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Er hormonundersgkelse av
cytologisk materiale 1 bryst-
kreftsvulster til a stole pa?

Innledning

Finnalsaspirasjonscytologi (FNAC) er en etablert
metode i utredning av brystsvulster og er sentral i den
tverrfaglige utredningsmodellen som benyttes ved de
brystdiagnostiske sentrene i Norge. Bildediagnostikk,
klinisk undersgkelse og provetaking gjgres pa samme
dag. Den storste fordelen med FNAC er at prgven kan
tolkes med en gang og at en diagnose kan gis samme
dag. I praksis blir dette gjort ved de brystdiagnostiske
sentrene som har kompetanse og ressurser til dette. I
tillegg kan utstrykene benyttes til tilleggsundersgk-
elser, som for eksempel immuncytokjemi, in situ
hybridisering og andre molekylaerbiologiske tester (1).

Hormonreseptorundersgkelser gir viktig prognos-
tisk og predikativ informasjon om respons pa hormo-
nell terapi (2-3). Det er vist at hormonell terapi
(tamoxifen/aromatasehemmere) i gstrogenpositive
svulster reduserer dgdelighet, sjansen for tilbakefall og
for a utvikle kreft i det andre brystet (2, 4). I dag brukes
bade immuncytokjemi og immunhistokjemi til
bestemmelse av gstrogen- og progesteronreseptorer i
mammakarsinom. I mange tilfeller blir hormonresep-
torundersgkelse utfert forst ved immuncytokjemi pa
finndlsaspiratet og senere ved immunhistokjemi pa
snitt fra operasjonspreparatet. Dette er kostbart, og er
muligens ungdvendig dersom immuncytokjemi er en
palitelig metode. Immuncytokjemi kan ogsa vaere
nyttig ved planlegging av preoperativ behandling og i
tilfeller hvor operative inngrep er ugnsket eller
kontraindisert.

Denne studien er en retrospektiv kvalitetsundersgk-
else av patologiresultater hvor hovedmalet var a
undersgke om immuncytokjemisk undersgkelse for

gstrogen- og progesteronreseptorer utfgrt pa finnals-
aspirat fra mammakarsinom gir de samme resultater
som immunbhistokjemisk undersgkelse utfgrt pa snitt
fra operasjonspreparater fra de samme pasientene. I
de tilfellene det ikke var samsvar mellom immuncyto-
kjemi og immunhistokjemi, gnsket vi & finne arsaker
til det. Vi gnsket ogsd 4 finne forklaringer til hvorfor
hormonreseptorundersgkelser ikke ble utfort etter
finnalsaspirasjon.

Materiale og metode

Klinisk materiale

Cytologi- og histologiresultatene fra alle pasienter
behandlet for brystkreft som hadde gjennomgatt
FNAC som ledd i utredningen mellom ar 2000 og
2005, ble hentet fra den elektroniske databasen ved

Sammendrag

Bakgrunn: @strogenreseptorstatus (ER) og progesteronreseptorstatus (PR) i

brystkreft kan undersgkes ved hjelp av bade immunhistokjemi utfert pa

vevsbiopsi og immuncytokjemi utfgrt pa finnalaspirasjonscytologiske (FNAC)
utstryk. Det er imidlertid usikkert om hormonreseptorundersgkelse utfgrt pa

cytologiske utstryk bgr danne grunnlag for valg av behandling.
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Materiale og metode: Patologirapporter fra pasienter med brystkreft som
hadde fatt utfert finnlsaspirasjonscytologi mellom 2000-2005 ble gjennom-
gatt. FNAC ble utfgrt hos 612 pasienter. Hormonreseptorer var undersgkt ved
hjelp av bade immunhistokjemi og immuncytokjemi hos 232 av disse.
Resultatene ble sammenlignet og mulige forklaringer pa forskjeller mellom
gruppene ble utforsket.

Resultat: Det var full overensstemmelse for ER i 204 av 229 tilfeller (kappa-
verdi (K) = 0,56) og for PR i 170 av 2009 tilfeller (x = 0,68). Sensitiviteten for
gstrogenreseptorer var 89,4 %, spesifisiteten var 87,5 %. Positiv predikativ
verdi (PPV) var 97,1 og negativ predikativ verdi (NPV) var 63,6 %. For
progesteronreseptorer var sensitiviteten 78,3 % og spesifisiteten var 87,3 %.
PPV var 92,3 % og NPV var 67,4 %.

Konklusjon: Immuncytokjemisk undersgkelse for hormonreseptorer i
finndlsaspirasjon er en palitelig metode i tilfeller med positiv immunfarging.
Ved negativ immunfarging bgr undersgkelsen gjentas pa biopsimateriale.
Korrekt preparering av aspiratet er avgjerende for et vellykket immuncyto-
kjemisk resultat.



(N1575 EnVision Dako K5007 med DAB+ x600).

hospital i Trondheim. Det var i alt 612 pasienter som
torstatus undersgkt pa bade finnalsaspirat og opera-
sjonspreparat. For de resterende pasienter ble hor-
cytokjemi eller immunhistokjemi. Pasientens alder,
tumorsterrelse, histologisk type og grad, samt meta-
staser, ble ogsa registrert.

Finnalsaspirasjonscytologi

patologer og utstrykene ble enten fiksert i etanol for

Avdeling for patologi og medisinsk genetikk, St. Olavs

hadde gjennomgatt finndlsaspirasjon i dette tidsrom-
met. [ 232 tilfeller ble gstrogen- og progesteronresep-

Gjennom hele perioden ble finnalsaspirasjon utfgrt av

monreseptorstatus bestemt ved hjelp av enten immun-

Abstract

Is immunocytochemical determination of hormone
receptors in breast cancer reliable?

Background: In breast cancer oestrogen receptor (ER) and progesterone
receptor (PR) status can be determined by both immunohistochemistry
performed on tissue biopsies and immunocytochemistry performed on fine
needle aspirates. However, the reliability of immunocytochemistry as the
basis for determining treatment is still uncertain.

Material and methods: The study comprised journal records of 612 breast
cancer patients diagnosed between 2000 and 2005, all of whom had under-
gone fine needle aspiration. In 232 cases both immunocytochemistry and
immunohistochemistry for hormone receptor status were performed. The
results were compared and reasons for any discrepancies were elucidated.
Results: There was full agreement for ER in 204/229 cases (Kappa value

(k) = 0.56) and for PR in 170/209 (k = 0.68) cases. Sensitivity for ER was
89.4 % and the specificity was 87.5 %. Positive predictive value (PPV) was
97.1 % and negative predictive value (NPV) was 63.6 %. Sensitivity for PR
was 78.3 % and specificity was 87.3 %. PPV was 92.3 % and NPV was 67.4 %.
Conclusion: Immunocytochemistry for hormone receptors in fine needle
aspiration smears is a reliable method in cases with positive immunostaining.
In the case of negative immunostaining, examination with immunohisto-
chemistry should be performed on tissue biopsies. Correct preparation of the
cytological smear is vital for a successful result.
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FIGUR 1. Cytologisk utstryk med atypiske duktale celler til venstre (May-Griinwald-Giemsa farging, x600).
Positiv immuncytokjemisk farging for gstrogenreseptor pa cytologisk utstryk fra samme pasient ses til hgyre.

farging med Papanicolaou (PAP) eller lufttgrket for
farging med May-Griinwald-Giemsa (MGG (figur 1).
Luftterket materiale for immuncytokjemi ble opp-
bevart ved -20 °C innen en til fire timer etter at aspira-
sjonen var utfert. Utstryk med flest celler ble valgt til
primaerdiagnostikk ved hjelp av visuell inspeksjon av
de ufargede utstrykene. Mengde materiale, fraveer av
fettvev (som lett kan identifiseres) og prevetakerens
erfaring bidro i denne vurderingen. Om ngdvendig ble
flere glass brukt til primzerdiagnostikken. De gvrige
utstryk ble brukt til immuncytokjemi dersom det var
nok materiale.

Diagnosen var basert pa vurdering av i) mengde
materiale; ii) cellenes type, stgrrelse, variasjon i
storrelse og form, kromatinmgnster; iii) grad av
dissosiasjon av cellene; iv) andel nekrose; v) stromale
elementer og vi) cytologiske tegn pa invasiv vekst (5).

Eksklusjonskriterier

Pasienter som hadde gjennomgatt neoadjuvant
kjemoterapi ble ikke inkludert i studien, safremt de
ikke hadde fatt utfert nalebiopsi hvor immunhisto-
kjemi hadde blitt gjort i forkant av kjemoterapien (6).
For & unnga den teoretiske muligheten for endringer i
svulstbiologi og for a veere sikker pd at det dreide seg
om den samme tumor, ble tilfeller hvor det hadde gatt
over tre maneder mellom finnalsaspirasjonscytologi
og kirurgi/nalebiopsi ekskludert. En pasient ble
ekskludert pa dette grunnlag.

Immuncytokjemi og immunhistokjemi

Metoden for hormonreseptorundersgkelse har endret
seg i perioden 2000-2005. Det ble benyttet ulike typer
forbehandling, antistoffer og deteksjonssystemer.
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K5007 med DAB+ x600).

Samme antistoff og deteksjonssystem ble imidlertid
brukt for bade immuncytokjemi og immunhistokjemi
for samme pasient. I hele perioden ble trykkoking
brukt som forbehandling, men tid og buffer varierte
noe. Immunhistokjemi ble utfert pa 4 tynne snitt fra
formalinfiksert parafininnstgpt biopsimateriale.
Immuncytokjemi og immunhistokjemi tolkes som
positivt resultat dersom over 10 % av cellekjernene
viser positiv farging (se figurer). Under 10 % positive
kjerner tolkes som negativt resultat (7).

Statistiske metoder

Dataene ble analysert i SPSS versjon 13. Student T-test
ble brukt til & identifisere ulikheter i svulstens
storrelse. Linear-by-linear association ble brukt til
finne forskjeller i histologisk grad, metastaser og
alder. Pearson Chi-kvadrattest ble brukt til a finne
forskjeller i histologisk diagnose. P-verdier under 0,05

Tabell 1. Histologisk diagnose
T

Infiltrerende duktalt karsinom 530
Infiltrerende lobulzert karsinom 37

Musingst karsinom 5

Medulleert karsinom 1

Tubuleert karsinom 1

Andre 10

Ikke oppgitt 28

Totalt 612
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FIGUR 2: Histologisk snitt med duktalt karsinom grad 3 til venstre (Hematoksylin, Eosin og Safran-farging x600).
Positiv immunhistokjemisk farging for progesteronreseptor pa snitt fra samme pasienten til hayre (EnVision Dako

ble regnet som signifikante. For sammenligning av
immuncytokjemi og immunhistokjemi ble det regnet
ut konkordans, kappaverdi (k), sensitivitet, spesifisitet,
positiv prediktiv verdi (PPV) og negativ prediktiv verdi
(NPV).

Etikk

Prosjektet ble for gjennomfering vurdert av Regional
komité for medisinsk- og Helsefagligforskningsetikk
til & veere et kvalitetssikringsarbeid, og dermed ikke
fremleggingspliktig for komiteen.

Resultat

Histologisk type og grad, svulstens storrelse, meta-
stasestatus og pasientens alder.

Det var i alt 612 pasienter som hadde gjennomgatt
finnalsaspirasjon i dette tidsrommet. Histologisk type
er vist i tabell 1. Svulstens stgrrelse, histologisk grad
og metastasestatus er vist i tabell 2. Immuncytokjemi
ble utfert i 282 av de 612 tilfellene. Bade immuncyto-
kjemi og immunbhistokjemi ble utfort i 232 tilfeller og
kun immunhistokjemi ble utfert i 330 tilfeller. Vi
sammenlignet de 282 som hadde fatt utfgrt immun-
cytokjemi med de 330 som hadde fatt utfert kun
immunhistokjemi og fant signifikante forskjeller i
svulstenes stgrrelse og histologisk grad, samt pasien-
tenes alder og metastasestatus.

Ved sammenligning av pasienter som kun hadde
fatt utfert immuncytokjemi med de som kun hadde
fatt utfert immunhistokjemi fant vi flere svulster over
2 cm i diameter og faerre svulster under 2 cm i immun-
cytokjemigruppen. Gjennomsnittelig svulststerrelse




var 2,1 cm for de med immuncytokjemi og 1,7 cm i for
de med immunhistokjemi, mens den var 1,8 cm for alle
de 612 pasientene. Det var i tillegg flere grad 3 svulster
og feerre grad 1 svulster i gruppen som hadde fatt
utfert immuncytokjemi sammenlignet med de som
bare hadde fatt utfert immunhistokjemi. Videre var
det flere pasienter med metastase i immuncytokjemi-
gruppen.

Gjennomsnittsalderen for pasienter vurdert kun
med immuncytokjemi var 61,9 ar, og for pasienter
vurdert med immunhistokjemi 57,8 ar. Av de 612
pasientene var 144 (23,5 %) over 75 ar, og av disse var
90 (62,5 %) i immuncytokjemigruppen og 54 (37,5 %) i
immunhistokjemigruppen (p<0,001).

Vi fant ingen signifikante forskjeller mellom de to
gruppene nar det gjaldt histologisk diagnose (p=0,120).
Det var imidlertid feerre tilfeller av lobulzaert karsinom i
immuncytokjemigruppen (15; 5,9 %) sammenlignet
med immunhistokjemigruppen (22; 6,7 %).

Hormonreseptorer

Tabell 3 viser resultatene for immuncytokjemi og
immunbhistokjemi hos de 232 av pasientene som fikk
utfgrt hormonundersgkelser pd begge prevetypene.
@strogenreseptorer ble undersgkt ved hjelp av bade
immuncytokjemi og immunbhistokjemi i 229 tilfeller
og progesteronreseptorer ble testet med begge
metodene i 209 tilfeller. Det var full enighet mellom
immuncytokjemi og immunhistokjemi 176 tilfeller. I

56 av de 232 tilfellene var resultatene forskjellige for
gstrogenreseptorer, progesteronreseptorer eller begge.
Kun atte av de 56 pasientene hadde ulikt resultat for
bade gstrogen- og progesteronreseptor.

Det var full overensstemmelse mellom immuncyto-
kjemi og immunhistokjemi for gstrogenreseptorer i
204 av 229 tilfeller (89,1 %) (kx = 0,56). Det ga en sensi-
tivitet pa 89,4 % og spesifisitet pa 87,5 %. Positiv
prediktiv verdi (PPV) var 97,1 % og negativ prediktiv
verdi (NPV) var 63,6 %. For progesteronreseptorer var
det overensstemmelse mellom immuncytokjemi og
immunbhistokjemi i 170 av 209 tilfeller (81,3 %)

(k= 0,68). Det ga en sensitivitet pa 78,3 og en spesi-
fisitet pa 87,3 %. PPV var 92,3 % og NPV var 67,4 %.

Diskusjon

Immuncytokjemisk testing for gstrogen- og progeste-
ronreseptorer pa celleutstryk fra mammakarsinom
kan veere nyttig nar det planlegges neoadjuvant og i
tilfeller hvor pasienten er inoperabel eller har tilbake-
vendende sykdom. En annen fordel med finnals-
aspirasjonscytologi er at det er lett d gjenta gjennom
sykdomsforlgpet (8-9).

Immuncytokjemisk farging for gstrogen- og pro-
gesteronreseptorer har vist seg a korrelere bra med
bade biokjemisk analyse og immunhistokjemi (10-11).
Kvaliteten pa finnalsaspirasjonscytologiske utstryk er
avhengig av ferdighetene til den som utfgrer prove-

Tabell 2. Svulststgrrelse, histologisk grad og metastasestatus

<lcm 1-1.9cm 2.0-2.9cm >3cm Totalt
ICK 9 101 95 i 282
IHK 52 145 78 54 329
Sum 611

Grad 1 Grad 2 Grad 3
ICK 19 129 106 254
IHK 57 176 94 327
Sum 581

Ingen Aksillen Fjernmetastaser
ICK 127 106 6 239
IHK 193 114 6 313
Sum 552
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takingen (12-13), men ogsa svulstens stgrrelse, histo-
logisk type og grad pavirker mengden cellemateriale i
preparatet. Vare resultater viser flere sma svulster i
gruppen som hadde kun fatt utfert immunhistokjemi,
noe som kan forklares ved at FNAC ikke ga nok mate-
riale til at hormonundersgkelser kunne utfgres. Det er
vanskeligere a fa tilstrekkelig materiale til tilleggs-
undersgkelser fra en liten svulst enn fra en stgrre
svulst. Videre fant vi flere grad 1 og feerre grad 3-
svulster i immunhistokjemigruppen. Dette kan muli-
gens forklares ved at grad 1-svulster ofte inneholder
faerre tumorceller og en stgrre andel bindevev enn mer
hgygradige svulster, noe som kan resultere i mer
cellefattige utstryk som er lite egnet til immuncyto-
kjemisk undersgkelse.

Videre fant vi faerre metastaser til aksillen og
fjernmetastaser blant de som kun hadde fatt utfort
immunhistokjemi. Det kan forklares med at flere i
denne gruppen hadde sma svulster. Pasientene i denne
gruppen var ogsa yngre sammenlignet med immun-
cytokjemigruppen. Det er mulig at dette kan forklares
av klinikerens valg av utredningsmetoder for denne
pasientgruppen. Pa den annen side er det en del eldre
pasienter som ikke gjennomgar kirurgisk behandling,
og da er immuncytokjemi en velegnet metode for
hormonundersgkelser. Femti av pasientene i var studie
hadde kun fatt utfgrt immuncytokjemi, hvorav 72 %
var over 75 ar. Det kan tyde pa at pasientens alder,
sykdomsutbredelse og eventuell komorbiditet har fort
til at pasienten ikke har blitt operert eller utredet
videre for sin kreftsykdom.

Vare funn er i overensstemmelse med resultatene fra
andre studier (14-17). Feerre tilfeller ble testet for

progesteronreseptor enn gstrogenreseptor, noe som
kan forklares med at gstrogenreseptorundersgkelse
kan ha veert prioritert i de tilfellene hvor cellemate-
rialet var sparsomt. Et gjennomgdaende problem er
antall falske negative ved immuncytokjemi i forhold
til immunbhistokjemi. Det kan muligens forklares med
mengde cellemateriale tilgjengelig for immuncyto-
kjemisk undersgkelse. Sa langt vi kjenner til er det
ikke noen enighet om hvor mange celler som er
ngdvendig for a kunne gi en akseptabel vurdering nar
det gjelder hormonreseptorstatus ved immuncyto-
kjemi i brystkreft. Lundy og medarbeidere (18)
anbefaler at utstryk med faerre enn 100 kreftceller skal
betraktes som utilfredsstillende for hormonreseptor-
undersgkelse. Layfield et al (19) beskriver krav til
materialmengde for utstryk i rutinediagnostikk. Vi
anbefaler at disse kravene ogsa gjelder for cytologiske
utstryk beregnet for hormonreseptorundersgkelse.

Tap av antigenisitet kan forekomme i luftterkede
utstryk. Fiksering i formalin (20) eller umiddelbar
frysing er anbefalt for 3 unnga skade pa epitopene (21-
22). Mammografiundersgkelsens kvalitetsmanual
anbefaler rask fiksering fordi torkeartefakter kan
oppsta i lgpet av fa sekunder, men den skiller ikke pa
bruk av luftterkete og alkoholfikserte preparater (23).
Det er likevel rapportert NPV mellom 63-67 % selv nar
kreftceller fra finnalsaspirasjon ble umiddelbart
fiksert i 3,7 % formaldehyd (10). Weintraub og kol-
legaer (11) fikk hoy korrelasjon mellom immun-
cytokjemi og immunhistokjemi ved bruk av radio-
ligandbindende analyse. NPV var pa 93 % for ER-
immuncytokjemi utfert pa celler som forst hadde
ligget i Hanks lgsning med pH pa 7,4 for de ble

Tabell 3. Sammenligning av cytologi og histologi for gstrogen- og progesteronreseptor

@strogenreseptor + -
Cytologi - 169 5 174
- 20 35 55
189 40 229

Konkordans: 89,1 %, k: 0,56, sensitivitet: 89,4 %, Spesifitet 87,5 %, PPV: 97,1 %, NPV: 63,6 %

Progesteronreseptor + _
Cytologi + 108 9 117
- 30 62 92

138 71 209

Konkordans: 81,3 %, «: 0,68, sensitivitet: 78,3 %, Spesifitet 87,3 %, PPV: 92,3 %, NPV: 67,4 %
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preparert og fiksert i 10 % fosfatbufret formalin.

En annen forklaring pd hvorfor det kan oppsta falske
negative resultater ved immuncytokjemi er at svulsten
inneholder fa hormonreseptorpositive celler (mellom
10-50 %). I var studie var det ikke mulig 8 undersgke
dette pa en god mate, fordi andelen positive celler ved
immuncytokjemi i flere av tilfellene ikke var oppgitt.
Likevel fant vi at bare tre av de falske negative gstro-
genreseptortilfellene og 12 av de falske negative
progesteronreseptorpasientene var oppgitt til & ha 10-
50 % positive celler ved immunhistokjemi. Opplysning
om prosentvis andel av positive celler var imidlertid
ikke oppgitt for en rekke av tilfellene. Det ble derfor
vanskelig & undersgke hvorfor immunhistokjemi og
immuncytokjemi ikke korrelerte. Arsakene til at
prosentandelen ikke er oppgitt er ukjent, men trolig
skyldes det varierende praksis blant patologene som
tolket resultatene. Fem tilfeller viste positivitet for
gstrogenreseptor ved immuncytokjemi, mens de var
negative ved immunhistokjemisk undersgkelse.
Tilsvarende tall for progesteron var 9 tilfeller. En mulig
forklaring kan veere at cytologiprgven ikke er tatt fra
en representativ del av svulsten. En annen mulighet er
tolkningsfeil, serlig ved svak farging (24). Falsk nega-
tivimmunhistokjemi er ogsd mulig, selv om dette er
mindre sannsynlig. P4 grunn av kort tidsintervall
mellom cytologi og histologi er det liten sannsynlighet
for at tumorbiologien har endret seg. Nye retnings-
linjer fra Norsk Brystcancer Gruppe (NBCG) setter
grensen for positiv gstrogenreseptorer ved 1 % noe
som i praksis betyr at funn av noen fa positive celler
tyder pa at svulsten er gstrogenreseptor positiv (7).
Dette vil fgre til at flere pasienter vil fa antigstrogen-
behandling enn tidligere.

I en studie av Tafjord og medarbeidere (24) ble 70
immunfarginger fra 71 pasienter reevaluert og det ble
funnet overensstemmelse pa 98 % for ER og 91 % for
PR. Skar ut fra patologirapportene for reevaluering var
henholdsvis 89 % og 63 % (24). Av ulikhetene skyldes
53 % cytologifunn, 10 % histologifunn og 17 % prgve-
takingen. I 20 % av tilfellene var det ikke mulig a fa
gjort en reevaluering pa grunn av at preven ikke var
tilgjengelig eller at kvaliteten var suboptimal (24).

Vanskelighetene med lav andel celler med positiv
farging og svak intensitet av fargingen illustreres bra i
studien utfert av Rhodes og medarbeidere (25). Deres
studie inkluderte 200 laboratorier i 26 ulike land. De
fant at en av tre laboratorier ikke klarte a finne positiv
farging i tilfeller hvor gstrogenreseptorpositive svul-
ster viste lav andel positiv farging (10-50 %) (25).
Antigengjenvinning ble av Rhodes og medarbeidere
regnet som et av det viktigste trinnene nar det gjaldt
reproduserbarhet for immunhistokjemi. Studien til

Rhodes undersgkte immunhistokjemi og viste at en
reduksjon i fargeintensitet forer til en reduksjon i
andel celler bedgmt som positive (26). Dette under-
streker behovet for optimalisering av metoden og
kalibrering av tolkningen. Dette er i ogsa hey grad
gjeldende for immuncytokjemi.

Konklusjon

Vi konkluderer med at immuncytokjemisk bestem-
melse av hormonreseptorer pa finnalsaspirasjons-
utstryk er en palitelig metode i tilfeller med positiv
immunfarging. I tilfeller med negativimmunfarging,
bgr en vurdere a gjenta undersgkelsen pa vevsbiopsi.
Gode prosedyrer for alle trinn fra prgvetaking til
tolkning er en forutsetning for & unnga tilfeller med
falske negative resultater.

Hovedbudskap

Jstrogen- og progesteronreseptorstatus i brystkreft
kan undersgkes pa finnalsaspirasjonscytologiske
utstryk.

Dette kan vaere til stor nytte for pasienter som ikke
skal gjennomga kirurgisk behandling.

Ved negative resultat for hormonreseptorer ber en
vurdere a gjenta undersgkelsen pad operasjonspre-
paratet.

Takk
Takk til Avdeling for patologi og medisinsk genetikk, St
Olavs Hospital for utldn av materiale til studien.
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