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Zgodność w ocenie ekspresji 
biomarkerów między rdzeniami 
mikromacierzy tkankowych 
z pierwotnych ognisk raka pęcherzyka 
żółciowego i raka jajnika
Consistency in biomarkers expression between matched tissue microarray cores from 
primary gallblader and ovarian cancers

STRESZCZENIE
Wstęp. Technika mikromacierzy tkankowych (TMA) znalazła szerokie zastosowanie szczególnie w badaniach 

immunohistochemicznych nad nowymi markerami rokowniczymi i predykcyjnymi. Głównym zarzutem stawianym 

przez przeciwników tej metody jest niewielka ilość badanego materiału i związane z tym ryzyko nieadekwatnej 

oceny ekspresji analizowanych biomarkerów, wynikające z potencjalnej heterogenności tkanek guza.

Materiał i metody. W niniejszej pracy oceniono zgodność ekspresji biomarkerów w dwóch niezależnych rdzeniach 

tkankowych o średnicy 1,5 mm uzyskanych techniką TMA od chorych na raka pęcherzka żółciowego (ERb, cytoPgR, 

HER2, CTGF) i raka jajnika (PTEN, BCL2, PIK3CA, IGF1R). Porównanie ekspresji poszczególych biomarkerów 

między rdzeniami przeprowadzono przy wykorzystaniu współczynnika korelacji (ICC), przyjmując kappa < 0,4 

jako korelację słabą, ≥ 0,4 wystarczającą, ≥ 0,6 dobrą i ≥ 0,75 optymalną oraz testu Kendalla tau — pakiet ICC.

Wyniki. Ocenę ekspresji biomarkerów w guzie pierwotnym przeprowadzono u 60 chorych na raka pęcherzyka 

żółciowego i u 64 chorych na surowiczego raka jajnika o wysokim stopniu złośliwości (high grade). U chorych 

na raka pęcherzykowego dodatkowo oceniono ekspresję badanych markerów w nabłonku wolnym od utkania 

nowotworowego. W obu nowotworach stwierdzono dobry lub wystarczający stopień jednorodności w ekspresji 

analizowanych biomarkerów między rdzeniami tkankowymi. Współczynnik korelacji dla ekspresji poszczególnych 

markerów w raku pęcherzyka żółciowego i przylegającej tkance zdrowej wyniósł: 0,68 (95% CI: 0,53–0,79)/0,62 

(95% CI: 0,39–0,78) dla ERb, 0,44 (95% CI: 0,23–0,61)/0,77 (95% CI: 0,61–0,87) dla cytoPgR, 0,77 (95% CI: 0,65– 

–0,85)/0,66 (95% CI: 0,44–0,80) dla HER2 i 0,68 (95% CI: 0,53–0,79)/0,62 (95% CI: 0,39–0,78) dla CTGF. U chorych 

na raka jajnika współczynnik korelacji w obrębie guza pierwotnego wyniósł 0,82 (95% CI: 0,71–0,89) dla PTEN, 

0,84 (95% CI: 0,75–0,90) dla BCL2, 0,71 (95% CI: 0,56–0,81) dla PIK3CA i 0,77 (95% CI: 0,65–0,85) dla IGF1R.

Artykuł jest tłumaczeniem pracy:
Hryciuk B, Szymanowski B, Bieńkowski M et al. Consistency in biomarkers expression between matched tissue microarray cores from primary 
gallblader and ovarian cancers. Oncol Clin Pract 2019; 15. DOI: 10.5603/OCP.2019.0011.

Należy cytować wersję pierwotną.
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Wnioski. Technika mikomacierzy tkankowych pozwala na wiarygodną ocenę ekspresji biomarkerów tkankowych 

w obrębie pierwotnego ogniska raka pęcherzyka żółciowego i raka jajnika.

Słowa kluczowe: mikromacierze tkankowe, biomarkery, rak pęcherzyka żółciowego, rak jajnika

abSTRaCT
Introduction. Tissue microarray (TMA) technique has been widely used, especially in immunohistochemical assays 

of new prognostic and predictive markers. The main objections raised by its opponents are the small amount of 

sampled material and the associated risk of inadequate assessment of analysed expression, resulting from the 

potential heterogeneity of tumour tissue.

Material and methods. This study evaluated the compatibility of biomarker expression in two independent tissue cores, 

1.5 mm in diameter, obtained by TMA technique from patients with gallbladder cancer (ERb, cytoPgR, HER2, CTGF) and 

ovarian cancer (PTEN, BCL2, PIK3CA, IGF1R). Comparison of the expression of individual biomarkers between cores 

was performed using the intraclass correlation coefficient (ICC), assuming a kappa < 0.4 as a weak, ≥ 0.4 as sufficient, 

≥ 0.6 as good, and ≥ 0.75 as optimal correlation, and Kendall’s tau test — ICC package.

Results. Evaluation of biomarker expression in the primary tumour was performed in 60 patients with gallbladder cancer 

and in 64 patients with high-grade serous ovarian cancer. Additionally, in patients with follicular cancer, the expression of 

the tested markers was assessed in the epithelium free from neoplastic malignancy. In both tumours, a good or sufficient 

level of homogeneity was observed in the expression of the analysed biomarkers between tissue cores. The correlation 

coefficient for the expression of individual markers in gallbladder cancer and adhering healthy tissue was: 0.68 (95% CI: 

0.53–0.79)/0.62 (95% CI: 0.39–0.78) for ERb, 0.44 (95% CI: 0.23–0.61)/0.77 (95% CI: 0.61–0.87) for cytoPgR, 0.77 (95% 

CI: 0.65–0.85)/0.66 (95% CI: 0.44–0.80) for HER2, and 0.68 (95% CI: 0.53–0.79)/0.62 (95% CI: 0.39–0.78) for CTGF. 

In patients with ovarian cancer, the correlation coefficient within the primary tumour was 0.82 (95% CI: 0.71–0.89) for 

PTEN, 0.84 (95% CI: 0.75–0.90) for BCL2, 0.71 (95% CI: 0.56–0.81) for PIK3CA, and 0.77 (95% CI: 0.65–0.85) for IGF1R.

Conclusions. Tissue microarray technique allows reliable assessment of the expression of tissue biomarkers 

within the primary tumour of gallbladder cancer and ovarian cancer.
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Wstęp

Technikę mikromacierzy tkankowych (TMA, tis-
sue microarray) po raz pierwszy opisano w latach 80. 
XX wieku [1]. W kolejnych latach zmodyfikowana 
metoda znalazła szerokie zastosowanie szczególnie 
w badaniach immunohistochemicznych nad nowy-
mi markerami rokowniczymi i predykcyjnymi [2, 3]. 
Umożliwia ona umieszczenie na jednym szkiełku pod-
stawnym materiału tkankowego od wielu dziesiątek, 
a nawet setek chorych. W pierwszym etapie patolog 
dokonuje pod mikroskopem oceny całego skrawka 
wybarwionego hematoksyliną i eozyną tak, aby wy-
znaczyć do dalszej analizy najbardziej reprezentatyw-
ny, pozbawiony ognisk martwicy obszar nowotworu. 
W drugim etapie, z parafinowego bloczka tkankowego 
(tzw. dawcy), zawierającego utrwalony w formalinie 
fragment guza, za pomocą specjalnej igły pobierany 
jest mały, cylindryczny rdzeń o średnicy 0,6–2 mm.  
Rdzeń ten nastepnie umieszczany jest we wcześniej przy-
gotowanym otworze znajdującym się w innym parafinowym 
bloczku zwanym „biorcą”. Aby zwiększyć reprezentatyw-
ność badanego materiału i zmniejszyć ryzyko utraty tkanek 
w procesie wybarwiania, zwykle dla każdego przypadku po-
bierane są co najmniej dwa rdzenie. Oprócz tego tworzona 
jest mapa zawierająca informacje o położeniu danego ma-

teriału, co pozwala go szybko zidentyfikować w bloku. Po 
zakończeniu procesu gromadzenia materiału, za pomocą 
mikrotomu uzyskuje się skrawki do badań, zawierające zwy-
kle na jednym szkiełko podstawnym 50–150 przypadków [4].  
Głównym zarzutem stawianym przez przeciwników tej 
metody jest niewielka ilość badanego materiału i związane 
z tym ryzyko nieadekwatnej oceny ekspresji analizowa-
nych biomarkerów, wynikające z potencjalnej heterogen-
ności tkanek guza. Dane dotyczące wiarygodności TMA 
w raku pęcherzyka żółciowego i raku jajnika są skąpe. 
W niniejszej pracy oceniono zgodność w ekspresji biomar-
kerów między dwoma rdzeniami tkankowymi uzyskanymi 
techniką TMA w obu wymienionych nowotworach. 

Materiał i metody

Charakterystyka ocenianych biomarkerów (białek)

Przedmiotem pracy byli chorzy, u których w ramach 
dwóch retrospektywnych badań naukowych badano 
ekspresję panelu biomarkerów tkankowych. Białka do 
analizy immunohistochemicznej wybrano na podstawie 
dostępnego piśmiennictwa, z uwzględnieniem dostęp-
ności przeciwciał i technicznych możliwości wykonania 
oznaczeń na archiwalnym materiale utrwalonym w forma-
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Tabela 1. Badane przeciwciała oraz metody oceny immunohistochemicznej 

Przeciwciało Producent nr 
katalogowy

Stężenie Odzyskiwanie 
epitopów

Czas  
ekspozycji

Tkanka 
kontrolna

Metoda 
oceny

ERa DAKO; anti-human; 
królicze klon EP1

RU HIER; DAKO PT-link, 
wysokie pH

20’ Rak piersi Półilościowa

ERb Abcam; anti-human; 
królicze klon 

EPR3778; ab133467

1:70 HIER; DAKO PT-link, 
wysokie pH

Inkubacja nocna Rak piersi Półilościowa

PgR DAKO; anti-human; 
mysie klon 636

RU HIER; DAKO PT-link, 
wysokie pH

20’ + linker 
mouse 15’

Rak piersi Półilościowa

HER2 Ventana; królicze 
klon 4B5

RU Odzyskiwanie 
epitopu w maszynie

20’ Rak piersi Półilościowa

CTGR Santa Cruz, 
California;  

kozie sc-14939

1:100 HIER, DAKO PT-link, 
wysokie pH

60’ Mięśnie gładkie Półilościowa

PTEN DAKO; clone 6H2.1 1:50 HIER, DAKO PT-link, 
wysokie pH

30’ Łożysko Półilościowa

BCL2 DAKO monoclonal 
mouse clone 124

RU HIER, DAKO PT-link, 
wysokie pH

20’ Węzeł chłonny Półilościowa

PIK3CA Cell signaling Rabbit 
monoclonal

1:50 HIER, DAKO PT-link, 
niskie pH

60’ Rak piersi Półilościowa

IGF1R Roche Rabbit 
Monoclonal (G11)

RU Odzyskiwanie 
epitopu w maszynie

30’ Łożysko Półilościowa

linie i zatopionym w parafinie. W projekcie dotyczącym 
raka pęcherzyka żółciowego wykonano analizę ekspresji 
receptorów dla hormonów steroidowych: estrogenowego 
a (ERa) i b (ERb), progesteronowego (PgR), ludzkiego, 
naskórkowego czynnika wzrostu typu 2 (HER2, human 
epidermal growth factor receptor 2) oraz czynnika wzrostu 
tkanki łącznej (CTGF, connective tissue growth factor). 
Z kolei w raku jajnika badano ekspresję ludzkiego białka 
kodowanego przez gen supresorowy PTEN (phosphatase 
and tensin homolog deleted on chromosome ten) zloka-
lizowany na długim ramieniu chromosomu 10, białka 
należącego do rodziny BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2), 
białka podjednostki katalitycznej a3-kinazy fosfatydylo-
inozytolu (PI3KCA, phosphatidyl inositol 3-kinase) oraz 
receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu typu 1 
(IGF1R, insulin-like growth factor-1). 

Przygotowanie mikromacierzy tkankowych

W badanej grupie wycinki wybarwione hematoksyliną 
i eozyną poddano ponownej ocenie histopatologicznej, 
co pozwoliło na zweryfikowanie rozpoznania oraz wy-
znaczenie najbardziej reprezentatywnych fragmentów 
nowotworu i tkanek zdrowych. Wybrane preparaty 
wraz z odpowiadającymi im bloczkami parafinowymi 
posłużyły do wyznaczenia obszarów guza, z których 
przy użyciu igły o średnicy 1,5 mm pobrano wycinki 
do mikromacierzy tkankowych. Bioptaty fragmentów 
guzów umieszczano we wcześniej przygotowanych, 
beztkankowych blokach parafinowych — „biorcach”. 

Mikromacierze tkankowe wykonywano za pomocą apa-
ratu Manual tissue arrayer I firmy Beecher Instruments 
(MTAI, K7 BioSystems). W obu grupach pobierano 
po dwa fragmenty (bioptaty) z guzów pierwotnych, 
a w projekcie dotyczącym raka pęcherzyka żółciowego 
dodatkowo również wycinki z sąsiednich tkanek zdro-
wych. Barwienia immunohistochemicze wykonywano 
na skrawkach tkankowych mikromacierzy o grubości  
4 μm. Zestawienie przeciwciał zastosowanych w badaniu 
wraz z metodyką wykonania immunohistochemicznych 
barwień umieszczono w tabeli 1. 

Analiza statystyczna

Analizę statystyczną przeprowadzono za pomocą 
środowiska statystycznego R w wersji 3.4.3 [5] na pod-
stawie danych zawartych w specjalnie przygotowanej 
bazie danych. Porównanie ekspresji poszczególych 
biomarkerów między „rdzeniami tkankowymi” prze-
prowadzono przy wykorzystaniu współczynnika kore-
lacji (ICC, intraclass correlation coefficient), przyjmując 
kappa < 0,4 jako korelację słabą, ≥ 0,4 — wystarczającą,  
≥ 0,6 — dobrą i ≥ 0,75 — optymalną oraz testu Kendalla 
tau — pakiet ICC [6]. 

Wyniki

W ramach projektu dotyczącego raka pęcherzyka 
żółciowego ocenę ekspresji biomarkerów wykonano 



114

OnkOlOgia w Praktyce klinicznej — edukacja 2019, tom 5, nr 2

Tabela 2. Analiza zgodności w ekspresji ERb, cytoPgR, 
HER2, CTGF między rdzeniami tkankowymi w raku 
pęcherzyka żółciowego i przylegającej tkance zdrowej 
(przy wykorzystaniu ICC, przyjmując kappa: < 0,4 jako 
korelację słabą, ≥ 0,4 wystarczającą, ≥ 0,6 dobrą,  
≥ 0,75 optymalną oraz testu Kendalla tau — pakiet ICC)

HER2

Ogółem 0,74 (95% CI: 0,64–0,82)

Rak pęcherzyka żółciowego 0,77 (95% CI: 0,65–0,85)

Tkanka zdrowa 0,66 (95% CI: 0,44–0,80)

cytoPgR

Ogółem 0,80 (95% CI: 0,73–0,86)

Rak pęcherzyka żółciowego 0,44 (95% CI: 0,23–0,61)

Tkanka zdrowa 0,77 (95% CI: 0,61–0,87)

CTGF

Ogółem 0,66 (95% CI: 0,55–0,76)

Rak pęcherzyka żółciowego 0,68 (95% CI: 0,53–0,79)

Tkanka zdrowa 0,62 (95% CI: 0,39–0,78)

ERb

Ogółem 0,66 (95% CI: 0,55–0,76)

Rak pęcherzyka żółciowego 0,68 (95% CI: 0,53–0,79)

Tkanka zdrowa 0,62 (95% CI: 0,39–0,78)

ICC (intraclass correlation coefficient) — współczynnik korelacji 

Tabela 3. Analiza zgodności w ekspresji PTEN, BCL2, 
PIK3CA, IGF1R między rdzeniami tkankowymi w raku 
jajnika (przy wykorzystaniu ICC, przyjmując kappa:  
< 0,4 jako korelację słabą, ≥ 0,4 wystarczającą, ≥ 0,6 dobrą,  
≥ 0,75 optymalną oraz testu Kendalla tau — pakiet ICC)

PTEN

Ogółem 0,82 (95% CI: 0,71–0,89)

BCL2

Ogółem 0,84 (95% CI: 0,75–0,90)

PIK3CA

Ogółem 0,71 (95% CI: 0,56–0,81)

IGF1R

Ogółem 0,77 (95% CI: 0,65–0,85)

ICC (intraclass correlation coefficient) — współczynnik korelacji 

w materiale tkankowym pochodzącym z cholecystekto-
mii przeprowadzonej u 60 chorych leczonych w latach 
2004–2016 w 4 ośrodkach onkologicznych w Polsce: 
Wojskowym Instytucie Medycznym w Warszawie, 
Uniwersyteckim Centrum Klinicznym Gdańskiego 
Uniwersytetu Medycznego, Opolskim Centrum 
Onkologii im. prof. Tadeusza Koszarowskiego oraz 
Wojewódzkim Szpitalu Specjalistycznym im. J. Kor-
czaka w Słupsku. Z kolei w projekcie dotyczącym raka 

jajnika analizę przeprowadzono w guzie pierwotnym, 
w materiale pooperacyjnym pochodzącym od 64 cho-
rych z rozpoznaniem raka surowiczego o wysokiej 
złośliwości (high grade), leczonych operacyjnie w la-
tach 2010–2016, w Wojskowym Instytucie Medycznym 
w Warszawie. 

W obu nowotworach stwierdzono dobry lub wystar-
czający stopień jednorodności w ekspresji analizowa-
nych biomarkerów między rdzeniami tkankowymi. Nie 
wykazano ekspresji ERa w raku pęcherzyka żółciowego 
i tkance zdrowej. Współczynnik korelacji dla ekspre-
sji dla pozostałych biomarkerów w raku pęcherzyka 
żółciowego i przylegającej tkance zdrowej wyniósł: 0,68 
(95% CI: 0,53–0,79)/0,62 (95% CI: 0,39–0,78) dla ERb, 
0,44 (95% CI: 0,23–0,61)/0,77 (95% CI: 0,61–0,87) dla 
cytoplazmatycznego PgR, 0,77 (95% CI: 0,65–0,85)/0,66 
(95% CI: 0,44–0,80) dla HER2 i 0,68 (95% CI: 0,53– 
–0,79)/0,62 (95% CI: 0,39–0,78) dla CTGF. U chorych 
na raka jajnika współczynnik korelacji w obrębie guza 
pierwotnego wyniósł 0,82 (95% CI: 0,71–0,89) dla 
PTEN, 0,84 (95% CI: 0,75–0,90) dla BCL2, 0,71 (95% 
CI: 0,56–0,81) dla PIK3CA i 0,77 (95% CI: 0,65–0,85) 
dla IGF1R (tab. 2 i 3).

Dyskusja

Nowotwory z natury są heterogenne, co powoduje, 
że w obrębie pierwotnego guza lub jego dalszych ognisk 
mogą występować znaczne genotypowe różnice, wyni-
kające z selekcji klonów komórkowych [7–9]. Dlatego 
też heterogenność nowotworów ma charakter prze-
strzenny i czasowy. Z kolei w diagnostyce i kwalifikacji 
do leczenia, zwłaszcza ukierunkowanego molekularnie, 
istnieje konieczność określenia wiarygodnych czynników 
prognostycznych i predykcyjnych — biomarkerów. Nie-
wątpliwie heterogenność wewnątrzguzowa w chorobie 
nowotworowej może prowadzić do błędnych wniosków 
i utrudniać rozwój medycyny personalizowanej [7–9]. 
Z tego powodu tak istotna jest walidacja metod diag-
nostycznych stosowanych w badaniach naukowych. 
Technika mikromacierzy tkankowych, dzięki zgroma-
dzeniu na jednym szkiełku materiału pochodzącego 
od różnych chorych, znacznie skraca czas barwienia 
i oceny, oszczędza materiał tkankowy i ilość zużywanych 
odczynników, umożliwia przeprowadzenie badań w jed-
nolitych warunkach i przy takich samych rozcieńczeniach 
stosowanych przeciwciał. Z kolei ocena tak małych frag-
mentów tkankowych budzi wątpliwości odnośnie ich re-
prezentatywności w odniesieniu do całego guza. Wyniki 
dotychczasowych badań dotyczących tego zagadnienia, 
przeprowadzonych na różnych nowotworach wskazują 
na wysoką zgodność wyników ocenianych w mikroma-
cierzach i w pełnych skrawkach guza [10–18]. W po-
szczególnych badaniach rozbieżność w liczbie rdzeni 
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potrzebnych do uzyskania akceptowalnej reprezentacji 
próbek mogła wynikać z niejednorodności ekspresji 
antygenów w nowotworach [14, 16, 17, 19]. W pracy doty-
czącej raka piersi stwierdzono, że jeden lub dwa rdzenie 
TMA w każdym przypadku dają wyniki, które są w 95% 
podobne do uzyskanych przy użyciu skrawków guza [10]. 
Jednak w większości badań walidacyjnych wykazano, że 
analiza dwóch do trzech rdzeni o średnicy 0,6 mm daje 
wyższe współczynniki zgodności niż użycie jednego rdze-
nia [10, 14–16]. Dlatego też w niniejszej pracy stosowano 
po dwa rdzenie o średnicy 1,5 mm. Wykazano wysoką 
jednorodność w ekspresji analizowanych biomarkerów 
z udziałem TMA w nowotworach, które dotychczas nie 
były przedmiotem podobnej oceny. Wiarygodność i uży-
teczność tej metody w diagnostyce innych nowotworów 
wymaga przeprowadzenia podobnych badań. 

Wnioski

W badaniach immunohistochemicznych nad nowymi 
biomarkerami rokowniczymi i predykcyjnymi w raku pę-
cherzyka żółciowego i raku jajnika TMA jest wiarygodną 
metodą diagnostyczną. 
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