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WWyykkrryywwaanniiee  aappooppttoozzyy  mmeettoodd¹¹
eelleekkttrrooffoorreezzyy  ww ¿¿eelluu  aaggaarroozzoowwyymm
uu cchhoorryycchh  nnaa  rraakkaa  ppiieerrssii

DDeetteeccttiioonn  ooff  aappooppttoossiiss  bbyy  aaggaarroossee  ggeell  eelleeccttrroopphhoorreessiiss  iinn  bbrreeaasstt  ccaanncceerr  ppaattiieennttss

HHaannnnaa  RRoommaannoowwiicczz--MMaakkoowwsskkaa11,,  BBeeaattaa  SSmmoollaarrzz11,,  EEll¿¿bbiieettaa  KKoozz³³oowwsskkaa11,,  TToommaasszz  SStteettkkiieewwiicczz22,,  

AAnnddrrzzeejj  KKuulliigg11,,  TToommaasszz  PPeerrttyyññsskkii22

Cel. Wyró¿nia siê 2 rodzaje œmierci komórkowej: przypadkowa œmieræ komórki (martwi-
ca) i programowana œmieræ komórki (apoptoza). W obecnej pracy przedstawiono metodê
elektroforezy w ¿elu agarozowym, która mo¿e byæ stosowana do prawid³owej charakterysty-
ki programowanej œmierci komórki. 

Materia³y i metody. Proces apoptozy by³ analizowany u chorych na raka piersi 
(n = 60). Próbki krwi uzyskano od 31 kobiet w wieku przedmenopauzalnym (œrednia wie-
ku ±SD 42,34±4,52 lata) i od 29 kobiet w wieku pomenopauzalnym (œrednia wieku 
±SD 66,53±6,67 lat). 

Jako kontrolê zastosowano krew uzyskan¹ od kobiet, u których nie stwierdzono choroby
nowotworowej (n = 52). 

Wyniki. Uszkodzenia DNA zosta³y zidentyfikowane u 63% (38/60) kobiet chorych na ra-
ka piersi. Liczba pozytywnych przypadków by³a znacz¹co wy¿sza wœród próbek rakowych ni¿
kontrolnych (P <0,05). 

Wniosek. W obecnej pracy wykazano wysok¹ czêstoœæ apoptozy w limfocytach krwi ob-
wodowej w raku piersi przy zastosowaniu metody elektroforezy w ¿elu agarozowym. 

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

(Przegl¹d Menopauzalny 2003; 3:73–78) 

WWssttêêpp

Apoptoza, w przeciwieñstwie do martwicy, jest proce-
sem czynnym, czêsto zwi¹zanym z aktywacj¹ genów.
Okreœlana jest mianem aktywnej œmierci komórki. Cha-
rakteryzuje j¹ szereg specyficznych zmian morfologicz-
nych i biochemicznych (ryc. 1.). W ostatnich latach wzro-
s³o zainteresowanie apoptoz¹, jako istotnym czynnikiem
przyczyniaj¹cym siê do powstawania i rozwoju nowo-
tworów [1, 2]. 

Dane literaturowe wskazuj¹, ¿e proces apoptozy
zachodzi bardzo czêsto w raku piersi [3–6]. W przy-
padku tego nowotworu znanych jest obecnie wiele
czynników prognostycznych (tab. I.). Wymienione
czynniki nie daj¹ jednak¿e pe³nego obrazu biologii
nowotworu [7–9]. 

Wiadomo, ¿e uwolnienie siê komórek spod prawi-
d³owego mechanizmu ich umierania odgrywa wa¿n¹
rolê w patogenezie i progresji raka piersi [4, 10–13].
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Apoptoza, w przeciwieñstwie do martwicy jest czynn¹
œmierci¹ komórki, wymagaj¹c¹ w swym przebiegu
syntezy RNA i bia³ka. Kluczow¹ rolê w regulacji apop-
tozy odgrywaj¹ bia³ka z rodziny Bcl-2 [14–17]. S¹ to
bardzo konserwatywne bia³ka, których homologi wy-
stêpuj¹ na ró¿nych etapach rozwoju filogenetycznego
zarówno u wirusów, nicieni, jak i krêgowców. Rodzinê
Bcl-2 dzieli siê na 3 podrodziny: 1) podrodzinê Bcl-2,
2) podrodzinê Bax oraz 3) podrodzinê BH3. Bia³ka
z podrodziny Bcl-2 (wystêpuj¹ce u ssaków Bcl-2, Bcl-
-xl, A1 z wyj¹tkiem Bcl-xs) s¹ inhibitorami apoptozy,
natomiast bia³ka z podrodziny Bax (Bax, Bak, Bok)
i BH3 (Bad, Bik, Bid) s¹ promotorami aktywnej œmier-
ci komórki. Cech¹ charakterystyczn¹ wiêkszoœci bia³ek
z rodziny Bcl-2 jest wystêpowanie C-terminalnej do-
meny transb³onowej, która umo¿liwia ich zakotwicza-
nie w b³onach organelli: mitochondrialnych, siateczki
œródplazmatycznej, j¹drowej i aparatu Golgiego. Usu-
niêcie domen kotwicz¹cych bia³ka w b³onach powodu-
je ograniczenie ich zdolnoœci jako regulatorów œmierci. 

Bia³ko Bcl-2 nie wydaje siê byæ klinicznie u¿ytecz-
nym markerem predykcyjnym odpowiedzi na chemio-

terapiê u chorych na raka piersi [10]. Natomiast reduk-
cja ekspresji genu bax koreluje ze z³¹ odpowiedzi¹ na
chemioterapiê i krótszym czasem prze¿ycia [18–21]. 

Tab. I. Czynniki prognostyczne w raku piersi

typ histologiczny raka

rozmiar guza

stan wêz³ów ch³onnych pachowych

stopieñ z³oœliwoœci histologicznej

stopieñ proliferacji komórek rakowych

ploidia DNA – czyli zawartoœæ DNA w komórkach raka

wiek chorej

receptory steroidowe

biomarkery inwazyjnoœci: aktywatory i inhibitory plazminogenu

receptory czynników wzrostu o aktywnoœci kinazy tyrozynowej

Ryc. 1. Czynniki reguluj¹ce proces apaptozy

Ligand (Fas-L. TNF)

receptory rodziny TNF

FADD FLIP

FLASHSODD

p22Bid

p15Bid

Bad 

Baxp53

kaspaza 8

kaspazy 3, 6, 7

kaspaza 9

Bcl-XL

Bcl-2

cytochrom c prokaspaza 9

prokaspaza 8

b³ona komórkowa

sygna³y stresu

j¹dro
komórkowe

mitochondrium

apoptoza

Apaf 1

Bcl-2
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W przeprowadzonych badaniach analizowano czê-
stoœæ apoptozy przy zastosowaniu klasycznej elektro-
forezy w ¿elu agarozowym w limfocytach krwi obwo-
dowej kobiet z rakiem piersi. 

A

M1 M2

M

B

Ryc. 2. Elektroforeza w ¿elu agarozowym DNA uzyskane-
go z limfocytów krwi obwodowej pobranych od chorych
na raka piersi (ryc. A.) i od grupy kontrolnej (ryc. B.). 
Charakterystyczne dla procesu apoptozy drabinki apop-
totyczne (ryc. A.) zosta³y oznaczone strza³kami. M1 mar-
ker d³ugoœci par zasad lambda-HindIII (Qiagen, Hilden,
Germany), M2 marker d³ugoœci par zasad – 100 bp lad-
der (Qiagen, Hilden, Germany), M – marker d³ugoœci par
zasad 50-2000 bp ladder (Sigma, St. Louis, USA). 



PPRRZZEEGGLL¥¥DD  MMEENNOOPPAAUUZZAALLNNYY  33//2200003376

MMaatteerriiaa³³yy  ii mmeettooddyy

Pacjentki z rakiem piersi. Krew do badañ zosta³a
uzyskana od 60 kobiet z rakiem piersi. Krew pobrano
od 31 kobiet w wieku przedmenopauzalnym (œrednia
wieku ±SD 42,34±4,52 lat) i od 29 kobiet w wieku po-
menopauzalnym (œrednia wieku ±SD 66,53±6,67 lat).
Wszystkie nowotwory by³y klasyfikowane wg skali
Scarffa-Blooma-Richardsona [22, 23]. 

Grupa kontrolna. Jako kontrolê zastosowano krew
uzyskan¹ od kobiet (n = 52), u których nie stwierdzono
wystêpowania choroby nowotworowej. 

IIzzoolloowwaanniiee  DDNNAA

Genomowy DNA by³ izolowany z limfocytów krwi
obwodowej pobieranej na cytrynian. Krew by³a trakto-
wana roztworem lizuj¹cym (155 mM NH4CL, 10 mM
KHCO3 i 1 mM EDTA, pH 7,4) a nastêpnie buforem
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 roz-
tworem 1,5 M NaCl i etanolem. Po przemyciu 70-pro-
centowym etanolem próbka by³a rozpuszczana w wo-
dzie i stê¿enie DNA zosta³o okreœlone poprzez pomiar
absorbancji przy d³ugoœci fali λ= 260 nm. Trzy mikro-
gramy DNA zosta³y poddane elektroforezie w 1-pro-
centowym ¿elu agarozowym, z u¿yciem buforu elek-
troforetycznego TBE (0,09 M Tris-borate, 2 mM ED-
TA, pH 8,3). Elektroforeza zosta³a przeprowadzona
z zastosowaniem napiêcia 5 V/cm. ¯el by³ barwiony
bromkiem etydyny w stê¿eniu 1 mg/ml i ogl¹dany
w œwietle UV (ryc. 2.). 

AAnnaalliizzaa  ssttaattyyssttyycczznnaa

¯aden z parametrów odnosz¹cych siê do materia³u
nowotworowego nie podlega³ rozk³adowi normalnemu
(test Smirnowa-Kolmogorova) i dlatego dla analizy wy-
ników zastosowano testy nieparametryczne. P <0,05 by-
³o traktowane jako wynik statystycznie znacz¹cy. 

WWyynniikkii

Czêstoœæ apoptozy u chorych na raka piersi i w kon-
troli zosta³a przedstawiona w tab. II. 38 z 60 próbek ra-
kowych (63%) charakteryzowa³o siê obecnoœci¹ apop-
totycznych uszkodzeñ DNA w limfocytach krwi obwo-
dowej natomiast 14 z 52 przypadków kontrolnych
(27%) wykazywa³o fragmentacjê DNA. Obecnoœæ dra-
binek apoptotycznych w komórkach rakowych by³a
wy¿sza ni¿ w komórkach prawid³owych (P <0,05).

Wœród apoptotycznie pozytywnych próbek 17 pocho-
dzi³o od kobiet w wieku przedmenopauzalnym i 21 od
kobiet w wieku pomenopauzalnym. Analiza czêstoœci
apoptozy pomiêdzy tymi grupami wykaza³a brak staty-
stycznie istotnych ró¿nic (test Mann-Whitney U, P =
0,051). 

DDyysskkuussjjaa

Apoptoza to genetycznie uwarunkowany proces fi-
zjologiczny, rozpoznawany jako charakterystyczne
zmiany biochemiczne i morfologiczne komórek, pro-
wadz¹cy poprzez proteolityczn¹ i nukleolityczn¹ de-
gradacjê sk³adników komórki do jej œmierci [1, 24–26]. 

Apoptoza stanowi odpowiedŸ komórki na dzia³anie
wielu czynników stresogennych, w tym zw³aszcza na
uszkodzenia DNA, wywo³ane bardzo ró¿nymi zwi¹z-
kami stosowanymi w chemioterapii nowotworów czy
te¿ promieniowaniem γ i UV. Do induktorów apoptozy
zalicza siê niedotlenienie, szok termiczny, usuniêcie
czynników wzrostowych, perturbacje przebiegu cyklu
komórkowego, aktywacjê okreœlonych receptorów b³o-
nowych i wiele innych. 

Proces apoptozy mo¿e byæ kontrolowany przez me-
chanizmy wewn¹trzkomórkowe, które wydaj¹ siê byæ za-
le¿ne od bia³ka p53, lub przez czynniki zewnêtrzne, takie
jak hormony, cytokiny i leki antynowotworowe [20,
27–29]. W raku piersi defekt w ekspresji mRNA bax oraz
bia³ka Bax jest kluczowym promotorem apoptozy [30].
Przywrócenie ekspresji genu Bax w liniach komórko-
wych raka piersi hamuje rozwój nowotworu [31] i pod-
wy¿sza czu³oœæ terapii cytostatykami [32, 33]. W liniach
komórkowych redukcja ekspresji Bax jest negatywnym
czynnikiem prognostycznym w nie-Hodkinowskich ch³o-
niakach [34], raku jajnika [35] i raku trzustki [36]. 

W celu wykazania, czy komórki nowotworowe od
chorych na raka piersi podlegaj¹ kontroli poprzez pro-
ces apoptozy, przeprowadzono analizê DNA z zastoso-
waniem klasycznej elektroforezy w ¿elu agarozowym.

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

Pacjentki z rakiem piersi Grupa kontrolna

(n = 60) (n = 52)

apoptoza apoptoza

obecnoœæ brak obecnoœæ brak

38 (0,63)a 22 (0,37) 14 (0,27) 38 (0,73)

aP <0,05 w porównaniu z kontrol¹
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Genomowy DNA by³ izolowany z krwi uzyskanej od
chorych leczonych w Instytucie Centrum Zdrowia Mat-
ki Polki w £odzi. Ryc. 2. przedstawia wynik uzyskany
w przypadku pacjentek (ryc. A.) i osób zdrowych (ryc.
B.), gdzie nie wykryto fragmentacji DNA. 63% pacjen-
tek z rakiem piersi reprezentowa³o uszkodzenia DNA
charakterystyczne dla procesu apoptozy; 14 z 52 pró-
bek kontrolnych (27%) charakteryzowa³o siê zmianami
apoptotycznymi, jednak nie na tê skalê, co w przypad-
ku grup badanych. 

Wykrywanie apoptozy przy zastosowaniu elektro-
forezy w ¿elu agarozowym polega na okreœlaniu
stopnia fragmentacji DNA [25]. W obecnej pracy wy-
kazano, ¿e apoptoza mo¿e byæ z sukcesem wykrywa-
na w limfocytach krwi obwodowej przy u¿yciu po-
wy¿szej metody. 

Praca powsta³a w ramach grantów uzyskanych
z Komitetu Badañ Naukowych nr 3P05C 066 24
i 3 P05C 06923. 

Summary
Purpose: Two alternative modes of cell death are distinguished: the first one is an acci-

dental cell death (necrosis) and the second one is programmed cell death (apoptosis). The
present study shows agarose gel electrophoresis method that should be used for a proper
characterisation of cell death. 

Materials and methods. The apoptosis was analysed in blood cells of breast cancer pa-
tients (n = 60). Tissue samples were collected from 31 premenopausal women (mean age
±SD 42.34±4.52 years) and from 29 postmenopausal women (mean age ±SD 66.53±6.67
years). Blood samples from age matched healthy women served as control (n = 52). 

Results. The apoptotic cells were identified in 63% (38/60) of the breast cancers patients.
The number of positive samples were significantly higher among cancer samples than among
control samples (P <0.05). 

Conclusion. In the present work the high frequency of apoptotic peripheral blood cells
in breast cancer using agarose gel electrophoresis methods was detected. 

Key words: breast cancer, apoptosis, agarose gel electrophoresis
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