-
brought to you by i CORE

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Kopjar N, et al. MICRONUCLEUS ASSAY IN CROATIAN GENERAL POPULATION
Arh Hig Rada Toksikol 2010;61:219-234

219

DOI: 10.2478/10004-1254-61-2010-2027
Professional paper

NORMALNE I GRANICNE VRIJEDNOSTI
MIKRONUKLEUS-TESTA NA LIMFOCITIMA
PERIFERNE KRVI U ISPITANIKA OPCE
POPULACIJE REPUBLIKE HRVATSKE

Nevenka KOPJAR’, Vilena KASUBA, Mirta MILIC, RuZica ROZGAJ, Davor ZELJEZIC,
Goran GAJSKI, Marin MLADINIC i Vera GARAJ-VRHOVAC

Institut za medicinska istrazivanja i medicinu rada, Zagreb, Hrvatska

Primljeno u veljaci 2010.
Prihvaceno u ozujku 2010.

Mikronukleus (MN) test na limfocitima periferne krvi jedna je od najvaznijih metoda koje se primjenjuju u
citogenetickom nadzoru. Osnovni preduvjet za primjenu nekog testa u svrhu nadzora profesionalno izlozenih
populacija jest poznavanje normalnih vrijednosti promatranoga bioloskog pokazatelja (biomarkera) u
kontrolnoj populaciji. Baze podataka na razini ope populacije moraju se redovito obnavljati novim
podacima. Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi normalne i grani¢ne vrijednosti MN-testa na limfocitima
periferne krvi 200 zdravih ispitanika obaju spolova iz opée populacije Republike Hrvatske te ispitati
koji ¢imbenici pridonose spontanom nastanku MN. Na razini istrazene populacije utvrdeno je prosje¢no
(6,90+3,32) MN (medijan 7 MN), dok je raspon pojedina¢nih vrijednosti iznosio 0 do 18 MN u 1000
binuklearnih stanica. Gornja grani¢na vrijednost dobivena izraCunavanjem 95. percentila za cjelokupnu
promatranu populaciju iznosi 12,5 MN na 1000 limfocita. Utvrdeno je da na spontani nastanak MN
utje¢u spol, dob i navika puSenja. Zene u prosjeku imaju vise vrijednosti svih parametara MN-testa od
muskaraca, a u njih je bio i naglaSeniji porast vrijednosti citogeneti¢ckog nalaza zbog navike pusenja.
Kako su literaturni podaci o utjecaju pusenja cigareta na nastanak MN kontradiktorni, planiran je nastavak
istrazivanja radi razjasnjavanja utjecaja dnevno utroSenog broja cigareta i ukupnog trajanja pusackog
staza na vrijednosti parametara MN-testa. Usporedba rezultata s literaturnim podacima potvrdila je da su
dobivene vrijednosti u skladu s vrijednostima MN-testa zabiljezenim na opcoj populaciji u drugim svjetskim
laboratorijima. Normalne i grani¢ne vrijednosti MN-testa utvrdene u ovome istrazivanju posluzit ¢e kao
osnova za usporedbu i tumacenje nalaza MN-testa u ispitanika izlozenih populacija te daljnju nadogradnju
laboratorijske baze podataka.

KLJUCNE RIJECTI: citogeneticki nadzor, dob, nestabilnost genoma, pusenje cigareta, rizik, spol, spontani
nastanak mikronukleusa

Bioloski nadzor (engl. biomonitoring) vazan
je dio zdravstvenog nadzora nad ispitanicima koji
su profesionalno izlozeni razli¢itim fizikalnim i
kemijskim mutagenima i/ili kancerogenima. Zasniva
se na mjerenju (ili utvrdivanju ucestalosti) razlicitih
bioloskih pokazatelja koji upucuju na najranije, jo§

* svi autori su jednakovrijedni

popravljive bioloske ucinke, koji prethode pojavi
zlo¢udnih i/ili drugih bolesti. Primjenom biljega
izlozenosti, u¢inka i sklonosti (engl. susceptibility) na
razini proucavanih populacija mozemo utvrditi kakve
surazine izloZenosti Stetnostima na radnim mjestima, je
li izloZenost rezultirala mjerljivim u¢inkom (primjerice
oStecenjem molekule DNA) te otkriti ispitanike s
vecom osjetljivosti genoma koji su pod povisenim
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rizikom (1). Dobar biljeg trebao bi imati odgovarajucu
specificnost i osjetljivost, dokazanu ovisnost izmedu
doze i ucinka te bi morao omoguditi utvrdivanje
interindividualne i intraindividualne varijabilnosti (2).
Najvaznije citogeneticke metode koje se primjenjuju
u nadzoru profesionalno izlozenih populacija jesu
analiza strukturnih aberacija kromosoma (CA), analiza
izmjena sestrinskih kromatida (SCE) i mikronukleus-
test (MN) (3-5), a na molekularnoj razini vazan
je komet-test koji omogucuje osjetljivu procjenu
primarnih oStecenja u molekuli DNA (6, 7).

Usavrsavanjem i razvitkom MN-testa porasla je i
koli¢ina znanja o prednostima i osjetljivosti te metode,
Sto potpuno opravdava njezino uvodenje u standardnu
primjenu za bioloski nadzor izloZenih populacija.
Posljednjih je godina u okviru medunarodnog
projekta HUMN (kratica od “HUman MicroNucleus”)
provedena standardizacija MN-testa te su prepoznati
¢imbenici koji mogu utjecati na njegove rezultate
(8). MN-test je jednostavniji i brzi od analize CA, a
pregledavanjem velikog broja stanica (najmanje 1000
stanica po ispitaniku, za razliku od 100 do 200 stanica
uanalizi CA) postize se i veca statisticka znacajnost (9,
10). Osim navedenoga u ovome se testu moze 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), $to ga trenutacno ¢ini jednim od
najsvestranijih citogenetickih testova.

Mikronukleusi su samostalne kromatinske
strukture koje su potpuno odvojene od jezgre.
Nastaju kondenzacijom acentricnih kromosomskih
fragmenata ili Citavih kromosoma zaostalih u anafazi
koji se nisu ugradili u jezgre stanica kéeri (13). MN-
test podjednako je osjetljiv za otkrivanje oStecenja
diobenog vretena i aberacija kromosoma (14, 15) pa
se prisutnost MN smatra kvantitativnim pokazateljem
postojanja strukturnih i/ili numeric¢kih aberacija
kromosoma nastalih pod utjecajem genotoksi¢nih
agensa (4).

Osnovni preduvjet za primjenu nekog bioloskog
testa (ili metode) u svrhu nadzora profesionalno
izlozenih populacija jest poznavanje njegovih
normalnih vrijednosti u opc¢oj, tj. neizlozenoj
populaciji. U bioloskom nadzoru korisno je poznavati i
individualne ulazne vrijednosti odredenoga bioloskog
pokazatelja (biljega, biomarkera), koje sluze za sve
kasnije usporedbe i procjenu izlozenosti, ucinka i/ili
osjetljivosti na razini pojedinca. Medutim, u procjeni
ucinaka na razini populacije iznimnu vaznost imaju

baze podataka u koje su pohranjene vrijednosti
pracenog biljega, izmjerene ili utvrdene na velikom
broju ispitanika opce populacije koja zivi u istom
podneblju te dijeli slicne prehrambene i Zivotne navike
kao izlozena populacija. Takve su baze podataka
osobito vazne u slucajevima nezeljenih dogadaja
(akcidenata) kada nije poznato kakva je bila osnovna
vrijednost biljega u ‘oStecenih’ ispitanika koja je
prethodila izlozenosti. Baze podataka preporucljivo je
redovito obnavljati novim podacima (idealno bi bilo
svake dvije godine), a trebalo bi raspolagati podacima
za najmanje 20 ispitanika svakog spola po desetljecu
njihove dobi (13).

Citogeneticki laboratorij Jedinice za mutagenezu
Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada
(IMI) u Zagrebu ve¢ niz godina prikuplja podatke
o kontrolnim vrijednostima MN-testa za opcu
populaciju Republike Hrvatske (RH). U ranijem
su istrazivanju (16) normalne vrijednosti MN-testa
utvrdene u 50 nasumicno izabranih ispitanika obaju
spolova, a analiza MN provedena je primjenom
kriterija koje je predlozio projekt HUMN (11). Ovo
se istrazivanje nastavlja na prethodno, a njegov je cilj
utvrditi normalne vrijednosti MN-testa na limfocitima
periferne krvi u jo$ veceg broja ispitanika iz opce
populacije RH te ispitati koji ¢imbenici pridonose
spontanom nastanku MN.

ISPITANICI I METODE

Ispitanici

Istrazivana populacija obuhvacéa 200 zdravih
ispitanika obaju spolova iz opée populacije RH koji
su dobrovoljno pristali na uzorkovanje venske krvi
za provodenje citogenetickih analiza u Jedinici za
mutagenezu IMI. Ispitanici su bili upoznati sa svrhom
istrazivanja te su im objasnjena nacela primjenjivanih
metoda. Cjelokupna organizacija istrazivanja,
komunikacija s ispitanicima, uzorkovanje krvi,
postupci pri rukovanju uzorcima krvi u laboratorijskim
uvjetima te postupanje s dobivenim rezultatima
provedeni suu skladu s etickim nacelima i smjernicama
pretpostavljenim za biomonitoring ljudskih populacija
(4). Odgovarajuce dozvole etickog povjerenstva (IMI,
Zagreb) izdane su za potrebe znanstvenoistrazivackih
projekata br. 022-0222148-21371022-0222148-2125
(financiranih od Ministarstva znanosti, obrazovanja
i Sporta RH) u okviru kojih su novaceni ispitanici.
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Osim toga, laboratorij Jedinice za mutagenezu
IMI je rjesenjem Ministarstva zdravstva i socijalne
skrbi RH ovlasten za provodenje strucne djelatnosti
citogenetickog nadzora.

Izbor ispitanika proveden je na osnovi vrednovanja
podataka prikupljenih standardiziranim anketnim
upitnikom za citogeneticka istrazivanja, koji se
uobicajeno rabi u Jedinici za mutagenezu IMI.
Upitnik obuhvaca osnovne anamnesticke podatke,
podatke o zanimanjima i zivotnim navikama, posebice
navici pusenja, konzumiranju alkohola i eventualnoj
medicinskoj izlozenosti ispitanika. Uvidom u
prikupljene podatke pocetna je populacija suzena na
200 ispitanika/ispitanica iz svih regija RH koji su imali
slicne prehrambene navike, nisu konzumirali alkohol,
a za vrijeme istrazivanja bili su zdravi. Ispitanici su
prema navici pusenja podijeljeni na nepusace (nikada
nisu pusili cigarete niti druge duhanske proizvode) i
pusace (svakodnevno puse; ve¢ina 10 do 20 cigareta na
dan). Prema zanimanjima u populaciji su prevladavali
sluzbenici zaposleni u uredima, studenti, nastavnici,
sveucili$no osoblje, zdravstveni i drugi radnici koji na
svojim radnim mjestima nisu bili izloZzeni kemijskim
i/ili fizikalnim Stetnostima. U obzir nisu uzeti
ispitanici koji boluju od kroni¢nih bolesti te oni koji su
prethodnih mjeseci imali bilo kakve akutne infekcije
i medicinske izlozenosti koje bi mogle utjecati na
vrijednosti citogenetickog nalaza.

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

Metoda

Za MN-test primijenjen je standardni protokol
na uzorcima pune krvi u kojem su stani¢ne kulture
uzgajane u uvjetima in vitro tijekom 72 sata, a radi
sprecavanja diobe citoplazme u 44. satu dodan je
citohalazin B (Sigma) u koncentraciji od 6 ug mL"!
(17, 18). Limfociti su rasli na 37 °C u vlaznoj atmosferi
s 5% CO, (Heraeus Hera Cell 240 inkubator)
u mediju RPMI 1640 (Gibco), uz dodatak 1 %
fitohemaglutinina (Apogent), 20 % telecega fetalnog
seruma te antibiotika penicilina 100 TU mL"! (Pliva)
i streptomicina 100 ug mL! (Krka). Nakon zavrsetka
kultiviranja, pristupilo se izradi mikroskopskih
preparata u skladu sa standardnim protokolom (12) uz
manje prilagodbe. Postupak je ukljucivao visekratno

centrifugiranje (8 do 10 min na 800 okretaja u minuti),
ispiranje i obradu taloga te njegovo fiksiranje smjesom
3:1 (v/v) metanola i ledene octene kiseline (Kemika).
Procisceni talog limfocita resuspendiran je u svjezem
fiksativu te nakapan na predmetna stakalca. Dobiveni
su preparati osuSeni na zraku i obojeni 10 %-tnom
vodenom otopinom citoloske boje Giemsa (Sigma).
Preparati su analizirani pod svjetlosnim mikroskopom
(povecanje 1000 x). U svakom uzorku pregledano je
po 1000 binuklearnih limfocita u kojima je utvrden
ukupni broj MN, a usporedo su izbrojene stanice s MN
i njihova raspodjela. Mikronukleusi su determinirani
u skladu s propisanim kriterijima HUMN-a pri cemu
jenjihova veli¢ina smjela iznositi izmedu 1/16 do 1/3
promjera glavnih jezgara (11).

Statisticka obrada podataka

Dobiveni podaci obradeni su primjenom
deskriptivne statistike, Spearmanove korelacijske
analize, neparametrijskog Mann-Whitney U-
testa i Kruskal-Wallis ANOVA-testa sadrzanih
u programskom paketu Statistica 5.0 (StatSoft).
StatistiCka znacajnost odredena je na razini p<0,05.

REZULTATI

Znacajke istrazivane populacije prikazane su na
tablici 1. Zene (N=106) su bile broj¢ano zastupljenije
od muskaraca (N=94). Rasponom godina zivota
(20 do 61) obuhvacena je populacija koja odgovara
prosjecnoj radno izlozenoj populaciji u RH.

Pojedina¢ne vrijednosti ukupnog broja MN
u limfocitima periferne krvi svih ispitanika opce
populacije u ovisnosti o dobi prikazane su na slici
1. Relativna ucestalost MN u istrazivanoj populaciji
prikazana je na slici 2.

Rezultati MN-testa za cjelokupnu populaciju te
odvojeno za Zene i muskarce, odnosno nepusace i
pusace prikazani su na tablici 2. Na razini istrazene
populacije utvrdeno je prosjecno (6,90+3,32) MN
(medijan 7 MN), dok je raspon pojedinacnih vrijednosti
iznosio 0 do 18 MN u 1000 binuklearnih stanica.
Gornja grani¢na vrijednost dobivena izracunavanjem
95. percentila za cjelokupnu promatranu populaciju
iznosi 12,5 MN na 1000 limfocita (tablica 2).

1z grafickog 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 sadrzavalo 1 do 3 MN.
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Slika 2 Relativna ucestalost MN u istrazivanoj populaciji (N=200)

Podaci o zastupljenosti limfocita s MN na razini
cjelokupne populacije te odvojeno za zene i muskarce,
odnosno nepusace i pusace prikazani su na tablici 2.
U 11 ispitanika (5,5 %) nije utvrdena nijedna stanica s
MN. U 143 ispitanika (71,5 %) nadene 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 zabiljeZena je u 4 ispitanika.

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

vrijednosti MN-testa najvise utjecu dob i navika
pusenja. Uocena je statisticki znaCajna pozitivna
korelacija izmedu 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 puSenja statisticki znacajno
pridonosi porastu ukupnog broja MN (R=0,185;
p=0,0088) i porastu ukupnog broja stanica s MN
(R=0,182; p=0,0099). Zene imaju vece vrijednosti svih
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Tablica 1 Znacajke istraZivane populacije

Dob / godine Navika pusenja
Skupina N
Sr. vr.£SD (medijan; raspon) Nepusaci Pusaci
Zene 106 37,61+9,84 (36,5; 21 do 61) 64 42
Muskarci 94 32,97+8,17 (31; 20 do 57) 46 48
z 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 Zene i muskarce, odnosno nepusace i
pusace
Ukupno na 1000 St vr- SD Medijan oo 5. 25. 75. 95s.
stanica perc.  perc. perc.  perc.
CJELOKUPNA POPULACIJA (N=200)
MN 6,90 3,32 7 0do 18 2 4 9 12,5
St. s MN 6,49 3,02 7 0do 15 2 4 8 11,5
St.s 1 MN 5,83 3,13 6 0do 14 0 4 8 11
St. s 2 MN 0,29 0,61 0 0do4 0 0 0 1,5
St.s. 3 MN 0,02 0,14 0 0do 1 0 0 0 0
ZENE (N=106)
MN 7,26 3,17 7 0do 18 2 5 9 12
St. s MN 6,87° 2,83 7 0do 15 2 5 9 12
St.s 1 MN 6,09 3,01 6 0do 14 0 4 8 11
St. s 2 MN 0,34 0,65 0 0do3 0 0 1 2
St.s. 3 MN 0,03 0,17 0 0do 1 0 0 0 0
MUSKARCI (N=94)
MN 6,49 3,45 7 1do 16 2 4 9 13
St. s MN 6,06 3,19 6 1do15 2 3 8 11
St.s 1 MN 5,53 3,26 5 0do 14 1 3 8 11
St. s 2 MN 0,23 0,58 0 0do4 0 0 0 1
St.s. 3 MN 0,01 0,10 0 0do 1 0 0 0 0
NEPUSACI (N=110)
MN 6,40 3,32 6 0do 18 2 4 8 12
St. s MN 6,05 2,98 6 0do 15 2 4 8 11
St.s 1 MN 5,50 3,02 5 0do 13 0 4 8 11
St. s 2 MN 0,30 0,67 0 0do4 0 0 0 2
St.s. 3 MN 0,01 0,10 0 0do 1 0 0 0 0
PUSACI (N=90)
MN 7,51° 3,24 7 1do 16 2 5 9 13
St. s MN 7,03¢ 3,01 7 1do15 2 5 9 12
St.s 1 MN 6,23 3,24 7 0do 14 0 4 8 11
St. s 2 MN 0,28 0,54 0 0do2 0 0 0 1
St.s. 3 MN 0,03 0,18 0 0do 1 0 0 0 0

Mann-Whithey U-test — znacajno poviseno (a) u odnosu na muskarce, p=0,0457; (b) u odnosu na nepusace, p=0,0095;

(¢) u odnosu na nepusace, p=0,0107

promatranih parametara nego muskarci, ali je jedina
znacajna korelacija utvrdena za ukupni broj stanica s
MN (p=0,0441).

Prikazi ovisnosti izmedu ukupnog broja MN i dobi
utvrdeni posebno za muskarce i Zene te prema navici
pusenja vidljivi su na slici 4. Zene kao skupina imaju
vece vrijednosti svih promatranih parametara MN-

testa od muskaraca, ali razlike nisu statisticki znacajne
(tablica 2). Pusaci kao skupina imaju statisticki
znacajno veci 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 nepusace. Radi
dobivanja boljeg uvida u medusobne utjecaje spola
i navike pusenja, posebno smo razmotrili vrijednosti
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Stanica bez MN 198772;
99,39%

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

Stanica s MN; 1228;
0,61%

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

MN-testa u pusaca i nepusaca muskog i zenskog spola.
Slika 5. prikazuje utjecaj spola i navike pusenja na
ukupni broj MN. Pusacice imaju statisticki znac¢ajno
veci ukupni broj MN (p=0,0063; Mann-Whitney
U-test) 1 ukupni broj stanica s MN (p=0,0065; Mann-
Whitney U-test) od nepusacica (tablica 3). Iako i
pusaciimaju vise MN, stanica s MN te stanicas | MN
i 2 MN od nepusaca, ni jedna razlika nije statisticki
znacajna (tablica 3).

Muskarci - nepusaci
(N =46)
y =3,7253 +0,0714*x

Ukupno MN na 1000 stanica

15 20 25 30 35 40 45 50 55
DOB/ god.
Muskarci - puSaci

(N=48)
y = 2,4501 +0,1339

Ukupno MN na 1000 stanica

DOB/ god.

Rezultati MN-testa na limfocitima periferne
krvi ispitanika opce populacije podijeljenih u Cetiri
glavne dobne skupine prikazani su na tablici 4. gdje
su detaljno razradene podskupine prema spolu i
navici pusenja. Iz tih se podataka opcenito uocava
porast vrijednosti parametara MN-testa s dobi, a
primjenom Kruskal-Wallis ANOV A-testa potvrdeno
je da su sve razlike izmedu skupina, osim za ukupni
broj stanica s 3 MN, statisticki znaCajne. Premda je
najstarija dobna skupina imala najvise vrijednosti
promatranih parametara MN-testa, §to je biljezeno
i u ranijim istrazivanjima, zbog malog ¢e broja
ispitanika pouzdanost dobivenih rezultata trebati
dodatno potvrditi u buducim istrazivanjima na vecoj
populaciji.

Promotrimo 1i odvojeno podatke za sve Zene
i muskarce unutar dobnih skupina, vidljivo je da
zene najmlade (20 do 30 godina) i najstarije dobne
skupine (>50 godina) imaju vise prosjecne vrijednosti
parametara MN-testa od muskaraca iste dobi, dok su
prosjecne vrijednosti parametara MN-testa za zene i
muskarce dobnih skupina 31 do 40 godina i 41 do 50
godina bile slicne. Medutim, uzmemo li u obzir utjecaj
navike puSenja unutar dobne skupine istog spola,

Zene - nepusadi
(N=64)
y =1,2524 + 0,1464*x

IS

Ukupno MN na 1000 stanica
[

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
DOB / god.
Zene - pusaci
(N=42)
y = 6,1404 + 0,534*x
20
516 .
g .
12 R Rt R i e T
: -‘ i.. LI . :. a .‘ L] L
= 8 =% =% s ! = = | & =
= - a ‘ []
g_ 4 [ S S . S ‘a rrrrrrr W .
Zob b ]
1 1 1 1 1 1 1

20 25 30 35 40 45 50 55 60
DOB / god.

Slika 4 Ovisnost izmedu ukupnog broja MN i dobi utvrdena posebno za muskarce i Zene te prema navici pusenja
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Tablica 3 Rezultati MN-testa na limfocitima periferne krvi nepusaca i pusaca s posebnim prikazom podataka za Zene i

muskarce

Ukupno na 1000 stanica  Sr. vr. SD Medijan Raspon > 25. 7. 95
perc. perc.  perc.  perc.

NEPUSACI (N=110)
ZENE (N=64)
MN 6,64 3,31 6,5 0do 18 2 4 8 12
St anice s MN 6,31 2,99 6 0do 15 2 4 8 11
Stanice s 1 MN 5,73 3,04 5,5 0do 13 0 4 8 11
Stanice s 2 MN 0,33 0,64 0 0do3 0 0 0,5 2
Stanice s. 3 MN - - - - - - - -
MUSKARCI (N=46)
MN 6,07 3,33 5,5 1do 15 2 3 8 12
Stanice s MN 5,67 2,95 5 1do12 2 3 7 11
Stanice s 1 MN 5,17 2,99 5 0dol11 1 3 7 11
Stanice s 2 MN 0,26 0,71 0 0do4 0 0 0 1
Stanice s. 3 MN 0,02 0,15 0 0dol 0 0 0 0
PUSACI (N=90)
ZENE (N=42)
MN 8,21° 2,71 8 4do 16 4 7 10 12
Stanice s MN 7,71° 2,35 7 4do 15 4 6 9 12
Stanice s | MN 6,64 2,91 7 0do 14 0 5 9 11
Stanice s 2 MN 0,36 0,66 0 0do2 0 0 1 2
Stanice s. 3 MN 0,07 0,26 0 0do1l 0 0 0 1
MUSKARCI (N=48)
MN 6,90 3,56 7 1do 16 2 4 9 13
Stanice s MN 6,44 3,40 7 1do 15 1 4 8 12
Stanice s | MN 5,88 3,49 6 0do 14 1 3 8 12
Stanice s 2 MN 0,21 0,41 0 0do1 0 0 0 1

Stanice s. 3 MN - - - - - - - -
Mann-Whithey U-test - znacajno poviseno u odnosu na nepusacice: (a) p=0,0063; (b) p=0,0065

Zene Muskarci Cjelokupna populacija

Ukupno MN na 1000 stanica
[

Slika 5 Utjecaj spola i navike pusenja na ukupni broj MN
N - nepusaci, P - pusaci
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vidljivo je da su pusaci, a osobito zene svih dobi do
50 godina imali znacajno vise vrijednosti parametara
MN-testa u odnosu na nepusace (tablica 4).

1z podataka za sve pusace i sve nepusace iz Cetiri
glavne dobne skupine, prikazanih na tablici 4, vidljivo
je da je navika puSenja najjace utjecala na vrijednosti
parametara MN-testa u dobnoj skupini 31 do 40
godina, gdje su puSaci imali prosjecno 27 % vise
MN od nepusaca. Taj je utjecaj bio manji u dobnoj
skupini 20 do 30 godina (pusaci su imali prosjec¢no
13 % viSe MN od nepusaca), dok je bio najmanje
izrazen u dobnoj skupini 41 do 50 godina (pusaci su
imali prosjecno 9 % vise MN od nepusaca). Prema
nasim zapazanjima, u najstarijoj dobnoj skupini (>50
godina) utjecaj navike pusenja na ukupni broj MN
nije bio znac¢ajan. Medutim, kako je ta skupina imala
i najmanji broj ispitanika, za tocnije je zakljucke
potrebno provesti daljnja istrazivanja.

RASPRAVA

Mikronukleusi u limfocitima zdravih ispitanika
opce populacije pokazatelj su oStecenja genoma
akumuliranih tijekom zivotnog vijeka pojedinacne
stanice te mutacija koje dolaze do izrazaja u prvoj
in vitro diobi. Nastanak MN uvelike je odreden
individualnom genskom strukturom, odnosno
stabilno$¢u genoma pojedinca (19). Spontanom
nastanku MN ponajprije pridonose razliciti endogeni
¢imbenici, a dodatno ¢imbenici koji su normalno
prisutni u zivotnom okoli$u, nacin Zivota i razlicite
navike. Poznavanje mehanizama i uzroka spontanog
nastanka MN vrlo je vazno za ispravno tumacenje
rezultata MN-testa, osobito u slucajevima kada se on
primjenjuje u citogenetickom nadzoru profesionalno
izlozenih populacija. Kako su MN pokazatelj ostecenja
na razini DNA i/ili kromosoma i diobenog vretena,
svi procesi koji izravno ili neizravno poti¢u takva
ostecenja podjednako pridonose i porastu broja MN.
Od posebnog su znacenja oksidativni procesi koji se
odvijaju unutar stanice i organizma (20), polimorfizmi
gena te razli¢ite mutacije gena koje mogu rezultirati
nestabilnostima genoma (10).

U ovome smo istrazivanju proucili razinu
citogenetiCkog oStec¢enja u prosjecne zdrave hrvatske
populacije ispitanika obaju spolova u sli¢cnom rasponu
dobi kakav imaju potencijalne profesionalno izlozene i
radno aktivne populacije koje bi se u budu¢nosti mogle
kontrolirati primjenom MN-testa. Nasa vrijednost
za ukupni broj MN utvrdena na razini cjelokupne

promatrane populacije (medijan 7 MN na 1000 stanica)
vrlo je sli¢na vrijednosti medijana od 6,5 MN na 1000
stanica, koja je dobivena na osnovi vrednovanja
gotovo 5000 pojedinacnih podataka iz 23 svjetske
baze podataka i objavljena 2001. (8). Iz raspona
pojedinacnih vrijednosti uocljive su interindividualne
razlike koje su jedno od osnovnih obiljezja ljudske
populacije i koje se normalno primjecuju u sli¢nim
istrazivanjima. U naSem se istrazivanju najveci broj
pojedinacnih vrijednosti nalazio izmedu 4 i 12,5 MN
(Sto odgovara rasponu izmedu 25. 1 75. kvartila), dok
su u ranije navedenom istrazivanju (8) te vrijednosti
iznosile izmedu 3 i 12 MN.

Zbog razli¢ite organizacije istrazivanja i razlicite
veli¢ine promatranih populacija, ukupni broj MN
nerijetko je manji ili ve¢i od ovoga koji smo utvrdili,
ali se u vecini istrazivanja kre¢e izmedu 7 i 10 MN na
1000 st. (21-25). Za usporedbu navodimo vrijednosti
dobivene na populacijama podjednake veli¢ine kao
Sto je nasa (26-28). Na istom broju ispitanika iz opce
populacije u Francuskoj (122 muskarca i 78 Zena) Di
Giorgio i sur. (26) utvrdili su vise vrijednosti ukupnog
broja spontano nastalih MN [(12,8745,03) MN na
1000 stanica]. Milosevi¢-Djordjevi¢ (27) na populaciji
od 164 ispitanika utvrdili su prosjecno (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
prosjecno (9,742,8) stanica s MN na 1000 stanica
u muskaraca (N=119), odnosno (9,8+3,1) stanica s
MN na 1000 sanica u Zena (N=79). Nize vrijednosti
za ukupni broj MN (4,74+0,31) na 1000 stanica
dobivene su u ranijem istrazivanju na manjem broju
ispitanika opce populacije u Hrvatskoj (16). Slicne
podatke navode Barale i sur. (29) u istrazivanju
na talijanskoj op¢oj populaciji, gdje su prosjecne
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 istrazivanja izabrali zdrave
ispitanike uz Cija se zanimanja ne veze izloZenost
kemijskim i fizikalnim Stetnostima koje bi mogle
utjecati na vrijednosti citogenetickog nalaza te
ispitanike koji u prethodnih godinu dana nisu bili
izlozeni medicinskim postupcima s X-zracenjem
niti su dugotrajno uzimali lijekove ¢iji bi mehanizmi
djelovanja mogli rezultirati poviSenim vrijednostima
promatranoga citogenetickog biomarkera, smanjili
smo utjecaj velikog broja vanjskih ¢imbenika na
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Tablica 4 Rezultati MN-testa na limfocitima periferne krvi ispitanika opce populacije podijeljenih u cetiri glavne dobne skupine.
Prikazane su srednje vrijednosti i SD, a u zagradama medijan i raspon za svaki promatrani parametar.

i i § Ukupno na 1000 stanica
N 3 . :
godine . Stanice s Stanice s Stanice s
MN Stanice s MN 1 MN 2 MN 3 MN
20 do 30 73 5,58+3,40 5,21+3,00 4,15+3,06 0,14+0,57 0,01+0,11
(5;0do 15) (4,5; 0 do 12) (4;0do 11) (0; 0 do 4) (0;0do 1)
Jene 0 5,7843,28 5,66+3,04 4224331 0,06+0,35 0,03+0,18
(5;0do 14) (5;0do 12) (4,0do 11) (0; 0do 2) (0;0do 1)
N 23 4,91+£2,89 4,83+2,72 4,04+3,02 0,09+0,42 )
(5;0do 11) (5;0do 11) (4;0do 11) (0; 0 do 2)
P 9 8,00£3,32%¢ 7,78+2,91>¢ 4,67+4,12 i 0,11+0,33
(7,4 do 14) (7; 4 do 12) (4,0do 11) (0;0do 1)
Muskarci 46 5,43+3,51 4,89+2,96 4,11+£2,92 0,20+0,69 )
(4;1do 15) (4;1do 11) (3,5;0do 11) (0; 0 do 4)
N 25 5,68+3,68 5,24+3,07 4,56+3,08 0,28+0,89 i
(4;2do 15) (4;2do 11) (4;0do 11) (0; 0 do 4)
P 71 5,14+3,35 4,48+2,84 3,57+2,68 0,10+0,30 )
(4;1do 13) (4;1do0) (3; 0do 10) (0;0do 1)
N 5,3143,31 5,04+2,89 4,3143,03 0,19+0,70
NEPUSACI (z+m) 48 #0do15)  (4:0do1l)  (40doll)  (0:0do4) -
5 AT o 6,00+3,54 5,4743,20 3,90+3,14 0,07+0,25 0,03+0,18
PUSACI (z+m) 30 (6,5, 1do14) (5,5;1do12) (3,5 0do 11) (0;0do 1) (0;0do 1)
31 do 40 60 7,47+3,22" 7,15£3,10° 6,85+3,06 0,28+0,49" 0,02+0,33
(7; 1 do 16) (7; 1 do 15) (7; 1 do 14) (0; 0do 2) (0;0do 1)
Fene 73 7,46+2,89 7,14+2,76 6,82+2,74 0,32+0,55 )
(7;2 do 16) (7;2 do 15) (7;2 do 14) (0; 0 do 2)
N 17 6,94+2,82 6,65+2,74 6,35+2,74 0,29+0,47 i
(7;2 do 15) (6; 2 do 14) (6;2 do 14) (0;0do 1)
P 1 8,27+2,94 7,91+2,74 7,55+2,70 0,36+0,67 )
(7;5 do 16) (7,5 do 15) (7;5 do 14) (0; 0do 2)
Muskarci 10 7,47£3,53 7,16+3,42 6,88+3,36 0,25+0,44 0,03+0,18
(7; 1 do 16) (7; 1 do 15) (7; 1 do 14) (0;0do 1) (0;0do 1)
N 12 6,00+3,10 5,75+3,05 5,58+3,06 0,08+0,29 0,08+0,29
(6,5,1do10)  (5,5;1do10)  (5,5;1do 10) (0;0do 1) (0;0do 1)
P 20 8,35+3,54 8,00£3,42 7,65+3,36 0,35+0,49 i
(8;2 do 16) (8;2 do 15) (7,5; 2 do 14) (0;0do 1)
S AT o 6,55+2,92 6,28+2,85 6,03+2,85 0,21+0,41 0,03+0,19
NEPUSACI (z+m) = 29 (7; 1 do 15) (6; 1 do 14) (6; 1 do 13) (0;0do 1) (0;0do 1)
N 8,3243,29¢ 7,9743,15¢ 7,61£3,09 0,35+0,55
PUSACL (z+m) 31 ®2do16)  (1:2do15)  (T:2do14)  (0:0do2) -
41 do 50 50 7,68+2,61" 7,14+2,29" 6,64+2,28" 0,46+0,65" 0,04+0,20
(8;2 do 14) (7;2 do 13) (6;2 do 12) (0; 0 do 2) (0;0do 1)
Jene 37 7,70+£2,71 7,1142,31 6,57+2,27 0,49+0,69 0,05+0,23
(8;2 do 14) (7;2 do 13) (6;2 do 12) (0; 0do 2) (0;0do 1)
N 19 7,42+2.89 6,95+2,63 6,47+2,50 0,47+0,61 )
(8;2 do 14) (7;2 do 13) (6;2 do 12) (0; 0 do 2)
P 18 8,00+2,54 7,28+1,96 6,67+2,06 0,50+0,79 0,11+0,32
(8;4 do 12) (7,5; 4 do 10) (6; 4 do 10) (0; 0do 2) (0;0do 1)
Muskarci 13 7,62+2,40 7,23+2,35 6,85+2,41 0,38+0,51 )
(8;4 do 13) (7;3 do 12) (7;2do 11) (0;0do 1)
N 7 7,14+£2 .91 6,57+2,76 6,00+2,71 0,57+0,53 i
(7;4 do 13) (6; 3 do 12) (6;2do 11) (1;0do 1)
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Tablica 4 - nastavak

T i § N Ukupno ;ta 1.0()0 stanica — —-—

i . anice s anice s anice s
godine MN Stanice s MN - By By
’ ] 8.17+1.72 8.00£1,67 7.831,72 0.1720.41 ]

(8,5;5do 10) (8; 5 do 10) (8;5do 10) (0;0do 1)
NN 7,35+2,84 6,85+2,62 6,35+2,51 0,50+0,58 7,35+2,84
NEPUSACI (ztm) 26 (7:2do14)  (T:2do13)  (6:2do12)  (0:0do2)  (7;2do 14)
. 8.0422.33 7.46=1.89 6.962.01 0.4220.72 0.0820.28
PUSACI (z+m) 24 (8;4do12)  (8;4do10)  (7;4do 10) (0; 0 do 2) (0;0do 1)
51 do 61 12 9,42+3,00" 8,834+2,29" 8,25+1,86" 0,58+1,00" i
(9; 7 do 18) (8,5;7 do 15) (8; 5do 129 (0; 0 do 3)
Jons ; 10.113.18 9332245 8,56:2,07 0.78=1,09 ]
©:7do18)  (97do15)  (8:5do12)  (0;0do3)
N 5 10,60+4,16 9,60+3,13 8,60+2,51 1,00+1,41 )
9:8d018)  (9:7do15)  (9:5do12)  (0:0do3)
> A 9.50=1,73 9.001,63 8.50+1,73 0.50-0.58
(10; 7do 11) (9; 7do 11) (8;7do 11) (0,5;0do 1)
Muskarci 3 7,33+0,58 7,33+0,58 7,33+0,58 i )
(7; 7 do 8) (7; 7 do 8) (7; 7 do 8)
N 5 7.500,71 7.50£0,71 7.5020.71 ] ]
(75:7d08)  (7,5:7do8)  (7.5:7do8)
P 1 7 7 7 - -
N 9,71+3,73 9,00+2,77 8,29+2,14 0,71+1,25
NEPUSACI (z+m) 7 9;7do18)  (8;7do15)  (8,5do 12) (0; 0 do 3) -

N 9,00+1,87 8,60+1,67 8,20+1,64 0,40+0,55

PUSACT(Zfm) 5 (10;7do11)  (9:7do11) (& 7do1l)  (0;0do1) -

N - nepusaci; P - puSaci; z - Zene; m - muskarci

Mann-Whithey U-test — poviseno u odnosu na sve ne nepusacice iste dobne skupine (a) p=0,0236; (b) p=0,0224; pusace iste
dobne skupine (c) p=0,0440; (d) p=0,0128, sve nepusace iste dobne skupine (e) p=0,0517; (f) p=0,0483.
Kruskal-Wallis ANOVA — (*) razlike izmedu dobnih skupina za sve parametre, osim za st. s 3 MN su znacajne, p<0,01.

pojedinacne nalaze MN-testa. Stoga smo se pri
tumacenju nalaza ponajprije ograniCili na utjecaj
spola i dobi (kao unutarnjih ¢imbenika uvjetovanih
nasljedem) i navike pusenja (kao vanjskog ¢imbenika),
koji su 1 inace u literaturi spominjani kao najvazniji
ometajuc¢i ¢cimbenici u MN-testu (4, 8, 30).

Utvrdili smo da Zene u prosjeku imaju vise MN
od muskaraca i taj je rezultat slican onomu koji su
vrednovanjem podataka MN-testa na velikom broju
ispitanika dobili Bonassi i sur. (8). Podaci o visim
vrijednostima MN u Zena nego muskaraca navode se
iudrugim istrazivanjima (13, 31-34). Taj se fenomen
uglavnom tumaci gubitkom jednog od X-kromosoma
putem MN (10, 35, 36).

Pozitivna korelacija izmedu ucestalosti MN 1
zivotne dobi utvrdena je u mnogim istrazivanjima
(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 oste¢enja DNA,
povecanu ucestalost kromosomskih aberacija, ali i

spontani nastanak aneuploidije zbog gubitka pojedinih
kromosoma (10, 32, 39,42, 43). Opéenito se navodi da
se MN koji sadrzavaju Citave kromosome ¢esce nalaze
u starijih nego mladih ispitanika (14, 39). U ovome
istrazivanju primijenjen je standardni MN-test kojim se
ne moze utvrditi podrijetlo MN. Medutim, primjenom
tehnike fluorescencijske in situ hibridizacije (FISH)
moze se tocno utvrditi koji su kromosomi sadrzani u
MN. Osim ranije navedenog gubitka X-kromosoma,
dokazano je da se starenjem putem MN gube i1 Y-
kromosomi (36,44, 45). Norppa i Falck (46) na osnovi
opsezne analize rezultata brojnih studija navode da
izmedu 30 % 1 80 % spontano nastalih MN u ljudskim
limfocitima sadrzava Citave kromosome. Za razliku
od spolnih kromosoma koji se ces¢e gube putem MN,
autosomi se u MN pojavljuju nasumi¢no i ne gube se
iskljucivo u vezi sa starenjem (36, 46, 47). Takoder je
primijec¢eno da i naizgled zdravi ispitanici mogu imati
vrlo velik broj MN u kojima prevladava neki odredeni
kromosom. Tako je opisan slucaj paradoksalnoga
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spontanog gubitka kromosoma br. 2 koji upucuje na
nestabilnost genoma (48). U zdravih se ispitanika
rijetko nalaze visoke spontane razine MN, ali se one
dovode u vezu s razli¢itim bolestima. Tako je uoceno
da dijabetes (49) i sindrom policisti¢nih jajnika (50)
mogu utjecati na porast broja MN. Sli¢an ucinak
imaju pojedine vrste lijekova koje ispitanici iz opée
populacije uzimaju krace ili dulje vrijeme (51, 52).
Medutim, treba istaknuti da u velikom istrazivanju na
populaciji zdravih Zena koje su uzimale kontracepciju
nije utvrden znacajan porast broja MN (53). Sli¢ne
su rezultate dobili Loncar i suradnici (54). Podaci o
medicinskoj izlozenosti pri dijagnostickim pretragama
i njezinu doprinosu nastanku MN su kontradiktorni.
Uzevsi u obzir da su suvremeni rendgenski uredaji
tehnicki napredniji pa su nize i doze zracenja koje se
primaju pri pojedinoj dijagnosti¢koj pretrazi, nakon
jednostavnijih se snimanja u prosjecnog ispitanika
ne ocekuje pojava vecih ostecenja. Medutim, uvijek
valja imati na umu da su neki pojedinci geneticki
X-zracenju vazan pri tumacenju nalaza MN-testa.
Pojedini se dijagnosticki postupci, osobito oni s
primjenom kontrasta, ipak dovode u vezu s porastom
broja MN (55, 56).

Pusenje duhana u ovom se istrazivanju pokazalo
kao znacajan ¢imbenik koji narusava cjelovitost DNA u
limfocitima zdravih ispitanika opée populacije. Opéenito
uzevsi, podaci o doprinosu navike pusenja porastu
vrijednosti parametara MN-testa su kontradiktorni. Dok
rezultati nekih istrazivanja upucuju na Stetan utjecaj
navike pusenja i porast broja MN u pusaca (13, 28, 57-
60), dio istrazivanja nije dokazao takvu povezanost (16,
37,38, 61). Rezultati opseznog istrazivanja provedenog
u okviru projekta HUMN (62) ne pokazuju statisticki
znacajan doprinos navike pusenja vrijednostima
parametara MN-testa u “prosjecnih” pusaca, ve¢ samo
u onih koji puse vise od 30 cigareta na dan. S obzirom
na to da je vecina ispitanika puSaca obuhvacenih
naSim istrazivanjem pusila 10 do 20 cigareta na dan,
ogranicili smo se na procjenu opcenitog utjecaja
navike pusenja te nismo istrazivali doprinos dnevno
utro$enog broja cigareta i ukupnog trajanja pusackog
staza na vrijednosti parametara MN-testa. Medutim,
istrazivanja na opc¢oj populaciji planiramo nastaviti te
¢e se svakako pokusati procijeniti jesu li vrijednosti
parametara MN-testa znacajno vise u svih pusaca ili
samo onih ispitanika koji trose vrlo veliki broj cigareta
na dan. Na takav zakljucak, osim ranije spomenutog
(62), upucuju i rezultati istrazivanja na op¢oj populaciji
iz Japana (63).

Nase je istrazivanje pokazalo da postoje razlike
u utjecaju navike pusenja na spontani nastanak MN
u muskaraca i zena i da su one povezane s dobi
ispitanika. Najjaci utjecaj navike pusenja, ali slican
u muskaraca i zena, utvrdili smo u dobnoj skupini
31 do 40 godina. Navika pusenja manje je utjecala
na nastanak MN u najmladoj dobnoj skupini, ali je
vazno naglasiti da su mlade pusacice bile osjetljivije
od pusaca iste dobi. Cini se da taj utjecaj nakon
50.-te godine Zivota biva prevladan nekim drugim
¢imbenicima povezanim sa starenjem koji takoder
pridonose nastanku MN. Medutim, kako smo imali
relativno malen broj ispitanika te dobi, u tom se
zakljucku oslanjamo samo na literaturne podatke,
dok ¢e za tocnije zakljucke za populaciju RH biti
potrebno provesti daljnja istrazivanja. Na osnovi
dugogodisnjeg iskustva u citogenetickom nadzoru,
zakljuCujemo da se pri tumacenju pojedinacnih nalaza
MN-testa utjecaj navike pusenja svakako mora uzeti
u obzir jer mutageni i genotoksicni spojevi (reaktivni
kisikovi radikali, policiklicki aromatski ugljikovodici,
nitrozamini, aldehidi i dr.) koji nastaju tijekom
pusenja cigareta mogu djelovati sinergisticki s drugim
Stetnostima, o ¢emu posebno valja voditi racuna u
profesionalno izlozenih ispitanika.

U ovome istrazivanju nisu bili posebno vrednovani
utjecaji ¢cimbenika prehrane. S obzirom na to da je
nasa drzava malena, kako povr$inom tako i brojem
stanovnika, smatramo da na broju ispitanika koji su bili
ukljuceni u istrazivanje nije imalo smisla usporedivati
regionalne razlike s obzirom na vrstu prehrane jer njih
danas viSe i nema, osobito zbog sve jaceg utjecaja
globalizacije na prehrambene navike stanovnistva, a
izbog sve manjeg trosenja lokalno proizvedene hrane
i prevladavajuceg konzumiranja preradenih namirnica
uvezenih iz razlicitih dijelova Europe i svijeta.
Uvidom u podatke iz anketnih upitnika utvrdeno je
da se radi o prosjecnoj hrvatskoj populaciji sa slicnim
prehrambenim navikama u kojoj nije bilo pothranjenih
ili suvise pretilih ispitanika, niti onih s posebnim
nacinima prehrane. Podaci ranijeg istrazivanja
provedenog na vegetarijancima i ispitanicima s
klasi¢nom prehranom ne upucéuju na znacajne razlike
uucestalosti MN (33). Medutim, utvrdeno je da deficit
folne kiseline, niska koncentracija vitamina B12 te
porast koncentracije homocisteina u plazmi mogu
korelirati s porastom broja MN (40, 64, 65).

Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem posluzit
¢e kao osnova za usporedbu rezultata ispitanika
profesionalno izlozenih razli¢itim kemijskim i
fizikalnim $tetnostima, ali nam je cilj i postupno
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nadogradivati postojecu bazu podataka. Na osnovi
dosadasnjih iskustava i saznanja, MN-test ima veliku
prednost pred ostalim citogenetiCkim testovima jer
omogucuje procjenu ostecenja na razini funkcije i
cjelovitosti diobenog vretena, Sto ostale metode ne
mogu (10). Vazna mu je prednost $to omogucuje
utvrdivanje podrijetla MN, ¢ime se dobivaju korisni
podaci o individualnoj nestabilnosti genoma (46).
Takoder, treba napomenuti da taj test omogucuje
procjenu ucestalosti nuklearnih pupova, koji su
pak indirektni pokazatelj amplifikacije pojedinih
gena (65). Nadalje u MN-testu mogu se istodobno
brojiti i nukleoplazmatski mostovi koji su pokazatel;
postojanja bicentri¢nih kromosoma u stanici koji se
tijekom diobe nisu mogli raspodijeliti u stanice kéeri
(65, 66). Osim toga, ovaj test omogucuje i utvrdivanje
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 upucuje na trajanje stanicnog ciklusa u uvjetima
in vitro (11, 12). Svi se ti podaci simultano odreduju
prema kriterijima koje je utvrdio projekt HUMN (11).
U Hrvatskoj su prve rezultate MN-testa provedenog
primjenom kriterija HUMN-a na opc¢oj populaciji
prikazali Garaj-Vrhovac i suradnici (16). U tom su
istrazivanju navedeni i podaci za ucestalost nuklearnih
pupova i nukleoplazmatskih mostova. Njihova je
ucestalost takoder istrazena u okviru projekta HUMN
(66). Zarazliku od MN, ¢ije je prognosticko znacenje
dobro poznato i dokazano, pravo znacenje nuklearnih
pupova i nukleoplazmatskih mostova u bioloskom
nadzoru tek treba razjasniti i potkrijepiti podacima
na velikom broju ispitanika, kako na razini op¢e tako
i na razini izlozenih populacija. Naime, oni se u MN-
testu analiziraju tek desetak godina. Stoga je u praksi
prikladno utvrditi ukupni broj MN kao vjerodostojan
pokazatelj razine citogenetickog ostecenja. Ucestalost
MN se pri specificnim izloZzenostima dodatno moze
utvrditi i u mononuklearnim limfocitima (68).
Takoder je korisno razmotriti i raspodjelu MN jer
se iz prisutnosti stanica s visSe MN takoder moze
zakljuciti o mogucim Stetnim utjecajima ¢imbenika
kojima je neki ispitanik izlozen, 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
moze ocekivati 0 do 5 nuklearnih pupova te 0 do 10
nukleoplazmatskih mostova, dok apoptoza moze
biti 0 % do 7 %, a nekroza 0 % do 9 %. Ti su podaci
svakako korisni za tumacenje rezultata MN-testa,

imaju¢i u vidu i gornju grani¢nu vrijednost za opéu
populaciju RH koja za na$ dijagnosticki laboratorij
iznosi 12,5 MN na 1000 stanica. To bi bile osnovne
smjernice kojima se treba rukovoditi pri tumacenju
nalaza. Medutim, pri tumacenju pojedinacnih
»granicnih® slucajeva unutar populacije izlozenih
ispitanika u obzir treba uzeti sve unutarnje i vanjske
¢imbenike koji sinergistickim djelovanjem mogu
znacajno povisiti ukupnu razinu MN. Detaljan prikaz
tih cimbenika moze se naci 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 povecanim rizikom od pojave raka (69). U
novije vrijeme dokazana je i uzro¢no-posljedicna
veza izmedu povecanog broja MN i nekih karcinoma
(primjerice urogenitalnih karcinoma i karcinoma
probavnog sustava) (70). Takoder je dokazano
da neovisno o sijelima zlo¢udnih tumora oboljeli
ispitanici prije lije¢enja imaju povisenu razinu MN u
odnosu na op¢u populaciju (71).

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

U ovome su istrazivanju ustanovljene normalne
i grani¢ne vrijednosti MN-testa koje su u skladu s
vrijednostima MN-testa utvrdenim na opéoj populaciji
u drugim svjetskim laboratorijima. Dobivene ¢e
vrijednosti posluziti kao osnova za usporedbu i
tumacenje nalaza MN-testa u ispitanika izlozenih
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 influences 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 95" percentile of the distribution of 200 individual values, was 12.5 MN. Spontaneous
formation of MN was influenced by sex, age, and smoking. Women had higher MN levels than men.
However, only age and smoking significantly 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 influence 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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