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Cel. Apoptotyczna smierc komdrek odgrywa istotng role w patogenezie i progresji nowo-
tworow. W obecnej pracy badano zwiqzek pomiedzy czestoscig wystgpowania apoptozy w ko-
morkach limfocytow krwi obwodowej a progresjq raka piersi i raka jajnika.

Materialy i metody. Proces apoptozy byt analizowany u chorych na raka piersi (n = 22)
i raka jajnika (n = 19). Jako kontrolg zastosowano krew uzyskang od kobiet, u ktorych nie
stwierdzono choroby nowotworowej (n = 20). Uszkodzenia DNA w postaci charakterystycz-
nych dla apoptozy ,,drabinek apoptotycznych” byty wykrywane przy zastosowaniu techniki
elektroforezy w zelu agarozowym.

Wyniki. Uszkodzenia DNA zostaly zidentyfikowane u 82% (18/22) kobiet chorych na ra-
ka piersi i u 63% pacjentek z rakiem jajnika (12/19). Liczba pozytywnych przypadkow byta
znaczqco wyzsza wsrod probek rakowych niz kontrolnych (P<0,05). Dodatkowo, wykazano
statystycznie znaczgce roznice (p<0,05) w obecnosci apoptozy pomiedzy grupami o réznym
stopniu zaawansowania ROWotworow.

Whniosek. Wysoka czestos¢ apoptozy w limfocytach krwi obwodowej w raku piersi i jaj-
nika sugeruje potencjalng role tego zjawiska dla wystgpowania i progresji nowotworow.

Stowa kluczowe: apoptoza, rak piersi, rak jajnika, elektroforeza w zelu agarozowym,
marker prognostyczny
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Wstep

Apoptoza jest genetycznie uwarunkowanym proce-
sem fizjologicznym, polegajacym na zmianach bioche-
micznych i morfologicznych komoérek, ktére prowadza
poprzez proteolityczng i nukleolityczng degradacje
sktadnikéw komérki do jej Smierci. Obecnie wiadomo,
Ze wystgpowanie i rozwéj nowotwordw jest wynikiem
nie tylko nagromadzenia si¢ w komérkach zmian gene-
tycznych, powstatych w konsekwencji nadekspresji lub
mutacji protoonkogendéw, czy tez utraty lub zmian ge-
néw supresorowych. Za réwnie istotny czynnik w tych
procesach uwaza si¢ obnizenie zdolnosci komérek do
prawidlowego przeprowadzania programu aktywnej
$mierci — apoptozy, jako odpowiedzi na bodZce pocho-
dzace z otaczajacego srodowiska [12, 34].

Proces apoptozy jest bardzo czgstym zjawiskiem,
zaréwno w raku piersi, jak i w raku jajnika [1, 7, 15,
18]. W przypadku tych nowotworéw znanych jest
obecnie wiele czynnikéw prognostycznych, do ktérych
mozna zaliczy¢: typ histologiczny raka, rozmiar guza,
stan weztéw chlonnych pachowych, stopient ztosliwo-
Sci histologicznej, stopiefi proliferacji komérek rako-
wych, ploidi¢ DNA — czyli zawartos¢ DNA w komér-
kach raka, wiek chorej, receptory steroidowe, biomar-
kery inwazyjnosci: aktywatory i inhibitory plazmino-
genu oraz receptory czynnikow wzrostu o aktywnosci
kinazy tyrozynowej [5, 11, 17]. Wymienione czynniki
nie dajg jednakze petnego obrazu biologii nowotworu.

Wiadomo, ze uwolnienie si¢ komérek spod prawidto-
wego mechanizmu ich umierania odgrywa wazng role
w patogenezie i progresji zaréwno raka jajnika [1, 2 18,
32], jak i raka piersi [14, 18, 31]. Kluczowg role w regu-
lacji apoptozy w jej fazie decyzyjnej odgrywajg biatka
z rodziny Bcl-2 [22, 23, 28, 36]. Moga one zatem stano-
wi¢ markery dla rozwoju tego procesu. Rodzing Bcl-2
dzieli si¢ na 3 podrodziny: podrodzing Bcl-2 (np. wyste-
pujace u ssakow Bcl-2, Bcel-xl1, Bel-xs, Al), podrodzing
Bax (Bax, Bak, Bok) oraz podrodzing BH3 (Bad, Bik,
Bid). Bialka z podrodziny Bcl-2 (z wyjatkiem Bcl-xs) sg
inhibitorami apoptozy, natomiast biatka z podrodziny
Bax i BH3 sa promotorami aktywnej smierci komérki.

W raku piersi redukcja ekspresji genu bax koreluje
ze ztg odpowiedzig na chemioterapie i krétszym czasem
przezycia [16, 26, 27, 29]. Podwyzszony poziom biatka
Bcl-2 moze stanowi¢ niezalezny czynnik prognostycz-
ny w przypadku raka jajnika III° zaawansowania [1, 2].

W obecnej pracy analizowano zwigzek pomig¢dzy
czestoscig apoptozy w komorkach limfocytéw krwi
obwodowej wykrywanej przez klasyczng elektroforeze
w zelu agarozowym a progresjg raka piersi i jajnika.

Materiat i metody

Pacjentki z rakiem piersi. Krew do badan zostata uzy-
skana od 22 kobiet z rakiem piersi, u ktérych stwierdzo-
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no obecnos¢ (n = 12) lub brak przerzutéw (n = 10) do
okolicznych weztéw chtonnych. Krew pobrano od 10 ko-
biet w wieku przedmenopauzalnym (srednia wieku £SD
41,33+4,72 lat) i od 12 kobiet w wieku pomenopauzal-
nym (Srednia wieku +SD 65,33+7,66 lat). Sredni rozmiar
guza wynosit 20 mm (17-32 mm). Wszystkie nowotwo-
ry byly klasyfikowane wg skali Scarffa-Blooma-Ri-
chardsona [6, 24]. W badaniach wykorzystano 7 przy-
padkéw nowotwordw I°, 9 IT° 1 6 III° zaawansowania.

Pacjentki z rakiem jajnika. Krew do badari zostata
pobrana od 19 kobiet z rakiem jajnika w wieku pome-
nopauzalnym. Pacjentki miescity si¢ w przedziale wie-
kowym 59-82 lat (Srednia wieku =SD 66,43+6,68 lat).
Wszystkie nowotwory sklasyfikowano wg kryteriow
ustalonych przez FIGO (ang. International Federation
of Gynaecology and Obstetrics). Do analizy wykorzy-
stano 5 przypadkéw nowotwordéw I°, 10 II" i 4 IIT° za-
awansowania.

Grupa kontrolna. Jako kontrole zastosowano krew
uzyskang od kobiet (n = 20), u ktérych nie stwierdzo-
no wystepowania choroby nowotworowe;j.

Izolowanie DNA

Genomowy DNA byt izolowany z limfocytéw krwi
obwodowej, pobieranej na cytrynian. Krew byla trak-
towana roztworem lizujagcym (155 mM NH,CL, 10
mM KHCO; i | mM EDTA, pH 7,4) a nastgpnie bufo-
rem ekstrahujgcym (10 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl,
25 mM EDTA, 0,5% SDS i 0,1 mg/ml proteinaza K,
pH 8,2) w 57°C, przez calg noc. DNA byt wytragcany
roztworem 1,5 M NaCl i etanolem. Po przemyciu 70%
etanolem, probka byla rozpuszczana w wodzie i steze-
nie DNA zostato okreslone poprzez pomiar absorbancji
przy dtugosci fali A = 260 nm. Trzy mikrogramy DNA
zostaly poddane elektroforezie w 1% zelu agarozo-
wym, z uzyciem buforu elektroforetycznego TBE (0,09
M Tris-borate, 2 mM EDTA, pH 8,3). Elektroforeza
zostala przeprowadzona z zastosowaniem napig¢cia
5 V/cm. Zel byt barwiony bromkiem etydyny w steze-
niu 1 mg/ml i ogladany w swietle UV (ryc. 1.).

Analiza statystyczna

Zaden z parametréw odnoszacych si¢ do materiatu
nowotworowego nie podlegal rozktadowi normalnemu
(test Smirnowa-Kolmogorova) i dlatego dla analizy
wynikOw zastosowano testy nieparametryczne. P<0,05
bylto traktowane jako wynik statystycznie znaczacy.

Wyniki
Czgstos¢ apoptozy u chorych na raka piersi i w kon-
troli zostata przedstawiona w tab. I. 18 z 22 prébek rako-

wych (82%) charakteryzowalo si¢ obecnoscig apopto-
tycznych uszkodzen DNA w limfocytach krwi obwodo-
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A) ML M2 1 2 3 4 5 6 7 8

Ryc. 1. Elektroforeza w zelu agarozowym DNA uzyskanego z limfocytéw 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.) zostaly oznaczone strzalkami; w Sciezkach
1-4 u chorych na raka piersi; w Sciezkach 5-8 u chorych na raka jajnika. M1 - marker dlugosci par zasad lambda-
HindIII (Qiagen, Hilden, Germany), M2 - marker dlugosci par zasad - 100 bp ladder (Qiagen, Hilden, Germany)

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

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

apoptoza apoptoza
obecnos¢ brak obecn
18 (0,82)° 4(0,18) 3(0,15) 17 (0,81)
“P<0,05 w poréwnaniu z kontrolg

Tab. II. Czesto$¢ apoptozy w grupie chorych na raka
jajnika i w grupie kontrolnej

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

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

a
P<0,05 w poréwnaniu z kontrolg

wej, natomiast tylko 3 z 17 przypadkéw kontrolnych
(15%) wykazywato fragmentacje DNA. Obecnos¢ drabi-
nek apoptotycznych w komérkach rakowych byta wyzsza
niz w komérkach prawidlowych (P<0,05). Wsréd apop-
totycznie pozytywnych prébek 10 pochodzito od kobiet
w wieku przedmenopauzalnym i 8 od kobiet w wieku po-
menopauzalnym. Analiza czg¢stosci apoptozy pomig¢dzy
tymi grupami wykazata brak statystycznie istotnych réz-
nic (test Mann-Whitney U, P =0,051).
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Wyniki analizy apoptozy w limfocytach krwi obwo-
dowej u chorych na raka jajnika przedstawiono w tab. II.
Z 19 przypadkéw raka jajnika, 12 (63%) wykazywato
fragmentacje DNA. W prébkach kontrolnych czgstosé
apoptozy byla nizsza (P<0,05) niz w nowotworach.

Zaleznos¢ rozktadu czestosci apoptozy od stopnia
zaawansowania nowotworu okreslonego wg skali
Scarfa-Blooma-Richardsona dla chorych na raka piersi
1 wg skali FIGO dla chorych na raka jajnika przedsta-
wiaja odpowiednio tab. III. i IV. Stwierdzono staty-
stycznie istotne réznice pomiedzy stopniem apoptozy
w podgrupach o réznym stopniu zaawansowania no-
wotwordéw (P<0,05).

Dyskusja

Aktywna $Smier¢ komoérki towarzyszy organizmowi
od poczatku jego rozwoju w okresie embriogenezy,
morfogenezy, jak réwniez jest podstawg do prawidlo-
wego funkcjonowania dojrzalego organizmu. Apopto-
za w przeciwiefistwie do martwicy (nekrozy) [8, 12,
13, 25] jest aktywng Smiercig komorki, wymagajaca
w swoim przebiegu syntezy RNA i biatka. Apoptoze
mozna podzieli¢ na 2 etapy:

1) w pierwszym dochodzi do indukcji procesu samo-
unicestwienia komorki, poprzez odebranie sygna-
16w zewnatrz- i wewnatrzkomérkowych,

2) w drugim etapie nastgpuje uaktywnienie genow,
ktérych produkty biorg udzial w procesie apoptozy.
Apoptoza jest zjawiskiem zachodzacym w przy-
padku nowotworéw i wydaje si¢ miec¢ istotne zna-
czenie dla ich wystepowania [13]. Hamowanie
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Tab. I11. Apoptoza u chorych na raka piersi* o réZznym stopniu zaawansowania nowotworu

stopien’ In=7) IIn=9) III (n = 6)
apoptoza liczebnos¢ czestosé liczebnos¢ czestosé liczebnos¢ czgstosé
brak 3 0,43 7 0,78 1 0,16
obecnos¢ 4 0,57 2 0,22 5 0,84
“n = 22; wg skali Scarfa-Blooma-Richardsona
Tab. IV. Apoptoza u chorych na raka jajnika’ o r6znym stopniu zaawansowania nowotworu
stopien” I(m=5) II (n = 10) III (n = 4)
apoptoza liczebnos¢ czestosé liczebnos¢ czestosc liczebnos¢ czestos¢
brak 2 0,40 6 0,60 1 0,25
obecnos¢ 4 0,60 4 0,40 3 0,75

“n = 19; "wg skali FIGO

apoptozy w raku moze wptywaé na jego wzrost
1 promowac progresje [29].

Proces apoptozy moze byé kontrolowany przez me-
chanizmy wewnatrzkomérkowe, ktére wydaja si¢ byé
zalezne od biatka p53, Iub przez czynniki zewngtrzne
takie jak hormony, cytokiny i leki antynowotworowe
[16, 19-21]. W raku piersi defekt w ekspresji mRNA
bax oraz bialka Bax jest kluczowym promotorem apop-
tozy [4]. Przywrécenie ekspresji genu Bax w liniach
komérkowych raka piersi hamuje rozwéj nowotworu
[3] i podwyzsza czutos¢ terapii cytostatykami [33, 35].
W liniach komérkowych redukcja ekspresji Bax jest
negatywnym czynnikiem prognostycznym w nie-hod-
kinowskich chioniakach [10], raku jajnika [9] i raku
trzustki [30]. p53, oraz kombinacja dziatania p53 i Bcl-
2, reprezentuja niezalezny czynnik prognostyczny
w raku jajnika III" zaawansowania. Oprécz ich roli
w procesie apoptozy, p53 i Bcl-2 nie wydajg si¢ by¢ kli-
nicznie uzytecznymi markerami predykcyjnymi odpo-
wiedzi na chemioterapi¢ u tych pacjentek [2].

Aby stwierdzi¢ fakt, czy komérki nowotworowe od
chorych na raka piersi i jajnika podlegajg kontroli po-
przez proces apoptozy, genomowy DNA byt izolowany
z krwi uzyskanej od chorych leczonych w Instytucie
Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi. Analiz¢ DNA
prowadzono z zastosowaniem klasycznej elektroforezy

Summary

w zelu agarozowym. Ryc. 1. przedstawia wynik uzy-
skany w przypadku pacjentek (ryc. A.) 1 0s6b zdrowych
(ryc. B.), gdzie nie wykryto fragmentacji DNA. 82%
pacjentek z rakiem piersi i 63% kobiet z rakiem jajnika
reprezentowalo uszkodzenia DNA charakterystyczne
dla procesu apoptozy; 3 z 17 prébek kontrolnych (15%)
charakteryzowalo si¢ zmianami apoptotycznymi, jed-
nak nie na t¢ skale, co w przypadku grup badanych.

Przeprowadzone analizy histologiczne wskazujg na
dobrg korelacj¢ pomigdzy III° zaawansowania nowo-
tworéw a liczbg komoérek apoptotycznych. 84% cho-
rych na raka piersi ze stopniem III nowotworu oraz
75% pacjentek z rakiem jajnika (stopien III) wykazy-
watlo apoptoze w komoérkach limfocytéw (tab. II1.). Pa-
cjenci z I zaawansowania nowotworu charakteryzowa-
li si¢ lepszym czasem przezycia niz pacjenci stopnia
1T 1.

Wykrywanie apoptozy przy zastosowaniu elektro-
forezy w zelu agarozowym polega na okreslaniu stop-
nia fragmentacji DNA [25]. W obecnej pracy wykaza-
no, ze apoptoza moze by¢ z sukcesem wykrywana
w limfocytach krwi obwodowej przy uzyciu powyz-
szej metody. Przeprowadzone wstepne analizy suge-
rujg, ze proces apoptozy moze by¢ zwigzany z wyste-
powaniem i/lub progresjg raka piersi i jajnika. Jednak-
ze kolejne badania, obejmujace wigksza populacje
chorych sg konieczne dla potwierdzenia tego przy-
puszczenia.

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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Materials and methods. The apoptosis was analysed in blood cells of breast (n = 22) and
ovarian cancer patients (n = 19). Blood samples from age matched healthy women served
as control (n = 20). The apoptotic peripheral blood cells were detected by agarose gel elec-
trophoresis.

Results. The apoptotic cells were identified in 82% (18/22) of the breast cancers and in
63% ovarian cancer patients (12/19). The number of positive samples were significantly
higher among cancer samples than among control samples (P<0.05). Additionally, there we-
re significant differences (P>0.05) in presence of apoptosis between subgroups assigned to
histological stage.

Conclusion. The high frequency of apoptotic peripheral blood cells in breast and ova-
rian tumours suggests a potential role of apoptosis in cancers appearance and/or pro-
gression.

Key words: apoptosis, breast cancer, ovarian cancer, agarose gel electrophoresis, pro-
gnostic marker
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