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Mikronukleus (MN) test na limfocitima periferne krvi jedna je od najvažnijih metoda koje se primjenjuju u 
citogenetičkom nadzoru. Osnovni preduvjet za primjenu nekog testa u svrhu nadzora profesionalno izloženih 
populacija jest poznavanje normalnih vrijednosti promatranoga biološkog pokazatelja (biomarkera) u 
kontrolnoj populaciji. Baze podataka na razini opće populacije moraju se redovito obnavljati novim 
podacima. Cilj ovog istraživanja bio je utvrditi normalne i granične vrijednosti MN-testa na limfocitima 
periferne krvi 200 zdravih ispitanika obaju spolova iz opće populacije Republike Hrvatske te ispitati 
koji čimbenici pridonose spontanom nastanku MN. Na razini istražene populacije utvrđeno je prosječno 
(6,90±3,32) MN (medijan 7 MN), dok je raspon pojedinačnih vrijednosti iznosio 0 do 18 MN u 1000 
binuklearnih stanica. Gornja granična vrijednost dobivena izračunavanjem 95. percentila za cjelokupnu 
promatranu populaciju iznosi 12,5 MN na 1000 limfocita. Utvrđeno je da na spontani nastanak MN 
utječu spol, dob i navika pušenja. Žene u prosjeku imaju više vrijednosti svih parametara MN-testa od 
muškaraca, a u njih je bio i naglašeniji porast vrijednosti citogenetičkog nalaza zbog navike pušenja. 
Kako su literaturni podaci o utjecaju pušenja cigareta na nastanak MN kontradiktorni, planiran je nastavak 
istraživanja radi razjašnjavanja utjecaja dnevno utrošenog broja cigareta i ukupnog trajanja pušačkog 
staža na vrijednosti parametara MN-testa. Usporedba rezultata s literaturnim podacima potvrdila je da su 
dobivene vrijednosti u skladu s vrijednostima MN-testa zabilježenim na općoj populaciji u drugim svjetskim 
laboratorijima. Normalne i granične vrijednosti MN-testa utvrđene u ovome istraživanju poslužit će kao 
osnova za usporedbu i tumačenje nalaza MN-testa u ispitanika izloženih populacija te daljnju nadogradnju 
laboratorijske baze podataka. 

KLJUČNE RIJEČI: citogenetički nadzor, dob, nestabilnost genoma, pušenje cigareta, rizik, spol, spontani 
nastanak mikronukleusa

Biološki nadzor (engl. biomonitoring) važan 
je dio zdravstvenog nadzora nad ispitanicima koji 
su profesionalno izloženi različitim fizikalnim i 
kemijskim mutagenima i/ili kancerogenima. Zasniva 
se na mjerenju (ili utvrđivanju učestalosti) različitih 
bioloških pokazatelja koji upućuju na najranije, još 

popravljive biološke učinke, koji prethode pojavi 
zloćudnih i/ili drugih bolesti. Primjenom biljega 
izloženosti, učinka i sklonosti (engl. susceptibility) na 
razini proučavanih populacija možemo utvrditi kakve 
su razine izloženosti štetnostima na radnim mjestima, je 
li izloženost rezultirala mjerljivim učinkom (primjerice 
oštećenjem molekule DNA) te otkriti ispitanike s 
većom osjetljivosti genoma koji su pod povišenim * svi autori su jednakovrijedni
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rizikom (1). Dobar biljeg trebao bi imati odgovarajuću 
specifi čnost i osjetljivost, dokazanu ovisnost između 
doze i učinka te bi morao omogućiti utvrđivanje 
interindividualne i intraindividualne varijabilnosti (2). 
Najvažnije citogenetičke metode koje se primjenjuju 
u nadzoru profesionalno izloženih populacija jesu 
analiza strukturnih aberacija kromosoma (CA), analiza 
izmjena sestrinskih kromatida (SCE) i mikronukleus-
test (MN) (3-5), a na molekularnoj razini važan 
je komet-test koji omogućuje osjetljivu procjenu 
primarnih oštećenja u molekuli DNA (6, 7).

Usavršavanjem i razvitkom MN-testa porasla je i 
količina znanja o prednostima i osjetljivosti te metode, 
što potpuno opravdava njezino uvođenje u standardnu 
primjenu za biološki nadzor izloženih populacija. 
Posljednjih je godina u okviru međunarodnog 
projekta HUMN (kratica od “HUman MicroNucleus”) 
provedena standardizacija MN-testa te su prepoznati 
čimbenici koji mogu utjecati na njegove rezultate 
(8). MN-test je jednostavniji i brži od analize CA, a 
pregledavanjem velikog broja stanica (najmanje 1000 
stanica po ispitaniku, za razliku od 100 do 200 stanica 
u analizi CA) postiže se i veća statistička značajnost (9, 
10). Osim navedenoga u ovome se testu može istodobno 
utvrditi ukupni broj MN, ukupni broj stanica s MN, 
raspodjela MN u stanicama, broj nukleoplazmatskih 
mostova i nuklearnih pupova, broj stanica u apoptozi 
i nekrozi te indeks proliferacije stanica u uvjetima 
in vitro (11, 12), što ga trenutačno čini jednim od 
najsvestranijih citogenetičkih testova.

Mikronukleusi su samostalne kromatinske 
strukture koje su potpuno odvojene od jezgre. 
Nastaju kondenzacijom acentričnih kromosomskih 
fragmenata ili čitavih kromosoma zaostalih u anafazi 
koji se nisu ugradili u jezgre stanica kćeri (13). MN-
test podjednako je osjetljiv za otkrivanje oštećenja 
diobenog vretena i aberacija kromosoma (14, 15) pa 
se prisutnost MN smatra kvantitativnim pokazateljem 
postojanja strukturnih i/ili numeričkih aberacija 
kromosoma nastalih pod utjecajem genotoksičnih 
agensa (4).

Osnovni preduvjet za primjenu nekog biološkog 
testa (ili metode) u svrhu nadzora profesionalno 
izloženih populacija jest poznavanje njegovih 
normalnih vrijednosti u općoj, tj. neizloženoj 
populaciji. U biološkom nadzoru korisno je poznavati i 
individualne ulazne vrijednosti određenoga biološkog 
pokazatelja (biljega, biomarkera), koje služe za sve 
kasnije usporedbe i procjenu izloženosti, učinka i/ili 
osjetljivosti na razini pojedinca. Međutim, u procjeni 
učinaka na razini populacije iznimnu važnost imaju 

baze podataka u koje su pohranjene vrijednosti 
praćenog biljega, izmjerene ili utvrđene na velikom 
broju ispitanika opće populacije koja živi u istom 
podneblju te dijeli slične prehrambene i životne navike 
kao izložena populacija. Takve su baze podataka 
osobito važne u slučajevima neželjenih događaja 
(akcidenata) kada nije poznato kakva je bila osnovna 
vrijednost biljega u ‘oštećenih’ ispitanika koja je 
prethodila izloženosti. Baze podataka preporučljivo je 
redovito obnavljati novim podacima (idealno bi bilo 
svake dvije godine), a trebalo bi raspolagati podacima 
za najmanje 20 ispitanika svakog spola po desetljeću 
njihove dobi (13).

Citogenetički laboratorij Jedinice za mutagenezu 
Instituta za medicinska istraživanja i medicinu rada 
(IMI) u Zagrebu već niz godina prikuplja podatke 
o kontrolnim vrijednostima MN-testa za opću 
populaciju Republike Hrvatske (RH). U ranijem 
su istraživanju (16) normalne vrijednosti MN-testa 
utvrđene u 50 nasumično izabranih ispitanika obaju 
spolova, a analiza MN provedena je primjenom 
kriterija koje je predložio projekt HUMN (11). Ovo 
se istraživanje nastavlja na prethodno, a njegov je cilj 
utvrditi normalne vrijednosti MN-testa na limfocitima 
periferne krvi u još većeg broja ispitanika iz opće 
populacije RH te ispitati koji čimbenici pridonose 
spontanom nastanku MN.

ISPITANICI I METODE

Ispitanici

Istraživana populacija obuhvaća 200 zdravih 
ispitanika obaju spolova iz opće populacije RH koji 
su dobrovoljno pristali na uzorkovanje venske krvi 
za provođenje citogenetičkih analiza u Jedinici za 
mutagenezu IMI. Ispitanici su bili upoznati sa svrhom 
istraživanja te su im objašnjena načela primjenjivanih 
metoda. Cjelokupna organizacija istraživanja, 
komunikacija s ispitanicima, uzorkovanje krvi, 
postupci pri rukovanju uzorcima krvi u laboratorijskim 
uvjetima te postupanje s dobivenim rezultatima 
provedeni su u skladu s etičkim načelima i smjernicama 
pretpostavljenim za biomonitoring ljudskih populacija 
(4). Odgovarajuće dozvole etičkog povjerenstva (IMI, 
Zagreb) izdane su za potrebe znanstvenoistraživačkih 
projekata br. 022-0222148-2137 i 022-0222148-2125 
(fi nanciranih od Ministarstva znanosti, obrazovanja 
i športa RH) u okviru kojih su novačeni ispitanici. 
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Osim toga, laboratorij Jedinice za mutagenezu 
IMI je rješenjem Ministarstva zdravstva i socijalne 
skrbi RH ovlašten za provođenje stručne djelatnosti 
citogenetičkog nadzora.

Izbor ispitanika proveden je na osnovi vrednovanja 
podataka prikupljenih standardiziranim anketnim 
upitnikom za citogenetička istraživanja, koji se 
uobičajeno rabi u Jedinici za mutagenezu IMI. 
Upitnik obuhvaća osnovne anamnestičke podatke, 
podatke o zanimanjima i životnim navikama, posebice 
navici pušenja, konzumiranju alkohola i eventualnoj 
medicinskoj izloženosti ispitanika. Uvidom u 
prikupljene podatke početna je populacija sužena na 
200 ispitanika/ispitanica iz svih regija RH koji su imali 
slične prehrambene navike, nisu konzumirali alkohol, 
a za vrijeme istraživanja bili su zdravi. Ispitanici su 
prema navici pušenja podijeljeni na nepušače (nikada 
nisu pušili cigarete niti druge duhanske proizvode) i 
pušače (svakodnevno puše; većina 10 do 20 cigareta na 
dan). Prema zanimanjima u populaciji su prevladavali 
službenici zaposleni u uredima, studenti, nastavnici, 
sveučilišno osoblje, zdravstveni i drugi radnici koji na 
svojim radnim mjestima nisu bili izloženi kemijskim 
i/ili fizikalnim štetnostima. U obzir nisu uzeti 
ispitanici koji boluju od kroničnih bolesti te oni koji su 
prethodnih mjeseci imali bilo kakve akutne infekcije 
i medicinske izloženosti koje bi mogle utjecati na 
vrijednosti citogenetičkog nalaza.

Ispitanici su podvrgnuti minimalno invazivnom 
zahvatu vađenja venske krvi iz kubitalne vene. Krv 
je pohranjena u sterilne heparinizirane spremnike 
(Becton Dickinson; V=5 mL). Uzorkovanja su 
provođena u jutarnjim satima. Nakon vađenja, uzorci 
krvi su pohranjeni u hladnjak i do obrade, koja je 
provedena najkasnije unutar 24 h, držani su na 4 °C.

Metoda

Za MN-test primijenjen je standardni protokol 
na uzorcima pune krvi u kojem su stanične kulture 
uzgajane u uvjetima in vitro tijekom 72 sata, a radi 
sprečavanja diobe citoplazme u 44. satu dodan je 
citohalazin B (Sigma) u koncentraciji od 6 µg mL-1 

(17, 18). Limfociti su rasli na 37 °C u vlažnoj atmosferi 
s 5 % CO

2
 (Heraeus Hera Cell 240 inkubator) 

u mediju RPMI 1640 (Gibco), uz dodatak 1 % 
fi tohemaglutinina (Apogent), 20 % telećega fetalnog 
seruma te antibiotika penicilina 100 IU mL-1 (Pliva) 
i streptomicina 100 µg mL-1 (Krka). Nakon završetka 
kultiviranja, pristupilo se izradi mikroskopskih 
preparata u skladu sa standardnim protokolom (12) uz 
manje prilagodbe. Postupak je uključivao višekratno 

centrifugiranje (8 do 10 min na 800 okretaja u minuti), 
ispiranje i obradu taloga te njegovo fi ksiranje smjesom 
3:1 (v/v) metanola i ledene octene kiseline (Kemika). 
Pročišćeni talog limfocita resuspendiran je u svježem 
fi ksativu te nakapan na predmetna stakalca. Dobiveni 
su preparati osušeni na zraku i obojeni 10 %-tnom 
vodenom otopinom citološke boje Giemsa (Sigma). 
Preparati su analizirani pod svjetlosnim mikroskopom 
(povećanje 1000 x). U svakom uzorku pregledano je 
po 1000 binuklearnih limfocita u kojima je utvrđen 
ukupni broj MN, a usporedo su izbrojene stanice s MN 
i njihova raspodjela. Mikronukleusi su determinirani 
u skladu s propisanim kriterijima HUMN-a pri čemu 
je njihova veličina smjela iznositi između 1/16 do 1/3 
promjera glavnih jezgara (11).

Statistička obrada podataka

Dobiveni podaci obrađeni su primjenom 
deskriptivne statistike, Spearmanove korelacijske 
analize, neparametrijskog Mann-Whitney U-
testa i Kruskal-Wallis ANOVA-testa sadržanih 
u programskom paketu Statistica 5.0 (StatSoft). 
Statistička značajnost određena je na razini p<0,05.

REZULTATI

Značajke istraživane populacije prikazane su na 
tablici 1. Žene (N=106) su bile brojčano zastupljenije 
od muškaraca (N=94). Rasponom godina života 
(20 do 61) obuhvaćena je populacija koja odgovara 
prosječnoj radno izloženoj populaciji u RH.

Pojedinačne vrijednosti ukupnog broja MN 
u limfocitima periferne krvi svih ispitanika opće 
populacije u ovisnosti o dobi prikazane su na slici 
1. Relativna učestalost MN u istraživanoj populaciji 
prikazana je na slici 2.

Rezultati MN-testa za cjelokupnu populaciju te 
odvojeno za žene i muškarce, odnosno nepušače i 
pušače prikazani su na tablici 2. Na razini istražene 
populacije utvrđeno je prosječno (6,90±3,32) MN 
(medijan 7 MN), dok je raspon pojedinačnih vrijednosti 
iznosio 0 do 18 MN u 1000 binuklearnih stanica. 
Gornja granična vrijednost dobivena izračunavanjem 
95. percentila za cjelokupnu promatranu populaciju 
iznosi 12,5 MN na 1000 limfocita (tablica 2).

Iz grafi čkog prikaza na slici 3. vidljivo je da je od 
ukupnog broja mikroskopski pregledanih limfocita 
(N=200.000), njih 198.772 bilo bez MN, dok je 
preostalih 1228 sadržavalo 1 do 3 MN.
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Podaci o zastupljenosti limfocita s MN na razini 
cjelokupne populacije te odvojeno za žene i muškarce, 
odnosno nepušače i pušače prikazani su na tablici 2. 
U 11 ispitanika (5,5 %) nije utvrđena nijedna stanica s 
MN. U 143 ispitanika (71,5 %) nađene su samo stanice 
s po 1 MN. Preostalih 46 ispitanika (23 %) imalo je 
i stanice s 2 MN (35 po 1; 8 po 2, 1 po 3, 1 po 4). Po 
jedna stanica s 3 MN zabilježena je u 4 ispitanika. 

Primjenom Spearmanove korelacijske analize 
na razini cjelokupne populacije utvrđeno je da na 

vrijednosti MN-testa najviše utječu dob i navika 
pušenja. Uočena je statistički značajna pozitivna 
korelacija između dobi i ukupnog broja MN (R=0,346; 
p<0,0001), ukupnog broja stanica s MN (R=0,350; 
p<0,0001), ukupnog broja stanica s 1 MN (R=0,437; 
p<0,0001) i ukupnog broja stanica s 2 MN (R=0,299; 
p<0,0001). Navika pušenja statistički značajno 
pridonosi porastu ukupnog broja MN (R=0,185; 
p=0,0088) i porastu ukupnog broja stanica s MN 
(R=0,182; p=0,0099). Žene imaju veće vrijednosti svih 

Slika 1  Pojedinačne vrijednosti ukupnog broja MN utvrđene u 200 ispitanika opće populacije koji su poredani prema rastućoj 
dobi

Slika 2 Relativna učestalost MN u istraživanoj populaciji (N=200)  

Ukupno MN na 1000 stanica
Dob
Linear (Ukupno MN na 1000 stanica)
Linear (Dob)

Ukupno MN na 1000 stanica
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Tablica 1 Značajke istraživane populacije

Skupina N
Dob / godine Navika pušenja

Sr. vr.±SD (medijan; raspon) Nepušači Pušači

Žene 106 37,61±9,84 (36,5; 21 do 61) 64 42
Muškarci 94 32,97±8,17 (31; 20 do 57) 46 48
Σ 200 35,43±9,36 g (33; 20 do 61) 110 90

Tablica 2  Rezultati MN-testa na limfocitima periferne krvi za cjelokupnu populaciju te žene i muškarce, odnosno nepušače i 
pušače

Ukupno na 1000 

stanica
Sr. vr. SD Medijan Raspon

5.

perc.

25. 

perc.

75.

perc.

95.

perc.

CJELOKUPNA POPULACIJA (N=200)
MN 6,90 3,32 7 0 do 18 2 4 9 12,5
St. s MN 6,49 3,02 7 0 do 15 2 4 8 11,5
St. s 1 MN 5,83 3,13 6 0 do 14 0 4 8 11
St. s 2 MN 0,29 0,61 0 0 do 4 0 0 0 1,5
St. s. 3 MN 0,02 0,14 0 0 do 1 0 0 0 0
ŽENE (N=106)
MN 7,26 3,17 7 0 do 18 2 5 9 12
St. s MN 6,87a 2,83 7 0 do 15 2 5 9 12
St. s 1 MN 6,09 3,01 6 0 do 14 0 4 8 11
St. s 2 MN 0,34 0,65 0 0 do 3 0 0 1 2
St. s. 3 MN 0,03 0,17 0 0 do 1 0 0 0 0
MUŠKARCI (N=94)
MN 6,49 3,45 7 1 do 16 2 4 9 13
St. s MN 6,06 3,19 6 1 do 15 2 3 8 11
St. s 1 MN 5,53 3,26 5 0 do 14 1 3 8 11
St. s 2 MN 0,23 0,58 0 0 do 4 0 0 0 1
St. s. 3 MN 0,01 0,10 0 0 do 1 0 0 0 0
NEPUŠAČI (N=110)
MN 6,40 3,32 6 0 do 18 2 4 8 12
St. s MN 6,05 2,98 6 0 do 15 2 4 8 11
St. s 1 MN 5,50 3,02 5 0 do 13 0 4 8 11
St. s 2 MN 0,30 0,67 0 0 do 4 0 0 0 2
St. s. 3 MN 0,01 0,10 0 0 do 1 0 0 0 0
PUŠAČI (N=90)
MN 7,51b 3,24 7 1 do 16 2 5 9 13

St. s MN 7,03c 3,01 7 1 do 15 2 5 9 12
St. s 1 MN 6,23 3,24 7 0 do 14 0 4 8 11
St. s 2 MN 0,28 0,54 0 0 do 2 0 0 0 1
St. s. 3 MN 0,03 0,18 0 0 do 1 0 0 0 0

Mann-Whithey U-test – značajno povišeno (a) u odnosu na muškarce, p=0,0457; (b) u odnosu na nepušače, p=0,0095; 
(c) u odnosu na nepušače, p=0,0107

promatranih parametara nego muškarci, ali je jedina 
značajna korelacija utvrđena za ukupni broj stanica s 
MN (p=0,0441).

Prikazi ovisnosti između ukupnog broja MN i dobi 
utvrđeni posebno za muškarce i žene te prema navici 
pušenja vidljivi su na slici 4. Žene kao skupina imaju 
veće vrijednosti svih promatranih parametara MN-

testa od muškaraca, ali razlike nisu statistički značajne 
(tablica 2). Pušači kao skupina imaju statistički 
značajno veći ukupni broj MN (p=0,0095; Mann-
Whitney U-test) i ukupni broj stanica s MN (p=0,0107; 
Mann-Whitney U-test) u odnosu na nepušače. Radi 
dobivanja boljeg uvida u međusobne utjecaje spola 
i navike pušenja, posebno smo razmotrili vrijednosti 
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MN-testa u pušača i nepušača muškog i ženskog spola. 
Slika 5. prikazuje utjecaj spola i navike pušenja na 
ukupni broj MN. Pušačice imaju statistički značajno 
veći ukupni broj MN (p=0,0063; Mann-Whitney 
U-test) i ukupni broj stanica s MN (p=0,0065; Mann-
Whitney U-test) od nepušačica (tablica 3). Iako i 
pušači imaju više MN, stanica s MN te stanica s 1 MN 
i 2 MN od nepušača, ni jedna razlika nije statistički 
značajna (tablica 3).

Rezultati MN-testa na limfocitima periferne 
krvi ispitanika opće populacije podijeljenih u četiri 
glavne dobne skupine prikazani su na tablici 4. gdje 
su detaljno razrađene podskupine prema spolu i 
navici pušenja. Iz tih se podataka općenito uočava 
porast vrijednosti parametara MN-testa s dobi, a 
primjenom Kruskal-Wallis ANOVA-testa potvrđeno 
je da su sve razlike između skupina, osim za ukupni 
broj stanica s 3 MN, statistički značajne. Premda je 
najstarija dobna skupina imala najviše vrijednosti 
promatranih parametara MN-testa, što je bilježeno 
i u ranijim istraživanjima, zbog malog će broja 
ispitanika pouzdanost dobivenih rezultata trebati 
dodatno potvrditi u budućim istraživanjima na većoj 
populaciji.

Promotrimo li odvojeno podatke za sve žene 
i muškarce unutar dobnih skupina, vidljivo je da 
žene najmlađe (20 do 30 godina) i najstarije dobne 
skupine (>50 godina) imaju više prosječne vrijednosti 
parametara MN-testa od muškaraca iste dobi, dok su 
prosječne vrijednosti parametara MN-testa za žene i 
muškarce dobnih skupina 31 do 40 godina i 41 do 50 
godina bile slične. Međutim, uzmemo li u obzir utjecaj 
navike pušenja unutar dobne skupine istog spola, 

Stanica bez MN 198772;
99,39%

Stanica s MN; 1228; 
0,61%

Stanica s 3 MN; 4; 0,33%
Stanica s 2 MN; 58; 4,72%

Slika 3  Zastupljenost stanica s 1 do 3 MN (broj, %) u 
ukupnom broju mikroskopski analiziranih stanica 
(N=200.000)
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DOB / god. DOB / god.

DOB / god. DOB / god.

Muškarci - nepušači
(N = 46)

y = 3,7253 + 0,0714*x

Žene - nepušači
(N = 64)

y = 1,2524 + 0,1464*x

Muškarci - pušači
(N = 48)

y = 2,4591 + 0,1339*x

Žene - pušači
(N = 42)

y = 6,1404 + 0,534*x

Slika 4 Ovisnost između ukupnog broja MN i dobi utvrđena posebno za muškarce i žene te prema navici pušenja 
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Tablica 3  Rezultati MN-testa na limfocitima periferne krvi nepušača i pušača s posebnim prikazom podataka za žene i 
muškarce

Ukupno na 1000 stanica Sr. vr. SD Medijan Raspon
5.

perc.

25. 

perc.

75.

perc.

95.

perc.

NEPUŠAČI (N=110)
ŽENE (N=64)
MN 6,64 3,31 6,5 0 do 18 2 4 8 12
St anice s MN 6,31 2,99 6 0 do 15 2 4 8 11
Stanice s 1 MN 5,73 3,04 5,5 0 do 13 0 4 8 11
Stanice s 2 MN 0,33 0,64 0 0 do 3 0 0 0,5 2
Stanice s. 3 MN - - - - - - - -
MUŠKARCI (N=46)
MN 6,07 3,33 5,5 1 do 15 2 3 8 12
Stanice s MN 5,67 2,95 5 1 do 12 2 3 7 11
Stanice s 1 MN 5,17 2,99 5 0 do 11 1 3 7 11
Stanice s 2 MN 0,26 0,71 0 0 do 4 0 0 0 1
Stanice s. 3 MN 0,02 0,15 0 0 do 1 0 0 0 0
PUŠAČI (N=90)
ŽENE (N=42)
MN 8,21a 2,71 8 4 do 16 4 7 10 12
Stanice s MN 7,71b 2,35 7 4 do 15 4 6 9 12
Stanice s 1 MN 6,64 2,91 7 0 do 14 0 5 9 11
Stanice s 2 MN 0,36 0,66 0 0 do 2 0 0 1 2
Stanice s. 3 MN 0,07 0,26 0 0 do 1 0 0 0 1
MUŠKARCI (N=48)
MN 6,90 3,56 7 1 do 16 2 4 9 13
Stanice s MN 6,44 3,40 7 1 do 15 1 4 8 12
Stanice s 1 MN 5,88 3,49 6 0 do 14 1 3 8 12
Stanice s 2 MN 0,21 0,41 0 0 do 1 0 0 0 1
Stanice s. 3 MN - - - - - - - -

Mann-Whithey U-test - značajno povišeno u odnosu na nepušačice: (a) p=0,0063; (b) p=0,0065

Slika 5 Utjecaj spola i navike pušenja na ukupni broj MN
             N - nepušači, P - pušači
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vidljivo je da su pušači, a osobito žene svih dobi do 
50 godina imali značajno više vrijednosti parametara 
MN-testa u odnosu na nepušače (tablica 4).

Iz podataka za sve pušače i sve nepušače iz četiri 
glavne dobne skupine, prikazanih na tablici 4, vidljivo 
je da je navika pušenja najjače utjecala na vrijednosti 
parametara MN-testa u dobnoj skupini 31 do 40 
godina, gdje su pušači imali prosječno 27 % više 
MN od nepušača. Taj je utjecaj bio manji u dobnoj 
skupini 20 do 30 godina (pušači su imali prosječno 
13 % više MN od nepušača), dok je bio najmanje 
izražen u dobnoj skupini 41 do 50 godina (pušači su 
imali prosječno 9 % više MN od nepušača). Prema 
našim zapažanjima, u najstarijoj dobnoj skupini (>50 
godina) utjecaj navike pušenja na ukupni broj MN 
nije bio značajan. Međutim, kako je ta skupina imala 
i najmanji broj ispitanika, za točnije je zaključke 
potrebno provesti daljnja istraživanja.

RASPRAVA

Mikronukleusi u limfocitima zdravih ispitanika 
opće populacije pokazatelj su oštećenja genoma 
akumuliranih tijekom životnog vijeka pojedinačne 
stanice te mutacija koje dolaze do izražaja u prvoj 
in vitro diobi. Nastanak MN uvelike je određen 
individualnom genskom strukturom, odnosno 
stabilnošću genoma pojedinca (19). Spontanom 
nastanku MN ponajprije pridonose različiti endogeni 
čimbenici, a dodatno čimbenici koji su normalno 
prisutni u životnom okolišu, način života i različite 
navike. Poznavanje mehanizama i uzroka spontanog 
nastanka MN vrlo je važno za ispravno tumačenje 
rezultata MN-testa, osobito u slučajevima kada se on 
primjenjuje u citogenetičkom nadzoru profesionalno 
izloženih populacija. Kako su MN pokazatelj oštećenja 
na razini DNA i/ili kromosoma i diobenog vretena, 
svi procesi koji izravno ili neizravno potiču takva 
oštećenja podjednako pridonose i porastu broja MN. 
Od posebnog su značenja oksidativni procesi koji se 
odvijaju unutar stanice i organizma (20), polimorfi zmi 
gena te različite mutacije gena koje mogu rezultirati 
nestabilnostima genoma (10).

U ovome smo istraživanju proučili razinu 
citogenetičkog oštećenja u prosječne zdrave hrvatske 
populacije ispitanika obaju spolova u sličnom rasponu 
dobi kakav imaju potencijalne profesionalno izložene i 
radno aktivne populacije koje bi se u budućnosti mogle 
kontrolirati primjenom MN-testa. Naša vrijednost 
za ukupni broj MN utvrđena na razini cjelokupne 

promatrane populacije (medijan 7 MN na 1000 stanica) 
vrlo je slična vrijednosti medijana od 6,5 MN na 1000 
stanica, koja je dobivena na osnovi vrednovanja 
gotovo 5000 pojedinačnih podataka iz 23 svjetske 
baze podataka i objavljena 2001. (8). Iz raspona 
pojedinačnih vrijednosti uočljive su interindividualne 
razlike koje su jedno od osnovnih obilježja ljudske 
populacije i koje se normalno primjećuju u sličnim 
istraživanjima. U našem se istraživanju najveći broj 
pojedinačnih vrijednosti nalazio između 4 i 12,5 MN 
(što odgovara rasponu između 25. i 75. kvartila), dok 
su u ranije navedenom istraživanju (8) te vrijednosti 
iznosile između 3 i 12 MN. 

Zbog različite organizacije istraživanja i različite 
veličine promatranih populacija, ukupni broj MN 
nerijetko je manji ili veći od ovoga koji smo utvrdili, 
ali se u većini istraživanja kreće između 7 i 10 MN na 
1000 st. (21-25). Za usporedbu navodimo vrijednosti 
dobivene na populacijama podjednake veličine kao 
što je naša (26-28). Na istom broju ispitanika iz opće 
populacije u Francuskoj (122 muškarca i 78 žena) Di 
Giorgio i sur. (26) utvrdili su više vrijednosti ukupnog 
broja spontano nastalih MN [(12,87±5,03) MN na 
1000 stanica]. Milošević-Djordjević (27) na populaciji 
od 164 ispitanika utvrdili su prosječno (8,03±0,42) 
MN na 1000 stanica. U nekim se radovima navodi 
samo ukupni broj stanica s MN, pa su tako Duffaud 
i sur. (28) na populaciji od 198 ispitanika utvrdili 
prosječno (9,7±2,8) stanica s MN na 1000 stanica 
u muškaraca (N=119), odnosno (9,8±3,1) stanica s 
MN na 1000 sanica u žena (N=79). Niže vrijednosti 
za ukupni broj MN (4,74±0,31) na 1000 stanica 
dobivene su u ranijem istraživanju na manjem broju 
ispitanika opće populacije u Hrvatskoj (16). Slične 
podatke navode Barale i sur. (29) u istraživanju 
na talijanskoj općoj populaciji, gdje su prosječne 
vrijednosti za regiju Cascina iznosile (4,13±3,20) 
MN na 1000 stanica (N=439 ispitanika), za regiju 
Navacchio (4,10±3,55) MN na 1000 stanica (N=341 
ispitanika), a za regiju Pisa (3,19±3,19) MN na 1000 
stanica (N=870 ispitanika).

Kako smo za potrebe istraživanja izabrali zdrave 
ispitanike uz čija se zanimanja ne veže izloženost 
kemijskim i fi zikalnim štetnostima koje bi mogle 
utjecati na vrijednosti citogenetičkog nalaza te 
ispitanike koji u prethodnih godinu dana nisu bili 
izloženi medicinskim postupcima s X-zračenjem 
niti su dugotrajno uzimali lijekove čiji bi mehanizmi 
djelovanja mogli rezultirati povišenim vrijednostima 
promatranoga citogenetičkog biomarkera, smanjili 
smo utjecaj velikog broja vanjskih čimbenika na 
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Tablica 4  Rezultati MN-testa na limfocitima periferne krvi ispitanika opće populacije podijeljenih u četiri glavne dobne skupine. 
Prikazane su srednje vrijednosti i SD, a u zagradama medijan i raspon za svaki promatrani parametar.

Dobna skupina / 

godine
N

Ukupno na 1000 stanica

MN Stanice s MN
Stanice s 

1 MN

Stanice s 

2 MN

Stanice s 

3 MN

20 do 30 78
5,58±3,40

(5; 0 do 15)
5,21±3,00

(4,5; 0 do 12)
4,15±3,06

(4; 0 do 11)
0,14±0,57
(0; 0 do 4)

0,01±0,11
(0; 0 do 1)

Žene 32
5,78±3,28

(5; 0 do 14)
5,66±3,04

(5; 0 do 12)
4,22±3,31

(4; 0 do 11)
0,06±0,35
(0; 0 do 2)

0,03±0,18
(0; 0 do 1)

N 23
4,91±2,89

(5; 0 do 11)
4,83±2,72

(5; 0 do 11)
4,04±3,02

(4; 0 do 11)
0,09±0,42
(0; 0 do 2)

-

P 9
8,00±3,32a, c

(7; 4 do 14)
7,78±2,91b, d

(7; 4 do 12)
4,67±4,12

(4; 0 do 11)
-

0,11±0,33
(0; 0 do 1)

Muškarci 46
5,43±3,51

(4; 1 do 15)
4,89±2,96

(4; 1 do 11)
4,11±2,92

(3,5; 0 do 11)
0,20±0,69
(0; 0 do 4)

-

N 25
5,68±3,68

(4; 2 do 15)
5,24±3,07

(4; 2 do 11)
4,56±3,08

(4; 0 do 11)
0,28±0,89
(0; 0 do 4)

-

P 21
5,14±3,35

(4; 1 do 13)
4,48±2,84
(4; 1 do 0)

3,57±2,68
(3; 0 do 10)

0,10±0,30
(0; 0 do 1)

-

NEPUŠAČI (ž+m) 48
5,31±3,31

(4; 0 do 15)
5,04±2,89

(4; 0 do 11)
4,31±3,03

(4; 0 do 11)
0,19±0,70
(0; 0 do 4)

-

PUŠAČI (ž+m) 30
6,00±3,54

(6,5; 1 do 14)
5,47±3,20

(5,5; 1 do 12)
3,90±3,14

(3,5; 0 do 11)
0,07±0,25
(0; 0 do 1)

0,03±0,18
(0; 0 do 1)

31 do 40 60
7,47±3,22*

(7; 1 do 16)
7,15±3,10*

(7; 1 do 15)
6,85±3,06*

(7; 1 do 14)
0,28±0,49*

(0; 0 do 2)
0,02±0,33
(0; 0 do 1)

Žene 28
7,46±2,89

(7; 2 do 16)
7,14±2,76

(7; 2 do 15)
6,82±2,74

(7; 2 do 14)
0,32±0,55
(0; 0 do 2)

-

N 17
6,94±2,82

(7; 2 do 15)
6,65±2,74

(6; 2 do 14)
6,35±2,74

(6; 2 do 14)
0,29±0,47
(0; 0 do 1)

-

P 11
8,27±2,94

(7; 5 do 16)
7,91±2,74

(7; 5 do 15)
7,55±2,70

(7; 5 do 14)
0,36±0,67
(0; 0 do 2)

-

Muškarci 32
7,47±3,53

(7; 1 do 16)
7,16±3,42

(7; 1 do 15)
6,88±3,36

(7; 1 do 14)
0,25±0,44
(0; 0 do 1)

0,03±0,18
(0; 0 do 1)

N 12
6,00±3,10

(6,5; 1 do 10)
5,75±3,05

(5,5; 1 do 10)
5,58±3,06

(5,5; 1 do 10)
0,08±0,29
(0; 0 do 1)

0,08±0,29
(0; 0 do 1)

P 20
8,35±3,54

(8; 2 do 16)
8,00±3,42

(8; 2 do 15)
7,65±3,36

(7,5; 2 do 14)
0,35±0,49
(0; 0 do 1)

-

NEPUŠAČI (ž+m) 29
6,55±2,92

(7; 1 do 15)
6,28±2,85

(6; 1 do 14)
6,03±2,85

(6; 1 do 13)
0,21±0,41
(0; 0 do 1)

0,03±0,19
(0; 0 do 1)

PUŠAČI (ž+m) 31
8,32±3,29e

(8; 2 do 16)
7,97±3,15f

(7; 2 do 15)
7,61±3,09

(7; 2 do 14)
0,35±0,55
(0; 0 do 2)

-

41 do 50 50
7,68±2,61*

(8; 2 do 14)
7,14±2,29*

(7; 2 do 13)
6,64±2,28*

(6; 2 do 12)
0,46±0,65*

(0; 0 do 2)
0,04±0,20
(0; 0 do 1)

Žene 37
7,70±2,71

(8; 2 do 14)
7,11±2,31

(7; 2 do 13)
6,57±2,27

(6; 2 do 12)
0,49±0,69
(0; 0 do 2)

0,05±0,23
(0; 0 do 1)

N 19
7,42±2,89

(8; 2 do 14)
6,95±2,63

(7; 2 do 13)
6,47±2,50

(6; 2 do 12)
0,47±0,61
(0; 0 do 2)

-

P 18
8,00±2,54

(8; 4 do 12)
7,28±1,96

(7,5; 4 do 10)
6,67±2,06

(6; 4 do 10)
0,50±0,79
(0; 0 do 2)

0,11±0,32
(0; 0 do 1)

Muškarci 13
7,62±2,40

(8; 4 do 13)
7,23±2,35

(7; 3 do 12)
6,85±2,41

(7; 2 do 11)
0,38±0,51
(0; 0 do 1)

-

N 7
7,14±2,91

(7; 4 do 13)
6,57±2,76

(6; 3 do 12)
6,00±2,71

(6; 2 do 11)
0,57±0,53
(1; 0 do 1)

-
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pojedinačne nalaze MN-testa. Stoga smo se pri 
tumačenju nalaza ponajprije ograničili na utjecaj 
spola i dobi (kao unutarnjih čimbenika uvjetovanih 
nasljeđem) i navike pušenja (kao vanjskog čimbenika), 
koji su i inače u literaturi spominjani kao najvažniji 
ometajući čimbenici u MN-testu (4, 8, 30).

Utvrdili smo da žene u prosjeku imaju više MN 
od muškaraca i taj je rezultat sličan onomu koji su 
vrednovanjem podataka MN-testa na velikom broju 
ispitanika dobili Bonassi i sur. (8). Podaci o višim 
vrijednostima MN u žena nego muškaraca navode se 
i u drugim istraživanjima (13, 31-34). Taj se fenomen 
uglavnom tumači gubitkom jednog od X-kromosoma 
putem MN (10, 35, 36).

Pozitivna korelacija između učestalosti MN i 
životne dobi utvrđena je u mnogim istraživanjima 
(8, 21, 31, 33, 37-41). Poznato je da starenje prati 
niz procesa na razini stanice i organizma koji mogu 
utjecati na porast razine primarnih oštećenja DNA, 
povećanu učestalost kromosomskih aberacija, ali i 

spontani nastanak aneuploidije zbog gubitka pojedinih 
kromosoma (10, 32, 39, 42, 43). Općenito se navodi da 
se MN koji sadržavaju čitave kromosome češće nalaze 
u starijih nego mlađih ispitanika (14, 39). U ovome 
istraživanju primijenjen je standardni MN-test kojim se 
ne može utvrditi podrijetlo MN. Međutim, primjenom 
tehnike fl uorescencijske in situ hibridizacije (FISH) 
može se točno utvrditi koji su kromosomi sadržani u 
MN. Osim ranije navedenog gubitka X-kromosoma, 
dokazano je da se starenjem putem MN gube i Y-
kromosomi (36, 44, 45). Norppa i Falck (46) na osnovi 
opsežne analize rezultata brojnih studija navode da 
između 30 % i 80 % spontano nastalih MN u ljudskim 
limfocitima sadržava čitave kromosome. Za razliku 
od spolnih kromosoma koji se češće gube putem MN, 
autosomi se u MN pojavljuju nasumično i ne gube se 
isključivo u vezi sa starenjem (36, 46, 47). Također je 
primijećeno da i naizgled zdravi ispitanici mogu imati 
vrlo velik broj MN u kojima prevladava neki određeni 
kromosom. Tako je opisan slučaj paradoksalnoga 

Dobna skupina / 

godine
N

Ukupno na 1000 stanica

MN Stanice s MN
Stanice s 

1 MN

Stanice s 

2 MN

Stanice s 

3 MN

P 6
8,17±1,72

(8,5; 5 do 10)
8,00±1,67

(8; 5 do 10)
7,83±1,72

(8; 5 do 10)
0,17±0,41
(0; 0 do 1)

-

NEPUŠAČI (ž+m) 26
7,35±2,84

(7; 2 do 14)
6,85±2,62

(7; 2 do 13)
6,35±2,51

(6; 2 do 12)
0,50±0,58
(0; 0 do 2)

7,35±2,84
(7; 2 do 14)

PUŠAČI (ž+m) 24
8,04±2,33

(8; 4 do 12)
7,46±1,89

(8; 4 do 10)
6,96±2,01

(7; 4 do 10)
0,42±0,72
(0; 0 do 2)

0,08±0,28
(0; 0 do 1)

51 do 61 12
9,42±3,00*

(9; 7 do 18)
8,83±2,29*

(8,5; 7 do 15)
8,25±1,86*

(8; 5 do 129
0,58±1,00*

(0; 0 do 3)
-

Žene 9
10,11±3,18
(9; 7 do 18)

9,33±2,45
(9; 7 do 15)

8,56±2,07
(8; 5 do 12)

0,78±1,09
(0; 0 do 3)

-

N 5
10,60±4,16
(9; 8 do 18)

9,60±3,13
(9; 7 do 15)

8,60±2,51
(9; 5 do 12)

1,00±1,41
(0; 0 do 3)

-

P 4
9,50±1,73

(10; 7 do 11)
9,00±1,63

(9; 7 do 11)
8,50±1,73

(8; 7 do 11)
0,50±0,58

(0,5; 0 do 1)
-

Muškarci 3
7,33±0,58
(7; 7 do 8)

7,33±0,58
(7; 7 do 8)

7,33±0,58
(7; 7 do 8)

- -

N 2
7,50±0,71

(7,5; 7 do 8)
7,50±0,71

(7,5; 7 do 8)
7,50±0,71

(7,5; 7 do 8)
- -

P 1 7 7 7 - -

NEPUŠAČI (ž+m) 7
9,71±3,73

(9; 7 do 18)
9,00±2,77

(8; 7 do 15)
8,29±2,14

(8, 5 do 12)
0,71±1,25
(0; 0 do 3)

-

PUŠAČI (ž+m) 5
9,00±1,87

(10; 7 do 11)
8,60±1,67

(9; 7 do 11)
8,20±1,64

(8; 7 do 11)
0,40±0,55
(0; 0 do 1)

-

N - nepušači; P - pušači; ž - žene; m - muškarci
Mann-Whithey U-test – povišeno u odnosu na sve ne nepušačice iste dobne skupine (a) p=0,0236; (b) p=0,0224; pušače iste 
dobne skupine (c) p=0,0440; (d) p=0,0128; sve nepušače iste dobne skupine (e) p=0,0517; (f) p=0,0483.
Kruskal-Wallis ANOVA – (*) razlike između dobnih skupina za sve parametre, osim za st. s 3 MN su značajne, p<0,01.
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spontanog gubitka kromosoma br. 2 koji upućuje na 
nestabilnost genoma (48). U zdravih se ispitanika 
rijetko nalaze visoke spontane razine MN, ali se one 
dovode u vezu s različitim bolestima. Tako je uočeno 
da dijabetes (49) i sindrom policističnih jajnika (50) 
mogu utjecati na porast broja MN. Sličan učinak 
imaju pojedine vrste lijekova koje ispitanici iz opće 
populacije uzimaju kraće ili dulje vrijeme (51, 52). 
Međutim, treba istaknuti da u velikom istraživanju na 
populaciji zdravih žena koje su uzimale kontracepciju 
nije utvrđen značajan porast broja MN (53). Slične 
su rezultate dobili Lončar i suradnici (54). Podaci o 
medicinskoj izloženosti pri dijagnostičkim pretragama 
i njezinu doprinosu nastanku MN su kontradiktorni. 
Uzevši u obzir da su suvremeni rendgenski uređaji 
tehnički napredniji pa su niže i doze zračenja koje se 
primaju pri pojedinoj dijagnostičkoj pretrazi, nakon 
jednostavnijih se snimanja u prosječnog ispitanika 
ne očekuje pojava većih oštećenja. Međutim, uvijek 
valja imati na umu da su neki pojedinci genetički 
osjetljiviji, pa je podatak o medicinskoj izloženosti 
X-zračenju važan pri tumačenju nalaza MN-testa. 
Pojedini se dijagnostički postupci, osobito oni s 
primjenom kontrasta, ipak dovode u vezu s porastom 
broja MN (55, 56).

Pušenje duhana u ovom se istraživanju pokazalo 
kao značajan čimbenik koji narušava cjelovitost DNA u 
limfocitima zdravih ispitanika opće populacije. Općenito 
uzevši, podaci o doprinosu navike pušenja porastu 
vrijednosti parametara MN-testa su kontradiktorni. Dok 
rezultati nekih istraživanja upućuju na štetan utjecaj 
navike pušenja i porast broja MN u pušača (13, 28, 57-
60), dio istraživanja nije dokazao takvu povezanost (16, 
37, 38, 61). Rezultati opsežnog istraživanja provedenog 
u okviru projekta HUMN (62) ne pokazuju statistički 
značajan doprinos navike pušenja vrijednostima 
parametara MN-testa u “prosječnih” pušača, već samo 
u onih koji puše više od 30 cigareta na dan. S obzirom 
na to da je većina ispitanika pušača obuhvaćenih 
našim istraživanjem pušila 10 do 20 cigareta na dan, 
ograničili smo se na procjenu općenitog utjecaja 
navike pušenja te nismo istraživali doprinos dnevno 
utrošenog broja cigareta i ukupnog trajanja pušačkog 
staža na vrijednosti parametara MN-testa. Međutim, 
istraživanja na općoj populaciji planiramo nastaviti te 
će se svakako pokušati procijeniti jesu li vrijednosti 
parametara MN-testa značajno više u svih pušača ili 
samo onih ispitanika koji troše vrlo veliki broj cigareta 
na dan. Na takav zaključak, osim ranije spomenutog 
(62), upućuju i rezultati istraživanja na općoj populaciji 
iz Japana (63).

Naše je istraživanje pokazalo da postoje razlike 
u utjecaju navike pušenja na spontani nastanak MN 
u muškaraca i žena i da su one povezane s dobi 
ispitanika. Najjači utjecaj navike pušenja, ali sličan 
u muškaraca i žena, utvrdili smo u dobnoj skupini 
31 do 40 godina. Navika pušenja manje je utjecala 
na nastanak MN u najmlađoj dobnoj skupini, ali je 
važno naglasiti da su mlađe pušačice bile osjetljivije 
od pušača iste dobi. Čini se da taj utjecaj nakon 
50.-te godine života biva prevladan nekim drugim 
čimbenicima povezanim sa starenjem koji također 
pridonose nastanku MN. Međutim, kako smo imali 
relativno malen broj ispitanika te dobi, u tom se 
zaključku oslanjamo samo na literaturne podatke, 
dok će za točnije zaključke za populaciju RH biti 
potrebno provesti daljnja istraživanja. Na osnovi 
dugogodišnjeg iskustva u citogenetičkom nadzoru, 
zaključujemo da se pri tumačenju pojedinačnih nalaza 
MN-testa utjecaj navike pušenja svakako mora uzeti 
u obzir jer mutageni i genotoksični spojevi (reaktivni 
kisikovi radikali, policiklički aromatski ugljikovodici, 
nitrozamini, aldehidi i dr.) koji nastaju tijekom 
pušenja cigareta mogu djelovati sinergistički s drugim 
štetnostima, o čemu posebno valja voditi računa u 
profesionalno izloženih ispitanika.

U ovome istraživanju nisu bili posebno vrednovani 
utjecaji čimbenika prehrane. S obzirom na to da je 
naša država malena, kako površinom tako i brojem 
stanovnika, smatramo da na broju ispitanika koji su bili 
uključeni u istraživanje nije imalo smisla uspoređivati 
regionalne razlike s obzirom na vrstu prehrane jer njih 
danas više i nema, osobito zbog sve jačeg utjecaja 
globalizacije na prehrambene navike stanovništva, a 
i zbog sve manjeg trošenja lokalno proizvedene hrane 
i prevladavajućeg konzumiranja prerađenih namirnica 
uvezenih iz različitih dijelova Europe i svijeta. 
Uvidom u podatke iz anketnih upitnika utvrđeno je 
da se radi o prosječnoj hrvatskoj populaciji sa sličnim 
prehrambenim navikama u kojoj nije bilo pothranjenih 
ili suviše pretilih ispitanika, niti onih s posebnim 
načinima prehrane. Podaci ranijeg istraživanja 
provedenog na vegetarijancima i ispitanicima s 
klasičnom prehranom ne upućuju na značajne razlike 
u učestalosti MN (33). Međutim, utvrđeno je da defi cit 
folne kiseline, niska koncentracija vitamina B12 te 
porast koncentracije homocisteina u plazmi mogu 
korelirati s porastom broja MN (40, 64, 65).

Rezultati dobiveni ovim istraživanjem poslužit 
će kao osnova za usporedbu rezultata ispitanika 
profesionalno izloženih različitim kemijskim i 
fi zikalnim štetnostima, ali nam je cilj i postupno 
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nadograđivati postojeću bazu podataka. Na osnovi 
dosadašnjih iskustava i saznanja, MN-test ima veliku 
prednost pred ostalim citogenetičkim testovima jer 
omogućuje procjenu oštećenja na razini funkcije i 
cjelovitosti diobenog vretena, što ostale metode ne 
mogu (10). Važna mu je prednost što omogućuje 
utvrđivanje podrijetla MN, čime se dobivaju korisni 
podaci o individualnoj nestabilnosti genoma (46). 
Također, treba napomenuti da taj test omogućuje 
procjenu učestalosti nuklearnih pupova, koji su 
pak indirektni pokazatelj amplifikacije pojedinih 
gena (65). Nadalje u MN-testu mogu se istodobno 
brojiti i nukleoplazmatski mostovi koji su pokazatelj 
postojanja bicentričnih kromosoma u stanici koji se 
tijekom diobe nisu mogli raspodijeliti u stanice kćeri 
(65, 66). Osim toga, ovaj test omogućuje i utvrđivanje 
broja stanica u apoptozi i nekrozi (66-68), kao i 
indeksa diobe jezgara (NDI, engl. nuclear division 
index) koji je pokazatelj brzine proliferacije stanica 
te upućuje na trajanje staničnog ciklusa u uvjetima 
in vitro (11, 12). Svi se ti podaci simultano određuju 
prema kriterijima koje je utvrdio projekt HUMN (11). 
U Hrvatskoj su prve rezultate MN-testa provedenog 
primjenom kriterija HUMN-a na općoj populaciji 
prikazali Garaj-Vrhovac i suradnici (16). U tom su 
istraživanju navedeni i podaci za učestalost nuklearnih 
pupova i nukleoplazmatskih mostova. Njihova je 
učestalost također istražena u okviru projekta HUMN 
(66). Za razliku od MN, čije je prognostičko značenje 
dobro poznato i dokazano, pravo značenje nuklearnih 
pupova i nukleoplazmatskih mostova u biološkom 
nadzoru tek treba razjasniti i potkrijepiti podacima 
na velikom broju ispitanika, kako na razini opće tako 
i na razini izloženih populacija. Naime, oni se u MN-
testu analiziraju tek desetak godina. Stoga je u praksi 
prikladno utvrditi ukupni broj MN kao vjerodostojan 
pokazatelj razine citogenetičkog oštećenja. Učestalost 
MN se pri specifi čnim izloženostima dodatno može 
utvrditi i u mononuklearnim limfocitima (68). 
Također je korisno razmotriti i raspodjelu MN jer 
se iz prisutnosti stanica s više MN također može 
zaključiti o mogućim štetnim utjecajima čimbenika 
kojima je neki ispitanik izložen, kao i aneugenim ili 
klastogenim mehanizmima koji su doveli do nastanka 
MN. Jedan od najnovijih protokola MN-testa (12) 
navodi da se u MN-testu na ljudskim limfocitima pod 
optimalnim uvjetima na 1000 binuklearnih limfocita 
može očekivati 0 do 5 nuklearnih pupova te 0 do 10 
nukleoplazmatskih mostova, dok apoptoza može 
biti 0 % do 7 %, a nekroza 0 % do 9 %. Ti su podaci 
svakako korisni za tumačenje rezultata MN-testa, 

imajući u vidu i gornju graničnu vrijednost za opću 
populaciju RH koja za naš dijagnostički laboratorij 
iznosi 12,5 MN na 1000 stanica. To bi bile osnovne 
smjernice kojima se treba rukovoditi pri tumačenju 
nalaza. Međutim, pri tumačenju pojedinačnih 
„graničnih“ slučajeva unutar populacije izloženih 
ispitanika u obzir treba uzeti sve unutarnje i vanjske 
čimbenike koji sinergističkim djelovanjem mogu 
značajno povisiti ukupnu razinu MN. Detaljan prikaz 
tih čimbenika može se naći u prikazu kojega su autori 
Battershill i sur. (30).

Naposljetku, treba istaknuti da je MN-test koristan 
i u otkrivanju nestabilnosti genoma koja se dovodi 
u vezu s povećanim rizikom od pojave raka (69). U 
novije vrijeme dokazana je i uzročno-posljedična 
veza između povećanog broja MN i nekih karcinoma 
(primjerice urogenitalnih karcinoma i karcinoma 
probavnog sustava) (70). Također je dokazano 
da neovisno o sijelima zloćudnih tumora oboljeli 
ispitanici prije liječenja imaju povišenu razinu MN u 
odnosu na opću populaciju (71).

Uzevši u obzir sve navedene prednosti, 
jednostavnost primjene te dokazanu osjetljivost MN-
testa, smatramo da je izbor ove metode, kao prikladnog 
pokazatelja citogenetičkog rizika u profesionalno 
izloženih populacija, potpuno opravdan.

U ovome su istraživanju ustanovljene normalne 
i granične vrijednosti MN-testa koje su u skladu s 
vrijednostima MN-testa utvrđenim na općoj populaciji 
u drugim svjetskim laboratorijima. Dobivene će 
vrijednosti poslužiti kao osnova za usporedbu i 
tumačenje nalaza MN-testa u ispitanika izloženih 
populacija te daljnju nadogradnju laboratorijske baze 
podataka.
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Summary

NORMAL AND CUT-OFF VALUES OF THE CYTOKINESIS-BLOCK MICRONUCLEUS ASSAY 
ON PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES IN THE CROATIAN GENERAL POPULATION

The cytokinesis-block micronucleus (CBMN) assay on peripheral blood lymphocytes is one of the most 
important methods employed in cytogenetic biomonitoring. For the purposes of biological dosimetry, it is 
important to know the spontaneous frequency of a biomarker and its normal values in general population. 
These values are used for population databases, which should be updated regularly. In this study, MN 
levels were investigated in cytokinesis-blocked lymphocytes of 200 healthy male and female blood donors 
selected at random from the general population of Croatia. The aim was to assess the variability and 
determine possible infl uences of external and/or internal factors on the background levels of MN and to 
establish the cut-off value for the CBMN assay. The background frequency of MN was (6.90±3.32) MN 
(median 7 MN) and the range was 0 to 18 MN per 1000 binuclear lymphocytes. The cut-off value, which 
corresponds to 95th percentile of the distribution of 200 individual values, was 12.5 MN. Spontaneous 
formation of MN was infl uenced by sex, age, and smoking. Women had higher MN levels than men. 
However, only age and smoking signifi cantly increased the values of all parameters evaluated by the 
CBMN assay. Since the existing literature data on smoking-related formation of MN are contradictory, 
we will continue these investigations to resolve how the number of cigarettes smoked per day and the 
duration of smoking in years infl uence the results of the CBMN assay. Our results are consistent with the 
background MN frequencies reported by other cytogenetic laboratories worldwide. Normal and cut-off 
values estimated in this study will be used to update the current general population data and as reference 
for occupationally or accidental exposure.

KEY WORDS: age, cytogenetic monitoring, gender, genome instability, risk, smoking habits, spontaneous 
formation of micronuclei
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