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Omkring 7 000 svenska kvinnor far arligen diagnosen brost-
cancer, och pa grund av tidig upptéckt, bl a genom hélsokon-
troll med mammografi, kan tvé tredjedelar av patienterna bo-
tas med lokal behandling (kirurgi och eventuell strdlbehand-
ling). Adjuvant systembehandling férhindrar aterfall i sjukdo-
men hos ungefar 15-20 procent av patienterna. Uppskatt-
ningsvis far dirmed var sjéitte kvinna med tidig bréstcancer re-
cidiv inom tio &r. Den adjuvanta behandlingen kan vara cyto-
toxisk, endokrin eller antikroppsbaserad, och i dag ges ofta
kombinationsbehandling med tva eller flera modaliteter.

For att vilja individualiserad och skriddarsydd behandling
for den enskilda patienten anvinds prognostiska faktorer som
delar in patienterna i olika riskgrupper och behandlingspre-
diktiva faktorer for att vilja den lampligaste terapiformen. All-
maént vedertagna prognostiska faktorer ar alder, lymfkortelsta-
tus, tumorstorlek och histologisk grad, medan forekomst av
ostrogen- (ER) och progesteronreceptorer (PgR) huvudsakli-
gen anvinds for att bedoma kénslighet for endokrin behand-
ling [1], <http://www.swebcg.roc.se/>.

HER2-status analyseras rutinméssigt

Overuttryck av tillvixtfaktorreceptorn human epidermal
growth factor receptor 2 (HER2) eller ett 6kat antal kopior av
HER2-genen (amplifiering) i tumoércellerna korrelerar med en
aggressiv form av brostcancer och dirmed med férsamrad pro-
gnos (Faktal) [2-6]. Andelen HER2-positiva brostcancrar vari-
erarilitteraturen mellan 10 och 30 procent [2-6]. Dessa siffror
baseras pa selekterade patientmaterial, eftersom det saknas
publicerade resultat fran populationsbaserade material analy-
serade med standardiserad metod.

Den storstakliniska betydelsen har dock HER2 som behand-
lingsprediktiv faktor for effekten av mélstyrd antikroppsbe-
handling med trastuzumab (Fakta 2). Darfér rekommenderar
Svenska bréstcancergruppen sedan 2005 att HER2 ska analy-
seras rutinmaéssigt i samtliga nydiagnostiserade brostcancer-
falli Sverige. Introduktionen av HER2-analys pa ett standardi-
serat sétt har tidigare beskrivits i Likartidningen [7].

For patienter med HER2-positiva tumorer ar effekten av
trastuzumab mycket god, bade vid adjuvant behandling av pri-
mar brostcancer efter kemoterapi med riskreduktion av ater-
fall med néstan 50 procent redan efter ett ars uppfoljning [8]
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och vid palliativ behandling av metastaserande sjukdom [9]
liksom vid lokalt avancerad bréstcancer [10]. For patienter
med normalt uttryck av HER2 i sina tumoérer ar behandling
med trastuzumab inte meningsfull. Det ar darfor av stor vikt
for savil patienten som sjukvardsekonomiskt att analys av
HER2 utférs med god kvalitet och enligt standardiserade pro-
tokoll pa samtliga patologiavdelningar som utfér HER2-ana-
lys. Internationellt bedrivs intensivt kvalitetsarbete kring vali-
dering och reproducerbarhet av HER2-analys genom referens-
laboratorier och utbyte av brostcancerpreparat f6r beddmning
(»slide-exchange rings«) [11-16].
Var artikel presenterar ett kvalitetssékringsarbete av repro-
ducerbarheten vid svenska patologlaboratorerier som rutin-
missigt utfér HER2-bedomning. Malsidttningarna med detta
arbete var att
¢ utvirdera reproducerbarheten mellan 24 av totalt 26 pato-
logavdelningar i Sverige med avseende pd HER2-analys
(fargning och bedémning) av primér bréstcancer

* medhjilp aven enkét tareda pa andelen HER2-analyserade
fall och bedomningsutfallet vid respektive avdelning.

STUDIEUPPLAGG OCH METODER
Reproducerbarhetsundersékningen
Elvabrostcancertumorer preparerades vid avdelningen for pa-
tologi och cytologi i Malmo i en tissue microarray med tva
biopsier, diameter 1,0 mm, fran varje tumér (Fakta 3) vid tva
tillfallen (2005 och 2006). Snitt fran dessa skickades fran Mal-
mo till 25 patologavdelningar i Sverige. Proven placeradesioli-
ka ordning pa vivnadsmatrisen vid de tva tillfdllena, och 2006
togs ytterligare ett prov med. De 6vriga deltagande avdelning-
arna hade ingen kdnnedom om att det var samma fall som
skickades ut.

Enbart de 24 avdelningar som deltog bada aren ar med i ned-
anstdende redovisning av reproducerbarheten. Fallen var ut-
valda sa att de representerade olika nivaer av HER2-innehall.

______________________________________________________|
ESAMMANFATTAT

Human epidermal growth fac-
tor receptor 2 (HER2) &r en tyr-
osinkinasreceptor som fore-
kommer dveruttryckt i ca 15—
20 procent av invasiv brost-
cancer och medfor 6kad risk
for aterfall i sjukdomen.
HER2-status kan bestimmas
immunhistokemiskt pa pro-
teinniva eller med fluorescent
in situ-hybridisering (FISH),
som pavisar antalet
genkopior. Analysen boringa
vid rutindiagnostik av brost-
cancer.

Svenska HER2-analysgruppen
utférde under 2005 och 2006
en reproducerbarhetsstudie
av HER2-status genom att dis-
tribuera elva bréstcancerfall
till patologlaboratorier i Sveri-
ge som rutinmassigt utfor
HER2-analyser.

Resultaten visar att reprodu-
cerbarheten av HER2-status
var god (2005) respektive
mycket god (2006) fér immun-
histokemi och mycket god for
FISH vid bada undersdknings-
tillfallena.
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Figur 1. HER2- membranmfargnmg med |mmunh|stokem| A 0= avsaknad av infdrgning eller membramnfargnlng
hos fdrre dn 10 procent av tumdorceller. B: 1+ = svag och ej cirkumferent infargning av membran hos tumdrcellerna.
C: 2+ = cirkumferent, svag till mattlig infargning av membran hos minst 10 procent av tumércellerna.

D: 3+ = cirkumferent och stark infargning av membran hos minst 10 procent av tumdrcellerna.

Alla 24 avdelningarna fiargade och analyserade proven sjilva
med immunhistokemi (analys av proteinuttrycket med hjalp
av antikroppar), medan inmérkning och analys av antal genko-
pior (amplifieringsgrad) med FISH (Fakta 4) enbart utfordes
vid de elva avdelningar som rutinmissigt anvinder denna me-
tod. Svenska HER2-analysgruppen, som bildades 2001 [7], har
utarbetat riktlinjer for hur analys och bedomning ska goras.
Dessa riktlinjer finns pa <http://www3.svls.se/sektioner/pa/
HER2rekommendation.doc> och innebér bl a att fall som be-
doms som O eller 1+ med immunhistokemi betraktas som
HER2-negativa, medan de som ir 2+ eller 3+ (Figur 1) 4ven ska
analyseras med FISH (Figur 2) for att utreda om provet ar am-
plifierat eller inte. Varje avdelning anvinde sin rutinmetod en-
ligt nedanstaende.

Den immunhistokemiska undersékningen utférdes med
FDA- (Food and Drug Administration)godkédnda antikroppar
och enligt tillverkarnas instruktioner, inkluderande positiva
och negativa kontroller. HercepTest (Dako) och Pathway (Ven-
tana) var de testkit som anvandes av flest laboratorier.

FISH-testning utférdes med FDA-godkidnda metoder (pro-
ber), dir PatVysion (Vysis/Abbot) var den metod som flest la-
boratorier utnyttjade, men dven andra metoder anviandes (IN-
FORM HER-2/neu fran Ventana och HER2 FISH pharmDx
fran Dako). Laboratorierna f6ljde tillverkarnas instruktioner,
som inkluderade anvindning av positiva och negativa kontrol-
ler. Niar metoden inneholl en separat prob for HER2-genen och
kromosom 17 grundade sig beddmningen pa kvoten mellan an-
tal infirgade genkopior och antal kromosomer (HER2:CEP17).
Om kvoten var hogre dn 2 beddmdes provet som amplifierat. I
de fall metoden inte hade separat kromosomprob bedémdes
provet som amplifierat om det innehdll fler d4n sex genkopior
(vanligen dr amplifieringen tydlig med manga genkopioriKklus-
ter) (Figur 2).

I studien ar reproducerbarheten méatt med kappa-statistik,
en analys som innebér att man kompenserar for den slump-
missiga 6verensstaimmelsen [17].

Enkiten

P& det utskickade formuliret fanns fragor angaende andelen
HER2-analyserade fall av primér brostcancer som diagnostise-
rats under 2006 vid respektive avdelning; andelen 0/1+, 2+ och
3+ samt andelen amplifierade 2+ respektive 3+. Enkitsvaren
baserades pa avdelningarnas egen rapportering, som inte var
enhetlig pa grund av olika grad av datorisering av provsvar. Det
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B FAKTA 1

HER2

HER2/neu (ocksa kdnt som

ErbB-2) 4r en av fyra medlem-

mar i epidermal growth factor

receptor (ErbB)-familjen, som
bl a har betydelse vid utveck-
lingen av brostcancer.

e Det dren cellytereceptor
med en intracelluldr s k ty-
rosinkinasdoman.

e HER2 drinvolverad i signal-
overféringen fran cellytan

till cellkdrnan. Denna signa-

lering paverkar bl a celltill-

vaxt, differentiering och ny-

HER2 har ingen kdnd ligand
men har en viktig funktion i
samband med dimerise-
ringen med andra recepto-
rerinom denna familj.
Denna dimerisering dr nod-
vandig for att signalkedjan
ska aktiveras.

HER2-genen dr en proto-
onkgen beldgen pa den
ldnga armen av kromosom
17 (17911.2—-q12).
Overuttryck av HER2 ses
hos 10—30 procent av pati-
enter med primdr brostcan-

bildning av blodkarl. cer.

framkom dessutom att analysrutinerna varierade, och nagra
sjukhus analyserade 2+ och 3+ med FISH endast d& resultatet
skulle paverka val av adjuvant behandling. HER2-analys gjor-
des inte rutinmissigt pa patienter 6ver 70 ar vid vissa avdel-
ningar. Det antal avdelningar som resultatgenomgéngen &r ba-
serad pa ar noterat nedan.

RESULTAT

Betriffande immunhistokemi rapporterade samtliga 24 avdel-
ningar som deltog vid bada utskicken samma bedémningsre-
sultat (0/1+ vs 2+/3+) for fem (2005) respektive sju (2006) av
de elva fall som skickades ut bada éren. For fyra (2005) respek-
tive tre (2006) avde resterande fallen var det baraen avdelning
som rapporterade avvikande bedémning. Medelkappavérdet
O0kade fran 0,79 (2005) till 0,86 (2006), vilket indikerar att
overensstimmelsen, utéver vad som férviantas avslumpen, har
forbattrats fran bra till mycket bra. Medelkappavirdet for var-
je enskild avdelning varierade mellan 0,43 och 0,86 ar 2005 och
mellan 0,54 och 0,89 ar 2006.

De elva avdelningar som anvinder FISH rapporterade sam-
ma resultat (amplifierat vs inte amplifierat) i nio (2005) re-
spektive tio (2006) av de elva fallen. Medelkappavirdet uppvi-
sade mycket god reproducerbarhet bade 2005 och 2006 (0,92
och 0,96). Detta virde varierade for avdelningarna mellan 0,80
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Figur 2. FISH-analys. Till vanster: Ej amplifierad tum6r med normalt antal genkopior av HER2-genen pa kromosom 17.
Till héger: Amplifierad tumor med okat antal genkopior av HER2-genen pa kromosom 17.

- _______________________________________________|
B FAKTA 2

Trastuzumab &r en rekombi- cellmedierad cytotoxicitet
nant humaniserad IgG1-mono- (ADCO).
klonal antikropp mot HER2. e |nvitro har trastuzumab-
® Trastuzumab harvid bade medierad ADCC pavisats
in vitro- och djurférsok visat hos framst cancerceller
sig hdmma proliferationen som Overuttrycker HER2.
av humana tumércellersom e Trastuzumab &ri dag eta-
overuttrycker HER2. blerad behandling vid bade
e Dessutom dr trastuzumab primdr och metastaserande
en potent mediator for HER2-positiv bréstcancer.
antikroppsberoende

1
MFAKTA 3

Tissue microarray
Att samla paraffininbdaddat

0,6—1,0 mm fran ett repre-
sentativt omrade av den ur-

material i en s k tissue micro-
array ar en vavnads- och tids-

besparande teknik for att se-
dan kunna utfora analyser
med immunhistokemi och in

situ-hybridisering i stor skala.
® Entissue microarray prepa-

reras genom att man tar
biopsier (vanligtvis tva)
med en diameter av oftast

sprungliga paraffinklossen.
Dessa biopsier placeras se-
dan i en mottagarkloss,
som fylls pa med nya biop-
sier fran andra paraffinklos-
sar.

Pa detta satt kan man sam-
la material fran 6ver 100 pa-
tienteri en paraffinkloss.

BFAKTA 4

FISH - fluorescent in situ-hybridisering — ar en molekylarbiolo-
gisk teknik som utnyttjar fluorogent inmarkta prober som bin-
der specifikt till en plats pa en kromosom.

o P3 detta sitt kan FISH-tekniken visualisera en gen i en cell-

kdrna.

e Tekniken anvands inom bade forskning och klinisk diagnos-
tik for att identifiera genetiska férandringar.

och 0,96 ar 2005 och mellan 0,82 och 0,98 ar 2006. Vid de pato-
logavdelningar som angav bade totalantalet nya bréstcancrar
och antalet HER2-analyserade fall under 2006 utgjorde ande-
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len HER2-analyserade fall 90 procent av det totala antalet dia-
gnostiserade brostcancerfall.

Vad géller utfall for immunhistokemi rapporterade 25 avdel-
ningar totalantalet HER2-analyserade brostcancerfall, dia-
gnostiserade 2006 (n=4 940) liksom bedémningsutfallet. An-
delen O/1+ var 69 procent (3 392/4 940), andelen 2+ 20 procent
(1 009/4 940) och andelen 3+ 11 procent (539/4 940). Andelen
rapporterade 0/1+ varierade mellan 58 och 84 procent f6r olika
avdelningar, och motsvarande siffror fér 2+ var 8-27 procent
och for 3+ 7-15 procent.

19 avdelningar analyserade alla tumorer som bedémts som
2+ immunhistokemiskt med FISH. For dessa var andelen am-
plifierade fall 12 procent (95/778). Andelen amplifierade 2+ va-
rierade mellan dessa avdelningar. Exempelvis hade en avdel-
ning inget amplifierat fall bland 38 tumorer bedémda som 2+,
medan en annan avdelning hade elva amplifierade av 46 fall be-
domda som 2+. For 3+ var amplifieringsgraden 90 procent
(826/364;17 avdelningar) och varierade mellan 75 och 100 pro-
cent. Med krav pa FISH-analys av samtliga 3+ erholls nodvén-
dig information fran 15 avdelningar med sammanlagt 3 109
nydiagnostiserade brostcancrar under 2006. Av dessa var 410
amplifierade (13 procent).

DISKUSSION

Artikeln beskriver reproducerbarheten av HER2-analys av
elva brostcancertumorer pa en tissue microarray, distribuerad
till 24 patologavdelningar i Sverige vid tva tillfillen (2005 och
2006). I studieuppligget ingick &ven att laboratorierna fick
preparera glasen med den metod féor immunhistokemi eller
FISH som rutinmaéssigt anvands.

God till mycket god reproducerbarhet
Reproducerbarheten av bedémningen var god (kappa = 0,61-
0,80) till mycket god (kappa = 0,81-1,00) f6r savil immunhisto-
kemi som FISH [17]. Eftersom samma tumdorvivnad skickades
ut till de deltagande avdelningarna vid bada bedémningstillfal-
lena dr det mojligt att jaimfora resultaten over tid. Resultaten
visar en tendens till forbéttring av 6verensstimmelse mellan
laboratoriernas bedomning med tydlig indikation pa att kvali-
tetssdkringsarbete lonar sig,.

Reproducerbarheten &r alltsa 6verlag god/mycket god, men
unders6kningen visar ocksa att klassifikationen HER2-positiv
(2+/3+) respektive HER2-negativ (0/1+) for enstaka avdelning-
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ar avviker fran majoritetens bedémning i upp till tre av de elva
fallen. Avvikelserna &r ett observandum som vid upprepning
far foljas upp med genomgang av analysrutinerna for immun-
histokemi. Fér FISH var Overensstimmelsen genomgaende
mycket god, vilket ar i enlighet med internationell erfarenhet
dar reproducerbarheten for FISH ar betydligt béttre dn for im-
munhistokemi utanfor referenslaboratorier [13].

Variationer far utredas vidare

Under 2006 skickades dven ut en enkét for att bl a fa svar pa
produktion och bedémningsutfall vid klinisk rutindiagnostik
for de deltagande patologlaboratorierna, eftersom HER2-ana-
lys enligt Svenska brostcancergruppens riktlinjer bor utforas
paall nydiagnostiserad bréstcancer. 90 procent av samtliga ny-
diagnostiserade brostcancerfall under 2006 analyserades med
avseende pa HER2-status (baserat pa svar fran 23 avdelning-
ar). Resultaten frdn enkiten visar darfor att HER2-analys
snabbt implementerats i rutindiagnostiken for primér brost-
canceriSverige.

Attinte alla fall analyserades angavs bero pa att vissa sjukhus
inte analyserade HER2 i tumoérer fran patienter dldre &n 70 ar
eller vid lymfkortelnegativ brostcancer, eftersom det inte skul-
le paverka val av adjuvant behandling. Enligt enkidten bedém-
des 69 procent som 0/1+,19 procent som 2+ och 12 procent som
3+ av totalt 4 940 HER2-analyserade fall fran de rapporte-
rande avdelningarna. Beddmningsutfallet som rapporterades i
enkiten varierade mellan de individuella avdelningarna, vilket
kan bero pa en selektion av patientgrupper med hog risk for
HER2-positivitet vid vissa laboratorier eller pa att tumoregen-
skaper varierar mellan olika delar av Sverige. Det kan dock inte
uteslutas att analys- och/eller bedomningsmissiga skillnader
foreligger nir HER2-bedémningen utférs rutinméissigt - i
motsats till resultaten fran de elva brésttumérer som skick-
ades ut for reproducerbarhetskontroll. Orsaken till denna vari-
ation i bedomningsutfallet mellan avdelningarna behéver ut-
redas mer.

Kvalitetsregister och sjukhusjamforelser
Det nationella kvalitetsregistret for brostcancer kommer att
medfora att jaimforelse mellan olika sjukhus i Sverige med av-
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