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Porównano wyniki oznaczeń receptora estrogenów (ER) w cytozo-
lach i ekstraktach z jądrowej frakcji homogenatów raków sutka, 
prawidłowej mięśniówki i mięśniaków macicy kobiet otrzymane me-
todą radioligandową (RLA, technika węglowo-dekstranowa) i immu-
noenzymatyczną (ETA, technika warstwowa z zastosowaniem prze-
ciwciał monoklonalnych). Wykazano istnienie umiarkowanej (r 0,6) 
korelacji między wynikami oznaczeń metodą RLA i EIA w cytozolach 
z raków sutka i mięśniaków macicy i silnej (r 0,9) korelacji mię-
dzy wynikami analogicznych oznaczeń ER w cytozolach z prawidło-
wej mięśniówki macicy i ekstraktach jądrowych z badanych tkanek. 
Stwierdzono, że ocena stanu receptorowego raków sutka na pod-
stawie wyników oznaczeń ER metodą RLA - w świetle przjętych 
uprzednio kryteriów praktyczno-klinicznych w 3/4 przypadków po-
krywa się z oceną dokonaną na podstawie wyników oznaczeń ER 
metodą EIA. 

Oznaczanie białek receptorowych dla hormonów steroidowych (SR) 
znalazło trwałe praktyczne zastosowanie w diagnostyce, planowaniu 
leczenia i prognozowaniu przebiegu choroby w przypadku raka sutka 
(7, 13). Do oznaczania SR stosowano do niedawna wyłącznie metodę 
radioligandową (RLA), opartą na pomiarze ilości swoiście wiązanego, 
radioaktywnego hormonu. Metoda ta cechuje się dobrą powtarzalnoś-
cią i dość dużą czułością, stwarza jednak szereg problemów wynikają-
cych m.in. z konieczności odróżnienia wiązania hormonu z SR od wią-
zania z innymi, niereceptorowymi białkami swoiście wiążącymi hor-
mony steroidowe (np. transkortyną lub globuliną wiążącą hormony płcio-
we), blokowania miejsc receptorowych przez endogenne steroidy i la-
bilności białek receptorowych. 

W ostatnich latach, dzięki zastosowaniu hybrydyzacji komórkowej, 
szeregu ośrodkom udało się otrzymać monoklonalne przeciwciała prze-
ciwko różnym białkom receptorowym, w tym również przeciwko re-
ceptorowi estrogenów (ER). Na ich bazie opracowano metodę immuno-
enzymatycznego oznaczania ER (ER-EIA), którą wprowadza się obecnie 
do diagnostyki klinicznej jako wygodniejszą w wykonaniu, nie wyma-
gającą dysponowania pracownią izotopową, zapewniającą pełną stan-
daryzację postępowania i czulszą niż metoda RLA. Istnieją jednak pew-

* Pracę przedstawiono na konferencji pt. „Kliniczne zastosowanie badań nad 
receptorami hormonów steroidowych", Warszawa, 1-2 czerwca 1987 r. 
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ne rozbieżności co do zgodności wyników otrzymywanych tymi meto-
dami; współczynnik korelacji jest oceniany przez różnych autorów na 
0,75-1,0, a stosunek ilościowych oznaczeń ER-EIA/ER-RLA - na 1-2 
(8, 10, 15). 

Celem obecnej pracy było porównanie na własnym materiale wyni-
ków oznaczeń ER-EIA (przy użyciu zestawu handlowego) z wynikami 
rutynowo stosowanego (dla potrzeb klinicznych) wariantu metody RLA, 
ustalenie korelacji między nimi i - ewentualnie - określenia przy-
czyn różnic między wynikami tych metod. 

MATERIAŁ I METODY 

Materiał kliniczny stanowiły raki sutka (68 przypadków) oraz pra-
widłowa mięśniówka (24 przypadki) i mięśniaki (31 guzów) macicy ko-
biet. Tkanki te przechowywano przez okres do kilku miesięcy w ciekłym 
azocie. Metody przygotowania cytozoli i ekstraktów solnych (0,6 M KC1) 
z jądrowej frakcji homogenatów tkankowych oraz szczegółowy opis 
sposobu oznaczania ER metodą RLA (technika węglowo-dekstranowa) 
podano wcześniej (2). Do preparatyki cytozolu zamiast stosowanego zwy-
kle buforu TEDG (2), użyto w obecnej pracy buforu o składzie po-
danym w instrukcji załączonej do zestawu do immunoenzymatycznego 
oznaczania ER (ER-EIA Monoclonal Diagnostic Kit, prod. Abbott La-
boratories). Cytozole i ekstrakty jądrowe przechowywano przed ozna-
czeniem przez 2-3 dni w temp. -70°C. Oznaczenia EIA wykonano 
według instrukcji załączonej do handlowego zestawu ER-EIA. Białko 
(w cytozolach i ekstraktach jądrowych) oznaczano metodą Lowry'ego 
(11). 

WYNIKI 

1. Rak sutka 

Wyniki immunoenzymatycznych oznaczeń ER w cytozolach (ERc) były 
z reguły (w 66% przypadków) większe niż wyniki oznaczeń RLA. 
W przypadku oznaczeń ER w ekstraktach jądrowych (ERn) prawidło-
wości takiej nie było (ryc. la, b). Średnie zawartości ERc—EIA 
i ERn-EIA dla całej badanej grupy raków sutka były większe niż od-
powiednie wartości otrzymane metodą RLA, ale różnice te nie osiągały 
znamienności statystycznej (test „t" Studenta) (tab. I). Nachylenie linii 
regresji [ER-EIA] = f [ER-RLA] zarówno dla oznaczeń ERc, jak i ERn 
tylko nieznacznie różniło się od 1,0 (tab. I). Zarówno w przypadku oz-
naczeń ERc, jak i ERn między wynikami metody EIA i RLA istniała 
statystycznie wysokoznamienna (p = 0,01) korelacja liniowa, ale dla 
oznaczeń ERn była ona silniejsza (r ~ 0,8) niż dla oznaczeń ERc (r ~ 0,6). 

Średnie zawartości ERc i ERn w rakach kobiet do 50 roku życia były 
mniejsze niż odpowiednie wartości dla grupy kobiet starszych, zarówno 
w przypadku metody EIA, jak i RLA, ale różnica ta osiągała znamien-
ność statystyczną tylko dla oznaczeń ERc-RLA. Natomiast nachylenie 
linii regresji (EIA vs. RLA) dla oznaczeń ERc u kobiet po 50 r.ż. było 
wyraźnie większe, a dla oznaczeń ERn -— nieco mniejsze, niż odpowied-
nie wartości kobiet młodszych (tab. I). 

W grupie 19 raków, w których wynik oznaczenia ERc-RLA mieścił się 
w granicach 0—5 fmoli/mg białka cytozolu (tzw. guzy receptoroujemne) 
tylko w 1 przypadku (5%) wynik oznaczenia ERc-EIA był wyraźnie do-
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Ryc. 1. Porównanie wyników immunoenzymatyczinej (EIA) i radioligandowej 
(RLA) metody oznaczania receptora estrogenów w cytozolach (ERc, ryc. la) 
i ekstraktach jądrowych (ERn, ryc. Ib) z raków sutka kobiet. Linią ciągłą za-

znaczono przebieg linii regresji. 
Fig. 1. Comparison of results of immunoenzymatic (EIA) and radioligand (RLA) 
of the estrogen receptor in cytosols (ERC. fig. la) and nuclear extracts (ERN, fig. 

Ib) f rom breast cancers of women. Continuous line denotes regression linę. 

datni (powyżej 20 fmoli/mg białka). Natomiast w grupie 22 guzów, w 
których wynik oznaczenia ERc-EIA nie przekraczał 5 fmoli/mg białka, 
wykryto znaczną ilość ERc metodą RLA w 4 przypadkach (17%) (ryc. la.) 
Wśród 33 raków, które w metodzie RLA dawały wynik zdecydowanie 
dodatni, w 24 (73%) ocena ta została potwierdzona metodą EIA, a w 
4 przypadkach (12%) wynik ERc-EIA był ujemny (0-5 fmoli/mg biał-
ka). Natomiast z 31 raków sutka, w których wynik ERc-EIA był zde-
cydowanie dodatni (kryterium jak wyżej), 24 (77%) uzyskało taką samą 
ocenę na podstawie oznaczenia ERc-RLA, a ocenę „receptoroujemny" 
— tylko 1 nowotwór (3%) (ryc. la). 

2. Prawidłowa mięśniówka i mięśniaki macicy 

Wyniki oznaczeń ERc-EIA w prawidłowej mięśniówce dobrze kore-
lowały z wynikami oznaczeń ERc-RLA, były jednak w każdym przy-
padku - większe (średnio 1,5-krotnie) (ryc. 2a), a różnica między 
średnimi z oznaczeń EIA i RLA była statystycznie istotna (tab. I). 
W przypadku oznaczeń ERc w mięśniakach korelacja między wynikami 
EIA i RLA była również statystycznie istotna, ale znacznie słabsza, 
a różnica średnich zawartości ERc-EIA i ERc-RLA nie osiągała zna-
mienności (tab. I, ryc. 2b). Wyniki oznaczeń ERn w nielicznych ana-
lizowanych pod tym względem próbkach prawidłowej i nowotworowej 
mięśniówki wykazywały podobną wysoką korelację międzymetodyczną, 
przy czym średnia z oznaczeń EIA była nieznamiennie większa od odpo-
wiedniej wartości wyznaczonej metodą RLA (tab. II). 
2 — N o w o t w o r y 
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Ryc. 2. Porównanie wyników immunoenzymatycznej (EIA) i radioligandowej 
(RLA) metody oznaczania receptora estrogenów w cytozolach z prawidłowych 
mięśniówek macicy (a) i mięśniaków macicy kobiet (b). Linią ciągłą zaznaczono 

przebieg linii regresji. 
Fig. 2. Comparison of results of immunoenzymatic (EIA) and radioligand (RLA) 
methods of determination of estrogen receptor in cytosols f rom normal myo-
metr ium (a) and uterine myomas of women (b). Co.ntinuous linę denotes 

the course of regression line. 

DYSKUSJA 

Zdolność ER do swoistego wiązania estrogenów wynika z istnienia 
w cząsteczce receptora swoistej domeny wiążącej (6, 9). Domena ta 
może wiązać estrogen także w izolacji od reszty cząsteczki (16), nato-
miast jej uszkodzenie prowadzi na ogól do utraty tej zdolności (9). No-
wotwory tkanek docelowych dla estrogenów mogą zawierać zwiększo-
ne — w porównaniu z tkanką prawidłową — ilości proteaz, których 
działanie może powodować uszkodzenie ER (4, 12). Białko receptorowe 
może również tracić zdolność wiązania estrogenów wskutek defosfo-
rylacji (1). W obu przypadkach oznaczenie ER metodą RLA staje się 
niemożliwe. Wynik oznaczenia ER metodą RLA może również ulec za-
niżeniu wskutek obecności endogennych estrogenów, które blokują miej-
sca wiążące (15). Wykonanie oznaczeń ER metodą RLA w podwyższonej 
temperaturze (metodą wymiany) pozwala oznaczyć także ER związany 
z endogennym hormonem, ale zwiększa ryzyko jego enzymatycznej de-
gradacji. 

Metoda immunoenzymatyczna pozwala ominąć niektóre problemy 
związane z metodą RLA, ale niesie ze sobą inne. W metodzie EIA wy-
korzystuje się technikę warstwową („sandwich"), tj. używa się 2 prze-
ciwciał, skierowanych przeciwko różnym determinantom antygenowym 
ER. Jeden z nich położony jest w obrębie domeny wiążącej estrogen, 
drugi — poza nią (6). Mogą one być obecne także w uszkodzonej czą-
steczce receptora, niezdolnej do swoistego wiązania estrogenu, ale dla 
oznaczenia ER metodą EIA w technice warstwowej oba te determinan-
ty muszą być zachowane i dostępne dla przeciwciał, natomiast endo-
genne estrogeny nie mają wpływu na wynik oznaczenia. Determinanty 
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antygenowe są mniej labilne niż miejsca wiążące hormon (3). Omówio-
ne powyżej różnice między teoretycznymi podstawami metody EIA 
i RLA oraz indywidualne właściwości tkanki mogą być przyczynami 
różnic między wynikami oznaczeń. 

Jak wykazano w obecnej pracy, średnia zawartość ERc w rakach 
sutka, wyznaczona metodą EIA, była nieznamiennie większa niż odpo-
wiednia wartość wyznaczona metodą RLA. Jednak względna różnica 
tych wielkości była dla kobiet do 50 r.ż. większa ( + 80%) niż dla ko-
biet starszych (+22%) co wskazuje, że wyniki oznaczeń RLA. mogły być 
zaniżone z powodu obecności endogennych estrogenów. Korelacja mię-
dzy wynikami oznaczeń ERc-EIA i ERc-RLA, chociaż statystycznie 
znamienna, była słabsza niż podawano w większości opublikowanych 
prac (8, 10). Przyczyną tego mogła być zwiększona aktywność proteoli-
tyczna tkanek nowotworowych, na co wskazuje również porównanie ko-
relacji między wynikami metody EIA i RLA w prawidłowej i no-
wotworowej mięśniówce macicy. Istotne znaczenie mogą tu mieć na-
wet drobne, międzylaboratoryjne różnice w sposobie przygotowania eks-
traktów tkankowych oraz różnice w jakości odczynników. Zwraca na-
tomiast uwagę fakt, że korelacja między oznaczeniami ERn-EIA i ERn-
-RLA była wysoka dla wszystkich badanych tkanek. Wynika to praw-
dopodobnie stąd, że procedura przygotowania ekstraktów z jądrowej 
frakcji homogenatów tkankowych powoduje usunięcie większości pro-
teaz (5). 

Analiza wyników oznaczeń ERc w rakach sutka według przyjętych 
wcześniej (14) praktyczno-klinicznych kryteriów oceny stanu recepto-
rowego tych nowotworów (podział na guzy receptoroujemne i receptoro-
dodatnie z wyodrębnieniem grupy pośredniej) wskazuje, że zgodność 
wyników oznaczeń EIA i RLA jest dobra. Ostateczne potwierdzenie tej 
oceny może jednak przynieść jedynie analiza wyników oznaczeń w świe-
tle wyników endokrynnej terapii chorych na raka sutka. 
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DETERMINATION OF ESTROGEN RECEPTOR ASSAY IN NEOPLASTIC 
AND NORMAL HUMAŃ TISSUES — A COMPARISON OF RESULTS 

OF IMMUNOENZYMATIC AND RODIOLIGAND ASSAYS 

S u m m a r y 

Results of determination of the estrogen receptor (ER) in cytosols and in 
extracts f rom nuclear fractions of homogenates of breast cancers, normal myo-
metr ium and uterine myomas of women, obtained using radioligand method 
(RLA, charcoaldextran techniąue) and immunoenzymatic method (EIA, strat i-
facłioin techniąue w,ith monoclonal antibodies) are compared. 

A moderate (r 0.6) correlation between results of RLA and EIA in cytosols 
f rom brea:t cancers and uterine myomas, and marked ( r « 0 . 9 ) correlation be-
tween results of analogous determinations of ER in cytosols f rom normal myo-
metr ium and in nuclear extracts f rom 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 Społecznej uprzej-
mie informuje, że dla określenia choroby AIDS została ustalona polska 
nazwa „Nabyty Zespół Upośledzenia Odporności" i żadna inna nazwa 
nie powinna być używana. 

W podpisie Sekretarz Rady ds. AIDS 
Jan Suchowiak 
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