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Do rozwoju choroby nowotworowej przy-
czyniaja sie zaréwno czynniki srodowisko-
we, jak réwniez cechy osobnicze, a w tym
predyspozycja genetyczna. Do dnia dzisiej-
szego poznano niewiele konstytutywnych
aberracji chromosomowych i samych gendw
odpowiedzialnych za powstanie okreslonych
choréb nowotworowych. Dlatego tez zwro-
cono uwage na ceche ogolniejszg niz kon-
kretne aberracje, a mianowicie na niestabil-
nos$¢ chromosomowa, ktéra jest terminem
okreslajgcym zwiekszong czestos¢ ztaman
i innych uszkodzen chromosomoéw w porow-
naniu z populacjg kontrolng. Dotyczy to za-
rowno uszkodzen spontanicznych, jak i in-
dukowanych réznymi zwigzkami chemiczny-
mi, a takze promieniowaniem jonizujgcym.

Juz w latach 70. niestabilno$¢ chromoso-
mowg zauwazono w niektérych zespotach
chorobowych, takich jak: ataxia teleangiecta-
sia, zespot Blooma, xeroderma pigmentosum,
anemia Fanconiego. W tab. 1. podano przy-
ktady zespotéw, w ktdrych wystepuje niesta-
bilno$¢ chromosomowa z uwzglednieniem no-
wotwordw, najczesciej spotykanych w danym
zespole [1]. W chorobach tych stwierdzono
ponadto niedobory syntezy naprawczej DNA,
co logicznie uzasadnia zwiekszone ryzyko po-
wstania nowotworéw. Niestabilnos¢ chromo-
somowg zauwazono rowniez, ale stabiej wy-
razong, u 0séb zdrowych, u ktérych powstat
nowotwdr [2]. W tym wypadku mowi sie
o tzw. ,ukrytej” niestabilnosci chromosomo-
wej, poniewaz zwiekszona liczba ztaman jest
wykrywana dopiero po podaniu zwigzku in-
dukujgcego uszkodzenia. Zasugerowano, ze
wigze sie to z odziedziczalnymi zmianami
struktury chromatyny zwiekszajagcymi jej po-
datnos¢ na uszkodzenia i, by¢ moze, utrud-
niajgcymi naprawe DNA [3]. Zdaniem Hsu
niestabilnos¢ jest czynnikiem utatwiajgcym po-
wstawanie kolejnych mutacji, ktére mogg pro-
wadzi¢ do transformaciji nowotworowej i da-
lej do rozwoju choroby nowotworowej u 0séb
predysponowanych genetycznie [4].

W celu doswiadczalnego okreslania po-
ziomu niestabilno$ci chromosomowej w la-
boratorium T. C. Hsu, Houston, Texas [4,5]
opracowano i wprowadzono technike, na-
zwang pozniej testem bleomycynowym od
nazwy zwigzku wybranego do indukowania
uszkodzert chromosomow. Istotg testu jest
indukcja uszkodzen chromosomdéw w warun-
kach hodowli in vitro. Do indukowania aber-
racji chromosoméw wybrano bleomycyne
(BLM). Zwigzek ten, nalezacy do glikopep-
tydéw, ma bardzo rozbudowang strukture
chemiczng z licznymi grupami aktywnymi.
Struktura ta nadaje mu witasciwosci radio-
mimetyczne i cytostatyczne, a w szczegol-
nosci zdolno$¢ reagowania z czasteczkag
DNA. Zaproponowano dwa mechanizmy (tle-
nowy i beztlenowy) reagowania bleomycyny
z DNA, w obu przypadkach nakierowane na
pozycje C-4' deoksyrybozy [6]. Rezultatem
tej reakcji jest generowanie jednoniciowych
i dwuniciowych peknie¢ DNA oraz powsta-
wanie miejsc apurynowych/apirymidynowych.
Dzieki tak rozbudowanej genotoksycznosci
wrazliwos¢ na BLM jest traktowana jako wy-
znacznik szeroko rozumianej wrazliwosci na
mutageny.

Test bleomycynowy w wersji zapropono-
wanej przez Hsu i wsp. [4, 5] prowadzi sie
opierajgc na hodowli limfocytéw krwi obwo-
dowej ze wzgledu na tatwos¢ ich pozyski-
wania przy jednoczesnym przyjeciu zatoze-
nia, ze zmiany genetyczne w limfocytach sg
reprezentatywne dla innych komérek soma-
tycznych. BLM podaje sie w péznej fazie
S/G, cyklu komérkowego. W rezultacie
uszkodzenia powodowane przez ten zwig-
zek mogag zosta¢ utrwalone podczas mito-
zy i ujawniajg sie pod postacig ztaman
chromatyd i innych aberracji chromosomow.

Test bleomycynowy jest testem iloscio-
wym, w ktérym oznacza sie dwie wartosci.
Podstawowym parametrem jest tzw. wskaz-
nik b/c (breaks per cell), oznaczajacy licz-
be ztaman chromatyd przypadajacg na ko-
morke. Dodatkowo okresla sie udziat pro-
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Tab. 1. Przyktady chordb z niedoborem syntezy naprawczej DNA

Nazwa choroby

Ataksja Teleangiektazja (AT)
homozygoty AT
heterozygoty AT

Xeroderma Pigmentosum
Anemia Fanconiego

Zespot Blooma

Retinoblastoma

centowy komorek z uszkodzeniami w catej
puli ocenianych komdrek. Dla uzyskania
miarodajnego wyniku ocenia sie 50-100
ptytek metafazowych.

Normy dla wskaznika b/c ustalone przez
Hsu i wsp. [5, 7] po przebadaniu duzej gru-
py 0séb zdrowych oraz grupy chorych na no-
wotwory okreznicy, ptuc, gtowy i szyi (tab. 2.)
zostaty przyjete przez ogoét badaczy.

Badania niestabilnosci chromosomowej za
pomocg testu bleomycynowego w wersji za-
proponowanej przez Hsu i wsp. [4, 5, 7] zo-
staly podjete przez wiele laboratoriow (takze
polskich) i przyniosty szereg ciekawych usta-
len, ktére zostang przedstawione ponizej.

Wykazano, ze wartosci wskaznika b/c nie
sg zalezne od takich czynnikéw jak wiek,
pte¢ oraz palenie papierosow [7, 8]. Nieza-
leznos¢ od wspomnianych czynnikéw osob-
niczych i egzogennych pozwolita na przyje-
cie wskaznika niestabilnosci jako cechy kon-
stytutywnej. Pewne watpliwosci budzi mimo
wszystko niezaleznos¢ niestabilnosci chro-
mosomowej od czynnikéw egzogennych. Ar-
gumentéw przeciwko tej tezie dostarczyty
badania Michalskiej i wsp. [9] dotyczace
niestabilnosci chromosomowej u oséb zdro-
wych. Wykazano, ze srednia warto$¢ wskaz-
nika b/c malata w nastepujgcym szeregu:
grupa 0sob eksponowanych na mutageny
w zwigzku z wykonywang pracg, grupa
0s6b narazonych na mutageny wskutek wy-
sokiego zanieczyszczenia $rodowiska (Gor-
ny Slask) i grupa oséb wolnych od ekspo-
zycji zawodowej i $Srodowiskowej (rolnicy
z ptn.-wsch. Polski). Powyzsze ustalenia
wskazujg na koniecznos¢ wiasciwego dobo-
ru grupy kontrolnej wobec grupy badanej.

Nastepnie postawiono pytanie, czy test
bleomycynowy mozna stosowa¢ w ocenie
predyspozycji do zachorowania na wszystkie

Tah. 2. Skala wartosci wskaznika b/c
w interpretaciji Hsu i wsp. [5, 7]
Warto$¢ b/c Interpretacja

stabilnos¢
chromosomowa

ponizej 0,8

0,8 -1,0 niestabilnos¢

chromosomowa

powyzej 1,0 podwyzszona
niestabilnos¢

chromosomowa

Sktonno$¢ do wystepowania nowotworéw

biataczki, chtoniaki
rak piersi

nowotwory skory
biataczki

biataczki, nowotwory
przewodu pokarmowego

siatkdwczaki

nowotwory. OdpowiedZ daje poréwnanie nie-
stabilnosci chromosomowej w réznych cho-
robach nowotworowych. W tab. 3. zestawio-
no wartosci wskaznika b/c uzyskanego w ba-
daniach prowadzonych przez rézne zespoty.
Dla nowotworow gtowy i szyi, ptuc, okrezni-
cy, a takze watroby wartosci wskaZnika sg
wyzsze w poréwnaniu z grupami kontrolny-
mi. Natomiast dla nowotworéw centralnego
uktadu nerwowego wskaznik jest nawet niz-
szy od wskaznika grupy kontrolnej. Wyniki te
wskazujg, ze test bleomycynowy moze byc¢
stosowany w ocenie niestabilnosci chromo-
somowej, a tym samym predyspozycji do za-
chorowania na nowotwar, tylko w tych nowo-
tworach, ktére rozwijajg sie w tkankach na-
razonych na dziatanie kancerogendw
Srodowiskowych. Odnotowano szczegdlng
przydatnos¢ oceny wskaznika b/c w rakach
gtowy i szyi, ze wzgledu na wysokie pozio-
my niestabilnosci chromosomowej.
Pogtebienie badan nad niestabilnoscig
chromosomowag przyniosty kolejne ustale-
nia dotyczgce szczegdlnych grup ryzyka.
Bondy i wsp. [17] wykazali, ze pacjenci,
ktorzy wykazujg niestabilnos¢ chromosomo-
wa i sg spokrewnieni w pierwszym stopniu
z 0sobg, u ktdrej wystepuje nowotwodr, ma-
ja ponad dwukrotnie podwyzszone ryzyko
zachorowania na nowotwor, a u pacjentow
spokrewnionych w pierwszym stopniu
z dwiema lub wieksza iloscig osob z wykry-
tym nowotworem wspoétczynnik ryzyka wzra-
sta 6,6-krotnie. Uzytecznos$¢ testu bleomy-
cynowego w rozpoznawaniu rodzinnego wy-
stepowania zwiekszonej predyspozycji do
zachorowania na nowotwor zostata potwier-
dzona takze przez innych autoréw [18, 19].
Badania niestabilnosci chromosomowe;j
w raku krtani przyniosty dalsze ciekawe
ustalenia. Postulowany od dawna odrebny
status genetyczny chorych na raka krtani
ponizej 40. roku zycia (rak krtani w tej gru-
pie wystepuje bardzo rzadko) zostat po-
twierdzony w zakresie niestabilnosci chro-
mosomowej. U mtodych, dorostych pacjen-
téw stwierdzono znaczgco podwyzszone
wartosci wspotczynnika b/c w stosunku do
grupy chorych po 40. roku zycia [20].
Test bleomycynowy moze by¢ stosowany
nie tylko do wykrywania oséb najbardziej
predysponowanych do zachorowania na
okreslone nowotwory, lecz réwniez do oce-
ny sktonnosci do wystepowania Zespotu
Mnogich Nowotworéw Pierwotnych. Autorzy

[11] zastrzegajg sie jednak, ze ustalenie to
dotyczy tylko nowotworéw powstajgcych
w tkankach bezposrednio narazonych na
dziatanie mutagenow.

Dabrowski i wsp. [13] poréwnali warto-
$ci wskaznika b/c u pacjentéw z rakami
krtani o réznym stopniu ztosliwosci histolo-
gicznej, stwierdzajgc nieznaczny wzrost
wskaZnika b/c wraz ze wzrostem stopnia
ztosliwosci histologicznej guza. Niewyklu-
czone zatem, ze rowniez ztosliwosc histo-
logiczna guza jest determinowana przez
poziom niestabilnosci chromosomowej.

Natomiast ustalenia na temat zwigzku
niestabilnosci chromosomowej z przebie-
giem choroby nowotworowej nie sg jedno-
znaczne. Wykazano brak zwigzku miedzy
wzrostem guza i stadiami choroby, a war-
toscig wspotczynnika b/c w ptaskonabton-
kowych rakach gtowy i szyi [11]. Jednak
wyzsze wartosci wskaznika b/c zauwazono
u 0s6b z nowotworem goérnych drég odde-
chowych, ktére rozwinety drugie i trzecie
nowe ognisko nowotworowe [21, 22]. U wigk-
szosci tych osob wartos¢ wskaznika b/c
przekraczata 1 i byta wyzsza w poréwnaniu
z osobami z jednym nowotworem. Na przy-
ktadzie raka gornych drég oddechowych
wskazano takze na mozliwos¢ rozpoznania
niepowodzen leczenia operacyjnego uzu-
petnionego radioterapig i wystapienia na-
wrotu choroby nowotworowej [23].

Test bleomycynowy pozwala takze na
identyfikacje oséb nadwrazliwych na pro-
mieniowanie jonizujgce i chemioterapeuty-
ki. Busch i wsp. [24] twierdzg, ze w celu
wykrycia takiej nadwrazliwosci nalezy oce-
ni¢ warto$¢ wskaznika b/c w komdrkach
zdrowych tkanek, co sugeruje nadwrazli-
wos$¢ na dziatanie promieniowania, a tak-
ze w komorkach nowotworowych, co okre-
$latoby promieniowrazliwo$¢ nowotworu.
Moze to by¢ uzyteczne w okreslaniu tole-
rancji pacjentow z chorobg nowotworowg
na radioterapie i chemioterapie przed roz-
poczeciem leczenia [25, 26].

Duze zainteresowanie testem bleomycy-
nowym spowodowato podjecie prob nad
rozwinieciem metodycznym testu w kierun-
ku zwiekszenia potencjatu badawczego,
przy zachowaniu istoty testu, z réwnocze-
sng zmiang niektérych warunkéw doswiad-
czenia. Do indukcji ztaman chromosomow
mozna wybrac taki zwigzek, ktérego udziat
w etiologii nowotwordw jest udokumentowa-
ny. W zespole M. Spitz zajeto sie BPDE,
ktéry jest aktywng postacig benzo(a)pire-
nu, nalezgcego do policyklicznych weglo-
wodoréw aromatycznych, wystepujacych
w dymie tytoniowym oraz otaczajacym nas
Srodowisku. BPDE uchodzi za kancerogen
odpowiedzialny za powstawanie nowotwo-
row gornych drég oddechowych i ptuc.
Stwierdzono podwyzszong pod wptywem
BPDE wartos¢ wskaznika b/c w grupie
chorych na raka ptuc i HNSCC w poréw-
naniu z grupa kontrolng [27, 28].

Rozwiniecie metodyczne testu bleomy-
cynowego stanowi takze ocena wartosci
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Tab. 3. Zestawienie wartosci wskaznika b/c w réznych nowotworach

HNSCC 77 1,03+0,51 T.C. Hsu
rak ptuc 71 0,98+0,41 i wsp. [5]
rak okreznicy 83 1,00+0,41
rak piersi 82 0,64+0,36
kontrola 335 0,55+0,27

HNSCC 50 0,96+0,31 J. Cloos
RUDT (MPT) 20 1,20+0,47 i wsp. [11]
kontrola 52 0,77+0,19

rak krtani 61

0,68+0,23 P. Dabrowski

kontrola 30 0,37+0,15 i wsp. [13]

dziedziczne nowotwory okreznicy 12 0,59+0,14 J. Ktadny
kontrola 12 0,35+0,13 i wsp. [15]
sporadyczne nowotwory okreznicy 14 0,43+0,14

kontrola 14 0,42+0,15

HNSCC (head and neck squamous cell carcinoma) — nowotwory ptaskonabtonkowe glowy i szyi,
RUDT (respiratory and upper digestive tract) — uktad oddechowy i gérny odcinek przewodu pokarmowego,
MPT (multiple primary tumours) — mnogie nowotwory pierwotne

wskaznika b/c w tkankach innych niz lim-
focyty krwi obwodowej. Przyktadowo, Clo-
os i wsp. [29] poréwnali uszkodzenia indu-
kowane bleomycyng w limfocytach krwi ob-
wodowej z uszkodzeniami w fibroblastach
i keratynocytach jamy ustnej, tzn. w tkan-
kach bezposrednio narazonych na dziata-
nie kancerogendéw. Stwierdzono korelacje
pomiedzy limfocytami a fibroblastami dla
ilosci uszkodzonych komodrek, ale nie dla
liczby ztaman przypadajgcych na komorke.
Natomiast keratynocyty okazaty sie byc
zbyt wrazliwe na dziatanie bleomycyny i in-
deks mitotyczny byt zbyt niski by oceni¢
uszkodzenia chromosomow.

Nastepna mozliwoscig rozszerzenia testu
jest ustalenie, ktére chromosomy i w ktérym
miejscu najczesciej ulegajg uszkodzeniom,
tzn. uzupetnienie analizy ilosciowej analizg
jakosciowa. W badaniach przeprowadzonych
na dziesiecioosobowych grupach najwiekszg
liczbe ztamani w nowotworach gtowy i szyi
znaleziono w 3 i 7 chromosomie w regio-
nach 3p21, 3921, 7922, a w czerniaku zto-
Sliwym w chromosomach 1, 6 i 9 w regio-
nach 1p32, 1932, 6p21, 6921, 9911 [30].
Analogiczne badania podjete w naszym ze-

spole, réwniez wskazujg na nieprzypadkowy
rozktad ztaman chromosomow, ale nie po-
zwalajg jeszcze na wskazanie miejsc uszko-
dzen swoistych dla raka krtani [31].

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze
test bleomycynowy pomaga wykry¢ osoby
wykazujace predyspozycje do zachorowania
na nowotwodr. Jednakze uzytecznos¢ jest za-
wezona do nowotworéw indukowanych eks-
pozycjg na mutageny srodowiskowe. Zwiek-
szone ryzyko wystgpienia nowotworu usta-
lone na podstawie testu bleomycynowego
pozostaje wartoscig probabilistyczng i nie
oznacza pewnosci zachorowania [2, 32]. Dla
klinicystow jest to jednak wskazaniem do
czestszych kontroli danych pacjentéw. Po
stronie praktycznej najblizej uzytecznosci jest
identyfikacja oséb nadwrazliwych na promie-
niowanie, u ktérych mozna oczekiwacé ne-
gatywnego odczynu popromiennego.
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