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EEkksspprreessjjaa  rreecceeppttoorraa  eessttrrooggeennoowweeggoo
aallffaa  ii bbeettaa  ww pprraawwiidd³³oowwyycchh  
ttkkaannkkaacchh  mmaacciiccyy  uu kkoobbiieett  
pprrzzeedd  mmeennooppaauuzz¹¹

EEssttrrooggeenn  rreecceeppttoorr  aallpphhaa  aanndd  bbeettaa  eexxpprreessssiioonn  iinn  nnoorrmmaall  eennddoommeettrriiuumm  
aanndd  mmyyoommeettrriiuumm  iinn  pprreemmeennooppaauussaall  wwoommeenn
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Estrogeny oddzia³uj¹ na tkanki docelowe przez dwa typy receptora, alfa i beta (ER-alfa
i ER-beta). Dystrybucja obu typów receptora oraz interakcje pomiêdzy nimi w istotny sposób
moduluj¹ efekt dzia³ania estrogenów. Celem pracy by³a ocena ekspresji receptorów estroge-
nowych w b³onie œluzowej oraz miêœniu macicy kobiet w okresie przedmenopauzalnym. Prób-
ki endometrium oraz myometrium pobrano od 12 kobiet operowanych z powodu miêœniaków
macicy. Ekspresjê genów receptorów ER-alfa i ER-beta (mRNA) badano metod¹ odwrotnej
transkrypcji (RT) i namna¿ania cDNA w reakcji ³añcuchowej polimerazy (PCR). W miêœniu
macicy ekspresja receptora estrogenowego alfa by³a znacz¹co wy¿sza w porównaniu do re-
ceptora beta. W endometrium poziom ekspresji obu typów receptora wykazywa³ zbli¿one war-
toœci. Ekspresja receptora estrogenowego alfa by³a istotnie statystycznie wy¿sza w myome-
trium w porównaniu do endometrium, podczas gdy ekspresja ER-beta nie ró¿ni³a siê znacz¹-
co pomiêdzy badanymi tkankami. Stosunek ekspresji ER-alfa do ER-beta nie ró¿ni³ siê istot-
nie pomiêdzy myometrium a endometrium. Wyniki badañ wskazuj¹, ¿e ró¿nice w ekspresji re-
ceptorów pomiêdzy b³on¹ œluzow¹ a miêœniem macicy dotycz¹ jedynie receptora alfa. 

S³owa kluczowe: receptor estrogenowy, myometrium, endometrium 

(Przegl¹d Menopauzalny 2003; 6: 12–17) 

WWssttêêpp

Przez wiele lat uwa¿ano, ¿e istnieje tylko jedna for-
ma receptora estrogenowego, przez który estrogeny
mog¹ oddzia³ywaæ na komórki [1–3]. W 1996 r. Kuiper

i wsp. [4] odkryli istnienie nowej formy estrogenowe-
go receptora w komórkach prostaty szczura. W tym sa-
mym roku inna grupa badaczy stwierdzi³a obecnoœæ te-
go receptora równie¿ u cz³owieka [5, 6]. Wczeœniej po-
znane i scharakteryzowane bia³ko okreœlono jako re-
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ceptor estrogenowy alfa (ER-alfa), zaœ nowe jako re-
ceptor estrogenowy beta (ER-beta). Receptory estroge-
nowe alfa i beta nie s¹ wzajemnymi izoformami, lecz
dwoma ró¿nymi bia³kami, kodowanymi przez dwa od-
rêbne geny, zlokalizowane na ró¿nych chromosomach.
Gen koduj¹cy receptor estrogenowy alfa znajduje siê
w genomie cz³owieka na d³ugim ramieniu chromoso-
mu 6. (14q22-24) [7], zaœ gen koduj¹cy receptor estro-
genowy beta na d³ugim ramieniu chromosomu 14.
(14q22-24) [8]. 

Obie postacie receptora po przy³¹czeniu liganda
mog¹ tworzyæ zarówno formy homodimeryczne: alfa-
-alfa b¹dŸ beta-beta, jak i heterodimeryczne alfa-beta.
Najni¿szy wskaŸnik powinowactwa do liganda cechu-
je formê beta-beta [9]. 

Ekspresja receptorów estrogenowych jest ró¿na
w poszczególnych tkankach. Wykazano, ¿e ekspresja
ER-beta w nadnerczach myszy znacznie przewy¿sza
ekspresjê receptorów alfa [10]. ER-beta przewa¿a rów-
nie¿ w uk³adzie sercowo-naczyniowym. Komórki ziar-
niste jajnika ludzkiego zawieraj¹ zarówno ER-alfa, jak
i ER-beta [11]. Ró¿norodna jest równie¿ lokalizacja
tych receptorów w oœrodkowym uk³adzie nerwowym.
Niektóre struktury mózgu posiadaj¹ jedynie ER-alfa,
inne ER-beta, a niektóre charakteryzuj¹ siê wystêpo-
waniem obu receptorów [12]. 

Brandenberger i wsp. [10], którzy jako pierwsi wy-
kazali koekspresjê obu typów receptora estrogenowego
u cz³owieka wykorzystuj¹c do badañ tkanki macicy p³o-
du, zwrócili uwagê na wy¿szy poziom ekspresji ER-alfa.
Ekspresjê obu typów receptora uwidoczniono równie¿
w endometrium oraz myometrium uzyskanych od kobiet
w okresie reprodukcyjnym [13, 14, 15, 16]. Matsuzaki
i wsp. [13] przy pomocy hybrydyzacji in situ wykazali
obecnoœæ transkryptów dla ER-alfa i ER-beta zarówno
w komórkach nab³onkowych, jak i stromalnych endo-
metrium oraz w komórkach b³ony miêœniowej macicy
w przebiegu ca³ego cyklu miesiêcznego. W badaniach
z zastosowaniem reakcji ³añcuchowej polimerazy w cza-
sie rzeczywistym (real-time PCR) stwierdzono wy¿szy
poziom ekspresji ER-alfa w porównaniu do ER-beta
w prawid³owym endometrium, przy czym zale¿noœæ ta
by³a bardziej wyra¿ona w fazie proliferacyjnej cyklu
[16]. Przewagê ekspresji receptora alfa nad receptorem
beta w fazie proliferacyjnej cyklu uwidoczniono rów-
nie¿ w myometrium [15]. 

Celem pracy by³a ocena ekspresji receptora estro-
genowego alfa i beta w prawid³owych tkankach maci-
cy (myometrium i endometrium) u kobiet w okresie
przedmenopauzalnym. 

MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyykkaa

Badaniem objêto 12 pacjentek w wieku od 45 do 53
lat (œrednia wieku 49,6±2,9 lat), które by³y operowane

w II Katedrze i Klinice Ginekologii Akademii Medycz-
nej w Lublinie w latach 1999–2000 z powodu miêœnia-
ków macicy. Z uzyskanych w czasie operacji prepara-
tów pobierano próbki endometrium oraz myometrium.
Ponadto, po uzyskaniu pisemnej zgody wykorzystano
surowicê krwi pobran¹ przed zabiegami do oznaczenia
poziomu stê¿enia FSH, LH i estradiolu. 

Ekspresjê genów receptorów ER-alfa i ER-beta
(mRNA) badano metod¹ odwrotnej transkrypcji (RT)
i namna¿ania cDNA w reakcji ³añcuchowej polimerazy
(PCR). Ca³kowite RNA izolowano z tkanek przy u¿yciu
Trizol (Gibco BRL, USA) wg przepisu producenta.
RNA wyizolowane z poszczególnych tkanek rozpusz-
czano w 10 µl wody depowanej (DEPC H2O) i przecho-
wywano w temp. -80°C. Porcjê RNA (10 µl) przepisy-
wano na cDNA inkubuj¹c w temp. 37°C przez 30 min
w 10 mM Tris-HCl (pH 8.3), 50 mM KCl, 5 mM
MgCl2, 1 mM dATP, 1 mM dCTP, 1 mM dGTP, 1 mM
dTTP, 5 µg oligo(dT) (Pharmacia, Piscataway, NJ), 40
U RNAsin (Promega, Madison, WI) i 400 IU Maloney
Murine Leukemia Virus-reverse transcriptase (M-MLV
RT; Gibco BRL) w ca³kowitej objêtoœci 40 µl. Nastêp-
nie mieszaninê reakcyjn¹ podgrzewano do temp. 95°C
przez 5 min i sch³adzano do 4°C. Mieszaninê reakcyjn¹
dzielono na porcje po 4 µl i przechowywano w temp. -
80°C do czasu wykonania PCR. Jeden pg matrycy kon-
trolnej z wbudowanym miejscem ciêcia DNA, 50 pmol
ka¿dego ze starterów, 1X PCR buffer [10 mM Tris-HCl
(pH 8.3), 50 mM KCl], 2,5 mM MgCl2, 10 µCi [32P]-
dCTP (3000 Ci/mmol; Dupont NEN, Boston, MA), i 2,5
U Taq DNA polymerase (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk,
CT) dodano do porcji cDNA. Reakcjê przeprowadzano
w ca³kowitej objêtoœci 100 µl. ER-α i ER-β cDNA am-
plifikowano oddzielnie przez 25 cykli (94°C przez 60 s;
55°C przez 60 s; 72°C przez 60 s). Produkty amplifikacji
wytr¹cano etanolem i ciêto przy u¿yciu enzymu BamHI,
aby otrzymaæ produkty kontrolne. Produkty PCR roz-
dzielano na 2% ¿elu agarozowym. DNA wybarwiano
bromkiem etydyny, a nastêpnie z ¿elu wycinano pr¹¿ki.
Namno¿one produkty z komórkowego RNA porówny-
wano do wyniku (cpm) uzyskanego z matrycy kontrol-
nej DNA. Poziom ekspresji mRNA receptorów przeli-
czano na ca³kowite komórkowe DNA, w celu okreœlenia
ca³kowitej liczby komórek w ka¿dej próbie. 

Oligonukleotydy starterowe zosta³y zamówione
w Gibco BRL (Grand Island, NY). Specyficzny frag-
ment ER alfa cDNA o d³ugoœci 505 par zasad amplifiko-
wano przy u¿yciu starterów komplementarnych do za-
sad 803-822 i 1288-1307 opublikowanej sekwencji (Ge-
nebank accesion numer M1674). Startery dla ER-beta
cDNA by³y komplementarne do zasad 628-647 
i 1052-1071 opublikowanej sekwencji (Genebank ac-
cession numer AF051427) i flankowa³y amplifikowa-
ny fragment o d³ugoœci 444 par zasad. W celu otrzyma-
nia matryc kontrolnych w sekwencji ER-alfa cytozynê
(C) podstawiono adenin¹ (A) przy zasadzie 1057,
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a w matrycy dla ER-beta podstawiono C do G przy za-
sadzie 854 stosuj¹c ukierunkowan¹ mutagenezê, aby
uzyskaæ specyficzne miejsce ciêcia dla enzymu re-
strykcyjnego BamHI [12]. Matryca kontrolna (1 pg)
by³a dodawana do ka¿dej reakcji PCR. 

Ca³kowite komórkowe DNA izolowano z tkanek
przy u¿yciu Trizol (Gibco BRL) wg przepisu produ-
centa. Osad DNA rozpuszczano w 50 µl 8 mM NaOH
w 37°C przez 10 min, a nastêpnie ustalano pH do war-
toœci 7.4 1M HEPES. Stê¿enie DNA mierzono przy
u¿yciu metody fluorescencyjnej (PicoGreen dsDNA

Quantitation Kit, Molecular Probes, Inc, Eugene, OR).
Dok³adnie 20 µl próby rozpuszczano w 2 ml roztworu
PicoGreen i mierzono fluorescencjê we fluorymetrze
Turner Designs (Sunnyvale, CA). Stê¿enie DNA
w próbie wyliczano z krzywej standardowej przez linij-
n¹ regresjê fluorescencji utworzonej z lambda DNA
o znanym stê¿eniu (ryc. 1. i 2.). 

W surowicy krwi pacjentek, któr¹ pobierano przed
zabiegami operacyjnymi oznaczano poziom stê¿enia
FSH, LH i estradiolu. Uzyskan¹ surowicê przechowy-
wano w komorze g³êbokiego zamra¿ania (-80oC) do

Ryc. 1. Krzywa standardowa dla receptora estrogenowego alfa. Produkty reakcji RT PCR rozwiniête na 2% ¿elu aga-
rozowym, wybarwione bromkiem etydyny. Dziki typ 550 par zasad. Produkty kontrolne o d³ugoœci 251 par zasad i 254
par zasad. M-Marker DNA Low Range Mass Ruler (MBI Fermentas) 

Ryc. 2. Krzywa standardowa dla receptora estrogenowego beta. Produkty reakcji RT PCR rozwiniête na 2% ¿elu aga-
rozowym, wybarwione bromkiem etydyny. Dziki typ 444 pary zasad. Produkty kontrolne o d³ugoœci 218 par zasad i 226
par zasad. M-Marker DNA Low Range Mass Ruler (MBI Fermentas) 

M      10(pg)    5        2,5      1,25      0,62     0,31     0,15       0 

ER-alfa cDNA

550 pz

254 pz, 251 pz

M       10(pg)     5           2,5        1,25        0,62       0,31       0,15        0

ER-beta cDNA

444 pz

226 pz, 218 pz
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czasu analizy. Stê¿enie FSH, LH oraz estradiolu w ba-
danych próbkach surowicy okreœlano radioimmunolo-
gicznie wykorzystuj¹c znakowane 125J komercyjne ze-
stawy do oznaczeñ hormonalnych (Estradiol, LH, FSH:
[125J] Coated Tube Radioimmunoassay SPECTRIA
Orion Diagnostica, Finlandia). 

Analizê statystyczn¹ przeprowadzono przy pomocy
programu Statistica Statsoft vs 5.1. stosuj¹c testy Man-
na-Whitneya oraz Wilcoxona. Wyniki testów uznano za
istotne statystycznie przy p<0,05. 

WWyynniikkii

Ekspresjê receptorów estrogenowych alfa i beta
wykazano we wszystkich badanych próbkach. W miê-
œniu macicy ekspresja receptora estrogenowego alfa
by³a znacz¹co wy¿sza w porównaniu do receptora beta
(p=0,02) (tab. I). W endometrium poziom ekspresji obu
typów receptora wykazywa³ zbli¿one wartoœci. Ekspre-
sja receptora estrogenowego alfa by³a istotnie staty-
stycznie wy¿sza w myometrium w porównaniu do en-
dometrium (p=0,018), podczas gdy ekspresja ER-beta
nie ró¿ni³a siê znacz¹co pomiêdzy badanymi tkankami.
Stosunek ekspresji ER-alfa do ER-beta nie ró¿ni³ siê
istotnie pomiêdzy myometrium a endometrium. 

Stê¿enia FSH, LH oraz estradiolu w surowicy ko-
biet objêtych badaniem przedstawia tab. II. 

DDyysskkuussjjaa

W szeregu badañ wykazano, ¿e oddzia³ywanie es-
trogenów na tkanki docelowe uzale¿nione jest od dys-
trybucji obu typów receptora estrogenowego oraz inte-
rakcji pomiêdzy bia³kami receptorowymi. Receptor es-
trogenowy alfa i beta wykazuj¹ ró¿ne powinowactwo
do substratów oraz odmiennie reguluj¹ transkrypcjê ge-
nów [17]. Oba typy receptora tworz¹ homodimery lub
heterodimery, które posiadaj¹ zdolnoœæ przy³¹czania

siê do ERE (ang. estrogen response elements) w odcin-
kach regulatorowych genów [18]. Wzajemne oddzia³y-
wanie obu typów receptora wydaje siê byæ jednym
z najwa¿niejszych mechanizmów, odpowiedzialnych
za efekt dzia³ania estrogenów na tkanki docelowe. Opi-
niê tê potwierdzaj¹ badania wykazuj¹ce, ¿e receptor es-
trogenowy beta reguluje aktywnoœæ transkrypcyjn¹ re-
ceptora typu alfa i w zale¿noœci od stê¿enia estrogenów
pobudza lub hamuje ekspresjê genów [19]. 

W niniejszej pracy oceniono i porównano ekspresjê
receptorów estrogenowych alfa i beta w prawid³owych
tkankach macicy. W myometrium zaobserwowano do-
minacjê ekspresji ER-alfa nad ER-beta, podczas gdy
w b³onie œluzowej macicy poziomy ekspresji obu typów
receptora nie ró¿ni³y siê znacz¹co. Pomimo to, stosunek
ekspresji ER-alfa do ER-beta nie ró¿ni³ siê pomiêdzy
badanymi tkankami. Interesuj¹cy jest fakt, ¿e ekspresja
ER-alfa by³a ponadtrzykrotnie wy¿sza w myometrium
ni¿ w endometrium. 

Ró¿nice w ekspresji receptorów estrogenowych po-
miêdzy b³on¹ œluzow¹ a miêœniem macicy mog¹ warun-
kowaæ specyficzn¹ dla danej tkanki odpowiedŸ na estro-
geny. Mog¹ tak¿e byæ wyrazem zaanga¿owania innych
mechanizmów, reguluj¹cych ekspresjê tych¿e receptorów
w endometrium i myometrium. W dotychczas opubliko-
wanych badaniach obserwowana zarówno w myome-
trium, jak i endometrium przewaga ekspresji ER-alfa nad
ER-beta dotyczy³a przede wszystkim fazy proliferacyj-
nej cyklu [15, 16]. W niniejszej pracy badaniami objêto
populacjê kobiet w okresie przedmenopauzalnym. Pomi-

Tab. I. Ekspresja ER-alfa i ER-beta oraz stosunek ER-alfa/ER-beta w badanym materiale

Materia³ Receptor Œrednia ±SD Zakres

myometrium n=12 alfa [pgRNA/µgDNA] 18,0±12,2* 5,2–45,9

beta [pgRNA/µgDNA] 8,9±4,6 3,0–17,1

alfa/beta 2,6±2,7 0,8–10,9

endometrium n=12 alfa [pgRNA/µgDNA] 4,9±9,8 0,2–21,9

beta [pgRNA/µgDNA] 5,1±14,1 0,3–50,0

alfa/beta 4,8±12,0 0,4–43,0

* Istotnie statystycznie wy¿sza ekspresja receptora estrogenowego alfa w porównaniu do receptora beta (p=0,02) w miêœniu macicy. 

Istotnie statystycznie wy¿sza ekspresja receptora estrogenowego alfa w myometrium w porównaniu do endometrium (p=0,018) 

Tab. II. Stê¿enia FSH, LH i estradiolu w surowicy krwi

Hormon Œrednia ±SD Zakres

FSH [mIU/ml] 19,7±8,9 4,0–39,0

LH [mIU/ml] 17,8±15,0 6,0–59,0

estradiol [pg/ml] 210,7±297,2 13,0–950,0
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mo ¿e wszystkie uczestniczki badania zg³asza³y regular-
ne miesi¹czkowanie, u znacznej czêœci pacjentek stwier-
dzono niezgodnoœæ pomiêdzy faz¹ cyklu ustalon¹ na
podstawie ostatniej miesi¹czki a obrazem histologicz-
nym endometrium. W zwi¹zku z tym niemo¿liwa by³a
analiza zale¿noœci ekspresji receptorów od fazy cyklu
p³ciowego. Z drugiej strony nale¿y zauwa¿yæ, ¿e zmiany
w funkcjonowaniu osi podwzgórze-przysadka-jajnik za-
chodz¹ce u kobiet przed menopauz¹ mog¹ wywieraæ
istotny wp³yw na ekspresjê receptorów estrogenowych.
W badaniach in vitro wykazano, ¿e synteza obu typów
receptora regulowana jest przez estradiol, ale przypusz-
cza siê, ¿e istotn¹ rolê mo¿e odgrywaæ równie¿ FSH
[20]. U wiêkszoœci uczestniczek naszego badania stê¿e-
nia FSH w surowicy krwi odzwierciedlaj¹ zmiany hor-
monalne, charakterystyczne dla okresu przedmenopau-
zalnego (tab. II). Dlatego wielce prawdopodobne jest, ¿e
uzyskane przez nas wyniki obrazuj¹ zale¿noœci w eks-
presji receptorów estrogenowych u kobiet w okresie
przed menopauz¹, które mog¹ wykazywaæ inn¹ charak-
terystykê ni¿ we wczeœniejszych latach ¿ycia. 

W dotychczas opublikowanych pracach nie dokona-
no iloœciowej oceny ekspresji receptorów estrogeno-
wych jednoczeœnie w b³onie œluzowej i miêœniu macicy,
uzyskanych od tej samej pacjentki. Zaskakuj¹cym wyni-
kiem naszych badañ by³o stwierdzenie wy¿szej ekspresji
ER-alfa w myometrium w porównaniu do endometrium,
co mog³oby sugerowaæ wiêksz¹ wra¿liwoœæ myome-
trium na dzia³anie estrogenów. Zwa¿ywszy jednak, ¿e
w œwietle wspó³czesnej wiedzy receptor estrogenowy
beta reguluje aktywnoœæ transkrypcyjn¹ receptora alfa
[19] a stosunek ER-alfa/ER-beta pomiêdzy badanymi
tkankami nie ró¿ni³ siê istotnie statystycznie, bezwzglêd-
nie wy¿sza ekspresja receptora alfa nie mo¿e byæ uwa¿a-
na za cechê œwiadcz¹c¹ o wiêkszej estrogenowra¿liwo-
œci myometrium w porównaniu do endometrium. 

Podsumowuj¹c, wyniki naszej pracy potwierdzaj¹
ekspresjê obu typów receptora estrogenowego w pra-
wid³owych tkankach macicy u kobiet w okresie przed-
menopauzalnym. W œwietle naszych badañ ró¿nice
w ekspresji receptorów pomiêdzy b³on¹ œluzow¹ a miê-
œniem macicy dotycz¹ jedynie receptora alfa. 

Summary
Effects of estrogens are mediated by two types of estrogen receptor (ER-alfa and

ER-beta). The responsiveness of target tissues to estrogens relies on the distribution of both
receptor types as well as interactions between these two molecules. We aimed to evaluate the
expression of ER-alpha and ER-beta genes in endometrium and myometrium in
premenopausal women. Endometrium and myometrium samples were derived from 12
women subjected to surgery because of uterine leiomyomas. ER-alpha and ER-beta mRNAs
were measured by quantitative assays based on reverse transcription (RT) of the mRNA and
polymerase chain reaction (PCR) amplification of the cDNA. The expression of ER-alpha
but not ER-beta was significantly higher in comparison to ER-beta in uterine myometrium.
Interestingly, the expression of ER-alpha was higher in myometrium compared to
endometrium, while the expression of ER-beta did not differ between these tissues. There
were no differences in the ratio of ER-alpha/ER-beta expression between myometrium and
endometrium. Our results indicate that differences in the expression of estrogen receptors
between myometrium and endometrium are confined to receptor alpha. 

Key words: estrogen receptor, myometrium, endometrium
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