
Streszczenie
Wprowadzenie. HER2/NEU jest receptorem o aktywności kinazy tyrozynowej uczestniczącym w przekazywaniu
sygnałów wzrostowych.
Cel pracy. Porównawcza analiza ekspresji HER2/NEU w tkankach nowotworowych i komórkach płynów torbie−
li i/lub wysięków różnych histologicznie raków jajnika ze stężeniem uwalnianego antygenu do płynów nowotwo−
rowych i surowicy chorych.
Materiał i metody. Ekspresję HER2/NEU w tkankach i komórkach nowotworowych oceniano testem immunohi−
stochemicznym, a stężenie uwalnianego antygenu metodą ELISA.
Wyniki. Wykazano znaczną heterogenność zarówno w ekspresji HER2/NEU w tkankach, jak i stężeniach antyge−
nu uwalnianego do płynów ustrojowych i krążenia chorych. Po raz pierwszy wykazano istotnie większe stężenia
HER2/NEU w płynach nowotworowych aniżeli w surowicy chorych, przy czym silna ekspresja tej onkoproteiny
na poziomie tkanki powodowała większe stężenia krążącego receptora w płynach torbieli i wysiękach w porówna−
niu z surowicami tych samych chorych.
Wnioski. Wykazano, że nadekspresja i duże stężenie HER2/NEU w płynach nowotworowych pozwala na wy−
odrębnienie podgrupy chorych na raka jajnika o bardziej agresywnym przebiegu choroby (Adv Clin Exp Med
2005, 14, 4, 663–669).
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Abstract
Background. HER2/NEU is a tyrosine kinase receptor associated with signal transduction pathway.
Objectives. Comparison of HER2/NEU expression in tissue sections and respective cyst and/or ascitic fluid cells
with the concentration of antigen in sera and tumor effusions of patients with histologically different ovarian car−
cinoma.
Material and Methods. The overexpression of HER2/NEU was evaluated immunohistochemically and the con−
centration of antigen was measured using a commercial enzyme immunoassay (ELISA).
Results. The heterogeneity in HER2/NEU expression in tissue and concentrations of circulating marker in tumor
effusions of individual patients were revealed. For the first time a significantly higher concentration of HER2/NEU
in tumor effusions than in patients sera was shown. The high expression of this oncoprotein on tissue level was ac−
companied by elevation of circulating receptor concentration in cyst and ascitic fluids in comparison to the sera of
the same patients.
Conclusions. The overexpression and high concentration of HER2/NEU in tumor effusions permit to select the sub−
group of patients showing more aggressive clinical course of disease (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 4, 663–669). 
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HER2/NEU (C−ERBB−2) jest protoonkoge−
nem kodującym przezbłonowy receptor p185
HER2 dla kinazy tyrozynowej. W prawidłowych
komórkach receptor HER2/NEU odgrywa kluczo−
wą rolę w kaskadzie przekazywania sygnałów
wzrostowych uczestniczących w kontroli wzrostu
i podziałów komórkowych [1–4]. 

Amplifikację genu HER2/NEU z towarzyszą−
cą nadekspresją receptorów p185 HER2 obserwo−
wano w różnych typach nowotworów nabłonko−
wych (rak gruczołu piersiowego, jajnika, płuca,
żołądka, jelita grubego, nerki) i zwykle ekspresja
tego receptora była ograniczona do 20–40% raków
[3, 5, 6]. Najwięcej doniesień dotyczy oceny
HER2/NEU w rakach gruczołu piersiowego; ist−
nieje zgodność poglądów, że jest to czynnik deter−
minujący zwiększoną biologiczną agresję tych no−
wotworów. Nadekspresja HER2/NEU jest związa−
na z trudniejszym przebiegiem klinicznym, zwięk−
szonym ryzykiem wystąpienia przerzutów i krót−
szym czasem przeżycia chorych [7–9]. Badania
kliniczne wskazują na predykcyjne znaczenie oce−
ny ekspresji HER2/NEU w komórkach raka gru−
czołu piersiowego w przewidywaniu odpowiedzi
na leczenie systemowe [7, 10, 11].

Wykrywanie nadekspresji HER2/NEU w tkance
stało się pomocne w stosowaniu przeciwciała mono−
klonalnego (herceptyna – trastuzumab), które bloku−
je przekazywanie sygnału aktywacji podziałów ko−
mórkowych i pozwala na uzyskanie remisji u 38%
chorych na raka gruczołu piersiowego [12]. Obiecu−
jące wyniki uzyskano stosując równocześnie her−
ceptynę i cisplatynę w nawrotowych HER2/NEU
dodatnich rakach gruczołu piersiowego [13].

Obecnie wiadomo również, że ocena stężeń
HER2/NEU w surowicy chorych na raka gruczołu
piersiowego jest pomocna we wczesnym wykry−
waniu nawrotów choroby, monitorowaniu pacjen−
tek, u których wystąpiły przerzuty, stanowi czyn−
nik predykcyjny w hormono− i chemioterapii, po−
maga w doborze i monitorowaniu chorych leczo−
nych herceptyną [14, 15].

Znacznie mniej danych istnieje na temat zna−
czenia ekspresji HER2/NEU u chorych na raka jaj−
nika [6, 16–18]. Występowanie HER2/NEU wy−
kryto u około 30% chorych, przy czym jego obec−
ność częściej obserwowano w zaawansowanych
stadiach choroby oraz w rakach nisko zróżnicowa−
nych. Wartość prognostyczna i predykcyjna tego
markera pozostaje jednak kontrowersyjna
[16–18]. Istnieją zaledwie pojedyncze doniesienia
dotyczące oznaczeń stężenia tego antygenu w su−
rowicy [19, 20], a brak jest danych na temat wy−
stępowania HER2/NEU w płynach nowotworo−
wych towarzyszących rakom jajnika. 

Celem pracy było porównanie ekspresji
HER2/NEU w tkankach różnych histologicznie ra−

ków jajnika ze stężeniem uwalnianego receptora
do płynów nowotworowych i surowicy chorych
z uwzględnieniem konwencjonalnych wskaźników
klinicznych i patologicznych choroby. Analiza po−
równawcza zawartości HER2/NEU w tkance oraz
stężenia w płynach torbieli, wysiękach i surowicy
powinna umożliwić ustalenie zależności między
zdolnością komórek nowotworowych do wytwa−
rzania receptora HER2/NEU w guzie a jego uwal−
nianiem do płynów ustrojowych. 

Materiał i metody

Materiał do badań stanowiły tkanki, płyny tor−
bieli i/lub wysięki otrzewnowe oraz surowice po−
brane od indywidualnych chorych na nowotwory
złośliwe jajnika hospitalizowanych w I Katedrze
i Klinice Ginekologii Akademii Medycznej we
Wrocławiu w latach 1999–2003. Ogółem zbadano
82 osoby z pierwotnie złośliwymi nowotworami
jajnika, histopatologicznie rozpoznanymi jako:
gruczolakotorbielakoraki typu surowiczego 
– 40 przypadków, raki endometrioidalne – 22 przy−
padki, raki śluzowe – 9 przypadków i raki niezróż−
nicowane – 11 przypadków. Stopień histologiczne−
go zróżnicowania nowotworu określono jako G1
w 20 przypadkach, G2 – w 28, a G3 – w 23 przy−
padkach raków. 24 przypadki zakwalifikowano do
I/II stadium, a 58 – do III/IV stadium klinicznego
zaawansowania choroby według FIGO. 

Do badań immunohistochemicznych z tkanki
nowotworowej sporządzano skrawki mrożeniowe
o grubości 4 µm, a komórki z płynów torbieli
i wysięków zagęszczano za pomocą wirowania
przy małych obrotach. Otrzymane preparaty
utrwalano w zimnym acetonie. Ocenę ekspresji
HER2/NEU przeprowadzano, stosując handlowy
zestaw DAKO EnVision + Kit, HRP (DAB),
(K 4007, DAKO; Dania) z wykorzystaniem prze−
ciwciała monoklonalnego przeciwko ludzkiej
onkoproteinie HER2/NEU (klon CB−11, Novoca−
stra, Anglia), którego miano robocze ustalono
w badaniach wstępnych na 1: 60. W mikroskopo−
wej ocenie preparatów uwzględniano umiejsco−
wienie, rozległość i intensywność barwienia. Za
wynik dodatni przyjmowano reakcję błonową ob−
serwowaną przynajmniej w 10% komórek nowo−
tworowych. Nasilenie reakcji barwnej oceniano
w skali półilościowej: reakcja śladowa (+), reakcja
wyraźna (++), reakcja bardzo wyraźna (+++).

Pobranie krwi przed zabiegiem chirurgicznym
oraz płynów torbieli i/lub wysięków otrzewno−
wych podczas zabiegu operacyjnego było możliwe
w 51 przypadkach. Stężenie receptora HER2/NEU
oznaczono w 51 surowicach, 40 płynach wysięko−
wych i 20 płynach torbieli nowotworowych. Krew
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obwodową oraz płyny torbieli i/lub wysięki wiro−
wano przez 10 min w 1200 x g, a otrzymane suro−
wice i supernatanty przechowywano do pomiarów
w temperaturze –80°C. Stężenie HER2/NEU ozna−
czano metodą ELISA z zastosowaniem przeciwcia−
ła monoklonalnego anty−HER2/NEU (Oncogene
Science; USA).

Otrzymane wyniki poddano analizie staty−
stycznej. Do oceny zależności między występowa−
niem HER2/NEU a strukturą histologiczną i stop−
niem zróżnicowania nowotworu oraz klinicznym
zaawansowaniem choroby według FIGO zastoso−
wano test χ2, a dla porównania zależności między
stężeniem HER2/NEU w surowicach i w płynach
nowotworowych nieparametryczny test Wilcoxo−
na. Za znaczące statystycznie uznawano wartości
p ≤ 0,05.

Wyniki

W tabeli 1 przedstawiono ekspresję białka
HER2/NEU w rakach jajnika z uwzględnieniem
struktury histologicznej, stopnia zróżnicowania
nowotworu oraz stadium klinicznego zaawanso−
wania choroby według FIGO. Występowanie
onkoproteiny HER2/NEU stwierdzono ogółem
w 58,5% raków. Obserwowano indywidualnie
zróżnicowaną ekspresję HER2/NEU związaną za−
równo z nasileniem reakcji barwnej, jak i odset−
kiem dodatniej tkanki nowotworowej. Zwykle

ekspresja HER2/NEU była umiejscowiona w bło−
nie komórek nowotworowych, przy czym często
obserwowano niepełne wybarwienie tych błon
(ryc. 1). Odsetek wybarwionych komórek wahał
się w granicach 10–90%, przy czym średnia reak−
tywność wynosiła 26,5% (SD = 30,87; n = 82). 

W nielicznych preparatach błonowej ekspresji
HER2/NEU towarzyszyło słabe dyfuzyjne pod−
barwienie cytoplazmy, którego nie uwzględniano
przy określaniu odsetka reaktywnej tkanki nowo−
tworowej. Najsilniejsze odczyny barwne obserwo−
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Tabela 1. Ekspresja onkoproteiny HER2/NEU w rakach jajnika

Table 1. Expression of HER2/NEU oncoprotein in ovarian carcinomas

Wskaźniki Liczba przypadków HER2/NEU−dodatnie
(Parameters) (Number of cases) (HER2/NEU−positive)

%

Typ histologiczny:
(Histological structure:)

Gruczolakotorbielakoraki surowicze 40 25 (52,0)
(Serous cystadenocarcinomas)
Gruczolakotorbielakoraki endometrioidalne 22 14 (63,6)
(Endometrioid cystadenocarcinomas) p = 0,16
Gruczolakotorbielakoraki śluzowe 9 6 (66,7)
(Mucinous cystadenocarcinomas)
Raki niezróżnicowane 11 3 (27,3)
(Undifferentiated carcinomas)

Stopień zróżnicowania
(Grade of differentiation)

G1 20 9 (45,0)
G2 28 19 (67,8) p = 0,12
G3 23 17 (73,9)

Stadium klinicznego zaawansowania według FIGO:
(Clinical stage of disease – FIGO)

I/II 24 11 (45,8)
III/IV 58 37 (63,8) 

p = 0,21

Ogółem  (Total) 82 48 (58,5)

Ryc. 1. Błonowa nadekspresja onkoproteiny
HER2/NEU w raku jajnika typu endometrioidalnego
(metoda immunoperoksydazowa; × 200)

Fig. 1. Membrane overexpression of HER2/NEU
oncoprotein in endometrioid ovarian carcinoma
(immunoperoxidase method; × 200)



wano zwykle w komórkach tworzących cewy gru−
czołowe. Niezależnie od struktury histologicznej
w 19 rakach stwierdzono słabe nasilenie reakcji
(+) i mały odsetek reaktywnych komórek
(10–30%). Silniejszym odczynom immunohisto−
chemicznym w 17 przypadkach ocenionym na ++,

a w 12 na +++, towarzyszył zwykle większy odse−
tek dodatnich komórek (40–90%). 

Jak wynika z tabeli 1, nie stwierdzono istot−
nych statystycznie zależności między ekspresją
HER2/NEU a typem histologicznym, stopniem
zróżnicowania nowotworu i stadium klinicznego
zaawansowania choroby. Odsetek przypadków,
wykazujących zarówno wykrywalną obecność
HER2/NEU, jak i większą intensywność reakcji,
był jednak wyraźnie większy w III/IV stadium
(63,8%) aniżeli w I/II (45,8%) stadium choroby
według FIGO.

Rycina 2 przedstawia porównanie stężenia
HER2/NEU w surowicy, płynie torbieli i/lub wy−
sięku u indywidualnych pacjentek z rakiem jajnika.
Jak wynika z ryciny 2, stężenie HER2/NEU było
istotnie mniejsze w surowicach aniżeli w badanych
porównawczo płynach nowotworowych tych sa−
mych chorych (p < 0,001). Stężenia HER2/NEU
w surowicach mieściły się w zakresie 0,3–
–74,6 pg/ml (mediana 6,4); w płynach torbieli
w zakresie 0,4–108,1 pg/ml (mediana 13,65);
w wysiękach nowotworowych w zakresie 3,7–
–109,6 pg/ml (mediana 9,65). 

Rycina 3 przedstawia zależności między stop−
niem ekspresji HER2/NEU w tkance a stężeniem
tego receptora w surowicy i płynach nowotworo−
wych u poszczególnych chorych na raka jajnika.
Uwzględniając odsetek dodatnio reagującej po−
wierzchni tkanki i stopień nasilenia reakcji barw−
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Ryc. 2. Porównanie stężenia HER2/NEU w surowicy,
płynie torbieli i/lub wysięku indywidualnych chorych
na raka jajnika

Fig. 2. Comparison of HER2/NEU concentration in
serum, cyst fluid and/or ascitic fluid from individual
patients with ovarian carcinoma
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Fig. 3. Relations between HER2/NEU expression in tissue and concentration in serum ( ), cyst fluid ( ) and ascitic
fluid ( ) in individual patients with ovarian carcinoma



nej, wyodrębniono 4 podgrupy chorych. Jak wyni−
ka z ryciny, w większości przypadków stężenie
HER2/NEU w surowicy nie przekraczało 15 pg/ml,
niezależnie od ekspresji receptora na poziomie
tkanki. Stężenia HER2/NEU, przekraczające tę
wartość, stwierdzono w płynach torbieli i/lub wy−
siękach u 7 z 12 pacjentek zakwalifikowanych do
podgrupy czwartej, wykazujących również silną
reakcję immunohistochemiczną (++/+++), obej−
mującą co najmniej 50% komórek. Należy pod−
kreślić, że w tej podgrupie chorych zwiększenie
stężenia HER2/NEU w surowicy powyżej
15 pg/ml zanotowano jedynie w 3 przypadkach. 

Mimo stosunkowo krótkiego okresu obserwa−
cji, 7 chorych tej podgrupy zmarło w okresie
0,5–25 miesięcy. Wśród pozostałych 5 chorych,
u których, mimo wyraźnej reakcji tkankowej, nie
wykazano w płynach nowotworowych wzrostu
stężenia HER2/NEU powyżej 15 pg/ml zanotowa−
no, jak dotychczas 3 zgony, przy czym czas całko−
witego przeżycia przekraczał 40 miesięcy.

Omówienie

Mimo uznanej wartości klinicznej analizy eks−
presji HER2/NEU w tkance i stężenia w surowicy
chorych na raka gruczołu piersiowego [14, 15], ist−
nieją tylko pojedyncze doniesienia oceniające ten
antygen w tkance i surowicy chorych na nabłonko−
we raki jajnika [19, 20]. Brak jest informacji doty−
czących pomiarów stężenia HER2/NEU w płynach
nowotworowych u tych pacjentów. Porównanie
ekspresji HER2/NEU w tkankach różnych histolo−
gicznie raków jajnika ze stężeniem uwalnianego
receptora do płynów nowotworowych i surowicy
chorych dostarcza wartościowych informacji, wy−
jaśniających mechanizmy uwalniania antygenu
z miejsca jego wytwarzania w guzie nowotworo−
wym do krążenia chorego [21].

Wyniki przeprowadzonych badań wykazały
znaczną heterogenność w ekspresji zarówno tkan−
kowego, jak i krążącego HER2/NEU u chorych na
raka jajnika. Mimo większego odsetka dodatnich
przypadków i większej intensywności reakcji
u pacjentów w III/IV stadium raka w porównaniu
z chorymi w I/II stadium zaawansowania choroby,
nie wykazano istotnych zależności między obec−
nością HER2/NEU w badanej tkance a typem hi−
stologicznym, stopniem zróżnicowania nowotwo−
ru i stadium klinicznego zaawansowania choroby
według FIGO. Obserwacje te są zgodne zarówno
z własnymi wcześniejszymi wynikami [17, 18],
jak i doniesieniami innych autorów [22, 23].

W przeprowadzonych badaniach własnych po
raz pierwszy wykazano istotnie większe stężenia
HER2/NEU w płynach nowotworowych aniżeli

w surowicy chorych, przy czym ekspresja tego an−
tygenu na poziomie tkanki silniej korelowała ze
stężeniem krążącego receptora w płynach torbieli
i wysiękach w porównaniu z surowicami tych sa−
mych chorych. Na podstawie wyników wyodręb−
niono podgrupy badanych pacjentek, uwzględnia−
jąc stopień ekspresji HER2/NEU, nasilenie reakcji
immunohistochemicznej oraz stężenie krążącego
receptora zarówno w surowicy, jak i płynach no−
wotworowych. Największe stężenia HER2/NEU
w płynach torbieli i wysiękach, przekraczające
15 pg/ml, stwierdzono w podgrupie wykazującej
intensywną, dotyczącą co najmniej 50% komórek,
reakcję błonową. Pacjentki zaliczone do tej pod−
grupy charakteryzowały się znacznie krótszym
czasem całkowitego przeżycia (poniżej 25 miesię−
cy) niż chore, u których stwierdzano dużą reak−
tywność tkankową przy stężeniach HER2/NEU
w płynach ustrojowych nieprzekraczających 
15 pg/ml (całkowity czas przeżycia powyżej 
40 miesięcy). Interesująca wydaje się obserwacja,
że tylko w pojedynczych przypadkach dużym stę−
żeniom HER2/NEU w płynach nowotworowych
towarzyszyło jednoczesne zwiększenie stężenia
tego markera w surowicy. Brak danych, uwzglę−
dniających równoległe pomiary nadekspresji
HER2/NEU w tkankach i stężeń tego receptora
w płynach nowotworowych u chorych na raka jaj−
nika, uniemożliwia porównanie wyników wła−
snych z obserwacjami innych autorów. 

Najwięcej doniesień, w których podejmowano
próby wyjaśnienia zależności między dużym stę−
żeniem HER2/NEU w surowicy a złą prognozą
i odległymi przerzutami, dotyczy raka gruczołu
piersiowego [21, 24].

Baselga [21] uważa, że zewnątrzkomórkowa
domena HER2/NEU, która pełni rolę ochronną za−
pobiegającą spontanicznej aktywacji kinazy tyro−
zynowej w domenie wewnątrzkomórkowej, może
być uwalniana drogą proteolitycznego rozszcze−
pienia receptora HER2/NEU i wykrywana w suro−
wicy chorych jako ECD/HER2/NEU (extra cellu−
lar domain HER2/NEU). Pozostały, określany ja−
ko HER2/NEU p95, związany z komórką frag−
ment receptora, zawiera domenę o aktywności ki−
nazy tyrozynowej z przetrwałą zdolnością trans−
misji sygnałowej. 

Opisywane w rakach gruczołu piersiowego
[21] rozbieżności między wysokimi stężeniami
krążącego HER2/NEU wobec braku wykrywalnej
nadekspresji tkankowej i dużej ekspresji tkanko−
wej receptora przy małych stężeniach w surowicy
mogą być wynikiem różnych procesów regulacyj−
nych, uczestniczących w rozszczepianiu cząstecz−
ki HER2/NEU [21, 25]. Zgodnie z ostatnimi po−
glądami, rozszczepianie HER2/NEU jest aktywo−
wane przez działanie różnych mechanizmów, włą−
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czając metaloproteinazy [21, 25]. Wydaje się, że
różny poziom aktywacji maszynerii uczestniczącej
w rozszczepianiu i uwalnianiu zewnątrzkomórko−
wego fragmentu HER2/NEU może wyjaśniać róż−
ne stężenia krążącego receptora przy porównywal−
nej ekspresji tkankowej. Znalazło to pośrednio po−
twierdzenie w wynikach badań Moliny et al. [26],
którzy wykazali w rakach gruczołu piersiowego
fosforylację domeny wewnątrzkomórkowej po
uwolnieniu części zewnętrznej receptora, oraz do−
niesieniami innych badaczy, obserwujących zjawi−
sko aktywacji kinazy tyrozynowej w HER2/NEU
dodatnich hodowlach komórkowych [26–30]. 

Znajomość mechanizmów i znaczenia roz−
szczepiania HER2/NEU dostarcza nowych możli−
wości terapeutycznych. Wiadomo, że stosowanie
przeciwciał monoklonalnych (herceptyna) powo−
duje bezpośrednie hamowanie procesu rozszcze−
piania HER2/NEU [26], podczas gdy wprowadze−
nie inhibitorów metaloproteinaz lub inhibitorów
kinazy tyrozynowej powinno zapobiegać odsłonię−
ciu domeny wewnątrzkomórkowej, przeciwdziała−
jąc wzmożonej aktywności sygnałowej [21, 25]. 

Wyniki przeprowadzonych badań wskazują,
że ocena stężenia HER2/NEU w płynach torbieli
i wysiękach istniejących w rakach jajnika stanowi
lepszy wskaźnik do analizy zależności między
zdolnością do uwalniania zewnątrzkomórkowego
fragmentu tego receptora a stopniem biologicznej
agresji nowotworu aniżeli oznaczanie stężenia
HER2/NEU w surowicy chorych. Wykazano rów−
nież, że występowanie nowotworów z dużą zdol−
nością rozszczepiania i uwalniania HER2/NEU
umożliwia wyodrębnienie podgrupy chorych z sil−
ną nadekspresją i wysokim stężeniem tego recep−
tora w płynach nowotworowych oraz definiuje
bardziej agresywny przebieg choroby. Wydaje się
bardzo prawdopodobne, że podgrupa ta będzie
wymagała celowanej terapii z zastosowaniem her−
ceptyny lub inhibitorów metaloproteinaz, albo in−
hibitorów kinazy tyrozynowej. Uznanie krążącego
HER2/NEU jako biologicznego wskaźnika odręb−
nej podgrupy HER2/NEU – dodatnich raków jaj−
nika – wymaga jednak zwiększenia liczebności
i dłuższego czasu obserwacji takich przypadków.
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