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AAppooppttoozzaa  ii mmuuttaaccjjee  ww ggeenniiee
BBRRCCAA11  uu kkoobbiieett  zz rraakkiieemm  ppiieerrssii
zz rreeggiioonnuu  ³³óóddzzkkiieeggoo

AAppooppttoossiiss  aanndd  BBRRCCAA11  ggeennee  mmuuttaattiioonnss  iinn  wwoommeenn  wwiitthh  bbrreeaasstt  ccaanncceerr  
ffrroomm  tthhee  LLooddzz  rreeggiioonn  ooff  PPoollaanndd

HHaannnnaa  RRoommaannoowwiicczz--MMaakkoowwsskkaa11,,  BBeeaattaa  SSmmoollaarrzz11,,  MMaarreekk  ZZaaddrroo¿¿nnyy22,,  TToommaasszz  SStteettkkiieewwiicczz33,,

TToommaasszz  PPeerrttyyññsskkii33,,  AAnnddrrzzeejj  KKuulliigg11

Cel: Gen BRCA1 koduje bia³ko wielofunkcyjne, które wp³ywa na integralnoœæ genomu
poprzez swoj¹ rolê w regulacji mechanizmów naprawy DNA oraz regulacjê procesu apopto-
zy. Apoptotyczna œmieræ komórek ma istotne znaczenie w patogenezie i progresji nowotwo-
rów, a tak¿e w odpowiedzi na leczenie. Celem badañ by³o okreœlenie czêstoœci mutacji w ge-
nie BRCA1 oraz apoptozy u kobiet z rakiem piersi. 

Materia³y i metody: Krew do badañ zosta³a uzyskana od 40 kobiet z rakiem piersi. Jako
kontrolê zastosowano krew uzyskan¹ od osób (n=42), u których nie stwierdzono wystêpowania
choroby nowotworowej. Mutacje w genie BRCA1 zosta³y okreœlone przy zastosowaniu techni-
ki PCR-RFLP. Apoptoza by³a wykrywana przy pomocy elektroforezy w ¿elu agarozowym. 

Wyniki: Uszkodzenia apoptotyczne zosta³y wykryte u 30% (12/40) pacjentek. Nie stwier-
dzono statystycznie istotnych ró¿nic w czêstoœci apoptozy pomiêdzy grup¹ badan¹ a kontro-
ln¹ (P>0,05). Stwierdzono jedn¹ mutacjê Ex20insC w genie BRCA1 w grupie badanej. 

Wnioski: Obecnoœæ apoptozy w komórkach limfocytów krwi obwodowej u chorych na ra-
ka piersi sugeruje potencjaln¹ rolê tego procesu w rozwoju raka piersi. Brak mutacji w ge-
nie BRCA1 w wiêkszoœci przypadków wskazuje, ¿e prawdopodobnie istniej¹ inne, nieziden-
tyfikowane jeszcze geny predysponuj¹ce do tej choroby. 

S³owa kluczowe: BRCA1, apoptoza, rak piersi, mutacje genowe

(Przegl¹d Menopauzalny 2005; 3: 53–57) 
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WWssttêêpp

Mutacje w genach supresorowych BRCA1 (ang.
BReast-CAncer susceptibility gene 1) i BRCA2 pre-
dysponuj¹ do rozwoju raka piersi i jajnika [1–4]. Ba-

dania wskazuj¹, ¿e bia³ka kodowane przez te geny
uczestnicz¹ w wa¿nych procesach komórkowych.
W szczególnoœci oba bia³ka wp³ywaj¹ na naprawê
DNA i regulacjê transkrypcji w odpowiedzi na uszko-
dzenia DNA [5, 6]. Bia³ka BRCA1 i BRCA2 s¹ ko-
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nieczne dla zachowania stabilnoœci chromosomów, co
chroni genom przed uszkodzeniami [7]. BRCA1/2 od-
dzia³uj¹ z wieloma innymi bia³kami uczestnicz¹cymi
w naprawie DNA (RAD51, RAD52, XRCC2, PIR54)
i procesie apoptozy (Bax, Bcl-2, P53) [8]. 

Apoptoza jest genetycznie uwarunkowanym proce-
sem fizjologicznym, polegaj¹cym na zmianach bio-
chemicznych i morfologicznych komórek, które pro-
wadz¹ poprzez proteolityczn¹ i nukleolityczn¹ degra-
dacjê sk³adników komórki do jej œmierci. Obecnie
wiadomo, ¿e wystêpowanie i rozwój nowotworu jest
wynikiem nie tylko nagromadzenia siê w komórkach
zmian genetycznych powsta³ych w konsekwencji na-
dekspresji lub mutacji protoonkogenów, czy te¿ utraty
lub zmian genów supresorowych. Za równie istotny
czynnik w tych procesach uwa¿a siê obni¿enie zdolno-
œci komórek do prawid³owego przeprowadzania pro-
gramu aktywnej œmierci – apoptozy, jako odpowiedzi
na bodŸce pochodz¹ce z otaczaj¹cego œrodowiska
[10]. Apoptoza jest regulowana przez bia³ka z rodziny
Bcl-2; supresory apoptozy Bcl-2, Bcl-XL czy Mcl-1
oraz jej promotory Bax, Bak i Bcl-XS [11, 12]. 

W raku piersi defekty w ekspresji mRNA Bax s¹
kluczowym promotorem apoptozy [13]. p53 dzia³a ja-
ko transkrypcyjny regulator genu Bax oraz wspó³dzia-
³a z BRCA1 [14]. BRCA1 podwy¿sza zale¿n¹ od p53

transkrypcjê promotorów p21WAF1/CIP1 i bax [15]
BRCA1 i p53 oddzia³uj¹ in vitro i in vivo i wspólnie
indukuj¹ apoptozê w komórkach rakowych. 

W raku piersi stwierdzono zwi¹zek pomiêdzy
apoptoz¹ a stopniem zaawansowania nowotworu i ne-
gatywnymi recetorami estrogenowymi. Wysoki po-
ziom apoptozy w raku piersi jest z³ym czynnikiem ro-
kowniczym [16]. 

Jednym z przejawów apoptozy jest fragmentacja
DNA na poziomie nukleosomów (185 pz). Zazwyczaj
pofragmentowany DNA jest wykrywany poprzez elek-
troforezê w ¿elu agarozowym. W niniejszej pracy ba-
dano czêstoœæ apoptozy przy zastosowaniu powy¿szej
techniki u chorych na raka piersi. Poza tym analizowa-
no mutacje w genie BRCA1, poniewa¿ uczestniczy on
w indukowaniu tego procesu. 

MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyy

PPaaccjjeennttkkii  zz rraakkiieemm  ppiieerrssii
Krew do badañ zosta³a uzyskana od 40 kobiet z ra-

kiem piersi, u których stwierdzono obecnoœæ (n=12)
lub brak przerzutów (n=28) do okolicznych wêz³ów
ch³onnych. Krew pobrano od 18 kobiet w wieku
przedmenopauzalnym (œrednia wieku ±SD
41,33±4,72 lat) i od 22 kobiet w wieku pomenopau-
zalnym (œrednia wieku ±SD 65,33±7,66 lat). Œredni
rozmiar guza wynosi³ 20 mm (17–32 mm). Wszystkie
nowotwory by³y klasyfikowane wg skali Scarffa-Blo-
oma-Richardsona. W badaniach wykorzystano 17
przypadków nowotworów I stopnia, 16 – II stopnia
i 7 – III stopnia zaawansowania. 

GGrruuppaa  kkoonnttrroollnnaa
Jako kontrolê zastosowano krew uzyskan¹ od ko-

biet (n=42), u których nie stwierdzono wystêpowania
choroby nowotworowej. 

AAnnaalliizzaa  aappooppttoozzyy
Analiza apoptozy zosta³a przeprowadzona w DNA

uzyskanym z limfocytów krwi obwodowej przy zasto-
sowaniu komercyjnie dostêpnego zestawu Ladder
ExTM (TaKaRa BIO INC., Japonia) zgodnie z zalece-
niami producenta (ryc. 1.). 

AAnnaalliizzaa  mmuuttaaccjjii  BBRRCCAA11  
Analiza mutacji w genie BRCA1 zosta³a przepro-

wadzona w DNA uzyskanym z limfocytów krwi ob-
wodowej przy zastosowaniu komercyjnie dostêpnego
zestawu (Miêdzynarodowe Centrum Nowotworów
Dziedzicznych, Szczenin, Polska) zgodnie z zalece-
niami producenta (ryc. 2.). 

Ryc 1. Elektroforeza w ¿elu agarozowym DNA uzyskane-
go z limfocytów krwi obwodowej pobranych od chorych
na raka piersi. Charakterystyczne dla procesu apoptozy
drabinki apoptotyczne s¹ obecne w œcie¿kach 3.–5. u cho-
rych na raka piersi. Œcie¿ka 6. – marker d³ugoœci par za-
sad (Qiagen, Hilden, Germany) 
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AAnnaalliizzaa  ssttaattyyssttyycczznnaa
W celu analizy statystycznej zastosowano test χ2,

p<0,05 by³o traktowane jako wynik statystycznie
znacz¹cy. 

WWyynniikkii

Genomowy DNA by³ ekstrahowany z 40 próbek
krwi uzyskanych od chorych na raka piersi i 42 zdro-
wych osób. Apoptotyczne uszkodzenia DNA w lim-
focytach krwi obwodowej zarówno u pacjentów, jak
i w kontroli by³y wykrywane z zastosowaniem elek-
troforezy w ¿elu agarozowym. 

Czêstoœæ apoptozy u chorych na raka piersi
i w kontroli zosta³a przedstawiona w tab. I. 12 z 40
próbek rakowych (30%) charakteryzowa³o siê obec-
noœci¹ apoptotycznych uszkodzeñ DNA w limfocy-
tach krwi obwodowej. W przypadku kontroli 14 z 42
przypadków (33%) wykazywa³o fragmentacjê DNA.
Obecnoœæ drabinek apoptotycznych w komórkach ra-
kowych nie by³a wy¿sza ni¿ w komórkach prawid³o-
wych (P>0,05). Wœród apoptotycznie pozytywnych
próbek 7 pochodzi³o od kobiet w wieku przedmeno-
pauzalnym i 5 od kobiet w wieku pomenopauzalnym.
Analiza czêstoœci apoptozy pomiêdzy tymi grupami
wykaza³a brak statystycznie istotnych ró¿nic (test
Mann-Whitney U, P=0,051). 

Zale¿noœæ rozk³adu czêstoœci apoptozy od stopnia
zaawansowania nowotworu okreœlonego wg skali
Scarfa-Blooma-Richardsona dla chorych na raka
piersi przedstawia tab. II. Nie stwierdzono staty-
stycznie istotnych ró¿nic pomiêdzy stopniem apopto-
zy w podgrupach o ró¿nym stopniu zaawansowania
nowotworów (P<0,05). 

Analiza mutacji genu BRCA1 zosta³a przeprowa-
dzona w grupie chorych na raka piersi. W grupie 40
badanych kobiet stwierdzono tylko jedn¹ mutacjê
Ex20insC BRCA1. 

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

Pacjentki z rakiem piersi (n=40) Grupa kontrolna (n=42)

apoptoza apoptoza
obecnoœæ brak obecnoœæ brak

12 (0,30)a 28 (0,70) 14 (0,33) 28 (0,67)

aP>0,05 w porównaniu z kontrol¹

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

stopieñb I (n=17) II (n=16) III (n=7)

apoptoza liczebnoœæ czêstoœæ liczebnoœæ czêstoœæ liczebnoœæ czêstoœæ

brak 13 0,77 11 0,69 4 0,57

obecnoœæ 4 0,23 5 0,31 3 0,43

a
n=40; bwg skali Scarfa-Blooma-Richardsona 

Ryc. 2. Wynik reakcji PCR-RFLP z fragmentami genu
BRCA1 analizowany w wyniku elektroforezy w 2% ¿elu
agarozowym po barwieniu bromkiem etydyny i wizuali-
zacji w œwietle UV. Œcie¿ka 1. – marker mas cz¹steczko-
wych, 50-2 000 pz (Sigma, St. Louis, USA), œcie¿ki 2., 3. –
produkt, w którym nie stwierdzono mutacji genu
BRCA1, œcie¿ka 4. – produkt z mutacj¹ Ex20insC w genie
BRCA1, œcie¿ka 5. – kontrola produktu PCR po trawie-
niu enzymem restrykcyjnym AvaII
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DDyysskkuussjjaa

Rak piersi dotyka co dziesi¹t¹ kobietê w krajach
uprzemys³owionych i jest g³ówn¹ przyczyn¹ ich œmier-
ci. Rak piersi mo¿e zachodziæ sporadycznie lub byæ
uwarunkowany dziedzicznie. Raki sporadyczne stano-
wi¹ ok. 95% przypadków, tylko 5% raków piersi jest
uwarunkowanych dziedzicznie [17]. Istotny jest fakt,
¿e raki piersi uwarunkowane dziedzicznie dotykaj¹
osoby w m³odym wieku. 

Dane literaturowe wskazuj¹ na zwi¹zek BRCA1
z napraw¹ DNA [18]. BRCA1 odgrywa tak¿e istotn¹ ro-
lê w regulacji procesu apoptozy. Badano zwi¹zki pomiê-
dzy genem BRCA1 a genami odpowiadaj¹cymi za pro-
ces apoptozy, jak bcl-2, bax oraz p53 w raku piersi [19].
Ekspresja BRCA1 korelowa³a pozytywnie z ekspresj¹
bcl-2, czego nie zaobserwowano w przypadku bax i p53.
Dane sugeruj¹, ¿e bcl-2 mo¿e byæ istotnym genem
wspó³dzia³aj¹cym z BRCA1 w procesie nowotworzenia.

Apoptoza jest zjawiskiem zachodz¹cym w przypad-
ku nowotworów i wydaje siê mieæ istotne znaczenie dla
ich wystêpowania. Podwy¿szon¹ czêstoœæ apoptozy
stwierdza siê w raku piersi typu przewodowego [20, 21].
Wysoki poziom apoptozy w tym nowotworze mo¿e byæ
zwi¹zany z krótszym czasem prze¿ycia [22, 23] i mo¿e
byæ niezale¿nym czynnikiem prognostycznym [24, 25]. 

Aby stwierdziæ fakt, czy komórki nowotworowe od
chorych na raka piersi podlegaj¹ kontroli poprzez pro-
ces apoptozy, genomowy DNA by³ izolowany z krwi
uzyskanej od chorych leczonych w Instytucie Centrum
Zdrowia Matki Polki w £odzi. Analizê DNA prowa-
dzono z zastosowaniem klasycznej elektroforezy w ¿e-

lu agarozowym. 30% pacjentek z rakiem piersi repre-
zentowa³o uszkodzenia DNA charakterystyczne dla
procesu apoptozy; 14 z 42 próbek kontrolnych (33%)
charakteryzowa³o siê zmianami apoptotycznymi, czyli
w podobnej skali, co w przypadku grup badanych.
Przeprowadzone analizy histologiczne wskazuj¹ na
brak korelacji pomiêdzy stopniem zaawansowania no-
wotworów a liczb¹ komórek apoptotycznych. 

Wykrywanie apoptozy przy zastosowaniu elektrofo-
rezy w ¿elu agarozowym polega na okreœlaniu stopnia
fragmentacji DNA [25]. W obecnej pracy wykazano, ¿e
apoptoza mo¿e byæ z sukcesem wykrywana w limfocy-
tach krwi obwodowej przy u¿yciu powy¿szej metody. 

W grupie 40 kobiet z rakiem piersi mutacjê w genie
BRCA1 stwierdzono tylko w 1 przypadku III stopnia
zaawansowania nowotworu. W tym przypadku stwier-
dzono tak¿e apoptotyczne uszkodzenia DNA. 

Badania wskazuj¹, ¿e zmiany genetyczne, jak muta-
cje BRCA1 i apoptotyczne uszkodzenia DNA mog¹ byæ
wykrywane w raku piersi. Przeprowadzone wstêpne
analizy sugeruj¹, ¿e proces apoptozy mo¿e byæ zwi¹za-
ny z wystêpowaniem i/lub progresj¹ raka piersi. Brak
mutacji BRCA1 w wiêkszoœci przypadków sugeruje na
fakt uczestnictwa innych genów w procesie nowotwo-
rzenia, które byæ mo¿e nie zosta³y jeszcze poznane. Jed-
nak¿e kolejne badania, obejmuj¹ce wiêksz¹ populacjê
chorych s¹ konieczne dla potwierdzenia tego przypusz-
czenia. 

Praca powsta³a w oparciu o granty 3P05C06624
i 3P05E07124 uzyskane z Komitetu Badañ Naukowych
(KBN). 

Summary

Aim: The breast cancer susceptibility gene BRCA1 encodes a large multi-functional pro-
tein which is implicated as a caretaker of the genome, through its role in regulation of DNA
damage response pathways, including apoptosis. Apoptotic cell death plays important role
in the pathogenesis and disease progression of cancer as well as in the response to treatment.
The objectives of this study were to determine the frequency of BRCA1 germ-line mutations
and apoptosis in patients with breast cancer. 

Materials and methods: 40 breast cancer women provided blood for genetic analysis.
Blood samples age matched healthy individuals (n=42) served as control. The BRCA1 mu-
tations were determined by PCR-RFLP methods. The apoptotic peripheral blood cells were
detected by agarose gel electrophoresis. 

Results: The apoptotic cells were identified in 30% (12/40) of the patients. There were
no significant differences in apoptosis frequencies between patients and controls (P > 0.05).
one Ex20insC mutations of BRCA1 gene were identified in breast cancer patients. 

Conclusion: The presence of apoptotic peripheral blood cells in patients suggests a po-
tential role of apoptosis in risk breast cancer appearance. The lack of detectable BRCA1
germ-line mutations in most cases suggests that there are probably additional, as yet uniden-
tified genes predisposing to this disease. 

Key words: BRCA1, apoptosis, breast cancer, gene mutations
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