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Do rozwoju choroby nowotworowej przy-
czyniaj¹ siê zarówno czynniki œrodowisko-
we, jak równie¿ cechy osobnicze, a w tym
predyspozycja genetyczna. Do dnia dzisiej-
szego poznano niewiele konstytutywnych
aberracji chromosomowych i samych genów
odpowiedzialnych za powstanie okreœlonych
chorób nowotworowych. Dlatego te¿ zwró-
cono uwagê na cechê ogólniejsz¹ ni¿ kon-
kretne aberracje, a mianowicie na niestabil-
noœæ chromosomow¹, która jest terminem
okreœlaj¹cym zwiêkszon¹ czêstoœæ z³amañ
i innych uszkodzeñ chromosomów w porów-
naniu z populacj¹ kontroln¹. Dotyczy to za-
równo uszkodzeñ spontanicznych, jak i in-
dukowanych ró¿nymi zwi¹zkami chemiczny-
mi, a tak¿e promieniowaniem jonizuj¹cym. 

Ju¿ w latach 70. niestabilnoœæ chromoso-
mow¹ zauwa¿ono w niektórych zespo³ach
chorobowych, takich jak: ataxia teleangiecta-

sia, zespó³ Blooma, xeroderma pigmentosum,
anemia Fanconiego. W tab. 1. podano przy-
k³ady zespo³ów, w których wystêpuje niesta-
bilnoœæ chromosomowa z uwzglêdnieniem no-
wotworów, najczêœciej spotykanych w danym
zespole [1]. W chorobach tych stwierdzono
ponadto niedobory syntezy naprawczej DNA,
co logicznie uzasadnia zwiêkszone ryzyko po-
wstania nowotworów. Niestabilnoœæ chromo-
somow¹ zauwa¿ono równie¿, ale s³abiej wy-
ra¿on¹, u osób zdrowych, u których powsta³
nowotwór [2]. W tym wypadku mówi siê
o tzw. „ukrytej” niestabilnoœci chromosomo-
wej, poniewa¿ zwiêkszona liczba z³amañ jest
wykrywana dopiero po podaniu zwi¹zku in-
dukuj¹cego uszkodzenia. Zasugerowano, ¿e
wi¹¿e siê to z odziedziczalnymi zmianami
struktury chromatyny zwiêkszaj¹cymi jej po-
datnoœæ na uszkodzenia i, byæ mo¿e, utrud-
niaj¹cymi naprawê DNA [3]. Zdaniem Hsu
niestabilnoœæ jest czynnikiem u³atwiaj¹cym po-
wstawanie kolejnych mutacji, które mog¹ pro-
wadziæ do transformacji nowotworowej i da-
lej do rozwoju choroby nowotworowej u osób
predysponowanych genetycznie [4]. 

W celu doœwiadczalnego okreœlania po-
ziomu niestabilnoœci chromosomowej w la-
boratorium T. C. Hsu, Houston, Texas [4,5]
opracowano i wprowadzono technikê, na-
zwan¹ póŸniej tteesstteemm  bblleeoommyyccyynnoowwyymm od
nazwy zwi¹zku wybranego do indukowania
uszkodzeñ chromosomów. Istot¹ testu jest
indukcja uszkodzeñ chromosomów w warun-
kach hodowli in vitro. Do indukowania aber-
racji chromosomów wybrano bleomycynê
(BLM). Zwi¹zek ten, nale¿¹cy do glikopep-
tydów, ma bardzo rozbudowan¹ strukturê
chemiczn¹ z licznymi grupami aktywnymi.
Struktura ta nadaje mu w³aœciwoœci radio-
mimetyczne i cytostatyczne, a w szczegól-
noœci zdolnoœæ reagowania z cz¹steczk¹
DNA. Zaproponowano dwa mechanizmy (tle-
nowy i beztlenowy) reagowania bleomycyny
z DNA, w obu przypadkach nakierowane na
pozycjê C-4’ deoksyrybozy [6]. Rezultatem
tej reakcji jest generowanie jednoniciowych
i dwuniciowych pêkniêæ DNA oraz powsta-
wanie miejsc apurynowych/apirymidynowych.
Dziêki tak rozbudowanej genotoksycznoœci
wra¿liwoœæ na BLM jest traktowana jako wy-
znacznik szeroko rozumianej wra¿liwoœci na
mutageny. 

Test bleomycynowy w wersji zapropono-
wanej przez Hsu i wsp. [4, 5] prowadzi siê
opieraj¹c na hodowli limfocytów krwi obwo-
dowej ze wzglêdu na ³atwoœæ ich pozyski-
wania przy jednoczesnym przyjêciu za³o¿e-
nia, ¿e zmiany genetyczne w limfocytach s¹
reprezentatywne dla innych komórek soma-
tycznych. BLM podaje siê w póŸnej fazie
S/G2 cyklu komórkowego. W rezultacie
uszkodzenia powodowane przez ten zwi¹-
zek mog¹ zostaæ utrwalone podczas mito-
zy i ujawniaj¹ siê pod postaci¹ z³amañ
chromatyd i innych aberracji chromosomów. 

Test bleomycynowy jest testem iloœcio-
wym, w którym oznacza siê dwie wartoœci.
Podstawowym parametrem jest tzw. wskaŸ-
nik b/c (breaks per cell), oznaczaj¹cy licz-
bê z³amañ chromatyd przypadaj¹c¹ na ko-
mórkê. Dodatkowo okreœla siê udzia³ pro-
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centowy komórek z uszkodzeniami w ca³ej
puli ocenianych komórek. Dla uzyskania
miarodajnego wyniku ocenia siê 50-100
p³ytek metafazowych. 

Normy dla wskaŸnika b/c ustalone przez
Hsu i wsp. [5, 7] po przebadaniu du¿ej gru-
py osób zdrowych oraz grupy chorych na no-
wotwory okrê¿nicy, p³uc, g³owy i szyi (tab. 2.)
zosta³y przyjête przez ogó³ badaczy. 

Badania niestabilnoœci chromosomowej za
pomoc¹ testu bleomycynowego w wersji za-
proponowanej przez Hsu i wsp. [4, 5, 7] zo-
sta³y podjête przez wiele laboratoriów (tak¿e
polskich) i przynios³y szereg ciekawych usta-
leñ, które zostan¹ przedstawione poni¿ej. 

Wykazano, ¿e wartoœci wskaŸnika b/c nie
s¹ zale¿ne od takich czynników jak wiek,
p³eæ oraz palenie papierosów [7, 8]. Nieza-
le¿noœæ od wspomnianych czynników osob-
niczych i egzogennych pozwoli³a na przyjê-
cie wskaŸnika niestabilnoœci jako cechy kon-
stytutywnej. Pewne w¹tpliwoœci budzi mimo
wszystko niezale¿noœæ niestabilnoœci chro-
mosomowej od czynników egzogennych. Ar-
gumentów przeciwko tej tezie dostarczy³y
badania Michalskiej i wsp. [9] dotycz¹ce
niestabilnoœci chromosomowej u osób zdro-
wych. Wykazano, ¿e œrednia wartoœæ wskaŸ-
nika b/c mala³a w nastêpuj¹cym szeregu:
grupa osób eksponowanych na mutageny
w zwi¹zku z wykonywan¹ prac¹, grupa
osób nara¿onych na mutageny wskutek wy-
sokiego zanieczyszczenia œrodowiska (Gór-
ny Œl¹sk) i grupa osób wolnych od ekspo-
zycji zawodowej i œrodowiskowej (rolnicy
z p³n.-wsch. Polski). Powy¿sze ustalenia
wskazuj¹ na koniecznoœæ w³aœciwego dobo-
ru grupy kontrolnej wobec grupy badanej. 

Nastêpnie postawiono pytanie, czy test
bleomycynowy mo¿na stosowaæ w ocenie
predyspozycji do zachorowania na wszystkie

nowotwory. OdpowiedŸ daje porównanie nie-
stabilnoœci chromosomowej w ró¿nych cho-
robach nowotworowych. W tab. 3. zestawio-
no wartoœci wskaŸnika b/c uzyskanego w ba-
daniach prowadzonych przez ró¿ne zespo³y.
Dla nowotworów g³owy i szyi, p³uc, okrê¿ni-
cy, a tak¿e w¹troby wartoœci wskaŸnika s¹
wy¿sze w porównaniu z grupami kontrolny-
mi. Natomiast dla nowotworów centralnego
uk³adu nerwowego wskaŸnik jest nawet ni¿-
szy od wskaŸnika grupy kontrolnej. Wyniki te
wskazuj¹, ¿e test bleomycynowy mo¿e byæ
stosowany w ocenie niestabilnoœci chromo-
somowej, a tym samym predyspozycji do za-
chorowania na nowotwór, tylko w tych nowo-
tworach, które rozwijaj¹ siê w tkankach na-
ra¿onych na dzia³anie kancerogenów
œrodowiskowych. Odnotowano szczególn¹
przydatnoœæ oceny wskaŸnika b/c w rakach
g³owy i szyi, ze wzglêdu na wysokie pozio-
my niestabilnoœci chromosomowej. 

Pog³êbienie badañ nad niestabilnoœci¹
chromosomow¹ przynios³y kolejne ustale-
nia dotycz¹ce szczególnych grup ryzyka. 

Bondy i wsp. [17] wykazali, ¿e pacjenci,
którzy wykazuj¹ niestabilnoœæ chromosomo-
w¹ i s¹ spokrewnieni w pierwszym stopniu
z osob¹, u której wystêpuje nowotwór, ma-
j¹ ponad dwukrotnie podwy¿szone ryzyko
zachorowania na nowotwór, a u pacjentów
spokrewnionych w pierwszym stopniu
z dwiema lub wiêksz¹ iloœci¹ osób z wykry-
tym nowotworem wspó³czynnik ryzyka wzra-
sta 6,6-krotnie. U¿ytecznoœæ testu bleomy-
cynowego w rozpoznawaniu rodzinnego wy-
stêpowania zwiêkszonej predyspozycji do
zachorowania na nowotwór zosta³a potwier-
dzona tak¿e przez innych autorów [18, 19]. 

Badania niestabilnoœci chromosomowej
w raku krtani przynios³y dalsze ciekawe
ustalenia. Postulowany od dawna odrêbny
status genetyczny chorych na raka krtani
poni¿ej 40. roku ¿ycia (rak krtani w tej gru-
pie wystêpuje bardzo rzadko) zosta³ po-
twierdzony w zakresie niestabilnoœci chro-
mosomowej. U m³odych, doros³ych pacjen-
tów stwierdzono znacz¹co podwy¿szone
wartoœci wspó³czynnika b/c w stosunku do
grupy chorych po 40. roku ¿ycia [20]. 

Test bleomycynowy mo¿e byæ stosowany
nie tylko do wykrywania osób najbardziej
predysponowanych do zachorowania na
okreœlone nowotwory, lecz równie¿ do oce-
ny sk³onnoœci do wystêpowania Zespo³u
Mnogich Nowotworów Pierwotnych. Autorzy

[11] zastrzegaj¹ siê jednak, ¿e ustalenie to
dotyczy tylko nowotworów powstaj¹cych
w tkankach bezpoœrednio nara¿onych na
dzia³anie mutagenów. 

D¹browski i wsp. [13] porównali warto-
œci wskaŸnika b/c u pacjentów z rakami
krtani o ró¿nym stopniu z³oœliwoœci histolo-
gicznej, stwierdzaj¹c nieznaczny wzrost
wskaŸnika b/c wraz ze wzrostem stopnia
z³oœliwoœci histologicznej guza. Niewyklu-
czone zatem, ¿e równie¿ z³oœliwoœæ histo-
logiczna guza jest determinowana przez
poziom niestabilnoœci chromosomowej. 

Natomiast ustalenia na temat zwi¹zku
niestabilnoœci chromosomowej z przebie-
giem choroby nowotworowej nie s¹ jedno-
znaczne. Wykazano brak zwi¹zku miêdzy
wzrostem guza i stadiami choroby, a war-
toœci¹ wspó³czynnika b/c w p³askonab³on-
kowych rakach g³owy i szyi [11]. Jednak
wy¿sze wartoœci wskaŸnika b/c zauwa¿ono
u osób z nowotworem górnych dróg odde-
chowych, które rozwinê³y drugie i trzecie
nowe ognisko nowotworowe [21, 22]. U wiêk-
szoœci tych osób wartoœæ wskaŸnika b/c
przekracza³a 1 i by³a wy¿sza w porównaniu
z osobami z jednym nowotworem. Na przy-
k³adzie raka górnych dróg oddechowych
wskazano tak¿e na mo¿liwoœæ rozpoznania
niepowodzeñ leczenia operacyjnego uzu-
pe³nionego radioterapi¹ i wyst¹pienia na-
wrotu choroby nowotworowej [23]. 

Test bleomycynowy pozwala tak¿e na
identyfikacjê osób nadwra¿liwych na pro-
mieniowanie jonizuj¹ce i chemioterapeuty-
ki. Busch i wsp. [24] twierdz¹, ¿e w celu
wykrycia takiej nadwra¿liwoœci nale¿y oce-
niæ wartoœæ wskaŸnika b/c w komórkach
zdrowych tkanek, co sugeruje nadwra¿li-
woœæ na dzia³anie promieniowania, a tak-
¿e w komórkach nowotworowych, co okre-
œla³oby promieniowra¿liwoœæ nowotworu.
Mo¿e to byæ u¿yteczne w okreœlaniu tole-
rancji pacjentów z chorob¹ nowotworow¹
na radioterapiê i chemioterapiê przed roz-
poczêciem leczenia [25, 26]. 

Du¿e zainteresowanie testem bleomycy-
nowym spowodowa³o podjêcie prób nad
rozwiniêciem metodycznym testu w kierun-
ku zwiêkszenia potencja³u badawczego,
przy zachowaniu istoty testu, z równocze-
sn¹ zmian¹ niektórych warunków doœwiad-
czenia. Do indukcji z³amañ chromosomów
mo¿na wybraæ taki zwi¹zek, którego udzia³
w etiologii nowotworów jest udokumentowa-
ny. W zespole M. Spitz zajêto siê BPDE,
który jest aktywn¹ postaci¹ benzo(a)pire-
nu, nale¿¹cego do policyklicznych wêglo-
wodorów aromatycznych, wystêpuj¹cych
w dymie tytoniowym oraz otaczaj¹cym nas
œrodowisku. BPDE uchodzi za kancerogen
odpowiedzialny za powstawanie nowotwo-
rów górnych dróg oddechowych i p³uc.
Stwierdzono podwy¿szon¹ pod wp³ywem
BPDE wartoœæ wskaŸnika b/c w grupie
chorych na raka p³uc i HNSCC w porów-
naniu z grup¹ kontroln¹ [27, 28]. 

Rozwiniêcie metodyczne testu bleomy-
cynowego stanowi tak¿e ocena wartoœci

Tab. 1. Przyk³ady chorób z niedoborem syntezy naprawczej DNA 

NNaazzwwaa  cchhoorroobbyy SSkk³³oonnnnooœœææ  ddoo  wwyyssttêêppoowwaanniiaa  nnoowwoottwwoorróóww

Ataksja Teleangiektazja (AT) 
homozygoty AT bia³aczki, ch³oniaki
heterozygoty AT rak piersi

Xeroderma Pigmentosum nowotwory skóry

Anemia Fanconiego bia³aczki

Zespó³ Blooma bia³aczki, nowotwory 
przewodu pokarmowego

Retinoblastoma siatkówczaki

Tab. 2. Skala wartoœci wskaŸnika b/c 
w interpretacji Hsu i wsp. [5, 7]

WWaarrttooœœææ  bb//cc IInntteerrpprreettaaccjjaa

poni¿ej 0,8 stabilnoœæ 
chromosomowa

0,8 – 1,0 niestabilnoœæ 
chromosomowa

powy¿ej 1,0 podwy¿szona 
niestabilnoœæ 
chromosomowa
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wskaŸnika b/c w tkankach innych ni¿ lim-
focyty krwi obwodowej. Przyk³adowo, Clo-
os i wsp. [29] porównali uszkodzenia indu-
kowane bleomycyn¹ w limfocytach krwi ob-
wodowej z uszkodzeniami w fibroblastach
i keratynocytach jamy ustnej, tzn. w tkan-
kach bezpoœrednio nara¿onych na dzia³a-
nie kancerogenów. Stwierdzono korelacjê
pomiêdzy limfocytami a fibroblastami dla
iloœci uszkodzonych komórek, ale nie dla
liczby z³amañ przypadaj¹cych na komórkê.
Natomiast keratynocyty okaza³y siê byæ
zbyt wra¿liwe na dzia³anie bleomycyny i in-
deks mitotyczny by³ zbyt niski by oceniæ
uszkodzenia chromosomów. 

Nastêpn¹ mo¿liwoœci¹ rozszerzenia testu
jest ustalenie, które chromosomy i w którym
miejscu najczêœciej ulegaj¹ uszkodzeniom,
tzn. uzupe³nienie analizy iloœciowej analiz¹
jakoœciow¹. W badaniach przeprowadzonych
na dziesiêcioosobowych grupach najwiêksz¹
liczbê z³amañ w nowotworach g³owy i szyi
znaleziono w 3 i 7 chromosomie w regio-
nach 3p21, 3q21, 7q22, a w czerniaku z³o-
œliwym w chromosomach 1, 6 i 9 w regio-
nach 1p32, 1q32, 6p21, 6q21, 9q11 [30].
Analogiczne badania podjête w naszym ze-

spole, równie¿ wskazuj¹ na nieprzypadkowy
rozk³ad z³amañ chromosomów, ale nie po-
zwalaj¹ jeszcze na wskazanie miejsc uszko-
dzeñ swoistych dla raka krtani [31]. 

W podsumowaniu nale¿y stwierdziæ, ¿e
test bleomycynowy pomaga wykryæ osoby
wykazuj¹ce predyspozycjê do zachorowania
na nowotwór. Jednak¿e u¿ytecznoœæ jest za-
wê¿ona do nowotworów indukowanych eks-
pozycj¹ na mutageny œrodowiskowe. Zwiêk-
szone ryzyko wyst¹pienia nowotworu usta-
lone na podstawie testu bleomycynowego
pozostaje wartoœci¹ probabilistyczn¹ i nie
oznacza pewnoœci zachorowania [2, 32]. Dla
klinicystów jest to jednak wskazaniem do
czêstszych kontroli danych pacjentów. Po
stronie praktycznej najbli¿ej u¿ytecznoœci jest
identyfikacja osób nadwra¿liwych na promie-
niowanie, u których mo¿na oczekiwaæ ne-
gatywnego odczynu popromiennego. 
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Tab. 3. Zestawienie wartoœci wskaŸnika b/c w ró¿nych nowotworach

GGrruuppaa LLiicczzeebbnnooœœææ bb//cc±±ssdd RReeffeerreennccjjaa

HNSCC 77 1,03±0,51 T.C. Hsu  

rak p³uc 71 0,98±0,41 i wsp. [5]

rak okrê¿nicy 83 1,00±0,41

rak piersi 82 0,64±0,36

kontrola 335 0,55±0,27

nowotwory centralnego S.P. Schantz
uk³adu nerwowego 10 0,55±0,27 i T.C. Hsu [10]

kontrola 335 0,60±0,35

HNSCC 50 0,96±0,31 J. Cloos 

RUDT (MPT) 20 1,20±0,47 i wsp. [11]

kontrola 52 0,77±0,19

HNSCC 37 1,22±0,50 T. Krêcicki 

kontrola 23 0,79±0,30 i wsp. [12]

rak krtani 61 0,68±0,23 P. D¹browski 

kontrola 30 0,37±0,15 i wsp. [13]

glejaki 44 0,72±0,45 M.L. Bondy 

kontrola 45 0,45±0,35 i wsp. [14]

dziedziczne nowotwory okrê¿nicy 12 0,59±0,14 J. K³adny 

kontrola 12 0,35±0,13 i wsp. [15]

sporadyczne nowotwory okrê¿nicy 14 0,43±0,14

kontrola 14 0,42±0,15

rak w¹troby 28 0,92 X. Wu i wsp.

kontrola 110 0,55 [16]

HNSCC (head and neck squamous cell carcinoma) – nowotwory p³askonab³onkowe g³owy i szyi, 

RUDT (respiratory and upper digestive tract) – uk³ad oddechowy i górny odcinek przewodu pokarmowego, 

MPT (multiple primary tumours) – mnogie nowotwory pierwotne


