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Poréwnano wyniki oznaczen receptora estrogenéw (ER) w cytozo-
lach i ekstraktach z jgdrowej frakcji homogenatéw rakéw sutka,
prawidtowej migsnidwki i mie$niakéw macicy kobiet otrzymane me-
todg radioligandowq (RLA, technika weglowo-dekstranowa) i i U-
noenzymatyczng (ETA, technika warstwowa 2z zastosowaniem prze-
ciwciat monoklonalnych). Wykazano istnienie umiarkowanej (r= ,6)
korelacji miedzy wynikami oznaczenn metodg RLA i EIA w cytozolach
z rakéw sutka i mie$niakéw macicy i silnej (r=0.9) korelacji mie-
dzy wynikami analogicznych oznaczen ER w cytozolach z prawidlo-
wej miesnidwki macicy i ekstraktach jadrowych z badanych tkanek.
Stwierdzono, ze ocena stanu receptorowego rakéw sutka na pod-
stawie wynikéw oznaczen ER metoda RLA w $wietle przjetych
uprzednio kryteridw praktyczno-klinicznych w 3/4 przypadkéw po-
krywa sie z oceng dokomang mna podstawie wynikéw oznaczenn ER
metodqg EIA.

Oznaczanie bialek receptorowych dla hormonoéw steroidowych (SR)
znalazlo trwale praktyczne zastosowanie w diagnostyce, planowaniu
leczenia i1 prognozowaniu przebiegu choroby w przypadku raka sutka
(7, 13). Do oznaczania SR stosowano do niedawna wylgcznie metode
radioligandowg (RLA), opartg na pomiarze ilosci swoiscie wigzanego,
radioaktywnego hormonu. Metoda ta cechuje sie dobra powtarzalnos-
ciag 1 dos¢ duzg czuloscig, stwarza jednak szereg problemdéw wynikaja-
cych  in. z koniecznosci odréznienia wigzania hormonu z SR od wig-
zanla z Innymi, niereceptorowymi biatkami swoiscie wigzgcymi hor-
mony steroidowe (np. transkortyng lub globuling wigzgca hormony ptcio-
we), blokowania miejsc receptorowych przez endogenne steroidy i la-
bilno$ci biatek receptorowych.

W ostatnich latach, dzigki zastosowaniu hybrydyzacji komoérkowej,
szeregu oSrodkom udalo sie otrzyma¢ monoklonalne przeciwciata prze-
ciwko roznym bialtkom receptorowym, w tym roéwniez przeciwko re-
ceptorowi estrogendéw (ER). Na ich bazie opracowano metode i uno-
enzymatycznego oznaczania ER (ER-E A), ktorg wprowadza sie obecnie
do diagnostyki klinicznej jako wygodniejszg w wykonaniu, nie wyma-
gajgcg dysponowania pracownig izotopows, apewniajacg pelng stan-
daryzacje postepowania i czulszg niz metoda RLA. Istniejg jednak pew-

* Prace przedstawiono na konferencji pt. ,Kliniczne zastosowanie badan nad
receptorami hormonéw steroidowych”, Warszawa, czerwca 1987 r.
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ne rozbieznosci co do zgodnosci wynikéw otrzymywanych tymi meto-
dami; wspodiczynnik korelacji jest oceniany przez réznych autoréw na
0,7 ,0, a stosunek ilosciowych oznaczen ER-EIA/ER-RLA na

(8, 10, 15).

Celem obecnej pracy bylo poréwnanie na wlasnym materiale wyni-
kow oznaczen ER-EIA (przy uzyciu zestawu handlowego) z wynikami
rutynowo stosowanego (dla potrzeb klinicznych) wariantu metody RLA,
ustalenie korelacji miedzy nimi i ewentualnie okreslenia przy-
czyn roéznic miedzy wynikami tych metod.

MATERIAL METODY

Materiat kliniczny stanowily raki sutka (68 przypadkéw) oraz pra-
widlowa miesniowka (24 przypadki) i miesniaki (31 guzdéw) macicy ko-
biet. Tkanki te przechowywano przez okres do kilku miesiecy w cieklym
azocie. Metody przygotowania cytozoli i ekstraktéw solnych (0,6 M KCI)
z jadrowej frakcji homogenatéow tkankowych oraz szczegdélowy opis
sposobu oznaczania ER metodg RLA (technika weglowo-dekstranowa)
podano wczesniej (2). Do preparatyki cytozolu zamiast stosowanego zwy-
kle buforu TEDG (2), uzyto w obecnej pracy buforu o skladzie po-
danym w instrukeji zalgczonej do zestawu do immunoenzymatycznego
oznaczania ER (ER-EIA Monoclonal Diagnostic Kit, prod. Abbott La-
boratories). Cytozole i ekstrakty jadrowe przechowywano przed ozna-
czeniem przez dni w temp. 0°C. Oznaczenia EIA wykonano
wediug instrukeji zalgczonej do handlowego zestawu ER-EIA. Bialtko
(w cytozolach i ekstraktach jadrowych) oznaczano metodg Lowry’ego

(

WYNIKI
1. Rak sutka

Wyniki immunoenzymatycznych oznaczen ER w cytozolach (ERc) byly
z reguly (w 66% przypadkow) wieksze niz wyniki oznaczen RLA.
W przypadku oznaczen ER w ekstraktach jadrowych (ERn) prawidto-
wosci takiej nie bylo (ryc. la, b). Srednie zawartosci ERc—EIA
i ERn-EIA dla calej badanej grupy rakéw sutka byly wieksze niz od-
powiednie wartosci otrzymane metoda RLA, ale roznice te nie osiggaly
znamiennosci statystycznej (test ,,t” Studenta) (tab. I). Nachylenie linii
regresji [ER-EIA} = f[ER-RLA] zaréwno dla oznaczen ERe, jak i ERn
tylko nieznacznie roéznilo sie od 1,0 (tab. I). Zaréwno w przypadku oz-
naczen ERec, jak i ERn miedzy wynikami metody EIA i RLA istniala
statystycznie wysokoznamienna (p = 0,01) korelacja liniowa, ale dla
oznaczen ERn byla ona silniejsza (r ~~ 0,8) niz dla oznaczen ERc (r ~ 0,6).

Srednie zawartosci ERc i ERn w rakach kobiet do 50 roku zycia byly
mniejsze niz odpowiednie wartosci dla grupy kobiet starszych, zaréwno
w przypadku metody EIA, jak i RLA, ale réznica ta osiggala znamien-
nos$é statystyczng tylko dla oznaczen ERc-RLA. Natomiast nachylenie
linii regresji (EIA vs. RLA) dla oznaczen ERc u kobiet po 50 r.z. bylo
wyraznie wieksze, a dla oznaczen ERn — nieco mniejsze, niz odpowied-
nie wartosci kobiet mlodszych (tab. I).

W grupie 19 rakow, w ktorych wynik oznaczenia ERc-RLA miescit sie
w granicach 0—5 fmoli/mg bialka cytozolu (tzw. guzy receptoroujemne)
tylko w 1 przypadku (5%) wynik oznaczenia ERc-EIA byl wyraznie do-
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Ryc. . Poréwnanie wynikéw immunoenzymatycznej (EIA) i radicligandowe]

(RLA) metody oznaczania receptora estrogenéw w cytozolach (ERc, ryc. 1»)
i ekstraktach jadrowych (ERn, ryc. 1b) z rakéw sutka kobict. Linig ciggly za-
znaczono przebieg linii regresji.

Fig. . Comparison of results of immunoenzymatic (EIA) and radioligand (RLA)
of the estrogen receptor in cytosecls (ERC. fig. 1la) and nuclear extracts (ERN, fig.
1b) from breast cancers of women. Continuous line denotes regression line.

datni (powyzej 20 fmoli/mg biatka). Natomiast w grupie 22 guzdw, w
ktoérych wynik oznaczenia ERc-EIA nie przekraczal 5 fmoli/mg biatka,
wykryto znaczng iloéé ERc metodg RLA w 4 przypadkach (17%) (ryc. la.)
Wsérod 33 rakow, ktéore w metodzie RLA dawaly wynik zdecydowanie
dodatni, w 24 (73%) ocena ta zostala potwierdzona metodg EIA, a w
4 przypadkach (12%) wynik ERc-EIA byl ujemny ( fmoli/mg bial-
ka). Natomiast z 31 rakoéw sutka, w ktorych wynik ERc-EIA byl zde-
cydowanie dodatni (kryterium jak wyzej), 24 (77%) uzyskalo takg samg
ocene na podstawie oznaczenia ERc-RLA, a ccene ,receptoroujemny”
— tylko nowotwor (3%) (ryc. la).

2. Prawidtowa mie$nidwka i miesniaki macicy

Wyniki oznaczen ERc-EIA w prawidlowej migsnidéwce dobrze kore-
lowaly z wynikami oznaczen ERc-RLA, byly jednak w kazdym przy-
padku wieksze ($rednio ,5-krotnie) (ryc. 2a), a roznica miedzy
$rednimi z oznaczen EIA i RLA byla statystycznie istotna (tab. I).
W przypadku oznaczen ERc w mie$niakach korelacja miedzy wynikami
EIA i RLA byla réwniez statystycznie istotna, ale znacznie stabsza,
a roznica ¢rednich zawartosci ERc-EIA i ERc-RLA nie osiagala zna-
miennosci (tab. I, ryc. 2b). Wyniki oznaczen ERn w nielicznych ana-
lizowanych pod tym wzgledem prébkach prawidlowej i nowotworowe]
miesniowki wykazywaly podobng wysokg korelacje miedzymetodyczna,
przy czym $rednia z oznaczen EIA byla nieznamiennie wieksza od odpo-
wiedniej warto$ci wyznaczonej metodg RLA (tab. II).

2 - Nowotwory
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Ryc. 2. Poréwnanie wynikéw immunoenzymatycznej (EIA) i radioligandowej
(RLA) metody oznaczania receptora estrcgendéw w cytozolach z prawidlowych
miesnidwek macicy (a) i migsniakéw macicy kobiet (b). Linia ciagla zaznaczono
przebieg linii regresji.
Fig. 2. Comparison of results of immunoenzymatic (EIA) and radioligand (RLA)
methods of determination of estrogen receptor in cytosols from normal myo-
metrium (a) and uterine myomas of women (b). Continuous line denotes
the course of regression line.

DYSKUSJA

Zdolnos¢ ER do swoistego wigzania estrogenéw wynika z istnienia
w czasteczce receptora swoistej domeny wigzgcej (6, 9). Domena ta
moze wigza¢ estrogen takze w izolacji od reszty czasteczki (16), nato-
miast jej uszkodzenie prowadzi na ogoél do utraty tej zdolnosci (9). No-
wotwory tkanek docelowych dla estrogenéw moga zawiera¢ zwiekszo-
ne — w poréwnaniu z tkanka prawidlowg — ilosci proteaz, ktorych
dzialanie moze powodowac uszkodzenie ER (4, 12). Biatko receptorowe
moze rowniez traci¢ zdolno$¢ wigzania estrogenow wskutek defosfo-
rylacji (1). W obu przypadkach oznaczenie ER metodg RLA staje sie
niemozliwe. Wynik oznaczenia ER metodg RLA moze rowniez ulec za-
nizeniu wskutek obecnosci endogennych estrogenéw, ktore blokujg miej-
sca wigzace (15). Wykonanie oznaczen ER metodg RLA w podwyzszonej
temperaturze (meteda wymiany) pozwala oznaczy¢ takze ER zwigzany
z endogennym hormonem, ale zwieksza ryzyko jego enzymatycznej de-
gradacji.

Metoda immunoenzymatyczna pozwala oming¢ niektéore problemy
zwigzane z metoda RLA, ale niesie ze sobg inne. W metodzie EIA wy-
korzystuje sie technike warstwowg (,,sandwich”), tj. uzywa sie 2 prze-
ciwcial, skierowanych przeciwko réznym determinantom antygenowym
ER. Jeden z nich polozony jest w obrebie domeny wigzacej estrogen,
drugi — poza nig (6). Moga one by¢ obecne takze w uszkodzonej czg-
steczce receptora, niezdolnej do swoistego wigzania estrogenu, ale dla
oznaczenia ER metodg EIA w technice warstwowej oba te determinan-
ty muszg byé zachowane i dostepne dla przeciwcial, natomiast endo-
genne estrogeny nie majg wplywu na wynik oznaczenia. Determinanty
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antygenowe sg mniej labilne niz miejsca wigzace hormon (3). Oméwio-
ne powyzej roznice miedzy teoretycznymi podstawami metody EIA
i RLA oraz indywidualne wlasciwosci tkanki moga byé przyczynami
roznic miedzy wynikami oznaczen.

Jak wykazano w obecnej pracy, s$rednia zawartos¢é ERc w rakach
sutka, wyznaczona metodg EIA, byla nieznamiennie wieksza niz odpo-
wiednia warto$¢ wyznaczona metoda RLA. Jednak wzgledna roéznica
tych wielkosci byla dla kobiet do 50 r.z. wieksza (1+80%) niz dla ko-
biet starszych (--22%) co wskazuje, ze wyniki oznaczen RLA mogly byé
zanizone z powodu obecnosci endogennych estrogenéw. Korelacja mie-
dzy wynikami oznaczen ERc-EIA i ERc-RLA, chociaz statystycznie
znamienna, byla slabsza niz podawano w wiekszosci opublikowanych
prac (8, 10). Przyczyng tego mogla by¢ zwiekszona aktywnosé¢ proteoli-
tyczna tkanek nowotworowych, na co wskazuje réwniez poréwnanie ko-
relacji miedzy wynikami metody EIA i RLA w prawidlowej i no-
wotworowej mie$niowce macicy. Istotne znaczenie mogg tu mieé¢ na-
wet drobne, miedzylaboratoryjne réznice w sposobie przygotowania eks-
traktow tkankowych oraz réznice w jakosci odezynnikéw. Zwraca na-
tomiast uwage fakt, Ze korelacja miedzy oznaczeniami ERn-EIA i ERn-
-RLA byla wysoka dla wszystkich badanych tkanek. Wynika to praw-
dopodobnie stad, ze procedura przygotowania ekstraktow z jgdrowej
frakeji homogenatow tkankowych powoduje usuniecie wiekszosci pro-
teaz (9).

Analiza wynikéw oznaczen ERec w rakach sutka wedlug przyjetych
wezesniej (14) praktyczno-klinieznych kryteriéw oceny stanu recepto-
rowego tych nowotworéw (podzial na guzy receptoroujemne i receptoro-
dodatnie z wyodrebnieniem grupy posredniej) wskazuje, ze zgodnos¢
wynikow oznaczen EIA i RLA jest dobra. Ostateczne potwierdzenie tej
oceny moze jednak przynie$é jedynie analiza wynikéw oznaczen w swie-
tle wynikow endokrynnej terapii chorych na raka sutka.
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S. Chrapus , B. op , Z. Pasz . H.
DETERMINATION OF ESTROGEN RECEPTOR ASSAY IN NEOPLASTIC
AND NORMAL HUMAN TISSUES — A COMPARISON OF RESULTS

OF IMMUNOENZYMATIC AND RODIOLIGAND ASSAYS
Su ary

Results of determination of the estrogen receptor (ER) in cytosols and in
extracts from nuclear fractions of homogenates of breast cancers, normal myo-
metrium and uterine myomas of women, obtained using radioligand method
(RLA, charcoaldextran technique) and immunoenzymatic method (EIA, strati-
faction technique with monoclonal antibodies) are compared.

A moderate (r =~ 0.6) correlation between results of RLA and EIA in cytosols
from breact cancers and uterine myomas, and marked (r=c0.9) correlation be-
tween results of analogous determinations of ER in cytosols from normal myo-
metrium and in nuclear extracts from examined tissues is shown. It nas been
found that the evaluation of receptor state of breast cancer in connection with
results of RLA method in the light of previously precised clinico-practical cri-
terions is in 3/4 of cases concordant with evaluation based upon the connection
with results of EIA method.
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KOMUNIKAT

Rada ds. AIDS przy Ministrze Zdrowia i Opieki Spolecznej uprzej-
mie informuje, ze dla okre$lenia choroby AIDS zostala ustalona polska
nazwa ,Nabyty Zespél Uposledzenia Odporno$ci” i zadna inna nazwa
uie powinna by¢ uzywana.

W podpisie Sekretarz Rady ds. AIDS
Jan Suchowiak





