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I. Provtagningsanvisning

· Lymfomdiagnostik bör baseras på  knivbiopsimaterial från tumörengagerad vävnad.

· Diagnosen baseras i första hand på histologisk och immunologisk (immunhistokemisk, flödescytometrisk och i sällsynta fall immuncytokemisk) undersökning. I vissa fall krävs även molekylärgenetisk analys för att komma till rätt diagnos.

· Materialet kan härröra från lymfkörtel, mjälte, tonsill, benmärg och annan vävnad. 

· I de fall en punktionscytologisk undersökning givit misstanke om lymfom bör knivbiopsin omfatta den lymfkörtel eller motsvarande som befunnits vara patologisk. 

· I första hand från excideras förstorade lymfkörtlar på hals eller i axill. I andra hand tages inguinala körtlar.

· Endast i de fall lymfomengagemang misstänks på svåråtkomliga lokaler (t ex retroperitoneum eller buk) kan nålbiopsi bli aktuell - dock med risk för försämrad morfologi och större osäkerhet i diagnostiken.

· I speciella situationer när kirurgisk biopsi är kontraindicerad eller  mellannålsbiopsi omöjlig att genomföra, kan diagnosen baseras på punktionscytologiskt material. Om diagnostiken baseras på punktionscytologi görs 2-3 lufttorkade utstryk och 2-3 spritfixerade utstryk för morfologisk bedömning. Beträffande spritfixerade utstryk är det av största vikt att fixeringen sker omedelbart (tiondels sekunder) efter utstryket för att undvika lufttorkningsartefakter. Därjämte görs encellsuspension (material från ett antal punktioner sprutas ned i ett EDTA-rör innehållande ca 1 ml buffrad koksaltlösning) för flödescytometrisk och/eller immuncytokemisk analys.

· Det är av synnerlig vikt att en ordentligt förstorad lymfkörtel extirperas.  Ju större materialet är desto större blir möjligheten att komma till en konklusiv diagnos redan vid första undersökningen.

· Exciderade lymfkörtlar ska tas ut i helt tillstånd (dvs de får inte delas) och ska hanteras varsamt. 

· Om materialet kan transporteras till patologiavdelningen inom loppet av några timmar läggs materialet i steril fysiologisk koksaltlösning. Provet bör nå laboratoriet så snart som möjligt, helst samma dag, och senast påföljande morgon.

· Mellannålsbiopsier och små gastrointestinala biopsier hanteras med försiktighet och placeras lämpligen i rör (cave! gasväv) helt fyllt med koksaltlösning. 

· Om biopsimaterialet inte kan nå laboratoriet senast påföljande morgon måste materialet läggas i neutral buffrad 10 % formalinlösning [om lymfkörteln är minst 1 cm delas den först och 2 luftfixerade respektive 2 spritfixerade  imprints görs av  snittytan].

II.   Anamnestisk remissinformation

1. Relevanta tidigare PAD/CD, hematologiska laboratoriefynd, tidigare sjukdomar, ssk infektionanamnes, statusfynd, kliniska sjukdomstecken, medicinering.

2. Klinisk bedömning/diagnos.

3. Typ av provtagning och lokal.

4. Eventuella preparatmärkningar.

5. Vad som sänts in.

III.  Utskärningsanvisningar

· Notera materialets omfattning - storlek och form. 

· Tumörvävnad/ körtel delas och imprintpreparat görs från färsk snittyta 

· Relevant material fördelas för:

1. morfologisk undersökning – obs! att vävnadsstycken tjockare en 3 millimeter blir dåligt fixerade då de läggs över natt i neutral buffrad 10 % formalinlösning.

2. eventuell flödescytometri 

3. nedfrysning och ev.  molekylärgenetisk analys

· Ofixerad mjälte med primär lymfomfrågeställning snittas upp i tunna (0.5-1 cm) skivor innan fixering. Synliga härdformiga förändringar och representativa bitar skärs ut och fixeras separat och hanteras enl. ovan. 

· Lymfomsuspekta förändringar i andra organ bör skäras ut och fixeras separat. 

· I  många fall av hud- och gastrointestinala lymfom krävs förnyad biopsitagning. Nytt material insänds då i färskt tillstånd för  kompletterande immunologiska och molekylärgenetiska analyser.

IV.  Analyser

· Snittjocklek är normalt 2-3 \SYMBOL 109 \f "Symbol". 

· Paraffinbäddat material färgas med htx-eosin och Giemsa samt retikelfärgning.

· Cytologiskt material färgas enligt May-Grünwald-Giemsa (lufttorkade utstryk) respektive htx-eosin eller Papanicolau (spritfixerade utstryk). 

· De diagnostiska kriterierna enligt WHO-klassifikationen baseras på histomorfologiska kriterier i kombination med immunfenotypningsresultat. I vissa fall krävs även molekylärgenetisk analys för att komma till rätt diagnos. Den kliniska bilden ger i vissa fall tilläggsinformation.

· I flertalet fall ger flödescytometrisk analys av antigenuttryck och immunhistokemisk färgning av snittat material ekvivalenta resultat och ger upplysning om en tumörs cellinjetillhörighet och uttryck av diagnosspecifika fenotypkarakteristika. B-cellsklonalitet avgörs oftast bättre genom flödescytometrisk än immunhistokemisk färgning för kappa och lambda

· Oavsett om den  immunologiska typningen sker med flödescytometer eller immunfärgning ska resultatet tolkas med kännedom om den morfologiska bilden.

· Immunhistokemisk färgning av snitt med följande antikroppspanel, kan  i kombination med morfologi, identifiera flertalet (> 85 %) typer av maligna lymfom: CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD10, CD15, CD79a el 20, CD23, CD30, CD56, CD138, (, (, bcl-2, bcl-6, ALK1, MUM1 och  MIB-1.

· Om analysen utförs med flödescytometer rekommenderas minst trefärgsanalys med följande kombinationer \SYMBOL 107 \f "Symbol"/\SYMBOL 108 \f "Symbol"/CD19, CD5/10/20, CD19/5/23 och CD3/4/8.

· Vid misstänkt HCL rekommenderas tillägg av CD103, CD123, CD11c och CD25 alt. DB44 

· Vid misstänkt LGLL rekommenderas tillägg av CD56/57/16 (paraffin och flöde).

· Vid misstänkt mantelcellslymfom rekommenderas tillägg av cyklinD1-antikropp alternativt interfas-FISH med split prob för t(11.14).

· Ki-67-färgning (MIB1) rekommenderas för att skilja mellan lågproliferativt/indolent och högproliferativt/aggressivt lymfom.

· För avgränsning av Burkitts lymfom mot övriga högmaligna B-cellslymfom rekommenderas Ki-67, CD10, bcl-2, bcl-6 och tillägg av interfas-FISH med c-myc split prob (imprint, paraffin).

· Vid misstänkt prekursorlymfoblastlymfom rekommenderas CD34 och TdT (flöde/paraffin).

· Bcl-2-färgning av snittpreparat kan i vissa situationer vara av värde för att skilja mellan follikulärt lymfom och follikulär hyperplasi, liksom interfas-FISH för t(14:18) (imprint, paraffin).

· För att avgränsa Hodgkinlymfom från andra typer av malignt lymfom och reaktiva tillstånd kan följande antikroppspanel vara till hjälp: CD3, CD15, CD20, CD30, CD45, CD79a, Oct-1, Bob-2 EMA, (, (, ALK-1 och fascin.

· Misstanke på myelosarkom eller AML-engagemang bör föranleda färgning för myeloperoxidas och vid behov CD34, lysozym och CD68 (PGM-1). Ev. görs färgning för kloracetatesteras.
· Mastocytosmisstanke bör föranleda färgning för tryptas, CD117, CD68 (KP-1), CD2 och CD25.
· Retikelcellssarkom/histiocytärt sarkom av olika typ kräver särskilda paneler.
· I övrigt hänvisas till WHO-boken eller KVAST-gruppens lathund för fenotypiska och genotypiska särdrag för enskilda lymfomentiteter.
V.   Information i remissens svarsdel

A. Makroskopiska fynd

Materialets storlek anges och beskrivs och särskilda makroskopiska fynd noteras.

B. Mikroskopiutlåtande

· Lesionens mikroskopiska struktur beskrivs: cellstorlek, förekommande celltyper, cellmorfologi, diffust/nodulärt/follikulärt växtmönster, förekomst av fibros och nekros, kärlförekomst.

· Om materialets kvalitet eller mängd inte tillåter en diagnos enl. WHO anges om ett B- eller T-cellslymfom respektive indolent resp. aggressivt lymfom föreligger med särskilt hänsynstagande till proliferationsgrad (Ki67 %).

· Vid indolent lymfom bedöms om tecken till transformation finns.

· Vid aggressivt lymfom bedöms om en lågmalign komponent föreligger och om den högproliferativa komponenten i så fall utgör en transformation. 

VI. Rekommendation för utformning av diagnostext

Tumörtyp anges enligt WHO-klassifikationen (IARCC 2001). I bifogade lathund ges kortfattade karakteristika för de olika entiteterna. Tumörcellernas fenotyp anges i svaret liksom proliferationsgrad (Ki67 %) och resultat av FISH-undersökning/molekylärgenetisk undersökning.
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VIII.
Administrativt

SNOMED-koder för registrering av akuta leukemier: se KVAST-gruppens bilaga ’WHO-klassifikationen för Tumörer i hematopoetisk och lymfatisk vävnad: Sammanfattning av diagnoskriterier – Maligna lymfom’

IX.  
Övrigt

KVAST-gruppen för hematopatologi har följande medlemmar:

Mats Ehinger, sammankallande, Patologisk/Cytologisk klinik, Lunds Universitetssjukhus, 22185 Lund 

e-post mats.ehinger@skane.se 

Tfn 046-173500, fax 046-143307

Rose-Marie Amini, Avd. för Patologi, Radiumhemmet, Karolinska Universitetssjukhuset, Solna, 171 76 Stockholm 

e-post rose-marie.amini@karolinska.se
Tfn 08-51774518, fax 08-51775843, mobil 070-4951557
Pawel Burian, Capio Diagnostik AB, Klinisk Patologi/Cytologi, Kärnsjukhuset, 54185 Skövde

e-post pawel.burian@capio.se
Tfn 0500-431186

Birger Christensson, Avdelningen för patologi, F46, Institutionen för laboratoriemedicin, Karolinska Universitetssjukhuset, Huddinge, 18146 Stockholm

e-post birger.christensson@ki.se
Tfn 08-585 878 43, mobil 070-484 52 40

Michael Dictor, Patologisk/Cytologisk klinik, Lunds Universitetssjukhus, 22185 Lund

e-post michael.dictor@pat.lu.se 

Tfn 046-173408

Ulrika Hansson, Avd för Klinisk patologi och cytologi, Gula stråket 8, Sahlgrenska Universitetssjukhuset, 413 45 Göteborg

E-post ulrika.kr.hansson@vgregion.se

Tfn 031-3421502, mobil 073-9437204

Magnus Hultdin, Klinisk patologi/cytologi, Norrlands universitetssjukhus, 90185 Umeå

e-post magnus.hultdin@vll.se
Tfn 090-7852889

Anna Porwit, Avd. för Patologi, Radiumhemmet, Karolinska Universitetssjukhuset, Solna, 171 76 Stockholm 

e-post anna.porwit@karolinska.se
Tfn 08-51774518, fax 08-51775843, mobil 070-4951557
Birgitta Sander, Avdelningen för patologi, F46, Institutionen för laboratoriemedicin, Karolinska Universitetssjukhuset, Huddinge, SE 18146 Stockholm

e-post birgitta.sander@ki.se
Tfn 08-58581044, mobil 073-699 42 68

Christer Sundström, Klinisk patologi och cytologi, Akademiska sjukhuset, 75185 Uppsala

e-post christer.sundstrom@akademiska.se
Tfn 018-6113806, mobil 070-7182328, fax 018-6112665

Åke Öst, Aleris Medilab, Box 1550, 18315 Täby

e-post ake.ost@medilab.se
Tfn 08-792 93 34, mobil 0733-92 93 34

X. 
Appendix

Om färskt material sänds till avdelningen bör, där möjlighet finns, efter utförd immunfenotypning material sparas för framtida behov. Biopsibitar för nedfrysning placeras då lämpligen på små korkbitar med klister (exv. Histocare Lab) varefter materialet snabbfryses i isopentan-torris-blandning. Bitarna placeras därefter i ellermanrör med fryst droppe koksaltlösning i botten och förvaras i -70o. 

Om immunfenotypning utförts med flödescytometer på cellsuspension bör överblivna celler nedfrysas i frysmedium (20 % DMSO, 25 % fetalt kalvserum och  55 % odlingsmedium). I varje ampull som nedfryses bör cellkoncentrationen ligga mellan 10-100 x 106 celler/ml. Nedfrysning kan ske maskinellt med 1o C/minut eller manuellt genom att först frysas i -70o-box under 1 timme, varefter ampullen flyttas till tank  med flytande kväve.
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