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Procjena individualne osjetljivosti na mutagene često je dio istraživanja u epidemiološkim studijama koje 
prate pojavnost zloćudnih bolesti u populacijama. Posljedica djelovanja mutagena u genomu izloženih 
osoba jest nastanak određene, manje ili veće, količine oštećenja, uvjetovane individualnim razlikama u 
osjetljivosti. Viša razina takve genomske nestabilnosti znači opasnost (rizik) od razvoja zloćudnih bolesti. 
Interindividualne razlike u odgovoru na mutagene obično se povezuju i s promijenjenom (većinom 
smanjenom) sposobnosti (kapacitetom) za popravak DNA. Citogenetičke studije su pokazale da je genom 
tumorskih stanica nestabilniji od normalnih, a time i skloniji akumuliranju oštećenja, bilo da je nestabilnost 
uzrokovana nasljeđem, izloženošću ili kombinacijom tih dvaju učinaka. U oboljelih ispitanika utvrđena 
je povećana učestalost kromatidnih i kromosomskih aberacija naspram normalne populacije te sklonost 
razvoju određenih vrsta neoplazija. U praćenju povezanosti promijenjenog odgovora i pojavnosti tumora 
služe nam različiti biomarkeri. Kao indirektni pokazatelji uspješnosti popravka DNA često se rabe testovi 
osjetljivosti na mutagene u kulturama limfocita periferne krvi. Jedan od takvih testova je i bleomicinski 
test. Radiomimetik i citostatik, a po strukturi glikopeptid, bleomicin se u stanici prevodi u aktivni oblik 
sposoban cijepati molekulu DNA što uzrokuje brojne jednolančane i dvolančane lomove. Kao jednostavna 
i jeftina metoda, zasniva se na utvrđivanju ukupnog broja jednolančanih lomova u kromosomima limfocita 
uzgajanih u staničnoj kulturi koji su u uvjetima in vitro tijekom kasne G

2
-faze staničnog ciklusa bili izloženi 

bleomicinu. Ovaj revijalni rad daje pregled utjecaja raznih faktora na rezultate samog testa i pokazuje 
njegovu široku primjenu u proučavanju genomske nestabilnosti koju najčešće uzrokuje kombinacija raznih 
faktora.

KLJUČNE RIJEČI: DNA-popravak, jednolančani lomovi, kromatidni lomovi, polimorfi zam, translokacije, 
tumorske stanice
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Bleomicin-test

Procjena individualne osjetljivosti na mutagene 
često je dio epidemioloških istraživanja koja prate 
pojavnost zloćudnih bolesti u populacijama. Naime, 
kao posljedica djelovanja mutagena u genomu 
izloženih osoba nastaje određena, manja ili veća, 
količina oštećenja, koja je uvjetovana individualnim 
razlikama u osjetljivosti. Viša razina takve genomske 
nestabilnosti znači opasnost (rizik) od razvoja 
zloćudnih bolesti. Interindividualne razlike u odgovoru 
na mutagene obično se povezuju i s promijenjenom 

(većinom smanjenom) sposobnosti (kapacitetom) za 
popravak DNA. Citogenetičke studije su pokazale da 
je genom tumorskih stanica nestabilniji od normalnih 
(1-3), a time i skloniji akumuliranju oštećenja, bilo da 
je nestabilnost uzrokovana nasljeđem, izloženošću ili 
kombinacijom tih dvaju učinaka (4).

Nasljedna kromosomska nestabilnost opisana 
je u raznim sindromima povezanim s lomovima 
kromosoma, kao što su Bloomov sindrom, Fanconijeva 
anemija, Ataxia telangiectasia i Xeroderma 
pigmentosum (5,6). U oboljelih ispitanika utvrđena 
je povećana učestalost kromatidnih i kromosomskih 
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aberacija naspram normalne populacije te sklonost 
razvoju određenih vrsta neoplazija. No, osim 
ovakvih ekstremnih primjera, različite varijacije u 
kromosomskoj nestabilnosti opisane su i u zdravih 
ljudi (7).

Kao jedan od čimbenika pretvorbe normalnih 
stanica u tumorske, genomska se nestabilnost očituje 
u promjeni mikrosatelitnih sljedova, dužini telomera 
te u indukciji kromosomskih aberacija (8). Zbog 
stabiliziranja stanja izazvanog prebrzim skraćivanjem 
telomera može doći do genomskih rearanžmana, 
gubitka heterozigotnosti i genske amplifi kacije.

Za praćenje povezanosti takvog promijenjenog 
odgovora i pojavnosti tumora služe nam različiti 
biomarkeri. Kao indirektni pokazatelji uspješnosti 
popravka DNA često se rabe testovi osjetljivosti 
na mutagene u kulturama limfocita periferne krvi. 
Jedan od takvih testova predložili su Hsu i suradnici 
(9). U svojem su testu osjetljivosti na mutagene 
rabili bleomicin, citostatik koji uzrokuje stvaranje 
kromatidnih lomova. Po strukturi glikopeptid, 
bleomicin se u stanici prevodi u aktivni oblik 
sposoban cijepati molekulu DNA pri čemu nastaju 
brojni jednolančani i dvolančani lomovi. Kako izaziva 
oštećenja slična onima potaknutim ionizirajućim 
zračenjem, ubrajamo ga i u radiomimetike (10). 
Bleomicin-test je jednostavna i jeftina metoda koja se 
zasniva na utvrđivanju ukupnog broja jednolančanih 
lomova u kromosomima limfocita uzgajanih u staničnoj 
kulturi koji su u uvjetima in vitro tijekom kasne G

2
-

faze staničnog ciklusa bili izloženi bleomicinu. Danas 
se rabe i usporedbe osjetljivosti testa izlaganjem 
limfocita bleomicinu u G

0
 i G

2
-fazi (11).

Metoda je u osnovi vrlo jednostavna. Uzorak 
heparinizirane krvi dodaje se u hranjivi medij za 
rast stanica (obično RPMI 1640 obogaćen 20 %-
tnim telećim fetalnim serumom i antibioticima). 
Dodatkom mitogena fi tohemaglutinina potiče se rast 
T-limfocita. Kultura se inkubira 72 sata, u termostatu 
na 37 °C, u atmosferi s 5 % CO

2. 
Na početku zadnjih 

5 sati kultiviranja limfociti se izlažu bleomicinu u 
koncentraciji 30 µg mL-1. Početkom 72. sata u stanične 
kulture dodaje se otopina kolhicina u koncentraciji od 
0.25 µg mL-1. Nakon završetka kultiviranja stanica 
pristupa se izradi preparata prema standardnom 
citogenetičkom protokolu (12). Mikroskopski 
preparati oboje se Giemsinom bojom te analiziraju 
s pomoću svjetlosnog mikroskopa. Hsu i sur. (9) 
preporučuju brojenje ukupnog broja kromatidnih 
lomova u 100 dobro raspršenih metafaza po osobi. 
Broj kromatidnih lomova po stanici (tzv. b/c, od 

engl. breaks/cell) uzima se kao pokazatelj (indikator) 
osjetljivosti na mutagene. Ako je dobivena vrijednost 
jednaka ili veća od 0,8 lomova po stanici, govorimo 
o kromosomskoj nestabilnosti i osjetljivosti, dok su 
vrijednosti veće od jedan pokazatelj preosjetljivosti.

U kulturama stanica koje su bile izložene 
bleomicinu uočene su i metafaze s multiplim 
oštećenjima kromosoma. One se obično pojavljuju s 
vrlo niskom učestalosti (manje od 1 %), a njihov se 
nastanak povezuje sa somatskim mutacijama zbog 
kojih su mehanizmi popravka potpuno ili gotovo 
potpuno inhibirani ili reducirani (13).

Definicija fenotipa osjetljivog na mutagene 
prilično je teška, a literatura o tome uglavnom je 
nekonzistentna. U istraživanjima se često kao granična 
vrijednost osjetljivosti za dihotomizaciju rezultata 
rabi medijan te vrijednosti 25. (14), 50. (15) ili 75. 
percentile, a i vrijednosti b/c dobivene u istraživanjima 
često se razlikuju.

Cloos i sur. (16) nisu našli značajne razlike u 
podacima dobivenim brojenjem u različitim labo-
ratorijima, dok su Erdei i sur. (17) utvrdili dobre 
korelacije pri uspoređivanju međulaboratorijskih 
podataka, kao i podataka dobivenih između i unutar 
različitih opažatelja.

Epidemiološke studije

Dosadašnja istraživanja upućuju na povezanost 
između rezultata bleomicin-testa i pojavnosti 
premalignih lezija (18-20, 9). Do danas je proveden 
velik broj istraživanja sa svrhom procjene osjetljivosti 
na bleomicin i procjene rizika od razvoja zloćudnih 
(malignih) bolesti. Najveći postotak osjetljivosti 
pronađen je u tkivima i/ili organima bolesnika koji 
su bili direktno izloženi nepovoljnim uvjetima okoliša 
(više od 70 %), dok je tek 10 % do 20 % zdravih 
pojedinaca pokazalo preosjetljivost na izloženost 
istom mutagenu (9, 16). Hsu i suradnici (9) utvrdili su 
da 70 % od 313 bolesnika s potvrđenim dijagnozama 
karcinoma kolona, pluća ili glave/vrata imaju 
učestalost lomova po stanici veću od 0,80, dok je ona 
u 335 zdravih pojedinaca bila tek 22 %.

U oboljelih od kolorektalnog karcinoma pronađene 
su povišene vrijednosti kromatidnih lomova naspram 
odgovarajućih kontrola (21, 22). Proučavajući 
pacijentice oboljele od karcinoma jajnika, maternice 
i grla maternice, Waksmanski i suradnici ustanovili 
su značajno veću osjetljivost na bleomicin naspram 
kontrolne skupine, zaključujući da bi metoda mogla 
biti korisna u otkrivanju subpopulacija s višom 
kromosomskom nestabilnosti i sklonosti razvoju 
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zloćudnih bolesti (23). Oboljeli od skvamoznog 
tipa tumora glave i vrata također su pokazali veću 
osjetljivost na bleomicin (24, 25, 26), a Szekely i 
suradnici (26) čak su utvrdili da se ovaj test može 
iskoristiti kao biomarker za otkrivanje predispozicije 
za razvoj zloćudnih bolesti u osoba preosjetljivih na 
bleomicin u kojih je učestalost stanica s aberacijama 
veća od 2 %.

Polimorfi zmi i ekspresija gena

Polimorfi zam obično uključuje promjenu samo 
jednog nukleotida (SNP, engl. single nucleotide 
polymorphism), gubitak (deleciju) manjeg ili većeg 
dijela slijeda u molekuli DNA, umetanje određenog 
broja nukleotida ili pak ponavljanja di-, tri- ili 
oligonukleotida različit broj puta, a koji varira među 
pojedincima. SNP je polimorfi zam jednog nukleotida 
u kojem je jedan od četiri nukleotida (A, T, C ili G) 
zamijenjen drugim. SNP-ovi uzrokuju promjenu 
slijeda u DNA. U ljudskom genomu ima oko 15 
milijuna SNP-a, od kojih 50.000 do 100.000 može 
promijeniti funkciju ili izražaj gena. Kako je učestalost 
70 % SNP-a u populaciji manja od 5 %, nazivamo ih 
rijetkim SNP-ovima (27).

Najčešća vrsta varijacije u slijedu DNA nekog 
gena je SNP. Povezanost takve promjene u samo 
jednom nukleotidu (koja se u prosjeku događa na 
svakih 1000 nukleotida u ljudskom genomu) sa 
složenom etiologijom zloćudnih bolesti do danas je 
slabo istražena (28). Danas postoje mnoga istraživanja 
koja polimorfi zme određenih gena uključenih u razne 
mehanizme popravka ili metaboliziranja tvari dovode 
u vezu s nastankom, razvojem i povećanom sklonosti 
prema nastanku neke bolesti (29). Sami polimorfi zmi 
mogu dovesti do promijenjene (smanjene ili povišene) 
ekspresije određenog ili određenih gena, utječući tom 
promjenom na mehanizme popravka u samoj stanici 
(30-34). 

Tuimala (35) pokazao je da polimorfi zam gena 
XRCC1 (od engl. X-ray repair cross-complementing 
1) utječe na osjetljivost stanica na bleomicin (36). 
U istraživanjima na 80 zdravih bijelaca isti je autor 
dokazao da nosioci polimorfizma na položaju -
280 u genu XRCC1 imaju veću osjetljivost na 
bleomicin. XRCC1 je gen koji sudjeluje u popravku 
izrezivanjem krivo sparenih baza ili BER (od engl. 
base excision repair). Naspram toga, pušači koji su 
bili nositelji polimorfi zma na položaju –1450 u genu 
BLHX pokazivali su smanjenu osjetljivost. BLHX 
je gen za bleomicin hidrolazu, enzim odgovoran za 

metaboliziranje bleomicina u organizmu. Istraživanja 
drugih gena koji sudjeluju u metabolizmu, primjerice 
NAT2 (N-acetiltransferaza) i XRCC3 te GSTM1 i 
GSTT1 (glutation-S-transferaze) koje je ispitivao i 
Wakmanski (31), nisu pokazala nikakvu vezu s ne/
osjetljivošću na bleomicin. 

Nakon izlaganja bleomicinu, Cloos (37) 
primijetio je promjenu u ekspresiji gena uključenih 
u stanični rast i proliferaciju, regulaciju staničnog 
ciklusa i popravka DNA. Usporedbom skupine 
osjetljive na mutagene s neosjetljivom uočena je 
promijenjena ekspresija gena uključenih u prijenos 
signala, stanični rast i održavanje (npr. BUB1 i 
DUSP4). Uključenost više raznih skupina gena 
pokazuje da je ne/osjetljivost na bleomicin određena 
njihovom uzajamnom aktivnošću; promjenom 
u ekspresiji, koja utječe na metaboliziranje 
bleomicina, a samim time i osjetljivosti, tj. 
odgovoru na mutagen. Svi ti podaci upućuju na 
potrebu daljnjih ispitivanja gena odgovornih za 
nastanak sporadičnih tumora.

Wu (38) proučavao je utjecaj osjetljivosti na 
mutagene i povezanosti s razvojem raka pluća u 
ispitanika dviju rasa, Amerikanaca meksičkog 
i afričkog podrijetla. Istraživši polimorfizam 
PADPRP (poli-ADP riboza-polimeraza) gena na 
kromosomu 13, koji se povezuje s nastankom te 
bolesti, pokazao je da između rasa postoji različita 
raspodjela pojedinih polimorfizama te da je 
genotipska populacija sa polimorfi zmom alela B 
(delecija 193pb-segmenta u tom lokusu), neovisno 
o rasnoj pripadnosti povezana s povećanim rizikom 
od razvoja te zloćudne bolesti. Rajaee-Behbahani 
(39) pokazao je primjenom bleomicin-testa da se 
PARP, enzim koji se aktivira u prisutnosti lomova 
u DNA i sudjeluje u njihovu popravku, stvara u 
značajno manjim količinama u pacijenata oboljelih 
od karcinoma ždrijela.

Mišljenja o tome je li osjetljivost na mutagene 
samo genski uvjetovana, a neovisna o čimbenicima 
okoliša, podijeljena su (16, 14, 40).

U istraživanjima blizanaca (41-43) Cloos i 
Tedeschi pokazali su visoku uvjetovanost nasljeđem 
u jednojajčanih blizanaca za razliku od dvojajčanih 
(75 % i 58 % u odnosu prema 40,7 %). U obiteljskim 
studijama primijećeno je da je rodbina u prvom 
koljenu također osjetljivija na izloženost mutagenima, 
slično kao i osjetljivi pojedinci te da je osjetljivost na 
mutagene u svih srodnika mnogo viša od vrijednosti 
za kontrolu (44-46). 

Milić M. BLEOMYCIN SENSITIVITY TEST
Arh Hig Rada Toksikol 2010;61:257-266



260

Translokacije

Postoje i dokazi da bleomicin uzrokuje oštećenja 
na određenim područjima kromosoma, kao što su 
regije poveznica (linker), mjesta između nukleosoma 
te regije s velikom heterozigotnošću. Bleomicin se 
često povezuje s tzv. nestabilnosti mikrosatelitnih 
regija u kromosomima. Međutim, Sasiadek i sur. 
(47) nisu pronašli takvu povezanost u oboljelih od 
karcinoma glave i vrata histološkog tipa skvamoznih 
stanica.

Brunelli i sur. (48), proučavajući gubitak slijeda 
DNA na p-kraku kromosoma 9, pokazali su da taj 
događaj spada među najranije korake u neoplastičnoj 
progresiji raka ždrijela. Upotrebom fl uorescentnih 
sonda, tehnikom FISH (od engl. fl uorescence in situ 
hybridisation), dokazali su i gubitak heterozigotnosti 
u obliku delecija i nerecipročne translokacije 
dijelova kromosoma broj 9 na druge kromosome, 
primjerice broj 2. U nekim vrstama leukemija i 
melanoma također je dokazan isti gubitak. Brunelli 
je dokazao i defekte u strukturi kromosoma 1, 
3, 4, 5, 9, 10, 13, 14, 16, 18 i Y-kromosoma. 
Proučavajući populaciju sa sporadičnim kolorektalnim 
karcinomom, Richard (49) pokazao je da mlada 
muška populacija genski predisponirana za razvoj 
kolorektalnog karcinoma ima veću osjetljivost na 
tretman bleomicinom, a u tih bolesnika zabilježena je 
povećana pojavnost aneuploidije spolnih kromosoma, 
za razliku od autosoma. Isti je autor dokazao 
postojanje kromosomskih rearanžmana koji uključuju 
i druge kromosome, osim kromosoma 7 i 14 te njihovo 
pojavljivanje povezao sa starenjem. 

Schantz (24) pokazao je veću osjetljivost 
na mutagene u mlađoj populaciji (ispod 30 
godina) oboljelih od karcinoma glave i vrata te 
najveću osjetljivost u skvamoznom tipu tumora. 
Proučavajući pacijentice oboljele od endometrioze, 
Lin (50) našao je da su lomovi nakon izloženosti 
bleomicinu bili najčešći na kromosomima 4 i 5, iako 
je veća učestalost zabilježena i na kromosomima 
1, 2, 6, 16 i 17. 

Uporabom specifi čnih sonda u tehnici FISH 
utvrđena je veća učestalost translokacija kromosoma 
4 i 5 u oboljelih od skvamoznog tipa karcinoma 
glave i vrata, pokazujući kako FISH može biti 
tehnika korisna u detekciji skrivenih kromosomskih 
nestabilnosti (25). 

Ionizirajuće zračenje 

Wu (43) pokazao je da je osjetljivost na 
ionizirajuće zračenje izrazito uvjetovana nasljeđem 

(62,5 %). Slično bismo očekivali i za bleomicin, 
kao radiomimetik, no iako oboje uzrokuju lomove 
u DNA, zbog strukturne složenosti (kompleksnosti) 
nastalih oštećenja postoje mišljenja da se popravak 
DNA oštećene pod utjecajem tih dvaju mutagena 
odvija putem različitih mehanizama, pogotovo 
pri izloženosti niskim dozama obaju agensa 
(51, 52). Valja naglasiti da toksičnost bleomicina 
između ostaloga ovisi o prisutnosti iona željeza 
koje u reduciranom obliku bleomicin treba za 
svoje aktiviranje (53). Iako izloženost X-zračenju 
pri snimanju pluća tri mjeseca prije izloženosti 
bleomicinu ne mijenja osjetljivost na bleomicin (54), 
izloženost ionizirajućem zračenju u radnim uvjetima 
tu osjetljivost ipak smanjuje, što upućuje na postojanje 
adaptivnog odgovora na djelovanje bleomicina (55-
58).

Vitamini i prehrana

Način života, primjerice unos vitamina i prehrana 
također mogu utjecati na rezultate testa osjetljivosti na 
mutagene. Dok neka istraživanja pokazuju da dnevni 
unos vitamina C i E smanjuje količinu oštećenja 
kromosoma (55), čak ovisno o dozi (60, 61), druga 
ne upućuju na bilo kakve promjene u odgovoru na 
“poticaj” bleomicinom (58). U ljudi oboljelih od raka 
vrata i glave koji još nisu primili terapiju, uočena 
je ovisnost između niskog unosa vitamina C i E i 
odgovora u testu osjetljivosti na mutagene te njihovu 
ulogu u procjeni rizika od oboljenja (63, 64). Dvosatna 
predinkubacija različitim koncentracijama vitamina A, 
C i E (kakve se mogu postići i u organizmu) u kulturi 
ljudskih limfocita pokazala je njihov zaštitni utjecaj 
koji je bio ovisan o dozi (63-67, 59). 

Koncentracije alfa-karotena, beta-karotena i 
ukupna količina karotenoida, izmjerene u serumu 
zdravih ljudi, također su pokazale negativnu, ali 
značajnu korelaciju s učestalosti lomova izazvanih 
bleomicinom. Primijećeno je da su i kriptoksantin 
i likopen također povezani sa smanjenjem rizika 
(61). Nadalje, i koncentracija triglicerida u serumu 
pozitivno je korelirala s osjetljivošću na bleomicin 
(60). Drugi istraživači nisu našli povezanost između 
količina beta-karotena, alfa-tokoferola (68) niti N-
acetilcisteina uzimanog kao nadomjestak (69).

Kao jedno od mogućih objašnjenja spominje se 
dugo vrijeme rasta stanica u kulturi (72 sata) koje 
smanjuje mogućnost procjene zaštitnog djelovanja 
antioksidansa.

Dodatna analiza prehrambenih navika pokazala je 
statistički značajan rizik od oboljenja od karcinoma 
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glave i vrata u ispitanika čija prehrana obiluje jajima, 
sladoledom, govedinom, jetrom, svinjetinom, pečenom 
piletinom te kobasicama od svinjske jetre. Smanjenje 
rizika uočeno je pri visokom unosu voća i povrća, kao 
što su jabuke, rajčice i zelena salata (61).

Metabolizam DNA ovisi i o različitim prehrambenim 
čimbenicima koji sudjeluju kao kofaktori ili supstrati u 
metaboličkim reakcijama i putovima popravka DNA 
(70, 71, 72). Mnoga oštećenja genoma nastaju spontano, 
za životnog vijeka same stanice ili su naslijeđena od 
prethodne generacije. Točkaste mutacije, modifi kacije 
baza nastale pod utjecajem reaktivnih molekula kao 
što su hidroksilni radikal, kromosomski lomovi, 
rearanžmani, gubitak ili udvostručenje kromosoma, 
gensko utišavanje zbog neodgovarajuće metilacije 
CpG promotorskog slijeda sekvence, aktivacija 
“parazitske” DNA zbog reducirane metilacije CpG-
regija, kao i ubrzano skraćivanje telomernih sljedova 
(71), tek su neke od klasičnih mutacija.

U prevenciji oksidacije DNA služe različiti 
antioksidansi. Primjerice, enzim superoksid dismutaza 
(73), glutation (74) i dimetilurea (75) mogu inhibirati 
oštećenja nastala izloženošću bleomicinu u uvjetima 
in vitro. Dovoljna količina folata sprečava ugradnju 
uracila u DNA, a metionin, folati i vitamin B12 
pomažu u održavanju metilacije CpG. Ioni Zn i Mg 
također su važni kofaktori ili komponente enzima koji 
sudjeluju u popravku DNA, a niacin i folati važni su i 
u održavanju dužina telomera. Postoji čak 8 ljudskih 
glikozilaza koje uklanjaju oštećenja DNA nastala zbog 
nedostatka mikronutrijenata kao što su Zn, vitamin C 
i E, ili folati, metionin ili vitamin B12. 

Stvaranje lomova u molekuli DNA pod utjecajem 
bleomicina smanjuje se u blizini 5-metilcitidina, a taj 
se utjecaj može primijetiti čak i 14 parova baza dalje 
od takvog mjesta (76, 77).

Na vezanje bleomicina i cijepanje DNA utječe 
prisutnost željezovog iona te željezovih polifenolnih 
kelata (produkata biotransformacije benzena) (78). 
Za citotoksičnost bleomicinu su potrebni metalni 
ion i kisik. Nakon vezanja za željezov ion, kompleks 
veže molekulu kisika i tek tada se veže na DNA. 
Procijenjeno je da jedna molekula bleomicina može 
uzrokovati 8-10 lomova u DNA. Zbog nemogućnosti 
slobodnog difundiranja iz stanice bleomicin je 
jako toksičan u samim stanicama. Neovisnost o P-
glikoproteinskoj pumpi (po čemu se razlikuje od 
drugih antineoplastičnih lijekova), odnosno proteinu 
koji se povećano eksprimira (79) u rezistentnim 
stanicama te izlučuje lijek izvan stanice omogućuje 
veliku djelotvornost samog bleomicina. 

Alkohol

Prisutnost etanola u kulturama ljudskih limfocita 
u uvjetima in vitro povećava njihovu osjetljivost na 
bleomicin, a taj je učinak ovisan o dozi (80, 81). 

U pokusima na kulturama ljudskih limfocita 
primijećeno je da afi dokolin, koji inhibira popravak 
DNA, zajedno s etanolom, potiče nastanak oštećenja u 
tzv. osjetljivim regijama (82, 83). Vjerojatni je razlog 
inaktiviranje enzima koji sudjeluju u popravku DNA. 
U pokusima na staničnoj kulturi jajnika kineskog 
hrčka (CHO) utvrđena je veća količina kromosomskih 
oštećenja pri istodobnom izlaganju bleomicinu i 
alkoholu nego samo u obradi bleomicinom. Prijašnja 
izloženost alkoholu ne utječe na razinu kromosomskih 
oštećenja, pokazujući tako da alkohol nema direktni 
klastogeni učinak. Sinergistički učinak alkohola 
i bleomicina može biti posljedica više različitih 
mehanizama kao što su veća propusnost stanične 
membrane zbog utjecaja alkohola te lakši ulazak 
same tvari u stanicu; ubrzavanje staničnog ciklusa do 
mitoze, tako da se stanica ne zaustavi u fazi G

2
 i ne 

uspije popraviti oštećenja prije diobe (83); promjene 
u metaboliziranju bleomicina te utjecaji na inhibiciju 
popravka DNA (84). Hsu i Furlong (83) pokazali su 
da se oštećenja nastala nakon obrade bleomicinom 
brzo popravljaju, pa se 5 sati nakon tretmana mogu 
utvrditi vrijednosti slične spontanim aberacijama. 
Kada su, nakon obrade bleomicinom, stanice isprane 
i prenesene u novi medij s različitim koncentracijama 
etanola, inhibicija popravka zapažena je u 2 %-tnoj 
otopini. Međutim, nakon ponovne inkubacije bez 
etanola nije primijećena daljnja inhibicija popravka.

Proučavajući populaciju od 156 pacijenata s 
karcinomom glave i vrata i kontrolnih ispitanika, 
Szekely (85) pronašao je veću osjetljivost u bolesnika 
te alkoholičara iz kontrole u odnosu na pušače i 
nepušače iz kontrole. Najveću osjetljivost genoma 
imali su bolesni pušači s teškim alkoholizmom te 
bolestima jetre. Učestalost osjetljivosti na mutagene u 
kontrolnoj skupini iz Mađarske bila je 42 % do 49 %, 
što je dvostruko veća vrijednost od onih opaženih u 
mjerenjima u Sjedinjenim Američkim Državama ili 
zemljama zapadne Europe, upućujući tako na utjecaj 
okolišne izloženosti cijelog područja na genomsku 
nestabilnost ljudi. U bolesnika je također zamijećen tri 
puta veći postotak aberantnih stanica od uobičajenoga 
koji je iznosio 3,34 % (86). Schantz (61) također je  
utvrdio da teški alkoholičari koji konzumiraju više od 
100 pića na mjesec imaju povećani rizik od oboljenja 
od te vrste karcinoma. 

Milić M. BLEOMYCIN SENSITIVITY TEST
Arh Hig Rada Toksikol 2010;61:257-266



262

Pušenje

Rezultati istraživanja o utjecaju pušenja na razinu 
učestalosti kromatidnih lomova (b/c) nekonzistentni 
su. Dok neki dokazuju da pušenje nema nikakvog 
utjecaja (54, 16, 92), drugi ipak pokazuju vezu 
učestalosti kromatidnih lomova, pušenja i sklonosti 
razvoju zloćudnih bolesti, primjerice raka pluća (87, 
88). No tumačenje takvih rezultata vrlo je složeno. 
Dok su Strom i Spitz (87) dokazali da su bivši 
pušači i aktivni pušači osjetljiviji na bleomicin, veću 
predispoziciju za razvoj raka imali su ispitanici mlađi 
od 55 godina te oni koji su manje pušili. Gallo (89) 
pokazao je da je osjetljivost na mutagene najveća u 
pušača u kojih je potvrđena zloćudna preobrazba. 
Zbog mogućih međusobnih djelovanja, pri tumačenju 
rezultata trebalo bi istražiti korelacije između pušenja, 
dobi i ostalih čimbenika vezanih uz način života, jer 
oni mogu pokazati i zajednički učinak (14, 69, 90, 
91).

Starenje

Učestalost kromatidnih lomova u zdravih ljudi, 
slično kao i navika pušenja, ne ovisi o dobi ispitanika 
(54, 16, 14). No, čini se da su iznimka populacije 
starije od 70 godina (85, 86). Razlozi tomu su 
složeni i uključuju molekularne promjene povezane 
sa starošću, kao što je slabljenje imunosnih funkcija 
te umanjena sposobnost i sporiji popravak DNA, a 
time i veća osjetljivost pri izloženosti karcinogenima 
iz okoliša (15). 

U ispitanica oboljelih od endometrioze Lin (50) 
nije našao nikakvu korelaciju starenja i učestalosti 
kromatidnih lomova uzrokovanih bleomicinom. 

Schantz (24) pokazao je da je osjetljivost na 
bleomicin viša u ispitanika mlađih od 30 godina 
oboljelih od karcinoma glave i vrata skvamoznog 
tipa. Istraživanja pokazuju da se ovi čimbenici ne 
smiju tumačiti odvojeno, već se trebaju pratiti njihovi 
uzajamni učinci, koji mogu upućivati na zanimljive 
korelacije, koje se ne bi primijetile ako bi se svaki 
utjecaj promatrao izolirano (94, 19, 9, 14, 95, 96).

ZAKLJUČAK

Iako bleomicin test nije potpuno neovisan o 
egzogenim i endogenim čimbenicima (vitamini, 
hipometilacija ili hipermetilacija, prisutnost željeza i 
kisika) te sam test ne može otkriti pojedince koji će 
oboljeti od tumorskih bolesti, otkrivanje subpopulacija 

koje pokazuju genomsku nestabilnost, a time i veću 
osjetljivost u razvoju mogućih tumorskih bolesti 
više je nego dovoljan razlog da ovakva metoda bude 
primijenjena u prevenciji razvoja zloćudnih bolesti i 
praćenju populacija s takvim povećanim rizikom.
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Summary

GENOME INSTABILITY AND BLEOMYCIN SENSITIVITY TEST

Estimation of individual susceptibility to mutagens is often a part of epidemiological studies monitoring the 
appearance of malignant disease in different populations. Genome exposure to mutagens can lead to DNA 
damage. The rate of damage depends on individual differences in response, which are usually associated 
with differences in DNA repair capacity. Cytogenetic studies have shown that the genome of tumour cells 
is less stable than normal cells and therefore accumulates more damage. Tumour patients show a higher 
frequency of chromatid and chromosomal aberrations and a predisposition to certain types of tumours. 
One of the common biomarkers used in monitoring tumour appearance and changed response to DNA 
damage is the bleomycin test. In its active form, bleomycin (glycopeptid) is a radiomimetic cytostatic 
that can damage the DNA molecule and cause multiple single and double strands. The bleomycin test 
is simple and inexpensive, and is based on scoring chromatid breaks in lymphocytes in vitro exposed to 
bleomycin during the late G

2
 phase of the cell cycle. This review looks into different factors that may 

affect test results and discusses its wide implementation in studies of genome instability usually caused 
by a combination of factors.

KEY WORDS: chromatid breaks, DNA damage repair, polymorphism, single strand breaks, translocations, 
tumour cells
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