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REVIEW

IN VITRO I IN VIVO
MIKRONUKLEUS METODE
U GENOTOKSIKOLO[KIM
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U dana{nje vrijeme ‘ivotni i radni okoli{ ~ovjeka
nepredvidiva je mje{avina kemijskih spojeva od

kojih neki mogu djelovati kao mutageni ili kao
aneugeni karcinogeni. Osim toga, razni su izvori

zra~enja dodatno optere}enje na genom ~ovjeka.
Od desetak metoda koje se rabe u

genotoksikolo{kim istra‘ivanjima, in vitro i in vivo
mikronukleus tehnike posljednjih su godina na{le

primjenu kako u bazi~nim tako i u klini~kim i
farmakolo{kim istra‘ivanjima. Prednost in vitro i

in vivo mikronukleus tehnika je da istodobno
pru‘aju podatke o klastogenom i aneugenom

djelovanju agenasa. Kako ne zahtijeva kultiviranje
stanica, in vivo mikronukleus tehnika, iako

uvedena nekoliko godina nakon in vitro tehnike,
zbog svoje jednostavnosti i brzine primjene

postaje sve va‘niji izvor podataka u akutnim i
kroni~nim genotoksikolo{kim istra‘ivanjima.

Klju~ne rije~i:
aneugeni karcinogeni, citogenetske metode,

 mutageni karcinogeni

Organizam ~ovjeka u dana{njem okru‘enju optere}en je brojnim kemijskim tvarima
i razli~itim oblicima zra~enja. Izlo‘enost potencijalnim mutagenima ne odnosi se, na
‘alost, samo na rizi~ne skupine koje su takvim izvorima izlo‘ene na radnim mjestima,
ve} na cijelo ~ovje~anstvo, a osobito onaj dio koji je stanovanjem vezan uz gradske
sredine. Istra‘ivanja o{te}enja genoma genotoksikolo{kim metodama omogu}uju nam
procjenu stupnja one~i{}enosti okoli{a, mehanizama djelovanja mutagena te sposob-
nosti popravka o{te}enja genoma. Uza sve ve}i broj metoda koje prate promjene na
molekularnom nivou razvijaju se i citogenetske metode. U takve metode pripadaju
fluorescentna in situ hibridizacija metafaznih kromosoma (FISH) (1), metoda izmjene
sestrinskih kromatida i metoda komete (2). Navedene metode pru‘aju nam podatke
o prvenstveno klastogenom djelovanju poznatih ili suspektnih karcinogena. Metode
kao {to su in vivo i in vitro mikronukleus test govore o karcinogenim agensima koji
u manjoj mjeri djeluju na genom klastogeno (strukturalno o{te}uju}i kromosome), a
u najve}oj mjeri interferiraju s mehanizmom diobenog ciklusa.

Mikronukleus pod svjetlosnim mikroskopom u interfaznoj stanici izgleda poput
dodatne stani~ne jezgre, ali je znatno manji. Opisana su ~etiri na~ina nastanka mik-
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ronukleusa: gubitak acentri~nih fragmenata kromosoma, posljedice razli~itih tipova
o{te}enja kromosoma, gubitak cijelog kromosoma kao posljedica o{te}enja diobenog
vretena ili gubitak funkcionalnosti diobenog vretena te hijazma u paracentri~noj regiji
pri ~emu }e nastati mikronukleus s acentri~nim fragmentom.

Apoptoza se ~esto pogre{no navodila kao uzrok nastanka mikronukleusa. Meha-
nizam apoptoze, tzv. programirane smrti stanice, javlja se kao normalna pojava, ali i
kao reakcija na fizikalno ili kemijsko o{te}enje stanice i ne mora biti obvezatno geneti~ke
prirode. To je aktivan i o energiji ovisan proces koji mo‘e biti potaknut ili zaustavljen
te je od klju~nog zna~enja u organogenezi, ali i razvoju neoplazije. Do danas jo{ nije
potpuno poznat mehanizam koji pokre}e proces apoptoze (3). Suprotno od apoptoze,
za stvaranje mikronukleusa nu‘no je da stanica u|e u diobu. Osim toga apoptoti~na
stanica ne sadr‘ava glavnu jezgru s nekoliko manjih jezgrica ve} grupu piknoti~kih
jezgrinih fragmenata.

Kvantitativna korelacija izme|u kromosomskih aberacija i u~estalosti mikronukle-
usa nije uvijek prisutna jer je opisano da se neki acentri~ni fragmenti ne odstranjuju
putem mikronukleusa, nego neki od njih mogu i opstati u stanici dijele}i se i formiraju}i
mikronukleus u nekoj od sljede}ih dioba. Stvaranje mikronukleusa tako ovisi o tipu
stanica, mehani~kim karakteristikama stanice te veli~ini i broju kromosoma.

Postoji mogu}nost da su pri uporabi eksperimentalnih modela neke stanice i
prije kultiviranja i izlaganja ispitivanom mutagenu sadr‘avale mikronukleus te da je
nemogu}e razdvojiti one mikronukleuse koji su nastali diobom u organizmu i one koji
su nastali in vitro nakon kultiviranja. Me|utim postavlja se pitanje je li stanica koja
posjeduje mikronukleus uop}e sposobna u}i u diobu nakon dodavanja mitogena ili
}e takva stanica u}i u proces apoptoze i umrijeti. Bilo bi dobro razviti tehniku koja bi
mogla razlu~iti mikronukleuse ovisno o njihovu podrijetlu. Uo~ene razlike izme|u ispi-
tanika u frekvenciji mikronukleusa mogu se dijelom protuma~iti razlikom u sposob-
nosti da pojedine o{te}ene stanice pokrenu proces apoptoze. Teorijski gledano frekvencija
mikronukleusa mo‘e biti to manja {to je tendencija o{te}enih stanica da u|u u apop-
tozu ve}a. Na taj na~in puno cjelovitija je slika ako je poznat broj stanica s mikro-
nukleusom i stanica u apoptozi. Takvo se razmi{ljanje mo‘e iskoristiti i za procjenu
osjetljivosti osoba na ioniziraju}e zra~enje. U tom slu~aju niska u~estalost mikronukle-
usa mo‘e govoriti u prilog boljeg mehanizma popravka DNK, ali isto tako i sposob-
nosti stanica da u|u u apoptozu prije zavr{etka ciklusa dijeljenja. U svakom slu~aju
povi{ena u~estalost mikronukleusa znak je pove}anog rizika karcinogeneze (4).

OPIS METODA

In vitro mikronukleus metoda

Metodu su prvi opisali Fenech i Morley 1985. godine (5). Heparinizirani uzorak pune
krvi potakne se na diobu fitohemaglutininom u F-10 mediju kojemu je dodano 20%
tele}eg seruma. Kultura stanica odr‘ava se na 37 ºC. Nakon 44 sata kultiviranja
dodaje se citohalazin B u kona~noj koncentraciji od 3 µg/ml i nastavlja se kultiviranje
do 72. sata kada se prekida centrifugiranjem i fiksacijom u metanol octenoj kiselini.
Analiziraju se samo binuklearni limfociti sa sa~uvanom membranom i citoplazmom.
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Uobi~ajena je analiza 500 ili 1000 binuklearnih limfocita. Mikronukleus se definira kao
jezgrica koja nije manja od 1/6 glavne jezgre niti ve}a od 1/3 glavne jezgre.

In vivo mikronukleus metoda

Metodu za analizu retikulocita u perifernoj krvi opisao je Hayashi 1990. godine (6).
Koli~ina od 10 µl vodene otopine akridin oran‘a (1 mg/ml) jednoliko se prema‘e
preko predmetnog stakalca. Uzorak od 5 µl periferne krvi bez dodavanja antikoagulan-
sa odmah se nakon va|enja stavi na stakalce prekriveno akridin oran‘om i pokrije
pokrovnicom 24 x 40 mm. Ovakvi se preparati analiziraju pod fluorescentnim mikroskopom.
U~estalost mikronukleusa u retikulocitima periferne krvi zasniva se na analizi 1000 ili
vi{e retikulocita po ispitaniku ili ‘ivotinji. Za analizu slike rabi se kombinacija plavog (v.
d. 490 nm) i ‘utonaran~astog filtra (v. d. 515 nm). Analizirane stanice moraju biti
neo{te}ene. Jezgre i mikronukleusi fluoresciraju ‘uto, a retikulum ima sna‘an crveni
sjaj. Retikulociti se mogu podijeliti u 4 grupe (tip I, II, III i IV) ovisno o stupnju zrelosti,
tj. koli~ini crveno fluoresciraju}eg retikuluma (7). Retikulociti tipa I, II, III broje se za
mi{a, a retikulociti tipa I i II za {takora. Preporu~a se da se preparati analiziraju {to
prije, ali se mogu sa~uvati i nekoliko dana u vla‘noj sredini u hladnjaku.

PROCJENA SADR@AJA MIKRONUKLEUSA

Kako je mikronukleus rezultat kromosomskih lomova ali i o{te}enja diobenog vretena,
sama kvantifikacija mikronukleusa ne govori nam dovoljno o mehanizmima koji su
doveli do njihova nastanka. Klasi~ni na~in odre|ivanja sadr‘aja mikronukleusa jest
mjerenje koli~ine DNK i veli~ine mikronukleusa. Odre|ivanje tipa agensa i sadr‘aja
mikronukleusa na osnovi izmjere veli~ine mikronukleusa u in vitro tehnici (8–10) zas-
niva se na istra‘ivanjima u kojima se ustanovilo da su mikronukleusi s ve}om povr{inom
naj~e{}e nastali djelovanjem aneugena te sadr‘avaju cijele kromosome, dok su mik-
ronukleusi nastali djelovanjem klastogena manje povr{ine. Takva su mjerenja mogla
dovesti do gre{aka jer su veliki mikronukleusi mogli sadr‘avati nekoliko acentri~nih
fragmenata, dok su neki manji mogli sadr‘avati manji kromosom. Za procjenu sadr‘aja
mikronikleusa isto tako rabilo se C-pruganje (11, 12).

Sredinom 1980-ih po~elo se s uporabom antitijela pacijenata oboljelih od sklero-
dermije (CREST, skra}eno od calcinosis – Raynaud’s phenomenon – esophagial
dismobility – sclerodactility – telangiectasia syndrome), koja prepoznaju centromer-
ni kinetohorni protein (13, 14). Prednosti CREST metode su niska cijena, brzina i
lako}a postupka, mogu}nost uporabe na svim modelima u sisavaca, dobro sa~uvana
morfologija stanice i kromatina. Uz pomo} imunofluorescentnih metoda za dokazivanje
prisutnosti kinetohora analiza sadr‘aja mikronukleusa postala je egzaktnija, ali je primije}eno
da pouzdanost metode ovisi i o mogu}em odvajanju kinetohora od centromere ~ime
se dobivaju la‘no negativni rezultati (15–17). Naime, CREST metodom mo‘e se la‘no
obojiti mikronukleus s acentri~nim fragmentom u slu~aju kada je ispitivana tvar npr.
mitomicin C ili kofein koji su u stanju izazvati odvajanje epitopa kinetohora (18, 19).
Dodatna manjkavost metode je da serumi razli~itih pacijenata koji se rabe kao izvor
antitijela mogu pokazivati razlike u reakciji pa time i intenzitetu obojenja.
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Sli~an je pristup ostvaren uporabom FISH tehnike s centromera specifi~nom alfa
satelitskom probom ~ime se obilje‘ava centromerna DNK u mikronukleusu. Ova se
metoda u posljednje vrijeme rabi za razna tkiva kao {to su limfociti, eritrociti, sperma-
tide, stanice usne {upljine, urotelne stanice, kao i trajne stani~ne linije i maligne
stanice (18, 20–24).

Hibridizacija DNK pancentromernim probama ne{to je slo‘enija i skuplja metodologija,
ali je specifi~na i daje puno vi{e podataka. Jednako tako mogu se iskoristiti i probe
za ~itave kromosome, uobi~ajene za analize stabilnih translokacija.

In vitro mikronukleus metode i in situ hibridizacije daju vi{estruke mogu}nosti
analize kao npr.: analize aneuploidije za potrebe geneti~ke toksikologije u in vitro
modelima; pra}enje aneuploidije kod populacije izlo‘ene fizikalnim i kemijskim mu-
tagenima; pra}enje osoba koje imaju spontano pove}an broj mikronukleusa i us-
poredba tih rezultata sa pojavom karcinoma i djece s aneuploidijom; odre|ivanje vrsta
‘ivotinja koje pokazuju posebnu osjetljivost prema tvarima {to izazivaju o{te}enja di-
obenog vretena.

Nedostatak je, me|utim, FISH metode da je metodolo{ki zahtjevnija i skuplja od
CREST metode te da tijekom nu‘ne denaturacije mo‘e do}i do o{te}enja morfologije
stanice.

In vitro mikronukleus tehnika je pouzdana metoda. Upotreba razli~itih medija za
kulturu stanica ne utje~e na rezultat. Jednako tako ne postoji razlika u rezultatima
metode u odnosu na godi{nje doba. Kod ~ovjeka razlika je ustanovljena po dobnim
skupinama za svaku dekadu u periodu od 20 do 80 godina ‘ivota (25).

Za potrebe ujedna~avanja metodologije i stvaranja baze podataka pokrenuta je
suradnja znanstvenika iz cijelog svijeta koji su se ujedinili u zajedni~kom projektu
Human Micronucleus Project (HUMN) koji je po~eo 1997. godine. Sve pojedinosti i
dosada{nji rezultati ovog projekta dostupni su na Internetu.

Uspore|uju}i opisanu in vitro metodu s in vivo metodom, mogu se iznijeti ove
prednosti i manjkavosti in vivo metode:

Prednosti

q S obzirom na to da je za metodu potrebno malo krvi, uzorci se mogu vi{ekratno
uzimati od iste ‘ivotinje. Time se eliminira potreba za negativnom kontrolom te
se smanjuje broj ‘ivotinja potrebnih za pokuse.

q Priprema uzoraka i mikroskopiranje su jednostavniji. Stanice su u perifernoj krvi
jednoliko raspore|ene, a ve}ina stanica su eritrociti. Eritrocite je ovom metodom
jednostavnije prepoznati nego iz ko{tane sr‘i.

q Upotreba stakalaca prevu~enih akridin oran‘om daje zna~ajnije bolje obojenje
retikuluma nego dosada{njim na~inom bojenja (26).

q Broj mikronukleusa u retikulocitima je stabilan kod kontrolnih ‘ivotinja i uklapa
se u binominalnu distribuciju.

q Ova se metoda mo‘e rabiti u vrijeme toksikolo{kih pokusa za potrebe drugih
akutnih ili kroni~nih metoda jer ne ometa tijek pokusa. U kroni~nim pokusima
ipak je va‘no provjeriti funkciju slezene.

q U procjeni in vitro metoda za odre|ivanje karcinogenosti kemijskih tvari koje se
rabe u genotoksi~nim istra‘ivanjima osjetljivost Amsova testa i metode kromo-
somskih aberacija bila je oko 50%, izmjena sestrinskih kromatida 70% (27, 28),
a za in vivo mikronukeus tehniku 60% (29).
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Nedostaci in vivo mikronukleus metode

q Preparati se ne mogu arhivirati na dulje vrijeme.
q Na~in na koji spojevi koji se istra‘uju ovom metodom mogu zako~iti proliferaciju

eritropoetskih stanica jo{ je u fazi istra‘ivanja. Iwakura je 1992. godine (30)
predlo‘io da odnos retikulocita tipa I s ukupnim brojem analiziranih retikulocita
mo‘e poslu‘iti kao koristan pokazatelj citotoksi~nosti ispitivanog spoja.

AUTOMATIZACIJA METODA

Kako bi se mogli razlu~iti klastogeni od aneugena u in vivo metodi razvijena je me-
toda proto~ne citometrije za kvantificiranje retikulocita i mikronukleusa periferne krvi
mi{a. Ova metoda za bojenje rabi antiCD7 1 kako bi se razlikovali retikulociti te
propidium iodid za bojenje nukleinskih kiselina kako bi se razlikovali eritrociti s mikro-
nukleusima i bez njih. Kako se ovdje radi o automatskom mjerenju, mogu}e je ana-
lizirati i 10000 stanica po uzorku. Razlikovanje aneugena od klastogena posti‘e se
mjerenjem koli~ine DNK u mikronukleusima (31).

Ovakvom automatizacijom mogu se izbje}i uvijek prisutne interindividualne raz-
like u rezultatima istra‘iva~a zbog neizbje‘ne subjektivnosti u procjeni slike. Time je ne
samo omogu}ena objektivizacija ve} i analiza neusporedivo ve}eg broja stanica ~ime
se pove}ava osjetljivost metode.

Treba naglasiti da je zbog grafi~ki manje zahtjevnosti automatska analiza mikro-
nukleusa bila puno lak{i izazov nego automatiziranje kromosomskih aberacija i me-
tode izmjene sestrinskih kromatida bilo proto~nom citometrijom ili kompjutoriziranom
analizom slike.

ZAKLJU^NA RAZMATRANJA

U zaklju~ku mo‘emo re}i da je in vitro mikronukleus tehnika u trenutku kada se
pojavila bila ocjenjena kao metoda koja }e se rabiti za potrebe preliminarnog odre|ivanja
stupnja o{te}enja genoma u sisavaca i nije se doimala informativnom. Me|utim, u
vrlo kratkom roku njezino se zna~enje pokazalo ponajprije u prikazivanju nemutagenog
djelovanja fizikalnih i kemijskih agenasa, tj. u istra‘ivanju i dokazivanju prisutnosti
aneugenih mehanizama.

Naime, va‘nost nepravilnog broja kromosoma u stanici vidljiva je iz ~injenice da
je pove}anje ili smanjenje broja mikronukleusa izazvanog aneuploidijom ili gubitak
dijela kromosoma za vrijeme mitoze ili mejoze uvijek uklju~en u nastanak geneti~kih
bolesti. Hernandez i suradnici su 1990. godine (32) ustanovili da je za ~ak 10,8%
malformacija opisanih prilikom ro|enja odgovorna aneuploidija, kao i za 6% prena-
talnih smrti (33).
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Jednako tako pokazalo se da se mikronukleus test uspje{no mo‘e iskoristiti i u
biljnim modelima. Takva su istra‘ivanja od velike va‘nosti za potrebe analize one~i{}enja
tla te{kim metalima (34).

Razvijanjem in vivo mikronukleus metode pojavile su se dodatne mogu}nosti u
analizi procesa u ko{tanoj sr‘i uporabom periferne krvi kao uzorka, {to je u velikoj
mjeri povisilo stupanj egzaktnosti ispitivanja, ali i pojednostavnilo i ubrzalo analizu
izostavljaju}i kulturu stanica i time dodatno smajuju}i tro{ak analize. Pred nama je
razdoblje u kojem }e se obje metode nadopunjavati drugim genotoksi~nim tehnika-
ma. Nadajmo se da }e razvoj genotoksi~nih metoda biti pra}en primjenom njihovih
rezultata radi smanjenja optere}enosti okoli{a potencijalnim karcinogenima te da }e
se jednakim ritmom razvijati metode citogeneti~ke dijagnostike i lije~enja.
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Summary

IN VITRO AND IN VIVO MICRONUCLEUS TESTS IN
GENOTOXICOLOGICAL RESEARCH

Working and living environment today is an unpredictable mixture of dif ferent chemical substances. Some of these
chemicals are mutagenic carcinogens and others are aneugenic carcinogens. An additional burden to the human
genome is the exposure to several kinds of radiations. Among a dozen genotoxicological methods in use in vitro
and in vivo, the micronucleus assay has found application in the basic research, clinical reasearch, and
pharmacological studies. The advantage of in vivo and in vitro micronucleus assays is in the fact that they provide
data on both clastogenic and aneugenic action of agents. Although several years behind the in vitro technique, the
in vivo micronucleus assay has swiftly developed into a significant source of data in acute and chronic genotoxic
investigations, as it does not require cell culture.
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