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Cel: Proces apoptozy (programowanej Smierci komorki) moze podlegac aktywacji w cho-
robach nowotworowych. W pracy przedstawiono przeglgd badarn dotyczqcych analizy apop-

tozy u chorych na raka piersi.

Materialy i metody: Aby okreslic znaczenie apoptozy dla progresji raka piersi badano jej
aktywnos¢ w probkach o roznym stopniu zaawansowania nowotworu. Aktywnosc apoptozy
zostata okreslona poprzez zastosowanie roznych technik biologii molekularnej: metod elek-
troforetycznych oraz techniki TUNEL (terminal deoxynucleotide transferase-mediated de-
oxyuridine triphosphate (dUTP)-biotin nick end-labeling of DNA fragments).

Wyniki i wnioski: Badania sugerujq, ze aktywnos¢ apoptozy moze odgrywac rolg czynni-
ka prognostycznego u kobiet z rakiem piersi, zarowno w okresie przed- i pomenopauzalnym.

Stowa kluczowe: rak piersi, apoptoza, TUNEL, techniki elektroforetyczne

Wstep

Rak piersi jest najczgstszym nowotworem ztosliwym
u kobiet na swiecie. Jak do tej pory nie sprecyzowano
konkretnego czynnika przyczynowego jego powstawa-
nia i rozwoju. Przyjmuje sie, ze rak piersi jest nastep-
stwem wielu elementéw o réznym znaczeniu, zaréwno
genetycznych, jak i srodowiskowych. Poznanymi czyn-
nikami ryzyka zmian nowotworowych sa: predyspozy-
cjarodzinna, wiek powyzej 45 lat, pierwsza cigza w poz-
nym wieku (po 35. roku zycia), poronienia, péZna meno-
pauza, otylos¢, dieta bogata w tluszcze nasycone i cu-
kier, cukrzyca, narazenie na dzialanie promieni jonizuja-
cych, obecnos¢ zmian nieztosliwych [1, 2].

Postep osiagnigty w badaniach nad rakiem piersi jest
nadal niewielki w stosunku do skali problemu, jaki on

(Przeglgd Menopauzalny 2004, 1: 28-33)

stanowi. Przeglad badan przedstawionych w artykule
ma na celu okreslenie znaczenia programowanej smier-
ci komérki — apoptozy oraz niektérych genéw i kodo-
wanych przez nie biatek regulujgcych ten proces dla
rozwoju raka piersi u kobiet w okresie menopauzalnym.

Wiele czynnikéw odgrywa istotng rol¢ w zapoczat-
kowaniu rozwoju nowotworu gruczolu piersiowego,
a wsréd nich wazne miejsce zajmuja czynniki gene-
tyczne. Istotnymi regulatorami prawidiowych biolo-
gicznych proceséw w komérce, np. réznicowania i pro-
liferacji sa protoonkogeny komoérkowe. Wiele zmian
molekularnych, gtéwnie mutacji, moze zaburza¢ funk-
cje protoonkogenéw, prowadzac do ich przeksztatcenia
w onkogeny. Produkty biatkowe onkogenéw sg czynni-
kami aktywujacymi rozwdj nowotworu. W nowotwo-
rach piersi zaobserwowano zjawisko powstawania wie-
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Iu kopii (amplifikacji) niektérych onkogendéw, lub nad-
miernej ekspresji kodowanych przez nie biatek. Zjawi-
sko to wigze si¢ ze zwigkszeniem ztosliwosci guza no-
wotworowego i tym samym ze ztym rokowaniem. Do
najczesciej opisywanych onkogenéw ulegajgcych po-
wtarzalnym zaburzeniom w raku piersi nalezg erbB-2
(HER2/neu), c-myc oraz int2 [3, 4]. Onkogen erbB-2
jest zlokalizowany w 17q21 i koduje glikoproteing
o masie 185 kDa, ktora jest zaliczana do rodziny recep-
toréw czynnikéw wzrostowych, do ktérych naleza m.
in. receptor nabtonkowego czynnika wzrostowego
(EGFR), oraz biatka kodowane przez erbB-3 i erbB-4.
Badania wskazuja, ze onkogen erbB-2 jest markerem
agresywnosci nowotworu gruczotu piersiowego [5].

Geny supresorowe sg to geny, ktére w przypadku
utraty swoich funkcji poprzez mutacje somatyczne,
gléwnie delecje, prowadzg w niektérych przypadkach do
wzrostu aktywnosci onkogendéw i rozwoju guza nowo-
tworowego. Najsilniej zwigzane z powstawaniem raka
piersi sg geny supresorowe BRCAI i BRCA?2 [6]. Sugeru-
je sie tez, Ze mutacje w genie supresorowym p53 sg ko-
niecznym krokiem w rozwoju wielu nowotworéw, w tym
raka piersi [7, 8]. Gen supresorowy p53 koduje biatko ja-
drowe, ktére hamuje progresje cyklu komérkowego, sty-
muluje naprawe¢ uszkodzonego DNA, jest czynnikiem
transkrypcyjnym oraz pelni wazng rol¢ w indukowaniu
apoptozy. Apoptoza indukowana przez p53 pehni istotng
role w rozwoju nowotworéw in vivo, a liczne sygnaty mi-
togenne antagonizujg dziatanie p53 [9, 10].

Apoptoza - jej znaczenie i funkcja

Apoptoza jest genetycznie uwarunkowanym proce-
sem fizjologicznym, polegajacym na zmianach bioche-
micznych i morfologicznych komorek, ktére prowadza
poprzez proteolityczng i nukleolityczng degradacje
sktadnikéw komorki do jej smierci. Obecnie wiadomo,
7e wystepowanie i rozwdj nowotworu jest wynikiem nie
tylko nagromadzenia si¢ w komérkach zmian genetycz-
nych powstatych w konsekwencji nadekspresji lub muta-
cji protoonkogenéw, czy tez utraty lub zmian genéw su-
presorowych. Za réwnie istotny czynnik w tych proce-
sach uwaza si¢ obnizenie zdolnosci komérek do prawi-
dlowego przeprowadzania programu aktywnej Smierci —
apoptozy, jako odpowiedzi na bodZce pochodzace z ota-
czajacego Srodowiska [11, 12]. Moze to prowadzi¢ do
nieprawidlowego zwigkszania si¢ Zywotnosci komorek,
wydtuzania ich zycia i utrwalania juz zaistnialych muta-
cji. Apoptoza stanowi odpowiedZ komoérki na dziatanie
wielu czynnikdw patogennych, w tym zwlaszcza na
uszkodzenia DNA, wywotane bardzo ré6znymi zwigzka-
mi stosowanymi w chemioterapii nowotworéw, czy tez
promieniowaniem y i UV. Do induktoréw apoptozy zali-
cza si¢ m.in.: niedotlenienie, szok termiczny, usunigcie
czynnikdw wzrostowych, zaburzenia przebiegu cyklu
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komoérkowego, pobudzenie okreslonych receptoréw bto-
nowych. Po tej najwczesniejszej fazie indukcji apoptozy,
dla komérek okreslonych typéw nastepuja juz etapy
wspdlne. W fazie efektorowej dochodzi do odebrania
i amplifikacji sygnatu do apoptozy, a nastgpnie przekaza-
niu informacji do wielu biatek — wykonawcéw apoptozy.
W fazie wykonawczej przeprowadzajg one proteolize
réznych biatek komérkowych, nukleolityczng degradacje
DNA, uczestniczg w przeksztalceniach btony komoérko-
wej. W efekcie dochodzi do fragmentacji jadra i cytopla-
zmy z powstaniem tzw. cialek apoptotycznych [12].

Apoptoza - aktywna $mier¢ komérki

Apoptoza to programowana, aktywna $mier¢ ko-
morki, nazywana Smiercig fizjologiczng lub samobéj-
cza, zalezna od indukcji specyficznych genéw. Apop-
toz¢ mozna podzieli¢ na 2 etapy: 1) w pierwszym do-
chodzi do indukcji procesu samounicestwienia komor-
ki, poprzez odebranie sygnaléw zewnatrz- i wewnatrz-
komoérkowych, 2) w drugim etapie nastgpuje uaktyw-
nienie genéw, ktérych produkty biorg udzial w proce-
sie apoptozy (ryc. 1.).

Aktywna $mier¢ komoérki towarzyszy organizmowi
od poczatku jego rozwoju w okresie embriogenezy,
morfogenezy, jak réwniez jest podstawg do prawidto-
wego funkcjonowania dojrzalego organizmu [12]. Pro-
gramowana $Smier¢ komorki jest niezbedna do utrzyma-
nia prawidlowej homeostazy tkankowej oraz zapobiega
rozrostom hiperplastycznym. Proces apoptozy zwigza-
ny jest réwniez ze stanami patologicznymi, np. neuro-
degradacja komérek nerwowych podczas choroby Al-
zheimera, Huntingtona oraz Parkinsona. Komoérki no-
wotworowe réwniez umierajg Smiercig samobdjcza wy-
wolywang spontanicznie lub indukowang przez promie-
niowanie jonizujace i cytotoksyny. Smieré komérki na
drodze apoptozy mogg wywotaé réwniez mutageny Sro-
dowiskowe o wilasciwosciach kancerogennych, np.
dwuchromian potasu. Niektére leki przeciwnowotwo-
rowe aktywuja proces apoptozy w zaatakowanych ko-
moérkach, nalezg do nich pochodne zwigzkéw platyny,
takie jak CDDP (ang. cis diammine dichloro platinum),
JM 149 [ang. cis ammine dichloro (cyclohexylami-
ne)trans dihydroxo platinum (IV)], IM335 [ang. trans
ammine dichloro (cyclohexylamine)dihydroxo platinum
(1V)]; leki alkilujace; winkrystyna, metatroksan, etopo-
zyd, deksametazon, cykloheksimid [13].

Podczas apoptotycznej Smierci komérki w pierw-
szym etapie dochodzi do obkurczenia komérki, co wig-
ze si¢ z aktywacjg enzymoéw proteolitycznych, btona ko-
morkowa traci asymetryczng strukture, co zwigzane jest
z przemieszczeniem fosfatydyloseryny do zewngtrznej
warstwy btony. Chromatyna w jadrze ulega zageszcze-
niu 1 marginalizacji. W koficowej czesci pierwszego eta-
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Ryc. 1. Odpowiedzi komoérki na sygnaly zewnatrz- i wewnatrzkomorkowe

pu aktywnej smierci komérki dochodzi do fragmentacji
DNA. Chromatyna ulega wielostopniowym podzialom
zaleznym od aktywnosci endonukleaz. Pierwszym sy-
gnatem jest fragmentacja na dugie odcinki 700, 300 ki-
lo par zasad (kpz). Odcinki o dlugosci 300 kpz odpowia-
dajg heksametrycznym petlom, znanym jako struktura
rozety. Nastgpnie dochodzi do powstania mniejszych
fragmentéw o diugosci 50 kpz odpowiadajacych poje-
dynczym pe¢tlom DNA. W péZniejszym okresie moze
dojs¢ do fragmentacji na regularne odcinki o diugosci
200 par zasad (pz), widoczne podczas analizy metodami
konwencjonalnej elektroforezy w zelu agarozowym
w postaci charakterystycznej drabinki apoptotyczne;j.
Drugi etap wigze si¢ z powstawaniem cialek apop-
totycznych poprzez uwypuklenie si¢ btony cytoplazma-
tycznej. Ciatka apoptotyczne zawierajg dobrze zacho-
wane sktadniki komoérki oraz jadra komérkowego i sg
szybko usuwane z przestrzeni mig¢dzykomérkowych
dzigki procesowi fagocytozy. Podczas pierwszego etapu
apoptozy moze dojs¢ do naprawy uszkodzen, czyli cof-
nigcia procesu programowanej Smierci komoérki. Po
fragmentacji DNA komoérka traci mozliwo$¢ naprawy.

Charakterystyka biatek
regulujacych apoptoze

Apoptoza w przeciwiefistwie do martwicy jest ak-
tywng Smiercig komorki, wymagajacg w przebiegu
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syntezy RNA i biatka. Kluczowg rol¢ w regulacji apop-
tozy w jej fazie decyzyjnej odgrywajq biatka z rodziny
Bcl-2 [14, 15]. Mogg one zatem stanowi¢ markery dla
rozwoju tego procesu.

Rodzing¢ Bcl-2 dzieli si¢ na 3 podrodziny: podrodzing
Bcl-2 (np. wystgpujace u ssakéw Bcl-2, Bel-x1, Bcl-xs,
Al), podrodzing Bax (Bax, Bak, Bok) oraz podrodzing
BH3 (Bad, Bik, Bid). Biatka z podrodziny Bcl-2 (z wy-
jatkiem Bcl-xs) sg inhibitorami apoptozy, natomiast
biatka z podrodziny Bax i BH3 sg promotorami aktyw-
nej smierci komorki.

Protoonkogen bcl-2 zostal po raz pierwszy wykry-
ty w wyniku chromosomalnej translokacji t(14;18)
powszechnie stwierdzanej w nie-Hodkinowskich
chioniakach. bcl-2 jest w warunkach prawidiowych
zlokalizowany w chromosomie 18q21, jednakze
w wyniku translokacji dostaje si¢ pod wplyw genu
IgH w chromosomie 14q32, co w konsekwencji pro-
wadzi do wzmozenia ekspresji genu i nadprodukcji
biatka Bcl-2. Nadekspresja bcl-2 wystepuje w wielu
typach ztosliwych guzéw litych i jest odpowiedzialna
za ich opornos¢ na radio- i chemioterapi¢. Dowie-
dziono, ze w 57% rakéw piersi wystgpuje nadekspre-
sja bcl-2 [16]. Sposréd wszystkich znanych dotych-
czas bialek komoérkowych Bcel-2 jest najsilniejszym
inhibitorem apoptozy wywolanej przez réznorodne
czynniki: promieniowanie jonizujace, deficyt czynni-
kéw wzrostowych, glikokortykoidy, chemioterapeu-
tyki czy tez reaktywne formy tlenu.
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W przeciwienstwie do bcl-2, bax (bcl-2 associated X
protein) jest najlepiej opisanym promotorem apoptozy.
bax jest zalezny od czynnika transkrypcyjnego p53, jak-
kolwiek w niektdrych typach komérek nie zawsze akty-
wacja genu p53 indukuje proces apoptozy za posrednic-
twem wyzej wymienionego biatka [17, 18]. U cztowieka
gen bax jest zlokalizowany w 19q13.3—-13.4. W wyniku
procesu alternatywnego splicingu pierwotnego trans-
kryptu powstaja az 3 r6zne formy dojrzatego biatka. Sg
to: aktywna biologicznie forma Baxoai, oraz cytozolowe
biatka Bax[3 i Baxy. Podobnie jak w przypadku bcl-2 naj-
wyzszy poziom ekspresji bax wystgpuje w komorkach
nowotworowych i stransformowanych. Badania prze-
prowadzone na liniach ludzkich komérek nowotworo-
wych: raka sutka MCF-7, raka jajnika U373MG, raka
jajnika PA1 i raka okrgznicy COLO205 z zastosowa-
niem laserowej cytometrii skaningowej wykazaty zalez-
nos¢ ekspresji bax od cyklu komérkowego z najwyz-
szym poziomem Bax w komérkach w fazie G,/M. Gene-
ralnie Bax jest bardziej rozpowszechniony w zdrowych
tkankach niz Bcl-2. Model wzajemnych powigzai mig-
dzy Bcl-2 i Bax w regulacji zaprogramowanej $mierci
komorki prezentuje ryc. 2.

W regulacji apoptozy istotng role odgrywaja onkoge-
ny i geny supresorowe. Geny supresorowe p53, Rb, oraz
c-myc kodujg biatka o przeciwstawnym dziataniu na pro-
ces apoptozy. Biatko p53 indukuje apoptozg, natomiast
biatko pRb hamuje jej przebieg. Biatko c-MYC zaleznie
od typu komorek, stopnia ich zréznicowania i rodzaju
czynnika zewngtrznego promuje proliferacje komorek
lub ich apoptoze [19]. Biatkkom onkogennym c-Ras
i c-Abl przypisuje si¢ takze wplyw na regulacje apoptozy.

W komérkach nieuszkodzonych, niestymulowa-
nych do apoptozy poziom p53 jest niski, natomiast
wzrasta dramatycznie po wywotaniu w nich uszkodzen
DNA. Apoptoza indukowana przez p53 pelni istotng
rol¢ w rozwoju nowotwordw in vivo, a liczne sygnaly
mitogenne antagonizujg dziatanie p53. Dziatanie p53
powoduje zahamowanie cyklu komérkowego lub wy-
wolanie apoptozy komdrek w wyniku jego dzialania ja-
ko czynnika transkrypcyjnego, ktéry wigze sie z okre-
Slonymi sekwencjami DNA w miejscach p5S3RE (ang.
p53 responsive element). Do genéw aktywowanych
przez p53 nalezy bax, gen kodujacy biatko FAS, recep-
tor cytokiny TRAIL tzw. KILLER, biatko wigzace IGF,
katepsyna D, oraz biatko p85. Do regulacyjnego dzia-
tania p53 w apoptozie nalezy takze hamowanie przez
nie ekspresji antyapoptotycznego genu bcl-2. Szereg
obserwacji wskazuje na powigzania apoptotycznego
dzialania p53 z przeciwdziatajgcym apoptozie funkcjo-
nowaniem biatka pRb. Swiadczy o tym korelacja utra-
ty aktywnego biatka pRb z pojawieniem si¢ apoptozy
komorek, a takze brak apoptozy i niekontrolowane po-
dzialy komérek przy wylqczeniu dziatania obydwu ge-
néw p53 oraz Rb.
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Ryec. 2. Bialka regulujace proces apoptozy

W chwili obecnej mechanizmy regulujgce apoptoze
w nowotworach nie sg jeszcze w pelni poznane. Istnie-
ja doniesienia dotyczace analizy czgstosci apoptozy
u chorych na rézne nowotwory ztosliwe: raka jelita
grubego [20, 21], raka jajnika [22], raka trzonu macicy
[23], a takze raka sutka [24]. Badania sg prowadzone
od niedawna i nie przyniosty jeszcze ostatecznych wy-
nikéw co do mozliwosci uznania apoptozy jako czynni-
ka prognostycznego dla rozwoju nowotworéw.

W Polsce badania nad apoptozg prowadzi si¢ gtéwnie
z wykorzystaniem linii komérek nowotworowych i doty-
czg one przewaznie wpltywu lekéw antynowotworowych
na regulacje tego procesu [25]. Dane literaturowe wska-
7uja, ze czestosé apoptozy w przypadku nowotworéw
najczgsciej ocenia sie metoda TUNEL [26]. Metoda
TUNEL dostarcza informacji o obecnosci komérek apop-
totycznych, jednakze nie wskazuje na stopien uszkodzef
DNA w komoérce. Dlatego tez oprécz tej metody stosuje
si¢ metod¢ elektroforezy pulsacyjnej, pozwalajacej na
wykrywanie duzych fragmentéw DNA o diugosci od kil-
ku kpz (kilo par zasad) do 10 mpz [27, 28] oraz standar-
dowg elektroforeze agarozowa w celu wykrywania krot-
kich fragmentéw DNA (drabinki apoptotyczne powstaja-
ce w koricowej fazie apoptozy) [28, 29].

Apoptoza w raku piersi

Zaburzenie prawidlowej programowanej Smierci
komérki moze odgrywaé wazng rolg w patogenezie
i progresji raka sutka [30, 31]. U chorych o niskim
stopniu zaawansowania raka sutka apoptoza wydaje
si¢ przebiegac czg¢sciej niz u chorych o wysokim stop-
niu zaawansowania nowotworu [32, 33]. W raku sutka,
podobnie jak i w innych nowotworach czgsto wykrywa
si¢ obecnos¢ zmutowanych bialek z rodziny Bcl-2,
szczegblnie dotyczy to biatka Bax [34]. Stwierdzono
obecnos¢ punktowych mutacji w domenach BHI
i BH2 Bax, w liniach komdérek nowotworowych raka
jelita grubego. W przypadku raka sutka brak jest da-
nych na temat wystgpowania tego typu mutacji. Przy-
puszcza si¢, ze w raku sutka zahamowanie apoptozy
moze wigzac¢ si¢ z mutacjami w obrgbie otwartej ram-
ki odczytu genu bax. Jednakze mutacje te prawdopo-

31



dobnie nie sg wystarczajagce do wylgczenia apoptozy,
lecz muszg korelowa¢ z mutacjami wywolujgcymi
zwigkszong ekspresje gendéw kodujacych anty-apopto-
tyczne biatka Bcl-2 i Bel-xL [35].

W raku sutka stwierdza si¢ podwyzszong ekspresj¢
biatek antyapoptotycznych Bcl-2 i Bel-x, co jest zwia-
zane z opornoscig na chemioterapi¢. U chorych na raka
sutka redukcja ekspresji genu bax kodujacego biatko
promujgce apoptoze koreluje ze ztg odpowiedzig na
chemioterapi¢ i krétszym czasem przezycia. W chwili
obecnej nie wiadomo doktadnie, jaki mechanizm odpo-
wiada za redukcje¢ ekspresji genu bax.

Metody analizy apoptozy

1. TUNEL

Metoda TUNEL wykorzystuje aktywnosé terminal-
nej deoksynukleotydylo transferazy (TdT) enzymu
wprowadzajacego biotynylowang tréjfosforodeoksyury-
dyng¢ dUTP do 3° korica pofragmentowane]j czasteczki
DNA [36]. Znakowane komérki s wizualizowane przy
zastosowaniu mikroskopu fluorescencyjnego. Wymie-
niona technika jest powszechnie stosowana przy analizie
apoptozy, ale umozliwia ona jedynie obserwacj¢ wybra-
nych pojedynczych komoérek. Bywajg przypadki braku
zmian morfologicznych w apoptotycznych komérkach,
dlatego tez obok analizy morfologicznej nalezy stoso-
wac analiz¢ biochemiczng opartg na badaniu catych po-
pulacji komérek. Degradacje DNA mozna sledzi¢ przy
uzyciu réznych technik elektroforetycznych.

2. Analiza apoptozy metodg elektroforezy pulsacyj-
nej (PFGE)

Metoda pozwala na analiz¢ duzych fragmentéw
DNA: 700 kpz, 300 kpz, i 50 kpz. Do badan sg wyko-
rzystywane probki komérek nowotworowych z guzéw
sutka w ilosci 5x10” na kazdy ml stosowanej w bada-
niach odpowiednio przygotowanej agarozy. Analize
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prowadzi si¢ z zastosowaniem komercyjnie dostepnych
zestawOw odczynnikow.

3. Analiza apoptozy metodg elektroforezy w zelu
agarozowym

Do badania potencjalnych zmian apoptotycznych
w DNA stosowana jest technika elektroforezy klasycz-
nej w zelu agarozowym, umozliwiajaca identyfikacje
nukleosomowych fragmentéw DNA o dtugosci
180-200 pz lub ich wielokrotnosci — odcinkéw oligo-
i polinukleosomowych. Podczas analizy elektrofore-
tycznej powstaje charakterystyczna drabinka DNA — je-
den z markeréw dla procesu apoptozy.

W raku piersi znanych jest obecnie wiele czynnikéw
prognostycznych, do ktérych mozna zaliczy¢: typ histo-
logiczny raka, rozmiar guza, stan weztéw chtonnych pa-
chowych, stopieri ztosliwosci histologicznej, stopieri
proliferacji komdrek rakowych, ploidi¢ DNA — czyli za-
wartos¢ DNA w komérkach raka, wiek chorej, recepto-
ry steroidowe, biomarkery inwazyjnosci: aktywatory
i inhibitory plazminogenu oraz receptory czynnikéw
wzrostu o aktywnosci kinazy tyrozynowej. Obecnosé
wielu markeréw prognostycznych w raku piersi pozwa-
la dostrzec, jak bardzo skomplikowany jest proces pro-
gresji tego nowotworu. Jest mato prawdopodobne, aby
analiza zaburzen jakiegokolwiek jednego genu pozwo-
lita na wyjasnienie wszystkich waznych cech biologicz-
nych nowotworu czlowieka. Ztosliwy fenotyp jest
prawdopodobnie odzwierciedleniem wspotdziatania
produktéw wielu genéw i z ich obecnosci lub braku
mozna domysla¢ si¢ cech biologicznych guza. Badania
sugerujg, ze zaburzenie prawidlowej programowanej
$mierci komérki moze odgrywaé wazng role w patoge-
nezie i progresji nowotworéw, w tym raka sutka.

Praca powstata w ramach grantow uzyskanych
z Komitetu Badarni Naukowych nr 3P05C 066 24
i3 PO5C 06923.

Objective: Apoptosis process (programmed cell death) has been shown to be activated in
the majority of cancer tissues. Results from studies that assayed apoptosis in breast cancer

samples are reviewed.

Materials and method: To study apoptosis activation during the progression of breast
cancer, its activation in tissues of various stages of breast cancer was analysed. The levels
of the apoptosis status in breast cancer and normal tissues using various molecular genetic
methods: electrophoresis methods and the TUNEL assay (terminal deoxynucleotide
transferase-mediated deoxyuridine triphosphate (dUTP)-biotin nick end-labeling of DNA

fragments) were investigated.

Results and conclusion: Several data suggest that the quantitative analysis of apoptosis
may play a potential role as prognostic adjuncts for both premenopausal and

postmenopausal patients with breast cancer.

Key words: breast cancer, apoptosis, TUNEL, electrophoresis methods
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