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SAMMANFATTNING 

Xylen är ett starkt toxiskt ämne, som trots att dess hälsofarliga egenskaper länge varit kända, fortsatt 
har använts som klarningsmedel i den histologiska processen. Syftet med den här studien var att 
undersöka om det betydligt mindre hälsofarliga lösningsmedlet, Histolab Clear, kunde substituera xylen 
som klarningsmedel, utan att kompromissa med kvalitén på de histologiska glas som laboratoriet 
lämnar ut för granskning. Två serier med samma uppsättning vävnadsbitar preparerades och 
dehydrerades med var sitt klarningsmedel. Klossarna granskades och bedömdes utifrån snittbarhet, 
färgkvalité och snittkvalité. Vid jämförelse av de två serierna visades inga betydande skillnader inom 
något av bedömningsområdena. Att resultatet är likvärdigt inom alla tre bedömningsområden stärker 
slutsatsen att Histolab Clear är ett bra alternativ som xylensubstitut. Däremot visar studien även att 
klossarnas snittbarhet tydligt påverkas av tjockleken på den utskurna vävnadsbiten. Tjocka 
vävnadsskivor ger en sämre snittbarhet vilket kan påverka snittets kvalité. För att säkra snitt av hög 
kvalité med välbevarad morfologi, bör det vid utskärningen inte tas vävnadsskivor som är tjockare än 
fyra millimeter.  

Nyckelord: Dehydrering, snittbarhet, utskärning, vävnadsskiva 
 

  



 

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 länge använts som klarningsmedel vid dehydrering av histologiska preparat, men xylen är 
toxiskt både vid inandning och hudkontakt (1, 2). Histopatologiska laboratorier arbetar kontinuerligt 
med att förbättra arbetsmiljön och minska personalens exponering för hälsofarliga ämnen. Unilabs 
Histopatologiska laboratorium i Skövde har som miljömål att xylen ska fasas ut ur rutinverksamheten 
och ersättas med ett mindre toxiskt alternativ. Histolab Clear (HC) (Histolab products AB, Askim) är ett 
lösningsmedel som helt ska kunna ersätta xylen, både som klarningsmedel vid dehydreringen samt vid 
avparaffinering, produkten är även kompatibel med de vanliga xylenbaserade monteringsmedlen (3). I 
det inledande arbetet med utbytet av xylen mot HC på Histopatologen i Skövde har preparat som 
dehydrerats med HC inte hållit samma höga kvalitet som preparat dehydrerade med xylen. Klossarna 
är svårare att snitta, färgkvaliteten håller inte samma höga standard och preparat med fettvävnad 
lossnar ibland från glasen, speciellt vid immunohistokemiska (IHC) infärgningsmetoder. Tjockleken på 
vävnadsmaterialet verkar också påverka kvaliteten på dehydreringen och därmed också preparatets 
snittbarhet och färgningsegenskaper i större utsträckning när HC använts som klarningsmedel. Vid byte 
av klarningsmedel är det viktigt att optimera metoden utifrån de nya förutsättningarna, för att bibehålla 
en hög kvalitet på de histologiska objektglas som laboratoriet lämnar ut för bedömning. 
 

2. BAKGRUND 

2.1 Klarningsmedel vid dehydrering 

Vid dehydrering av formalinfixerade preparat används ett klarningsmedel som tillåter paraffin att 
impregnera vävnaden. Traditionella klarningsmedel påverkar vävnaden optiskt och gör den mer 
transparent vilket har gett upphov till att momentet kallas för klarning. De flesta moderna lösningar har 
inte egenskapen att göra vävnaden optiskt klarare, men de refereras fortfarande till som klarningsmedel. 
Många organiska lösningsmedel kan fungera som klarningsmedel och de har alla sina fördelar och 
nackdelar. Det finns flera viktiga egenskaper att ta hänsyn till vid val av klarningsmedel, som 
verkningshastighet, hur medlet påverkar vävnaden i form av krympning och hårdhet, medlets 
flampunkt, toxicitet och kostnad (4).     

Under lång tid var bensen (C6H6) det vanligaste klarningsmedlet på många laboratorier, 
men bensen är starkt toxiskt och individer som utsätts för ångorna har en förhöjd risk att utveckla 
leukemi (4-6). På 1950-talet ersattes bensen med xylen som ansågs vara ett säkrare alternativ, men 
redan på 1970-talet började studier visa att även xylen var starkt toxiskt (7). Xylen används förutom som 
klarningsmedel även vid avparaffinering av histologiska snitt inför färgning samt som komponent i 
monteringsmedel (8).  

 

2.2 Xylen, användning och egenskaper 

Xylen (𝐶6𝐻4(𝐶𝐻3)2 dimetylbensen) är ett aromatiskt kolväte bestående av en bensenring där två 
väteatomer är utbytta mot metylgrupper. Det finns tre isoformer av xylen, orto-, meta- och para-xylen 
(Figur 1).  Xylen med renhetsgrad av teknisk kvalitet, innehåller en kombination av dessa tre isoformer. 
Förutom bruk inom histopatologin har xylen också många användningsområden inom industrin, bland 
annat som lösningsmedel, förtunning av målarfärg, som komponent i fernissa och som 
rengöringsmedel. Inom vissa yrken finns en stor risk för exponering av xylen, till exempel för målare 
och laboratoriearbetare inom histopatologi (1).  
 

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



2 

 

Xylen klassificeras som hälsofarligt, arbetsmiljöverket har satt de hygieniska gränsvärden till: 
nivågränsvärde1 (NVG) 50 ppm, totalt 221 mg/m3. Korttidsgränsvärde2 (KTV) 100 ppm, totalt 442 
mg/m3. Ämnet är stabilt vid rumstemperatur och rekommenderad användning och hantering enligt 
säkerhetsdatabladet. Samtidigt är det också väldigt brandfarligt och kan reagera kraftigt med starka 
oxidationsmedel, till exempel salpetersyra (HNO3). Ångorna är tyngre än luft och kan sprida sig längs 
marken, de kan även bilda explosiva blandningar med luft. Xylen klassas inte som miljöfarligt då det är 
flyktigt och avdunstar snabbt vid spill och utsläpp, det bioackumuleras inte och har låg giftighet för både 
land- och vattenlevande organismer. Men xylen får ej släppas ut i avlopp utan ska tas om hand för 
destruktion enligt Avfallsförordningen (SFS 2011: 927), då avfall med flampunkt <55°C klassas som 
farligt avfall. Även förpackningar, produktrester och spill klassificeras som farligt avfall (10). 

2.2.1 Hälsorisker med xylen 

Det finns många studier gjorda på de toxologiska effekterna på kroppen vid exponering av xylen (1, 11). 
Vid inandning och oralt intag absorberas xylen snabbt, till viss del sker även ett dermalt upptag vid 
hudexponering. Ämnet distribueras systemiskt via blodet och i levern sker en biotransformation då 
endogena oxidaser katalyserar bildningen av metylbensoesyra genom oxidering av en metylgrupp. 
Genom konjugering med glycin bildas metylhippursyra som kan utsöndras via urin. Metylhippursyra i 
urin används som en biomarkör för xylenexponering (2, 12).  Efter exponering av xylen har merparten 
eliminerats av kroppen inom 18 timmar. Men vid långtidsexponering sker en ackumulering, i huvudsak 
i muskler och fettvävnad (1, 13).  
Xylens hälsoeffekt beror till stor del på exponeringsvägen. Den vanligaste vägen är genom inhalering av 
ångor (11). Vid kraftig exponering finns en risk för kemiskt inducerad aspirationspneumoni. Bland 
arbetare som långvarigt exponerats för xylen märks nedsatt lungfunktion och dyspné, samt en 
signifikant ökning av irritation i hals och näsa. Även gastrointestinala symtom som magont, illamående 
och kräkningar har rapporterats vid långvarig exponering av xylenångor, men dessa besvär var inte 
bestående utan avtog när exponeringen avslutades. Subjektiva neurologiska symtom som ångest, 
nedsatt koncentrationsförmåga, glömska 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 också visats ha högre halter av 
metylhippursyra i urinen (16-18). Dermal exponering för xylenångor kan hos vissa individer orsaka 
nässelutslag (19).  

Xylen används än idag som klarningsmedel i många laboratorier, trots att hälsoriskerna 
varit kända sedan 1970-talet (7). Många ämnen har testats i försök att substituera xylen i det 
histopatologiska arbetet, med mer eller mindre lyckade resultat (20-24). Bland annat har flera organiska 
oljor testats, där tallolja utmärkt sig som ett billigt och giftfritt alternativ (22). Flera kemiföretag har 
tagit fram mindre toxiska xylensubstitut för användning inom histopatologin, många av dessa baseras 
på alifatiska kolväten (7).  

 
2.3 Alternativa klarningsmedel 

HC är ett xylensubstitut baserat på olika isoparaffiniska kolväten (iso-aklaner C9-12) (25). På grund av 
sin molekylstruktur har HC en högre kokpunkt och en högre flampunkt än xylen, de hygieniska 
gränsvärdena är också högre för HC (Tabell 1). Enligt CLP-förordningen klassificeras både xylen och HC 
som brandfarliga, xylen är toxiskt både vid hudkontakt och aspiration av ångor medan HC enbart är 
farligt om produkten kommer ner i lungorna vid förtäring. HC kan också ge skadliga långtidseffekter på 
vattenlevande organismer, medan xylen inte har någon klassificering som miljöfarligt och bedöms ha 
en låg giftighet för land- och vattenlevande organismer (Tabell 1). Båda produkterna ska dock hanteras 
som miljöfarligt avfall (25, 26).  

I dagsläget finns inga studier publicerade specifikt för produkten HC, men andra 
xylensubstitut baserade på alifatiska kolväten har studerats. Generellt har dessa klarningsmedel svag 
doft, är inte oljiga, kan återvinnas, har låg risknivå och lämnar vävnaden mindre spröd än xylen gör. 
Däremot är de mindre effektiva för avparaffinering i färgningsprocessen och vissa är inte kompatibla 
med xylenbaserade monteringsmedel (7). Några produkter ger likvärdiga resultat som xylen vad gäller 
den histologiska morfologin, medan andra ger bättre resultat med mer välbevarade detaljer (24). En 

 
1 Hygieniskt gränsvärde för exponering under en arbetsdag, normalt åtta timmar. 
2 Hygieniskt gränsvärde för exponering under en referensperiod av 15 minuter. 
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studie som jämfört xylen med UltraClearTM, ett isoparaffiniskt kolväte (C11-12), som klarningsmedel, 
rapporterar att medlen är jämförbara vad gäller snittkvalitet och färgningskvalitet, både för 
rutinfärgning med hematoxylin och eosin (H&E) och för immunohistokemisk färgning. Studien 
rapporterar också att feta preparat (bröst och lipom) där UltraClearTM använts som klarningsmedel var 
svårare att snitta, troligtvis har inte produkten hunnit impregnera hela vävnaden. Därför 
rekommenderas längre tid i klarningsmedel för feta preparat (21).  

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

Egenskap Xylen Histolab Clear 
Kokpunkt 135-145 °C 150-220 °C 
Flampunkt 25 °C >40 °C 
Självantändningstemperatur 460 °C >200 °C 
Viskositet (v) 0,7 mm2/s 1-2,3 mm2/s 
Hygieniska gränsvärden NGV 221 mg/m3 

KTV 442 mg/m3 
NGV 350 mg/m3 
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  
Ämnets farliga egenskaper Brandfarlig vätska och ånga. 

Skadligt vid inandning och 
hudkontakt.  
Irriterar huden 

Brandfarlig vätska och ånga.  
Kan vara dödligt vid förtäring om 
det kommer ner i luftvägarna.  
Kan ge skadliga långtidseffekter på 
vattenlevande organismer. 

 

2.3.1 Metodoptimering 

Flödeshastigheten för en lösning genom vävnad är en omvänd funktion av medlets kinematiska 
viskositet (v) i centi-Stokes (cS = mm2/s), en högre viskositet ger alltså en lägre flödeshastighet genom 
vävnaden (7). Då HC har en högre viskositet än xylen innebär det att vävnaden behöver längre tid i 
klarningsmedel för att uppnå samma resultat (tabell 1). Det indikerar också att det utskurna preparatets 
tjocklek spelar roll för hur väl klarningsmedlet lyckas penetrera vävnaden.  

För att behålla en hög kvalitet på de histologiska objektglas som laboratoriet lämnar ut 
för diagnostisering, minska tidskrävande och kostsamma ombeställningar, samt underlätta 
snittningsarbetet, är det viktigt att optimera metoden efter de nya förutsättningarna vid byte av 
klarningsmedel. 

3. SYFTE 

Det primära syftet med studien var att jämföra xylen och Histolab Clear som klarningsmedel vid 
dehydrering och utvärdera hur de påverkar det histologiska preparatet med avseende på snittbarhet, 
färgkvalité och snittkvalité. Syftet var även att undersöka hur tjockleken på vävnadsmaterialet vid 
utskärningen påverkar resultatet av dehydreringen och därmed kvaliteten på det histologiska preparatet 
vid användning av xylen och HC.  
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4. MATERIAL OCH METOD  

 

4.1 Studiedesign 

För att jämföra xylen och HC som 
klarningsmedel preparerades två serier med 
samma uppsättning vävnadsbitar. 
Kassetterna i serierna dehydrerades med 
olika klarningsmedel och bäddades därefter 
in i paraffin till klossar. Samtliga klossar 
snittades och bedömdes för snittbarhet. 
Snitt färgade med H&E bedömdes sedan för 
färgkvalitet och snitt färgade med IHC 
bedömdes för snittkvalitet. Dessa tre 
bedömningsområden låg sedan till grund för 
en helhetsbedömning (Figur 2).  

 
 
Figur 2: Flödesschema över studiedesignen. 
Vävnad till 158 kassetter skars ut ur 13 preparat. 
Hälften dehydrerades med xylen och hälften med 
HC. Klossarna snittades och snitten färgades med 
hematoxylin och eosin (H&E) (n=202) samt 
immunohistokemisk (IHC) -färgning (n=72). En 
helhetsbedömning gjordes utifrån färgkvalité, 
snittkvalité och snittbarhet. 

 

 

4.2 Utskärning  

Formalinfixerade preparat av human vävnad från hud, bröst, colon, njure, portio och uterus användes i 
studien. Preparaten tillhandahölls av Unilabs histopatologiska laboratorium i Skövde och utgjordes av 
restmaterial från 13 färdigdiagnostiserade patientprover. Varje preparat med material från ett 
patientprov, avidentifierades och tilldelades ett löpnummer (nr. 1-13). Kassettpar med vävnadsbitar 
skars ut ur preparat 1-13 som vävnadsskivor 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 nålbiopsier (Tabell 2). Ett kassettpar utgjordes av två vävnadsbitar från samma 
preparat, vilka var så lika som möjligt avseende storlek, tjocklek och vävnadsinnehåll. De preparerade 
kassetterna i paret ingick i varsin serie och vävnadsbitarna dehydrerades antingen med xylen (serie X) 
eller HC (serie H) (Figur 3).  

Varje kassett tilldelades ett specifikt ID-nummer baserat på klarningsmedel (X = xylen, 
H = HC), preparat (löpnummer 1, 2, 3, osv.) och kassettpar (a, b, c, osv.). Exempelvis kommer 
vävnadsmaterialet i kassett X1a och kassett H1a från samma preparat och består av liknande 
vävnadsbitar, men de har genomgått dehydreringsprogram med olika klarningsmedel. Totalt 
förbereddes 114 rutinkassetter och 44 storsnittskassetter. Komplett preparatlista redovisas i Bilaga 1. 

 



5 

 
Figur 3: En schematisk bild över utskärning av preparaten. Preparat, uppmärkta med löpnummer 1-13, avser 
restmaterial från ett patientprov. Ur detta skars par av vävnadsbitar (a, b, c, osv.) i olika storlekar och tjocklekar, 
dessa vävnadsbitar utgör ett kassettpar. En kassett från 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. H1a). 
 
 
Tabell 2: Antal kassetter med olika typer av vävnad från preparat 1-13, rutinkassetter (RK) och storsnittskassetter 
(SK) samt antal kassetter innehållandes vävnadsskivor av tjocklekarna tunn (T), mellan (M) och tjock (Tj), 
respektive provexcision (Px) och nålbiopsi (NB). 

Preparat 
(löp-nr.) 

Vävnad Provtyp Tjocklek 
T, M, Tj, Px, NB 

(antal kassetter) 

RK 
(antal) 

SK 
(antal) 

Kommentar 

1-5 Hud Excision T – 18 
M – 4 
Tj – 2 

24 - 4 bitar med förändring, 
20 bitar utan förändring. 

Varierande grad av 
underhudsfett. 

6-7, 13 Bröst Resektat T – 12 
M – 8 
Tj – 12 

NB – 10 
 

26 16 Mycket feta preparat 
med hud. 

3-4 NB per kassett. 

8 Colon Resektat T – 4 
M – 4 
Tj – 4 
Px – 8 

 

14 6 Tarmvägg 

9 Njure Nefrektomi T – 12 
M – 18 
Tj – 6 

 

18 18 Njurvävnad, fettvävnad 
och tumörvävnad. 8 RK 

och 16 SK innehöll 
tumörvävnad. 

10 
 
 

Portio 
 

Konisering Px – 8 
 

8 - 5 Px per kassett. 

11 
 
 
 

Endometrium 
(från preparat 12) 

 

Hysterektomi Px – 8 8 - 5 Px per kassett 

12 Uterus Hysterektomi T – 16 
M – 4 

 

16 4 Till stor del neoplastisk 
vävnad av livmodervägg. 

Totalt   T – 62 
M – 38 
Tj – 24 
NB – 10 
Px - 24 

114 44  
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4.3 Dehydrering och bäddning 

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, Nederländerna).  

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

 

4.4 Rutinfärgning 

För rutinfärgning togs ett snitt (4 µm) till ett glas per rutinkloss. Från samtliga storsnittsklossar togs ett 
snitt (4 µm) på två olika djup, till två glas per kloss. Dessa färgades med Hematoxylin och Eosin (H&E) 
i instrumentet Dako Cover Stainer (Agilent Technologies inc. USA). Rutinglasen monterades med 
täckglas automatiskt i instrumentet medan storsnittsglasen monterades manuellt med Pertex 
monteringsmedel (Histolab Products AB, Askim). Protokoll för färgningen redovisas i Bilaga 2c. 
 

4.5 Immunohistokemisk färgning 

Immunohistokemisk färgning utfördes med instrumentet Dako Omnis (Agilent Technologies inc. USA) 
på glas (FLEX IHC Microscope slides, Dako) som förpreparerats med snitt av positiv kontrollvävnad 
(Tabell 3). Protokoll för samtliga IHC-färgningar redovisas i Bilaga 2c. 

Från två klosspar med hud (X4a/H4a, X5b/H5b) togs 5 µm tjocka snitt till sex glas per 
kloss. Färgningen utgjordes av antikroppar som normalt används för diagnostisering och klassificering 
av malignt melanom, Sox-10, HMB och MelA. Varje färgning utfördes på två glas från varje kloss.  

Från tre par storsnittsklossar med bröstvävnad (X6d/H6d, X6F/H6f, X7d/H7d) och två 
klossar med nålbiopsier från preparat 13 (X13a, H13b), togs 5 µm tjocka snitt till sex glas per kloss. 
Färgningen utgjordes av en bröstpanel som är standard vid diagnostisering och behandlingsplanering 
vid bröstcancer, bestående av antikropparna ER, PR, Her2, ECAD, Ki67, samt dubbelfärgning med 
P63/SMM. Varje färgning gjordes på ett glas från varje kloss. 
 

Tabell 3. De antikroppar som använts för IHC-färgning, vilken målstruktur de detekterar, samt vilken 
kontrollvävnad som användes i studien (27). 

Antikropp Målstruktur  Positiv 
kontrollvävnad  
(Namn på kontroll) 

Sox-10 Sox-10 är en transkriptionsfaktor i cellkärnan i vissa celler.  Malignt melanom 
(HMB) 

HMB-45.  Melanosome, klon HMB-45, är ett cytoplasmaantigen i vissa melanocyter.  Malignt melanom 
(HMB) 

MelA MelanA är ett cytoplasmaantigen i melanocyter.  Malignt melanom  
(HMB) 

ER Märker in östrogenreceptorer.  Brösttumör, cervix 
(ER/PR) 

PR  Märker in progesteronreceptorer som finns i cellkärnan i vissa celler.   Brösttumör, cervix 
(ER/PR) 

Her2 HER-2 är en receptor som kan uttryckas i tumörvävnad, till exempel vid 
viss bröstcancer.  

Brösttumör 
(Her2) 

ECAD E (epithelial)-cadherin är en transmembran additionsmolekyl i 
epitelceller.  

Ventrikel 
(ECAD)  

Ki67 Ki-67 är ett nukleärt protein.  Appendix, tonsill,  
lever, njure 
(Multiblock-1)  

P63-SMM.  P63 uttrycks i cellkärnan i vissa basalceller.  
SMM, Smooth muscle myosin, är ett cytoplasmaprotein i 
glattmuskelceller.  

Prostata, thyreoidea, 
pancreas, placenta 
(Multiblock-2) 
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4.6 Granskning och bedömning 

Varje kloss bedömdes utifrån snittbarhet, färgkvalité och snittkvalitet (Tabell 4). Granskning av de 
färdiga glasens snittkvalité och färgkvalité utfördes i samarbete med en patolog. För att säkra en objektiv 
bedömning var patologen inte informerad om studiens syfte eller upplägg.  

4.6.1 Snittbarhet 

I samband med snittningsarbetet bedömdes klossarnas snittbarhet, enligt kriterierna: lätt att snitta, 
vissa problem att snitta eller betydande problem att snitta. Där ”vissa problem att snitta” innebar att 
snittet lätt gick sönder, men att det med åtgärder som att kyla, värma eller blöta klossen ändå gick att få 
ett fint snitt. ”Betydande problem att snitta” innebar att snittet lätt gick sönder och att det trots 
ovanstående åtgärder ändå inte gick att få ett fint snitt, utan trasiga snitt fick accepteras (Tabell 4). 

4.6.2 Färgkvalitet 

Färgkvalitén för H&E bedömdes i sex steg enligt Equalis bedömningsskala för kvalitetskontroller3, från 
”ej bedömbar” till ”optimal färgning av kärnor och övriga vävnadsstrukturer”.  Där optimal färgning av 
kärnor innebar klara och fina kärnor med synlig kromatinstruktur. Optimal färgning av övriga 
vävnadsstrukturer innebar förekomst av tre nyanser av rosa med tydlig skillnad mellan muskel, bindväv 
och erytrocyter (Tabell 4).  

4.6.3 Snittkvalitet 

På de glas som genomgått IHC-färgning granskades kontrollsnitten för att bedöma kvalitén på 
infärgningen och godkänna körningen. Då de vävnader som ingick i studien inte innehöll alla de 
strukturer som färgningen riktades mot, bedömdes inte färgkvalitén på dessa snitt utan bara 
snittkvalitén.  Bedömningen av snitt färgade med IHC bestämdes till en fyrgradig skala baserad på hur 
väl vävnaden bevarats och förekomst av artefakter. ”Ej bedömbar” innebar att snittet hade omfattande 
artefakter, vävnaden var så påverkad att avläsning inte kunde ske. ”Svårbedömbar” innebar att snittet 
hade måttliga artefakter, vävnaden var påverkad, avläsning kunde ske med viss svårighet. ”Bedömbar” 
innebar förekomst av artefakter, vävnaden var lätt påverkad, utan att det försvårade avläsningen. 
”Optimal” innebar att inga artefakter fanns och att vävnaden var opåverkad (Tabell 4). 
 

Tabell 4. Kriterier och poängsystem för bedömning av snittbarhet, färgkvalitet och snittkvalitet. Snittbarheten 
bedömdes med 1-3 poäng, färgkvalité bedömdes med 1-6 poäng och snittkvalité bedömdes med 1-4 poäng. 

Område                  Kriterier (poäng) Max (poäng) 

Snittbarhet − Betydande problem att snitta (1 p.) 

− Vissa problem att snitta (2 p.) 

− Inga problem att snitta (3 p.) 

3 

Färgkvalité H&E − Ej bedömbar (1 p.) 

− Svårbedömbar pga. artefakter (2 p.) 
− Suboptimal färgning av kärnor och övriga 

vävnadsstrukturer (3 p.) 

− Suboptimal färgning av kärnor men optimal färgning av 
övriga vävnadsstrukturer (4 p.) 

− Optimal färgning av kärnor men suboptimal färgning av 
övriga vävnadsstrukturer (5 p.) 

− Optimal färgning av kärnor och övriga vävnadsstrukturer 
(6 p.) 

6 

Snittkvalité IHC − Ej bedömbar (1 p.) 

− Svårbedömbar (2 p.) 
− Bedömbar (3 p.) 

− Optimal (4 p.) 

4 

 
3 Del av internt utskick inom Equalis program för extern kvalitetskontroll och kompetensbedömning inom 
medicinsk diagnostik (www.equalis.se). 
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4.6.4 Helhetsbedömning 

Klossar som vid granskning fick 3 poäng i snittbarhet, 5-6 poäng i färgkvalité och 4 poäng i snittkvalité 
bedömdes hålla en god kvalité. Klossar med bedömning 1-2 poäng i snittbarhet, 2-4 poäng i färgkvalité 
och 2-3 poäng i snittkvalité bedömdes hålla en acceptabel kvalité. Och klossar som vid granskning fick 
1 poäng (ej bedömbar) i färgkvalité eller snittkvalité bedömdes vara av oacceptabel kvalité (Tabell 5).  

 
Tabell 5. Utifrån antalet poäng som klossarna tilldelats inom granskningsområdena, snittbarhet (1-3 poäng), 
färgkvalité (1-6 poäng) och snittkvalité (1-4 poäng), bedömdes de hålla oacceptabel, acceptabel eller god kvalité.  

Bedömning Snittbarhet  
(poäng) 

Färgningskvalité  
(poäng) 

Snittkvalité  
(poäng) 

Oacceptabel kvalité  1 1 
Acceptabel kvalitet 1-2 2-4 2-3 
God kvalité 3 5-6 4 

 

4.7 Databearbetning 

Kolmogorov-Smirnov-test genomfördes för analys av fördelningen av data inom samtliga tre 
bedömningsområden. För jämförelser mellan klossarna i klossparen, mellan serie X och serie H, 
användes Wilcoxon Signed Rank Test för relaterade variabler. Spearmans rangkorrelation användes för 
att undersöka sambandet mellan klosstyp (RK, SK), vävnadsskivans tjocklek (T, M, Tj) och klossarnas 
resultat inom de tre bedömningsområdena. För samtliga analyser användes programvaran SPSS 
Statistics vs. 26 (IBM, New York, USA) och ett p-värde <0,05 ansågs vara statistiskt signifikant.  
 
 

4.8 Etiska överväganden 

Samtliga vävnadspreparat som användes i studien var färdigdiagnostiserade och eventuella patologiska 
fynd förutsattes vara kända sedan tidigare och därmed inte aktuella för vidare diagnostisering. Preparat 
som användes i studien omfattas av biobankslagen, där patienterna har gett sitt medgivande till att 
materialet får användas för utbildning, utveckling och forskning. Patienternas anonymitet garanterades 
genom att allt material avidentifierades vid utskärningsmomentet och i ett senare skede inte kan spåras 
tillbaka till patienten. Etisk egengranskning har gjorts enligt Hälsohögskolans riktlinjer i samråd med 
ansvarig lärare (Bilaga 3). 
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5. RESULTAT 

För att jämföra hur klarningsmedlen xylen och Histolab Clear påverkar det histologiska preparatet, 
granskades och poängsattes klossar inom bedömningsområdena snittbarhet, färgkvalité och 
snittkvalité. Vidare undersöktes hur tjockleken på vävnadsskivorna i klossarna påverkar resultatet.  

 

5.1 Snittbarhet 

Snittbarheten bedömdes för totalt 158 klossar i serie X (n=79) och serie H (n=79). Av dessa uppnådde 
96 klossar 3 poäng (inga problem att snitta), 42 klossar fick 2 poäng (vissa problem att snitta) och 20 
klossar fick 1 poäng (betydande problem att snitta). Ingen signifikant skillnad visades mellan klossar i 
samma klosspar, poängfördelningen mellan serie X och serie H var jämn (Tabell 6). 

Inom var serie granskades korrelationen mellan klossarnas snittbarhet och tjockleken på 
vävnadsskivor, i kategorierna tunn, mellan och tjock (N = 62). I serie X fanns ett säkerställt samband (r 
= -0,515, p <0,05) mellan tunnare vävnadsskivor och högre poäng för snittbarhet. Även i serie H 
korrelerade tunnare vävnadsskivor och en högre poäng för snittbarhet (r = -0,455, p <0,05) (Tabell 6, 
Figur 4). 

Ett säkerställt samband sågs också mellan klosstyp (RK, SK) och snittbarhet inom båda 
serierna. I serie X (N = 79, r = -0,470, p <0,05), fick 27,3% av storsnittsklossar bedömningen ”inga 
problem att snitta” (3 poäng). För rutinklossar fick 75,4% samma bedömning. Inom serie H (N = 79, r = 
-0,441, p <0,05), fick 23,7% av storsnittsklossar 3 poäng. Av rutinklossar fick 71,9% 3 poäng (Tabell 6). 

 

 

Figur 4. Procentuell fördelning av antalet klossar inom respektive tjocklekskategori, tunn, mellan, tjock, som fått 
bedömningen ”inga problem att snitta” (3 poäng), ”vissa problem att snitta” (2 poäng) samt ”betydande problem 
att snitta” (1 poäng), fördelat på serie X och serie H. 
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Tabell 6. Snittbarhet för klossar i serie X (n = 79) och serie H (n = 79) bedömdes som ”inga problem att snitta” (3 
poäng), ”vissa problem att snitta” (2 poäng) samt ”betydande problem att snitta” (1 poäng). Poängfördelningen 
inom kategorierna Tjocklek (klossar med tunna, mellantjocka och tjocka vävnadsskivor, samt nålbiopsi och 
provexcisioner (Px)) och Klosstyp (rutinklossar (RK) och storsnittsklossar (SK)) visas i antal och procent. Studien 
visade en säkerställd korrelation mellan vävnadsskivans tjocklek och klossens snittbarhet, samt mellan klosstyp och 
snittbarhet (skuggade fält). 

 

 Snittbarhet Serie X 

 
 

Kategori Poäng: 3 2 1 Totalt antal 

Tunn         
                     

Antal 
% 

22 
71,0 

8 
25,8 

1 
3,2 

31 
100% 

Mellan  Antal 
% 

8 
42,1 

10 
52,6 

1 
5,3 

19 
100% 

Tjock  Antal 
% 

2 
16,7 

2 
16,7 

8 
66,7 

12 
100% 

 Totalt 32 20 10 62 

Nålbiopsi Antal 5 - - 5 

Px Antal 12 - - 12 

Totalt antal  49 20 10 79 

RK Antal 
% 

43 
75,4 

11 
19,3 

3 
5,3 

57 
100% 

SK Antal 
% 

6 
27,3 

9 
40,9 

7 
31,8 

22 
100% 

Totalt antal  49 20 10 79 

 
  Snittbarhet Serie H 

 
 

Kategori Poäng: 3 2 1 Totalt antal 

Tunn Antal 
% 

21 
67,7 

9 
29,0 

1 
3,2 

31 
100% 

Mellan Antal 
% 

7 
36,8 

9 
52,6 

3 
10,5 

19 
100% 

Tjock Antal 
% 

3 
25,0 

2 
16,7 

7 
58,3 

12 
100% 

 Totalt 31 20 11 62 

Nålbiopsi Antal 4 1 - 5 

Px Antal  12 - - 12 

Totalt antal  47 22 10 79 

RK Antal 
% 

41 
71,9 

13 
22,8 

3 
5,3 

57 
100% 

SK Antal 
% 

6 
27,3 

9 
40,9 

7 
31,8 

22 
100% 

Totalt antal  47 22 10 79 

Serie X & H 
Totalt 
antal 

96 42 20 158 
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5.2 Färgkvalitet 

Kvalitén på färgningsresultatet med H&E bedömdes på 202 glas från 158 klossar. Ingen signifikant 
skillnad visades på kvalitén vid jämförelse av relaterade glas från serie X och serie H. Tabell 7 visar att 
en övervägande majoritet av glasen i både serie X och serie H fick bedömningen ”Optimal färgning av 
kärnor och övriga vävnadsstrukturer (6 poäng). Endast glas från ett klosspar (X1d/H1d) fick 
bedömningen ”Svårbedömbar pga. artefakter” (2 poäng). Detta för att snittet innehöll väldigt lite celler. 
Ett glas i serie X fick bedömningen ”Suboptimal färgning av kärnor men optimal färgning av övriga 
vävnadsstrukturer” (4 poäng), på grund av för mörkt infärgade kärnor. De glas i serie X med 
bedömningen ”Optimal färgning av kärnor men suboptimal färgning av övriga vävnadsstrukturer” (5 
poäng), motiverades samtliga med att bakgrundsfärgen var blekt rosa. Av de sex glas i serie H med 
samma bedömning, fick två motiveringen att bakgrundsfärgen var blekt rosa och fyra glas att snittet 
antagit en blå färg (Figur 5). 

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

Tabell 7. Färgkvalitén på snitt från klossar i serie X och serie H bedömdes utifrån en sexgradig skala där 6 poäng 
innebar optimal infärgning och 1 poäng innebar att snittet ej var bedömbart. Tabellen visar poängfördelningen för 
färgkvalité, uppdelat på tjocklekskategori: tunn, mellan och tjock, samt nålbiopsi och provexcisioner (Px).  

 

Färgkvalité Serie X 

 

Poäng: 
Kategori 

6 
(antal) 

5 
(antal) 

4 
(antal) 

3 
(antal) 

2 
(antal) 

1 
(antal) 

 
Totalt antal 

Tunn 33 4 1 - 1 - 39 
Mellan 24 2 - - - - 26 
Tjock 19 - - - - - 19 
Nålbiopsi  4 1     5 
Px 8 4     12 
Totalt antal 88 11 1 - 1 - 101 

 

Färgkvalité Serie H 

 

Poäng: 
Kategori 

6 
(antal) 

5 
(antal) 

4 
(antal) 

3 
(antal) 

2 
(antal) 

1 
(antal) 

 
Totalt antal 

Tunn 37 1 - - 1 - 39 
Mellan 24 2 - - - - 26 
Tjock 16 3 - - - - 19 
Nålbiopsi 3 2 - - - - 5 
Px 10 2 - - - - 12 
Totalt antal 90 10 - - 1 - 101 

Serie X & H 
totalt 

 
178 

 
21 

 
1 

  
2 

  
202 

 
 
 

 
Figur 5. Exempel på snitt från tre klossar som bedömts med lägre än 6 poäng för färgkvalité. Alla tre klossar 
innehåller njurvävnad från samma preparat. X9m bedömdes med 5 poäng på grund av att bakgrundsfärgen var 
blekt rosa. H9q fick samma bedömning med motiveringen att snittet antagit en blå färgton. X9j fick bedömningen 
”Suboptimal färgning av kärnor men optimal färgning av övriga vävnadsstrukturer” (4 poäng), på grund av för 
mörkt infärgade kärnor med otydlig kromatinstruktur. 
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5.3 Snittkvalitet 

Vid granskning av snittkvalitén på glas som färgats med IHC-färgning fick majoriteten av glasen 
bedömningen ”Optimal” (4 poäng). Av totalt 72 glas fick tio bedömningen ”bedömbar” (3 poäng). Inget 
glas bedömdes som ”svårbedömbar” (2 poäng) eller ”ej bedömbar” (1 poäng). I Tabell 8 sammanfattas 
poängfördelningen för glasen till de enskilda preparaten. Av glas med snitt av hud, som fått tre poäng, 
var ett infärgat med MelanA (X4a) och två med HMB (X4a, H4a). Av glas med snitt av bröstvävnad fick 
preparat H6d, tre poäng på samtliga glas förutom glaset med Her2 som uppnådde fyra poäng. Därutöver 
bedömdes ytterligare två glas med snitt av bröstvävnad till tre poäng, ett med P63/SMM (X6d) och ett 
med Ecad (H7d). 

Genom att summera poängen för samtliga sex glas från varje kloss, räknades en 
totalpoäng ut. Denna låg sedan till grund för efterföljande statistiska beräkningar. Vid jämförelse av 
totalpoängen för klossarna i serie X och serie H visades ingen statistiskt signifikant skillnad mellan 
relaterade glas. Inte heller vid granskning av korrelationen mellan klossarnas totalpoäng och 
vävnadsskivans tjocklek visades något säkerställt samband.  

 
 
Tabell 8. Poängfördelning för snittkvalité på glas som färgats med IHC-infärgning, vilken tjocklek vävnadsskivan 
i klossen tillhörde, tunn (T), mellan (M) eller tjock (Tj), antalet glas från varje kloss som fått bedömningen ”optimal” 
(4 poäng) eller ”bedömbar” (3 poäng). Summan av poäng för samtliga sex glas från varje kloss utgör klossens 
totalpoäng för snittkvalité.  

IHC-
infärgning 

 
Preparat-ID 

 
Tjocklek 

4 poäng 
(antal glas) 

3 poäng 
(antal glas) 

 
Totalpoäng 

HMB, Sox10, 
MelanA 

(Hud) 

X4a T 4 2 22 

H4a T 5 1 21 
X5b M 6 - 24 

H5b M 6 - 24 

 
 

ER, PR, Her2, 
Ecad, Ki67, 
P63/SMM 

(Bröst) 

X6d T 5 1 21 
H6d T 1 5 16 

X6f Tj 6 - 24 

H6f Tj 6 - 24 

X7d T 6 - 24 

H7d T 5 1 21 

X13a NB 6 - 24 

H13b NB 6 - 24 

Totalt  12 klossar  62 10  

 

 

5.4 Helhetsbedömning 

Vid sammanställning av klossarnas poäng inom de tre bedömningsområdena fick ingen kloss 
bedömningen ”oacceptabel kvalité”, 78 klossar bedömdes hålla acceptabel kvalité och 80 klossar 
bedömdes hålla god kvalité. Fördelningen mellan serie X och serie H var jämn, ingen signifikant skillnad 
visades mellan klossar i samma klosspar (Tabell 9). 

Inom både serie X (r = -o,382, p <0,05) och serie H (r = -0,432, p <0,05) visades ett 
säkerställt samband mellan klossarnas helhetsbedömning och vävnadsskivans tjocklek (tunn, mellan, 
tjock, N = 62). Klossar med tunnare vävnadsskivor bedömdes i högre grad hålla ”god kvalité” och de 
med tjockare vävnadsskivor bedömdes i högre grad vara av ”acceptabel kvalité”. I både serie X och serie 
H bedömdes 64,5% av klossar med tunna vävnadsskivor hålla god kvalité, av de med mellantjocka 
vävnadsskivor bedömdes 36,8% hålla god kvalité, och av de med tjocka vävnadsskivor fick 16,7% i serie 
X och 8,3% i serie H, samma bedömning (Figur 6).  

Ett samband sågs också mellan klosstyp och helhetsbedömning inom båda serierna. I 
serie X (n = 79, r = -0,347, p <0,05), bedömdes 22,7% av storsnittsklossar hålla god kvalité. För 
rutinklossar fick 61,4% samma bedömning. Även inom serie H (n = 79, r = -0,347, p <0,05), bedömdes 
22,7% av storsnittsklossar hålla ”god kvalité”. Av rutinklossar fick 61,4% samma bedömning (Tabell 9). 
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Figur 6. Procentuell fördelning av antal klossar inom respektive tjocklekskategori: tunn, mellan, tjock, som fått 
helhetsbedömningen ”acceptabel kvalité” eller ”god kvalité”, fördelat på serie X och serie H. 
 

Tabell 9. Antal klossar med bedömningen ”god kvalité” eller ”acceptabel kvalité” inom kategorierna Tjocklek 
(klossar med tunna, mellantjocka och tjocka vävnadsskivor, samt nålbiopsi och provexcisioner (Px), och Klosstyp 
(rutinkloss (RK) och storsnittskloss (SK)), inom serie X och serie H. Studien visade en säkerställd korrelation mellan 
vävnadsskivans tjocklek och klossens helhetsbedömning, samt mellan klosstyp och helhetsbedömning (skuggade 
fält). 

  Helhetsbedömning Serie X  

Kategori  God kvalité Acceptabel kvalité Totalt antal 
Tunn         
                     

Antal 
% 

20 
64,5 

11 
35,5 

31 
100% 

Mellan  Antal 
% 

7 
36,8 

12 
63,2 

19 
100% 

Tjock  Antal 
% 

2 
16,7 

10 
83,3 

12 
100% 

 Totalt 29 33 62 

Nålbiopsi Antal 3 2 5 
Px Antal 8 4 12 

Totalt antal  40 39 79 

RK Antal 
% 

35 
61,4 

22 
38,6 

57 
100% 

SK Antal 
% 

5 
22,7 

17 
77,3 

22 
100% 

Totalt antal  40 39 79 

  Helhetsbedömning Serie H  

Kategori  God kvalité Acceptabel kvalité Totalt antal 

Tunn Antal 
% 

20 
64,5 

11 
35,5 

31 
100% 

Mellan Antal 
% 

7 
36,8 

12 
63,2 

19 
100% 

Tjock Antal 
% 

1 
8,3 

11 
91,7 

12 
100% 

 Totalt 28 34 62 
Nålbiopsi Antal  2 3 5 
Px Antal 10 2 12 
Totalt antal  40 39 79 

RK Antal 
% 

35 
61,4 

22 
38,6 

57 
100% 

SK Antal 
% 

5 
22,7 

17 
77,3 

22 
100% 

Totalt antal  40 39 79 

Serie X & H Totalt  80 78 158 
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6. DISKUSSION 

Syftet med denna studie var att undersöka eventuella skillnader i kvalitén mellan histologiska preparat 
som dehydrerats med antingen xylen eller HC som klarningsmedel. Det gjordes genom att bedöma 
klossarnas snittbarhet, snittens färgkvalité och snittkvalitén. Att byta ut xylen som klarningsmedel mot 
HC är ett viktigt steg i arbetet med att minska personalens exponering för toxiska kemikalier på det 
histopatologiska laboratoriet. Samtidigt är det av största vikt att de glas som laboratoriet lämnar ut för 
bedömning håller en fortsatt hög kvalité. Då HC har en lägre viskositet än xylen och därmed inte samma 
förutsättningar att lyckas infiltrera vävnaden vid dehydreringen, utvärderades också hur 
vävnadsbitarnas tjocklek påverkade dehydreringsresultatet. Detta genom att jämföra klossarnas 
snittbarhet, färgkvalité och snittkvalité i förhållande till tjockleken på de utskurna vävnadsskivorna.  

Resultatet visade inte på några skillnader inom något av de tre bedömningsområdena, 
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 
därför är att föredra på grund av dess lägre toxicitet.  

Samtidigt visade studien en tydlig korrelation mellan klossarnas snittbarhet och 
tjockleken på vävnadsskivan. Resultatet var likvärdigt i de båda serierna, tjocka skivor (8-10 mm) fick 
betydligt lägre bedömning inom snittbarhet än tunna skivor (2-4 mm) (Tabell 6, Figur 4). Dock visade 
resultatet inte att tjockleken på de utskurna vävnadsskivorna påverkar vare sig färgresultatet eller 
snittkvalitén.  

 

6.1 Resultatdiskussion 

Resultatet visade att klossar innehållandes tjocka vävnadsskivor generellt var svårare att snitta än 
klossar som innehöll tunna vävnadsskivor. Svårsnittade klossar kräver en större insats av personalen 
som ska utföra snittningen, vilket resulterar i att momentet tar längre tid. Om många klossar kräver en 
längre handläggningstid skulle det kunna påverka laboratoriets svarstider negativt. Detta skulle i sin tur 
kunna få konsekvenser för tiden det tar innan en diagnos kan ställas och i längden äventyra 
patientsäkerheten. De klossar som i denna studie bedömdes som problematiska att snitta (1-2 poäng), 
fick framförallt kommentarer om att snitten lätt gick sönder, feta bitar krackelerade, samt svårigheter 
med att få hela snitt. Även om vävnadsskivans tjocklek i sig inte påverkar snittens färgkvalité och 
snittkvalité och därmed försvårar patologernas arbete med att granska snitten och ställa diagnos. Så kan 
svårsnittade klossar resultera i artefakter som försämrar bevarandet av morfologin och därigenom bidra 
till en sämre kvalité på det histologiska preparatet (28).   

Alwahaibi et. al. publicerade 2018 en rapport där UltraClearTM, ett isoparaffiniskt kolväte 
likt HC, utvärderades som xylensubstitut. Studiens konklusion var att medlen var ekvivalenta vad gäller 
snittkvalitet och färgningskvalitet, både för rutinfärgning med H&E och för IHC-färgning. Men studien 
rapporterar också att feta preparat (bröst och lipom) där UltraClearTM använts som klarningsmedel var 
svårare att snitta än de som dehydrerats med xylen. Precis som HC har UltraClearTM en lägre viskositet 
och författarnas teori var att medlet inte hunnit impregnera hela vävnaden. De rekommenderade därför 
förlängd inkubationstid i klarningsmedel för feta preparat (21). Men även för lång inkubering i 
klarningsmedel kan göra vävnaden spröd och svårare att snitta (28). I denna studie var det dock ingen 
skillnad mellan preparat som dehydrerats med olika klarningsmedel, endast vävnadsskivans tjocklek 
påverkade klossens snittbarhet. 

Av 202 granskade snitt bedömdes 178 ha en optimal färgkvalité (6 poäng), av dessa kom 
88 snitt (49%) från klossar som varit problematiska att snitta (1-2 poäng). Av de resterande 24 snitt, 
som fick fem poäng eller lägre för färgkvalité, kom 8 snitt (33%) från klossar med 1-2 poäng för 
snittbarhet. Detta indikerar att färgkvalitén på snittet inte är beroende av en god snittbarhet. Av de snitt 
som tilldelats fem poäng eller lägre för färgkvalité fick endast ett klosspar (X1d/H1d) bedömningen 
”Svårbedömbar pga. artefakter” (2 poäng). Detta för att snittet innehöll väldigt lite celler, troligtvis 
bestod vävnaden enbart av sårskorpa då vävnadsbiten kom från en hud med förändring.  

I serie X fick elva snitt fem poäng. Samtliga med motivationen att bakgrunden var för 
ljust infärgad, färgen var blekrosa istället för tre olika nyanser av rosa. Ett snitt fick fyra poäng på grund 
av att kärnorna var mörkt lila och kromatinstrukturen därmed inte var tydlig. I serie H fick tio snitt fem 
poäng, sex snitt på grund av blekrosa bakgrundsfärg och fyra på grund av att snittet antagit en blå färg 
(Figur 5). Samtliga av de snitt som fått blå färg var storsnitt av mellantjocka eller tjocka vävnadsskivor. 
Trots att blåfärgning inte uppträdde på en större andel av storsnitten så ger detta en indikation på att 
tjocka vävnadsskivor kan bidra till försämrad färgkvalité på storsnitt vid användning av HC som 
klarningsmedel.  
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Inte heller inom bedömningsområde snittkvalité visades någon skillnad mellan serie X 
och serie H. Samtliga snitt bedömdes med ”optimalt” (4 poäng) eller ”bedömbart” (3 poäng). Den 
vanligaste orsaken till att ett snitt inte uppnådde fyra poäng var fragmentering, att delar av snittet inte 
höll ihop, vilket påverkade bevarandet av morfologin. Fettrika delar av vävnaden var mer utsatt än 
annan vävnad. Fragmenteringen bedömdes däremot inte påverka avläsningen av snittet och möjligheten 
att ställa diagnos. Vid jämförelse av klossarnas totalpoäng för snittkvalitén i förhållande till 
vävnadsskivans tjocklek, fick de klossar som innehöll mellantjocka (n=2) och tjocka (n=2) 
vävnadsskivor 24 poäng, vilket innebar maxpoäng. Av klossar som innehöll tunna vävnadsskivor var det 
bara en av sex klossar som fick 24 poäng, av de andra fem klossarna fick tre 21 poäng, en fick 22 poäng 
och en fick 16 poäng (Tabell 8). Antalet klossar som jämförts är för begränsat för att kunna dra några 
säkra slutsatser, men resultatet tyder på att vävnadsskivans tjocklek inte påverkar snittkvalitén vid IHC-
färgning på ett negativt sätt.  

Att resultatet blev likartat inom samtliga bedömningsområden, oberoende av vilket 
klarningsmedel som använts, stärker resultatets trovärdighet. Helhetsbedömningen av klossarna, där 
alla tre bedömningsområden vägs samman (Tabell 9), visar tydligt att xylen och HC ger likvärdiga 
resultat på det histologiska preparatet. Exakt lika många klossar i serie X och serie H har fått 
helhetsbedömningen ”god kvalité” och ”acceptabel kvalité”. Uppdelat på klosstyp har en majoritet av 
rutinklossarna fått helhetsbedömningen ”god kvalité”, samtidigt som en minoritet av storsnitten har fått 
samma bedömning. Detta förklaras genom att storsnitten varit svårare att snitta, bara 27% (12/44) av 
storsnittsklossar fick bedömningen ”Inga problem att snitta” (3 poäng), jämfört med 74% (84/114) av 
rutinklossar (Tabell 6). Det är möjligt att den individuella kompetensen hos personen som utförde 
snittningsarbetet påverkade bedömningen att storsnitt var svårare att snitta. Men att minska 
användningen av storsnitt skulle även ha andra positiva effekter. Storsnittsklossar kräver 
specialbehandling inom flera steg. Vid snittning behöver mikrotomen förberedas för att hantera en 
större kloss och specialglas måste användas. Färgningsinstrumentet, Dako Cover Stainer, kan inte 
automatiskt montera täckglas på storsnittsglas, det måste ske manuellt. Vidare kan inte storsnittsglas 
användas i Dako Omnis, vid efterbeställning av IHC-färgning måste därför en mindre del av snittet 
skäras ut och placeras på ett rutinglas, vilket innebär ett extra moment. Att använda storsnittsklossar är 
ett bra komplement till rutinklossar, speciellt vid vissa frågeställningar där en större överblick av 
preparatet är av värde för diagnostisering (8). Men om användandet av storsnittsklossar begränsades 
till specifika frågeställningar och rutinklossar i större grad utgjorde normen, skulle det innebära mindre 
besvär i rutinarbetet. 
 

6.2 Metoddiskussion 

Beroende på dess konstitution kan vävnader bjuda på olika utmaningar i den histologiska processen. 
Fettrika vävnader som bröst, hård muskelvävnad som uterus, hudar och tumörvävnad har alla sina 
egenheter. Urvalet av preparat till den här studien baserades på att få ett material som var representativt 
för flera typer av vävnad med olika egenskaper. För att inte studien skulle bli allt för omfattande behövde 
antalet klossar från samma preparat därför begränsas. Resultatet ger en bred översiktlig bild av hur olika 
typer av vävnader påverkas av dehydrering med olika klarningsmedel. Men för att få ett säkrare resultat 
med en högre validitet för specifika vävnader, kunde det ha varit av intresse att undersöka flera exemplar 
av samma organtyp, men från olika patienter. I denna studie fanns hudpreparat från fem individer och 
bröstpreparat från tre individer. Övriga preparat var samtliga från enskilda individer, vilket är en 
begränsning för studien.    

På det histopatologiska laboratoriet i Skövde sparas formalinfixerade patientprover 
normalt i fyra veckor efter att svar har gått ut till kunden, varefter de kasseras. De preparat som 
användes i den här studien utgjordes av färdigdiagnostiserade patientprover redo för destruktion. Det 
innebär att den vävnad som användes har förvarats i formalin längre tid än vad patientprover normalt 
gör. Lång förvaringstid i formalin kan bidra till att preparatet hårdnar och krymper mer än normalt, 
detta kan i sin tur resultera i separation av vävnader inom preparatet, vilket kan visa sig som tomma 
områden på snittet (28, 29).  

Vid utskärningen skars ett varierande antal vävnadsbitar ur de enskilda preparaten, 
förutom nålbiopsier och provexcisioner skars vävnadsskivor i tre olika tjockleksklasser ut, tunn, mellan 
eller tjock. Men vävnadsbitar i samtliga tjocklekar blev inte utskurna ur alla preparat. Då det senare 
visade sig att tjockleken på vävnadsskivorna var det som hade störst påverkan på resultatet borde valet 
av utskurna bitar varit mer systematiskt, där samtliga preparat fanns representerade i vävnadsskivor av 
alla tre tjocklekar. Nålbiopsier och provexcisioner har i den här studien inte medfört några avvikande 
resultat, så i en fortsatt studie vore det bättre att utelämna dessa provtyper och fokusera på 
metodoptimering av utskärningen vad gäller vävnadsskivornas tjocklek.  
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På grund av de förutsättningar som gavs på laboratoriet där studien utfördes, blev de 
klossar som skulle genomgå ett långt dehydreringsprogram, körda i olika typer av instrument. De 
klossar som dehydrerades med xylen som klarningsmedel kördes i instrumentet Tissue-Tek VIP (Sakura 
Finetek Europe, Nederländerna) och de som dehydrerades med HC som klarningsmedel kördes i 
instrumentet LOGOS (Milestone Medical, Italien). De två instrumenten arbetar efter samma princip, 
kassetter med vävnad som ska dehydreras, placeras i en kammare, därefter flyttar instrumentet 
bearbetningsreagenser och smält paraffin in och ut från kammaren. Tissue-Tek VIP arbetar med hjälp 
av vakuum och tryck. LOGOS arbetar med tryck och mikrovågsvärme. Trots att instrumenten har vissa 
skillnader så är båda validerade och resultatet ska vara likvärdigt och det bör därför inte ha påverkat 
resultatet 

Det bedömningsunderlag som användes för att poängsätta klossarna inom snittbarhet 
och snittkvalité utarbetades specifikt för den här studien. För granskningsområdet färgkvalité användes 
ett externt underlag från Equalis kvalitetsprogram. Inom samtliga områden baserades poängsättningen 
på en subjektiv bedömning av granskaren. Eftersom personliga uppfattningar aldrig helt kan bortses 
ifrån, går det inte att utesluta att en annan granskare kanske hade gjort andra bedömningar. För att 
undvika att klossarna poängsattes utifrån olika preferenser så var det samma granskare som bedömde 
samtliga klossar eller glas, inom ett granskningsområde. Klossarnas snittbarhet bedömdes av personen 
som utförde snittningsmomentet. Färgkvalité och snittkvalité bedömdes av en patolog, som för att säkra 
en objektiv bedömning, inte var insatt i studiens syfte eller upplägg. Att enbart en individ granskade och 
poängsatte klossarna inom varje bedömningsområde är en begränsning för studien. Om fler individer 
gjort en självständig bedömning av klossarna och snitten så hade resultatet varit mer oberoende av 
individuella variationer i tycke och smak. Men att klossarna bedömdes inom tre olika områden gör 
resultatet generellt applicerbart och ger det en större säkerhet.   

6.2.1 Fortsatta studier 

Syftet med denna studie var att undersöka om HC kunde ersätta xylen som klarningsmedel utan att 
kvalitén på de histologiska preparaten påverkades. Resultatet tyder på att så är fallet, samtidigt 
uppdagades att tjockleken på vävnadsskivan har en tydlig korrelation med snittbarheten på klossen.  

Orchard et. al. definierade fem nyckelfaktorer för en bra teknisk utskärning. En plan yta 
med en vinkelrät kant att skära emot, möjlighet att fixera preparatet under skärandet, bra visuell 
översikt över den yta som ska skäras, skarpa knivblad och knivens rörelsemönster 
(skärande/sågande/tryckande). I sin rapport från 2016 undersökte de hur två redskap, TruSlice och 
TruSlice Digital, kunde användas för att standardisera utskärningen. Genom att medverka till att de fem 
nyckelfaktorerna uppfylldes bidrog redskapen till reproducerbarhet i tjocklek och kvalité på de utskurna 
vävnadsskivorna (30). Speciellt stora preparat erbjuder en utmaning vid utskärning. Ju mer plastisk en 
vävnad är desto svårare är det att manuellt skära ut tunna, jämntjocka skivor. Det är oundvikligt att 
mindre mätfel och ojämnheter uppstår vid manuell utskärning och detta kan i vissa fall leda till 
konsekvenser för de efterföljande stegen i den histologiska processen. Kanske kan ett hjälpmedel för att 
stabilisera vävnaden och öka precisionen vid utskärning vara något att överväga, för att öka 
möjligheterna att skära ut optimala snitt.  

Att noggrannare studera vilken tjocklek på den utskurna vävnadsskivan som kan 
accepteras och om det är någon skillnad på hur tjocka olika typer av vävnad kan vara utan att det 
påverkar snittbarheten, skulle kunna resultera i tydligare riktlinjer för utskärningens genomförande. 
Detta bör undersökas vidare i syfte att metodoptimera utskärningen. 

 
 

Vad gäller snittkvalité vid IHC-färgning var antalet klossar som jämfördes för begränsat 
för att kunna dra några säkra slutsatser. Att genomföra en studie med detta upplägg i en sådan 
omfattning att resultaten blev säkra skulle vara resurskrävande, både vad gäller tid och kostnader för 
material och reagens. Om det vidare är önskvärt att utvärdera vilka faktorer som påverkar snittkvalitén 
så rekommenderas en ny studie. Där de glas som inom den ordinarie verksamheten genomgår IHC-
färgning och bedömts som problematiska på ett eller annat sätt, registreras och utvärderas utifrån 
gemensamma nämnare. Därefter är det sedan möjligt att gå vidare med en riktad studie för att optimera 
metoden. 
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7. SLUTSATSER 

Xylen är ett starkt toxiskt ämne, som trots att dess hälsofarliga egenskaper varit kända sedan 1970-talet, 
fortsatt har använts inom den histopatologiska laboratorieverksamheten som klarningsmedel och 
avparaffineringsmedel (7). Den här studien har visat att det inte innebär några kompromisser med 
kvalitén på de histologiska preparaten att substituera xylen med det betydligt mindre hälsofarliga 
Histolab Clear. En jämförelse av de två preparaten som klarningsmedel vid dehydrering visade inte på 
några betydande skillnader vad gäller snittbarhet, snittets färgkvalité eller snittkvalité. Att xylen och HC 
ger likvärdiga resultat inom alla tre bedömningsområden stärker slutsatsen att HC som klarningsmedel 
är ekvivalent med xylen. 

Däremot visade studien att klossarnas snittbarhet tydligt påverkas av hur tjock 
vävnadsskivan i dem är. För att underlätta personalens arbete vid snittning bör hänsyn tas redan vid 
utskärningen, vävnadsskivor med en tjocklek på över fyra millimeter bör undvikas så långt det är 
möjligt. Detta skulle spara både tid och resurser samt bidra till färre problem i rutinarbetet.  

8. OMNÄMNANDEN 

Jag vill rikta ett varmt tack till några personer som bidragit till att göra denna studie möjlig. Marija 
Perkovic Misic, för ditt otroliga engagemang och värdefulla stöd i det praktiska arbetet. Omar Hossein, 
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Bilaga 1 
Preparatlista  
Tabellen visar vilken vävnad preparatet kommer ifrån och vilket ID-nummer klossparet tilldelats. 
Tjockleken på vävnadsbitarna delas upp i: tunn (T, 2-4 mm), mellan (M, 5-7 mm), tjock (Tj, 8-10 mm), 
provexcision (Px, 2x2x2 mm) och nålbiopsi (NB).  Den exakta storleken på vävnadbiten vid utskärningen 
anges i millimeter (mm.). Klossarna i serie X har dehydrerats med xylen som klarningsmedel, klossarna 
i serie H har dehydrerats med Histolab Clear som klarningsmedel. Vilket dehydreringsprogram klossen 
genomgått. Skuggat fält markerar storsnitt.  
 

Vävnad  Klosspar Tjocklek Storlek  
BxHxD (mm) 

Dehydrerings-
program 

Serie X Serie H 
Hud  1a T 5x4x2 6x3x2 Kort 16 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 Långt 34 h 

  3b T 11x7x3 14x9x3  
Hud  4a T 25x14x2 25x14x2 Långt 34 h 

  4b M 25x11x5 25x11x5  
  4c Tj 24x11x9 24x11x9  

Hud  5a M 15x11x7 15x10x6 Långt 34 h 
  5b T 11x10x2 11x10x3  

Bröst  6a T 12x21x2 12x23x3 Långt 34 h 
  6b M 12x19x5 12x20x6  
  6c Tj 12x23x9 12x24x9  
  6d T 60x18x4 58x18x4  
  6e M 56x20x7 58x20x7  
  6f T 62x20x9 60x20x9  

Bröst  7a T 12x14x4 10x16x4 Långt 34 h 
  7b M 10x14x5 11x14x5  
  7c Tj 16x15x9 13x15x9  
  7d T 56x13x4 48x16x4  
  7e M 47x32x7 46x41x7  
  7f Tj 27x43x10 43x44x9  

Colon  8a Px 2x2x2 2x2x2 Kort 16 h 
  8b Px 2x2x2 2x2x2  
  8c Px 2x2x2 2x2x2  
  8d Px 2x2x2 2x2x2  
  8e T 18x8x4 

15x8x4 
18x8x3 
14x9x3 

 

  8f M 16x6x7 
17x7x7 

13x5x7 
17x7x6 

 

  8g Tj 16x8x9 
18x7x10 

18x8x9 
17x13x9 

 

  8h T 58x9x4 59x8x4 Kort 34 h 
  8i M 54x10x7 62x8x7  
  8j Tj 57x6x9 64x7x9  

Njure  9a T 20x17x3 23x18x4 Kort 34 h 
  9b T 13x18x3 14x16x3  
  9c M 23x18x6 19x17x6  
  9d M 17x26x6 12x27x6  
  9e M 16x21x7 22x17x6  
  9f M 12x32x7 8x25x6  
  9g T 59x26x3 60x23x4  
  9h M 45x28x6 60x28x6  
  9i Tj 54x26x9 60x27x9  
  9j T 28x9x3 28x8x3  
  9k M 26x8x5 28x9x5  
  9l M 32x10x7 26x10x7  
  9m T 55x34x3 59x37x4  
  9n M 55x35x6 55x40x6  
  9o Tj 55x35x9 55x40x9  
  9p T 58x40x4 60x25x4  
  9q M 58x38x6 58x28x6  
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  9r 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 Kort 16 h 
  12b T 20x12x4 18x17x3  
  12c T 16x12x4 20x13x4  
  12d T 16x15x4 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  

Bröst  13a NB Ca 15 mm Ca 15 mm Kort 16 h 
  13b NB Ca 15 mm Ca 15 mm  
  13c 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 Långt 34 h 
  13g Tj 20x20x8 25x18x9  
  13h T 55x38x3 30x34x4  
  13i Tj 52x40x9 47x35x9  
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Bilaga 2 
2a) Dehydreringsprogram 
Skuggat fält visar på skillnaden mellan program med xylen och program med HC. 
 
Tabell I: Långt dehydreringsprogram för storsnitt och feta preparat. HC i instrumentet Logos och xylen i instrumentet 
Tissue-Tek VIP. 

 Xylen  Histolab Clear   
Moment  Lösning Tid 

hh:mm:ss 
Temp. 

°C 
Lösning Tid 

hh:mm:ss 
Temp. 

°C 
Tryck 
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 II: Rutinprogram i instrumentet Logos med xylen och HC.  
 Xylen Histolab Clear   

Moment  Lösning Tid 
hh:mm:ss 

Lösning Tid 
hh:mm:ss 

Temp. 
°C 

Tryck 
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 
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2b) Metodbeskrivning  
 
VGR Skövde, Paraffininbäddning 
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2c) Färgningsprotokoll  
 
Tabell III: Rutinfärgning med hematoxylin och eosin med instrumentet Dako coverstainer. 

Moment Lösning Inkubationstid 
(min) 

Avparaffinering HC 3 ≤ 3,5 
 HC 3 ≤ 3,5 
Rehydrering  Etanol 96% ≥ 1 
 Etanol 96% ≥ 1 
 Etanol 70% ≥ 2 
 Kranvatten ≥ 1 
Kärnfärgning  Dako Hematoxylin 45 sek 
 Dest. Vatten 1  
 Dako Blueing buffer 1 
 Kranvatten 1  
 Etanol 70% 1 
Kontrastfärgning  Dako Eosin 1 min 10 sek 
Dehydrering  Etanol 96% 1 
 Etanol 99,9% 1 
 Etanol 99,9% 1 
 Etanol 99,9% 1 
 HC ≥ 1 
 HC ≥ 1 
 HC ≥ 1 
Montering  Dako Toulene-Free 

Mounting medium 
- 

 Torkning 12 

 
 
 

Tabell IV: Protokoll för immunohistokemisk färgning med instrumentet Dako Omnis. X = Steget ingår i protokollet.  
S = Antikroppspecifikt reagens, se Tabell V. Skuggade fält visar stegen där protokollen för antikropparna skiljer sig åt. 

Moment Lösning  Tid Cykler SOX10 HMB MelA PR ER ECAD Ki67 Her2 
P63+ 
SMM 

Avvaxning 
Clearify Clearing 
Agent 

1 m. 
25°C 

1 X X X X X X X X X 

 DI Water 5 s 1 X X X X X X X X X 

Mål- 
återvinning 

EnV FLEX TRS, 
High pH 

30 m 
97°C 

1 X X X X X X   X 

EnV FLEX TRS, 
Low pH 

30 m 
97°C 

1       X X  

Färgning 
Wash Buffer 

2 m 40 
s 

2 X X X X X X X X X 

Primär antikropp S  S S S S S S S S S 

 Wash Buffer 2 m 10 X X X X X X X X X 

 
EnV FLEX 
Peroxidase-
Blocking Reagent 

3 m 1 X X X X X X X X X 

 Wash Buffer 2 m 10 X X X X X X X X X 

 
EnV FLEX+ Rabbit 
LINKER 

10 m  X  X       

 
EnV FLEX+ Mouse 
LINKER 

10 m   X    X   X 

 Wash Buffer 2 m 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 2 m 20 X X X X X X X X X 

 DI Water 15 m 1 X X X X X X X X X 

 Wash Buffer 2 m 10 X X X X X X X X X 

 
EnV FLEX 
Substrate Working 
Solution 

5 m 1 X X X X X X X X X 

 Wash Buffer 2 m 10 X X X X X X X X X 

 DI Water 31 s 1 X X X X X X X X X 

 Wash Buffer 2 m 10 X X X X X X X X X 
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Moment Lösning  Tid Cykler SOX10 HMB MelA PR ER ECAD Ki67 Her2 
P63+ 
SMM 

Dubbel-
färgning 

Generic 
endogenous 
enzyme block 

3 m 1         X 

Wash Buffer 2 m 10         X 

 Primär antikropp 2           S 

 Wash Buffer 2 m 10         X 

 
EnV FLEX 
Peroxidase-
Blocking Reagent 

3 m 1         X 

 Wash Buffer 2 m 10         X 

 
EnV FLEX+ Mouse 
LINKER 

10 m 1         X 

 Wash Buffer 2 m 10         X 

 EnV FLEX/HRP 20 m 1         X 

 Wash Buffer 2 m 20         X 

 DI Water 15 m 1         X 

 Wash Buffer 2 m 10         X 

 
EnV FLEX HRP 
Magenta Substrate 
Working Solution 

5 m 1         X 

 Wash Buffer 2 m 10         X 

 DI Water 31 s 1         X 

 Wash Buffer 2 m 10         X 

 Generic Wash 3 m 1         X 

 Wash Buffer 2 m 10         X 

Kontrast-
färgning 

Hematoxylin 7 m 1 X X X X X X X X X 

DI Water 2 m 10 X X X X X X X X X 

Wash Buffer 2 m 10 X X X X X X X X X 

 
 

Tabell V: Antigenspecifika reagens för immunohistokemisk färgning enligt tabell IV. EnV FLEX TRS, High pH innehåller 
Tris/EDTA buffert med pH 9. EnV FLEX TRS, Low pH innehåller citratbuffert med pH 6,1. 

Reagens  SOX10 HMB MelA PR ER ECAD Her2 Ki67 P63+ 
SMM 

Målåtervinning 
EnV FLEX TRS 
 
 

High pH High pH High pH High pH High pH High pH Low pH Low pH High pH 

Primär 
antikropp 
Spädning 
Inkubationstid 
 

SOX10 
1:400 
30 min 

Melanosome 
RTU 
25 min 

MelanA 
1:200 
30 min 

PR 1294 
RTU 
10 min 

ER alpha 
EP1 
RTU 
10 min 

E-Cadherin 
RTU 
25 min 

HER2 
1:300 
20 min 

KI-67 
RTU 
20 min 

P63 1:100 
30 min 
SMM 
1:800  
20 min 
 

Sekundärt 
reagens 
EnV FLEX+ 

Rabbit 
LINKER 

Mouse 
LINKER 

Rabbit 
LINKER 

  Mouse 
LINKER 

  Mouse 
LINKER 
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Bilaga 3 
Etisk egengranskning 
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