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SAMMANFATTNING

Kvalite inom patologi &r viktigt och det finns flera steg 1 preanalysen som kan paverka
diagnostiken. Fixering, dehydrering och snittning &r viktiga steg dér fel kan uppsta som
paverkar diagnostiken. Fixering forhindrar autolys och att mikroorganismer inte kan
trdnga in 1 vdvnaden. Det finns olika fixeringsmedel och ett vanligt fixeringsmedel ar
formalin. Dehydrering innebdr att vattnet 1 vivnaden byts ut mot paraffin, vdvnaden bor
ha fixerats minst i 24 timmar innan. I processen laggs vdvnaderna i olika bad, forsta
steget dr en laghaltig alkohol och sedan dkar styrkan pé alkoholen for att minska att
vavnaden krymper. Nista steg dr clearing som forbereder vivnaden for paraffin da
alkohol och paraffin inte &r blandbara med varandra, tillsist sker en infiltrering av
paraffin. Syftet var att optimera dehydreringen for 5 mm vévnader med Logos. Nio
olika dehydreringar utférdes dér vivnaderna gick igenom formalin, etanol, isoparaffin,
isopropanol och vax infiltrering. Vdvnader som hade dehydrerats i 12 timmar blev
harda, torra och svérsnittade. Vavnader som dehydrerats under 7 timmar blev
underdehydrerade och det forekom hél i snitten. Hud, uterus och tyroidea var
svarsnittade medans appendix, njure, mjilte, navelstridng, placenta, adnex, gallblasa och
testikel gick lattare att snitta. Forsok 1 hade en starkare infargning &n resterande forsok.
Anledning till att hél forekommit vid forsoken kan bero pa en 6verdehydrering som gor
vdvnaden torr och hard eller en underdehydrering som gor att partier blir mjuka. Det
behover goras flera forsok for att uppnd den mest optimala dehydreringen for 5 mm

vavnader, eller att programmet baseras pa vavnadstypen.



ABSTRACT

Quality in pathology is important and there are several steps in the pre-analysis that can
affect the diagnosis. Fixation, dehydration and sectioning are important steps where
errors can occur. Fixation prevents autolysis and the microorganisms from penetrating
the tissue. There are differernt types of fixatives and a common fixative is formalin.
Dehydration means that the water in the tissue is replaced by paraffin, the tissue should
have been fixed for at least 24 hours. In the process the tissues are placed in different
baths, the first step is alcohol with a low precent and then the strength of the alcohol
increases to reduce tissue shrinkage. The next step is clearing which prepares the tissue
for paraffin because alcohol and paraffin are not miscible with each other. The purpose
was to optimize the dehydration for 5 mm tissues with Logos. Nine different
dehydrations were performed where the tissues went through formalin, ethanol,
isoparaffin, isopropanol and wax infiltration. Tissues that had been dehydrated for 12
hours became hard, dry and difficult to section. Tissues that were dehydrated for shorter
than 7 hours became underdehydrated and holes occurred. Skin, uterus and thyroid were
difficult to section while the appendix, kidney, spleen, umbilical cord, placenta, adnex
and testicle were easier to section. The first attempt had a stronger staining than the
other attempts. Reasons why holes occurred in the attempts may due to an
overdehydration that makes the tissue dry and hard or an underdehydration that makes
parts of the tissue soft. Several attempts need to be made to achieve the most optimal

dehydration for 5 mm tissues, or that the program is based on the tissue type.
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1.INTRODUKTION

1.1 Introduktion av patologi

Patologi ér ldran om sjukdomar och med hjilp av celluldr patologi kan tumdrer och
fordndringar 1 cellerna diagnostiseras. For att kunna diagnostisera tumorer och
forandringar &r det viktigt att preanalysen har utforts med god kvalite. Fran att vivnaden
avldgsnas fran patienten till att kunna se vdvnaden 1 mikroskopet. Det finns flera olika

faktorer som har paverkan pa kvaliten av en vdvnad (1).

Faktorer som péverkar en vivnad ér fixering, dehydrering och snittning med mikrotom.
Ofta kan en forsamrad kvalite bero pa fixeringen av vdvnaden, 6ver eller under

dehydrering eller problem vid snittning.

1.2 Fixering av vivnad

Fixeringen kommer att forhindra autolys av vdvnaden och att mikroorganismer tranger
sig in 1 vivnaden. Efter att ett organ inte langre har blodtillforsel borjar autolys, detta
innebadr att cellerna bdrjar bryta ner sig sjélva. Enzymer kan paskynda autolys och
darfor dr det viktig att enzymer inhiberas genom att fixera vivnaden snabbt efter ett
kirurgiskt ingrepp. For bevaring av forhallandet mellan cellerna i vavnaden ar det dven
viktigt att snabbt ldgga vavnaden i fixeringsmedlet. For att fixeringsmedlet ska kunna
trdnga in 1 vivnaden spelar storleken pd vdvnaden roll. Stora vdvnader som tarm eller en
kompakt vivnad kan det vara svért for fixeringsmedlet att trdnga igenom, vilket kan
leda till underfixering. Det &r viktigt att skira upp organet sé att det inte ar lika
kompakt, och ddrmed underlétta fixeringen. Volymen av fixeringsmedlet dr en annan
viktig del i att en vdvnad ska bli korrekt fixerad. Fixeringsmedlets volym behdver minst
vara 15 génger sa stor som sjdlva vivnaden. Om en underfixering har skett kan det

orsaka problem med morfologin och vid fargningsprocessen (2,3).

Formalin &r ett vanligt fixeringsmedel som bevarar vivnaden. Formalin bestar av
formaldehyd som &r en gas och gér att 10sa 1 vitska. Det finns flera olika sitt som
formalin kan beredas. Formalinlosningar varierar i innehall och kan innehélla metanol,

kalciumklorid eller natriumfosfat. Formalin dr béttre 4n andra fixeringsmedel att



anvinda fOr att det paverkar att vivnaden krymper minst, oavsett fixeringsmedel
kommer vivnaden att krympa och for att minska risken att vivnaden krymper d&nnu mer.
Formaldehyd verkar genom att bilda metandiol som sedan kommer att reagera med

proteinerna i1 vdvnaden, formaldehyden reagerar ocksa med nukleinsyror (2,3).

Andra typer av fixeringsmedel &r glutaraldehyd som bevarar morfologin, dock fungerar
detektion av aldehyder daligt med glutaraldehyd som fixeringsmedel. Kan anvéndas vid
elektronmikroskopi. Osmiumtetroxid som anvénds framst for elektronmikroskopi.
Attiksyra och alkohol kan anvindas dock orsakar alkoholer att viivnaden krymper och

blir hard (1,2,3).

1.3 Dehydrering

Dehydrering dr en viktig process inom patologi och den huvudsakliga funktionen &r att
byta ut vattnet i cellerna mot paraffin. Forsta steget dr fixering om inte vivnaderna ar
fixerade minst 24 timmar. Sedan genomgér vivnaden olika bad med alkoholer, frén en
lagre halt alkohol till en hogre halt exempelvis fran 70% upp till 99%. Alkohol ar
uttorkande och drar ut vitskan ur vivnaden. Alkoholen gor ocksa att vivnaden krymper,
genom att borja med en ligre alkohol halt s minskar risken for att vdvnaden ska
krympa mer. En vdvnad som krymper gor att den kan bli hard och att cellernas

morfologi kan bli forvrangd (1,2).

Nasta steg dr att forbereda vavnaden for infiltrering med vax. Detta gors med ett
clearings medel som tar bort alkoholen fran vivnaden eftersom alkohol och paraffin inte
ar blandbara. Xylen é&r ett vanligt clearingsmedel vilket kan fortfarande ses i daglig
verksamhet. Dock dr xylen vildigt giftigt, men det finns idag substitut som dr mindre
giftiga och kan anvindas som clearings medel. Sista steget i dehydrering r infiltrering
av paraftin, vid infiltreringen anvénds vakuum, trycket som vakuum méts 1 &r
millibar(mBar). Vakuum gor att infiltreringen gar snabbt samt att vakuumet avldgsnar

all cleringlosning fran vivnaden. Paraffinets funktion ar att hélla cellstrukturer pa plats

(1,2).



Mikrovagor kan anvéndas vid fixering, dehydrering, urkalkning av ben och fargning.
Mikrovagorna ska effektivisera metoden genom att reducera tiden. Mikrovigorna gor
att poldra och laddade molekyler ror pa sig. Mikrovagor paverkar vatten eftersom det &r
en polar molekyl vilket innebér att den bade &r positiv och negativ laddad. Nér
mikrovégorna kommer i kontakt med vattnets syre kommer molekylen borja rora pa sig.
Niér dessa molekyler ror pa sig kommer de komma i kontakt med andra molekyler som
ocksa kommer forflytta sig och genom detta kan vitskor bytas ut effektivare vid

dehydreringen. Mikrovagor anvénds i dehydreringsmaskinen fran Logos (4,5).

1.4 Biddning och snittning

Efter dehydrering ska vdvnaden baddas in och da anvénds paraffin, vilket ocksé
anvénds vid infilteringsteget vid dehydreringen. Vid inbdddning ska hela vdvnaden
ligga jimnt 1 formen och centrerad. Om en vdvnad ligger ojdmnt kan det medfora att en

del av vdvnaden inte finns med vid snittning (2).

Efter baddning snittas vivnaden med en mikrotom. Vdvnadernas snitt tjocklek kan
variera men vanligtvis dr det 4 mikrometer. Det finns olika typer av mikrotomer,
rotation, hand, gungande och glidande mikrotomer. Mikrotomen som forekommer
framst ute pa laboratorierna &r rotationsmikrotomen. For att fa till ett bra snitt ar
knivbladet dven viktigt. Knivbladet behdver vara tunt, vasst och inga skdror bor finnas.
Engéngs knivblad anvinds frimst inom laboratorieverksamheten eftersom
ateranvéndbara behover slipas. Vilket kan medfora att personalen blir utan kniv och
kommer inte kunna fortsétta snitta. Problem som kan uppsta vid snittning &r chatter,
ojdmnt snitt 1 vivnaden som gor att det blir tjockare eller tunnare pé vissa stillen. Det
finns olika typer av chatter som kan ses 1 mikroskop. Genom en linje igenom vidvnaden
eller att delar av snittet smulat sonder och lossnat. Efter snittning laggs snittet pa ett
objektglas, for att forhindra att snittet ska skrynkla sig ldggs snittet i ett vattenbad. Detta
gOr att snittet sldtas ut, direfter 1aggas objektglaset pé en virmeplatta for att snittet ska
fasta vid objektglaset. Ifall snittet inte sitter fast ordentligt pa glaset kan det ramla av vid

fargning (1,2).



1.5 Hematoxylin och Eosin

Hematoxyling och Eosin ér en vanlig standardinfiargning av viavnader vid diagnostik
och ger en dversikt av strukturerna i vivnaden. Hematoxylin &r inte naturligt ett
fargdmne utan det behover oxideras till hematin. Natriumjodat, kvicksilveroxid eller
kaliumpermanganat kan anvindas som oxideringsmede. Sedan kan aluminiumsalt, jarn
salt eller kopparsalt tillséttas, fargen fordndras beroende pa vilken metall som anvénds.
Aluminiumsalt dr vanligt forekommande vid hematoxylin fargningar. Hematoxylin
férgar in cellkdrnorna genom att aluminiumjoner binder kovalent med fosfatgrupperna i
DNA och sedan kommer aluminiumjonerna binda till hematinets syremolekyler och pa
sa sétt fargas cellkdrnorna in. For cellkdrnorna ska fa sin blda farg anvinds dven en
bluing l6sning for att heamtin fargar in 1 rott fran borjan. Eosin anvdnds som mot farg
till hematoxylin och férgar in resterande delar i vivnaden. Eosinets negativa joner
attraheras av positivt laddade joner som finns i vdvnadsproteiner genom bindningen
fargas proteinerna in. Eosinet ska ge minst tre olika typer av rosa vid en optimal

infargning for att latt kunna skilja cytoplasma, erytrocyter, muskelceller och kollagen

(6).

Syftet dr att modifiera det befintliga Smm dehydrerinsprogrammet pa LOGOS och

uppna en forbattrad snittnings och morfologisk-kvalite.



2. MATERIAL OCH METOD

2.1 Material

Materialet som anvéndes var vivnader som &r vanligt forekommande inom vardaglig
verksamhet. Vdavnaderna som anvéndes var tyroidea, appendix, njure, testikel, hud,
gallblésa, uterus, adnex, mjilte, placenta och navelstring. Tjockleken pa vdavnaderna vid
utskérning var upp till 5 millimeter. Langden pa vdvnaderna var mellan 1-2,5 centimeter

och bredden var mellan 1-1,5 centimeter.

2.2 Metod

Det gjordes totalt 9 olika forsdk och vid alla anvdndes Logos (Milestone Medical
Italien). Forsok 1 var standardprogrammet vilket resterande forsok jamfordes med. Vid
alla forsok var temperatur och mBar fordndringar samma som vid forsok 1.

Sammanfattning av alla dehydreringsforsok kan ses i tabell 1.

Forsta forsoket gjordes en dehydrering 1 12 timmar och 54 minuter. Forsta steget var
fixering med formaldehyd (VWR Chemicals, Radnor USA) i 20 minter sedan 40
minuter med en temperatur pa 50 °C. Sedan 70% etanol 1 1 minuter. Rinsing 1 med 99%
etanol gjordes i 15 minuter 1 40 °C. Rinsing 2 gjordes i 15 minuter i 50 °C. Darefter 1
99% etanol 1 20 minuter och sedan 30 minuter i 55 °C. Sedan var vdvnaderna i
Isoparaffin (Histolab G&teborg Sverige) 1 tva steg forsta steget pd 20 minuter och andra
steget 1 1 timme och 10 minuter 1 55 °C. Efter isoparaffin var vivnaderna 1 isopropanol
99,5 %, (Histolab Goteborg Sverige) i tva steg forst i 20 minuter sedan 20 minuter i
60°C. Foranging skedde i 4 minuter i 600 mBar. Tillsist vaximpregnering i paraffin var
uppdelat 1 sju olika steg forsta steget varade 1 30 sekunder 1 70 °C och 995 mBar, sedan
steg tva och tre 1 10 minuter 1 70 °C och 500 mBar for steg tva respektive 400 mbar for
steg tre. Steg fyra till fem varade alla i 4 minuter i 70 °C och 300 mbar for steg fyra och
200 mBar for steg fem. Steg sex i 3 minuter i 70 °C och 150 mBar. Det sjunde steget

varade 1 1 timme och 48 minuter 1 65 °C och 150 mBar.

Andra forsoket gjordes en dehydrering i 11 timmar och 50 minuter. Forsta steget var

fixering med formaldehyd pa 30 minter, sedan flushing med 70% etanol i 20 minuter.



Rinsing 1 med 99% etanol gjordes i tva steg forsta steget var 20 minuter och andra
steget var 30 minuter. Rinsing 2 gjordes ocksa 1 tva steg forsta steget i 20 minuter och
andra steget 1 40 minuter. Sedan togs v 1 99% etanol 1 20 minuter och sedan 50 minuter.
Daérefter 1 isoparaffin i tva steg forsta steget pa 20 minuter och andra steget pa 2 timmar
och 50 minuter. Efter isoparaffin 6verfordes vivnaderna till isopropanol i tva steg forst
pa 30 minuter sedan 20 minuter. Fordnging skedde i 4 minuter och till sist
vaximpregnering i paraffin var uppdelat i sju olika steg forsta steget varade i 30
sekunder, sedan steg tva 1 25 minuter och steg tre till fem varade alla i 15 minuter steg

sex 12 timmar och 30 minuter och det sjunde steget varade i 19 minuter.

Tredje forsoket gjordes en dehydrering pa 7 timmar och 20 minuter och maskinen.
Forsta steget var fixering med formaldehyd pa 20 minter sedan 40 minuter, skoéljdes 1
etanol 70% pd 5 minuter. Rinsing 1 med 99% etanol gjordes pd 20 minuter. Rinsing 2
gjordes pa 20 minuter. Sedan var vidvnaderna i 99% etanol i 20 minuter och sedan 30
minuter. Dérefter 1 isoparaffin i tva steg forsta steget pa 30 minuter och andra steget pa
1 timmar och 30 minuter. Efter isoparaffin 6verférdes vavnaderna till isopropanol 99,5
% 1 tva steg forst pa 20 minuter sedan 30 minuter. Féranging skedde i 4 minuter och till
sist vaximpregnering i paraffin var uppdelat i sju olika steg forsta steget varade i 30
sekunder, sedan steg tva och tre i 10 minuter och steg fyra till fem varade alla i 4

minuter steg sex 1 3 minuter och det sjunde steget varade 1 1 timme och 48 minuter.

Fjérde forsoket gjordes en dehydrering i 6 timmar och 56 minuter. Forsta steget var
fixering med formaldehyd i 20 minter sedan 40 minuter, flushing med 70% etanol i 1
minuter. Rinsing 1 med 99% etanol gjordes i 15 minuter. Rinsing 2 gjordes 1 15
minuter. Sedan 1 99% etanol 1 20 minuter och sedan 30 minuter. Dérefter 1 isoparaffin 1
tva steg forsta steget i 20 minuter och andra steget pd 1 timme och 10 minuter. Efter
isoparaffin var vdvnaderna i isopropanol i tva steg forst i 20 minuter sedan 20 minuter.
Foranging skedde 1 4 minuter och till sist vaximpregnering 1 paraffin var uppdelat i sju
olika steg forsta steget varade 1 30 sekunder, sedan steg tva och tre i 10 minuter och steg
fyra till fem varade alla i 4 minuter steg sex i 3 minuter och det sjunde steget varade i 1

timme och 48 minuter.



Femte forsoket gjordes en dehydrering i 7 timmar och 43 minuter. Forsta steget var
fixering med formaldehyd pa 20 minter, skdljdes i etanol 70% pé 2 minuter. Rinsing 1
med 99% etanol gjordes 1 15 minuter. Rinsing 2 gjordes 1 15 minuter. Sedan var
vivnaderna 1 99% etanol 1 20 minuter och sedan 30 minuter. Darefter i isoparaffin 1 tva
steg forsta steget pa 20 minuter och andra steget pa 1 timmar och 50 minuter. Efter
isoparaffin var vdvnaderna i isopropanol 99,5 % i tva steg forst pd 20 minuter sedan 35
minuter. Féranging skedde 1 4 minuter och till sist vaximpregnering 1 paraffin var
uppdelat 1 sju olika steg forsta steget varade 1 30 sekunder, sedan steg tva och tre 1 15
minuter och steg fyra till fem varade alla i 9 minuter steg sex i 8 minuter och det sjunde

steget varade 1 2 timmar.

Sjatte forsoket gjordes en dehydrering 1 7 timmar och 58 minuter. Forsta steget var
fixering med formaldehyd i 20 minter, skdljdes 1 etanol 70% i1 1 minuter. Rinsing 1 med
99% etanol gjordes i 15 minuter. Rinsing 2 gjordes pa 15 minuter. Sedan var
vivnaderna 1 99% etanol 1 20 minuter och sedan 30 minuter. Darefter i isoparaffin 1 tva
steg forsta steget 1 20 minuter och andra steget 1 1 timme och 25 minuter. Efter
isoparaffin var vdvnaderna i isopropanol 99,5 % i tvé steg forst i 20 minuter sedan 25
minuter. Fordnging skedde 1 4 minuter och till sist vaximpregnering i paraffin var
uppdelat i sju olika steg forsta steget varade 1 30 sekunder, sedan steg tvd och tre i 12
minuter och steg fyra till fem varade alla i 6 minuter steg sex 1 5 minuter och det sjunde

steget varade 1 1 timme och 55 minuter.

Sjunde forsoket gjordes en dehydrering i 6 timmar och 52 minuter. Forsta steget var
fixering med formaldehyd 1 20 minter, 1 etanol 70% 1 1 minuter. Rinsing 1 med 99%
etanol gjordes 1 15 minuter. Rinsing 2 gjordes i 15 minuter. Sedan var vdvnaderna 1
99% etanol 1 20 minuter och sedan 30 minuter. Darefter i isoparaffin i tva steg forsta
steget 1 20 minuter och andra steget i 1 timme och 35 minuter. Efter isoparaffin
overfordes vidvnaderna till isopropanol 99,5 % 1 tva steg forst pd 20 minuter sedan 25
minuter. Féranging skedde 1 4 minuter och till sist vaximpregnering 1 paraffin var
uppdelat i sju olika steg forsta steget varade 1 30 sekunder, sedan steg tvd och tre i 12
minuter och steg fyra till fem varade alla i 6 minuter steg sex i 5 minuter och det sjunde

steget varade 1 2 timmar och 5 minuter.



Attonde forsoket gjordes en dehydrering pa 6 timmar och 30 minuter. Férsta steget var
fixering med formaldehyd 1 20 minter sedan i etanol 70% 1 2 minuter. Rinsing 1 med
99% etanol gjordes 1 15 minuter. Rinsing 2 gjordes 1 15 minuter. Dérefter var
viavnaderna i 99% etanol i 20 minuter och sedan 30 minuter. Darefter i isoparaffin i tva
steg forsta steget 1 20 minuter och andra steget pa 2 timmar och 5 minuter. Efter
isoparaffin var vdvnaderna 1 isopropanol 99,5 % 1 tva steg forst pd 20 minuter sedan 35
minuter. Féranging skedde 1 4 minuter och till sist vaximpregnering i paraffin var
uppdelat i sju olika steg forsta steget varade i 30 sekunder, sedan steg tvé och tre i 15
minuter och steg fyra till fem varade alla i 9 minuter. Steg sex i 8 minuter och det

sjunde steget varade i 2 timmar och 15 minuter.

Nionde forsoket gjordes en dehydrering pd 7 timmar och 28 minuter. Forsta steget var
fixering med formaldehyd i 20 minter sedan i etanol 70% i 2 minuter. Rinsing 1 med
99% etanol gjordes 1 15 minuter. Rinsing 2 gjordes 1 15 minuter. Dérefter var
vivnaderna 1 99% etanol 1 20 minuter och sedan 30 minuter. Darefter i isoparaffin 1 tva
steg forsta steget 1 20 minuter och andra steget i 2 timmar. Efter isoparaffin éverfordes
vivnaderna till isopropanol 99,5 % i tva steg forst i 20 minuter sedan 35 minuter.
Foranging skedde i 4 minuter och till sist vaximpregnering i paraffin var uppdelat i sju
olika steg forsta steget varade 1 30 sekunder, sedan steg tva och tre i 12 minuter och steg
fyra till fem varade alla i 6 minuter. Steg sex i 5 minuter och det sjunde steget varade 1 2

timmar och 20 minuter.

Viévnaderna fargades in 1 maskinen dako coverstainer (Aglient, USA) med hematoxylin

och eosin. Vidvnaderna fargades in i hematoxylin i 45 sek och med eosin 1 min 10 sek.

2.3 Etik
Alla vdavnader som anviandes var material som skulle kasseras och var fardig

diagnostiserade. Inga personnummer eller personuppgifter har varit relevant for arbetet.



Tabell 1. Sammanfattning av alla forsok, tiderna dr angivna i minuter.

1 2 3 4 5 3] 7 8 l Temp °C  mBar
Fixering 1. 20 20 20 20 20 20 20 20 20 40
2. 40 40 40
Etanol 70% 1. 20 20 5 1 2 1 1 2 2
2. 5 5
Rinsing | 1. 20 20 20 15 15 15 15 15 15 40
2. 40 30 40
Rinsing 2 1. 20 20 20 15 15 15 15 15 15 50
2. 55 45 50
Etanol 99% 1. 20 20 20 20 20 20 20 20 20 55
2. 1h10 lh 10 30 30 30 30 30 30 30 55
Isoparaffin 1. 20 20 30 20 20 20 20 20 20 55
2. 3h10 2h 50 lh 30 lh 10 1h 50 lh 25 lh 35 2h5 2h 55
[sopropanol 1. 20 30 20 20 20 20 20 20 20 60
2. 10 20 30 20 35 25 25 35 35 60
Foragning l. 4 4 4 4 4 4 4 4 4 600
Vax 1. 05 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0,5 0.5 70 995
2. 25 25 10 10 15 12 12 15 12 70 500
3. 15 15 10 10 15 12 12 15 12 70 400
4. 15 15 4 4 9 6 6 9 b 70 300
5. 15 15 4 4 9 6 6 9 b 70 200
6. 2Zh 50 2h 30 3 + 8 5 5 ] 5 70 150

7. 19 19 1h 48 1h 48 2h 1h 55 2h5 2h 15 2h 20 65 150




3. RESULTAT

Efter dehydrering biaddades, snittades och fargades vavnaderna. Totala antalet klossar
som gjordes var 180 stycken. Forsok 1 var standardprogrammet som alla forsok

jamfordes med. Alla vivnader snittades i 3,5 mikrometer.

3.1 Hud

I alla 9 forsok fanns det tva klossar med olika hudar.
Forsok 1-2 var bada ldnga program och visade likheter vid snittning samt inférgning.
Hudarna var 6verdehydrerade och torra. Svarsnittade samt att det forkom hal vid

snittningen. Hud fran forsok 1 som kan ses 1 figur 1 och 2.

Forsok 3—4 var kortare program dn forsok 1-2 och huden blev underdehydrerad. Den
ena huden vid forsok 7 blev ocksd underdehydrerad. Snittning av vivnaden blev svar
och hal forekom 1 snitten. Vid placering pa objektglas och varmeplatta flot fettet i snittet
ut/gick sonder men dven fibrerna i huden fl6t ut forutom fettet. Vid forsok 5-9 var
huden var torr och svérsnittad som vid forsok 1-2. Vid forsok 6,8 och 9 uppkom dven

chatter dér en linje syns genom preparatet. a

En starkare infargning ses vid forsok 1-2 medans i resterande forsok dr infargning
svagare vilket visas i figur 2. Infargning frén forsok 4-5 &r mest likvirdig forsok 1 dn
resterande forsok. Infargningen vid forsok 6-9 var likvardiga med varandra.

Ojamn infargning dér vissa partier &r morkare kan ses for hud 6 och 9 vilket visas 1 figur

1.
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ST T T s A N

Figur 1. Hud i1 20x forstoring. Infargningen é&r starkare vid forsok 1 jamfort med
resterande av forsoken. Vilket kan ses i epidermis och dermis vid jaimforelsen. Vid
forsok 4 har huden gatt sonder. I rutorna vid forsok 5, 6 och 8 kan visas att vivnaden
har gatt sonder vid snittning. Partier av starkare infargning kan ses vid forsok 8. Mindre

hél i1 partier kan ses vid forsok 7. Olika strukturer i vdvnaden kan ses vid alla forsok.
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Figur 2. Hud i 400x forstoring. Infargningen har en skillnad fran forsok 1 med en
starkare infargning jamfort med alla andra forsok. En stor skillnad kan ses vid
jamforelse av 1 och 8. Infirgning av forsok 4 dr likvardig med forsta forsoket. Vid alla

forsok kan tydliga cellkdrnor ses samt keratin.

3.2 Uterus

I forsoken fanns det tre olika klossar med olika delar fran uterus.

Uterus var dverdehydrerad, hard och torr. Det var svart att snitta, gick latt hal eller att
snittet delade pa sig vid dverlaggning till objektglas. Detta gillde for forsok 1-7 och 9.
Vid forsok 8 var uterus mindre hard och torr och mer léttsnittad. I uteruspreparatet fanns

delar av cervix med och var darfor hardare att snitta dn de resterande delarna av uterus
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som anvéndes. Det uppkom ofta chatter vid snittningen. Infargningen var starkare pa
forsok 1 jamfort med alla andra forsoken vilket figur 3 visar. Det forekom ojdmnheter i

infargning for forsok 5, 7, 8 och 9. Cellkédrnor och andra strukturer ses vid alla forsok

och som kan ses i figur 4.

Figur 3 Uterus 20x forstoring. Infargning av forsok 1 &r starkare dn resterande av
forsoken. I rutorna pé forsok 5,6 och 9 visas hal som forekommit vid snittning.

Det visas @ven i rutorna pa forsok 5 och 9 ojdmnheter i infédrgningen.
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Figur 4. Uterus i 400x forstorning. Infdrgning av uterus var starkare vid forsok 1 och
svagare vid resterande forsok. Cellkdrnor syns tydligt vid alla férsdken, ddremot ar det

svart att se kromatin detaljerat.

3.3 Tyroidea

I varje forsok fanns det tre klossar med olika delar fran tyroidea

Vid alla forsoken var vdvnaden torr och svarsnittad. Det uppkom léitt hél och chatter vid
snittning av tyroidea, snitten gick sonder pé flera stillen vid forflyttning till
objektglaset. En starkare infirgning ses vid forsok 1 speciellt pé folliklarna i tyroidea
jamfort med resterande forsok. Andra strukturer i tyroidea har en likvérdig infargning
vid alla forsok och visas i figur 5 och 6. Vid alla forsok gar det att se olika strukturer 1
viavnaden och cellkédrnor kan ses. Det gér dven att se andra cellstrukturer vid forsok 1,3

och 9 som visas i figur 6.
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Figur 5. Tyroidea i 20x forstoring. Glas fran forsok 1,3,6 och 8. Infargning av
folliklarna 1 férsok 1 ar starkare dn forsok 3, 6 och 9. Folliklarna vid férsok 9 dr mer
likvardiga forsok 1 dn 3 och 6. Tydliga strukturer kan ses i vivnaden. I rutan pa forsok 3

och 9 kan hél ses och i rutan pa forsok 6 ses chatter.

Figur 6. Tyroidea 400x, tyroidea folliklar med deras kubiska epitel. Infargning for

forsok nummer 1 &r starkare infargat dn resterande forsok. Cellerna i forsok nummer 1
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har mer tydlig struktur &n resterande forsok, cellkérnor med struktur gér att se i alla

forsoken.

3.4 Appendix

Appendix var en léttsnittad vivnad vid de flesta forsoken. Vid forsok 1 och 2 var den
torrare dn resterande korningar, vilket gjorde att appendix var lite mer svérsnittad dn det
andra forsoken och snitten gick sonder. Appendix blev underdehydrerad vid korning 3
och 4, fettet i vdvnaden flot ut pa objektglaset efter snittning. Infidrgningen av vavnaden

var tydligare vid forsok 3 och 7 och var likvdrdiga med varandra. Tydliga strukturer och

cellkdrnor kan ses vid samtliga infargningar som visas i figur 7.

Figur 7. Appendix 1 400x forstoring. Cellkérnor och strukturer i cellerna kan ses vid alla

forsok. Infargning av forsok 3 och 7 har tydligare farger &n forsok 1 och 2.

3.5 Njure, placenta, testikel, gallblisa, adnex, mjilte och navelstring.
Njure, testikel, gallblasa, adnex och navelstrang gick litt att snitta fast det blivit
overdehydrerade vid forsok 1 och 2. Mjélte var torr och svarsnittad dir chatter och hél

kunde ses vid snittning.
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Vid forsok 3 och 4 var fettet i njure var underdehydrerat vilket {16t ut vid placering pé
objektglaset vid snittning. Adnex och placenta var svar snittat och gick sonder vid
Overforing av snittet till objektglaset. Testikeln fran forsok 3 var svarsnittad och chatter

kunde ses. Njure, gallbldsa, navelstring och mjilte gick utan problem att snitta.

Vid Forsok 5-9 var njure, gallblasa, navelstrdng och testikel ldtta att snitta. Vavnaderna
var inte torra eller harda. Mjélte var daremot torrare vid forsok 8 och 9, vilket gjorde att
hal forekom vid snittning. Adnex var torr och svérsnittad vid forsok 5 och snittet gick

sonder, vid resterande forsok var snittning littare.

Infargningen av vivnader vid forsok 1 hade starkare infargning én vid resterande

forsoken, det gick och se tydliga cellkdrnor och andra strukturer 1 alla olika vavnader.
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DISKUSSION

Totalt gjordes 11 forsok varav tva av forsoken misslyckades pd grund av att en kérning
fastnade i isopropanol medans den andra stoppades av ett felmeddelande pé Logos.
Njure och gallblésa var vidvnader som har varit vildigt tdliga under dehydreringarna,
trots fordndringar 1 tiden sd har bada varit ldttsnittade. Adnex gick bra for det flesta av
forsoken forutom vid forsok 3 och 5. Generellt har njure, gallblasa, mjilte, placenta,
adnex, navelstrang, testikel och appendix fungerat bra under alla férsdken. Hud, uterus

och tyroidea har stott pd problem vid alla dehydreringsforsok.

Alla hudar som anvéndes i forsoken var generellt svara att snitta. Snitten gick sonder
innan placering pa objektglaset eller nér snitten hade placerats pd objektglaset. Hud fran
forsok 4 och 7 hade bada samma resultat att dessa gick sonder och fl6t ut pa glaset.
Detta kan ha berott pa att huden blivit underdehydrerad. Vilket kan bero pa att clearing
medlet inte verkat som de ska vilket medfor en ofullstindig vaxinfiltrering. Hal som
uppkommit vid snittning kan @ven bero pa underdehydrering d& det kan vara partier som

blivit mjuka och orsakat hél (7,8).

Uterus var genom alla forsok hard och torr vid snittningen, vilket medfrde att snitten
latt gick sonder eller att det uppkom chatter. Harda vavnader skulle kunna bero pé en
lang fixeringstid eller for lang tid 1 alkoholerna under dehydrering. Dock finns en
motsats till att formalin inte skulle orsaka att vidvnaden blir hard vid forvaring en langre
tid (1). Varfor vivnaden blivit hard borde da bero pa alkoholerna i dehydreringen.
Déremot r tiderna for alkoholen kortare vid vissa av forsoken, fast 4&ven da upplevdes
hardhet. Eftersom uterus &r en stor muskel kan de bidra till att en bli hardare &n andra
vivnader. Vidvnaderna som anvédndes under arbetet hade bevarats 1 formalin under en
langre tid, vissa var i formalin 1 upp till sex ménader. Chatter uppkom vid snittning av
uterus men dven tyroidea och hud. Chatter syns genom linjer i vdvnaden. Dessa kan
uppkomma om vévnaden &r hard eller att kniven blivit s16. Vid infargning av uterus
forekom sektioner som var starkare infargade, vilket kan bero pa att snittet blivit

tjockare pa vissa delar pa grund av att vivnaden &r hard eller att klossen inte var
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tillrackligt kall vid snittning. Eller att snittet vikt ihop sig vid 6verforing till objektglaset
(8).

Inférgning pa vivnaderna varierade, forsok 1 hade genom alla forsok en starkare
infargning n resterande av forsdken. Det tydligaste exemplet pa det var vid jamforelse
av hud 1 400x forstoring for forsok 1 och 8, da 8:e forsoket var betydligt ljusare. En
morkare infargning kan bero pé en langre infargnings metod, i det hér fallet sa anvindes
samma maskin till att farga in vdvnaderna och tiderna i metoden var samma. Vavnader
som fixerats for kort tid eller blivit underfixerade kan medfora att infiargningen blir
svagare. En studie visade att vivnader som fixerats under flera dagar &r att proteinerna i
vavnaden minskade med tiden. Vilket skulle kunna innebéra att en svagare fargning
uppkommit. Eftersom eosinets joner attraheras av joner i vivnadsproteiner. Genom att
oOka tiden av dehydrering och vax infiltrerings, 6kade styrkan for immunohistofargning
dock framgar det inte om det ocksa giller for hematoxylin och eosin (9). Ifall det skulle
stimma for hematoxylin och eosin skulle den teorin fungera vid forsok 1 som hade
starkare infargning och langst dehydrerings tid. Daremot stimmer det inte for 4:e och
8:e eftersom 4:e forsoket hade kortare infiltreringstid av vaxet dn 8:e men det 8:e hade
en kortare programtid in 4:e forsoket, detta syns tydligast vid hudarnas infargning. En
svagare infargning skulle ocksé kunna bero att snittet dr tunnare men i detta fall

snittades alla i samma tjocklek (8,9).

Forsoken visade att infargning hade en viss skillnad i styrka, dven fast det skiljer 1
styrkan dr fargning dnda tillriacklig for att kunna sitta en diagnos. Det optimala hade
varit att haft tva olika program baserat pad vilken véivnad som ska dehydreras. Det
behovs goras flera forsok for att komma fram till den optimala dehydreringen for 5
millimeters vivnader. Daremot gar det att sdga att dehydrering som ar mellan 11-12
timmar dr for ldnge eftersom detta resulterade i torra vivnader, en dehydrering pa under
7 timmar resulterade i under dehydrerade vavnader dér stora delar av preparatet {16t ut

vid montering pa objektglas.
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