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Zastosowanie techniki mikromacierzy tkankowych w poszukiwaniu nowych markeréw

nowotworowych w rakach gruczolu piersiowego

Badania przeprowadzono na archiwalnym materiale 51 przypadkéw inwazyjnego
przewodowego raka gruczotu piersiowego (IDC), zabezpieczonym w postaci bloczkow
parafinowych, pochodzacych z Zaktadu Patomorfologii Dolnoslaskiego Centrum Onkologii
we Wroctawiu. Dla kazdego przypadku wykonano barwienie topograficzne hematoksylina-
eozyna na klasycznych skrawkach parafinowych celem wybrania obszaréw referencyjnych do
przygotowania TMA. Bloczki mikromacierzy przygotowano z uzyciem aparatu do
manualnego przygotowania TMA z wykorzystaniem igly o srednicy 0,6 mm. Na
parafinowych petnych skrawkach (WS, whole slides) jak i skrawkach TMA przeprowadzono
reakcje immunohistochemiczne (IHC) z uzyciem przeciwciat skierowanych przeciwko:

1) biatku SATBI (sugerowany marker proliferacji i przerzutowania komérek
nowotworowych);
2) bialku MCM-2 (sugerowany marker proliferacji komérek nowotworowych);
3) antygenowi proliferacyjnemu Ki-67 (uznany marker proliferacji komorek
nowotworowych);
4) receptorowi progesteronowemu (PR) i estrogenowemu (ER) (uznane czynniki
prognostyczne 1 predykcyjne IDC).
Z uzyciem mikroskopéw $wietlnych BX-41 oraz BX-42 (Olympus) oraz skal potilosciowych,
okreslona zostala lokalizacja oraz nasilenie ekspresji badanych antygenéw w komorkach
nowotworowych. Celem weryfikacji metody, w jednym z badan przeanalizowano wyniki
uzyskane metoda klasyczng (WS) jak i z zastosowaniem TMA. Otrzymane rezultaty

odniesiono ponadto do danych kliniczno-patologicznych a calo$¢ poddano analizie

statystycznej.

Analiza statystyczna pomigdzy ekspresja tego samego markera na skrawkach
parafinowych WS oraz TMA wykazala silng dodatnig korelacje w przypadku antygenu Ki-67:
Ki-67 (TMA) vs. Ki-67 (WS) (1=0,91; p<0,05) jak rowniez bialkka MCM-2: MCM-2 (TMA)
vs. MCM-2 (WS) (r=0,87; p<0,05). Analiza statystyczna wykazala réwniez znaczace dodatnie
korelacje obu badanych antygenéw na skrawkach WS i TMA ze stopniem zlosliwosci

histologicznej G: Ki-67 (TMA) (1=0,50); Ki-67 (WS) (r=0,51); MCM-2 (TMA) (1=0,44);

L—————#



4. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

MCM-2 (WS) (r=0,38), we wszystkich przypadkach p<0,05. Ponadto test Mann-Whitney’a
nie wykazal zadnych znaczacych réznic pomigdzy odsetkami komdrek nowotworowych
wykazujacych ekspresj¢ Ki-67 i MCM-2 analizowanych z wykorzystaniem metody WS jak i
TMA. Analizujac ekspresje obu badanych antygenow w odniesieniu do stopnia ztosliwosci,
wykazano podobna ekspresjg Ki-67 i MCM-2 w kazdym ze stopni G. Dla poréwnania metody
WS i TMA zastosowano test Blanda-Altmana. Ujawnil on niski poziom bl¢du pomigdzy
obydwoma metodami w odniesieniu do ekspresji Ki-67 i MCM-2. Odchylenie standardowe
bledu dla Ki-67 (WS) vs. Ki-67 (TMA) wyniosto 9,52%, podczas gdy dla MCM-2 (WS) vs.
MCM-2 (TMA) 11,67%. Analiza ta bezpoérednio pokazuje wysoka niezawodno$¢ metody
TMA (Kobierzycki ef al,. Tissue microarray technique in evaluation of proliferative activity
in invasive ductal breast cancer. Anticancer Res., 2012).

Kolejne reakcje ITHC przeciwko SATB1 i Ki-67 oraz ER, PR przeprowadzono juz
wylacznie na skrawkach TMA. W oparciu o zalecenia klinczno-patologiczne ocenie poddano
ekspresje receptoréow ER i PR. 62,5% guzoéw zostato sklasyfikowanych jako estrogeno—
dodatnie a 47,92% jako progesterono—dodatnie. Pomigdzy biatkami SATB1 i Ki-67
wykazano umiarkowana korelacj¢ (r=0,291; p=0,045 bez odniesienia do statusu
receptorowego oraz r=0,392; p=0,032 w nowotworach estrogeno—negatywnych). Dodatkowo,
ekspresja antygenu Ki-67 wzrastala wraz ze wzrosten'l stopnia ztosliwosci histologicznej (G).
Réznice istotnie statystyczne stwierdzono pomigdzy wszystkimi stopniami G: G1 vs. G2
(p=0,0002), G2 vs. G3 (p=0,0253) oraz G1 vs. G3 (p=0,0184). Podobng tendencj¢
zaobserwowano w odniesieniu do ekspresji biatka SATBI1, ale poziom istotnosci statystycznej
nie zostal osiagniety. (Kobierzycki ef al., Expression of SATBI protein in the ductal breast
carcinoma tissue microarrays — preliminary study. Folia Histochem Cytobiol., 2013).

W trzeciej prezentowanej pracy, w formie przegladowej zostaly przedstawione
mozliwo$ci wykonania i oceny mikromacierzy tkankowych, zalety i wady ich uzytkowania
oraz wyniki niektérych badan wykorzystujacych technike TMA. (Kobierzycki ef dl,

Zastosowanie techniki mikromacierzy tkankowych (TMA) w badaniach nad markerami

nowotworowymi w rakach gruczotu piersiowego. Post. Biol. Kom., 2012).




