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Sammanfattning 

Med hjälp av immunohistokemi kan antigen och antikroppar som är bundna till vävnaden detekteras. 
Autoimmuna hudsjukdomar är exempel på sjukdomar som diagnosticeras med immunohistokemi. På 
Falu lasarett användes immunofluorescens för diagnostik av autoimmuna hudsjukdomar. Syftet med 
denna studie var att optimera enzym-baserad immunohistokemi för epitoperna IgA, IgG, IgM och C3 
och jämföra med immunofluorescens vad gäller specificitet, signalstyrka och upplösning. Vävnader som 
analyserades var tonsill, lever, tarmslemhinna och hudbiopsier.  Fixering gjordes i 4% formaldehyd av 
vävnaderna som infärgades med ultraView DAB och ultraView DAB med FITC. Vävnad som infärgades 
med DIF med FITC sköljdes enbart i Reaction Buffer. Vävnaderna färgades enligt protokollen ultraView 
DAB, ultraView DAB med FITC och DIF med FITC. En manuell infärgning med aktiverat DAB utfördes. 
Resultatet visade bakgrundsinfärgning för samtliga infärgningar. DIF med FITC var tydligare infärgad 
och lättare att skilja mellan specifik och ospecifik infärgning. Det är svårt att optimera enzym-baserad 
IHC och epitopen IgA hade generellt starkare infärgning jämfört med epitopen IgM. För att erhålla 
tillförlitliga resultat krävs det att flera vävnadsprover analyseras.   

 

Nyckelord: Ventana BenchMark ULTRA System, Fluorescein Isothiocyanat, Diaminobenzidin  



 

Summary 

Optimization of enzyme-based immunohistochemical method in comparison with 
immunofluorescence with frozen-cut skin biopsies  

Using immunohistochemistry, antigens and antibodies bound to the tissue can be detected. 
Autoimmune skin diseases are examples of diseases that are diagnosed with immunohistochemistry. At 
Falu Hospital, immunofluorescence was used to diagnose autoimmune skin diseases. The aim of this 
study was to optimize enzyme-based immunohistochemistry for the epitopes IgA, IgG, IgM and C3 and 
to compare with immunofluorescence in terms of specificity, signal strength and resolution. Tissues 
analyzed were tonsil, liver, intestinal mucosa and skin biopsies. Fixation was done in 4% formaldehyde 
of the tissues stained with ultraView DAB and ultraView DAB with FITC. Tissue stained with DIF with 
FITC was rinsed in Reaction Buffer only. A manual staining with activated DAB was performed. The 
result showed background staining for all stainings. DIF with FITC was more clearly stained and easier 
to distinguish between specific and nonspecific staining. It is difficult to optimize enzyme-based IHC 
and the epitope IgA generally had stronger staining compared to the epitope IgM. To obtain reliable 
results, several tissue samples must be analyzed.  

 

Keywords: Ventana BenchMark ULTRA System, Fluorescein Isothiocyanate, Diaminobenzidine   
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Förkortningar 

 

BMZ   Basalmembranet 

BP   Bullös Pemfigoid 

DH   Dermatitis Herpetiformis 

DAB   Diaminobenzidin 

DIF   Direkt immunofluorescens 

FITC   Fluorescein isothiocyanat 

H&E   Hematoxylin & Eosin 

HRP   Horseradish peroxidas   

Ig   Immunoglobuliner   

IHC   Immunohistokemi   

IF   Immunofluorescens   

IIF   Indirekt immunofluorescens  

C3   Komplement protein C3   

LP   Lichen Planus   

LE   Lupus Erythematosus   

SLE   Systematisk Lupus Erythematosus  
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Inledning 

Immunohistokemi (IHC) används vid cancerdiagnostik och diagnostik av kroniska sjukdomar 
exempelvis autoimmuna hudsjukdomar. Immunohistokemi använder antikroppar som binder in till 
antigen och proteiner i vävnaden. Vid diagnostik av histopatologiska utredningar behöver ofta olika 
antigen utredas och rutinmässigt används vävnad som har genomgått den histotekniska processen. 
Vissa antigener kan döljas eller skadas i den histotekniska processen vilket gör att fryssnittad vävnad 
som är en skonsammare fixering i kombination med immunofluorescens (IF) kan användas (1). 
Immunofluorescens är en ljuskänslig metod som kräver ett optimerat infärgningsprotokoll för bästa 
möjliga resultat. Några påverkande faktorer för ett optimalt infärgningsprotokoll för IF är affinitet, 
spädningen på antikropparna, pH och temperatur (2). 
 
Rutinmässigt på Klinisk Patologi, Falu lasarett, används IF för diagnostik av autoimmuna 
hudsjukdomar som Bullös Pemfigoid (BP), Dermatitis Herpetiformis (DH), Lupus Erythematosus (LE), 
Lichen Planus (LP) och Vaskulit. Immunofluorescens är en snabb och enkel metod men den är känslig 
för exponering av ljus vilket försvårar diagnostiken.  Samtidigt har inte IHC lika hög specificitet och 
upplösning (3). Är det möjligt att skapa en säkrare diagnostik av autoimmuna hudsjukdomar med 
enzym-baserad immunohistokemi med diaminobenzidin (DAB)? 

Bakgrund 

Histopatologi 

Vävnadsprover behöver hanteras enligt den histotekniska processen. Den histotekniska processen 
består av utskärning, fixering, dehydrering, snittning och färgning.  Fixering är nödvändigt för att 
förhindra autolys och stabilisera vävnaden men även för att vävnaden ska kunna färgas och behålla sin 
struktur. Det finns två olika typer av fixeringar, fysikalisk och kemisk fixering. Fysikalisk fixering 
innebär att vävnaden fixeras fysikaliskt, vanligtvis genom nedfrysning eller värmebehandling. Kemisk 
fixering innebär att vävnaden fixeras kemiskt, i huvudsak formaldehyd. Exempel på kemisk fixering är 
formaldehyd, ättika och etanol. Fixeringen påverkas bland annat av pH, temperatur och vävnadens 
densitet. För att inte orsaka fysiologiska förändringar bör pH vara mellan 6–8 och temperaturen mellan 
25-30 ºC då värme katalyserar fixeringsprocessen. Fixeringen pågår mellan 24–48 timmar beroende på 
diffusionshastighet och immobiliseringshastighet av vävnaden. Formaldehyd är ett icke koagulerande 
fixeringsmedel som innebär att proteiner korsbinder och bildar metylenbryggor som ger stabilitet till 
vävnaden. 
Dehydreringsprocessen extraherar inbundet vatten i vävnaden genom en ökande etanol-gradient. Om 
vävnaden är otillräckligt fixerad kommer etanolen att denaturera proteinerna under dehydreringen. 
Proteinerna kan vara viktiga vid diagnostik och formaldehyd behöver proteinerna för att bilda 
metylenbryggor som gör vävnaden stabil. Etanolen har en krympande effekt på vävnaden vilket kan 
försvåra diagnostiken genom försämrad morfologi. I dehydreringsprocessen ingår klarning och 
impregnering. Klarning är steget då ett klarningsmedel, intermedium, används. Intermediumet är 
blandbart med både alkohol och paraffin. Impregnering är steget då paraffininfiltration i vävnaden sker 
för att bli mer stabil. 
Inbäddning är när vävnaden ska orienteras i en form och bäddas in i paraffin. Det är viktigt att vävnaden 
bäddas in plant för att alla strukturer ska inkluderas i snittet. Vävnaden snittas om inget annat anges 
med en snittjocklek på 3-4 μm i en mikrotom med en vinkel mellan 5–15 grader. Det är viktigt att 
paraffinklotsen är kall och kniven vass för att minska risken för artefakter. Exempel på artefakter är 
torra snitt som faller sönder och hål i snittet på grund av att vävnaden dehydrerats för kort tid (1). 
 
Vid en diagnostisk frågeställning färgas vävnaden alltid in med hematoxylin och eosin (H&E). I 
situationer då H&E anses otillräckligt för tillförlitlig diagnostik så kan en utökad undersökning i form 
av IHC utföras. Immunohistokemi kan exempelvis användas vid tumörfrågeställningar eller misstanke 
av autoimmuna sjukdomar (1). 
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Hudens försvar 

Immunförsvaret är en mycket viktig mekanism som skyddar kroppen från mikroorganismer, exempelvis 
virus och bakterier. Hudens försvarsmekanism är komplicerad men består av en barriär av bundna 
molekyler i form av proteiner och antimikrobiella peptider. Hudens pH ligger mellan 4,5–5,9 för att 
hindra mikroorganismer att ta sig in genom huden (4).   
 
Huden är kroppens yttersta organ och består av tre lager.  Det yttersta lagret epidermis, dermis och det 
fettrika lagret subcutis (Figur 1). Basalmembranet (BMZ) som är viktig vid diagnostik ligger mellan 
epidermis och dermis. Stratum papillare är det lager som ligger mellan epidermis och dermis och 
stratum reticulare är en del av dermis. I stratum papillare och stratum reticulare finns immunceller som 
mastceller och lymfocyter. En mängd olika immunceller är involverade i hudens immunförsvar. 
Myeloida celler och lymfoida celler som presenterar antigen, langerhansceller, dendritiska celler och 
makrofager som eliminerar mikroorganismer och kroppsfrämmande ämnen, är exempel på 
immunceller (4).  
 

 
 
 
Komplementprotein C3 (C3) är en del av komplementsystemet som i sin tur är involverad i det 
medfödda immunförsvaret genom att antikropparna bekämpar patogener och apoptotiska celler. 
Komplementsystemet kan aktivera och reglera antikroppar efter behov.  Antikroppar mot C3 kan orsaka 
skada genom hyperaktivitet av antikroppar eller av en felaktig reglering av antikroppar. Det kan ge 
upphov till olika sjukdomar som tillexempel Systemisk Lupus Erythematosus (SLE) (6).   

Autoimmuna hudsjukdomar 

Autoimmuna hudsjukdomar lokaliseras på huden i form av hudförändringar som kan vara både plana 
och upphöjda strukturer. Hudförändringen kan vara ytlig och berör epidermis som ofta kännetecknas 
av plana strukturer. Djupa hudförändringar berör dermis och subcutis som ofta kännetecknas av 
upphöjda strukturer. Exempel på autoimmuna hudsjukdomar är Bullös Pemfigoid, Dermatitis 
Herpetiformis, Lupus Erythematosus, Lichen Planus samt Vaskulit (7).  

Diagnostik 

Autoimmuna hudsjukdomar diagnosticeras oftast från hudbiopsier. Provtagningen av hudbiopsierna 
skiljer beroende på vilken sjukdom som är av intresse för diagnostik. Provtagning av biopsier för 
diagnosticering av BP bör vara från nyupptäckta förändringar som liknar normal hud för att minska 
risken att basalmembranet är skadat då det kommer förstöra epitopen vid diagnostiken. Biopsier för 
diagnosticering av DH bör vara från normal hud nära hudförändringen. Provtagning av biopsier för 
diagnosticering av LE bör istället vara från hudförändringar som är utsatta för sol för att öka 
sensitiviteten. Provtagning av biopsier för diagnosticering av LP är från inflammerade hudområden. 
Biopsier för diagnosticering av Vasculit bör tas från områden med färska hudförändringar för att 
uttrycket av Immunoglobulin G (IgG) minskar med tiden (7).  
 
 

Figur 1. Hudens olika lager. Modifierad (5). 



6 
 

Sjukdomarna karakteriseras av olika antigen på diverse specifika strukturer och områden. Bland annat 
kan patientens egna autoantikroppar detekteras (Tabell 1) (7,8). 
 
Tabell 1. Sjukdomarnas uttryck av epitoper och epitopernas detektion i basalmembranet (BMZ) och 
andra strukturer (8). 

Diagnos Epitop Detektion Struktur 

BP C3, IgG Linjär zon BMZ 

 
DH IgA Granulär zon BMZ och papillae spets 

 
LE IgA, IgG, IgM, C3 Granulär zon BMZ och spräckliga cellkärnor 

 
LP Fibrinogen, IgM Oregelbunden zon, cytoida kroppar BMZ 

Vaskulit 
 
Fibrinogen, C3, IgA, IgG, IgM Zon runt blodkärl Dermala kärl 

 

Fryssnittning  

Fryssnittning används när vävnaden inte kan paraffininbäddas exempelvis för att vävnaden innehåller 
känsliga epitoper. Vanligtvis omges den färska vävnaden med en kryogel för att ge vävnaden stabilitet. 
Det gör vävnaden även lättare att snitta. Fryssnittnigen sker i en kryostat som kan hålla en konstant 
temperatur. Temperaturen i kryostaten varierar beroende på vilken vävnad som ska snittas. En optimal 
temperatur för hudvävnad är -20 ºC till -25 ºC.  Det är viktigt att hela vävnaden blir snabbt nedfryst, 
fixerad, för att stabilisera och förhindra autolys av vävnaden.  Rätt orientering av vävnaden i kryostaten 
är betydelsefullt så att strukturer som är av intresse kommer med (9). 

Immunohistokemi 

Immunohistokemi (IHC) är en metod som används för att detektera specifika antigen. För att kunna 
detektera antigen krävs antikroppar som är riktade mot det specifika antigenet som efterfrågas (1). 
 
Det finns olika IHC metoder men det vanligaste är att både en primär antikropp och en sekundär 
antikropp används. Den primära antikroppen kan vara både monoklonal och polyklonal. Monoklonala 
antikroppar är riktade mot en specifik epitop medan polyklonala antikroppar är riktade mot flera olika 
epitoper och har därmed högre sensitivitet jämfört med monoklonala antikroppar. Generellt används 
monoklonala antikroppar i första hand eftersom de har högre specificitet jämfört med polyklonala 
antikroppar (1).  
 
För att undvika ospecifik bakgrundsinfärgning kan exempelvis den optimala spädningen på primära 
antikroppen användas. Den optimala spädningen innebär den högsta spädningen på antikroppen som 
ger en stark färgreaktion men med låg bakgrundsfärg. Närvaro av endogent peroxidas är en annan faktor 
som kan påverka bakgrundsfärgen vid enzym-baserad IHC. Ett alternativ till mindre bakgrundsfärg är 
att blockera oönskade antigen. Blockering av antigen kan göras med exempelvis humant-serumalbumin. 
En annan faktor som kan påverka resultatet är inkubationstiden av antikropparna. För lång 
inkubationstid kan resultera i falskt positiva resultat och det kan även ge en hög bakgrundsinfärgning. 
Kortare inkubationstid kommer resultera i falsk negativa resultat. För att visualisera antigen krävs det 
en sekundär antikropp. Den sekundära antikroppen kan ha en konjugerad fluorofor eller enzymer som 
horseradish peroxidas (HRP) som tillsamman med ett kromogent substrat som DAB ger ett färgomslag 
som kan visualiseras i ett ljusmikroskop (10). Fördelen med enzym baserad IHC är att den är permanent, 
kan sparas under lång tid och att det räcker med ett ljusmikroskop för analys av vävnaden. Nackdelar är 
att det tar längre tid att färga och att fler reagens och antikroppar är inblandade vilket gör den dyrare 
(1). 
 
Immunofluorescens (IF) är en annan IHC metod som använder antikroppar som är konjugerade med 
en fluorofor, fluorescerande antikroppar, för detektion. Immunofluorescens kan delas in i direkt eller 
indirekt. Direkt immunofluorescens (DIF) innebär att enbart en primär antikropp är konjugerad till en 
fluorofor. Indirekt immunofluorescens (IIF) innebär att en primär och en sekundär antikropp används.  
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Vid IIF är den sekundära antikroppen konjugerad till en fluorofor. Fluorescein isothiocyanat (FITC) är 
exempel på en fluorofor. Fluoroforen FITC är synlig vid en specifik våglängd och för att visualisera 
antigen används ett fluorescensmikroskop (11). Fluorescein isothiocyanat exciteras med ljus vid 490 nm, 
blå färg, och emitterar ljus vid 525 nm, grön färg.  
Faktorer som påverkar visualiseringen är fluoroforens fotostabilitet, tid för excitation av ljus och 
fluorescensmikroskopets våglängd, fluorescensmikroskopets kapacitet att filtrera ljus (Figur 2). En 
våglängd utanför spektrumet 490-525 nm på fluorescensmikroskopet kommer leda till svagare 
färgsignal jämfört med om våglängden är inom spektrumet 490–525 nm (12). Immunofluorescens är en 
snabb metod med hög upplösning och varierad signalstyrka jämfört med enzym-IHC men metoden är 
känslig för exponering av ljus och infärgningen är inte permanent (11).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Automatiserad IHC 

Tidigare färgades vävnadsprover in manuellt. Manuell infärgning kräver noggrannhet. Det finns ett 
flertal felkällor som kan påverka vid manuell infärgning. Att hålla reda på inkubationstider och 
applicering av rätt reagens är några felkällor. Manuell infärgning kan variera mellan olika resultat. Alla 
är olika och det är lätt att till exempel applicera för mycket eller för lite antikropp eller att spädningen 
blir för hög eller för låg. Idag färgas mycket provmaterial in med hjälp av automatiserade instrument 
och utförs enligt programmerade infärgningsprotokoll. Protokollen utformas i ett datasystem där bland 
annat reagens och tider för inkubering kan justeras (1). Ett exempel på ett automatiserat instrument för 
färgning av vävnadsprover är Ventana BenchMark ULTRA System (13).  

Optimering 

Optimering är viktigt för korrekt diagnostik. Inom IHC bör både infärgningsprotokollen och 
förbehandling optimeras. Infärgningsprotokollen kan optimeras genom justering av inkubering, 
blockering av endogent peroxidas, antikroppsspädning och pH.  Vid undersökning av känsliga epitop 
kan optimering av olika fixeringar vara av intresse.  

Figur 2. Reaktionsmekanism där FITC emitteras vid 
excitationsmaximum (exm) 490 nm och emitterar ljus vid 
emitteringsmaximum (emm) 525 nm i ett fluorescensmikroskop (12). 
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Fixeringen kan vara avgörande för att samtliga antigener ska framträda. Optimering av olika fixeringar 
kan göras genom att justera fixeringstiden. Det kan vara av intresse för att kontrollera morfologin i 
vävnaden.  
Vid optimering är både positiva och negativa kontroller av största vikt. Kontrollerna är viktiga vid 
bedömning av infärgningens specificitet och sensitivitet. Om den negativa kontrollen blir falsk positiv 
kan det bero på att antikroppen finns i för hög koncentration. Om den positiva kontrollen blir negativ 
kan bero på flera orsaker. En orsak kan vara att fel kontrollvävnad används och inte uttrycker sökta 
antigen eller att antigenen är instabila och kan orsaka svag eller ingen infärgning (1).  

IHC protokoll 

Det förekommer olika infärgningsprotokoll för IHC. Vilket infärgningsprotokoll som ska användas beror 
på vad som efterfrågas och vilken markör (antikroppar eller proteiner) (ett hundratal) som ska väljas. I 
denna studie används tre olika infärgningsprotokoll, ultraView DAB, DIF med FITC och ultraView DAB 
med FITC. Gemensamt för infärgningsprotokollen ultraView DAB och ultraView DAB med FITC är 
fixering i formaldehyd och avfettning i acetonlösning. I studien används UltraView DAB för att 
undersöka hur fixeringen påverkar morfologin för att på så sätt optimera protokollen ultraView DAB 
med FITC och DIF med FITC. Infärgningsprotokollet ultraView DAB omfattar, inhibering med 
ultraView Universial DAB inhibitor (H2O2), tillsättning av den primära antikroppen respektive den 
sekundära HRP konjugerade antikroppen samt Amplifier A och B, kromogent substrat med väteperoxid 
(H2O2) och koppar och till sist ULTRALCS (coverslip). Koppar används för att stärka färgomvandlingen 
av kromogena substratet till DAB. Amplifier A och B används för att öka styrkan av den primära 
antikroppen genom att binda in flera sekundära antikroppar. Amplifieringen utförs vanligtvis med anti-
mus IgG och mus anti-kanin IgG och används för att stärka svaga signaler (14) (Figur 3). ULTRALCS 
används som en skyddande barriär av vatten och olja för att inte vävnaden ska torka ut eller skadas (15). 
Endogent peroxidas kan kroppen själv producera vilket inte är intressant vid diagnostik.  Om vävnaden 
innehåller stora mängder endogent peroxidas kan en extra inhibering (H2O2) behövas. Därför är det av 
största vikt att ta bort det endogena peroxidaset för att enbart detektera det som är exogent och få en 
tillförlitlig diagnostik (1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Direkt immunofluorescens med FITC används som rutininfärgning vid diagnostik av autoimmuna 
hudsjukdomar på avdelningen Klinisk patologi, Falu Lasarett. Infärgningsprotokollet jämförs med 
ultraView DAB med FITC för att kontrollera att ultraView DAB med FITC har tillräckligt hög specificitet 
och sensitivitet för att användas till diagnostik (8, 16, 17). 
 
Infärgningsprotokollet ultraView DAB med FITC använder till skillnad från infärgningsprotokollen 
ultraView DAB och DIF med FITC, en länkantikropp (Kanin anti-get). Länkantikroppen används då den 
sekundära antikroppen (get anti-kanin), som är konjugerad med HRP, ska kunna binda in till den 
primära antikroppen. När den sekundära antikroppen är bunden till länkantikroppen visualiseras den 
primära antikroppen med hjälp av DAB (Figur 4).  

Figur 3. Amplifiering genom inbindning av flera antikroppar, mus 
anti-kanin IgG (14). 
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Infärgningsprotokollet används för att kontrollera att antikroppskomplexet som består av primär 
antikropp, länkantikropp och sekundär antikropp, binder in till det sökta området. Det sökta området 
styrs av beroende på vilken diagnos som utreds (1, 15).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figur 4. Modifierad schematisk bild av 
reaktionen för ultraView DAB Detection Kit (15). 
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Syfte 

Syftet med studien var att optimera enzym-baserade immunohistokemiska protokoll DAB för detektion 
av epitoperna IgA, IgG, IgM och C3 från fryssnittade hudpreparat. Analysera och utvärdera enzym-
baserad immunohistokemisk metod DAB för respektive epitop och jämföra mot fluorescens-baserad 
immunohistokemi med hänsyn till specificitet, signalstyrka och upplösning.  
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Material och metod 

Urval av hudvävnadsprov 

Provmaterialet bestod av hudbiopsier som samlades in under åren 2020–2022 på Falu Lasarett, 
Dalarna. Urval av vävnadsprover gjordes efter känd positivitet för någon autoimmun hudsjukdom. 
Inklusionskriterier var alla former av autoimmuna hudsjukdomar, då sjukdomarna var ovanligt 
förekommande. Totalt användes 2 hudbiopsier och 11 stycken positiva glas. Studien utfördes på 
avdelningen Klinisk Patologi, Falu Lasarett, Dalarna. 

 

Kontroller 

Positiva och negativa kontroller användes. Negativa kontroller användes från vävnadsprover som blev 
negativa vid diagnostik för någon autoimmun hudsjukdom, lever och tonsill. Positiva kontrollvävnaden 
var från tonsillvävnad, lever och tarmslemhinna. Tonsillvävnaden uttryckte samma antigen som 
hudbiopsierna. Lever och tarmslemhinna användes som kontroll av morfologin. Positiva 
kontrollvävnaden användes vid optimering av infärgningsprotokollen. Totalt användes 43 positiva och 
14 negativa kontroller, en per infärgningstillfälle. 

 

Fryssnittning 

 
Vid ankomst av biopsier för utredning av autoimmuna hudsjukdomar snittades vävnaden i kryostaten 
(Thermo Scientific CryoStar Cryostat NX70, USA) med snittjockleken 4 μm vid temperaturen -25 ºC, 
två snitt av vävnaden placerades på objektsglas (Thermo Scientific Superfrost Plus Menzel Gläser, 
Waldbronn, Tyskland). Glasen förvarades sedan i -80 ºC frysen.  
Kontrollerna snittades med snittjockleken 4 μm i kryostaten (Thermo Scientific CryoStar Cryostat 
NX70, USA) vid temperaturen -25 ºC. Två snitt av vävnaden placerades på objektglas (Tomo Adhesion, 
Matsunami Glass IND, Osaka, Japan). 

 

Optimering av enzym-baserad IHC 

Morfologi 

Totalt användes sex vävnadsglas för att kontrollera fixeringens påverkan på morfologin. Två glas med 
tarmslemhinna, två glas med tonsill och två glas med lever. Ett glas av vardera vävnaden, 
tarmslemhinna, tonsill och lever fixerades tio minuter i 4% formaldehyd och sköljdes i Ventana Reaction 
Buffer pH 7,4–7,8 (Ventana Medical System Inc, Tucson, Arizona, USA). Glasen avfettades en minut i 
acetonlösning. 
Resterande tre glas av vardera vävnaden fixerades en minut i 4% formaldehyd och sköljdes i Ventana 
Reaction Buffer pH 7,4–7,8. Glasen avfettades en minut i acetonlösning. Glasen förvarades i Ventana 
Reaction Buffer pH 7,4–7,8 i väntan på analys. Primärantikroppen som användes var CAM 5.2 (Ventana 
Medical System Inc, Tucson, Arizona, USA). Optimering av protokoll utfördes med ultraView Universal 
DAB Detection Kit (Bilaga 1) i Ventana BenchMark ULTRA System (Ventana Medical System Inc, USA, 
Oro Valley). Efter infärgning sköljdes glasen i 95% etanol och täckglas monterades. Morfologin 
kontrollerades och fotograferades i ett ljusmikroskop (Olympus BX53, Cellsens Entry). 

Utvärdering av protokoll 

Tre glas med tonsillvävnad användes som utgångspunkt för utvärdering av infärgningsprotokollet 
ultraView DAB med FITC. Ett av glasen användes som negativ kontroll. Glasen fixerades en minut i 4% 
formaldehyd och sköljdes i Ventana Reaction Buffer pH 7,4–7,8 och avfettades en minut i acetonlösning. 
I väntan på analys förvarades glasen i Reaction Buffer pH 7,4–7,8. Glasen färgades in med ultraView 
DAB med FITC enligt protokollen (Bilaga 2, Bilaga 3). Primärantikropparna som användes var FITC 
anti-IgA (get anti-human) och FITC anti-IgG (get anti-human) (Ventana Medical System Inc, Tucson, 
Arizona, USA). 
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Förbehandling  

Samtliga glas som färgades in med ultraView DAB med FITC fixerades en minut i 4% formaldehyd och 
sköljdes i Ventana Reaction Buffer pH 7,4–7,8 samt avfettades/fixerades en minut i acetonlösning. 
Glasen inhiberades manuellt med 150μl endogent peroxidas inhibitor 3% H2O2 per glas. I väntan på 
analys förvarades glasen i Ventana Reaction Buffer pH 7,4–7,8. Efter infärgningen sköljdes glasen i 
Ventana Reaction Buffer pH 7,4–7,8 och 95% etanol. Sedan monterades samtliga glas med Pertex 
(Histolab Products AB, Göteborg, Sverige). 

Upplösning och signalstyrka 

Tre glas med tonsillvävnad användes för att kontrollera upplösning och signalstyrka av 
infärgningsprotokollet ultraView DAB med FITC. UltraView DAB med FITC användes som protokoll 
med ett extra inhiberingssteg. Glasen färgades in enligt protokollet ultraView DAB med FITC (Bilaga 2, 
Bilaga 3) i Ventana BenchMark ULTRA. Primärantikropparna som användes var FITC anti-IgA (get 
anti-human) och FITC anti-IgG (get-anti-human) (Ventana Medical System Inc, Tucson, Arizona, USA). 
 
Tre patientglas med känd positivitet för epitoperna C3 och IgG användes som kontroll av 
länkantikroppen, Kanin anti-get (Agilent, Santa Clara, USA). Glasen som fixerades med 4% formaldehyd 
och acetonlösning färgades in med protokollet ultraView DAB med FITC (Bilaga 3). Primär 
antikropparna som användes var FITC anti-IgG (get anti-human) och FITC anti-C3 (get anti-human) 
(Ventana Medical System Inc, Tucson, Arizona, USA). 

Antikroppsspädning 

Sexton glas med tonsillvävnad användes för att optimera antikroppsspädningen av den primära 
antikroppen. Antikropparna som användes var FITC kanin anti-IgA och FITC kanin anti-IgM (Agilent, 
Santa Clara, USA). Åtta glas användes för FITC kanin anti-IgA, åtta glas användes för FITC kanin anti-
IgM och tre glas användes som negativ kontroll. Val av spädningar gjordes tillsammans med den 
forskningsansvariga på avdelningen för Klinisk patologi, Falu lasarett. Respektive antikropp späddes 
1:5, 1:50, 1:500, 1:1000 och 1:5000. FITC kanin anti-IgM späddes ytterligare 1:10000, 1:20000 och 
1:30000. FITC kanin anti-IgA späddes ytterligare 1:10000, 1:30000 och 1:50000. Glasen färgades in 
med protokollet ultraView DAB med FITC (Bilaga 7, Bilaga 8) i Ventana BenchMark där 100μl av 
respektive spädd primär antikropp applicerades manuellt på respektive glas. På den negativa kontrollen 
applicerades 100μl Antibody diluent (Ventana Medical System Inc, Tucson, Arizona, USA) istället för 
den primära antikroppen. Slutligen analyserades glasen i ljusmikroskop. 
 
Sex patientglas med känd positivitet för epitoperna IgA och IgM användes som kontroll av 
spädningstitreringen. Antikropparna som användes var FITC kanin anti-IgA och FITC kanin anti-IgM 
(Agilent, Santa Clara, USA). Två negativa kontroller användes, en per antikropp. För FITC kanin anti-
IgA användes spädningarna 1:10000 och 1:50000. För FITC kanin anti-IgM användes spädningarna 
1:10000 och 1:30000. Glasen färgades in med protokollet ultraView DAB med FITC (Bilaga 7, Bilaga 9). 

Inverkan av endogent peroxidas 

Två glas med tonsillvävnad användes för att kontrollera om DAB omvandlas av endogent peroxidas i 
vävnaden. Glasen färgades in manuellt. Glasen färgades in en minut med ultraView Universial DAB 
Chromogen (Ventana Medical Sustem Inc, Tucson, Arizona, USA) och ultraView Universial DAB H2O2 
(Ventana Medical Sustem Inc, Tucson, Arizona, USA) från protokollet ultraView DAB. Därefter sköljdes 
glasen i kranvatten och en kontrastinfärgning gjordes 30 sekunder i hematoxylin följt av 15 sekunder i 
Li2CO3. Glasen dehydrerades och monterades. 

Amplifiering av signal 

Amplifiering utfördes på sex glas med tonsillvävnad för att undersöka möjligheten att förstärka signalen 
av antikroppskomplexet. Antikropparna som användes var FITC kanin anti-IgA och FITC kanin anti-
IgM (Agilent, Santa Clara, USA).  Två glas användes för amplifiering av FITC kanin anti-IgA med 
spädningarna 1:20000 och 1:30000. Ett glas användes som kontroll som ej amplifierades med 
spädningen 1:20000 för FITC kanin anti-IgA. Två glas användes för amplifiering av FITC kanin anti-
IgM med spädningarna 1:10000 och 1:20000. Amplifieringen utfördes med infärgningsprotokollet 
ultraView DAB med FITC (Bilaga 7, Bilaga 9, Bilaga 10) av instrumentet Ventana BenchMark ULTRA 
System. FITC kanin anti-IgM glasen jämfördes med tidigare infärgade glas med spädningarna 1:10000 
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och 1:20000 för FITC kanin anti-IgM. En negativ kontroll användes i from av tonsillvävnad där den 
primära antikroppen ej applicerades.  
 
Två patientglas med känd positivitet för epitopen IgM användes för att kontrollera amplifiering, 
antikroppsspädning, specificitet och signalstyrka. Glasen som fixerades med 4% formaldehyd och 
acetonlösning färgades in med protokollet ultraView DAB med FITC (Bilaga 9). Spädningen på den 
primära antikroppen FITC kanin anti-IgM (Agilent, Santa Clara, USA) som användes var 1:10000 och 
1:30000. 

Blockering av antigen 

Fem glas med tonsillvävnad användes för utvärdering av blockering av ospecifika antigen. 
Antikropparna som användes var FITC kanin anti-IgA och FITC kanin anti-IgM (Agilent, Santa Clara, 
USA). Två glas användes för FITC kanin anti-IgA, två glas användes för FITC kanin anti-IgM och ett glas 
användes som negativ kontroll. FITC kanin anti-IgM späddes 1:10000 och FITC kanin anti-IgA späddes 
1:20000. Sedan applicerades 150 μl humant-serumalbumin 50g/l (CSL Behring GmbH, Marburg, 
Tyskland) per glas. Ett glas för respektive primär antikropp inkuberades med humant-serumalbumin i 
30 minuter respektive 60 minuter. Den negativa kontrollen inkuberades med humant-serumalbumin i 
60 minuter. Glasen färgades in med protokollet ultraView DAB med FITC (Bilaga 7, Bilaga 8) i Ventana 
BenchMark där 100μl av respektive spädd primär antikropp applicerades manuellt på respektive glas. 
På den negativa kontrollen applicerades 100μl Antibody diluent istället för den primära antikroppen. 
Slutligen analyserades glasen i ljusmikroskop. 
 

Utvärdering av blockering med inaktiverat humant-serumalbumin 

Tre glas med tonsillvävnad användes för utvärdering av blockering av ospecifika antigen med inaktiverat 
humant-serumalbumin. Humant-serumalbumin placerades i 56 ± 2 ºC vattenbad i 30 ± 2 minuter. Var 
tionde minut blandades röret. Antikropparna som användes var FITC kanin anti-IgA och FITC kanin 
anti-IgM (Agilent, Santa Clara, USA). Ett glas användes för FITC kanin anti-IgA, ett glas användes för 
FITC kanin anti-IgM och ett glas användes som negativ kontroll. FITC kanin anti-IgM späddes 1:10000 
och FITC kanin anti-IgA späddes 1:20000. Sedan applicerades 150 μl humant-serumalbumin per glas. 
Glasen för respektive primär antikropp samt den negativa kontrollen inkuberades med inaktiverat 
humant-serumalbumin i 60 minuter. Glasen färgades in med protokollet ultraView DAB med FITC 
(Bilaga 7, Bilaga 8) i Ventana BenchMark där 100μl av respektive spädd primära antikropp applicerades 
manuellt på respektive glas. På den negativa kontrollen applicerades 100μl Antibody diluent istället för 
den primära antikroppen. Slutligen analyserades glasen i ljusmikroskop. 

 

Direkt immunofluorescens med FITC 

Förbehandling  

Glasen sköljdes och förvarades i Ventana Reaction Buffer pH 7,4–7,8 i väntan på analys. Efter 
infärgningen sköljdes glasen i Ventana Reaction Buffer pH 7,4–7,8 och samtliga glas monterades med 
monteringsmedlet Fluorescence Mounting Medium (Agilent, Santa Clara, USA). 

Upplösning och signalstyrka 

Tre glas med tonsillvävnad färgades in med infärgningsprotokollet DIF med FITC (Bilaga 4, Bilaga 5). 
Primärantikropparna som användes var FITC anti-IgA och FITC anti-IgG (Ventana Medical System Inc, 
Tucson, Arizona, USA). Glasen färgades in i Ventana BenchMark ULTRA. Glasen kontrollerades i ett 
fluorescensmikroskop (Olympus BX51, Olympus U-REL T). FITC anti-IgA-glasen som färgades in DIF 
med FITC jämfördes med FITC anti-IgA-glasen som färgades in med ultraView DAB med FITC. FITC 
anti-IgG glasen som färgades in DIF med FITC jämfördes med FITC anti-IgG glasen som färgades in 
med ultraView DAB med FITC. 
 
Tre patientglas med känd positivitet för epitoperna C3 och IgG användes som kontroll av 
länkantikroppen, Get anti-kanin (Agilent, Santa Clara, USA). Glasen färgades in med protokollet DIF 
med FITC (Bilaga 5, Bilaga 6). Primär antikropparna var FITC anti-C3 och FITC anti-IgG (Ventana 
Medical System Inc, Tucson, Arizona, USA). 
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Antikroppsspädning  

Två patientglas med känd positivitet för epitopen IgA användes som kontroll av spädningstitreringen. 
Ett glas användes som negativ kontroll. Glasen färgades in med protokollet DIF med FITC (Bilaga 4). 
Primärantikroppen som användes var FITC kanin anti-IgA (Ventana Medical System Inc, Tucson, 
Arizona, USA) med spädningen 1:10000. 

Amplifiering av signal 

Tre patientglas med känd positivitet för epitopen IgM användes för att utvärdera amplifiering, 
antikroppsspädning, specificitet och signalstyrka. Ett glas användes som negativ kontroll. Spädningen 
på den primära antikroppen FITC kanin anti-IgM (Ventana Medical System Inc, Tucson, Arizona, USA) 
som användes var 1:10000 och 1:30000. Glasen färgades in med protokollet DIF med FITC (Bilaga 11). 

 

Databearbetning 

Glasen bedömdes manuellt av en Biomedicinsk analytikerstudent och en handledare från avdelningen 
med hjälp av bildreferenser (8). Svårbedömda fall konsulterades med den forskningsansvariga. 
Bedömningen utfördes i ett ljusmikroskop för glasen som färgades med ultraView DAB och ultraView 
DAB med FITC. Bedömningen av glas som färgades DIF med FITC utfördes i ett fluorescensmikroskop. 
Specificiteten, signalstyrkan och upplösningen bedömdes efter en kategoriserad skala 0–3, där 0 inte 
gav någon signal, 1 gav svag signal och 2 gav en måttlig signal och 3 gav en stark signal. Glasen som 
färgades med DAB-infärgning fotograferades i mikroskopet och glasen som färgades med DIF med FITC 
fotograferades genom okularen.   

 

Etiska överväganden 

En etisk egengranskning enligt gällande riktlinjer vid Hälsohögskolan Jönköping har genomförts (Bilaga 
12). Deltagarna har i samband med provtagningen blivit informerade om samtycke till att provmaterialet 
sparas och får användas till metodutveckling enligt Biobankslagen, vilket täcker in informerat samtycke. 
Alla deltagare har gett samtycke, samtyckeskravet. Deltagarna är anonyma i studien och samtliga 
vävnadsprover har avidentifierats. Vävnadsproverna kan inte spåras till en specifik deltagare vilket 
täcker in konfidentialitetskravet. Vävnadsproverna kommer enbart att användas i studien, 
nyttjandekravet. Det finns inga förutsägbara risker med studien vad gäller deltagarna och det kommer 
inte påverka deltagarnas vård och behandling.  
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Resultat 

Optimering av enzym-baserad IHC 

Morfologi 

Bedömningen av morfologin i ett ljusmikroskop för lever, tarmslemhinna och tonsill uppvisade tydliga 
cellkärnor och cytoplasma och tydligt infärgat cytokeratin i vävnadernas epitel. Tarmslemhinnan var 
tydligare infärgad av cytokeratin jämfört med tonsill och lever (Figur 5 och Figur 6). Ingen morfologisk 

skillnad kunde observeras mellan vävnaden som fixerades en minut respektive tio minuter.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Utvärdering av protokoll 

 
Tonsillvävnad som färgades in för detektion av epitoperna IgA och IgG resulterade i enstaka positivt 
infärgade celler för epitoperna IgA och IgG, som även var jämförbar med den negativa kontrollen (Figur 
7–9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figur 5. Tarmslemhinna fixerad i 4% 
formaldehyd en minut och infärgad 
med ultraView Universial DAB 
Detection Kit i ett ljusmikroskop 10X. 

Figur 6. Tarmslemhinna fixerad i 4% 
formaldehyd tio minuter och infärgad 
med ultraView DAB Detection Kit i ett 
ljusmikroskop 10X. 

Figur 7. IgG positivitet, tonsillvävnad i ett 
ljusmikroskop 20X.

Figur 8. IgA positivitet, tonsillvävnad i 
ett ljusmikroskop 20X. 
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Upplösning och signalstyrka 

Den negativa kontrollen som infärgades med protokollet ultraView DAB med FITC var ospecifikt positiv 
med bruna pigment. Den positiva kontrollvävnaden var måttligt positiv med ospecifik infärgning för 
både IgA och IgG (Tabell 2).  

 

Tabell 2. Kategorisering av tonsillvävnad vad gäller fluorescenssignalens styrka, upplösning och 
ospecifik infärgning för respektive antikropp.  

 

Den negativa patientprovskontrollen för ultraView DAB med FITC var negativ i fluorescensmikroskopet 
(Figur 10). Infärgningen med infärgningsprotokollet ultraView DAB med FITC av patientprovet var 
linjärt positiv i basalmembranet för epitoperna C3 och IgG i fluorescensmikroskopet (Figur 11 och Figur 
12). UltraView DAB med FITC hade god upplösning på samtliga glas i fluorescensmikroskopet (Tabell 
3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Upplösning och signalstyrka Antikropp Signalstyrka Upplösning Ospecifik infärgning 

ultraView DAB med FITC IgA, IgG 3 3 2 

DIF med FITC IgA, IgG 2 3 1 

Figur 10. Negativ kontroll från 
patientprov infärgad med ultraView DAB 
med FITC i ett fluorescensmikroskop 40X.  

Figur 9. Negativ kontroll, tonsillvävnad. 

Figur 11. Patientprov positiv för IgG 
längs BMZ med ultraView DAB med FITC 
i ett fluorescensmikroskop 40X. 
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Patientprov med känd positivitet för epitoperna C3 och IgG var negativa för DAB infärgningen och en 
positiv fluorescenssignal observerades i förväntade områden samtidigt som ospecifik inbindning vid 
infärgning med ultraView DAB med FITC detekterades i ett ljusmikroskop (Figur 13 och Figur 15). Den 
negativa kontrollen var ospecifikt positiv med bruna pigment (Figur 17). Infärgningen hade god 
upplösning (Tabell 3). 
 
Tabell 3. Kategorisering av patientprov vad gäller fluorescenssignalens styrka, upplösning och 
ospecifik infärgning för respektive antikropp och antikroppsspädning. 

Fluorescensmikroskop Antikroppar Signalstyrka Upplösning  Ospecifik infärgning 

ultraView DAB med FITC C3 2 2 1 

 IgG 2 2 1 

DIF med FITC C3 3 3 1 

  IgG 3 3 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

Figur 14. Patientprov positiv för IgG 
infärgad med DIF med FITC i ett 
fluorescensmikroskop 40X.  

Figur 13. Patientprov negativ för IgG med 
ospecifik infärgning infärgad med 
ultraView DAB med FITC i ett 
ljusmikroskop 20X. 

 

 

 

Figur 12. Patientprov positiv för C3 längs 
BMZ med ultraView DAB med FITC i ett 
fluorescensmikroskop 40X. 
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Antikroppsspädning 

Antikroppsspädningen utfördes med antikropparna FITC kanin anti-IgA och FITC kanin anti-IgM för 
att öka styrkan på infärgningen och hitta en optimal spädning som ger så låg bakgrundsinfärgning som 
möjligt. Negativa kontrollen var ospecifikt positiv med bruna pigment men utan bakgrundsinfärgning. 
Samtliga prover med FITC kanin anti-IgA spädningarna 1:500, 1:1000 och 1:5000 var infärgade med 
ospecifik bakgrundsinfärgning, starkt överfärgad. I likhet med infärgningen av IgA blev även IgM 
infärgad med ospecifik bakgrundsfärg för samtliga spädningar 1:500, 1:1000 och 1:5000, starkt 
överfärgad (Tabell 4).  
 
Den negativa kontrollen var ospecifikt positiv med bruna starkt infärgade pigment utan 
bakgrundsinfärgning. Spädningarna 1:10000 och 1:30000 för FITC kanin anti-IgA var cytoplasmatisk 
infärgade i germinala centrum med ospecifik infärgning. FITC kanin anti-IgA med spädningen 1:10000 
var positiv i basalmembranet med bruna pigment (Figur 19) som var jämförbar med DIF med FITC 
(Figur 20). FITC kanin anti-IgA med spädningen 1:50000 var cytoplasmatiskt infärgad i germinala 
centrum med bakgrundsinfärgning. FITC kanin anti-IgM med spädningen 1:10000 var cytoplasmatisk 
infärgad i germinala centrum med bakgrundsinfärgning. Spädningarna 1:20000 och 1:30000 för FITC 
kanin anti-IgM var cytoplasmatiskt infärgade i germinala centrum med bakgrundsinfärgning (Tabell 4). 
För FITC kanin anti-IgA med spädningarna 1:10000, 1:30000, 1:50000 och FITC kanin anti-IgM med 
spädningarna 1:10000, 1:20000,1:30000 kunde specifika strukturer detekteras.  

 

Figur 18. Negativ kontroll från 
patientprov infärgad med DIF med FITC 
i ett fluorescensmikroskop 40X.  

Figur 16. Patientprov positiv för C3 
infärgad med DIF med FITC i ett 
fluorescensmikroskop 40X. 

Figur 17. Negativ kontroll av patientprov 
infärgad med ultraView DAB med FITC i 
ett ljusmikroskop 20X.  

Figur 15. Patientprov negativ för C3 
infärgad med ultraView DAB med FITC i 
ett ljusmikroskop 20X. 
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Tabell 4. Kategorisering av tonsillvävnad och patientprov för ultraView DAB med FITC vad gäller 
signalstyrka, upplösning och ospecifik infärgning för respektive antikropp och antikroppsspädning. 

Antikroppsspädning Signalstyrka Upplösning Ospecifik infärgning 

IgA 1:500 3 3 3 

IgA 1:1000 3 3 3 

IgA 1:5000 3 3 3 

IgM 1:500 3 3 3 

IgM 1:1000 3 3 3 

IgM 1:5000 3 3 3 

IgA 1:10000 3 3 2 

IgA 1:30000 3 3 2 

IgA 1:50000 2 2 1 

IgM 1:10000 3 3 2 

IgM 1:20000 2 2 1 

IgM 1:30000 2 2 1 

 

Inverkan av endogent peroxidas 

Den negativa kontrollen var negativ utan bakgrundsinfärgning. Den positiva tonsillkontrollen var 
positiv för endogent peroxidas, bruna pigment. 

Amplifiering av signal 

Den negativa kontrollen var ospecifikt positiv med bruna DAB pigment. Spädningen 1:20000 och 
1:30000 för FITC kanin anti-IgA med amplifiering var positiv i cytoplasman med bakgrundsinfärgning. 
Spädningarna 1:10000 och 1:20000 för FITC kanin anti-IgM med amplifiering var positiv i cytoplasman 
med bakgrundsinfärgning. FITC kanin anti-IgA som ej var amplifierad vid spädningen 1:20000 var 
positiv i cytoplasman med bakgrundsinfärgning (Tabell 5). 

 

Figur 19. Patientprov med IgA positivitet 
med spädningen 1:10000 i ett 
ljusmikroskop 20X. 

Figur 20. Patientprov med IgA 
positivitet med spädningen 1:1000 i ett 
fluorescensmkroskop 10X. 



20 
 

 

Tabell 5. Kategorisering av tonsillvävnad för ultraView DAB med FITC vad gäller signalstyrka, 
upplösning och ospecifik infärgning för respektive antikropp och antikroppsspädning. 

Antikroppar Signalstyrka Upplösning Ospecifik infärgning 

IgA 1:20000 3 3 3 

IgA 1:30000 3 3 3 

IgA icke AMP 1:20000 3 3 2 

IgM 1:10000 3 3 3 

IgM 1:20000 3 3 3 

 

Patientprov med känd positivitet för epitopen IgM var vid spädningen 1:10000 utan amplifiering starkt 
positiv med en cytoplasmatisk infärgning med bakgrundsinfärgning i basalmembranet och runt 
hårsäckar. FITC kanin anti-IgM med spädningen 1:30000 utan amplifiering var måttligt positiv med en 
cytoplasmatisk infärgning med bakgrundsinfärgning i basalmembranet och runt hårsäckar (Tabell 6). 
Cytoida kroppar var synliga vid både 1:10000 och 1:30000. Den negativa kontrollen var negativ. 

 

Tabell 6. Kategorisering av patientprov för ultraView DAB med FITC vad gäller signalstyrka, 
upplösning och ospecifik infärgning för respektive antikropp och antikroppsspädning. 

Antikroppar Signalstyrka Upplösning Ospecifik infärgning 

IgM 1:10000 3 3 3 

IgM 1:30000 2 2 2 

 

Blockering av antigen 

Blockering med humant-serumalbumin utfördes med antikropparna FITC kanin anti-IgA och FITC 
kanin anti-IgM. Den negativa kontrollen var ospecifikt positiv med bruna pigment. FITC kanin anti-IgA 
med spädningen 1:20000 och inkubationstiderna 30 och 60 minuter var starkt infärgade i germinala 
centrum och med stark bakgrundsinfärgning. FITC kanin anti-IgM med spädningen 1:10000 och 
inkubationstiderna 30 och 60 minuter var starkt infärgade i germinala centrum och med måttlig 
bakgrundsinfärgning. 
 

Utvärdering av blockering med inaktiverat humant-serumalbumin 

Inaktiveringen av humant-serumalbumin utfördes för att se om humant-albuminserum bundit in till 
strukturer och celler i vävnaden. Den negativa kontrollen var ospecifikt positiv med bruna pigment. IgM 
och IgA var positiva med måttlig bakgrundsinfärgning. Bakgrundsinfärgningen för IgM var svagare 
jämfört med IgA. Bakgrundsinfärgningen var svagare jämfört med aktiverat humant-albuminserum. 

 

Direkt immunofluorescens med FITC 

Upplösning och signalstyrka 

Direkt immunofluorescens med FITC på tonsillvävnad var positiv med en stark signal hos enstaka celler. 
Den negativa kontrollen var negativ. Glasen som färgades med FITC anti-IgA visade starkare infärgning 
jämfört med FITC anti-IgG. Samtliga tre glas för DIF med FITC hade god upplösning jämfört med de 
tre glasen som färgades in med ultraView DAB med FITC (Tabell 2). Den negativa kontrollen för DIF 
var negativ (Figur 18). Direkt immunofluorescens av patientprov med känd positivitet för C3C och IgG 
var linjärt positiv för C3C och IgG i basalmembranet (Figur 14 och Figur 16). Direkt immunofluorescens 
med FITC hade god upplösning på samtliga glas i fluorescensmikroskopet (Tabell 3). 
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Antikroppsspädning  

Patientprov som infärgades med DIF med FITC var starkt positiv för IgA i basalmembranet med måttlig 
bakgrundsinfärgning (Figur 20). Den negativa kontrollen var negativ. 

Amplifiering av signal 

Patientprovet som infärgades DIF med FITC var starkt positiv för IgM. Den negativa kontrollen var 
negativ.  
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Diskussion 

Immunohistokemi används vid histopatologiska utredningar som exempelvis diagnostik av 
autoimmuna hudsjukdomar. Metoden infärgar bindningsställena där antikropparna binder in till 
antigenen, det vill säga detektion av patientens autoantikroppar. Olika sjukdomar uttrycker specifika 
antikroppar som med hjälp av IHC kan detekteras. Därför är det viktigt att IHC-metoden är tillförlitlig 
så att rätt diagnos kan ställas. För att få en tillförlitlig IHC-metod krävs det att metoden optimeras. Det 
kan göras på många olika sätt. Metoden kan optimeras genom att exempelvis justera 
antikroppsspädningen och inkuberingsstid av fixeringsmedel och inhibitor (2). Immunofluorescens är 
en snabb metod som är ljuskänslig jämfört med enzym-IHC som tar längre tid och är permanent. Därför 
är det av intresse att optimera enzym-baserad IHC och jämföra med IF vad gäller specificitet, 
signalstyrka och upplösning för att kunna ersätta IF med enzym-baserad IHC. Syftet med studien var 
att optimera enzym baserad-immunohistokemi och jämföra epitoperna IgA, IgG, IgM och C3 mot 
immunofluorescens vad gäller specificitet, signalstyrka och upplösning. Enligt Al-Shenawy et al (3) 
verkar enzym-baserad IHC ha tillräckligt hög sensitivitet och specificitet för att kunna ersätta IF. Pfaltz 
et al (18) menar att DIF har högre sensitivitet på fryssnittad vävnad jämfört med paraffininbäddad 
vävnad. Resultatet från studien visar att det till viss del går att ersätta DIF med enzym-baserad IHC och 
att enzym-baserad IHC har hög sensitivitet för paraffininbäddad vävnad. Detta överensstämmer inte 
med denna studies resultat, däremot menar Magro et al (19) att tidigare studier visar att enzym-baserad 
IHC på paraffininbäddad vävnad ger falsk-negativa resultat.  

Optimering 
 
Initialt studerades fixeringens påverkan på morfologin. Det som avgör hur länge vävnaden ska fixera 
beror på diffusionshastigheten och immobiliseringshastigheten. Diffusionshastigheten är hur snabbt 
fixeringsmedlet tränger in i vävnaden och immobiliseringshastighet är tiden det tar att korsbinda 
proteiner (1). Fixering av 4μm snitt går snabbare jämfört med vävnadsbitar som är 4 mm tjocka. 
Fixeringen kan påverka vävnaden genom bildningen av metylenbryggor som gör att antikropparna får 
det svårare att detektera antigenen. Detta i sin tur gör att uttrycket av infärgningen kan bli svagare eller 
obefintlig (1). Att fixera fryssnitt en minut eller tio minuter verkar inte ha någon påverkan på 
cellkärnornas eller cytoplasmans struktur (Figur 5,  6). Cytoplasman och cellkärnorna hade tydliga 
strukturer som gick att urskilja från övrig vävnad och det cytokeratinrika cellerna i epitelet var tydligt 
infärgade. Det tyder på att fixeringstiden inte verkar ha någon större betydelse på morfologin. Vid 
manuell infärgning fixeras fryssnittad vävnad en minut (20), därför valdes vävnaden att fixeras en minut 
då det inte hade någon större morfologisk påverkan.   

Utvärdering av protokoll 
 
Efter att morfologin kontrollerats färgades tonsillvävnad in med ultraView DAB med FITC för att ha 
något att utgå ifrån vid jämförelsen av DIF med FITC. Enligt NordiQC rekommenderas tonsill som 
kontroll för epitoperna IgA, IgG och IgM. Tonsillen ska enligt NordiQC uttrycka positivitet i germinala 
centrum med en stark cytoplasmatisk infärgning och svag eller ingen bakgrundsinfärgning (21). 
Utvärderingen visade att infärgningsprotokollet resulterade i infärgade strukturer i vävnaden med en 
stark bakgrundsinfärgning. Det är svårt att avgöra om det är primär antikropparna, endogent peroxidas 
eller antikroppen som färgats in och bundit in ospecifikt eftersom den negativa kontrollen var ospecifikt 
positiv. Den positiva kontrollen var positiv för andra strukturer jämfört med den negativa kontrollen 
(Figur 7, 8, 9). Med tanke på att bakgrundsinfärgningen enligt NordiQC ska vara svag eller obefintlig, så 
är resultatet inte pålitligt. Det fanns gott om tonsillvävnad till denna studie så därför användes 

tonsillvävnad för infärgningarna enligt NordiQCs rekommendationer. 

Upplösning och signalstyrka 
 
Direkt immunofluorescens med FITC används rutinmässigt vid Falu lasarett för diagnostik av 
autoimmuna hudsjukdomar. Direkt immunofluorescens har generellt högre upplösning jämfört med 
enzym-baserad IHC (3). Jämförelse mellan ultraView DAB med FITC och DIF med FITC visade att den 
primära antikroppen infärgad med ultraView DAB med FITC binder in till basalmembranet. Det tyder 
på att den primära antikroppen verkar binda in specifikt eftersom antikropparna som detekteras 
återfinns i basalmembranet. Skillnaden mellan DIF med FITC och ultraView DAB med FITC var att DIF 
med FITC hade högre upplösning och signalstyrka (Tabell 3). Infärgningen DIF med FITC visar 
bakgrundsinfärgning men den är lättare att skilja från den specifika signalen jämfört med 
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bakgrundsinfärgningen från infärgningen med ultraView DAB med FITC. I fluorescensmikroskopet 
observerades att samma strukturer på samma ställe var infärgade även med ultraView DAB med FITC 
(Figur 11, 12). Den negativa kontrollen infärgad med ultraView DAB med FITC var ospecifikt positiv med 
bruna pigment efter kontroll i ett ljusmikroskop. I fluorescensmikroskopet var den negativa kontrollen 
negativ, vilket tyder på att det skulle kunna vara DAB som omvandlas av endogent peroxidas eftersom 
det enbart syntes i ljusmikroskopet. I bakgrunden i fluorescensmikroskopet syntes mörka fläckar som 
stämmer överens med pigmenten som syntes i den negativa kontrollen i ljusmikroskopet. Det enda som 
syntes i fluorescensmikroskopet var den primära antikroppen eftersom den var konjugerad med FITC. 
Resultatet är därför inte pålitligt eftersom DAB inte skiljde sig från den negativa kontrollen och 
uppvisade negativitet vid förväntade positiva strukturer, som blev positivt infärgade med FITC. Den 
negativa patientkontrollen för ultraView DAB med FITC blev negativ i fluorescensmikroskopet men 
ospecifikt positiv i ljusmikroskopet trots extra inhibering av endogent peroxidas. Patientproverna som 
analyserades som kontroll av länkantikroppen, option 1, blev negativa för epitoperna C3 och IgG med 
ospecifik infärgning samtidigt som den negativa kontrollen blev ospecifikt positiv (Figur 13, 15, 17). 
Patientproverna som infärgades med DIF med FITC för epitoperna IgG och C3 blev positiva i förväntade 
strukturer (Figur 14, 16).  Att patientprovet med känd positivitet för epitoperna C3 och IgG blev negativ 
skulle kunna bero på att länkantikroppen inte fungerade, eftersom en positiv signal syntes i 
flourescensmikroskopet (Figur 11, 12). Detta tyder på att den primära antikroppen binder in till 
vävnaden och att den sekundära antikroppen inte binder till länkantikroppen alternativt att 
länkantikroppen inte binder in till primära antikroppen. Det finns många anledningar till att den 
negativa kontrollen blev ospecifikt positiv. En anledning skulle kunna vara att tonsillen innehåller 
mycket endogent peroxidas som omvandlar DAB. Makrofager och lymfocyter är immunceller som kan 
innehålla mycket endogent peroxidas (1). En annan trolig anledning skulle kunna vara att någon av 
antikropparna förlorat sin funktion då länkantikroppen som användes var för gammal vilket skulle 
kunna påverka eftersom antikropparnas aktivitet minskar med tiden (inaktiveras) (1) eller att den 
sekundära antikroppen är för ospecifika för ändamålet.  
 
Användningen av monoklonala antikroppar är att föredra eftersom det ger högre specificitet (1). I denna 
studie var antikroppstillgången begränsad och därför användes polyklonala antikroppar. Polyklonala 
antikroppar kan binda in till flera specifika epitop vilket ökar risken för ospecifik inbindning. Det skulle 
kunna vara en förklaring till varför infärgningarna visar ospecifik infärgning i så stor utsträckning. Dock 
har polyklonala antikroppar högre sensitivitet (1). Däremot måste hänsyn tas till det som ska detekteras. 
Det är inte alltid bättre med monoklonala antikroppar, ibland är polyklonala bättre till exempel vid 
närvaro av instabila antigen. Hira et al (20) visade att DAB har hög sensitivitet jämfört med annan 
enzym-baserad IHC infärgning. Reaktiva områden i vävnaden är där antigen/epitoper finns. Vid 
exempelvis inflammation skapas reaktiva områden som en del i immunförsvaret. Antikroppar kan binda 
in till dessa reaktiva områden (1,22). Det skulle kunna orsaka ospecifik inbindning om antikroppar 
binder in till dessa reaktiva områden.  

Antikroppsspädning  
 
Nästa steg i studien var att optimera antikroppsspädningen på den primära antikroppen. Spädningarna 
gjordes på antikroppar från Agilent som var från kanin vilket möjliggjorde detektion utan länkantikropp 
då misstanke om att länkantikroppen, option 1 från Ventana var reaktiv och obrukbar. 
Spädningstitreringen visade att antikropparna behövde spädas upp till 1:10000 för kanin anti-IgM och 
1:30000 för kanin anti- IgA. Antikropparna IgM och IgA behövde spädas 1:10000 och 1:30000 för en 
svagare bakgrundsinfärgning och en tydligare specifik infärgning jämfört med övriga spädningar. 
Epitopen IgA som var infärgad med ultraView DAB med FITC var jämförbar med IgA som färgades in 
DIF med FITC (Figur 19, 20). Antikroppsspädningen är viktig för att minimera bakgrundsinfärgning. 
En orsak till bakgrundsinfärgning är exempelvis att en för hög koncentration av primära antikroppen 
används (1). Användningen av en för hög koncentration av primära antikroppen skulle kunna vara ett 
problem i studien. Speciellt eftersom automatiserad IHC används. Automatiserad IHC använder 
färdigspädda optimerade antikroppar som kommer i dispensrar (1, 13). Automatiserad IHC gör det 
svårare att kontrollera och justera parametrar som antikroppsspädning eftersom antikropparna 
kommer färdigspädda jämfört med manuell IHC (1). Resultatet efter antikroppsspädningen visade att 
specifika strukturer som germinala centrum infärgades, men det är svårt att avgöra om antikroppar från 
Agilent var mer specifik jämfört med infärgningen som gjordes med en länkantikropp från Ventana. Den 
negativa kontrollen var fortfarande ospecifikt positiv trots extra inhiberingssteg, vilket gör att resultaten 
inte är pålitliga. Detta tyder på att det är DAB som omvandlas av endogent peroxidas eftersom det inte 
är någon skillnad mellan primärantikroppar från Ventana eller Aglient.  
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Inverkan av endogent peroxidas  
 
En manuell infärgning utfördes för att kontrollera om DAB omvandlas av endogent peroxidas trots 
införande av extra inhiberingssteg. Anledningen till att en manuell infärgning valdes var för att det är 
lättare att kontrollera infärgningen. Infärgningen med enbart aktiverat DAB visade att DAB omvandlas 
av endogent peroxidas. Jämförelsen mellan glaset som blev positiv för DAB och alla negativa kontroller 
för ultraView DAB med FITC visade att samma celler var infärgade. Det tyder på att DAB omvandlas av 
endogent peroxidas och ingen ospecifik inbindning av antikroppar.  

Amplifiering av signal 
 
Amplifieringen gjordes i syfte att stärka den redan befintliga specifika signalen, den primära 
antikroppen. Detta gjordes genom att välja en lägre koncentration på den primära antikroppen med 
mindre bakgrundinfärgning för att på så sätt förstärka signalen av primära antikroppen, det vill säga 
den specifika signalen. Den negativa kontrollen var fortsatt ospecifikt positiv och amplifieringen som 
utfördes lyckades förstärka den specifika signal som var av intresse, det vill säga bindningsstället för 
primärantikropparna IgA och IgM. Samtidigt förstärktes även bakgrundsinfärgning vilket gjorde det 
svårt att urskilja vad som var specifikt och vad som var ospecifikt infärgat (Tabell 5). För patientproverna 
blev den negativa kontrollen negativ och de positiva proverna blev positiva med mindre 
bakgrundsinfärgning jämfört med amplifieringen med tonsillvävnad (Tabell 7). Det stärker misstanken 
om att tonsillvävnaden som användes som kontroll innehåller extra mycket endogent peroxidas 
eftersom patientproverna var från hudbiopsier. Amplifieringen verkar inte fungera då det blev starkare 
bakgrundsinfärgning jämfört med infärgningarna utan amplifiering. Det skulle kunna bero på att någon 
av antikropparna binder in ospecifikt. Därför var det av intresse att försöka blockera antigen, vilket 
gjordes med humant-serumalbumin.  

Blockering av antigen 
 
I ett försök att minska bakgrundsinfärgning utfördes en blockering med humant-serumalbumin. 
Vanligtvis används serum från djur men då tillgången av serum var begränsad, valdes humant-
serumalbumin till denna studie. Blockering med serum blockerar inbindningsstället för den primära 
antikroppen så att den inte binder till antigenen. Det flesta proteiner fungerar som blockeringsproteiner 
om de inte är specifika för den primära antikroppen (1). En liten märkbar skillnad observerades mellan 
glasen som blockerats med aktiverat humant-serumalbumin och inaktiverat humant-serumalbumin. 
Fortfarande syntes mycket bakgrundsinfärgning. Att serumet inte hade någon större märkbar skillnad 
skulle kunna bero på att serumet hade utgångsdatum 2019, vilket skulle kunna påverka serumets 
verkningsmekanism. Bakgrundsinfärgningen kan orsakas av antikroppar som kommer i kontakt med 
seruminnehållande vävnad (1). Detta skulle kunna vara en förklaring till att det blev en hög 
bakgrundsinfärgning. Serumproteiner kan konjugera med fluoroforer och antikroppar har lägre affinitet 
att konjugera med FITC jämfört med till exempel albumin (1). Eftersom FITC-anti IgA och FITC-anti 
IgM användes som primära antikroppar, skulle det kunna vara en möjlig förklaring till 
bakgrundsinfärgningen och ospecifik infärgning. En annan möjlig orsak skulle kunna vara för kort 
inkubationstid för serumet. Delcambre et al (23) som använde normalserum från get och antikroppar 
från Agilent i sin studie inkuberade i 20 minuter. Även om inte det är jämförbart på grund av olika 
serum, så kan det ge en fingervisning av inkubationstiden. Att inkubera serum i 30 respektive 60 
minuter verkar inte orimligt. För att ha en referens att jämföra med hade det varit intressant att testa 
inkubera med serum över natten. 

 
Sammanfattningsvis var det största problemet med studien bakgrundsinfärgning och ospecifika 
inbindningar. Det verkar vara svårt att optimera enzym-baserad IHC för primär antikropparna riktade 
mot epitoperna, IgA, IgG, IgM och C3 som var tillgängliga för denna studie och enligt Al-Shenawy et al 
(3) och Hira et al (20) är det problematiskt att optimera enzym-baserad IHC. Det flesta publicerade 
studier har optimerat med paraffininbäddad vävnad (3,20), trots att det framgår att paraffininbäddad 
vävnad ger falsk-negativa resultat för hudvävnad (18,19). Det framgår inte tydligt om paraffininbäddad 
vävnad är bättre jämfört med fryssnittad vävnad. Wong et al (24) och Burns et al (25) menar att HRP är 
en större molekyl jämfört med FITC och kan på grund av sin storlek minska signalen av FITC och på så 
sätt skapa en svagare signal, därför rekommenderar studien att använda polymer-baserad IHC eller 
direkt IHC. Wong et al (24) understryker att val av monoklonal eller polyklonal antikropp och fryssnittad 
vävnad eller paraffininbäddad vävnad måste väljas utifrån affinitetet på den primära antikroppen och 
efter morfologins betydelse för diagnosen, då fryssnittad vävnad har sämre morfologisk kvalité (20). Det 
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skulle kunna vara applicerbart för denna studie eftersom HRP i kombination med FITC användes i 
denna studie. Primär antikropparna som användes i denna studie var optimerade för fryssnittad vävnad 
och för immunofluorescens. 
 
Det är svårt att dra några slutsatser från resultatet i denna studie då samtliga resultat är egenbedömda 
av en Biomedicinsk analytikerstudent och en handledare från avdelningen Klinisk Patologi, Falu 
lasarett. I och med begränsat material i studien kunde inga statistiska beräkningar göras. Ett lämpligt 
statistiskt test för denna studie skulle vara ett Chi-square test. I efterhand upptäcktes att protokollen 
som användes i studien var fel-programmerade för länkantikroppen (Bilaga 2, Bilaga 3). Enligt 
protokollen applicerade instrumentet länkantikroppen före den primära antikroppen. Utan den primära 
antikroppen har länkantikroppen inget specifikt att binda in till. Det kan vara en förklaring till all 
ospecifik infärgning. Dock kvarstår misstanken om att antikropparna binder in ospecifikt alternativt att 
vävnaden innehåller stora mängder endogent peroxidas för de glas som färgades in med antikroppar 
från Agilent. I studien kunde positiva DAB-signaler detekteras i förväntade strukturer med antikroppar 
från Agilent som överensstämde med FITC-signalen för IgA och IgM, dock med mycket 
bakgrundsinfärgning som behöver optimeras.  
 
Förbättringar för framtida studier skulle kunna vara att testa med en annan eller en ny länkantikropp 
då den länkantikropp som användes var för gammal, men framförallt programmera om protokollet så 
att primära antikroppen appliceras före länkantikroppen. En nackdel med automatiserade instrument 
är att det är svårt att kontrollera stegen i protokollen. I studien programmerades protokollet med 
länkantikroppen separat. Under programmeringsprocessen valdes först primär antikropp och sedan 
länkantikropp. Därför borde instrumentet applicera den primära antikroppen först eftersom det var i 
den ordningen protokollet programmerades. Enligt Serkad et al (26) ger automatiserad IHC mindre 
bakgrundinfärgning jämfört med manuell IHC. Det stärker tanken att det är instrumentet som 
applicerat länkantikroppen istället för den primära antikroppen. Alternativt skulle det vara av intresse 
att fortsätta prova med antikroppar som är mus/kanin anti-human som kan binda in till den sekundära 
antikroppen direkt men som är monoklonala istället för polyklonala. Det skulle vara av intresse att 
undersöka flera alternativ till blockering av antigen, till exempel genom att använda normalserum från 
djur eftersom humant-serumalbumin inte verkar fungera. 

Slutsatser  

Slutsatsen av studien tyder på att det är problematiskt att optimera enzym-baserad IHC för epitoperna 
IgA, IgG, IgM och C3C. Epitopen IgA hade generellt starkare infärgning jämfört med epitopen IgM. 
Specifika signaler i förväntade strukturer kunde detekteras i patientmaterial med DAB för epitoperna 
IgA och IgM. Bakgrundsinfärgningen för IF var lättare att skilja från specifika signaler jämfört med 
enzym-baserad IHC. För att erhålla tillförlitliga utvärderingsresultat krävs det analys av fler 
vävnadsprover, omprogrammering av protokollen och eventuellt en ny länkantikropp.  
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