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SAMMANFATTNING

Xylen ar ett starkt toxiskt &mne, som trots att dess hilsofarliga egenskaper ldnge varit kinda, fortsatt
har anvints som klarningsmedel i den histologiska processen. Syftet med den hir studien var att
undersoka om det betydligt mindre halsofarliga I6sningsmedlet, Histolab Clear, kunde substituera xylen
som klarningsmedel, utan att kompromissa med kvalitén pa de histologiska glas som laboratoriet
lamnar ut for granskning. TvA serier med samma uppsattning vavnadsbitar preparerades och
dehydrerades med var sitt klarningsmedel. Klossarna granskades och bedémdes utifran snittbarhet,
fargkvalité och snittkvalité. Vid jamforelse av de tva serierna visades inga betydande skillnader inom
négot av bedomningsomradena. Att resultatet dr likvirdigt inom alla tre bedomningsomraden stérker
slutsatsen att Histolab Clear ar ett bra alternativ som xylensubstitut. Daremot visar studien dven att
klossarnas snittbarhet tydligt péverkas av tjockleken p& den utskurna vivnadsbiten. Tjocka
vavnadsskivor ger en sdmre snittbarhet vilket kan paverka snittets kvalité. For att sikra snitt av hog
kvalité med vilbevarad morfologi, bor det vid utskdrningen inte tas vivnadsskivor som ar tjockare dn
fyra millimeter.

Nyckelord: Dehydrering, snittbarhet, utskiarning, vivnadsskiva



How does the choice of clearing agent
affect the quality of the histological slide?
- Histolab Clear as a xylene substitute

SUMMARY

Xylene is a highly toxic substance that, despite its long-known hazardous characteristics, still has been
used as a clearing agent in the histological process. The purpose of this study was to investigate whether
the significantly less toxic solvent, Histolab Clear, could substitute xylene as a clearing agent, without
compromising the quality of the histological slides released by the laboratory for examination. Two
series with the same set of tissue pieces were prepared and dehydrated with a clarifying agent each. The
blocks were examined and assessed based on sectionability, quality of color and quality of section. When
comparing the two series, no significant differences were shown in any of the assessment areas. The fact
that the result is equivalent in all three assessment areas reinforces the conclusion that Histolab Clear
is a good alternative to substitute xylene. However, the study also shows that the sectionability of the
blocks is clearly affected by the thickness of the tissue. Thick tissue slices result in poorer sectionability,
which can affect the quality of the slide. To ensure high quality sections, with well-preserved
morphology, tissue slices that are thicker than four millimeters should not be cut during grossing.

Keywords: Dehydration, sectionability, grossing, tissue slice.
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1. INLEDNING

Xylen har linge anvints som klarningsmedel vid dehydrering av histologiska preparat, men xylen ar
toxiskt bade vid inandning och hudkontakt (1, 2). Histopatologiska laboratorier arbetar kontinuerligt
med att forbattra arbetsmiljon och minska personalens exponering for hilsofarliga 4mnen. Unilabs
Histopatologiska laboratorium i Skovde har som miljomal att xylen ska fasas ut ur rutinverksamheten
och ersittas med ett mindre toxiskt alternativ. Histolab Clear (HC) (Histolab products AB, Askim) ar ett
16sningsmedel som helt ska kunna ersétta xylen, bdde som klarningsmedel vid dehydreringen samt vid
avparaffinering, produkten ar dven kompatibel med de vanliga xylenbaserade monteringsmedlen (3). I
det inledande arbetet med utbytet av xylen mot HC pa Histopatologen i Skovde har preparat som
dehydrerats med HC inte hallit samma hoga kvalitet som preparat dehydrerade med xylen. Klossarna
ir svarare att snitta, fargkvaliteten héller inte samma héga standard och preparat med fettvdvnad
lossnar ibland frén glasen, speciellt vid immunohistokemiska (IHC) infargningsmetoder. Tjockleken pa
vavnadsmaterialet verkar ocksa paverka kvaliteten pa dehydreringen och darmed ocksa preparatets
snittbarhet och fargningsegenskaper i storre utstrackning nar HC anvints som klarningsmedel. Vid byte
av klarningsmedel ar det viktigt att optimera metoden utifrén de nya forutsattningarna, for att bibehalla
en hog kvalitet pa de histologiska objektglas som laboratoriet lamnar ut for bedomning.

2. BAKGRUND

2.1 Klarningsmedel vid dehydrering

Vid dehydrering av formalinfixerade preparat anvinds ett klarningsmedel som tilldter paraffin att
impregnera vavnaden. Traditionella klarningsmedel paverkar vdvnaden optiskt och gor den mer
transparent vilket har gett upphov till att momentet kallas f6r klarning. De flesta moderna l6sningar har
inte egenskapen att gora vidvnaden optiskt klarare, men de refereras fortfarande till som klarningsmedel.
Manga organiska losningsmedel kan fungera som klarningsmedel och de har alla sina fordelar och
nackdelar. Det finns flera viktiga egenskaper att ta hansyn till vid val av klarningsmedel, som
verkningshastighet, hur medlet paverkar viavnaden i form av krympning och hirdhet, medlets
flampunkt, toxicitet och kostnad (4).

Under lang tid var bensen (CsHs) det vanligaste klarningsmedlet pd ménga laboratorier,
men bensen ar starkt toxiskt och individer som utsitts for dngorna har en forhojd risk att utveckla
leukemi (4-6). Pa 1950-talet ersattes bensen med xylen som ansigs vara ett sikrare alternativ, men
redan pé 1970-talet borjade studier visa att 4ven xylen var starkt toxiskt (7). Xylen anvinds forutom som
klarningsmedel dven vid avparaffinering av histologiska snitt infor firgning samt som komponent i
monteringsmedel (8).

2.2 Xylen, anvindning och egenskaper

Xylen (C4H,(CH3), dimetylbensen) dr ett aromatiskt kolvite bestdende av en bensenring dar tva
viteatomer ar utbytta mot metylgrupper. Det finns tre isoformer av xylen, orto-, meta- och para-xylen
(Figur 1). Xylen med renhetsgrad av teknisk kvalitet, innehéller en kombination av dessa tre isoformer.
Forutom bruk inom histopatologin har xylen ocksa manga anviandningsomraden inom industrin, bland
annat som losningsmedel, fortunning av maélarfirg, som komponent i fernissa och som
rengoringsmedel. Inom vissa yrken finns en stor risk for exponering av xylen, till exempel for malare
och laboratoriearbetare inom histopatologi (1).

1,2-dimethylbenzene 1,3-dimethylbenzene 1,4-dimethylbenzene
(ortho-xylene) (meta-xylene) (para-xylene)

Figur 1. Xylen forekommer i tre isoformer, ortho-, meta- och para xylen (9)




Xylen Kklassificeras som halsofarligt, arbetsmiljoverket har satt de hygieniska griansvirden till:
nivagriansviarde! (NVG) 50 ppm, totalt 221 mg/m3. Korttidsgriansvirde2 (KTV) 100 ppm, totalt 442
mg/m3. Amnet ir stabilt vid rumstemperatur och rekommenderad anviindning och hantering enligt
sikerhetsdatabladet. Samtidigt 4r det ocksa vildigt brandfarligt och kan reagera kraftigt med starka
oxidationsmedel, till exempel salpetersyra (HNO,). Angorna ir tyngre #n luft och kan sprida sig lings
marken, de kan dven bilda explosiva blandningar med luft. Xylen klassas inte som miljofarligt d& det ar
flyktigt och avdunstar snabbt vid spill och utsldpp, det bioackumuleras inte och har lag giftighet for bade
land- och vattenlevande organismer. Men xylen fér ej slappas ut i avlopp utan ska tas om hand for
destruktion enligt Avfallsforordningen (SFS 2011: 927), di avfall med flampunkt <55°C klassas som
farligt avfall. Aven forpackningar, produktrester och spill klassificeras som farligt avfall (10).

2.2.1 Halsorisker med xylen

Det finns manga studier gjorda pé de toxologiska effekterna pa kroppen vid exponering av xylen (1, 11).
Vid inandning och oralt intag absorberas xylen snabbt, till viss del sker dven ett dermalt upptag vid
hudexponering. Amnet distribueras systemiskt via blodet och i levern sker en biotransformation da
endogena oxidaser katalyserar bildningen av metylbensoesyra genom oxidering av en metylgrupp.
Genom konjugering med glycin bildas metylhippursyra som kan utséndras via urin. Metylhippursyra i
urin anvdnds som en biomarkor for xylenexponering (2, 12). Efter exponering av xylen har merparten
eliminerats av kroppen inom 18 timmar. Men vid langtidsexponering sker en ackumulering, i huvudsak
i muskler och fettvdavnad (1, 13).

Xylens hilsoeffekt beror till stor del pa exponeringsvigen. Den vanligaste vigen dr genom inhalering av
angor (11). Vid kraftig exponering finns en risk for kemiskt inducerad aspirationspneumoni. Bland
arbetare som léngvarigt exponerats for xylen mirks nedsatt lungfunktion och dyspné, samt en
signifikant 6kning av irritation i hals och nésa. Aven gastrointestinala symtom som magont, illamaende
och kriakningar har rapporterats vid ldngvarig exponering av xylenangor, men dessa besvir var inte
bestaende utan avtog nir exponeringen avslutades. Subjektiva neurologiska symtom som &ngest,
nedsatt koncentrationsformaga, glomska och yrsel har observerats (14, 15).

Akut dermal exponering har visats orsaka torrhet, flagning, vasodilation och rodnad av
den utsatta huden. Hos individer med en historia av atopisk dermatit kan direkt hudkontakt med xylen
orsaka uppblossande eksem. Laboratoriearbetare med handeksem har ocksa visats ha hogre halter av
metylhippursyra i urinen (16-18). Dermal exponering for xylendngor kan hos vissa individer orsaka
nésselutslag (19).

Xylen anvinds 4n idag som klarningsmedel i manga laboratorier, trots att hélsoriskerna
varit kinda sedan 1970-talet (7). Mdnga dmnen har testats i forsok att substituera xylen i det
histopatologiska arbetet, med mer eller mindre lyckade resultat (20-24). Bland annat har flera organiska
oljor testats, dar tallolja utmarkt sig som ett billigt och giftfritt alternativ (22). Flera kemiforetag har
tagit fram mindre toxiska xylensubstitut for anvindning inom histopatologin, manga av dessa baseras
pa alifatiska kolviten (7).

2.3 Alternativa klarningsmedel

HC ar ett xylensubstitut baserat pa olika isoparaffiniska kolviten (iso-aklaner C9-12) (25). Pa grund av
sin molekylstruktur har HC en hégre kokpunkt och en hogre flampunkt dn xylen, de hygieniska
gransviardena ar ocksa hogre for HC (Tabell 1). Enligt CLP-forordningen klassificeras bade xylen och HC
som brandfarliga, xylen ar toxiskt bade vid hudkontakt och aspiration av angor medan HC enbart ar
farligt om produkten kommer ner i lungorna vid fortaring. HC kan ocksé ge skadliga langtidseffekter pa
vattenlevande organismer, medan xylen inte har nagon klassificering som miljéfarligt och bedoms ha
en lag giftighet for land- och vattenlevande organismer (Tabell 1). Bdda produkterna ska dock hanteras
som miljofarligt avfall (25, 26).

I dagsldget finns inga studier publicerade specifikt for produkten HC, men andra
xylensubstitut baserade pé alifatiska kolvaten har studerats. Generellt har dessa klarningsmedel svag
doft, ar inte oljiga, kan tervinnas, har g risknivd och ldmnar vidvnaden mindre sprod &n xylen gor.
Daremot ar de mindre effektiva for avparaffinering i fairgningsprocessen och vissa ar inte kompatibla
med xylenbaserade monteringsmedel (7). Nagra produkter ger likviardiga resultat som xylen vad géller
den histologiska morfologin, medan andra ger béttre resultat med mer vilbevarade detaljer (24). En

1 Hygieniskt gransvarde fér exponering under en arbetsdag, normalt dtta timmar.
2 Hygieniskt gransvarde fér exponering under en referensperiod av 15 minuter.



studie som jamfort xylen med UltraClear™, ett isoparaffiniskt kolvite (C11-12), som klarningsmedel,
rapporterar att medlen ar jamforbara vad giller snittkvalitet och fargningskvalitet, bade for
rutinfirgning med hematoxylin och eosin (H&E) och for immunohistokemisk fiargning. Studien
rapporterar ocksé att feta preparat (brost och lipom) dar UltraClear™ anvints som klarningsmedel var
svarare att snitta, troligtvis har inte produkten hunnit impregnera hela vdvnaden. Darfor
rekommenderas liangre tid i klarningsmedel for feta preparat (21).

Tabell 1: Fysikaliska och kemiska egenskaper for xylen och Histolab Clear (25, 26).

Egenskap Xylen Histolab Clear
Kokpunkt 135-145 °C 150-220 °C
Flampunkt 25 °C >40 °C
Sjidlvantiandningstemperatur 460 °C >200 °C
Viskositet (v) 0,7 mm2/s 1-2,3 mm2/s
Hygieniska grinsvirden NGV 221 mg/ms3 NGV 350 mg/m3
KTV 442 mg/ms3 KTV 500 mg/m3
Klassificering enligt CLP Flam. Liq. 3; H226 Flam. Liq. 3; H226
Acute tox.4; H332 Asp. Tox. 1; H304
Acute tox. 4; H312 Aquatic Chronic 4; H413
Skin irrit. 2; H315
Amnets farliga egenskaper Brandfarlig vitska och anga. Brandfarlig vitska och anga.
Skadligt vid inandning och Kan vara dodligt vid fortaring om
hudkontakt. det kommer ner i luftvigarna.
Irriterar huden Kan ge skadliga langtidseffekter pa

vattenlevande organismer.

2.3.1 Metodoptimering

Flodeshastigheten for en losning genom vavnad ar en omvand funktion av medlets kinematiska
viskositet (v) i centi-Stokes (cS = mm?2/s), en hogre viskositet ger alltsa en lagre flodeshastighet genom
vavnaden (7). Da HC har en hogre viskositet dn xylen innebar det att vivnaden behover langre tid i
klarningsmedel for att uppnd samma resultat (tabell 1). Det indikerar ocksé att det utskurna preparatets
tjocklek spelar roll fér hur vil klarningsmedlet lyckas penetrera vivnaden.

For att behalla en hog kvalitet pa de histologiska objektglas som laboratoriet lamnar ut
for diagnostisering, minska tidskrdvande och kostsamma ombestillningar, samt underlitta
snittningsarbetet, dr det viktigt att optimera metoden efter de nya férutsdttningarna vid byte av
klarningsmedel.

3. SYFTE

Det priméra syftet med studien var att jimféra xylen och Histolab Clear som klarningsmedel vid
dehydrering och utvirdera hur de péverkar det histologiska preparatet med avseende pé snittbarhet,
fargkvalité och snittkvalité. Syftet var dven att understka hur tjockleken pd vavnadsmaterialet vid
utskiarningen paverkar resultatet av dehydreringen och darmed kvaliteten pé det histologiska preparatet
vid anvandning av xylen och HC.



4. MATERIAL OCH METOD

Utskédrning
158 kassetter

4.1 Studiedesign

For  att jamféra xylen och HC som Dehydrering - Xylen Dehydrering - HC
klarningsmedel preparerades tva serier med 79 kassetter 79 kassetter
samma uppsittning vavnadsbitar.

Kassetterna i serierna dehydrerades med
olika klarningsmedel och biddades darefter
in i paraffin till klossar. Samtliga klossar
snittades och beddémdes for snittbarhet.
Snitt fargade med H&E bed6mdes sedan for
fargkvalitet och snitt firgade med IHC

bedomdes for snittkvalitet. Dessa tre .
bedémningsomréden lag sedan till grund for H&E-fargning
en helhetsbedomning (Figur 2). 202 glas

Figur 2: Flodesschema oOver studiedesignen. Fargkvalité
Viavnad till 158 kassetter skars ut ur 13 preparat. 1-6 poidng
Hailften dehydrerades med xylen och halften med

Snittbarhet
1-3 poang
HC. Klossarna snittades och snitten firgades med
hematoxylin och eosin (H&E) (n=202) samt
immunohistokemisk (IHC) -firgning (n=72). En
helhetsbedémning gjordes utifran fargkvalité, PR—
snittkvalité och snittbarhet.

IHC-fargning
72 glas

Snittkvalité
1-4 poang

4.2 Utskiarning

Formalinfixerade preparat av human vavnad fran hud, brost, colon, njure, portio och uterus anvéndes i
studien. Preparaten tillhandahoélls av Unilabs histopatologiska laboratorium i Skévde och utgjordes av
restmaterial fran 13 fardigdiagnostiserade patientprover. Varje preparat med material fran ett
patientprov, avidentifierades och tilldelades ett lopnummer (nr. 1-13). Kassettpar med vavnadsbitar
skars ut ur preparat 1-13 som vavnadsskivor i olika storlekar, till rutinkassetter (RK) och
storsnittskassetter (SK), i olika tjocklekar (tunn: 2-4 mm, mellan: 5-7 mm, tjock: 8-10 mm) samt
provexcisioner (px) och nalbiopsier (Tabell 2). Ett kassettpar utgjordes av tva vavnadsbitar frin samma
preparat, vilka var sa lika som mojligt avseende storlek, tjocklek och vavnadsinnehéll. De preparerade
kassetterna i paret ingick i varsin serie och vivnadsbitarna dehydrerades antingen med xylen (serie X)
eller HC (serie H) (Figur 3).

Varje kassett tilldelades ett specifikt ID-nummer baserat pa klarningsmedel (X = xylen,
H = HC), preparat (I6pnummer 1, 2, 3, osv.) och kassettpar (a, b, ¢, osv.). Exempelvis kommer
vavnadsmaterialet i kassett Xia och kassett Hia frin samma preparat och bestir av liknande
vavnadsbitar, men de har genomgatt dehydreringsprogram med olika klarningsmedel. Totalt
forbereddes 114 rutinkassetter och 44 storsnittskassetter. Komplett preparatlista redovisas i Bilaga 1.



1-13

Preparat

osv, Kassettpar

A

Figur 3: En schematisk bild 6ver utskidrning av preparaten. Preparat, uppmérkta med 16pnummer 1-13, avser
restmaterial fran ett patientprov. Ur detta skars par av viavnadsbitar (a, b, ¢, osv.) i olika storlekar och tjocklekar,
dessa vavnadsbitar utgor ett kassettpar. En kassett frin varje par dehydrerades med xylen och ingick i serie X (t.ex.
X1a) och den andra kassetten i paret dehydrerades med HC och ingick i serie H (t.ex. Hia).

Serie

"ASO

w4
[ 91X ]
qrx
ASO

Tabell 2: Antal kassetter med olika typer av vdvnad fran preparat 1-13, rutinkassetter (RK) och storsnittskassetter
(SK) samt antal kassetter innehallandes vavnadsskivor av tjocklekarna tunn (T), mellan (M) och tjock (Tj),
respektive provexcision (Px) och nélbiopsi (NB).
Preparat Vivnad Provtyp Tjocklek RK SK Kommentar
T, M, Tj, Px, NB  (antal) (antal)

(16p-nr.)
(antal kassetter)
1-5 Hud Excision T-18 24 - 4 bitar med forandring,
M-4 20 bitar utan férandring.
Tj—2 Varierande grad av
underhudsfett.
6-7,13 Brost Resektat T-12 26 16 Mycket feta preparat
M-8 med hud.
Tj — 12 3-4 NB per kassett.
NB -10
8 Colon Resektat T-4 14 6 Tarmvagg
M- 4
Tj-4
Px-8
9 Njure Nefrektomi T-12 18 18 Njurvavnad, fettvivnad
M-18 och tumorvavnad. 8 RK
Tj-6 och 16 SK inneholl
tumorvavnad.
10 Portio Konisering Px-8 8 - 5 Px per kassett.
11 Endometrium Hysterektomi Px-8 8 - 5 Px per kassett
(fran preparat 12)
12 Uterus Hysterektomi T-16 16 4 Till stor del neoplastisk
M-4 vavnad av livmodervagg.
Totalt T—-62 114 44
M-38
Tj — 24
NB -10
Px-24




4.3 Dehydrering och biddning

Rutinkassetterna i serie X dehydrerades i instrumentet LOGOS (Milestone Medical, Italien) med xylen
som klarningsmedel, rutinkassetter och storsnittskassetter i serie H dehydrerades i samma typ av
instrument men med HC som klarningsmedel. Storsnittskassetter i serie X dehydrerades i instrumentet
Tissue-Tek VIP (Sakura Finetek Europe, Nederlinderna).

Samtliga kassetter (rutinkassetter och storsnittskassetter) genomgick det program som
skulle valts om materialet utgjorts av patientprover. De flesta storsnitt och feta preparat genomgick ett
langt dehydreringsprogram pa 34 timmar (88 kassetter). Rutinkassetter och storsnittskassetter utan
feta bitar dehydrerades i ett kortare program pa 14 timmar (70 Kkassetter), for komplett
dehydreringsprotokoll se Bilaga 2a. Samtliga dehydreringsprogram inkluderar impregnering med
paraffin som sista steg. Efter dehydrering biddades vavnadspreparaten in i paraffin till klossar enligt
laboratoriets rutinprocedur (Bilaga 2b).

4.4 Rutinfargning

For rutinfargning togs ett snitt (4 um) till ett glas per rutinkloss. Fran samtliga storsnittsklossar togs ett
snitt (4 um) pa tvé olika djup, till tva glas per kloss. Dessa fargades med Hematoxylin och Eosin (H&E)
i instrumentet Dako Cover Stainer (Agilent Technologies inc. USA). Rutinglasen monterades med
tickglas automatiskt i instrumentet medan storsnittsglasen monterades manuellt med Pertex
monteringsmedel (Histolab Products AB, Askim). Protokoll for fairgningen redovisas i Bilaga 2c.

4.5 Immunohistokemisk fiargning

Immunohistokemisk firgning utférdes med instrumentet Dako Omnis (Agilent Technologies inc. USA)
pé glas (FLEX IHC Microscope slides, Dako) som forpreparerats med snitt av positiv kontrollvdvnad
(Tabell 3). Protokoll for samtliga IHC-fargningar redovisas i Bilaga 2c.

Fran tva klosspar med hud (X4a/H4a, X5b/Hsb) togs 5 um tjocka snitt till sex glas per
kloss. Fargningen utgjordes av antikroppar som normalt anvands for diagnostisering och klassificering
av malignt melanom, Sox-10, HMB och MelA. Varje fargning utférdes pa tva glas fran varje kloss.

Fran tre par storsnittsklossar med brostviavnad (X6d/H6d, X6F/H6f, X7d/H7d) och tva
klossar med nélbiopsier fran preparat 13 (X13a, H13b), togs 5 um tjocka snitt till sex glas per kloss.
Fargningen utgjordes av en brostpanel som ir standard vid diagnostisering och behandlingsplanering
vid brostcancer, bestdende av antikropparna ER, PR, Her2, ECAD, Ki67, samt dubbelfargning med
P63/SMM. Varje firgning gjordes pé ett glas frin varje kloss.

Tabell 3. De antikroppar som anvints for IHC-fargning, vilken malstruktur de detekterar, samt vilken
kontrollvivnad som anvindes i studien (27).

Antikropp Malstruktur Positiv
kontrollvivnad
(Namn pé kontroll)
Sox-10 Sox-10 &r en transkriptionsfaktor i cellkdrnan i vissa celler. Malignt melanom
(HMB)
HMB-45. Melanosome, klon HMB-45, dr ett cytoplasmaantigen i vissa melanocyter. ~ Malignt melanom
(HMB)
MelA MelanA ir ett cytoplasmaantigen i melanocyter. Malignt melanom
(HMB)
ER Mirker in Gstrogenreceptorer. Brosttumor, cervix
(ER/PR)
PR Mirker in progesteronreceptorer som finns i cellkiarnan i vissa celler. Brosttumor, cervix
(ER/PR)
Her2 HER-2 ir en receptor som kan uttryckas i tumorvavnad, till exempel vid Brosttumor
viss brostcancer. (Her2)
ECAD E (epithelial)-cadherin ar en transmembran additionsmolekyl i Ventrikel
epitelceller. (ECAD)
Ki67 Ki-67 ar ett nukleirt protein. Appendix, tonsill,

lever, njure
(Multiblock-1)

P63-SMM. P63 uttrycks i cellkidrnan i vissa basalceller. Prostata, thyreoidea,
SMM, Smooth muscle myosin, ar ett cytoplasmaprotein i pancreas, placenta
glattmuskelceller. (Multiblock-2)




4.6 Granskning och bedéomning

Varje kloss bedomdes utifran snittbarhet, fargkvalité och snittkvalitet (Tabell 4). Granskning av de
fardiga glasens snittkvalité och fargkvalité utfordes i samarbete med en patolog. For att sikra en objektiv
bedémning var patologen inte informerad om studiens syfte eller upplagg.

4.6.1 Snittbarhet

I samband med snittningsarbetet bedomdes klossarnas snittbarhet, enligt kriterierna: latt att snitta,
vissa problem att snitta eller betydande problem att snitta. Dar “vissa problem att snitta” innebar att
snittet latt gick sonder, men att det med atgirder som att kyla, virma eller bl6ta klossen dnda gick att fa
ett fint snitt. "Betydande problem att snitta” innebar att snittet 14tt gick sonder och att det trots
ovanstdende dtgirder 4nda inte gick att f4 ett fint snitt, utan trasiga snitt fick accepteras (Tabell 4).

4.6.2 Fargkvalitet

Fargkvalitén for H&E bedomdes i sex steg enligt Equalis bedomningsskala for kvalitetskontrollers, fran
“ej bedombar” till “optimal fargning av kdrnor och 6vriga vivnadsstrukturer”. Dar optimal fiargning av
kdarnor innebar klara och fina kdrnor med synlig kromatinstruktur. Optimal firgning av Ovriga
vavnadsstrukturer innebar forekomst av tre nyanser av rosa med tydlig skillnad mellan muskel, bindvav
och erytrocyter (Tabell 4).

4.6.3 Snittkvalitet

P4 de glas som genomgatt THC-firgning granskades kontrollsnitten for att bedoma kvalitén pa
infargningen och godkidnna korningen. D& de vdvnader som ingick i studien inte inneholl alla de
strukturer som firgningen riktades mot, bedémdes inte fargkvalitén pa dessa snitt utan bara
snittkvalitén. Bedomningen av snitt fairgade med THC bestdmdes till en fyrgradig skala baserad pa hur
vil vivnaden bevarats och forekomst av artefakter. ”Ej bedombar” innebar att snittet hade omfattande
artefakter, vivnaden var sa paverkad att avlasning inte kunde ske. ”Svirbedémbar” innebar att snittet
hade maéttliga artefakter, vivnaden var paverkad, avlasning kunde ske med viss svérighet. "Bedémbar”
innebar forekomst av artefakter, vivnaden var latt paverkad, utan att det forsvirade avldsningen.
”Optimal” innebar att inga artefakter fanns och att vivnaden var opaverkad (Tabell 4).

Tabell 4. Kriterier och poiangsystem for bedomning av snittbarhet, fargkvalitet och snittkvalitet. Snittbarheten
bedomdes med 1-3 poing, firgkvalité bedomdes med 1-6 poiang och snittkvalité bedomdes med 1-4 podng.

Omrade Kriterier (poing) Max (poing)

Snittbarhet —  Betydande problem att snitta (1 p.) 3
—  Vissa problem att snitta (2 p.)
— Inga problem att snitta (3 p.)
Fargkvalité H&E —  Ejbedoémbar (1 p.) 6
—  Svérbedombar pga. artefakter (2 p.)
— Suboptimal firgning av  kidrnor och  Gvriga
vavnadsstrukturer (3 p.)
—  Suboptimal fargning av kdrnor men optimal fargning av
ovriga vavnadsstrukturer (4 p.)
—  Optimal firgning av kdrnor men suboptimal fargning av
ovriga vavnadsstrukturer (5 p.)
—  Optimal fargning av kirnor och 6vriga vidvnadsstrukturer
(6p.)
Snittkvalité THC —  Ejbedémbar (1 p.) 4
—  Svarbedombar (2 p.)
— Bedombar (3 p.)
—  Optimal (4 p.)

3 Del av internt utskick inom Equalis program fér extern kvalitetskontroll och kompetensbedémning inom
medicinsk diagnostik (www.equalis.se).



4.6.4 Helhetsbedomning

Klossar som vid granskning fick 3 podng i snittbarhet, 5-6 poing i fargkvalité och 4 poing i snittkvalité
bedomdes halla en god kvalité. Klossar med bedomning 1-2 poéng i snittbarhet, 2-4 poéng i fargkvalité
och 2-3 poidng i snittkvalité bedémdes hélla en acceptabel kvalité. Och klossar som vid granskning fick
1 poidng (ej bedombar) i fargkvalité eller snittkvalité bedomdes vara av oacceptabel kvalité (Tabell 5).

Tabell 5. Utifran antalet poiang som klossarna tilldelats inom granskningsomrédena, snittbarhet (1-3 poing),
fargkvalité (1-6 podng) och snittkvalité (1-4 poidng), bedomdes de hélla oacceptabel, acceptabel eller god kvalité.

Bedomning Snittbarhet Fargningskvalité Snittkvalité
(poéng) (podng) (poing)
Oacceptabel kvalité 1 1
Acceptabel kvalitet 1-2 2-4 2-3
God kvalité 3 5-6 4
4.7 Databearbetning

Kolmogorov-Smirnov-test genomfordes for analys av fordelningen av data inom samtliga tre
bedomningsomraden. For jimforelser mellan klossarna i klossparen, mellan serie X och serie H,
anvandes Wilcoxon Signed Rank Test for relaterade variabler. Spearmans rangkorrelation anvéandes for
att undersoka sambandet mellan klosstyp (RK, SK), viavnadsskivans tjocklek (T, M, Tj) och klossarnas
resultat inom de tre beddmningsomridena. For samtliga analyser anvidndes programvaran SPSS
Statistics vs. 26 (IBM, New York, USA) och ett p-viarde <0,05 ansags vara statistiskt signifikant.

4.8 Etiska overvaganden

Samtliga vivnadspreparat som anviandes i studien var fardigdiagnostiserade och eventuella patologiska
fynd forutsattes vara kidnda sedan tidigare och ddrmed inte aktuella for vidare diagnostisering. Preparat
som anvindes i studien omfattas av biobankslagen, dar patienterna har gett sitt medgivande till att
materialet fir anviandas for utbildning, utveckling och forskning. Patienternas anonymitet garanterades
genom att allt material avidentifierades vid utskdarningsmomentet och i ett senare skede inte kan spéras
tillbaka till patienten. Etisk egengranskning har gjorts enligt Halsohdgskolans riktlinjer i samrad med
ansvarig larare (Bilaga 3).



5. RESULTAT

For att jamfora hur klarningsmedlen xylen och Histolab Clear paverkar det histologiska preparatet,
granskades och poidngsattes klossar inom beddmningsomrédena snittbarhet, fiargkvalité och
snittkvalité. Vidare undersoktes hur tjockleken pa vavnadsskivorna i klossarna péverkar resultatet.

5.1 Snittbarhet

Snittbarheten bedomdes for totalt 158 klossar i serie X (n=79) och serie H (n=79). Av dessa uppnidde
96 klossar 3 poing (inga problem att snitta), 42 klossar fick 2 poiang (vissa problem att snitta) och 20
klossar fick 1 podng (betydande problem att snitta). Ingen signifikant skillnad visades mellan klossar i
samma klosspar, podngférdelningen mellan serie X och serie H var jamn (Tabell 6).

Inom var serie granskades korrelationen mellan klossarnas snittbarhet och tjockleken pa
vavnadsskivor, i kategorierna tunn, mellan och tjock (N = 62). I serie X fanns ett sikerstéllt samband (r
= -0,515, p <0,05) mellan tunnare vdvnadsskivor och hoégre poiang for snittbarhet. Aven i serie H
korrelerade tunnare vavnadsskivor och en hogre poiang for snittbarhet (r = -0,455, p <0,05) (Tabell 6,
Figur 4).

Ett sdkerstallt samband sigs ocksd mellan klosstyp (RK, SK) och snittbarhet inom béda
serierna. I serie X (N = 79, r = -0,470, p <0,05), fick 27,3% av storsnittsklossar bedomningen “inga
problem att snitta” (3 poang). For rutinklossar fick 75,4% samma bedomning. Inom serie H (N =79, r =
-0,441, p <0,05), fick 23,7% av storsnittsklossar 3 podng. Av rutinklossar fick 71,0% 3 poidng (Tabell 6).

Snittbarhet
(podng)
1
2
100 ms3

Serie X Serie H

a0

Procent (%)

Tunn ellan Tjock Tunn Mellan Tjock
(n=31) (n=19) (n=12) (n=31) (n=19) (n=12)

Figur 4. Procentuell fordelning av antalet klossar inom respektive tjocklekskategori, tunn, mellan, tjock, som fatt
bedémningen “inga problem att snitta” (3 podng), “vissa problem att snitta” (2 podng) samt "betydande problem
att snitta” (1 poang), fordelat pé serie X och serie H.



Tabell 6. Snittbarhet for klossar i serie X (n = 79) och serie H (n = 79) bedomdes som “inga problem att snitta” (3
poéng), “vissa problem att snitta” (2 poing) samt "betydande problem att snitta” (1 poidng). Poangfordelningen
inom kategorierna Tjocklek (klossar med tunna, mellantjocka och tjocka viavnadsskivor, samt nalbiopsi och
provexcisioner (Px)) och Klosstyp (rutinklossar (RK) och storsnittsklossar (SK)) visas i antal och procent. Studien
visade en sékerstélld korrelation mellan vavnadsskivans tjocklek och klossens snittbarhet, samt mellan klosstyp och
snittbarhet (skuggade filt).

Snittbarhet Serie X
Kategori Poéng: 3 2 1 Totalt antal
Tunn Antal 22 8 1 31
% 71,0 25,8 3,2 100%
Mellan Antal 8 10 1 19
% 42,1 52,6 5,3 100%
Tjock Antal 2 2 8 12
% 16,7 16,7 66,7 100%
Totalt 32 20 10 62
Nalbiopsi Antal 5 - - 5
Px Antal 12 - - 12
Totalt antal 49 20 10 79
RK Antal 43 11 3 57
% 75,4 19,3 53 100%
SK Antal 6 9 7 22
% 27,3 40,9 31,8 100%
Totalt antal 49 20 10 79

Snittbarhet Serie H

Kategori Poéng: 3 2 1 Totalt antal
Tunn Antal 21 9 1 31
% 67,7 29,0 3,2 100%
Mellan Antal 7 9 3 19
% 36,8 52,6 10,5 100%
Tjock Antal 3 2 7 12
% 25,0 16,7 58,3 100%
Totalt 31 20 11 62
Nalbiopsi Antal 4 1 - 5
Px Antal 12 - - 12
Totalt antal 47 22 10 79
RK Antal 41 13 3 57
% 71,9 22,8 5,3 100%
SK Antal 6 9 7 22
% 27,3 40,9 31,8 100%
Totalt antal 47 22 10 79
. Totalt
Serie X & H antal 96 42 20 158
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5.2 Fargkvalitet

Kvalitén pa fargningsresultatet med H&E bedomdes pd 202 glas fran 158 klossar. Ingen signifikant
skillnad visades péa kvalitén vid jamforelse av relaterade glas fran serie X och serie H. Tabell 77 visar att
en overvagande majoritet av glasen i bade serie X och serie H fick bedomningen *Optimal fargning av
kidrnor och ovriga viavnadsstrukturer (6 poang). Endast glas frdn ett klosspar (Xid/Hid) fick
bedomningen ”"Svarbedémbar pga. artefakter” (2 podng). Detta for att snittet inneholl valdigt lite celler.
Ett glas i serie X fick bedomningen “Suboptimal fargning av kirnor men optimal fargning av 6vriga
vavnadsstrukturer” (4 podng), pd grund av for morkt infirgade karnor. De glas i serie X med
bedémningen ”"Optimal fargning av kirnor men suboptimal fargning av 6vriga vavnadsstrukturer” (5
poang), motiverades samtliga med att bakgrundsfargen var blekt rosa. Av de sex glas i serie H med
samma bedomning, fick tvd motiveringen att bakgrundsfirgen var blekt rosa och fyra glas att snittet
antagit en bla farg (Figur 5).

Ingen korrelation fanns mellan glasens fargkvalité och vavnadsskivans tjocklek (tunn,
mellan, tjock), varken inom serie X eller serie H.

Tabell 7. Firgkvalitén pa snitt frdn klossar i serie X och serie H bedomdes utifran en sexgradig skala dir 6 poang
innebar optimal infirgning och 1 poéng innebar att snittet ej var bedombart. Tabellen visar poangfordelningen for
fargkvalité, uppdelat pa tjocklekskategori: tunn, mellan och tjock, samt nalbiopsi och provexcisioner (Px).

Firgkvalité Serie X

Poéng: 6 5 4 3 2 1
Kategori (antal) (antal) (antal) (antal) (antal) (antal) Totalt antal
Tunn 33 4 1 - 1 - 39
Mellan 24 2 - - - - 26
Tjock 19 - - - - - 19
Nalbiopsi 4 1 5
Px 8 4 12
Totalt antal 88 11 1 - 1 - 101

Fiargkvalité Serie H

Poéng: 6 5 4 3 2 1
Kategori (antal) (antal) (antal) (antal) (antal) (antal) Totalt antal
Tunn 37 1 - - 1 - 39
Mellan 24 2 - - - - 26
Tjock 16 3 - - - - 19
Nalbiopsi 3 2 - - - - 5
Px 10 2 - - - - 12
Totalt antal 90 10 - - 1 - 101
Serie X & H
totalt 178 21 1 2 202

3t T g § <% [N 3 2 3 e &

Figur 5. Exempel pa snitt fran tre klossar som bedomts med ldgre dn 6 poang for fargkvalité. Alla tre klossar
innehéller njurvavnad frdn samma preparat. Xom bedémdes med 5 podng pé grund av att bakgrundsfargen var
blekt rosa. Hoq fick samma bedémning med motiveringen att snittet antagit en bla fargton. Xoj fick bedomningen
“Suboptimal fargning av kdrnor men optimal fargning av dvriga vivnadsstrukturer” (4 podng), pa grund av for
morkt infirgade kdarnor med otydlig kromatinstruktur.
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5.3 Snittkvalitet

Vid granskning av snittkvalitén pa glas som fargats med IHC-fargning fick majoriteten av glasen
bedomningen "Optimal” (4 podng). Av totalt 72 glas fick tio bedémningen "bedombar” (3 poédng). Inget
glas bedéomdes som "svarbedombar” (2 poiang) eller "ej bedombar” (1 poang). I Tabell 8 sammanfattas
poangfordelningen for glasen till de enskilda preparaten. Av glas med snitt av hud, som fétt tre poiang,
var ett infirgat med MelanA (X4a) och tvd med HMB (X4a, H4a). Av glas med snitt av brostvavnad fick
preparat H6d, tre podng pa samtliga glas forutom glaset med Her2 som uppnédde fyra poing. Darutover
bedomdes ytterligare tva glas med snitt av brostvavnad till tre podng, ett med P63/SMM (X6d) och ett
med Ecad (H7d).

Genom att summera poidngen for samtliga sex glas fran varje kloss, riknades en
totalpodng ut. Denna lag sedan till grund for efterféljande statistiska berdakningar. Vid jamforelse av
totalpodngen for klossarna i serie X och serie H visades ingen statistiskt signifikant skillnad mellan
relaterade glas. Inte heller vid granskning av korrelationen mellan klossarnas totalpoing och
vavnadsskivans tjocklek visades négot sikerstillt samband.

Tabell 8. Poiangfordelning for snittkvalité pa glas som fargats med IHC-infargning, vilken tjocklek vavnadsskivan
iklossen tillhorde, tunn (T), mellan (M) eller tjock (Tj), antalet glas frén varje kloss som fatt bedomningen "optimal”
(4 poing) eller "bedémbar” (3 podng). Summan av poiang for samtliga sex glas fran varje kloss utgor klossens
totalpoéng for snittkvalité.

IHC- 4 poang 3 poing
infargning Preparat-ID Tjocklek (antal glas) (antal glas) Totalpoing
HMB, Sox10, 1)—(14a T 4 2 22
MelanA 4a T 5 1 21
(Hud) Xs5b M 6 - 24
Hsb M 6 - 24
X6d T 5 1 21
H6d T 1 5 16
ER’ PRa Her2, Xo6f TJ 6 - 24
Ecad, Ki67, He6f Tj 6 _ 24
P63/ SMM X7d T 6 - 24
(Brost) Hyd T 5 1 21
X13a NB 6 - 24
Hisb NB 6 - 24
Totalt 12 klossar 62 10

5.4 Helhetsbedomning

Vid sammanstillning av klossarnas poang inom de tre bedomningsomridena fick ingen Kkloss
bedomningen “oacceptabel kvalité”, 78 klossar bedomdes hélla acceptabel kvalité och 80 klossar
bedomdes hélla god kvalité. Férdelningen mellan serie X och serie H var jamn, ingen signifikant skillnad
visades mellan klossar i samma klosspar (Tabell 9).

Inom bade serie X (r = -0,382, p <0,05) och serie H (r = -0,432, p <0,05) visades ett
sakerstallt samband mellan klossarnas helhetsbedomning och vivnadsskivans tjocklek (tunn, mellan,
tjock, N = 62). Klossar med tunnare vivnadsskivor bedomdes i hogre grad héilla “god kvalité” och de
med tjockare vivnadsskivor bedomdes i hogre grad vara av “acceptabel kvalité”. I bdde serie X och serie
H bedémdes 64,5% av klossar med tunna vavnadsskivor hélla god kvalité, av de med mellantjocka
vavnadsskivor bed6mdes 36,8% halla god kvalité, och av de med tjocka vavnadsskivor fick 16,7% i serie
X och 8,3% i serie H, samma bedémning (Figur 6).

Ett samband sdgs ocksd mellan klosstyp och helhetsbedomning inom bada serierna. I
serie X (n = 79, r = -0,347, p <0,05), bedomdes 22,7% av storsnittsklossar hélla god kvalité. For
rutinklossar fick 61,4% samma bedomning. Aven inom serie H (n = 79, r = -0,347, p <0,05), bedémdes
22,7% av storsnittsklossar hélla “god kvalité”. Av rutinklossar fick 61,4% samma bedémning (Tabell 9).
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(n=31)

Serie X
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(n=19)
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Tunn Mellan Tjock
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Acceptabel kvalite
God kvalité

Figur 6. Procentuell férdelning av antal klossar inom respektive tjocklekskategori: tunn, mellan, tjock, som fatt

helhetsbedomningen ”acceptabel kvalité” eller "god kvalité”, fordelat pa serie X och serie H.

Tabell 9. Antal klossar med bedomningen “god kvalité” eller “acceptabel kvalité” inom kategorierna Tjocklek
(klossar med tunna, mellantjocka och tjocka vdvnadsskivor, samt nalbiopsi och provexcisioner (Px), och Klosstyp
(rutinkloss (RK) och storsnittskloss (SK)), inom serie X och serie H. Studien visade en sidkerstélld korrelation mellan
vavnadsskivans tjocklek och klossens helhetsbedomning, samt mellan klosstyp och helhetsbedomning (skuggade

falt).
Helhetsbedomning Serie X
Kategori God kvalité Acceptabel kvalité Totalt antal
Tunn Antal 20 11 31
% 64,5 35,5 100%
Mellan Antal 7 12 19
% 36,8 63,2 100%
Tjock Antal 2 10 12
% 16,7 83.3 100%
Totalt 29 33 62
Nalbiopsi Antal 3 2 5
Px Antal 8 4 12
Totalt antal 40 39 79
RK Antal 35 22 57
% 61,4 38,6 100%
SK Antal 5 17 22
% 22,7 773 100%
Totalt antal 40 39 79
Helhetsbedomning Serie H
Kategori God kvalité Acceptabel kvalité Totalt antal
Tunn Antal 20 11 31
% 64,5 355 100%
Mellan Antal 7 12 19
% 36,8 63,2 100%
Tjock Antal 1 11 12
% 8,3 91,7 100%
Totalt 28 34 62
Nalbiopsi Antal 2 3 5
Px Antal 10 2 12
Totalt antal 40 39 79
RK Antal 35 22 57
% 61,4 38,6 100%
SK Antal 5 17 22
% 22,7 773 100%
Totalt antal 40 39 79
Serie X & H Totalt 80 78 158

13



6. DISKUSSION

Syftet med denna studie var att undersoka eventuella skillnader i kvalitén mellan histologiska preparat
som dehydrerats med antingen xylen eller HC som klarningsmedel. Det gjordes genom att bedoma
klossarnas snittbarhet, snittens fargkvalité och snittkvalitén. Att byta ut xylen som klarningsmedel mot
HC 4r ett viktigt steg i arbetet med att minska personalens exponering for toxiska kemikalier pa det
histopatologiska laboratoriet. Samtidigt ar det av storsta vikt att de glas som laboratoriet 1dmnar ut for
bedomning héller en fortsatt hog kvalité. Da HC har en lagre viskositet dn xylen och darmed inte samma
forutsdttningar att lyckas infiltrera vdvnaden vid dehydreringen, utvarderades ocksd hur
vavnadsbitarnas tjocklek péaverkade dehydreringsresultatet. Detta genom att jamfoéra klossarnas
snittbarhet, fargkvalité och snittkvalité i forhallande till tjockleken pa de utskurna véavnadsskivorna.

Resultatet visade inte pd nédgra skillnader inom négot av de tre bedomningsomradena,
mellan klossar som dehydrerats med xylen som klarningsmedel och klossar som dehydrerats med HC
som klarningsmedel. Detta visar att substitution av xylen med HC ger ett ekvivalent resultat och att HC
darfor ar att foredra pa grund av dess lagre toxicitet.

Samtidigt visade studien en tydlig korrelation mellan klossarnas snittbarhet och
tjockleken pa viavnadsskivan. Resultatet var likvardigt i de bada serierna, tjocka skivor (8-10 mm) fick
betydligt lagre bedomning inom snittbarhet &dn tunna skivor (2-4 mm) (Tabell 6, Figur 4). Dock visade
resultatet inte att tjockleken pa de utskurna viavnadsskivorna paverkar vare sig fargresultatet eller
snittkvalitén.

6.1 Resultatdiskussion

Resultatet visade att klossar innehéllandes tjocka vdvnadsskivor generellt var svdrare att snitta dn
klossar som innehdll tunna vavnadsskivor. Svarsnittade klossar kriaver en storre insats av personalen
som ska utfora snittningen, vilket resulterar i att momentet tar langre tid. Om manga klossar kraver en
langre handlaggningstid skulle det kunna péverka laboratoriets svarstider negativt. Detta skulle i sin tur
kunna fi konsekvenser for tiden det tar innan en diagnos kan stillas och i lingden &ventyra
patientsdkerheten. De klossar som i denna studie bedomdes som problematiska att snitta (1-2 poang),
fick framforallt kommentarer om att snitten latt gick sonder, feta bitar krackelerade, samt svarigheter
med att fi hela snitt. Aven om viivnadsskivans tjocklek i sig inte paverkar snittens firgkvalité och
snittkvalité och darmed férsvarar patologernas arbete med att granska snitten och stilla diagnos. Sa kan
svarsnittade klossar resultera i artefakter som forsdmrar bevarandet av morfologin och dirigenom bidra
till en sdmre kvalité pa det histologiska preparatet (28).

Alwahaibi et. al. publicerade 2018 en rapport dir UltraClear™, ett isoparaffiniskt kolvite
likt HC, utvarderades som xylensubstitut. Studiens konklusion var att medlen var ekvivalenta vad giller
snittkvalitet och fargningskvalitet, bade for rutinfirgning med H&E och for ITHC-fargning. Men studien
rapporterar ocksa att feta preparat (brost och lipom) dir UltraClear™ anvénts som klarningsmedel var
svarare att snitta 4n de som dehydrerats med xylen. Precis som HC har UltraClear™ en ligre viskositet
och forfattarnas teori var att medlet inte hunnit impregnera hela vivnaden. De rekommenderade darfor
forlangd inkubationstid i klarningsmedel for feta preparat (21). Men dven for lang inkubering i
klarningsmedel kan gora vdvnaden sprod och svérare att snitta (28). I denna studie var det dock ingen
skillnad mellan preparat som dehydrerats med olika klarningsmedel, endast vavnadsskivans tjocklek
paverkade klossens snittbarhet.

Av 202 granskade snitt bedomdes 178 ha en optimal fargkvalité (6 podng), av dessa kom
88 snitt (49%) fran klossar som varit problematiska att snitta (1-2 poidng). Av de resterande 24 snitt,
som fick fem poing eller lagre for fargkvalité, kom 8 snitt (33%) fran klossar med 1-2 podng for
snittbarhet. Detta indikerar att fargkvalitén pa snittet inte 4r beroende av en god snittbarhet. Av de snitt
som tilldelats fem poang eller lagre for fargkvalité fick endast ett klosspar (X1d/H1d) bedomningen
“Svarbedombar pga. artefakter” (2 podng). Detta for att snittet inneholl valdigt lite celler, troligtvis
bestod vivnaden enbart av sarskorpa da vavnadsbiten kom fran en hud med f6randring.

I serie X fick elva snitt fem poidng. Samtliga med motivationen att bakgrunden var for
ljust infargad, fargen var blekrosa istillet for tre olika nyanser av rosa. Ett snitt fick fyra poang pa grund
av att kdrnorna var morkt lila och kromatinstrukturen darmed inte var tydlig. I serie H fick tio snitt fem
poéng, sex snitt pd grund av blekrosa bakgrundsfarg och fyra pa grund av att snittet antagit en bla farg
(Figur 5). Samtliga av de snitt som fatt bla farg var storsnitt av mellantjocka eller tjocka vavnadsskivor.
Trots att blafargning inte upptradde pa en stérre andel av storsnitten s& ger detta en indikation pé att
tjocka viavnadsskivor kan bidra till forsdmrad fargkvalité pa storsnitt vid anvindning av HC som
klarningsmedel.
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Inte heller inom bedémningsomréde snittkvalité visades ndgon skillnad mellan serie X
och serie H. Samtliga snitt bedomdes med “optimalt” (4 poidng) eller "bedombart” (3 poidng). Den
vanligaste orsaken till att ett snitt inte uppnédde fyra poing var fragmentering, att delar av snittet inte
holl ihop, vilket paverkade bevarandet av morfologin. Fettrika delar av vivnaden var mer utsatt &n
annan vavnad. Fragmenteringen bedomdes daremot inte pdverka avlasningen av snittet och méjligheten
att stilla diagnos. Vid jamforelse av klossarnas totalpoing for snittkvalitén i forhallande till
vavnadsskivans tjocklek, fick de klossar som inneholl mellantjocka (n=2) och tjocka (n=2)
vavnadsskivor 24 poing, vilket innebar maxpoang. Av klossar som innehéll tunna vavnadsskivor var det
bara en av sex klossar som fick 24 poing, av de andra fem klossarna fick tre 21 poéng, en fick 22 poing
och en fick 16 podng (Tabell 8). Antalet klossar som jaimforts ar for begrinsat for att kunna dra nagra
sdkra slutsatser, men resultatet tyder pa att vdvnadsskivans tjocklek inte paverkar snittkvalitén vid IHC-
fargning pa ett negativt sitt.

Att resultatet blev likartat inom samtliga bedomningsomriden, oberoende av vilket
klarningsmedel som anvénts, stiarker resultatets trovardighet. Helhetsbedomningen av klossarna, dar
alla tre bedomningsomraden vigs samman (Tabell 9), visar tydligt att xylen och HC ger likvardiga
resultat pd det histologiska preparatet. Exakt lika minga klossar i serie X och serie H har fatt
helhetsbedomningen ”god kvalité” och ”acceptabel kvalité”. Uppdelat pa klosstyp har en majoritet av
rutinklossarna fatt helhetsbedémningen “god kvalité”, samtidigt som en minoritet av storsnitten har fatt
samma bedomning. Detta forklaras genom att storsnitten varit svirare att snitta, bara 27% (12/44) av
storsnittsklossar fick bedomningen ”"Inga problem att snitta” (3 poang), jamfort med 74% (84/114) av
rutinklossar (Tabell 6). Det ar mojligt att den individuella kompetensen hos personen som utforde
snittningsarbetet paverkade bedémningen att storsnitt var svirare att snitta. Men att minska
anviandningen av storsnitt skulle #ven ha andra positiva effekter. Storsnittsklossar kraver
specialbehandling inom flera steg. Vid snittning behover mikrotomen forberedas for att hantera en
storre kloss och specialglas méaste anviandas. Fargningsinstrumentet, Dako Cover Stainer, kan inte
automatiskt montera tackglas pa storsnittsglas, det méste ske manuellt. Vidare kan inte storsnittsglas
anviandas i Dako Omnis, vid efterbestillning av IHC-fairgning méste darfor en mindre del av snittet
skiras ut och placeras pé ett rutinglas, vilket innebar ett extra moment. Att anvianda storsnittsklossar ar
ett bra komplement till rutinklossar, speciellt vid vissa fragestéllningar dar en storre overblick av
preparatet dr av viarde for diagnostisering (8). Men om anvidndandet av storsnittsklossar begriansades
till specifika fragestéllningar och rutinklossar i stérre grad utgjorde normen, skulle det inneb4ara mindre
besvir i rutinarbetet.

6.2 Metoddiskussion

Beroende pa dess konstitution kan vavnader bjuda pé olika utmaningar i den histologiska processen.
Fettrika vavnader som brost, hdrd muskelvivnad som uterus, hudar och tumérviavnad har alla sina
egenheter. Urvalet av preparat till den har studien baserades pé att fa ett material som var representativt
for flera typer av vivnad med olika egenskaper. For att inte studien skulle bli allt f6r omfattande behovde
antalet klossar fran samma preparat darfor begriansas. Resultatet ger en bred 6versiktlig bild av hur olika
typer av vivnader paverkas av dehydrering med olika klarningsmedel. Men for att fa ett sdkrare resultat
med en hogre validitet for specifika vdvnader, kunde det ha varit av intresse att undersoka flera exemplar
av samma organtyp, men frén olika patienter. I denna studie fanns hudpreparat fran fem individer och
brostpreparat fran tre individer. Ovriga preparat var samtliga fran enskilda individer, vilket ar en
begriansning for studien.

Pa det histopatologiska laboratoriet i Skovde sparas formalinfixerade patientprover
normalt i fyra veckor efter att svar har gatt ut till kunden, varefter de kasseras. De preparat som
anviandes i den har studien utgjordes av fardigdiagnostiserade patientprover redo for destruktion. Det
innebdr att den viavnad som anviandes har forvarats i formalin langre tid dn vad patientprover normalt
gor. Lang forvaringstid i formalin kan bidra till att preparatet hardnar och krymper mer &n normalt,
detta kan i sin tur resultera i separation av vivnader inom preparatet, vilket kan visa sig som tomma
omréaden pé snittet (28, 29).

Vid utskidrningen skars ett varierande antal viavnadsbitar ur de enskilda preparaten,
forutom nélbiopsier och provexcisioner skars viavnadsskivor i tre olika tjockleksklasser ut, tunn, mellan
eller tjock. Men vidvnadsbitar i samtliga tjocklekar blev inte utskurna ur alla preparat. Da det senare
visade sig att tjockleken pa vavnadsskivorna var det som hade storst pdverkan pa resultatet borde valet
av utskurna bitar varit mer systematiskt, dar samtliga preparat fanns representerade i vivnadsskivor av
alla tre tjocklekar. Nalbiopsier och provexcisioner har i den har studien inte medfort nigra avvikande
resultat, s i en fortsatt studie vore det battre att uteldmna dessa provtyper och fokusera pa
metodoptimering av utskdrningen vad géller vdvnadsskivornas tjocklek.
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Pa grund av de forutsittningar som gavs pa laboratoriet dir studien utfordes, blev de
klossar som skulle genomgi ett ldngt dehydreringsprogram, korda i olika typer av instrument. De
klossar som dehydrerades med xylen som klarningsmedel kordes i instrumentet Tissue-Tek VIP (Sakura
Finetek Europe, Nederlanderna) och de som dehydrerades med HC som klarningsmedel kordes i
instrumentet LOGOS (Milestone Medical, Italien). De tvé instrumenten arbetar efter samma princip,
kassetter med vavnad som ska dehydreras, placeras i en kammare, darefter flyttar instrumentet
bearbetningsreagenser och smalt paraffin in och ut frin kammaren. Tissue-Tek VIP arbetar med hjélp
av vakuum och tryck. LOGOS arbetar med tryck och mikrovéigsvirme. Trots att instrumenten har vissa
skillnader sé ar bada validerade och resultatet ska vara likvardigt och det bor darfor inte ha paverkat
resultatet

Det bedomningsunderlag som anviandes for att poangséitta klossarna inom snittbarhet
och snittkvalité utarbetades specifikt for den hir studien. For granskningsomradet fargkvalité anvindes
ett externt underlag fran Equalis kvalitetsprogram. Inom samtliga omraden baserades podngsittningen
pé en subjektiv bedomning av granskaren. Eftersom personliga uppfattningar aldrig helt kan bortses
ifrén, gar det inte att utesluta att en annan granskare kanske hade gjort andra bedémningar. For att
undvika att klossarna poéngsattes utifran olika preferenser s var det samma granskare som bedémde
samtliga klossar eller glas, inom ett granskningsomréade. Klossarnas snittbarhet bedéomdes av personen
som utforde snittningsmomentet. Fargkvalité och snittkvalité bedomdes av en patolog, som for att sikra
en objektiv bedomning, inte var insatt i studiens syfte eller upplédgg. Att enbart en individ granskade och
poangsatte klossarna inom varje bedomningsomréade ar en begriansning for studien. Om fler individer
gjort en sjélvstindig bedomning av klossarna och snitten sd hade resultatet varit mer oberoende av
individuella variationer i tycke och smak. Men att klossarna bedémdes inom tre olika omraden gor
resultatet generellt applicerbart och ger det en storre sikerhet.

6.2.1 Fortsatta studier

Syftet med denna studie var att undersoka om HC kunde ersitta xylen som klarningsmedel utan att
kvalitén pa de histologiska preparaten paverkades. Resultatet tyder pa att sd ar fallet, samtidigt
uppdagades att tjockleken pé vivnadsskivan har en tydlig korrelation med snittbarheten pé klossen.

Orchard et. al. definierade fem nyckelfaktorer for en bra teknisk utskarning. En plan yta
med en vinkelridt kant att skdra emot, majlighet att fixera preparatet under skidrandet, bra visuell
oversikt Over den yta som ska skdras, skarpa knivblad och knivens roérelsemonster
(skidrande/sagande/tryckande). I sin rapport frin 2016 undersokte de hur tva redskap, TruSlice och
TruSlice Digital, kunde anviandas for att standardisera utskirningen. Genom att medverka till att de fem
nyckelfaktorerna uppfylldes bidrog redskapen till reproducerbarhet i tjocklek och kvalité pa de utskurna
vavnadsskivorna (30). Speciellt stora preparat erbjuder en utmaning vid utskiarning. Ju mer plastisk en
vavnad ar desto svarare ar det att manuellt skdra ut tunna, jamntjocka skivor. Det ar oundvikligt att
mindre mitfel och ojimnheter uppstar vid manuell utskdrning och detta kan i vissa fall leda till
konsekvenser for de efterfoljande stegen i den histologiska processen. Kanske kan ett hjalpmedel for att
stabilisera vdvnaden och Oka precisionen vid utskdrning vara nagot att Gvervdga, for att oka
mojligheterna att skdra ut optimala snitt.

Att noggrannare studera vilken tjocklek pd den utskurna viavnadsskivan som kan
accepteras och om det dr nagon skillnad pa hur tjocka olika typer av vavnad kan vara utan att det
paverkar snittbarheten, skulle kunna resultera i tydligare riktlinjer for utskarningens genomforande.
Detta bor undersokas vidare i syfte att metodoptimera utskiarningen.

Vad géller snittkvalité vid IHC-fargning var antalet klossar som jamfordes for begransat
for att kunna dra négra sikra slutsatser. Att genomfora en studie med detta uppldgg i en sddan
omfattning att resultaten blev sidkra skulle vara resurskrivande, bade vad giller tid och kostnader for
material och reagens. Om det vidare ar 6nskvart att utvardera vilka faktorer som paverkar snittkvalitén
sd rekommenderas en ny studie. Dar de glas som inom den ordinarie verksamheten genomgér THC-
fargning och bedomts som problematiska pa ett eller annat sitt, registreras och utvirderas utifran
gemensamma namnare. Darefter ar det sedan majligt att ga vidare med en riktad studie for att optimera
metoden.
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7. SLUTSATSER

Xylen ar ett starkt toxiskt Amne, som trots att dess hélsofarliga egenskaper varit kinda sedan 1970-talet,
fortsatt har anviants inom den histopatologiska laboratorieverksamheten som klarningsmedel och
avparaffineringsmedel (7). Den hir studien har visat att det inte innebdr nagra kompromisser med
kvalitén pa de histologiska preparaten att substituera xylen med det betydligt mindre hélsofarliga
Histolab Clear. En jamforelse av de tva preparaten som klarningsmedel vid dehydrering visade inte pa
négra betydande skillnader vad giller snittbarhet, snittets fargkvalité eller snittkvalité. Att xylen och HC
ger likvardiga resultat inom alla tre bedomningsomréden stérker slutsatsen att HC som klarningsmedel
ar ekvivalent med xylen.

Diaremot visade studien att klossarnas snittbarhet tydligt paverkas av hur tjock
vavnadsskivan i dem dr. For att underlitta personalens arbete vid snittning bér hansyn tas redan vid
utskiarningen, vivnadsskivor med en tjocklek pa over fyra millimeter bor undvikas s ldngt det ar
mojligt. Detta skulle spara bade tid och resurser samt bidra till farre problem i rutinarbetet.

8. OMNAMNANDEN

Jag vill rikta ett varmt tack till ndgra personer som bidragit till att gora denna studie mojlig. Marija
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Bilaga 1

Preparatlista

Tabellen visar vilken vdvnad preparatet kommer ifran och vilket ID-nummer klossparet tilldelats.
Tjockleken pa vavnadsbitarna delas upp i: tunn (T, 2-4 mm), mellan (M, 5-7 mm), tjock (Tj, 8-10 mm),
provexcision (Px, 2x2x2 mm) och nilbiopsi (NB). Den exakta storleken pé vavnadbiten vid utskdrningen
anges i millimeter (mm.). Klossarna i serie X har dehydrerats med xylen som klarningsmedel, klossarna
iserie H har dehydrerats med Histolab Clear som klarningsmedel. Vilket dehydreringsprogram klossen
genomgdtt. Skuggat falt markerar storsnitt.

Vivnad Klosspar Tjocklek Storlek Dehydrerings-
BxHxD (mm) program
Serie X Serie H
Hud 1a T 5X4X2 6x3x2 Kort16 h
1b T 8x4x2 9x3x2
1c T 12X3X2 11x3x2
1d T 10X11X3 10X10X3
Hud 2a T 13X10x2 20X14X3 Kort 16 h
Hud 3a T 12X15X3 12X5X3 Lingt 34 h
3b T 11X7X3 14X9X3
Hud 4a T 25X14X2 25X14X2 Léngt 34 h
4b M 25X11X5 25X11X5
4c Tj 24x11X9 24X11X9
Hud 5a M 15X11X7 15X10X6 Léngt 34 h
5b T 11X10X2 11X10X3
Brost 6a T 12X21X2 12x23X3 Léngt 34 h
6b M 12X19X5 12X20X6
6¢c Tj 12X23X9 12X24X9
6d T 60x18x4 58x18x4
6e M 56x20x7 58x20x7
6f T 62x20x%9 60x20x9
Brost 7a T 12xX14X4 10x16x4 Léngt 34 h
7b M 10X14X5 11X14X5
7c Tj 16x15x9 13x15X9
7d T 56x13X4 48x16x4
7e M 47X32X7 46x41x7
7t Tj 27X43X10 43%X44%9
Colon 8a Px 2X2X2 2X2x2 Kort 16 h
8b Px 2X2X2 2X2X2
8c Px 2X2X2 2X2X2
8d Px 2X2X2 2X2X2
8e T 18x8x4 18x8x3
15x8x4 14X9X3
8f M 16x6x7 13X5X7
17X7X7 17X7X6
8g Tj 16x8x9 18x8x9
18x7x10 17X13X9
8h T 58x9x4 59x8x4 Kort 34 h
8i M 54X10X7 62x8x7
8j Tj 57x6x9 64X7X9
Njure 9a T 20Xx17x3 23x18x4 Kort 34 h
9b T 13x18x3 14X16X3
9c M 23x18x6 19x17x6
od M 17x26Xx6 12x27x6
9ge M 16x21x7 22x17x6
of M 12X32X7 8x25x6
9g T 59%26X3 60x23x4
oh M 45x28x6 60x28x6
9i Tj 54%x26X9 60x27x9
9j T 28x9x3 28x8x3
9k M 26x8x5 28x9x5
9l M 32X10X7 26X10X7
9m T 55X34%3 59X37x4
9n M 55X35X6 55X40X6
90 Tj 55X35X9 55X40X9
9p T 58x40x4 60x25%4
9q M 58x38x6 58x28x6



or Tj 56X40X9 53X25X10

Portio 10a Px 2X2X2 2X2X2 Kort 16 h
10b Px 2X2X2 2X2X2
10c¢ Px 2X2X2 2X2X2
10d Px 2X2X2 2X2X2

Endometrium 11a Px 2X2X2 2X2X2 Kort 16 h

11b Px 2X2X2 2X2X2
11c Px 2X2x2 2X2X2
11d Px 2X2X2 2X2X2

Uterus 12a T 16x14x4 18x15x3 Kort16 h
12b T 20xX12X4 18x17x3
12¢ T 16X12x4 20X13x4
12d T 16x15%X4 17X14X4
12e T 21x16x5 17x15X4
12f T 17X12X4 18x16x4
12g M 16x12x5 18x13x5
12h T 19X16X3 17X13X4
12i T 40x28x4 42X27X4
12j M 40x26x7 41x28x7

Brost 13a NB Ca 15 mm Ca 15 mm Kort16 h
13b NB Ca 15 mm Ca 15 mm
13¢C NB Ca 15 mm Ca 15 mm
13d NB Ca 15 mm Ca 15 mm
13e NB Ca 15 mm Ca 15 mm
13f T 18x20x4 18x21x4 Lingt 34 h
138 Tj 20x20x8 25x18x9
13h T 55x38x3 30x34x4
13i Tj 52X40%9 47X35%9




Bilaga 2
2a) Dehydreringsprogram
Skuggat filt visar pé skillnaden mellan program med xylen och program med HC.

Tabell I: Langt dehydreringsprogram for storsnitt och feta preparat. HC i instrumentet Logos och xylen i instrumentet
Tissue-Tek VIP.

Xylen Histolab Clear
Moment Losning Tid Temp. Losning Tid Temp. Tryck
hh:mm:ss °C hh:mm:ss °C mBar
Fixering Formalin 05:00:00 35 Formalin 00:20:00 50
Formalin 01:40:00 50
Dehydrering Etanol 70% 00:30:00 35 Etanol 70% 00:40:00
Etanol 70% 03:00:00 35 Etanol 70% 00:40:00
Etanol 96% 02:00:00 35 Etanol 96% 00:20:00 40
Etanol 96% 03:00:00 35 Etanol 96% 01:40:00 40
Etanol 99% 02:00:00 35 Etanol 96% 00:20:00 40
Etanol Abs. 03:00:00 35 Etanol 96% 01:40:00 40
Etanol 99% 00:20:00 55
Etanol Abs. 02:40:00 55
Klarning Xylen 01:00:00 35 HC 00:20:00 55
Xylen 02:00:00 35 HC 06:20:00 55
Xylen 03:30:00 35
Isopropanol 00:20:00 60
Isopropanol 00:40 :00 60
Vaporisering 00:04:00 600
Impregnering Histowax 00:01:00 60 Histowax 00:00:30 70 995
Histowax 02:00:00 60 Histowax 00:25:00 70 500
Histowax 02:00:00 60 Histowax 00:15:00 70 400
Histowax 03:00:00 60 Histowax 00:15:00 70 300
Histowax 00:15:00 70 200
Histowax 06:50:00 65 150
Histowax 00:19:30 65 800

Tabell I1: Rutinprogram i instrumentet Logos med xylen och HC.

Xylen Histolab Clear
Moment Losning Tid Losning Tid Temp. Tryck
hh:mm:ss hh:mm:ss °C mBar
Fixering Formalin 00:40:00 Formalin 00:40:00 37
Formalin 01:50:00 Formalin 01:50:00 37
Dehydrering  Etanol 70% 00:34:00 Etanol 70% 00:34:00 37
Etanol 70% 00:10:00 Etanol 70% 00:10:00 37
Etanol 96% 00:35:00 Etanol 96% 00:35:00 37
Etanol 96% 00:25:00 Etanol 96% 00:25:00 37
Etanol 96% 00:35:00 Etanol 96% 00:35:00 37
Etanol 96% 00:40:00 Etanol 96% 00:40:00 37
Etanol 99% 00:35:00 Etanol 99% 00:35:00 37
Etanol Abs. 00:55:00 Etanol Abs. 00:55:00 37
Klarning Xylen 00:35:00 HC 00:20:00 37
Xylen 01:25:00 HC 01:40:00 37
Isopropanol 00:35:00 Isopropanol 00:35:00 37
Isopropanol 00:15 :00 Isopropanol 00:15 :00 37
Isopropanol 00:20:00 Isopropanol 00:20:00 37
Vaporisering 00:01:30 Vaporisering 00:01:30
Impregnering Histowax 00:00:30 Histowax 00:00:30 70 995
Histowax 00:25:00 Histowax 00:25:00 70 500
Histowax 00:15:00 Histowax 00:15:00 70 400
Histowax 00:15:00 Histowax 00:15:00 70 300
Histowax 00:15:00 Histowax 00:15:00 70 200
Histowax 02:50:00 Histowax 02:50:00 65 150
Histowax 00:18:30 Histowax 00:18:30 65 800




2b) Metodbeskrivning

VGR Skovde, Paraffininbiddning

S .
';:';5_ Unilabs

fin kfinisk:

D o - Lingin Bide
NM24833-2  1(2)

Giachans
Lena Johansson

g fr om

2018-08-10
VGR Paraffininbaddning

Giller: Patologlab, Skéwde

Ersatter: NMO5654

Syfte/bakgrund/

princip:

Instrument och
tillbehdr:
Forberedande

behandling:

Utfdrande:

Aft badda in paraffininfiltrerade preparat i paraffin for att méjliggora
snittning.

Paraffindispenser, Histowax, varmekammare, inbaddningsformar,
tuschpenna, pincett, kylplatta, cellstoff handskanner och tillgéng till
LIS.

Hallare med paraffininfilrerade preparat hdmtas upp ur
dehydreringsinstrumenten och kassettema marks med tusch i
framkant, unik for varje dehydreringsinstrument, (se dokument
"Inb&ddning identifikation™) Darefter 13ggs kassettema i
varmekammare.

Kassetten skannas. Det loggas da i systemet vem som har baddat

klotsen.

Endast en kassett i taget far vara Gppen.

Kontrollera att antalet bitar angivet i systemet stimmer.
Orienteral l3gg dver preparatet/en i en lagom stor inbaddningsform
med lite smalt paraffin i botten.

Ligg pa den nymrerade kassetten och fyll upp med paraffin.
Stall klotsen pa kylplatta for att stelna och lossna ur formen.
Torka av pincetten mellan varje kassett.

De fardiga klotsama sorteras i nummerordning och
baddningsdatum.

Awvikelser noteras i Lis.

Klotsama stills in i kyl eller pa hyllor.

Orientering:

Stora utskumna bitar I&ggs 6ver i inbdddningsformen s& som de
ligger i kassetten, om inte annat anges pa kassetten eller har
markerats pa preparatet.

Storsnitt, ojamna och buckliga bitar kan tryckas ner I3tt med en
pincett eller "stans”, sa att de blir plant baddade.

\ 73
:';5 Unilabs

Comurarthatagern

fin klinisk

Giachana
Lena Johansson

Dok o - Lingiorn ik
NM24633-2 2 (2)
g fr om
2018-08-10

VGR Paraffininbaddning

Miljoaspekter:

Referenser:

Hudar och andra skuma bitar I3ggs med den skuma ytan nedat i
formen.

Vid markering med rad tusch baddas den réda sidan nedat.
Vid markering med nal ska ytan vid spetsen biddas nedat.
Hudstansar, hudskrap, px och slemhinna stills pa kant.

Rdr, vas dgfereﬂns och temporalishiopsier biddas "stiende™ med
lumen nedat, sa att de blir transversellt snittade.

Det ar viktigt att tunna preparat (t.ex. nalbiopsier) baddas plant. Lt
dem sjunka till botten och tryck ev. I3tt med pincetten eller "stans”.

Corpusskrap, cervixskrap, aborter, TUR-P, TUR-B och liknande
behdwer inte orienteras pa ndgot sarskilt sétt, utan laggs bara dver i
inbaddningsformen.

Vid tveksamhet radfrigas den som skurit ut preparaten.

Det avfall som blir under inbaddningen i form av rispapper, pads
storsnittsiock och cellstoff 13ggs | papperskorg.

Paraffin far sléngas i sopona.

Gertraude Moewis, Histopatologisk teknik, 1978, sid 49-53. Lokalt
modifierad | Skovde, okant datum.
Instruktionsmanualer :
- Tissue Block System TBS 88 Instruction Manual. Rev. 01 (08/97)
- Tissue Embeddeing System -
*TES 99 Cool Units TES99.410/420/430 + TES99.510/520/530
Rev.00(05/2007)
*TES 99 Dispenser Unit TES99.250 + TES 99.350
Rev.00(05/2007)
*TES 99 Thermal Unit TES99.600 + TES 99.700
Rev.00(05/2007).

Orlginal lagras elekironiskt. Uiskiner galler endast med 10d stampel ~Registrerad Kopia™

Original lagras elekironickL. UisKkiMer Galler endast med 100 stampel Registrerad kopla-



2¢) Fargningsprotokoll

Tabell III: Rutinfirgning med hematoxylin och eosin med instrumentet Dako coverstainer.

Moment Losning Inkubationstid
(min)
Avparaffinering HC 3<3,5
HC 3<35
Rehydrering Etanol 96% >1
Etanol 96% >1
Etanol 70% >2
Kranvatten 21
Kirnfirgning Dako Hematoxylin 45 sek
Dest. Vatten 1
Dako Blueing buffer 1
Kranvatten 1
Etanol 70% 1
Kontrastfirgning Dako Eosin 1 min 10 sek
Dehydrering Etanol 96% 1
Etanol 99,9% 1
Etanol 99,9% 1
Etanol 99,9% 1
HC 21
HC >1
HC 21
Montering Dako Toulene-Free -
Mounting medium
Torkning 12

Tabell IV: Protokoll for immunohistokemisk fargning med instrumentet Dako Omnis. X = Steget ingér i protokollet.
S = Antikroppspecifikt reagens, se Tabell V. Skuggade filt visar stegen dar protokollen for antikropparna skiljer sig at.

Moment Losning Tid Cykler SOXi0 HMB MelA PR ER ECAD Ki67 Her2 SPI?/Igl\-'/i
Avvaxning gge;’fy Clearing 215‘}}(': 1 X X X X X X X X X
DI Water 58 1 X X X X X X X X X
EnV FLEX TRS, 0o m
Mal- High pH pooR ! X X x X x X X
atervinning EnV FLEX TRS, 30 m ) X X
Low pH 97°C
. Wash Buffer 21 40 2 X X X X X X X X X
Fiargning S
Primér antikropp S S S S S S S S S S
Wash Buffer 2m 10 X X X X X X X X X
EnV FLEX
Peroxidase- 3m 1 X X X X X X X X X
Blocking Reagent
Wash Buffer 2m 10 X X X X X X X X X
EnV FLEX+ Rabbit
LINKER om 25 25
E?QIII(FFF;:X+ Mouse (5 X X X
Wash Buffer 2m 10 X X X X X X X X X
EnV FLEX/HRP 20 m 1 X X X X X X X X X
Wash Buffer 2m 20 X X X X X X X X X
DI Water 15m 1 X X X X X X X X X
Wash Buffer 2m 10 X X X X X X X X X
EnV FLEX
Substrate Working 5m 1 X X X X X X X X X
Solution
Wash Buffer 2m 10 X X X X X X X X X
DI Water 31s 1 X X X X X X X X X
Wash Buffer 2m 10 X X X X X X X X X

w



P63+

Moment Losning Tid Cykler SOXi1i0 HMB MelA PR ER ECAD Ki67 Her2 SMM
Generic
Dubbel- endogenous 3m 1 X
firgning enzyme block
Wash Buffer 2m 10 X
Primir antikropp 2 S
Wash Buffer 2m 10 X
EnV FLEX
Peroxidase- 3m 1 X
Blocking Reagent
Wash Buffer 2m 10 X
EnV FLEX+ Mouse
LINKER 1om ! X
Wash Buffer 2m 10 X
EnV FLEX/HRP 20 m 1 X
Wash Buffer 2m 20 X
DI Water 15 m 1 X
Wash Buffer 2m 10 X
EnV FLEX HRP
Magenta Substrate 5m 1 X
Working Solution
Wash Buffer 2m 10 X
DI Water 31s 1 X
Wash Buffer 2m 10 X
Generic Wash 3m 1 X
Wash Buffer 2m 10 X
Hematoxylin 7m 1 X X X X X X X X X
flf.ont‘faSt' DI Water 2m 10 X X X X X X X X X
Aargning
Wash Buffer 2m 10 X X X X X X X X X
Tabell V: Antigenspecifika reagens for immunohistokemisk fargning enligt tabell IV. EnV FLEX TRS, High pH innehéller
Tris/EDTA buffert med pH 9. EnV FLEX TRS, Low pH innehéller citratbuffert med pH 6,1.
Reagens SOX10 HMB MelA PR ER ECAD Her2 Ki67 P63+
SMM
Malatervinning HighpH  High pH HighpH HighpH HighpH HighpH LowpH LowpH HighpH
EnV FLEX TRS
Priméir SOX10 Melanosome MelanA PR 1294 ER alpha E-Cadherin HER2 KI-67 P63 1:100
antikropp 1:400 RTU 1:200 RTU EP1 RTU 1:300 RTU 30 min
Spéidning 30 min 25 min 30 min 10 min RTU 25 min 20min 20min SMM
Inkubationstid 10 min 1:800
20 min
Sekundiirt Rabbit Mouse Rabbit Mouse Mouse
reagens LINKER LINKER LINKER LINKER LINKER
EnV FLEX+
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Etisk egengranskning
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Blankett for etisk egengranskning av examensarbeten' vid
Halsohégskolan

Datum: 2020-04-17

Histolab Clear som Xylensubstitut, hur valet av klarningsmedel

Examensarbetets titel: paverkar kvaliteten pa det histologiska preparatet.

Student/studenter?: Carina Esplund

Student/studenter mejladress:  carina.esplund@gmail.com
Utbildningsprogram: Biomedicinsk analytiker, laboratoriemedicin
Utbildningsniva: Grundnivad
Handledare: Emma Carlsson

Handledare mejldress: emma.carlsson@ju.se

Examensarbeten vid Halsohdgskolan, Jonkoping University, ska folja forskningsetiska principer sd
som de uttrycks i etikprévningslagen (EPL). Denna blankett ar ett hjdlpmedel for granskning av
etiska fragestaliningar knutna till examensarbetet.

Student och handledare gar igenom blanketten tillsammans, identifierar etiska problem och
enas om hur dessa ska hanteras.

Forskning som faller under EPL miste prévas av regional etikprévningsnamnd (EPN)®. Det finns tva
typer av studier som normalt inte rdknas till forskning och som maste hanteras specielit. Det ena
&r examensarbeten och det andra ar verksamhetsforlagt forbattringsarbete i halsa och valfard.

Gransdragningen mellan forskning och dessa tva typer av studier berdrs inledningsvis i del A.
Del B hanterar vad som faller under EPL samt etiska principer som &r viktiga vid genomférandet.
Del Cinnehéller tillvigagangssatt for radgivande yttrande fran forskningsetiska kommittén.

Om examensarbetet redan ingar i ett etikgranskat och godkant projekt behéver ingen etisk
egengranskning genomforas.

* Blanketten géller dven verksamhetsforiagda forbattringsarbeten.
2 Alternativt utférare av verksamhetsforlagt forbattringsarbete.
* www.epn.se
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Del A: Ar detta en forskningsstudie?

Del A syftar till att avgora om studien avser vara forskning. Examensarbeten raknas normalt inte
som forskning och kan da inte heller tas upp i EPN. Under vissa omstandigheter kan dock
examensarbeten vara forskning, namligen om de:

1. syftar till publicering i vetenskaplig tidskrift

2. har en vetenskaplig fragestélining och en design som kan besvara densamma

3. leds av forskare inom omradet, antingen som del av ett storre projekt eller med
forskare som handledare.

Alla dessa tre bor uppfyllas for att studien ska betraktas som forskning och kunna hanteras i EPN.
Ar studien forskning i dessa tre avseenden?

[[]A (studien ska provas av EPN.)
[ NEJ (Fortsitt till del B och C.)

Del B: Innehaller examensarbetet sadant som enligt etikprévnings-
lagen kan identifieras som etiskt k&nsligt?

Fragorna i del B syftar till att underséka om examensarbetet har sddana etiska problem som om
det vore forskning skulle kravt prévning i EPN, samt hur etiska principer hanteras.

Ja  Tveksamt Nej

1  Avser studien att behandla kdnsliga personuppgifter enligt PUL, det vill
sdga vid nagot skede lanka till en person och dér uppgifterna avsléjar ras

eller etniskt ursprung, politiska asikter, religios eller filosofisk évertygelse, O D E
medlemskap i fackforening, halsa eller sexualliv?

2 Avser studien att behandla personuppgifter som avser lagdvertradelser
som innefattar brott, domar i brottmal, straffprocessuella tvangsmedel D O X
eller administrativa frihetsberévanden?

3 Innebdr studien ett fysiskt ingrepp pa forskningspersoner (dven sddant D 0 g
som ingar i gangse rutiner, men ocksa &r del i forskningen)?

4 Ar syftet med studien att fysiskt eller psykiskt paverka 0O O =
forskningspersonerna (exempelvis behandla dvervikt)?

5 Innebar studien en uppenbar risk for skadlig paverkan (4§2 2003:460)
(exempelvis risk for fysiska skador eller risk att vicka traumatiska minnen D D E
till liv)?

6  Anvénds biologiskt material som kan harledas till en identifierbar individ O 0O =
eller avliden ménniska (exempelvis blodprov eller vivnadsprov)?

7 Kan frivilligheten ifragasattas (exempelvis utsatta grupper ssom barn,
personer med kognitiv nedsattning och psykisk funktionsnedsittning, 0O D [

eller personer i beroendestalining som patienter eller studenter i
férhallande till forséksledaren)?
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Kommer personer med begrinsad autonomi engageras (exempelvis
personer med kognitiva svarigheter, underdriga) dar férstaelsen for
innebdrden av samtycket dr begrénsat?

Innebir studien att informerat samtycke inte kommer att inh&mtas (det vill
séga forskningspersonerna kommer inte att fa full information om
undersdkningen och/eller majlighet att avsiga sig ett deltagande)?

Risker
Andra identifierade risker.
Deltagarval och social utsatthet

Deltagarna tillhdr en extra sarbar och utsatt grupp i samhillet
{minoritetsgrupp).

Upprittas ett personregister dir data kan kopplas till en fysisk person?
Informerat samtycke

Studien beskrivs s& att deltagarna férstar dess syfte och upplagg och vad
deltagande i projektet innebdr (exempelvis antal besdk, projektldngd, med
ldtt svenska utan fackuttryck).

Alla faktorer som kan paverka beslut om medverkan framgar klart.

Det stimmer att informationsbrevet inte innehaller gvertalande
formuleringar, inklusive “milt &vertalande” som utgar fran att persoenen
ska eller bor stélla upp utan att fullt visa respekt for valet (exempelvis "tack
pa férhand"”).

Det framgar att varden eller andra insatser inte paverkas av beslut om att
medverka eller avsta fran medverkan.

Frivillighet

Deltagandet i studien ar frivilligt och detta framgar tydligt i den skriftliga
informationen till patient eller forskningsperson.

Det framgdr tydligt att deltagare ndr som helst och utan angivande av skal
kan avbryta deltagandet utan att detta paverkar forskningspersonens
omhandertagande eller behandling eller, om studenter, betyg etc.

Konfidentialitet och deltagarnas sakerhet
Finns det skdl att utlova konfidentialitet i studien?

Det finns rutiner for att garantera konfidentialitet och integritet vid
datainsamlingen.

Om konfidentialitet &r utlovat, beskrivs resultatet pa ett sitt 53 att
deltagarna dr konfidentiella, det vill s3ga de kan ej identifieras efterat
(inklusive sma férutsattningar for sa kallad bakldnges-identifikation).

Forskningsresultat

Finns det skal att erbjuda deltagarna att fa ta del av forskningsresultatet?

Ja

|

O

Tveksamt

O

]

O

O

Om nagon av frdgorna 1-12 besvaras ja eller tveksamt, ska studien prévas vid den lokala
forskningsetiska kommittén, se del C.
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Del C: Ansokan om radgivande yttrande

Folj anvisningarna i punktlistan. Ansokan ska skrivas under handledning och ska signeras av
studenter och handledare. Texten far inte verskrida 1000 ord (Times New Roman, pkt 12,
radavstand 1,5).

e Beskriv projektet, inklusive bakgrund, syfte, forskningsfriga och metod.

e Beskriv vilka etiska problem som kan uppsta i samband med studien.

e Redogdr for risker som deltagandet kan medfora for forskningspersonerna (EPN 5:1).

e Redogor for mojlig nytta for de forskningspersoner som deltar i examenarbetet (EPN
5:2).

e Identifiera och precisera eventuella etiska problem som kan uppsta i ett vidare
perspektiv genom examensarbetet (EPN 5:3).

e Redogdr for hur etiska risker och problem ska hanteras.

Skriv under blanketten “Etisk egengranskning” och skicka den i pappersformat tillsammans med
svaren pa fragorna i del C till forskningsetiska kommitténs sekreterare. Skicka dven samtliga
dokument till sekreteraren i elektronisk form. Forskningsetiska kommitténs sammantrédestider
finns pa higskolans webbsida.

Ovanstaende fragor 4r noga genomgangna, sanningsenligt besvarade och diskuterade med
handledare.

Ort och datum: Mariestad och Jonkoping, 2020-04-17

Underskrift

lamyia ¢ ‘%‘phuc{

Namnfortydligande

Student/utférare: Carina Esplund

Student/utférare:

Student/utférare: ]
> R

Handledare: Emma Carlsson ( = / a1
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