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II. Omfattning 

Detta KVAST-dokument omfattar all provtagning (cytologi, biopsi, resektat) för tumörer i lunga och luftvägar, samt till stor del provtagning från suspekt lungcancermetastas utanför lungan. Under flera avsnitt finns dels allmän information och riktlinjer för all provtagning, dels därefter specifikt för cytologi, biopsi respektive resektat. För vidare anvisningar gällande diagnostik av icke-epiteliala tumörer, metastaser från andra organ och pleurala förändringar hänvisas även till respektive KVAST-dokument för dessa tumörformer/områden. 

Den femte utgåvan av WHO-klassifikationen av tumörer i thorax från 2021 samt första utgåvan av WHO-klassifikationen för thoraxcytologi från 2022 ligger till grund för klassifikation och kodning etc. Vidare har KVAST-gruppen, i syfte att utnyttja ett redan utfört omfattande kvalitetsarbete inkl. vetenskaplig granskning, valt att titta på hur motsvarande amerikanska (College of American Pathologists; CAP) och engelska (Royal College of Pathologists; RCPath) grupper utformat sina dokument. 


III. Klinisk bakgrundsinformation  

Nära 5000 nya fall av cancer utgående från luftvägar och lunga diagnostiseras per år i Sverige, vilket gör gruppen till den femte vanligaste. Rökning är dominerande etiologi och orsakar 80-90% av lungcancerfallen. Prognosen vid lungcancer är dålig, med en förväntad 5-årsöverlevnad efter diagnos på ca 25-30%, och lungcancer är den vanligaste orsaken till cancerrelaterad död både i Sverige och i världen. Kirurgiskt behandlade patienter har bättre prognos, men även för patienter med mycket begränsad sjukdom (stadium I) ses en 5-årsöverlevnad på 70-80% efter operation. Endast ca 20-25% av patienter med lungcancer genomgår emellertid operation, där spridd sjukdom är vanligaste skäl till att kirurgi inte är aktuellt. För en betydande del av lungcancerpatienterna baseras den morfologiska diagnostiken därför på biopsi och/eller cytologi. 

Utredning vid misstänkt lungcancer innefattar bland annat anamnes, kliniskt status, blodprovsanalys, radiologisk undersökning (i första hand CT), positronemissionstomografi (PET) och lungfunktionsundersökning (i första hand spirometri). Morfologisk diagnos eftersträvas alltid, och kan erhållas genom bronkoskopi, transthorakal punktion, öppen eller videoassisterad (VATS) kirurgisk biopsi eller resektion samt diverse andra provtagningsmöjligheter vid förekomst av metastas i annat organ. Vid bronkoskopi kan utöver vanlig tångbiopsi, cytologisk bronkborste och bronksköljvätska mm även kryobiopsi, biopsi med elektromagnetisk navigation (SuperDimension) eller radiellt ultraljud samt ultraljudsledd finnålspunktion av lymfkörtlar eller tumör (EBUS, eller via esofagus, EUS) utföras. EBUS har, i enlighet med internationella riktlinjer, på en del kliniker i princip helt ersatt mediastinoskopi i den preoperativa utredningen av lymfkörtlar, men hur mycket EBUS används varierar mycket över landet. 

I behandlingsarsenalen ingår utöver kirurgi även radioterapi (konventionell, typiskt som tillägg till annan behandling, eller stereotaktisk), kemoterapi, immunmodulerande terapi och medicinsk målriktad terapi. För flera läkemedel föreligger en varierande effekt och/eller biverkningsprofil mellan olika histologiska typer, vilket ställer stort krav på histologisk typning. Målriktad terapi innefattande tyrosinkinashämmare (TKI) vid aktiverande mutationer eller fusioner, samt immunmodulerande läkemedel som PD-1/PD-L1-hämmare, har medfört att prediktiv molekylärpatologisk analys har fått stor betydelse vid de vanligaste typerna av lungcancer. Samtidigt som det är viktigt att säkerställa histologisk typ och ursprung, där immunhistokemiska färgningar ofta är nödvändiga, är det alltså viktigt att spara material för molekylärpatologisk analys. 


IV. Patologins roll i den diagnostiska processen

Målet med den morfologiska diagnostiken är att fastställa om neoplastisk sjukdom föreligger och i så fall tumörens histologiska typ och ursprung samt förekomst av behandlingsprediktiva förändringar, i syfte att vägleda behandling och prognosbedömning. För fall aktuella för operation ingår utöver preoperativ provtagning från tumören även undersökning av mediastinala lymfkörtlar. Peroperativt kan det vara aktuellt med fryssnitt från tumören för att bekräfta malignitet eller för undersökning av utbredning eller radikalitet.

Vid utredning av misstänkt lungcancer finns ett stort antal differentialdiagnoser. Att skilja epitelial primär malignitet i lunga från icke-epitelial malignitet, metastas eller reaktiva förändringar (fr.a. inflammatoriska och infektiösa tillstånd) kan vara mycket svårt, ibland omöjligt, på biopsi/cytologi. God anamnestisk information på remissen och multidisciplinärt arbetssätt är viktigt. Tilläggsanalyser har i de flesta fall inget värde för att skilja reaktiva förändringar från högt differentierad cancer vid prover från bronk/lunga (erfarenhetsmässigt kan FISH för ploidiundersökning (UroVysion) eller NGS vara av nytta, men fr.a. utesluter inte negativt fynd malignitet). Förnyad provtagning bör alltid övervägas i oklara fall. Vidare krävs immunhistokemiska analyser av hög kvalitet då stor vikt läggs vid dessa i diagnostiken. Det finns ett stort antal faktorer som påverkar utfallet av immunhistokemiska färgningar och kan leda till falska resultat. Ansvaret för validering av färgningar och andra analyser ligger på den enskilda patologavdelningen. 

För skivepitelcancer och neuroendokrina tumörer i lunga är möjligheten att bedöma ursprung begränsad, även vid resektat, eftersom morfologi och immunhistokemisk profil ofta inte är vägledande (se dock vidare under avsnitt X Analyser). Att bedöma om en tumör är ny/synkron eller recidiv/intrapulmonell metastas kan också vara mycket svårt; morfologi, immunhistokemi och molekylär analys kan idealt ge vägledning och multidisciplinär bedömning rekommenderas. 

I normalfallet diagnostiseras ett prov av en patolog. Behovet av intern och/eller extern konsultation avgörs av ansvarig diagnostiker. Förnyad granskning av relevanta preparat bör ske inför multidisciplinär konferens (MDK). Eftergranskning kan också begäras av behandlande läkare inför ställningstagandet till slutgiltig behandling om 1) PAD-svaret saknar fullständiga uppgifter som krävs för ställningstagande till behandling, 2) fallet primärt diagnostiserats av en patolog som inte har thoraxpatologisk eller cytologisk inriktning, eller 3) patienten eller behandlande läkare önskar en ”second opinion”. 


V. Aktuella provtyper

De vanligaste provtyperna vid lungtumörer framgår nedan (för provtagning från pleura, se KVAST-dokument Pleura). 

Cytologi: Bronkborste, bronksköljvätska, sugkateter, ultraljudsledd finnålspunktion vid skopi (EBUS/EUS), transthorakal finnålspunktion, sputum. 

Biopsi: Bronkbiopsi (tång- eller kryobiopsi), transthorakal mellannålsbiopsi. 

Resektat: Kilexcision, segmentresektion, lobektomi, bilobektomi, pulmektomi. 


VI. Anvisningar för provtagarens hantering av prover 

Oavsett typ av prov (biopsi/cytologi/resektat) ska provmaterialet hanteras på så sätt att både immunhistokemisk färgning och molekylärpatologisk analys kan utföras. 

Då provmaterialet ofta är begränsat vid utredning av lungcancer rekommenderas ett nära samarbete mellan remitterande kliniker och patologavdelningen för att upparbeta lokalt fungerande rutiner för provtagning/provhantering och för att öka andelen fall med tillräckligt utbyte för diagnostik/klassifikation inkl. erforderliga tilläggsanalyser. Åtgärder som kan underlätta för förbättrad provkvalitet inkluderar systematisk återkoppling till lungläkare eller radiolog som utför provtagning genom att patolog regelmässigt beskriver provets sammansättning, representativitet och kvalitet i PAD-svaret samt att kopia av PAD-svar sänds till radiolog som utför nålbiopsi. Ett alternativ är makrofotografering (biopsier) eller inscanning av prov (biopsier eller cytologi) som provtagare sedan får ta del av. Ytterligare ett sätt är s.k. rapid on-site evaluation (ROSE) där provtagaren själv eller patolog/cytodiagnostiker (på plats eller via länk) i samband med provtagningen bedömer utbytet, alikvoterar provet och gör en preliminärbedömning av representativitet och eventuellt diagnos.

Cytologi: Hantering av cytologiskt material måste till del styras av lokala rutiner upparbetade av provtagare och patologavdelning då analyser (som immunhistokemisk färgning) ibland behöver optimeras efter typ av fixering/preparering och då tekniska möjligheter och vana att arbeta med olika prepareringar kan skilja mellan olika patologavdelningar. 

I grunden används direktutstryk och vätskebaserad cytologi vid cytologisk provtagning. Direktutstryk av cytologiskt material på glas lufttorkas före fixering eller spritfixeras direkt, och glasen ska märkas med vald metod (metod styr möjliga val av konventionella färgningar). Vid vätskebaserad cytologi tillsätts cellmaterialet i någon metanol-/etanolinnehållande lösning (CytoLyt, PreservCyt, CytoRich m.fl.). Cytologimaterialet kan också tillsättas i koksalt, TransFix, Hanks lösning, normosmolär BSA eller formalin. Materialets hållbarhet i koksalt är begränsad, och provet bör då så snart som möjligt skickas till patologavdelning för vidare omhändertagande. T.ex. koksalt, TransFix och Hanks lösning fungerar väl för flödescytometri, vilket rekommenderas vid lymfomfrågeställning.

Normalt är två bra utstryksglas lämpligt och därefter övrigt material till vätskebaserad cytologi/koksalt/formalin. Vid provtagning är det ofta relativt enkelt med upprepad borstning eller upprepad aspiration vid finnålspunktion (EBUS mm), och man bör eftersträva rikligt material till vätskebaserad cytologi/koksalt/formalin (idealt minst 4-5 borstningar/aspirationer). Vid mer begränsade provtagningsmöjligheter bör vätskebaserad cytologi/koksalt/formalin oftast prioriteras eftersom de diagnostiska valmöjligheterna är större från dessa prepareringar. 

Biopsi: Biopsier bör skickas i ofärgad pH-neutral buffrad 4% formaldehydlösning (motsvarar 10% formalin). För starkt eller för svagt formalin kan påverka resultatet av vissa analyser, vilket färgat formalin, som ibland används för att små preparat ska synas bättre på patologavdelningen, möjligen också kan göra. Vid bronkoskopi bör idealt minst 5 biopsier tas (för kryobiopsier minst 2-3), och vid perkutan provtagning med mellannål idealt minst 3-4 biopsier. 

Resektat: Resektat bör skickas färskt till patologavdelningen för möjlighet till tillvaratagande av färskt material för biobankning/forskning. Biobankning uppmuntras om det kan ske utan påverkan av den diagnostiska säkerheten. Tillvaratagande av färskt material för biobankning/forskning bör därför ske på patologavdelningen och inte utföras på resektat med mycket små tumörer eller rutinmässigt på biopsi/cytologi. Om resektat skickas i formalin ska inremitterande tillse att preparatet är välfyllt och formalinmängden tillräcklig för god fixering (se detaljer under avsnitt VIII. Hantering av prover på patologlaboratoriet), men genomskärning av stor tumör för bättre fixering rekommenderas inte vid formalinfyllnad på kirurgisk avdelning. 


VII. Anamnestisk remissinformation 

Av remissen ska följande framgå: 
· Känd smittfara (HIV, HBV, HCV, misstänkt tuberkulos) 
· Om fryssnitt eller snabbsvar önskas och i så fall telefon-/sökarnummer 
· Provtagningsdatum och klockslag 
· Typ av fixering 
· Typ av preparat (inkl. preparatförteckning om flera preparat)
· Om neoadjuvant behandling givits (gäller resektat)
· Klinisk bedömning/diagnos och relevanta tidigare PAD/CD (fr.a. om utredning/analys vid annan enhet), radiologiska fynd inkl. multipla tumörer, labfynd, tidigare sjukdomar, statusfynd, fynd i samband med provtagningen, information om rökning etc.
· Frågeställning 

Det är av stor vikt att adekvat information om bedömning/fynd och frågeställning (inkl. om klinisk/radiologisk bild talar för primär lungtumör eller metastas) framgår av remissen, då detta kan styra val av tilläggsanalyser och bedömning. Omfattande information bör därför framgå redan vid första remiss oavsett om diskussion vid MDK planeras. 


VIII. Hantering av prover på patologlaboratoriet

Utöver att möjliggöra adekvat diagnostik ska rutinerna för hanteringen på patologavdelningen (inkl. efterföljande analyser, diagnostik och utsvarande) medge att tid från ankomst av prov till slutsvar kan medföra rimlig total utredningstid för patienten. Särskilda rutiner för att åstadkomma korta svarstider är upp till varje patologavdelning (t.ex. intern prioritering av utredningsprover/snabbsvarsförfarande, direkt uppsnittning av glas för immun-/mucinfärgning och ev. molekylär analys för snabbare handläggning och för att undvika att slösa material vid ny snittning, molekylärpatologisk diagnostik parallellt med diagnostisk immunhistokemisk färgning etc.). 

Om materialet vid utredning (cytologi, biopsi) inkommer till patologavdelningen vid samma tidpunkt bör alla prover bedömas av samma patolog för val av bästa material för ev. histokemisk/immunhistokemisk färgning och molekylärpatologisk analys. Detta har visats minska andelen fall med diagnosen ospecificerad icke-småcellig cancer (NSCC) och kan underlätta för att undvika onödig parallell färgning av preparat. Förfarandet har också framhållits av WHO-gruppen, men förutsätter att patologen är kompetent inom samtliga dessa områden. Likaså är det lämpligt att den patolog som diagnostiserar provet också ansvarar för att molekylärpatologisk utredning utförs och tolkas diagnostiskt och prediktivt i relation till provets representativitet och övriga histopatologiska/cytologiska och immunhistokemiska fynd. 

Cytologi: Cytologiskt material i vätska omhändertas utifrån typ av vätska. Material i koksalt bör omhändertas relativt omgående och kan användas för utstryk, överföras till annan fixeringsvätska och/eller användas för direkt cellblockstillverkning som sedan fixeras. Material i formalin fixeras minst 12 h. Material i metanol-/etanolbaserad vätska (CytoLyt, PreservCyt, CytoRich m.fl.) fixeras minst 15-30 min före vidare automatisk processning (ThinPrep, SurePath) inkl. överföring av (del av) cellmaterial till glas. 

Oavsett typ av fixering rekommenderas vid förekomst av malignitet tillverkning av cellblock (eller Cytospin) från resterande material. Vid tillverkning av cellblock kan man med fördel slå ihop material från flera provtagningar för att maximera cellmängden. Direktutstryk från vätskan är också möjligt för immunfärgning (och går snabbare), men erfarenhetsmässigt räcker materialet till färre analyser med denna taktik. För cellmaterial i formalin och koksalt görs normalt cellblock direkt av hela materialet.  

Slutresultaten från cellblockstillverkning är en paraffininbäddad cellpellet som kan användas på motsvarande sätt som kloss med biopsi (se dock avsnitt XV. Kvalitetsarbete inom patologin nedan angående fixeringsmedels möjliga påverkan på olika analyser). Det finns olika cellblocksmaskiner som använder metanol (Cellient) eller formalin (Shandon) som fixativ, men alla kan användas oavsett vilken typ av fixeringsvätska som använts initialt. Alternativt kan man skapa ett cellblock genom centrifugering och adhesion med plasma-thrombin eller HistoGel. Som för biopsi nedan gäller för cellblock att snittning bör ske med tunna snitt (2-3 mikrometer) på en mikrotom där varje snitt kan tillvaratas. Cytospin är ytterligare ett alternativ där cellerna centrifugeras till en pellet utan vidare fixering, paraffininbäddning eller snittning. 

Biopsi: Biopsier fixeras idealt i 24 h i formalin. Kort fixeringstid (fr.a. <8 h) påverkar vissa immunhistokemiska färgningar negativt, medan lång fixeringstid (fr.a. >3 dagar) kan påverka vissa molekylära analyser. I syfte att utnyttja det ofta sparsamma materialet på bästa sätt rekommenderas att biopsierna delas upp i två eller flera kassetter/klossar om flera biopsier tagits vid ett provtillfälle för att materialet skall räcka till fler representativa snitt för immunhistokemi resp. molekylärpatologisk analys. 

Initial nivåsnittning förbi biopsins maximala dimension bör inte utföras. Istället kan det enskilda laboratoriet välja mellan två strategier för optimalt biopsiutnyttjande, antingen försiktig första snittning (”touch and go”) för vidare urval och prioritering, eller tillvaratagande av ofärgade numrerade seriella snitt (typiskt 12-20 stycken) där första och sista färgas med hematoxylin-eosin för representativitetskontroll. I det förstnämnda fallet bör ev. kompletterande analyser sambeställas och prioriteras så att kompletterande snittning kan utföras vid ett tillfälle då separat snittning vid olika tillfällen regelmässigt leder till vävnadsförlust. Oavsett strategi bör snittning ske med tunna snitt (2-3 mikrometer) på en mikrotom där varje snitt kan tillvaratas. Kompletterande nivåsnittning bör utföras vid benignt fynd om försiktig första snittning utförts. 

Resektat: Tillvaratagande av färskt material för biobankning/forskning bör, när aktuellt, utföras av patolog väl förtrogen med principer för utskärning och diagnostik och får inte riskera att påverka den diagnostiska säkerheten. Tillvaratagande rekommenderas därför inte vid för liten tumör (i allmänhet om storlek ≤1 cm, men får bedömas i det aktuella fallet) eller om tumörlokalisation eller annan omständighet kan medföra diagnostiska problem i senare skede. 

Pleuranära tumör ska inte genomskäras från närliggande pleura då det kan försvåra senare utskärning och bedömning av pleurainvasion. Motsvarande ska central tumör nära resektionskanten inte genomskäras från bronksidan då det kan försvåra radikalitetsbedömning. Tumörstorlek bör mätas i samband med genomskärning för att säkerställa storleksmått om adekvat mätning inte skulle vara möjlig vid efterföljande utskärning.

Resektat bör fixeras i ofärgad pH-neutral buffrad 4% formaldehydlösning (motsvarar 10% formalin) helst minst 10-20 gånger preparatets volym. Man kan med fördel använda slang, spruta eller annan konstruktion för formalinfyllnad direkt i bronksystemet. Eventuellt kan man dessutom vid större tumörer spruta med kanyl direkt i tumörvävnaden och i peritumoral vävnad för att ytterligare förbättra fixeringen. Det sistnämnda är i princip alltid nödvändigt för god fixering vid kilexcision eller segmentresektion som inte har större luftväg tillgänglig för formalinfyllnad. Överfyllnad av preparat med formalin kan leda till artefaktmässig emfysembild och att alveolarmakrofager sköljs bort, varför formalinfyllnad bör ske tills en naturlig anatomisk form erhålls (för preparat med malignitet är dock otillräcklig formalinfyllnad mycket oftare problem). 

Vid stor tumör (≥5 cm, men ibland även av värde vid mindre tumörer) bör tumören genomskäras med ett eller flera snitt för bättre fixering om möjligt utan att inkräkta på radikalitetsbedömningen. 

Resektat fixeras som regel i 48 h innan utskärning. Kortare tid är möjligt vid fr.a. små tumörer, medan längre kan vara aktuellt vid stora tumörer eller smittorisk, varvid byte av formalin bör ske. Kortare fixeringstid (<24 h) påverkar vissa immunhistokemiska färgningar, medan längre fixeringstid (fr.a. >3 dagar) kan påverka vissa molekylära analyser (alternativ inkluderar exempelvis att bit tas färskt för separat fixering exakt 24 h). Dålig fixering p.g.a. stor solid tumör där formalinet har svårt att tränga in påverkar såväl rutinmorfologi, immunhistokemiska färgningar som molekylära analyser. 


IX. Utskärningsanvisningar 

Preparatets sammansättning och mått noteras, liksom eventuella intraparenkymatösa suturrader och patologiska fynd såsom pleuraindragning, carcinosknottror och överväxt på pleura parietale eller andra kringliggande strukturer. Kritiska ytor som pleuraindragningar och resektionsränder bör efter avlägsnande av eventuella suturrader färgmarkeras om behov för orientering. Suturrader som påverkar säkerheten i bedömningen av radikalitet bör noteras (fr.a. tumörnära metallclips/staples). 

Tumörens lokalisation noteras, liksom tumörstorleken, åtminstone största mått. Perifera tumörer skärs lämpligen vinkelrätt från närmast liggande pleurayta, medan centrala tumörer lämpligen skärs från bronksidan. Avståndet till bronkiell resektionsyta noteras, och vid central tumör även relation till icke pleurabeklädd mjukdelsresektionsyta mot mediastinum. Relation till övriga resektionsytor såsom intraparenkymatösa eller medresecerade intilliggande strukturer som pleura parietalis, delar av bröstkorgsväggen, diafragma eller intilliggande lunglob noteras också. Område med tumör och omkringliggande lungvävnad bör genomskäras med maximalt 5 mm tjocka snitt. Vid sönderfallande tumör (fr.a. neoadjuvant behandlad) bör man rengöra kniven ofta vid genomskärning av tumören.  

Efter undersökning av huvudtumören undersöks övrig lungvävnad noggrant. Dels bör man leta efter ytterligare tumörer, dels notera om obstruktiv pneumoni eller atelektas (kan vara svårbedömt) föreligger och omfattningen av dessa. Till sist bör lungvävnaden undersökas avseende eventuell icke-neoplastisk komorbiditet som emfysem, interstitiell lungsjukdom mm. 

Tillvaratagande av följande bitar rekommenderas:
· Tvärsnitt från bronkresektionskant. 
· Tvärsnitt från kärlresektionskant. 
· Från tumör med största mått ≤2 cm bör hela tumören bäddas, annars bäddas åtminstone 1 bit per påbörjad cm i största mått (dvs 4 bitar från tumör 3,1-4,0 cm) men om adenokarcinom in situ eller minimalt invaderande eller neoadjuvant behandlad tumör bör hela tumören bäddas även vid mått >2 men ≤3 cm – för användning av storsnitt se nedan. 
· Vid neoadjuvant behandlat fall rekommenderas bäddning av hela tumörbädden (område där tumör finns eller har funnits) om storlek ≤3 cm, annars åtminstone ett storsnitt och åtminstone 1 bit per påbörjad cm i största mått, men vid ”major” eller ”complete pathologic response” rekommenderas bäddning av mer eller all tumörbädd.
· I bitarna bör även omgivande lungparenkym inkluderas för att kunna detektera vaskulär invasion och spridning via luftrum (STAS).
· Från perifer tumör som återfinns ända fram till pleura (utan lungvävnad mellan tumör och pleura) ska flera tumörbitar tas mot pleura med snitt vinkelrätt mot pleuraytan för färgning med elastica-van Gieson (EVG) för bedömning av ev. pleurainvasion, men vid perifer tumör som inte återfinns ända fram till pleura räcker 1 bit med tumör mot närmaste pleurayta. 
· Från central tumör ska minst 1 av tumörbitarna tas med längsgående snitt i bronken (om tumör finns nära icke pleurabeklädd yta eller suturrad invid bronk ska fler bitar med längsgående snitt tas härifrån, om behov för orientering efter tuschning) för undersökning av bronkrelation och ev. dysplasi. 
· Vinkelräta snitt mot samtliga kritiska resektionsytor (bör tas om tumör <10 mm från resektionskanten). 
· Bitar från alla separata tumörsuspekta eller oklara förändringar i parenkym eller pleura.
· Minst 1 bit perifert om tumör om central tumör vid misstanke om obstruktiv pneumoni. 
· 1-2 bitar normal lungvävnad per lob (mer är aktuellt vid t.ex. samtidig interstitiell lungsjukdom eller diffus idiopatisk neuroendokrin hyperplasi/DIPNECH).
· Samtliga framdissekerade lymfkörtlar på huvudpreparatet (noggrann dissektion längs bronker eller konsekutiva tvärsnitt rekommenderas) samt samtliga separat inskickade lymfkörtlar – om uppenbar metastas bäddas en bit per lymfkörtel, annars delas lymfkörtlarna i bitar och allt bäddas (rutinmässig nivåsnittning eller immunhistokemisk färgning rekommenderas inte), antalet lymfkörtlar behöver inte räknas. 

Storsnitt (i första hand supermegakassett) bör användas om tumören är större än att ett helt centralt snitt (vid största tumördiameter) från tumören får plats i vanlig kassett eller om det bedöms som nödvändigt för att med säkerhet kunna avgöra tumörstorlek, utbredning (inkl. växt in i annan lob) eller andra fynd som påverkar stadium/handläggning. Storsnitt underlättar även bedömningen av största mått av invasion, vilket används för stadieindelning, men vid mycket stor tumör (>5 cm) som inte fått neoadjuvant behandling bidrar storsnitt ofta inte mer än vanliga kassetter. 

För kilexcision och segmentresektion utan större luftväg gäller samma principer för tumörbitar som vid perifer tumör ovan. I övrigt tas minst 1 bit mot resektionskant (vid behov för orientering tuschning efter borttagande av ev. suturrad), normal lungvävnad om möjligt (om resten av loben opererats ut efteråt är det oftast bättre att ta normal lungvävnad från denna), samt lymfkörtlar enligt ovan (lymfkörtlar brukar dock inte finnas på huvudpreparatet i dessa fall). 


X. Analyser

Konventionella färgningar 
[bookmark: _Hlk121385564]Konventionella rutinfärgningar är basen vid diagnostik. Hematoxylin-eosin är rutinfärgning vid biopsi/resektat. Tillägg av elastica-van Gieson (EVG) eller motsvarande färgning som visualiserar de elastiska fibrerna i pleura ska användas vid resektat med pleuranära tumör om pleurainvasion inte är uppenbar. Mucinfärgning, i första hand perjodsyra-Schiff med diastas (PAS-diastas) eller alcianblått (AB-PAS), är också aktuellt som tilläggsanalys som markör för adenokarcinom. 

För cytologi används som regel May-Grünwald-Giemsa vid lufttorkade direktutstryk. Ett alternativ är snabbfärgning med Diff-Quik (modifierad Giemsa/Romanowski) för bedömning inom ett par minuter, men med något sämre morfologisk kvalitet. Direkt spritfixerade utstryk färgas normalt med Papanicolau eller hematoxylin-eosin. Även specialfärgningar som mucinfärgning mm går att utföra på cytologiskt material. Cellmaterial från vätskebaserad cytologi färgas som spritfixerade glas, snitt från cellblock normalt med hematoxylin-eosin. 

Immunhistokemiska färgningar 
Immunhistokemisk färgning bör i de flesta fall användas som tillägg för att om möjligt avgöra histologisk typ och ursprung vid malign tumör i lunga. Störst betydelse har immunhistokemi och andra tilläggsanalyser (främst mucinfärgning) för typning av lågt differentierad cancer, ursprungsbedömning av adenokarcinom samt verifiering av neuroendokrina tumörer. För övriga tumörer som mesoteliom, ovanligare primära epiteliala lungtumörer, mesenkymala tumörer, melanom och lymfohistiocytära tumörer är immunhistokemisk, flödescytometrisk och/eller molekylärpatologisk undersökning ofta avgörande för klassifikation. 

Valet av immunpanel är emellertid komplext där även faktorer som det enskilda laboratoriets tillgång till uppsatta antikroppar och materialtillgång (som ofta är begränsat) starkt influerar sammansättning och dimension av panelen. Vidare är lungan det vanligaste organet för metastaser, och samtliga växtmönster inklusive lepidiskt kan imiteras av metastaser, varför hänsyn bör tas till den morfologiska bilden, patientens tidigare tumörhistoria, epidemiologisk situation (ålder, kön, riskfaktorer) samt till radiologisk och klinisk bild. Ett välfungerande multidisciplinärt samarbete är här av stor vikt för god handläggning. 

I Appendix 1 finns kommentarer till diagnostik av vanliga tumörer i lunga, och i Appendix 2 återfinns immunhistokemiska färgningsmönster vid olika typer av lungcancer och några vanliga typer av metastaser. 

Som markör för skivepitelcancer rekommenderas p40. Alternativ är CK5 eller CK5/6 (men dessa har lite lägre specificitet enligt några studier), vilket också kan användas som komplement vid otydlig immunprofil efter initial panel vid NSCC utan tydlig morfologi (p63 bör inte användas p.g.a. låg specificitet). Vid tydlig bild som keratiniserande skivepitelcancer kan man överväga att inte utföra immunhistokemisk färgning. Vid skivepitelcancer finns i allmänhet mindre möjlighet att påvisa ursprung, möjligen med undantag för EBV- och HPV-associerade tumörer som oftast bör uppfattas som metastatiska i lungan och skivepitelcancer från thymus som brukar uttrycka CD5 och CD117. 

Som markör för adenokarcinom rekommenderas TTF-1 klon 8G7G3/1 (klon SPT24 har högre sensitivitet men har lägre specificitet vilket medför svårighet att applicera diagnostiska kriterier i WHO-klassifikationen och har även visats ge diagnostiska problem i klinisk praktik, se t.ex. förstanamn Ericson Lindquist under Övrigt i referenslistan). Alternativ är napsin A, vilket också kan användas som komplement vid otydlig immunprofil efter initial panel vid NSCC utan tydlig morfologi. Även positiv mucinfärgning påvisar adenokarcinom, och kan vara aktuellt som tilläggsanalys. Vid adenokarcinom med mucinöst, kolloitt eller enteriskt växtmönster bör immunhistokemiska markörer såsom CK7, CDX2 och CK20 (alt. SATB2) också inkluderas. 

Som neuroendokrina markörer rekommenderas CD56, synaptofysin, chromogranin A och INSM1. Enligt WHO-klassifikationen rekommenderas tillägg av neuroendokrina markörer enbart vid morfologisk neuroendokrin bild (p.g.a. låg specificitet) och att en positiv markör räcker för diagnos neuroendokrin tumör i dessa fall. Eftersom samtliga markörer dock sällan är positiva vid höggradiga neuroendokrina tumörer (småcellig och storcellig neuroendokrin cancer) rekommenderas färgning med mer än en markör vid misstanke om dessa diagnoser. Enligt klinisk erfarenhet och svenska studier kan emellertid neuroendokrin morfologi vara svårt att detektera på små material. Ki67 ska utföras vid karcinoid på utredningsprov, och är ofta av värde om oklar typ av neuroendokrin tumör (Ki67 definierar inte typisk/atypisk lungkarcinoid, men en diskussion föregår om Ki67 >5% kan vara användbart för att skilja ut atypiska karcinoider) men skiljer oftast tydligt mellan karcinoid och höggradig neuroendokrin tumör. 
Vid höggradiga neuroendokrina tumörer är möjligheten att bedöma ursprung begränsad då markörer som TTF-1 och CDX2 har relativt låg sensitivitet och specificitet. Vid karcinoid i lunga utan klinisk/radiologisk misstanke om annat ursprung är vidare immunfärgning för ev. ursprungsvägledning sällan av värde. Men om det finns misstanke om extrathorakalt ursprung (t.ex. misstänkt ej provtagen tumör i annan lokal där neuroendokrin tumör är troligt) så bör man överväga TTF-1 (för pulmonellt ursprung), CDX2 (gastrointestinalt) och SATB2 (nedre GI), samt ev. PDX-1 (övre GI och appendix), GLP1 (fr.a. rektum) och calcitonin (thyreoidea). De tre förstnämnda markörerna har måttlig sensitivitet och god specificitet (men fr.a. neuroendokrina tumörer i ovarier kan uttrycka flera olika markörer). 

För tumörer med oklar histologi som är negativa för initiala adenokarcinom- och skivepitelmarkörer bör ytterligare immunfärgning utföras för att påvisa epitelialt ursprung (t.ex. CKAE1/3 bred cytokeratin, CK7, EpCAM, claudin-4 men markörerna fr.a. breda cytokeratiner kan förekomma i icke-epiteliala tumörer). Även vidare diagnostisk immunhistokemisk färgning bör vara aktuellt om materialet tillåter för att om möjligt nå säkrare diagnos avseende typ och ursprung. Omfattande immunpaneler bör i normalfallet dock inte utföras före vävnad har tagits för prediktiv molekylärpatologisk analys. I normalfallet bör också immunfärgning och molekylär analys beställas samtidigt för att spara tid genom parallell testning vid icke-småcellig cancer där det inte finns särskild misstanke om att det rör sig om metastas till lungan (se även nedan). I WHO-klassifikation har nya entiteter som NUT-karcinom och thorakal SMARCA4-deficient odifferentierad tumör tillkommit, och är exempel på diagnoser som kan övervägas vid oklar bild. Här finns bra immunfärgningar för screening och molekylära tekniker för verifiering av diagnoserna.

Behandlingsprediktiva analyser 

Indikationerna för målriktad terapi och immunmodulerande terapi har successivt utökats, vilket påverkar behandlingsprediktiv testning. Generellt rekommenderas prediktiv testning direkt vid diagnos (reflextestning vid patologavdelningen), där nationell multidisciplinär konsensus föreligger att alla fall av icke-småcellig lungcancer testas (inkl. stadium IA även om indikation idag föreligger först om recidiv uppstår). Bifynd av in situ-cancer eller minimalt invaderande adenokarcinom (MIA) behöver inte testas rutinmässigt vid resektion av annan tumör. Inklusionskriterier för testning på biopsi och cytologi bör generellt vara generösa p.g.a. möjligheten av samplingartefakt vid heterogena tumörer och diagnostisk osäkerhet. Som regel testas inte neuroendokrina tumörer eller cancer av spottkörteltyp vid säker diagnos, men p.g.a. diagnostisk osäkerhet bör testning t.ex. vid bild av storcellig neuroendokrin cancer på biopsi/cytologi övervägas. Förfrågan från kliniker och lokal rutin styr dock, och för patienter som aldrig rökt och/eller är yngre önskar kliniker oftast molekylärpatologisk analys (inkl. NUT-analys) oavsett typ av lungcancer. Likaså får lokal rutin styra vad som är lämplig åtgärd om en eller flera analyser inte är möjliga att utföra. T.ex. kan komplettering med riktade fusionsanalyser bedömas vara av mindre värde för skivepitelcancer om multiplex fusionstestning inte fungerat. För en patient som bedöms som lämplig för målriktad terapi bör oftast nytt prov övervägas om första material är otillräckligt. Vid patologavdelningen behöver dock beaktas vikten av behandlingsprediktiva analyser och att den relativa materialåtgången för sådana analyser ofta är stor för utredningsprover, så att inte omfattande paneler av diagnostiska immunfärgningar, vilka riskerar att ta slut på materialet, utförs i rutinfall med låg sannolikhet att bidra till diagnostiken. 

Utifrån dagens behandlingsstrategi (i synnerhet då ett flertal aktuella läkemedel godkänts i första linjen) bör testningen omfatta åtminstone mutationsanalys för EGFR, BRAF, KRAS, METex14, ERBB2, fusionsanalys för ALK, ROS1, RET, NTRK, samt proteinuttryck för PD-L1. Utvecklingen är snabb inom precisionsmedicin, och antalet intressanta markörer ökar hela tiden. T.ex. kan fusioner för NRG1, NUT och MAML2 behöva analyseras för vissa patienter, och andra förändringar som diskuteras (men där analys idag inte är obligat) inkluderar mutationer i PIK3CA, TP53, STK11, KEAP, MAP2K1, BRCA1/2 och FGFR1 (även FGFR-fusioner) samt mutationsbörda (tumor mutational burden, TMB), microsatellite instability (MSI) och ERBB2 amplifiering. Vid behandlingssvikt/resistens vid TKI-behandling är ytterligare genetiska förändringar av intresse för behandlingsval eller förklaring till resistens, t.ex. EGFR T790M, G797S mm, mutationer i CDKN2A, amplifieringar av MET, CCND1/2, CDK4/6, CCNE1, PIK3CA, fusioner av BRAF för EGFR-TKI, respektive ALK-mutationer för ALK-TKI. 

Härav rekommenderas multiplexa analyser såsom NGS, vilket medför minskad åtgång av prov samtidigt som alla typer av behandlingsbara genetiska aberrationer (mutationer, fusioner och amplifieringar) analyseras samtidigt. I utredningsskedet är en begränsad NGS-panel (ca 50 gener) ofta tillräckligt, men i utvalda fall och vid förnyad provtagning efter TKI-behandling bör omfattande NGS-panel (ca 500 gener, såsom GMS560) vara aktuellt, och målsättningen är övergång till omfattande panel som rutinanalys vid all lungcancer. För avdelningar med omfattande lungcancerdiagnostik är det dock en fördel att ha flera metoder uppsatta för att kunna välja den metod som bäst passar det enskilda provet och för att ha alternativ som reserv. Immunfärgning, FISH och PCR är också snabbare än mer komplexa analyser som NGS, och en del laboratorier har idag valt en första snabbdiagnostik följt av mer uttömmande och högsensitiv NGS-analys.

Det är extremt ovanligt att lungtumörer har mer än en drivande mutation i det signalsystem (den s.k. MAP-kinasvägen) som idag hämmas med flertalet målinriktade läkemedel. Enstaka fall av samtidig KRAS-mutation och annan behandlingsprediktiv förändring förekommer, fr.a. vid progress efter målriktad terapi (resistensfrågeställning) men har även rapporterats för icke-rökare. 

Reflextestning bör i första hand ske parallellt med diagnostiska tilläggsanalyser för rimliga svarstider och minimal vävnadsåtgång. Vidare rekommenderas samordning av prover om flera föreligger från provtagning för urval av bästa material för prediktiva och diagnostiska analyser. Testning bör ske dels vid initial diagnos men även upprepas vid progress, recidiv eller metastas om patienten erhållit systemisk behandling och då särskilt om målriktad terapi givits. Behandlingstryck medför ofta klonal evolution och selektion inom tumören med uppkomst av resistens mot den primära terapin. Fynd av resistensfaktorer (v.b. med utvidgad resistenspanel) kan göra att ny målstyrd behandling kan väljas. 

Makrodissektion bör utföras vid behov för att uppnå adekvat tumörcellshalt i relation till testmetodens känslighetsnivå. Från paraffininbäddad vävnad får antalet vävnadssnitt anpassas så att erforderlig tumörmängd till analys uppnås. Vid biopsi och resektat är ett alternativ att karva respektive stansa ut vävnadsbitar ur paraffinblocket. Molekylärpatologisk analys (även FISH och immunhistokemisk färgning) går att utföra på cellutstryk från vätskebaserad cytologi eller via cellblock/Cytospin. Mutationsanalys går även att utföra på redan färgade cytologiska utstryk på glas. Cellerna skrapas då av och lyseras; eftersom diagnostiskt material då försvinner rekommenderas scanning av glas före (på vissa laboratorier finns erfarenhet att Giemsa-färgade glas är att föredra p.g.a. bättre bevarat DNA än Papanicolau-färgade glas). Fördelen med cellblock och lysering av befintliga glas är att bedömning av tumörcellshalt och mängd är enklare. 

Det finns olika metoder för att påvisa mutationer, där massiv parallellsekvensering/NGS (next generation sequencing) och PCR-baserade metoder idag dominerar. Fusioner kan detekteras med t.ex. FISH, immunhistokemisk färgning eller RNA-baserade multiplexa eller riktade (PCR) analyser. För ALK kan immunhistokemi användas för detektion om en sensitiv klon som D5F3 och 5A4 användas, där den förstnämnda finns som CE-IVD-märkt kit och därför rekommenderas, men bekräftande annan metod kan vara lämpligt då positiv immunfärgning utan fusion förekommer i enstaka fall (fr.a. neuroendokrina tumörer). För ROS1 (klon SP384 eller D4D6, där den förstnämnda finns som CE-IVD-märkt kit och därför rekommenderas) och NTRK kan immunhistokemi användas för screening men med obligat bekräftande FISH eller NGS/PCR-baserad teknik vid positivt resultat.

FISH är en ganska arbetskrävande metod som också kan vara tekniskt känslig och tar mer tid att utvärdera än t.ex. immunfärgning. En fördel är dock att det typiskt krävs betydligt mindre tumörmängd än NGS. Enligt erfarenhet kan de tekniska artefakter som ofta uppstår vid FISH av material med lång formalinfixering motverkas av proteasbehandling. Även kort formalinfixering påverkar kvaliteten, enligt erfarenhet fr.a. vid expressdehydrering. Standardiserad fixeringstid är sålunda viktigt för att få goda FISH-resultat utan behov av anpassning av proteolystider för det enskilda provet. Även sekvensering kan vara känslig för (lång) överfixering, men här kan enzymatisk reversering av deaminering också nyttjas. 

Cellfritt plasma-DNA (cfDNA; ”liquid biopsies”) är en snabb och provtagningsmässigt enkel metod som kan användas för påvisade av behandlingsprediktiva förändringar och resistensmutationer. Känsligheten är dock inte optimal och vid negativt test rekommenderas kompletterande vävnads- eller cellprov. 

Angående PD-L1 så finns det olika tester som använts i studier för de olika aktuella läkemedlen, med olika antikroppskloner som är testade på delvis olika plattformar och med olika cutoff-nivåer för positivt test. Minst 100 utvärderbara viabla tumörceller är lämpligt oavsett test. Klon 28-8, 22C3 och SP263 finns som CE-IVD-märkta kit och är enligt jämförande studier så pass lika att vilken som bör kunna användas som grund för läkemedel som är kopplade till testerna (nivolumab, pembrolizumab, adjuvant atezolizumab, durvalumab och cemiplimab). Detta medger också att det går att välja antikropp som är utprovad på den plattform (i enlighet med CE-IVD-märkning) som finns att tillgå på den enskilda patologavdelningen. Klon SP142 (kopplat till atezolizumab i ej adjuvant situation) skiljer sig däremot från övriga nämnda och bör inte ersätta eller ersättas av någon annan klon. Detta innebär att om testning önskas specifikt inför atezolizumab (ej adjuvant) så bör SP142 användas. Vid 22C3/28-8/SP263 utvärderas andel tumörceller med komplett eller partiell linjär membranfärgning (cytoplasmatisk färgning ignoreras och makrofager som typiskt är positiva behöver beaktas). Vid SP142 gäller både membranös och cytoplasmatisk granulär infärgning och här ingår även utvärdering av tumörassocierade immunceller (vilket inte går att utvärdera vid cytologiskt prov). 

Det finns vetenskapligt underlag och klinisk erfarenhet av att påvisa molekylärgenetiska förändringar på både cytologiskt och histologiskt material. Underlaget är fortfarande något begränsat för immunhistokemi för PD-L1 på cytologi, där studier har visat varierande samstämmighet mellan cytologi och parad biopsi, och om biopsi finns bör detta användas för PD-L1 i första hand. I dagsläget är dock behandling av avancerad icke-småcellig cancer utan indikation för TKI i första linjen normalt kombinerad immunterapi/kemoterapi oavsett nivå av PD-L1-uttryck, vilket minskar behovet av kompletterande provtagning vid osäkert resultat. Lokal validering av prediktiva analyser – såväl immunfärgning som FISH och sekvensering – rekommenderas för cytologi då processning av materialet kan skilja sig åt mellan avdelningar och kan påverka kvaliteten. Se även avsnitt XV. Kvalitetsarbete inom patologin samt referenslistan för litteraturhänvisning.

Multipla tumörer 
För en patient med mer än en tumör kan det spela stor roll för handläggningen om det rör sig om separata synkrona primärtumörer eller tumör med intrapulmonell metastas. Likaså vid tidigare lungcancer blir handläggningen ofta olika vid recidiv respektive ny metakron tumör. I samband med TNM-arbete har det kommit internationella rekommendationer om bedömning av multipla tumörer, men det behövs också mer data inom området. Tillsvidare kan nedanstående vara vägledande. 

”Bevisande” för separata synkrona/metakrona tumörer: 
· Olika histologisk typ (men t.ex. kan transformation från icke-småcellig till småcellig cancer ses efter systemisk behandling)
· Olika tumörgenetiska drivers (EGFR, BRAF, KRAS G12C, METex14, ERBB2, ALK, ROS1, RET, NTRK; men t.ex. olika KRAS-mutationer i två tumörer är inte bevisande)
Starkt talande för separata synkrona/metakrona tumörer:
· Skivepitelcancer med in situ-växt i båda 
· Adenokarcinom som är endast in situ eller minimalt invaderande i en eller båda
· Tumörgenetisk driver i en och ingen i den andra (dock med reservation om låg tumörcellshalt etc kunnat medföra falskt negativ analys)
· Omfattande NGS-panel (ca 500 gener; samtidig analys av normalvävnad bör utföras) med olika mutationer (non-drivers) 
I viss mån talande för separata synkrona/metakrona tumörer:
· Avsaknad av lymfkörtel- och distansmetastaser
· Olika uttryck av biomarkörer (immunfärgningsprofil)
Starkt talande för intrapulmonell metastas/recidiv: 
· Begränsad NGS-panel (ca 50 gener) med samma ovanliga tumörgenetiska driver (fr.a. KRAS-mutationer räknas inte som ovanliga) eller minst två gemensamma genetiska förändringar (som inte bedöms som germline) 
· Omfattande NGS-panel (ca 500 gener, samtidig analys av normalvävnad bör utföras) med majoriteten av non-drivers samma (och samma tumörgenetiska drivers om förekommande) 
I viss mån talande för intrapulmonell metastas/recidiv: 
· Förekomst av lymfkörtel- och distansmetastaser (i dessa fall spelar det sällan roll för den kliniska handläggningen om två synkrona/metakrona varav en metastaserat eller allt samma tumör)
· Samma uttryck av biomarkörer (immunfärgningsprofil)
· Samma cellmorfologi/atypi 
· Samma växtmönster (baserat på histologisk subtypning med bedömning av samtliga förekommande växtmönster)

Synkrona/metakrona tumörer stadieindelas separat, och högsta T-stadium ska framgå tydligt. Det ligger således ett stort ansvar på diagnostiserande patolog att noga undersöka morfologi och utföra erforderliga tilläggsanalyser vid denna frågeställning. Molekylär testning av båda tumörer bör ofta vara aktuellt i fall där det inte är uppenbart metastas/recidiv. Om en mindre omfattande NGS-panel inte ger resultat som talar starkt för separata tumörer eller gemensamt ursprung bör komplettering göras med omfattande panel (som GMS560) på båda tumörer och normalvävnad i de fall det är kliniskt relevant att driva diagnostiken så långt det går. Det är dock långt ifrån alltid möjligt att på endast patologisk bas avgöra om synkron/metakron tumör eller metastas/recidiv, och generellt rekommenderas multidisciplinär bedömning av dessa fall. 


XI. Rekommenderade klassifikationssystem

För histologisk indelning av lungtumörer ska senaste WHO-klassifikation användas, idag klassifikationen från 2021. En relevant publikation från IASLC rörande diagnostiska immunfärgningar vid lungcancer publicerades 2019 (Yatabe förstanamn). För stadieindelning ska TNM9 användas. I Appendix 3 och 4 finns sammanfattning av klassifikation/nomenklatur respektive stadieindelning (i Appendix 5 tillhörande numrering av lymfkörtelstationer). 


XII. Information i remissens svarsdel 

Förslag på svarsmallar för biopsi/cytologi, resektat respektive behandlingsprediktiv molekylär analys återfinns i avsnitt XIII. Svarsmallar. Svarsmallarna får anpassas till lokala förhållanden och bör betraktas som minsta nödvändiga data att rapportera (i mallarna finns även rekommenderade men ej obligatoriska rubriker). Kommentarer till rubrikerna i svarsmallarna återfinns nedan. 

Biopsi/cytologi: 
Preparatbeskrivning – anges i enlighet med remiss (t.ex. ”bronkborste vänster ovanlob”). 

Representativt material för lokalen – gäller i första hand för cytologi, men bör också anges för biopsi. För representativ bronkcytologi (oavsett typ) krävs förekomst av respiratoriskt epitel (för borstprov rekommenderar WHO att det inte bara är sparsamt), för bronksköljvätska och sputum även relativt många förekomst av alveolarmakrofager. För representativ ultraljudsledd punktion av lymfkörtlar (EBUS, EUS) har olika förslag presenterats, där tills vidare något av följande krävs: ett högförstoringssynfält (x40 objektiv) med minst 40 lymfocyter, >5 lågförstoringssynfält (x10 objektiv) med minst 100 lymfocyter i vardera, flera kluster av pigmenterade histiocyter/makrofager, germinalcenterfragment eller förekomst av granulom. Föreslagna kriterier är framtagna för utstryksglas, men de tre sistnämnda går att applicera även på vätskebaserad cytologi utan ändring, medan antal lymfocyter per synfält sannolikt inte går att översätta rakt av (jämförande data och riktlinjer saknas, men rimligen kan även vätskebaserad cytologi vara grund för representativitetsbedömning på basen av lymfocytantal). För vidare diskussion om EBUS/EUS se Appendix 6. För alla provtyper motiverar förekomst av tumör representativet (men med beaktande att provtagning kan vara från primärtumören om åtkomlig). För pleuraexsudat hänvisas till KVAST-dokument Pleura. 

Fynd – vid förekomst av tumör ska histologisk typ anges enligt Appendix 3 (terminologi för biopsi/cytologi). Att ange subtyp för adenokarcinom är inte nödvändigt (t.ex. korrelation mellan växtmönster/grad och prognos finns visat på resektat endast). Resultat av diagnostiska färgningar och relevanta differentialdiagnoser bör anges. För cytologi rekommenderas WHO-nomenklaturen (identisk med tidigare föreslagen Sydney-klassifikation för lymfkörtlar/EBUS) 1, otillräckligt/ej representativt, 2, benignt, 3, oklar atypi (”osäker, mer sannolikt benignt”), 4, misstanke om malignitet, 5, malignt (typ specificeras om möjligt). Denna nomenklatur kan med fördel även användas för biopsier. 

Molekylär analys utförd – om molekylärpatologisk analys är utförd på tidigare preparat, om analys beställs på aktuellt preparat eller om det aktuella preparatet är olämpligt för molekylärpatologisk analys bör anges. En samlad bedömning av samtliga tillgängliga prov på patienten kan med fördel göras och anges under denna rubrik. 

Resektat: 
Preparatbeskrivning – anges i enlighet med remiss (t.ex. ”vänster ovanlob”). Uppmätt storlek kan med fördel anges. Särskilda makroskopiska fynd av betydelse, såsom suturrader eller märkningar, makroskopisk pleuraindragning, medföljande revben etc. rapporteras här. 

Tumörlokalisation och utbredning inkl. ev. satellittumörer – perifer/central/annan lokalisation anges. Utbredning avser överväxt på revben, mediastinum etc. samt förekomst av metastas till samma eller annan lob. 

Tumörstorlek (invasiv del specificerat) – åtminstone största mått för invasiv del ska anges. Största mått för invasiv plus lepidisk del bör dock anges om lepidisk växt finns för att underlätta jämförelse med radiologisk bild. Tumörstorlek avser enligt TNM invasiv del (perifer lepidisk komponent och spridning via luftrum/STAS ingår alltså inte i måttet), vilket ofta mäts enklast mikroskopiskt, men vid tumör utan lepidisk växt motsvarar mikroskopiskt mått som regel det makroskopiska. Notera att för invasivt mucinöst adenokarcinom gäller total storlek (inkl. lepidisk växt men exkl. spridning via luftrum/STAS). Vid diskrepans mellan makro- och mikroskopisk bedömning eller om det är svårt att uppskatta tumörstorleken efter makro- och mikroskopisk bedömning (t.ex. multipla invasiva foci samt lepidisk växt) bör ett mått för insvasiv tumörstorlek anges efter bästa uppskattning och jämförelse med radiologisk bild göras. 

Histologisk typ – vid förekomst av tumör ska histologisk typ anges enligt Appendix 3. Vid neoadjuvant behandling, fr.a. för fall med mycket lite kvarvarande cancer, får hänsyn tas till att det kan vara svårt att ange typ lika exakt som annars eller jämfört med preoperativ utredning. 

Histologisk subtyp – subtyp för neuroendokrina tumörer ska alltid anges, i övrigt bör subtyp anges enligt Appendix 3 (terminologi för resektat). Notera att för icke-mucinösa adenokarcinom som inte är minimalt invaderande avgör predominerande växtmönster subtyp (se Appendix 1 och 3), men övriga förekommande växtmönster bör också anges. 

Histologisk grad – grad bör anges för adenokarcinom, där minimalt invaderande och lepidiskt adenokarcinom med <20% höggradigt växtmönster räknas som låg grad, acinärt och papillärt med <20% höggradigt växtmönster som medelhög grad, och adenokarcinom med ≥20% höggradigt växtmönster (mikropapillärt, solitt, kribriformt eller komplext) som hög grad. Graderingssystemet gäller inte invasivt mucinöst adenokarcinom (tidigare har detta föreslagits vara höggradigt). Något relevant graderingssystem för skivepitelcancer finns idag inte. Småcellig cancer, storcellig neuroendokrin cancer och storcellig cancer graderas inte heller. 

Invasion av viscerala pleura – ingen eller förekomst av tumörgenomväxt av viscerala pleuras elastica interna (PL1) ska anges, liksom tumörinvasion i parietala pleura (PL3) i förekommande fall. Tumörväxt på själva pleuraytan men utan invasion i parietala pleura (PL2) är prognostiskt ogynnsamt och kan därför med fördel rapporteras även om stadiet inte påverkas av detta. 

Radikalitet/marginaler – avstånd till bronkresektionskant anges, liksom andra relevanta marginaler i förekommande fall. Ingen eller förekomst av tumörväxt i bronkresektionskanten ska anges. Föreslagen terminologi kan med fördel användas: R0, fri marginal; R1, mikroskopiskt ej fri marginal (oavsett lokal, t.ex. periglandulär växt ut i kanten); R2, makroskopiskt ej fri marginal. RUN har föreslagits beteckna osäker marginal och även inkludera fall där systematisk lymfkörtelutrymning inte utförts samt fall där ”högsta nivå” av lymfkörtlar uppvisar metastas. 

Behandlingseffekt (vid neoadjuvant behandling) – vid neoadjuvant behandling anges för område där tumör varit (dvs tumörbädd exkl. omkringliggande reaktiva förändringar), utifrån samtliga undersökta områden/glas tillsammans, andel (1) viabel tumör, (2) nekros respektive (3) stroma (inkl. inflammation och fibros) i 10%-intervall (men exakt procent om <5%) där summan av de tre ska bli 100%. Viabel tumör ≤10% räknas som ”major pathologic response”, ingen viabel tumör som ”complete pathologic response”. 

(Misstanke om) tumörassocierad atelektas eller obstruktiv pneumonit – misstanke om något av dessa två tillstånd ska rapporteras eftersom det kan påverka stadiet vid små tumörer, men fr.a. atelektas är svårbedömt histopatologiskt och korrelation till radiologisk bild bör göras. 

Vaskulär invasion (LVI, BVI) – inväxt i lymf- (LVI) och blodkärl (BVI) är prognostiskt ogynnsamt och kan därför med fördel rapporteras även om stadiet inte påverkas av detta (utifrån sistnämnda förhållande rekommenderas inte rutinmässig färgning avseende kärl). 

Spridning via luftrum (STAS) – spridning via luftrum (spreading through air spaces) innebär mikropapillära kluster, solida nästen eller enskilda tumörceller etc. som ligger fritt i alveolarrummen nära eller längre ifrån tumören (dvs allt utanför tumörfronten). Detta är prognostiskt ogynnsamt och kan därför med fördel rapporteras även om stadiet inte påverkas av detta. 

Undersökta lymfkörtelstationer – samtliga undersökta lymfkörtelstationer anges enligt gängse positionsnumrering som ska framgå av remissen. Lymfkörtlar framdissekerade från lungresektatet (typiskt position 12-14, men beror på typ av operation och teknik) anges lämpligen som ’lymfkörtlar från huvudpreparatet’ utan vidare numrering. Antal lymfkörtlar från varje position behöver inte anges (separat inskickade lymfkörtlar kommer ofta i bitar, vilket omöjliggör räkning).

Förekomst av lymfkörtelmetastaser (specificera position) – i vilka lymfkörtelpositioner metastas återfinns ska rapporteras. Lymfkörtlar framdissekerade från lungresektatet anges enligt ovan. Notera att direktöverväxt på lymfkörtel räknas som metastas, liksom tumörväxt i vad som bedöms vara undergången/tumöromvandlad lymfkörtel (metastas till själva lungvävnaden påverkar T- eller M-stadium i stället). Notera att isolated tumour cells (ITC; <200 celler, ≤0.2 mm, ingen stromal reaktion) ska rapporteras men inte påverkar stadiet, se Appendix 6. Notera att spottkörtlar och mesotelceller är exempel på benigna strukturer som kan förekomma i thorakala lymfkörtlar och som inte får misstas för tumör. 

Stadium (pTNM) – stadium anges i enlighet med TNM9 som finns sammanfattad i Appendix 4. 

Molekylär analys utförd – om molekylärpatologisk analys är utförd på tidigare preparat, om analys beställs på aktuellt preparat eller om det aktuella preparatet är olämpligt för molekylärpatologisk analys kan med fördel anges. 

Patologiska fynd i övrig lungvävnad – metaplasi och/eller dysplasi i bronker, atypisk adenomatös hyperplasi (AAH), diffus idiopatisk neuroendokrin hyperplasi (DIPNECH), emfysem, fibros, inflammation, organiserande pneumoni, granulomatos etc. med beskrivning av omfattning/utbredning kan med fördel anges. 

Övrigt – övriga noteringar inkluderar t.ex. fynd i extra preparat (biopsier från t.ex. pleura eller mediastinum; obligatorisk rapportering), dålig fixering av preparatet, förekomst av suturrader som påverkat utskärning/bedömning, perineural tumörväxt etc. 

Prediktiv molekylärpatologisk analys: 

Provnummer – Lab-ID/PAD-nummer inkl. klossnummer för analyserat material anges. 

Provtyp och fixeringsmetod – biopsi/cytologi/resektat respektive färsk/fryst/formalinfixerad paraffininbäddad vävnad eller motsvarande anges (notera särskilt typ av urkalkningsmetod om detta använts). Tidigare ställd diagnos inkl. om metastas/primärtumör/oklart kan också anges. 

Re-test (ja/nej) – re-test kan anges och innebär att samma analys finns tidigare utförd (som t.ex. vid nytt test för att undersöka resistensmekanism vid känd EGFR-mutation). 

Ev. tumörcellsseparation – manuell makrodissektion etc. anges. 

Tumörcellshalt (%) – bedömd tumörcellshalt anges i procent. 

Testmetod – testmetod inkl. DNA/RNA-extraktionsmetod samt testade genetiska förändringar eller motsvarande anges. För PD-L1 anges antikropp (kit) och plattform. 

Testresultat – genetiska förändringar anges enligt www.hgvs.org (t.ex. ”c.35G>A, p.Gly12Ala”). För PD-L1 22C3/28-8/SP263 anges infärgade tumörceller med skalan <1%, 1-49%, 50%+. För PD-L1 SP142 anges infärgade tumörceller med samma skala samt tumörassocierade immunceller med skalan <1%, 1-9%, 10%+. Mer detaljerade skalor kan användas men är inte obligatoriskt. 

Kommentar – avser ev. tolkningsproblem eller andra kommentarer av värde. 

Värdering – fyndens betydelse i förhållande till klinisk frågeställning anges (t.ex. ”analysresultaten talar för/emot behandlingssvar vid terapi med anti-EGFR-antikroppar”). Värdering anges inte för PD-L1. 


XIII. Svarsmallar 

Svarsmall biopsi/cytologi 
Preparatbeskrivning: 
Representativt material för lokalen: 
Fynd: 
Molekylär analys utförd: 

Svarsmall resektat 
Preparatbeskrivning: 
Tumörlokalisation och utbredning inkl. ev. satellittumörer: 
Tumörstorlek (invasiv del specificerat): 
Histologisk typ: 
*Histologisk subtyp: 
*Histologisk grad: 
Invasion (genomväxt) av viscerala pleura: 
Radikalitet/marginaler: 
*Behandlingseffekt (vid neoadjuvant behandling): 
(Misstanke om) tumörassocierad atelektas eller obstruktiv pneumonit: 
*Vaskulär invasion (LVI, BVI): 
*Spridning via luftrum (STAS): 
Undersökta lymfkörtelstationer: 
Förekomst av lymfkörtelmetastaser (specificera position): 
Stadium (pTNM): 
Molekylär analys utförd: 
*Patologiska fynd i övrig lungvävnad: 
*Övrigt: 

(* = ej obligatoriskt) 

Svarsmall prediktiv molekylärpatologisk analys
Provnummer: 
Provtyp och fixeringsmetod: 
*Re-test (ja/nej): 
**Ev. tumörcellsseparation: 
**Tumörcellshalt (%): 
Testmetod:
Testresultat: 
Kommentar: 
*Värdering: 

(* = ej obligatoriskt; ** = ej obligatoriskt vid morfologiska tester som immunfärgning och FISH) 


XIV. Administrativt 

SNOMED-koder 
Följande T-koder är i första hand aktuella: 
T26 bronk 
T28 lunga
T083 thorakal lymfkörtel 
Följande M-koder är i första hand aktuella (slutsiffra 6 för cancerdiagnoserna om metastas till platsen): 
M81403 adenokarcinom 
M80703 skivepitelcancer 
M80103 icke-småcellig cancer ospecificerad (när tilläggsanalyser är inkonklusiva eller inte kunnat utföras) 
M80413 småcellig cancer 
M09000 otillräckligt/ej diagnostiskt (biopsi) 
M09010 otillräckligt/ej diagnostiskt (cytologi)
M09450 benignt 
M69700 oklar atypi 
M80001 misstanke om malignitet (när tillämpligt så M80101 misstanke om karcinom etc)

Fler M-koder återfinns i Appendix 3 och för fullständig förteckning hänvisas till WHO-klassifikationen (notera dock att thorax-KVAST-gruppen inte rekommenderar separata koder för t.ex. subtyper av adenokarcinom såsom föreslagits av WHO då det inte har klinisk relevans och försvårar för kvalitetsindikatorer). 

Provtypsbeteckningar 
Provtypsbeteckningar skiljer mellan olika patologavdelningar och även om enhetlighet vore optimalt så spelar den exakta beteckningen inte någon vidare roll. Det är vilka prover som beteckningarna omfattar som är det viktiga för att jämförelse mellan patologavdelningar (inkl. kvalitetsindikatorer) ska kunna ske. En ännu mer detaljerad uppdelning bör följaktligen inte medföra några problem medan det motsatta kan göra det. För att kunna ge exempel finns dock här förslag på provtypsbeteckningar som i första hand bör vara aktuella inom området: 
BOR bronkborste
BRO bronksköljvätska 
EBUS finnålsaspirat vid EBUS/EUS  
FNA finnålsaspirat 
SPU sputum 
P bronkbiopsi, transthorakal mellannålsbiopsi, lymfkörtelbiopsi vid mediastinoskopi 
X excision av lymfkörtlar vid operation 
R kilexcision, segementresektion, lobektomi, bilobektomi 
E pulmektomi 

Exempel bronkborste med småcellig cancer: 
BOR, T26, M80413

Exempel transthorakal mellannålsbiopsi med adenokarcinom: 
P, T28, M81403

Exempel lobektomi samt lymfkörtelutrymning med skivepitelcancer med lymfkörtelmetastas: 
R, T28, M80703 plus X, T083, M80706

Förslag på kvalitetsindikatorer
Se separat tilläggsdokument Kvalitetsindikatorer och svarstider thorax. 

Rekommenderade svarstider
Se separat tilläggsdokument Kvalitetsindikatorer och svarstider thorax. 

Möjlig delegation
Förgranskning och besvarande av benigna cytologiska prover från lunga kan delegeras till cytodiagnostiker. EBUS-prover samt maligna och oklara fynd bör dock även granskas av thoraxcytologiskt kompetent patolog. Utskärning av thorakala lymfkörtlar kan delegeras till BMA. Granskning av prediktiva molekylärpatologiska analyser (immunhistokemisk färgning, FISH, mutationsanalys) kan utföras av annan yrkeskategori, men resultat bör bekräftas av molekylärt kompetent patolog. 


XV. Kvalitetsarbete inom patologin

Kvalitet färgningar/analyser 
Ansvaret för validering av färgningar och andra analyser ligger på den enskilda patologavdelningen, och ett systematiskt internt kvalitetsarbete är en förutsättning för högkvalitativ diagnostik. Vidare bör samtliga patologavdelningar delta i program för extern kvalitetskontroll av analyser (t.ex. NordiQC). Utifrån antalet möjliga metodologiska variabler vid immunhistokemiska färgningar och andra analyser är lokal validering av varje analys en förutsättning för kvalitetskontroll. 

Kontrollvävnad för immunhistokemiska färgningar bör användas på varje glas, och bör idealt utgöras av relevant normalvävnad (undantaget färgningar där positiv normalvävnad inte finns) med negativ, låg- och högexpressor som är hanterat och preparerat på samma sätt som provmaterialet. 

Protokoll för immunhistokemiska färgningar är normalt utprovade på formalinfixerat histologiskt preparat, och för cytologi ska immunfärgningsprotokollen vid behov optimeras för denna typ av material. Utöver att vätskebaserad cytologi tillåter ytterligare preparation från kvarvarande cellmaterial i vätskan för immunhistokemisk färgning, FISH eller molekylärpatologisk analys (via cellblock/Cytospin eller direktutstryk resp. lysat) har andra kvalitativa fördelar lyfts fram, såsom att erytrocyter kan tvättas bort och att morfologin kan bli tydligare. Om första medlet cellerna fixeras i är metanol/etanol-baserat (vilket gäller en del vätskebaserad cytologi) kan vissa immunhistokemiska färgningar påverkas kvalitetsmässigt (t.ex. S100, TTF-1 och ev. PD-L1, risk falskt negativ i vissa studier, men stora studier saknas; se t.ex. förstanamn Mansour i referenslistan under Cytologi). 

Cytologiskt material kan fixeras i formalin som första medium, men en potentiell nackdel är att kvaliteten vid mutationsanalyser kan påverkas (formalininducerad DNA-fragmentering och skador riskerar att påverka sparsamt cytologiskt material mer än biopsi/resektat) och att extra ”tvättning” av materialet kan behövas. Detta gäller oavsett var i processen formalin används. 

För målriktad och (viss) immunmodulerande terapi krävs enligt riktlinjer validerade och robusta tester utförda vid avdelning/laboratorium med erforderlig kunskap om dessa analyser. Vid behandlingsprediktiva analyser uppfattas generellt valideringskraven som extra höga och en ackrediterad analys bör starkt eftersträvas. Många tillverkare tillhandahåller idag tester med hög valideringsgrad (CE-IVD-märkta kit etc.) och vid nyttjande av dylika tester på det rekommenderade sättet blir ansvaret för den lokala valideringen klart mindre. Molekylärpatologiska analyser kan fungera utmärkt på cytologiskt material, men lokal validering bör utföras (validering/klinisk erfarenhet har lokalt – på en avdelning – t.ex. visat fler falskt negativa fall vid immunhistokemisk färgning för ALK för [metanolfixerad] cytologi än biopsi, medan erfarenhet också visat mer lättolkad FISH på osnittat cytologiskt material).

Kvalitet diagnostik 
Målsättningen är att thoraxinriktade patologer ska vara kompetenta inom cytologi och molekylärpatologi för att kunna handlägga samtliga prover från en patient i samtliga steg i den diagnostiska processen. Thoraxinriktade patologer bör regelbundet delta i kurser och konferenser inom thoraxpatologi eller angränsande områden. 

Samtliga patologavdelningar ska delta i Equalis-utskick rörande thoraxpatologi, och alla patologer som självständigt besvarar prover från thorax bör delta i Equalis-utskick gällande thorax. Thorax-KVAST-gruppen ansvarar för framtagande av fall till Equalis-utskick.

Patologer som självständigt besvarar prover från thorax bör också ta del av relevanta anmälningsärenden från hela landet, samt delta i lokal intern kvalitetskalibrering (t.ex. regelbundet återkommande individuell eller gemensam granskning av utvalda fall och/eller intern uppdatering av nyheter inom området). 

Vidare bör en nationell digital bilddatabas upprättas för samling av typfall och ovanliga fall inom thorax. 


XVI. Övrigt 

Klinisk organisation som granskat och godkänt dokumentet
Svenska lungcancerstudiegruppen (SLUSG) 

Länk till nationellt vårdprogram (NVP)
https://www.cancercentrum.se/samverkan/cancerdiagnoser/lunga-och-lungsack/vardprogram/

Multidisciplinär konferens (MDK)
Vid lungcancerutredning finns ofta ett flertal prover från bronkoskopi samt ev. ytterligare från transthorakal punktion, pleuraexsudat och extrathorakala metastaser. Det rör sig oftast om såväl histopatologiska som cytologiska prover. Lungan är också det vanligaste organet för metastaser, och fullständig klinisk/radiologisk/epidemiologisk/tumörhistorisk information finns inte alltid tillgänglig för patologen i den diagnostiska situationen (även om så omfattande information som möjligt är önskvärt redan vid första remiss). Av detta skäl är det viktigt att en konsensusdiagnos baserad på allt tillgängligt material ställs i samband med MDK. Vid detta tillfälle kan även beslutas om eventuell ytterligare diagnostik beträffande tumörtyp, ursprung och molekylär prediktion är önskvärt. Lämpligen bör alla preoperativa fall samt fall där operation inte är aktuellt diskuteras vid MDK, men även majoriteten av post-operativa fall bör vara aktuella för MDK. 
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Appendix 1. Kommentar till diagnostik 

Vanliga histologiska typer

Adenokarcinom: 
Adenokarcinom i lunga uppvisar definitionsmässigt minst en av A) morfologi förenlig med adenokarcinom, såsom lepidiskt, acinärt, papillärt, mikropapillärt, kribriformt, fetalt eller mucinöst växtmönster, B) mucinproduktion, ≥5 inklusioner i varje av två högförstoringsfält/0.4 mm2, C) positiv immunhistokemisk markör, TTF-1, napsin A; ≥1% positiva tumörceller. Vid solitt växtmönster med stöd från immun- eller mucinfärgning används på biopsi/cytologi termen NSCC sannolikt adenokarcinom. 

För kombinerade tumörer gäller att om ≥10% av vardera adenokarcinom och skivepitelcancer så klassas tumören som adenoskvamös. Motsvarande klassas tumören som pleomorf cancer om ≥10% spolcellig eller jättecellscancer. Notera att säker diagnos avseende dessa kombinationstumörer endast kan ställas på resektat – vid biopsi/cytologi klassas cancer med sarkomatoida drag efter immunhistokemi i NSCC sannolikt adenokarcinom, NSCC sannolikt skivepitelcancer eller NSCC ospecificerad (se Appendix 3). Vid kombinerad tumör med småcellig cancer eller storcellig neuroendokrin cancer (oavsett andel av komponenterna) klassas tumören i stället som subtyp till dessa former, dvs kombinerad småcellig cancer respektive kombinerad storcellig neuroendokrin cancer. 

Vid morfologisk bild av adenokarcinom ingår utöver de nämnda differentialdiagnoserna adenoskvamös cancer, pleomorf cancer och kombinerad neuroendokrin cancer även cancer av spottkörteltyp, metastas av adenokarcinom från annat organ, bifasiskt synovialt sarkom och könscellstumör (körtellika ”pseudoglandulära” formationer kan även ses vid skivepitelcancer, mesoteliom och neuroendokrina tumörer). 

Positiv TTF-1 och napsin A talar, förutom för adenokarcinom, även för ursprung i lunga, och kan därför vara av värde även vid tydlig morfologisk bild. Se Appendix 2 för differentialdiagnoser vid TTF-1- eller napsin A-positiv tumör. 

Positiv TTF-1 klon 8G7G3/1 och/eller napsin A utesluter i princip positiv p40 (och oftast CK5). Vid positiv (fokal eller diffus, definierat som <10% respektive ≥10% av tumörcellerna) TTF-1 klon 8G7G3/1 och/eller napsin A med samtidig fokal p40 och/eller fokal CK5 rekommenderas att fallet klassas som adenokarcinom om den morfologiska bilden är icke-småcellig cancer av oklar typ. Undantag är om TTF-1/napsin A respektive p40/CK5 ses i olika cellpopulationer, varvid adenoskvamös cancer bör misstänkas (för säker diagnos av adenoskvamös cancer krävs emellertid resektat). Vid diffust positiv p40 eller CK5 med samtidig svag och/eller fokal positivitet med TTF-1 klon SPT24 (som flertalet patologavdelningar idag använder) eller klon SP141 är diagnosen dock i princip alltid skivepitelcancer. Notera att WHO (klassifikationen från 2021 och tilläggspublikationen från 2019) rekommenderar, och har skrivit sina riktlinjer utifrån, klon 8G7G3/1 och att fall med positiv TTF-1 klon 8G7G3/1 bör betraktas som adenokarcinom oavsett p40/CK5 om den morfologiska bilden är icke-småcellig cancer av oklar typ. Studier från Sverige har visat att 10% är en bättre cutoff-nivå för positiv TTF-1 med klon SPT24 och SP141 (men även >10% positivitet förekommer vid skivepitelcancer) och att klon SPT24 är förenat med fler feldiagnoser i praktisk diagnostik (se t.ex. under Övrigt i referenslistan). Fångade bronkiolära strukturer med basalceller (p40/CK5-positiva) kan förekomma och får inte misstolkas som tumörceller. 

Vid lågt differentierad icke-småcellig cancer med bild suggestiv för skivepiteldifferentiering görs immunfärgning för att fastställa om skivepitelcancer (endast p40/CK5 positiv), adenoskvamös cancer (olika populationer p40/CK5 respektive TTF-1/napsin A positiv) eller pseudoskvamöst adenokarcinom (endast TTF-1/napsin A positiv) föreligger. 

Adenokarcinom in situ definieras som lokaliserat ≤3 cm stort adenokarcinom med ren lepidisk växt utan tecken till invasion. Oftast är adenokarcinom in situ icke-mucinöst. Vid endast lepidiskt växtmönster utan invasion i biopsi bör man dock ange att invasion inte kan uteslutas eftersom ren in situ-växt är mycket ovanligt. (Differentialdiagnosen atypisk adenomatös hyperplasi, AAH, med kuboida lätt atypiska glest kontinuerliga epitelceller som följer alveolarsepta är sällan aktuell på biopsi/cytologi då AAH typiskt är en mycket liten lesion som är svår att ta prov från.) 

Invasion definieras som annat växtmönster än lepidiskt, stroma med myofibroblaster med invasion, vaskulär eller pleural invasion samt spridning via luftrum (STAS). Minimalt invaderande adenokarcinom (MIA) definieras som ≤3 cm stort adenokarcinom med lepidiskt växtmönster med totalt ≤5 mm invasion samt ingen invasion i kärl/pleura, nekros eller spridning via luftrum (STAS). 

För övriga invasiva adenokarcinom motsvarar subtyp det dominerande växtmönstret vid resektat (undantag 10-90% mucinös komponent klassas som kombinerat invasivt mucinöst adenokarcinom, med mucinöst definierat som bägarcells- eller cylindercellsmorfologi med rikligt intracytoplasmatiskt mucin). Enligt WHO-klassifikationen rekommenderas att alla växtmönster redovisas i 5%-intervall, men sådan detaljerad redovisning påverkar inte handläggning i kliniken. Notera att även invasiva mucinösa adenokarcinom kan uppvisa de olika växtmönstren lepidiskt, acinär, papillär och mikropapillär, men man brukar inte ange detta (subtypen blir ’invasiv mucinös’). För invasiva mucinösa adenokarcinom (men inte mucinös MIA) räknas all tumör som invasiv vid mätning av storlek för T-stadium. Pneumonisk spridning (närliggande härdar fr.a. med lepidisk växt) är vanligt vid fr.a. invasiva mucinösa adenokarcinom, och detta räknas då som ett tumörfokus och inte metastas inom samma lob om det makroskopiskt ser ut att vara ett tumörområde. 

För biopsi kan också anges vilket växtmönster man ser, men viktigast är att ange om icke-mucinöst eller mucinöst adenokarcinom. 

Skivepitelcancer: 
Skivepitelcancer uppvisar definitionsmässigt minst en av A) keratinisering, inkl. pärlbildning, B) intercellulära bryggor, C) positiv immunhistokemisk markör, p40 (alt. CK5, CK5/6) inte enbart fokalt (dvs ≥10% infärgade tumörceller, men ≥50% rekommenderas för biopsier i WHO-klassifikationen). Vid avsaknad av keratin eller bryggor men stöd från immunfärgning används på biopsi/cytologi termen NSCC sannolikt skivepitelcancer.

Se adenokarcinom ovan angående blandformer (adenoskvamös och pleomorf cancer samt kombinerad småcellig och storcellig neuroendokrin cancer) samt hur man resonerar vid samtidig positiv TTF-1/napsin A och uteslutande av pseudoskvamöst adenokarcinom etc. Fångat alveolarepitel förekommer relativt ofta och är positivt för TTF-1 och napsin A (även makrofager är napsin A-positiva) och får inte misstolkas som tumör. 

Utifrån sensitivitet och specificitet är p40 den bästa markören för skivepitelcancer. CK5 och CK5/6 är inte riktigt lika bra i flera studier och får därför betraktas som andrahandsval (p63 ska inte användas i lungsammanhang). Se Appendix 2 för differentialdiagnoser vid p40 eller CK5-positiv tumör.

Vid tydlig keratinisering kan man avstå från bekräftande immunfärgning, fr.a. på resektat. Man bör dock vara liberal med immunfärgning, fr.a. på små material men även vid resektat. Keratinisering utesluter inte heller adenoskvamös cancer, pleomorf cancer, kombinerad neuroendokrin cancer, metastas av endometroid cancer med skvamös differentiering och NUT-karcinom. Apoptotiska celler kan misstas för unicellulär keratinisering, medan lamellär arkitektur och palissadering även kan ses vid annan histologisk typ, och tydliga intercellulära bryggor är ofta svårt att se. Vid icke-keratiniserande typ är solitt växande adenokarcinom, storcellig cancer, cancer av spottkörteltyp samt metastas av urotelial cancer, basaloid bröstcancer eller thymom viktigaste differentialdiagnoser, medan vid basaloid typ är neuroendokrina tumörer, lymfom, cancer av spottkörteltyp, lymfoepitelial cancer (som nu ingår i skivepitelcancergruppen), NUT-karcinom och thorakal SMARCA4-deficient odifferentierad tumör viktigaste differentialdiagnoser. Metastas av hudadnextumör och basaliom samt olfaktoriskt neuroblastom är andra sällsynta differentialdiagnoser. 

Storcellig cancer: 
Storcellig cancer uppvisar definitionsmässigt inga tecken till adenokarcinom, skivepitelcancer, småcellig cancer eller andra specifika drag. Fokal (<10%) positivitet för skivepitelmarkör (p40, CK5) accepteras, men diffus (≥10%) positivitet för dessa eller fokal eller diffus positivitet för TTF-1 eller napsin A utesluter diagnosen storcellig cancer, liksom ≥5 mucininklusioner i varje av två högförstoringsfält/0.4 mm2. På biopsi/cytologi används inte diagnosen storcellig cancer utan i stället NSCC ospecificerad. Med dessa kriterier har diagnosen storcellig cancer i princip försvunnit. 

Småcellig cancer: 
Småcellig cancer uppvisar definitionsmässigt relativt små celler med sparsam cytoplasma, fingranulärt kromatin och inga eller diskreta nukleoler. Cellerna är runda, ovala eller spolformade och ligger tätt med kärnor som formar sig efter varandra (’nuclear molding’). Rikligt med mitoser (definitionsmässigt >10 per 2 mm2) ska ses. Nekroser är vanligt.

Diagnosen kombinerad småcellig cancer gäller om det finns tydlig komponent av småcellig cancer med ≥10% storcellig neuroendokrin cancer eller storcellig cancer, eller med annan histologisk typ oavsett andel (adenokarcinom, skivepitelcancer etc.). 

Småcellig cancer är oftast positiv för neuroendokrina markörer, men det är inte obligat för diagnos. Cytokeratinfärgning ger som regel en punkt- eller skärformad cytoplasmainfärgning. Viktiga differentialdiagnoser är skivepitelcancer, lymfom, vissa sarkom och storcellig neuroendokrin cancer, men även NUT-karcinom, thorakal SMARCA4-deficient odifferentierad tumör och Merkelcellscancer ingår. Storcellig neuroendokrin cancer går inte att skilja från småcellig cancer genom immunfärgning, förutom att man kan få stöd för sparsam cytoplasma genom bred cytokeratin (se vidare nedan). 

Vid tångbiopsi ses ofta typiska krossartefakter. Vid kryobiopsi där cellstrukturen är mer bevarad och fr.a. vid resektat där kärnorna ofta får ett mer luckert utseende efter fixering kan diagnosen vara mindre självklar. 

Storcellig neuroendokrin cancer: 
Storcellig neuroendokrin cancer uppvisar definitionsmässigt neuroendokrin differentiering (organoida nästen, rosetter, trabekulär växt eller perifer palissadering) utan att fylla kriterierna för småcellig cancer och minst en positiv immunhistokemisk neuroendokrin markör (av CD56, synaptofysin, chromogranin A, INSM1). Rikligt med mitoser (definitionsmässigt >10 per 2 mm2) ska ses. Nekroser är vanligt. Se småcellig cancer ovan angående blandformer.

Skillnaden mot småcellig cancer är att storcellig neuroendokrin cancer har större celler och/eller kärnor med vesikulärt eller grovt kromatin (men fint kromatin är relativt vanligt) och/eller förekomst av tydliga nukleoler. Ki67-index och mitosantal uppvisar stort överlapp mellan diagnoserna och ger oftast ingen direkt vägledning. Man kan ha nytta av en bred cytokeratinfärgning för att visualisera cytoplasmamängden. 

För att skilja storcellig neuroendokrin cancer och småcellig cancer är sannolikt kärn-/cytoplasma-kvot och förekomst av nukleoler bäst, men även cellstorlek, cytoplasmamängd och kromatinteckning beaktas. Studier visar dock på likartad prognos och behandlingssvar vid de båda tumörformerna, varför uppdelningen inte bedöms som särskilt biologiskt relevant (i praktiken utförs dock normalt behandlingsprediktiv molekylärpatologisk analys vid bild av storcellig neuroendokrin cancer på biopsi/cytologi, och vid bild av småcellig cancer ges normalt profylaktisk hjärnbestrålning, varför det finns en viss skillnad i handläggning). 

Karcinoid: 
Karcinoider utgör tillsammans med småcellig cancer och storcellig neuroendokrin cancer gruppen neuroendokrina tumörer, men är av låg (typisk karcinoid) eller medelhög grad (atypisk karcinoid). På biopsi/cytologi används termen karcinoid ospecificerad då säker bedömning typisk/atypisk görs på resektat. Tumörerna är monomorfa och har neuroendokrint växtmönster (se ovan) och tillhörande immunhistokemisk profil. Spolcelligt inslag är inte ovanligt, speciellt vid perifera tumörer, och kan vid tekniska artefakter försvåra den morfologiska bedömningen. Typiska karcinoider uppvisar definitionsmässigt <2 mitoser per 2 mm2 och inga nekroser, medan atypiska karcinoider har 2-10 mitoser per 2 mm2 och/eller nekroser. 

Att använda proliferationsindex vid Ki67-färgning är ett sätt att dela upp låg/medel/höggradiga neuroendokrina tumör i GI-trakten, men definierar inte typisk/atypisk karcinoid i lunga. Det finns idag ingen evidens för att Ki67 skulle ge en bättre gradering av lungkarcinoider, men däremot är Ki67 till stor nytta för att skilja karcinoider och höggradiga neuroendokrina tumörer i de fall morfologin är oklar. I senaste WHO-klassifikation diskuteras dock om Ki67 med 5% som tillämpad cutoff kan vara lämpligt för atypisk vs. typisk karcinoid (men konsensus för detta finns inte, så tillsvidare gäller definition efter mitoser/nekros). Likaså rekommenderas i WHO-klassifikationen att man rapporterar Ki67-index >30% vid karcinoid (vilket motsvarande inte innebär storcellig neuroendokrin cancer om övriga kriterier passar med karcinoid). 

Vid mitosräkning identifierar man det mest mitosrika området. Man räknar (minst) tre stycken 2 mm2 stora till varandra angränsande områden, där områden med fibros, uttalad inflammation eller nekros exkluderas. Säkra mitoser räknas. Om medelvärdet av antal mitoser för områdena är nära gräns för olika diagnoser/subtyper så upprepas räkningen i ytterligare områden. Om man granskar digitalt kan man ruta in områden med 2 mm2 stora rutor i samma form eller använda digitalt mitosräkningsverktyg (vilket liknar hur utvärdering görs i mikroskop). Alternativt kan utvärdering göras i mikroskop, vilket rekommenderas om den digitala bilden är av otillräcklig kvalitet. 

Rationell immunpanel enligt dagens kunskap 
Vid rikligt med tumörvävnad (fr.a. vid resektat) är det materialmässigt oproblematiskt att utföra en omfattande immunhistokemisk/histokemisk analys för att så långt det går avgöra histologisk typ och ursprung. Vid små material är det en större utmaning att välja optimal panel. 

Enligt WHO-klassifikationen och tidigare tilläggspublikation rekommenderas vid tydlig morfologisk bild av skivepitelcancer eller adenokarcinom inte något tillägg av immunhistokemisk/histokemisk färgning. Om oklar bild av icke-småcellig cancer rekommenderas en minimal panel med en markör för skivepitelcancer (i första hand p40) och en markör adenokarcinom (i första hand TTF-1, alt. napsin A) plus ev. mucinfärgning. Om samtliga är negativa rekommenderas kompletterande färgning för att bekräfta karcinom (se nedan). Neuroendokrina markörer rekommenderas om neuroendokrin morfologi. 

Med denna strategi kommer man att kunna subtypa de flesta fall. Men samtidigt kommer utredning av ursprung vid morfologiskt adenokarcinom samt NSCC ospecificerad (då TTF-1 inte görs resp. är negativ) att i princip helt ligga på utredande kliniker med stöd av radiologi mm. Det blir sålunda inte primärt patologens uppgift ta ställning till metastas eller primär lungcancer till förmån för molekylärpatologisk analys. Från WHO-gruppen förespråkas i stället ett ökat multidisciplinärt samarbete där i princip samtliga patienter tas upp vid konferens. 

I Sverige finns på många ställen en tradition av att patologen tar större ansvar att på eget initiativ utreda tumörursprung och själv beställa rimliga tilläggsanalyser utifrån morfologisk bild, historik och epidemiologisk situation utöver direkt frågeställning som utgår från anamnestisk, klinisk och radiologisk misstanke mm. Lokal förankring rekommenderas om vilken strategi som ska användas för att inte missförstånd ska uppstå, och att färga för åtminstone TTF-1 (eller napsin A) även vid tydlig morfologisk bild av adenokarcinom kan vara att föredra eftersom positiv färgning då talar starkt för ursprung i lunga. I praktiken finns dock påtaglig risk att onödigt stora immunpaneler utförs för att leta osannolika differentialdiagnoser, vilket både slösar tumörmaterial och ökar belastningen på immunlabb. Vidare måste beaktas att ingen antikropp har perfekt sensitivitet eller specificitet. 

Ett exempel på effektiv och vävnadsbesparande minipanel vid lågt differentierad icke-småcellig cancer där endast två-tre snitt används är immunhistokemiska dubbelfärgningar med p40, TTF-1, napsin A och ytterligare en cytoplasmatisk färgning (förslagsvis CK7, CK5 eller möjligen en neuroendokrin markör) samt ev. mucinfärgning (PAS-diastas eller AB-PAS). Neuroendokrina markörer samt ev. Ki67 tillkommer om neuroendokrin morfologi. Se även Appendix 7. 

Utöver dessa kan för riktad differentialdiagnostik t.ex. användas CK7 samt CDX2 eller ev. CK20 eller SATB2 om mucinöst adenokarcinom eller misstanke om metastas av kolorektalcancer, GATA3, TRPS1 och ev. ER, PGR och SOX10 om bröstcancer, PAX8, WT1, och ev. ER, PGR, p53 och p16 om ovarialcancer, PAX8, CK7 och ev. RCC och CD10 om njurcancer, GATA3, uroplakin II, CK7, CK20, p40 och ev. CK5 om urotelial cancer, CK7, CK20 och CDX2 om övre gastrointestinal cancer (ventrikel- och pankreascancer är ofta positiva i både CK7 och CK20, gallvägscancer oftare bara CK7-positiva, men även positiv CK19), HepPar1, Glyp3 och ev. Arginase-1 om levercellscancer, NKX3.1 och ev. PSA och/eller P501S (prostein) om prostatacancer, bred cytokeratin om icke-epitelial tumör i kombination med S100, SOX10, HMB45 och MelanA om melanom, CD45 och/eller CD3 och CD20 om lymfom mm. Nära samarbete med patologer inriktade på andra områden såsom mjukdels- och hematopatologi etc. rekommenderas för val av bästa immunhistokemiska färgningar i dessa fall. 

I praktiken bör epitelialt ursprung bekräftas för tumörer med oklar morfologisk bild och negativa markörer för adenokarcinom och skivepitelcancer med t.ex. bred cytokeratin, CK7, EpCAM eller claudin-4 (men markörerna fr.a. bred cytokeratin kan förekomma i icke-epiteliala tumörer). Om sparsamt material bör som regel molekylärpatologisk analys prioriteras framför omfattande immunpaneler. Tidigare maligna sjukdomar, radiologiska fynd och klinisk misstanke ska framgå av remissen, annars är kontakt med utredande läkare ofta lämpligt i dessa fall för vägledning angående riktade immunhistokemiska färgningar. Diagnostiserande patolog ska också ta del av provtagningshistoriken för patienten. 
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Appendix 2. Immunhistokemi 

	Andel positiva fall 
	p40
	CK5, CK5/6
	TTF-1 klon 8G7G3/1
	TTF-1 klon SPT24
	Napsin A
	CK7
	CK20
	CDX2
	Synapto
	ChromA
	CD56 
	INSM1
	ER
	PGR, MAGLO, GCDFP-15
	GATA3

	Adenokarcinom
	0-3%
	0-13%
	64-96%
	72-97%
	77-94%
	96-100%
	2-10%
	2-9%
	0-26%
	0-9%
	0-13%
	0-7%
	1-27%
	0-5%
	0-8%

	Skivepitelcancer
	76-100%
	53-95%
	0-6%
	2-19%
	0-9%
	21-42%
	0-14%
	0-8%
	0-5%
	0-2%
	0-16%
	0-4%
	0-3%
	0%
	0-12%

	Storcellig cancer
	0% 
	0% 
	0% 
	0% 
	0% 
	pos
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg
	neg

	Småcellig cancer
	0%
	0-1%
	53-96%
	84-86%
	0%
	5-25%
	4%
	neg
	52-100%
	4-83%
	63-100%
	75-100%
	neg
	neg
	0%

	Storcellig neuroendokrin cancer
	0%
	0-2%
	23-61%
	47-78%
	0%
	56%
	neg
	neg
	55-88%
	42-85%
	61-94%
	42-91%

	neg
	neg
	0%

	Karcinoid 
	0%
	0%
	0-50%
	24-61%
	0%
	16%
	neg
	neg
	94-100%
	93-100%
	83-100%
	79-100%
	neg
	neg
	0%

	Bröstcancer
	0%
	3%
	0-1%
	0-2%
	0-3%
	88%
	3%
	0%
	≤5%
	≤5%
	≤5%
	neg
	67-80%
	23-57%
	65-94%

	Kolorektalcancer
	0%
	0%
	0-3%
	2-7%
	0-2%
	2%
	88%
	92%
	≤5%
	≤5%
	≤5%
	neg
	0%
	0%
	0-1%



Kommentarer: 
Sifforna anger i första hand primär lungcancer och kan skilja för metastaser av lungcancer i andra organ. 
Värdena för vissa diagnoser/antikroppar baseras på ett relativt begränsat antal undersökta fall (pos/neg har använts när mycket begränsade data finns). 
Enstaka studier med extrema värden har uteslutits i sammanställningen. 
Försök till korrektion för variation i preanalytiska (fixering etc.), analytiska (färgningsprotokoll etc.) och postanalytiska (vald cutoff för positivitet etc.) faktorer har inte gjorts. 
Enligt WHO-klassifikationen är diffust positiv p40/CK5 (≥10%) eller positiv TTF-1/napsin A (≥1%) inte förenligt med diagnosen storcellig cancer (nya studier med denna definition saknas, varför övriga data är osäkra). 
TTF-1 är även positiv i thyreoideacancer, en del fall av höggradiga neuroendokrina tumörer (främst småcellig cancer) i andra organ samt enstaka fall av gynekologisk cancer (SPT24 även i ovanliga fall av övre GI-cancer, bröstcancer, germinalcellstumör, lymfom mm); napsin A är även positiv i njurcancer och klarcellig cancer av annat ursprung; CK5 är även positiv i mesoteliom, vissa spottkörteltumörer, thymustumörer, en del fall av urotelial cancer och vissa gyntumörer (de fyra sistnämnda är normalt även p40-positiva), CK5-positiv bröstcancer är vanligen ”trippelnegativ” och p40-negativ; GATA3 är förutom i bröstcancer även positiv i urotelial cancer, en del mesoteliom och vissa andra tumörer som t.ex. paragangliom (fler studier behövs); PAX8 är positiv i adenokarcinom från ovarium, endometrium, cervix, njure och thyreoidea samt en del thymustumörer (fr.a. polyklonal PAX8). 
Observera att vissa nya markörer, t.ex. TRPS1, saknas i tabellen. 




Appendix 3. Tumörklassifikation enligt WHO 2021 

Nomenklatur för invasiva epiteliala lungtumörer inkl. skillnader i terminologi för resektat resp. små material. 

	RESEKTAT
	M-kod SNOMED
	BIOPSI/CYTOLOGI

	Histologisk typ/subtyp
	
	Histologisk typ/subtyp

	Adenokarcinom 
	M81403
	Adenokarcinom 

	  Adenokarcinom in situ 
	M81402
	  (Ingen motsvarighet/lepidiskt växtmönster)

	  Minimalt invaderande, icke-mucinöst
	M81403
	  (Ingen motsvarighet/lepidiskt växtmönster)

	  Minimalt invaderande, mucinöst
	M81403
	  (Ingen motsvarighet/mucinöst lepidiskt växtmönster)

	  Lepidiskt 
	M81403
	  Lepidiskt växtmönster

	  Acinärt
	M81403
	  Acinärt växtmönster

	  Papillärt
	M81403
	  Papillärt växtmönster

	  Mikropapillärt
	M81403
	  Mikropapillärt växtmönster

	  Solitt
	M81403
	  Solitt växtmönster

	  Invasivt mucinöst (inkl. kombinerat)
	M81403
	  Invasivt mucinöst (’mucinöst lepidiskt’ om ej synlig invasion)

	  Kolloitt
	M81403
	  Kolloitt växtmönster

	  Fetalt
	M81403
	  Fetalt växtmönster

	  Enterisk typ
	M81403
	  Enteriskt växtmönster

	  (Ingen motsvarighet)
	M81403
	  NSCC sannolikt adenokarcinom

	Skivepitelcancer
	M80703
	Skivepitelcancer

	  Keratiniserande
	M80703
	  (Används normalt inte)

	  Icke-keratiniserande
	M80703
	  (Används normalt inte)

	  Basaloid
	M80703
	  (Används normalt inte)

	Lymfoepitelial cancer
	[bookmark: _Hlk151019950]M80823
	Lymfoepitelial cancer

	  (Ingen motsvarighet)
	M80703
	  NSCC sannolikt skivepitelcancer

	Neuroendokrina tumörer
	
	Neuroendokrina tumörer

	Småcellig cancer (inkl. kombinerad)
	M80413 
	Småcellig cancer (inkl. kombinerad)

	Storcellig neuroendokrin cancer (inkl. kombinerad)
	M80133
	NSCC sannolikt storcellig neuroendokrin cancer (inkl. kombinerad)

	Karcinoid, atypisk grad 2
	M82493
	  (Används normalt inte) 

	Karcinoid, typisk grad 1
	M82403
	  (Används normalt inte) 

	  (Används sällan, fr.a. om resektat av metastas) 
	M82403
	Karcinoid ospecificerad

	Storcellig cancer
	M80123
	  (Används inte)

	  (Används inte)
	M80103
	NSCC ospecificerad

	Adenoskvamös cancer
	[bookmark: _Hlk151019959]M85603
	NSCC möjligen adenoskvamös cancer

	Sarkomatoida tumörer
	
	Sarkomatoida tumörer

	Pleomorf cancer
	[bookmark: _Hlk151019980]M80333
	NSCC med spolceller/jätteceller/mesenkymala strukturer etc. (se nedan)

	Spolcellig cancer
	M80333
	NSCC med spolceller/jätteceller/mesenkymala strukturer etc. (se nedan)

	Jättecellscancer
	M80333
	NSCC med spolceller/jätteceller/mesenkymala strukturer etc. (se nedan)

	Carcinosarkom
	M89803
	NSCC med spolceller/jätteceller/mesenkymala strukturer etc. (se nedan)

	Pulmonellt blastom
	M89723
	NSCC med spolceller/jätteceller/mesenkymala strukturer etc. (se nedan)

	Cancer av spottkörteltyp 
	
	Cancer av spottkörteltyp 

	[bookmark: _Hlk151020004]Mukoepidermoid cancer
	M84303
	Mukoepidermoid cancer

	Adenoidcystisk cancer
	M82003
	Adenoidcystisk cancer

	Epitelial-myoepitelial cancer
	M85623
	Epitelial-myoepitelial cancer

	Myoepitelial cancer
	M89823
	Myoepitelial cancer

	Hyaliniserande klarcellig cancer
	M83103
	Hyaliniserande klarcellig cancer

	Övriga tumörer
	
	Övriga tumörer

	NUT-karcinom 
	M80233
	NUT-karcinom

	[bookmark: _Hlk150950656]Thorakal SMARCA4-deficient odifferentierad tumör 
	M80443
	Thorakal SMARCA4-deficient odifferentierad tumör


NSCC = icke-småcellig cancer

Kommentarer: 
Listan är inte komplett, och för övriga diagnoser och koder hänvisas till aktuell WHO-klassifikation. 
Adenokarcinom med lepidiskt, acinärt, papillärt, mikropapillärt eller solitt växtmönster avser icke-mucinöst adenokarcinom (det predominerande växtmönstret används för subtypning, undantag om tumören klassas som minimalt invaderande). De specifika M-koderna för adenokarcinom med olika växtmönster (gäller fr.a. resektat) som föreslagits av WHO rekommenderas inte då klinisk relevans saknas och kvalitetsindikatorer försvåras. 
För biopsi/cytologi definieras icke-småcellig cancer (NSCC) sannolikt adenokarcinom som NSCC utan tydlig morfologi med positiv markör för adenokarcinom (TTF-1, napsin A eller mucinfärgning). NSCC sannolikt skivepitelcancer definieras som NSCC utan tydlig morfologi med positiv markör för skivepitelcancer (p40, CK5 eller CK5/6). NSCC ospecificerad används för motsvarande fall där markörer för adenokarcinom och skivepitelcancer är negativa eller inte kunnat utföras pga sparsamt material. 
För biopsi/cytologi kan sarkomatoida drag såsom grav pleomorfism, spol- eller jätteceller eller mesenkymala strukturer som brosk etc. anges om dessa finns. Fallet handläggs i kliniken emellertid efter positiv markör för eller morfologisk förekomst av adenokarcinom- eller skivepiteldifferentiering enligt ovan (dvs NSCC sannolikt adenokarcinom/sannolikt skivepitelcancer/ospecificerad om ej tydlig morfologi), vilket därför måste framgå av utlåtandet. M-kod för sarkomatoid cancer eller motsvarande bör dock användas.
Termen ’icke-skivepitelcancer’ kan vara användbar i kliniska sammanhang men rekommenderas inte i utlåtanden inom patologin. 



Appendix 4. Stadieindelning enligt TNM9

T1	Tumör ≤3 cm i största mått, omgiven av lunga eller viscerala pleura och utan inväxt i huvudbronk 
  T1(mi)	Minimalt invaderande adenokarcinom
  T1a 	≤1 cm 
  T1b	>1 men ≤2 cm 
  T1c	>2 men ≤3 cm 
T2 	Tumör >3 men ≤5 cm i största mått och/eller någon av följande egenskaper: 
- växt i huvudbronk men utan växt i carina-området
- växt i viscerala pleura (förbi/genom elastica) inkl. direktöverväxt på annan lob 
- atelektas eller obstruktiv pneumoni p.g.a. tumör från hilusområdet och distalt i delar av eller hela lungan 
  T2a 	>3 men ≤4 cm
  T2b	>4 men ≤5 cm 
T3 	Tumör >5 cm men ≤7 cm i största mått och/eller någon av följande egenskaper:
- växt i thoraxvägg (inkl. revben och sulcus superior), n phrenicus, T1/2 nervrötter, stellat ganglion, v azygos eller parietala perikardiet
- separat tumörnodulus (metastas) i samma lob som primärtumören (se avsnitt X. Analyser ovan för kommentar) 
T4 	Tumör >7 cm i största mått och/eller någon av följande egenskaper: 
- växt i diafragma, mediastinum, hjärta inkl. viscerala perikardiet, större kärl (aorta, vv. cavae, a pulmonalis, intraperikardiala delar av pulmonarartärer och vener, v subclavia), plexus brachialis, cervikala nervrötter, n recurrens, n vagus, spinalkanalen, trakea, esofagus, kotkropp eller carina
- separat tumörnodulus (metastas) i annan ipsilateral lob än primärtumören (se avsnitt X. Analyser ovan för kommentar)

N1 	Metastas i ipsilateral station 10-14 lgl eller intrapulmonell lgl inkl. per continuitatum (direktöverväxt) 
N2 	Metastas i ipsilateral station 2-9 lgl 
  N2a 	Metastas i en N2-station 
  N2b	Metastas i två eller fler N2-stationer 
N3 	Metastas i skalenus eller supraklavikulär station 1 lgl eller kontralateral station 2-14 lgl

M1a 	Metastas i kontralateral lunga, metastas till pleura (som involverar parietala pleura) eller perikard, eller malignt exsudat i pleura eller perikard 
M1b	En metastas i ett extrathorakalt organ (inkl. lgl som inte omfattas av N) 
M1c1	Flera metastaser i ett extrathorakalt organ
M1c2	Multipla metastaser i mer än ett extrathorakalt organ  

Notera att enligt rekommendation avser tumörstorlek största mått av invasiv del utom för invasiva mucinösa adenokarcinom 

Appendix 5. Lymfkörtelstationer enligt IASLC

	Supraklavikulära zonen
	1. Nedre cervikala, supraklavikulära och övre sternala lymfkörtlar

	Övre zonen
	2. Övre paratrakeala lymfkörtlar 

	
	3. Prevaskulära och retrotrakeala lymfkörtlar

	
	4. Nedre paratrakeala lymfkörtlar

	Aortopulmonära zonen
	5. Subaortala lymfkörtlar (aortopulmonella fönstret) 

	
	6. Para-aortala lymfkörtlar (aorta ascendens el. phrenicus) 

	Subcarinala zonen
	7. Subcarinala lymfkörtlar

	Nedre zonen
	8. Paraesofagala lymfkörtlar (under carina)

	
	9. Pulmonära ligament lymfkörtlar

	Hilära/interlobära zonen
	10. Hilära lymfkörtlar

	
	11. Interlobära lymfkörtlar

	Perifera zonen
	12. Lobära lymfkörtlar

	
	13. Segmentella lymfkörtlar

	
	14. Subsegmentella lymfkörtlar






Appendix 6. Representativitet vid EBUS/EUS 
Till grund för hur representativitet bedöms för EBUS/EUS-finnålspunktioner finns tre artiklar, förstanamn Alsharif 2008 (Minnesota), Nayak 2012 (New York) respective Choi 2016 (Seoul). Ingen av artiklarna innehåller starka evidens för att föreslagna kriterier är adekvata eller optimala. De kriterier som föreslås här i KVAST-dokumentet är i princip en sammanslagning av de två första. Choi 2016 inkluderar mikrobiopsier som kriterium, vilka då de innehåller vävnad från lymfkörtel kommer att omfattas av andra kriterier, medan artikelns kriterier för lymfocyter och histiocyter inte är förenliga med Alsharif och Nayak. 
Prov är representativt om något av följande förekommer:  
· Ett högförstoringssynfält (x40 objektiv; 0.2 mm2) med minst 40 lymfocyter, 
· >5 lågförstoringssynfält (x10 objektiv) med minst 100 lymfocyter i vardera, 
· flera kluster av pigmenterade histiocyter/makrofager, 
· germinalcenterfragment, 
· granulom, 
· malignitet.
I originalartiklarna står flera termer i pluralis (clusters, fragments, granulomas), vilket indikerar att artiklarna kan mena att mer än ett sådant fynd krävs. För kluster av pigmenterade histiocyter/makrofager föreligger konsensus att flera krävs då enstaka sådana kluster kan förekomma även i bronkborsteprov. För kriteriet >5 lågförstoringssynfält med minst 100 lymfocyter i vardera krävs i originalartikeln (Nayak) samtidigt färre än två bronkepitelgrupper per lågförstoringssynfält, men här föreligger konsensus i KVAST-gruppen att bronkepitelgrupper (vilka är mycket vanliga i EBUS-prover) inte ska påverka bedömningen. 
Kriterierna är utformade utifrån utstryksglas (Alsharif inkluderade cellblock men utan kommentarer om ev. skillnad i bedömning av dessa), men de fyra sistnämnda kriterierna i listan ovan går även att applicera på vätskebaserad cytologi (t.ex. ThinPrep), cellblock och cytospin utan ändring. Antalet lymfocyter per synfält går sannolikt inte att översätta rakt av, då andra preparationer kan ansamla lymfocyter på mindre områden. Jämförande data och riktlinjer saknas i litteraturen, men rimligen kan dock även vätskebaserad cytologi/cellblock/ cytospin. vara grund för representativitetsbedömning på basen av lymfocytantal, i alla fall om det finns sammanhängande kluster av lymfocyter. 
Vid lymfocyträkning bör man vara försiktig vid bedömning av koagel. Dock finns ingen evidens eller konsensus hur man ev. ska korrigera för mycket blodrika områden. Vidare kan man diskutera om materialet verkligen är adekvat representativt om bara ett eller få högförstoringsfält med 40 lymfocyter (eller lite drygt) finns. I avsaknad av vetenskapligt underlag i nuläget så fortsätter KVAST-gruppen rekommendera kriterierna ovan (och även WHO-klassifikationen har anammat 40+ lymfocyter i ett högförstoringsfält), men man kan då rapportera att provet är ”gränsfall men representativt”. 
Gällande granulom så räknas säkra granulom, inte bara histiocytos, isolerade jätteceller eller enstaka/få epiteloida histiocyter. Det finns dock idag ingen konsensus hur många samlade epiteloida histiocyter som krävs för säkert granulom. 
Generellt är det sannolikt bättre att ha lite högre än lägre krav för representativt prov då det vid ej representativt prov enligt cytologisk bedömning är möjligt för kliniker att ta ställning utifrån klinik/CT/PET om behov av upprepad provtagning föreligger. Konsekvensen av diagnos ej representativ vid benignt prov är fr.a. risk för ökad (onödig) undersökning/provtagning medan konsekvensen av diagnos benignt vid ej representativt prov är fr.a. missad malignitet och åtföljande suboptimalt val av behandling. 

Appendix 7. Isolated tumour cells (ITC) enligt TNM/IASLC 

	Beteckning
	Typ

	pN0
	Ingen histologiskt påvisad regional lymfkörtelmetastas, ingen undersökning avseende ITC 

	pN0(i-)
	Ingen histologiskt påvisad regional lymfkörtelmetastas, negativ morfologisk undersökning för ITC

	pN0(i+)
	Ingen histologiskt påvisad regional lymfkörtelmetastas, positiv morfologisk undersökning för ITC

	pN0(mol-)
	Ingen histologiskt påvisad regional lymfkörtelmetastas, negativ icke-morfologisk undersökning för ITC

	pN0(mol+)
	Ingen histologiskt påvisad regional lymfkörtelmetastas, positiv icke-morfologisk undersökning för ITC



Kommentarer: 
ITC definieras som enskilda tumörceller (<200 i ett snitt) eller kluster av tumörceller ≤0.2 mm i största mått (om flera kluster som uppfattas som ej sammanhängande mäts det största) utan stromal reaktion. Dessa påverkar inte tumörstadiet. 
Morfologisk undersökning innefattar konventionell och immunhistokemisk färgning, icke-morfologisk PCR etc. 
Tillägg (sn) efter beteckningen specificerar sentinel node. 
M i stället för N i beteckningen används för distansmetastaser (i övrigt samma förfarande). 




Appendix 8. Utredningsalgoritm biopsi/cytologi 

	Morfologi
	Diagnos/diagnosförslag
	Immunhistokemi
	Prediktiv analys

	Neuroendokrin morfologi, små celler, små/inga nukleoler, sparsam cytoplasma 
	Småcellig cancer
	CK, NE-markörer, TTF-1, ev. p40, ev. Ki67, ev. CD45
	-

	Neuroendokrin morfologi, stora celler, måttlig till riklig cytoplasma o/e tydliga nukleoler 
	Icke-småcellig cancer sannolikt storcellig neuroendokrin cancer
	CK, NE-markörer, TTF-1, p40, ev. napsin A, ev. Ki67, ev. mucinfärgning 
	Direkt test för mutationer/fusioner och PD-L1 

	Neuroendokrin morfologi, monomorf bild med begränsad atypi, få/inga mitoser eller nekroser 
	Karcinoid 
	CK, NE-markörer, Ki67, ev. TTF-1 
	-

	Lepidisk, papillär, mikropapillär o/e acinär arkitektur, skummig/ vakuoliserad cytoplasma, 3D-formationer, fint kromatin med typiskt tydliga nukleoler
	Adenokarcinom
	Ev. TTF-1 (om mucinös tillägg CK7, CDX2, CK20/SATB2, ev. napsin A) 
	Direkt test för mutationer/fusioner och PD-L1

	Keratinisering, keratinpärlor o/e intercellulära bryggor
	Skivepitelcancer
	Ev. p40
	Direkt test för mutationer/fusioner och PD-L1 

	Icke-småcellig cancer utan tydliga drag av skivepitelcancer eller adenokarcinom
	Icke-småcellig cancer oklar typ 
	TTF-1, p40, ev. napsin A, ev. mucinfärgning
	Direkt test för mutationer/fusioner och PD-L1

	Specifika morfologiska drag eller klinisk/radiologisk/anamnestisk bild talar för metastas
	Malign tumör/adenokarcinom med misstanke om metastas till lunga 
	TTF-1, p40 (om inte tydligt adenokarcinom), CK7, ev. mucinfärgning, riktad panel utifrån misstanke om typ/ursprung
	Om ändå lungcancer så sedan test för mutationer/fusioner och PD-L1  



Kommentarer: 
Immunhistokemi anger förslag på panel (inkl. histokemiska färgningar), se även text i dokumentet för vidare diskussion kring val av panel. 
Med direkt prediktiv analys avses att samtliga analyser beställs i samband med att de diagnostiska immunfärgningarna beställs. 
