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AAmmpplliiffiikkaaccjjaa  ggeennuu  cc--eerrbbBB22  
((HHeerr--22//nneeuu))  uu kkoobbiieett  
zz rraakkiieemm  ssuuttkkaa  
––  bbaaddaanniiaa  wwssttêêppnnee

CC--eerrbbBB22  ((HHeerr--22//nneeuu))  ggeennee  aammpplliiffiiccaattiioonn  iinn  wwoommeenn  wwiitthh  bbrreeaasstt  ccaanncceerr  
––  iinniittiiaall  ssttuuddiieess  

MMaarreekk  ZZaaddrroo¿¿nnyy11,,  BBeeaattaa  SSmmoollaarrzz22,,  HHaannnnaa  RRoommaannoowwiicczz--MMaakkoowwsskkaa22,,  EEll¿¿bbiieettaa  KKoozz³³oowwsskkaa22,,  AAnnddrrzzeejj  KKuulliigg22

Onkogen c-erbB2 (Her2/neu) zlokalizowany w ramieniu d³u¿szym chromosomu 7 koduje
transb³onow¹ glikoproteinê p185 o funkcji receptora kinazy tyrozynowej. Dane literaturowe
wskazuj¹, ¿e podwy¿szona ekspresja onkogenu c-erbB2 (Her-2/neu) mo¿e byæ zwi¹zana
z wystêpowaniem raka sutka u kobiet. Celem naszych badañ sta³o siê okreœlenie zwi¹zku po-
miêdzy stopniem amplifikacji genu c-erbB2 a wystêpowaniem raka sutka u kobiet w wieku
menopauzalnym. Materia³ do badañ stanowi³y utrwalone w parafinie wycinki z guza piersi
(n = 20). Jako grupê kontroln¹ zastosowano krew pobran¹ od kobiet (n = 20), u których nie
stwierdzono wystêpowania nowotworu. Amplifikacja genu c-erbB2 by³a analizowana przy
u¿yciu reakcji ³añcuchowej polimerazy (PCR) z zastosowaniem odpowiednio dobranych
starterów. Stopieñ amplifikacji genu c-erbB2 by³ znacz¹co wy¿szy w grupie badanej w po-
równaniu z grup¹ kontroln¹ (p<0,05). Zwiêkszona aktywnoœæ genu c-erbB2 mo¿e byæ zwi¹-
zana z wystêpowaniem raka sutka u kobiet w wieku menopauzalnym. 

S³owa kluczowe: gen c-erbB2 (Her-2/neu), amplifikacja, rak sutka, menopauza, PCR

(Przegl¹d Menopauzalny 2002; 1: 11–14)

WWssttêêpp

Poznanie znaczenia onkogenów oraz genów supreso-
rowych stworzy³o nowe mo¿liwoœci w wykorzystaniu
markerów nowotworowych. W ostatnich latach liczne
badania dokumentuj¹, ¿e zmiany (punktowe mutacje,
nadekspresja) onkogenów i genów supresorowych mog¹
byæ wykrywane w ludzkich tkankach nowotworowych.
Mog¹ one odgrywaæ rolê u¿ytecznych molekularnych
markerów dla poznania procesu kancerogenezy in vivo. 

Bezpoœrednie wykrywanie genetycznych zaburzeñ
wymaga dostêpu do DNA lub mRNA tkanek macie-
rzystych. Wykrywanie zmutowanych postaci genów,
zmiany stopnia ich ekspresji a co za tym idzie – zmia-
ny iloœci onkoprotein we krwi mo¿e byæ zastosowane
jako molekularne markery kancerogenezy. Zalicza siê
do nich czynniki wzrostowe, receptory miêdzyb³o-
nowych czynników wzrostu, onkogeny koduj¹ce
bia³ka cytoplazmatyczne uczestnicz¹ce w we-
wn¹trzkomórkowej transmisji sygna³u oraz onkoge-
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ny koduj¹ce bia³ka o charakterze czynników trans-
krypcyjnych [2]. 

Jednym z najlepiej poznanych onkogenów koduj¹-
cych bia³ka o charakterze receptorów czynników wzro-
stowych o aktywnoœci kinazy tyrozynowej jest onkogen
erbB. Przekszta³cenie protoonkogenu erbB jest wyni-
kiem delecji znacznej czêœci zewn¹trzkomórkowej do-
meny bia³ka wi¹¿¹cego ligand. W nowotworach ludzkich
obserwuje siê zwiêkszon¹ ekspresjê genów koduj¹cych
bia³ka o charakterze receptorów transb³onowych czynni-
ków wzrostu (szczególnie c-erbB1 i c-erbB2) [7, 10].
Proces wzrostu sygna³u transdukcji dla tych receptorów
ukazuje w³¹czenie dimeryzacji ze wzrostem wewn¹trz-
komórkowej aktywnoœci kinazy tyrozynowej przez pro-
teolityczne ciêcie domeny zewn¹trzkomórkowej (ECD)
receptora, ze zgromadzeniem ECD w œrodowisku zewn¹-
trzkomórkowym. Dlatego wykrycie wzrostu poziomu re-
ceptora c-erbB2 we krwi staje siê potencjalnym moleku-
larnym markerem dla rozwoju raka [9, 11, 12]. 

Onkogen c-erbB2 jest zlokalizowany na ramieniu
d³u¿szym chromosomu 17 i koduje glikoproteinê o ma-
sie 185 kD, o funkcji receptora kinazy tyrozynowej.
Zwiêkszon¹ ekspresjê genu c-erbB2 stwierdza siê
w ok. 20–30 proc. raków sutka [1, 3, 4]. Wykazano za-
le¿noœæ pomiêdzy zaburzeniami tego onkogenu a obec-
noœci¹ przerzutów w wêz³ach ch³onnych, wczesnymi
nawrotami choroby i krótkim czasem prze¿ycia [6, 8]. 

W prezentowanych badaniach podjêto próbê okre-
œlenia stopnia amplifikacji genu c-erbB2 u kobiet cho-
rych na raka sutka w wieku menopauzalnym. W tym ce-
lu zastosowano reakcjê ³añcuchow¹ polimerazy (PCR). 

MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyy

PPaaccjjeennttkkii  
Materia³ do badañ stanowi³y pobrane z materia³u

pooperacyjnego, a nastêpnie utrwalone w parafinie wy-

Ryc. 1. Analiza amplifikacji genu c-erbB2 poprzez elektroforezê w 5-procentowym ¿elu poliakryloamidowym. Œcie¿ki
1, 2, 3 i 5 przedstawiaj¹ przypadki, w których stwierdzono amplifikacjê genu (produkt o d³ugoœci 98 pz), œcie¿ka 5 –
brak amplifikacji genu. M – marker mas cz¹steczkowych (Sigma – Aldrich, Niemcy)
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cinki guzów piersi (n=20). Œrednia wieku pacjentek
wynosi³a 58 lat. Grupê kontroln¹ stanowi³y próbki krwi
uzyskane od kobiet (n=20), u których nie stwierdzono
wystêpowania nowotworu. 

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) do badañ by³
izolowany przy zastosowaniu komercyjnie dostêpnego
zestawu OIAmp Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Niemcy).
W przypadku tkanek utrwalonych w parafinie przed
izolowaniem DNA prowadzono ich deparafinizacjê
ksylenem i etanolem. 

AAmmpplliiffiikkaaccjjaa  ggeennuu  cc--eerrbbBB22
W celu amplifikacji genu c-erbB2 zastosowano na-

stêpuj¹ce startery o sekwencjach: 5'-CCT CTG ACG
TCT TCG ACC TC-3' oraz 5'- ATC TCT CTG CTG
CCG TCG TCG CTT -3'. Reakcja PCR zosta³a prze-
prowadzona w termocyklerze Perkin-Elmer/Gene
Amp, PCR System 2400 thermal cycler. Warunki reak-
cji PCR by³y nastêpuj¹ce: 1 min w 94°C, 1 min
w 60°C, 1 min w 72°C, przez 33 cykle. Mieszanina re-
akcyjna (25 µl) obejmowa³a: 30 ng genomowego
DNA, 0,2 µmol ka¿dego startera (ARK Scientific
GmbH Biosystems, Darmstad, Niemcy), 2,5 mM

MgCl2, 1 mM dNTPs and 1 U polimerazy Taq (Qiagen
GmbH, Hilden, Niemcy). Wyniki reakcji PCR by³y
analizowane w 5-procentowym ¿elu poliakryloamido-
wym po barwieniu bromkiem etydyny (ryc. 1.). 

WWyynniikkii

Stwierdzono znacz¹co wy¿sz¹ czêstoœæ amplifikacji
genu c-erbB2 w grupie badanej (0,70) w porównaniu
z grup¹ kontroln¹ (0,10) (tab. I.). Ró¿nice pomiêdzy
obu badanymi grupami by³y statystycznie istotne
(p<0,05) (ryc. 2.). 

DDyysskkuussjjaa

Zmiana stopnia ekspresji genu c-erbB2 zosta³a po
raz pierwszy opisana w 1988 r przez van de Vijvera
i wsp. w raku sutka in situ [11]. Wysoka ekspresja tego
genu we wczesnym stadium rozwoju nowotworu wska-
zywa³a, ¿e mo¿e on mieæ znaczenie dla jego rozwoju.
Niski poziom ekspresji w zmianach ³agodnych po-
twierdza³ te przypuszczenia. W kolejnych badaniach
podjêto próby okreœlenia zale¿noœci pomiêdzy zaburze-
niami genu c-erbB2 a odpowiedzi¹ na hormono- i che-
mioterapiê. Stwierdzono, ¿e chorzy z guzami, w któ-
rych wystêpuje wzrost aktywnoœci c-erbB2 wykazuj¹
opornoœæ na hormonoterapiê, niezale¿nie od obecnoœci
receptorów estrogenowych. Brak by³o natomiast jedno-
znacznych wyników skutecznoœci chemioterapii u tych
chorych [5, 8]. 

W analizach do oznaczania aktywnoœci genu c-erbB2
stosuje siê technikê Southern blot, FISH (ang. fluorescen-
ce in situ hybridization) oraz PCR [5, 10]. W prezentowa-
nych badaniach podjêto próbê oznaczenia stopnia ampli-
fikacji genu c-erbB2 przy zastosowaniu reakcji PCR. Me-
toda ta wymaga ma³ej iloœci DNA, co pozwoli³o na wy-
korzystanie w doœwiadczeniach oprócz krwi tak¿e próbki
tkanek utrwalonych w parafinie. 

Przeprowadzone badania sugeruj¹, ¿e zwiêkszona
amplifikacja genu c-erbB2 jest zwi¹zana z wystêpowa-
niem raka sutka u kobiet, jednak¿e konieczna jest ana-
liza wiêkszej populacji dla potwierdzenia tego przy-
puszczenia. 

Tab. I. Analiza amplifikacji genu c-erbB2 (Her-2/neu) u chorych na raka sutka i w grupie kontrolnej

Pacjenci (n = 20) Kontrola (n = 20)

Amplifikacja genu Brak amplifikacji genu Amplifikacja genu Brak amplifikacji genu
Her-2/neu Her-2/neu Her-2/neu Her-2/neu

14 (0,70)* 6 (0,30) 2 (0,10) 18 (0,90)

*p<0,05 w porównaniu z grup¹ kontroln¹

Ryc. 2. Stopieñ amplifikacji genu c-erbB2 u chorych
i w grupie kontrolnej
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Summary
Background. The c-erbB2 (Her2/neu) oncogene is located on the long arm of chromoso-

me 7, encoding for a 185 kD transmembrane glycoprotein p185 with tyrosine kinase recep-
tor function. Several studies have shown that overexpression of c-erbB2 (Her-2/neu) gene
has been associated with breast cancer appearance. The aim of the present study was to in-
vestigate the relationship between amplification of c-erbB2 gene and the appearance of bre-
ast cancer in menopausal women. 

Materials and methods. Paraffin embedded tumour tissue were obtained from patients
with breast cancer (n=20). Blood samples from age matched healthy women (n=20) served
as control. The amplification of c-erbB2 gene was determined by PCR reaction using the al-
lele specific primers. 

Results. The amplification of c-erbB2 gene was significantly higher in patients compa-
red as control (p<0.05) 

Conclusion. The results suggest that amplification of c-erbB2 gene may be linked with
appearance of breast cancer in menopausal women. 

Key words: c-erbB2 (Her-2/neu) gene, amplification, breast carcinoma, menopause,
PCR

AAddrreess  ddoo  kkoorreessppoonnddeennccjjii::  
Zak³ad Patomorfologii Klinicznej, 

Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki 

Rzgowska 281/289 

93-338 £ódŸ 

tel. +48-42 271 12 80 

fax +48-42 271 14 21


