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Omkring 7 000 svenska kvinnor får årligen diagnosen bröst-
cancer, och på grund av tidig upptäckt, bl a genom hälsokon-
troll med mammografi, kan två tredjedelar av patienterna bo-
tas med lokal behandling (kirurgi och eventuell strålbehand-
ling). Adjuvant systembehandling förhindrar återfall i sjukdo-
men hos ungefär 15–20 procent av patienterna. Uppskatt-
ningsvis får därmed var sjätte kvinnamed tidig bröstcancer re-
cidiv inom tio år. Den adjuvanta behandlingen kan vara cyto-
toxisk, endokrin eller antikroppsbaserad, och i dag ges ofta
kombinationsbehandlingmed två eller fleramodaliteter.
För att välja individualiserad och skräddarsydd behandling

för den enskilda patienten används prognostiska faktorer som
delar in patienterna i olika riskgrupper och behandlingspre-
diktiva faktorer för att välja den lämpligaste terapiformen. All-
mänt vedertagnaprognostiska faktorer är ålder, lymfkörtelsta-
tus, tumörstorlek och histologisk grad, medan förekomst av
östrogen- (ER) och progesteronreceptorer (PgR) huvudsakli-
gen används för att bedöma känslighet för endokrin behand-
ling [1], ‹http://www.swebcg.roc.se/›.

HER2-status analyseras rutinmässigt
Överuttryck av tillväxtfaktorreceptorn human epidermal
growth factor receptor 2 (HER2) eller ett ökat antal kopior av
HER2-genen (amplifiering) i tumörcellerna korrelerarmed en
aggressiv formav bröstcancer och därmedmed försämradpro-
gnos (Fakta 1) [2-6].AndelenHER2-positivabröstcancrar vari-
erar i litteraturenmellan 10 och 30 procent [2-6]. Dessa siffror
baseras på selekterade patientmaterial, eftersom det saknas
publicerade resultat från populationsbaseradematerial analy-
serademed standardiseradmetod.
Den största kliniska betydelsenhar dockHER2 sombehand-

lingsprediktiv faktor för effekten av målstyrd antikroppsbe-
handling med trastuzumab (Fakta 2). Därför rekommenderar
Svenska bröstcancergruppen sedan 2005 att HER2 ska analy-
seras rutinmässigt i samtliga nydiagnostiserade bröstcancer-
fall i Sverige. Introduktionen avHER2-analys på ett standardi-
serat sätt har tidigare beskrivits i Läkartidningen [7].
För patienter med HER2-positiva tumörer är effekten av

trastuzumabmycket god, både vid adjuvant behandling av pri-
mär bröstcancer efter kemoterapi med riskreduktion av åter-
fall med nästan 50 procent redan efter ett års uppföljning [8]

och vid palliativ behandling av metastaserande sjukdom [9]
liksom vid lokalt avancerad bröstcancer [10]. För patienter
med normalt uttryck av HER2 i sina tumörer är behandling
med trastuzumab inte meningsfull. Det är därför av stor vikt
för såväl patienten som sjukvårdsekonomiskt att analys av
HER2 utförs med god kvalitet och enligt standardiserade pro-
tokoll på samtliga patologiavdelningar som utför HER2-ana-
lys. Internationellt bedrivs intensivt kvalitetsarbete kring vali-
deringoch reproducerbarhet avHER2-analys genomreferens-
laboratorier och utbyte av bröstcancerpreparat för bedömning
(»slide-exchange rings«) [11-16].
Vår artikel presenterar ett kvalitetssäkringsarbete av repro-

ducerbarheten vid svenska patologlaboratorerier som rutin-
mässigt utför HER2-bedömning. Målsättningarna med detta
arbete var att
• utvärdera reproducerbarheten mellan 24 av totalt 26 pato-

logavdelningar i Sverige med avseende på HER2-analys
(färgning och bedömning) av primär bröstcancer

• medhjälp av enenkät ta redapåandelenHER2-analyserade
fall och bedömningsutfallet vid respektive avdelning.

STUDIEUPPLÄGG OCH METODER
Reproducerbarhetsundersökningen
Elvabröstcancertumörerpreparerades vid avdelningen för pa-
tologi och cytologi i Malmö i en tissue microarray med två
biopsier, diameter 1,0 mm, från varje tumör (Fakta 3) vid två
tillfällen (2005 och 2006). Snitt från dessa skickades frånMal-
mö till 25patologavdelningar i Sverige. Provenplacerades i oli-
ka ordning på vävnadsmatrisen vid de två tillfällena, och 2006
togs ytterligare ett prov med. De övriga deltagande avdelning-
arna hade ingen kännedom om att det var samma fall som
skickades ut.
Enbart de 24 avdelningar somdeltog båda åren ärmed i ned-

anstående redovisning av reproducerbarheten. Fallen var ut-
valda så att de representerade olika nivåer av HER2-innehåll.
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Human epidermal growth fac-
tor receptor 2 (HER2) är en tyr-
osinkinasreceptor som före-
kommer överuttryckt i ca 15–
20 procent av invasiv bröst-
cancer och medför ökad risk
för återfall i sjukdomen.
HER2-status kan bestämmas
immunhistokemiskt på pro-
teinnivå eller med fluorescent
in situ-hybridisering (FISH),
som påvisar antalet
genkopior. Analysen bör ingå
vid rutindiagnostik av bröst-
cancer.

Svenska HER2-analysgruppen
utförde under 2005 och 2006
en reproducerbarhetsstudie
av HER2-status genom att dis-
tribuera elva bröstcancerfall
till patologlaboratorier i Sveri-
ge som rutinmässigt utför
HER2-analyser.
Resultaten visar att reprodu-
cerbarheten av HER2-status
var god (2005) respektive
mycket god (2006) för immun-
histokemi och mycket god för
FISH vid båda undersöknings-
tillfällena.
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Alla 24 avdelningarna färgade och analyserade proven själva
med immunhistokemi (analys av proteinuttrycket med hjälp
av antikroppar),medan inmärkning och analys av antal genko-
pior (amplifieringsgrad) med FISH (Fakta 4) enbart utfördes
vid de elva avdelningar som rutinmässigt använder denname-
tod. Svenska HER2-analysgruppen, som bildades 2001 [7], har
utarbetat riktlinjer för hur analys och bedömning ska göras.
Dessa riktlinjer finns på ‹http://www3.svls.se/sektioner/pa/
HER2rekommendation.doc› och innebär bl a att fall som be-
döms som 0 eller 1+ med immunhistokemi betraktas som
HER2-negativa,medan de som är 2+ eller 3+ (Figur 1) även ska
analyserasmed FISH (Figur 2) för att utreda omprovet är am-
plifierat eller inte. Varje avdelning använde sin rutinmetod en-
ligt nedanstående.
Den immunhistokemiska undersökningen utfördes med

FDA- (Food and Drug Administration)godkända antikroppar
och enligt tillverkarnas instruktioner, inkluderande positiva
ochnegativa kontroller.HercepTest (Dako) ochPathway (Ven-
tana) var de testkit som användes av flest laboratorier.
FISH-testning utfördes med FDA-godkända metoder (pro-

ber), där PatVysion (Vysis/Abbot) var den metod som flest la-
boratorier utnyttjade, men även andrametoder användes (IN-
FORM HER-2/neu från Ventana och HER2 FISH pharmDx
från Dako). Laboratorierna följde tillverkarnas instruktioner,
som inkluderade användning av positiva och negativa kontrol-
ler.Närmetoden innehöll en separat prob förHER2-genenoch
kromosom 17 grundade sig bedömningen på kvotenmellan an-
tal infärgade genkopior och antal kromosomer (HER2:CEP17).
Om kvoten var högre än 2 bedömdes provet som amplifierat. I
de fall metoden inte hade separat kromosomprob bedömdes
provet som amplifierat om det innehöll fler än sex genkopior
(vanligenär amplifieringen tydligmedmångagenkopior i klus-
ter) (Figur 2).
I studien är reproducerbarheten mätt med kappa-statistik,

en analys som innebär att man kompenserar för den slump-
mässiga överensstämmelsen [17].

Enkäten
På det utskickade formuläret fanns frågor angående andelen
HER2-analyserade fall avprimärbröstcancer somdiagnostise-
rats under 2006 vid respektive avdelning; andelen 0/1+, 2+ och
3+ samt andelen amplifierade 2+ respektive 3+. Enkätsvaren
baserades på avdelningarnas egen rapportering, som inte var
enhetlig på grundavolika grad avdatorisering avprovsvar. Det

framkom dessutom att analysrutinerna varierade, och några
sjukhus analyserade 2+ och 3+ med FISH endast då resultatet
skulle påverka val av adjuvant behandling. HER2-analys gjor-
des inte rutinmässigt på patienter över 70 år vid vissa avdel-
ningar. Det antal avdelningar som resultatgenomgången är ba-
serad på är noterat nedan.

RESULTAT
Beträffande immunhistokemi rapporterade samtliga 24 avdel-
ningar som deltog vid båda utskicken samma bedömningsre-
sultat (0/1+ vs 2+/3+) för fem (2005) respektive sju (2006) av
de elva fall som skickades ut båda åren. För fyra (2005) respek-
tive tre (2006)avde resterande fallenvardetbaraenavdelning
som rapporterade avvikande bedömning. Medelkappavärdet
ökade från 0,79 (2005) till 0,86 (2006), vilket indikerar att
överensstämmelsen, utöver vad som förväntas av slumpen, har
förbättrats från bra till mycket bra.Medelkappavärdet för var-
je enskild avdelning varierademellan0,43och0,86 år 2005och
mellan 0,54 och 0,89 år 2006.
De elva avdelningar som använder FISH rapporterade sam-

ma resultat (amplifierat vs inte amplifierat) i nio (2005) re-
spektive tio (2006) av de elva fallen.Medelkappavärdet uppvi-
sade mycket god reproducerbarhet både 2005 och 2006 (0,92
och 0,96). Detta värde varierade för avdelningarnamellan 0,80

fakta 1
HER2
HER2/neu (också känt som
ErbB-2) är en av fyra medlem-
mar i epidermal growth factor
receptor (ErbB)-familjen, som
bl a har betydelse vid utveck-
lingen av bröstcancer.
• Det är en cellytereceptor
med en intracellulär s k ty-
rosinkinasdomän.

• HER2 är involverad i signal-
överföringen från cellytan
till cellkärnan. Denna signa-
lering påverkar bl a celltill-
växt, differentiering och ny-
bildning av blodkärl.

• HER2 har ingen känd ligand
men har en viktig funktion i
samband med dimerise-
ringen med andra recepto-
rer inom denna familj.

• Denna dimerisering är nöd-
vändig för att signalkedjan
ska aktiveras.

• HER2-genen är en proto-
onkgen belägen på den
långa armen av kromosom
17 (17q11.2–q12).

• Överuttryck av HER2 ses
hos 10–30 procent av pati-
enter med primär bröstcan-
cer.

Figur 1. HER2-membraninfärgning med immunhistokemi. A: 0 = avsaknad av infärgning eller membraninfärgning
hos färre än 10 procent av tumörceller. B: 1+ = svag och ej cirkumferent infärgning av membran hos tumörcellerna.
C: 2+ = cirkumferent, svag till måttlig infärgning av membran hos minst 10 procent av tumörcellerna.
D: 3+ = cirkumferent och stark infärgning av membran hos minst 10 procent av tumörcellerna.
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och0,96 år 2005 ochmellan 0,82 och0,98 år 2006. Vid de pato-
logavdelningar som angav både totalantalet nya bröstcancrar
och antalet HER2-analyserade fall under 2006 utgjorde ande-

lenHER2-analyserade fall 90 procent av det totala antalet dia-
gnostiserade bröstcancerfall.
Vad gäller utfall för immunhistokemi rapporterade 25 avdel-

ningar totalantalet HER2-analyserade bröstcancerfall, dia-
gnostiserade 2006 (n=4 940) liksom bedömningsutfallet. An-
delen0/1+var69procent (3 392/4 940), andelen2+20procent
(1 009/4 940) och andelen 3+ 11 procent (539/4 940). Andelen
rapporterade 0/1+ varierademellan 58 och 84 procent för olika
avdelningar, och motsvarande siffror för 2+ var 8–27 procent
och för 3+ 7–15 procent.
19 avdelningar analyserade alla tumörer som bedömts som

2+ immunhistokemiskt med FISH. För dessa var andelen am-
plifierade fall 12 procent (95/778). Andelen amplifierade2+ va-
rierade mellan dessa avdelningar. Exempelvis hade en avdel-
ning inget amplifierat fall bland 38 tumörer bedömda som 2+,
medanenannanavdelninghadeelva amplifierade av46 fall be-
dömda som 2+. För 3+ var amplifieringsgraden 90 procent
(326/364; 17 avdelningar) ochvarierademellan75och 100pro-
cent. Med krav på FISH-analys av samtliga 3+ erhölls nödvän-
dig information från 15 avdelningar med sammanlagt 3 109
nydiagnostiserade bröstcancrar under 2006. Av dessa var 410
amplifierade (13 procent).

DISKUSSION
Artikeln beskriver reproducerbarheten av HER2-analys av
elva bröstcancertumörer på en tissuemicroarray, distribuerad
till 24 patologavdelningar i Sverige vid två tillfällen (2005 och
2006). I studieupplägget ingick även att laboratorierna fick
preparera glasen med den metod för immunhistokemi eller
FISH som rutinmässigt används.

God till mycket god reproducerbarhet
Reproducerbarheten av bedömningen var god (kappa = 0,61–
0,80) tillmycket god (kappa =0,81–1,00) för såväl immunhisto-
kemi somFISH [17]. Eftersom samma tumörvävnad skickades
ut till de deltagande avdelningarna vid bådabedömningstillfäl-
lena är det möjligt att jämföra resultaten över tid. Resultaten
visar en tendens till förbättring av överensstämmelse mellan
laboratoriernas bedömning med tydlig indikation på att kvali-
tetssäkringsarbete lönar sig.
Reproducerbarheten är alltså överlag god/mycket god, men

undersökningen visar också att klassifikationenHER2-positiv
(2+/3+) respektiveHER2-negativ (0/1+) för enstakaavdelning-

Figur 2. FISH-analys. Till vänster: Ej amplifierad tumör med normalt antal genkopior av HER2-genen på kromosom 17.
Till höger: Amplifierad tumör med ökat antal genkopior av HER2-genen på kromosom 17.

fakta 3
Tissue microarray
Att samla paraffininbäddat
material i en s k tissue micro-
array är en vävnads- och tids-
besparande teknik för att se-
dan kunna utföra analyser
med immunhistokemi och in
situ-hybridisering i stor skala.
• En tissue microarray prepa-
reras genom att man tar
biopsier (vanligtvis två)
med en diameter av oftast

0,6–1,0 mm från ett repre-
sentativt område av den ur-
sprungliga paraffinklossen.

• Dessa biopsier placeras se-
dan i en mottagarkloss,
som fylls på med nya biop-
sier från andra paraffinklos-
sar.

• På detta sätt kan man sam-
la material från över 100 pa-
tienter i en paraffinkloss.

fakta 4
FISH – fluorescent in situ-hybridisering – är en molekylärbiolo-
gisk teknik som utnyttjar fluorogent inmärkta prober som bin-
der specifikt till en plats på en kromosom.
• På detta sätt kan FISH-tekniken visualisera en gen i en cell-
kärna.

• Tekniken används inom både forskning och klinisk diagnos-
tik för att identifiera genetiska förändringar.

fakta 2
Trastuzumab är en rekombi-
nant humaniserad IgG1-mono-
klonal antikropp mot HER2.
• Trastuzumab har vid både
in vitro- och djurförsök visat
sig hämma proliferationen
av humana tumörceller som
överuttrycker HER2.

• Dessutom är trastuzumab
en potent mediator för
antikroppsberoende

cellmedierad cytotoxicitet
(ADCC).

• In vitro har trastuzumab-
medierad ADCC påvisats
hos främst cancerceller
som överuttrycker HER2.

• Trastuzumab är i dag eta-
blerad behandling vid både
primär och metastaserande
HER2-positiv bröstcancer.
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ar avviker frånmajoritetens bedömning i upp till tre av de elva
fallen. Avvikelserna är ett observandum som vid upprepning
får följas upp med genomgång av analysrutinerna för immun-
histokemi. För FISH var överensstämmelsen genomgående
mycket god, vilket är i enlighet med internationell erfarenhet
där reproducerbarheten för FISH är betydligt bättre än för im-
munhistokemi utanför referenslaboratorier [13].

Variationer får utredas vidare
Under 2006 skickades även ut en enkät för att bl a få svar på
produktion och bedömningsutfall vid klinisk rutindiagnostik
för de deltagande patologlaboratorierna, eftersomHER2-ana-
lys enligt Svenska bröstcancergruppens riktlinjer bör utföras
på all nydiagnostiseradbröstcancer. 90procent av samtligany-
diagnostiserade bröstcancerfall under 2006 analyseradesmed
avseende på HER2-status (baserat på svar från 23 avdelning-
ar). Resultaten från enkäten visar därför att HER2-analys
snabbt implementerats i rutindiagnostiken för primär bröst-
cancer i Sverige.
Att inte alla fall analyserades angavs beropå att vissa sjukhus

inte analyserade HER2 i tumörer från patienter äldre än 70 år
eller vid lymfkörtelnegativ bröstcancer, eftersomdet inte skul-
le påverka val av adjuvant behandling. Enligt enkäten bedöm-
des 69procent som0/1+, 19 procent som2+och 12procent som
3+ av totalt 4 940 HER2-analyserade fall från de rapporte-
rande avdelningarna. Bedömningsutfallet som rapporterades i
enkäten varierademellan de individuella avdelningarna, vilket
kan bero på en selektion av patientgrupper med hög risk för
HER2-positivitet vid vissa laboratorier eller på att tumöregen-
skaper varierarmellan olika delar av Sverige. Det kandock inte
uteslutas att analys- och/eller bedömningsmässiga skillnader
föreligger när HER2-bedömningen utförs rutinmässigt – i
motsats till resultaten från de elva brösttumörer som skick-
adesut för reproducerbarhetskontroll.Orsaken till dennavari-
ation i bedömningsutfallet mellan avdelningarna behöver ut-
redasmer.

Kvalitetsregister och sjukhusjämförelser
Det nationella kvalitetsregistret för bröstcancer kommer att
medföra att jämförelse mellan olika sjukhus i Sverige med av-

seende på patologiska och tumörbiologiska faktorer (lymfkör-
telstatus, tumörstorlek, histologisk grad, ER och PgR) kan ut-
föras prospektivt. Jämfört med tidigare publicerade siffror är
andelen amplifierade bröstcancrar i enkätdelen av studien läg-
re, <15 procent jämfört med 25–30 procent, vilket kan förkla-
ras av att tidigare undersökningar bara inkluderat selekterade
patienter [2, 3]. Metoden för undersökningen med självrap-
porterad enkät tillåter dock inte några säkra slutsatser. Konse-
kutiva, populationsbaserade analyser som möjliggörs genom
rikstäckande register kommer i framtiden att bidra till viktig
kunskap omHER2-status.

KONKLUSION
Sammanfattningsvis pekar denna undersökning på att repro-
ducerbarheten avHER2-analys ärmycket godmellan patolog-
avdelningarna i Sverige. EftersomHER2 i dag är en central tu-
mörbiologiskmarkör i klinisk bröstcancerdiagnostik, framför-
allt för bedömning av känslighet för antikroppsbehandling
med trastuzumab, men även för att bedöma risken för återfall
(prognostisk faktor), är fortsatt kvalitetssäkringsarbete myck-
et viktigt såväl för patienten som rent sjukvårdsekonomiskt.
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