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Abstrakt

Histologiska fargningar ar ytterst viktiga for analyseringen av vavnadsprover, annars kan patologen
inte observera de olika vavnadskomponenterna och stédlla en diagnos. Olika fargningsmetoder
anvands for olika syften och for att visualisera olika vdvnadskomponenter. Med hjalp av dessa kan
patologen undersdka patologiska forandringar i celler och vavnader. Syftet med detta
examensarbete &r att producera en handbok om de olika histologiska fargningarna pa
patologienheten vid Fimlab Vasa. Handboken ar &mnad for studeranden for att stddja inldrningen

under praktiken, samt dven personal och 6vriga intresserade.

Handboken innehaller information om de olika histologiska fargningsmetoderna, vad de fargar,
varfor dessa fargningsmetoder anvands, fargningsmekanismer och fargningsresultatet. De
histologiska fargningsmetoderna ar HE, PAS, AB-PAS, D-PAS, Giemsa, Leder, jarn i vavnad, elastin i
vavnad, retikulin i vavnad, kongo réd, AFB och toluidinfargning. Den teoretiska delen behandlar
dven histoteknik for att bilda en forstaelse for hela laboratorieprocessen inom histopatologi.
Handboken innehaller bilder pa de olika fargningarna for att visa fargningsresultatet. Dessa bilder

ar tagna for denna handbok.
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Tiivistelma

Histologiset varjaykset ovat erittain tarkedssa roolissa kudosnaytteiden analysoimisessa. Varjaysten
avulla patologi voi havaita eri kudoskomponentteja ja tehda diagnoosin. Varjaysmenetelmia on
monia, varjdys valitaan sen mukaan mitd kudoskomponentteja halutaan visualisoida. Naiden
varjayksien avulla patologi voi analysoida patologisia muutoksia soluissa ja kudoksissa. Taman
opinndytetyon tarkoitus on tuottaa kasikirja varjayksistda, joita tehdadan Fimlab Vaasan
patologianyksikdssa. Kasikirja tukee opiskelijoiden oppimista heidan harjoittelujaksonsa aikana

patologianyksikdssa. Kasikirja on myds muille aiheesta kiinnostuneille.

Kasikirja sisaltaa tietoa eri varjayksistd, mita ne varjaavat, mihin tarkoitukseen niita kaytetaan,
varjdysmekanismit seka varjaystulos. Varjaykset ovat HE, PAS, AB-PAS, D-PAS, Giemsa, Leder, rauta
kudoksessa, elastiini kudoksessa, retikuliini kudoksessa, kongopunainen, AFB ja toluidiinivarjays.
Teoriaosuus kasittelee histotekniikkaa, jotta lukija saa syvemman ymmarryksen histopatologian
laboratorioprosessista. Kasikirja sisaltdd kuvia varjayksistd, jotka nayttavat varjayksien

lopputuloksen. Kuvat on otettu kasikirjaa varten.
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Abstract

Histological stains are extremely important while analyzing tissue samples. The pathologist cannot
observe the different tissue components and give a diagnosis without them. Different techniques
are used for different purposes and for the visualization of different tissue components. These
techniques help the pathologist analyze pathological changes in the cells and tissue. The purpose
of this thesis is to produce a manual of the different stains used at the pathology department at
Fimlab Vaasa. This manual is produced for students to support their learning during their practical

training at the pathology department. This manual is also for those interested in the subject.

The manual contains information about the different histological stains, what they stain, why they
are used, the mechanism of the stains and the result. The histological stains are HE, PAS, AB-PAS,
D-PAS, Giemsa, Leder, iron in tissue, elastica van Gieson, reticulin stain, congo red, AFB and
toluidine stain. The theory also includes histological techniques which builds an understanding of
the whole laboratory process in histopathology. The manual contains pictures of the different stains

to illustrate the result. The pictures are produced for this manual.

Language: Swedish
Key words: histological stains, histopathological diagnosis, histological techniques
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1 Inledning

Inom histopatologi undersoker man patologiska forandringar och deras
uppkomstmekanismer i celler och vavnader. Provmaterialet ar celler och vavnad fran
manniskan, dven delar av organ och hela organsystem. Vavnadspreparaten kan vara
biopsier, operationspreparat eller autopsier. En biopsi kan till exempel vara en
hudférandring eller provbitar som tas under gastroskopi och kolonoskopi. Delar av organ
eller hela organ kan till exempel vara en gallblasa eller en del av tunntarmen som avlagsnats
under en operation. Vavnadspreparat undersoks for att diagnosticera sjukdomar eller
bekrafta en diagnos. Patologen kartlagger sjukdomens uppkomst samt hur sjukdomarna
forandrar den normala vavnadsstrukturen. Sjukdomens art, grad och dess spridning
kartlaggs. Oftast ar det fragan om att undersdka cancer, men dven andra sjukdomar
undersoks sasom kroniska tarmsjukdomar och autoimmunsjukdomar. (Moewis, 9, 1978;

Vasa centralsjukhus, 2021).

Vavnadspreparaten undersoks i mikroskop. For att patologen skall kunna undersdka
vavnaden, maste vavnaden forst ga igenom en rad av processer som kallas for histoteknik.
Vavnaden behandlas sa att man kan snitta mikrometers tunna snitt av preparatet som satts
pa objektglas for mikroskopering. Mikroskoperingen kraver att vavnadenspreparatet ar
mycket tunt, slapper igenom ljus och ar kontrastrikt sa att man far en detaljerad bild av
vavnaden. For att man skall fa fram kontraster och detaljer i vavnaden maste den fargas.
Utan fargningen skulle mikroskoperingen inte lyckas. Med hjalp av olika fargningar kan man
fa fram en detaljerad bild av vdvnaden och vavnadskomponenterna. Med de olika
fargningarna kan man visualisera cellkdrnor, cytoplasma samt intra- och extracelluldra

komponenter. (Merck, u.a.b; Moewis, 9, 1978).

Inom histopatologi finns  dven ytterligare analyseringsmetoder  sasom
immunohistokemiska fargningar for att bedéma prediktiva och prognostiska biomarkorer i

manga maligniteter till exempel i brost, gastrointestinalkanalen och lunga.



Immunohistokemi ar en teknik dar bindningen mellan antikropp och antigen anvands for
att lokalisera specifika antigen i vavnaden. Provet analyseras genom mikroskopering.
Exempelvis kan HER2 amplifikationen undersékas vid fall av brdstcancer.
Immunohistokemiska fargningar ar dven en viktig del inom histopatologi, men kommer inte

behandlas i detta examensarbete. (Magaki et al., 2019).

Det histopatologiska laboratoriet har en stor del i diagnosticeringen och bekraftandet av
diagnoser. Ett stort antal vavnadspreparat anlander till laboratoriet dagligen for att bli
analyserade. Vid patologienheten vid Fimlab Vasa hade man 10 541 provfall under ar 2021.
Histologiska fargningar har en ytterst viktig del i analysprocessen. Utan farger kan vavnaden
inte visualiseras. En stor del av de histologiska fargningarna och metoderna har funnits i
aratal och darfor har aven gammal litteratur som Gertraude Moewis bok anvéants som kélla.

(J. Saarenheimo, personlig kommunikation, 14 april, 2022).

Histologi Antal | Procentuell andel
Provfall 10 541

Block 26723

Glas (alla) 34 978

Immunohistokemiska glas | 6203

HE 26 431 75,56
PAS 1319 3,77
D-PAS 18 0,05
AB-PAS 1426 4,08
Giemsa 1257 3,59
Leder 67 0,19
Toluidin 118 0,34
Elastin 24 0,07
AFB 11 0,03
RNFR 69 0,20
Jarn 93 0,27

Tabell 1. Statistik om de histologiska proven och fargningarna pa patologienheten vid

Fimlab Vasa ar 2021. (J. Saarenheimo, personlig kommunikation, 14 april, 2022).



2 Syfte och fragestillning

Syftet med detta examensarbete ar att producera en handbok om histologiska fargningar
for patologienheten vid Fimlab Vasa. Idén till examensarbetet kom fran cellbiologen Jatta
Saarenheimo pa patologienheten vid Fimlab Vasa. Handboken skall ge information om
histologiska fargningar, vad de fargar, vad de anvands for, fargningsmekanismerna och hur
fargningsresultatet skall se ut. De histologiska fargningar som behandlas i handboken ar
fargningar som gors pa patologienheten vid Fimlab Vasa. Handboken &r till for studeranden
for att lara sig om de olika fargningarna under praktikperioden pa det histopatologiska
laboratoriet, samt ny personal som vill fa en inblick i de olika fargningarna. Handboken
innehaller information om respektive fargning i form av text och tillhérande bilder som

visar fargningsresultatet.

Fragestallningar som examensarbetet skall behandla och svara pa:

» Vad fargar de olika histologiska fargningarna och vad anvands de for?

» Vad éar fargningsmekanismerna i de olika fargningarna?

» Hur ser fargningsresultatet ut?

3 Teoretisk bakgrund

Den teoretiska bakgrunden kommer att behandla histoteknik och histologiska
fargningsmetoder. Den teoretiska bakgrunden behandlar hela laboratorieprocessen inom
det histopatologiska laboratoriet sdasom  provtagning, utskdrning, fixering,
vavnadsprocessering, inbdddning, snittning, fargning och montering. Den teoretiska

bakgrunden ger 4dven information om olika histologiska fargningsmetoder,



fargningsmekanismerna, anvandningsomraden och fargningsresultat. De histologiska

fargningarna som tas upp gors pa patologienheten vid Fimlab Vasa.

3.1 Histoteknik

Inom histologin studerar man celler och vavnader fran djur och vaxter. Histologi ar laran
om vavnader och deras normala utseende. Inom histopatologin underséker man sjukliga
forandringar i vavnaderna och deras uppkomstmekanismer. For att kunna studera
vavnader i mikroskop maste vavnaden genomga en rad av olika processer. Histoteknik
innefattar provtagning, utskarning, fixering, vavnadsprocessering, inbdaddning, snittning,
fargning och montering av vavnadsprovet. Allt detta gors for att kunna undersoka
vavnaden och stdlla en diagnos. Vavnaden maste bevaras sa att den ar i mojligast
ursprunglig form. Vavnaden maste dehydreras, klaras och impregneras for att kunna bli
inbaddat i paraffin for att bilda block som kan snittas. Snitten maste vara tunna for att
kunna slappa igenom ljus. Snitten lyfts pa objektglas och fargas for att genom kontraster
kunna fa en detaljerad bild 6ver vavnaden i mikroskop. (Alturkistani et al., 2015; Moewis,

9, 1978).

3.1.1 Provtagning och utskarning

Vavnadsproverna kan vara biopsier, autopsier eller operationsmaterial. Det ar en lakare
som skoter provtagningen. Biopsier kan tas med biopsitang, kniv, stans eller biopsinal.
Vavnadsprov tas for att stalla en patologisk-anatomisk diagnos, PAD. Undersokningen gors
for att svara pa fragestallningen. Genom undersdkningen kan man fa information om
tumoren ar benign eller malign, om det ar fraga om en inflammatorisk fordandring eller
degenerativ process. Man kan dven fa information om tumoérens typ, forstadier och

differentiering. Vavnaden fixeras omedelbart efter provtagningen. Fore utskarning



granskas vavnadspreparatet makroskopiskt med noggrann beskrivning. Vavnadsbitarna
kan vara markta med tradar eller knappnalar for orientering vid provtagningen. Med tradar
och knappnalar marks vdavnadens orientering i kroppen eller till exempel var tuméren
befinner sig i vdvnaden. Konisat fran en gynekologisk loop-behandling marks till exempel
med knappnalar med olika farger sa man vet vilket klockslag ar at vilket hall i vavnaden.

(Moewis, 10-11, 1978; N. Back, personlig kommunikation, 26 april, 2021; Synlab, u.3.).

Vavnaden skdrs i 3-4 mm tjocka vavnadsbitar och satts i kassetter med
patientidentifikation. Kassetten féljer med i de olika delarna av processen. En skiss dver de
olika vavnadsbitarnas lage gors for att kunna lokalisera bitarna. Man tar en bild dar det
marks ut vilka bitar som ar utskurna och deras lokalisation i vavnadspreparatet, dven
numret pa kassetten den ligger i marks ut. Vavnadens lokalisering i kroppen kan &dven
markas med olika farger. Hudexcisioner marks ofta med farger. Hudexcisionens kanter
marks med olika farger for att demonstrera lokaliseringen i kroppen. Man kan aven satta
knappnalar i kassetterna for att markera att vavnaden skall inbdddas exakt som den ligger
i kassetten. Utskarningen skoéts av en patolog eller lakare. | vissa laboratorier kan dven en
bioanalytiker som har fatt skolning inom det ta hand om utskadrningen. Mindre bitar som
ar under cirka 5 mm behover inte delas och satts som de &ar i kassetten. (Moewis, 10-11,

1978; N. Back, personlig kommunikation, 26 april, 2021; Ranjan et al., 2014).

3.1.2 Fixering

Vavnaden fixeras for att det skall bevaras i mojligast ursprunglig form. Vavnaden fixeras
direkt efter provtagningen for att forhindra autolys och forruttnelse. Cellstrukturen bevaras
genom bindningar mellan proteiner. Fixeringen kan ske kemiskt med fixativ eller fysikaliskt
genom upphettning och nedfrysning. Det finns fem olika grupper av fixativ som klassas
enligt deras verkningsmekanism, det mest anvanda fixativet ar 10 % neutral buffrad
formalin. Fixativ kan vara aldehyder, kvicksilver(ll)klorid, alkoholer, oxiderande @mnen eller

pikrat. Ett bra fixativ forhindrar autolys och férruttnelse. Vavnaden far inte byta form eller



volym. Vavnadens struktur och morfologi borde vara i maéjligast ursprunglig form, samt att
vavnaden borde vara i bra skick infor fargningen. Det finns inget perfekt fixativ, men kraven

borde uppfyllas tillrdckligt bra. (Gamble & Bancroft, 63—65, 2002; Webpath, u.a.c).

Aldehyder innefattar formaldehyd och glutaraldehyd, den mest anvdanda ar 10 % neutral
buffrad formalin. Aldehyderna bildar kovalenta bindningar med proteinerna, speciellt med
aminosyran lysin. Aldehyderna denaturerar proteiner till en viss del, men inte pa ett satt
att deras struktur skulle forstoras eller att det paverkar antigeniciteten markvardigt.
Glutaraldehyd ger en forlust pa 30 % av DNAts alpha-helixstruktur. Darfor ar formaldehyd
ett battre val som fixativ vid immunohistokemiska fargningar. Formaldehyd penetrerar
battre men langsamt och ger en séamre morfologisk bild an glutaraldehyd. Glutaraldehyd
penetrerar snabbt och ar darfor ett bra val for elektronmikroskopi. Glutaraldehyd kan till
exempel anvandas vid fixeringen av muskelbiopsier. Aldehyderna ar dock giftiga och
sakerhetsatgarder bor beaktas vid arbetet. (Gamble & Bancroft, 63—65, N. Back, personlig

kommunikation, 26 april 2002; Webpath, u.a.c).

Kvicksilver(ll)klorid reagerar med aminosyrarester i proteiner. Kvicksilver(ll)klorid
penetrerar vavnaden daligt men snabbt. Fixativet kan géra vavnaden hard, men det ger en
bra nukledar morfologi. Fixativet fungerar bast for hematopoetisk och retikuloendotelial
vavnad. Fixativet innehaller kvicksilver vilket skall tas i beaktan vid avfallshanteringen.

(Gamble & Bancroft, 63—65, 2002; Webpath, u.a.c).

Alkoholer som metanol och etanol denaturerar proteiner. Alkoholer anvands inte vid
fixeringen av vavnadsprover, utan anvands framst vid fixeringen av cytologiska prover.
Oxiderande damnen sasom kaliumpermanganat, kaliumdikromat och osmiumtetroxid
oxiderar proteiner. Dessa fixativ anvands ytterst sdllan. Pikrat sasom pikrinsyra har en
okand verkningsmekanism, framst anvands Bouins |6sning. Fixativet ger en nastan lika bra

nuklear morfologi som kvicksilver(ll)klorid och fororsakar mindre hardhet av vdavnaden.



Pikrinsyra ar explosivt, sdkerhetsatgarder vid hanteringen av damnet bor beaktas.

(Webpath, u.ad.c).

Fixeringen paverkas av pH, penetrering, volym, temperatur, osmolalitet, koncentration och
tid. Fixering sker bast vid neutralt pH, pH skall vara runt 6-8. Buffrade I6sningar anvands
for att minska syrligheten som uppstar vid hypoxi av vavnaden. Vavnaden skall penetreras
helt av fixativet, till exempel vid fall av mycket brostvavnad ar det viktigt att skara snitt i
vavnaden sa att den penetreras helt. Annars kan en del av vavnaden vara ofixerat. For att
fixeringen skall lyckas ar det viktigt att fixativ finns i overskott, fixativ skall finnas cirka 10
ganger vavnadens volym. Genom upphettning kan fixeringen forsnabbas. Osmolaliteten ar
viktig med tanke pa att cellerna krymper i hypertoniska l6sningar, medan de svullnar i
isotoniska l6sningar. Med tanke pa koncentration anvands oftast 10 % formalin. Vdavnaden
fixeras mellan 6-24 timmar. Det ar aven viktigt att vdavnaden fixeras direkt efter
provtagningen. Cellorganeller forstors och artefakter uppstar ju langre tid det tar for
vavnadsprovet att bli fixerat efter provtagning. (Gamble & Bancroft, 69—72, 2002; Rolls,

u.a.; Webpath, u.a.c).

3.1.3 Vavnadsprocessering

Efter fixeringen bor vavnaderna behandlas sa att de kan baddas in i paraffin och snittas.
Processen dar fixerad vdavnad behandlas sa att vavnaden kan gjutas i block av paraffin kallas
vavnadsprocessering. | vavnadsprocesseringen sker en dehydrering, klarning och
impregnering av vavnaden. Detta utfors ofta automatiskt av en vdavnadsprocessor. For att
kunna badda in vavnaden i paraffin maste vavnaden forst dehydreras, det vill sdga att
vatten avlagsnas fran vavnaden pa grund av att paraffin ar hydrofobiskt. Dehydreringen
sker genom en stigande alkoholserie fran 70 % till 99 % etanol. Etanol &r 16sligt med vatten
och genom att vavnaden doppas i stigande koncentrationer av alkohol ersatts vattnet i

vavnaden med alkohol. En stigande alkoholserie med olika koncentrationer av alkohol



anvands for att progressivt ersdtta vattnet foér att undvika forvrangning av

vavnadspreparatet. (Rolls, u.a.; Webpath, u.a.c).

Féljande steg i vavnadsprocesseringen ar klarning. Klarning innebar att man ersatter
alkoholen med en klarningslosning som ar 16slig med paraffin. Det mest anvanda medlet
vid klarning ar xylen. Toluen och kloroform kan dven anvandas, mindre giftiga @mnen kan
ocksa anvandas som framstallts ur citrusskal sdsom histoclear. Alkoholen ersatts med xylen
pa grund av att alkohol inte &r 16sligt i paraffin medan xylen ar det. Termen klarning
kommer fran att manga klarningsldsningar ger en viss klarhet till vdvnadspreparatet pa
grund av deras relativt hoga brytningsindex. Klarningen tar dven bort en betydande del av
fettet fran vavnaden, som annars bildar en barriar vid inbaddningen i paraffin. Till slut
impregneras vavnaden med paraffin som anvands vid inbaddningen. (Rolls, u.a.; Webpath,

u.a.c).

3.1.4 Inbaddning

For att kunna snitta vdvnadspreparatet maste man framstalla ett block. Vavnadspreparatet
kan antingen frysas ned eller baddas in i ett flytande medium som stelnar. Detta gors vid
en inbaddningsstation. Vid inbdaddningen anvands for det mesta paraffin. Plast och
epoxiharts kan aven anvandas. Paraffin ar inte vattenlosligt och darfor avldgsnas vattnet
under vavnadsprocesseringen. Paraffin ar en av blandning mattade kolvaten med
varierande antal kolatomer. Paraffin har en smaltpunkt mellan 40-70 grader, paraffin med
smaltpunkt 54-58 grader anvands vid inbaddningen. Till paraffinet kan tillsattas olika
amnen som paverkar dess egenskaper. Bivax gor materialet segare, mera elastiskt och att
det héller ihop battre vid snittningen. Amnen som motverkar kristallbildningen och
forbattrar snittningsegenskaperna kan tillsattas sasom plastpolymerer.
Uppmjukningsmedlet DMSO (dimetylsulfoxid) kan dven tillsattas. (Gamble & Bancroft, 89,
2002; Lyon, 201-205, 1997; Moewis, 46—48, 1978).



Inbaddningen sker vid inbaddningsstationen. En gjutkopp med passlig storlek fylls med
paraffin som tappas ur kranen. Vavnadsbiten orienteras med en uppvarmd pincett i
gjutkoppen. Gjutkoppen fors over till kylplattan och vavnadsbiten trycks mot gjutkoppen
sa att vavnadsbiten fastnar och att alla kanter av vavnadsbiten ar pa samma niva. Kassetten
placeras pa gjutkoppen som fylls med mera paraffin. Sedan far paraffinet stelna pa
kylplattan. Blocket tas bort fran gjutkoppen efter att paraffinet stelnat. Orienteringen av
vavnadsbiten ar viktig da ytan som ligger mot gjutkoppen kommer fram forst vid
snittningen. Det ar viktigt att hela vavnaden kommer fram under snittningen, samt att
eventuella férandringar i vavnaden kommer fram. Vavnadbiten placeras sa att snittytan ar
mot gjutkoppen. Hudbitar placeras sa att alla hudlager kommer med pa snittet. Tubulara
strukturer sasom artdrer och sadesledare orienteras sa man ser tvdrsnitt av dem.
Muskelbiopsier skars longitudinellt och transversellt. (Gamble & Bancroft, 89—90, 2002;
Moewis, 49-52, 1978; N. Back, personlig kommunikation, 3 maj, 2021).

3.1.5 Snittning

For att kunna se pa vavnaden i mikroskop maste preparatblocket snittas. Man skar 2—4 um
tunna snitt som placeras pa objektglas. Preparatblocket snittas med en mikrotom, en
mikrotom ar ett precisionsinstrument for snittning med jamn kvalitet. Det finns olika
mikrotomtyper som rotations- och sladmikrotomer. Fryssnitt snittas med en frysmikrotom,
det vill sdga kryostat. | en rotationsmikrotom &r kniven fast och objekthallaren aker i
vertikal riktning med hjalp av en vev vid mikrotomens hogra sida. Preparatblocket placeras
i objekthallaren och snitt bildas nar preparatblocket aker i vertikal riktning mot kniven. En
sladmikrotom har en rorlig kniv pa en slad som aker i horisontell riktning. Objekthallaren ar
fast och snitt bildas genom att kniven aker i horisontell riktning mot preparatblocket. Vid
snittning anvands oftast engangsknivar. (Gamble & Bancroft, 94-95, 2002; Moewis, 65-70,
1978).
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Vid snittningen skall preparatblocket forst trimmas, vilket gors for att fa fram vavnaden
som skall snittas. Vid trimningen anvander man snitt tjocklek fran 15 um uppat beroende
pa vavnaden, ibland dven mindre tjocklek. Med harda vavnader finns det risk att bitar
lossnar och da vill man anvdanda mindre tjocklek, samt vid liten mangd material sa att man
inte trimmar bort allt material. Vid trimningen vill man fa fram hela vavnaden, man ser till
att man har med alla kanter av vavnaden och att vdvnaden kommer fram ordentligt. Ofta
anvands en gammal kniv vid trimningen, men kniven far inte vara full av repor for att
undvika skador i vavnaden. (Gamble & Bancroft, 95-98, 2002; N. Back, personlig

kommunikation, 3 maj, 2021).

Efter trimning ar preparatblocket redo att snittas i 2—4 um tunna snitt. Vid snittning av
mjukt material anvands en mindre vinkel och vid snittning av hart material en stérre vinkel.
Vid snittning av band anvands 90 graders vinkel. Preparatblocket maste vara kallt infor
snittningen, blocket kyls forst pa en kylplatta. Kniven skall vara vass for att fa bra snitt.
Antingen kan man snitta band med sex till atta snitt eller sa kan man snitta enskilda snitt
fran olika nivaer. | Finland ar det vanligare att man tar enskilda snitt fran olika nivaer, detta
gors dven pa patologienheten vid Fimlab Vasa. Man tar 1-4 nivaer beroende pa typ av prov
och vavnadens storlek. Efter att forsta snittet ar taget trimmar man lite djupare in i
vavnaden och tar ett till snitt, pa sa satt far man olika nivaer av vavnadsprovet. (Gamble &
Bancroft, 95-98, 2002; Moewis, 74—80, 1978; N. Back, personlig kommunikation, 3 maj,
2021).

Snittningstekniken kan variera beroende pa vavnaden. Snitten lyckas oftast bast genom
snittning med langsam rorelse. Hart material och vavnad med mycket fett ar ofta mycket
svara att snitta. Hart material kan vara ben, naglar och livmoder. Bréstvavnad och lipom
kan ha mycket fett. Ett bra snitt ar helt och jamnt. Det skall inte finnas skrynklor eller repor
pa vavnaden. Snittet skall inte vara for tjockt och vavnaden skall vara hel. Snitten lyfts dver
i varmvattenbad med hjalp av penslar eller pincett, temperaturen ar ofta 10 grader under
paraffinets smaltpunkt. | varmvattenbadet ratas snitten ut och darifran fiskas snitten upp

pa objektglas. Rotationsmikrotomer kan ha en rutschkana med kallt vatten varifran snitten
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antingen aker ner i en skrapkorg eller i ett varmvattenbad nar man lyfter bryggan, varifran
snitten fiskas upp pa objektglaset. Sedan later man objektglasen torka. (Gamble & Bancroft,

95-98, 2002; Moewis, 74-80, 1978; N. Back, personlig kommunikation, 3 maj, 2021).

3.1.6 Fargning och montering

Fargamnen dissocierar i vatten och for att fargerna skall kunna fasta pa vavnaden maste
vavnadspreparatet forst deparaffineras. Vavnadsprocesseringen gors da i omvand ordning
for att fa vatten tillbaka i vavnaden. Forst gar vavnadspreparaten igenom xylener, hydreras
i en sjunkande alkoholserie och till slut fors vavnadspreparatet i vatten. Genom fargning
framhaver man olika detaljer och komponenter i vavnaden sa att vavnaden kan observeras
i mikroskop och patologen kan undersdka vavnaden. Hematoxylin & Eosin (HE) ar en
rutinfargning inom histopatologi och ger en 6éverblick 6éver vavnaden. Andra fargningar

kallas for specialfargningar. (Alturkistani et al., 2015; Webpath, u.a.c).

Snitten fargas ofta i en fargningsautomat som &ven skoter deparaffineringen och
hydreringen fore fargningen. Fargningsautomaten har en robotarm som doppar korgarna
med objektglasen i fargerna. | fargningsautomaten kan olika fargningsprogram installas,
fargningen kan optimeras genom att justera fargningstiderna. Tidigare fargades snitten
manuellt. Till fargningsautomaten kan man &dven installera en tackglasautomat som
monterar tackglas pa de fargade objektglasen. Tackglasen ar gjorda av plast eller glas och
skyddar samt bevarar vavnadspreparatet. Tackglas monterades tidigare manuellt. Vid
montering anvands ett genomskinligt och lattorkande medium. Monteringsmedlet skall ha
liknande brytningsindex som objektglaset sa att det blir osynligt vid mikroskoperingen. Det
skall dven vara neutralt sa att snittet inte skadas. Ofta anvands medium som innehaller

xylen. (Moewis, 105-106, 1978; Sakura, u.a.; Webpath, u.a.c).
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3.2 Histologiska fargningsmetoder

Fargningen baserar sig pa kemiska reaktioner och vissa vavnaders och cellbestandsdelars
formaga att uppta en bestamd farg. Oftast sker fargning med selektiva fargamnen som
fordelar sig enligt vavnadens kemiska egenskaper, det bildas kontraster i strukturerna
genom deras formaga att uppta farg. Fargdmnena kan vara naturliga eller syntetiska.
Naturliga farger harstammar fran djur eller vaxter, varav den viktigaste fargen ar
hematoxylin som extraheras fran akasiatrad i Sydamerika. Saffran forekommer i en
krokusart, indigo i tropiska vaxter och karmin utvinns fran en mexikansk skoldlusart.
Syntetiska fargamnen ar bensolderivat utvunna ur stenkolstjara. Anilin isolerades 1850 av
William Perkin. De naturliga fairgdmnena har ersatts av syntetiska pa grund av att de ar
billigare, renare och lattare att framstalla. Hematoxylin anvands fortfarande, samt karmin

som anvands som kromosomfarg. (Moewis, 88-91, 1978; Solunetti, u.a.).

Fargamnena klassificeras enligt deras bindningsegenskaper i sura, basiska, neutrala och
indifferenta farger. Vavnaden fargas av joner med fargande egenskaper, fargdmnet binds
till vdvnadskomponenter med motsatt laddning. Basiska fargamnen kallas katjonfarger och
sura kallas for anjonfarger. Anjonfarger ar ofta natrium-, kalium-, kalcium- eller
ammoniumsalter. Anjonfarger fargar acidofila vavnadskomponenter sasom cytoplasma,
acidofila granula, muskel, kollagen, bindvav, erytrocyter och proteiner med 6verskott av
fria aminogrupper. Anjonfarger ar till exempel eosin, pikrinsyra, syrafuchsin och anilinbla.
Katjonfarger ar ofta klorider, sulfater eller acetat. Katjonfarger fargar basofila
vavnadskomponenter sasom cellkarnor, basofila granula, bakterier, brosk, slem, nerver och
proteiner med 6vervagande karboxylgrupper. Katjonfarger ar till exempel basisk fuchsin,

metylenbla och toluidinbla. (Moewis, 88-91, 1978; Solunetti, u.a.).

Nar de sura och basiska grupperna i fargdmnet ar i jamvikt ar fargen neutral. Indifferenta
farger har inga saltbindande sura eller basiska grupper. Neutrala fiargamnen fargar

blodkroppar och parasiter. Neutrala fargamnen ar till exempel en kombination av
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metylenblatt och eosin. Indifferenta fargdmnen fargar fettsubstanser som till exempel

sudan svart B. (Moewis, 88-91, 1978).

Fargningsmetoden kan vara direkt eller indirekt. Metoder med farglosningar utan tillsatta
kemikalier kallas direkta, medan vissa fargdmnen faster i vdvnadskomponenter i narvaro
av ett betmedel. Metoder som kraver betmedel kallas indirekta. Betmedel ar ofta
metallsalter eller hydroxider sasom FeCls eller kaliumaluminiumsulfat (alun). For att na den
optimala fargningsresultaten kan vavnaden fargas tills man uppnatt ratt fargnyans och ton,
detta kallas for progressiv fargning. Vavnaden kan adven overfargas och fargoverskottet
I6sas bort, det vill sdga differentieras. Detta kallas for regressiv fargning. Fargoverskottet
I6ses bort med syra vid basiska farger och tvartom. Fargerna binds inte lika starkt till alla
vavnadskomponenter och vissa avfargas snabbare. Differentieringen avbryts nar alla
detaljer framtrader tydligt, detta kontrolleras i mikroskop. (Moewis, 93-96, 1978;

Solunetti, u.3.).

Snittet kan fargas med flera fargamnen efter varandra, vilket kallas succedanfargning.
Denna metod anvands vid oversiktsfargningar dar cellen fargas forst med karnfarg och
sedan med cytoplasmafarg. Flera fargamnen kan &dven blandas vilket kallas for
simultanfargning. Forst fargas cellkdrnorna med ett fargdmne och sedan motfargas

vavnaden med en |6sning innehallande 2-3 olika fargdmnen. (Moewis, 93-96, 1978).

3.2.1 Hematoxylin-Eosin (HE)

Hematoxylin-Eosin ar den vanligaste histologiska fargningen och anvands som
oversiktsfargning. Fargningen ar en kombination av ett surt och ett basiskt fargédmne.
Hematoxylin &r ett basiskt fargdmne som fargar sura eller basofila vavnadskomponenter
sasom cellkdrnor, ribosomer och kornigt endoplasmatiskt retikel lila-bla. Eosin ar en sur

farg som fargar basiska eller acidofila vdavnadskomponenter sdsom cytoplasma, cellviaggar
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och det mesta bindvav i olika nyanser av rosa, orange och réd. Vid hematoxylin-eosin-
fargning fargas cellkdarnorna forst med hematein och sedan fargas cytoplasma med eosin.

(Anderson & Rolls, u.a.; Gamble & Bancroft, 125, 2002; Webpath, u.a.c).

Hematoxylin extraheras fran den innersta veden av Haematoxylum campechianum tradet.
Vid oxideringen av hematoxylin bildas hematein som ar det sjalva fargadmnet. Hematoxylin
kan oxideras naturligt eller kemikaliskt. Vid naturlig oxidering utsatts hematoxylin for ljus
och luft. Oxideringen &r en langsam process som tar 3—4 manader. Ehrlichs hematoxylin ar
ett exempel pa hematoxylin som oxiderats naturligt. Vid kemisk oxidering anvands ett
oxideringsmedel som omedelbart forvandlar hematoxylin till hematein. Vid Mayers
hematoxylin anvands natriumjodat och vid Harris hematoxylin anvands kvicksilveroxid.
Hematein har lag affinitet till vdvnaden och krdver betmedel foér att binda till vavnaden.
Som betmedel anvands alun, jarn eller tungsten. Betmedlet starker den positiva laddningen
av hematein, vilket hjalper bindningen till de negativt laddade vavnadskomponenterna
sasom kromatin. (Gamble & Bancroft, 125-126, 2002; Sampias & Rolls, u.d.; Webpath,

u.a.c).

De olika hematoxylinerna klassifieras enligt betmedel som anvdnds. Det vanligaste
betmedlet ar alun. Alun ger cellkdrnorna en rod farg, fargen férandras till lila-bla vid
skoljning med en svagt alkalisk 16sning sdsom vattenledningsvatten. De mest anvanda alun
hematoxylinerna ar Ehrlichs, Mayers, Harris, Coles och Delafields. Hematoxyliner som
anvander jarnsalter anvands framst i specialfargningar, pa grund av att de visar mera
vavnadsstrukturer sasom myelin och elastinfibrer. Exempel pa jarnhematoxyliner ar
Weigerts och Verhoeffs. Det finns bara en kdnd tungstenhematoxylin, vilket ar Mallory
PTAH fargning som fargar bade material fran centrala nervsystemet och allméan
vavnadsstruktur. Hematoxylin kan bade vara en progressiv eller regressiv fargning. Den
regressiva fargningen ger en optimalare resultat pa stora mangder av glas som skall fargas.
Den progressiva fargningen ger battre resultat vid fargning av enstaka glas, som till exempel
vid fargning av fryssnitt. (Gamble & Bancroft, 125-133, 2002; Sampias & Rolls, u.3d.;
Webpath, u.a.c).
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Eosinerna ar xantenfargamnen, eosin uppstar vid en reaktion mellan brom och fluorescein.
Inom histolopatologi anvands oftast eosinvarianterna eosin Y och eosin B. Eosin Y dr den
mest anvdnda inom histopatologi och ger en gulaktig farg, medan eosin B ger en blaaktig
farg. Eosin ar 16sligt i vatten och svarlosligt i alkohol. Ofta tillférs attiksyra i eosinlésningen
for att fa en skarpare fargningsresultat. Fargningen differentieras i vattenledningsvatten
som fortsatter ytterligare i dehydreringen med alkoholerna. Eosinfargningen hjalper att
skilja mellan olika cellers cytoplasma och olika typer av bindvav genom att farga dem i olika

nyanser av rosa, orange och réd. (Anderson & Rolls, u.a.; Sampias & Rolls, u.a.; Gamble &

Bancroft, 130, 2002).

Bild 1. HE-fargning av hud. Forstoring 5x.
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Bild 2. HE-fargning av hud. Hematoxylin fargat cellkarnor, ribosomer och kornigt
endoplasmatiskt retikel lila-bla. Eosin fargar cytoplasma, cellvdaggar och det mesta bindvav

i olika nyanser av rosa, orange och rod. Forstoring 10x.

Bild 3. HE-glas med snitt fran hud.

3.2.2 Periodic acid-Schiff (PAS)

Periodic acid-Schiff (PAS) ar en selektiv metod for att pavisa kolhydrater, speciellt glykogen
och neutrala muciner. Glykogen férekommer i levern, hjart- och skelettmuskulatur, samt
patologiskt i forandrade vavnader. Fargningen kan anvands for att pavisa
glykogeninlagringar i levern. Neutrala muciner finns till exempel i gastrointestinalkanalen.
Muciner eller slemamnen ar en grupp glykoproteiner som bildar en skyddande hinna pa
epitelcellernas yta i gastrointestinalkanalen och i luftvdagarna, hinnan skyddar mot kemiska
och fysikaliska skador. PAS-fargning kan dven anvandas vid pavisning av svamp och som
hjalp vid tumordiagnostik, dessutom fargas dven basalmembran. PAS-fargningen anvands
for vavnadsprover fran levern, huden, 6vre luftvagarna och gastrointestinalkanalen.
(Fargningsanvisning pa Fimlab Vasa patologienhet, 2021; Moewis, 145-147, 1978; Myers,
u.a.; VIVO Pathophysiology, u.a.).

Perjodsyra oxiderar -C-C- bindningen i 1,2-glykoler eller i dess amino- eller
alkylaminoderivater till dialdehyder som sedan kan fargas med Schiffs reagens. Schiffs
reagens ar en blandning av basisk fuchsin, saltsyra och natriummetabisulfit. De formade
aldehydgrupperna i vavnaden reagerar med Schiffs reagens, parafuksin binds till
aldehyderna och bildar en férening som antar en magentafarg, det vill sdga anilinrod farg.

(Gamble & Bancroft, 173—175, 2002; Moewis, 145-147, 1978).
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Bild 4. PAS-reaktionen. Till vanster ses Schiffs reagens, i mitten en aldehydgrupp och till
hoger den magentafargade foreningen. Reaktionen bdrjar med svavelsyrlighet. (Nguyen,

2016).

Schiffs reagens bygger pa reduktion av basisk fuchsin med svavelsyrlighet eller bisulfit dar
kinonkonfigurationen i fargamnet omvandlas till en optiskt inaktiv forening, vilket
resulterar i en farglos vatska. Kinonringen aterbildas vid bindningen till aldehydgrupper i
vavnaden och aterfar sin ursprungliga farg, vilket resulterar i en PAS-positiv reaktion.
Darefter skoljs snittet i rinnande vatten och de PAS-positiva strukturerna far sin optimala
fargstyrka. Motfargning anvands for att synliggéra den resterande vavnaden. Cellkdrnorna
motfargas med hematoxylin och far en lila-bla farg. (Gamble & Bancroft, 173—-175, 2002;
Moewis, 145-147, 1978; Shedge et al., 2020).
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Bild 5. PAS-fargning av leverbiopsi. PAS-positiva strukturer antar en magentafarg.

Forstoring 10x.

Bild 6. PAS-glas med snitt fran en leverbiopsi.

3.2.2.1 Alcian blue periodic acid-Schiff (AB-PAS)

Alcian blue periodic acid-Schiff (AB-PAS) ar en metod for att skilja mellan neutrala och sura
muciner. Alcian blue fargar sura muciner morkbld. Alcian blue kan inte farga neutrala
muciner, darfor fargas neutrala muciner anilinroda med PAS-metoden. AB-PAS-fargningen
anvands vid gastrointestinalkanalens tumoérdiagnostik, som till exempel vid
adenocarcinom. Alcian blue fargar dven bagarceller och anvands darfor aven vid diagnostik
av Barretts esofagus. Fargningen anvands &dven vid diagnostik av mesoteliom och
ateroskleros. (Fargningsanvisning pa patologienheten vid Fimlab Vasa, 2021; Myers, u.a.;

Paskoski & Gowan, 2021).

Alcian blue fargmolekylen ar en ftalocyaninring innehallande en kopparatom i mitten.
Molekylen innehadller dven fyra basiska isotiouroniumgrupper som har en positiv
laddning. Alcian blue ar en katjonfarg som binds till sura muciner med karboxyl- eller
sulfatgrupper vid pH 2,5 genom elektrostatisk attraktion. Alcian blue lyckas inte farga
nukleinsyror pa grund av sin héga densitet, vilket hindrar den stora fargmolekylens passage
inicellen. Den blda fargen produceras av kopparatomen i fargmolekylen. Alcian blue binder
till olika typer av sura muciner beroende pa pH-varde. Vid pH 1,0 fargas sulfaterade
muciner och vid pH 2,5 fargas de flesta sura mucinerna. Karboxylgrupperna joniseras inte
vid en lagre pH an 2,5, medan sulfatgrupper joniseras vid pH 1 och darmed fargas. | AB-
PAS-fargningen fargas sura muciner morkbla med Alcian blue pH 2,5 och neutrala muciner
fargas anilinréda med PAS metoden. Cellkarnorna fargas med hematoxylin. (Bancroft et al.,

146-147, 1994; Gamble & Bancroft, 178-179, 2002; Myers, u.a.; Paskoski & Gowan, 2021).
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Bild 7. Alcian blue fargmolekylen. (Abcam, u.3.).

Bild 8. AB-PAS-fargning av gastroskopiprov. Forstoring 5x.
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Bild 9. AB-PAS-fargning av gastroskopiprov. Sura muciner fargas morkblaa och PAS-positiva
strukturer far en magentafarg. Cellkdrnorna fargas lila-bla med hematoxylin. Forstoring

20x.

Bild 10. AB-PAS-glas med snitt fran gastroskopiprov.

3.2.2.2 Diastas periodic acid-Schiff (D-PAS) och diastas alcian blue periodic acid-Schiff
(d-AB-PAS)

Fargningen diastas periodic acid-Schiff (D-PAS) anvadnds for att differentiera mellan
glykogen och neutralt mucin. | D-PAS fargningen avlagsnas glykogen enzymatiskt och
neutralt mucin fargas med PAS. D-PAS-firgningen anvands vid diagnostiken av
njurcellscarcinom, hudtumorer, vissa varianter av sarkom och inlagringssjukdomar, som till
exempel alfa-1-antitrypsinbrist. Fargningen kan &dven anvdndas vid misstankta
svampinfektioner. (Fargningsanvisning pa patologienheten vid Fimlab Vasa, 2021;

Mypathologyreport.ca, u.a.).

Diastas eller amylas ar ett enzym som katalyserar spjalkningen av polysackarider och
glykogen. Enzymet produceras i digestionskanalens exokrina kortlar, som till exempel i

spottkortlar och pankreas. Diastaslosningen innehaller alfa-amylas som klyver
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polysackarider genom att spjdlka a-1,4 glukosidbindningar. Kedjan spjalks till glukos och
maltos som sedan skoljs bort fran snittet. Efter behandlingen i diastaslosningen fargas
snittet med PAS-metoden och cellkdrnorna fargas med hematoxylin. PAS-positiva
strukturer sdsom neutrala muciner far en anilinréd farg, glykogen daremot som avlagsnats

fran snittet lamnar oférgat. (Ellis, u.a.; Gamble & Bancroft, 173, 2002; Sahlgrenska

universitetssjukhuset, 2019).
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Bild 12. D-PAS-fargning av leverbiopsi. Neutrala muciner far en magentafarg och glykogen

[amnar ofdrgat. Cellkarnorna fargas lila-bla med hematoxylin. Forstoring 10x.
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Bild 13. D-PAS-fargning av leverbiopsi. Férstoring 20x.

Bild 14. D-PAS-glas med snitt fran en leverbiopsi.

Diastas alcian blue periodic acid-Schiff (d-AB-PAS) fargningen anvands for att skilja pa
glykogen och neutrala muciner, samt pa grund av att fargningen innehaller alcian blue kan
dven neutrala och sura muciner skiljas. Glykogen avlagsnas enzymatiskt genom att alfa-
amylas spjalker a-1,4 glukosidbindningar, kedjan spjalks da till glukos och maltos som skoéljs
bort fran snittet. Darefter fargas de sura mucinerna morkbla med alcian blue, de neutrala
mucinerna anilinréda med PAS och cellkdrnorna lila-bla med hematoxylin. Glykogen har
avlagsnats och ar darmed oférgat. d-AB-PAS-fargningen anvands for lungprover. (Ellis, u.a.;

Fargningsanvisning pa patologienheten vid Fimlab Vasa, 2021).
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3.2.3 Giemsa

Giemsafargning anvands for att pavisa mikroorganismer och mastceller i vavnaden.
Fargningen anvands ofta inom histopatologi for att pavisa infektioner med Helicobacter
pylori i gastrointestinalkanalen. H. pylori kan vara en bakomliggande orsak till kronisk
gastrit, magsar och magsackscancer. Fargningen kan dven anvandas for att pavisa
protozoerna Giardia lamblia och Leishmania. Ansamling av mastceller kan férekomma i
vissa hudsjukdomar sdasom mastocytos. (Farganvisning pa patologienheten vid Fimlab Vasa,

2021; Wabinga, 2002).

Giemsa namngavs efter den tyska kemisten Gustav Giemsa och tillhér gruppen
Romanowsky-fargningar. Romanowsky-fargningarna innehaller bade sura och basiska
farger. Fargningen anvands ofta for mikroskopering av blodutstryk och vid
diagnostiseringen av malariaparasiter, men kan &dven anvdndas inom histopatologi,
mikrobiologi och molekylarbiologi. Giemsa ar en differentialfargning som innehaller en
blandning av metylenbla, azur och eosin. Metylenbla och azur ar basiska farger som binds
till sura vavnadskomponenter sasom cellkdrnor och ger en bla-lila farg. Eosin ar en sur farg
och fargar basiska vavnadskomponenter sdsom cytoplasma i olika nyanser av rosa, rod och
orange. Pa grund av att giemsa ar en differentialfargning overfargas snittet och

differentieras i syra. (Bancroft et al., 70, 1994; Mokobi, 2021; Webpath, u.a.b).

Giemsafargningen influeras av pH-vardet. Inom histopatologi anvands oftast en modifierad
version av giemsafargningen, vilket betyder att pH justerats fran 6,8 till 9,0 och ingen
differentiering i syra sker. | lagre pH-varden fargas kromatin mer och cytoplasma fargas
mindre, hogre pH-varden 6kar fargningen av cytoplasma. | den modifierade fargningen ar
kontrasterna mellan vavnaden och organismerna mycket liten. Bakterier och protozoer

fargas blda. Mastcellernas granula innehaller heparin och histamin och far en morkbla eller



24

lila farg. Cytoplasma far en ljusbla farg och cellkdrnorna fargas blaa. (Farganvisning pa

patologienheten vid Fimlab Vasa, 2021; Jackson et al., 2018; Merck, u.d.a; Rotimi et al.,

2000).
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Bild 16. Giemsafargning av gastroskopiprov. Vid klockan 10 ses helikobakterier som fargats

blaa. Forstoring 40x.

Bild 17. Giemsaglas med snitt fran gastroskopiprov.
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3.2.4 Leder

Leder eller kloroacetatesterasfargning (CAE) anvands for att pavisa mastceller och
myelopoetiska celler i prover fran benmarg. Dessa celler innehaller ett specifikt esteras som
anvander naftol AS-D kloroacetat i farglosningen som substrat i ndrvaro av diazoniumsalt.
| reaktionen bildas en rod farg som produkt i cellen. | reaktionen sker en enzymatisk
hydrolys av esterbindningar och naftolféreningar frigors. Naftolforeningarna reagerar med
diazoniumsalt, i detta fall basen Fast Red Violet LB, vilket bildar depaer av en rod farg vid
stallen dar enzymaktivitet finns. Vid stdllen med enzymaktivitet ses rod granulering. Naftol
AS-D kloroacetatesteras reagerar specifikt med celler i granulocytlinjen. Mastceller samt
bade mogna och omogna granulocyter fargas roda. Monocyter och lymfocyter visar svag
eller ingen aktivitet. Cellkdrnorna motfargas med Gill no.3 hematoxylin och far en bla-lila

farg. (Farganvisning pa patologienheten vid Fimlab Vasa, 2021; Lyon, 321, 1997; Merck,

u.a.c; Sigma-Aldrich, 2016).
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Bild 18. Lederfargning av benmarg. Forstoring 10x. Bild 19. Lederfargning av benmarg.

Forstoring 20x.
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Bild 20. Lederfargning av benmarg. Mastceller samt bade mogna och omogna granulocyter

fargas roda. Forstoring 40x.

3.2.5 Jarnivavnad

Preussiskt blatt eller berlinerbla anvands foér att pavisa jarn i vavnaden. Jarn behovs vid
bildningen av hemoglobin i erytrocyter. Jarnet upptas i tunntarmen och transporteras
darifran till benmargen. Jarn lagras i benméargen och mjilten. Jarn kan lagras i form av Fe3*
svagt bundet till ett protein som hemosiderin. Om kroppens jarnlager ar fulla kan jarn
lagras i andra organ. Stora jarndepder ses vid hemokromatos och hemosideros.
Benmargsbiopsier fargas ofta med preussiskt blatt for att utvardera jarnlagret i benmargen.

(Bancroft et al., 207-208, 1994; Hughes et al., 2004; Webpath, u.a.d).

Jarn ar olosligt i alkaliska |6sningar men 16sligt i sura I6sningar. | denna metod frigors Fe3*
fran det bundna proteinet med hjalp av saltsyra och jarn(lll)klorid formas. Jarnet reagerar
da med kaliumferrocyanid och bildar ol6slig ljusbld jarnferrocyanid, vilken ar fargen

preussiskt blatt eller berlinerbla. Cellkdrnorna motfargas med neutralrott och far en rod
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farg. Cytoplasma far en rosa farg. (Bancroft et al., 207-208, 1994; Gamble & Bancroft, 244—
245, 2002; Stainsfile, 2019).

Bild 22. Jarnfargning av benmarg. Jarn antar en ljusbla farg. Forstoring 20x.

Bild 23. Jarnglas med snitt fran benmarg.
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3.2.6 Elastin i vavnad

Elastica van Gieson anvands vid fargningen av bindvav och kollagen. Elastiska fibrer bestar
av elastin polymerer och elastiska mikrofibriller. Dessa bildar tredimensionella natverk i
den extracelluldara matrixen i bindvav, sdasom dermis i huden, lunga, hjarta och
blodkarlsvaggar. Med fargningen kan man pavisa atrofi i elastisk vdavnad sasom vid
lungemfysem, fortunning och avsaknad av elastiska fibrer vid ateroskleros samt andra

vaskulara sjukdomar. (Bancroft et al., 54-55, 1994; Sigma-Aldrich, 2020a; Webpath, u.a.a).

Vid fargning med elastica van Gieson behandlas vavnaden forst med ett positivt laddat
hydrofobiskt resorcin-fuksin-fargdmne. Resorcin-fuksin-farg finns i overskott och har
affinitet mot sura och negativt laddade elastiska fibrer. Efter differentiering med alkohol
eller vattenledningsvatten fargas kdarnorna med Weigerts jarnhematoxylin. Sista skedet i
fargningen ar motfargning med van Gieson som innehaller fuksinsyra och pikrinsyra. Dessa
farger fargar olika vavnadstrukturer samtidigt. Fuksinsyra fargar kollagenfibrer rosaréda,
medan pikrinsyra fargar muskelfibrer, erytrocyter och gliafibrer gula. Elastiska fibrer fargas
morkbla-lila och kdrnorna far en svartbla-brun farg. (Biognost, 2019; Sigma-Aldrich, 2020a;

Ventana medical systems, 2016).

[
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Bild 24. Elastinfargning av leverbiopsi. Kollagenfibrer fargas rosardda. Muskelfibrer,
erytrocyter och gliafibrer fargas gula. Elastiska fibrer fargas morkbla-lila och kdrnorna far

en svartbld-brun farg. Férstorning 20x.

Bild 25. Elastinglas med snitt fran en leverbiopsi.

3.2.7 Retikulinivavnad

Retikulin nuclear fast red (RNFR) &r en silverfargning och gors for att pavisa retikulin i
vavnaden. Retikulin ar tunna fibrer som ar anslutna till grovre kollagenfibrer. De ger ett
natverk av stéd at organ som levern, mjalten och njurarna. Fargningen demonstrerar
onormala monster av retikulin i dessa organ vid patologiskt tillstand. Retikulinfibrer ar val
definierade fibrer och vid till exempel nekros eller levercirros ar ménstren diskontinuerliga.
Fargningen anvands aven vid differentialdiagnos av vissa tumortyper. Retikulin har en
karakteristisk stallning i relation till tumorcellerna i vissa tumortyper. (Gamble & Bancroft,

141-142, 2002; Sigma-Aldrich, 2020b; Ventana medical systems, 2018).

Denna silverfargning baserar sig pa Gordon och Sweets metod. Metalliskt silver kan
precipitera pa retikulin och silversalterna kan sedan demonstreras. Kaliumpermanganat
oxiderar vavnaden for att oka fargningen av retikulin. Oxalsyra avlagsnar overskott av
kaliumpermanganat. Ammoniumjarn(lll)sulfat formar en metallorganisk férening, den
metallorganiska féreningen ersatts sedan av silver. Ett reduktionsmedel som formalin
tillsatts for att utveckla silvret till synligt silver. Guldklorid tillsatts for battre kontrast och
klarhet. Tiosulfat avbryter reaktionen och avlagsnar silver som inte reagerat. Vavnaden
motfargas med nuclear fast red som ger en kontrasterande bakgrund. Retikulin fargas svart
mot en rosardéd bakgrund. (Sigma-Aldrich, 2020b; Ventana medical systems, 2018;
Webpath, u.d.e).
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Bild 27. Retikulinfargning av benmarg. Retikulinfibrerna syns i svart. Forstoring 20x.

Bild 28. Retikulinglas med snitt fran benmarg.
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3.2.8 Kongo réd

Kongo réd ar en fargning som anvands vid identifieringen av amyloidos. Amyloidos ar en
grupp sjukdomar dar amyloid ackumuleras i vavnaden. Amyloid ar ett ol6sligt
proteinaggregat som bestar av proteinfibriller. Amyloid uppkommer fran felveckade
proteiner. Amyloid kan till exempel hittas i lever, njure, mjalte eller hjarnan. Mangden
amyloid i vavnaden 6kar med tiden och ju mera amyloid som ackumulerats desto samre
blir organets funktion. Utvecklingen av neurodegenerativa sjukdomar sdsom Alzheimers
och Parkinsons sjukdom tros vara en foljd av ackumulering av amyloid i nervvdavnaden.

(Sigma-Aldrich, 2021; Yakupova et al., 2019).

Kongo rod ar ett surt azofargdmne som utgors av tva identiska halvor bestaende av en
fenylring bundet till en naftalen del genom en azogrupp. Azogrupper bestar av tva
kvaveatomer med dubbelbindning mellan dem, -N=N-. Fenylgrupparna ar bundna till
varandra genom en difenylbindning. Kongo rod bildar vatebindningar med
vavnadskomponenterna och fargar flera vavnadskomponenter, men har en storre affinitet
till amyloid. For att forbattra specificiteten till amyloid kan en alkoholmetod anvandas
tillsammans med en hogre jonhalt och pH. Kongo rod kan daven anvandas som pH-indikator
som har en blalila farg vid pH 3 och rod farg vid pH 5. (Gamble & Bancroft, 311-313, 2002;
Pubchem, 2022; Sigma-Aldrich, 2021).
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Bild 29. Kongo rod fargmolekyl. (MedChemExpress, u.a.).
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Vid fargning med kongo rod anvands en positiv kontroll som bestar av vavnad med redan
kand amyloidos. Den positiva kontrollen anvands for att se om fargningen lyckats. Kongo
rod fargar amyloid, elastiska fibrer och eosinofil granula rod. Cellkdrnorna motfargas med
hematoxylin och far en bla farg. Kongo rod ger en orangerdd farg om man tittar pa glaset

med ljusmikroskop, men om man tittar pa glaset under polariserat ljus har amyloid en

dppelgron farg. (Sigma-Aldrich, 2021; Wiklund, 2019).

Bild 30. Fargning av hjartmuskel med kongo réd. Amyloid, elastiska fibrer och eosinofil

granula far en orangerod farg. Cellkdrnorna fargas blaa med hematoxylin. Férstoring 5x.
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Bild 31. Fargning av hjartmuskel med kongo rod. Forstoring 20x.

Bild 32. Kongo rod-glas med snitt fran hjartvavnad.

3.2.9 Acid-fast bacilli (AFB)

Acid-fast bacilli (AFB) det vill sdga syrafast fargning ar en metod for att pavisa syrafasta
mykobakterier. Fargningen anvdnds ofta inom histopatologi vid pavisning av
Mycobacterium tuberculosis i prover fran lunga. M. tuberculosis orsakar tuberkulos.
Mykobakteriernas membran ar rika pa lipider och innehaller mykolsyror som ar
vaxliknande fettsubstanser, vilket gor membranen hydrofob och svar att penetrera. Darfor
fargas inte mykobakterier med vattenl6sliga farger sasom gramfargning. Mykobakterierna
ar dven resistenta mot syror och alkohol och kallas darfor syrafasta stavar. | AFB-fargningen
anvands basiskt fuchsin och fenol som diffunderar latt in i mykobakterien. (Chen et al.,

2012; Moewis, 126, 1978; Mokobi, 2020).

Det finns tva olika metoder for syrafast fargning. Ziehl-Neelsen metoden &r en
differentialfargning dar karbolfuchsin upphettas sa att fargen kan penetrera cellviaggen.
Kinyoun metoden kraver ingen upphettning och cellvaggen penetreras genom att oka
koncentrationen av basisk fuchsin och fenol. Karbolfuchsin ar en basisk farg som binds till
negativa bakteriekomponenter sdsom mykolsyra. Det bildas ett starkt komplex som halls
kvar vid avfargningen med salpeter-, svavel- eller saltsyra som spatts med alkohol. Snittet
motfargas med metylenblatt som ger en kontrastfarg sa att de rod- eller rosafdrgade
mykobakterierna kan ses. (Alpha-Tec Systems, 2019; Moewis, 126, 1978; Mokobi, 2020;
Tankeshwar, 2021).
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Bild 34. AFB-fargning av lunga. Mykobakterierna far en rod eller rosa farg. Forstoring 10x.

Bild 35. ABF-glas med snitt fran lunga.
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3.2.10 Toluidinfargning

Toluidin har manga olika anvandningsomraden. Toluidin framhaver vavnadskomponenter
sasom mastcellernas granula, muciner och brosk. Toluidin anvands dven vid identifieringen
av dysplasi och karcinom i munhalan. Toluidin anvands ocksa vid fargningen av fryssnitt pa
grund av den snabba fargningsprocessen som tar 10-20 sekunder. Fargningen ger en klar
overblick over cellerna och vid fall avimmunofluorescens-prover gors fargningen for att se
att vavnaden ar ratt vag. Vavnaden ar ratt vag nar alla hudlager syns. (J. Saarenheimo,

personlig kommunikation, 23 februari, 2022; Sridharan & Shankar, 2012).

Toluidin ar en katjonfarg som fargar sura vavnadskomponenter sasom sulfater,
karboxylater och fosfatradikaler. Toluidin har affinitet for nukleinsyror och binder darfor till
vavnader med mycket DNA och RNA. Touluidin hor till tiazinerna och ar delvis 16slig i bade
vatten och alkohol. Toluidinbla fargar vavnader metakromatiskt, vilket ar ett fenomen dar
fargen reagerar med vavnaden och producerar en annan farg an den ursprungliga fargen
och resterande vavnaden. Metakromasi ar selektivt och bara vissa vavnadskomponenter
kan fargas metakromatiskt. | detta fenomen absorberas ljus i olika vaglangder beroende pa
koncentrationen och omgivningen. Fargen byts utan att den kemiska strukturen forandras.
Metakromasi kan bara uppsta om det finns fria elektronegativa grupper pa viavnadens yta.
Glukosaminoglykan, mastcellernas granula och brosk fargas metakromatiskt och far en lila
farg. Bakgrunden fargas ortokromatiskt och far en bla farg. Fargningens selektivitet och
intensitet beror pa pH, fargkoncentrationen, fargningstiden, temperaturen och

dehydreringen. (Bergholt, 2019; IHC world, u.a.; Sridharan & Shankar, 2012).
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Bild 36. Fargning av hud med toluidin. Bakgrunden far en bla farg. Férstoring 5x.

Bild 37. Toluidinglas med snitt fran hud.

4 Framstallning av vavnadspreparat och fotografier

Detta examensarbete utmynnar i en handbok med information om de olika fargningarna
som finns pa patologienheten vid Fimlab Vasa. Handboken innehaller bilder som visar
fargningsresultatet, detta ger en djupare forstaelse for den skriftliga informationen om
fargningen. Examensarbetet ar experimentellt och i denna del tas det upp planeringen och

utférandet av den praktiska delen.

4.1 Material och metoder

Examensarbetet innehaller bilder som tagits pa de olika histologiska fargningarna for att
demonstrera hur de ser ut. Vavnadsproverna har snittats och fargats innan fotografering.
Fargningarna ar olika rutin- och specialfargningar som gors pa patologienheten vid Fimlab
Vasa. Examensarbetets praktiska del utfordes i september och oktober 2021. De sista

bilderna for arbetet togs i februari 2022. Det skriftliga arbetet pabdrjades i november 2021.
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4.1.1 Provmaterial

Som provmaterial anvandes &vningsblock, kontrollblock och gamla patientblock.
Ovningsblocken &r gjorda p& rester fran viavnadspreparat som anviands vid dvningen pa
snittning. Provmaterialet vid kongo rod och AFB-fargningen ar fran kontrollblock med kand
amyloidos och tuberkulos som anvands vid dessa fargningar for att se om de lyckats. En del
av provmaterialet ar fran gamla patientblock dar de olika vavnadskomponenterna som de

olika fargningarna visualiserar finns.

Fargning Vavnadsprov

HE Hud och appendix
PAS Tonsill och leverbiopsi
AB-PAS Gastroskopiprov
D-PAS Leverbiopsi

D-AB-PAS Gastroskopiprov
Giemsa Gastroskopiprov
Leder Benmarg

Jarn Benmarg

Elastin Leverbiopsi

Retikulin Benmarg

Kongo réd Kontrollblock hjartmuskel
AFB Kontrollblock lunga
Toluidin Hud

Tabell 2. Tabell 6ver véavnadstyperna som anvandes vid respektive fargning.
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4.1.2 Fargningsautomater

Vid fargningen anvandes fargningsautomaterna Sakuras Tissue-Tek Prisma® och VENTANA
BenchMark special stains system. Tissue-Tek Prisma® dr en automatiserad
fargningsautomat som kan kora flera fargningar samtidigt. Fargningsautomaten kan kora
flera olika fargningsprogram som kan justeras for att fa den optimala fargningsresultaten.
De olika l6sningarna ar i olika behallare i automaten och en robotarm flyttar korgarna med
objektglas i de olika behallarna enligt fargningsprogram. 60 glas kan fargas per korning.
Tackglasautomaten Tissue-Tek Film® kan aven integreras till fargningsautomaten, vilket

bildar en helt automatiserad fargnings- och monteringsprocess. (Sakura, u.a.; VWR, u.a.).

Bild 38. Fargningsautomat Tissue-Tek Prisma® med tadckglasapparaten Tissue-Tek Film®.

(Sakura, u.a.).

Roche diagnostics VENTANA BenchMark special stains system ar en fargningsautomat som
anvands vid specialfargningar. Fargningsautomaten kan kora flera olika fargningsprogram
samtidigt. Provkarusellen rymmer upp till 20 glas. Reagenserna for fargningsautomaten ar
fardiga att anvandas. Automaten har en helt automatiserad fargningsprocess med

automatiserad deparaffinering och fargning. Efter fargningen bor glasen dock foras
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manuellt igenom en stigande alkoholserie och xylener for att kunna montera tackglas.

(Roche diagnostics, u.a.).

Bild 39. Fargningsautomaten VENTANA BenchMark special stains system. (Roche

diagnostics, u.a.).

4.1.3 Framstéllning av preparat

Vavnadspreparaten snittades med en vattenrotationsmikrotom dar snitten aker ner i ett
varmvattenbad varifran de sedan fiskas upp pa objektglas. Preparaten snittades till 3 um
tunna snitt. De flesta snitt sattes pa objektglas fran Klinipath, medan snitten som fargas
med VENTANA BenchMark special stains system sattes pa Superfrost® glas. Orsaken till
detta ar att snitten halls battre fast pa Superfrost® glas. Innan snittning kyls
preparatblocken ner pa en kylplatta, detta gor snittningen lattare. Kniven maste dven vara
vass for att fa bra snitt. Oftast tar man 1-4 snitt beroende pa vavnadens storlek. Men i
manga fall togs bara ett snitt for att spara pa material. Flera preparat hade mycket knappt

med material sdsom leverbiopsin och gastroskopiproven.
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4.1.4 Fargning av preparat

HE, PAS, AB-PAS och giemsa fargades pa Sakuras Tissue-Tek Prisma® fargningsautomat. Se
bilaga 1, 2, 3 och 4 for att se fargningsprogrammen for dessa fargningar. Efter fargningen
forde fargningsautomaten glasen till den tillhérande tackglasautomaten Tissue-Tek Film®
dar de fargade glasen fick tackglas. D-PAS och D-AB-PAS sattes i diastaslosning innan
fargning. Innan man satter glasen i diastaslosningen skall de forst deparaffineras. Snitten
deparaffinerades i fargningsautomaten, se bilaga 5 for deparaffineringsprogrammet.
Diastaslosningen innehaller 50 mg diastas, 85 mg pankreatin och 50 ml destillerat vatten.
Losningen blandas om i 20 min med magnetomroéraren pa medelhastighet. Glasen satts i
enzymldsningen i 30 min och skoljs darefter i rinnande vatten i 5 min. Darefter fargas glasen
i fargningsautomaten. D-PAS fargas enligt samma fargningsprogram som for PAS utan
deparaffineringen i borjan, sa programmet borjar fran steg 10 (se bilaga 2). D-AB-PAS fargas
enligt samma fargningsprogram som for AB-PAS utan deparaffineringen, programmet
borjar fran steg 10 (se bilaga 3). (Fargningsanvisning pa patologienheten vid Fimlab Vasa,

2021).

Jarn, elastin, retikulin, kongo réd och AFB fargades med Roche diagnostics VENTANA
BenchMark special stains system. Snitten for dessa fargningar sattes pa Superfrost® glas sa
att snitten halls battre pa plats under fargningen. Se bilaga 6 for fargningsprogrammen for
dessa fargningar. Efter fargningen fors glasen manuellt genom en stigande alkoholserie och
xylener fore montering av tackglas. Glasen som fargats med jarn, retikulin och AFB
doppades forst nagra ganger i 96 % etanol for att fa bort fargrester och tackglaset av olja
som automaten satt pa glasen. Darefter sattes glasen 2 x 30 si96 % etanol, 2 x 30 s i absolut
etanol och 2 x 30 s i xylen. Tackglasen monterades i tackglasautomaten. Glaset som fargats
med kongo réd sattes 2 x 30 s i absolut etanol och 2 x 30 s i xylen. Darefter monterades
tackglas manuellt. Glaset som fargats med elastin torkades tva ganger med filterpapper for

att avlagsna fargrester, det vill sdga blottning. Det ar viktigt att man gor det direkt efter
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fargning sa att fargningsresultatet blir optimalt. Efter blottningen sattes glaset i 2 x 30 s
absolut etanol och 2 x 30 s i xylen. Darefter monterades tackglaset i tackglasautomaten.
(Snittningsanvisning pa patologienheten vid Fimlab Vasa, 2021;

Fargningsanvisningsanvisning for VENTANA Roche, 2017).

Lederfargningen gjordes manuellt. Benmargsbiopsin maste dekalcifieras innan snittning i
till exempel EDTA, sd att det gar lattare att snitta det harda materialet. Snittet maste
deparaffineras innan fargning, detta gjordes i fargningsautomaten med
deparaffineringsprogrammet (se bilaga 5). Efter deparaffineringen och hydreringen
fargades snittet. Snittet fargades med Naphthol AS-D Chloroacetate (Specific Esterase) Kit
fran Sigma-Aldrich. (Webpath, u.a.c).

Reagenserna skall vara i rumstemperatur i minst 30 min innan fargning och destillerat
vatten skall varmas till 37 grader. Darefter blandas reagenserna. Till motfargningen Gill no.
3 hematoxylin blandas 10 ml Gill no. 3 hematoxylin och 40 ml destillerat vatten. Till
farglosningen blandas forst 1 ml Fast Red Violet LB Base med 1 ml natriumnitritlésning.
Losningen far std i 2 min och darefter tillsatts 40 ml 37 grader varmt destillerat vatten och
5 ml Trizmal 6,3 buffert koncentrat, [6sningen far da en gul farg. Till slut tillsatts 1 ml Naftol
AS-D kloroacetat och I6sningen far en rod farg. Snittet fargas i 15 min med I6sningen pa
varmeplattan skyddat fran ljus. Efter fargning skoljs snittet i 4 min i rinnande destillerat
vatten, darefter motfargas cellkdrnornai Gill no. 3 hematoxylin i 1 min. Efter motfargningen
skoljs snittet i 10 min i rinnande destillerat vatten och fors sedan igenom en stigande
alkoholserie och xylener. Glaset doppas 3 x5 dopp i 96 % etanol, 2 x 5 dopp i absolut etanol,
5 dopp i xylen och till sist 5 min i xylen. Till slut monteras tackglas pa snittet i
tackglasautomaten. (Fargnigsanvisning pa patologienheten vid Fimlab Vasa, 2021; Sigma-

Aldrich, 2016).

Toluidin fargades ocksa manuellt. Innan fargningen deparaffinerades snittet i
fargningsautomaten (se bilaga 5). Vid fargning fick glaset forst vara 15 s i toluidin, sedan

doppas glaset 15 ggr i rinnande vatten och darefter fors glaset igenom en stigande
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alkoholserie och xylener. Glaset doppas 3 x 5 doppar i 96 % etanol, 2 x 5 doppar i absolut
etanol, 5 doppar i xylen och 5 min i xylen. Darefter monteras tackglas i tackglasautomaten.

(Fargningsanvisning pa patologienheten vid Fimlab Vasa, 2021).

4.1.5 Fotografering av preparat

Efter att alla fargningar gjorts borjade fotograferingen av glasen. Forst provades
fotografering med mobiltelefonens kamera genom mikroskop. Bilderna blev bra, men till
slut beslots det att glasen skulle skannas med Philips Intellisite Pathology Solution (PIPS)
systemet. PIPS-systemet innehaller UFS glasskannern och ImageManagementSystem-
bildanalyseringsprogrammet (IMS), versionen 3.2. Glasen skannades med glasskannern och

bilderna togs fran [IMS-bildanalyseringsprogrammet. (J. Saarenheimo, personlig

kommunikation, 22 mars, 2022).

Bild 40. Glasskannern Philips Intellisite Pathology Solution systemet. (Philips, 2018).
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5 Resultatet

Resultatet visas i kapitel 3.2 i samband med de olika fargningsmetoderna. Bilderna och
fargningarna lyckades overlag bra. Bilderna fran D-AB-PAS-fargningen inkluderades inte
eftersom fargningsresultatet inte var optimalt. Fargningen tas upp i samband med D-PAS-
fargningen. Bilderna visar olika forstoringar av preparatet och en bild pa sjalva glaset for
att visa hur fargningen ser ut pa glaset. De olika forstoringarna ger en helhetsbild och en
mera detaljerad bild pa preparatet. Forstoringen varierar beroende pa vavnad och de
vavnadskomponenter som visualiseras. Forstoringarna ar fran 5x till 40x. Bilden pa glaset
visar hur fargningen ser ut pa vavnaden med blotta 6gat. Det hjalper identifieringen av de

olika provtyperna och fargningarna.

Bilderna pa glasen ar dven tagna med en glasskanner. Forst provades mobiltelefonens
kamera vid fotograferingen men ljuset var inte optimalt. Darfér togs dven bilderna pa
glasen fran IMS-bildanalyseringsprogrammet. Dock ringar bildanalyseringsprogrammet in
de delar av glaset som den skannat, vilket inte ar 6nskvart, men bilderna anvands for att de
har en battre kvalitet. Dessutom har manga glas bara ett snitt for att spara pa vdavnaden i

blocken som anvants. Oftast har ett glas 1-4 snitt beroende pa vavnadens storlek.

6 Diskussion

Syftet med examensarbetet var att framstdlla en handbok om de olika histologiska
fargningsmetoderna pa patologienheten vid Fimlab Vasa. Handboken innehaller

information om de olika fargningarna, vad de fargar, varfor de anvdnds och
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fargningsmekanismerna. Handboken innehaller dven bilder om de olika fargningarna i olika

forstoringar samt bild pa objektglaset.

Fragestallningarna infor arbetet var:

» Vad fargar de olika histologiska fargningarna och vad anvands de for?

» Vad ar fargningsmekanismerna i de olika fargningarna?

» Hur ser fargningsresultatet ut?

Fragestallningarna for examensarbetet blev besvarade. Informationen om de olika
fargningsmetoderna besvarar vad de ar och varfor de anvands. Fargningsmekanismerna for
de olika fargningarna kommer fram. Handboken innehaller dven bilder pa de olika

fargningarna som visar fargningsresultatet.

Denna handbok ar till stor nytta for studeranden inom bioanalytik under praktikperioden
pa patologienheten. Handboken ger mycket information om fargningsmetoder och
histoteknik, vilket stoder inlarningen under praktiken. Handboken kan aven vara till nytta
for ny personal och fér andra som ar intresserade av amnet. Fargningsmetoderna som
behandlas ar fargningar som gors pa patologienheten vid Fimlab Vasa, men informationen
beror allmant histopatologi, vilket innebar att dven andra an praktikanter och personal pa
patologienheten vid Fimlab Vasa har nytta av handboken. Det finns inga tidigare
examensarbeten pa svenska som behandlar histologiska fargningsmetoder. Daremot finns
det ett arbete pa finska ”Kuvallinen histologian varjaysohjekansio Lansi-Pohjan
sairaanhoitopiirin  patologian laboratorioon” gjord av Vuokko Kamunen dar
fargningsanvisningar gjorts for de olika fargningarna som goérs pa patologienheten vid
Lansi-Pohja sjukvardsdistrikt. Examensarbetet innehaller information om olika histologiska

fargningsmetoder pa finska.
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Information i kortare version kan tas fran detta examensarbete och laga infoblad med
information om de olika fargningsmetoderna. Dessa infoblad kan innehalla information om
vad dessa fargningsmetoder fargar, vid vilka sjukdomsdiagnoser anvands fargningen,

fargningsmekanismen och hur fargningsresultatet ser ut.

Detta examensarbete behandlade bara de histologiska fargningsmetoderna pa
patologienheten vid Fimlab Vasa. Som fortsattning kan man leta information om andra
fargningsmetoder som inte kommer fram i handboken. Denna handbok behandlar inte
immunohistokemiska fargningar som aven gors pa patologienheten vid Fimlab Vasa. Det

skulle ocksa vara ett intressant omrade att arbeta vidare pa inom detta temaomrade.

6.1 Etiska 6vervaganden

Examensarbetet ar gjort enligt en god etisk och vetenskaplig praxis. Korrespondenten har
bekantat sig med dmnet som examensarbetet behandlar och gjort en plan fér arbetet.
Korrespondenten tar hansyn till andra forskares arbete och uppger kallor pa korrekt satt
utan att plagiera. Examensarbetet 4r inom ramarna av amnet den behandlar och svarar pa
dess syfte och fragestallningar. Korrespondenten ar opartisk, informationen och resultaten
i examensarbetet redovisas ansvarsfullt med 6ppenhet och pa korrekt satt utan att de
snedvrids. Korrespondenten har bekantat sig med de etiska riktlinjerna for
examensarbeten och har bekantat sig med lagen om personuppgifter och dataskydd.
Examensarbetet kraver inte hantering av personuppgifter, vavnadsproverna som anvands
ar anonyma och inga personuppgifter har hanterats. Dessutom utfors ingen forskning pa
manniskor sa inget samtycke krdvs. Vavnadsproverna som hanteras ar évningsblock for
studeranden och rester som inte anvands for diagnostik. Den experimentella delen utfors
pa Fimlab Vasas patologienhet, vilket innebar att deras riktlinjer samt tystnadsplikt

kommer att foljas. (Arene, 2017; Forskningsetiska delegationen [TENK], u.a.).
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Bilaga 1. Fargningsprogram for HE

Steg Lésning Tid

1 Startstation -

2 Torkstation 10 min
3 Xylen 5 min
4 Xylen 5 min
5 Absolut etanol 3 min
6 Absolut etanol 3 min
7 96 % etanol 3 min
8 96 % etanol 3 min
9 Destillerat vatten 2 min
10 Colens hematoxylin 6 min
11 Skoljning med vattenledningsvatten 10 min
12 Eosin 1 min30s
13 96 % etanol 2 min
14 96 % etanol 2 min
15 96 % etanol 2 min
16 Absolut etanol 2 min
17 Absolut etanol 2 min
18 Xylen 4 min
19 Slut av program




Bilaga 2. Fargningsprogram for PAS

Steg | Losning Tid
1 Startstation -
2 Torkstation 10 min
3 Xylen 5 min
4 Xylen 5 min
5 Absolut etanol 3 min
6 Absolut etanol 3 min
7 96 % etanol 3 min
8 96 % etanol 3 min
9 Destillerat vatten 2 min
10 Perjodsyra 5 min
11 Skoljning i vattenledningsvatten 3 min
12 Schiffs reagens 12 min
13 Skoljning i vattenledningsvatten 10 min
14 Mayers hematoxylin 6 min
15 Skoljning i vattenledningsvatten 10 min
16 96 % etanol 3 min
17 96 % etanol 3 min
18 96 % etanol 3 min
19 Absolut etanol 3 min
20 Absolut etanol 3 min
21 Xylen 4 min
22 Slut av program




Bilaga 3. Fargningsprogram for AB-PAS

Steg | Losning Tid

1 Startstation -

2 Torkstation 10 min
3 Xylen 5 min
4 Xylen 5 min
5 Absolut etanol 3 min
6 Absolut etanol 3 min
7 96 % etanol 3 min
8 96 % etanol 3 min
9 Destillerat vatten 2 min
10 3 % attiksyra 10s
11 Alcian blue 30 min
12 3 % attiksyra 10s
13 Skéljning i vattenledningsvatten 5 min
14 1 % perjodsyra 5 min
15 Skoljning i vattenledningsvatten 1 min
16 Schiffs reagens 12 min
17 Skoljning i vattenledningsvatten 10 min
18 Mayers hematoxylin 6 min
19 Skoljning i vattenledningsvatten 10 min
20 96 % etanol 3 min
21 96 % etanol 3 min
22 96 % etanol 3 min
23 Absolut alkohol 3 min
24 Absolut alkohol 3 min
25 Xylen 5 min
26 Slut av program




Bilaga 4. Fargningsprogram for giemsa

Steg Losning Tid

1 Startstation -

2 Torkstation 10 min
3 Xylen 5 min
4 Xylen 5 min
5 Absolut etanol 3 min
6 Absolut etanol 3 min
7 96 % etanol 3 min
8 96 % etanol 3 min
9 Destillerat vatten 2 min
10 Giemsa 30 min
11 Skoljning i vattenledningsvatten 3s

12 96 % etanol 3s

13 96 % etanol 5s

14 Absolut etanol 30s
15 Absolut etanol 1 min
16 Xylen 5 min
17 Slut av program




Bilaga 5. Deparaffineringsprogram

Steg Losning Tid

1 Startstation -

2 Torkstation 10 min
3 Xylen 5 min
4 Xylen 5 min
5 Absolut etanol 3 min
6 Absolut etanol 3 min
7 96 % etanol 3 min
8 96 % etanol 3 min
9 Skoljning i vattenledningsvatten 1h
10 Slut av program




Bilaga 6. Fargningsprogram | VENTANA BenchMark special stains system

Jarn

Elastin

Retikulin

Kongo rod

AFB

Deparaffinering

Deparaffinering

Deparaffinering

Deparaffinering

Deparaffinering

Baking

Baking

Baking

Baking

Baking

Uppvarmning till
61 grader.
Inkuberas 8 min.

Uppvarmning till
61 grader.
Inkuberas 8 min.

Uppvarmning till
61 grader.
Inkuberas 8 min.

Uppvarmning till
61 grader.
Inkuberas 8 min.

Uppvarmning till
61 grader.
Inkuberas 8 min.

Optimering av
motfargningens
intensitet.

Optimering av
fargningens
intensitet.

Inkubering 16 min.

Uppvarmning till
45 grader.

Optimering av
fargningens
intensitet.

Optimering av
fargningens
intensitet. Tackglas
av vatska. 200 pul
AFB core stain.
Inkuberas i 16 min.

Tackglas av vatska.

200 pliron NFR.

Inkuberas i 12 min.

Tackglas av vatska.
300 pl reticulin
oxidizer. Inkuberas
i4 min.

Uppvarmning till
37 grader.

Optimering av
anilinblas
intensitet. 300 pl
aniline blue AFB.
Inkuberas i 4 min.

Tackglas av vatska.
200 pl reticulin
decolorizer.
Inkuberas i 8 min.

Tackglas av vatska.
300 pl congo red
stain. Inkuberasi
20 min.

Tackglas av vatska.
300 pl reticulin
sensitizer.
Inkuberas i 12 min.

Optimering av
hematoxylinets
intensitet. Tackglas
av vatska. 100 pl
congo red
hematoxylin.
Inkuberas i 4 min.

Optimering av
silverfargningens
intensitet. Tackglas
av vatska. 200 pl
reticulin Il silver A.
inkuberas i 16 min.

Optimering av
motfargningens
intensitet.
Inkubering i 4 min.




