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Streszczenie:

W ostatnich latach, dzigki zastosowaniu nowych metod, dokonat si¢ ogromny postep w badaniach nad
ludzkim DNA. Zastosowanie mikromacierzy DNA (microarray DNA) otworzyto nowe mozliwosci dla
poznania biologii nowotwordw i daje nadzieje na udoskonalenie metod leczenia. Dla chorych z rakiem
piersi jest to szansa na uzyskanie nowych czynnikéw predykcyjnych w prognozowania przebiegu
choroby i bardziej precyzyjne planowanie leczenia adjuwantowego.

Stowa kluczowe: mikromacierze DNA, rak piersi

Biologia kazdej komorki zywego organizmu jest determinowana wptywem wlasnego DNA. Poznanie
ekspresji genow nie jest mozliwe bez poznania ich budowy oraz wczesniejszego ich oznaczenia, a do tego
niezbedne jest posiadanie tatwego, taniego 1 szybkiego testu. Takim narz¢dziem staty si¢ w ostatnich
latach tzw. mikromacierze DNA (microarray DNA).

Technika mikromacierzy zostata opracowana w potowie lat 90-tych, przez Browna i wspotpracownikow
[1] 1 od tamtej pory jest ona stale rozwijana.

Technika ta polega na fluoroscencyjnym znakowaniu testowego DNA, pobranego z badanej tkanki, a
nastepnie hybrydyzacji (czyli faczeniu) z wzorcowym DNA, umieszczonym w zaglebieniach
kilkucentymetrowych plytek. Wzorcowe DNA zawiera znane sekwencje w postaci jednoniciowego DNA
lub tancucha oligonukleotydow tak dobrane, aby opisywaty ten region, gdzie spodziewana jest mutacja.
Efekt hybrydyzacji jest widzialny w mikroskopie, przy wykorzystaniu techniki laserowej, a odczytanie
danych jest mozliwe dzigki wykorzystaniu skomplikowanego oprogramowania [2]. Na jednej plytce
mozna oceni¢ ekspresje 5-30 tys. gendow, a rozwdj metody powoduje, ze liczba ta ro$nie.

Ostatnio zostata rozpowszechniona nazwa chip DNA — dla macierzy DNA produkowanych przez firme
Affimetrix, wykorzystujacych tancuchy o dtugosci 20-25 nukleotydéw, w ktérych do identyfikacji
hybrydyzacji wykorzystuje si¢ efekt fotolitografii.

Komoérki nowotworowe wykazuja si¢ odmiennym metabolizmem, w porownaniu do zdrowych komoérek
organizmu. Dzigki mozliwos$ci wykorzystania mikromacierzy mozna obecnie bada¢ nie tylko mutacje
genow w komorkach nowotworowych, ale takze ich ekspresje. Wykorzystuje si¢ w tym celu mRNA,
wyizolowany ze §wiezego materiatu tkankowego. Jednoniciowy tancuch RNA przepisuje si¢ w procesie
odwrotnej transkrypcji na DNA w obecnosci znacznikdw, a nastepnie poszukuje si¢ miejsc hybrydyzacji
na macierzach DNA. Uzyskuje si¢ w ten sposob informacje o ekspresji gendw na poziomie RNA, co
pozwala $ledzi¢ procesy metaboliczne w komoérce nowotworowe;.

Wyniki badania mikromacierzy na ptytce sg przedstawione w postaci zielonych 1 czerwonych paskow.
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Szczegdlnym zadaniem jest statystyczne opracowanie wynikow. Wyrdznia si¢ tutaj dwa rodzaje metod:
nadzorowane i nienadzorowane. Metody nadzorowane zostalty tak nazwane z powodu braku nadrzgdnego
czynnika, ktory pozwalatby na poczatkowy dobor danych. Sa one opisem zaleznosci pomigdzy wynikami
uzyskanymi w badaniu. Zaletami tych metod jest mozliwo$¢ wykrycia nowych relacji pomiedzy zbiorami
wynikow lub gendow. Metody nadzorowane wykorzystuja do kontroli niezalezne, nadrzedne czynniki,
bedace obrazem ekspresji genow. Moga nimi by¢ dane kliniczne takie jak: wielko$¢ guza, stopien
zaawansowania, odpowiedz na chemioterapi¢. Metody te pozwalajg tym samym na ilo§ciowa oceng
wlasnych wynikéw. Dla onkologdéw moga by¢ przydatne w celu poszukiwania genow, bedacych
markerami prognostycznymi nowotworow. Nalezy jednak pamigtaé, ze metody nadzorowane moga
zawie$¢ w przypadku kontroli z innymi, niezaleznymi grupami prob i z tego powodu niezbgdne jest
potwierdzanie wynikow droga licznych, krzyzowych préb z innymi danymi testowymi.

U chorych z miejscowo zaawansowanym rakiem piersi, dzigki leczeniu hormonalnemu i/lub
chemioterapii, ryzyko wystapienia przerzutéw odlegtych jest obnizone w przyblizeniu o 30%. Z drugiej
strony, 70-80% chorych otrzymujacych to leczenie, prawdopodobnie przezyloby i bez niego (3,4,5).
Wynika z tego, ze cze$¢ chorych z miejscowo zaawansowanym rakiem piersi, otrzymujacych leczenie
adjuwantowe wg dotychczasowych wskazan, nie odnosi z tego powodu korzysci, a jest narazona na
dziatanie efektow ubocznych (5).

Analizujac cDNA z komorek raka piersi, na podstawie ekspresji gendéw, Perou wyodrebnit 2 podtypy:
podstawny i1 luminalny (6). P6Zniej w tym podziale uwzglgdniono jeszcze 3 podgrupy w obrebie podtypu
luminalnego (A,B i C) oraz grupe chorych z nadekspresja genu ERBB2 i grupe o cechach nowotworu
podobnych do normalnego gruczotu. Chorzy z tych grup, z miejscowo zaawansowanym rakiem piersi,
r6znig si¢ przebiegiem choroby. Najwickszy odsetek przezy¢ catkowitych i przezy¢ bez wznowy
zaobserwowano u chorych z podtypem luminalnym A i C, najgorsze u chorych z nadekspresja genu c-
erbB2 i podtypem podstawnym (7). Porownujac wyniki badan mikromacierzy DNA z badaniami
immunohistochemicznymi, opisano lepsze wyniki u chorych z ekspresja receptoru estrogenowego, co ma
znaczenie przy wyodrebnieniu grupy o lepszym rokowaniu (7,8).

Zrédlem materiatu moze by¢ biopsja otwarta, cienkoiglowa lub tkanki uzyskane w trakcie zabiegu
chirurgicznym. Daje to szerokie mozliwos$ci zastosowania metody w postepowaniu diagnostycznym i
leczniczym. Obecnie potwierdzenie skutecznos$ci znajdujg préby wykorzystania metody w
prognozowaniu przebiegu raka piersi poprzez biopsj¢ aspiracyjng , przed leczeniem onkologicznym (9).

Dotychczas stosowane w powszechnej praktyce parametry takie jak: wiek chorych, wielko$¢ guza, stan
weztdw chtonnych, rodzaj i stopien zréznicowania nowotworu, czy obecno$¢ receptoréw maja
ograniczone mozliwosci predykcyjne. Wprowadzenie oznaczania ekspresji gendéw metoda mikromacierzy
stwarza nadziej¢ na znalezienia nowego czynnika prognostycznego dla chorych z rakiem piersi oraz na
wyodrebnienie grup chorych, dla ktorych mozliwe bedzie opracowanie odpowiedniego modelu leczenia
adjuwantowego (10).
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