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plerwotnyc kach sutka kobiet zbadano zawartosé i wlasciwosci sedymenta-
cy]ne cytosolowych receptoréw estrogendw (ER) i progestagenow (PR) postugujqc
sie metodami weglowo-delstranowq oraz ultrawirowaniem w gradiencie gestosci
sacharozy w buforze o malej mocy jonowej. wigkszosci zbadanych nowotworéw
receptory estrogencw lub progestagendu: wys tepowaly gldunie w dwdch postaciach sedy-
dymentacyjnych, tj. 88 1 45 (609, i 65%,) rzadziej wylqcznie w postaci 45 (34%
i 229, ), a najrzadziej wylqcznie w postaci 88 (6%, © 13%,). W rakach, w ktérych ER
stwierdzono w postaciach 8S i 48 towarzyszqcy mu PR réwniez czesciej wystgpowal w
dwdch postaciach. Qlobalne zawartosci obydwu receptoréw w tej grupie nowotwordow
byly przecigtnie duze (mediany dla ER — 63 fmolijmg bialka cytosolu, dla PR—91
Sfmolijmg b.c.). W grupte rakéw sutka, w ktdrych ER wystepowal tylko w postuct
48 czgsto wspolistnialy znaczne ilosct receptora progestugendw. Przecigtna zawartosé
voyduwu recepioréw w takick guzach, byla raczej mwide w stvsurku do grupy rakow
z obydwoma postaciami ER, tj. 4S8 ¢ 8S (mediana dla ER — 25 fmoli/mg biatka
cytosolu, a dla PR — 21 fmolijmg b.c.). Wydaje sig, Ze w rakach sutka, w kidrych
ER wykrywano wylqcznie w postaci 45, wspdlwystepowanie receptora progestagenow
Swiadezy o zuchowanej zdolnosci do odpowiedzi ich Lomdrek na estrogen, co wyrazia
sie synlezq receptora progestugenow.

Z naszych dotychezasowych badaii wynika, ze 2% rakéw sutk polskich
kobiet zawiera receptor estrogenéw (ER) (10,11). (,hore z receptorododatnimi

nowotworami czgéciej reaguja remisja na endok terapie niz te, ktérych
nowotwory nie posiadaj receptora estrogendéw ( , 12). Jednakie wsr

wyraznie eceptorododatnich rakéw sutka znajduja sie takie, ktére réwniez
nie reaguja na endokrynng terapi¢ ( , ). Wyn naszych badan na ogél

s zgodne z wynikami innych badaczy (5, 6, 8). Obecno$é ER w rakach sutka
chociaz bardzo pomocna, nie zawsze jest wystarczajacym kryterium oceny
ich hormo oreakt mnosec Dlatego tez poszukuje si¢ bardziej precyzyjnych
wskaznikéw hormonoreaktywno§ci rakéw sutka. niz globalna zawartos§é

ER.

Horwitz i McGuire wysuneli hipoteze, ze pew iejszy wskaznikiem hormo-
noreaktywnosci moze byé jednoczesne wystepowanie w tkance nowotworg-
wej ER i receptora progestagenéw PR (4). Obecno$é PR w guzie ER dodatnim
mizlaby §wia 2zyé o jego reaktywnosci na estrogeny, gdyz stwierdzono, Ze
hormony te powoduja nagromadzenie PR w tkankach docelowych (3, 4).
Wg danych tych badaczy pozyt wny skutek hormonoterapii u chorych
z guzami ER i PR- wynosiod 7 29%,, podezas gdy przy doborze chorych

* Praca wygloszona na X Zjeidzie Endokrynologéw, Krakéw 1980 (2)
Praca wykonana w ramach Programu Rzadowego PR—-6
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na podstawie wylacznych oznaczen ER osiaga si¢ remisje jedynie u 559,
leczonyeh hormonalnie pacjentek (4).

Inne kryterium doboru chorych do terapii endokrynnej zaproponowali
Wattliff 1 wsp. (15, 16, 17). Receptor estrogenéw w ludzkich rakach sutka moze
wystepowaé¢ w dwoch postaciach sedy entujac w gradiencie stezen
sacharozy, o malej mocy jonowej, w obszarach 8S i 4S. Nowotwory zawiera-
jace ER w postaci 85 i 4S lub tylko 8S sg wg Wittliffa i wsp. czeéciej hormono-
reaktywne (75%,) niz nowotwory zawierajace tylko postaé¢ 4S %)-

Przedstawione ponizej badania mialy na celu scharakteryzowanie rakéw

sutka polskich kobiet pod wzgledem czestosci wystepowania réznych postaci
sedymentacyjnych ER i PR.

MATERIALY I METODY

Odczynniki: 2,4,6,7-*H-estradiol-178 (*H—E,), akt. wi. 100 Ci/mmol
Amersham; dwuetylostilbestrol (DES), Sigma; 3H-promegeston (*H-R5020),
akt. wl. 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 bydlecej (BSA) fr. V wg Cohna, Sigma;
gammaglobulina ludzka fr. II wg Cohna. Biomed; '*C-formaldehyd, akt. wi.
10—20 mCi/mmol, Amersham; Tris cz.d.a., Austranal; wegiel akt. przemyty
kwasem, Sigma; sacharoza grade I,-Sigma, glicerol cz.d.a., POCH-Gliwice.

2. Material kliniczny : tkanki pierwotnych rakéw sutka po zidenty ikowa
przez histopatologa zamrazano w suchym lodzie i przechowywano w cieklym
N, przez tygodni.

3. Przygotowanie cytosolu: tkanke rozcierano na proszek w temperaturze
cieklego N, w mozdzierzu porcelanowym lub milynku -wibracyjnym (Mikro-
-Dismembrator I1I, Braun-Melsungen), nastepnie zawieszano w 3 objetosciach
buforu TED (10 mM Tris/HCI, 1,6 mM EDTA, 0,5 mM DTT, p 7,4, 20° C)
za pomoca aparatu Polytron (Kinematica, 3x 10 sekund, maks. predkos¢
obr., przerwy po 1 min.) i po nastepnych 20 min. ultra-wirowano (220000Xg)
w ciggu 30 min. Osad odrzucano, w nadsaczu (cytosol) oznaczano zawartosé
oraz postacie sedymentacyjne receptora estrogenéw (ER) i receptora pro-
gestagenéw (PR). Przygotowanie cytosolu 1 wszystkie dalsze czynnosci
z cytosolem prowadzono w temperaturze 0—2° C.

4. Ilociowe oznaczanie ER i PR: Cytosol inkubowano 16--20 godzin
z 10 nM *H-—E, w obecnosci i w nieobecnosci 1 uyM DES w buforze TED
z dodatkiem 10%, obj. glicerolu (bufor TEDG) w celu oznaczenia ER lub z 10nM
3H—R5020 w obecnosei 1 nieobecnoéci 1 pM R5020 w celu oznaczenia PR.
Nastepnie do wszystkich prébek dodawano 1/10 obj. 5% zawiesiny wegla
akt. w 0,59 roztworze dekstranu T-70 w buforze TEDG, inkubowano stale
mieszajac przez dalsze 30 minut, odwirowywano wegiel (4600xg) w ciggu
10 minut i oznaczano radioaktywnosé nadsaczu. Ilo§¢é ER i PR wyznaczano
z réznicy radioaktywnosci nadsaczéw prébek nie zawierajacych i zawieraja-
cych odpowiednio DES lub R-5020. Wyniki oznaczen wyrazano w fmolach
swoiscie zwigzanego 3*H-sterydu/mg bialka cytosolu. Bialko oznaczano
metoda Lowry’ego 1 wsp. (7).

5. Ultrawirowanie w gradiencie gestosci sacharozy: prébki do ultrawirowa-
nia przygotowywano jak wyzej (punkty 31 4), skracajac jedynie czas inkubacji
z odpowilednimi sterydami do 2 godzin. 150 ul nadsaczéw (punkt 4) po usunie-
ciu wegla aktywowanego nanoszono na 09, gradient sacharozy w buforze
TEDG i, po dodaniu do prébek po pl (1000—2000 DPM) roztworu
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14C-BSA lub “C-gammaglobuliny, ultrawirowano przez 16—18 godzin
(190 000—234 000 x g). Zawarto§é probek rozfrakcjonowywano przez otwor
w dnie probéwki. Do kazdej frakeji dodawano po 3 ml plynu scyntylacyjnego
Bray’a i mierzono zawarta w nich radioaktywnoéé *H-sterydéw i 1#C-bialek.
Stale sedymentacji bialek wiazacych 3H-E, i 3H-R 5020 wyznaczano na
podstawie polozenia maksiméw radioaktywnosci *C-gammaglobuliny.

6. Przygotowanie wzorcéw stalych sedymentacyjnych: 4C-BSA i 4C-
-gammaglobuling ludzka przygotowywano znakujac odpowiednie bialka
14C-formaldehydem wg metody Meansa i Feeny’a (9).

OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

W wigkszcéei' zbadanych przez nas nowotworéw (tab.I, ryc. 11 2) receptory
estrogenéw jak 1 progestagenéw wystepowaly gléwnie w postaciach 8S i 48
(odpowiednio 60%, i 659%,), rzadziej w postaci wylacznie 4S (349, i 229%),
a najrzadziej wylacznie w postaci 8S (6% i 13%). Wyniki te réznia si¢ od
podawanych przez innych badaczy, ktérzy najczesciej znajduja ER w nowo-
tworach w postaci wylacznie 8S, jak np.: Wutliff i Savlov (17), oraz Bloom
i wsp. (7), odpowiednio 56%, i 449%,, podczas gdy u nas 6%,. Czesto§é wspdt-
wystepowania form 4S i 88 ER, w naszym materiale (60%,) jest zblizona do
analogicznych czestoéei podanych przez Blooma (44%), a znacznie wigksza
niz przez Wittliffa i wsp. (256%). Raki sutka z PR w postaci wylacznie 8S
wystepowaly u nas najrzadziej. Spostrzezenie to jest zgedne z doniesieniami
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Ryc. 1. Profile sedymentacyjne receptora estrogenéw raka sutka kobiet.
Fig. 1. Sedimentation patterns of estrogen receptor from human breast cance .
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Rye. 2. Profile sedymentacyjne receptora progestagendéw raka sutka u kobiet.
Fig. 2. Sedimentation patterns of progestin receptor from human breast cancer.
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Blooma i wsp. (1), oraz Horwitz’a 1 McGuire'a (4). Jednak w materiale Blooma
wiekszoé¢ guzéw zawierala PR wylacznie w postaci 4S, podczas gdy w naszym
i McGuire’a przewazaly nowotwory z obiema’ formami PR.

W grupie nowotworéw, w ktérej receptor estrogenéw wystepowal wylacznie
w postaci 4S (tab. II) tylko dwa spo$réd 12 posiadaly bardzo duze iloéci
(347 i 188 fmoli/mg bialka cytosolu), a w pozostalych zawarto§¢ ER byla
wyraZnie mniejsza. Mediana zawartosci ER dla tej grupy guzéw wynosila
25,5 fmoli/mg bialka cytosolu. Podobnie jak dla ER w grupie tej niektére
nowotwory zawieraly réwniez duze iloéci PR (367, 168, 125 fmoli), w wiek-
szodci jednak zawarto$ci PR byly male lub zaledwie wykrywalne. Mediana
zawartoéci PR w grupie tych nowotworéw wynosita 21 fmoli/mg bialtka
cytosolu.

W drugiej grupie nowotwordéw (tab. III), w ktérych ER wystepowal w po-
staci 8S i 4S mediany zawarto$ci ER i PR wynosily odpowiednio 63 i 91 fmoli/
/mg bialka cytosolu. Sg to wartodci okolo 3—4 krotnie wigksze w poréwnaniu
do median zawarto§ci receptoréw w pierwszej grupie nowotworéw ER 4S
(tab. IT). Za wyjatkiem jednego nowotworu, PR wystepowal podobnie jak ER
w dwéch postaciach sedymentacyjnych. Wspdlistnienie w rakach sutka
duzych ilosci ER i PR jest przypuszczalnie wyrazem ich reaktywnosci na
estrogen. Wnioskowanie takie znajduje uzasadnienie w $wietle znajomosci
mechanizméw regulacji zawartosci tych receptoré6w w komdrce oraz postepo-
waniu terapeutycznym. Wiemy bowiem, Ze estrogen pobudza syntezg¢ i na-
gromadzanie w komdérce ER i PR (3, 4, 13), a raki sutka zawierajace obydwa
te receptory czesciej reaguja regresja na endokrynng terapie niz guzy zawie-
rajace tylko ER (4).

Niereaktywno$é niektérych receptorododatnich rakéw sutka na hormono-
terapie usiluje sie tlumaczyé albo niejednorodnosciag komorek nowotworu
albo istnieniem biochemicznego defektu w ich metabolizmie. W pierwszym
przypadku jezeli receptorododatnie komérki nowotworu stanowia tylko
nieznaczng czes§¢ ich populacji to efekt terapeutyczny moze by¢é znikomy.
W drugim przypadku defekt czy to w budowie receptora, czy innym czlonie
laficucha przemian komoérkowych ma czyni¢ komoérke niereaktywng na
hormon mimo obecnosci receptora. Wittliff i wsp. donosza, ze zbadane przez
nich raki sutka zawierajace ER wylacznie w postaci 4S rzadziej reagowaly
regresja na leczenie hormonalne w poréwnaniu do nowotworéw zawierajacych
ER w, postaci 8S lub lacznie 8514S (15, 16, 17). Z danych tych, oraz na podstawie
informacji o wielopostaciowym charakterze bialek receptorowych, (zaréwno
8S jak i 48) wysuneli przypuszezenie, ze w rakach zawierajacych wylacznie
ER—4S istnieje defekt receptora, ktéry uniemozliwia powstanie jego aktyw-
nej postaci (85 lub 6S?) (15, 16, 17). Takie raki mimo obecnosci ER—48 nie
moga reagowac na endokrynns terapi¢. Poglad ten nie odpowiadalby wynikom
naszych obecnych badan. W rakach sutka posiadajgcych receptor tylko w po-
staci 4S czesto znajdowaliSmy znaczne iloSci receptora progestagenéw (tab. II).
Poniewaz PR powstaje w wyniku pobudzenia komdrek estrogenem $wiadczy-
loby to o sprawnym reagowaniu komoérek tych nowotworéw na estrogen
a zatem istnieniu w nich prawidlowego systemy receptora estrogenéw.

Zbadane przez nas tkanki rakéw sutka pochodzily od kobiet, ktére nie
byly leczone hormonalnie. Dlatego wynikéw tych badan nie mozemy prze-
dyskutowaé w $wietle spostrzezenr klinicznych odnosnie hormonoreaktywnoéci
nowotworéw. Charaktervzuja one wstepnie w sposéb statyczny stan recepto-
rowy rakéw sutka zbadanych przez nas kobiet. Domniemany defekt receptora
estrogenéw w nowotworach ER—4S budzi watpliwosé z innych jeszcze



S. Chrapusta i inni Nr 1

Blooma i wsp. (1), oraz Horwitz’a i McGuire’a (4). Jednak w materiale Blooma
wigkszo8é guzéw zawierala PR wylacznie w postaci 4S, podczas gdy w naszym
i McGuire’a przewazaly nowotwory z obiema formami PR.

W grupie nowotworéw, w ktérej receptor estrogenéw wystepowal wylgcznie
w postaci 4S (tab. II) tylko dwa sposréd 12 posiadaly bardzo duze ilosci
(347 i 188 fmoli/mg bialka cytosolu), g w pozostalych zawartoé¢ ER byla
wyraZnie mniejsza. Mediana zawartoSci ER dla tej grupy guzéw wynosila
25,5 fmoli/mg bialka cytosolu. Podobnie jak dla ER w grupie tej niektére
nowotwory zawieraly réwniez duze iloéci PR (367, 168, 125 fmoli), w wiek-
szosci jednak zawartosci PR byly male lub zaledwie wykrywalne. Mediana
zawartosci PR w grupie tych nowotworéw wynosita 21 fmoli/mg biatka
cytosolu.

W drugiej grupie nowotworéw (tab. III), w ktérych ER wystepowal w po-
staci 8S i 4S mediany zawartosci ER i PR wynosily odpowiednio 63 i 91 fmoli/
/mg biatka eytosolu. Sg to wartosci okolo krotnie wigksze w poréwnaniu
do median zawarto$ci receptordw w pierwszej grupie nowotworéw ER 4S5
(tab. II). Za wyjatkiem jednego nowotworu, PR wystepowal podobnie jak ER
w dwéch postaciach sedymentacyjnych. Wspdlistnienie w rakach sutka
duzych ilosci ER i PR jest przypuszczalnie wyrazem ich reaktywnosci na
estrogen. Wnioskowanie takie znajduje uzasadnienie w Swietle znajomosci
mechanizméw regulacji zawartosci tych receptoréw w komoéree oraz postepo-
waniu terapeutycznym. Wiemy bowiem, Ze estrogen pobudza synteze i na-
gromadzanie w komérce ER i PR (3, 4, 13), a raki sutka zawierajace obydwa
te receptory czesdciej reaguja regresja na endokrynng terapie niz guzy zawie-
rajace tylko ER (4).

Niereaktywnosé niektérych receptorododatnich rakéw sutka na hormono-
terapie usiluje si¢ ttumaczy¢ albo niejednorodnoscia komérek nowotworu
albo istnieniem biochemicznego defektu w ich metabolizmie. W pierwszym
przypadku jezeli receptorododatnie komdrki nowotworu stanowia tylko
nieznaczng cze$é¢ ich populacji to efekt terapeutyczny moze by¢ znikomy.
W drugim przypadku defekt czy to w budowie receptora, czy innym czlonie
laficucha przemian komérkowych ma czynié komoérke niereaktywna na
hormon mimo obecnosci receptora. Wittliff i wsp. donosza, ze zbadane przez
nich raki sutka zawierajace ER wylacznie w postaci 4S rzadziej reagowaly
regresja na leczenie hormonalne w poréwnaniu do nowotwordw zawierajacych
ER w, postaci 8S lub lacznie 85i4S (15, 16, 17). Z danych tych, oraz na podstawie
informacji o wielopostaciowym charakterze bialek receptorowych, (zaréwno
8S jak i 48) przypuszczenie, ze w rakach zawierajacych wylacznie
E S istnieje defekt receptora, ktéry uniemozliwia powstanie jego aktyw-
nej postaci (85 lub 6S?) (15, 16, 17). Takie raki mimo obecnosci ER—4S nie
moga reagowac na endokrynna terapie. Poglad ten nie odpowiadalby wynikom
naszych obecnych badan. W rakach sutka posiadajacych receptor tylko w po-
staci 4S czesto znajdowaliSmy znaczne iloci receptora progestagenéw (tab. I1).
Poniewaz PR powstaje w wyniku pobudzenia komdrek estrogenem swiadczy-
loby to o sprawnym reagowaniu komdrek tych nowotworéw na estrogen
a zatem istnieniu w nich prawidlowego systemy receptora estrogendw.

Zbadane przez nas tkanki rakéw sutka pochodzily od kobiet, ktére nie
byly leczone hormonalnie. Dlatego wynikéw tych badan nie mozemy prze-
dyskutowaé w Swietle spostrzezen klinicznych odnosnie hormonoreaktywnoéci
nowotworéw. Charakteryzuja one wstepnie w sposéb statyczny stan recepto-
rowy rakéw sutka zbadanych przez nas kobiet. Domniemany defekt receptora
estrogenéw w nowotworach ER—4S budzi watpliwo$é z innych jeszcze
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