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W pierwotnych rakach sutka kobiet zbadano zawartość i właściwości sedymenta-
cyjne cytosołowych receptorów estrogenów (ER) i progestagenów (PR) posługując 
się metodami węglowo-dekstranową oraz ultrawirowaniem w gradiencie gęstości 
sacharozy w buforze o małej mocy jonowej. W większości zbadanych nowotworów 
receptory estrogenów lub progestagenóu: występowały głównie w dwóch postaciach sedy-
clymentacyjnych, tj. 8S i 4S (00% i 05%) rzadziej wyłącznie u; postaci 4S f 3 4 % 
i 22%), a najrzadziej wyłącznie w postaci 8S (0% i 13%). W rakach, w których ER 
stwierdzono w postaciach 8S i 4S towarzyszący mu PR również częściej występował w 
dwóch postaciach. Globalne zawartości obydwu receptorów> w tej grupie nowotworów 
były przeciętnie duże (mediany dla ER — 63 fmoli/mg białka cytosolu, dla PR—91 
/moli/mg b.c.). W grupie raków sutka, w których ER występował tylko w postaci 
4S często współistniały znaczne ilości receptora progestagenów. Przeciętna zawartość 
obydwu receptorów w takich guzach, była raczej mula w stosunku dc- grupy raków 
z obydwoma postaciami ER, tj. 4S i 8S (mediana dla ER — 25 fmoli/mg białka 
cytosolu, a dla PR — 21 fmoli/mg b.c.). Wydaje się, że w rakach sutka, w których 
ER wykrywano wyłącznie w postaci 4S, współwystępowanie receptora progestagenów 
świadczy o zachowanej zdolności do odpowiedzi ich komórek na estrogen, co wyraża 
się syntezą receptora progestagenów. 

Z naszych dotychczasowych badań wynika, że 62% raków sutka polskich 
kobiet zawiera receptor estrogenów (ER) (10,11). Chore z receptorododatnimi 
nowotworami częściej reagują remisją na endokrynną terapię niż te, których 
nowotwory nie posiadają receptora estrogenów (11, 12). Jednakże wśród 
wyraźnie receptorododatnich raków sutka znajdują się takie, które również 
nie reagują na endokrynną terapię (11, 12). Wyniki naszych badań na ogół 
są zgodne z wynikami-innych badaczy (5, 6, 8). Obecność ER w rakach sutka 
chociaż bardzo pomocna, nie zawsze jest •wystarczającym kryterium oceny 
ich hormonoreaktywności. Dlatego też poszukuje się bardziej precyzyjnych 
wskaźników hormonoreaktywności raków sutka, niż globalna zawartość 
ER. 

Horwitz i McGuire wysunęli hipotezę, że pewniejszym wskaźnikiem horrno-
noreaktywności może być jednoczesne występowanie w tkance nowotworo-
wej ER i receptora progestagenów PR (4). Obecność PR w guzie ER dodatnim 
miałaby świadczyć o jego reaktywności na estrogeny, gdyż stwierdzono, że 
hormony te powodują nagromadzenie PR w tkankach docelowych (3, 4). 
Wg danych tych badaczy pozytywny skutek hormonoterapii u chorych 
z guzami ER + i PR-+wynosi od 7 0 - 9 2 % , podczas gdy przy doborze chorych 

* Praca wygłoszona na X Zjeździe Endokrynologów, K r a k ó w 1980 (2) 
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na podstawie wyłącznych oznaczeń ER osiąga się remisję jedynie u 55% 
leczonych hormonalnie pacjentek (4). 

Inne kryterium doboru chorych do terapii endokrynnej zaproponowali 
Wittliff i wsp. (15, 16, 17). Receptor estrogenów w ludzkich rakach sutka może 
występować w dwóch postaciach sedymentująch w gradiencie stężeń 
sacharozy, o małej mocy jonowej, w obszarach 8S i 4S. Nowotwory zawiera-
jące ER w postaci 8S i 4S lub tylko 8S są wg Wittliffa i wsp. częściej hormono-
reaktywne (75%) niż nowotwory zawierające tylko postać 4S (17%). 

Przedstawione poniżej badania miały na celu scharakteryzowanie raków 
sutka polskich kobiet pod względem częstości występowania różnych postaci 
sedymentacyjnych ER i PR. 

M A T E R I A Ł Y X M E T O D Y 

1. Odczynniki: 2,4,6,7-3H-estradiol-17/? (3H—E2), akt, wł. 100 Ci/mmol 
Amersham; dwuetylostilbestrol (DES), Sigma; 3H-promegeston (3H-R5020), 
akt. wł. 86 Ci/mmol, NEN); promegeston (R5020), Roussel-UCLAF; dekstran 
T-70, Pharmacia; PPO do scyntylacji, Koch-Light; POPOP do scyntylacji, 
Koch-Light; wersenian dwusodowy (EDTA) cz.d.a. POCH-Gliwice; ditio-
treitol (DTT), Sigma; albumina krwi bydlęcej (BSA) fr. V wg Cohna, Sigma; 
gammaglobulina ludzka fr. I I wg Cohna Biomed; 14C-formaIdehyd, akt. wł. 
10—20 mCi/mmol, Amersham; Tris cz.d.a., Austranal; węgiel akt. przemyty 
kwasem, Sigma; sacharoza grade I,-Sigma, glicerol cz.d.a., POCH-Gliwice. 

2. Materiał kliniczny: tkanki pierwotnych raków sutka po zidentyfiikowaniu 
przez histopatologa zamrażano w suchym lodzie i przechowywano w ciekłym 
N2 przez 1-2 tygodni. 

3. Przygotowanie cytosolu: tkankę rozcierano na proszek w temperaturze 
ciekłego N2 w moździerzu porcelanowym lub młynku -wibracyjnym (Mikro-
-Dismembrator II , Braun-Melsungen), następnie zawieszano w 3 objętościach 
buforu TED (10 mM Tris/HCl, 1,5 mM EDTA, 0,5 mM DTT, pH 7,4, 20° C) 
za pomocą aparatu Polytron (Kinematica, 3 x 1 0 sekund, maks. prędkość 
obr., przerwy po 1 min.) i po następnych 20 min. ultra-wirowano (220000Xg) 
w ciągu 30 min. Osad odrzucano, w nadsączu (cytośol) oznaczano zawartość 
oraz postacie sedymentacyjne receptora estrogenów (ER) i receptora pro-
gestagenów (PR). Przygotowanie cytosolu i wszystkie dalsze czynności 
z cytosolem prowadzono w temperaturze 0—2° C. 

4. Ilościowe oznaczanie ER i P R : Cytosol inkubowano 16—20 godzin 
z 10 nM 3H—E 2 w obecności i w nieobecności 1 ^M DES w buforze TED 
z dodatkiem 10% obj. glicerolu (bufor TEDG) w celu oznaczenia E R lub z lOnM 
3H—R5020 w obecności i nieobecności 1 ^M R5020 w celu oznaczenia PR. 
Następnie do wszystkich próbek dodawano 1/10 obj. 5% zawiesiny węgla 
akt. w 0,5% roztworze dekstranu T-70 w buforze TEDG, inkubowano stale 
mieszając przez dalsze 30 minut, odwirowywano węgiel (4600 Xg) w ciągu 
10 minut i oznaczano radioaktywność nadsączu. Ilość ER i P R wyznaczano 
z różnicy radioaktywności nadsączów próbek nie zawierających i zawierają-
cych odpowiednio DES lub R-5020. Wyniki oznaczeń wyrażano w fmolach 
swoiście związanego 3H-sterydu/mg białka cytosolu. Białko oznaczano 
metodą Lowry'ego i wsp. (7). 

5. Ultrawirowanie w gradiencie gęstości sacharozy: próbki do ultrawirowa-
nia przygotowywano jak wyżej (punkty 3 i 4), skracając jedynie czas inkubacji 
z odpowiednimi sterydami do 2 godzin. 150 |il nadsączów (punkt 4) po usunię-
ciu węgla aktywowanego nanoszono na 5-20% gradient sacharozy w buforze 
TEDG i, po dodaniu do próbek po 3-5 (il (1000—2000 DPM) roztworu 

http://rcin.org.pl



Nr 1 Receptory estrogenów i progestagenów 29 

ł4C-BSA lub 14C-gammaglobuliny, ultrawirowano przez 16—18 godzin 
(190 000—234 000 xg) . Zawartość próbek rozfrakcjonowywano przez otwór 
w dnie probówki. Do każdej frakcji dodawano po 3 ml płynu scyntylacyjnego 
Bray'a i mierzono zawartą w nich radioaktywność 3H-sterydów i 14C-białek.' 
Stałe sedymentacji białek wiążących 3H-E2 i 3H-R 5020 wyznaczano na 
podstawie położenia maksimów radioaktywności 14C-gammaglobuliny. 

6. Przygotowanie wzorców stałych sedymentacyjnych: 14C-B£}A i 14C-
-gammaglobulinę ludzką przygotowywano znakując odpowiednie białka 
14C-formaldehydem wg metody Meansa i Feeny'a (9). 

O M Ó W I E N I E W Y N I K Ó W I D Y S K U S J A 

W większcści'zbadanych przez nas nowotworów (tab.I, ryc. 1 i 2) receptory 
estrogenów jak i progestagenów występowały głównie w postaciach 8S i 4S 
(odpowiednio 60% i 65%), rzadziej w postaci wyłącznie. 4S (34% i 22%), 
a najrzadziej wyłącznie w postaci 8S (6% i 13%). Wyniki te różnią się od 
podawanych przez innych badaczy, którzy najczęściej znajdują ER w nowo-
tworach w postaci wyłącznie 8S, jak np.: Wittliff i Savlov (17), oraz Bloorn 
i wsp. (7), odpowiednio 56% i 44%, podczas gdy u nas 6%. Częstość współ-
występowania form 4S i 8S ER, w naszym materiale (60%) jest zbliżona do 
analogicznych częstości podanych przez Blooma (44%), a znacznie większa 
niż przez Wittłiffa i wsp. (25%). Raki sutka z PR w postaci wyłącznie 8S 
występowały u nas najrzadziej. Spostrzeżenie to jest zgodne z doniesieniami 
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Ryc. 1. Profi le sedymentacy jne receptora estrogenów raka su tka kobiet . 
Fig. 1. Sedimenta t ion pa t t e rn s of estrogen receptor f rom h u m a n breast cance . 

Ryc. 2. Prof i le sedymentacy jne receptora progestagenów raka su tka u kobiet . 
Fig. 2. Sedimenta t ion pa t t e rn s of progest in receptor f rom h u m a n breast cancer. 
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Blooma i wsp. (1), oraz Horwitz'a i McGuire'a (4). Jednak w materiale Blooma 
większość guzów zawierała PR wyłącznie w postaci 4S, podczas gdy w naszym 
i McGuire'a przeważały nowotwory z obiema formami PR. 

W grupie nowotworów, w której receptor estrogenów występował wyłącznie 
w postaci 4S (tab. II) tylko dwa spośród 12 posiadały bardzo duże ilości 
(347 i 188 fmoli/mg białka cytosolu), ą. w pozostałych zawartość ER była 
wyraźnie mniejsza. Mediana zawartości ER dla tej grupy guzów wynosiła 
25,5 fmoli/mg białka cytosolu. Podobnie jak dla ER w grupie tej niektóre 
nowotwory zawierały również duże ilości PR (367, 168, 125 fmoli), w więk-
szości jednak zawartości PR były małe lub zaledwie wykrywalne. Mediana 
zawartości PR w grupie tych nowotworów wynosiła 21 fmoli/mg białka 
cytosolu. 

W drugiej grupie nowotworów (tab. III), w których ER występował w po-
staci 8S i 4S mediany zawartości ER i PR wynosiły odpowiednio 63 i 91 fmoli/ 
/mg białka cytosolu. Są to wartości około 3—4 krotnie większe w porównaniu 
do median zawartości receptorów w pierwszej grupie nowotworów ER 4S 
(tab. II). Za wyjątkiem jednego nowotworu, PR występował podobnie jak ER 
w dwóch postaciach sedymentacyjnych. Współistnienie w rakach sutka 
dużych ilości ER i PR jest przypuszczalnie wyrazem ich reaktywności na 
estrogen. Wnioskowanie takie znajduje uzasadnienie w świetle znajomości 
mechanizmów regulacji zawartości tych receptorów w komórce oraz postępo-
waniu terapeutycznym. Wiemy bowiem, że estrogen pobudza syntezę i na-
gromadzanie w komórce ER i PR (3, 4, 13), a raki sutka zawierające obydwa 
te receptory częściej reagują regresją na endokrynną terapię niż guzy zawie-
rające tylko ER (4). 

Niereaktywność niektórych receptorododatnich raków sutka na hormono-
terapię usiłuje się tłumaczyć albo niejednorodnością komórek nowotworu 
albo istnieniem biochemicznego defektu w ich metabolizmie. W pierwszym 
przypadku jeżeli receptorododatnie komórki nowotworu stanowią tylko 
nieznaczną część ich populacji to efekt terapeutyczny może być znikomy. 
W drugim przypadku defekt czy to w budowie receptora, czy innym członie 
łańcucha przemian komórkowych ma czynić komórkę niereaktywną na 
hormon mimo obecności receptora. Wittliff i wsp. donoszą, że zbadane przez 
nich raki sutka zawierające ER wyłącznie w postaci 4S rzadziej reagowały 
regresją na leczenie hormonalne w porównaniu do nowotworów zawierających 
ER w, postaci 8S lub łącznie 8Si 4S (15, 16, 17). Z danych tych, oraz na podstawie 
informacji o wielopostaciowym charakterze białek receptorowych, (zarówno 
8S jak i 4S) wysunęli przypuszczenie, że w rakach zawierających wyłącznie 
ER—4S istnieje defekt receptora, który uniemożliwia powstanie jego aktyw-
nej postaci (8S lub 6S?) (15, 16, 17). Takie raki mimo obecności ER—4S nie 
mogą reagować na endokrynną terapię. Pogląd ten nie odpowiadałby wynikom 
naszych obecnych badań. W rakach sutka posiadających receptor tylko w po-
staci 4S często znajdowaliśmy znaczne ilości receptora progestagenów (tab. II). 
Ponieważ PR powstaje w wyniku pobudzenia komórek estrogenem świadczy-
łoby to o sprawnym reagowaniu komórek tych nowotworów na estrogen 
a zatem istnieniu w nich prawidłowego systemy receptora estrogenów. 

Zbadane przez nas tkanki raków sutka pochodziły od kobiet, które nie 
były leczone hormonalnie. Dlatego wyników tych badań nie możemy prze-
dyskutować w świetle spostrzeżeń klinicznych odnośnie hormonoreaktywności 
nowotworów. Charakteryzują one wstępnie w sposób statyczny stan recepto-
rowy raków sutka zbadanych przez nas kobiet. Domniemany defekt receptora 
estrogenów w nowotworach ER—4S budzi wątpliwość z innych jeszcze 

http://rcin.org.pl



32 S. Chrapusta i inni Nr 1 

Blooma i wsp. (1), oraz Horivitz'a i McGuire'a (4). Jednak w materiale Blooma 
większość guzów zawierała PR wyłącznie w postaci 4S, podczas gdy w naszym 
i McGuire'a przeważały nowotwory z obiema formami PR. 

W grupie nowotworów, w której receptor estrogenów występował wyłącznie 
w postaci 4S (tab. II) tylko dwa spośród 12 posiadały bardzo duże ilości 
(347 i 188 fmoli/mg białka cytosolu), ą. w pozostałych zawartość ER była 
wyraźnie mniejsza. Mediana zawartości ER dla tej grupy guzów wynosiła 
25,5 fmoli/mg białka cytosolu. Podobnie jak dla ER w grupie tej niektóre 
nowotwory zawierały również duże ilości PR (367, 168, 125 fmoli), w więk-
szości jednak zawartości PR byty małe lub zaledwie wykrywalne. Mediana 
zawartości PR w grupie tych nowotworów wynosiła 21 fmoli/mg białka 
cytosolu. 

W drugiej grupie nowotworów (tab. III), w których ER występował w po-
staci 8S i 4S median}' zawartości ER i PR wynosiły odpowiednio 63 i 91 fmoli/ 
/mg białka cytosolu. Są to wartości około 3-4 krotnie większe w porównaniu 
do median zawartości receptorów w pierwszej grupie nowotworów ER 4S 
(tab. II). Za wyjątkiem jednego nowotworu, PR występował podobnie jak ER 
w dwóch postaciach sedymentacyjnych. Współistnienie w rakach sutka 
dużych ilości ER i PR jest przypuszczalnie wyrazem ich reaktywności na 
estrogen. Wnioskowanie takie znajduje uzasadnienie w świetle znajomości 
mechanizmów regulacji zawartości tych receptorów w komórce oraz postępo-
waniu terapeutycznym. Wiemy bowiem, że estrogen pobudza syntezę i na-
gromadzanie w komórce ER i PR (3, 4, 13), a raki sutka zawierające obydwa 
te receptory częściej reagują regresją na endokrynną terapię niż guzy zawie-
rające tylko ER (4). 

Niereaktywność niektórych receptorododatnich raków sutka na hormono-
terapię usiłuje się tłumaczyć albo niejednorodnością komórek nowotworu 
albo istnieniem biochemicznego defektu w ich metabolizmie. W pierwszym 
przypadku jeżeli receptorododatnie komórki nowotworu stanowią tylko 
nieznaczną część ich populacji to efekt terapeutyczny może być znikomy. 
W drugim przypadku defekt czy to w budowie receptora, czy innym członie 
łańcucha przemian komórkowych ma czynić komórkę niereakt3^wną na 
hormon mimo obecności receptora. Wittliff i wsp. donoszą, że zbadane przez 
nich raki sutka zawierające ER wyłącznie w postaci 4S rzadziej reagowały 
regresją na leczenie hormonalne w porównaniu do nowotworów zawierających 
ER w,postaci 8S lub łącznie 8Si4S (15,16, 17). Z danych tych, oraz na podstawie 
informacji o wielopostaciowym charakterze białek receptorowych, (zarówno 
8S jak i 4S) wysunęli przypuszczenie, że w rakach zawierających wyłącznie 
E R - 4 S istnieje defekt receptora, który uniemożliwia powstanie jego aktyw-
nej postaci (8S lub 6S?) (15, 16, 17). Takie raki mimo obecności ER—4S nie 
mogą reagować na endokrynną terapię. Pogląd ten nie odpowiadałby wynikom 
naszych obecnych badań. W rakach sutka posiadających receptor tylko w po-
staci 4S często znajdowaliśmy znaczne ilości receptora progestagenów (tab. II). 
Ponieważ PR powstaje w wyniku pobudzenia komórek estrogenem świadczy-
łoby to o sprawnym reagowaniu komórek tych nowotworów na estrogen 
a zatem istnieniu w nich prawidłowego systemy receptora estrogenów. 

Zbadane przez nas tkanki raków sutka pochodziły od kobiet, które nie 
były leczone hormonalnie. Dlatego wyników tych badań nie możemy prze-
dyskutować w świetle spostrzeżeń klinicznych odnośnie hormonoreaktywności 
nowotworów. Charakteryzują one wstępnie w sposób statyczny stan recepto-
rowy raków sutka zbadanych przez nas kobiet. Domniemany defekt receptora 
estrogenów w nowotworach ER—4S budzi wątpliwość z innych jeszcze 
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