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Histopatologisk diagnostik och anvisningar för hantering av preparat

Hans Glaumann, Olof Danielsson och Mikael Björnstedt samt Kvastgruppen för leverpatologi

Primära maligna tumörer i levern omfattar tumörer som uppstår från hepatocyter eller dess förstadier (hepatocellulär cancer, HCC), intrahepatiska gallgångar (cholangiocarcinom) eller förstadier till dessa och mesenkymala celler (sarcom). Endast HCC kommer att diskuteras här. 

HCC är den vanligaste primära maligna tumören i levern och är en ledande orsak till död i cancer i världen. Majoriteten av HCC uppstår som en följd av kronisk leversjukdom beroende främst på hepatit B och C, och i Sverige alkoholmissbruk. I 70-80 % föregår cirrhos utvecklingen av HCC. Undantaget kan vara hepatit B som är ett cancerogent virus och HCC kan då utvecklas utan att cirrhos föreligger liksom hos äldre. I Sverige diagnosticeras ca 500 fall av HCC årligen, en siffra som varit tämligen konstant under många år. Cirrhosen kan dominera den kliniska bilden och bestämma prognosen tex genom omöjliggöra kirurgisk resektion. Andra viktiga faktorer som bestämmer prognosen vid HCC är, förutom möjligheten för kurativ behandling, storlek, differentieringsgrad, kärlinväxt av tumören och metastaser till regionala lymfkörtlar och fjärrmetastaser.

Regionala lymfkörtlar finns i hilus, utmed det hepatoduodenala ligamentet och utmed nervus phrenicus inferior , leverartärer och portavenen. Tumörväxt i lymfkörtlar ska kodas som N1. Spridning av HCC sker via portavenen (intrahepatisk) och levervenerna. Intrahepatisk venös disseminering kan inte skiljas från multifokala tumörer. Lymfovaskulär spridning är också möjlig.

Extrahepatisk spridning sker främst till lunga och skelett. Tumören kan också växa igenom leverkapseln till angränsande organ och metastasera till peritoneum.

För information avseende epidemiologi, etiologi och patogenes hänvisas till vårdprogram del 1.

Anvisningar för tillvaratagande och diagnostik av leverbiopsier och leverresektat

Leverbiopsi

Insändaren av provet skall ange indikationen för provtagningen (klinisk frågeställning och förmodad diagnos) samt i tillämpliga fall resultat av "leverprover", virusserologi, autoantikroppar mm. Vidare bör anges alkoholkonsumtion, läkemedelsintag, diabetes och andra sjukdomar samt ev. övervikt.

Mestadels utgörs prover från levern av nålbiopsier. Tre typer av nålbiopsier förekommer: finnål för cytologi, mellannål (0,8-1,2 mm) och grovnål (1,4-1,6 mm). Nålbiopsierna bör vara minst 2 cm långa (försiktighet bör iakttas vid bedömningen om biopsin är för liten och för ytlig). Hos vuxna bör grovnål användas. Hos barn anpassas storleken i varje enskilt fall. Provet/proverna fixeras i buffrad 4 % formaldehyd.

Vid frågeställningen tumör bör minst två biopsier tas, en (eller flera) från misstänkt tumör och en från förväntat tumörfri del av levern. Dessa särmärkes med angivande om var provet är taget.

.

Provhantering på patologen:

Längden på biopsin mäts, färg anges och eventuell fragmentering noteras som laboratorieanteckning av BMA, som också gör en skiss av preparatet. Rutinmässigt görs, på alla utom dem med tumörfrågeställningar, färgning med HTX-eosin, PAS, PAS-diastas, GOS, Siriusrött, järnfärgning och CK7 ( markör för gallgångsepitel).

Tumörfrågeställningar (ofta begärs akutsvar) bedöms lämpligen först i HTX-eosin innan specialfärgningar och immunhistokemi beställs. 

I utlåtandet beskrivs rutinmässigt:

Längd, fragmentering och grundstruktur.samt bedömning av fibrosstadium enligt vid avdelningen använd metod (1,2))

Portazoner: Antal i biopsin, förekomst av gallgångar och ev. deras antal, ev. inflammation som graderas enligt  tex Batts och Ludwig eller Ishak et al., vid kronisk hepatit (1,2).

Lobuli: Levercellsbalkar med hepatocyter, sinusoider med innehåll (inkl. Kupfferceller), centralvener.

Biopsin bör innehålla minst tio portazoner och vara minst 20 mm lång för optimal bedömning.

Ovanstående gäller inte i alla detaljer vid beskrivning av levercancer.

För detaljerad information om histologin vid olika leversjukdomar (hepatiter, fettlever, cirrhos, inlagringssjukdomar och gallvägsjukdomar hänvisas till Patologföreningens KVAST-dokument. Här finns även typiska histologiska bilder med beskrivningar av fynden.

Leverresektat

Före operationen

Skriv remiss till patologavdelningen som bifogas operationspreparatet.

Meddela per telefon när preparatet beräknas komma. Alternativt följ lokala anvisningar.

Efter operationen

Anteckna på remissen när preparatet tas ut. Preparatet läggs omedelbart i 2 preparatpåsar med PAD-etiketten på den innersta och preparatet läggs i is och transporteras till patologen. Alternativt följ lokala anvisningar.

Utskärningsanvisningar för kirurgiska leverpreparat

1. Väg och mät preparatet i tre dimensioner

2. Notera ev suturmärkningar

3. Måla kirurgisk resektionsrand svart och kapseln blå.

4. Skär igenom preparatet med ca 0.5 cm tjocka snitt. Notera ev makroskopisk cirrhos. Mät tumörer och ange relation/avstånd till kapsel resp resektionsränder(RR)

5. Tag bitar från ev tumör (er), RR samt makroskopiskt oförändrad lever för jämförelse med tumörvävnad i mikroskopet. Var noggrann med att ange relationen till RR i  beskrivningen. Tag bitar från ev gallgång, som är en variant av RR.

6. Använd gärna storsnitt som underlättar bedömning av radikalitet.

7. Om inget tumörsuspekt område identifieras tag representativa bitar från hela resektatet. 

Tumörer och tumörlika tillstånd i levern

Snabbsvar på tumörbit från alla resektat med levertumörer

Efter lokal praxis kan cytologisk punktion eller nålbiopsi utföras. Vid avgränsade förändringar bör nålbiopsi för histologisk undersökning vara första åtgärd. Prov bör tas från såväl förändring som förväntad normal del av levern. Det är viktigt att utesluta eller verifiera om cirrhos föreligger inför ställningstagande till ev. operation.

Opererade primära levertumörer kan färgas för endotelmarkör för att bättre kunna bedöma invasiv växt vilket krävs för TNM-klassifikation. Därutöver görs immunfärgningar (se nedan) vid behov med ledning av anamnestiska uppgifter eller klinisk frågeställning. Nedanstående tabell (A-E) avser att ge differentialdiagnostisk hjälp vid diagnos av primär och sekundär malignitet i lever.

	
	

	
	  A. Tumörlika förändringar

 -Cystor
- Fokal nodulär hyperplasi (Obs! biopsi bör tas från central del)
- Regenerativ hyperplasi
- "Focal fatty infiltration"

	
	B. Benigna epiteliala tumörer 

- Levercells/hepatocellulärt/adenom*)
- Gallgångsadenom
- Gallgångscystadenom

	
	C. Levercellsdysplasi (se nedan) och gallgångsdysplasi

	
	D. Maligna epiteliala tumörer 

- Hepatocellulär cancer *)
- histologiska varianter: trabekulär, pseudoglandulär, solid, fibrolamellär
- cytologiska varianter: levercellslik, pleomorf, klarcellig
- Hepatoblastom
- Gallgångscancer/cholangiocarcinom
- Mixed levercells- och gallgångscancer

*) Observera att det kan vara omöjligt att särskilja högt differentierad cancer från adenom i nålbiopsier (se nedan).

Som stöd i diagnostiken rekommenderas att preparaten färgas för Mib 1, AFP, glypican-3 (3) samt GOS eller Siriusrött. Vid HCC kan s.k. hot spots efter färgning för Mib 1 stödja diagnosen liksom avvikelser i retikulinnätverk som visualiseras med GOS. Immunhistokemiska färgningar för cytokeratiner, pCEA CD10 och CD-34 rekommenderas även (se nedan) Observera dock att rutinmorfologi är grunden för diagnostiken och negativt utfall vid ovanstående kompletterande färgningar ej utesluter HCC.

	
	E. Icke epiteliala benigna och maligna levertumörer

- Hemangiom (ej kontraindikation för biopsi)

- Angiosarkom
- Malignt epiteloidt hemangioendoteliom
- Malignt lymfom


	
	F. Metastaser till lever

Metastasdiagnostik i lever skiljer sig ej från metastasdiagnostik i andra organ.
Immunhistokemi vid differentialdiagnostik mot primär lever- gallgångscancer är till stor hjälp.
Den normala levercellen innehåller keratinparet 8 och 18. Gallgångsepitel innehåller paren 7 och 19 samt 8 och 18. Som grund rekommenderas infärgning för CK7, CK19 och CK20. Denna undersökning kan kompletteras enligt nedanstående tabell på basen av histologi samt tillgänglig klinisk information. I det enskilda fallet kan överlappning föreligga och den immunhistokemiska färgningen är att uppfatta som ett komplement till sedvanlig histopatologisk bedömning.


Immunhistokemisk färgning vid primära maligna tumörer och metastaser till levern
	
Tumörtyp/Primaritet
	Antikroppar/Utfall
	Kommentar

	HCC
	Hepatocytantigen, AFP (pos i ca 15%) och glypican 3 ( pos i 77 % av HCC och i  0 %  av cirrhos).  (polyklonalt CEA eller CD10 för canaliculär infärgning).
	Negativ hepato- cytantigen och AFP. utesluter ej diagnos, AFP positiv, i knappt 1/5 av fallen. Pos. för GPC3 (ref.3) är ett mycket starkt stöd för HCC.

	Fibrolamellär HCC
	Hepatocytantigen, CK18,  CK7
	

	Övre GI inkl. gallgång/pankreas
	CK7/CK19, CK20 (ofta negativ), Maspin (ofta positiv). CA19-9, mCEA.
	HCC kan uttrycka CK7 i ca 5-10%.Dessa fall har sämre prognos.

	Colorektal tumör
	CK20, CK7 (-), CDX2.
	

	Lunga
	TTF-1 oftast positiv, CK7.
	Positiv TTF1 talar för primaritet i lunga men negativ utesluter ej. Thyroideacancer är också positiv för TTF1 (liksom en del andra tumörer)

	Bröst
	ER, GCDFP15 kan vara positiv och är då till stor hjälp, CK7, PGR, Her2/neu
	

	Prostata
	PSA, PSAP
	

	Neuroendokrin cancer
	CD56, NSE, chromogranin A, synaptofysin 
	


OBS! Ovanstående är endast ett förslag på markörer och de finns inte tillgängliga vid alla patologiska avdelningar.

Mikroskopiskt mönster och histologisk differentieringsgrad av HCC
Majoriteten av HCC har ett monomorft mönster men i en minoritet kan svårigheter i differentialdiagnostiken  mot gallgångcancer och metastaser vara påtagliga. Immunhistokemi är då ofta till stor hjälp (se ovan).Huvudkaraktäristika för HCC är dess likhet med normal levervävnad.

HCC kan indelas histologisk in någon av följande typer:

(1) Trabekulära eller sinusoidala; (2) pseudoglandulära eller acinära; (3) scirrösa eller solida och beroende på celltyp (4) pleomorfa och (5) klarcelliga. För samtliga gäller avsaknad av portazoner inom tumören.

På basen av den  cytologiska/histologiska differentieringen finns följande grader:

GX.: Kan icke fastställas.

GI :  Högt differentierad

GII : Medelhögt differentierad

GIII : Lågt differentierad

GIV : Odifferentierad /anaplastisk

Differentialdiagnostik levercellsadenom mot högt diff HCC

Det kan vara mycket svårt eller omöjligt att på en leverbiopsi skilja mellan adenom och högt differentierad HCC. Följande karakteristika utmärker HCC och förekommer inte i adenom:

1.Trabekelformationer tjockare än två cellager

2. Infiltration genom tumörkapsel eller växt ut icke neoplastisk levervävnad ( tunglika projektioner)

3. Mitoser (dock sällsynta även i HCC)

4. CD34 påvisar sinusoidal kapillärisering kraftigt i HCC. Ki-67 (Mib-1) färgar en del kärnor i HCC ”hot spots” men visar ingen eller mycket sparsam färgning i adenom.

Det kan i detta sammanhang nämnas att senare studier delar in adenomen beroende på rutin- och immunhistokemiska kriterier, där man visat att adenom med beta-cateninmutation har högst risk för malign transformation (6).

Diagnostik av premaligna nodulära förändringar och utveckling till HCC 

Kontinuerlig bildövervakning av högriskpatienter för utvecklande av HCC har lett till upptäckt av ett ökande antal små nodulära förändringar hos patienter med cirrhos eller kronisk hepatit B. Av dessa noduli (de mindre än 2 cm) är en del benigna andra maligna eller med malign potential och de kräver histologisk diagnostik för optimal klinisk handläggning om inte de radiologiska fynden är karakteristiska för HCC. Så är ofta inte fallet med de mindre förändringarna. Det har rapporterats att en signifikant om än liten andel explantlevrar misstolkats som HCC. Riktad leverbiopsi rekommenderas i oklara fall(5,6). 

Cancerutvecklingen är en flerstegs process, vilket visas i experimentella studier på råtta och gäller även för människa (7). De precancerösa noduli omfattar makroskopiska och mikroskopiska förändringar. 

Mikroskopiska förändringar mindre än 1 mm i storlek klassificeras som dysplastiska foci, antingen stor- eller småcelliga. De storcelliga foci har mindre risk för cancerutveckling. De småcelliga foci anses vara precursorer för HCC-utveckling och består av progenitorceller och så kallade intermediära hepatocyter (transationella former mellan progenitor- och utmognade epiteliala leverceller)( 8).

Makroskopiska premaligna lesioner motsvaras av noduli mer än 1 mm i storlek (ofta i klinisk vardag 5-10 mm) och benämns dysplastiska noduli (DNs) och utmärks av celldysplasi men som inte uppfyller definitiva kriterier för malignitet. De subklassificeras låggradiga (LGDNs) och höggradiga (HGDNs). 

LGDNs visar ofta ingen eller högst låggradig dysplasi och är svåra att skilja från regenerationsnoduli och har ingen ”äkta” kapsel. De kan visa mild sideros.

HGDNs utmärks av arkitekturell och/ eller cytologisk atypi och visar ökad celltäthet och högre grad av dysplasi och har en fyrfaldigt ökad risk för HCC-utveckling. HGDNs liknar därför högt differentierad HCC (9).

Nästa steg i den histologiska utvecklingen till malignitet omfattar ett continuum från in situ HCC via mikroinvasiv HCC till fullt utvecklade stadier av HCC. Ofta sker det med utveckling av ”nodule in nodule” där ”subnodule” är lägre differentierad än ursprungsnodulus. Typiskt är den lägre differentierade komponenten mer vaskulariserad. 

Tidig HCC ( “Small well-differrentiated HCC of vaguely nodular type”)

 Diagnosen tidig HCC ställs inte enbart på det cytoarkitektuella mönstret (atypi, cellträngsel, trabekeltjocklek, pseudoglandulärt mönster) utan också med stöd av histokemiska (Gomoris silverfärgning för retikeltrådar) och immunfärgning med CK 7 och 19 för att bedöma stromainvasion(10). Om denna färgning visar duktuliproliferation är det inte fråga om tumör invasion utan duktulär reaktion.  CD34 underlättar för att påvisa kapillärisering av sinusoiderna och färgning för glatt muskulatatur påvisar”unpaired” artärer, dvs. artärer som inte är förbundna med gallgångar som i en portazon i normal levervävnad. Dessa isolerade artärer återspeglar neoangiogenes och är den mikroskopiska motsvarigheten till hypervaskulariseringen med wash-out i porta/venös fas i kontrasförstärkta bilder. Immunhistokemiska markörer för malign transformation främst glypican-3 (och även heat-shock protein 70 och glutaminsyntetas) underlättar diagnostiken(10).

Vad gäller bedömning av borderline dvs. gränsskiktet HGDS och tidig HCC får man intryck av litteraturen att japanska patologer är mer benägna att klassa dem som högt differentierade HCC, medan västpatologer ställer diagnosen HGDN. Den höga incidensen av HCC i Sydostasien och lägre incidensen i Europa och Nordamerika kan nog  förklaras av olika bedömningskriterier.. Stromainvasion kvarstår som det bästa kriteriet för HCC.

Det stora antalet av kriterier beskrivna ovan för att särskilja de olika premaligna och tidigt maligna lesionerna försvårar en allomfattande metod att ställa säker diagnos. Stor vikt läggs vid stromainvasion, men bedömning av detta kräver erfarenhet och stromainvasionen kan vara fokal och lätt förbises i en leverbiopsi(ref 10 är en översiktsartikel som starkt rekommenderas).  Mitotisk aktivitet och cellulär atypi, som är generella malignitetstecken återfinns inte i någon högre grad i högt differentierad HCC.  Avsaknad av en ”layered structure” som finns i övriga GI-trakten försvårar ytterligare bedömningen av invasiv växt i tidig HCC.

Primära levertumörer skall TNM klassificeras. Nedan följer TNM 7. 

TNM of HCC

TX
Primary tumor cannot be assessed
T0
No evidence of primary tumor
T1
Solitary tumor without vascular invasion
T2
Solitary tumor with vascular invasion or multiple

tumors none more than 5 cm
T3a
Multiple tumors more than 5 cm
T3b
Single tumor or multiple tumors of any size

involving a major branch of the portal vein or 

hepatic vein
T4
Tumor(s) with direct invasion or adjacent organs 

other than the gallbladder or with perforation of

visceral peritoneum

Radikalitet anges enligt:

R0.  Makro-och mikroskopiskt radikala

R1   Mikroskopiskt icke radikala

R2   Makroskopiskt icke radikala
Regional Lymph Nodes (N)

NX   Regional lymph nodes cannot be assessed

N0   No regional lymph metastasis 

N1   Involvment of regional lymph node(s). 

Sammanfattning

Riktlinjer för remiss, hanterande av preparat (biopsi och resektat) och protokoll med checklista för patolog och riktlinjer för PAD-utlåtande liksom riktlinjer för stadieindelning och tumörgradering i PAD-utlåtande är beskrivna i dokumentet ovan.

De är baserade på TNM-systemet. Förutom att tumörutbredning, antal och diameter av förändringarna, ska tumörens växtmönster (trabekulär, acinär eller solid) och differentiering framgå av utlåtande. Differentiering beskrivs i termer av låg, medelhög eller hög. Förekomst av fibros/cirrhos i icke tumörbärande levervävnad ska möjliggöras genom en särskild biopsi utanför tumören. Fibros har ett prognostiskt värde och graderas enligt (1) eller (2).

Immunhistokemi medför förbättrad karaktärisering och diagnostik av cancer och krävs ofta för att differentialdiagnostisera mot metastatisk tumör, där diagnostiken av olika varianter av adenocarcinom (colon, lunga, bröst mfl) och neuroendokrin malignitet annars är svår eller omöjlig. Samma sak gäller för differentialdiagnostiken mellan regenerativa och premaligna noduli och tidig HCC (se förslag till lämpliga immunfärgningar ovan och referens 11 som är en användbar översikt över immunhistokemi vid HCC). 

Vid histopatologisk undersökning av resektat beskrivs/ identifieras följande

Antal identifierade tumörer makro- och mikroskopiskt

Storlek av identifierad tumör/tumörer 

Differentiering (grading) och histologiskt växtsätt

Radikalitet makro-och mikroskopiskt och marginal i cm till resektionsytan 

Genomväxt av leverkapsel, engagemang av intilliggande strukturer (såsom gallblåsa)

Makro och mikrovaskulär kärlinvasion (porta eller leverven).

Associerad cirros/fibros med eller utan dysplasi.

Antal lymfkörtlar med cancer/antal undersökta.

PTNM
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