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Cellabveckan é&r ett arligt evenemang som i &r arrangeras fér femte ret i rad. De tva sista dagarna
av veckan dgnades at histologi. Deltagare fran hela Sverige bjéds pa intressanta foreldsningar kring
aktuella och relevanta &mnen. Tid fanns ocksa till diskussion och utbyte av erfarenheter.
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Vad hiinder med vidareutbildningen? Hur gor Orebro
Universitet?

Onsdagens forsta foreldsning holls av Christina Karlsson
fran Orebro Universitet. Hon inledde med att berétta
att vidareutbildning fér Biomedicinska analytiker (BMA)
tidigare inneburit att man last ett extra ar for att fa en
Magisterexamen i medicin eller laboratorievetenskap.
Hosten 2013 startade dock ett Masterprogram for
BMA. Christina berattade att 12 studenter pabodrjade
utbildningen och att fram tills nu &r 5 personer
utexaminerade. Utbildningen finns i tvd olika
varianter: en 1-arig Magisterutbildning och en
2-arig  Masterutbildning inom  klinisk  laboratorie-
medicin, vilka bada laggs till en tidigare BMA-
utbildning. Christina forklarade vilka kurser som ingéar
i programmen och hur examensarbetena ska se ut.
"Kurserna géar pé halvfart” berattade hon och "man har
mojlighet att satta ihop en egen kursplan om man vill det”.
Om man redan inledningsvis vet vad man vill skriva sitt
examensarbete om kan man vélja att rikta kurserna mot
det omradet, berattade Christina. Detta gora att det finns
en mojlighet att f& en utbildning som &r skraddarsydd
for en viss arbetsgivare eller arbetsfalt. Exempelvis kan
ett examensarbete vara en fragestélining som en klinisk
verksamhet dnskar f& utredd.

Behorighet som kravs for utbildningarna ar BMA-
utbildning och 12 manaders heltidstjanstgéring som
BMA. Christina berattade att flera av de examinerade fatt
specialisttjanster pd sina arbetsplatser efter avslutade
studier. Christina informerade &ven om att de leder en
utbildning i "Bild och funktionsdiagnostik” som framst
ar riktad mot rontgensjukskoéterskor. Sedan finns aven
alternativet att lasa ndgon av de tre internationella Mas-
terprogrammen. Dock &r de mer forskningsférberedande
forklarade Christina.

Christina Karlsson



Optimering av dehydreringsstegen

Resten av dagens féredrag och diskussioner leddes av
Ada Feldman fran Anatech i Michigan USA. Ada gick
igenom grundlaggande och férdjupad kunskap, samt
problemldsning kring dehydrering av véavnad. Ada har
en gedigen praktisk och teoretisk kunskap om histoteknik
och leder olika vidareutbildningar inom detta omrade och
tillfragas ofta som expert.

Ada Feldman

Ada inledde sitt féredrag med att sla fast faktumet "att vi
arbetar mycket mindre manuellt idag och att det ar viktigt
att forsté vad instrumenten goér, om man ska kunna I6sa
problem néar kvalitén inte & som man vill”. Histoteknisk
bearbetning av vavnad sker enligt ett fyrastegsprogram,
alla dessa steg gicks igenom mycket noggrant.

Det forsta steget i processen &r fixeringen. D& bevaras
vavnaden fran att brytas ner, bakterier far inte faste och
cellens olika komponenter blir olésliga. "Vi vill bevara
vavnaden sd som den sag ut nar den levde” forklarade
Ada. Vanligen anvénds formalin som fixeringsmedel,
men aven formalinfri fixering férekommer. Fixeringen
med formalin innebéar att formaldehyd binder till cellerna
och skapar metylbryggor, "crosslinks”, vilka stabiliserar
vavnaden. Nagon annan forandring &n dessa "bryggor”
vill vi inte skapa i vAvnaden sager Ada.

Nasta steg i processen ar dehydreringen som syftar
till att f& bort vatten ur vavnaden. Ada forklarade: "det
finns tva typer av vatten i vavnaden: bundet och fritt
vatten”. Fritt vatten finns mellan molekylerna och bundet
vatten &r bundet till molekylerna. Det &r det fria vattnet
vi vill f& bort. Detta gérs genom att det obundna vattnet
tas bort genom en stigande alkoholkoncentration och
sedan ersétts vattnet av alkoholen som fyller alla utrymmen
mellan molekylerna.

| det tredje steget, som kallas fér Clearingsteget, (in-
termedium steget) tas alkoholen bort for att erséattas av
xylen. Detta méaste till for att forbereda nasta steg,
eftersom alkohol inte &r 16sligt med vax. | det sista steget
byter alkoholen och vax plats i vavnaden. D& har vi natt
fram till en védvnad som kan snittas och understkas mikro-
skopiskt med hjalp av olika infargningar férklarade Ada.

Det kan lata som en enkel process, men det finns
manga saker som kan ga fel i processen menade Ada.
Hon visade vavnadsbilder pa nagra av de problem som
kan uppsta: hal i vavnaden, sprickor, utsuddade detaljer
och bla flackar. Foljande timmar dgnade vi sedan helt &t
felsdkning i processen.

Ada inledde med att berdtta om problem som kan
uppsta i det forsta steget, fixeringen. Vavnaden bestar
av 65 % vatten och det frigérs och spéader fixermedlet.
For att vavnaden ska fixeras bra behovs forhéllandet 20:1
av fixermedel till vdvnad, méanga slarvar med mangden
fixermedel. Fixeringsmedlet behdver aven tillrackligt med
tid att penetrera in i vdvnaden och &ven tid fér att sedan
binda till vavnaden. Man brukar saga att fixeringstiden
boér vara mellan 24-48 timmar med 4% buffrad forma-
linlésning. Det varierar for olika vavnader poéngterade
Ada. Ibland kan tiden behéva vara kortare. Om fixerings-
tiden kortas fér mycket innebéar det dock att vdvnaden
kommer vara langre tid i alkohol &n i fixermedlet och da
blir vavnaden alkoholfixerad istéllet. Ada visade vavnads-
prover dar detta kunde ses tydligt. Vi luras av att
biopsierna de senaste aren blivit allt mindre” sager Ada.
"De behdver fortfarande tid for fixering!”. Anvander man
formalin 16st i alkohol, i stallet for vatten, da behdvs dock
kortare fixeringstid, eftersom alkoholen penetrerar in
snabbare i vavnaden. Formalinfria fixermedel behdver
kortare tid av denna anledning. Formalinfria fixermedel
baserade pa glyoxal har férdelen att de ar luktfria.
Sammanfattningsvis slog Ada fast tre viktiga saker for fix-
ering: 1) ju storre behallare for vavnaden desto battre, 2)
anvand tva behallare for fixeringen dar vavnaden laggs
en kortare tid i den forsta (spadning av vatten sker) och
en langre tid i den andra och 3) ge fixeringen sa lang tid
som mojligt.

| dehydreringssteget kan alkoholen géra att det bundna
vattnet tas bort och leder da till att vAvnaden krymper.
| kombination med dalig fixering skapas bindningar
direkt i proteiner som andrar form och ger en ny felaktig
molekylar struktur. "Har du problem ar det basta att férlanga
fixeringstiden och korta tiden i alkoholen” enligt Ada.
Behover man bldta upp vavnad nar den ska snittas, kan
det var ett tecken pa att den &ar for torr och dé kan du
prova en justering av tiden. Kom ihag att vi vill endast
fa bort det obundna vattnet, s& vavnaden ska vara lang-
re tid i de laga alkoholkoncentrationerna och kort tid i
95-100 %-ig alkohol slog Ada fast.



Xylen som anvands i nasta steg, Clearingsteget (inter-
medium steget), kan I6sa sig i vatten till viss del, vilket
gér att dven detta steg torkar ut vavnaden. Xylen |6ser
bundet vatten och dessutom fett. "Man maste skydda det
bundna vattnet!” paminde Ada oss om. Alternativ till xylen
ar xylensubstitut - exempelvis alifatiska kolvaten. De ar
lite skonsammare for preparatet eftersom de tar inte bort
bundet vatten, ar mindre toxiska och har en mild odér.

| det fjarde steget dar xylen ska bytas ut mot vax, som ar
i flytande form. Kom ih&g att &ven varme kan ta bort det
bundna vattnet. Xylen som kommer éver till varmt vax kan
ge en "friterande” effekt pa vavnaden. "Ett tips ar att inte
lata vAvnaden vara sé lange i den forsta behallaren med
vax och da undviks detta” enligt Ada. Darfor ar det dven
viktigt att rotera behéllarna med vax var tredje dag sa att
inte xylen ansamlas i den férsta behallaren. Stora bitar
kan behova mellan 40-60 minuter i vaxet, sma biopsier
10-20 minuter. "Var férsiktig med varmen” varnade Ada.

Avslutningsvis gick Ada igenom olika typer av
dehydreringsutrustningar som finns. Det finns olika
typer av system med olika I16sningar: Oppet systemet som
doppar ner prover, slutet system dér vatskorna pump-
as in i en kammare, reagenskontrollerat system dar
instrumentet indikerar nar vatskor ska bytas och
xylenfria system - dar mikrovagsteknik oftast anvands.

Onsdagen avslutades sedan med en kortare fragestund.
Manga fragor berérde specifika problem som deltagarna
upplevt. Vifick bland annat veta att det inte gar att ta reda
pa om en vavnad fixerat fardigt forran vi tittat pa objekt-
glaset. Att det ar livsfarligt att hetta upp formalin, angorna
kan vara dodliga! Att om en vavnad faller ihop d& den ska
snittas sa kan den ha varit i vaxet for kort tid. Ada berat-
tade &ven att om man har problem vid snittningen kan
detta bero pa temperaturen, preparatet kan vara for kallt
och d& kan man prova olika snitthastigheter. Ada avslutar
diskussionen med att tipsa oss om att alltid bérja med
sméa férandringar om man har problem med sina prover,
"gor inte om hela processen!”.




NSTRUMENT

Hur skyddar du dig pa lab, saker att tinka pa
vid val av skyddsutrustning. Ny klassificering
av formalin.

Torsdagen inleddes med en féreldsning av Jenny
Elfving fran foretaget Intersolia som bland annat arbetar
med handledning inom kemikalieomradet, [T-system
for kemikaliehantering och utbildningar. Jenny borjade
med att beratta att anvandandet av kemikalier idag 6kar
exponentiellt och att det anvands miljontals ton varje ar
varlden ¢ver. For 90 % av de kemikalier vi anvander mest
harvimycketlite dataomdess egenskaper. Kemikalier som
faller inom omréadena bek&mpningsmedel, lakemedel,
livsmedels- och fodermedeltillsatser samt kosmetika
ska dock férhandsprovas innan de far séattas ut pa
marknaden.

Né&r det kommer till exponering av kemikalier i
arbetsmiljén behdver vi vara medvetna om att kemikalier
ar en av manga olika faktorer som péaverkar férklarade
Jenny. Nar det galler kemikalier &r det framst genom
inandning, exponering av hud eller om vi svaljer nagot
som exponering sker. Hur farligt ndgot &r beror bade pé
hur vi hanterar det, vilka kemiska egenskaper det har och
vilka skador de kan ge upphov till férklarade Jenny.

Det finns en rad lagkrav som &r kopplade till
kemikalieanvandning pa arbetsplatser berattade Jenny.
Exempel pé& detta ar att det ska finnas produkt-
forteckningar och sékerhetsdatablad pé alla kemikalier
som anvands. Det ska i vissa fall &ven finnas tillstand for
anvandning av vissa kemikalier och for alla situationer dar
en kemikalie anvands ska en riskbedémning ha gjorts.
Jenny poéngterade dven vikten av substitution av de
farligaste kemikalierna, markning av kemikalier, ratt
avfallshantering och arbetstagarregister déar olyckor
och exponering ska rapporteras. Det ar aven viktigt att
man pé arbetsplatsen foljer de regler som galler fér de
hygieniska gransvéardena, det vill sdga hur mycket som
far finnas av en viss kemikalie i inandningsluften.

Jenny berattade sedan om de olika lagstiftningar som
ror kemiska produkter och att det finns sérskilda listor pa
vilka kemikalier som bor fasas ut for att de ar for skad-
liga. For att fa information om ett visst &mnes egenskaper
och hur vi ska skydda oss tipsade Jenny om att man bor
borja titta i sékerhetsdatabladen, dar faropiktogramen

ger en forsta indikation. Titta sedan efter faroangivelser,
ett exempel ar koden H310 som betyder “dédlig vid
hudkontakt”. Det ar forst nar vi vet detta som vi kan
gbra en beddmning hur vi ska skydda oss sager Jenny.
| sékerhetsdatabladet ska det enligt Reach-férordningen
finnas information om bland annat "atgarder vid forsta
hjalpen”, "hantering och lagring” samt "personligt skydd”.
Vid val av skyddsutrustning bér man félja en 5 stegs
procedur dar man forst tittar pa om ett farligt &mne kan
substitueras, det vill sdga byts ut mot ett mindre farligt
amne. Om inte det gar bér man se om processen dar
det anvands kan inneslutas. Man bdér sedan se Over
tekniska I6sningar sa& som exempelvis ventilation.
Sedan boér man &ven titta pd om farliga arbetsmoment
kan laggas till andra tidpunkter sa att personal inte utsétts
i onddan. Darefter ar det dags att titta pa det personliga
skyddet i form av exempelvis handskar och andnings-
masker. Jenny berattade om en rad typer av handskar
och andningsskydd samt sammanfattade med att "det
allra béasta ar att ringa leverantérerna, de &r bra péa vilka
produkter som ska anvandas i olika situationer”.

! i |

Jenny Elfing
Avslutningsvis ville Jenny féra fram lite information om
formaldehyd. Den har fatt en skarpt lagstiftning och blivit
klassat som Cancerogent, Reproduktionsstérande och
Mutagent (ett CRM- amne). Amnet finns just nu p4 ECHAs
kandidatlista och man har féreslagit att det kanske i
framtiden ska kravas tillstand for att fa anvandas. Man
rekommenderar noggrann riskbeddémning och att



matningar gors i arbetsmiljon. Fran publiken lyftes att det
i USA finns substitut som kan ersatta formalin. Detta &r
nagot som Jenny ska undersoka vidare sager hon avs-
lutningsvis.

Felsokning av H&E fargning
Foljande forelasningar under torsdagen hdélls av Ada
Feldman.

Ada inledde sitt féredrag med att pdminna oss om den
grundl&dggande kemin som s&ger att motsatser attraheras
av varandra. Den negativa fargen eosin Y, som ockséa
ar en syra, blandas med alkohol eller vatten och &ttik-
syra. Positivt laddade vavnadskomponenter, exempelvis
protein med positivt laddade aminogrupper vill binda till
eosinfargen. Optimalt har eosin pH 4,0 - 4,5. Ar det dver
4,5 fargas vavnaden for ljust och &ar den under 4,0 far vi
utfallningar, vilka oftast ses redan i flaskan. Ada visar oss
bilder pa hur eosinfargning ser ut nar den ar korrekt. "Det
ska finnas tre olika toner av fargen” férklarade Ada.

Hematoxylin &r en positivt laddad farglésning. Negativt
laddade  v&vnadskomponenter som  exempelvis
cellkarnor vill binda till fargen. Rekommenderat pH for
hematoxylin & mellan 2,2 — 2,8. Ar pH 6ver 3,0 far vi en
bakgrundsfargning av kollagen och muskelvavnad. Ar
pH under 2,0 blir 16sningen réd/gul. Ada visade hur en
korrekt infargning med hematoxylin ska se ut: "vi ska se
olika former av kromatin, bade 6ppet och stangt”, "karn-
membranen ska vara vél avbildade” och "nucleoplasman

ska vara ofargad”.

Ada gick sedan igenom hur fargningsprocessen gar till
samt vad som kan gé fel i de olika stegen. | det forsta
steget i fargningsprocessen ska vaxet avlagsnas med
hjalp av xylen och vatten ska féras tillbaka till vdvnaden,
det gors med en sjunkande alkoholkoncentration. Om det
inte skett ordentligt blir vaxet som en barriar som fargen
har svart att ta sig igenom. Snittet ser prickigt ut eller
suddigt med ljust infargning omraden. Lat glaset vara i
xylen i tre steg, 3 minuter i varje steg. Nar glaset efter
xylensteget kommer till den 100 %-iga alkoholen

méaste det vara i denna tillrackligt 1ange. Ga sedan i en
sjunkande alkoholhalt ned till vatten. "Ni far prova er fram
har” sager Ada.

For hematoxylin ar tva vanliga problem att infargningen
blir for mork eller ospecifik. Det vill sdga att exempelvis
muskelceller eller kollagen fargas, att alla karnor fargas
lika eller att sjalva glaset fargas. Ada foérklarade att det
kan bero pé att tiden for infargningen varit for lang, max
4-6 minuter rekommenderas. Det kan &ven bero pé att pH
andrats i l6sningen eller att vavnadssnittet ar for tjockt.
Aven exponering fér varme, exempelvis fran torkning
av glasen, kan ge mork infargning eftersom varme ger
forandringar i vavnaden. Att glaset fargas kan bero pa
att det ar belagt med positiv laddning av nagot slag for
att vavnaden ska fastna battre. Losningen ar da att prova
andra typer av glas

Om hematoxylinfargningen &r for ljus kan detta bero pa
att vavnadsprovet ar for tunt, att vax finns kvar, att infarg-
ningstiden ar for kort, att hematoxylinfargen &r gammal
eller utspadd forklarade Ada.

Andra problem vid fargningen med hematoxylin kan
vara att glasen inte skdljts tillrackligt val med vatten efter
hematoxylinsteget, vilket kan ge ojamn fargning. "Skolj 2
ganger, 1 minut per gang” tipsade Ada. Glém inte heller
bort att diska dina behallare eller instrumentets behallare.
Ada beréttade att man bor tédnka 6ver vilket vatten man
anvander. Kranvatten kan innehélla exempelvis metaller
eller klor som paverkar infargningen. Avjoniserat vatten ar
béattre. Ada tipsade om vikten av att vattnet maste tacka
hela glaset nar det skoljs, annars kan farg finnas kvar pa
glaset som sedan rinner ned pa snittet. Hematoxylinfargen
differentieras sedan med saltsur alkohollésning. Om
infargningen ar for ljus eller mork kan det &ven bero pa
detta steg, se Over tiderna och koncentrationerna av
l6sningen. Viktigt ar &ven att skoljsteget med vatten
efter differentieringen bor ske tva ganger, 1 minut per
gang. Bluing reagent anvands sedan for att gora sé att
hematoxylinet far den farg den ska ha.

Problem med eosininfargningen innebéar ocksa ofta att
den &r for ljus eller f6r mérk. Om det blir fér morkt kan det
bero pa vilken I6sning fargen &ar 16st i, vilket ger fargen
olika styrkor. Val av fargpigment kan ocksé avgora vilken
ton fargen far, samt vilken koncentration som anvands.
Aven for eosin har snittets tjocklek betydelse. Ser man inte
tre olika fargtoner beror det oftast pa délig fixering, dver-
fargning eller att eosin l6sningen ar felaktig. Vid Eosin-
infargning sker skoljningen med alkohol, som beroende
pa %-halten tar bort eosin olika mycket. Dock behover
glasen vara tillréckligt 1ange i alkoholen - annars kommer
det finnas vatten kvar i snittet. Ada foreslar: 3 skoljningar
i 100 %-ig alkohol, 1 minut fér varje och att det ar viktigt
att 0ka volymerna i varje behéllare sa att mer och mer
av glaset tacks. Den sista behéllaren ska absolut inte bli



fargad, da finns eosin kvar. Sista steget i eosinfargningen
har till syfte att ta bort alkoholen. Detta gérs med xylen.
"Gor detta i tre byten, med 1 minut per behéllare” tipsade
Ada. Om xylensubstitut anvands kan de vara kansliga fér
fukt, det kan markas genom att snitten blir suddiga eller
"bléddande”. Har man inte fatt ut all alkohol kan eosinet
blekna bort berattade Ada.

Ada Feldman
Slutligen tacks glasen med glas eller tejp. Problem i detta
steg beréttade Ada kan vara att det skapas luftbubblor
eller samlas skrdp under glaset eller tejpen, eller att
monteringsmediet inte &r kompatibelt med xylensubstitut
om det anvands. De resultat man far pa sina snitt kan
aven ledas anda tillbaka till processen da vavnadsprovet
preparerades. "Var darfér noga med att folja raden jag
gav under gardagen” paminde Ada slutligen.

Texten ar forfattad av Dr. Johanna Kain pa uppdrag av Cellab.



