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Streszczenie:
W ostatnich latach, dzięki zastosowaniu nowych metod, dokonał się ogromny postęp w badaniach nad 
ludzkim DNA. Zastosowanie mikromacierzy DNA (microarray DNA) otworzyło nowe możliwości dla 
poznania biologii nowotworów i daje nadzieje na udoskonalenie metod leczenia. Dla chorych z rakiem 
piersi jest to szansa na uzyskanie nowych czynników predykcyjnych w prognozowania przebiegu 
choroby i bardziej precyzyjne planowanie leczenia adjuwantowego.
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Biologia każdej komórki żywego organizmu jest determinowana wpływem własnego DNA. Poznanie 
ekspresji genów nie jest możliwe bez poznania ich budowy oraz wcześniejszego ich oznaczenia, a do tego 
niezbędne jest posiadanie łatwego, taniego i szybkiego testu. Takim narzędziem stały się w ostatnich 
latach tzw. mikromacierze DNA (microarray DNA).

Technika mikromacierzy została opracowana w połowie lat 90-tych, przez Browna i współpracowników 
[1] i od tamtej pory jest ona stale rozwijana.

Technika ta polega na fluoroscencyjnym znakowaniu testowego DNA, pobranego z badanej tkanki, a 
następnie hybrydyzacji (czyli łączeniu) z wzorcowym DNA, umieszczonym w zagłębieniach 
kilkucentymetrowych płytek. Wzorcowe DNA zawiera znane sekwencje w postaci jednoniciowego DNA 
lub łańcucha oligonukleotydów tak dobrane, aby opisywały ten region, gdzie spodziewana jest mutacja. 
Efekt hybrydyzacji jest widzialny w mikroskopie, przy wykorzystaniu techniki laserowej, a odczytanie 
danych jest możliwe dzięki wykorzystaniu skomplikowanego oprogramowania [2]. Na jednej płytce 
można ocenić ekspresję 5-30 tys. genów, a rozwój metody powoduje, że liczba ta rośnie.

Ostatnio została rozpowszechniona nazwa chip DNA – dla macierzy DNA produkowanych przez firmę 
Affimetrix, wykorzystujących łańcuchy o długości 20-25 nukleotydów, w których do identyfikacji 
hybrydyzacji wykorzystuje się efekt fotolitografii.

Komórki nowotworowe wykazują się odmiennym metabolizmem, w porównaniu do zdrowych komórek 
organizmu. Dzięki możliwości wykorzystania mikromacierzy można obecnie badać nie tylko mutację 
genów w komórkach nowotworowych, ale także ich ekspresję. Wykorzystuje się w tym celu mRNA, 
wyizolowany ze świeżego materiału tkankowego. Jednoniciowy łańcuch RNA przepisuje się w procesie 
odwrotnej transkrypcji na DNA w obecności znaczników, a następnie poszukuje się miejsc hybrydyzacji 
na macierzach DNA. Uzyskuje się w ten sposób informację o ekspresji genów na poziomie RNA, co 
pozwala śledzić procesy metaboliczne w komórce nowotworowej.

Wyniki badania mikromacierzy na płytce są przedstawione w postaci zielonych i czerwonych pasków. 
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Szczególnym zadaniem jest statystyczne opracowanie wyników. Wyróżnia się tutaj dwa rodzaje metod: 
nadzorowane i nienadzorowane. Metody nadzorowane zostały tak nazwane z powodu braku nadrzędnego 
czynnika, który pozwalałby na początkowy dobór danych. Są one opisem zależności pomiędzy wynikami 
uzyskanymi w badaniu. Zaletami tych metod jest możliwość wykrycia nowych relacji pomiędzy zbiorami 
wyników lub genów. Metody nadzorowane wykorzystują do kontroli niezależne, nadrzędne czynniki, 
będące obrazem ekspresji genów. Mogą nimi być dane kliniczne takie jak: wielkość guza, stopień 
zaawansowania, odpowiedź na chemioterapię. Metody te pozwalają tym samym na ilościową ocenę 
własnych wyników. Dla onkologów mogą być przydatne w celu poszukiwania genów, będących 
markerami prognostycznymi nowotworów. Należy jednak pamiętać, że metody nadzorowane mogą 
zawieść w przypadku kontroli z innymi, niezależnymi grupami prób i z tego powodu niezbędne jest 
potwierdzanie wyników drogą licznych, krzyżowych prób z innymi danymi testowymi.

U chorych z miejscowo zaawansowanym rakiem piersi, dzięki leczeniu hormonalnemu i/lub 
chemioterapii, ryzyko wystąpienia przerzutów odległych jest obniżone w przybliżeniu o 30%. Z drugiej 
strony, 70-80% chorych otrzymujących to leczenie, prawdopodobnie przeżyłoby i bez niego (3,4,5). 
Wynika z tego, że część chorych z miejscowo zaawansowanym rakiem piersi, otrzymujących leczenie 
adjuwantowe wg dotychczasowych wskazań, nie odnosi z tego powodu korzyści, a jest narażona na 
działanie efektów ubocznych (5).

Analizując cDNA z komórek raka piersi, na podstawie ekspresji genów, Perou wyodrębnił 2 podtypy: 
podstawny i luminalny (6). Później w tym podziale uwzględniono jeszcze 3 podgrupy w obrębie podtypu 
luminalnego (A,B i C) oraz grupę chorych z nadekspresją genu ERBB2 i grupę o cechach nowotworu 
podobnych do normalnego gruczołu. Chorzy z tych grup, z miejscowo zaawansowanym rakiem piersi, 
różnią się przebiegiem choroby. Największy odsetek przeżyć całkowitych i przeżyć bez wznowy 
zaobserwowano u chorych z podtypem luminalnym A i C, najgorsze u chorych z nadekspresją genu c-
erbB2 i podtypem podstawnym (7). Porównując wyniki badań mikromacierzy DNA z badaniami 
immunohistochemicznymi, opisano lepsze wyniki u chorych z ekspresją receptoru estrogenowego, co ma 
znaczenie przy wyodrębnieniu grupy o lepszym rokowaniu (7,8).

Źródłem materiału może być biopsja otwarta, cienkoigłowa lub tkanki uzyskane w trakcie zabiegu 
chirurgicznym. Daje to szerokie możliwości zastosowania metody w postępowaniu diagnostycznym i 
leczniczym. Obecnie potwierdzenie skuteczności znajdują próby wykorzystania metody w 
prognozowaniu przebiegu raka piersi poprzez biopsję aspiracyjną , przed leczeniem onkologicznym (9).

Dotychczas stosowane w powszechnej praktyce parametry takie jak: wiek chorych, wielkość guza, stan 
węzłów chłonnych, rodzaj i stopień zróżnicowania nowotworu, czy obecność receptorów mają 
ograniczone możliwości predykcyjne. Wprowadzenie oznaczania ekspresji genów metodą mikromacierzy 
stwarza nadzieję na znalezienia nowego czynnika prognostycznego dla chorych z rakiem piersi oraz na 
wyodrębnienie grup chorych, dla których możliwe będzie opracowanie odpowiedniego modelu leczenia 
adjuwantowego (10). 
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