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Ki-67 och cyklin A—prognostiska
faktorer vid brostcancer

Dags att inféra proliferationsmarkarer i klinisk rutin
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I Sverige drabbas cirka 7 000 patienter arligen av bréstcancer,
vilket motsvarar 15-20 kvinnor varje dag. Tack vare inféran-
det av mammografiscreeningen, 6kad medvetenhet om sjuk-
domen hos allmé&nheten och effektiva tilldggsbehandlingar
som stralbehandling, antikroppsbaserad behandling, cyto-
statika och antihormonell terapi har dédligheten reducerats
avsevart. Trots detta dor cirka 1500 kvinnor av sin brostcan-
cervarjear.

For att avgora vilka kvinnor som har nytta av adjuvant be-
handling anvander man sig av prognostiska faktorer. En pro-
gnostisk faktor ger information om risken for aterfall utan
tillaggsbehandling. Med hjalp av dessa faktorer skiljs patien-
ter med hogre risk for aterfall fran dem med lag risk, dar adju-
vant behandling kan begrénsas. Behovet av béttre prognostis-
kafaktorer ar i dag stort. Annu storre ar emellertid behovet av
behandlingspredikativa markdrer, framfér allt i den lymf-
kortelnegativa gruppen dar éverbehandling med cytostatika
&r mest markant.

Inférandet av proliferationsmarkdrer som prognostiska fak-
torer vid val av adjuvant behandling har varit foremal for dis-
kussion bade nationellt och internationellt under senare ar. En
nyhet ar att bade 2009 ars konsensuskonferens i S:t Gallen och
Svenska bréstcancergruppen (SweBCG) anser att prolifera-
tionsmarkorerna Ki-67 och cyklin A &r prognostiska faktorer
vid brostcancer. De faktorer som idag ar internationellt etable-
rade och som rekommenderas i riktlinjerna fran St:Gallen ar
alder, tumorstorlek, axillart lymfkortelstatus, progesteron
(PgR) och 6strogenreceptorer (ER), histologisk grad (NHG) en-
ligt Nottingham, human epidermal growth factor receptor 2
(HER?2), Ki-67 och kérlinvaxt (Fakta 1) [1]. De svenska rekom-
mendationernaar i linje med dem fran S:tGallen.
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Proliferation

Hos friska celler ar celldelningen noggrant reglerad och bestar
av flerafaser. I den forsta fasen (G,) véxer cellen och blir storre.
Nar den natt en viss storlek gar den in i nasta fas, DNA-syntes-
fasen (S-fasen). Har fordubblas arvsmassan (DNA-replikation)
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mfaktal
Prognostiska faktorer enligt = ER
riktlinjer fran S:t Gallen * NHG
- Alder * HER2
e Tumdrstorlek * Ki-67
* Axillart lymfkortelstatus o Kérlinvaxt

* PgR

sd att en kopia bildas av varje kromosom. Under nasta fas (G,)
kontrollerar cellen att DNA-replikationen har utforts felfritt
och férbereder sig for delning. Kromosomerna separeras i mi-
tosfasen (M), och cellen delar sig sedan i tva dotterceller. Ge-
nom denna mekanism far dottercellerna exakt samma kromo-
somuppsattning som modercellen. Efter delningen &r cellerna
tillbaka i G,-fasen och cellcykeln ar fullbordad.

Om cellcykelns normala regleringsmekanismer sétts ur
spel kan deti mangafall ge upphov till cancer. Att kunnabedo-
ma tumorers proliferationshastighet har darfor kommit att
spela en alltmer central roll vid bedémningen av vilka tumo-
rer som har nytta av olika tillaggsbehandlingar, till exempel
cytostatika. Ki-67 och cyklin A &r proteiner som uttrycks i oli-
kafaser av cellcykeln. Ki-67 uttrycksiallatillvaxtceller under
senaG,-, S-, M- och G,-fasernaav cellcykeln, medancelleri G,
(vilofasen) saknar Ki-67-antigen.

Cykliner binder till cyklinberoende kinas (cyclin dependent
kinase, CDK). Tillsammans driver CDK-molekyler och cykli-
ner cellen fran den ena fasen i cellcykeln till nasta. Cyklin A
bildar komplex med CDK2 och &r aktivtiS-fasen. Cyklin B bil-
dar komplex med CDK1och ar aktivtifaserna G,—M. Cyklin E
bildar komplex med CDK2 och finns framfor allt i sen G1-fas
eller tidig S-fas.

Proliferation som prognostisk faktor vid brostcancer

Proliferationsaktiviteten i en brostcancertumdér kan métas

med flera olika metoder:

e flodescytometri (undersokning av den procentuella ande-
len celler i S-fasen)

|
msammanfattat

Brostcancer ar idag den van-
ligaste cancerformen hos
kvinnor.
Proliferationsmarkdérer har i
flera studier visat sig ha bade
ett prognostiskt och ett pre-
diktivt varde vid val av
cytostatika.

Bade Svenska brostcancer-
gruppen (SweBCG) och kon-
sensuskonferensen i S:t Gal-
len anser att en prolifera-

tionsmarkor ska ligga till
grund for val av adjuvant
behandling efter bréstcan-
ceroperation.

Cyklin A och Ki-67 har i
vetenskapliga studier visat
sig ha ett prognostisk varde,
hdg reproducerbarhet och
definierade beslutsgranser
som skiljer hog proliferation
fran 1ag.
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mfakta 2
Proliferationsmarkorer e Ki-67
* S-fas e CyklinA

e MI (mitotiskt index) * (Genexpressionsanalys)
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e mitosaktivitet (manuell rédkning i mikroskop av antalet
mitoser)

e immunhistokemisk fargning (IHC-fargning) (Figur 1) med
hjalp av antikroppar riktade mot proteiner som ar aktiva
under olika delar av cellcykeln (Ki-67, cyklin A) (Fakta 2).

Den prognostiska betydelsen av de olika proliferationsmarko-
rerna har undersokts i ett flertal studier av brostcancer. Sam-
manfattningsvis kan man konstatera att samtliga faktorer har
visat sig ha en prognostisk betydelse for bade total dverlevnad
och metastasfri dverlevnad hos patienterna [2-6]. Studiernas
svagheter har varit brister vid standardiseringen av metodolo-
gi, vid valet av antikropp samt vid avlédsning och bedémning.
Studierna har ocksa varit sma och haft oklara brytpunkter
(cut-off, det varde som bast separerade en hogriskgrupp franen
lagriskgrupp).

Vid 2009 ars konsensuskonferens i S:t Gallen diskuterades
aterigen proliferationsmarkorernas roll som prognostiska fak-
torer vid brostcancer. Diskussionen resulterade i att Ki-67 nu
anses vara en prognostisk faktor och att Ki-67-vardet rekom-
menderas ligga till grund fér bedémningen av vilka brostcan-
cerpatienter som har nytta av adjuvant behandling [1]. Denna
rekommendation &r i linje med rekommendationerna fran
Svenska brostcancergruppen, dar bade Ki-67 och cyklin A be-
déms kunnaanvandas vid val av adjuvant behandling. Pa sena-
re ar har intresset for sa kallade genexpressionsanalyser av
brostcancertumorer 6kat markant. Sammanfattningsvis visar
resultaten fran dessa retrospektiva studier att de gener som ko-
dar for proliferation spelar en avgorande roll for patientens
prognos. Speciellt viktigt verkar detta vara for tumorer som ar
ER-positiva. Resultaten ar lovande, men fler studier behévs [7, 8].

Proliferation som prediktiv faktor vid brostcancer

Proliferationsmarkérer (S-fas och Ki-67) som prediktiva fak-
torer har studerats framfor allt vid metastatisk sjukdom och
vid neoadjuvant behandling. I ett flertal studier har man sett

»P& senare ar har intresset for sa kallade
genexpressionsanalyser pa brostcancer-
tumdrer 6kat markant... Resultaten ar
lovande, men det behdvs fler studier.«
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ett signifikant forbattrat behandlingssvar pa antracyklinba-
serad kemoterapi riktad mot tumdrer med hog proliferation
[9, 10]. Oncotype DX &r en genexpressionsanalys med multi-
parametrar som i flerastudier visat sig ha ett prediktivt varde
hos patienter med kortelnegativ eller hormonreceptorpositiv
brostcancer och som behandlas med tamoxifen. Utifran test-
resultatet kan man avgoravilka patienter som har nyttaav cy-
tostatikatillagg [11]. Genexpressionsanalyser har &ven stude-
rats i den neoadjuvanta situationen. Resultaten talar for att
patienter med hoga testresultat har mest gladje av neoadju-
vant kemoterapi [12].

Svenska erfarenheter av Ki-67 och cyklin A

Ki-67. Den prognostiska betydelsen av Ki-67 har studerats i
ett flertal retrospektiva studier bade internationellt och na-
tionellt. Ar 2007 publicerades en dversiktsartikel av Azambu-
jaetal [3]. Resultaten av deras metaanalysvisar att Ki-67 &ren
prognostisk faktor for bade lymfkortelpositiva och lymfkor-
telnegativa patienter. Ki-67 har dven analyserats pa ett mate-
rial frdn Lund dar totalt 200 premenopausala patienter med
lymfkortelnegativ brostcancer studerades. Majoriteten av
dessa patienter fick aldrig ndgon adjuvant systembehandling.
Resultaten fran denna studie visar att ER-positiva patienter
och patienter med NHG I1-tumérer kan delas upp i tva under-
grupper, lagt respektive hogt Ki-67. Det fanns en signifikant
skillnad avseende MFS (metastasis-free survival, pa svenska
sjukdomsfri dverlevnad) mellan de tva grupperna [13]. | majo-
riteten av de studier som undersokt Ki-67:s prognostiska var-
de har valet av antikropp, metodologi och brytpunkt varierat.
Samma avsaknad av éverensstammelse finns &ven vid de pa-
tologkliniker i landet dar Ki-67 i dag anvands rutinmassigt.

Ar 2007 publicerades ett arbete dar syftet var att forsoka
hitta den mest optimala brytpunkten for Ki-67 (och cyklin A).
Totalt undersoktes 570 patienter med lymfkortelnegativ
brostcancer (T1-4N0-1MO) péa vavnadsmikromatris (tissue
microarray, TMA) (Fakta 3). Sammanfattningsvis visade re-
sultaten att den mest optimala brytpunkten for Ki-67:s med-
elvarde lag pa 15 procent (RR=2,8, 95 procents Cl:1,4-5,5)
och for hot spot-omradet 22 procent (RR=2,9, 95 procents
Cl:1,5-5,6) [14].

For nagraar sedan utfordes dven en undersékning av repro-
ducerbarheten i Sverige. Elva fall skickades pa TMA till 21 av-
delningar. Inga direktiv gavs, utan de skulle géra egen infarg-
ning och beddmning. N&r det géllde forbehandling och anti-
kroppsspadning var variationen stor mellan avdelningarna.
Samstammigheten var béttre nar det gallde val av antikropp

|
mfakta 3

Véavnadsmikromatris (TMA) = Kostnads- och tidsbespa-

e 0,6—2 mm biopsier rande
« Tillater bedomning av flera  * RNA-, DNA- och protein-
tumorer samtidigt niva

TMA-klossar
och glas.
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TABELL I. For- och nackdelar med olika satt att méata proliferation.

Fordelar
Manga cellkarnor raknas,
vilket ger god statistisk sékerhet

S-fas

MI (NHG) Anvéands rutinméssigt vid Elston-gradering

Gors pa paraffininbaddat material
Ki-67 IHC-fargning pa paraffininbaddat material
God reproducerbarhet
Kan bedomas i finnalsaspirat
IHC-fargning pa paraffininbdddat material
God reproducerbarhet [16].
Kan bedomas i finnalsaspirat

Cyklin A

»Cyklin A och Ki-67 har i vetenskapliga
studier visat sig ha ett prognostisk
varde, hog reproducerbarhet och
definierade brytpunkter som skiljer
hog proliferation fran lag.«

och om fargmaskin anvénts eller inte. Beddmningen variera-
de ocksa: hot spot eller inte, antal synfalt, val av beslutsgrans
och séttet att svara (i exakta procenttal eller i 3-5 grupper).
For att kunna jamfora resultaten av de utskickade proven
rangordnades de inom varje avdelning. Trots variationerna
visade resultaten en god dverensstammelse med medelkap-
pa=0,70 [Fernd M; opublicerade data].

Cyklin A. Liksom Ki-67 har cyklin Ai ett flertal studier visat
sig ha ett prognostiskt varde vid analys av bréstcancertumo-
rer. Majoriteten av dessa studier har dock varit sma, och pati-
entmaterialen har varit heterogena pa sa satt att lymfkortel-
positiva och lymfkdrtelnegativa patienter har blandats. En
del patienter hade ocksa fatt adjuvant systembehandling med
cytostatika.

For att narmare undersoka cyklin A:s prognostiska roll vid
lymfkortelnegativ brostcancer designade vi en fall-kontroll-
studie. Fallen géllde kvinnor som détt i bréstcancer, och kon-
trollerna var kvinnor som var friska fran sin bréstcancer vid
den aktuella tidpunkten. Totalt inkluderades 190 fall och 190
kontroller fran Uppsala—Orebroregionen. Alla patienter hade
tumorer <5cm (T1-2), allasaknade lymfkortelmetastaser och
ingen hade fatt adjuvant cytostatikabehandling.

Resultaten visar en statistiskt signifikant korrelation mel-
lan cyklin A, Ki-67 och déd i bréstcancer (oddskvoter, OR):

e Cyklin A—medel-OR=2,7 (95 procents Cl : 1,7-4,3)

e Cyklin A—hot spot-OR=3,4 (95 procents Cl :2,1-5,5)
* Ki-67—medel-OR=1,9 (95 procents Cl :1,2-3,1)

* Ki-67—hot spot-OR=1,7 (95 procents Cl : 1,1-2,7)

Slutsatsen fran denna studie dr att cyklin A aren minst lika bra
prognostisk faktor som Ki-67 i denna grupp av patienter [15].
Reproducerbarheten och bestamning av den mest optimala
brytpunkten for TMA har ocksa undersokts av flera oberoen-
de beddmare. Reproducerbarheten var bra, med kappavarden
mellan 0,71 (hot spot-omrade) och 0,87 (medelvarde) [16], och
med den mest optimala brytpunkten for cyklin A pa den 70:e
percentilen. Detta motsvarar ett medelvarde pa 8 procent
(RR=2,4; 95 procents Cl:1,2-4,9) och ett hot spotvarde pa 11
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Nackdelar

Kréver farskt material

Tillblandning av benigna celler och kérndébris
Mattlig reproducerbarhet [18]

Kréaver van patolog

Mattlig reproducerbarhet [19]

Kan ej bedémas i finnalsaspirat

Avsaknad av internationellt accepterad brytpunkt

Avsaknad av internationellt accepterad brytpunkt

procent (RR=2,6; 95 procents Cl:1,3-5,1) [15]. Dessa bryt-
punkter ar i linje med tidigare publicerade resultat dar man
bland annat anvant sig av medelvardet, medianvérdet eller
det varde som motsvarar NHG 111 [4, 17].

Analys och beddémning av Ki-67 och cyklin A

Vid inférandet av nya metoder och vid bedémning av redan

etablerade ar det av storsta vikt ur kvalitetssynpunkt att ana-

lyserna och bedomningarna utfors likartat. Nedan foljer nag-
rarekommendationer:

e IHC-fargningsmetod pa formalinfixerat och paraffin-
inbaddat material.

e Standardisering avseende val av priméar antikropp, fixe-
ringstid, val av buffertldsning och hur beddmningen ska go-
rasenligt rekommendationer fran KVAST-gruppen (Svensk
forening for patologi).

= Minst 200 tumérceller inom ett definierat hot spot-omréade
skaréknas.

» Regelbundna reproducerbarhetsundersékningar.

Slutsatser

Proliferationsmarkérer vid bréstcancer har visat sig ha ett
prognostiskt varde vid bade lymfkortelnegativ och lymfkortel-
positiv sjukdom. Vid 2009 ars konsensuskonferens i S:t Gallen
beslot man att en proliferationsmarkor ska ligga till grund for
bedémningen av vilka bréstcancerpatienter som har nytta av
adjuvant behandling. Flera studier talar dven for att prolifera-
tion har ett prediktivt vérde vid val av cytostatika.

Cyklin A och Ki-67 har i vetenskapliga studier visat sig ha
ett prognostiskt varde, hég reproducerbarhet och definierade
brytpunkter som skiljer hdg proliferation fran 1ag. Detta sam-
mantaget med de metodologiska och bedémningsmaéssiga for-
delarna gor att proliferationsmarkdrer nu rekommenderas av
Svenska brostcancergruppen som prognostiska faktorer vid
brostcancer.

m Potentiella bindningar eller javsférhallanden: Inga uppgivna.
m Overlékare Dorthe Grabau, avdelningen for klinisk patologi, Lunds
universitetsjukhus, har medverkat med kommentarer i samband med

manusskrivandet.

B Medlemmarna i Cancerfondens planeringsgrupp har medverkat i
diskussioner i samband med initiativtagandet till artikeln.

Kommentera denna artikel pa Lakartidningen.se
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