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Cel. Apoptotyczna œmieræ komórek odgrywa istotn¹ rolê w patogenezie i progresji nowo-
tworów. W obecnej pracy badano zwi¹zek pomiêdzy czêstoœci¹ wystêpowania apoptozy w ko-
mórkach limfocytów krwi obwodowej a progresj¹ raka piersi i raka jajnika. 

Materia³y i metody. Proces apoptozy by³ analizowany u chorych na raka piersi (n = 22)
i raka jajnika (n = 19). Jako kontrolê zastosowano krew uzyskan¹ od kobiet, u których nie
stwierdzono choroby nowotworowej (n = 20). Uszkodzenia DNA w postaci charakterystycz-
nych dla apoptozy „drabinek apoptotycznych” by³y wykrywane przy zastosowaniu techniki
elektroforezy w ¿elu agarozowym. 

Wyniki. Uszkodzenia DNA zosta³y zidentyfikowane u 82% (18/22) kobiet chorych na ra-
ka piersi i u 63% pacjentek z rakiem jajnika (12/19). Liczba pozytywnych przypadków by³a
znacz¹co wy¿sza wœród próbek rakowych ni¿ kontrolnych (P<0,05). Dodatkowo, wykazano
statystycznie znacz¹ce ró¿nice (p<0,05) w obecnoœci apoptozy pomiêdzy grupami o ró¿nym
stopniu zaawansowania nowotworów. 

Wniosek. Wysoka czêstoœæ apoptozy w limfocytach krwi obwodowej w raku piersi i jaj-
nika sugeruje potencjaln¹ rolê tego zjawiska dla wystêpowania i progresji nowotworów. 

S³owa kluczowe: apoptoza, rak piersi, rak jajnika, elektroforeza w ¿elu agarozowym,
marker prognostyczny

(Przegl¹d Menopauzalny 2002; 4: 25–30) 
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WWssttêêpp

Apoptoza jest genetycznie uwarunkowanym proce-
sem fizjologicznym, polegaj¹cym na zmianach bioche-
micznych i morfologicznych komórek, które prowadz¹
poprzez proteolityczn¹ i nukleolityczn¹ degradacjê
sk³adników komórki do jej œmierci. Obecnie wiadomo,
¿e wystêpowanie i rozwój nowotworów jest wynikiem
nie tylko nagromadzenia siê w komórkach zmian gene-
tycznych, powsta³ych w konsekwencji nadekspresji lub
mutacji protoonkogenów, czy te¿ utraty lub zmian ge-
nów supresorowych. Za równie istotny czynnik w tych
procesach uwa¿a siê obni¿enie zdolnoœci komórek do
prawid³owego przeprowadzania programu aktywnej
œmierci – apoptozy, jako odpowiedzi na bodŸce pocho-
dz¹ce z otaczaj¹cego œrodowiska [12, 34]. 

Proces apoptozy jest bardzo czêstym zjawiskiem,
zarówno w raku piersi, jak i w raku jajnika [1, 7, 15,
18]. W przypadku tych nowotworów znanych jest
obecnie wiele czynników prognostycznych, do których
mo¿na zaliczyæ: typ histologiczny raka, rozmiar guza,
stan wêz³ów ch³onnych pachowych, stopieñ z³oœliwo-
œci histologicznej, stopieñ proliferacji komórek rako-
wych, ploidiê DNA – czyli zawartoœæ DNA w komór-
kach raka, wiek chorej, receptory steroidowe, biomar-
kery inwazyjnoœci: aktywatory i inhibitory plazmino-
genu oraz receptory czynników wzrostu o aktywnoœci
kinazy tyrozynowej [5, 11, 17]. Wymienione czynniki
nie daj¹ jednak¿e pe³nego obrazu biologii nowotworu. 

Wiadomo, ¿e uwolnienie siê komórek spod prawid³o-
wego mechanizmu ich umierania odgrywa wa¿n¹ rolê
w patogenezie i progresji zarówno raka jajnika [1, 2 18,
32], jak i raka piersi [14, 18, 31]. Kluczow¹ rolê w regu-
lacji apoptozy w jej fazie decyzyjnej odgrywaj¹ bia³ka
z rodziny Bcl-2 [22, 23, 28, 36]. Mog¹ one zatem stano-
wiæ markery dla rozwoju tego procesu. Rodzinê Bcl-2
dzieli siê na 3 podrodziny: podrodzinê Bcl-2 (np. wystê-
puj¹ce u ssaków Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-xs, A1), podrodzinê
Bax (Bax, Bak, Bok) oraz podrodzinê BH3 (Bad, Bik,
Bid). Bia³ka z podrodziny Bcl-2 (z wyj¹tkiem Bcl-xs) s¹
inhibitorami apoptozy, natomiast bia³ka z podrodziny
Bax i BH3 s¹ promotorami aktywnej œmierci komórki. 

W raku piersi redukcja ekspresji genu bax koreluje
ze z³¹ odpowiedzi¹ na chemioterapiê i krótszym czasem
prze¿ycia [16, 26, 27, 29]. Podwy¿szony poziom bia³ka
Bcl-2 mo¿e stanowiæ niezale¿ny czynnik prognostycz-
ny w przypadku raka jajnika III° zaawansowania [1, 2]. 

W obecnej pracy analizowano zwi¹zek pomiêdzy
czêstoœci¹ apoptozy w komórkach limfocytów krwi
obwodowej wykrywanej przez klasyczn¹ elektroforezê
w ¿elu agarozowym a progresj¹ raka piersi i jajnika. 

MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyy

Pacjentki z rakiem piersi. Krew do badañ zosta³a uzy-
skana od 22 kobiet z rakiem piersi, u których stwierdzo-

no obecnoœæ (n = 12) lub brak przerzutów (n = 10) do
okolicznych wêz³ów ch³onnych. Krew pobrano od 10 ko-
biet w wieku przedmenopauzalnym (œrednia wieku ±SD
41,33±4,72 lat) i od 12 kobiet w wieku pomenopauzal-
nym (œrednia wieku ±SD 65,33±7,66 lat). Œredni rozmiar
guza wynosi³ 20 mm (17–32 mm). Wszystkie nowotwo-
ry by³y klasyfikowane wg skali Scarffa-Blooma-Ri-
chardsona [6, 24]. W badaniach wykorzystano 7 przy-
padków nowotworów I°, 9 II° i 6 III° zaawansowania. 

Pacjentki z rakiem jajnika. Krew do badañ zosta³a
pobrana od 19 kobiet z rakiem jajnika w wieku pome-
nopauzalnym. Pacjentki mieœci³y siê w przedziale wie-
kowym 59–82 lat (œrednia wieku ±SD 66,43±6,68 lat).
Wszystkie nowotwory sklasyfikowano wg kryteriów
ustalonych przez FIGO (ang. International Federation
of Gynaecology and Obstetrics). Do analizy wykorzy-
stano 5 przypadków nowotworów I°, 10 II° i 4 III° za-
awansowania. 

Grupa kontrolna. Jako kontrolê zastosowano krew
uzyskan¹ od kobiet (n = 20), u których nie stwierdzo-
no wystêpowania choroby nowotworowej. 

IIzzoolloowwaanniiee  DDNNAA
Genomowy DNA by³ izolowany z limfocytów krwi

obwodowej, pobieranej na cytrynian. Krew by³a trak-
towana roztworem lizuj¹cym (155 mM NH4CL, 10
mM KHCO3 i 1 mM EDTA, pH 7,4) a nastêpnie bufo-
rem ekstrahuj¹cym (10 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl,
25 mM EDTA, 0,5% SDS i 0,1 mg/ml proteinaza K,
pH 8,2) w 57°C, przez ca³¹ noc. DNA by³ wytr¹cany
roztworem 1,5 M NaCl i etanolem. Po przemyciu 70%
etanolem, próbka by³a rozpuszczana w wodzie i stê¿e-
nie DNA zosta³o okreœlone poprzez pomiar absorbancji
przy d³ugoœci fali λ = 260 nm. Trzy mikrogramy DNA
zosta³y poddane elektroforezie w 1% ¿elu agarozo-
wym, z u¿yciem buforu elektroforetycznego TBE (0,09
M Tris-borate, 2 mM EDTA, pH 8,3). Elektroforeza
zosta³a przeprowadzona z zastosowaniem napiêcia
5 V/cm. ¯el by³ barwiony bromkiem etydyny w stê¿e-
niu 1 mg/ml i ogl¹dany w œwietle UV (ryc. 1.). 

AAnnaalliizzaa  ssttaattyyssttyycczznnaa
¯aden z parametrów odnosz¹cych siê do materia³u

nowotworowego nie podlega³ rozk³adowi normalnemu
(test Smirnowa-Kolmogorova) i dlatego dla analizy
wyników zastosowano testy nieparametryczne. P<0,05
by³o traktowane jako wynik statystycznie znacz¹cy. 

WWyynniikkii

Czêstoœæ apoptozy u chorych na raka piersi i w kon-
troli zosta³a przedstawiona w tab. I. 18 z 22 próbek rako-
wych (82%) charakteryzowa³o siê obecnoœci¹ apopto-
tycznych uszkodzeñ DNA w limfocytach krwi obwodo-
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wej, natomiast tylko 3 z 17 przypadków kontrolnych
(15%) wykazywa³o fragmentacjê DNA. Obecnoœæ drabi-
nek apoptotycznych w komórkach rakowych by³a wy¿sza
ni¿ w komórkach prawid³owych (P<0,05). Wœród apop-
totycznie pozytywnych próbek 10 pochodzi³o od kobiet
w wieku przedmenopauzalnym i 8 od kobiet w wieku po-
menopauzalnym. Analiza czêstoœci apoptozy pomiêdzy
tymi grupami wykaza³a brak statystycznie istotnych ró¿-
nic (test Mann-Whitney U, P = 0,051). 

Wyniki analizy apoptozy w limfocytach krwi obwo-
dowej u chorych na raka jajnika przedstawiono w tab. II.
Z 19 przypadków raka jajnika, 12 (63%) wykazywa³o
fragmentacjê DNA. W próbkach kontrolnych czêstoœæ
apoptozy by³a ni¿sza (P<0,05) ni¿ w nowotworach. 

Zale¿noœæ rozk³adu czêstoœci apoptozy od stopnia
zaawansowania nowotworu okreœlonego wg skali
Scarfa-Blooma-Richardsona dla chorych na raka piersi
i wg skali FIGO dla chorych na raka jajnika przedsta-
wiaj¹ odpowiednio tab. III. i IV. Stwierdzono staty-
stycznie istotne ró¿nice pomiêdzy stopniem apoptozy
w podgrupach o ró¿nym stopniu zaawansowania no-
wotworów (P<0,05). 

DDyysskkuussjjaa

Aktywna œmieræ komórki towarzyszy organizmowi
od pocz¹tku jego rozwoju w okresie embriogenezy,
morfogenezy, jak równie¿ jest podstaw¹ do prawid³o-
wego funkcjonowania dojrza³ego organizmu. Apopto-
za w przeciwieñstwie do martwicy (nekrozy) [8, 12,
13, 25] jest aktywn¹ œmierci¹ komórki, wymagaj¹c¹
w swoim przebiegu syntezy RNA i bia³ka. Apoptozê
mo¿na podzieliæ na 2 etapy: 
1) w pierwszym dochodzi do indukcji procesu samo-

unicestwienia komórki, poprzez odebranie sygna-
³ów zewn¹trz- i wewn¹trzkomórkowych, 

2) w drugim etapie nastêpuje uaktywnienie genów,
których produkty bior¹ udzia³ w procesie apoptozy.
Apoptoza jest zjawiskiem zachodz¹cym w przy-
padku nowotworów i wydaje siê mieæ istotne zna-
czenie dla ich wystêpowania [13]. Hamowanie

Tab. II. Czêstoœæ apoptozy w grupie chorych na raka 
jajnika i w grupie kontrolnej 

Pacjentki z rakiem jajnika (n = 19) Grupa kontrolna (n = 20) 

apoptoza apoptoza

obecnoœæ brak obecnoœæ brak

12 (0,63) 7 (0,37) 3 (0,15) 17 (0,81) 

a
P<0,05 w porównaniu z kontrol¹

Tab. I. Czêstoœæ apoptozy w grupie chorych na raka 
piersi i w grupie kontrolnej 

Pacjentki z rakiem piersi (n = 22) Grupa kontrolna (n = 20) 

apoptoza apoptoza

obecnoœæ brak obecn

18 (0,82)a 4 (0,18) 3 (0,15) 17 (0,81) 

a
P<0,05 w porównaniu z kontrol¹

Ryc. 1. Elektroforeza w ¿elu agarozowym DNA uzyskanego z limfocytów krwi obwodowej pobranych od chorych na
raka piersi i jajnika (ryc. A.) i od grupy kontrolnej (ryc. B.).
Charakterystyczne dla procesu apoptozy drabinki apoptotyczne (ryc. A.) zosta³y oznaczone strza³kami; w œcie¿kach
1–4 u chorych na raka piersi; w œcie¿kach 5–8 u chorych na raka jajnika. M1 - marker d³ugoœci par zasad lambda-
HindIII (Qiagen, Hilden, Germany), M2 - marker d³ugoœci par zasad - 100 bp ladder (Qiagen, Hilden, Germany)
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apoptozy w raku mo¿e wp³ywaæ na jego wzrost
i promowaæ progresjê [29]. 

Proces apoptozy mo¿e byæ kontrolowany przez me-
chanizmy wewn¹trzkomórkowe, które wydaj¹ siê byæ
zale¿ne od bia³ka p53, lub przez czynniki zewnêtrzne
takie jak hormony, cytokiny i leki antynowotworowe
[16, 19–21]. W raku piersi defekt w ekspresji mRNA
bax oraz bia³ka Bax jest kluczowym promotorem apop-
tozy [4]. Przywrócenie ekspresji genu Bax w liniach
komórkowych raka piersi hamuje rozwój nowotworu
[3] i podwy¿sza czu³oœæ terapii cytostatykami [33, 35].
W liniach komórkowych redukcja ekspresji Bax jest
negatywnym czynnikiem prognostycznym w nie-hod-
kinowskich ch³oniakach [10], raku jajnika [9] i raku
trzustki [30]. p53, oraz kombinacja dzia³ania p53 i Bcl-
2, reprezentuj¹ niezale¿ny czynnik prognostyczny
w raku jajnika III° zaawansowania. Oprócz ich roli
w procesie apoptozy, p53 i Bcl-2 nie wydaj¹ siê byæ kli-
nicznie u¿ytecznymi markerami predykcyjnymi odpo-
wiedzi na chemioterapiê u tych pacjentek [2]. 

Aby stwierdziæ fakt, czy komórki nowotworowe od
chorych na raka piersi i jajnika podlegaj¹ kontroli po-
przez proces apoptozy, genomowy DNA by³ izolowany
z krwi uzyskanej od chorych leczonych w Instytucie
Centrum Zdrowia Matki Polki w £odzi. Analizê DNA
prowadzono z zastosowaniem klasycznej elektroforezy

w ¿elu agarozowym. Ryc. 1. przedstawia wynik uzy-
skany w przypadku pacjentek (ryc. A.) i osób zdrowych
(ryc. B.), gdzie nie wykryto fragmentacji DNA. 82%
pacjentek z rakiem piersi i 63% kobiet z rakiem jajnika
reprezentowa³o uszkodzenia DNA charakterystyczne
dla procesu apoptozy; 3 z 17 próbek kontrolnych (15%)
charakteryzowa³o siê zmianami apoptotycznymi, jed-
nak nie na tê skalê, co w przypadku grup badanych. 

Przeprowadzone analizy histologiczne wskazuj¹ na
dobr¹ korelacjê pomiêdzy III° zaawansowania nowo-
tworów a liczb¹ komórek apoptotycznych. 84% cho-
rych na raka piersi ze stopniem III nowotworu oraz
75% pacjentek z rakiem jajnika (stopieñ III) wykazy-
wa³o apoptozê w komórkach limfocytów (tab. III.). Pa-
cjenci z I° zaawansowania nowotworu charakteryzowa-
li siê lepszym czasem prze¿ycia ni¿ pacjenci stopnia 
II i III. 

Wykrywanie apoptozy przy zastosowaniu elektro-
forezy w ¿elu agarozowym polega na okreœlaniu stop-
nia fragmentacji DNA [25]. W obecnej pracy wykaza-
no, ¿e apoptoza mo¿e byæ z sukcesem wykrywana
w limfocytach krwi obwodowej przy u¿yciu powy¿-
szej metody. Przeprowadzone wstêpne analizy suge-
ruj¹, ¿e proces apoptozy mo¿e byæ zwi¹zany z wystê-
powaniem i/lub progresj¹ raka piersi i jajnika. Jednak-
¿e kolejne badania, obejmuj¹ce wiêksz¹ populacjê
chorych s¹ konieczne dla potwierdzenia tego przy-
puszczenia. 

Tab. III. Apoptoza u chorych na raka piersia o ró¿nym stopniu zaawansowania nowotworu

stopieñb I (n = 7) II (n = 9) III (n = 6)

apoptoza liczebnoœæ czêstoœæ liczebnoœæ czêstoœæ liczebnoœæ czêstoœæ

brak 3 0,43 7 0,78 1 0,16

obecnoœæ 4 0,57 2 0,22 5 0,84

a
n = 22; bwg skali Scarfa-Blooma-Richardsona

Tab. IV. Apoptoza u chorych na raka jajnikaa o ró¿nym stopniu zaawansowania nowotworu

stopieñb I (n = 5) II (n = 10) III (n = 4)

apoptoza liczebnoœæ czêstoœæ liczebnoœæ czêstoœæ liczebnoœæ czêstoœæ

brak 2 0,40 6 0,60 1 0,25

obecnoœæ 4 0,60 4 0,40 3 0,75

an = 19; bwg skali FIGO

Summary
Purpose: Apoptotic cell death plays a central role in the pathogenesis and disease pro-

gression of cancers. In present work we investigated the association between presence of
apoptotic peripheral blood cells and breast and ovarian cancer progression. 
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