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Sammanfattning

Med hjilp avimmunohistokemi kan antigen och antikroppar som ar bundna till vivnaden detekteras.
Autoimmuna hudsjukdomar &ar exempel pé sjukdomar som diagnosticeras med immunohistokemi. Pa
Falu lasarett anvindes immunofluorescens for diagnostik av autoimmuna hudsjukdomar. Syftet med
denna studie var att optimera enzym-baserad immunohistokemi for epitoperna IgA, IgG, IgM och C3
och jamfora med immunofluorescens vad giller specificitet, signalstyrka och upplésning. Vavnader som
analyserades var tonsill, lever, tarmslemhinna och hudbiopsier. Fixering gjordes i 4% formaldehyd av
viavnaderna som infargades med ultraView DAB och ultraView DAB med FITC. Vdavnad som infirgades
med DIF med FITC skoljdes enbart i Reaction Buffer. Vivnaderna fiargades enligt protokollen ultraView
DAB, ultraView DAB med FITC och DIF med FITC. En manuell infirgning med aktiverat DAB utfordes.
Resultatet visade bakgrundsinfargning for samtliga infargningar. DIF med FITC var tydligare infargad
och lattare att skilja mellan specifik och ospecifik infargning. Det ar svart att optimera enzym-baserad
IHC och epitopen IgA hade generellt starkare infirgning jamfort med epitopen IgM. For att erhalla
tillforlitliga resultat kravs det att flera vivnadsprover 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 THC
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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Forkortningar

BMZ Basalmembranet

BP Bull6s 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

ITF Indirekt immunofluorescens
C3 Komplement protein C3

LP Lichen Planus

LE Lupus Erythematosus

SLE Systematisk Lupus Erythematosus



Inledning

Immunohistokemi (IHC) anvidnds vid cancerdiagnostik och diagnostik av kroniska sjukdomar
exempelvis autoimmuna hudsjukdomar. Immunohistokemi anvidnder antikroppar som binder in till
antigen och proteiner i vivnaden. Vid diagnostik av histopatologiska utredningar behover ofta olika
antigen utredas och rutinmaéssigt anviands viavnad som har genomgétt den histotekniska processen.
Vissa antigener kan doljas eller skadas i den histotekniska processen vilket gor att fryssnittad vavnad
som ar en skonsammare fixering i kombination med immunofluorescens (IF) kan anvidndas (1).
Immunofluorescens ar en ljuskidnslig metod som kraver ett optimerat infargningsprotokoll for basta
mojliga resultat. Nagra paverkande faktorer for ett optimalt infargningsprotokoll for IF ar affinitet,
spadningen pa antikropparna, pH och temperatur (2).

Rutinmaéssigt pd Klinisk Patologi, Falu lasarett, anvinds IF for diagnostik av autoimmuna
hudsjukdomar som Bulls Pemfigoid (BP), Dermatitis Herpetiformis (DH), Lupus Erythematosus (LE),
Lichen Planus (LP) och Vaskulit. Inmunofluorescens ar en snabb och enkel metod men den ar kinslig
for exponering av ljus vilket forsvirar diagnostiken. Samtidigt har inte IHC lika hog specificitet och
upplosning (3). Ar det majligt att skapa en sikrare diagnostik av autoimmuna hudsjukdomar med
enzym-baserad immunohistokemi med diaminobenzidin (DAB)?

Bakgrund

Histopatologi

Vavnadsprover behover hanteras enligt den histotekniska processen. Den histotekniska processen
bestar av utskirning, fixering, dehydrering, snittning och fargning. Fixering dr nodvindigt for att
forhindra autolys och stabilisera vdvnaden men dven for att vivnaden ska kunna fargas och behélla sin
struktur. Det finns tva olika typer av fixeringar, fysikalisk och kemisk fixering. Fysikalisk fixering
innebar att vivnaden fixeras fysikaliskt, vanligtvis genom nedfrysning eller virmebehandling. Kemisk
fixering innebir att vavnaden fixeras kemiskt, i huvudsak formaldehyd. Exempel pa kemisk fixering ar
formaldehyd, attika och etanol. Fixeringen péaverkas bland annat av pH, temperatur och vivnadens
densitet. For att inte orsaka fysiologiska forandringar bor pH vara mellan 6—8 och temperaturen mellan
25-30 °C da varme katalyserar fixeringsprocessen. Fixeringen pagar mellan 24—48 timmar beroende pa
diffusionshastighet och immobiliseringshastighet av vivnaden. Formaldehyd &r ett icke koagulerande
fixeringsmedel som innebar att proteiner korsbinder och bildar metylenbryggor som ger stabilitet till
vavnaden.

Dehydreringsprocessen extraherar inbundet vatten i vivnaden genom en 6kande etanol-gradient. Om
viavnaden ar otillrackligt fixerad kommer etanolen att denaturera proteinerna under dehydreringen.
Proteinerna kan vara viktiga vid diagnostik och formaldehyd behover proteinerna for att bilda
metylenbryggor som gor vidvnaden stabil. Etanolen har en krympande effekt pa vdvnaden vilket kan
forsvara diagnostiken genom forsamrad morfologi. I dehydreringsprocessen ingar klarning och
impregnering. Klarning ar steget da ett klarningsmedel, intermedium, anviands. Intermediumet &ar
blandbart med bade alkohol och paraffin. Impregnering ar steget da paraffininfiltration i vivnaden sker
for att bli mer stabil.

Inbaddning ar nir vidvnaden ska orienteras i en form och baddas in i paraffin. Det ar viktigt att vivnaden
baddas in plant for att alla strukturer ska inkluderas i snittet. Vivnaden snittas om inget annat anges
med en snittjocklek pa 3-4 um i en mikrotom med en vinkel mellan 5—15 grader. Det &ar viktigt att
paraffinklotsen ar kall och kniven vass for att minska risken for artefakter. Exempel pa artefakter ar
torra snitt som faller sonder och hél i snittet p& grund av att vivnaden dehydrerats for kort tid (1).

Vid en diagnostisk fragestillning fargas vdvnaden alltid in med hematoxylin och eosin (H&E). I
situationer dd H&E anses otillrackligt for tillforlitlig diagnostik sé kan en utokad undersokning i form
av IHC utforas. Immunohistokemi kan exempelvis anvindas vid tumorfragestéllningar eller misstanke
av autoimmuna sjukdomar (1).



Hudens forsvar

Immunforsvaret ar en mycket viktig mekanism som skyddar kroppen frin mikroorganismer, exempelvis
virus och bakterier. Hudens forsvarsmekanism ar komplicerad men bestar av en barridr av bundna
molekyler i form av proteiner och antimikrobiella peptider. Hudens pH ligger mellan 4,5-5,9 for att
hindra mikroorganismer att ta sig in genom huden (4).

Huden ar kroppens yttersta organ och bestér av tre lager. Det yttersta lagret epidermis, dermis och det
fettrika lagret subcutis (Figur 1). Basalmembranet (BMZ) som ar viktig vid diagnostik ligger mellan
epidermis och dermis. Stratum papillare ar det lager som ligger mellan epidermis och dermis och
stratum reticulare ar en del av dermis. I stratum papillare och stratum reticulare finns immunceller som
mastceller och lymfocyter. En mingd olika immunceller dr involverade i hudens immunforsvar.
Myeloida celler och lymfoida celler som presenterar antigen, langerhansceller, dendritiska celler och
makrofager som eliminerar mikroorganismer och kroppsfrimmande &mnen, dr exempel pa
immunceller (4).
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Figur 1. Hudens olika lager. Modifierad (5).

Komplementprotein C3 (C3) ar en del av komplementsystemet som i sin tur ar involverad i det
medfédda immunforsvaret genom att antikropparna bekidmpar 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 pa huden i form av hudfoérandringar som kan vara bade plana
och upphdjda strukturer. Hudforandringen kan vara ytlig och beror epidermis som ofta kdnnetecknas
av plana strukturer. Djupa hudfordandringar berér dermis och subcutis som ofta kdnnetecknas av
upphojda strukturer. Exempel pd autoimmuna hudsjukdomar ar Bullés Pemfigoid, Dermatitis
Herpetiformis, Lupus Erythematosus, Lichen Planus samt Vaskulit (7).

Diagnostik

Autoimmuna hudsjukdomar diagnosticeras oftast frin hudbiopsier. Provtagningen av hudbiopsierna
skiljer beroende pa vilken sjukdom som &r av intresse for diagnostik. Provtagning av biopsier for
diagnosticering av BP bor vara fran nyupptickta fordndringar som liknar normal hud for att minska
risken att basalmembranet ar skadat d& det kommer forstora epitopen vid diagnostiken. Biopsier for
diagnosticering av DH bor vara fran normal hud nira hudférandringen. Provtagning av biopsier for
diagnosticering av LE bor istéllet vara fran hudfordndringar som ar utsatta for sol for att oka
sensitiviteten. Provtagning av biopsier for diagnosticering av LP &r frén inflammerade hudomréden.
Biopsier for diagnosticering av Vasculit bor tas frdin omrdden med farska hudférdndringar for att
uttrycket av Immunoglobulin G (IgG) minskar med tiden (7).



Sjukdomarna karakteriseras av olika antigen pa diverse specifika strukturer och omraden. 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 Cs, IgG Linjir zon BMZ

DH IgA Granular zon BMZ och papillae spets

LE IgA, IgG, IgM, C3 Granular zon BMZ och sprickliga cellkdrnor
LP Fibrinogen, IgM Oregelbunden zon, cytoida kroppar BMZ

Vaskulit Fibrinogen, C3, IgA, IgG, IgM  Zon runt blodkarl Dermala kérl

Fryssnittning

Fryssnittning anvands nér vivnaden inte kan paraffininbdddas exempelvis for att vivnaden innehéller
kinsliga epitoper. Vanligtvis omges den farska vivnaden med en kryogel for att ge vivnaden stabilitet.
Det gor vavnaden dven lattare att snitta. Fryssnittnigen sker i en kryostat som kan héilla en konstant
temperatur. Temperaturen i kryostaten varierar beroende pa vilken vavnad som ska snittas. En optimal
temperatur for hudvavnad ar -20 °C till -25 °C. Det ar viktigt att hela vivnaden blir snabbt nedfryst,
fixerad, for att stabilisera och forhindra autolys av vivnaden. Raitt orientering av vivnaden i kryostaten
ar betydelsefullt si att strukturer som ar av intresse kommer med (9).

Immunohistokemi

Immunohistokemi (IHC) dr en metod som anvidnds for att detektera specifika antigen. For att kunna
detektera antigen kravs antikroppar som &r riktade mot det specifika antigenet som efterfragas (1).

Det finns olika THC metoder men det vanligaste ar att bade en priméir antikropp och en sekundir
antikropp anviands. Den priméra antikroppen kan vara bade monoklonal och polyklonal. Monoklonala
antikroppar ar riktade mot en specifik epitop medan polyklonala antikroppar &r riktade mot flera olika
epitoper och har darmed hogre sensitivitet jamfort med monoklonala antikroppar. Generellt anvands
monoklonala antikroppar i forsta hand eftersom de har hogre specificitet jamfort med polyklonala
antikroppar (1).

For att undvika ospecifik bakgrundsinfargning kan exempelvis den optimala spadningen pa primira
antikroppen anviandas. Den optimala spidningen innebar den hogsta spadningen pa antikroppen som
ger en stark fargreaktion men med ldg bakgrundsfiarg. Narvaro av endogent peroxidas ar en annan faktor
som kan paverka bakgrundsfirgen vid enzym-baserad IHC. Ett alternativ till mindre bakgrundsfarg ar
att blockera oonskade antigen. Blockering av antigen kan goras med exempelvis humant-serumalbumin.
En annan faktor som kan péverka resultatet dr inkubationstiden av antikropparna. For lang
inkubationstid kan resultera i falskt positiva resultat och det kan dven ge en hog bakgrundsinfargning.
Kortare inkubationstid kommer resultera i falsk negativa resultat. For att visualisera antigen kravs det
en sekundir antikropp. Den sekundira antikroppen kan ha en konjugerad fluorofor eller enzymer som
horseradish peroxidas (HRP) som tillsamman med ett kromogent substrat som DAB ger ett fargomslag
som kan visualiseras i ett l[jusmikroskop (10). Fordelen med enzym baserad IHC &r att den &r permanent,
kan sparas under lang tid och att det racker med ett ljusmikroskop fo6r analys av vivnaden. Nackdelar ar
att det tar langre tid att farga och att fler reagens och antikroppar ar inblandade vilket gor den dyrare

().

Immunofluorescens (IF) dr en annan THC metod som anvinder antikroppar som ar konjugerade med
en fluorofor, fluorescerande antikroppar, for detektion. Immunofluorescens kan delas in i direkt eller
indirekt. Direkt immunofluorescens (DIF) innebir att enbart en primér antikropp ar konjugerad till en
fluorofor. Indirekt immunofluorescens (ITIF) innebér att en primir och en sekundir antikropp anvinds.



Vid IIF ar den sekundéra antikroppen konjugerad till en fluorofor. Fluorescein isothiocyanat (FITC) ar
exempel pa en fluorofor. Fluoroforen FITC &r synlig vid en specifik viglingd och for att visualisera
antigen anvands ett fluorescensmikroskop (11). Fluorescein isothiocyanat exciteras med ljus vid 490 nm,
bla farg, och emitterar ljus vid 525 nm, gron farg.

Faktorer som paverkar visualiseringen ar fluoroforens fotostabilitet, tid for excitation av ljus och
fluorescensmikroskopets véglangd, fluorescensmikroskopets kapacitet att filtrera ljus (Figur 2). En
vaglangd utanfor spektrumet 490-525 nm pa fluorescensmikroskopet kommer leda till svagare
fargsignal jamfort med om vagldngden ar inom spektrumet 490—525 nm (12). Immunofluorescens ar en
snabb metod med hog upplosning och varierad signalstyrka jamfort med enzym-IHC men metoden &r
kinslig for exponering av ljus och infargningen ar inte permanent (11).
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Figur 2. Reaktionsmekanism dir FITC emitteras vid
excitationsmaximum (exm) 490 nm och emitterar ljus vid
emitteringsmaximum (emm) 525 nm i ett fluorescensmikroskop (12).

Automatiserad IHC

Tidigare fargades vavnadsprover in manuellt. Manuell infirgning kriaver noggrannhet. Det finns ett
flertal felkdllor som kan péverka vid manuell infirgning. Att hélla reda pa inkubationstider och
applicering av ritt reagens ar nagra felkillor. Manuell infargning kan variera mellan olika resultat. Alla
ar olika och det ar latt att till exempel applicera for mycket eller for lite antikropp eller att spadningen
blir for hog eller for 1dg. Idag fargas mycket provmaterial in med hjilp av automatiserade instrument
och utfors enligt programmerade infirgningsprotokoll. Protokollen utformas i ett datasystem dar bland
annat reagens och tider for inkubering kan justeras (1). Ett exempel pa ett automatiserat instrument for
fargning av viavnadsprover ar Ventana BenchMark ULTRA System (13).

Optimering

Optimering ar viktigt for korrekt diagnostik. Inom IHC bér bade infargningsprotokollen och
forbehandling optimeras. Infargningsprotokollen kan optimeras genom justering av inkubering,
blockering av endogent peroxidas, antikroppsspadning och pH. Vid undersokning av kinsliga epitop
kan optimering av olika fixeringar vara av intresse.



Fixeringen kan vara avgorande for att samtliga antigener ska framtrada. Optimering av olika fixeringar
kan goras genom att justera fixeringstiden. Det kan vara av intresse for att kontrollera morfologin i
vavnaden.

Vid optimering &ar béde positiva och negativa kontroller av storsta vikt. Kontrollerna ar viktiga vid
bedomning av infargningens specificitet och sensitivitet. Om den negativa kontrollen blir falsk positiv
kan det bero pa att antikroppen finns i for hog koncentration. Om den positiva kontrollen blir negativ
kan bero pé flera orsaker. En orsak kan vara att fel kontrollvivnad anviands och inte uttrycker sokta
antigen eller att antigenen &r instabila och kan orsaka svag eller ingen infargning (1).

IHC protokoll

Det forekommer olika infirgningsprotokoll for IHC. Vilket infargningsprotokoll som ska anvindas beror
pa vad som efterfrigas och vilken markor (antikroppar eller proteiner) (ett hundratal) som ska viljas. I
denna studie anvinds tre olika infiargningsprotokoll, ultraView DAB, DIF med FITC och ultraView DAB
med FITC. Gemensamt for infargningsprotokollen ultraView DAB och ultraView DAB med FITC ar
fixering i formaldehyd och avfettning i acetonlosning. I studien anvidnds UltraView DAB for att
undersoka hur fixeringen paverkar morfologin for att pé sa sétt optimera protokollen ultraView DAB
med FITC och DIF med FITC. Infargningsprotokollet ultraView DAB omfattar, inhibering med
ultraView Universial DAB inhibitor (H,O,), tillsittning av den primira antikroppen respektive den
sekunddra HRP konjugerade antikroppen samt Amplifier A och B, kromogent substrat med viteperoxid
(H20-) och koppar och till sist ULTRALCS (coverslip). Koppar anvands for att starka firgomvandlingen
av kromogena substratet till DAB. Amplifier A och B anvinds for att 6ka styrkan av den priméra
antikroppen genom att binda in flera sekundira antikroppar. Amplifieringen utfors vanligtvis med anti-
mus IgG och mus anti-kanin IgG och anvinds for att stirka svaga signaler (14) (Figur 3). ULTRALCS
anviands som en skyddande barridr av vatten och olja for att inte vivnaden ska torka ut eller skadas (15).
Endogent peroxidas kan kroppen sjilv producera vilket inte dr intressant vid diagnostik. Om vdvnaden
innehéller stora mangder endogent peroxidas kan en extra inhibering (H.O.) behévas. Darfor ar det av
storsta vikt att ta bort det endogena peroxidaset for att enbart detektera det som ar exogent och fa en
tillforlitlig diagnostik (1).

* Koppar + H202
DAB \_/

Amplifiering med mus anti-kanin

Hudvavnad

Figur 3. Amplifiering genom inbindning av flera antikroppar, mus
anti-kanin IgG (14).

Direkt immunofluorescens med FITC anvidnds som rutininfargning vid diagnostik av autoimmuna
hudsjukdomar pa avdelningen Klinisk patologi, Falu Lasarett. Infargningsprotokollet jamfors med
ultraView DAB med FITC for att kontrollera att ultraView DAB med FITC har tillrackligt hog specificitet
och sensitivitet for att anvandas till diagnostik (8, 16, 17).

Infargningsprotokollet ultraView DAB med FITC anvénder till skillnad fran infargningsprotokollen
ultraView DAB och DIF med FITC, en lankantikropp (Kanin anti-get). Linkantikroppen anvinds da den
sekundira antikroppen (get anti-kanin), som dr konjugerad med HRP, ska kunna binda in till den
primara antikroppen. Nar den sekundéara antikroppen ar bunden till lankantikroppen visualiseras den
primaéra antikroppen med hjilp av DAB (Figur 4).



Infargningsprotokollet anviands for att kontrollera att antikroppskomplexet som bestar av priméar
antikropp, lankantikropp och sekundir antikropp, binder in till det sokta omradet. Det sokta omrédet
styrs av beroende pa vilken diagnos som utreds (1, 15).

* Koppar + H202
DAR \/

Kanin anti-get

Hudvévnad

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



Syfte

Syftet med studien var att optimera enzym-baserade immunohistokemiska protokoll DAB for detektion
av epitoperna IgA, IgG, IgM och C3 frén fryssnittade hudpreparat. Analysera och utvardera enzym-
baserad immunohistokemisk metod DAB for respektive epitop och jaimfora mot fluorescens-baserad
immunohistokemi med hénsyn till specificitet, signalstyrka och upplésning.
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Material och metod

Urval av hudvavnadsprov

Provmaterialet bestod av hudbiopsier som samlades in under &ren 2020-2022 pd Falu Lasarett,
Dalarna. Urval av viavnadsprover gjordes efter kiand positivitet for ndgon autoimmun hudsjukdom.
Inklusionskriterier var alla former av autoimmuna hudsjukdomar, dd sjukdomarna var ovanligt
forekommande. Totalt anvindes 2 hudbiopsier och 11 stycken positiva glas. Studien utférdes pa
avdelningen Klinisk Patologi, Falu Lasarett, Dalarna.

Kontroller

Positiva och negativa kontroller anvindes. Negativa kontroller anviandes fran vavnadsprover som blev
negativa vid diagnostik fér ndgon autoimmun hudsjukdom, lever och tonsill. Positiva kontrollvivnaden
var fran tonsillvivnad, lever och tarmslemhinna. Tonsillvivnaden uttryckte samma antigen som
hudbiopsierna. Lever och tarmslemhinna anvindes som kontroll av morfologin. Positiva
kontrollvidvnaden anviandes vid optimering av infargningsprotokollen. Totalt anvindes 43 positiva och
14 negativa kontroller, en per infargningstillfille.

Fryssnittning

Vid ankomst av biopsier for utredning av autoimmuna hudsjukdomar snittades vivnaden i kryostaten
(Thermo Scientific CryoStar Cryostat NX70, USA) med snittjockleken 4 um vid temperaturen -25 °C,
tva snitt av vdvnaden placerades pa objektsglas (Thermo Scientific Superfrost Plus Menzel Gliser,
Waldbronn, Tyskland). Glasen forvarades sedan i -80 °C frysen.

Kontrollerna snittades med snittjockleken 4 um i kryostaten (Thermo Scientific CryoStar Cryostat
NX70, USA) vid temperaturen -25 °C. Tva snitt av vivnaden placerades pa objektglas (Tomo Adhesion,
Matsunami Glass IND, Osaka, Japan).

Optimering av enzym-baserad IHC

Morfologi

Totalt anviandes sex viavnadsglas for att kontrollera fixeringens paverkan pa morfologin. Tva glas med
tarmslemhinna, tvd glas med tonsill och tvd glas med lever. Ett glas av vardera vavnaden,
tarmslemhinna, tonsill och lever fixerades tio minuter i 4% formaldehyd och skoljdes i Ventana Reaction
Buffer pH 7,4—7,8 (Ventana Medical System Inc, Tucson, Arizona, USA). Glasen avfettades en minut i
acetonlosning.

Resterande tre glas av vardera viavnaden fixerades en minut i 4% formaldehyd och skoljdes i Ventana
Reaction Buffer pH 7,4—7,8. Glasen avfettades en minut i acetonlosning. Glasen férvarades i Ventana
Reaction Buffer pH 7,4—7,8 i vintan pa analys. Primarantikroppen som anvandes var CAM 5.2 (Ventana
Medical System Inc, Tucson, Arizona, USA). Optimering av protokoll utférdes med ultraView Universal
DAB Detection Kit (Bilaga 1) i Ventana BenchMark ULTRA System (Ventana Medical System Inc, USA,
Oro Valley). Efter infirgning skoljdes glasen i 95% etanol och tickglas monterades. Morfologin
kontrollerades och fotograferades i ett ljusmikroskop (Olympus BX53, Cellsens Entry).

Utvardering av protokoll

Tre glas med tonsillvivnad anvindes som utgangspunkt for utvirdering av infargningsprotokollet
ultraView DAB med FITC. Ett av glasen anviandes som negativ kontroll. Glasen fixerades en minut i 4%
formaldehyd och skéljdes i Ventana Reaction Buffer pH 7,4—7,8 och avfettades en minut i acetonlosning.
I vintan pa analys forvarades glasen i Reaction Buffer pH 7,4-7,8. Glasen firgades in med ultraView
DAB med FITC enligt protokollen (Bilaga 2, Bilaga 3). Primirantikropparna som anvindes 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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Foérbehandling

Samtliga glas som fargades in med ultraView DAB med FITC fixerades en minut i 4% formaldehyd och
skoljdes i Ventana Reaction Buffer pH 7,4—7,8 samt avfettades/fixerades en minut i acetonlésning.
Glasen inhiberades manuellt med 150pul endogent peroxidas inhibitor 3% H.O, per glas. I vintan pa
analys forvarades glasen i Ventana Reaction Buffer pH 7,4—7,8. Efter infirgningen skoljdes glasen i
Ventana Reaction Buffer pH 7,4—7,8 och 95% etanol. Sedan monterades samtliga glas med Pertex
(Histolab Products AB, Goteborg, Sverige).

Uppldsning och signalstyrka

Tre glas med tonsillvivnad anvidndes for att kontrollera upplosning och signalstyrka av
infargningsprotokollet ultraView DAB med FITC. UltraView DAB med FITC anvidndes som protokoll
med ett extra inhiberingssteg. Glasen fargades in enligt protokollet ultraView DAB med FITC (Bilaga 2,
Bilaga 3) i Ventana BenchMark ULTRA. Priméarantikropparna som anvindes var FITC anti-IgA (get
anti-human) och FITC anti-IgG (get-anti-human) (Ventana Medical System Inc, Tucson, Arizona, USA).

Tre patientglas med kidnd positivitet for epitoperna C3 och IgG anvidndes som kontroll av
lankantikroppen, Kanin anti-get (Agilent, Santa Clara, USA). Glasen som fixerades med 4% formaldehyd
och acetonlosning fargades in med protokollet ultraView DAB med FITC (Bilaga 3). Primir
antikropparna som anviandes var FITC anti-IgG (get anti-human) och FITC anti-C3 (get anti-human)
(Ventana Medical System Inc, Tucson, Arizona, USA).

Antikroppsspadning

Sexton glas med tonsillvivnad anvidndes for att optimera antikroppsspiddningen av den priméra
antikroppen. Antikropparna som anviandes var FITC kanin anti-IgA och FITC kanin anti-IgM (Agilent,
Santa Clara, USA). Atta glas anvindes for FITC kanin anti-IgA, atta glas anviindes for FITC kanin anti-
IgM och tre glas anvindes som negativ kontroll. Val av spadningar gjordes tillsammans med den
forskningsansvariga pa avdelningen for Klinisk patologi, Falu lasarett. Respektive antikropp spaddes
1:5, 1:50, 1:500, 1:1000 och 1:5000. FITC kanin anti-IgM spaddes ytterligare 1:10000, 1:20000 och
1:30000. FITC kanin anti-IgA spaddes ytterligare 1:10000, 1:30000 och 1:50000. Glasen fargades in
med protokollet ultraView DAB med FITC (Bilaga 7, Bilaga 8) i Ventana BenchMark dar 1ooul av
respektive spadd primér antikropp applicerades manuellt pa respektive glas. Pa den negativa kontrollen
applicerades 100ul Antibody diluent (Ventana Medical System Inc, Tucson, Arizona, USA) istéllet for
den priméra antikroppen. Slutligen analyserades glasen i ljusmikroskop.

Sex patientglas med kiand positivitet for epitoperna IgA och IgM anvidndes som kontroll av
spadningstitreringen. Antikropparna som anviandes var FITC kanin anti-IgA och FITC kanin anti-IgM
(Agilent, Santa Clara, USA). Tva negativa kontroller anviandes, en per antikropp. For FITC kanin anti-
IgA anvandes spadningarna 1:10000 och 1:50000. For FITC kanin anti-IgM anviandes spadningarna
1:10000 och 1:30000. Glasen fargades in med protokollet ultraView DAB med FITC (Bilaga 7, Bilaga 9).

Inverkan av endogent peroxidas

Tva glas med tonsillvivnad anviandes for att kontrollera om DAB omvandlas av endogent peroxidas i
vavnaden. Glasen firgades in manuellt. Glasen firgades in en minut med ultraView Universial DAB
Chromogen (Ventana Medical Sustem Inc, Tucson, Arizona, USA) och ultraView Universial DAB H,0,
(Ventana Medical Sustem Inc, Tucson, Arizona, USA) frin protokollet ultraView DAB. Darefter skoljdes
glasen i kranvatten och en kontrastinfargning gjordes 30 sekunder i hematoxylin f6ljt av 15 sekunder i
Li,COs. Glasen dehydrerades och monterades.

Amplifiering av signal

Amplifiering utférdes pa sex glas med tonsillvavnad for att undersoka mgjligheten att forstiarka signalen
av antikroppskomplexet. Antikropparna som anviandes var FITC kanin anti-IgA och FITC kanin anti-
IgM (Agilent, Santa Clara, USA). Tva glas anvindes for amplifiering av FITC kanin anti-IgA med
spadningarna 1:20000 och 1:30000. Ett glas anvindes som kontroll som ej amplifierades med
spadningen 1:20000 for FITC kanin anti-IgA. Tva glas anvidndes for amplifiering av FITC kanin anti-
IgM med spiadningarna 1:10000 och 1:20000. Amplifieringen utférdes med infargningsprotokollet
ultraView DAB med FITC (Bilaga 7, Bilaga 9, Bilaga 10) av instrumentet Ventana BenchMark ULTRA
System. FITC kanin anti-IgM glasen jamfordes med tidigare infargade glas med spadningarna 1:10000

12



och 1:20000 for FITC kanin anti-IgM. En negativ kontroll anvindes i from av tonsillvivnad diar den
priméra antikroppen ej applicerades.

Tva patientglas med kidnd positivitet for epitopen IgM anvindes for att kontrollera amplifiering,
antikroppsspadning, specificitet och signalstyrka. Glasen som fixerades med 4% formaldehyd och
acetonlosning fargades in med protokollet ultraView DAB med FITC (Bilaga 9). Spadningen pa den
priméra antikroppen FITC kanin anti-IgM (Agilent, Santa Clara, USA) som anvindes var 1:10000 och
1:30000.

Blockering av antigen

Fem glas med tonsillvivnad anvindes for utvirdering av blockering av ospecifika antigen.
Antikropparna som anviandes var FITC kanin anti-IgA och FITC kanin anti-IgM (Agilent, Santa Clara,
USA). Tvé glas anvandes for FITC kanin anti-IgA, tva glas anvandes for FITC kanin anti-IgM och ett glas
anviandes som negativ kontroll. FITC kanin anti-IgM spaddes 1:10000 och FITC kanin anti-IgA spaddes
1:20000. Sedan applicerades 150 pl humant-serumalbumin 50g/1 (CSL Behring GmbH, Marburg,
Tyskland) per glas. Ett glas for respektive primér antikropp inkuberades med humant-serumalbumin i
30 minuter respektive 60 minuter. Den negativa kontrollen inkuberades med humant-serumalbumin i
60 minuter. Glasen fargades in med protokollet ultraView DAB med FITC (Bilaga 7, Bilaga 8) i Ventana
BenchMark dér 10opl av respektive spadd primér antikropp applicerades manuellt pa respektive glas.
P4 den negativa kontrollen applicerades 100ul Antibody diluent istéillet for den primira antikroppen.
Slutligen analyserades glasen i ljusmikroskop.

Utvardering av blockering med inaktiverat humant-serumalbumin

Tre glas med tonsillvdvnad anvindes for utviardering av blockering av ospecifika antigen med inaktiverat
humant-serumalbumin. Humant-serumalbumin placeradesi 56 + 2 °C vattenbad i 30 + 2 minuter. Var
tionde minut blandades roret. Antikropparna som anvidndes var FITC kanin anti-IgA och FITC kanin
anti-IgM (Agilent, Santa Clara, USA). Ett glas anvindes for FITC kanin anti-IgA, ett glas anvandes for
FITC kanin anti-IgM och ett glas anvindes som negativ kontroll. FITC kanin anti-IgM spaddes 1:10000
och FITC kanin anti-IgA spaddes 1:20000. Sedan applicerades 150 ul humant-serumalbumin per glas.
Glasen for respektive primidr antikropp samt den negativa kontrollen inkuberades med inaktiverat
humant-serumalbumin i 60 minuter. Glasen firgades in med protokollet ultraView DAB med FITC
(Bilaga 7, Bilaga 8) i Ventana BenchMark dér 10opl av respektive spadd priméra antikropp applicerades
manuellt pa respektive glas. P4 den negativa kontrollen applicerades 10oul Antibody diluent istillet for
den priméra antikroppen. Slutligen analyserades glasen i ljusmikroskop.

Direkt immunofluorescens med FITC

Forbehandling

Glasen skoljdes och forvarades i Ventana Reaction Buffer pH 7,4—7,8 i vdntan pa analys. Efter
infargningen skoljdes glasen i Ventana Reaction Buffer pH 7,4—7,8 och samtliga glas monterades med
monteringsmedlet Fluorescence Mounting Medium (Agilent, Santa Clara, USA).

Uppldsning och signalstyrka

Tre glas med tonsillvivnad fargades in med infargningsprotokollet DIF med FITC (Bilaga 4, Bilaga 5).
Primérantikropparna som anviandes var FITC anti-IgA och FITC anti-IgG (Ventana Medical System Inc,
Tucson, Arizona, USA). Glasen fargades in i Ventana BenchMark ULTRA. Glasen kontrollerades i ett
fluorescensmikroskop (Olympus BX51, Olympus U-REL T). FITC anti-IgA-glasen som fargades in DIF
med FITC jaimfordes med FITC anti-IgA-glasen som fiargades in med ultraView DAB med FITC. FITC
anti-IgG glasen som firgades in DIF med FITC jaimférdes med FITC anti-IgG glasen som fargades in
med ultraView DAB med FITC.

Tre patientglas med kind positivitet for epitoperna C3 och IgG anvindes som kontroll av
lankantikroppen, Get anti-kanin (Agilent, Santa Clara, USA). Glasen fargades in med protokollet DIF
med FITC (Bilaga 5, Bilaga 6). Primir antikropparna var FITC anti-C3 och FITC anti-IgG (Ventana
Medical System Inc, Tucson, Arizona, USA).
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Antikroppsspadning

Tva patientglas med kiand positivitet for epitopen IgA anvindes som kontroll av spddningstitreringen.
Ett glas anvindes som negativ kontroll. Glasen fargades in med protokollet DIF med FITC (Bilaga 4).
Primarantikroppen som anvindes var FITC kanin anti-IgA (Ventana Medical System Inc, Tucson,
Arizona, USA) med spadningen 1:10000.

Amplifiering av signal

Tre patientglas med kind positivitet for epitopen IgM anviandes for att utvdrdera amplifiering,
antikroppsspadning, specificitet och signalstyrka. Ett glas anvindes som negativ kontroll. Spaddningen
pé den priméra antikroppen FITC kanin anti-IgM (Ventana Medical System Inc, Tucson, Arizona, USA)
som anvindes var 1:10000 och 1:30000. Glasen fargades in med protokollet DIF med FITC (Bilaga 11).

Databearbetning

Glasen bedomdes manuellt av en Biomedicinsk analytikerstudent och en handledare frén avdelningen
med hjilp av bildreferenser (8). Svirbedomda fall konsulterades med den forskningsansvariga.
Bedomningen utfordes i ett l[jusmikroskop for glasen som firgades med ultraView DAB och ultraView
DAB med FITC. Bedomningen av glas som fargades DIF med FITC utfordes i ett fluorescensmikroskop.
Specificiteten, signalstyrkan och upplésningen bedomdes efter en kategoriserad skala 0—3, dir o inte
gav nagon signal, 1 gav svag signal och 2 gav en mattlig signal och 3 gav en stark signal. Glasen som
fargades med DAB-infargning fotograferades i mikroskopet och glasen som firgades med DIF med FITC
fotograferades genom okularen.

Etiska 6vervaganden

En etisk egengranskning enligt gidllande riktlinjer vid Hialsohogskolan Jonképing har genomforts (Bilaga
12). Deltagarna har i samband med provtagningen blivit informerade om samtycke till att provmaterialet
sparas och far anvéandas till metodutveckling enligt Biobankslagen, vilket tacker in informerat samtycke.
Alla deltagare har gett samtycke, samtyckeskravet. Deltagarna dr anonyma i studien och samtliga
vavnadsprover har avidentifierats. Vavnadsproverna kan inte sparas till en specifik deltagare vilket
ticker in konfidentialitetskravet. Viavnadsproverna kommer enbart att anvidndas i studien,
nyttjandekravet. Det finns inga forutsidgbara risker med studien vad giller deltagarna och det kommer
inte paverka deltagarnas vard och behandling.
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Resultat

Optimering av enzym-baserad IHC

Morfologi

Bedomningen av morfologin i ett ljusmikroskop for lever, tarmslemhinna och tonsill uppvisade tydliga
cellkdrnor och cytoplasma och tydligt infargat cytokeratin i vivnadernas epitel. Tarmslemhinnan var
tydligare infargad av cytokeratin jamfort med tonsill och lever (Figur 5 och Figur 6). Ingen morfologisk

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

Figur 5. Tarmslemhinna fixerad i 4% Figur 6. Tarmslemhinna fixerad i 4%
formaldehyd en minut och infargad formaldehyd tio minuter och infargad
med ultraView Universial DAB med ultraView DAB Detection Kit i ett
Detection Kit i ett [jusmikroskop 10X. ljusmikroskop 10X.

Utvardering av protokoll

Tonsillvdvnad som fiargades in for detektion av epitoperna IgA och IgG resulterade i enstaka positivt
infirgade celler for epitoperna IgA och IgG, som dven var jamforbar med den negativa kontrollen (Figur

7-9).

e

Flgur 7. IgG positivitet, tonsillvavnad i ett Figur 8. IgA positivitet, tonsillvivnad i
ljusmikroskop 20X. ett ljusmikroskop 20X.
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Figur 9. Negativ kontroll, tonsillvivnad.

Uppl6ésning och signalstyrka

Den negativa kontrollen som infargades med protokollet ultraView DAB med FITC var ospecifikt positiv
med bruna pigment. Den positiva kontrollvivnaden var mattligt positiv med ospecifik infargning for
béade IgA och IgG (Tabell 2).

Tabell 2. Kategorisering av tonsillvivnad vad giller fluorescenssignalens styrka, upplosning och
ospecifik infirgning for respektive antikropp.

Uppldsning och signalstyrka Antikropp Signalstyrka  Uppldsning  Ospecifik infargning
ultraView DAB med FITC 1A, IgG 3 3 2
DIF med FITC IgA, 1gG 2 3 1

Den negativa patientprovskontrollen for ultraView DAB med FITC var negativ i fluorescensmikroskopet
(Figur 10). Infargningen med infargningsprotokollet ultraView DAB med FITC av patientprovet var
linjart positiv i basalmembranet for epitoperna C3 och IgG i fluorescensmikroskopet (Figur 11 och Figur
12). UltraView DAB med FITC hade god upplosning pa samtliga glas i fluorescensmikroskopet (Tabell

3).

Figur 10. Negativ kontroll fran Figur 11. Patientprov positiv for IgG

patientprov infirgad med ultraView DAB langs BMZ med ultraView DAB med FITC
med FITC i ett fluorescensmikroskop 40X. i ett fluorescensmikroskop 40X.
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Figur 12. Patientprov positiv for C3 langs
BMZ med ultraView DAB med FITC i ett
fluorescensmikroskop 40X.

Patientprov med kind positivitet for epitoperna C3 och IgG var negativa for DAB infargningen och en
positiv fluorescenssignal observerades i forvintade omraden samtidigt som ospecifik inbindning vid
infargning 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). Infiargningen hade god
upplosning (Tabell 3).

Tabell 3. Kategorisering av patientprov vad giller fluorescenssignalens styrka, upplosning och
ospecifik infirgning for respektive antikropp och antikroppsspiadning.

Fluorescensmikroskop Antikroppar Signalstyrka Upplosning Ospecifik infirgning

ultraView DAB med FITC Cs 2 2 1
IgG 2 2 1
DIF med FITC Cs 3 3 1
IgG 3 3 1

.’ = _ —e

A

Figur 13. Patientprov negativ for IgG med Figur 14. Patientprov positiv for IgG
ospecifik  infirgning infirgad med infirgad med DIF med FITC i ett
ultraView DAB med FITC i ett fluorescensmikroskop 40X.
ljusmikroskop 20X.
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Figur 15. Patientprov negativ for C3 Figur 16. Patientprov positiv for C3
infargad med ultraView DAB med FITC i infairgad med DIF med FITC i ett
ett ljusmikroskop 20X. fluorescensmikroskop 40X.
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Figur 17. Negativ kontroll av patientprov Figur 18. Negativ kontroll frén
infirgad med ultraView DAB med FITC i patientprov infargad med DIF med FITC
ett ljusmikroskop 20X. i ett fluorescensmikroskop 40X.

Antikroppsspéadning

Antikroppsspadningen utférdes med antikropparna FITC kanin anti-IgA och FITC kanin anti-IgM for
att 0ka styrkan pa infargningen och hitta en optimal spddning som ger sa 1ag bakgrundsinfargning som
mojligt. Negativa kontrollen var ospecifikt positiv med bruna pigment men utan bakgrundsinfiargning.
Samtliga prover med FITC kanin anti-IgA spddningarna 1:500, 1:1000 och 1:5000 var infargade med
ospecifik bakgrundsinfargning, starkt overfargad. I likhet med infargningen av IgA blev dven IgM
infdrgad med ospecifik bakgrundsfirg for samtliga spidningar 1:500, 1:1000 och 1:5000, starkt
overfargad (Tabell 4).

Den negativa kontrollen var ospecifikt positiv.e med bruna starkt infirgade pigment utan
bakgrundsinfiargning. Spidningarna 1:10000 och 1:30000 for FITC kanin anti-IgA var cytoplasmatisk
infargade i germinala centrum med ospecifik infargning. FITC kanin anti-IgA med spadningen 1:10000
var positiv i basalmembranet med bruna pigment (Figur 19) som var jamférbar med DIF med FITC
(Figur 20). FITC kanin anti-IgA med spadningen 1:50000 var cytoplasmatiskt infirgad i germinala
centrum med bakgrundsinfargning. FITC kanin anti-IgM med spadningen 1:10000 var cytoplasmatisk
infirgad i germinala centrum med bakgrundsinfargning. Spadningarna 1:20000 och 1:30000 f6r FITC
kanin anti-IgM var cytoplasmatiskt infirgade i germinala centrum med bakgrundsinfargning (Tabell 4).
For FITC kanin anti-IgA med spddningarna 1:10000, 1:30000, 1:50000 och FITC kanin anti-IgM med
spadningarna 1:10000, 1:20000,1:30000 kunde specifika strukturer detekteras.

18



L o : !
¢ s‘: ’ k 5 o ; : :
Figur 19. Patientprov med IgA positivitet Figur 20. Patientprov med IgA
med spiddningen 1:10000 i ett positivitet med spddningen 1:1000 i ett
ljusmikroskop 20X. fluorescensmkroskop 10X.

Tabell 4. Kategorisering av tonsillvivnad och patientprov for ultraView DAB med FITC vad géller
signalstyrka, upplosning och ospecifik infargning for respektive antikropp och antikroppsspédning.

Antikroppsspiadning  Signalstyrka Upplosning Ospecifik infirgning
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 bakgrundsinfirgning. Den positiva tonsillkontrollen var
positiv for endogent peroxidas, bruna pigment.

Amplifiering av signal

Den negativa kontrollen var ospecifikt positiv med bruna DAB pigment. Spidningen 1:20000 och
1:30000 for FITC kanin anti-IgA med amplifiering var positiv i cytoplasman med bakgrundsinfargning.
Spadningarna 1:10000 och 1:20000 for FITC kanin anti-IgM med amplifiering var positivi cytoplasman
med bakgrundsinfargning. FITC kanin anti-IgA som ej var amplifierad vid spadningen 1:20000 var
positiv i cytoplasman med bakgrundsinfargning (Tabell 5).
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Tabell 5. Kategorisering av tonsillvivnad for ultraView DAB med FITC vad giller signalstyrka,
upplosning och ospecifik infargning for respektive antikropp och antikroppsspidning.

Antikroppar Signalstyrka Upplosning Ospecifik infirgning
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 kind positivitet f6r epitopen IgM var vid spadningen 1:10000 utan amplifiering starkt
positiv med en cytoplasmatisk infirgning med bakgrundsinfirgning i basalmembranet och runt
hérsickar. FITC kanin anti-IgM med spddningen 1:30000 utan amplifiering var mattligt positiv med en
cytoplasmatisk infargning med bakgrundsinfargning i basalmembranet och runt harsackar (Tabell 6).
Cytoida kroppar var synliga vid bade 1:10000 och 1:30000. Den negativa kontrollen var negativ.

Tabell 6. Kategorisering av patientprov for ultraView DAB med FITC vad giller signalstyrka,
upplosning och ospecifik infargning for respektive antikropp och antikroppsspadning.

Antikroppar Signalstyrka Upplosning Ospecifik infargning
IgM 1:10000 3 3 3
IgM 1:30000 2 2 2

Blockering av antigen

Blockering med humant-serumalbumin utférdes 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 spadningen 1:20000 och inkubationstiderna 30 och 60 minuter var starkt infirgade i germinala
centrum och med stark bakgrundsinfirgning. FITC kanin anti-IgM med spiddningen 1:10000 och
inkubationstiderna 30 och 60 minuter var starkt infirgade i germinala centrum och med mattlig
bakgrundsinfargning.

Utvardering av blockering med inaktiverat humant-serumalbumin

Inaktiveringen av humant-serumalbumin utférdes for att se om humant-albuminserum bundit in till
strukturer och celler i vivnaden. Den negativa kontrollen var ospecifikt positiv med bruna pigment. IgM
och IgA var positiva med maéttlig bakgrundsinfargning. Bakgrundsinfiargningen for IgM var svagare
jamfort med IgA. Bakgrundsinfargningen var svagare jamfort med aktiverat humant-albuminserum.

Direkt immunofluorescens med FITC

Upplbésning och signalstyrka

Direkt immunofluorescens med FITC pé tonsillvivnad var positiv med en stark signal hos enstaka celler.
Den negativa kontrollen var negativ. Glasen som firgades med FITC anti-IgA visade starkare infargning
jamfort med FITC anti-IgG. Samtliga tre glas for DIF med FITC hade god upplosning jamfort med de
tre glasen som fargades in med ultraView DAB med FITC (Tabell 2). Den negativa kontrollen for DIF
var negativ (Figur 18). Direkt immunofluorescens av patientprov med kiand positivitet for C3C och IgG
var linjart positiv for C3C och IgG i basalmembranet (Figur 14 och Figur 16). Direkt immunofluorescens
med FITC hade god upplosning pa samtliga glas i fluorescensmikroskopet (Tabell 3).
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Antikroppsspadning

Patientprov som infargades med DIF med FITC var starkt positiv for IgA i basalmembranet med méttlig
bakgrundsinfiargning (Figur 20). Den negativa kontrollen var negativ.

Amplifiering av signal

Patientprovet som infirgades DIF med FITC var starkt positiv for IgM. Den negativa kontrollen var
negativ.
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Diskussion

Immunohistokemi anviands vid histopatologiska utredningar som exempelvis diagnostik av
autoimmuna hudsjukdomar. Metoden infirgar bindningsstillena déar antikropparna binder in till
antigenen, det vill siga detektion av patientens autoantikroppar. Olika sjukdomar uttrycker specifika
antikroppar som med hjilp av IHC kan detekteras. Darfor ar det viktigt att IHC-metoden ar tillforlitlig
sé att ritt diagnos kan stillas. For att fa en tillforlitlig IHC-metod kravs det att metoden optimeras. Det
kan goras pd ménga olika satt. Metoden kan optimeras genom att exempelvis justera
antikroppsspadningen och inkuberingsstid av fixeringsmedel och inhibitor (2). Immunofluorescens ar
en snabb metod som ar ljuskénslig jaimfort med enzym-IHC som tar ldngre tid och ar permanent. Darfor
ir det av intresse att optimera enzym-baserad IHC och jimfora med IF vad giller specificitet,
signalstyrka och upplosning for att kunna ersétta IF med enzym-baserad IHC. Syftet med studien var
att optimera enzym baserad-immunohistokemi och jimfora epitoperna IgA, IgG, IgM och C3 mot
immunofluorescens vad giller specificitet, signalstyrka och upplésning. Enligt Al-Shenawy et al (3)
verkar enzym-baserad IHC ha tillrackligt hog sensitivitet och specificitet for att kunna ersatta IF. Pfaltz
et al (18) menar att DIF har hogre sensitivitet pa fryssnittad vivnad jamfort med paraffininbaddad
vavnad. Resultatet fran studien visar att det till viss del gér att ersdtta DIF med enzym-baserad THC och
att enzym-baserad THC har hog sensitivitet for paraffininbidddad vavnad. Detta 6verensstaimmer inte
med denna studies resultat, diremot menar Magro et al (19) att tidigare studier visar att enzym-baserad
IHC pé paraffininbaddad vivnad ger falsk-negativa resultat.

Optimering

Initialt studerades fixeringens paverkan pd morfologin. Det som avgor hur linge vavnaden ska fixera
beror pa diffusionshastigheten och immobiliseringshastigheten. Diffusionshastigheten ar hur snabbt
fixeringsmedlet tringer in i vavnaden och immobiliseringshastighet dr tiden det tar att korsbinda
proteiner (1). Fixering av 4um snitt gar snabbare jaimfort med vavnadsbitar som dr 4 mm tjocka.
Fixeringen kan paverka vidvnaden genom bildningen av metylenbryggor som gor att antikropparna far
det svérare att detektera antigenen. Detta i sin tur gor att uttrycket av infargningen kan bli svagare eller
obefintlig (1). Att fixera fryssnitt en minut eller tio minuter verkar inte ha ndgon paverkan pa
cellkdrnornas eller cytoplasmans struktur (Figur 5, 6). Cytoplasman och cellkdrnorna hade tydliga
strukturer som gick att urskilja fran 6vrig vdvnad och det cytokeratinrika cellerna i epitelet var tydligt
infargade. Det tyder pd att fixeringstiden inte verkar ha nigon storre betydelse pd morfologin. Vid
manuell infargning fixeras fryssnittad viavnad en minut (20), darfor valdes vivnaden att fixeras en minut
da det inte hade négon storre morfologisk paverkan.

Utvardering av protokoll

Efter att morfologin kontrollerats firgades tonsillvivnad in med ultraView DAB med FITC for att ha
négot att utgd ifrn vid jamforelsen av DIF med FITC. Enligt NordiQC rekommenderas tonsill som
kontroll {6r epitoperna IgA, IgG och IgM. Tonsillen ska enligt NordiQC uttrycka positivitet i germinala
centrum med en stark cytoplasmatisk infargning och svag eller ingen bakgrundsinfirgning (21).
Utvirderingen visade att infargningsprotokollet resulterade i infirgade strukturer i vivnaden med en
stark bakgrundsinfargning. Det ar svart att avgora om det ar primér antikropparna, endogent peroxidas
eller antikroppen som firgats in och bundit in ospecifikt eftersom den negativa kontrollen var ospecifikt
positiv. Den positiva kontrollen var positiv for andra strukturer jamfort med den negativa kontrollen
(Figur 7, 8, 9). Med tanke pé att bakgrundsinfargningen enligt NordiQC ska vara svag eller obefintlig, s&
ar resultatet inte pélitligt. Det fanns gott om tonsillvivnad till denna studie s darfér anvandes

tonsillvivnad for infargningarna enligt NordiQCs rekommendationer.
Upplésning och signalstyrka

Direkt immunofluorescens med FITC anvidnds rutinméssigt vid Falu lasarett for diagnostik av
autoimmuna hudsjukdomar. Direkt immunofluorescens har generellt hogre upplosning jamfort med
enzym-baserad IHC (3). Jamforelse mellan ultraView DAB med FITC och DIF med FITC visade att den
primara antikroppen infirgad med ultraView DAB med FITC binder in till basalmembranet. Det tyder
pa att den priméra antikroppen verkar binda in specifikt eftersom antikropparna som detekteras
aterfinns i basalmembranet. Skillnaden mellan DIF med FITC och ultraView DAB med FITC var att DIF
med FITC hade hogre upplosning och signalstyrka (Tabell 3). Infirgningen DIF med FITC visar
bakgrundsinfirgning men den &r lattare att skilja frdn den specifika signalen jamfért med

22



bakgrundsinfargningen fran infirgningen med ultraView DAB med FITC. I fluorescensmikroskopet
observerades att samma strukturer pa samma stille var infargade dven med ultraView DAB med FITC
(Figur 11, 12). Den negativa kontrollen infirgad med ultraView DAB med FITC var ospecifikt positivmed
bruna pigment efter kontroll i ett ljusmikroskop. I fluorescensmikroskopet var den negativa kontrollen
negativ, vilket tyder pé att det skulle kunna vara DAB som omvandlas av endogent peroxidas eftersom
det enbart syntes i ljusmikroskopet. I bakgrunden i fluorescensmikroskopet syntes morka flickar som
stimmer 6verens med pigmenten som syntes i den negativa kontrollen i ljusmikroskopet. Det enda som
syntes i fluorescensmikroskopet var den priméra antikroppen eftersom den var konjugerad med FITC.
Resultatet ar darfor inte palitligt eftersom DAB inte skiljde sig frdn den negativa kontrollen och
uppvisade negativitet vid forvantade positiva strukturer, som blev positivt infirgade med FITC. Den
negativa patientkontrollen for ultraView DAB med FITC blev negativ i fluorescensmikroskopet men
ospecifikt positiv i l[jusmikroskopet trots extra inhibering av endogent peroxidas. Patientproverna som
analyserades som kontroll av lankantikroppen, option 1, blev negativa for epitoperna C3 och IgG med
ospecifik infargning samtidigt som den negativa kontrollen blev ospecifikt positiv (Figur 13, 15, 17).
Patientproverna som infargades med DIF med FITC for epitoperna IgG och C3 blev positiva i forviantade
strukturer (Figur 14, 16). Att patientprovet med kind positivitet for epitoperna C3 och IgG blev negativ
skulle kunna bero pa att linkantikroppen inte fungerade, eftersom en positiv signal syntes i
flourescensmikroskopet (Figur 11, 12). Detta tyder pa att den primira antikroppen binder in till
vavnaden och att den sekundira antikroppen inte binder till linkantikroppen alternativt att
lankantikroppen inte binder in till primira antikroppen. Det finns manga anledningar till att den
negativa kontrollen blev ospecifikt positiv. En anledning skulle kunna vara att tonsillen innehaller
mycket endogent peroxidas som omvandlar DAB. Makrofager och lymfocyter ar immunceller som kan
innehélla mycket endogent peroxidas (1). En annan trolig anledning skulle kunna vara att nigon av
antikropparna forlorat sin funktion déa ldnkantikroppen som anvidndes var for gammal vilket skulle
kunna péaverka eftersom antikropparnas aktivitet minskar med tiden (inaktiveras) (1) eller att den
sekundéra antikroppen ar for ospecifika for andamalet.

Anvindningen av monoklonala antikroppar ar att féredra eftersom det ger hogre specificitet (1). I denna
studie var antikroppstillgdngen begriansad och darfor anvindes polyklonala antikroppar. Polyklonala
antikroppar kan binda in till flera specifika epitop vilket 6kar risken for ospecifik inbindning. Det skulle
kunna vara en forklaring till varfor infirgningarna visar ospecifik infirgning i sa stor utstrackning. Dock
har polyklonala antikroppar hogre sensitivitet (1). Daremot méaste hansyn tas till det som ska detekteras.
Det ar inte alltid battre med monoklonala antikroppar, ibland &r polyklonala béttre till exempel vid
nérvaro av instabila antigen. Hira et al (20) visade att DAB har hog sensitivitet jamfort med annan
enzym-baserad IHC infiargning. Reaktiva omraden i vdvnaden ar dir antigen/epitoper finns. Vid
exempelvis inflammation skapas reaktiva omraden som en del i immunforsvaret. Antikroppar kan binda
in till dessa reaktiva omraden (1,22). Det skulle kunna orsaka ospecifik inbindning om antikroppar
binder in till dessa reaktiva omraden.

Antikroppsspadning

Nista steg i studien var att optimera antikroppsspiddningen pa den priméra antikroppen. Spadningarna
gjordes pa antikroppar fran Agilent som var frén kanin vilket méjliggjorde detektion utan lankantikropp
did misstanke om att ldnkantikroppen, option 1 frén Ventana var reaktiv och obrukbar.
Spadningstitreringen visade att antikropparna behévde spadas upp till 1:10000 for kanin anti-IgM och
1:30000 for kanin anti- IgA. Antikropparna IgM och IgA behévde spiadas 1:10000 och 1:30000 for en
svagare bakgrundsinfargning och en tydligare specifik infirgning jamfort med Gvriga spadningar.
Epitopen IgA som var infargad med ultraView DAB med FITC var jamforbar med IgA som firgades in
DIF med FITC (Figur 19, 20). Antikroppsspadningen ar viktig for att minimera bakgrundsinfargning.
En orsak till bakgrundsinfiargning dr exempelvis att en for hog koncentration av primira antikroppen
anvands (1). Anvindningen av en for hog koncentration av priméra antikroppen skulle kunna vara ett
problem i studien. Speciellt eftersom automatiserad IHC anvidnds. Automatiserad ITHC anvénder
fardigspadda optimerade antikroppar som kommer i dispensrar (1, 13). Automatiserad IHC gor det
svarare att kontrollera och justera parametrar som antikroppsspadning eftersom antikropparna
kommer fardigspadda jamfort med manuell THC (1). Resultatet efter antikroppsspadningen visade att
specifika strukturer som germinala centrum infirgades, men det ar svart att avgéra om antikroppar fran
Agilent var mer specifik jamfort med infargningen som gjordes med en lankantikropp fran Ventana. Den
negativa kontrollen var fortfarande ospecifikt positiv trots extra inhiberingssteg, vilket gor att resultaten
inte ar palitliga. Detta tyder pa att det &r DAB som omvandlas av endogent peroxidas eftersom det inte
ar ndgon skillnad mellan primarantikroppar frén Ventana eller Aglient.
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Inverkan av endogent peroxidas

En manuell infargning utfordes for att kontrollera om DAB omvandlas av endogent peroxidas trots
inférande av extra inhiberingssteg. Anledningen till att en manuell infirgning valdes var for att det ar
lattare att kontrollera infargningen. Infairgningen med enbart aktiverat DAB visade att DAB omvandlas
av endogent peroxidas. Jimforelsen mellan glaset som blev positiv for DAB och alla negativa kontroller
for ultraView DAB med FITC visade att samma celler var infargade. Det tyder pa att DAB omvandlas av
endogent peroxidas och ingen ospecifik inbindning av antikroppar.

Amplifiering av signal

Amplifieringen gjordes i syfte att stirka den redan befintliga specifika signalen, den primira
antikroppen. Detta gjordes genom att vilja en lagre koncentration pa den primira antikroppen med
mindre bakgrundinfargning for att pa sa satt forstdrka signalen av priméra antikroppen, det vill sidga
den specifika signalen. Den negativa kontrollen var fortsatt ospecifikt positiv och amplifieringen som
utfordes lyckades forstarka den specifika signal som var av intresse, det vill sdga bindningsstillet for
primidrantikropparna IgA och IgM. Samtidigt forstarktes dven bakgrundsinfirgning vilket gjorde det
svart att urskilja vad som var specifikt och vad som var ospecifikt infargat (Tabell 5). For patientproverna
blev den negativa kontrollen negativ och de positiva proverna blev positiva med mindre
bakgrundsinfargning jamfort med amplifieringen med tonsillvivnad (Tabell 7). Det stiarker misstanken
om att tonsillvivnaden som anvidndes som kontroll innehéller extra mycket endogent peroxidas
eftersom patientproverna var frin hudbiopsier. Amplifieringen verkar inte fungera da det blev starkare
bakgrundsinfargning jamfort med infirgningarna utan amplifiering. Det skulle kunna bero pé att ndgon
av antikropparna binder in ospecifikt. Darfér var det av intresse att forsoka blockera antigen, vilket
gjordes med humant-serumalbumin.

Blockering av antigen

I ett forsok att minska bakgrundsinfargning utférdes en blockering med humant-serumalbumin.
Vanligtvis anviands serum fran djur men da tillgdingen av serum var begridnsad, valdes humant-
serumalbumin till denna studie. Blockering med serum blockerar inbindningsstillet for den priméra
antikroppen sa att den inte binder till antigenen. Det flesta proteiner fungerar som blockeringsproteiner
om de inte ar specifika for den priméara antikroppen (1). En liten markbar skillnad observerades mellan
glasen som blockerats med aktiverat humant-serumalbumin och inaktiverat humant-serumalbumin.
Fortfarande syntes mycket bakgrundsinfargning. Att serumet inte hade nigon stérre markbar skillnad
skulle kunna bero pa att serumet hade utgangsdatum 2019, vilket skulle kunna paverka serumets
verkningsmekanism. Bakgrundsinfargningen kan orsakas av antikroppar som kommer i kontakt med
seruminnehéllande vdavnad (1). Detta skulle kunna vara en forklaring till att det blev en hog
bakgrundsinfiargning. Serumproteiner kan konjugera med fluoroforer och antikroppar har lagre affinitet
att konjugera med FITC jamfort med till exempel albumin (1). Eftersom FITC-anti IgA och FITC-anti
IgM anvindes som primdra antikroppar, skulle det kunna vara en mgjlig forklaring till
bakgrundsinfiargningen och ospecifik infargning. En annan mgjlig orsak skulle kunna vara foér kort
inkubationstid for serumet. Delcambre et al (23) som anvinde normalserum frén get och antikroppar
fran Agilent i sin studie inkuberade i 20 minuter. Aven om inte det dr jamforbart p& grund av olika
serum, sd kan det ge en fingervisning av inkubationstiden. Att inkubera serum i 30 respektive 60
minuter verkar inte orimligt. For att ha en referens att jamféra med hade det varit intressant att testa
inkubera med serum 6ver natten.

Sammanfattningsvis var det storsta problemet med studien bakgrundsinfirgning och ospecifika
inbindningar. Det verkar vara svart att optimera enzym-baserad IHC for primar antikropparna riktade
mot epitoperna, IgA, I1gG, IgM och C3 som var tillgingliga for denna studie och enligt Al-Shenawy et al
(3) och Hira et al (20) ar det problematiskt att optimera enzym-baserad ITHC. Det flesta publicerade
studier har optimerat med paraffininbaddad viavnad (3,20), trots att det framgéar att paraffininbaddad
vavnad ger falsk-negativa resultat for hudvavnad (18,19). Det framgér inte tydligt om paraffininbaddad
vavnad ar battre jaimfort med fryssnittad viavnad. Wong et al (24) och Burns et al (25) menar att HRP ar
en storre molekyl jamfort med FITC och kan pa grund av sin storlek minska signalen av FITC och pa sa
sitt skapa en svagare signal, darfor rekommenderar studien att anvinda polymer-baserad IHC eller
direkt IHC. Wong et al (24) understryker att val av monoklonal eller polyklonal antikropp och fryssnittad
vavnad eller paraffininbaddad viavnad maéste viljas utifran affinitetet pa4 den priméra antikroppen och
efter morfologins betydelse for diagnosen, dé fryssnittad vdvnad har simre morfologisk kvalité (20). Det
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skulle kunna vara applicerbart for denna studie eftersom HRP i kombination med FITC anvindes i
denna studie. Primir antikropparna som anvindes i denna studie var optimerade for fryssnittad vavnad
och fér immunofluorescens.

Det ar svért att dra négra slutsatser frin resultatet i denna studie da samtliga resultat ar egenbedémda
av en Biomedicinsk analytikerstudent och en handledare fran avdelningen Klinisk Patologi, Falu
lasarett. I och med begrinsat material i studien kunde inga statistiska berdkningar goras. Ett lampligt
statistiskt test for denna studie skulle vara ett Chi-square test. I efterhand uppticktes att protokollen
som anvindes i studien var fel-programmerade for lankantikroppen (Bilaga 2, Bilaga 3). Enligt
protokollen applicerade instrumentet linkantikroppen fore den priméra antikroppen. Utan den priméra
antikroppen har ldnkantikroppen inget specifikt att binda in till. Det kan vara en forklaring till all
ospecifik infargning. Dock kvarstar misstanken om att antikropparna binder in ospecifikt alternativt att
viavnaden innehaller stora méngder endogent peroxidas for de glas som fargades in med antikroppar
fran Agilent. I studien kunde positiva DAB-signaler detekteras i forviantade strukturer med antikroppar
fran Agilent som Overensstimde med FITC-signalen for IgA och IgM, dock med mycket
bakgrundsinfargning som behver optimeras.

Forbattringar for framtida studier skulle kunna vara att testa med en annan eller en ny lankantikropp
da den lankantikropp som anvindes var for gammal, men framforallt programmera om protokollet s&
att priméra antikroppen appliceras fore lankantikroppen. En nackdel med automatiserade instrument
ar att det ar svart att kontrollera stegen i protokollen. I studien programmerades protokollet med
lankantikroppen separat. Under programmeringsprocessen valdes forst primar antikropp och sedan
lankantikropp. Darfor borde instrumentet applicera den priméra antikroppen forst eftersom det var i
den ordningen protokollet programmerades. Enligt Serkad et al (26) ger automatiserad IHC mindre
bakgrundinfargning jaimfort med manuell THC. Det stirker tanken att det dr instrumentet som
applicerat lankantikroppen istéllet for den priméra antikroppen. Alternativt skulle det vara av intresse
att fortsitta prova med antikroppar som dr mus/kanin anti-human som kan binda in till den sekundéra
antikroppen direkt men som dr monoklonala istillet for polyklonala. Det skulle vara av intresse att
undersoka flera alternativ till blockering av antigen, till exempel genom att anvinda normalserum fran
djur eftersom humant-serumalbumin inte verkar fungera.

Slutsatser

Slutsatsen av studien tyder pa att det ar problematiskt att optimera enzym-baserad IHC f6r epitoperna
IgA, 1gG, IgM och C3C. Epitopen IgA hade generellt starkare infirgning jamfért med epitopen IgM.
Specifika signaler i forvintade strukturer kunde detekteras i patientmaterial med DAB for epitoperna
IgA och IgM. Bakgrundsinfargningen for IF var lattare att skilja fran specifika signaler jamfort med
enzym-baserad IHC. For att erhédlla tillforlitliga utvarderingsresultat krivs det analys av fler
vavnadsprover, omprogrammering av protokollen och eventuellt en ny lankantikropp.
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och hjilp med insamling av material. Ett stort tack till handledare Jakob Domert for assistans och
support och tack till Helena Hermelin for hjidlp med tolkning av resultat, antikroppar och
programmering av protokoll. Tack till 6vriga kollegor pa Klinisk patologi, Falu lasarett for hjilp och
trevligt séllskap.
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Bilagor

Bilaga 1

Protokoll nr. 1501 : CAM 5.2 FRYST VATA GLAS UTAN HIER (2022-01-27

Version: 1 Validerat: Nej Aktiva: Ja
Procedur: U ultraView DAB ( v1.02.0018 )
BenchMark ULTRA IHC/ISH

Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S- 791 82 FALUN, SWEDEN

1 Aktivera mixrar
2  Skolier glas med Reaktionsbuffert
3 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
4 Applicerar Coverslip
5  Stanger av glasvarmare
6  Pauspunkt (landningszon)
7  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
8 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
9  Applicerar Coverslip
10  Skoljier glas med Reaktionsbuffert
11 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
12 Applicerar Coverslip
13  Pauspunkt (landningszon)
14  Varmer Glas till 36 grader C
15  Skolier glas med Reaktionsbuffert
16 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
17 Applicerar Coverslip
18  Varmer upp glasen till 36 grader C, och inkuberar i 4 minuter
19  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
20 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
21 Applicerar en droppe av [PREP KIT 54] ( Pp ), Coverslip och inkubs i[0t 32 min]
22 Skalier glas med Reaktionsbuffert
23 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
24  Applicerar Coverslip
25 Varmer Glas till 36 grader C
26  Skoljier glas med Reaktionsbuffert
27  Tillsatt 100ul + VA Reaction Buffel
28  Applicerar en droppe av UV HRP UNIV MULT, applicerar Coverslip och inkuberar i 8 minutel
29  Skdljer glas med Reaktionsbuffert
30 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
31 Applicerar Coverslip
32  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
33 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
34  Applicerar Coverslip
35 Skoljer glas med Reaktionsbuffert
36  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
37  Applicerar en droppe av UV DAB och en droppe av UV DAB H202, applicerar Coverslip och inkuberar | 8 minuter
38  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
39  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
40  Applicerar en droppe av UV COPPER, applicerar Coverslip och inkuberar i 4 minuter
41 Skolier glas med Reaktionsbuffert
42 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
43 Applicerar en droppe av [HEMATOXYLIN 1] ( K ing ), i Coverslip och i [8 minuter]
44  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
* en droppe &r en reagensdispensering Utskriven 2022-05-13 10:35:18
Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S- 791 82 FALUN, SWEDEN Sida 1av 2

VSS v12.5.4 Build 20234.1

45
46
47
48
49
50
51
52
53

Justerar g| med

Applicerar Coverslip

Skoljer glas med Reaktionsbuffert

Justerar med ffert

Applicerar en droppe av [BLUING REAGENT] ( Eft argning ), app Coverslip och i i[4 minuter]
Skoljer glas med Reaktionsbuffert

Applicerar Coverslip

Stanger av glasvarmare

Skoljer glas med Reaktionsbuffert
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Bilaga 2

Protokoll nr. 1507 : IgA DAB 107 (2022-04-06)

Version: 1 Validerat: Nej Aktiva: Ja
Procedur: U ultraView DAB ( v1.02.0018 )
BenchMark ULTRA IHC/ISH

Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S- 791 82 FALUN, SWEDEN

1 Aktivera mixrar
2 Skoljer glas med Reaktionsbuffert
3 Justerargl y med R i iffert
4 Applicerar Coverslip
5  Stanger av glasvarmare
6  Pauspunkt (landningszon)
7  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
8 Justerar gl ly med buffert
9  Applicerar Coverslip
10  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
11 Justerar gl lymen med F ffe
12  Applicerar Coverslip
13 Pauspunkt (landningszon)
14 Varmer Glas till 36 grader C
15  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
16 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
17  Applicerar en droppe av [OPTION 1] ( Option ), applicerar Coverslip och inkuberar i [32 minuter]
18  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
19 Justerarg lymen med
20  Applicerar Coverslip
21 varmer upp glasen till 36 grader C, och inkuberar i 4 minuter
22  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
23 Justerarg lymen med F t
24  Applicerar en droppe av [PREP KIT 107] ( Antikropp ), applicerar Coverslip och inkuberar i [0 t 32 min]
25 Skoljer glas med Reaktionsbuffert
26 Justerar med Reakti ffert
27  Applicerar Coverslip
28 Varmer Glas till 36 grader C
29  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
30 Tillsatt 100ul + VA Reaction Buffer
31 Applicerar en droppe av UV HRP UNIV MULT, applicerar Coverslip och inkuberar i 8 minute!
32  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
33  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
34  Applicerar Coverslip
35 Skoljer glas med Reaktionsbuffert
36 Justerar ymen med i t
37  Applicerar Coverslip
38  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
39  Justerar gl ly med R i t
40  Applicerar en droppe av UV DAB och en droppe av UV DAB H202, applicerar Coverslip och inkuberar i 8 minuter
41  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
42 Justerar gl lymen med
43 Applicerar en droppe av UV COPPER, i Ci lip och inkub: i 4 minuter
44 Skoljer glas med Reaktionsbuffert
* en droppe &r en reagensdispensering Utskriven 2022-05-13 10:37:22
Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S- 791 82 FALUN, SWEDEN Sidatav2

VSS v12.5.4 Build 20234.1

45  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
46 Applicerar en droppe av [HEMATOXYLIN 1] ( Kontrastfargning ), applicerar Coverslip och inkuberar i [8 minuter]

47  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

48  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

49  Applicerar Coverslip

50 Skoljer glas med Reaktionsbuffert

51  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

52  Applicerar en droppe av [BLUING REAGENT] ( Efter-kontrastfargning ), applicerar Coverslip och inkuberar i [4 minuter]
53  Skéljer glas med Reaktionsbuffert

54  Applicerar Coverslip

55 Stanger av glasvarmare

56 Skoljer glas med Reaktionsbuffert
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Bilaga 3
Protokoll nr. 1508 : IgG DAB 98 (2022-04-06)

Version: 3 Validerat: Nej Aktiva: Ja
Procedur: U ultraView DAB ( v1.02.0018 )
BenchMark ULTRA IHC/ISH

Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S-791 82 FALUN, SWEDEN

Aktivera mixrar
Skoljer glas med Reaktionsbuffert
Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

Applicerar Coverslip

Stanger av glasvarmare

Pauspunkt (landningszon)

Skoljer glas med Reaktionsbuffert

Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

Applicerar Coverslip

Skolier glas med Reaktionsbuffert

Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

12  Applicerar Coverslip

13 Pauspunkt (landningszon)

14  Varmer Glas till 36 grader C

15  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

16  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

17  Applicerar en droppe av [OPTION 1] ( Option ), applicerar Coverslip och inkuberar i [32 minuter]
18  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

19  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

20 Applicerar Coverslip

21 Varmer upp glasen till 36 grader C, och inkuberar i 4 minuter

22  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

23 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

24  Applicerar en droppe av [PREP KIT 98] ( Antikropp ), applicerar Coverslip och inkuberar i [0 t 32 min]
25  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

26  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

27  Applicerar Coverslip

28 Varmer Glas till 36 grader C

29  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

30 Tillsatt 100ul + VA Reaction Buffe!

31  Applicerar en droppe av UV HRP UNIV MULT, applicerar Coverslip och inkuberar i 8 minute!
32  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

33 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

34  Applicerar Coverslip

35 Skoljer glas med Reaktionsbuffert

36  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

37  Applicerar Coverslip

38  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

39  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

40  Applicerar en droppe av UV DAB och en droppe av UV DAB H202, applicerar Coverslip och inkuberar i 8 minuter
41 Skoljer glas med Reaktionsbuffert

42 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

43  Applicerar en droppe av UV COPPER, applicerar Coverslip och inkuberar i 4 minuter
44 Skoljer glas med Reaktionsbuffert

* en droppe &r en reagensdispensering Utskriven 2022-05-13 10:37:39
Falu Lasarett, Kiinik for patologi og cytologi S- 791 82 FALUN, SWEDEN Sida 1av2
VSS v12.5.4 Build 20234.1
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Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
Applicerar en droppe av [HEMATOXYLIN 11] ( Kontrastfargning ), applicerar Coverslip och inkuberar i [8 minuter]
Skoljer glas med Reaktionsbuffert

Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

Applicerar Coverslip

Skoéljer glas med Reaktionsbuffert

Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

Applicerar en droppe av [BLUING REAGENT] ( Efter-kontrastfargning ), applicerar Coverslip och inkuberar i [4 minuter]
Skoljer glas med Reaktionsbuffert

Applicerar Coverslip

Stanger av glasvarmare

Skoljer glas med Reaktionsbuffert
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Bilaga 4

Protokoll nr. 250 : IF IgA 2681 (2020-11-16)

Version: 1 Validerat: Nej Aktiva: Ja
Procedur: U Fluorescens IHC ( v1.02.0004 )
BenchMark ULTRA IHC/ISH

Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S-791 82 FALUN, SWEDEN

Aktivera mixrar
Skoljer glas med Reaktionsbuffert
Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
Applicerar Coverslip
Varmer Glas till 36 grader C
Skéljer glas med Reaktionsbuffert
Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
Applicerar en droppe av [FITC ANTI-IgA] ( Fluorescerande Antikropp ), applicerar Coverslip och inkuberar i (8 minuter]
Skoljer glas med Reaktionsbuffert
10  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
11 Applicerar Coverslip
12  Stanger av glasvarmare
13 Skoljer glas med Reaktionsbuffert

© 0N OO Os WN =

* en droppe &r en reagensdispensering Utskriven 2022-05-13 12:18:45
Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S- 791 82 FALUN, SWEDEN Sida 1av1
VSS v12.5.4 Build 20234.1
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Bilaga 5

Protokoll nr. 251 : IF IgG 2680 (2020-11-16)

Version: 1 Validerat: Nej Aktiva: Ja
Procedur: U Fluorescens IHC ( v1.02.0004 )
BenchMark ULTRA IHC/ISH

Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S-791 82 FALUN, SWEDEN

Aktivera mixrar

Skéljer glas med Reaktionsbuffert

Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

Applicerar Coverslip

Varmer Glas till 36 grader C

Skéljer glas med Reaktionsbuffert

Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

Applicerar en droppe av [FITC ANTI-IgG] ( Fluorescerande Antikropp ), applicerar Coverslip och inkuberar i [8 minuter]
9  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

10 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

11 Applicerar Coverslip

12  Stanger av glasvarmare

13 Skoljer glas med Reaktionsbuffert

0 N ;A WN =

*en droppe &r en reagensdispensering Utskriven 2022-05-13 12:18:53
Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S- 791 82 FALUN, SWEDEN Sida 1 av 1
VSS v12.5.4 Build 20234.1
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Bilaga 6

Protokoll nr. 253 : IF C3C 2686 (2020-11-16)

Version: 1 Validerat: Nej Aktiva: Ja
Procedur: U Fluorescens IHC ( v1.02.0004 )
BenchMark ULTRA IHC/ISH

Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S-791 82 FALUN, SWEDEN

Aktivera mixrar

Skoljer glas med Reaktionsbuffert

Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
Applicerar Coverslip

Varmer Glas till 36 grader C

Skoljer glas med Reaktionsbuffert

Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
Applicerar en droppe av [FITC ANTI-C3] ( Fluorescerande Antikropp ), applicerar Coverslip och inkuberar i[16 minuter]
Skoljer glas med Reaktionsbuffert

Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
Applicerar Coverslip

Stanger av glasvarmare

Skoljer glas med Reaktionsbuffert

1
2
3
4
5
6
T
8
9

10

1

-
w N

* en droppe &r en reagensdispensering Utskriven 2022-05-13 12:19:03
Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S- 791 82 FALUN, SWEDEN Sida1av 1
VSS v12.5.4 Build 20234.1
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Bilaga 7

Protokoll nr. 1517 : IlgA DAB TITR (2022-04-21)

Version: 2 Validerat: Nej Aktiva: Ja
Procedur: U ultraView DAB ( v1.02.0018 )
BenchMark ULTRA IHC/ISH

Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S- 79182 FALUN, SWEDEN

Aktivera mixrar
Skoljer glas med Reaktionsbuffert
Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
Applicerar Coverslip
Stanger av glasvarmare
Pauspunkt (landningszon)
Skoljer glas med Reaktionsbuffert
Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
9  Applicerar Coverslip
10  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
11 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
12 Applicerar Coverslip
13  Pauspunkt (landningszon)
14  varmer Glas till 36 grader C
15 Skoljer glas med Reaktionsbuffert
16  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
17  Applicerar Coverslip
18  Varmer upp glasen till 36 grader C, och inkuberar i 4 minuter
19  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
20  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
21 Applicerar Coverslip
22 Hand Apply ( Primar antikropp ), and Incubate for [0 t 32 min]
23 Skoljer glas med Reaktionsouffert
24 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
25  Applicerar Coverslip
26 Varmer Glas till 36 grader C
27  Skdljer glas med Reaktionsbuffert
28  Tillsatt 100ul + VA Reaction Buffel
29 Applicerar en droppe av UV HRP UNIV MULT, applicerar Coverslip och inkuberar i 8 minutei
30 Skoljer glas med Reaktionsbuffert
31 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
32  Applicerar Coverslip
33  Skdljer glas med Reaktionsbuffert
34  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
35 Applicerar Coverslip
36  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
37  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
38 Applicerar en droppe av UV DAB och en droppe av UV DAB H202, applicerar Coverslip och inkuberar i 8 minuter
39  Skdljer glas med Reaktionsbuffert
40  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
41 Applicerar en droppe av UV COPPER, applicerar Coverslip och inkuberar i 4 minuter
42  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
43 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
44 Applicerar en droppe av [HEMATOXYLIN I1] ( Kontrastfargning ), applicerar Coverslip och inkuberar i [8 minuter]
* en droppe ar en reagensdispensering Utskriven 2022-05-13 10:38:22

Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S- 791 82 FALUN, SWEDEN Sida 1.av2
VSS v12.5.4 Build 20234.1
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45  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
46  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

47  Applicerar Coverslip

48  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

49  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

50 Applicerar en droppe av [BLUING REAGENT] ( Efter-kontrastfargning ), applicerar Coverslip och inkuberar i [4 minuter]
51  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

52  Applicerar Coverslip

53  Stanger av glasvarmare

54  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
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Bilaga 8

Protokoll nr. 1518 : IgM DAB TITR (2022-04-21)

Version: 1 Validerat: Nej Aktiva: Ja
Procedur: U ultraView DAB ( v1.02.0018 )
BenchMark ULTRA IHC/ISH

Falu Lasarett, Kli

nik for patologi og cytologi S-791 82 FALUN, SWEDEN

Aktivera mixrar

Skoljer glas med Reaktionsbuffert
Justerar g med f
Applicerar Coverslip

Stanger av glasvarmare
Pauspunkt (landningszon)
Skoljer glas med Reaktionsbuffert
Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
Applicerar Coverslip
Skéljer glas med Reaktionsbuffert
Justerar med i t

12  Applicerar Coverslip

13 Pauspunkt (landningszon)

14  Varmer Glas till 36 grader C

15  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

16  Justerar g y med F { t

17 Applicerar Coverslip

18  Varmer upp glasen till 36 grader C, och inkuberar i 4 minuter

19  Skdljer glas med Reaktionsbuffert

20 Justerar gl I 1 med i t

21 Applicerar Coverslip

22 Hand Apply ( Primar antikropp ), and Incubate for [0 t 32 min]

23 Skoljer glas med Reaktionsbuffert

24 Justerarg I med d

25 Applicerar Coverslip

26  Varmer Glas till 36 grader C

27  Skolier glas med Reaktionsbuffert

28  Tillsatt 100ul + VA Reaction Buffe!

29  Applicerar en droppe av UV HRP UNIV MULT, Coverslip och i 8 minute!

30 Skoljer glas med Reaktionsbuffert

31 Justerarg ymen med i t

32 Applicerar Coverslip

33  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

34  Justerar g med F { iffert

35 Applicerar Coverslip

36  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

37  Justerar gl; ly med i

38  Applicerar en droppe av UV DAB och en droppe av UV DAB H202, applicerar Coverslip och inkuberar i 8 minuter
39  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

40  Justerar gl 1 med i

41 Applicerar en droppe av UV COPPER, applicerar Coverslip och inkuberar i 4 minuter

42  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

1

43 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

44 Applicerar en droppe av [HEMATOXYLIN 1] ( Kontrastfargning ), applicerar Coverslip och inkuberar i [8 minuter]
*en droppe ar en reagensdispensering Utskriven 2022-05-13 10:38:42
Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S- 791 82 FALUN, SWEDEN Sida 1av2
VSS v12.5.4 Build 20234.1

45  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
46 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

47  Applicerar Coverslip

48  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

49 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

50 Applicerar en droppe av [BLUING REAGENT] ( Efter-kontrastfargning ), applicerar Coverslip och inkuberar i [4 minuter]
51  Skdljer glas med Reaktionsbuffert

52  Applicerar Coverslip

53  Stanger av glasvarmare

54  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
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Bilaga 9

Protokoll nr. 1521 : IgM DAB TITR AMP RAB (2022-04-27)

Version: 1 Validerat: Nej Aktiva: Ja
Procedur: U ultraView DAB ( v1.02.0018 )
BenchMark ULTRA IHC/ISH

Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S-791 82 FALUN, SWEDEN

Aktivera mixrar
Skoljer glas med Reaktionsbuffert

Justerar gl 1en med

Applicerar Coverslip

Stanger av glasvarmare

Pauspunkt (landningszon)

Skoljer glas med Reaktionsbuffert
Justerar gl ly med { ffe
Applicerar Coverslip

Skoljer glas med Reaktionsbuffert
Justerar gl ly med F

12 Applicerar Coverslip

13 Pauspunkt (landningszon)

14 Varmer Glas till 36 grader C

15  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
16 Justerar med R

23 0o No e s wN =

17  Applicerar Coverslip
18  Varmer upp glasen till 36 grader C, och inkuberar i 4 minuter

19  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

20 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

21 Applicerar Coverslip

22 Hand Apply ( Primar antikropp ). and Incubate for [0 t 32 min]

23 Skoljer glas med Reaktionsbuffert

24 Justerar nen med Reakti ffert

25 Applicerar Coverslip

26 Varmer Glas till 36 grader C

27  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

28  Justerar men med { ffe

29  Applicerar en droppe av AMPLIFIER B, applicerar Coverslip och inkuberar i 8 minuter
30 Skoljer glas med Reaktionsbuffert

31 Justerar lymen med

32  Applicerar en droppe av AMPLIFIER A, applicerar Coverslip och inkuberar i 8 minuter
33  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

34  Tillsatt 100ul + VA Reaction Buffe

35 Applicerar en droppe av UV HRP UNIV MULT, applicerar Coverslip och inkuberar i 8 minutel
36  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

37  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

38  Applicerar Coverslip

39  Skolier glas med Reaktionsbuffert

40  Justerar gl I med Reakti ffe

41 Applicerar Coverslip

42  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

43 Justerar gl med

44 Applicerar en droppe av UV DAB och en droppe av UV DAB H202, Coverslip och i 1 8 minuter
* en droppe &r en reagensdispensering Utskriven 2022-05-13 10:39:48
Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi $- 791 82 FALUN, SWEDEN Sida 1av2

VSS v12.5.4 Build 20234.1

45  Skolier glas med Reaktionsbuffert
46  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

47  Applicerar en droppe av UV COPPER, applicerar Coverslip och inkuberar i 4 minuter

48  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

49  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

50 Applicerar en droppe av [HEMATOXYLIN I1] ( Kontrastfargning ), applicerar Coverslip och inkuberar i [8 minuter]

51  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

52  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

53  Applicerar Coverslip

54  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

55 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

56 Applicerar en droppe av [BLUING REAGENT] ( Efter-kontrastfargning ), applicerar Coverslip och inkuberar i [4 minuter]
57  Skéljer glas med Reaktionsbuffert

58  Applicerar Coverslip

59  Stanger av glasvarmare

60  Skéljer glas med Reaktionsbuffert
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Bilaga 10

Protokoll nr. 1520 : IgA DAB TITR AMP RAB (2022-04-27)

Version: 1 Validerat: Nej Aktiva: Ja
Procedur: U ultraView DAB ( v1.02.0018 )
BenchMark ULTRA IHC/ISH

Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S- 791 82 FALUN, SWEDEN

Aktivera mixrar
Skoljer glas med Reaktionsbuffert

Justerar g ymen med F i iffert
Applicerar Coverslip

Stanger av glasvarmare
Pauspunkt (landningszon)

Skoljer glas med Reaktionsbuffert
Justerar gl ly med R
Applicerar Coverslip

Skoljer glas med Reaktionsbuffert
Justerar gl lymen med R
Applicerar Coverslip

Pauspunkt (landningszon)
Varmer Glas till 36 grader C
Skoljer glas med Reaktionsbuffert
16  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

17  Applicerar Coverslip

18  Varmer upp glasen till 36 grader C, och inkuberar i 4 minuter

19  Skéljer glas med Reaktionsbuffert

20 Justerar y med R iffert

21 Applicerar Coverslip

22 Hand Apply ( Primér antikropp ), and Incubate for [0 t 32 min]

23 Skdljer glas med Reaktionsbuffert

24  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

25 Applicerar Coverslip

26 varmer Glas till 36 grader C

27  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

28  Justerar gl: I 1 med F i ffert

29 Applicerar en droppe av AMPLIFIER B, applicerar Coverslip och inkuberar i 8 minuter

30 Skoljer glas med Reaktionsbuffert

31 Justerar gl lymen med F ff

32 Applicerar en droppe av AMPLIFIER A, applicerar Coverslip och inkuberar i 8 minuter

33  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

34  Tillsatt 100ul + VA Reaction Buffe:

35 Applicerar en droppe av UV HRP UNIV MULT, applicerar Coverslip och inkuberar i 8 minute!

36  Skdljer glas med Reaktionsbuffert

37  Justerar gl ly med i ffert

38  Applicerar Coverslip

39  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

40  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

41 Applicerar Coverslip

42 Skoljer glas med Reaktionsbuffert

43 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

44 Applicerar en droppe av UV DAB och en droppe av UV DAB H202, applicerar Coverslip och inkuberar i 8 minuter

* en droppe &r en reagensdispensering Utskriven 2022-05-13 10:39:26
Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S- 791 82 FALUN, SWEDEN Sida1av2
VSS v12.5.4 Build 20234.1

PDRAONIO 0O~ AW

45  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
46  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

47  Applicerar en droppe av UV COPPER, applicerar Coverslip och inkuberar i 4 minuter

48  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

49  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

50 Applicerar en droppe av [HEMATOXYLIN I1] ( Kontrastfargning ), applicerar Coverslip och inkuberar i [8 minuter]

51  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

52  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

53  Applicerar Coverslip

54  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

55  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert

56  Applicerar en droppe av [BLUING REAGENT] ( Efter-kontrastfargning ), applicerar Coverslip och inkuberar i [4 minuter]
57  Skoljer glas med Reaktionsbuffert

58  Applicerar Coverslip

59 Stanger av glasvarmare

60 Skoljer glas med Reaktionsbuffert
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Protokoll nr. 252 : IF IgM 2682 (2020-11-16)

Version: 1 Validerat: Nej Aktiva: Ja
Procedur: U Fluorescens IHC ( v1.02.0004 )
BenchMark ULTRA IHC/ISH

Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S-791 82 FALUN, SWEDEN

1 Aktivera mixrar
2  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
3 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
4  Applicerar Coverslip
5 Varmer Glas till 36 grader C
6  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
7 Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
8 Applicerar en droppe av [FITC ANTI-IgM] ( Fluorescerande Antikropp ), applicerar Coverslip och inkuberar i [24 minuter]
9  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
10  Justerar glasvolymen med Reaktionsbuffert
11 Applicerar Coverslip
12  Stanger av glasvarmare
13  Skoljer glas med Reaktionsbuffert
* en droppe ar en reagensdispensering Utskriven 2022-05-13 12:18:58
Falu Lasarett, Klinik for patologi og cytologi S- 791 82 FALUN, SWEDEN Sida 1 av 1

VSS v12.5.4 Build 20234.1
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Bilaga 12

JONKOPING UNIVERSITY
. School of Health and Welfare

Blankett fér etisk egengranskning av examensarbeten’ vid
Halsohbgskolan

Datum:

Examensarbetets titel:
Student/studenter?:
Student/studenter mejladress:
Utbildningsprogram:
Utbildningsniva:

Handledare:

Handledare mejldress:

Examensarbeten vid Halsohdgskolan, Jonképing University, ska folja forskningsetiska principer sa
som de uttrycks i etikprévningslagen (EPL). Denna blankett ir ett hjélpmedel for granskning av
etiska fragestaliningar knutna till examensarbetet.

Student och handledare gir igenom blanketten tillsammans, identifierar etiska problem och
enas om hur dessa ska hanteras. | de fall dir tveksamheter kvarstar, tas dessa upp till
diskussion med examinator.

Forskning som faller under EPL maste prévas av Etikprévningsmyndigheten3.
Gréansdragningen mellan forskning och examensarbeten berérs inledningsvis i del A.

Del B hanterar vad som faller under EPL samt etiska principer som &r viktiga att reflektera dver
infér genomférandet.

Den etiska egengranskningen ska alltid godkinnas av examinator innan examensarbetet
pabérijas.

! Blanketten géller dven verksamhetsférlagda férbattringsarbeten.
? Alternativt utforare av verksamhetsférlagt férbattringsarbete.
® www.etikprovning.se
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JONKOPING UNIVERSITY
. School of Health and Welfare

Del A: Ar detta en forskningsstudie?

Del A syftar till att avgéra om studien avser vara forskning. Examensarbeten raknas normalt inte

som forskning och kan da inte heller prévas av Etikprévningsmyndigheten. Under vissa
omsténdigheter kan dock examensarbeten vara forskning. Examensarbetet:

1. Syftar till publicering i vetenskaplig tidskrift
2. Har en vetenskaplig fragestalining och en design som kan besvara densamma
3. Leds av forskare inom omradet, t.ex som del av ett stérre forskningsprojekt

Ar studien forskning i dessa tre avseenden?
E] JA (Studien ska provas av Etikprévningsmyndigheten.)
(L] NEJ (Fortsatt till del B)

Del B: Innehaller examensarbetet sadant som enligt etikprévnings-
lagen kan identifieras som etiskt kansligt?
Frdgorna i del B syftar till att underséka;

1. om examensarbetet har sddana etiska problem sa att det om det vore forskning skulle
krdvt provning av Etikprovningsmyndigheten. Examensarbetet ska i dessa fall inte
genomforas.

2. hur etiska principer hanteras i examensarbetet.

Om ndgon av frdgorna besvaras med "tveksam" eller "ja” (fraga 1-13) respektive med “tveksam”

eller "nej" (fraga 14-23) sa bor en férdjupad etisk reflektion som involverar student och

handledare genomféras kring hur dessa etiska risker och problem ska hanteras eller hur studien

kan modifieras for att motverka identifierade risker. | dessa fall bér egengranskningen och den
etiska reflektionen inkludera examinator for slutligt stdliningstagande om examensarbetets
genomforande. Den etiska egengranskningen ska alltid godkinnas av examinator innan
examensarbetet pabérjas.

Ja Tveksamt

1 Avser studien att behandla kansliga personuppgifter enligt GDPR?, det vill
saga vid nagot skede ldnka till en person och dar uppgifterna avsléjar ras 0 0
eller etniskt ursprung, politiska asikter, religios eller filosofisk évertygelse,
medlemskap i fackférening, hilsa eller sexualliv?

2 Avser studien att behandla personuppgifter som avser lagévertradelser som
innefattar brott, domar i brottmal, straffprocessuella tvingsmedel eller | =]
administrativa frihetsberévanden?

3 Innefattar studien personer som kan identifieras som utsatta grupp
och/eller personer som star i beroendestéllning till den som rekryterar eller D (]
genomfér datainsamlingen

4 GDPR dr en férkortning av General Data Protection Regulation (EU:s dataskyddsférordning)
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15

16

17

18

19
20

School of Health and Welfare

Innefattar studien barn (personer under 18 ar)

Innebdr studien ett fysiskt ingrepp pa deltagarna t.ex nagon typ av fysisk
undersdkning eller provtagning (dven sadant som ingdr i gdngse rutiner,
men ocksa dr del i studien)

Ar syftet med studien att fysiskt eller psykiskt paverka deltagarna?

Innebdr studien en uppenbar risk att skada deltagaren fysiskt eller psykiskt?

Anvdnds biologiskt material som kan hirledas till en identifierbar individ eller
avliden ménniska (exempelvis blodprov eller vdvnadsprov)?

Kan frivilligheten fér deltagaren ifragasittas (exempelvis utsatta grupper
sasom barn, personer med kognitiv nedsattning och psykisk
funktionsnedséttning, eller personer i beroendestélining som patienter eller
studenter i férhallande till férsoksledaren)?

Kommer personer med begrinsad autonomi engageras (exempelvis personer
med kognitiva svérigheter, underariga) dar férstaelsen for innebérden av
samtycket dr begrénsat?

Deltagarval och social utsatthet

Tillhér deltagarna en extra sarbar och utsatt grupp i samhadllet
(minoritetsgrupp)?

Upprdttas ett personregister dar data kan kopplas till fysisk person?
Informerat samtycke

Innehaller informationsbrevet évertalande formuleringar (som utgar fran att
personen ska eller bor stélla upp utan att fullt visa respekt for valet,
exempelvis milt Svertalande s& som “tack p& forhand”)?

Beskrivs studien s3 att deltagarna férstar dess syfte och uppligg och vad
deltagande i projektet innebar (exempelvis antal besok, projektlangd, med
latt svenska utan fackuttryck)?

Framgar det i den skriftliga informationen till deltagarna att deltagandet i
studien ar frivilligt?

Kommer informerat samtycke att inhdmtas (det vill séga att deltagarna
kommer att f3 information om undersdkningen och/eller mojlighet att avsaga
sig ett deltagande)?

Framgar det tydligt att deltagaren kan avsta fran medverkan utan att detta
paverkar deltagarens omhdndertagande eller behandling eller, om studenter,
betyg?

Framgar det tydligt att deltagaren nir som helst och utan angivande av skl
kan avbryta deltagandet utan att detta paverkar deltagarens
omhandertagande eller behandling eller, om studenter, betyg?

Konfidentialitet och deltagarnas sikerhet
Finns det rutiner for att garantera konfidentialitet vid datainsamlingen?

Beskrivs resultatet pd ett satt sa att deltagarna ar konfidentiella, det vill saga
att de ej kan identifieras efterat (inklusive sma forutséttningar for sa kallad
baklédnges-identifikation)?
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Ja  Tveksamt  Nej

21 Om anonymisering &r utlovat, finns rutiner for att sikerstilla detta? O ) &
22 Finns det tydliga rutiner for att sikerstilla hantering av insamlat datamaterial 0 0 0
enligt GDPR?

Examensarbetets resultat

23 Finns det skal att erbjuda deltagarna att f4 ta del av examensarbetets

resultat? D D D

Ovanstaende fragor under del B &r noga genomgangna, sanningsenligt besvarade och diskuterade med handledare.

Ort och datum:

Underskrift Student Underskrift Handledare

Underskrift Examinator
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