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HER2-testning for brostcancer

Kvalitetssakrad analys av tillvaxtfaktor
erbjuds nu pa svenska laboratorier

Il Drygt 6 0oo kvinnor drabbas varje ar av brostcancer i Sve-
rige. Vid brostcancerdiagnostik bedomer patologen — utdver
radikalitet, tumdrtyp, storlek och histologisk grad —idag dven
andra egenskaper hos tumorcellerna. Dessa dr ofta av pro-
gnostisk betydelse eller avgorande for valet av eventuell ad-
juvant terapi. Exempel pa egenskaper som bedéms av patolo-
gen dr forekomst av Ostrogen- och progesteronreceptorer
samt dveruttryck och/eller genamplifiering av human epider-
mal tillvaxtfaktor 2 (HER2) [1]. Mellan 20 och 30 procent av
all brostcancer visar ett veruttryck av HER2 i tumorceller-
na. HER2-proteinet fungerar som receptor for epidermala
tillvaxtfaktorer och har betydelse for celltillvaxt och differen-
tiering.

Det finns ett samband mellan 6veruttryck av HER2 och
aggressiv brostcancer med sdmre prognos, snabbare recidiv
och metastaser [2]. De metoder som anvénds rutinméssigt for
att bestimma 6veruttryck av HER 2-tillvaxtfaktorreceptorn ar
analys av tumoércellernas proteinuttryck med immunhistoke-
mi eller analys av tumoércellernas genuttryck med fluorescens
in situ-hybridisering (FISH). Uttryck pa tumdrcellerna av
HER2-proteinet graderas i en fyrgradig skala, 0-3. Genut-
trycket bedoms som amplifierat eller inte. Vid amplifiering
av HER2-genen 6veruttrycks oftast proteinet HER2.

Trastuzumab ar en biologiskt framstélld monoklonal an-
tikropp som blockerar funktionen av HER2-tillvéxtfaktorre-
ceptorn. Trastuzumab kan vara ett behandlingsalternativ for
de patienter vars tumorer visar ett dveruttryck av HER2-pro-
teinet. Trastuzumab givet i kombination med kemoterapi vid
tumorrecidiv ger signifikant forbéttrad dverlevnad och lang-
re tid till sjukdomsprogress [3]. For patienter med normalt ut-
tryck av HER2 i tumdrvavnaden ér behandling med trastuzu-
mab inte meningsfull [4, 5].

Kvalitetssiakringsprojektet HER 2001
Under hosten 1999 bildades pa initiativ av Karolinska Uni-
versitetssjukhuset en referensgrupp med patologer och bio-
medicinska analytiker fran samtliga sjukvardsregioner och
universitetssjukhus i landet med avsikt att dela erfarenheter
kring HER2-testning, ta del av nya tekniker och metoder samt
dra upp nationella riktlinjer for hur kvalitetssdkrad testning
skall genomforas.

Flera patologiska laboratorier 4r anslutna till internatio-
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ammanfattat

Mellan 20 och 30 procent av all brostcancer uppvisar
ett Overuttryck av tillvaxtfaktorn HER2 i tumérceller-
na, vilket innebéar en aggressivare form av cancer.

Vid aterfall i brostcancer som Overuttrycker HER2 kan
trastuzumab vara ett behandlingsalternativ.

Infér sddan behandling maste uttrycket av HER2
kvantifieras pa histopatologiska snitt med immunhis-
tokemiska och/eller molekylarbiologiska metoder.
Undersokningen gors pa patologilaboratorier.

Flera faktorer kan paverka resultatet av HER2-analy-
ser, sdsom valet av antikropp eller prob, personalens
kompetens och bedomarens erfarenhet.

Nationella riktlinjer for HER2-testning finns utarbeta-
de och publicerade i manga lander. Denna artikel be-
skriver en serie kvalitetssakringsprojekt som lett till
att svenska riktlinjer for HER2-testning formulerats
och att man darmed numera pa olika svenska patolo-
gilaboratorier kan erbjuda likartade och tillforlitliga
analysmetoder avseende HER2-status.

nella kvalitetssdkringsprogram f6r immunhistokemiska ana-
lyser, men program for molekyldrbiologiska analyser pa
histopatologiskt material saknas. Inom ramen for den natio-
nella referensgruppen for HER2-analyser genomfordes un-
der 2001- 2002 ett kvalitetssikringsprojekt, HER 2001 -pro-
jektet. Nio patologiska laboratorier anslot sig till detta kvali-
tetssakringsprojekt.

Projektet borjade den 1 oktober 2001 och pégick under
tolv mdnader. De nio deltagande laboratorierna fick utskick
av arkiverat tumormaterial, for vilka en redan genomférd
HER2-analys fungerade som facit. Fem av utskicken var ana-
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Fakta 1

Poangberikning av HER2, immunhistokemi

Poéng (score) Infargningsménster

0 Ingen inférgning eller <10 procents
partiell infargning i tumdrcellernas
plasmamembran

1+ Svag partiell infargning i >10 procent av
tumaorcellernas plasmamembran

2+ Svag till mattlig komplett infargning
i>10 procent av tumdrcellernas
plasmamembran

3+ Stark komplett infdrgning i >10 procent av

tumdrcellernas plasmamembran
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Tabell I. Jamforande resultat av den forsta (HER 2001) och den senaste (HER
2003) omgangen av HER- kvalitetsutskick.

Beddom-
barhet,
procent

Overens-
staimmelse,
procent

Falskt posi- Falskt nega-
tivt resultat, tivt resultat,
procent procent

Immunhistokemi

HER 2001

Utskick 1 till

och med 6 med

totalt 24 tumdrer 60
HER 2003

Tissue array

med 10 tumdrer 96
FISH-analys

HER 2001

Utskick 1 till

och med 6 med

totalt 24 tumérer 60 86 2 9
HER 2003

Tissue array med

10 tumérer 99 97 1 0

100 13 n

100 1,25 25

NS

Figur 1. Inmunférgning av HEFIé-antigen i bréstcancer. Véanster: Svag partiell infgrgni;'lg (1+) i >10 procent
av tumorcellernas plasmamembran. Mitten: Mattlig komplett infirgning (2+) for HER2 i >10 procent av
tumdrcellernas plasmamembran. Hoger: Stark, komplett inférgning (3+) for HER2 i >10 procent av

tumorcellernas plasmamembran.

lyserade med Southern blot-metod och ett med tidigare utférd
immunanalys.

Sammanlagt gjordes sex utskick med vardera fyra tumo-
rer, som undersoktes med savil immunhistokemi som FISH.
Bedomning av fargningarna gjordes lokalt pa de deltagande
laboratorierna och rapporterades darefter till en central in-
stans, som sammanstillde resultaten. Resultatet bedomdes
med hénsyn till 6verensstimmelse och bedémbarhet. For im-
munhistokemi har den fyrgradiga skalan 0—3 (Fakta 1) brutits
ner pa tva grader, negativt (0—1+) eller positivt (2—3+), och
FISH har angetts som amplifierat eller inte amplifierat.

Sammantaget blev resultaten av de sex utskicken (Tabell
I) att i 60 procent av fallen visade samtliga laboratorier 6ver-
ensstimmande immunhistokemiska resultat o—1+/2—3+. 1 60
procent av fallen visade samtliga laboratorier 6verensstam-
mande FISH-resultat (ej amplifierade/amplifierade). Bedom-
barheten avseende immunhistokemi var 100 procent och av-
seende FISH-analyser 86 procent.

Det storsta enskilda problemet i den forsta testgenom-
gangen var icke-bedémbara resultat med FISH. Detta kan till
en del forklaras av att flera av de deltagande laboratorierna da
hade mycket begriansad erfarenhet av metoden. Falskt positi-
va liksom falskt negativa resultat med immunhistokemi sam-
manhingde med savél suboptimal metod som avvikelse i be-
domning av inférgningen.

Sedan kvalitetssakringsprojekt HER 2001 avslutats i ok-
tober 2002 beslutade referensgruppen att fortsitta med kva-
litetsarbeten for HER2-analyserna. En arbetsgrupp bildades
med uppgift att fortsitta arbetet med kvaliteten av analyser-
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na. I arbetsgruppen pa atta personer ingar férutom patologer
och biomedicinska analytiker representanter fran onkologi.

Il Metod

Under ar 2003 gjordes dels ett vivnadsutskick, dels en enkat-
undersokning. Den senare inneholl bl a frAgor om antal utfor-
daanalyser per ar och hur man foljer de nationella rekommen-
dationerna. Véavnadsutskicket bestod av formalinfixerat, pa-
raffininbdddat material fran tio olika fall av brostcancer fran
Universitetssjukhuset MAS i Malmo. Alla tio fallen utgjor-
des av duktal brostcancer men med varierande malignitets-
grad. Samtliga fall var tidigare analyserade med immunhisto-
kemi och nio av dem dven med FISH. Vavnadsutskicket kon-
struerades i form av en »tissue array-kloss« — en metod som
tillater att alla tio fall bdddas in i samma kloss. Detta under-
lattar saval snittning och fargning som bedéomning. Materia-
let analyserades med immunhistokemi och FISH, vartefter
analysresultaten bedomdes pa de enskilda laboratorierna.
Atta referenslaboratorier deltog.

Arbetsgruppen sammanstillde laboratoriernas resultat
med hinsyn tagen till 6verensstimmelse och bedémbarhet.
For immunhistokemi har den fyrgradiga skalan (0—3) brutits
ned pa tvé grader, negativt (0—1+) eller positivt (2—3+) och
FISH har angetts som amplifierat eller inte amplifierat.

Il Resultat

Resultaten framgar av Tabell 1. Av totalt 80 immunhistoke-
miskt analyserade prov avvek beddmningen endast for tre,
vilket ger en 6verensstimmelse pa 96 procent. Samtliga ana-

m

ILLUSTRATIONER: MONICA HAGLUND



ILLUSTRATIONER: MONICA HAGLUND

lyser var bedombara. I FISH avvek endast ett prov, vilket
medfor en nira 99-procentig dverensstimmelse mellan labo-
ratorierna, och 97 procent av analyserna var bedémbara.

Enkitundersokningen visade att referenslaboratorierna i
stort sett foljer de rekommendationer som finns samt beaktar
vikten av provets ingdende kvalitet och att adekvat kontroll-
material anvéinds vid analyserna. Det finns erséttare for den
personal som hanterar analyserna, och laboratorierna har ka-
pacitet att inom tio arbetsdagar utfora och besvara en HER2-
fragestillning. En viktig del av enkidten behandlade fragor
kring extern och intern kvalitetskontroll, vilket ledde till att
referensgruppen skall arbeta fram ett dokument med riktlin-
jer och definitioner for extern och intern kvalitetskontroll for
HER2-analyser.

Il Diskussion

Immunhistokemiska metoder har sedan ldnge anvénts inom
histopatologisk diagnostik men huvudsakligen som kvalita-
tiv metod. Immunhistokemiska och molekyldrbiologiska
analyser av HER2 4r daremot exempel pa s k farmakodia-
gnostiska test. Dessa omfattar sévil kvalitativa som semi-
kvantitativa parametrar.

Overuttryck av proteinet (immunhistokemi) bedoms en-
ligt en skala dér hansyn tas till: 1) andelen inférgade invasiva
tumorceller, 2) huruvida infirgningen ar partiell eller omfat-
tar hela tumdrcellens cirkumferens och 3) intensiteten i in-
fargningen (Figur 1) [6, 7]. Ett flertal savdl mono- som poly-
klonala antikroppar mot HER 2-proteinet finns kommersiellt
tillgdngliga. Forbehandlingsprotokoll, automatiserad im-
munhistokemisk fargningsprocedur, val av antikropp, an-
tikroppsspddning, inkubationstider etc varierar mellan olika
laboratorier.

Analys av HER2 pa genniva (molekylédrbiologi) utfors
med in situ-hybridisering pa snitt fran formalinfixerat, paraf-
fininbaddat tumormaterial [8, 9]. De kommersiellt tillgéngli-
ga proberna for HER2-genen ar konjugerade antingen till en
fluorokrom som kan detekteras i fluorescensmikroskop,
FISH, (Figur 2) eller till en kromogen som detekteras ljus-
mikroskopiskt, CISH. Med denna teknik kvantifieras antalet
kopior av HER2-genen i enskilda tumoérceller. In situ-hybri-
diseringstekniken har tidigare anvénts tdmligen sparsamt in-
om histopatologisk rutindiagnostik, varfor erfarenheterna av
metoden varit begransade utanfor forskningslaboratorierna.

Bestdmning av HER2 dr behandlingsprediktivt (farmako-
diagnostiskt test) vid brostcancer. Mot bakgrund av detta bil-
dades »referensgruppen for HER2-analyser« med malsétt-
ningen att det skulle finnas kliniskt patologisk kompetens for
HER2-analyser, inkluderande FISH, vid minst ett laboratori-
um inom varje sjukvardsregion. Sddan kliniskt patologisk
kompetens forutsitter adekvat utrustning, kapacitet att utféra
analyserna och adekvat antal utforda analyser per ar. Dértill
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& | Figur 2. Vinster: FISH-analys av brést-
cancer som ar amplifierad for HER2-
M genen. Man ser ett stort antal genkopi-
or i form av lysande gula punkter i var-
8l je cell. Mer dn sex genkopior i varje cell
| definieras som amplifierat med denna
metod. Hoger: FISH-analys av brést-
cancer med normalt antal kopior av
HER2-genen. Man ser i genomsnitt tva
genkopior i varje cell som lysande gula
punkter.

behovs kompetens for beddmning, validerade metoder samt
program for intern och extern kvalitetskontroll.

Lokal testning har fordelar

Centralisering av HER2-analyser har diskuterats och 6ver-
vagts. Lokal eller regional testning har dock fordelar, sasom
kontrollerad vavnadspreparation, snabbare resultat och direkt
aterkoppling till lokalt verksamma onkologer inom ramen for
rutinméssig konferensverksamhet. Med investering i utbild-
ning, traning och erfarenhetsutbyte samt implementering av
intern kvalitetskontroll och externa kvalitetssdkringsprogram
finns goda forutsattningar for standardiserade, reproducerba-
ra HER2-analysresultat &ven i decentraliserad form [10].
Skillnader i utfall av immunhistokemi och FISH ar laborato-
rieberoende och beror inte i forsta hand pa metoderna som sa-
dana[11,12].

Nio referenslaboratorier i Sverige
HER2-analyserna utfors numera rutinmaissigt pa referensla-
boratorierna. Erfarenheterna, savil laboratorietekniskt som
bedémningsmassigt, har efter hand 6kat och givit alltmer re-
producerbara resultat. Kvalitetssakringsarbetet visar ocksa
att kompetens finns och att referenslaboratorierna kan uppvi-
sa analysresultat med hog och jaimn reproducerbarhet.

FISH-analys finns etablerad vid foljande patologkliniker
som atagit sig att tills vidare fungera som konsultlaboratori-
er:

Norrlands Universitetssjukhus, Umea

Akademiska sjukhuset, Uppsala

Karolinska Universitetssjukhuset Solna

Universitetssjukhuset, Orebro

Universitetssjukhuset i Linkdping

Sahlgrenska Universitetssjukhuset, Goteborg

Lanssjukhuset, Kalmar

Universitetssjukhuset i Lund

Universitetssjukhuset MAS, Malméo

Nationella rekommendationer for HER2-testning
HER2-status undersoks primart med immunhistokemisk me-
tod. Provets fixeringstid skall vara kontrollerad, 24—72 tim-
mar. Extern kontroll, vdvnads- eller cellinjekontroll, savil
positiv av flera grader som negativ, firgas med varje fall.

De prov som utfaller 0—1+ rapporteras som negativa. Ve-
rifiering med in situ-hybridisering, FISH, gors i de fall som
utfaller 2—3+ samt alla svarvirderade fall (gammalt arkivma-
terial, provtyper som genomgatt avvikande fixering och han-
tering).

Svensk forening for patologi publicerar rekommendatio-
nerna pa sin webbplats. Referensgruppen planerar nya moten
for att folja upp kunskapsutvecklingen inom omradet och
overvaka rekommendationernas aktualitet. De svenska re-
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kommendationerna dr under bearbetning och kommer att mo-
difieras for att vartefter anslutas till dem som tillimpas inter-

nationellt [11].
%

Potentiella bindningar eller javsforhallanden: Kvalitetssdk-
ringsprojekten HER 2001 och HER 2003 har genomforts
med benidget bistdnd fran respektive deltagares hemkliniker
samt frdn Roche AB.
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=artikeln &r referentgranskad

SUMMARY

Between 20 and 30 per cent of all breast cancers show an overexpression of the
growth factor HER2 and this implies a worse prognosis. Metastasising breast can-
cer that overexpress HER2 can effectively be treated with trastuzumab (Hercep-
tin). In order to determine whether this treatment is indicated, HER2 expression
must be quantified with immunohistochemical or molecular biological methods.
Several factors may influence the laboratory analysis of HER2, such as choice of
antibodies and probes, the reliability of the test performance itself and the per-
formance of the pathologist(s) interpreting the test. National guidelines for HER2
testing have been published in several countries. In this article a series of quality
assurance projects leading to the formulation of Swedish guidelines for HER2
testing is described. These projects have demonstrated that several Swedish
pathology laboratories can reliably perform and interpret analysis of HER2 status
today.
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