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Riassunto

Obiettivo: identificare biomarcatori che per sensibilita e spe-
cificita di effetto possano migliorare le strategie di intervento
per la riduzione del rischio degli operatori sanitari addetti alla
manipolazione di farmaci antiblastici.

Disegno: studio di epidemiologia molecolare.

Setting: Policlinico universitario S. Orsola-Malpighi di Bolo-
gna: personale infermieristico addetto alla preparazione e alla
somministrazione dei farmaci antiblastici.

Partecipanti: 50 esposti ad antiblastici (8 maschi e 42 femmi-
ne), 50 controlli (8 maschi e 42 femmine) non esposti appaia-
ti per sesso, etd e abitudine al fumo di sigaretta.

Outcome principali: marcatori urinari di esposizione, espres-
sione di heat shock proteins (HSPs) 27, 70, 90 e 110; biomar-
catori di stress immunitario: apoptosi, analisi del ciclo cellu-
lare G1-S-G, tipizzazione delle cellule natural killer (NK) e dei

recettori per IIL-2 (CD 25) in linfociti di sangue periferico;
frequenza di micronuclei nei linfociti di sangue periferico e
nelle cellule esfoliate di mucosa orale; attivazione di bax, bcl2,
b-actina.

Risultati: su 50 campioni di urine di personale esposto sono
risultati positivi 19 soggetti di cui 3 solo per MTX, 11 solo per
CP e 5 positivi per entrambi. Nessun incremento statistica-
mente significativo ¢ stato osservato per tutti gli altri biomar-
catori studiati.

Conclusione: complessivamente lo studio non ha rilevato ef-
fetti precoci significativi legati all'esposizione ad antiblastici nel-
la popolazione studiata.

(Epidemiol Prev 2005; 29(5-6) Suppl: 91-95)

Parole chiave: farmaci antiblastici, biomarcatori di esposizione, heat shock proteins,
monitoraggio immunologico, frequenza di micronuclei

Abstract

Objective: 1o develop a multiple-endpoint monitoring system in
order 1o assess and minimize long term risks in hospital nurses ex-
posed to antiblastic drugs.

Design: molecular epidemiology stud.

Setting: S. Orsola-Malpighi Hospital in Bologna, Iraly: nurses
exposed to antiblastic drugs.

Participants: 50 exposed subjects (8 males and 42 females) and
50 unexposed individuals (8 males and 42 females) marched for
age and smoking habits.

Main outcome measures: urinary markers of exposure, Heat
Shock Proteins (HSPs) 27, 70, 90, 110, immunologic biomarkers
in peripheral blood lymphocytes: apoprosis, cell-cycle analysis G1-

S-G, yypization of Natural Killer cells (NK) and receptors micro-
nuclei; frequency in peripheral blood lymphocytes and in exfolia-
ted buccal mucosa cells; activation of specific oncogenes (bax, bel2).
Results: 19/50 subjects showed urinary antiblastic drug levels (3
subjects MTX, 11 subjects CR 5 subjects MTX and CP). No sta-
tistically significant differences were observed in all the conside-
red biomarkers berween the exposed and control groups.
Conclusion: this biomonitoring study doesn’r evidence any early
significant effect associated ro the exposure to antiblastic drugs.
(Epidemiol Prev 2005; 29(5-6) Suppl: 91-95)

Keywords: antiblastic drugs, exposure biomarkers, Heat Shock Proteins, immunologic
biomarkers, micronuclei frequency
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Introduzione

I farmaci antiblastici costituiscono un gruppo eterogenco di
composti chimici in grado di inibire la crescita dei tumori me-
diante diversi meccanismi molecolari;! questi farmaci posso-
no indurre differenti effetti acuti e cronici nei pazienti esposti
a dosi terapeutiche. Inoltre studi clinici e sperimentali hanno
dimostrato che un ampio numero di questi composti sono
mutageni, cancerogeni o teratogeni.”

Il personale sanitario preposto alla preparazione dei farmaci, al-
la loro somministrazione ai pazienti, alle procedure di decon-
taminazione degli ambienti e di eliminazione dei rifiuti conta-
minati ¢ soggetto al rischio di esposizione a questi composti.
Le possibili vie di contaminazione sono: I'assorbimento attra-
verso la cute e le mucose, I'inalazione di aerosol ed eventual-
mente 'iniezione o Iingestione accidentali.

Un ampio numero di studi di monitoraggio disponibile in let-
teratura dimostra 'esposizione del personale ospedaliero ad
antiblastici attraverso 'individuazione di alcuni composti o lo-
ro metaboliti nelle urine? o la valutazione di effetti biologici
precoci, quali danno al DNA,*¢ danno cromosomico’1? o
scambi tra cromatidi fratelli'’"!? in «tessuti surrogato», cioe
non target diretti delleffetto tossico, quali i linfociti di sangue
periferico o cellule esfoliate della mucosa orale. Altri studi han-
no suggerito potenziali interazioni tra esposizione professio-
nale ad antiblastici e alterazioni dell’equilibrio della risposta
immunitaria,' 417

1l progetto IMEPA (Identificazione marcatori esposizione pro-
fessionale antiblastici, progetto di ricerca del Ministero della
salute), per la complessita delle indagini eseguite, ha coinvol-
to 7 istituti di ricerca con la partecipazione di 18 ricercatori.
Scopo del progetto IMEPA era quello di identificare biomar-
catori sensibili che potessero migliorare i criteri di valutazio-
ne dellesposizione e contribuire alle strategie di intervento per
la riduzione del rischio degli operatori sanitari addetti alla ma-
nipolazione dei farmaci antiblastici.

A tal fine ¢ stata considerata una batteria di biomarcatori im-
munologici quali lespressione di hear shock proteins (HSP), la
tipizzazione di cellule citotossiche nazural killer (NK), I'anali-
si del ciclo cellulare, dei linfo-monociti di sangue periferico e
dei recettori per I'IL-2.

Inoltre & stato effettuato il monitoraggio biologico per la sti-
ma del danno genotossico mediante la determinazione della
frequenza di micronuclei e I'attivazione di specifici oncoge-
ni. Le variazioni osservate sono state correlate ai dati di espo-
sizione individuale, valutati mediante monitoraggio ambien-
tale e determinazione quantitativa di metotrexate e ciclofo-
sfamide nelle urine.

Soggetti

E’ stato selezionato un gruppo di infermieri addetti alla prepa-
razione e alla somministrazione di combinazioni di antiblasti-
ci e un adeguato numero di controlli sani appaiati agli esposti
per sesso, etd ¢ abitudine al fumo; questi ultimi soggetti sono

stati scelti tra gli operatori del Policlinico universitario S. Or-
sola-Malpighi di Bologna non esposti professionalmente. I sog-
getti considerati operavano in condizioni adeguate e dispone-
vano dei dispositivi di protezione individuale previsti.

Sono stati raccolti mediante un questionario i dati anagrafici
e personali, relativi ad affezioni e allergie, abitudine al fumo,
dieta, trattamenti terapeutici e diagnostici che potessero co-
stituire fattori confondenti per i biomarcatori considerati.
Nella tabella 1 sono riportate le caratteristiche della popola-
zione studiata. La maggior parte dei soggetti erano femmine
(84%); 'anzianita lavorativa era bassa considerato il furnover
di questi operatori all'interno delle strutture ospedaliere. 11
54% dei soggetti erano fumatori e altrettanti dichiaravano di
essere esposti a fumo passivo.

Materiali e metodi

Determinazione dell’esposizione: marcatori urinari

La determinazione quantitativa di metotrexate (MTX) e ci-
clofosfamide (CPA) ¢ stata effettuata nelle urine del perso-
nale esposto raccolte a fine turno. I campioni di urina sono
stati purificati prima dell’analisi. Le due frazioni sono state
analizzate separatamente in cromatografia liquida accoppia-
ta a detector di massa (LC/ESI-MS/MS).

Limite di quantificazione del metodo: 0,2 pg/l per MTX,
0,06 pg/l per ciclosfamide.

Espressione di heat shock proteins

Per la determinazione dell’espressione di HSPs 27, 70, 90 e
110, dopo aver isolato dal sangue periferico I'anello linfo-
monocitario, utilizzato come target per I'analisi dell’espres-
sione di HSPs, lo si ¢ sottoposto a lisi proteica; successiva-
mente gli antigeni proteici in esame sono stati separati me-
diante corsa elettroforetica e rilevati impiegando anticorpi
monoclonali e rivelazione del segnale in chemiluminescenza.
Le autoradiografie sono state sottoposte ad analisi densito-
metrica, avvalendosi del programma Image J del’NIH, e i
singoli segnali sono stati espressi in unitd arbitrarie dopo not-
malizzazione per differenze di caricamento (actina) e variabi-
lita inter-blot (controllo positivo standard).

Biomarcatori immunologici

Sono state valutate 'apoptosi e 'analisi del ciclo cellulare G1-
S-G dei linfo-monociti di sangue periferico. La tipizzazione
delle cellule citotossiche natural killer (NK) e dei recettori per
I'IL-2 (CD 25) ¢ stata eseguita mediante I'uso del citofluori-
metro ¢ degli anticorpi monoclonali diretti contro gli anti-
geni di superficie specifici. Dopo aver isolato su gradiente di
lymphoprep lanello linfomonocitario, le cellule sono state mar-
cate con i vari anticorpi monoclonali (10 pl di mAb su 200.000
cellule); si ¢ effettuata la lettura al citofluorimetro dopo 1 ora
di incubazione a +4 °C per CD16/56 ¢ CD25 e dopo 24 ore
di incubazione a +4 °C per HSP 25, 70 ¢ 90 KDa.

Per I'analisi del ciclo cellulare e la valutazione dell’apoptosi le
cellule separate come detto in precedenza sono state coltiva-
te per 24 ore in terreno RPMI1640 a 37 °C in 5% CO2 quin-
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di incubate per 60 minuti con ioduro di propidio (50 mg/ml)
alla presenza di RNase (10 mg/ml); questo metodo ha con-
sentito di misurare la quantita di DNA in ogni cellula.

La distribuzione degli eventi cellulari nelle varie fasi del ci-
clo ¢ stata determinata usando un citofluorimetro Coulter,
EPICS XL (Hialeah, FL, USA), equipaggiato con un laser
ad argon a 488 nm e con il programma Multicycle for DNA
content and cell cycle analysis. La IL-6 ¢ stata determinata
su siero con test immunoenzimatico (Quantikine, R&D Sy-
stem, Milano).

Danno citogenetico: il test del micronucleo

Tést del micronucleo nelle cellule della mucosa orale. Le cellule
di mucosa orale raccolte e conservate in ghiaccio sono perve-
nute al laboratorio entro 24 ore dal prelievo. Dopo centrifu-
gazione e lavaggio con soluzione salina le cellule sono state
gocciate su vetrini, fissate in metanolo e colorate con arancio
di acridina. La frequenza dei micronuclei ¢ stata determina-
ta mediante ['osservazione con microscopio a fluorescenza di
4.000-5.000 cellule/soggetto.

Tést del micronucleo nei linfociti di sangue periferico. 1 campioni
di sangue sono stati raccolti in quantita di 2-3 ml, in provet-
te eparinate. Per ciascun soggetto sono state allestite 2 coltu-

SALUTE, OCCUPAZIONE E AMBIENTE

re in parallelo. A 44 ore di coltura veniva aggiunta la citoca-
lasina B. Dopo 72 ore di incubazione a 37 °C il sangue del-
la coltura ¢ stato centrifugato, trattato con soluzione ipoto-
nica (KCL 0,075M). Le cellule sono state fissate quindi goc-
ciate su vetrini e poi colorate con Giemsa. La frequenza di
micronuclei ¢ stata valutata su un numero totale di 2.000
linfociti con citoplasma integro per ciascun soggetto.
Attivazione di oncogeni
Per lo studio degli mRNA di bax, bcl2 f-actina, il cDNA a
singolo filamento & stato preparato aggiungendo 1 pg di RNA
alla seguente miscela: 50 mM Tris-Cl (pH 8,3), 75 mM Mg-
Cl2, 20 uM dNTP, 20 pmol random hexamers, 20U Rnase
inhibitor, 5 mM DTT and 200U MMLYV trascrittasi inver-
sa. Due microlitri di cDNA sono stati amplificati con 1U
Taq DNA Polymerase con 15 pmol di primers 5" ¢ 3°, 10
mM Tris-Cl, 50 mM KCl, 2,5 mM MgClI2, 300 uM dNTP
in un volume finale di 30 pl. La sequenza nucleotidica dei
primers utilizzati &: bax 5’-gacgaactggacagtaacatg-3’(sense),
5’-aggaagtccaatgtecagee-3’ (antisense), bel2 5’-tcatgtgtgtg-
gagagcgtcaa-3’(sense), 5’-ctactgctttagtgaacctetege-3” (anti-
sense), B-actina 5’-ttcaaggtagtttcgtggat-3’ (sense), 5'-
gaaaatctggeaccacacctt-3” (antisense) (NicAmhlaoibh R et al,
1999). Lamplificazione & sta-

ta eseguita per 25 cicli se-

non esposti esposti totale X
condo il seguente program-
Sess0 M 8 8 16 ma: denaturazione a 94° per
F 42 42 84 1 minuto, appaiamento a
cta media 35,18 35,02 35,1 60° per 45 PP "
Bmi 2337 23,08 23,22 V- per 9 secondl, esten
anzianita lavorativa 9,57 10,15 0,87 sione a 7.2 per 2 minuti. Pe.r
anni di lavoro a rischio 0 8,25 412 consentire I'analisi semi-
fumatori n. o7 o7 54 quantitativa ['actina ¢ stata
n. sigarette 9,96 10,65 10,30 amplificata come standard
n. anni fumo 10,33 12,00 11,15 interno. Dodici microlitri
ex fumatori n. 8 3 " sono stati sottoposti a elet-
n. sigarette 12,12 9,67 11,45 troforesi su gel di agarosio al
i, G G IGD 7,52 8,67 ch 2%, colorato con etidio bro-
- . 1l I BT LS 33’37 12’33 42’09 muro e visualizzato su tran-
Hmo passio no silluminatore UV. Le im-
si 20 34 54 ..
21c00! mai 5 20 A5 magini sono state fotografa-
2-4 bicchieri/settimana 6 10 16 te, acquisite con ung.scan—
2.4 bicchieri/die 19 20 39 ner, e confrontate utilizzan-
consumo frutta (porzioni) mai 2 2 4 do un software per la quan-
<1 volta/die 12 10 22 tificazione (Quantity One,
1 volta/die 17 23 40 Biorad).
>1 volta die 19 15 34
consumo verdura (porzioni) mai 2 2 4
<1 volta/die 12 14 26
1 volta/die 16 19 35
>1 volta die 20 15 85
consumo carne/pesce alla brace mai 11 13 24
<1 volta/die 14 12 26 Tabella 1. Caratteristiche
1 volta/die 12 8 20 del campione analizzato.
>1 volta die 13 17 30 Table 1. General characteristics

of the studied groups.
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Risultati citaria, espressa dalle cellule positive per CD25. Non si & ri-
Nella tabella 2 sono riportati i risultati ottenuti con i diversi ~ scontrata una differenza statisticamente significativa tra i
biomarcatori nella popolazione considerata. Su 50 campio-  gruppi esposti/controlli per le cellule NK deputate alla ci-
ni di urine di personale esposto sono risultati positivi 19 totossicita aspecifica soprattutto nei confronti di cellule tra-
soggetti di cui 3 solo per MTX, 11 solo per CP e 5 positi-  sformate (neoplastiche o in apoptosi).

vi per entrambi.

11 fatto che non siano state os-

servate differenze statistica- ~ =naPoint {},‘_’2322',’\,2";5' (n_iiggri‘;z_, ot i
mente significative nell’e- marcatori urinari CP (ppb) = 0,06-10 s -
SpI‘CSSiOHC dl HSP 27, 70, 90, (monitoraggio (11)
110 tra i due gruppi a con- biologico) MTX (ppb) - 0,3-2 - =
fronto, suggerisce I'assenza di @)
una correlazione tra esposi- CP (ppb) . 0 06:271 - -
. . . MTX (ppb) - 0,3-2,0
zione professionale ad anti- (5)
blastici e modulazione di mar- marcatori precoci HSP 90 0,13P 1b 0,56° 0,317
catori heat shock. di stress (1) (1) @
I parametri immunologici 11,95¢ 12,93¢ 12,45¢ 0,493
rivelano valori non dissimi- 5] 50) &)
.. .. HSP 70 0,33P 0,30° 0,32 0,758
l{ nei due gruppi di sogget- ©) @) (13)
ti, sebbene un incremento di 12,48¢ 13,79¢ 13,15¢ 0,160
IL-6 nel siero sia stato os- (48 (50) (98)
servato negli esposti e si ri- HSP 27 4,04° 4,430 4,240 L2t
veli significativo nel gruppo @7) (49) (96)
. . ; HSP 25 9,51¢ 10,52¢ 10,02¢ 0,531
dl SOggCttl con monltorag— (48) (50) (98)
gio biologico positivo, nei  “marcatori di stress CD 25 14,60 14,22 14,41 0,878
quali si osserva anche unau-  immunitario (48) (50) (98)
mento dell’attivazione linfo- CD 16 12,56 11,68 12,11 0,527
(48) (50) (98)
prolattina 378,17 298,18 337,36 0,887
(uUI/ml) (48) (50) (98)
cortisolo 138,08 149,16 143,73 0,641
(ng/ml) (48) (50) (98)
TNFa 4,93 5,50 5,22 0,708
Tabella 2. Analisi di marcatori di esposi- (pg/mli) (48) (50) (98)
zione a farmaci antineoplastici. IL-6 8,01 15,48 11,82 0,138
CP= ciclofosfamide; HSP= heat shock pro- (pg/ml) (48) (50) (98)
tein; MN= micronucleo; MTX= meto- ciclo cellulare apoptosi 4,72¢ 4,51¢ 4,61¢ 0,397
trexate; “= significativita statistica al test e apoptosi (39) (39) (78)
di Mann-Whitney per il confronto fra due G1 86.85° 87.13° 86.99¢ 0.968
popolazioni; *= analisi effetruata tramite (ég) (?’,9) (7' 8) ’
V%’.‘vtf’m‘quﬁmg I 1{ﬂ/orz' sono riportati in s 0.90° 0,79 0,85° 0,870
unita di misura arbitrarie ricavate dalla-
nalisi densitometrica del segnale di HSP. (39) (39) (78)
normalizzato rispetto al controllo (vedi G2 2,59¢ 2,90° 2,74¢ 0,766
«Materiali e metodi»); “= analisi effettua- (39) 39) (78)
ta tramite citofluorimetria. I valori sono danno linfociti ~ MN totali 22,19 23,33 22,75 0,398
riportati in numero di cellule positive al- citogenetico  periferici (43) 42) (85)
Lanalisi citofluorimerrica. MN/1.000 12,10 12,63 12,36 0,607
L (43) (42) (85)
Lable 2. Biomonitoring of murses occupa- mucosa MN totali 3,56 3,16 3,36 0,994
tionally exposed to antoneoplastic drugs: buccale (48) (50) (98)
summary of the results.
CP= cclfstimides HSP= hea shock pro- MN/1.000 0,89 0,79 0,84 0,968
tein; MN= micronuclei; MTX= meto- (48) (50) (98)
trexate; = statistical significance by Mann- oncogeni bax/actina 5,54 4,65 5,09 0,708
Whitney test; *= analysis carried out by We- (39) (39) (78)
stern Blotting. The results are reported as bcl2/actina 2,20 49,33 26,09 0,175
arbitrary units obtained by a densitome- (36) (37) (73)
tric detection oftlﬂe HSP .rz;gmzl; ‘= zzmz/y— becl2/bax 1 ,06 0,96 1 ’01 0’240
sis carried out flowcytometry. The results (38) (38) (76)

are expressed as number of positive cells.
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I livelli di esposizione dei soggetti, anche con monitoraggio
positivo, non sono sufficienti a indurre un incremento nella
frequenza di micronuclei (MN) sia nei linfociti binucleati di
sangue periferico sia nelle cellule esfoliate di mucosa orale. La-
nalisi della frequenza di MN nei linfociti di sangue periferico
rivela, tuttavia, un trend di incremento negli esposti rispetto
ai controlli.

Infine non si ¢ riscontrata una differenza statisticamente si-
gnificativa nei valori di espressione dei geni bel2 e bax, sia per
quanto riguarda I'espressione dei singoli geni sia per 'even-
tuale rapporto tra di essi, tra soggetti con monitoraggio bio-
logico positivo, soggetti con monitoraggio biologico negativo
e soggetti non esposti.

Conclusioni

Un’analisi complessiva dei risultati ottenuti con la batteria di
biomarcatori considerata non evidenzia alcun effetto signifi-
cativo nel gruppo di soggetti potenzialmente esposti rispetto
ai controlli. Anche se occorre sottolineare che le dimensioni
limitate delle popolazioni studiate limita la potenza statistica
dello studio e non consente di rilevare piccole differenze tra i
gruppi, ¢ comunque evidente che, qualora vengano messe in
atto tutte le procedure tecniche, organizzative e comporta-
mentali tali da operare in condizioni di sicurezza, non ¢ rile-
vabile alcuna indicazione significativa di effetti precoci per la
popolazione studiata.

Si conferma inoltre 'importanza del monitoraggio biologi-
co, cioe il dosaggio dei farmaci nei liquidi biologici del la-
voratore, che permette di stimare I'entitd dell’assorbimento
dei farmaci manipolati attraverso le diverse vie di esposizio-
ne. [ risultati hanno dimostrato la presenza di farmaci anti-
blastici nelle urine dei lavoratori esposti soltanto nelle situa-
zioni in cui non venivano seguite procedure di lavoro cor-
rette (uso di dispositivi di protezione individuale eccetera).
Alcuni dati significativi riferiti ai biomarcatori immunolo-
gici sono emersi, infatti, non tanto confrontando il gruppo
degli esposti con quello dei controlli, quanto scomponendo
il campione in soggetti con monitoraggio biologico positi-
vo, soggetti con monitoraggio biologico negativo e soggetti
non esposti.
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