. Aangezien de be-
roepspopulaties in Nederland vaak te klein zijn om een kankerrisico te kun-—
nen aantonen, zullen deze gegevens in het algemeen uit het buitenland moe-
ten komen, of in samenwerking met andere landen moeten worden verkregen.
Bij het ontwikkelen, aanpassen en/of toepassen van de hier te beschrijven
technieken zal met vrucht gebruik kunnen worden gemaakt van de resultaten
van de meer traditionele aanpak, d.w.z. van het chemisch-analytische onder-
zoek naar de aanwezigheid van de stof in het lichaam. Vooral de toxicokine-
tische gegevens en de kennis over het metabolisme van de stof kunmnen van

essentieel belang zijn voor een goede benadering van de biologische monito-
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ring op grond van effecten, of van de juiste interpretatie van de resulta-
ten daarvan. In dit opzicht kunnen de verschillende technieken elkaar soms
ultstekend aanvullen.

Een uitgebreider beschrijving van de huidige opvattingen over carcinogenese
in relatie tot biomonitoring technieken is te vinden bij Weinstein en Pere-
ra (1982). Een meer recent overzicht is te vinden bij Garner (1985).

2. DEFINITIES
Biologische monitoring (ook wel biomonitoring genoemd)

Biologische monitoring werd door Zielhuis (1977) gedefinieerd als het meten
van persoonlijke blootstelling door (chemische) analyse van een biologisch
monster. Zielhuis maakte daarbij een scherp onderscheid tussen biologische
monitoring en het meten van gezondheidseffecten zoals een verlaging van het

leukocytengehalte van het bloed of het screenen voor blaaskanker.

Dit onderscheid zal niet gevolgd worden in het nu volgende overzicht, omdat
op het gebied van biologische monitoring voor mutagenen en carcinogenen
diverse biologische effecten van blootstelling voorkomen welke bruikbaar
zijn voor monitoring, maar die niet zonder meer tot gezondheidseffecten
gerekend mogen worden. Zo kan men zich afvragen of het terecht is een ver-
hoging van het aantal chromosoom-aberraties als een "gezondheidseffect” te
beschouwen: weliswaar geeft een sterke verhoging ongetwijfeld reden tot
verder onderzoek, maar een direct verband tussen het feit dat het aantal
aberraties sterk verhoogd is en de tegenwoordige of toekomstige gezond-
heidstoestand is niet bekend. Nog problematischer wordt het of van een ge-
zondheidseffect gesproken kan worden indien er alleen sprake is van een
gering, zij het statistisch significant verschil tussen controles en even-

tueel blootgestelde groepen personen.

Het ruimere gebruik dat hier van het begrip biologische monitoring wordt
gemaakt, wordt ook door anderen gehanteerd, bijvoorbeeld door Lauwerijs
(1983) en door Lohman, Lauwerijs en Sorsa (1983) in hun samenvatting van
het recente symposium over monitoring in Helsinki.

Om practische redenen rekenen wij daarom onder biologische monitoring alle
methodieken die een biologisch monster analyseren op het voorkomen van

vreemde stoffen of van effecten die daarvan het gevolg zijn. Wij zullen
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effecten pas dan "gezondheidseffecten" noemen als er een bekend, oorzake-
1i1jk verband is tussen het gemeten effect en de gezondheid of de mate van

risico van de werknemer die het monster verschafte.

Mutageen

Een mutageen is een agens dat een posiéieve reactie veroorzaakt in &é&n of
meer valide mutageniteits-test-systemen (zie ook: ICPEMC Committee 1, 1983;
ICPEMC Committee 2, 1982).

Geslachtscel Mutageen

Een geslachtscel mutageen is een agens dat bij zoogdieren of mensen muta-
ties induceert in de geslachtscellen, met als mogelijk gevolg schade aan

het nageslacht.

Carcinogeen

Een carcinogeen is een agens dat het aantal goedaardige of maligne tumoren
in een populatie van mensen of dieren verhoogt. (ICPEMC Task Group 5,
1984).

Genotoxisch Carcinogeen

Een genotoxisch carcinogeen is een carcinogeen dat een positief resultaat

geeft in mutageniteits-test-systemen (ICPEMC Task Group 5, 1984).

Niet-Genotoxisch (of Epigenetisch) Carcinogeen

Dit 18 een carcinogeen dat overwegend of geheel negatief reageert in test-
systemen voor mutageniteit (ICPEMC Task Group 5, 1984) N.B. Ofschoon "over-
wegend negatief™ wetenschappelijk niet eenduidig gedefinieerd kan worden,
is de definitie "geheel negatief" te beperkt. Daarbij zouden er namelijk,
als gevolg van soms tegenstrijdige resultaten, géén vertegenwoordigers van
deze klasse meer overblijven bij verbindingen die vaak onderzocht zijn in
verschillende laboratoria (de Serres and Ashby, 1981).
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Clastogeen

Een clastogeen 1s een agens (een chemische stof, electromagnetische stra-

ling, virussen, etc.) dat chromosoom-aberraties veroorzaakt.
Risico

In deze bespreking zal het woord "risico" gebruikt worden in die situaties
waar de frequentie gemeten kan worden. In deze zin is het risico van auto-
rijden bijv. te baseren op het aantal verkeersdoden per 1.000.000 km. De
begrippen "kans op een gevaar" of "mogelijkheid van een risico" zullen als

zodanig weergegeven worden.

De bovengenoemde definities van carcinogenen en mutagenen zijn zgn. opera-
tionele definities, d.w.z. ze specificeren alleen het resultaat van testen.
Deze definities hebben het voordeel dat ze alle resultaten insluiten van
epidemiologische of experimentele studies. De definities omvatten de vast-
gestelde risico's, maar ook alle gegevens die alleen in meerdere of minde;e
mate verdenking opleveren dat risico's zouden kunnen bestaan. Dit betekent
dat alles wat "in de wandel" carcinogeen of mutageen genoemd wordt, onder
de definitie valt, Dit houdt echter ook in dat deze definities op zichzelf
geen enkele conclusie toelaten over de vraag of er ook werkelijk een risico
bestaat voor proefdieren of de mens.

Voor carcinogenen zijn ook andere definities verdedigbaar, bijv. de zeer
strenge definitie van de Gezondheidsraad (1978) of de definities gehanteerd
door het International Agency for Research on Cancer (IARC) in Lyon (IARC
Internal Technical Report No. 83.001). Dit is mogelijk voor carcinogenen
doordat chemische carcinogenese bij de mens voor enkele verbindingen of
mengsels aangetoond is. Verder kunnen de resultaten van experimentele gege-
vens zeer ruwweg verdeeld worden in "verontrustend" (in grotere of mindere
mate) en hooguit "indicatief voor een mogelijk risico voor de mens". Boven-
dien heeft men de beschikking over een redelijke hoeveelheid gegevens uit
dierexperimenten en is het soms mogelijk om bij de mens verkregen epidemio-
logische gegevens daarmee te vergelijken.

Voor mutagenen is een scherpere definitie feitelijk niet mogelijk. Welis-
waar is de mutagene activiteit op het nageslacht van enkele verbindingen in
muizen bewezen, maar de hiervoor benodigde test (de zgn. Specific Locus
Test) 1s tijdrovend, duur en kan slechts in enkele, speciaal daarvoor inge-

richte, laboratoria uitgevoerd worden. Verder geeft deze test tot nu toe
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resultaten die sterk afwijken van de resultaten van kortdurende mutageni-
teitstesten (Russell, 1981) hetgeen de interpretatie niet eenvoudiger
maakt. We moeten aannemen dat chemische mutagenese bij de mens voorkomt,
maar mutagene effecten op het nageslacht konden tot nu toe voor geen enkele
chemische stof worden aangetoond. Zelfs voor ioniserende straling is muta-
genese bij de mens niet aangetoond voor de 70.000 nakomelingen van de
slachtoffers van Hiroshima en Nagasaki (Schull en Neel, 1980). Vergelijking
met het dierexperiment is dus niet mogelijk. In deze situatie zal niet snel
verandering komen, vooral niet omdat er geen betrouwbare registratie van
erfelijke afwijkingen bestaat (ICPEMC Committee 5, 1983).

Voor mutagenese 1s er dus geen betere definitie mogelijk *). Maar ook voor
carcinogenese werd gekozen voor een brede — en daardoor te ruime - defini-
tie, omdat deze notitie primair gericht is op praktijksituaties, d.w.z. op
mogelijke of echte bedrijfstoxicologische risico's, en niet zozeer op nauw
omschreven categorie&n van kanker. Verdere inperking van het aantal stoffen
waarvoor monitoring gewenst is, of van situaties waarin monitoring dient te
geschieden, kan gebeuren op grond van andere criteria, praktische of weten-
schappelijke, Door deze keuze voor een ruime definitie wordt voorkomen dat
nu of later bepaalde stoffen, situaties of technieken -~ wellicht ten on-

rechte - buiten beschouwing moeten worden gelaten.

3. VRAAGSTELLING VOOR BIOMONITORING

Biologische monitoring kan worden gebruikt om aan te tonen dat in een goed
gedefinieerde werksituatie met bekende risico's in feite veilig gewerkt
wordt. Er moeten dan hoge eisen worden gesteld aan de gevoeligheid en spe-
cificiteit van de toegepaste techniek. In de meeste gevallen, waar preciese
gegevens over gebruikte chemicali&n, over expositie en over de relatie tot
een gezondheidsrisico ontbreken, kan op de vraag of veilig gewerkt wordt
door de tegenwoordige wetenschap geen absoluut antwoord gegeven worden.
Deze onmogelijkheid wordt nog versterkt door de waarschijnlijkheid dat in
de gehele bevolking de meeste gevallen van kanker worden bepaald door de
levensstijl, b.v. door roken, drinken.en voedingsgewoonten (Doll and Peto,
1981; Weisburger, 1979; Higginson and Muir, 1979).

*) Wetenschappelijk is dit wel mogelijk, bijvoorbeeld door een mutageen

te definieren als een agens dat een permanente verandering in DNA van de
geslachtscellen teweegbrengt. Een dergelijke correcte definitie zou echter
tot de conclusie kunnen voeren dat er géén menselijke mutagenen zijn, het-
geen niet ommogelilk is maar wel uiterst onwaarschijnlijk.
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Deze laatste opmerking is in zijn algemeenheid juist voor de bevolking als
geheel, maar hoeft niet te gelden voor ieder afzonderlijk bedrijf waar zo-
danige omstandigheden denkbaar zijn (en in het verleden incidenteel ook
aangetoond zijn) dat voor de werkers in dat bedrijf het gevaar van beroeps—

kanker het algemene kankerrisico verre overtreft.

Men kan echter een andere vraag‘stellen, nl. zijn er methoden waarmee kan
worden aangetoond dat ergens een duidelijke beroepsgebonden expositie aan
genotoxische stoffen voorkomt Op deze vraag kan soms een antwoord gegeven
worden door biologische monitoring technieken. Biologische monitoring wordt
dan voorlopig gebruikt, niet om een definitieve grens tussen-veilig en on-
veilig vast te stellen, maar om een overzicht te krijgen van de voornaamste
plaatsen van interne blootstelling van werknemers aan genotoxische stoffen
in de industrie. Het is deze laatste vraagstelling die in het nu volgende

overzicht voornamelijk behandeld zal worden.

4. BESTAANDE METHODIEKEN VOOR BIOLOGISCHE MONITORING

4.1. Niet-gtofgebonden biologische monitoring

4.1.1 Onderzoek van chromosoom-aberraties in lymfocyten

Zonder twijfel ifs de meeste ervaring opgedaan en zijn de meeste resultaten
verkregen met de analyse van chromosoom-aberraties (Natarajan and Obe,
1980; Evans, 1983). Deze methode is reeds enige decennia geleden toegepast
op mensen die aan ioniserende straling waren blootgesteld. Het bleek dat de
overlevende slachtoffers van Hiroshima en Nagasaki zelfs jaren nadien nog
zeer veel meer chromosoom-aberraties in hun bloedlymfocyten hadden dan con-
trolepersonen, Voor ioniserende straling werd de techniek zover uitgewerkt
dat het nu een methode i1s (in feite de enige) om bij mensen die accidenteel
aan deze straling zijn blootgesteld, de mate van blootstelling te bepalen
(Lloyd et al., 1975). Deze ontwikkeling was mogelijk omdat de effecten van
ioniserende stralen in vitro gelijk zijn aan de in vivo effecten. Daardoor
was het mogelijk om bijv. de effecten van een eenmalige dosis te vergelij-
ken met een reeks lagere doseringen die uiteindelijk dezelfde totaaldosis
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geeft, Bovendien zijn de chromosomale effecten van 1ioniserende straling -
grotendeels irreversibel. Hiervan maakten Evans et al. (1979) gebruik om
aan te tonen dat bij werknemers bij een scheepswerf voor nucleaire duikbo-
ten in Engeland die waren blootgesteld aan straling beneden de toegestane
limiet, *och over de jaren een duidelijke, dosis-afhankelijke verhoging van
het aantal chromosoom-aberraties voorkwam.

Dit zeldzame bewijs van de potentieel buitengewone gevoeligheid van de
chromosoom-aberratiemethode (er werden immers effecten gemeten bij een
blootstelling die geen waarneembaar kankerrisico met zich mee zou brengen
(Land, 1981; Cohen, 1981)) was alleen mogelijk omdat 1) irreversibele en
dus gedeeltelijk cumulatieve effecten door straling over een aantal jaren
werden gemeten, 2) deze metingen geschiedden in een van de 3 of 4 aller-
beste laboratoria ter wereld op dit gebiled (waardoor de metingen van jaar
tot jaar direct vergelijkbaar waren) en 3) een welhaast astronomisch aan-
tal bepalingen gedaan werd. Dit wetenschappelijke kunststukje betekent dus
nog niet dat de methode op dat niveau bruikbaar is voor routineonderzoek
(Evans, 1982).

Deze bevredigende toestand t.a.v. straling geldt echter niet voor de effec-

ten van chemische stoffen.

Voor chromosoom-aberraties zijn er drie belangrijke verschillen tussen ef-
fecten van chemische stoffen en die van straling:

a bijna alle industrieel belangrijke carcinogenen moeten eerst gemetabo-
liseerd worden tot de carcinogeen~-actieve metaboliet. Daarom kunnen resul-
taten in vitro in het algemeen niet met resultaten in vivo vergeleken wor-
den, en zijn aanzienlijke interspecies en interindividuele verschillen te
verwachten.

b ' in tegenstelling met ioniserende straling lijkem alle tot nu toe onder-
zochte chemische stoffen die chromosoom-aberraties induceren, een duidelijk
"no effect level"” te hebben.

¢ in tegenstelling met de effecten van ioniserende straling zijn chromo-
soom—aberraties veroorzaakt door de tot nu toe onderzochte stoffen gewoon-
113k "reversibel” (Evans, 1982; Jansen, 1983), d.w.z. dat in de tijd het
aantal afwijkingen in de lymfocyten (soms vrij snel) afneemt. Het is ondui-
delijk waaraan dit moet wordem toegeschreven.

Deze verschillen zijn belangrijk voor de opzet van experimenteel onderzoek
en voor de interpretaties van resultaten, maar sluiten de toepasbaarheid

van de methode in de praktijk niet uit.
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Voor de praktijk zijn er twee andere, maar belangrijke bezwaren:

a een groot aantal factoren beinvloedt het aantal aberraties (o.a. roken,
alcoholisme, virusinfecties, diagnostische straling en leeftijd). Hierdoor
wordt het vinden van de juiste contfolegroep een groot probleem in die ge-
vallen dat alleen kleine verschillen tussen de "blootgestelde" en de "con-
tfole"groep gevonden worden (d.w.z. verschillen kleiner dan ongeveer 4:1)
(Anderson and Legator, 1983).

b de bepaling van het aantal chromosoom-aberraties 1s z&&r arbeidsinten-
sief (een volleerde analist(e) in een goed laboratorium kan niet meer dan
ongeveer 200 analyses per jaar verrichten, waarvan dan nog ongeveer de

helft controles moeten z:’.jn) (Natarajan, 1984; Fantes et al., 1983).

Een aantal van deze problemen kan grotendeels gecompenseerd worden door
longitudinaal onderzoek te verrichten, waardoor evenwel de omvang van het
onderzoek weer toeneemt. .

Er zijn tot nu toe bij groepen werknemers duidelijke resultaten bereikt bij
blootstelling aan benzeen, ethyleenoxyde, styreen, VCM en epichloorhydrine
(Evans, 1982; discussie in: Sorsa, 1982; Sorsa, 1983). Tekenend voor de
moellijkheden van interpretatie is evenwel dat van deze 5 stoffen styreen
niet als carcinogeen beschouwd wordt terwijl de gegevens die erop wijzen
dat epichloorhydrine bij de mens clastogeen zou zijn, betwijfeld worden
door een werkgroep waarin ook de oorspronkelijke onderzoeker daarvan zit-
ting heeft (ICPEMC, 1982).

Van alle bestaande technieken heeft deze techniek desondanks de meeste in-
terpreteerbare resultaten verschaft (Natarajan and Obe, 1980; Evans, 19823
Meretoja et al., 1978). Wat betreft interpretatiemoeilijkheden van kleine
verschillen moet worden opgemerkt dat de methodiek nooit is toegepast onder
condities waar een duidelijk, statistisch groot kankerrisico bestaat. Enke-
le keren kon onderzoek worden verricht bij groepen personen met een - sta-
tistisch gesproken - in geringe mate verhoogd risico (ongeveer 1% of klei-
ner). Hierbij werden ongeveer 5-20x zoveel aberraties als normaal gevonden
of nog veel meer (d.w.z. bij werkers in de PVC-industrie kort na het bekend
worden van de carcinogeniteit van VCM (Funes-Cravioto et al., 1975), bij
overlevende slachtoffers van Hiroshima en Nagasaki (Sasaki and Miyata,
1968) en bij kankerpatiénten behandeld met cytostatica).

Wanneer twee gezonde, niet-beroeps-ge&xposeerde populaties met elkaar ver-

geleken worden, worden verschillen tussen de hoogste en de laagste groep
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van ongeveer twee tot viermaal gevonden (Anderson and Legator, 1983). Een
deel van deze verschillen is aan technische en interpretatieverschillen
tussen laboratoria toe te schrijven. Pas nu is een systematisch onderzoek
gaande in de U.S.A. om de spreiding tussen laboratoria en tussen gezonde
populaties te meten (Anderson and Legator, 1983). Toch is het in principe
mogelijk dat kleinere verschillen eenduidig aan beroepsexpositie toegewezen
kunnen worden (Evans et al., 1979). Dit kan echter alleen in zeer ervarén
laboratoria die dan ook een groot deel van hun tijd aan syétematisché ver-
gelijkingen met andere laboratoria en bekende bloedmonsters besteden (van-
daar de relatief lage productie per analist(e) die onontkoombaar is voor
het verkrijgen van objectieve resultaten). Bovendien moet voor het defini-
tief vaststellen van kleine verschillen een vE&&l groter aantal bloedmon-
sters worden onderzocht. Daarom is een dergelijke vaststelling van kleine
verschillen in een routine-onderzoek vaak onmogelijk. Grotere verschillen
(5x zoveel en meer) kunnen echter duidelijk in een routineonderzoek, ook
van weinig werknemers, aangetoond worden. Zelfs bij dergelijke verschillen
is het echter nog de vraag of een duidelijk verhoogd kankerrisico bestaat.
Evenmin 1s het zo dat geen of een geringe verhoging de aanwezigheid van een
kankerrisico uitsluit.

4,1,2 Sister Chromatid Exchange

Ook bij deze methode gaat men uit van lymfocyten in een bloedmonster. Men
laat de chromosomen van deze lymfocyten in 1-2 celdelingen eerst 5-bromo-
desoxyuridine (BUdR) inbouwen en daarna worden ze gekleurd met een kleur-
stof. Het blijkt dan dat sommige delen van chromatiden uitgewisseld zijn
met homologe stukken van het andere chromatide van hetzelfde chromosoom
(Latt et al., 1979; Wolff, 1983; Lambert et al., 1982). Het voordeel van
deze test is de gemakkelijker uitvoering in vergelijking met de analyse van
chromosoom-aberraties. Een theoretisch en praktisch nadeel is dat BUdR z&lf
mutageen is en zo een artificieel element introduceert.

Sommige onderzoekers claimen dat de SCE test veel gevoeliger is dan de ana-
lyse van chromosoom-aberraties (Wolff, 1983; Evans, 1983), maar deze claims
lijken niet algemeen geldend te zijn. Tot nu toe zijn de resultaten van de
toepassing van deze methode voor bevolkingsonderzoek tegengevallen (Lambert
et al., 1982), met uitzondering van de controle van verpleegkundigen die
cytostatica voor kankertherapie prepareren (Sorsa, 1982). De voornaamste
reden is waarschiinlijk dat SCE's veel minder persistent zijn dan chromo-
soom—-aberraties en al vrij kort na de expositie weer normale waarden te

zien geven. Ook 1is het nog niet bekend wat de betekenis van SCE's is en of



-22—

er wel van een genetisch effect sprake is. Met deze methode zijn belang-
rijke resultaten bereikt bij toepassing in research-programma's waar de
methode specifieke vragen kan beantwoorden (Evans, 1979). Een mogelijk be-
zwaar tegen de methode is dat in vitro ook positieve resultaten gerappor-
teerd zijn met wellicht voor de mens niet-carcinogene stoffen zoals saccha-
rine, cyclamaten, phorbolesters en vitamine C (Evans, 1979). Op dit ogen-
blik 1lijkt deze methode ongeschikt voor algemene biomonitoring (Carrano,
1982; Lambert et al., 1982), behalve als onderdeel van een veel uitgebrei-
der researchprogramma waar resultaten onder goed gedefinieerde condities
verkregen kunnen worden.

Een duidelijke verhoging van het aantal SCE's is bij de mens alleen aange-
toond bij verpleegkundigen die cytostatica voor therapie klaarmaken (10-30Z
verhoging) (Sorsa, 1982), bij kankerpati&nten behandeld met dergelijke
cytostatica (5 & 10 x zo hoog), bij werknemers blootgesteld aan ethyleen-
oxyde (+ 30% verhoging) (Sarto et al,, 1983) en bij arbeiders, blootgesteld
aan oplosbare chroomverbindingen (+ 30% verhoging) (Sarto et al., 1982). In
andere onderzoekingen is de verhoging - indien waargenomen - zo gering dat
het zeer de vraag is of deze door de arbeidsomstandigheden veroorzaakt is.
Voor de interpretatie moet nog vermeld worden dat Evans (1982) een 30Z ver-
hoging niet als bewijs voor DNA schade beschouwde: dergelijke verschilleg
treden ook op indien in het bloed verschillende populaties lymfocyten voor-
komen, die ieder verschillen in gevoeligheid voor BUdR (en dus in SCE-
inductie).

4.1.3 Micronucleustest

Bij clastogene inwerking ontstaan chromosoom-fragmenten, die bij deling van
de cel in kleine, secundaire cel-kernen, de zgn. micronuclei worden opgeno-
men. De micronucleus test werd door Schmid (1973) ontwikkeld als een scree-
ning-test voor carcinogenen in het beenmerg van muizen. De techniek is veel
eenvoudiger dan het scoren van chromosoom-aberraties maar geeft geen infor-
matie over de aard der aberraties.

In Canada heeft Stich deze reeds langer bestaande screening-test toegepast
op menselijke epitheelcellen, afkomstig van uitstrijkjes van sputum, mond-
slijmvlies, blaas en cervix (Stich et al., 1983). Deze methodiek 1ijkt
veelbelovend bij gericht onderzoek van gedefinieerde situaties, maar is op
dit ogenblik (nog) ongeschikt voor toepassing in een overigens onbekende
industriéle situatie, juist omdat men de bepaling in het door kanker be-
dreigde orgaan moet uitvoeren, dat in een algemeen onderzoek gewoonlijk
niet bekend 18, In principe zou deze test ook op bloed-lymfocyten toegepast
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kunnen worden. Hierover zijn echter geen gegevens uit de praktijk bekend. A
priori kan echter gesteld worden dat de gevoeligheid van deze methode veel
lager zal zijn dan die van de analyse van chromosoom—aberraties, aangezien
het bekend is dat slechts een klein deel van de chromosoom-aberraties tot
de vorming van micronuclei leidt. Daar staat tegenover dat met de micro-

nucleus-test grotere aantallen cellen kunnen worden gescreened.
4.1.4 Bepaling mutageniteit van urine

Deze methodiek analyseert m.b.v. de Ames-test (of een andere mutageniteits
test) of er mutagene stoffen in de urine aanwezig zijn (Legator et al.,:
1979). Evenals de Ames-test geeft deze methodiek in hoofdzaak een ja of nee
antwoord. Het theoretische voordeel van deze techniek is dat zgn. puntmuta-
ties gemeten worden, die volgens velen aan de initiatie van tumorcellen ten
grondslag liggen. Toepassing in bekende situaties (bijv. na het innemen van
een medicijn) heeft zeker mogelijkheden. De test is relatief gemakkelijk
uit te voeren maar is niet specifiek. Ook sigaretten roken bijvoorbeeld
resulteert in mutagene stoffen in de urine. De methodiek is gebruikt om in
de urine van een werker na een accidentele blootstelling aan epichloorhy-
drine, mutagene activiteit aan te tonen (Legator et al., 1979), maar na
normale industriéle blootstelling werd geen activiteit gevonden. Voor zover
bevolkingsonderzoek met deze methode werd verricht, werden geen duidelijk
positieve resultaten verkregen, met uitzondering van &én goed uitgevoerd
onderzoek van verpleegkundigen die cytostatica prepareren (Nguyen et al.,
1982). Het is onduidelijk hoe de verdeling is van mutagene urines bij de
bevolking. Waarschijnlijk zal de samenstelling van de voeding een invloed
hebben maar hier zijn geen gegevens over. Praktische moeilijkheden door de
aanwezigheid in de urine van wisselende hoeveelheden histidine of van stof-
fen die toxisch zijn voor de test-bacterién, zijn bekend (Anderson and
Legator, 1983). Toepassing van deze methodiek kan uitsluitend aanbevolen
worden als een additioneel gegeven in het kader van een nauwkeurig omschre-

ven en goed onderzochte situatie.
4.1.5 Mutageniteit van faeces

Het bepalen van de mutageniteit van faeces is een veel toegepaste methode
in het kader van het fundamentele onderzoek van mogelijke factoren die be-
ralend zouden kunmnen zijn voor het ontstaan van colonkanker. Het is reeds
duidelijk dat grote verschillen bestaan tussen personen en tussen landen
met verschillende voedingspatronen. Het is ook duidelijk dat toevoeging van
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bijv., vitamine C of E aan het voedsel een grote invloed heeft op de mutage-
niteit van faeces. Mutagene verbindingen, vermoedelijk geproduceerd door de
darmflora, zijn recentelijk geisoleerd, maar het is nog in het geheel niet
bekend of deze iets te maken hebben met colonkanker (Venitt, 1982).

In het licht van de reeds bekende grote variaties in de mutageniteit van
faeces zal het zeer moeilijk en waarschijnlijk onmogelijk zijn om de
mutageniteit van faeces als maat voor een industri&le expositie te gebrui-
ken - dit is dan ook nog nergens geprobeerd. Bovendien is een relatie tus-
sen expositie door de huid of via ademhaling en uitscheiding in faeces niet
bekend (al zal deze voor sommige stoffen zeker kunnen voorkomen) en de ge-
gevens kunnen dus niet aan de mate van blootstelling gerelateerd worden,
zelfs niet in het geval dat de mutagenitelt van de faeces duidelijk door de
arbeidsomstandigheden veroorzaakt wordt. Verder onderzoek in deze richting

1ijkt dan ook niet veelbelovend.
4.1.6 Thioethers in urine

Electrofiele verbindingen - een klasse van chemicali&n die ook het meren-
deel van genotoxische carcinogenen omvat - kunnen geinactiveerd worden door
reactie met glutathion of andere SH-bevattende moleculen. De zo gevormde
producten worden in de urine uitgescheiden ale mercaptuurzuur of andere
thioethers (zie schema). In een bepaalde situatie zal een sterkere exposi-
tie resulteren in een verhoogde uitscheiding van thiocethers (Henderson et
al., 1983).

Thioethers komen in urine voor, afhankelijk van o.a. de voeding en sigaret-
ten roken. Dit veroorzaakt een vrij grote individuele spreiding in de nor-
male waarden van thioether-uitscheiding, hoewel deze spreiding niet groter
1lijkt dan die tussen individuele waarden voor chromosoom-aberraties of Sis-
ter Chromatid Exchanges. Het is belangrijk dat sommige genotoxische carci-
nogenen niet als thioethers worden uitgescheiden terwijl expositie aan som-
mige niet-carcinogenen wél resulteert in een verhoogde uitscheiding (Hen-
derson et al., 1983).

De methode kan toegepast worden in een bekende situatie (bijv. een patiént,
na inname van medicijnen, of een goed onderzochte industriéle situvatie waar
de mate van expositie en chemicali&n bekend zijn) om de persoonlijke expo-
sitie te volgen. Na calibratie bij proefpersonen zouden zo kwantitatieve
gegevens over de expositie verkregen kunnen worden. In een onbekende situa-
tie is interpretatie zeer moeilijk omdat identieke expositie aan verschil-
lende chemicali&n kan resulterenm in totaal verschillende waarden voor thio-
ether-uitscheiding. Bovendien geldt, dat hoe gevaarlijker een verbinding is
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(d.w.z. hoe meer van een gegeven dosis met DNA reageert), hoe minder thio-
ethers worden uitgescheiden. Daarom kan deze methode in het beste geval een
signaalfunctie vervullen in een onbekende situatie (Henderson et al.,
1983). De gevoeligheid van deze methode voor het aantonen van een carci-
nogene risico-situatie is niet bekend omdat geen gegevens beschikbaar zijn
over uitkomsten bij een bepaalde, zeker aan risico onderhevige populatie.

4.2 Interpretatie en eisen voor interpreteerbare gegevens van

methoden 4.1.1-6
Het theoretische voordeel van niet-stofgebonden technieken voor de detectie

van carcinogene expositie, is dat de resultaten een algemene geldigheid
hebben, onafhankelijk van het agens dat de effecten veroorzaakt. De ideale
methode zou niet alleen dit karakter van universaliteit moeten bezitten,
maar bovendien duidelijk gecorreleerd moeten zijn met het risico, d.w.z dat
de mate waarin het genotoxische effect wordt waargenomen tevens een maat is
voor de grootte van het kanker-risico (zonder dat het per se nodig is dat
er ook een oorzakelijk verband is aangetoond).

In de praktijk is de situatie veel minder rooskleurig: het ideaal wordt op
geen stukken na benaderd. Bij geen van de voor de methoden 4.1.1-6 gebruik-
te effecten is er een direct verband bekend tussen het optreden van het
verschijnsel en een verhoogd risico voor het ontstaan van kanker.

Voor de meeste methoden is op voorhand reeds duidelijk dat zij niet ge-
schikt zijn als universele methode. Mutageniteit van urine of faeces, en de
aanwezigheid van thioethers in urine hangen teveel af van distributie-ver-
schijnselen en van omzettingen in het lichaam om voor alle genotoxische
stoffen bruikbaar te kunnen zijn. Een duidelijke aanwijzing in deze rich-
ting 1s bijv. dat bij ratten die via het voer aan sterk carcinogene dose-
ringen VCM werden blootgesteld, met de Ames~-test geen mutageniteit van de
urine kon worden aangetoond (TNO~onderzoek CIVO/MBL). De bovengenoemde pro-
blemen bij de thioethers wijzen in dezelfde richting.

De micronucleus-test in bloedlymfocyten 1s nog te weinig onderzocht om
reeds tot een definitief oordeel te komen. Op grond van het mechanisme van
het ontstaan van micronuclei is het wel duidelijk dat de gevoeligheid be-
langrijk minder zal zijn dan die van chromosoom-aberraties. Dit wordt o.a.
gelllustreerd door onderzoek aan rokers (zie p. 30), waarbij wel een duide-
1ijke verhoging van het aantal chromosocom-aberraties werd gevonden, maar
geen toenam; van het aantal micronucleX.

Bij SCE's doet zich het probleem voor dat alleen die afwijkingen kunnen
worden waargenomen die na de afname van het bloed ontstaan, in vitro, im

aanwezigheid van BUdR. De waargenomen SCE's zijn dus geen maat voor chromo-
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somale afwijkingen die in het lichaam ontstaan, maar uitsluitend voor de
aanwezigheid van beschadigingen die in vitro tot het ontstaan van SCE's
kunnen leiden. Het is bovendien bekend dat althans een groot gedeelte van
de SCE's door het BUAR zelf veroorzaakt wordt. Uit verder onderzoek is ge-
bleken dat de efficientie waarmee SCE's ontstaan, kan worden beinvloed door
de test-omstandigheden, en dat deze efficientie sterk kan verschillen van
agens tot agens. Ioniserende straling, bijvoorbeeld, een erkend carcinogeen

agens, induceert vrijwel geen SCE's,

Dit betekent niet dat deze methoden per se ongeschikt zouden zijn voor bio-
monitoring, maar wel dat ze niet geschikt zijn om te wordem gebruikt als
universeel criterium, zeker niet zolang men weet dat vals—negatieve uit-
komsten mogelijk zijn. In goed gedefinieerde situaties, waarin mogelijk
blootstelling plaats vindt aan bekende agentia, kan &&n of meer van deze
methoden wellicht uitstekend bruikbaar zijn om na te gaan of er blootstel-
ling heeft plaatsgevonden en - eventueel - in welke mate. Voorwaarde hier-
bij is wel dat onderzocht is of de stof het verschijnsel teweeg kan brengen
en dat de methode voor die stof is gecalibreerd. Alle niet-stofgebonden
technieken hebben nl. in principe hetzelfde nadeel, t.w. dat ze van stof
tot stof kwantitatief verschillend reageren. Dit brengt mee dat voor elke
praktijk-situatie moet worden nagegaan om welke stoffen het gaat en dat
voor die stoffen de relatie tussen dosis en effect moet worden vastgesteld,
als men in staat wil zijn lets met de resultaten te beginnen. Hiermee gaat
dus het voordeel van het niet-stofgebonden zijn goeddeels verloren, terwijl
de nadelen blijven bestaan, zoals het reageren op niet-werkgebonden facto-
ren zoals roken, voeding, leeftijd, etc.

Van de in deze paragraaf tot nu toe besproken technieken is niet te ver-
wachten dat een directe relatie kan worden aangetoond tussen het effect en
het carcinogene risico. Het eventuele gebruik zal dus beperkt blijven tot
het meten van blootstelling in heel bepaalde situaties.

Een bijkomend probleem, dat evenwel ook voor de meeste andere technieken
geldt, is de tijd-afhankelijkheid. Voor elk geval zal een indruk moeten
worden verkregen van de wijze waarop het gemeten verschijnsel in grootte

verandert na het moment van blootstelling.

Een methode die mogelijk wel universeel bruikbaar is, is het meten van
chromosoom~aberraties. Vele genotoxische stoffen zijn in staat deze afwij-
kingen te veroorzaken. In dit rapport wordt daarom aan deze methode extra
aandacht besteed, ook al omdat hiermee de meeste praktische ervaring be-

staat.
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Voor chromosoom-aberraties geldt dat wanneer in een gezonde populatie, die
niet aan bedrijfsrisico’s is blootgesteld, cytogenetisch onderzoek uit-
gevoerd wordt, gemiddelde waarden worden gevonden die per groep ongeveer
een faktor 2-i 4 verschillen (Anderson and Legator, 1983; Carrano, 1982).
Het is op statistische gronden te verwachten, dat, indien men 2 groepen met
elkaar vergelijkt (de ene groep "blootgesteld"”, de andere "controle") en er
in werkelijkheid g&én beroepsmatige expositie bestaat, er een kans van 562
is dat de "blootgestelde" groep hoger uitkomt dan de "controles" en 50%
kans dat hij lager ligt. Het is even onlogisch een "beschermend"” effect van
de bedrijfsexpositie aan te nemen indien de "blootgestelde" groep lager
uitkomt als te concluderen dat schadelijke bedrijfsblootstelling aangetoond
is, wanneer deze groep iets hoger uitkomt. Van meer belang voor toekomstige
interpretatie zijn vragen zoals:

a Hoe groot is het verschil? Naarmate het verschil met de controles
kleiner wordt dan een faktor 4, wordt ook de waarschijnlijkheid groter dat
dit verschil op niet-beroepsgebonden factoren berust*).

b 1Is er een dosis-effect relatie ? (vaak kunnen mé&r en minder blootge-
stelde werknemers met elkaar vergeleken worden).

¢ Neemt het effect af na lange perioden zonder expositie ?

d Zijn "blootgestelden" en "contrfoles" goed vergelijkbaar t.a.v. roken
(aantal sigaretten), leeftijd, geslacht, het gebruik van medicijnen etec.?
e Hoe is de verdeling van de aberraties ? Zijn alleen "gaps and breaks"
verhoogd of ook andere aberraties ?

f Hebben andere landen en laboratoria ongeveer dezelfde uitkomsten bij

ongeveer dezelfde omstandigheden gevonden ?

*) Verder, maar omvangrijk, onderzoek kan wel degelijk vaststellen of
kleinere verschillen beroepsgebonden zijn, of wellicht dat grotere ver-
schillen toch niet met het beroep samenhangen. De faktor 4 kan dus alleen
als vuistregel aangehouden worden, bruikbaar als een eerste benadering voor
de interpretatie van een beperkt aantal analyses van blootgestelde en
niet-blootgestelde werknemers. In werkelijkheid is er een glijdende schaal
waarbij beroepsgebonden faktoren steeds waarschijnlijker worden naarmate de
verschillen groter zijn, naarmate andere faktoren ultgeschakeld kunnen wor-

den en naarmate de aantallen blootgesteld en niet-blootgesteld groter zijn.
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Interpretatie van positieve &n negatieve uitkomsten hangt ook af van be-
drijfsgegevens zoals:

a geven de in het bedrijf gebruike chemicali&n redenen om te veronderstel-
*len dat er chromosoom—aberraties (of SCE's of andere effecten) te verwach-
ten zijn ?

b 1is er een zekere correlatie tussen gevonden waarden en de geschatte ex-
positie . (bijv. op grond van chemische metingen van concentraties in de
1ucht):é

c ig;ﬁlteren technische maatregelen op het gebied van industriéle hygiéne
in "betere" waarden ?

d zijn er andere technische factoren die de gevonden waarden kunnen ver-

klaren (bijv. duidelijke ongelukken) ?
Om deze redenen kunnen alleen zeer goed georganiseerde laboratoria met veel

eigen ervaring en in nauwe samenwerking met bedrijfsartsen en technici tot
iﬁferpreteerbare resultaten komen, tenzij z&ér hoge waarden gevonden wor-~
den. Eén der grootste moeilijkheden voor alle besproken methodes is de sa-
menstelling van de controlegroep. De resultaten per individu variéren nog
qee} dan per groep. Er kunnen dus alleen groepsresultaten vergeleken worden
tenizij intensief longitudinaal onderzoek wordt vericht - maar altijd mét
cont¥olegroepen.

Tenslotte moet nog worden opgemerkt dat ook voor chromosoom-aberraties dé
gevoeligheid van stof tot stof verschilt. Dit betekent dat de mate van
expositie die uit een bepaald aantal aberraties zou kunnen worden afgeleid,
afhangt van de verschillende chemicali¥n waaraan expositie bestaat. In deze
zin is interpretatie dus wel degelijk stofgebonden. Ook van belang voor
interpretatie 1s de kennis van de mate van persistentie van de door het
betreffende agens veroorzaakte aberraties. Dit betekent dat ook voor chro-
mosoom-aberraties er per stof het nodige vooronderzoek verricht moet zijn,
alvorens men mag rekenen op goed interpreteerbare resultaten bij toepassing
in een praktijksituatie.

Van alle tot dusverre genoemde technieken heeft de analyse van chromosoom-
aberraties wellicht de beste kansen om later met een risico voor kanker
verbonden te worden: het is denkbaar dat de mate van clastogeniteit van een

stof in - nog onbekende - relatie staat tot de mate van carcinogeniteit.

Ter verdere illustratie van datgene wat hier over enkele cytogenetisache
methoden is aangevoerd, is aan dit rapport een appendix toegevoegd. Hierin
zijn opgenomen 2 tabellen uit recente overzichtsartikelen, resp. over SCE's
en micronuclei (Tabel 1) en over chromosoom—aberraties (Tabel 2), en een

discussie over de hierin vermelde resultaten, van o.a. Evans en Sorsa.
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4.3 Gevoeligheid van niet-stofgebonden methodieken

Het is een goed teken dat geen der bovengenoemde methoden kon worden toege-
past op groepen met een statistisch gesproken groot risico voor beroepskan-
ker van enige tientallen procenten. Vroeger, vddr de beschikbaarheid van
biomonitoring methoden, zijn dergelijke situaties voorgekomen maar tegen-
woordig 2zijn dergelijke groepen (gelukkig) niet (gemakkelijk) te vinden.
Deze situatie maakt het echter moeilijk of onmogelijk een dosis—effect re-
latie voor biologische monitoring op te stellen waar men de gevoeligheid
van de methodiek mee zou kunnen bepalen in relatie tot het risico van be-
roepskanker.

Toch kan men, althans voor de analyse van chromosoom-aberraties, temminste
iets hierover zeggen, zij het z&ér voorzichtig en z&&r voorlopig: .duide-
lijke en preciese gegevens zijn nu eenmaal niet beschikbaar.

Twee populaties met een bekend kankerrisico zijn op chromosoom-aberraties
onderzocht:

1 De overlevende slachtoffers van Hiroshima en Nagasaki werden voor het
eerst onderzocht ongeveer 10 jaar na de explosie van de atoombommen. Het
aantal aberraties was ongeveer 10-20 maal hoger dan in de contrdolegroep
(en is in 1945 dus zeker (veel) hoger geweest (Buckton et al., 1978)). Des-

ondanks werd bij deze slachtoffers géén individuele relatie gevonden tussen
het aantal chromosoom-aberraties en de kans op kanker (Nowell, 1969). Voor
de groep overlevende slachtoffers als geheel was de kans op door straling
veroorzaakte kanker ongeveer 1%, d.w.z. ongeveer 5% van het "normale" kan-
kerrisico in Japan (Upton, 1984; Kato and Schull, 1982).

2 In Zweden werden chromosoom-aberraties geanalyseerd kort nia het bekend
worden van de carcinogeniteit van VCM (Funes-Cravioto et al., 1975), in een
fabriek waarin naderhand gevallen van anglosarcoma werden gevonden. Chromo-
soom—aberraties waren ongeveer 10 maal hoger en het beroepskankerrisico
beneden de 1Z%.

Geen van deze "berekeningen" is volledig want van beide groepen zijn nog
overlevenden die een groter kankerrisico zouden kunnen hebben. Bovendien is
in alle gevallen de blootgestelde groep aan zeer uiteenlopende doseringen
blootgesteld. Niettemin zijn dit alle gegevens op basis waarvan men voor-
zichtig een gevoel kan krijgen voor de grootte-orde van de gevoeligheid van
de methodiek: het 1ijkt erop, dat exposities die groot genoeg zijn om een
kankerrisico tussen ongeveer 0,1 en 1% te veroorzaken, gepaard gaan met een
ongeveer 10-20-voudige verhoging van het aantal chromosoom-aberraties. Deze

zeer voorzichtige formulering - dfe in de toekomst, als er meer gegevens
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beschikbaar komen, waarschijnlijk herzien moet wordemn - kan niet uitge-
breid worden: 1) bij individuele werknemers is er geen bekende relatie
tussen het aantal chromosoom-aberraties en het kankerrisico, 2) er is ook
geen oorzakelijk verband bekend tussen de in lymfocyten gemeten chromo-
soom-aberraties en kanker en 3) wanneer een vertienvoudiging van het aan-
tal chromosoom-aberraties een beroepsmatig kankerrisico van 1% zou bete-
kenen wil dat nog in het ‘geheel niet zeggen dat een vervijfvoudiging een
risico van 0,5% zou betekenen, want exr is niets bekend over de vorm van de
dosis-response-relatie.

Desondanks duiden deze zeer voorlopige gegevens erop, dat de methode -
althans voor bepaalde carcinogenen - een grote gevoeligheid bezit. Als deze
gevoeligheid een meer algemene geldigheid zou hebben, zouden wellicht expo-
sities die leiden tot een door het beroep veroorzaakt kankerrisico in de
orde van eenhonderdste van het achtergrond-risico, nog duidelijk kunnen
worden aangetoond.

Om de bovenstaande berekening in een perspectief te plaatsen, is het onder-
zoek van Obe et al. (1982) van belang: de onderzoekers vonden in een breed
opgezet onderzoek dat 170 sigarettenrokers gemiddeld tweemaal zoveel chro-
mosoom-aberraties in hun bloedlymfocyten hadden als 124 niet-rokers. In een
later onderzoek (Obe, 1984) demonstreerden dezelfde onderzoekers dat het
aantal chromosoom-aberraties gerelateerd is aan de hoeveelheid teer die in
de per dag gerookte sigaretten aanwezig is. Het kanker-risico van rokers is
groot. Daarentegen lijkt de verhoging van het aantal chromosoom-aberraties
relatief gering te zijn. Dit kan verklaard worden door de - goed onderbouw-
de - hypothese dat het voornaamste kanker-risico bij roken berust op promo-

tie-effecten van niet-genotoxische stoffen in de de sigarettenrook.

4.4 Stofgebonden biologische monitoring

De enige, nu reeds toegepaste, stofgebonden methodiek die niet - zoals bij
de "klassieke" biomonitoring - uitgaat van het meten van een stof of een
metaboliet daarvan, is ontwikkeld door FEhremberg en zijn groep (Ehrenberg
et al., 1983). Ehrenberg overwoog dat de ideale benadering, nl. het che-
misch meten van DNA-beschadiging, zoals het aangehecht zijn van alkylgroe-
pen aan DNA in het weefsel dat uiteindelijk kan uitgroeien tot een tumor
bij de mens, onmogelijk is om duidelijke technische en vooral ethische re-
denen. Het enige DNA-bevattende materiaal dat voor biomonitoring doeleinden
redelijkerwijs beschikbaar is, is bloed. Zou men evenwel DNA-alkylatie in
bloedcellen chemisch willen meten dan is een zodanige hoeveelheid bloedcel-
len nodig dat de bepaling bi} de mens onpraktisch en bij ratten of bij
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andere kleine proefdieren, die men voor het ontwikkelen van de methode zou
willen gebruiken, vrijwel onmmogelijk zou zijn. Alle electrofiele producten
die met DNA kunnen reageren, reageren echter ook met eiwitten, waarvan, bv.
in de vorm van hemoglobine, veel meer beschikbaar is in een bloedmonster *).
Ehrenberg ontwikkelde een techniek waarbij chemisch goed gekarakteriseerde
adducten die ontstaan bij reactie van een bepaalde chemische verbinding (of
een metaboliet daarvan) met hemoglobine, geanalyseerd worden.
De methodiek heeft het grote voordeel dat het mogelijk is de expositie aan
&n enkele, gedefinieerde, verbinding te bepalen en zodoende een onder-
scheid te maken tussen beroepsexpositie en de vele andere omgevingsfactoren
zoals roken, voedsel, etc. Een nadeel is dat voor iedere chemische stof een
. nieuwe bepalingsmethode ontwikkeld moet worden (dit algemene nadeel geldt
overigens voor iedere stofgebonden methodiek). Aan de gevoeligheid van de
chemische techniek moeten zeer hoge eisen worden gesteld en daarom is het
kostbaar en moeilijk de bepaling in grote aantallen uit te voeren. Het wel-
licht grootste nadeel is dat voor elke stof eerst experimenteel (in ratten
en muizen) de relatie tussen DNA-alkylatie in weefsels en hemoglobine-alky-
latie bepaald moet worden (Wright, 1983). Ehrenberg koos als eerste verbin-
ding ethyleenoxyde (EO) en had het geluk te vinden dat EO zich gelijkmatig
over alle weefsels verdeelt (Ehrenberg et al., 1983), behalve in de testes
(Wright, 1983). Daarom kon voor EO een algemene relatie tussen DNA-alkyla-
tie en hemoglobine-alkylatie experimenteel worden bepaald.
Een onderzoek bij werknemers in Duitsland die aan hoge concentraties EO
waren blootgesteld, leverde gegevens op, die met de gemeten expositie ge-
correleerd konden worden. Later onderzoek bij werknemers die aan lage con-
centraties EO waren blootgesteld, bracht aan het licht dat ook niet-
beroepsmatig blootgestelde controle-personen een zekere mate van hemoglo-
bine-alkylatie vertoonden, waarschijnlijk afkomstig van normale stofwis-
selingsprocessen. Het bleek daarom onmogelijk om beroepsmatige blootstel-
ling aan lage concentraties EQ vast te stellen (Van Sittert et al., 1984).
TDeze situatie is later door Ehrenberg bevestigd (Ehrenberg, 1983) en ook
door Filser en Bolt (1983) bij ratten aangetoond.
Ehrenberg (1983) en anderen (Farmer, 1983) hebben dit onderzoek experimen-
teel ook naar enige andere stoffen (o0.a. propyleenoxyde) uitgebreid. Deze
methodiek 1s veelbelovend, maar het is de vraag of deze methodiek ook in de

*) De, later te bespreken, immunochemische methode is zoveel gevoeliger
dat sommige van de bovengenoemde moeilijkheden van de chemische analyse

niet meer van kracht zijn.
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toekomst nog interessant zal blijven, in concurrentie (in tijd en kosten)
met de hierna te bespreken nieuwe methodieken die in ontwikkeling zijn. Op
dit ogenblik is deze stofgebonden methode echter de enige die als ontwik-
keld kan worden beschouwd.

5. NIEUWE BIOCHEMISCHE EN BIOLOGISCHE METHODIEKEN VOOR BIOLOGISCHE
MONITORING

5.1 Niet-stofgebonden

Er zijn twee veelbelovende methodieken in ontwikkeling, die in staat zijn
om direct de mutatiefrekwentie in (menselijke) somatische cellen te meten.
Deze methoden maken het in principe mogelijk ook kleine verhogingen in de
mutatiefrekwentie vast te stellen, Hoewel een directe relatie tussen meer
mutaties en (uiteindelijke) tumorvorming nog niet gelegd kan worden, geeft
de toekomstige toepassing van de methodieken de mogelijkheid om te onder-
zoeken of een dergelijke, directe relatie inderdaad bestaat. Wanneer men
een kankerrisico zou willen berekenen, veroorzaakt door blootstelling aan
genotoxische stoffen, dan zou het vaststellen van een (verhoogde) mutatie-
frequentie in de mens in het algemeen gemakkelijker in een berekening in te
bouwen zijn dan bijv. een verhoging van het aantal chromosoom-aberraties of
SCE's.

5.1.1 HPRT-methode

Albertini en medewerkers ontwikkelden een methodiek gebaseerd op detectie
van een mutatie in een structureel gen, dat gelocaliseerd is op het X-chro-
mosoom (Albertini, 1982; Strauss, 1982). Dit gen codeert voor het enzyme
hypoxanthine-guanine fosforibosyl transferase (HPRT). In een zeldzame erfe-
lijke ziekte (Lesch-Nyhan syndroom) komt deze mutatie in alle lichaamscel-
len voor. Dezelfde mutatie komt ook voor in enkele cellen van gezonde men-
sen (met een frequentie van ongeveer 1 op de 100,000 cellen of iets hoger).
Bij afwezigheid van het enzym HPRT zijn de cellen resistent tegen de toxi-
sche werking van de putine-aﬁalogen 8-azaguanine of 6-thioguanine. Hierdoor
is het mogelijk de mutant cellen door toevoeging van deze stoffen te selec~
teren temidden van een grote overmaat aan normale cellen. De methode is
ongeveer 10 jaar oud, maar bij toepassing van de methode in vivo werden
moeilijkheden ondervonden. Er bleken namelijk meer cellen de testomstandig-
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heden te overleven dan er werkelijke mutanten aanwezig waren. Deze overle-
vende, niet-gemuteerde cellen kwamen ongeveer 10-100 x zoveel voor als de
echte mutanten, hetgeen resulteerde in een schijnbare mutatiefrequentie van
ongeveer 1 op de 10.000 of hoger. Recent schijnen deze moeilijkheden echter
overwonnen en het 1ijkt daarom mogelijk deze methode in de nabije toekomst,
na afdoende calibratie, in de praktijk toe te passen. Deze calibratie zal
ook moeten inhouden het bepalen van de spreiding in mutatiefrequentie bij
de bevolking en het onderzoek van andere invloeden (zoals roken, alcohol,
dieet, leeftijd etc.).

5.1.2. Hemoglobine-varianten methode

De structuur van hemoglobine, het eiwit in de rode bloedcellen, is vrijwel
volledig bekend. Er zijn erfelijke afwijkingen bekend, die berusten op de
vervanging van &&n enkel aminozuur in de eiwitketen. Bij deze erfelijke
afwijkingen komt deze verandering in het eiwit in 1ledere rode bloedcel
voor. Nader onderzoek heeft aangetoond dat dergelijke veranderingen in ami-
nozuursamenstelling ook in hemoglobine van normale gezonde personen voorko-
men, maar dan in zeer lage frequentie (ongeveer 1 per 107 cellen).

De groep van Stamatoyannopoulos (Papayannopoulou et al., 1977) heeft anti-
lichamen geproduceerd tegen enige van deze mutant-eiwitten. Deze antilicha-
men kunnen beladen worden met sterk fluorescerende moleculen waardoor het
mogelijk is cellen die deze mutant moleculen bezitten, in een fluorescentie
microscoop zichtbaar te maken. Mendelsohn en zijn groep (1980) en ook on-
derzoekers van de Universiteit van Leiden in de afdeling Stralengenetica en
Chemische Mutagenese, in samenwerking met de afdeling voor Humane Genetica
en de afdeling Histochemie en Cytochemie hebben apparatuur ontwikkeld waar-
mee het mogelijk is per seconde de fluorescerende eigenschappen van 106
cellen te meten (Jensen et al., 1983; Sobels, 1985). Toepassing van de
methode is sterk afhankelijk van de kwaliteit van de antilichamen tegen
variant moleculen en een verdere ontwikkeling van de flow-cytometrie en/of
andere microscopische technieken voor het zeer snel en accuraat tellen van
fluorescerende mutant-cellen (frequentie ongeveer 1 op 107) tegen een zeer
hoge achtergrond van niet fluorescerende cellen.

In principe zou deze methode, na ontwikkeling, ideaal zijn voor bevolkings-
onderzoek op grote schaal.



~34-

5.2 Stofgebonden biologische monitoring

De enige methode die in principe direct de lesie in het juiste target kan
bestuderen, is de bepaling van chemisch gedefinieerde DNA-adducten. Deze
bepaling maakt het mogelijk de mate van expositie aan &&n bepaalde chemi-
sche stof (of groep verwante stoffen) te meten en bovendien vast te stellen
dat de stof in een reactieve vorm het DNA heeft bereikt (Wright, 1983; Baan
et al., 1983; Lohman et al., 1983).

Genotoxische carcinogenen produceren adducten met DNA. Sommige van deze
adducten worden verondersteld aan de aan tumorvorming ten grondslag liggen-
de mutatie gerelateerd te zijn, terwijl andere DNA-adducten niet mutageen
en dus waarschijnlijk ook niet carcinogeen zijn. Deze verschillende DNA-
adducten kunnen in principe ieder afzonderlijk gemeten worden. Het (enige)
materiaal waar in de praktijk bij de mens aan gemeten kan worden, is het
DNA van kernhoudende Bloedcellen. Ehrenberg had reeds opgemerkt dat deze
cellen een weinig geschikte bron zijn wanneer standaard (fysisch-) chemi-
sche bepalingsprocedures worden gevolgd. Er zijn veel gevoeliger methoden

vereist.
5.2.1 Immunochemische detectie van DNA-adducten

Theoretisch heeft deze methode goede mogelijkheden om tot een echte risico-
meting te komen. Hij kan in dierexperimenten goed ontwikkeld worden, waar-
bij ook de relatie met carcinogenese bestudeerd kan worden. Een eerste mo-
gelijkheid om dit laatste ook bij de mens te proberen, is bij kankerpatién-
ten die met cytostatica worden behandeld (Lohman et al., 1983)., Dit is een
groep personen, die onder precies bekende omstandigheden (wat betreft rook-
gewoonte, leeftijd en andere faktoren) met bekende hoge doses van deze ge-
notoxische stoffen behandeld worden. Door het volgen van deze groep na ge—
nezing worden (helaas) gegevens verkregen over het voorkomen van zgn. se-
cundaire tumoren, veroorzaakt door het cytostaticum. Het optreden van deze
secundaire tumoren kan dan vergeleken worden met de hoeveelheid en de aard
van de DNA-adducten.

Momenteel is de ontwikkeling van een ilmmuno-assay langdurig en kostbaar,
omdat in principe voor elk adduct eerst een geschikt antiserum moet worden
verkregen, maar nieuwe ontwikkelings-methoden kunnen dit proces waarschijn-
1ijk (sterk) versnellen. Is het juiste antilichaam eenmaal beschikbaar, dan
behoort bevolkingsonderzoek op grote schaal echter tot de mogelijkheden
omdat de techniek vrij eenvoudig is en geschikt voor routinematige toepas-

sing.
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Deze methodiek heeft het nadeel van iedere stofgebonden techniek, nl. dat
voor iedere chemische stof een afzonderlijke methodiek uitgewerkt moet wor-
den. In bepaalde gevallen zal dit bezwaar niet gelden, bijvoorbeeld voor
verbindingen die hetzelfde DNA-adduct induceren of wanneer antilichamen
gericht zijn tegen een structuur die in verschillende verwante agentia voor-
komt .,

5.2.2 De analyse van DNA-adducten volgens Randerath

Met deze methode (Randerath et al., 1981) worden meestal niet-gedefinieerde
DNA-adducten aangetoond in cellen behandeld met genotoxische agentia. De
methode berust op het radioactief merken van nucleotiden verkregen door
enzymatische afbraak van DNA, via een enzymatische reactie met hoog-speci-

fiek gemerkt 32

P-ATP. Gemodificeerde nucleotiden (representatief voor de
oorspronkelijke DNA-adducten) kunnen op relatief eenvoudige wijze kwali-
tatief aangetoond worden d.m.v. een tweedimensionale scheidingsmethode en
autoradiografie. Op deze chromatogrammen worden de gemodificeerde nucleo-
tiden als radioactieve vlekken waargenomen, die door hun afwijkende loop-
snelheid op andere plaatsen liggen dan de niet-gemodificeerde nucleotiden
("Fi_t}ge'rprint" van de DNA modificaties teweeggebracht door een genotoxische
stof of groep van stoffen). De gemodificeerde nucleotiden kunnen stofafhan-
kelijk worden aangetoond na identificatie van de vlekken met afwijkende
loopsnelheid door calibratie met bekende DNA—adducten.. In de praktijk
blijkt echter een dergelijke calibratie nogal lastig uitvoerbaar, omdat
veelal de DNA-adducten niet bekend zijn of de gemodificeerde nucleotiden
moeilijk chemisch gesynthetiseerd kumnnen worden. Kwalitatief is de gevoe-
ligheid van de “methode ongeveer even groot als die van de hierboven be-
schreven immunochemische meth::de voor het aantonen van DNA-adducten (af-
wijkende vlekken kunnen worden gevonden wanneer &&n addduct per 108—109
niet-gemodificeerde nucleotiden aanwezig is), maar kwantificering is lasti-
ger. Bovendien blijkt dat, hoewel slechts 1 ug afgebroken DNA nodig is voor
de scheiding, het DNA eerst gezuiverd moet worden, hetgeen pas mogelijk is
uitgaande van ongeveer 100 ug DNA. Dit betekent dat minimaal ongeveer 107
cellen nodig zijn.

De methode is nog vrijwel niet in vivo toegepast, maar, gezien de gevoelig-
heid, is verder onderzoek zeker gerechtvaardigd.



6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

6.9

-36-
CONCLUSIES

Een directe bepaling van het risico voor beroepskanker uit epidemio-
logische gegevens is in Nederland vooreerst niet mogelijk.

Er is gebrek aan methoden voor biologische monitoring waarmee expo-
sitie aan de blootgestelde mens zelf gemeten kan worden.

Geen enkele methode voor biologische monitoring is (reeds) bruikbaar
als routine. Alle beschikbare methodes moeten nog als experimenteel
beschouwd worden.

In principe is biologische monitoring van werknemers, blootgesteld
aan genotoxische carcinogenen mogelijk.

Goed uitgevoerde biologische monitoring moet het mogelijk maken een
indicatie te verkrijgen of er expositie 1s opgetreden en, zo ja, of
dit in een biologisch relevante mate is gebeurd. Het is echter nog
niet mogelijk een risico te schatten dat met expositie verbonden is.
In ieder afzonderlijk geval moet beslist worden, in het licht van de
werksituatie en de gebruikte chemicali&n, of er methodieken voor
biologische monitoring beschikbaar zijn en, zo ja, welke methodiek
het meest geschikt is voor deze situatie.

Goed uitgevoerde biologische monitoring vereist degelijke yoorberei—
ding door ervaren onderzoekers in uitstekende samenwerking met de
bedrijfsleiding, technici, bedrijfsartsen en de werknemers van het
te onderzoeken bedrijf. Deze samenwerking 1s noodzakelijk om (1) de
juiste methode te kiezen of te ontwikkelen, (ii) een optimale con-
trolegroep te kiezen en (iii) de resultaten te interpreteren (vaak
zijn bedrijfsgegevens zeer belangrijk voor de interpretatie van de
testgegevens).

Voor het beoordelen van de resultaten van een onderzoek is de groot-
te van het verschil tussen geé&xposeerde werknemers en controles soms
van groter belang dan het antwoord op de evenzeer noodzakelijke
vraag of het verschil statistisch significant is.

Al is een risico-schatting met de huidige technieken nog niet moge-
1ijk, de beschreven nieuwe technieken zouden in de toekomst hierin
enige verbetering kunnen brengen.

Indien al mogelijk, zal risico-schatting met &&n van de beschreven
methoden in de afzienbare toekomst alleen mogelijk zijn voor geno-
toxische stoffen, Stoffen waarvan het carcinogene risico niet op een
genotoxische werking berust (b.v. promotors) kunnen met de besproken

technieken niet worden aangetoond. Voor deze laatste stoffen zijn
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wel - andere - methoden in onderzoek, maar geen daarvan is reeds aan
validatie toe.

6.11 Risico-schatting, indien mogelijk, zal voornamelijk toepasbaar zijn
bij groepen werknemers en waarschijnlijk slechts incidenteel bij
individuen.

6.12 Evenmin als een duidelijke verhoging momenteel een risico-schatting
mogelijk maakt, kan uit een negatieve uitkomst zonder meer gecon-

_ cludeerd worden dat geen risico bestaat. -
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8. APPENDIX.
Samenvatting van praktijkresultaten verkregen met cytogenetisch onder-

zoek, en discussie daarover.

Tabel 1

Y

(uit: Sorsa, 1983)

Published results on occupational exposures-
and findings of SCE's and micronuclei (MN)

Major exposing chemical SCE MR Reference
Anesthetic gases - oo Husum et al., 1980
Asbestos + .o Rom et al., 1983
Benzene + .e Watanabe et al., 1980 .

. Bichromate production - .o Imreh and Radulescu, 1982
Carbon disulfide + .e Nordenson et al., £980

Sorsa et al., 1982

Sarto et al., 1982

. Norppa et al., 19Sg
Sorsa et al., 1982

. Mitelman et al., 19801:
Hoégstedt et al., 1983

Yager et al., 1983

Chromic acid
Cytostatic drugs

++

Epoxy resins
Ethylene oxide

+
+ .

Lead smelting (W) .o M#ki-Paakkanen et al., 1981
Organic solvents + .e Funes-Cravioto et al., 1979
Pentachlorophenol - .e Bauchinger et al., 1982
Petroleum products .o + Hbgstedt et al., 1981
Phenoxy acid herbicides - .o Linnainmaa et al., 1983
Rubber chemicals + .o Sorsa et al., 1982
Styrene + + Andersson et al,, 1980

) Hbgstedt et al., 1979
2,4,5~T (accident) - .o Blank et al., 1983
Tetrachloroethylene - .o Tkeda et al., 1980
Toluene + . Bauchinger et al., 1982

M#ki-Paakkanen et-al., 1980
Vinyl chloride + .. Anderson et al., 1980, 1981
Welding (MMA) fumes - . Busgafvel-Pursiainen et al.,
. 1982

Xylene ~(+) .e Haglund et al., 1980

+ positive results, (+) suggestive positive results, - negative results,
.« no data '

De referenties zijn voor het merendeel niet in dit tappott opgenomen, maar.
kunnen worden teruggevonden in Sorsa (1983).
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Tabel 2
(Evans, 1982)
Some occupationally exposed populations showing clearly

increased aberration frequencies, relative to controls, in
peripheral blood lymphocytes

ent Population Selected references
size
X or y-rays > 1000 Evans et al., 1979
Lloyd et al., 1980
Arsenic 33 Nordenson et al., 1978
Benzene > 190 Tough et al., 1970
Forni et al., 1971
Chloromethylether 12 Zudova and Landa, 1977
Chloroprene > 50 Zhurkov et al., 1977
Epichlorhydrin > 100 Kucerova et al., 1977
Picciano et al., 1977
Organophosphates > 180 Van Bao et al., 1974
Kiraly et al., 1977
Pesticide/Herbicide > 40 Yoder et al., 1973
Styrene > 50 Meretoja et al., 1977
Andersson et al., 1980
Vinyl chloride > 500 Hansteen et al., 1978
Andersson et al., 1981
Ziram 9 Pilinskaya, 1970

De referenties zijn voor het merendeel niet in dit rapport opgenomen, maar

kunnen worden teruggevonden in Evans (1982).

Wat betreft SCE's kumnen ook nog de kommentaren van Evans worden weerge-

geven, zoals opgetekend in Evans (1982) pagina 339:

A very important point in all these studies on occupationally exposed
people is that 1f you divide the groups into cigarette smokers and non-
smokers, usually the more significant effect is smoking, not occupational
exposure. That is true, I think, in most of the studies. But 1 am very
worried about smoking in terms of the interpretation of this up-to-ﬁoz
increase of SCE frequency in smokers against non-smokers. I am concerned
because we can detect up to a 307 increase in SCE frequency in people who
§on't smoke, but who show a different lymphocyte profile from normal. We
see this level of increase in people who have disease states that change
the proportions of T-cells and B-cells in the peripheral blood, e.g.,
patients with muscular dystrophy or Huntington's chorea. I think there is
no question that there are subpopulations of T~lymphocytes that are not

homogeneous in their response to exposure to BrdU. We obviously need to
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know a great deal more about the structure of the lymphocyte populations if

we have to interpret very small changes in SCE frequency."

In het "Banbury report 13", waarin de genoemde presentatie van Evans (1982)

is opgenomen, wordt op pagina 353 (Sorsa, 1982) de volgende discussie over

Tabel 2 weergegeven:

Sorsa: - "If we are very critical about the occupational groups in which
there is incontrovertible evidence about either increased struc-
tural chromosome aberrations or SCEs, the number is really small.
John Evans showed us a list ( = Tabel 2), but I think if ome is
severely critical, there are only five agents where there is
clear confirmatory evidence from independently repeated studies.
They would be studies on benzene, ethylene oxide, styrene, vinyl
chloride, and epichlorohydrin.™ #*

Evans: "I would not disagree, for much of the published data is equi-
vocal and some downright contradictory. However, the question
often arises as to whether positive results can be really
ascribed to the substance that is considered to be the occupa-

. tional mutagen."”

Tabel 1 en 2 en de weergegeven discussie tesamen illustreren het probleem

dat interpretatie van &&n enkele publikatie in het algemeen niet mogelijk

is. Dit komt omdat:

a. de waargenomen verschillen klein zijn

b. de controle groep nooit "ideaal" kan zijn (wegens niet-meetbare ver-
schillen in rookgewoonten en andere "life-style" faktoren)

c. grote verschillen in individuele gegevens tussen laboratoria bestaan
wat het niet mogelijk maakt om eenduidige conclusies te trekken.

Een andere illustratie van de onmogelijkheid om op basis van &&n publicatie
conclusies te trekken over de genotoxiciteit van stoffen, wordt gegeven
door M#ki-Paakanen et al. (1981). In een overzicht over loodexposities
geven zij 11 positieve uitkomsten naast 10 negatieve uitkomsten (inclusief
een eigen observatie) over chromosoom-aberraties en SCE's. Deze gegevens
betekenen niet noodzakelijkerwijs dat lood geen genotoxisch effect heeft,
maar illustreren hoezeer deze methodieken nog in een experimenteel stadium

verkeren,

* Ons eigen commentaar op deze door Sorsa verkorte 1lijst is gegeven op

bladz. 20 van dit rapport.



