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Samenvattende nota. (" Executive summary").

Mutagene effecten

Voor genotoxische agentia is er geen kritische drempel onder dewelke er helemaal geen
mutageen effect is. Dat hormetische (gezondheidsbeschermende) effecten zouden optreden bij
blootstellling van de mens aan genotoxische agentia is uiterst onwaarschijnlijk. Iedere
blootstelling zal de kans op mutaties opdrijven, en een chronische blootstelling zal in de
meeste gevallen meer mutaties met zich brengen dan een eenmalige acute blootstelling aan de
totale dosis in één enkele keer. Genotoxische agentia kunnen aan DNA ofwel schade
toebrengen die ook ontstaat tengevolge van spontane endogene processen, ofwel schade
toebrengen die endogeen niet of nauwelijks ontstaat. In het eerste geval (er is endogene
schade van hetzelfde type als de exogene schade) voegt iedere exogene schade-dosis zich
gewoon bij de endogene dosis, en heeft waarschijnlijk een proportioneel mutageen effect. De
endogene schade zal in de overgrote meerderheid der gevallen veel groter zijn dan de
exogene. Wel wordt dit type van schade zeer efficiént hersteld, tenzij bij zeer hoge dosis
wanneer het herstelmechanisme wordt overweldigd. In het tweede geval (de exogene schade
is van een type dat endogeen niet of nauwelijks voorkomt) is het waarschijnlijk dat een (zeer)
lage dosis-hypersensitiviteit optreedt. Hierbij brengen zeer lage blootstellingen, zoals deze die
in het leefmilieu optreden, relatief, dat is per dosiseenheid, meer mutaties, meer
gezondheidsschade en meer risico op kanker met zich dan hogere dosissen, dit omdat ze de
cellen en weefsels treffen zonder dat de betreffende verdedigingsmechanismen maximaal zijn
ingeschakeld. Ook werd bij de mens vastgesteld dat blootstelling aan sommige agentia de
capaciteit om schade aan DNA, veroorzaakt door andere agentia, te herstellen, vermindert.

Resulterend kankerrisico.

Wat de kankerverwekkende effecten betreft zou men, op basis van het feit dat het
ontstaan van kanker bijna altijd berust op meerdere mutaties en dat exogene mutaties zich
voegen bij endogene mutaties en in de veronderstelling dat het mutageen effect lineair stijgt
met de dosis, kunnen verwachten dat het kankerverwekkend effect van een zeer laag
mutageen effect 2 a 3 maal lager ligt dan dat van een meer intens (experimenteel of
accidenteel) mutageen effect. Het verband tussen het aantal mutaties geinduceerd door een in
de tijd beperkte blootstelling aan een bepaald agens en het risico op een bepaalde vorm van
kanker, en dus tussen de dosis en het risico op kanker (in de veronderstelling van een lineair
verband tussen dosis en aantal geinduceerde mutaties), kan echter lineair zijn, wanneer het
eerste stadium (mutatie) geinduceerd door de blootstelling gevolgd wordt door een "rate-
limiting" stadium (een fase van proliferatie, een fase van wijziging in genexpressie) dat niet
door het agens wordt beinvloedt. Ook de heterogeniteit van menselijke populaties waarbij
gevoeligheid aan een bepaald agens door vele genen beinvloed wordt en de aanwezigheid van
een belangrijke totale dosis van andere carcinogenen (die zijn er uiteraard altijd, te wijten aan
het metabolisme, aan de voeding en aan de vervuiling van het leefmilieu) brengt mee dat men
met betrekking tot de inductie van kanker bij de mens een lineair dosis-antwoord verband
mag verwachten. Voor zover de waarnemingen bij de mens toelaten zich over het dosis-effect
verband bij de inductie van kanker door genotoxische agentia uit te spreken stelt men
inderdaad een lineair verband vast. Voor die blootstellingen waarbij zich een lage dosis-
hypersensitiviteit voordoet m.b.t. de inductie van mutaties kan er zelfs een onderschatting van
het kankerrisico optreden bij extrapollatie naar extreme lage dosis. Er zijn m.b.t. sommige
complexe genotoxische blootstellingen (zoals tabak en fijn stof) zelfs waarnemingen die
wijzen op een relatief sterker kankerverwekkend effect bij lage dosis.



Met betrekking tot de inductie van kanker is, meer nog dan bij de inductie van mutaties,
van groot belang dat chronische blootstelling relatief meer risico's met zich brengt dan een
acute blootstelling.Dit omdat de maligne tumorale transformatie op zichzelf een proces is dat
in de overgrote meerderheid der gevallen (gelukkig) veel tijd kost. Het kankerrisico neemt
dan ook exponentiéel toe met de duur van de blootstelling, wat bij proefdieren experimenteel
vastgesteld kon worden.

Tenslotte zijn blootstellingen in utero en tijdens de vroege kinderjaren veel belangrijker
dan latere blootstellingen, maar de effecten ervan zijn, vooral wanneer ze laattijdig optreden,
bij de mens helaas zeer moeilijk te bestuderen.

Inzake de bescherming van de menselijke gezondheid tegen mutagene en
kankerverwekkende agentia kan een "evidence -based" beleid zeker niet volstaan. Het beleid
moet "knowledge-based" zijn en rekening houden met de talrijke inzichten die het
fundamenteel wetenschappelijk onderzoek en de in vitro en dierexperimenten hebben
opgeleverd.



1. Enkele noties inzake ontstaansmechanismen van kanker

1.1. Een clonaal Darwiniaans proces berustend op accumulatie van mutaties

Kanker is een ziekte van de sociale organisatie van de cellen in weefsels. Kankercellen
delen en verplaatsen zich, ook als dit in functie van het organisme in zijn geheel niet past. De
laatste tientallen jaren heeft de moleculaire celbiologie ons een vrij goed inzicht verstrekt in
het complexe meerstappenproces der carcinogenese. Vast staat dat de accumulatie van
mutaties (wijzigingen van het erfelijk materiaal) in meerdere genen (dus meerdere
eigenschappen) in ¢één cel vereist is (McCormick & Maher, 1994). In het
zoogdierenorganisme (ook bij de mens) vloeit het risico van kanker wellicht voort uit de
opstapeling van mutaties in stamcellen, die (bijna) de enige delende cellen zijn waarvan de
afstamming lange tijd in het organisme aanwezig blijft (Heddle, 1999) Volgens Renan (1993)
zouden kankers bij kinderen veroorzaakt worden door een kleiner aantal postnatale
somatische mutaties (3 voor beendertumoren en tumoren van de neus) dan kankers bij
volwassenen (6 voor beendertumoren en tumoren van de neus, 7 of 8 voor kankers van de
maag, pancreas, nieren, huid en colon en rectum, en zelfs 12 voor prostaatkanker die vooral
op hoge leeftijd voorkomt). Heden ten dage wordt niet meer betwist dat tumorcellen allen
afstammen van één gemeenschappelijke voorlopercel, die op een bepaald ogenblik -
gewoonlijk 20 tot 30 jaar voor de manifestatie van de tumor -, een (of meer) beslissende
wijzigingen (mutaties) in haar erfelijk materiaal (haar DNA) ondergaan heeft, en zo
geinitieerd werd voor de carcinogenese. Tijdens de daarop volgende tumorpromotiefase zou
er dan een clonale expansie plaatsgrijpen van reeds gemuteerde, voor kanker geinitieerde
cellen. Deze clonale expansie (vorming van een grote groep cellen uit één enkele cel), drijft
de waarschijnlijkheid op dat bijkomende mutaties, nodig voor de maligne tumorale
transformatie, kunnen plaatsgrijpen. Tijdens de tumorpromotiefase zou, mee onder invloed
van exogene agentia (epigenetische carcinogenen en/of tumorpromotors zoals dioxineachtige
stoffen, zie addendum 1), de expressie van recessieve allelen en meer in het algemeen, de
expressie van het tumoraal fenotype, mogelijk worden. Tijdens de latere fase van de
tumorprogressie, waarin kankercellen met een meer kwaadaardig karakter ontstaan, spelen
bijkomende (eventueel grote) wijzigingen van het erfelijk materiaal wellicht nog een rol. Het
kankerproces is een soort Darwiniaans proces, waarin individuele cellen steeds meer nieuwe
eigenschappen verwerven, die hen beter geschikt maakt om in de (ongunstige)
omstandigheden binnenin een tumor te overleven, naburig weefsel te invaderen of om zich in
een ander weefsel te gaan nestelen (metastase).

1.2. Genen betrokken bij de car cinogenese

Er werd een vermoedelijk betekenisvolle fractie van het totaal aantal genen die bij de
carcinogenese betrokken zijn reeds geidentificeerd (Tabel 1): de proto-oncogenen, de
tumorsuppressorgenen van het "gatekeeper" en het "caretaker" type en genen die betrokken
zijn bij intercellulaire adhesie en communicatie. Ook de telomeren (uiteinden van
chromosomen) spelen een belangrijke rol (Bouffler, 1998; Weinberg 1998; DePinho, 2000).
Tumorsuppressorgenen zijn genen die tot kanker bijdragen wanneer ze door een mutatie
geinactiveerd worden (Weinberg, 1996). Genen die instaan voor de controle van de celcyclus
en genen die betrokken zijn bij het natuurlijk verouderingsproces, dat het aantal delingen in
normale cellen beperkt, behoren volgens deze indeling tot diverse klassen van genen
betrokken bij de carcinogenese. Michael Stratton van het Wellcome Trust Sanger Instituut,



stelde op het Keystone Congres "Genome Instability and DNA Repair" op 1 maart 2009 dat
mutaties in 384 genen een rol kunnen spelen als "driver" van het carcinogenese proces.

Tabel 1 Genen betrokken bij de carcinogenese.

1._Proto-oncogenen (geactiveerd tot oncogenen)
coderen voor:
- groeistimulerend factoren
- stimulerende componenten van de celcyclus
- anti-apoptotische factoren (bvb bcl-2)

2. Tumorsuppressorgenen van het gatekeeper type
coderen voor:
- factoren die de groei remmen (inhibitoren van oncogenen)
- factoren die de celcyclusklok remmen (bvb p21, p53, Rb)
- stimulatie van apoptosis (bvb bax, p53)
- factoren die de differentiatie induceren

3. Tumorsuppressorgenen van het caretaker type
coderen voor factoren die instaan voor het DNA-herstel na schade (> 50 proteinen reeds

gekend die fungeren als component in verschillende herstelmechanismen)

4. Cel-cel adhesie en andere communicatie genen
coderen voor factoren die instaan voor een geordende weefselstructuur

5. Genen betrokken bij de DNA replicatie en de chromosoomsegregatie.

1.3. Rol van het mutatorfenotype en van tumor suppr essor genen

De meeste mutaties ontstaan wellicht spontaan, hoewel exogene mutagene carcinogenen
het mutatietempo en de mutantfrequentie kunnen opvoeren. Het mutatietempo is het aantal
mutaties per celgeneratie. De mutantfrequentie is het aantal cellen in een celpopulatie dat
gemuteerd is in één bepaald gen en wordt uitgedrukt als fractie van het totaal aantal cellen
van de populatie.

Het is echter duidelijk dat het tempo waarmee in normale cellen genen getroffen worden
door mutaties, te laag is om de incidentie van kanker uit te leggen. Het lijkt dan ook
waarschijnlijk dat de initiatie van het proces der carcinogenese meestal berust op een mutatie
die leidt tot het mutatorfenotype. In een cel van dit mutatorfenotype is het tempo van het
optreden van mutaties sterk verhoogd (Loeb, 1991). Volgens Kinzler en Vogelstein (1997) is
de verhoging van het mutatietempo meestal het gevolg van een mutatie in een
tumorsuppressorgen. Ze onderscheiden daarbij tussen "gatekeeper" genen (portiergenen) en
'caretaker' genen (verzorgergenen). Gatekeepers zoals de genen p53, p21 en bax, houden de
deur gesloten voor mogelijke mutaties door, als er DNA-schade is, hetzij de celdeling tegen te
houden, hetzij de cel te doen afsterven door apoptosis. Caretaker genen coderen voor de



proteinen die een rol hebben in schadedetectie en -herstel. Het ontstaan van kanker wordt
verondersteld te berusten op het feit dat gatekeeper of caretaker genen zelf schade oplopen die
tot hun mutatie leidt. Dit invalideert de werking van de processen die instaan voor de
integriteit van het genoom, m.a.w. het zijn mutaties die het mutatietempo opdrijven.

Op te merken is dat voor gatekeeper en caretaker genen geldt dat beide allelen van het
gen, door een mutatie moeten geinactiveerd worden opdat het effect ervan manifest zou
worden. Een uitzondering blijkt het p53 gen te zijn: Er zijn missense mutaties in p53
beschreven die dominant zijn t.o.v. het normale p53 gen op het andere alleel, omdat erdoor de
werking van het normale genproduct verstoord wordt (Inga et al., 1997). Eén mutatie (de
missense mutatie) volstaat in dit geval om tot het mutatorfenotype en kankerinitiatie te
komen.

Zoals verwacht tonen moleculair epidemiologische waarnemingen aan dat mutaties in
gatekeeper genen een hoger risico op kanker met zich brengen dan mutaties in caretaker
genen (Kinzler en Vogelstein, 1997). Als gatekeepers volledig functioneel zijn, wordt de
celdeling belet ook als de schade niet te herstellen is door een defecte caretaker. De DNA
schade zal de p53 concentratie langdurig hoog houden. Bovendien zal de DNA-schade
accumuleren. Dit zal waarschijnlijk leiden tot apoptosis. Daarenboven zijn er in vergelijking
met het aantal caretaker genen, relatief weinig gatekeeper genen en vertonen ze een
weefselspecificiteit. ledere cel heeft slechts ¢én (of enkele) gatekeepers, en inactivatie van
een bepaalde gatekeeper leidt tot een zeer specifieke weefseldistributie van kanker (Kinzler &
Vogelstein, 1997). Een mutatie in een gatekeeper gen is daarom zeer nefast omdat de unieke
gatekeeper een centrale positie bekleedt en bvb verantwoordelijk is voor celdelingsstop bij
alle DNA-schade. De definitie van tumorsuppressorgenen sluit ook de ‘'klassieke'
tumorsuppressorgenen in, namelijk deze die hoofdzakelijk als groeiremmend en/of
differentiatie-inducerend gedefinieerd werden, die meestal een zekere weefselspecificiteit
vertonen en waarvan er tot hiertoe een 17-tal gekend zijn (Pennisi 1997). Door Kinzler &
Vogelstein worden ze "gatekeeper" genen genoemd. Ze zijn bvb actief in de inhibitie (bvb
NF-1) van de werking van oncogenen betrokken bij de groei-promoverende
signaaltransductie, of spelen een rol in de transductie van groei-inhiberende signalen (DPC4).
Een recent geidentificeerd suppressorgen van het klassieke type dat gemuteerd is in veel
prostaatkankers en gliomas, is PTEN. Het genproduct zou zowel tussenkomen in de regeling
van celgroei als in de interactie van de cel met haar omgeving (Li et al. 1997; Pennisi 1997).

Wegens haar centrale codrdinerende rol heeft men aan p53 de titel verleend van
'bewaarengel van het genoom'. Een inactiverende mutatie van het pS3 gen is nefast voor de
genoomstabiliteit, en p53 is het gen dat het vaakst gemuteerd is in humane tumoren (Evans,
1993). In ca 50% van alle humane tumortypen functioneert het p53 proteine niet meer
normaal (Weinberg, 1996; Greenblatt et al. 1994).

1.4. Erfdijke vormen van kanker en het mutatorfenotype

Een sterk argument voor de validiteit van de mutatorfenotype hypothese is de
vaststelling dat de genetische defecten die erfelijk predisponeren tot kanker, vooral mutaties
zijn in gatekeeper en caretaker genen (Perera 1997; Fearon 1997, Kinzler & Vogelstein
1997). De getroffen individuen hebben een verhoogde kans om op relatief jonge leeftijd, een
soort kanker op te lopen die bepaald wordt door de aard van de overgeérfde mutatie.
Aangezien ze bij de geboorte reeds in al hun cellen een somatische mutatie in één der allelen



van de betreffende genen, in zich dragen, volstaat één mutatie in het andere alleel ervan, om
genomische instabiliteit in de getroffen cel op te wekken. Bij individuen met een overgeérfde
mutatie in een gatekeepergen is er meer dan 1000-voudig verhoogde kans tot het ontwikkelen
van een tumor, in vergelijking met de algemene bevolking. Bij individuen met een
overgeérfde mutatie in een caretakergen is er een 5- tot 50-voudig verhoogde kans (Kinzler &
Vogelstein, 1997).

1.5. Implicaties van derol van mutaties, van clonale proliferatie en van veranderingen in
de genexpressie of in biologische signaalketens voor _het verband, in mathematische
termen, tussen blootstelling aan genotoxische agentia, het risico op kanker en het tijdstip
(leeftijd) waarop de kanker zich voor doet.

Het ontstaan van kanker berust op een mutatie van meerdere genen in een eenzelfde cel.
Elk van deze mutaties is een zeldzame kritische gebeurtenis. De waarschijnlijkheid van het
ontstaan van kanker kan, in een vereenvoudigd model, gegeven worden door het product van
de waarschijnlijkheid van iedere kritische gebeurtenis apart (Armitage, 1985). Daarom kan bij
benadering, indien enkel rekening gehouden wordt met de mutatie-component in het
ontstaansproces, aangenomen worden dat de incidentie van een vorm van kanker, berustend
op n mutaties, stijgt met de n®* macht van het mutatietempo en met de ( n-1)* macht van de
leeftijd (Armitage & Doll, 1954). Het exponentiéel verband tussen mutatiefrequentie en
kankerrisico heeft in een dergelijk model implicaties voor de extrapolatie van het carcinogeen
effect van lage dosissen uitgaande van hoge dosissen. Hierbij dient bedacht dat de door een
mutagen geinduceerde bijkomende mutaties zich voegen bij de spontane, natuurlijke mutaties
en bij de mutaties geinduceerd door andere agentia (Lutz, 1990b). In addendum 2 tonen we
aan dat, wanneer men, in een vereenvoudigd maar plausibel model, uitgaat van een
blootstelling die het relatief risico op kanker vertienvoudigt (grootte-orde waargenomen in
dierproeven en in epidemiologische studies met intense blootstelling), en lineair extrapoleert
naar een extreem lage dosis, men de stijging van het relatief risico t.o.v. het natuurlijk risico
slechts met maximaal een factor van de grootte-orde van 3 overschat. Dit stemt overeen met
de waarde (2 a 3) van de Dose and Dose Rate Effectiviness Factor (DDREF) berekend door
Beninson, winnaar van de Sievert Award 1996, voor extrapolatie naar een zeer lage dosis
uitgaande van een dosis van 1 tot 2 grays. Lutz (1990a) stelt echter vast dat in
epidemiologische studies bij de mens (bij vrij lage dosissen) bijna altijd een lineair dosis-
antwoord verband is vastgesteld, en wijt dit ten minste gedeeltelijk aan de heterogeniteit van
menselijke populaties waarbij gevoeligheid aan een bepaald agens door vele genen beinvloed
wordt. De berekeningen van Beninson (Sievert lecture) en van Bo Lindell (1996) tonen aan
dat men, bij zeer lage dosis ioniserende straling en in aanwezigheid van een belangrijke totale
dosis van andere carcinogenen (die zijn er uiteraard altijd, te wijten aan het metabolisme (Lutz
1990b, Marnett & Burcham, 1993) en aan de aanwezigheid van zeer talrijke carcinogenen in
het leefmilieu), een lineair dosis-antwoord verband mag verwachten.

Voor vele vormen van kanker spelen episodes van clonale proliferatie en wijzigingen in de
expressie van niet gemuteerde genen echter ook een belangrijke rol. Clonale expansie van
geinitieerde cellen zou, vroegtijdig in de carcinogenese, zelfs dezelfde rol kunnen spelen als
het mutatorfenotype (Moolgavkar & Luebeck , 2003). Dit heeft voor gevolg dat, alhoewel de
incidentie van vele vormen van kanker inderdaad exponentiéel stijgt met de leeftijd, het
uiteindelijk verband tussen de incidentie van een bepaalde vorm van kanker en de totale
mutatiefrequentie of de leeftijd complex is. De incidentie van sommige vormen van kanker
piekt op een bepaalde leeftijd. Ook kan het verband tussen het aantal mutaties geinduceerd
door een in de tijd beperkte blootstelling aan een bepaald agens en het risico op een bepaalde



vorm van kanker, en dus tussen de dosis en het risico op kanker, lineair zijn, wanneer het
eerste stadium (mutatie) geinduceerd door de blootstelling gevolgd wordt door een "rate-
limiting" stadium ( een fase van proliferatie, een fase van wijziging in genexpressie) dat niet
door het agens wordt beinvloedt (paragraaf 476 van Annex G van het Unscear 2000 rapport
Vol. II).

2. Van blootstelling naar mutatie.

2.1 Hoe ontstaan mutaties

Een blootstelling aan een genotoxische agens zoals ioniserende straling, ultraviolet
straling of een reactieve scheikundige stof leidt tot beschadiging van het DNA. Er zijn vele
vormen van schade aan DNA, waaronder enkelstrengige of dubbelstrengige breuken,
intercalaties van scheikundige stoffen tussen de baseparen, de vorming van pyrimidine
dimeren (onder invloed van ultraviolet licht), cross-links tussen de DNA strengen, cross-links
tussen DNA en eiwitten, het afsplitsen van basen, en adducten aan basen. Deze schade zal in
vele gevallen onverenigbaar zijn met het verder leven van de cel, en wordt in de overgrote
meerderheid der gevallen hersteld, meestal correct, dus zonder dat een wijziging optreedt in
de structuur van DNA en in de genetische informatie, maar af en toe foutief wat aanleiding
geeft tot een mutatie, die dan al of niet biologische gevolgen heeft waaronder het vergroten
van de kans op maligne tumorale transformatie. Figuur 1 vat het verband tussen DNA
beschadiging, mutatie en maligne transformatie samen.

Het is uiteraard zeer moeilijk om gegevens in te winnen inzake het verband tussen
blootstellingen en mutaties bij de mens. Experimenten zijn alvast ethisch onaanvaardbaar. De
structuur van het DNA, de replicatie en het herstel van DNA en de interacties van DNA met
exogene agentia die de structuur ervan kunnen verstoren zijn echter zeer sterk bewaard
gebleven doorheen de fylogenetische evolutie. Zo induceert een mutagen dezelfde primaire
klasse van basepaarveranderingen in de Ames test stam Salmonella TA100 en in de bacterie
E. Coli, als in zoogdiercellen in vitro, in knaagdieren in vivo en in het p53
tumorsuppressorgen in menselijke kankers geassocieerd met blootstelling aan datzelfde
mutagen (DeMarini, 2000)

Het herstel van schade aan DNA is een proces dat centraal staat in het levend organisme.
Dit verklaart waarom een zeer groot aantal genen in de eerste plaats bij dit herstel betrokken
zijn. De regulatie van het DNA herstel is een bijzonder complex gegeven. Eiwitten blijken op
meer dan 1000 plaatsen gephosphoryleerd te worden in antwoord op beschadiging van DNA
(S.J. Elledge , Keystone Congres "Genome Instability and DNA Repair'"maart 2009). Herstel
kan echter nooit absoluut foutenvrij zijn, en dit is de reden waarom iedere schade aan DNA de
kans op mutaties, zij het in minieme mate, verhoogt.

Dubbelstrengige DNA breuken zijn de meest gevaarlijke vormen van schade aan DNA.
Zelfs in het geval van gene conversion, de meestgetrouwe vorm van DSB herstel, bestaat er
een hoge kans op mutatie (James Haber, Keystone Congres "Genome Instability and DNA
Repair"maart 2009)

De activatie van mobiele elementen in het menselijk genoom zoals de retroposon L1 en
Alu is één van de mechanismen doorheen dewelke milieufactoren mutaties kunnen
veroorzaken. Kwik, Cadmium enNikkel kunne detranspositie activiteit van het retroposon L1
met een factor 3 opdrijven (p<0,001) (Kale et al., 2005).

Stamcellen, de cellen van waaruit de meeste kankers waarschijnlijk vertrekken (Heddle,
1996, 1999) bevinden zich meestal in het G1 stadium van de celcyclus (stamcellen vertonen



weinig celdelingen) , en daarin wordt herstel van dubbelstrengige DNA breuken (DSBs)
vooral door het fout-makende Non Homologous End Joining (NHEJ) system uitgevoerd.
Herstel door omologe recombinatie is beperkt tot late S en G2 stadia van de celcyclus

(Michael Lieber, Keystone Congres "Genome Instability and DNA Repair"maart 2009).



Figuur 1
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2.2 Enkele sleutel moleculen in deregulatie van het DNA her stel

Het MRN complex, bestaande uit de MRE11, RADS50 en NBS1 eiwitten, is
verantwoordelijk voor de initi€le herkenning van DSBs en interageert onder andere met de
histon H2AX DNA-schade signalerende cascade om herstel door homologe recombinatie te
vergemakkelijken en de DNA schade checkpoints te reguleren. Het MRN complex kan echter
ook onafhankelijk van H2AX DNA herstel induceren (Yuan et al., 2009).

Het eerste fenomeen (1-3 minuten) bij de vorming van foci na inductie van DSBs is de
fosforylatie van het histon HZAX door het ATM of een verwant proteine De fosforylatie van
H2AX is wellicht het focale punt voor het verzamelen van de herstel-eiwitten bij de
dubbelstrengige breuk (Valerie & Povirk, 2003)

Een van de cruciale eiwitten betrokken bij de regulatie van de DNA herstel
mechanismen is de tumorsuppressor p53. Geactiveerd p53 reguleert onder andere de
mechanismen betrokken bij het "Non Homologous End Joining" herstel van dubbelstrengige
DNA breuken en stuurt dit type van herstel naar de legitieme (relatief fouten-vrije versie)
ervan en weg van de illegitieme fouten-makende mutagene versie ervan (Sasaki et al., 2002).

Een ander cruciaal eiwit is ATM (het gen gemuteerd in ataxia-telangiectasia patiénten),
dat een cruciale rol speelt in de regulatie van DNA herstel en herstel van dubbelstrengige
DNA breuken doorheen het foutenvrije "homologous Repair" systeem bevordert (Shrivastav
et al., 2008). Een lichte toename van de hoeveelheid DNA schade, onvoldoende om ATM te
activeren, zal dus niet leiden tot een inductie van het foutenvrije "homologous recombination'
mechanisme en deze schade zal dus door meer mutagene mechanismen hersteld worden.

'

Het "heatshock" eiwit HSP70 wordt in C3H10T1/2 muiscellen geinduceerd door
ioniserende straling, ultraviolet licht, hitte en genotoxische stoffen en beschermt tegen DNA
schade (Park et al., 2000; Calini et al., 2003)

2.3 Geen drempedl. | eder e blootstelling aan een genotoxisch agens ver gr oot de kans op
mutatie.

Voor genotoxische carcinogenen is er geen kritische drempel onder dewelke er helemaal
geen mutageen effect is, en het effect van opeenvolgende en/of verschillende blootstellingen
is wellicht additief of soms synergistisch. Hei et al. (1997) konden, met behulp van een
microbundel apparaat (de "microbeam source at the Radiological Research Accelerator
Facility at Columbia University") aantonen dat één enkel alfa partikel volstaat om een mutatie
te verwekken, en dat doet met een hoge efficiéntie. Voor een minder energetische vorm van
straling zal de efficiéntie uiteraard lager zijn, maar nooit nul omdat iedere schade aan DNA
een zekere kans heeft om door gebrek aan herstel of foutief herstel aanleiding te geven tot
mutatie.

2.4 Meestal iser een lineair verband tussen intensiteit van blootstelling en
mutatiefreguentie.

Meestal is er een min of meer lineaire relatie tussen de dosis van een genotoxisch agens en de
hoeveelheid DNA adducten (Phillips et al, 1988; Lutz, 1990) en volgens de International
Commission for Protection against Environmental Mutagens and Carcinogens (Ehrenberg et
al., 1982) en volgens Lutz (1990a) ook tussen de dosis van een mutagene stof en het aantal
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mutaties (voor lage dosissen en voor de meeste, niet voor alle agentia) (zie ook Ehrenberg et
al., 1996 Environmental Health Perspectives, in press).

In de plant Tradescantia induceerden 2,5m GY X stralen mutaties, met een lineair dosis
verband tussen 2,5 mGY en 50 mGY, terwijl met neutronen een lineair dosis verband werd
bekomen tussen 0,1 mGy en 80 mGy (Sparrow et al. 1972).

X stralen in een dosis van 10 mGY induceren revertie-mutaties in de muis (Schiestl et
al.1994).Tussen 10 en 1000 mGy was het dosis-antwoord verband lineair (Schiestl et
al.1994).

Flow-cytometrische metingen m.b.t. de inductie van micronuclei in vivo bij de muis
door zeer lage dosissen van clastogene (chromosoombrekende) agentia tonen een lineair
verloop van hoge tot zeer lage dosis (Grawé et al., 1998). Bij ratten bleek aflatoxine Bl
aanleiding te geven tot DNA adducten met een lineair verband tussen dosis-antwoord
verband, van een experimentele dosis van 2110 ng/kg lichaamsgewicht per dag (dosis die in
"steady state" ongeveer 850 adducten geeft per 10° nucleotiden en in ongeveer 50% der
dieren tumoren veroorzaakt ) tot 2,2 ng/kg lichaamsgewicht per dag (dosis die in "steady
state" ongeveer 0,91 adducten geeft per 10° nucleotiden en ongeveer overeenstemt met de
blootstelling van de bevolking in westerse landen) (Buss et al., 1990).

Een groots opgezet onderzoek van Lloyd et al. (1992) inzake chromosomale aberraties
op menselijke lymfocyten in vitro bestraald met 0 tot 300mGy aan X-stralen toonde een
significante stijging aan van het aantal onstabiele chromosomale aberraties bij dosissen boven
20 mGy, consistent met een lineaire extrapolatie vanuit hogere dosis. De gebruikte techniek
was, gezien de statistische onzekerheden, niet gevoelig genoeg om het dosis-effect verband
onder de 20 mGy te beoordelen. Stabiele translocaties zijn niet geschikt om de dosis- effect
kurve beneden de 200 a 300 mGy te bestuderen (paragraaf 59 van Annex G van het Unscear
2000 rapport Vol. IT)

2.5. Soms zijn hoge dosissen ster ker mutageen per dosiseenheid

In sommige gevallen kunnen hogere dosissen proportioneel een groter effect hebben dan
lage dosissen, vooral wanneer het agens in kwestie, op zichzelf, twee verschillende maar
synergistisch inwerkende effecten heeft, zoals een mutageen effect en een celdeling-
stimulerend effect, of wanneer het agens in zulke dosis gegeven wordt, dat de capaciteit van
de cellen om schade aan DNA te herstellen, wordt overspoeld.

2.6 Voor sommige agentia kunnen zeer lage dosissen relatief, per dosiseenheid, sterker
mutageen zijn dan hogere.

De hoeveelheid DNA schade toegebracht door een agens is bijna altijd strikt lineair met
de dosis (Phillips et al, 1988; Lutz, 1990). Bij de inductie van dubbelstrengige DNA breuken
is het dosis-effect verband strikt lineair van 100 Gy tot 1 mGy (Rothkam & Lobrich, 2003)
maar de mate waarin die schade aanleiding geeft tot mutaties verschilt in functie van de aard
en de activiteitsgraad van de herstelmechanismen.

Met een detectiesysteem dat veel gevoeliger is dan andere aan mutaties (Waldren et al.
1986) kan het supralineair verloop ,convex naar boven, van de dosis-antwoord curve voor de
inductie van mutaties geinduceerd door vrij lage dosissen X-stralen duidelijk aangetoond
worden (zie onderstaande figuur). Per dosiseenheid werd het grootste mutageen effect
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waargenomen bij de laagste dosissen. Hei et al. (1997) konden, met behulp van een
microbundel apparaat (de "microbeam source at the Radiological Research Accelerator
Facility at Columbia University") aantonen dat ook voor alfa partikels de dosis-effectcurve
voor de inductie van mutaties in zoogdiercellen in vitro supralineair verloopt (zie
onderstaande figuur).

Belangwekkend is dat de hoeveelheid DNA adducten in witte bloedcellen van personen
beroepsmatig  blootgesteld aan hoge concentraties polycyclische aromatische
koolwaterstoffen relatief (dat is per eenheid van dosis gemeten in de lucht) lager zijn dan bij
minder blootgestelde personen (Lewtas et al., 1997).

Bij muizen in vivo werd vastgesteld dat lage dosissen benzeen (40 en 100 ppb) relatief
meer chromosomale schade en meer mutaties veroorzaakten dan een hogere dosis (1 000 ppb)
(Au et al., 1991; Ward et al., 1992).

Ook bij de mens werden m.b.t. benzeen aanwijzingen gevonden voor een relatief sterker
genotoxische effect bij lage dosis (Carere et al., 1995). Tevens werd bij de mens, voor
blootstelling aan styreen, een hogere mutagene efficiéntie vastgesteld bij lage dosis (Bastlova
et al., 1995).

Hieronder, in de paragrafen over inductie van DNA herstelmechanismen en over het
adaptatie effect, wordt ingegaan op de mechanistische basis van de verhoogde mutagene
efficiéntie bij zeer lage dosis.

Figuur uit Waldren et al, (1986)

Xeray dose, rads

b 1 20 MW 400 S
ot w_aw s

Mutanis, no. per 10° survivers

i # X
i 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0
5/

FiG. 2, Upper curve: the mutant vield obtained in our laboratory
for loss of the human 3, gene in X-irradiated Ag=J1 hybrid cells for all
doses studied. The slope is greatest at the lowest doses (0.5 Dy
values), The average slope between the doses of 0 and 55 pad is 3,45
mutants per 10 survivors per rad, of 400 mutaots per 10° survivors
per Dy The value of Iy is 116 rads. Lower curve: recaleulated data
of Hsie er al. (25, 26} for mutant vield for loss of the HGPRT gene
in CHO cells after x-irmadiation with doses of 50—800 rads (0.35-5.7
Dy). The straight line fit to these data has a shope of 0.01 mutant per
10 survivors per rad (2 mutanis per 107 survivors per 0 when Dy is
eatimated 1o be 140 rads), Thus, the maximum muotant yield for the
data in the upper curve is =200 times greater than that in the lower.
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Figuur uit Hei et al. (1997).
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2.6.1. Vele DNA herstelmechanismen werken slechts optimaal na maximale inductie

2.6.1.1. Waarom zijn sommige DNA her stelmechanismen induceer baar ?

Een hele reeks DNA herstel mechanismen, waarvan de meeste induceerbaar zijn,
beschermt de cel tegen mutaties (Ames et al., 1993). Levende organismen hebben er, in
termen van competitie en evolutie, belang bij om enkel eiwitten en enzymen te produceren die
in gegeven omstandigheden nuttig zijn (Alberts et al., 1994). Sommige vormen van DNA
schade zijn permanent in aanzienlijke mate aanwezig in zoogdier of menselijke cellen (De
Bont & van Larebeke, 2004), en betreffende herstelmechanismen zijn dan ook permanent
actief. Andere vormen van schade komen slechts episodisch voor, en de overeenkomstige
DNA herstelmechanismen blijken induceerbaar te zijn door de betreffende schade. Niet alle
DNA herstelmechanismen zijn echter induceerbaar. Zo bijvoorbeeld kan het herstel van 7,8-
dihydro-8-oxoguanine (8-0x0G), een endogeen zeer veel voorkomend DNA adduct waarvan
het herstel door het "Base Excison Repair " syteem geinitiéerd wordt door het OGG1 proteine,
niet geinduceerd worden door oxidatieve of alkylatie schade ( Bercht et al. 2007).

2.6.1.2. Schade wor dt niet altijd volledig en snel hersteld.

Dat het herstel van bepaalde vormen van schade die fysiologisch weinig voorkomen
inderdaad op een laag pitje staat zonder bijkomende inductie tengevolge van een blootstelling
van voldoende intensiteit blijkt uit de experimenten van Rothman & Lobrich (2003).
Dubbelstrengige DNA breuken (DSBs) komen als vorm van schade nagenoeg niet voor in
fysiologische omstandigheden. Rothman & Lobrich (2003) telden 0,04 a 0,06 (gemiddeld
0,05) DSBs per cel in primaire menselijke fibroblasten in vitro. Een zeer laag aantal DSBs,
geinduceerd door 1,2mGy aan X-stralen, wordt nauwelijks hersteld. X-stralen induceren
tussen de 35 en de 39 DSBs per Gy per cel (Rothkam & Lobrich, 2003). Gamma-H2AX foci
(gevormd door gefosforyleerde H2AX histonen die aggregeren op de plaats van een DSB)
zijn reeds zichtbaar 3 minuten na de bestraling en worden duidelijker na langere tijd. Het
herstel van de DSBs is grotendeels volledig na 24 uur. Het herstel is echter nooit 100%
volledig, na bestraling gevolgd door herstel zijn er zelfs na 14 dagen nog steeds iets minder
dan 0,1 foci per cel aanwezig (Rothkam & Lobrich, 2003). Dit stemt overeen met het aantal
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DSBs aanwezig na een bestraling met 1,2 mGy. Merkwaardig is ook dat er na bestraling met
1,2 mGy helemaal geen herstel kan waargenomen worden na 24 uur (Rothkam & Lobrich,
2003). Het lijkt dus waarschijnlijk dat er meer dan 0,1 DSBs per cel aanwezig moeten zijn om
in een celpopulatie de betreffende DNA herstelmechanismen te activeren of actief te houden.

2.6.1.3. Schade aan DNA: intensifiéring kan leiden tot inductie van her stelmechanismen
bovenop het per manente, constitutieve systeem. Benodigde dosis voor een maximale
inductie.

Er zijn twee onderafdelingen in het "nucleotide excision repair" systeem: de "global
genomic repair" (GGR) en de "transcription coupled repair" (TCR). Deze laatste is selectief
voor de overgeschreven DNA streng in tot expressie komende genen. Sommige eiwitten
betroken bij het herkennen van schade aan DNA zijn gevoelig aan natuurlijk voorkomende
variaties in de secundaire structuur van DNA. Onterechte herstelactiviteit op onbeschadigd
DNA zou kunnen leiden tot genetische instabiliteit en mutaties. In verband daarmee worden
de concentraties van eiwitten betrokken bij de herkenning van DNA schade door het "global
genomic repair” systeem normaal zeer laag gehouden, tenzij de cellen aan genotoxische
invloeden blootstaan. In de bacterie Eschericia Coli wordt het "global genomic repair"
ingeschakeld via het schade en stress gevoelig SOS systeem. Bij menselijke cellen wordt het
"global genomic repair" systeem ingeschakeld na activatie van de p53 tumor suppressor
Hanawalt, 2002). Activatie van de p53 tumorsuppressor zal echter slechts optreden bij
blootstelling aan een exogeen agens aan een zekere intensiteit, en zal niet optreden bij
blootstellling aan zeer lage dosissen.

Er is in de literatuur echter geen overeenstemmming over de hoeveelheid schade aan
DNA nodig voor activatie van p53. Volgens Lloyd & Hanawalt (2000) zou deze in menselijke
fibroblasten reeds optreden bij 10 a 50 (+/-)-anti-benzo[a]pyrene-7,8-diol-9,10-epoxide
(BPDE) adducten per 10® nucleotiden, terwijl volgens Binkova et al. (2000) 200 & 250
adducten van dibenzo[a,1]pyrene of benzo[a]pyrene nodig zijn voor een detecteerbare
toename in p53 concentraties in menselijke diploide longfibroblasten. Vergelijkingen tussen
in vitro proeven en adduct aantallen in menselijke lymfocyten zijn uiteraard niet sluitend.
Toch kan gesteld worden dat het hier reeds om hoge aantallen adducten gaat, vermits niet
rokende politieagenten in Praag in de maand Januari gemiddeld slechts 2.08+1.60 adducten
per 10°nucleotiden vertoonden (totale adducten) in hun lymfocyten, en slechts 0.26+0.14
benzo(a)pyreen achtige adducten (Topinka et al., 2007). .

Ook m.b.t.straling worden volgens een aantal recente waarnemingen de cellulaire
verdedigingsmechanismen slechts maximaal geactiveerd bij een stralingsdosis die toch reeds
ver boven achtergrond dosissen ligt.Volgens Collis et al (2004) wordt het ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated) niet of slechts zeer gedeeltelijk geactiveerd bij continue bestraling
met ioniserende straling aan een dosis-ritme van 98 mGy per uur; dit eiwit wordt geactiveerd
bij (voldoende) beschadiging van DNA en activeert op zijn beurt een aantal DNA herstel en
cel-overlevingsmechanismen (Yang et al., 2004). Marples & Collis (2007) stellen in hun
review artikel dat dosissen van de grootte-orde van nagenoeg 200 mGy nodig zijn voor ATM-
dependente activatie van het vroege "early G2 checkpoint" dat cellen belet de G2 fase van de
celcyclus te doorlopen en de mitose in te gaan met beschadigd DNA.

2.6.1.4. Dubbelstrengigig DNA breuken en hun herstel

Diverse vormen van schade kunnen aanleiding geven tot celdood of tot mutaties..
Dubbelstrengige DNA breuken, onder meer op efficiénte wijze geinduceerd door ioniserende
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straling, zijn de meest gevaarlijke vormen van schade aan DNA. Zelfs in het geval van gen
conversie, de meest getrouwe vorm van DSB herstel, bestaat er een hoge kans op mutatie
(James Haber, Keystone Congres "Genome Instability and DNA Repair"maart 2009). Wat
bovendien op belangrijke wijze bijdraagt tot het risico verbonden aan dubbelstrengige DNA
breuken is het feit dat deze als vorm van schade nagenoeg niet voor komen in fysiologische
omstandigheden. Rothman & Lobrich (2003) telden 0,04 a 0,06 (gemiddeld 0,05) DSBs per
cel in primaire menselijke fibroblasten in vitro. Wanneer dubbelstrengige breuken ontstaan
tijdens replicatie of transcriptie gebeurt dit in een context waarbij met het DNA
gecomplexeerde eiwitten zoals topoisomerase 11 voor onmiddellijk herstel zorgen (Nitiss,
2009), zodanig dat er in feite geen schade optreedt. Omdat dubbelstrengige breuken niet
frequent optreden zijn de betreffende herstelmechanismen dan ook niet permanent maximaal
tot expressie gebracht.

Bij een beperkte bijkomende dosis van DNA schade (verschillend van endogene
schade), niet voldoende om het DNA herstel maximaal te induceren , zullen dubbelstrengige
DNA breuken door het constitutieve en fouten-makende "Non Homologous End Joining"
systeem hersteld worden, en niet door het induceerbare (Valerie & Povirk, 2003) fouten-vrije
"Homologous Recombination" systeem. Bij hogere dosis wordt "Homologous Recombination
geinduceerd, met als gevolg minder fouten per dosiseenheid. Homologous recombination is
wel belangrijker dan NHEJ tijdens de DNA replicatie (Haber, 1999, 2000)

2.6.1.5. Hieronder volgen een aantal waar nemingen inzake inductie en repressie van
DNA herstelmechanismen

Dat een vrij lage dosis aan ionizerende straling DNA herstelmechanismen induceert
werd reeds in vivo beschreven bij muizen evenals bij de mens vooraleer het fenomeen in vitro
werd bestudeerd (Unscear 2000 Report Vol II, annex F, paragraaf 154).

"Base Excision Repair" (BER) vanDNA schade veroorzaakt door de ceombinatie van
methyleenblauw en ultraviolet licht is in menselijke cellen induceerbaar door
voorafgaandelijke bestraling met UV licht. Deze intensifiéring van BER kan zowel via p53-
afhankelijke als via p53-onathankelijke wegen gebeuren.(Kassam et al., 2009).

Het (6)-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT)speelt een belangrijke rol in de
bescherming tegen alkylerende stoffen en ook in het herstel van endogene methylaties.
MGMT is induceerbaar door glucocorticoieden en door genotoxische agentia zoals straling en
alkylerende stoffen (Kaina et al., 2007)

Het tumorsuppressor eiwit pS3 speelt een rol in de regulatie van e expressie van et (6)-
methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) gen (Grombacher et al., 1998).

De expressie van het "Mismatch Repair" syteem (MMR) wordt neergereguleerd in
muis- en menselijke stamcellen die gekweekt worden in zuurstofarme omstandigheden.
Zuurstofarme niches zijn mogelijk een omgeving waarin stamcellen genetisch instabiel
worden en mogelijk aanleiding gebven tot subpopulaties met eigenschappen van
kankerstamcellen (Rodriguez-Jimenez et al. 2008).

Een voorafgaande bestraling met ultraviolet licht, 3 uur voor een zware UV bestraling,
leidde in hamstercellen, tot een sneller herstel van cyclobutaan pyrimidine dimeren
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(veroorzaakt door UV licht) door middel van "transcription coupled Repair ter hoogte van een
actief DHFR gen (Germanier et al., 2000)

Ook de verwijdering van thymine glycols uit DNA van menselijke cellen bleek
induceerbaar te zijn bij het adaptatie fenomeen (Unscear 2000 Report Vol II, annex F,

paragraaf 151)

2.6.1.6. Niet alle DNA her stelmechanismen zijn induceer baar .

Zo bijvoorbeeld kan het herstel van 7,8-dihydro-8-oxoguanine (8-0x0G), een DNA
adduct waarvan het herstel door het "Base Excison Repair " syteem geiniti€erd wordt door het
OGG1 proteine, niet geinduceerd worden door oxidatieve of alkylatie schade ( Bercht et al.
2007).

2.6.2. Het adaptatie effect. Een voor afgaande blootstelling aan een beperkte dosis
ioniserende straling met lage lineaire energietransfert " (low-LET") induceert een
vermindering in de gevoeligheid aan zowel het lethaal als het mutageen effect van een
daarop volgende meer intense blootstelling.

2.6.2.1.Waarnemingen betreffende adaptatie

Voorafgaande blootstelling aan lage dosissen X of gamma stralen bleek in verschillende
celtypes het celdodend effect (Unscear 2000 Report Vol II, annex F, paragraaf 150). en de
frequentie van mutaties (Kelsey et al., 1991; Rigaud et al. 1993, Sanderson et al. 1986, Ueno
et al 1996, Zhou et al. 1992), van apoptosis (Unscear 2000 Report Vol II, annex F, paragraaf
150). en van morfologische transformatie (Azzam et al 1994) als gevolg van een volgende
blootstelling aan een hogere dosis te verminderen.

Een voorafgaande totale lichamsbestraling met 50 mGy per dag gedurende 4 dagen
induceerde in lymfocyten van C57BL/6 muizen een stijging van de DNA-herstel-replicatie
("unscheduled DNA synthesis") activiteit in antwoord op bestraling met ultraviolet licht en
een vermindering van het aantal sister chromatid exchanges in antwoord op ultraviolet licht
of op mitomycine C (Wojcik & Tuschl, 1990).

Een voorafgaande bestraling met een lage dosis aan X-stralen (50 mGy) induceert in
vivo een toestand van adaptatie in muizen zodanig dat een daarop volgende bestraling met
0,65 a 1,5 Gy minder chromosomale afwijkingen veroorzaakt in mymphocyten en
spermatocyten (Cai & Liu, 1990; Cai & Liu, 1992; Cai et al., 1994).

Voorafgaande blootstelling van testes van de muis aan een lage dosis (12)C(6+) ionen
bracht een significante toename van Poly(ADP-ribose) polymerase activiteit en van de
expressie van PARP-1 protein teweeg en verminderde de inductie van chromosomale
aberraties door een daarop volgende bestraling met een hoge dosis (Zhang et al., 2008)

In muis SR-1 cellen induceerde een voorafgaande bestraling met 10 mGY gamma
stralen een significante vermindering in de HPRT mutaties verwekt door een 2 GY bestraling
of verwekt door bleomycine (Zhou et al., 1993). Het beschermend effect is verdwenen na 48
uur.
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Het adaptief effect werd ook beschreven voor de inductie van HPRT mutaties in
menselijke lymfocyten, waarbij een voorafgaande bestraling met 10 mGY aan X stralen het
mutageen effect van een 3 GY X-stralen blootstelling 16 uur later verminderde met 70%
(Kelsey et al. 1991).

In een menselijke T-leukemie cellijn induceerde een voorafgaande bestraling met 10
mGY gamma stralen een vermindering met 60% in de HPRT mutaties verwekt door een 2 GY
bestraling, en deed het percentage deleties en "rearrangements" dalen van 47% naar 28%
(Zhou et al. 1994).

Een acute dosis van SmGy X stralen induceert in menselijke lymfocyten een adaptatie
die het aantal chromosomale breuken als gevolg van een bestraling 48 uur later met 1.5 Gy
vermindert (Shadley & Wolff, 1987). Het adaptatie effect treedt slechts op 4 uur na de initéle
bestraling en duurt ongeveer 60 uur (Shadley et al. 1987). Een zwaardere voorafgaande dosis,
gegeven aan een hoog dosis ritme , zoals 500 mGY gegeven aan 0,1Gy of meer/minuut, geeft
geen aanleiding tot adaptatie (Shadley & Wienke 1989)

2.6.2.2. Quantitatieve gegevens inzak e adaptatie (Sasaki)

Zeer interessant zijn in dit verband de waarnemingen van Sasaki (1996) inzake adaptatie
bij muiscellen in vitro en het model voor dosis-effect verbanden dat op basis van deze
waarnemingen werd opgesteld. Een X-stralendosis van 10mGY a 100 mGY bleek in staat een
adaptatie te induceren die ongeveer 20 uur aanhield en een maximum bereikte na ongeveer 10
uur. De "dose-modifying factor", de ratio van de dosis-lineaire term in de dosis-antwoord
curve bij geadapteerde cellen versus niet geadapteerde cellen bedroeg 0,49+0,14 voor
chromosoomafwijkingen en 0,37 + 0,13 voor mutaties. Het waargenomen adaptatie-effect had
dus voor gevolg dat het aantal chromosoomafwijkingen en het aantal mutaties beperkt werd
tot respectievelijk ongeveer 49% en 37%. Het aatal transformaties daarentegen steeg met een
dose-modifying factor van 6,89+1,09. Sasaki (1996) berekende, op basis van de door hem
waargenomen "dose-modifying factoren, op basis van een duur van 10 uur van het aptatie-
effect en van de veronderstelling dat één treffer per celkern (overeenstemmend met 2 mGy)
voldoende zou zijn om het adaptatie effect te induceren, een aantal kurven voor de relatieve
frequentie van mutaties en transformatie voor verschillende mengsels van gamma en alfa
stralen. Uit die curven kan men afleiden dat, voor gammastraling, het mutageen effect bij
dosissen tussen de 5 mGy en de 100 mGy per 10 uur met een 30 a 40 % afneemt en dat het
adaptatie-effect bij 1000mGy per tien uur onbestaande is. Het transformerende effect
daarentegen zou tussen de SmGy en de 100 mGy per tien uur met ongeveer een factor 5
toenemen om terug de relatieve waarde 1 aan te nemen bij 1000mGy per tien uur. Op basis
van de studies van Sasaki kan men verwachten dat, voor de muis, blootstellingen aan
gammastralen met een intensiteit van minder dan SmGy per tien uur relatief, per dosiseenheid,
meer mutaties zullen induceren dan hogere dosissen, terwijl vanaf een dosis van 1Gy per tien
uur terug een maximal mutageen effect te verwachten is.

Xue et al 2009 tonen aan dat voor "high Let" straling, HPRT mutaties per dosis eenheid

frequenter zijn wanneer ATM niet wordt geactiveerd en het herstel van DNA niet wordt
geinduceerd. De activatie van ATM zou zich voordoen bij een dosis van ongeveer 200mGy.
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2.6.2.3. Adaptatie geinduceer d door oxidatieve stress

Ioniserende straling is niet het enige exogene agens dat DNA herstel mechanismen
induceert resulterend in een vermindering van de gevoeligheid aan mutagene effecten van een
daarop volgende blootstelling. Apurinic endonuclease (APE; ook Ref-1 protein genoemd),
een belangrijk enzyme in Base Excision Repair, wordt in zoogdiercellen geinduceerd door
oxidatieve stress en induceert een hogere weerstand tegen het clastogeen effect van H202
(Grosch et al. 1998)

2.6.2.4. Het " heatshock" eiwit HSP70 en adaptatie

Het "heatshock" eiwit HSP70 kan geinduceerd worden door ioniserende straling,
ultraviolet licht, hitte en genotoxische stiffen en kan leiden tot de ontwikkeling van een
verhoogde weerstand tegen ioniserende straling (Park et al., 2000). HSP70 kan binden op p53
en zo mogelijk een rol splelen, niet alleen in de regulatie van DNA herstel, maar ook in de
regulatie van de celcyclus en van apoptose (Matsumoto et al., 1995)

2.6.2.5. Adaptatie bij de mens

Alhoewel het inwinnen van gegevens m.b.t. adaptatie bij de mens uiteraard zeer
moeilijk is omdat experimenten ethisch onaanvaardbaar zijn, bestaan er toch enkele relevante
waarnemingen. Lymfocyten van 24 personen professioneel blootgesteld aan ioniserende
straling in een medische context bleken minder micronuclei te vormen na bestraling met 1 of
2 Gy dan lymfocyten van 13 niet-blootgestelde personen (Gourabi et al., 1998). Lymfocyten
van personen die beroepshalve blootgesteld waren aan ioniserende straling tussen de
0,14mGy en de 0,98 mGy per maand (bovenop de achtergrondstraling) bleken een verhoogde
DNA-herstel-replicatie ("unscheduled DNA synthesis") activiteit te vertonen in antwoord op
ultraviolet licht bestraling en een verlaagde "sister chromatid exchange" in antwoord op
mitamycine C (Tuschl et al. 1983). Lymfocyten van personen werkzaam in een hospitaal en
blootgesteld aan een lage dosis gamma en X-stralen (maximale jaarlijkse dosis= 28 mSv)
bleken, in antwoord op een bestraling van 2 Gy, minder chromosomale afwijkingen te
vertonen dan deze van controle personen [Barquinero et al. 1995].

Een persistente contaminatie met een vrij lage dosis aan radionucleiden bij kinderen uit
Pripjat, dicht bij Chernoby,l bleek geassocieerd te zijn met een verhoogde weerstand in
lymfocyten tegen het chromoom aberraties inducerend effect van het radiomimetisch
glycopeptide bleomycine. Kinderen uit Pripjat daarentegen, die wel een acute blootstelling
aan radioactieve straling hebben ondergaan maar geen persistente contaminatie met
radionucleiden vertoonden, bleken een dergelijke verhoogde weerstand niet te vertonen
(Tedeschi et al., 1996). Het adaptief effect blijkt duidelijk beperkt te zijn in de tijd, zoals ook
uit in vitro onderzoek bleek. Dat bij dezelfde chronisch blootgestelde kinderen echter geen
verhoogde weerstand tegen het chromoom aberraties inducerend effect van ioniserende
straling werd waargenomen wijst op de complexiteit van de betreffende mechanismen
(Padovani et al., 1995).

Samengenomen lijkt het waarschijnlijk dat het adaptieve antwoord bij de mens bestaat,
maar uit de bestaande studies is niet duidelijk op te maken in welke omstandigheden het
optreedt en tegen welke agentia het dan bescherming verleent.

Het is duidelijk dat de meeste environmentele blootstellingen een intensiteit hebben die
lager ligt dan 5 mGY per 10 uur. Men mag dan ook verwachten dat dergelijke blootstellingen,
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wanneer ze betrekking hebben op agentia die schade veroorzaken van een type dat endogeen
niet of nauwelijks ontstaat, waarschijnlijk meer mutaties veroorzaken dan hogere dosissen.
2.7. Hormesis

Sommige auteurs stellen dat blootstelling aan lage dosissen van een toxisch agens
gezondheidsbeschermend werkt, fenomeen dat wordt aangeduid met de term hormesis
(Calabrese & Baldwin, 2003).

2.7.1. Gegevens waar op de hor mesis theorie steunt.

Men heeft kunnen vaststellen dat ioniserende straling (en sommige andere toxische
agentia) in een bepaald dosisbereik een stimulerend effect hebben (tot 130 a 160 % van de
controle) op sommige biologische parameters, om dan bij hogere dosissen een inhiberend
effect te hebben (Calabrese & Baldwin, 2003). Op basis van een aantal in vitro waarnemingen
over het verlagen van de transformatiefrequentie na blootstelling aan ioniserende stralen en op
basis van enkele dierexperimenten heeft men de hypothese geformuleerd dat blootstelling aan
een lage dosis van een genotoxisch agens het kankerrisico bij de mens zou doen dalen.
Redpath & Elmore (2007) stellen dat hormetische effecten zich zouden voordoen onder de
100 a 200 mGy. De gegevens inzake transformatie in vitro, die m.b.t. kanker de belangrijkste
hoeksteen van de hormesis theorie vormen, zijn samengevat door Redpath & Elmore
(2007).zij rapporteren een transformatie frequentie van 3,10 x107 bij controle experimenten,
vs 1,60 x10™ bij gemiddeld 5,1 mGy en 2,57 x10” bij gemiddeld 69,2 mGy. De plausibiliteit
van dit hormetisch, gezondheidsbeschermend effect zou berusten op de veronderstelling dat
de exogene blootstelling DNA herstelmechanismen zou induceren die het mutageen effect van
endogene schade op betekenisvolle wijze zou verminderen. Er is ook een waarneming inzake
een verlaging van de vorming van micronuclei in menselijke cellen in vitro, tot beneden het
spontane aantal, door een lage dosis gamma stralen (100 mGy togediend over 48 uur) (de
Toledo & Azzam 2006).

2.7.2. Waarom de hormesistheorieirrelevant ism.b.t. mutaties en kanker.

Vooreerst dient opgemerkt dat de waarnemingen over hormetische effecten m.b.t.
transformatie in vitro niet zeer overtuigend zijn. De waarnemingen die samengevat zijn door
Redpath & Elmore (2007) zijn niet goed in overeenstemming te brengen met deze van Sasaki
(1996) vermits Redpath & Elmore een verminderde transformatiefrequentie beschrijven bij
bestralingsintensiteiten die volgens Sasaki juist hogere transformatiefrequenties met zich
zouden brengen. Ook andere waarnemingen wijzen op een relatief verhoogde frequentie van
transformatie bij blootstelling aan ioniserende straling aan lage dosis. Watanabe et al.(1992)
vonden dat een wekelijkse dosis van 7,5 cGy gamma stralen de frequentie van tumorale
transformatie van menselijke embryo cellen na verloop van 13 weken deed toenemen. Bettega
et al. (1992) stelden vast dat de transformatie van C3H1071/2 cellen toenam met de dosis
tussen 0,2 cgy en 2 cGy, om een plateau te vertonen tussen 2 ¢cGy en 20 cGy, om dan verder
toe te nemen. Miller et al.(2002) stelden vast dat een lage stralingsdosis vrijgesteld door
verarmd uranium wel degelijk bijdraagt tot de inductie van tumorale transformatie in
geimmortaliseerde humane osteoblast cellen De waarneming van de Toledo & Azzam over
een beschermend effect van 100 mGy ioniserende straling tegen de inductie van micronuclei
wijst wellcht op een inductie van DNA herstel mechanismen die de dubbelstrengige breuken
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leidend tot de vorming van micronuclei herstellen, maar impliceert niet dat de totale
mutatiefrequentie in de betreffende cellen is afgenomen.Inderdaad, per Gy aan gamma
straling worden gemiddeld 40 DNA dubbelstreng breuken geinduceerd (die kunnen leiden to
de vorming van micronuclei), maar ook 150 DNA-eiwit cross-links en 1000 enkelstrengige
DNA breuken en worden 500 basen beschadigd. Dat de activatie van de tumorsuppressor p53,
die een belangrijke functie heeft bij de inductie van DNA herstelmechanismen waaronder de
"nucleotide excision repair" (Garner & Raj, 2008) en een sleutel rol zou vervullen in de
"adaptive response" (Sasaki et al. 2002) zou afgenomen zijn tot beneden het spontane niveau
doet ook vragen rijzen bij deze waarneming.

Het hormetisch effect dat bij transformatie experimenten in vitro wordt waargenomen is
waarschijnlijk het gevolg, niet van een verminderd aantal mutaties, maar van een
antiproliferatief effect tengevolge van de bestraling, waarbij celdelingen en daarop volgende
mutaties minder frequent zijn, of van een transformatie-inhiberend effect op de genexpressie.
Bestraalde cellen blijken in hun supernatans een oplosbare factor vrij te stellen die een
transformatie-inhiberend effect kan overdragen (Mitchell et al., 2004). Het valt sterk te
betwijfelen of dit mechanisme in vivo inderdaad optreedt, omdat in vivo het al dan niet
optreden van celdelingen sterk gereguleerd is in weefselverband. Bovendien zijn het
hoofdzakelijk de stamcellen die in vivo aanleiding kunnen geven tot kanker, en hun
celdelingen zijn streng gecontroleerd en weinig frequent.

Dat hormesis van toepassing is op inductie van mutaties en van kanker, buiten het
bieden van een zekere bescherming tegen een kort daarop volgende zware dosis, is dan ook
zeer onwaarschijnlijk. Inderdaad, alhoewel een lage (1 cGy) adaptieve dosis ioniserende
straling wel degelijk bescherming biedt (het aantal geinduceerde tumoren vermindert) tegen
een daarop volgende zwaardere dosis (2 Gy), verhoogt de adaptieve dosis op zichzelf wel
degelijk het risico op kanker, zeker wanneer ze herhaald wordt (Bhattacharjee, 1996).In feite
is, m.b.t. mutaties en kanker, een echt hormetisch effect slechts denkbaar wanneer een lage
blootstelling aan een exogeen agens een foutenvrij herstelmechanisme zou induceren dat het
mutageen effect van endogene DNA schade zou verminderen. Dit is echter weinig
waarschijnlijk: endogene processen veroorzaken voortdurend een relatief grote mate van
DNA schade (tot tientallen adducten per miljoen nucleotiden) (De Bont & van Larebeke,
2004), die voortdurend efficiént en foutenvrij hersteld wordt door DNA herstelmechanismen
die wellicht permanent actief zijn, wat essentiéel is om de leefbaarheid van de cel te behouden
(Deman & van Larebeke, 2001). Exogene DNA schade is, quantitatief gezien, bijna
verwaarloosbaar t.o.v. de endogene schade. Dit blijkt bijvoorbeeld uit waarnemingen bij
ratten met 0,91 aflatoxineadducten per 10° nucleotiden bij blootstellingen aan
"omgevingsdosissen", terwijl 0,85 aflatoxine adducten per 10° nucleotiden reeds geassocieerd
zijn met 50% tumorincidentie (Buss et al., 1990). Bij mensen vindt men in cervixepitheel bij
vrouwen die niet roken 1,9 benzo(a)pyreendiolepoxide adducten per 10° nucleotiden en bij
rooksters 3,5 benzo(a)pyreendiolepoxide adducten per 10*nucleotiden(Melikian et al, 1999).
Exogene schade wordt dikwijls door andere processen en veel minder efficiént hersteld
(Deman & van Larebeke, 1997; 2001). Dat inductie van exogene schade beschermend zou
werken tegen de endogene processen is om al deze redenen bijzonder onwaarschijnlijk. Er
zijn trouwens geen betrouwbare waarnemingen aangaande een vermindering van het globaal
risico op mutaties of kanker als gevolg van blootstelling aan een toxisch agens (Axelrod et al.,
2004). Zo bijvoorbeeld biedt een matige consumptie van alcohol wel enkele voordelen, maar
verhoogt wel het risoco op borstkanker (smith-wamer €t al., 1998). Blootstelling in het leefmilieu
is daarenboven niet aan één agens in "hormetische" dosis (het hormesis-venster is vrij smal
met een factor tien tussen de lage en hoge grens van de hormesis inducerende dosis voor
"stimulerende " activiteit), maar aan zeer talrijke agentia, terwijl er binnen de bevolking ook
een grote variatie is in gevoeligheid aan individuele agentia, wat de relevantie van het begrip
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"hormetische" dosis verder ondergraaft. Ook het feit dat embryo en foetus een hogere
gevoeligheid hebben aan genotoxische agentia (Pereira, 2003) terwijl een belangrijk deel van
het totale aantal celdelingen en mutaties plaats grijpt in utero (Zhang et al., 1995) ondergraaft
verder de mogelijke betekenis van het begrip hormesis m.b.t. mutaties en kanke. De door
Redpath & Elmore (2007) vooropgestelde hormetische effecten onder de 100 a 200 mGy zijn
niet verenigbaar met de waarnemingen in een zeer uitgebreid onderzoek van Loyd et
al;(1992). Op menselijke lymfocyten in vitro bleken X-stralen dosissen boven de 20 mGy
inderdaad een significante stijging van het aantal chromosomale aberraties te verwekken
(Lloyd et al 1992).

Dat dosissen tussen de 5 en de 100 a 200mGy in vivo op zoogdieren en de mens geen
kankerverwekkend effect hebben is bijzonder onwaarschijnlijk (zie paragraaf 8 over
biomonitoring, paragraaf 10 over dierproeven en paragraaf 11 over epidemiologie).

Men kan dus stellen dat adaptatie/hormesis wel een rol kunnen spelen in de bescherming
tegen kort daarop volgende intense blootstellingen, maar dat hormesis irrelevant is in het
kader van omgevings-, diagnostische en van de meeste beroepsblootstellingen

2.8 Blootstellingen kunnen leiden tot een ver mindering van het ver mogen om DNA
schade tengevolge van ander e blootstellingen, ter herstellen.

Bij de mens werd vastgesteld dat blootstelling aan sommige agentia de capaciteit van
lymfocyten om schade aan DNA, veroorzaakt door andere agentia zoals 1 Gy X of gamma
stralen of bestraling met ultraviolet licht, te herstellen, vermindert. (Au et al., 2009). Dit werd
vastgesteld bij inwoners van een streek gecontamineerd met afval, waaronder radium en
radon, van uraniummijnen; bij schoolkinderen, verkeerspolitie en straatverkopers uit
Bangkok, blootgesteld aan gepollueerde lucht (fijn stof, polycyclische aromatische
koolwaterstoffen, benzeen, butadieen ); bij laboranten en benzinepompstation bedienden,
respectievelijk blootgesteld aan gemiddeld 25,46 ppb en 112,41 ppb benzeen; bij personen
blootgesteld aan met arsenicum besmet drinkwater (Au et al., 2009). Lymfocyten van
blootgestelde schoolkinderen uit Bangkok bijvoorbeeld bleken na de test-blootstelling 0,45 +
0,01 deleties per metaphase te vertonen, tegen 0,26 &+ 0,01 voor kinderen uit een rurale streek.
Het ging hier telkens om vormen van milieuvervuiling, maar dan wel intense
milieuvervuiling. Politieagenten en buschaufeurs uit drie Europese steden (blootgesteld aan
luchtpollutie) bleken een verlaagde capaciteit te hebben om schade veroorzaakt door X stralen
te herstellen: de efficiéntie van herstel bij blootgestelde individuen bedroeg 61.8+/-11.8%
versus 67.9+/-9.9 bij controle personen (p<0.001) (Cebulska-Wasilewska et al., 2007). Rokers
bleken een verminderde herstel capaciteit te hebben vergeleken met niet-rokers ( 63.0+/-
11.5% versus 65.9+/-11.1 in niet-rokers, p<0.005) Cebulska-Wasilewska et al., 2007).

2.9. Chronische blootstellingen inducer en meer mutaties per dosiseenheid dan acute
blootstellingen.

Chronische blootstelling aan een mutageen veroorzaakt per dosiseenheid meer mutaties
dan een acute blootstelling. Carcinogenen veroorzaken mutaties in de stamcellen van
weefsels. Er ontstaat daardoor een verhoogde kans tot het afsterven van stamcellen (een vitaal
gen is inactief gemaakt). Er ontstaat een verhoogde proliferatie aangezien de afgestorven
stamcel moet vervangen worden (uit de groep van potentiéle stamcellen). Door de
toegenomen celdelingactiviteit zal als het carcinogeen aanwezig blijft, dit een verhoogd aantal
mutaties in de stamcellen teweegbrengen (minder tijd voor herstel van DNA-schade). Door
die toename in mutaties vergroot de sterfte, neemt de proliferatie nog meer toe en tengevolge
daarvan ook de mutaties, enz. Met constante concentratic van carcinogeen is er een
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exponenti€le toename van de Mutatiefrequentie. Dit geldt voor carcinogenen bij elke
concentratie op voorwaarde dat ze continue, over een lange tijd (maanden, jaren), aanwezig
blijven. Door dit verschijnsel zal eenzelfde totale dosis meer mutaties teweegbrengen als ze
over een langere duur i.p.v. over een kortere duur toegediend wordt. Chronische toediening
van een alkylerend agens zoals ethylnitrosurea heeft een groter mutageen effect dan een acute
blootstelling (ENU 1 mg/kg per dag gedurende 120 dagen — ENU 3 mg/kg per dag gedurende
40 dagen). In een experiment bij muizen induceerde een lage dagelijkse dosis ethylnitrosurea
8 maal meer mutaties tussen de 90°° en de 120™° dag dan gedurende de eerste 30 dagen
(Shaver-Walker et al., 1995).

Door Brenner et al. (1990) werd een mathematisch model ontwikkeld dat de grotere
relatieve efficiéntie van hoog-LET straling (neutronen en geladen deeltjes) bij laag
dosistempo verklaard op basis van een hogere gevoeligheid gedurende een deel van de
celcyclus. Een spreiding van de dosis over een langere tijdsperiode treft meer cellen in een
gevoelig deel van de celcyclus zij het dan met een lagere afzetting van energie, maar de hoog-
energetische straling zal nog steeds voldoende energie afzetten om een relevant biologisch
effect te hebben (Hall et al. 1991).

3. Mutagene effecten in vivo/biomonitoring.

De bijkomende dosis ioniserende straling tengevolge van het Chernobyl incident (goed
voor een toename van de achtergrondstraling van 0,9 mGY/jaar naar 2,0 mGY/jaar) zou in de
stad Salzburg (op 1.300 km van Chernobyl) bij 15 proefpersonen een significante stijging
(met een factor 6) van chromosoomafwijkingen veroorzaakt hebben (Pohl-Ruling et al. 1991).
De betrouwbaarheid van deze waarneming werd in twijfel getrokken door Lloyd et al. (1997)
die geen significante stijging in chromosomale afwijkingen vonden bij Syrische hamsters
blootgesteld aan een dosis Cesium 137 vergelijkbaar met deze opgelopen door de bewoners
van Salzburg. Een uitgebreide studie van Pohl-Ruling et al. (2000) vond echter wel degelijk
duidelijke effecten bij zeer lage dosissen alfa partikel straling op menselijke bloedcellen in
vitro. Onder de dosis van 10mGy bleek er echter geen significant dosis-effect verband te
bestaan, wat er zou kunnen op wijzen dat deze alfa partikel straling DNA herstel en/of andere
beschermende mechanismen induceert die ertoe leiden dat de hoeveelheid chromosomale
afwijkingen, na een initi€le stijging, niet verder betekenisvol toenemen tot de dosis van 10
mGQGy. De lage waarschijnlijkheid dat een celkern getroffen wordt door een alfa partikel bij
deze dosissen betekent dat de waargenomen effecten grotendeels te wijten zijn aan indirecte
mechanismen zoals het opdrijven van reactieve peroxydatie producten van lipiden die aan
niet rechtstreeks geraakte cellen kunnen doorgegeven worden. De gegevens van Pohl-Ruling
et al. (2000) suggereren een significante daling van de chromosoomafwijkingen bij een
bestraling met 0,03 mGy. Alhoewel deze laatste waarneming compatibel is met het optreden
van een hormetisch effect bij 0,03 mGy aan alfa straling is de betekenis van deze waarneming
voor de menselijke gezondheid zeer betwijfelbaar, in het licht van het feit dat dezelfde auteurs
wel een duidelijke stijging in het aantal chromosomale afwijkingen vaststelden als gevolg van
de Chernobyl gebonden milieublootstelling.

4. Geinduceer de genetische instabiliteit

Sommige blootstellingen kunnen een toestand van genetische instabiliteit veroorzaken
waarbij met hoge frequentie mutaties optreden zonder enig verband met de intensiteit van de
blootstelling en vele celdelingen na het ophouden van de blootstelling. Het gaat hier naar alle
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waarschijnlijkheid over de inductie van endogene mutagene mechanismen . Het op gang
brengen ervan is dus eerder te beschouwen als een verandering in de genexpressie en dient
niet noodzakelijk te berusten op een mutatie.

Na bestraling met 5 GY of 10 GY X-stralen bleken 29% respectievelijk 62% van de
kolonies gevormd door overlevende Hamster-Mens hybride cellen chromosomale instabiliteit
te vertonen (Marder & Morgan 1993). T lymfocyt celklonen bleken twee maand na een
bestraling met 3 Gy aan X stralen chromosomale instabiliteit te vertonen, en meer dan 20%
van de cellen in deze klonen bleken spontane, niet-klonale chromosomale afwijkingen te
vertonen. De frequentie en kinetiek van deze afwijkingen suggereert dat deze niet ontstaan
door persisterende schade aan DNA (Holmberg et al, 1995). Ook bestraling met X stralen (1 a
3 GY) aan een laag dosistempo (0.024 Gy h[-1]), of acute bestraling met X stralen (1 a 3 GY)
gevolgd door een rust periode van 5 dagen om herstel van DNA toe te laten vooraleer de T
cellen tot delen worden aangezet, geeft aanleiding tot laattijdige chromosomale instabiliteit
(Holmberg et al., 1998). Ook bestraling met gamma stralen aan een laag dosistempo (24
mGy/uur) veroorzaakte chromosomale instabiliteit, en bij voortgezette celgroei gedurende 22
to 57 dagen na de bestraling ontwikkelden zich celklonen met de novo aberraties (Holmberg
te al., 1998.

Na transplantatie in vrouwelijke dieren bleken in vitro bestraalde cellen van mannelijke
muizen chromosomale instabiliteit te vertonen tot 1 jaar na de transplantatie (Watson et al.,
1996). Chromosomale instabiliteit bleek ook in vivo via een bystander effect doorgegeven te
kunnen worden aan niet bestraalde cellen (Watson et al. 2000).

5. Bystander effect

Bystander effect: ook cellen die niet getroffen worden door een agens kunnen een effect
vertonen. Nagasawa en Little stelden vast dat een bestraling van chinese hamster ovarium
cellen in vitro met alfa partikels aan 0,31 mGy, waarbij minder dan 1% van de celkernen door
een alfa partikel getroffen worden, toch een toename van sister chromatid exchanges
induceert in 30% van de cellen. Zhou et al. (2000) stelden vast dat bestraling met 20 alpha
partikels van 20% van de cellen in een zoogdiercellenpopulatie in vitro 3x meer mutaties
induceerde dan kon verwacht worden in de afwezigheid van een bystander effect en dat een
vermindering van cel-celcommunicatie ook de inductie van deze verhoogde mutatiefrquentie
tegenging. C.R. Geard (Columbia University) en medewerlers (EMS congres, Miami 2003)
vonden dat, wanneer 10% van C3H10T1/2 cellen in vitro door een alfa partikel werden
geraakt in de celkern middels de "Microbeam" opstelling die in de universiteit van Comumbia
beschikbaar is, de frequentie van tranformatie nagenoeg even groot was als wanneer 100%
van de cellen werd geraakt.

6.Tumor promotie en synergisme

Laboratoriumexperimenten in vitro en op proefdieren worden in de grote meerderheid
der gevallen uitgevoerd met enkelvoudige substanties. In werkelijkheid wordt de mens echter
blootgesteld aan een veelheid van toxische en kankerverwekkende agentia. Deze agentia
kunnen additief, synergisch of anatgonistisch inwerken. Antagonistische interacties zijn
uiteraard niet problematisch en kunnen zich onder meer m.b.t. hormoonverstorende stoffen
voordoen. Het anti-oestrogeen effect van tabaksrook is hiervan wellicht een voorbeeld. Maar
het is waarschijnlijk dat additieve en synergistische interacties frequenter optreden
(Warshawsky et al., 1993), omdat de kans dat een verstoring het effect van een andere
verstoring opheft uiteraard kleiner is dan de kans dat een delicaat biologisch mechanisme door
multipele verstoringen grondig ontregeld wordkt.
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6.1 Tumor promotie.

Inzake de inductie van kanker spelt synergisme een belangrijke rol. In de decennia na de
tweede wereldoorlog had een aanzienlijk deel van het kankeronderzoek betrekking op de
tumorpromotie, wat in essentie een fenomeen van synergisme is. Tumorpromotie treedt op
wanneer een agens, dat niet kankerverwekkend is op zichzelf, de frequentie van inductie van
kanker door een kankerinitiérend agens doet toenemen wanneer het na dat kankerinitérend
agens wordt toegediend. Tumorpromotors werken in op de expressie van genen (zie
addendum 1 over niet genotoxische carciniogenen en tumorpromotors).

6.2. Synergisme

Wanneer het carcinogeen effect van blootstelling, aan twee carcinogenen samen,
significant groter is dan de som van de effecten van blootstelling aan elk der carcinogenen
afzonderlijk, heeft men te maken met synergisme. Significant synergisme in de inductie van
longkanker werd beschreven voor roken en respectievelijk werken in uraniummijnen,
beroepsmatige blootstelling aan asbest of arsenicum. Ook zouden alcohol en roken een
significant synergistisch effect hebben op de inductie van kanker van de mondholte en de
slokdarm, en blootstelling aan cadmium en roken op de inductie van nierkanker.
Beroepsmatige blootstelling aan één of meerdere stoffen (asbest, polycyclische aromatische
koolwaterstoffen zoals vervat in roet, teer of minerale olién, chroom, nikkel, arseen-houdende
verbindingen, bis-chloromethyl-ether, chloromethyl-methyl-ether, vinyl chloride) waarvan
geweten is dat zij longkanker induceren bij de mens, gaat in een sterk geindustrialiseerde
streek in Lombardije (Noord-Itali€) zowel voor rokers als voor niet- rokers, gepaard met een
gemiddeld 2.1 maal verhoogd risico op longkanker (niet roken, geen blootstelling : risiko=1 ;
niet roken, wel blootstelling : risico=2,5; roken zonder blootstelling : risico=9; roken en
blootstelling: risico=19!) (Pastorino et al., 1984). Deze beroepsblootstelling blijkt
synergistisch te werken met roken en is verantwoordelijk (nodig, maar niet noodzakelijk
voldoende) voor 33% van alle gevallen van longkanker in deze streek, terwijl roken
verantwoordelijk is (nodig maar niet noodzakelijk voldoende) voor 81%. Samen zijn beide
risicofactoren verantwoordelijk voor (slechts) 89% van alle gevallen van longkanker. Dit
impliceert dat een zeer groot aantal gevallen van longkanker in de betreffende streek kan
vermeden worden door het uitschakelen van één (om het even welke van beide) factoren. Het
lijkt waarschijnlijk dat het niet onderkennen van de synergistische actie van tabaksrook met
moeilijk te identificeren beroeps- en omgevingsfactoren geleid heeft tot een aanzienlijke
onderschatting van het effect van deze laatste: veel tabaksrook- gerelateerde kankers kunnen
mede onder invloed van carcinogene agentia uit arbeidsmidden of leefmilieu ontstaan zijn.

In mechanistische termen kan synergisme, behalve op het fenomeen van de
tumorpromotie (zie addendum over tumorpromotie), ook berusten op het feit dat, bij de mens,
blootstelling aan sommige agentia de capaciteit om schade aan DNA, veroorzaakt door andere
agentia, te herstellen, vermindert. (Au et al., 2009). Ook de (dikwijls discrete maar toch reéle)
stimulatie van celproliferatie door blootstelling aan een bepaald agens zal de inductie van
mutaties door een ander agens in de hand werken, analoog aan het effect van voorgaande
blootstellingen aan hetzelfde agens (Shaver-Walker et al., 1995). Op mechanistische basis kan
men ook verwachten dat het kankerverwekkend effect van een welbepaalde dosis van een
genotoxische kankerverwekkende stof toe neemt naarmate de populatie die de blootstelling
ondergaat een hogere mutatiefrequentie vertoont tengevolge van diverse andere
blootstellingen (addendum 3)
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7. Het risico op kanker stijgt zeer sterk met de duur van de blootstelling

Aan de hand van een experiment op een zeer groot aantal (4 080) ratten kwamen Peto et
al. (1991a, 1991Db) tot het besluit dat voor lage dosissen N-nitrosodimethylamine (NDMA) of
N-nitrosodiethylamine (NDEA) het kankerverwekkend effect lineair toenam met de dosis
voor levertumoren (die ook spontaan voorkwamen), terwijl geen slokdarmtumoren werden
waargenomen bij lage dosis. De incidentie van slokdarmtumoren, die niet spontaan
voorkwamen, zou eerder exponentieel stijgen met de dosis. Het natuurlijk logaritme van de
probabiliteit tumorvrij te blijven, werd gegeven door het product van twee termen, de eerste
(de Weibull b waardeathankelijk van de dosis per tijdseenheid maar niet van de duur van de
blootstelling, en de tweede afhankelijk van de duur van de blootstelling maar niet van de
dosis per tijdseenheid. Voor levertumoren geinduceerd door NDEA was de Weibull b waarde
ongeveer proportioneel met de vierde macht van de dosis/dag+0,04 mg/kg/dag en bedroeg
19.(d+0,04)* voor mannelijke dieren en 32.(d+0,04)* voor vrouwelijke dieren waarbij d de
dosis per dag is in mg/kg/dag. Dit is in overeenstemming te brengen met het feit dat mutaties
veroorzaakt door het carcinogeen in kwestie zich voegen bij spontane mutaties die in het
betreffende orgaan optreden. Vergelijking (1) in addendum 2 is analoog aan de uitdrukking
voor de Weibull b waarde die beschrijft hoe de incidentie van tumoren athangt van de dosis.
Merkwaardig is dat de cumulatieve incidentie evenredig is met de 7° macht van de duur van
de blootstelling, zodat een verdubbeling van de duur van blootstelling ongeveer een 100-
voudige toename in de cumulatieve incidentie met zich brengt.

8.Biomonitoring gegevens wij zen op genotoxische en mutagenen effecten van
omgevingsblootstellingen

De Vlaamse biomonitoring toonde associaties aan tussen omgevingsblootstellingen en
gentoxische (Staessen et al 2001) en mutagene effecten (van Larebeke et al., 2004). Wanneer
de frequentie van dicentrische en ring chromosomen in een Chinese studie werd uitgezet
tegen de leeftijd bleek in het gebied met hoge achtergrondstraling (met een cumulatieve dosis
van 30,9 tot 358,9 mGY) een duidelijke positieve associatie te bestaan tussen leeftijd en
chromosomale afwijkingen (frequency of Dic+Rc =0.5717 + 0.04444 x year, R2 = (0.7441)
terwijl dit in de controle groep (met een cumulatieve dosis van 6,0 tot 59,2 mGY) veel minder
het geval bleek te zijn (frequency of Dic+Rc =0.7227 + 0.0137 x year, R2=0.2111). De
richtingscoefficiént van de dosis-antwoord curve was meer dan drie maal hoger in het gebied
met hoge achtergrondstraling dan in het controle gebied (Jiang et al. 2000). Hoe een verband
tussen leeftijd en dicentrische en ring chromosomen tot stand komt is echter niet geheel
duidelijk, vermits dicentrische en ring chromosomen na verloop van tijd verdwijnen en enkel
stabiele chromosomale aberraties goed geschikt zijn om cumulatieve blootstelling te
bestuderen (zie bijvoorbeeld Fucic et al. 2007). De gegevens van Jiang et al. (2000) wijzen
echter ook op een positieve associatie tussen chromosomale afwijkingen en dosis
achtergrondstraling per jaar. Op basis van de gegevens van Jiang et al. (2000) kan zo
berekend worden dat, in een multipele regressie met leeftijd en intensiteit van achtergrond
straling als onafhankelijke parameters, er zich een stijging van het aantal dicentrische en ring
chromosomen met 0,84 per 1000 cellen per mGY per jaar voordeed (p=0,0118).

9.Blootstellingen vroeg in het leven (prenataal en tijdens de vroege kinderjaren) zijn van
zeer groot belang bij deinductie van kanker, ook in het latereleven.

De foetus is doorheen de placenta blootgesteld aan tal van polluenten waarmee de
moeder in contact komt. Dit is ondermeer zo voor nitrosamines, aflatoxines en polycyclische
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aromatische koolwaterstoffen (PAKs). In het Poolse Krakow bleken pasgeborenen een
grotere hoeveelheid PAK-DNA adducten te hebben (gemeten in navelstrengbloed) dan hun
moeders, wat wijst op een lagere efficiéntie van de detoxificatie en herstel mechanismen bij
de foetus (Perera et al., 2002). Dit is bijzonder bedenkelijk in acht genomen de grotere
intensiteit van celdeling die men in utero en bij kinderen aantreft. In utero vindt reeds
ongeveer een kwart van het totaal aantal celdelingen en mutaties plaats die ooit in het
menselijk lichaam gebeuren (Zhang et al., 1995; Paashuis & Heddle, 1998). Perera stelde bij
de pasgeborenen trouwens ongeveer een kwart van de HPRT mutaties vast die bij de moeder
gevonden worden. Tijdens de kinderjaren grijpt een tweede kwart van celdelingen en mutaties
plaats (Zhang et al., 1995; Paashuis & Heddle, 1998). Wanneer men daarbij bedenkt dat
mutaties die plaats grijpen bij het begin van het leven uiteraard meer kans krijgen om tot het
ontstaan van kanker te leiden is het duidelijk dat blootstellingen in utero en op kinderleeftijd
bijzonder zorgwekkend zijn.

Het DNA herstel enzyme O(6)-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) is
cruciaal voor de bescherming tegen de mutagene en carcinogene effecten van alkylerende
agentia, die belangrijk zijn als oorzaak van hersenkanker. Silber et al. (1996) stelden vast dat
afwezigheid van detecteerbare MGMT activiteit in hersenweefsel een risicofactor is voor
hersenkanker bij de mens. Bobola et al.(2007) stelden vast dat tijdens het intrauteriene leven
de concentratie van MGMT in de hersenen van de mens lager is dan tijdens het volwassen
leven en dat het MGMT negatieve fenotype veel frequenter is prenataal dan op volwassen
leeftijd.

Prenataal en bij de geboorte bleken muizen veel gevoeliger voor het ovarium-kanker
verwekkend effect van gamma stralen. O dagen 0,7,35, en 105 van het postnatal leven was de
dosi-antwoord curve supralineair, maar niet bij prenatale bestraling of op dagen 240,365
en550 (Sasaki et al. 2008)

10. Dierproeven zijn niet geschikt om kankerver wekkende effecten van zeer lage
dosissen te bestuder en.

Daar proefdieren ook spontane tumoren of tumoren te wijten aan onvermijdbare
voedings- en omgevingsfactoren vertonen zouden zeer grote aantallen proefdieren nodig zijn
om het kankerverwekkend effect van blootstellingen aan zeer lage dosis aan te tonen.
Onderstaande tabel, overgenomen uit het "Unscear 2000 Rapport Vol II, annex G" toont dat
het vereiste aantal proefdieren om bijvoorbeeld het myeloid leukemie inducerend effect van
een bestraling met 10m Gy aan te tonen naargelang van het soort proefdier tussen de 4.000 en
de 12 miljoen zou bedragen.

Tabla 6
Statistically determined sample sizes of irradiated and control mice needed to detect a significant increase
in tumaour risk *

Sample size

Mbruge srain
1000 mid) Qo ey 10 midy i mid)

RFM Thymie hymphaoma * 1 300 1210 1.2 107 1210
RFR Wéyaloid leukaamia © 1 70 1210 1.2 14 12107
CEA Myzlodd leukaemia ¢ 3 304 4 (k) 131

a  p=005
B Spontanecus incidence 1.3 107 fsk of 3 107 Gy assumed.
Spontaneous wee 7107 dak of 7107 Gy’ ssumed.

d  Spontanesus incidence 1 107 dsk of 1 107 Gy msumed.
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Wel kunnen mutagene effecten van zeer lage dosissen aan kankerverwekkende agentia
aangetoond worden bij proefdieren. X stralen in een dosis van 10 mGY induceren revertie-
mutaties in de muis (Schiestl et al.1994).Tussen 10 en 1000 mGy was het dosis-antwoord
verband lineair (Schiestl et al.1994).

Problemen met dierproeven

Men legt vaak de nadruk op het feit dat dierproeven kunnen leiden tot een overschatting
van het risico voor de mens. De overschatting schrijft men toe aan species specificke
metabole en/of toxische reacties. Alhoewel het waarschijnlijk is dat sommige agentia op
sommige diersoorten carcinogene effecten hebben die zich niet voordoen bij de mens, bestaan
er problemen met de interpretatie van carcinogeniciteitstests op proefdieren die kunnen leiden
tot een onderschatting van het kankerverwekkend vermogen van een agens op de mens. Men
kan daarvoor volgende argumenten aanvoeren:

1. Er wordt onvoldoende rekening gehouden met de langere levensduur van de mens
bij de extrapolatie van dier naar mens (life-time dosis is belangrijker dan dosis per
dag) (Torngvist & Ehrenberg, 1994). Door het cumulatief en onomkeerbaar karakter
van mutaties mag men verwachten dat het de life-time dosis is die van beslissend
belang is, zoals recent werd vastgesteld voor ioniserende straling (Storer et al.,
1988) en voor alkylerende chemotherapeutica (Dedrick & Morrison, 1992).
Wanneer men zich, bij extrapolatie van knaagdieren naar de mens, baseert op de
gemiddelde concentratie van een alkylerend agens in het plasma, onderschat men de
carcinogene potentie met een factor van tien tot honderd (Dedrick & Morrison,
1992). Ook rijzen er problemen met de equivalentie van dosissen. Wordt dit het best
uitgedrukt in mg/kg lichaamsgewicht? mg/m? lichaamsoppervlak?, "physiologically-
based" pharmacokinetische modellen van metabolisme?

2. Vele dierproeven worden over een te korte tijdspanne uitgevoerd, wat tot een
onderschatting van het carcinogeen risico (op hoge leeftijd) van de aangewende
dosis leidt (Peto et al., 1991a en b, Finkel, 1995).

3. Dierproeven worden meestal uitgevoerd met zuivere stoffen, zonder dat de
proefdieren aan (andere) tumorpromotors zijn blootgesteld. In werkelijkheid wordt
de mens echter continu blootgesteld aan diverse tumorpromotors, zoals de
dioxineachtige stoffen. Het is waarschijnlijk dat bij een lage dosis van carcinogenen,
zoals deze waaraan de mens in werkelijkheid is blootgesteld, het effect van
tumorpromotors relatief belangrijker is dan bij een hoge dosis (Burns et al;1983).
Wanneer in experimentele condities een carcinogeen een drempeldosis vertoont
waaronder geen tumoren worden vastgesteld, zal bijkomende blootstelling aan een
tumorpromotor voor gevolg hebben dat ook onder de drempeldosis tumoren
waargenomen worden (Ehrenberg et al., 1996)

11. Epidemiologische waar nemingen die wijzen op het belang van lage (omgevings)
blootstellingen als oor zaak van kanker

Reeds bij lage blootstellling toch sterke stijging van het risico
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Ook relevant i.v.m. lage blootstellingen is de vaststelling van Vineis et al. (2001) dat de
stijging van het risico op long en blaaskanker bij zware rokers afvlakt boven een relatief
risico van 5 voor blaaskanker en boven een risico van 20 voor longkanker. Dat een vrij lage
blootstelling aan tabaksrook relatief gevaarlijker is dan hogere blootstellingen wordt ook
aangetoond door de waarnemingen van Bjartveit & Tverdal (2005) , die vonden dat het roken
van 1 a 4 cigaretten per dag reeds gepaard ging met een relatief risico op sterfte door
longkanker van 2.79 (95 C.I. 0.94 tot 8.28) in mannen en 5.03 (95 C.I 1.81 tot 13.98) bij
vrouwen en op sterfte door een ischemische hartziekte van 2.74 (95 C.I 2.07 to 3.61) in
mannen en 5.03 (95 C.I 1.81 tot 13.98) in vrouwen.

Impact van milieufactoren wordt onderschat

Er zijn tal van aanwijzingen voor het feit dat de impact van milieufactoren onderschat
wordt (vooral door het establishment). Deze aanwijzingen berusten op mechanistische
concepten en inzichten (zie hierboven) in de natuur van de relevante blootstellingen en op
epidemiologische gegevens zoals hieronder aangegeven.

Vooreerst is de incidentie van kanker in het algemeen hoger in industriestaten dan in
Derde Wereld landen, waar, tot voor enkele tientallen jaren, blootstelling aan pollutie en
"man-made chemicals" aanzienlijk minder was. Dat de incidentie van kanker in de
ontwikkelingslanden nog niet sterk gestegen is ten gevolge van de toenemende blootstelling
aldaar, is hetgeen men verwacht gezien de latentietijd voor de ontwikkeling van kanker.
Vervolgens is er het feit dat de incidentie van kanker in de industriestaten sterk gestegen is in
de loop van de 20ste eeuw (zie hieronder). Deze verschillen en evoluties zijn uiteraard niet
alleen terug te voeren op verschillen in blootstelling aan milieufactoren maar ook op
verschillen in levensstijl en misschien ook betreffende inname van micronutriénten. Wel is
het mogelijk of zelfs waarschijnlijk dat milieufactoren een aanzienlijke rol spelen in deze
grote verschillen.

11.1 In de Westerse industriestaten is deincidentie van kanker gestegen

Het is een publiek geheim dat er meer en meer gevallen van kanker te betreuren zijn in
een land als Belgié (en Vlaanderen). Een deel van de stijging van de kankerincidentie is een
rechtstreeks gevolg van de veroudering van onze bevolking, omdat kanker meestal een ziekte
is, waarvoor het risico sterk stijgt met de leeftijd. Zelfs na correctie voor de veroudering van
de bevolking, dus bij het beschouwen van naar leeftijd gestandaardiseerde cijfers voor
kankerincidentie, moet worden vastgesteld dat kanker nu frequenter voorkomt dan in het
verleden. De stijging van de waargenomen kankerincidentie kan voor een deel berusten op
een verbetering van de diagnostische methoden, maar is wellicht grotendeels reéel. Ze is
wellicht het gevolg van een toegenomen blootstelling, in het arbeidsmidden en het leefmilieu,
aan kankerverwekkende stoffen, van veranderingen in levensstijl (sekse en reproductie, tabak)
en mogelijk ook van een vermindering in de inname van kankerwerende stoffen door
veranderingen in voedingsgewoonten. De blootstelling in het arbeidsmidden is, in Westerse
landen, echter sterk verminderd sedert het begin van de jaren 1960, maar die vermindering is
wellicht gecompenseerd door een toename (tot wellicht de jaren '80) van de blootstelling via
het leefmilieu. De laatste jaren nochtans zou de verontreiniging van het leefmilieu in de
Westerse landen met betrekking tot een aantal parameters afnemen (Jones et al. , 1989;
Bostrom et al., 1994; Flachsbart, 1995; Jacob et al., 1997), terwijl ze voor andere parameters
(zoals fijn stof, ozon,...) nog steeds toeneemt (Brasseur & Hitchman, 1988; Hough &
Derwent, 1990; Urbach ,1997).
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11.1.1. Sinds het begin van deze eeuw

In de Westerse landen is de kankerincidentie in een belangrijke mate gestegen sedert het
begin van deze eeuw (Davis et al., 1994; Adami et al., 1993). Zich baserend op de "National
Cancer Institute's Surveillance, Epidemiology and End Results Program" hebben Davis et al.
(1994) berekend dat het relatief risico op kanker, voor personen geboren in de jaren 1948 tot
1957, vergeleken met personen geboren tussen 1888 en 1897, gestandaardiseerd naar leeftijd,
voor vrouwen met meer dan 50 % is gestegen en voor mannen ongeveer verdubbeld is. (De
term "relatief risico" verwijst hier niet naar het effect van een blootstelling, maar is een maat
voor de vergelijking van het kankerrisico tussen twee groepen of tijdsperiodes). In de
Zweedse studie (fig. 1) bleek het risico van kanker groter te zijn voor personen geboren in de
jaren vijftig dan voor deze geboren tussen 1873 en 1882; voor vrouwen was het risico
ongeveer verdubbeld, en voor mannen verdrievoudigd (Adami et al., 1993).

Fig. 1. Cancer Incidence in Sweden for 10 year birth
cohorts (Adami et al., 1993)
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Een belangrijke uitzondering op de stijgende tendens is maagkanker, waarvan de
incidentie overal in het westen sterk gedaald is, wellicht tengevolge van een geringer verbruik
van gerookte en gepekelde voedingswaren, en door de toename in de consumptie van verse
groenten en fruit.
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11.1.2. Tijdens de laatste decennia

Dat ook de laatste jaren nog een stijging van de kankerincidentie valt waar te nemen
blijkt uit de fig. 2 (mannen) en fig. 3 (vrouwen) (gegevens van Davis et al., 1994) die
betrekking hebben op kankerincidentie in de Verenigde Staten waarbij het relatief risico (voor
personen van 20 tot 84 jaar) tijdens de periodes 1978-1982 en 1983-1987 vergeleken wordt
met de referentie periode 1973-1977 (periode waarvoor het relatief risico arbitrair gelijk aan 1
wordt genomen).

Fig. 2. Seer program: Cancer Incidence
in white men from age 20 to 84 (from
Davis et al., 1994)
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Fig. 3. SEER program:Cancer Incidence in White women
from age 20 to 84 (from Davis et al., 1994)
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In de USA steeg de naar leeftijd gestandaardiseerde incidentie, voor alle kankers
samen, met 18,6% bij de mannen en 12,4% bij de vrouwen (1975-1979 vergeleken met 1987-
1991) (Devesa et al., 1995). De meest recente gegevens uit de Seer studie (die betrekking
heeft op meer dan 10% van de bevolking van de USA) tonen dat de incidentie van kanker
gestegen is tot omstreeks eind jaren tachtig, en dat sindsdien bij de vrouwen de incidentie
constant gebleven is, en bij de mannen de laatste jaren een daling is opgetekend. (Fig.4).
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Uit de Zweedse studie blijkt ook dat, alhoewel de toename in de incidentie afzwakt, ze
zich toch doorzet tot in de jongste geboortecohorten (Adami et al., 1993). Dat er zich ook in
de laatste decennia nog een stijging in de kankerincidentie voordoet in de landen van de EU
blijkt uit de gegevens verzameld door Coleman et al. (1993): onder meer voor kanker van
colon en rectum, blaas, testis, prostaat, nieren, non-Hodgkin lymfoma, multipel myeloma en
leukemie is er een duidelijke stijgende trend. Volgens de kankerregisters van het International
Agency for Research on Cancer (IARC) is er, in de periode 1988-1992 vergeleken met 1978-
1982, een stijging van de totale kankerincidentie bij vrouwen in onder meer Denemarken,
Zweden, Finland en de streken van Eindhoven, "Bas Rhin" (Beneden Rijn, Frankrijk) en
Basel; bij mannen was er een stijging in Denemarken, Zweden, Eindhoven, "Bas Rhin"
(Beneden Rijn, Frankrijk) en Saarland, maar een daling in Finland en Basel (Tabel 2).
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Tabel 2. Cumulatieve incidentie 0-74 jaar (in %) voor alle types van kanker met uitzondering
van niet-melanoma huidkankers, voor verschillende geografische gebieden, in drie periodes.

Gebied sekse 1978-1982 1983-1987 1988-1992
Denemarken Man 30,45 32,43 32,18
Denemarken Vrouw 26,76 29,04 30,02
Zweden Man 26,4 28,0 28,0
Zweden Vrouw 24,68 25,58 25,90
Finland Man 30,06 29,64 28,98
Finland Vrouw 19,11 20,11 22,29
Eindhoven Man 35,34 34,71 36,00
Eindhoven Vrouw 23,06 23,03 23,83
Bas-Rhin Man 39,65 45,73 47,07
Bas-Rhin Vrouw 22,65 24,03 26,08
Saarland Man 34,71 34,89 36,95
Saarland Vrouw 23,59 23,36 24,44

Basel Man 34,52 33,12 32,21
Basel VIouw 22,46 23,51 23,44

In Denemarken nam de incidentie van borstkanker (gestandaardiseerd naar de wereld
standaard populatie WSP) van 1970 naar 1989 toe van 55 per 100.000 inwoners naar 70 per
100.000 inwoners,en deze stijging was het sterkst beneden de 60 jaar (Andreasen et al.,
1994). In de staat Connecticut in de VS steeg de incidentie van adenocarcinoma van de nieren
bij vrouwen van 0,7 per 100.000 vrouwen in 1935-1939 tot 4,2 per 100.000 vrouwen in 1985-
1989, en bij mannen van 1,6 per 100.000 mannen tot 9,6 per 100.000 mannen (Katz et al.,
1994).

11.1.3. Bij kinderen en jonge volwassenen

Het is waarschijnlijk dat de in vele streken waargenomen stijging van de incidentie van
vele types van kanker niet overwegend voortvloeit uit het in gebruik nemen van betere
diagnostische technieken. Inderdaad, waar de kankerincidentie stijgt, stijgt ze in alle
leeftijdsgroepen, ook bij jonge volwassenen en bij kinderen (Devesa et al., 1995). Bij jonge
mensen wordt de diagnose bevestigd door de natuurlijke evolutie van de ziekte. Daarom is het
weinig waarschijnlijk dat er zich belangrijke wijzigingen hebben voorgedaan in de efficiéntie
waarmee de diagnose gesteld wordt. In Vaud, Zwitserland, is de gestandaardiseerde
kankerincidentie bij jonge mannelijke volwassenen (20-44 jaar) gestegen van 676
kankergevallen per miljoen jonge mannelijke volwassenen in 1974-1979 tot 808
kankergevallen per miljoen jonge mannelijke volwassenen in 1986-1992, terwijl deze cijfers
voor jonge vrouwen 818 kankergevallen per miljoen jonge vrouwen en 1003 kankergevallen
per miljoen jonge vrouwen bedroegen; ook bij tieners (10-19 jaar) steeg de kankerincidentie
er, van 167 kankergevallen /miljoen jongens naar 196 kankergevallen per miljoen jongens en
van 128 kankergevallen per miljoen meisjes naar 141 kankergevallen per miljoen meisjes
(Levi et al., 1995a en 1995b). Tijdens de periode 1954-1988 steeg de kankerincidentie in het
noordwesten van Engeland met 8% bij kinderen onder de 1 jaar, met 5% bij kinderen van 1-4
jaar, en met 8% bij kinderen van 10-14 jaar (Blair & Birch, 1994b). Ook in de VS is de totale
incidentie van kanker bij kinderen (0-14 j) gestegen met 10,5% tussen 1973 en 1994,
niettegenstaande het feit dat, voor sommige types van kanker, de incidentie gedurende deze
periode daalde. Gerekend vanaf 1985 en tot 1996, heeft zich daarentegen een lichte daling (-
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0.1 percent per jaar) van de totale kankerincidentie bij kinderen voorgedaan alhoewel
bijvoorbeeld de incidentie van nierkanker licht bleef stijgen (+0.1 percent per jaar van 1985
tot 1996). Dat de incidentie van kanker bij kinderen relatief minder sterk stijgt dan bij
volwassenen, is wat men zou verwachten indien deze toenames berusten op een stijging van
het aantal mutaties tengevolge van externe factoren. Inderdaad, in kankers bij kinderen
zouden meestal een kleiner aantal mutaties nodig zijn (Renan, 1993) dan in kankers bij
volwassenen.

In Europa krijgen tussen de 1 op 600 en de 1 op 500 kinderen kanker voor de leeftijd
van 15 jaar (Parkin et al., 1998). De meeste studies, alhoewel niet alle, leveren gegevens op
die de hypothese ondersteunen dat leukemie en andere types van kanker toenmen in Europa
en in andere geindustrialiseerde landen (Blair and Birch, 1994a, Blair and Birch, 1994b,
Bunin, et al., 1996, Coebergh, et al., 1989, de Nully Brown, et al., 1989, Dockerty, et al.,
1996, Feltbower, et al., 2001, Gurney, et al., 1996, Linet and Devesa, 1991, Magnani, et al.,
2003, McWhirter, et al., 1996, McWhirter and Petroeschevsky, 1991, Swerdlow, et al., 1998,
McNally et al. 2002a & 2002b). Om de algemene trends in de totale kankerincidentie in
Europa te evalueren, vergelijken we de incidenite voor de periode 1998-1992 met de
volgende periode van vijf jaaar voor de 67 kankerregistraties waarvoor die gegevens
beschikbaar zijn. De gemiddelde toename bedoeg 13,9 % voor jongens en 9,6 % voor
meisjes. Er blijken geen duidelijke geografische trends uit deze cijfers. Landen of registers
met hoge incidenties waarde trends voor jongens en meisjes consistent waren, waren
ondermeer Zaragosa in Spanje (respectievelijk + 48,4 % , + 49,9 % voor jongens en meisjes),
Herault in Frankrijk (+ 67,1 %, + 20,4 %) en Saarland in Duitsland (+ 41,6 % , + 40,8 % ).

De stijging in de incidentie van hersentumoren bij kinderen is reé€l en niet het gevolg van
verbeterde diagnostische technieken (Raaschou-Nielsen et al., 2006).

11.1.4. Tabaksr ook

Tabaksrook is niet de enige oorzaak van het stijgen van de kankerincidentie in de 20°
eeuw. In Zweden is, in opeenvolgende geboortejaarcohorten van 1888-1897 tot 1948-1957,
de incidentie van alle niet met roken verband houdende kankers, gestandaardiseerd naar
leeftijd, in dezelfde mate gestegen als de totale incidentie van alle kankers (Fig 1) (Adami et
al., 1993). Ook de gegevens uit de USA wijzen in die richting (Davis et al., 1994). Voor
vormen van kanker, die in een belangrijke mate beinvloed worden door het roken, steeg het
relatieve risico voor vrouwen met een factor 4.93 (het relatieve risico was maximaal voor
vrouwen geboren rond 1930), en voor de mannen slechts met een factor 1.2 (na een maximum
van 1.39 bereikt te hebben, namelijk voor personen geboren tussen 1923 en 1932). Voor
vormen van kanker, die minder of niet met roken verband houden, bedroeg het relatief risico
3.07 voor mannen en 1.3 voor vrouwen (Davis et al., 1994). Zowel uit de Amerikaanse als uit
de Zweedse gegevens blijkt dat tabaksrook zeker niet de enige factor is die verantwoordelijk
is voor de belangrijke stijging van de kankerincidentie in deze eeuw.

11.1.5 Mortaliteit tengevolge van kanker

De mortaliteit tengevolge van kanker stijgt minder, en voor sommige leeftijdsgroepen
niet. De mortaliteit tengevolge van de meeste vormen van kanker bleek in 15 verschillende
geindustrialiseerde landen gestegen te zijn tussen 1969 en 1986 (Hoel et al., 1992). Maar de
mortaliteit stijgt gelukkig niet in dezelfde mate als de incidentie. In de VS bedroeg de globale
stijging voor de periode 1987-1991 vergeleken met 1975-1979, respectievelijk 3% en 6%
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voor mannen en vrouwen. De mortaliteit door kanker bleek er, voor zowel mannen als
vrouwen onder de 55 jaar, af te nemen, en enkel bij oudere personen te stijgen (Devesa et al.,
1995). Het verschil tussen trends van mortaliteit enerzijds en incidentie anderzijds is vooral
duidelijk voor deze kankers waarvan men weet dat de behandeling aanzienlijk verbeterd is,
waaronder Hodgkin en testiskanker (Levi et al., 1995a). Bij oudere volwassenen, die vooral
getroffen worden door vormen van kanker waarvoor geen belangrijke therapeutische
vooruitgang is geboekt, stijgt niet alleen de incidentie, maar ook de mortaliteit. Zo
bijvoorbeeld nam de naar leeftijd gestandaardiseerde sterfte voor prostaatkanker in Engeland
en Wales toe met 107% van 1970 naar 1990 (Majeed & Burgess 1994). Dat niet alleen de
incidentie maar ook de mortaliteit door prostaatkanker stijgt, is een aanwijzing voor het feit
dat de stijging in incidentie re€el is, en niet uitsluitend terug te voeren op een verbetering van
de diagnostische methoden.

11.2. Activiteit van enzymen betrokken bij het metabolisme van lichaamsvreemde
stoffen

Verschillen in de activiteit van enzymen betrokken bij het metabolisme van
lichaamsvreemde stoffen zijn geassocieerd met verschillen in kankerrisico. Lichaamsvreemde
stoffen worden geéxcreteerd na metabole omzetting door enzymen die oxidatieve activatie
(fase I) en conjugatie detoxificatie (fase II) katalyseren In 1993 waren reeds 221 verschillende
CYP-genen gekend waren. Sommige van deze genen zijn van belang in de fase I van de
detoxificatie. Van de fase Il enzymen zoals GST, Ugt, NAT, sulftotransferasen, bestaan er van
elk enzym verschillende isoenzym-vormen. Er zijn ongeveer 10 polymorfismen bekend, die een
invloed hebben op de carcinogene eigenschappen van exogene stoffen (Hengstler, 1998).
Volgens Nebert (1999) moeten CYP1A2 en de arylhydrocarbon receptor (AHR) daar
waarschijnlijk ook bijgerekend worden. De frequenties van voorkomen van betreffende
polymorfismen in bevolkingsgroepen kan verschillen in functie van etnische afkomst. Bij
Hussain & Harris (1998) vindt men globaal aangegeven dat de frequenties van allelen
geassocieerd met een verhoogd risico in de bevolking voor de detoxicatiegenen schommelt
tussen 2 en 50 per 100 geboorten (naargelang het type detoxicatiegen). De verhoging van het
kankerrisico voor deze risicogevallen is 2 tot 10-voudig. Een combinatie van fase I en fase II
polymorfismen kan aanleiding geven tot een hoger risico dan een enkelvoudig polymorfisme.
Deficiénties in genen verantwoordelijk voor de stabiliteit van het genoom zijn veel zeldzamer (1
tot 5 gevallen per 10 000 geboorten) maar geven een veel sterkere verhoging van de kans op
kanker. Een risico dat door mutaties in gate-keeper genen trouwens nog sterker verhoogd wordt
dan door mutaties in care-taker genen: het kankerrisico kan met een factor van 1 000 tot 10.000
verhoogd worden.

Er is eveneens een polymorfisme voor DNA herstelenzymen (Amos 1999).

Dat omgevingsblootstelling inderdaad belangrijk is in de inductie van kinderkanker
blijkt uit waarnemingen betreffende de associatie van enzympolymorfismen met risico op
kinderkankers (Alves et al., 2000; Krajinovic et al., 2000; Davies et al., 2000; Sinnett et al.,
2000; Saadat & Saadat, 2000; Ezer et al., 2002). Voor verschillende types van kinderkanker
wordt het risico beinvloed door genetische karakteristicken m.b.t. enzymen betrokken bij de
activatie of inactivatie van lichaamsvreemde stoffen. Dit geldt ondermeer voor acute
lymphoblastische Leukemie (ALL), de meest voorkomende pediatrische kanker. Het risico op
ALL nam toe tot een “Odds ratio” van 3,3 voor kinderen die drie zulke genetische kenmerken
vertoonden (Sinnett et al., 2000).
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In Vlaanderen blijken personen met meer ongunstige erfelijke eigenschappen m.b.t. exogene
stoffen minder kans te hebben om de leeftijd van 50 tot 65 jaar te bereiken (eigen
waarnemingen van het Steunpunt Milieu en gezondheid).

11.3. Luchtvervuiling,

In de streek van Trieste (Noord Itali€) is een zeer sterke negatieve correlatie
waargenomen tussen de diversiteit aan korstmossen en sterfte ten gevolge van longkanker bij
mensen. Het is sedert lang bekend dat een meer intense luchtpollutie gepaard gaat met een
afname van de diversiteit aan korstmossen (Cislaghi & Nimis 1997 Nature 387: 463-464).

Effect van stadslucht is veel groter dan verklaarbaar uitgaande van unit-risks van
gekende carcinogene luchtpolluenten. Hemminki en Pershagen (1994) toonden aan dat het
effect van stadslucht als oorzaak van longkanker, veel sterker is dan wuit de
kankerverwekkende potentie van de gekende carcinogene luchtpolluenten kan worden
afgeleid.

11.4. Associatie van diverse milieufactoren met kankerrisico

Een mannelijke vrachtwagenbestuurder blootgesteld aan 5 pgram/m? van het element
koolstof, als indicator voor blootstelling aan uitlaatgassen, (een typische blootstelling voor het
jaar 1990, ongeveer 5 maal de toenmalige stedelijke achtergrondwaarde) zou een levenslang
risico op longkanker lopen van 1 a 2%, boven op het achtergrondrisico van 5% (Steenland et
al., 1998).

Bestuurders van bussen en trampersoneel hebben een verhoogd totaal risico op kanker
(alle kankers). Tabel 3 toont de gestandaardiseerde incidentieratio’s en de 95 %
betrouwbaarheidsintervallen. Het relatieve risico was significant verhoogd voor zowel
mannen als vrouwen. Personen die minder dan 3 maand tewerkgesteld, waren vertoonden
geen verhoogd risico op kanker. Voor mannen langer dan 3 maand tewerkgesteld was het
risico van longkanker, larynxkanker nierkanker), blaaskanker huidkanker, farynxkanker,
rectumkanker en lever kanker significant verhoogd. Voor vrouwen die langer dan 3 maand
tewerkgesteld zijn was het risico van longkanker significant verhoogd. Deze verhoogde
risico's kunnen te wijten zijn aan professionele blootstelling; aan luchtpollutie en/of aan
andere risicofactoren, voornamelijk tabaksrook (Soll-Johanning et al., 1998).
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Tabel 3: risico op kanker bij trambestuurders (Steenland et al., 1998)

blootstelling SIR* 95 % betrouwbaarheidsinterval
alle bestuurders- alle kankers 1,24 1,19-1,30
mannelijke bestuurders — alle 1,24 1,19 -1,30
kankers
vrouwelijke bestuurders — alle 1,28 1,06 -1,53
kankers
< dan 3 maand werkzaam 1,04 0,81 -1,31
> 3 maand werkzaam (mannen)
longkanker 1,6 1,5-1,8
larynxkanker 1.4 1,0-1,9
nierkanker 1,6 1,3-2,0
blaaskanker 1,4 1,2-1,6
huidkanker 1,1 1,0-1,2
farynxkanker 1,9 1,2-2.8
rectumkanker 1,2 1,0-1,5
leverkanker 1,6 1,2-2,2
> 3 maand werkzaam (vrouwen)
longkanker 2,6 1,5-43

* gestandardiseerd incidentieratio

Een case-controle studie inzake het effect van uitlaatgassen van voertuigen op kanker
bij kinderen, toonde dat een gemiddelde stikstofdioxideconcentratie (maat voor blootstelling
aan uitlaatgassen) van groter of gelijk aan 50 pg/m’ in de buitenlucht geassocieerd was aan
een relatief risico van 2,7 (95% CI 0,9-8,5) vergeleken met een situatie waarbij de buitenlucht
minder of gelijk aan 39 pug/m’ was. Bij NO, concentraties groter of gelijk aan 80 pg/m?
bedroeg het RR 3,8 (CI 1,2-12,1) (Feychting et al., 1998)

In een prospectieve cohort studie werd het effect van luchtpollutie op totale mortaliteit
nagegaan, onder controle van individuele risicofactoren. Een overlevingsanalyse werd
uitgevoerd op 8111 volwassenen in 6 steden van de VS. Na correctie voor roken en andere
risicofactoren werd een statistisch significante en robuuste associatie waargenomen tussen
luchtpollutie en mortaliteit. De gecorrigeerde mortaliteitsverhouding voor de meest
gepollueerde stad vergeleken met de minst gepollueerde was 1,26 (95%
betrouwbaarheidsinterval 1,08 tot 1,47). Luchtpollutie was positief geassocieerd met sterfte
tengevolge van longkanker en cardiopulmonaire aandoeningen; maar niet met sterfte
tengevolge van andere oorzaken samen beschouwd. Mortaliteit was het sterkst geassocieerd
met verontreiniging met kleine partikels, waaronder sulfaten (Dockery et al.,1993) )

Een onderzoek naar de doodsoorzaak in 13 districten van de Shandong provincie van
China, op een bevolking van 8,1 miljoen personen, toonde aan dat de naar leeftijd
gestandaardiseerde mortaliteit tengevolge van longkanker in de periode 1985-1989 96,7%
hoger was dan in de periode 1970-1974. Een correlatie analyse toonde een associatie met de
graad van luchtvervuiling (Li et al., 1994).

De landelijke Beicun streek nabij de stad Datong (China) werd vergeleken met de
landelijke Hua yuan tun streek. Beicun is meer verontreinigd dan Hua yuan tun, met meer
nitraat en nitriet in drinkwater en in vijf geteste soorten groenten, hogere serum koper
waarden bij inwoners van Beicun en meer benzo(a)pyreen en meer stof in de lucht. De
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kankersterfte was beduidend hoger in Beicun (117,04 kankergevallen per 10° inwoners) dan
in de controlegroep (61,06 sterftegevallen per 10° inwoners) (Han et al., 1995).

In Taiwan zijn vele streken sterk verontreinigd. De jaargemiddelde concentratie aan
PMI10 bedroeg er in 1994 70 pg/m’. Wonen in de nabijheid van industriezones bleek
geassocieerd te zijn aan hogere risico's op sterfte tengevolge van verschillende types van
kanker en op ziekten van het ademhalingsstelsel (Ko, 1996)

Vrouwelijk vliegend personeel, onder meer blootgesteld aan een hogere intensiteit aan
cosmische straling, vertoont een toegenomen risico op borstkanker en op kanker in het
algemeen (Rafnsson et al, 2001).

1.1.5loniserende straling en kanker bij de mens

Het bijkomend absoluut risico op kanker na bestraling van de fetus in utero met 10 mGy
bedraagt ongeveer 6% per GY (Doll et al., 1997) (0)

Davis et al vonden een significante verhoogde incidentie van leukemie bij kinderen uit
besmette gebieden in Ukraine, Witrusland en Rusland die in meerderheid werden blootgesteld
aan een dosis lager dan 10mGY (Davis et al. 2006). Alhoewel de betrouwbaarheid van deze
uitgebreide en zorgvuldige studie niet optimaal is, levert ze toch een substanti€le indicatie
voor een belangrijk effect bij zeer lage dosis, effect dat biologisch en mechanistisch
plausiebel is.

Table 4 Radiation dose-response results

Belarus Russia Ukraine Combined
Estimated total Odds Odds Odds Qdds
dose (mGy) Rario® 95% CI Ratin® 95% CI Rario® 95% CI Rario® 95% CI

=1.0 1.00 - 1.00 - 1.00 - 1.00 -
1.0-4.5999 1.28 (0.60=2.70) 1.00 10.28=3.50) 1.49 (0.92=2.43) 1.46 {0.998<2.12)
=30 1.58 (0.74=3.36) 6.00 (0.45=79.75) 3.50 11.995-6.15) 2.60 (1.70-3.96)
Het aantal gevallen geincludeerd in deze studie bedroeg 114 uit Wit-Rusland, 39 uit Rusland
en 268 uit Ukraine.

Ook de gegevens betreffende de overlevenden van de atoombommen op Japan wijzen op een
significante stijging van de kankerincidentie voor blootstellingen tussen de 0 en de 50 mSv
(Unscear 2000 rapport Vol. Il Annex G paragraaf 232; Pierce & Preston 2000)

Hieronder worden een aantal gegevens uit de cruciale studie van Preston et al
(2007) over de vaste tumoren bij overlevenden van de atoomaanvallen samengevat.
Voor alle vaste tumoren werd geschat dat ongeveer 850 (ongeveer 11%) van de
gevallen in de cohorte leden met colon dosissen boven de 5 mGy geassocieerd
waren met de blootstelling volgend op de atoomexplosie. Ge gegevens zijn consitent
met een lineaire dosis effect verband tussen de 0 en de 2 Gy, met bij hogere
dosissen een eerder relatief zwakker effect.. vervolgens is er een statistisch
significant dosis-antwoord wanneer de analyse beperkt wordt tot personen die een
dosis van maximaal 150 mGy gekregen hebben. Het excess risico voor alle vaste
tumoren samen en voor vele afzonderlijke types van tumoren vertoont een
significante variatie met geslacht, bereikte leeftijd (op het moment van het afsluiten
van de studie) en leeftijd bij blootstelling. Er werd geschat dat, op de leeftijd va 70
jaar na blootstelling aan de leeftijd van 30 jaar, de incidentie van vaste tumoren met
ongeveer 35% per Gy gestegen was bij mannen (90% CI 28%; 43%) en met 58%
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per Gy bij vrouwen (43%; 69%). Voor alle vast tumoren samen daalde het excess
relatief risico (ERR per Gy) met ongeveer 17% per toename met tien jaar in de
leeftijd bij blootstelling (90% CI 7%; 25%) na correctie voor bereikte leeftijd, terwijl
het excess relatief risico daalde in proportie met de macht 1,65 (90% CI 2.1; 1.2) van
de bereikte leeftijd na correctie van leeftijd bij blootstelling. Ondanks d daling in het
excess relatief risico met bereikte leeftijd bleken de absolute risico's te stijgen
doorheen de hele studie periode, wat wijst op het feit dat stralings-gerelateerde
stijgingen in het kankerrisico het hele leven blijven aanhoudenongeacht de leeftijd bij
blootstelling. Voor alle vaste kankers hadden vrouwen ietwat hogere absolute risico's
dan mannen (F:M ratio 1.4; 90% CI 1.1; 1.8), maar dit verschil verdwijnt wanneer de
analyse beperkt wordt tot niet-sex specifieke kankers. Significante stralings-
geassocieerde stijgingen in het risico werden vastgesteld voor de meeste types van
kanker, onder meer voor de mondholte, .oesophagus, maag, colon, lever, long, non-
melanoma huid, borstt, ovarium, blaas, zenuwstelsel en thyroid. Alhoewel er geen
statistisch significant dosis-antwoord vastgesteld werd voor kankers van de
pancreas, prostaat en nier, waren de excess relatieve risicos voor deze sites ook
consistent met het relatief risico voor alle vaste tumoren samen. Dosis- antwoord
schattingen voor kankers van het rectum, galblaas en uterus waren niet significant,
en er waren suggesties dat de risico's voor deze types lager zou zijn dan deze voor
alle vaste tumoren samen. Evenwel leken de huidige gegevenserop te wijzen dat
blootstelling op kinderleeftijd het risico op kanker van het baarmoederlichaam zou
vergroten. . Getstegen risico's werden waargenomen voor elk van de vijf grote
histologische categorieén die beschouwd werden, dus zowel voor plaveiselcel
carcinomen, adenocarcinomen, andere epitheliale kankers, sarcomas en niet-
epitheliale kankers. Alhoewel de data beperkt waren was er een significante
stralingsgebonden toename in het risico op kanker tijdens de adolescentie of op
jonge volwassen leeftijd.

1.1.6. Problemen van epidemiologische aard die leiden tot een onder schatting van het
kankerrisico van milieufactoren.

Tenslotte rijzen er heel wat problemen bij epidemiologische studies over de oorzaken
van kanker bij de mens.

* Het carcinogeen effect van ¢één welbepaald agens in het leefmilieu kan slechts bij
uitzondering kan worden aangetoond omdat epidemiologische studies slechts zelden
toelaten risico factoren leidend tot relatieve risico's kleiner dan 1,5 a 2 te detecteren
(Ehrenberg et al., 1996).

» In epidemiologische studies wordt telkens weer een groep personen blootgesteld aan één
of andere risicofactor vergeleken met een algemene populatie die voor een groot deel zelf
is blootgesteld aan tal van andere risicofactoren die hetzelfde soort kanker verwekken als
de risicofactor onder studie. Daarbij zal frequent een vorm van negatieve "confounding”
voorkomen (besproken door Axelson,1986) omdat deze controle populatie voor een deel
bestaat uit groepen personen die een meer intense blootstelling vertonen aan één van de
niet bestudeerde (confounding) risicofactoren dan de studiepopulatie. Een aanwijzing
voor het belang van dit fenomeen wordt gegeven door het feit dat Zweedse onderwijzers
in de periode 1961-1979, na correctie voor het confounding effect van tabaksrook, een RR
van 0,48 vertoonden voor longkanker (Carstensen et al., 1988). Dit impliceert dat de
algemene populatie, die dikwijls als controlegroep genomen wordt in epidemiologische
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* In vele epidemiologische studies is de duur van opvolging te kort, in vergelijking met de
latentietijd van kanker bij de mens, om het carcinogene effect van een blootstelling
tenvolle te kunnen vaststellen (cfr. cijfers over inductiec van vaste tumoren door de
nucleaire explosies in 1945, Shimizu et al., 1990). Meestal heeft een carcinogeen agens
een multiplicatief effect op de kankerincidentie (Ehrenberg, 1996);

*» De synergistische actie van tabaksrook met moeilijk te identificeren beroeps- en
omgevingsfactoren heeft mogelijk geleid tot een aanzienlijke onderschatting (Kvale et al.,
1986) van het effect van deze laatste. Veel tabaksrook-gerelateerde kankers kunnen mee
onder invloed van carcinogene agentia uit arbeidsmidden of leefmilieu ontstaan zijn;

* In studies waarin naar een dosis-antwoord verband wordt gezocht, onnauwkeurigheden in
het bepalen van de blootstelling (en deze zijn legio) zullen leiden tot een onderschatting
van de stijging van het risico (Freudenheim & Marshall, 1988);

* Wanneer de verhouding van binnen-persoon tot interpersoon componenten van varantie
van de onathankelijke variabele (inwendige blootstelling) groot is, dan resulteert dit in
een schijnbaar afzwakken (mindere helling) van de lineaire blootstelling-
gezondheidseffect curve (Rappaport et al., 1995).

* De blootstelling aan veel polluenten, die primaire luchtpolluenten zijn zoals de
polycyclische aromatische koolwaterstoffen, grijpt hoofdzakelijk via de voeding plaats
(Phillips, 1999). Luchtpolluenten slaan in belangrijke hoeveelheden neer op plantaardige
voedingsmiddelen die rechtstreeks of onrechtstreeks (via dieren voor menselijke
consumptie),door de mens geconsumeerd worden.

Median cumulative lifetime cancerr risk based on personal exposures was 3-fold greater
than estimates based on US EPA Assessment system for population exposure nationwide
(ASPEN) model. Payne- Sturges et al 2004 EHP 112 (5): 589-598

Dit heeft als gevolg dat :
= er een onderschatting is van het aandeel van arbeidsmidden- en milieufactoren.

= er zelden kankerverwekkende effecten bij de mens worden aangetoond veroorzaakt door
een in dieren kankerverwekkende stof die ook voorkomt in het milieu of arbeidsmidden

= er een onderschatting is van het risico verbonden aan de blootstelling aan een bepaalde
kankerverwekkende stof, aanwezig in milieu en arbeidsmidden.
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Addendum 1

Niet-genotoxische carcinogenen en/of Tumopromotors

Het begrip niet-genotoxisch carcinogen is in essentie een mechanistisch begrip. Het overlapt
echter grotendeels met het begrip tumorpromotor, dat in essentie voortvloeit uit experimentele
waarnemingen m.b.t. agentia die het ontstaan van tumoren bij proefdieren bevorderen
wanneer zij toegediend worden na een kanker-initiérend (genotoxisch) agens.
Niet-genotoxische carcinogenen beinvloeden genexpressie via

- hormonale effecten

- andere receptor-gemedi€erde effecten. De tumorpromoverende phorbolester TPA bindt
aan een plasmamembraanreceptor; het dioxine TCDD bindt op de Aryl hydrocarbon
Receptor (AhR) die behoort tot de bHLH (basic helixloop-helix) superfamilie van
DNA bindende eiwitten (zie Fernandez-Salguero P et al.,1995).

- verstoren van de signaaltransductie van de plasmamembraan naar de celkern

- toxische of verwondingseffecten

- metabole effecten. Bijzonder belangrijk is hier het verhogen, door gestegen productie
of door verminderde inactivatie, van de intracellulaire concentratie aan geactiveerde

vormen van zuurstof (zoals H2O2, het superoxide anion O2-, het hydroxyl radikaal

°OH). Dit leidt tot auto-oxidatieve kettingreacties waarbij allerlei vrije radikalen
worden gevormd. De verhoging van de concentratie aan actieve vormen van zuurstof
speelt wellicht een belangrijke rol bij de tumorpromotie door hypolipidemiérende
geneesmiddelen die een proliferatie van peroxisomen induceren en de beta oxydatie
van vetzuren intensifiéren.

om, op een rechtstreekse wijze of middels het

- stimuleren van de celdeling

- verbreken van de cel-cel communicatie

- verbreken van de cel-cel adhesie

- bevorderen van andere kenmerken van het tumoraal fenotype

- beinvloeden van differentiatie

- bevorderen van de instabiliteit van het genoom door inductie van recombinagene
activiteit.

te leiden tot de expressie van de kankerinitiérende mutaties die reeds gebeurd zijn in genen
betrokken bij sociale controle en, eventueel als resultaat hiervan, tot de expansie van een
kloon van gemuteerde cellen.

Het bestaan van een kloon cellen die één of meerdere kankerinitiérende mutaties
dragen, verhoogt de kans dat een bijkomende initi€rende (of tot progressie leidende) mutatie
zich voordoet in een cel die reeds andere initi€rende mutaties draagt. De bevordering van de
instabiliteit van het genoom draagt uiteraard op zichzelf bij tot een verhoogde kans op
bijkomende mutaties (in de brede zin van het woord). Dat tumorpromotie in elk geval
bijdraagt tot het proliferatief aspect van het tumoraal fenotype blijkt onder meer uit het feit
dat, bij de inductie van huidkankers bij muizen, toepassing van een carcinogeen gevolgd door
een tumorpromotor, de verhouding goedaardige tumoren versus kwaadaardige tumoren doet
stijgen, in vergelijking met enkel een carcinogeen zonder erop volgende tumorpromotor.
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Meestal wordt aangenomen dat de dosis-antwoord curve voor de inductie van kanker bij
lage dosis verloopt volgens een multiplicatief lineair model beschreven door P(D)= (1+8D)
P°, waarin P en P° respectievelijk het totale en het achtergrond risico voorstellen, D de dosis
van een bepaald agens en B een risicocoéfficient (Storer et al., 1988). Dit houdt in dat, bij
lage dosis, een carcinogen alleen tumoren zou verwekken van een soort en in omstandigheden
waarin die ook spontaan minstens in een zekere mate voorkomen. Blootstelling aan
tumorpromotors leidt ertoe dat een lage dosis van een carcinogen ook tumoren verwekt die
spontaan niet voorkomen( Burns et al., 1983; Eherenberg et al., 1996).

Van belang met betrekking tot chemopreventie van kanker, is het concept dat
tumorpromotie wellicht binnen de tien jaren voor de klinische diagnose plaats grijpt; zo is de
gemiddelde latentieperiode tussen de start van promotie door externe oestrogenen en de
diagnose van endometriumkanker gemiddeld zeven jaar (Jick et al, 1979).

Niet-genotoxische carcinogenen zullen in sommige gevallen slechts actief zijn boven
een kritische dosis; wanneer zij echter interageren met receptoren waarmee zij een hoge
affiniteit vertonen en die ook reeds door andere stoffen of door endogene hormonen
geactiveerd worden, is het veilig aan te nemen dat er geen echte kritische dosis kan
onderscheiden worden en dat ook zeer lage concentraties een zeker effect kunnen hebben.
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Addendum 2. (In samenwerking met Dr. ir. Filip Beirens)

Carcinogeen effect van lage dosissen. Extrapolatie uitgaande van hoge dosissen

Laten we een vereenvoudigd model beschouwen, waarin kanker ontstaat door de
accumulatie van onafhankelijke mutaties in B verschillende genen gekozen uit 0 genen
waarvan de mutatie tot de carcinogenese kan bijdragen. De incidentie van kanker zal, in dit
model, bij benadering, functie zijn van de macht B van de mutatiefrequentie (Armitage,
1985) of, voor B klein in vergelijking met 0, van de macht 3 van de frequentie m van het
voorkomen van een mutatie in één van de 0 genen, met m=0f, waarin f de (gemiddelde)
mutatiefrequentie per gen voorstelt. De spontane mutatiefrequentie f per gen of m=0f voor
0 genen zal overeenstemmen met een relatief risico (RR) op kanker gelijk aan 1 (wat
uiteraard een vereenvoudiging is, onder meer omdat mutaties ook kunnen optreden in de
afwezigheid van celdeling (Hall, 1991; Strauss, 1992) en omdat sommige mutaties een
belangrijk effect kunnen hebben op de frequentie van daarop volgende mutaties). Wanneer
de mutatiefrequentie stijgt tengevolge van een blootstelling aan mutagene agentia dan zal,
in dit eenvoudig model, de stijging van het relatief risico op kanker gegeven worden door:

RR¢(m)= 1 mbB/sB = (1+¢)B )
waarin RR¢(m) het RR bij mutatiefrequentie m voorstelt, met m=s + gs= s(1+ g), s zijde

de spontane mutatiefrequentie, g de fractie van bijkomende mutatiefrequentie en 3 = het
aantal onafhankelijke mutaties nodig voor het ontstaan van kanker.
Zij RR¢(m]) de waarde van het relatief risico, bereikt bij een totale uiteindelijke

mutatiefrequentie gelijk aan m], van waaruit een lineaire interpolatie met het punt (m=s,
RR¢(m)=1) wordt uitgevoerd. Zij RRr(m*) het relatief risico, berekend middels deze
lineaire interpolatie, bij een mutatiefrequentie m®, met s<m™<myJ, en RRC(m*) het relatief

risico bij deze mutatiefrequentie m” berekend volgens de curve bepaald door uitdrukking
(1). Men kan aantonen dat, wanneer g afneemt naar nul en m dus afneemt naar s, de

verhouding (RRr(m*)-l)/ (RRc(m*)-l) toeneemt naar een limietwaarde gegeven door
(RR¢(mq)-1)/ [B((B\/RRc(ml))—l)] of, anders uitgedrukt, door RR1'/B, waarin RR1'= (RR1-
1)/ (BVRR1)-1), of nog

limm->s (RRr(m™)-1)/ (RR¢(m™)-1)= RR1"/B = (RRc¢(m1)-1)/ [B(BVRRe(m1))-1)]

Deze uitdrukking geeft dus de maximumwaarde aan van de factor waarmee men, in het
beschouwd model, de stijging van het relatief risico zou kunnen overschatten wanneer men
lineair interpoleert naar een lagere waarde van de bijkomende, geinduceerde
mutatiefrequentie. Voor lineaire interpolatie vanuit een punt overeenstemmend met een

relatief risico = 10 naar een RR=1 bedraagt deze maximumwaarde 3,077 voor B=5, 3,206
voor 3=6 en 3,301 voor =7.
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Een min of meer realistisch voorbeeld

Nemen we als voorbeeld een omstandigheid waarin kanker ontstaat door de
accumulatie van onafhankelijke mutaties in 6 verschillende genen gekozen uit 200 genen
(oncogenen, tumorsuppressorgenen, cell cycle genen, genen betrokken bij DNA herstel en
synthese) waarvan de mutatie tot de carcinogenese kan bijdragen. De incidentie van kanker
zal, in dit model, bij benadering, functie zijn van de zesde macht van de mutatiefrequentie.

De spontane mutatiefrequentie voor de bij de carcinogenese betrokken genen is niet
gekend. De gemiddelde mutatiefrequentie voor een gemiddeld gen coderend voor een eiwit
met 300 a 400 aminozuren wordt, in de geslachtscellen en ook in cellen in vitro, geschat op

1.10-6 (Alberts et al., 1994). De metingen van de mutatiefrequentie in somatische cellen
bij de mens in vivo liggen echter duidelijk hoger voor de enkele genen waarvoor men deze

reeds heeft kunnen meten en tonen een duidelijke stijging met toenemende leeftijd: 3x10-6
tot 10x10°0 voor het GPA gen, 7,1x10‘6 tot 65,3){10‘6 voor het HLA gen, 2x1076 tot

15x10-6 voor het hprt gen (Albertini and O'Neill, 1995). Bovendien is het zeer
waarschijnlijk dat tijdens de latere fazen van de carcinogenese de mutatiefrequentie hoger
ligt dan in een gezond weefsel (Alberts et al., 1994). In ons voorbeeld, in het kader van een
berekening van het risiko op kanker, lijkt het dan ook niet onredelijk de gemiddelde

spontane mutatiefrequentie op 6x10-6 te nemen voor somatische cellen.

Belangwekkend is dat het hier gekozen voorbeeld voorspelt dat het risico op het
spontaan ontstaan van kanker, over de totale levensduur van de mens genomen, 2,99 %
bedraagt, een cijfer dat zeer dicht ligt bij het spontane risico berekend op basis van

epidemiologische gegevens. Inderdaad, een mutatiefrequentie van 6x10-0 per gen per

celdeling of 1,2x10-3 voor 200 genen per celdeling leidt tot een kans van 2,99x10-18 dat in
één cel zes van de 200 beschouwde genen gemuteerd zijn; men neemt aan dat in een
menselijk lichaam 1016 cellen ontstaan (Stein, 1991), met als gevolg een kankerrisico van
2,99x10-2.

De spontane mutatiefrequentie (6);10'6 per gen per celdeling of 1,2x10-3 voor 200
genen per celdeling) zal overeenstemmen met een relatief risico (RR) op kanker gelijk aan
1. Het RR zal met 77,2 % stijgen bij een mutagene dosis die de globale mutatiefrequentie
met 10 % zou doen stijgen. Het relatief risico op kanker zou met een factor tien stijgen bij
een mutagene dosis die de globale mutatiefrequentie met 46,78 % zou doen stijgen (fig. 5);
bij lineaire interpolatie vanuit deze dosis naar nul (geen stijging van de totale
mutatiefrequentie) vindt men dat, voor een dosis die, in vergelijking met de vorige, slechts
10 % van het aantal mutaties induceert en die de globale mutatiefrequentie zou doen
stijgen met 4,678 %, het relatief risico op kanker 1,896 zou bedragen. Berekent men het
relatief risico volgens het model (dat een exponentieel verlopende curve impliceert) dan
vindt men, voor een mutagene dosis die de globale mutatiefrequentie doet stijgen met
4,678 %, slechts een relatief risico van 1,316. Wanneer men dus, in ons model, uitgaat van
een blootstelling aan een mutageen agens dat het relatief risico op kanker vertienvoudigt en
lineair interpoleert naar een dosis die, in vergelijking met de vorige, slechts 10 % van het
aantal mutaties induceert, overschat men de stijging van het relatief risico met een factor
2,83.(fig. 5) Interpoleert men naar een dosis die, in vergelijking met de vorige, slechts 0,1
% van het aantal mutaties induceert, dan resulteert dit in een overschatting met een factor
3,20.

Bij lage dosissen is de relatie tussen dosis en frequentie van geinduceerde mutaties in
de meeste gevallen lineair volgens de International Commission for Protection against
Environmental Mutagens and Carcinogens (Ehrenberg et al., 1982) ( zie ook Lutz, 1990a;
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Ehrenberg et al. ,1996). Dit impliceert dat de bovenstaande redenering ook geldt voor
extrapolatie van hoge naar lage dosis van een agens. Deze oefening toont aan dat, in de
omstandigheden van ons vrij realistisch model, voor waarden van het relatief risico op
kanker van de grootte-orde waargenomen in dierproeven en in epidemiologische studies
met intense blootstelling (RR=10), lineaire extrapolatie naar extreem lage dosis slechts tot
een overschatting, van de stijging van het relatief risico, met maximaal een factor van de
grootte-orde van 3 leidt.
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Addendum 3.

Het kankerverwekkend effect van een welbepaalde dosis van een genotoxische
kankerverwekkende stof neemt toe naarmate de populatie die de blootstelling ondergaat
een hogere mutatiefrequentie vertoont tengevolge van diverse andere blootstellingen.

Laten we hetzelfde vereenvoudigd model beschouwen als in addendum 1. Wanneer
de mutatiefrequentie stijgt tengevolge van een blootstelling aan mutagene agentia zal, in
dit eenvoudig model, de stijging van het relatief risico op kanker gegeven worden door:

RR¢(m)= 1 mB/sB = (1+¢)B (D

waarin RR¢(m) het RR bij mutatiefrequentie m voorstelt, met m= s + gs=s(1+ g), s zijde

de spontane mutatiefrequentie, g de fractie van bijkomende mutatiefrequentie en B = het

aantal onafhankelijke mutaties nodig voor het ontstaan van kanker.

- Zij situatie I een toestand waarin een populatie geen enkele genotoxische blootstelling
ondergaat en een mutatiefrequentie gelijk aan s vertoont.

- Zij situatie II een toestand waarin een populatie enkel is blootgesteld aan het genotoxisch
kankerverwekkend agens A, in een welbepaalde lage dosis; Zij a de fractie van
bijkomende mutatiefrequentie geinduceerd door deze welbepaalde lage dosis.

- Zij b de fractie van bijkomende mutatiefrequentie geinduceerd door diverse genotoxische
agentia waaraan blootstelling bestaat in situatie I11.

- Zij situatie IV een toestand waarin dezelfde blootstelling aan diverse genotoxische agentia
bestaat als in situatie III resulterend in een toename van de mutatiefrequentie met dezelfde
bijkomende fractiec b, met daarbovenop een blootstelling aan het genotoxisch
kankerverwekkend agens A, in dezelfde welbepaalde lage dosis die een fractie van
bijkomende mutatiefrequentie a induceert.

Het relatief risico op kanker in situatie I (RR]) bedraagt per definitie 1.
Het relatief risico op kanker in situatie I (RR]]) bedraagt (1+a)B.
Het relatief risico op kanker in situatie III (RR[[) bedraagt (1+b)ﬁ.

Het relatief risico op kanker in situatie IV (RR[V) bedraagt (1+a+b)B.

Het verschil in het relatief risico op kanker, en dus ook het absoluut aantal gevallen van
kanker geinduceerd als gevolg van blootstelling aan A, zal echter groter zijn wanneer men
situatie IV vergelijkt met situatie III dan wanneer men situatie II vergelijkt met situatie I, of,
anders gezegd, wanneer een bepaalde blootstelling aan agens A plaatsgrijpt in een context
waarin tengevolge van blootstelling aan diverse agentia de mutatiefrequentie reeds verhoogd
is, dan zal die bepaalde blootstelling aan A meer gevallen van kanker induceren dan wanneer
dezelfde blootstelling plaats heeft in omstandigheden waarin de mutatiefrequentie gelijk is
aan de spontane en niet verhoogd wordt door andere blootstellingen.

Inderdaad,

(RRD)-(RR)= (1+2)B-1
(RRIV)- (RRyI)= (1+a+b)B- (1+b)8
en (1+a+b)B- (1+b)B is steeds groter dan (1+4)8_1

Cijfervoorbeeld:
zij a=0.001, b=0.1 en B=6 (zoals wellicht voor het merendeel van de kankers)

(RRIT)-(RR])= 1.0016-1= 0.006015
(RRIV)- (RRIIT)=1.1010-1.16=1.781246 - 1.771561= 0.009685
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In ons cijfervoorbeeld (met naar mijn mening vrij realistische waarden voor a maar een lage
waarde voor b) blijkt de blootstelling aan een welbepaalde lage dosis van agens A 61% meer
gevallen van kanker te induceren in een situatie waarin er ook andere blootstellingen aan
diverse agentia zijn (zoals in re€ele omstandigheden) dan in een situatie met minder of geen
andere blootstellingen (zoals in experimentele omstandigheden).
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