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BESTYRELSENS FORORD

Det er med stolthed, at DSCH kan fejre 40 ars jubileum som en aktiv videnskabelig forening.
Vi oplever stor interesse for vores meder, som over drene har @ndret karakter fra at vere meget
forskningsorienteret til i dag i hejere grad at tage udgangspunke i den diagnostiske relevans ved
anvendelsen af de histokemiske analyser.

Danske histokemikere har siden det 19. drhundrede haft en meget stor betydning for faget globalt,
uanset at histokemien reprasenterer et snevert videnskabeligt omrade set i det store perspektiv.
En forening, som sin lidenhed til trods, har vist sig livskraftig. Vore medlemmer, videnskabelige
interessenter og frivillige akterer er ikke mange i antal, men aktive og sterke af natur. Smét kan ogsa
vare sterkt og godt. Det er DSCH et bevis pa.

Bestyrelsen vil overbringe en stor tak til Per Preetorius Clausen, som er idémanden bag festskriftet
og en meget vedholdende redakter, som har sikret projektets gennemforelse. Uden ham, var der ikke
blevet noget festskrift, som vi alle i dag kan vare stolte af pé fagets vegne.

Vi glaeder os til at viderefore DSCHs hgje videnskabelige niveau og er sikre pa, at der er mange gode
jubileer at vente i fremtiden.

Stor tak til alle som i arenes lgb har bidraget med aktivt medlemskab, foredrag eller som aktive i
bestyrelsen. Det er jeres fortjeneste at DSCH har overlevet og i dag er i fin form.

P4 bestyrelsens vegne

Karina Norring Hjort, formand
Hans Olaf Lyon, nastformand
Tove Kirkegaard, sekreter
Marianne Pedersen, kasserer
Marianne Rasmussen, webmaster
Sara Rervig
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REDAKTIONELT FORORD

af Per Pratorius Clausen

Deterfristende ved enlejlighed som denne, at parafrasere
en udtalelse af et tidligere dansk folketingsmedlem om
Den Kongelige danske Ballet og mene, "zt Danmark
er for lille et sprogomride til at have sin egen histokemi”.
Ligesom det var relativt nemt at tilbagevise udtalelsen
om Den Kongelige Ballet er det vort hab, at vi med
dette skrift kan vise, at Danmark sin lidenhed til trods,
savel historisk som aktuelt har ydet og stadig yder
bemarkelsesverdige bidrag til histokemiens udvikling
og gor sig sterkt geldende ogsa internationalt.

Efter Indledning og emneafgrensning i kapitel 1
folger i kapitel 2 en historisk gennemgang af de
histokemiske farvemetoders udvikling, funderet pa
biografiske skildringer af 7 markante danske forskere,
der pé forskellig vis har leveret bidrag til denne
udvikling. Adolph Hannover, der desverre forst meget
sent i sit liv ogsd herhjemme fik anerkendelse for sin
enorme videnskabelige indsats, kan ikke blot betegnes
som “Danmarks forste mikroskopiker”, men ogsa som
en pioner indenfor histokemisk metodik. H.C. Gram,
Frederik C.C. Hansen og Larus Einarson har lagt navn
til farvemetoder og modifikationer af disse, som stadig
er knyttede til deres navne. Kai Ulrik Linderstrem-
Lang, Heinz Holter og Niels Harboe er navne, man
miske ikke umiddelbart ville sztte i forbindelse med
histokemi, men som det vil fremga, har de pa forskellig
vis haft stor betydning for histokemisk metode og
anvendelse af den.

I kapitel 3 gives en bred oversigt over nyere histokemisk
relateret forskning, med en indledende omtale af dansk
histokemis pioner i nyere tid Helge Andersen og det
cyto- og histokemiske laboratorium han opbyggede.
Denne skildring folges op af en historisk oversigt over
de histokemiske metoders anvendelse i neuroanatomi
og cksempler pa aktuel forskning inden for dette
omrade.

Dernast folger personlige beretninger om immun-
fluorescensfarvningens udvikling i Danmark fra den
spade starti 1960’erne, som forer over til en kort omtale
af den diagnostiske anvendelse af histokemi i Danmark.
Det er en anvendelse, der i dag indgir som et helt
centralt og nedvendigt led i moderne cancerdiagnostik-
og terapi, som det er beskrevet i kapitlets slutafsnit.

Ogsa inden for metodeudvikling, kvalitetssikring
og standardisering er Danmark fremme i forreste
internationale felt som det fremgar af kapitel 4.

Det er en sarlig glede, at der med dette skrift er
lejlighed til at give en fyldigere omtale af det enormt
betydningsfulde arbejde, der siden 1960’erne er
foregéet inden for undervisning i histokemi i Danmark.
I kapitel 5 skildres udviklingen inden for laborant- og
bioanalytikeruddannelserne og de ildsjle, der har 2ren
af, at vi i dette land har en laboratorieteknisk standard

af hojeste karat.
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Kapitel 6 forteller til sidst om det nzrmest
naturstridige faktum, at der endnu 40 ér efter dets
stiftelse, stadig eksisterer et Dansk Selskab for Cyto- og
Histokemi. I en tid, hvor den overvejende del af faglig
erfaringsudveksling og vidensdeling foregir enten pa
internettet eller ved store internationale kongresser,
kan dette utroligt sejlivede lille selskab fremvise en
imponerende liste af aktiviteter gennem hele sin levetid,
som kan lases pa rulleteksterne i slutningen af kapitlet.

Der skal pa dette sted rettes en varm tak tdil alle
forfatterne, der med kort varsel sagde ja til at bidrage til,
at dette festskrift fik en sa fagligt bred reprasentation af
emnet, som det nu er muligt.

Ligeledes en stor tak til den store skare af personer,
der pi anden vis har bidraget i forbindelse med

udarbejdelsen af skriftet.

Det er med velberdd hu, at redaktionen har vernet om,
at fremstillingerne fér lov til at veksle mellem personlige
og ofte muntre beretninger til mere halvkedelige og
faktuelle fremstillinger. Sddan har Dansk Histokemi
ogsi varet.

Endelig en hjertelig tak til bestyrelsen for Dansk Selskab
for Cyto- og Histokemi for deres uforbeholdne positive
modtagelse af forslaget om at markere 40 ars jubileet med

dette festskrift.

P4 redaktionens vegne
Per Praetorius Clausen
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INDLEDNING
af Per Pratorius Clausen

I 1847 offentiggjorde H. C. Andersen sit eventyr
Vanddriben. Det er fortellingen om troldmanden Krible-
Krable, der en dag sidder og holder sit forstorrelsesglas for
gjet og ser pa en vanddrébe, der var taget ude af en pyt vand
i groften... og iagttager de tusinde smadyr deri. “Jeg mdi
give dem Couleur, at de kan blive tydeligere!” sagde han, og si
heldte han ligesom en lille Dribe rod Viin i Vanddriben, men
det var Hexeblod, den allerfineste Slags til to Skilling; og sé blev
alle de underlige Dyr rosenrode over hele Kroppen, det si ud
som en hel By af nogne Vildmand.” (1).

Dette er den forste gang at farvning af mikroskopiske
objekter omtales i skenlitteraturen (2). Inspirationen til
eventyret fik H.C. Andersen utvivlsomt under et besog pa
herregarden Hoffmansgave pa Nordfyn i 1830. I et brev d.
15. juli til sin ven Ludvig Laessee skrev han: ”. den sidste
Dag jeg var pid Hoffmansgave havde jeg en sand Nydelse,
nemlig jeg saae Infusionsdyr; taenk Dem en lille Vanddribe
kun, pi Glas og det var en verden med Skabninger, hvor
de storste prasenterede sig som Grashopper, de mindste som
Knappenaalshoveder. .. jeg si Infusionsdyr i mit eget Blod, det
vrimlede med Aal og Torsk, og Alt i det Uendelige. ..

VORTICELLINA

HTENTOR

BT Milferd si-a BT, poerademe v = w ST moger 5

Txxm kort sagt der aabnede sig en Uendelighed for mig, der
bragte mig til at svimle.” (3).

Det er mere usikkert, hvorfra H. C. Andersen
hentede ideen med at farve dyrene. Han kan vere
inspireret ved at overvare et populervidenskabeligt
foredrag af anatom og fysiolog D. E. Eschricht i
det af denne stiftede selskab Den naturhistoriske
Forening. Eschricht havde forbindelse til den tyske
naturforsker C.G. Ehrenberg, der i 1838 udgav et
verk om infusionsdyr (4), som han bla. farvede
med karmin (Figur 1). Ehrenberg havde to ér for
veret i Kebenhavn (2). Der er siledes nappe tvivl
om, at det hekseblod Krible-Krable anvendte var

karmin.

Det er tankevaekkende at samme ar 1847, som
H. C. Andersen udgav sit eventyr udgav en af
patologiens (og meget andet) storste skikkelser
Rudolf Virchow (1821-1902) (Figur 2) i
samarbejde med sin ven og kollega Benno
Reinhardt det forste nummer af tidsskriftet
Archiv fiir pathologische Anatomie und Physiologie
und fiir klinische Medizin. Tidskriftet udkommer
endnu i dag under titlen "Virchows Archiv’.

Figur 1. Udsnit af tavle fra Ehrenbergs: Die Infusionsthierchen als
vollkommene Organismen.
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I forste nummer af tidskriftet rettede Virchow et kraftigt
angreb pa den humoralpatologiske tenkeméde, som har
sin oprindelse i den graske oldtid, men endnu i midten af
1800-tallet var fremherskende i en modificeret form. Den
forklarede, at sygdomsarsagerne var relateret til ubalance
i legemets vaevsvesker. Virchow fulgte kritikken op i de
folgende r og udgav i 1858 bogen: Die Cellularpathologie
in ihrer Begriindung auf physiologische und pathologische
Gewebelehre (5), som omtales som den nye patologis
kanon (6). Han betonede, at livsprocesserne er bundet
til cellerne og de fysiologiske og patologiske processer,
der udspiller sig i dem. Det er disse processer, der folger
almindelige fysiske og kemiske love, det gelder om at
udforske. Patologiens mal ma vare at skabe en fysiologisk
patologi og biologiens at skabe en fysiologisk histologi
7).

Som det vil fremga af de folgende kapitler, er det i
hej grad de histokemiske metoder i bred forstand, der
efterfolgende kommer til at befordre dette mal op til i
dag savel indenfor histopatologi som almen cellebiologi.

Figur 2. Nej, det er ikke Krible-Krable, selv om det ligner. Det er den
70-arige Rudolf Virchow, der betragter et snitpreparat i lupforsterrelse.
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KAPITEL 1: HISTOKEMI - HVAD ER DET?

af Per Pratorius Clausen

Histokemi (af graesk: 10TOS = vav og XUOpeto = kunsten
at legere metaller) er den videnskabelige disciplin, der
beskeftiger sig med at undesege og beskrive den kemiske
sammenstning af de levende organismers celler og vav.

Den mikroskopiske histokemi har ssmme formal, med den
indskrenkning, at de kemiske bestanddeles tilstedevarelse
skal kunne iagttages i mikroskop.

Traditionelt har man skelnet mellem histokemiske
og histologiske metoder. De histokemiske metoder
belyste vaevsbestanddelenes kemiske — sammensatning
og lokalisation og mekanismen bag den reaktion,
der muliggjorde synliggorelse skulle vere kendt. De
histologiske havde primert til formal at synliggere
og differentiere mellem vavsbestanddele uden krav til

oplysning om kemisk sammensatning eller kendskab til

farvningsmekanisme.

I tidens lgb har grensen mellem de to metoder ofte vist
sig uskarp og vi vil i det folgende anvende betegnelsen
histokemiske metoder om alle metoder, der pa den ene
eller anden made giver oplysning om cellers og veavs
sammensztning, opbygning og funktion, forudsat at
morfologien er intakt.
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KAPITEL 2: DE HISTOKEMISKE
FARVEMETODERS UDVIKLING

af Per Pratorius Clausen

2.1: DE HISTOKEMISKE FARVEMETODERS UDVIKLING

INDTIL MIDTEN AF 1900-TALLET

Farvning af organisk materiale har veret kendt siden
oldtiden i form af farvning af garn, stof og kleeder. Hyppigst
anvendtes naturfarver fra dyr og planter. Fx angiver en
dansk farvebog fra 1700-tallet (Figur 2.1.1) opskrifter
pa farvning med Indigo udvundet fra vaidplanten,
Cochenille, der udvindes fra hunner af skjoldlus og
indeholder farvestoffet karmin og farvning med spiner
af bla- eller blodtre (Hzmatoxylon campechianum),
der oprindeligt voksede i Mexico og Mellemamerika og
indeholder hematoxylin.

Det var Robert Hooke (1635-1703), der som den forste i
1660 beskrev at planterne under mikroskop sis opbygget
af kamre, som han kaldte celler.

Den forste der anvendte farvning i forbindelse med
mikroskopiske undersogelser var den hollandske
kledehandler og amaterlinseglassliber Antony van
Leeuwenhoek (1632-1723), der konstruerede det for
sin tid kraftigste mikroskop og i 1696 blandt utallige

andre ting mikroskoperede trevler af andehjerte, som
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Riebenhavn, 1768.
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i Bogladey No. 5. paa Verfen,

Fig. 2.1.1. Forsiden af En Dansk Farve-Bog fra 1768, ved siden af garn farvet med Indigo, Cochenille og Hematoxylin. (Wormianum, Per P Clausen)

Fig. 2.1.2. Leecuwenhoeks afbildning af muskelbjelker fra et andehjerte.

han farvede med safran ved hjelp af krokusblomster
opbledt i vin (Figur 2.1.2). Botanikeren John Hill
(1714-1775) anvendte en alkoholisk cochenille-tinktur til
farvning af plantestaengler, hvorfra han skar tynde snit og
mikroskoperede.

Frem til begyndelsen af 1800-tallet var mikroskoperne af
forholdsvis ringe kvalitet pga. linsesystemernes sferiske og
kromatiske aberration, hvilket medferte, at billedet blev
meget sloret. I begyndelsen af 1800-tallet konstrueredes
mikroskoper med akromatiske linsesystemer, og kvaliteten
ogedes hermed markbart.

Det er ogsi i begyndelsen af 1800-tallet, at histokemien
som videnskab bliver grundlagt. Det var franskmanden
Francois-Vincent Raspail (1794-1878), der fra 1825 (1)
udferte en rekke forbloffende originale og omfattende
arbejder, hvis resultater han i 1830 samlede i verket: Essai
de Chimie Microscopique Appliquée a la Physiologie (2).
Han beskrev heri bl.a., hvorledes han anvendte farvning
med jod til pavisning af stivelse i korn (Figur 2.1.3), angav
metoder til pavisning af proteiner og kulhydrater i vav og
anbefalede nedfrysning af veev for skering “for at undgi at
kvaste vavet med kniven”. Raspails arbejder fik dog kun
begrenset opmarksomhed, for snart overskyggedes de af
lanceringen af en sand strem af andre nye farvemetoder.

FAMILLE DES GRAMINEES

>
CONTENANT :
1% LA PAYSIOLOGIE; 2", LA CLASSIFICATION DES GRAMINEES
3°. L'ANALYSE MICROSCOPIQUE ET LE DEVELOPPEMENT
DE LA FECULE DANS LES CEREALES.

Par M. RASPAIL.

PARIS.

SUR LA i@ ¢ 1 : @

Debeloppement el Feale dane les organes
der Coirvinbs

Fig. 2.1.3. Her begynder histokemien. I 1825 paviste F-V Raspail hvordan stivelse udvikles i spirende fro ved hjelp af farvning med jod, der farvede

stivelsen bla. Tegningerne er udfort af Raspail selv. (1)
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Vavsbehandling

Med fremkomsten af forbedrede mikroskoper skerpedes
samtidig kravet til kvaliteten af de praparater, der
skulle mikroskoperes. Specielt animalsk materiale
kraever dels en form for fiksering for at hindre autolyse
og dels hardning for at muliggere egnede snit. Snit
foretoges pa daverende tidspunkt pd fri hand, med
en skarp barberkniv, der enten skrabede hen over
overfladen eller lagde tynde snit i vavet. Forst senere
i midten af 1800-tallet blev mikrotomen almindelig.
Paraffinindstebning blev beskrevet af Klebs i 1869.
Som fikseringsmiddel havde alkohol varet kendt og
anvendt lenge, men det var danskerne Ludvig Levin
Jacobsen og Adolph Hannover (Boks 2.1), der i 1832
og 1840 beskrev den forste velegnede fiksering (3), ved
anvendelse af fortyndet chromsyre, der bide herder og
samtidig bevarer vevets struktur. Senere publiceredes

en rekke fikseringsvesker, hvoraf de vigtigste er anfort
i Tabel I.

Primazere fikseringsmidler

Ethanol Kendt siden Anvendt i histologi
oldtiden som fra ca. 1743
konserveringsmiddel

Eddikesyre Kendt siden oldtiden Anvendt i histologi
som vineddike fra 1663 (Robert

Boyle)

Chromtrioxid Hannover 1840

Mercurichlorid Blanchard 1846

Kaliumdichromat = Miiller 1860

Osmiumtetroxid Schultze 1864

Picrinsyre Ranvier 1875

Formaldehyd Blum 1893

Glutaraldehyd Sabatini 1963

Fikseringsmiddelblandinger

Clarke 1851 Bouin 1897

Flemming 1882 Heidenhain SUSA 1916

Carnoy 1887 Karnovsky 1965

Stefanini
Zenker 1894 (i) 1967

Tabel I. Primere fikseringsmidler og fikseringsmiddelblandinger, med
angivelse af den der beskrev dem og hvornir.

Adolph Hannover
(1814-1894)

Figur 1. Adolph Hannover
afbildet i 1854. Litografi
af Fortling efter maleri

af Monies. (Fra Adolph
Hannover og hans fedrene
og mgdrene slagt, udg.

af Martin Ad. Hannover,
Kobenhavn 1914)

Adolph Hannover (Figur 1) kaldes ofte Danmarks
forste mikroskopiker”. Det er ikke helt korrekt, men man
kan roligt kalde ham Danmarks forste histopatolog. Han
blev student i 1832 og leste i begyndelsen naturhistorie.
Han knyttede i den forbindelse et livslangt venskab med
studickammeraten Japetus Steenstrup (1813-1897),
der senere bliver professor i zoologi. Hannover skiftede
imidlertid spor og leste derefter lzgevidenskab. Allerede
som studerende fik Hannover Universitetets guldmedalje
for en afthandling om mikroskopiske undersogelser af
nervesystemets ganglier. Efter legeeksamen i 1838 fik han
i 1839 licentiatgraden (ph.d.) for en sammenlignende
anatomisk undersegelse af det ydre ore. Allerede i 1832
havde hans ven og noget ldre kollega Ludvig Levin
Jacobson (1783-1843) i forbindelse med undersogelser
af den chromsure kalis fysiologiske virkninger fundet, at
for anatomien og naturforskeren besidder dette stof den
vigtige egenskab "zt man i en meget fortyndet Oplosning af
dette Salt kan conservere de Gjenstande man undersoger eller

vil bevare i Samlinger” (1). Dette er den forste beskrivelse
af adekvat fiksering (2).

Med bla. denne viden tog Hannover i 1839 pa en
todrig studierejse i Europa, som bl.a. forte ham til Berlin
og Paris. Specielt opholdet i Berlin hos anatomen og
fysiologen Johannes P. Miiller (1801-1858) fik afggrende
betydning. Under dette ophold videreforte Hannover L.L.
Jacobsons undersagelser af chromsyrens anvendelse som
fikseringsvaske og offentliggjorde i 1840 resultaterne i
Miillers tidskrift (Figur 2) (3).
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Die Chromsiiure, ein vorziigliches Mittel bei mi.
kroskopischen Untersuchungen.

Von

Apovrn HanmovEm

=" Sie erinnern sich vielleicht, dass Sie am Tage meiner
Abreise von Copenhagen mir das durchschnitiene Auge irgend
eines Siugethieres zeigien, welches Sie in Chromsiure aufbe-
wahrlen, und dessen Form vollkommen erhalten war. Wiih-
rend meiner spiteren mikroskopischen Untersuchungen ver-
misste ich lange cin Mittel, das zu gleicher Zeit die iussere
Form der Korper und ihren inneren Bau besahren konnte’
besonders fihlte ich diesen Mangel bei der Untersuchung der
Netzhaut und des Nervensystems. Kreosot bewahrt die us-
sere Form des Gehirns und Auges trefflich, aber die Structur
wird vernichtet; dasselbe ist der Fall mit Kali carbonicum:
welches diese Theile zwar sehr erhéirtet. Andere Mittel prifte
ich mit eben so wenigem Erfolge, bis ich endlich in der
Chromsiiure die Fliissigkeit fand, in welcher nicht allein die
dossere Form und die innere Structur derselben vollkommen
erhalten wird, sondern diese auch in dem Grade erhiirten, dass

*) Es sind diese Zeilen eine briefliche Mittheilung an unsern hoch
geschitzien Professor Jacobson, dem das Verdienst zukommt, das
Chrom wod dessen Priparate mit gliicklichem Erfolge in der Therapio
zuerst angewendet zu haben.

Figur 2. Forside af Hannovers beskrivelse af chromsyre som fiksativ.
Artiklen er udformet som brev til hans leremester L.L. Jacobson. (1)

Efter hjemkomsten fra studierejsen begyndte Hannover
sin kliniske uddannelse pa Frederiks Hospital. Sidelebende
hermed udforte han en rekke mikroskopiske undersogelser
af gjet og nervesystemet, som publiceredes i: Mikroskopiske
undersogelser af’ Nervesystemet, 1842, som blev illustreret
med serdeles smukke plancher, som han selv tegnede
(Figur 3). I 1847 udgav han bogen: Om mikroskopets
Bygning og dets brug, som blev oversat til engelsk, tysk,
fransk og hollandsk. I arbejdet Om Epithelioma, en seregen
svulst fra 1852 anbefalede han, som den forste i Danmark,
biopsitagning i forbindelse med diagnostik: "Man kan
allerede med nytte, ofte anvende mikroskopet, forend svulsten
er flernet fra legemet, ndr man kan erholde mindre Dele
til undersogelse. ..... Dog md man ikke lade sig noje med
Undersogelsen af meget overfladiske Partier”.

Figur 3. Udsnit af tavle fra Hannovers bog Mikroskopiske
undersogelser af Nervesystemet, 1842.

Han havde herefter nasten indtil sin ded en omfattende
videnskabelig produktion, som dakker emner inden for
patologi, mikrobiologi, medicin, medicinsk statistik,
invaliditet, fattigveesen og hygiejne m.m. Trods denne om-
fattende videnskabelige aktivitet lykkedes det ham ikke at
f3 fast ansattelse pd Kebenhavns Universitet, hverken da
han i 1843 segte om lektoratet i patologisk anatomi eller i
1846 om lektoratet i deskriptiv og mikroskopisk anatomi.
Han tjente til brodet resten af livet som praktiserende
lege, visitator ved Kebenhavnske hospitaler, militer- og
choleralzge.

Fra udlandet modtog han adskillige hadersbevisninger

og han var ved den store internationale leegekongres i
Kobenhavn i 1884 ubetinget den, af de danske leger, der
var mest kendt i udlandet. (Under kongressen husede han
Sir James Paget (1814-1899), som foruden at veere kirurg
ogsa var en af Englands sterste patolog anatomer, og som
har lagt navn til flere sygdomme i mamma og knogler.)

I 1984 blev et auditorium pa Panum Instituttet ved
Kobenhavns Universitet navngivet efter Hannover.
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Frederik Carl Christian Hansen
(1870-1934)

Figur 1. Frederik
C.C. Hansen.
(Hospitalstidende,
6. februar 1934)

Boks 2.2

Frederik Carl Christian Hansen (Figur 1) tog legeck-
samen i 1894. Bade i studie-og kandidattiden interesse-

rede han sig for mikroskopisk anatomi. I kandidattiden
studerede han hos Rudolph Sofus Bergh, der som zoolog
var docent i histologi og embryologi og var den forste,
der indferte mikroskopi i zoologiundervisningen. I 1897
blev Fr. C. C. Hansen prosector anatomia ved Universi-
tetet, hvor han fortsatte sine mikroskopiske og histolo-

gisk-tekniske studier.

I 1900 skrev han disputats: Undersogelser over Bindevevs-
gruppen, 1. del, Den hyaline Bruskgrundsubstans. 1 1901
blev han professor i anatomi og hans videnskabelige hov-
edinteresse var i disse ar histologiske farvetekniske prob-
lemer specielt vedrerende hamatoxylinfarvningerne. I
1905 publicerede han en storre oversigtsartikel (1), hvor
han bl.a. beskrev sin udgave af jernhamatoxylin farvnin-
gen, der siden, specielt i Danmark, har varet anvendt
som kernefarvning i forbindelse med Van Giesons pi-
cro-fuchsinfarvning til at skelne mellem muskulatur og
bindevav. Denne metode baerer derfor herhjemme navnet
Van Gieson-Hansen (Figur 2).

Som professor inddrog Fr. C. C. Hansen histologien i
langt hejere grad end det tidligere havde veret tilfeldet,
uden at reducere pensum i makroskopisk anatomi tilsva-
rende. Det blev han ikke populer pa blandt studenterne.
Fra 1908 skiftede han videnskabelig hoved interesse og
publicerede en del antropologiske arbejder.
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Figur 2. Jern-hematoxylin farvning. A: Farvning alene med jernhematoxylin a.m. Hansen. B: Samme farvning anvendt i kombination
med van Giesons picro-fuchsin farvning (1889), der farver kollagen redt og muskulatur gult. (Ole Nielsen)

Litteratur

1. Hansen FCC. Uber Eisenhiimatein, Chromalaunhéimatein, Tonerdealaunhimatein, Himateinlésungen und einige Cochenillefarblosungen. Zeitschrift fiir
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Farvning med karmin og h@matoxylin

Som beskrevet havde karmin vearet kendt og anvendt i
lang tid til farvning af preparater til mikroskopi, og i
forste del af 1800-tallet var det nermest synonymt med
en histologisk farvning. Alfonso Corti (1822-1876),
som er kendt for sine undersogelser af det indre ore
og beskrivelsen af det organ, der barer hans navn fra
1851, anvendte chromsyre som fiksering og hardning
og en karminoplesning til farvning af cellekerner. Det
var Joseph von Gerlach (1820-1896), der i 1858 gav
den optimale opskrift pa en karminfarvning (4), da
han over natten havde glemt en kaliumdikromatfikseret
cerebellum i en ekstremt fortyndet oplesning af karmin
og efterfolgende fik den flotteste kernefarvning (Figur
2.1.4). Endvidere fandt han at farvningen ikke lykkedes
pa ufikseret vav, hvilket indikerede at chromfikseringen
var ngdvendig som farvningsbejdse. Karminfarvningen
vedblev op tl 1880’crne at vare den foretrukne
histologiske farvemetode og i senere modifikationer
anvendtes den til slimfarvning: Mucikarmin (Figur
2.1.5) og pavisning af glykogen: Best karminfarvning.

Fra tekstilfarvehiandvarket havde man lenge vidst, at
nar man anvendte hzmatoxylin, var det nedvendigt
at de opleste spiner af blitre henstod i flere dage
under pavirkning af lys og luft, og at tejet skulle
forbehandles med en alunbejdse for at opna et optimalt
farvningsresultat. Denne viden anvendte F. B6hmer, da
han i 1865 beskrev sin alun-h@matoxylinfarvning (5).
Det var dog forst Paul Mayer (1848-1923), der i 1891
paviste at det er oksidationsproduktet af hzmatoxylin,
hematein der farver, og at dette kan opnis ved
tilsetning af fx jodat (6). Ombkring arhundredeskiftet
gennemprovede F. C. C. Hansen (Boks 2.2) en lang
rekke hematoxylinopskrifter og publicerede sin jern-
hzmatoxylinfarvning. Hematoxylinfarvninger overtog
i slutningen af 1800-tallet rollen, som den fortrukne
kernefarvning.
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Figur 2.1.4. Karmin farvning. A+C: Billeder af snit af medulla
spinalis, skdret pa fri hind og farvet omkring 1860. Snittet blev
fundet pd Anatomisk Institut, Kirurgisk Akademi (nu Medicinsk
Museion) i 1942 og menes fremstillet af Goll i Ziirich. B: Snit af
uterinslimhinde, hvor blodkar er injiceret med karmin-gelatine.
(Gengivet efter planche i Harald Okkels: Farveteknikken i

den mikroskopiske anatomi, Kebenhavn 1947). D: Snit af
colonslimhinde farvet i 2016. (Janne Jensen)
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Figur 2.1.5. Mucikarmin farvning af tyndtarmsslimhinde. (Lene
Liitken Serensen, Jess Pilgaard)
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Anilinfarvestofferne og hvad deraf fulgte...

Perkins mauve 1862 Bencke der i 1877-1880 foretog en systematisk undersogelse af i sidste halvdel af 1800-tallet er stadig i brug. Figur 2.1.6
I pasken marts 1856 provede den 18-drige William FParis blue 1863 Waldeyer anilinfarverne og beskrev den principielle forskel mellem  giver en farverig oversigt over et udvalg af disse, som ogsd
Henry Perkin (1838-1907) at fremstille kinin, som Aniline blue 1863 VARG I I sure og basiske farvestoffer bdde kemisk og histologisk inkluderer Gram farvningen (Boks 2.3).
englenderne havde hirdt brug for til bekempelse af By letes pobot (8,9). Han introducerede begrebet metachromasi, opdagede
malaria i dCI'CS kOlOIlieI‘. Hans udgangsstof var anilin, Pieric acid L5 Roberts tuberkelbakteriernes syrefasthed og var ophavsmand til en
som han fremstillede ved nitrering af benzen udvundet nefgoersifine L, Cliwpusmy lang raekke farvemetoder.
fra stenkulstjeere. Han fik nu ikke lavet noget kinin ved i L7 Ranvier
den lejlighed, men derimod et lilla farvestof mauvein Lo sioller Lzt i Bt
eller mauve, som tekstilfarveindustrien modtog med Alizarin 1874 Licberkuhn
begejstring. Methyl violet 1875 Cornil
Eosin 1875 Fischer
Det blev startskuddet til den industrielle farveindustri Safranin 1877 Ehrlich
og ogsd den kemiske industri. Snart dryppede det ogsi Methyl green 1877 Calberla
pa de histologiske farvninger. Mauve blev afprovet Bismarck brown 1878 Weigert
i 1862 og herefter gik det slag i slag ikke blot med Methyl blue 1879 Ehrlich
anilinfarvederivater, men ogsdé med en lang rakke Nigrosin 1879 Ehrlich
andre syntetisk fremstillede farvestoffer. Tabel II giver Aurantia 1879 Ehrlich
en oversigt over et udvalg af de farvestoffer, der fandt Tropaeolin 1879 Ehrlich
anvendelse til histologisk brug. Acid fuchsin 1879 Ehrlich
Orange G 1879 Ehrlich
Bordeaux 1879 Ehrlich > ' o
Gustav Mann beskrev i 1902 denne periode siledes: ” Methylene blue 1880 . ey
farvemetoderne blev flere og flere til et punkt, hvor det at T 550 - X ‘w “\\
vare histolog var praktisk talt synonymt med at vare farver, Iodine sreen 881 e R — L\\\* i i
gree g, Richardso
med den forskel at de professionelle farvere vidste, hvad de Miagdala red o E— AR i
havde med at gore, mens histologerne, med fi undtagelser — - \ 1)
ikke gjorde...” (7). Chryso{dm 5 Criesbach : At l ! 1
Malachite green 1884 Beneden and Julin A
B o 1885 G mnﬂ‘m
Thionin 1885 Ehrlich . R
Light green 1886 Griesbach . ]
Congo red 1886 Griesbach
Benzopurpurin 1886 Griesbach
Toluidine blue 1890 Hoyer
Neutral red 1893 Ehrlich
Sudan III 1896 Daddi
Janus green 1898 Ehrlich
Sudan IV 1901 Michaelis
Azocarmine 1905 Heidenhain
Nile blue 1908 Smith
Trypan blue 1909 Goldmann
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En af undtagelserne var Paul Ehrlich (1854-1915),

En ikke ubetydelig del af de farvemetoder, der blev beskrevet

Tabel II. Oversigt over udvalgte farvestoffer, med angivelse af den,
der forste gang beskrev den histologiske brug af dem og hvornir.

Figur 2.1.6. Tableau der viser udvalgte farvemetoder, som blev beskrevet i sidste halvdel af 1800-tallet, og som stadig anvendes.
A: Zichl-Neelsens farvning (1882/1883) af syrefaste stavbakterier. B: Mallory’s PTAH farvning (1897), der demonstrerer tvarstribningen i
skeletmuskulatur. C: Perls” farvning (1867) for jernpigment og D: Von Kossa’s farvning (1901) for kalk. (Ole Nielsen).
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Hans Christian Joachim Gram

(1853-1938)

Figur 1. Christian
Gram fotograferet
i 1880’erne, hvor
han arbejdede med
sin farvemetode.
(Medicinsk

Museion)

Hans Christian Joachim Gram (Figur 1) begyndte efter
studentercksamen i 1871 at lese naturhistorie, men tog
samtidigden medicinske forberedelseseksamen, kantussen.
I den forbindelse fulgte han Japetus Steenstrups
forelesninger. Steenstrup opfordrede ham til at fortsette
medicinstudiet, hvilket han gjorde, men fortsatte under
studietsom Steenstrupsassistenti Zoologisk Studiesamling,
hvor han fik erfaring i mikroskopi. Efter lzgevidenskabelig
embedseksamen i 1878 skrev han i kandidattiden bade
guldmedaljeathandling (1882) og doktordisputats (1883).

Begge athandlinger handlede om de rede blodlegemers
storrelse bestemt under mikroskop, og blev rost for
deres store pracision. I kandidattiden fulgte han et
bakteriologisk kursus hos dansk bakteriologis pioner
Carl Julius Salomonsen. Pi dennes anbefaling rejste
Gram efter kandidattiden i 1883 pi studierejse til Berlin
hos Carl Friedlinder, der var prosektor ved Stidisches
Allgemeines Krankenhaus. Friedlinder arbejdede pa at
afklare arsagen til lungebetendelse, og Gram fik til opgave
at farve og mikroskopere vavssnit fra patienter, der var

dede af lungebetendelse.

Det er i forbindelse med dette arbejde, at det efter kort
tid lykkedes ham at finde frem til den farvemetode til
pavisning af pneumokokker, som eftertiden har givet
hans navn (1). Han beskriver selv, at han fandt frem
til metoden ved et tilfelde, idet han forsegte at lave en

dobbeltfarvning af nyresnit, hvor kernerne skulle vaere bla
og urincylindre brune. Dette er sdledes et af flere eksempler
i videnskabshistorien pd, hvad man kalder serendipitet:
At man gor en vigtig opdagelse, mens man er i gang med
at lede efter noget helt ander. (Opdagelsen af penicillin er
et andet eksempel). Han fandt frem til en farvemetode,
hvor, med Grams egne ord: “kerner og andre vavselementer
er ufarvede mens coccer fremtrader starkt farvede og derfor er
langt lettere at se, mens de i de sedvanlige praparater specielt
ved pneumonier, hvor de ofte ligger i ekssudatceller, slet ikke
er til at se”. Farvemetoden blev publiceret i Friedlinders

tidsskrift (Figur 2).

Gram afprovede metoden pa en lang raekke af
betendelsestilstande og fandt, at i nogle tilfelde farvedes
bakterierne, i andre ikke. Weigert supplerede senere
Grams originalopskrift ved tilsztning af Safranin, hvorved
de bakterier, der var ufarvede efter Grams metode blev
rode. Metoden, der siledes opdeler bakterierne i to store
ubeslegtede grupper, grampositive og gramnegative,
har siden og op til i dag haft stor diagnostisk og
differentialdiagnostisk betydning (Figur 3).

Da Gram forlod Friedlinder og Berlin efter 4
méneders ophold, forlod han ogsi bakteriologien. I
maj 1884 opholdt han sig hos farmakologen Oswald
Schmiedeberg i Strassbourg og helligede sig herefter
farmakologien. Efter hjemkomsten til Danmark blev
han i 1891 professor i farmakologi, men var samtidig
overlege pa medicinsk afdeling pa Frederiks Hospital.
I 1900 overtog han professoratet i medicin, som han
varetog til sin pension i 1924.

Bd. 2. 1884,

_For{schriﬂe der Medici:_

Unter Mitwirkung hervorragender Fachménner herausgegeben

Dr. Carl Friedlander,

Privatdocent dar pathol Anstomie.

Yerlag von Theoder Fischer's dicinischer Buehd
Barlin NW., Dorotheanstrassa 8.

Diess Teltachrift erscheint am L und 15 Jedén Monata. |
Nﬂ' & Abensumant fir den Juluy. voo #4 Nummers M. 20. | 15- Mﬂ.rz.

Original-Mittheilung.

Ueber die isolirte Firbung der Schizomyeeten

in Schnitt- und Treckenpriparaten.
Von Dr. C. Gram sns Eopenhagen.

{Die Gelegenheit und den ssten Thell des Materials zu den folgenden
Untersuchungen verdanke jch Hro. Dr. Rless, Director des stidt. allgem.
Erankenhauses in Berlin)

Wie bekannt giebt die Methode der isolirten Firbung der
Tuberkelbacillen von Koch und Ehrlich mit oder ohne Dop-
pelfirbung sehr schine Bilder, weil die Bacillen durch die Con-
trastwirkung sehr deutlich hervortreten.

Es wiire ja sehr wiinschenswerth, wenn man eine &hnliche
Methode fir die isolirte Firbung der fibrigen Schizomyceten
hitte, mit denen die Mikroscopiker Tag fiir Tag mehr und mehr
sich beschiftigen.

Bei meinen Untersuchungen — als Mitarbeiter des Herrn
Dr. Friedlinder im Leichenhause des stidtischen Kranken-
hanges in Berlin — hatte ich die Nachweisung der Kolken in
Schnittpriparaten von denm Lungen der Pneumoniker und der
Versuchsthiere iibernommen, und habe, wie es bereits von
Friedldnder in seiner Abhandlung dber die Mikrokokken der
Pneumonie *) kiirzlich erwihot worden ist, auf experimentellem
Wege eine isolirte Firbung fir die Pneumoniekokken gefanden;
d. h. eine Firbung, durch welche die Eerne und an-
dere Gewebeelemente ungefirbt bleiben, whhrend
die Kokken stark gefirbt hervortretem und daher
viel leichter aufzufinden sind, wihrend sie in den
gewdhnlichen Priparaten besonders bei den Pneu-
monien, wo sie sehr hiufig in den Exudatzellen lie-
gen, gar nicht zu sehen sind.

Weitere Untersuchungen fiber die Verwendbarkeit dieser
Methode auch fir andere Schizomyceten haben nach und

1) Fortschritte der Medicin. No. 22, 1883,
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Figur 2. Forsiden af Christian Grams beskrivelse af sin

farvemetode til pavisning af bakterier (1).

Figur 3. A. Gram farvning, som han selv beskrev den. Kun gram-positive bakterier er farvet bla. B: Gramfarvning modfarvet a.m. Weigert.
Gram-positive bakterier farves bld, gram-negative rede. (Sanne Malig, Louise Pedersen, Ole Nielsen)

Litteratur

1. Gram HC. Ueber die isolirte Firbung der Schizomyceten in Schnitt-und Trockenpréiparaten. Forschritte der Medicin 1884;2:185-9.
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Ved udgangen af det 19. drhundrede kunne man se tilbage pa
en epoke, hvor celleteorien var blevet grundlagt. Den fastslog
at alle planter (Schleiden, 1838) og dyr (Schwann, 1839)
var opbygget af celler. Virchow formulerede sin aforisme:
"Omnis cellula e cellula” eller “alle celler udvikles fra celler”
som grundlag for veevsdannelsen. Den fremsattes i artiklen
Cellularpathologie fra 1855 (10), men Raspail havde allerede
beskrevet det i 1825 (1), hvilket var glemt i ca. 40 ér.

Mod slutningen af arhundredet var hovedparten af
cellernes organeller beskrevet: Endoplasmisk reticulum
(1897), mitochondrier (1898) og samme ar beskrev
Camillo Golgi det apparat som i dag barer hans
navn. Lysosomet blev forst beskrevet og navngivet af
Christian de Duve i 1955. Det fik han Nobelprisen
for i 1974.

I 1879 gav Walther Flemming det stof i kernerne, der
farvedes med basiske farvestoffer navnet chromatin.
Han beskrev og navngav mitose og omformulerede
Virchows aforisme til: “omnis nucleus e nucleo”. Wilhelm
Waldeyer navngav i 1888 chromosomerne.

I det nzste drhundrede blev histokemiske og biokemiske
undersogelser af kernematerialet et videnskabeligt
hovedfokusomride og er det stadig med forelobige
kulminationer i 1953 med beskrivelsen af DNA
strukturen ved Watson & Crick og fastleggelsen af det
humane genom i 2003.

Farvemetoder til pavisning af nucleinsyrer
Methyl gron-pyroninfarvningen, der farver DNA gront
og RNA redt, blev oprindeligt udviklet af Ehrlich
i 1898, men er bedst kendt i den modifikation som
Pappenheim 1899 (11) og Unna 1902 (12) beskrev
(Figur 2.1.7).

Metoden blev hyppigt anvendt i tidlige histokemiske
undersogelser af nucleinsyrerne og Jean Brachet
anvendte den, da han i 1939-1940 beskrev
relationen  mellem  cytoplasmatisk RNA  og
proteinsyntese, som var med til at bane vejen for

det, der kaldes molekylerbiologiens hoveddogme:
DNA =——3» RNA =——3 protein (13).

Metodens specificitet blev undertiden betvivlet pga.
urenheder i de anvendte reagenser. Hans Lyon (1932-)
og medarbejdere viste i undersogelser fra 1980’erne, at
anvendelse af rene farvestoffer muliggjorde en specifik
histokemisk péavisning af DNA og RNA, og at DNA
reaktionen kunne kvantiteres (14,15).

I 1924 beskrev Robert Feulgen (1884-1955) i
samarbejde med sin assistent Rossenbeck en metode
til pavisning af DNA (Feulgens nuclealreaktion) (16).
Metoden er formentlig den histokemiske metode, der
har haft sterst betydning for afklaring af biologiske
forhold i det 20. arhundrede.
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Figur 2.1.7. Unna-Pappenheims methyl gren-pyronin farvning for DNA
og RNA. Her i en udgave fra laborantelevkasse i 1983. (Tine Meyer)

Figur 2.1.8. Feulgens farvning il pavisning af DNA. (Ole Nielsen)
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Adskillige  undersogelser  har  vist, at  under
standardiserede og kontrollerede forhold er metoden
specifik for DNA og kan kvantiteres cytofotometrisk
(Figur 2.1.8).

Blandt de mange forhold metoden har veret med
til at afklare kan nevnes: 1: At kerner i bade dyr
og planter indeholder DNA, 2: At de béindfarvede
omréider pid kromosomerne indeholder DNA og er det
materielle grundlag for de arvelige egenskaber, 3: At
der er et 1:1 forhold mellem DNA indhold i kerner og
kromosomantal, 4: At DNA indholdet er det samme i
alle somatiske celler, 5: At DNA indholdet i kernerne
fordobles for mitose.

I forbindelse med tumorforskning har metoden veret
anvendt til at bestemme ploidi i benigne og maligne
tumorer og givet vardifulde prognostiske oplysninger.

I 1932 beskrev Lirus Einarson (Boks 2.4) sin
gallocyanin-chromalunfarvning, der bade paviser DNA
og RNA med stor specificitet.
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Larus Einarson
(1902-1969)

Figur 1. Lirus
Einarson.

Léarus Einarson (Figur 1) blev fodt i Reykjavik og
tog medicinsk embedseksamen dér i 1928. Under
studiet fattede han interesse for neuroanatomi og fik
efter legeeksamen anszttelse hos F. C. C. Hansen
pa Anatomisk Institut i Kebenhavn. Det var en
kontakt, som ifelge Einarson fik stor betydning for
ham selv. Det var formentlig Hansens arbejder med
hematoxylinfarvninger, der inspirerede Einarson til at
arbejde pd at finde frem til en velegnet farvning til at
pavise nervecellernes tigroid eller Nissl substans.

Efter sit 1-arige ophold hos F. C. C. Hansen var
Einarson i 1929-1931 pa studieophold i Miinchen og
senere U.S.A., hvor han fortsatte sine eksperimenter
med Nissl farvningen og i 1932 publicerede han
resultaterne i American Journal of Pathology (1).
Han fandt frem til at en gallocyanin-chromalun
oplesning var den mest velegnede og fortsatte med at
videreudvikle metoden de folgende ar (Figur 2).

A METHOD FOR PROGRESSIVE SELECTIVE STAINING OF
NISSL AND NUCLEAR SUBSTANCE IN NERVE CELLS*

Larus EmARsoN, MDD,
FELLOW OF THE EOCKEFELITR FOUNDATION

(From the Anatomical Insiilule, Munich, Pathologica! Leboralory of the Bispebjerg
Hesprital, Copenkagen, and the Marine Biological Laboratory, Woods Hole, Mass.)

The usual staining methods for the demonstration of Nissl sub-
stance suffer from a variety of technical defects and difficulties. I
have succeeded in devising a progressive selective method for stain-
ing this substance, which I believe to be of both practical utility and
of some theoretical importance.

TECENIQUE

The Nissl substance is 2 constant histological element in nerve
cells, which has a marked affinit- for-basic dves. As yet, however,
every method for demonstrating it has depended upon the “regres-
sive principle of staining,” 4. e., overstaining and then differentiating
in alcohol. The basic anilin dyes have been the most useful, and yet
generally speaking they do not stick firmly enough to the tissue ele-
ments and are too readily removed by alcohol. In this respect there
is only a difference of degree between these various dyes. It is clear
that the differentiation profoundly influences the results, and the
hurry with which the preparation must be passed through the alco-
hols and xylols is a great disadvantage. Following an extensive
study of the literature I arrived logically at the following methed,
which eliminates nearly all of the above difficulties.

Becher! introduced the use of certain dyes from the groups of
anthraquinones, naphthoquinones and oxazines. These dyes are
combined with a metallic element forming a soluble “lack,” and
this now basic dye becomes bound by the fixed acid nuclei (see ako
Romeis %).

The dyes T we have used are:

1. Naphthazarin (1, 2 — dioxynaphthoquinone).
2. Alizarincyanin R (1, 2, 4, 5, 8 — pentaoxyanthraquinone).

* Received for publication January 8, xg32

1 Nos. 1, 3 and 4 were obtained from Dr. H‘;ﬁbom {Griibler-Hollhorn, Leipzig), and
No. 2 from Dr. G. Grlibler & Co., Leipzig.
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Figur 2. Forsiden af Ldrus Einarsons artikel, hvor han beskriver
gallocyaninfarvningen ferste gang. (1)

Han paviste at Nissl substansen varierede i forskellige
nerveceller. Han mente at det skyldtes en cyklisk
variation, séledes at Nissl substansen blev brugt,
hvis nervecellerne stimuleredes til aktivitet og i hvile

Litteratur

1. Einarson L. A method for progressive staining of Niss| and nuclear substance in

nerve cells. Am. J. Pathol. 1932;8:295-307.

2. Einarson L. On the theory of gallocyanin-chromalun staining and its
application for quantitative estimation of basophilia; a selective staining
of exquisite progressivity. Acta Pathol Microbiol Scand 1951;28:82-102.

3. Einarson L, Hansen E. An apparatus for cytophotometry; determination of the
realative degree of basophilia of cell structures with special reference to the nerve
cells. Acta Psychiatr Neurol Scand Supp. 1956;108:151-68.
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gendannedes efter en restitutionsfase. Da han i 1933
fremsatte denne teori, var man langt fra klar over Nissl
substansens kemiske natur. Senere undersogelser har
vist at Nissl substansen bestar af ribosomalt RNA og
at Einarson havde ret (Figur 3).

Einarson blev i 1935 assistent ved Psykiatrisk
Laboratorium i Kegbenhavn og piabegyndte her sine
arbejder med histopatologiske forandringer ved
multipel sclerose, E-vitamin mangel m.m. Fra 1945
var han konsulent ved Hjernepatologisk Institut i
Arhus.

Efter at Einarson i 1936 var blevet professor i anatomi
ved Arhus Universitet, fortsatte han og hans elever med
omfattende undersogelser af nukleinsyreomsztningen
bade i nerveceller og andre celler i organismen.
Einarson mente selv, at bindingen mellem
gallocyanin-chromalun komplekset og nukleinsyre
var stekiometrisk og konstruerede sammen med sin
laboratoriemester et cytofotometer til kvantitative
bestemmelser af cellernes nukleinsyreindhold (2,3).

Figur 3. Billeder af gallocyanin-chromalunfarvning. Al: Purkinje
celler fra kanin cerebellum, A2: Forhorns celler fra medulla spinalis
fra hund. Begge fra Einarsons originalartikel (1). B: Farvning af
ganglieceller i plexus myentericus i colon. Fra elevkasse i forbindelse
med hospitalslaborantuddannelsen i 1982. (Annelise Olsen)
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Kulhydratfarvninger

Vi afslutter gennemgangen af de histokemiske
farvemetoders udvikling indtil midten af 1900-tallet
med 2 farvemetoder, der blev beskrevet netop pa dette

tidspunkt og begge anvendes som mucinfarvninger:
PAS og alcian blue.

PAS (Periodic-Acid-Schiff) blev blandt andre beskrevet
af McManus i 1946 (17) og har siden veret den
fortrukne farvemetode til pévisning af glykogen og
neutrale glykoproteiner (Figur 2.1.9).

Alcian blue er et eksempel pa et farvestof, der forst blev
produceret til brug i tekstilfarveindustrien og senere
anvendt til histokemisk farvning. Til histologisk brug
blev metoden beskrevet af Steedman i 1950 (18) og
har siden fundet udbredt anvendelse til pavisning af

carboxylerede og sulfaterede mucosubstanser (Figur
2.1.10 0g 2.1.11).

Figur 2.1.9. PAS farvning der i A péviser neutrale muciner i duodenalslimhinde og B paviser glykoproteiner i basalmembraner og mesangial-

omradet i nyreglomerulus. (Ole Nielsen)

Figur 2.1.10. Alcian blue farvning af rectumslimhinde hos mus. A: Snit farvet ved pH 2.7, hvorved sivel carboxylerede sialomuciner som
sulfomuciner pavises. B: Farvning ved pH 1, hvor kun sulfaterede muciner farves.(Ole Nielsen)
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Figur 2.1.11. Eskelund farvning

] Viggo Eskelund (1893-1972) var lektor ved Kgbenhavns Universitets Patologisk-anatomiske Institut fra 1944. Han var
| specielt interesseret i farvemetoder og publicerede i 1957 (19) denne pentakromfarvning, som er en variant af alcian
blue- farvningen, og bl.a. farver mukosubstanser bli-grent, muskelvav gult, kollagen redt og elastin violet. Billedet viser
farvning af sigillocellulert carcinom, hvor det mucinholdige cytoplasma i tumorcellerne farves gren-blat, det omgivende
bindevav redt. Opaditil til venstre ses en arteriole med gulfarvet muskulatur og violet elastin. (Ole Nielsen)
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2.2: ENZYMHISTOKEMI

Den forste meddelelse om en enzymhistokemisk
farvning var formentlig da E. Klebs i 1868 beskrev
blifarvning af granulocytter med gujak, en reaktion
der skyldes peroxidase (20).

Efterhinden som bide kemisk og biokemisk forskning
i begyndelsen af 1900-tallet havde klarlagt enzymernes
betydelige rolle for cellers og vavs stofskifte, opstod
naturligt et enske om at bestemme deres lokalisation
og siledes beskrive det strukturelle grundlag for
cellernes enzymatiske aktivitet.

Et vesentligt bidrag til denne beskrivelse blev de
underspgelser, der i perioden fra 1930 og derefter blev
udfert pa Carlsberg Laboratorium i et teet samarbejde
mellem KajLinderstrem-Lang og Heinz Holter (Boks
2.5) og medarbejdere. Det blev til publikationsrekken
Bidrag til den enzymatiske Histokemi, hvor man opfandt
og udviklede mikrometoder til pavisning af enzymatisk
aktivitet i kvantiteter, der var en tusindedel af, hvad
de dengang gengse metoder kravede. I nogle tilfelde
kvantiteredes enzymaktiviteten pa enkelt celle niveau.
I 1934 udkom arbejder der for forste gang beskrev
fordelingen af pepsin, syre, esterase og peptidase
producerende celler i maveslimhinden hos svin (21).
Det var ikke in situ metoder, idet enzymundersogelser
og histomorfologisk vurdering blev udfert pa
naboseriesnit skdret pd cryostat. Undersogelserne
fortsatte de folgende ér, og i 1950’erne kunne
man bidrage til at pavise pid organelfraktioner, at
dehydrogenase var relateret til mitochondrierne, mens
hydrolytiske enzymer som sur fosfatase og cathepsin
var lokaliseret i lysosomer.

Gomori (22) og Takamatsu (23) beskrev i 1939
uafhzngigt af hinanden den forste in situ reaktion til
pavisning af alkalisk fosfatase, og beskrivelsen af azo-
farvestofreaktionerne i 1944 blev starten til den nye
hydrolasehistokemi. Efter midten af 1950’erne gik
udviklingen af nye metoder sterkt.

Kaj Ulrik Linderstrem-Lang
(1896-1959)

Figur 1. Linderstrom-
B Lang og Holter

| fotograferet i

1936, hvor deres
enzymbhistokemiske
undersggelser er godt
i gang. (Ugejournalen,

19.april 1936).

|

Kaj Ulrik Linderstrem-Lang blev uddannet som

kemiingenior i 1919 og fik samme 4r ansettelse pa
Carlsberg Laboratorium hos S.P.L. Serensen (1868-
1939), der var leder af kemisk afdeling (og er kendt
for at have introduceret pH-begrebet). Lang forblev
ansat pa Carlsberg Laboratorium resten af livet og
var fra 1938 professor og leder af kemisk afdeling.
Han foretog en rekke banebrydende fysisk-kemiske
undersogelser af proteiner og enzymer. Han er kendt
for at have introduceret betegnelserne primer,
sekunder og tertier struktur om proteinstoffernes

rumlige opbygning.

Et stort proteinforskningscenter ved Keobenhavns
Universitet er opkaldt efter ham: http://www1.bio.
ku.dk/english/research/bms/research/llc/
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Heinz Holter
(1904-1993)

Heinz Holter blev fodt i det daverende Ostrig-
Ungarn og laeste kemi ved Wiens Universitet,
hvorfra han erhvervede doktorgraden i 1928. Han
begyndte da at interessere sig for biokemi, og kom
i 1930 til Carlsberg Laboratorium pa et et-drigt
Rockefeller-stipendiat. Han forblev i Danmark og
pa Carlsberg Laboratorium resten af livet, fik dansk
statsborgerskab i 1939, blev leder af cytokemisk
afdeling i 1944 og professor og leder af fysiologisk
afdeling fra 1956 (Figur 1)

Ved ankomsten til Danmark i 1930 luftede Holter
overfor Lang sine tanker om at lokalisere enzymer
i vev og celler. Lang greb begejstret ideen og
det blev starten pa et ca. 20 ar langt samarbejde,
der medferte en lang razkke af publikationer:
Bidrag til den enzymatiske Histokemi. Arbejderne
rummede ikke blot vasentlige afklaringer af

enzymhistokemiske forhold i planter
og dyr, men ogsa beskrivelser
af en razkke laboratorietekniske
nyskabelser. Foruden opfindelse af

|
geniale mikrometoder til pévisning af ,
enzymaktivitet ned til celleniveau (1),
konstrueredes ogsa cryostaten med
tilhorende rulleplade (Figur 2), som \
blev prototype for senere kommercielt
producerede cryostater (2). Ligeledes

blev konstriktionspipetten (Carlsberg

pipetten) (Figur 3) opfundet i denne

periode. Pipetten fandt vid udbredelse \
i laboratorier verden over indtil den
blev aflgst af engangspipetterne.

Figur 3. Carlsberg konstriktionspipetten.

Figur 2. Lang-Mogensen cryostaten med tilhgrende rulleplade. (2)

Litteratur

1. Holter H, Linderstrom Lang K. Micromethods and their application in the
study of enzyme distribution in tissues and cells. Physiol Rev 1951;31:432-48.
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A.G. Everson Pearse skrev i forsteudgaven af sin
Histochemistry, theoretical and applied fra 1953, at der
nogle ar for udgivelsen kun kendtes metoder til pavisning
af 2-3 enzymer, men at antallet da var omkring 18. 5 ir
senere var antallet 45 og yderligere 8 ar efter kunne 75
enzymer pavises og yderligere ca. 30 kunne lokaliseres
ved simple tilpasninger af eksisterende teknikker.

De enzymbhistokemiske metoder blev anvendt i betydelig
grad i forskning ogsa pa ultrastrukturelt niveau. Fra dansk
side forligger flere disputatsarbejder inden for embryologi
(se 3.1), hematologi (24) og mammapatologi (25), hvor
enzymhistokemiske metoder er anvendt. I diagnostisk
histopatologi er det specielt inden for hamatologi og
muskelpatolgi at metoderne har fundet anvendelse
(Figur 2.2.1).
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Figur 2.2.1. Enzymfarvninger. A+B: Farvning af snit af tvaerstribet muskulatur. A: NADH-dehydrogenase og B: ATP-ase. C+D: Farvning for
peroxidase. C: Normalt blod med positiv reaktion i neutrofile granulocytter og negativ reaktion i lymfocytter. D: Knoglemarvsceller med positiv reaktion

reaktion i myeloide celler. (Henrik Daa Schreder, Ole Nielsen, Annelise Olsen)

2.3: IMMUNHISTOKEMI

Tanken om at drage fordel af antistoffernes umadelige
specificitet over for deres respektive antigener og ved
passende mearkning af antistofferne, at udnytte dem
som “farvereagenser” er ikke ny. I 1930 kunne L.
Reiner vise, at det var muligt at koble diazoteret atoxyl
(natriumsalt af aminophenylarsonsyre) til antistoffer
mod pneumokokker og pid denne miéde fremstille et
”antibody dye” der bibeholdt immunreaktiviteten (26).
Det blev bekreftet i 1934 af John Marrack (27) og i
1941 tog Albert H Coons og medarbejdere ideen op
(28) og afprovede den pa histologisk materiale. Den
farvereaktion, der opniedes var dog for svag til at gere
den anvendelig som histokemisk metode.

2.3.1: Immunfluorescensmetoder

Coons anvendte i stedet kobling med det blit
fluorescerende  B-anthryl isocyanat og opndede
anvendelige resultater i ultraviolet lys. For at opna sterre
kontrast til vevets autofluorescens skiftede han i 1942
til det gront fluorescerende fluorescein-4-isocyanat, der
gav et tilfredsstillende resultat (29). Efter en forsigtig
start i 1940’erne, der vanskeliggjordes af, at de fleste
var nedt til at lave antistoffer og konjugater selv, blev
metoden fra midten af 1950’erne anvendt i tiltagende
grad. Medvirkende hertil var nye mere velegnede og
efterhinden kommercielt tilgengelige konjugater
bl.a.  FITC (fluorescein isothiocyanat), TRITC
(tetramethyl rhodamin isothiocyanat) og Texas Red
(sulforhodamin 101) (Figur 2.3.1.1) og udvikling af
fluorecensmikroskoper med interferensfiltre (se 3.3.1).

Figur 2.3.1.1. Immunfluorescensfarvninger anvendt som dobbelt-
farvninger. A: Snit fra reaktiv lymfeknude. B: Snit fra lymfeknude hos
patient med B-CLL. Snittene er farvet for PAX-5 (gront) med Alexa
Fluor 488 (FITC), og for CD5 (redt) med Alexa Fluor 594 (Texas
Red). (Michael Bzorek)

Metoden er blevet anvendt og anvendes udbredt
inden for forskning og diagnostik, sivel pd vaev som
cellekulturer. Blandt talrige omrader kan nzvnes
pavisning af mikroorganismer, pavisning af hormoner i
hypofyse, pancreas, gastrointestinalkanal og thyreoidea,
enzymer og blodtypeantigener i vav (se 3.3.2) og
plasmaproteiner herunder specielt immunglobuliner
under fysiologiske og patologiske forhold. Klinisk
og diagnostisk anvendes metoderne til pavisning
af autoantistoffer og ved differentialdiagnostik af
glomerulonefritter og bullese hudsygdomme (se
3.3.3 og 3.3.4). I forbindelse med flowcytometri til
differentialdiagnostik af hematologiske lidelser.

2.3.2: Enzym-immunhistokemiske metoder

I 1966 indledtes en ny epoke i immunhistokemien, da
Nakane & Pierce beskrevanvendelsen afenzymmerkede
antistoffer til lokalisation af antigener i vav (30).
Blandt de enzymer, der derefter blev afprovet er det
iser peroxidase (udvundet fra peberrod) og i mindre
udstrekningalkalisk fosfatase, der har fundetanvendelse.
Til immunhistokemisk brug frembyder enzymmarkede
antistoffer en raekke fordele. Reaktionsproduktet, der er
permanent, kan betragtes i almindeligt lysmikroskop og
tillader siledes samtidig vurdering af vavets morfologi,
pa linie med de “klassiske” farvemetoder. Yderligere
kan metoden, da reaktionsproduktet er elektrontert,
anvendes i forbindelse med elektronmikroskopi, hvor
ogsa ferritin og specielt guld anvendes.

De enzymimmunhistokemiske metoder har siden 1966
gennemgiet en rekke modifikationer, der har tilsigtet
at oge metodernes sensitivitet (Figur 2.3.2.1).

En vigtig parameter i forbindelse med immunhistokemi
er vavsbehandlingen, der si vidt muligt skal
muliggere bevarelse af den antigene reaktivitet af de
strukturer og stoffer, der @nskes farvet. Fra starten blev
frysesnit med evt. efterfolgende fiksering i acetone
eller ethanol anset for mest skinsom og nedvendig.
En metode, der anvendte 75% ethanolfiksering
og efterfolgende paraffinindstebning er iser blevet
anvendt af nordmanden Per Brandtzaeg til pavisning
af immunglobuliner.
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A B C
D E
Q Peroxidase (enzym) I Kanin anti-mus Ig
Dextran
x Avidin/StreptAvidin * Ged anti-mus/kanin Ig
—h Biotin
Primazrt muse antistof (g)
Svin anti-kanin Ig J L
rs Antigen

Figur 2.3.2.1. Udviklingen af de enzymimmunhistokemiske detektionssystemer har tilsigtet at opnd sé stort et antal af signalgivende enzymer pr

primert antistof som muligt. A-E viser til venstre principperne i et udvalg af de systemer, der har veret introduceret siden begyndelsen af 1970 erne.
A: To-lags teknik, B: Tre-lags teknik, C: Labelled streptavidin-biotin (LSAB), D: EnVision (2-lags polymer teknik), E: PowerVision (3-lags polymer
teknik). Til hejre ses de tilsvarende farvningsresultater af renalcellecarcinom farvet for cytokeratin 19, hvor alle metodeparametre inklusive primar

antistofkoncentration er konstante, mens detektionssystemerne varierer. (Ole Nielsen).

Afggrende for metodernes anvendelse i diagnostisk
histopatologi blev Clive R. Taylor og John Burns
meddelelse i 1974 (31) om at det var muligt at farve
plasmaceller og andre immunglobulinholdige celler
i formalinfikseret og parafhnindstebt vav. Det viste
sig dog, at ikke alle antigener talte denne behandling
lige godt. Det blev der siden rettet op pa, da Huang i
1975 (32) fandt at trypsinbehandling af vevet kunne
genoprette skaden i det mindste for nogle antigeners
vedkommende. Senere beskrev Shi et al. i 1991
(33) at forbehandling af paraffinsnittene i passende
buffere i temperatur over 100 °C. i mikroovn, kunne
“genopvaekke” antigen reaktiviteten for en lang rekke
af antigener, og denne antigen retrieval-metode indgar
nu som standardmetode (Figur 2.3.2.2).

Et vasentligt dansk bidrag til at metoderne hurtigt
efter 1974 vandt indpas i diagnostisk histopatologi
var, at proteinforskeren Niels Harboe (Boks 2.6) fa ar
forinden havde startet sin virksomhed DAKOPATTS.
Udbuddet af kommercielt tilgengelige antistoffer og
konjugater, der i drene forinden havde veret begrenset,
blev ved DAKOPATTS’ hjelp eget betragteligt og snart
kom flere udenlandske firmaer til. Et yderligere skub
i udbuddet af antistoffer kom med lanceringen af de
monoklonale antistoffer i 1980’erne.
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Figur 2.3.2.2. Antigen retrieval. A: Immunhistokemisk farvning af prostatavav farvet for CK14 uden (A1) og med (A2) retrieval. B: Farvning af
kimcenter i lymfeknude farvet for Ki-67 uden (B1) og med (B2) retrieval.(Ole Nielsen)

Dette voldsomme udbud af antistoffer medforte
imidlertid ogsd at man undertiden stodte pd reagenser,
der ikke fungerede tilfredsstillende og egede behovet
for systematisk kvalitetssikring. Veasentlige danske
bidrag hertil er beskrevet i afsnit 4.

Den betydelige ogning i antallet af immunhistokemiske
farvninger pa patologiske afdelinger har nedvendiggjort
en automatisering af farvningerne, og flere forskellige
apparaturer er i dag kommercielt tilgengelige.
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Niels Mathias Gunnersen Harboe
(1918-2006)

Figur 1. Niels Harboe

i laboratoriet i 1975.

Bag ham ses skitseret

pd tavlen en krydset
immunelektroforese
samt den generelle
grundstrukeur af et
immunglobulinmolekyle.
(Morten Langkilde-
POLFOTO)

Niels Mathias Gunnersen Harboe (Figur 1) var efter
legeeksamen i 1945 i arene 1946-1949 pa studieophold
i, hvad han selv har betegnet som ”proteinkemiens
Mekka”:  Uppsala Universitets  Fysikalisk-kemiska
och biokemiska institutionen. Her blev han oplert
i proteinanalyse og proteinseparationsmetoder af
danskeren Kai O. Pedersen. Instituttet blev ledet af
Nobelpristageren The Svedberg samt Arne Tiselius,
der modtog Nobelprisen i 1948, medens Harboe stadig
arbejdede pé instituttet. Hjemme i Danmark igen i
1949 grundlagde Harboe Elektroforeselaboratoriet
ved Kobenhavns Universitet. Det blev senere omdebt
til Proteinlaboratoriet, og Harboe var leder af dette
laboratorium indtil 1979.

Foruden en omfattende forskningsaktivitet, der gennem
drene kastede en del doktordisputatser af sig, havde
laboratoriet ogsd i mere end 20 ar indtegtsgivende
virksomhed ved at udfere analyser af plasma- og
urinproteiner for danske hospitaler. Det var analyser,
der pa daverende tidspunkt kraevede stor ekspertise,
kostbart udstyr og var meget tidskravende.

I arene 1965 til 1966 introducerede svenskeren C.-B.
Laurell den sakaldte "krydsede immunelektroforese”
samt “raketimmunelektroforesen”. Disse teknikker
representerede nzrmest et kvantespring inden for
proteinforskningen og den kliniske immunkemi, idet
de muliggjorde hurtig og simpel storskala-analyse og
koncentrationsbestemmelse af individuelle proteiner
i komplekse proteinoplesninger. Problemet var, at
der kraevedes mange specifikke antistoffer af hgj
kvalitet, noget der kun i mindre grad var tilgengeligt
pa markedet. Ydermere var de antistoffer, man
kunne kobe, uoverstigeligt kostbare i forhold til et
universitetslaboratoriums budget. Helst havde Niels
Harboe set, at en antistofproduktion blev etableret
i Kobenhavns Universitets regi. Imidlertid var
universitetet ikke pa nogen made interesseret. Niels
Harboe si derfor ikke anden udvej end i samarbejde
med sin bror, Gunner Harboe, der var landmand, selv
at iverksette en produktion af antistoffer i kaniner, og
i 1966 grundlagdes firmaet DAKOPATTS (de sidste 7

bogstaver er initialerne pd Harboes gamle leremestre).

Med udgangspunkt i Niels Harboes store proteinkemiske
ekspertise blev monospecifikke, polyklonale kanin-
antistoffer med ensartet titer fra batch til batch nu for
forste gang tilgengelige pa markedet, og forskere pa
Proteinlaboratoriet og fra mange andre laboratorier blev
gavmildt forsynet med billige eller gratis antistoffer.
Firmaet voksede siden under navnet Dako til et
verdensomspazndende foretagende, hvor hovedfokus
efterhianden skiftede til produktion af antistoffer og
andre reagenser til det immunhistokemiske omréide.
Dako udvikler og producerer dog stadig antistoffer til
brug for klinisk immunkemi og flowcytometri, samt
reagenser og kits til molekylaerpatologi.
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Tidsmeassigt afspejler og preger Dakos produkt-
lanceringer pi mange mader udviklingen inden
for immunhistokemien: 1971 kom de forste
fluorochromkonjugerede  antistoffer  efterfulgt i
1972 af enzymkonjugater. 1974 wvar daret, hvor
Dakos nye, folsomme peroxidase-anti-peroxidase-
visualiseringsreagens (PAP), oprindeligt beskrevet
af Sternberger i 1970 (1), blev udviklet. Med dette
Dako-reagens lykkedes det Clive R. Taylor fra Oxford
at pavise immunglobuliner i arkiveret, formalinfikseret
vev pa mere overbevisende made, end det tidligere
havde varet muligt (2). Herefter tog interessen for og
salget af antistoffer til enzymimmunhistokemi for alvor
fart. PAP var et dominerende visualiseringsreagens
pa markedet i ca. 12 ar, hvorefter det blev suppleret
med og efterhinden aflost af en rzkke Dako-
visualiseringsreagenser med endnu sterre folsomhed og
hver deres fordele.

Som indikatorer for en ny, banebrydende udvikling
inden for antistofproduktionen blev Dakos forste 10
monoklonale museantistoffer sendt p4 markedet i 1983.
Produktportefoljen blev udvidet med et instrument
til delvis automatiseret immunfarvning i 1995. Det
forelobige hojdepunkt mht. apparatur blev prasenteret
i 2014 i form af et fuldautomatisk instrument, der
med anvendelse af validerede protokoller udferer alle
immunhistokemiske processer - fra afparaflinering over

immunfarvning til modfarvning - pa op til 60 vavssnit
ad gangen inden for to en halv time.

1 1973 producerede Dako antistoffer mod 23 specifikke
antigener/targets. I 2015 var antallet vokset til 225 med
en fordeling pa 44 polyklonale og 181 monoklonale
primere immunhistokemiantistoffer. 1 alt rummer
2015 kataloget 810 produkter - heraf 11 instrumenter
- dedikeret til brug i patologilaboratorier.

Dako har siden 2007 veret pa udenlandske hznder
og blev i 2012 solgt til Agilent Technologies for 12,8

milliarder kroner.

Niels Harboe blev i 1989 udnzvnt til ®resdoktor ved
Kgbenhavns Universitet.

Agnete Ingild
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2.4: IN SITU- HYBRIDISERING

Vi afslutter denne historiske gennemgang af de
histokemiske metoders historie med en omtale af
den nyeste, men nzppe den sidste metode: /n situ-
hybridisering, som blev beskrevet forste gang i 1969
(34,35).

Metoden muligger en lokalisering og visualisering af
afgrensede omrider af DNA og RNA molekylerne
i vavssnit, cytologisk materiale eller dele heraf fx.
kromosomer. Dette gores ved at anvende komplementare
nucleotidsekvenser (prober) rettet mod sterre eller
mindre dele af DNA eller RNA enkeltstrengenes
nucleotidsekvenser. Proberne markes med markerer
og bringes herefter til at reagere med deres respektive
komplementare partnere pa nukleinsyrestrengene
(hybridiseres), hvorefter reaktionen kan iagttages. Hvis
proberne markes med fluorescerende farvestoffer (FISH=
fluorescens In situ-hybridisering), skal reaktionen ses i
fluorescens mikroskop. Hvis proben merkes pé en made,

hvor slutreaktionen farves med et chromogen (CISH=

chromogen in situ-hybridisering), kan reaktionen
ses i almindeligt lysmikroskop, med de fordele
dette indebarer som tidligere beskrevet under
immunhistokemi. En variant, der anvender sglv
betegnes Silver-ISH (SISH). CISH og SISH er
begge brightfield /n situ- hybridiseringsmetoder
(BRISH) (Figur 2.4.1).

Metoderne har vundet vid udbredelse inden
for mange omréder af forskning og diagnostik
i cellebiologi, medicin og patologi. De kan
bl.a. anvendes til at lokalisere bestemte geners
lokalisation eller mangel heraf pd kromosomer,
til at pévise virus og oncogener i celler og
vevssnit, til at pavise forskellige typer af
RNA (mRNA, IncRNAog miRNA) i celler,
cirkulerende tumorceller og i vavssnit. Inden
for cancerforskning og diagnostik anvendes
metoderne i stigende grad til at vurdere prognose
og remission af sygdom. En del af de nyere
anvendelsesomrader er beskrevet i kapitel 3.5.

Figur 2.4.1. Eksempler pd fluorescens in situ-
hybridisering (FISH) (A og C) og brightfield in sizu-
hybridisering (BRISH) (B og D) af HER2 og CEN17
pavisning i formalin fikserede paraffinindstobte
xenograft tumorer. MCF7 xenograft viser ikke-
amplificeret HER2 gen og kromosom 17 polysomi (A
og B). BT-474 xenograft viser amplificeret HER2 gen og
kromosom 17 polysomi (C og D). I BRISH teknikken
ses HER2 gen signalet som sma sorte solv spots, mens
CEN 17 signalet ses som lidt storre rode signaler. HER2
FISH signalet er orange-rodt, mens CEN 17 er gront.
(Ventana Medical Systems)
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KAPITEL 3: HISTOKEMISKE METODER
I FORSKNING OG DIAGNOSTIK

3.1: CYTO- OG HISTOKEMISK FORSKNING VED MEDICINSK-
ANATOMISK INSTITUT PA KOBENHAVNS UNIVERSITET
af Kjeld Mollgird og Ole William Petersen

3.1.1: Helge Andersen, histokemi-pionér og
human-embryolog og cyto- og histokemisk
laboratorium

Efter Fr. C. C. Hansens omfattende arbejder vedrerende
hzmatoxylinfarvninger omkring arhundredeskiftet (se
Boks 2.2) var der med enkelte undtagelser (Harald
Okkels (1898-1970)) relativ beskeden aktivitet
indenfor histokemisk relateret forskning pa Anatomisk
Institut i Kgbenhavn det neste halve drhundrede.

Dette forhold ®ndredes radikalt, da Helge Andersen
(1929-1995) (Boks 3.1) efter medicinsk embedseksamen
i 1957 blev ansat ved instituttet som videnskabelig
assistent i 1959. Allerede édret efter oprettede han og
ledede derefter Cyto- og Histokemisk Laboratorium
("Laboratory of Cyto- and Histochemistry”) (CHL).

42

Han var mht. histokemi autodidakt og uden egentlig
stotte eller oplering fra ldre forskere eller kolleger,
og han m3 betegnes som den nyere histokemis pionér
og grundlegger i Danmark. Fra instituttes tredeling
i 1965 og til sin pensionering 1983 var han lektor
og afdelingsleder ved Medicinsk Anatomisk Institut
A. Hans hovedforskningsomride var histokemiske
underspgelser af embryologiske forhold, specielt
vedrerende led-og knogleudvikling, hvilket resulterede i
disputatsen "Histokemiske undersogelser over udviklingen
af led-og knoglesystemet hos humane fostre i forste halvdel af
den prenatale periode”, som indleveredes til Kebenhavns
Universitet i 1968 og blev forsvaret i 1970 (1).
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Ojenvidneberetninger fra Troldmandens verksted
Norre Alle anno 1968 ved Kjeld Mollgird

Jeg blev i sommeren 1968 ansat som videnskabelig
assistent pA Medicinsk Anatomisk Institut A direkte fra
eksamensbordet, dog efter 4 ars ansattelser ved instituttet
som demonstrator og instructor anatomiae. Helge
Andersen havde indvilget i at oplere mig i histokemi og
embryologi, s i modsetning til autodidakten Helge kom
jeg i mesterlere i selveste troldmandens verksted. I hans
laboratorier var der utallige hylder med flasker fyldt med
diverse basiske substanser og naturligvis med svovlsyre,
salpetersyre, saltsyre, ja selv pikrinsyre ved siden af den
uundverlige is-eddikesyre. Og der var store metalbotter
med rigtig mange forskellige farvestoffer i pulverform,
f.eks. 3 kg Alcian blue fra G. T. Gurr ved siden af Astrablau
og det obligatoriske toluidin blat; og desuden allehande

kemikalier, utallige enzymer - iser mange fosfataser,
peptidaser og dehydrogenaser -, sjeldne mineraler, og godt
med cyan-forbindelser og andre giftstoffer, dog oftest i
aflaste giftskabe! Her huserede Helge, kerligt portratteret
i de medicinstuderendes édrsskrift "Bugpressen’ (Figur 1)
med sort rullekravesweater og brun duvetinejakke, blandt
rygende kvalstof- og CO, bomber, og selv rygende med
ild i snadden, nir der ankom frisk abortmateriale fra
Storkgbenhavns gynakologiske afdelinger athentet i bil af
afdelingens histolaboranter.

Pi instituttets cyto- og histokemiske afdeling herskede et
frugtbart miljo skabt af engagerede forskere og laboranter.
Alle tridte til nr der kom frisk materiale. Der blev ringet
rundt, og forskere fra nar og fjernt dukkede op for at fa
hver deres del af "kagen” — dvs. materiale til deres specifikke
forskningsomrader.

STORE MAND I SVOB 2

ANDERSEN, HELGE

(Danmarks svar pd George Brassens).

Bla bog: Fisket op i det sydfynske ehav, solgt for spot-
pris til Anatomisk Institut, hvor han indlemmedes i
studiesamlingen. Har siden gledet mange generationer
af vordende dumpekandidater med sine underholdende
foredrag. Hans store interesse for selv de mindste de-
taljer forte ham naturligt over i histologien og videre
til histokemien. Er karakteriseret ved autonom vakst
og stor flid, selv om han ikke kan betegnes som Moe-
rakker.

Valgsprog: Man ka’ godt spotte folk, u'en & se ne’ pi

dem!

Adresse: Anatomisére-instituttet.

Figur 1. Fra 'Bugpressen, Viren 1965, hvor det antydes at Helges opvakst som skipperson pé Are afspejlede sig i han umiskendelige

sy-fynske accent’.
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Fra Norre Alle til Panum Instituttet ved
Ole William Petersen

Det tidsmessige continuum og harmoniske helhedsprag
pi Cyto- og histokemisk Laboratorium der ovenfor er
beskrevet, blev pi mange méder afbrudt ved overflytningen
af de anatomiske institutter fra Universitetsparken og
Radmandsgadekomplekset til Panum Instituttet fra 1979.
Panum med dets brutale betonudtryk blev aldrig rigtig
adopteret af Helge og afdelingen uddifferentieredes, saledes
at cytokemien i sin rene form foruden af Helge kun blev

forestdet af Charly Garbarsch og Poul Erik Hoyer.

Jeg havde forngjelsen at starte som stud. med. 1981 som
hjelpelerer i speciel histologi med Helge Andersen, som
leerer. Jeg kan bekrafte det narrative i Helges méade at docere
faget pa. En fortellekunst og en evne til at tegne pa tavlen,
som var meget fi beskaret og som tryllebandt lytteren. Jeg
var meget beret over at vare hjelpelerer og opsnappede
mange pazdagogiske fif, som jeg har haft glade af i mit eget
virke senere i livet. Helge ma have opfanget min interesse,
for jeg blev inviteret op i de "hellige haller” i bygning 18 pa
4. sal., som jeg med glede og stor forventning tog i mod i
sommeren 1981. Det gik hurtigt op for mig at Helges indsigt

i den humane histologi kun var en flig af hans enorme viden,

ODDE

— et hjprne af

Udgivet med siptte fra
LUNDBECKFONDEN
SPAREKASSEN S5DS’ GAVEFOND RHODOS

Helge Andersen

SJALLANDS

Danmarks natur

og at hans egentlige passion var validiteten af de histokemiske
teknikker og ikke mindst de potentielle fejlkilder som
knyttede sig til dem. P4 den méde blev jeg begunstiget med
en kritisk sans for histokemiske metoder, som jeg aldrig vil
glemme, og som viste sig i det hele taget at karakterisere histo-
og cytokemikere. Netop derfor kunne det sla gnister selv i det
lille miljg, som nu karakeeriserede afdelingen, for jeg kom pa
et tidspunke, hvor de gudbenddede mikroskopikere — hvad
enten det foregik i real tid ved 37 C varmerum eller ved 4 C i
kelerum — skulle konkurrere med mikrospektrofotometerets
velsignelser. Plusser og tider blev diskuteret intenst mod tal
med mange decimaler. Jeg lerte begge dele og verdsatter
den dag i dag, hvorledes man opnir det bedste resultat ved
bide at iagttage instrumenternes begraensninger og blende
sine observationer. Jeg var det meste af tiden den eneste
student i den rene histo- og cytokemi og blev “forkzlet” med
vejledning fra alle sider, som set i bakspejlet ikke stir mal med
noget man kan opleve i dag. Selvfolgelig fordrede det ogsd
en diplomatisk tilgang til vejlederne udover hvad der métte
knytte sig til maden at evaluere resultaterne pa.

Nar jeg for eksempel var i laboratoriet med Helge, si var de
her ”moderne” plasticpipetter bandlyst. I det hele taget skulle
man ikke blande plastic sammen med cytokemi. Men jeg
kunne jo godt se pd hylderne hvordan glasvarerne stille og
roligt blev udkonkurreret af engangsvarerne og
hvordan forsegene med Poul Erik Hoyer blev
udfort mere liberalt i den henseende.

Som det turde fremgi af ovenstiende
romantiserer jeg tiden pa 18.4 under min
studietid, men jeg kan ikke andet, for sadan var
det at sté i leere blandt s begavede og generase
mennesker herunder ikke mindst Helge
Andersen. Heldigvis ndede jeg at modtage en bog
om Odsherreds flora og fauna forfattet af Helge
i gave ved min disputats i 1990 med et tillykke
med “de fem bogstaver og to punktummer”
(dr.med.). En bog skrevet med akkurat samme
nidkerhed som var det histo- og cytokemiske
observationer der skulle beskrives — og nu uden
smalig skelen til kvantitative malinger (Figur 2).
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Allerede fra starten af 1960’erne arbejdede andre kolleger
med histokemi og fosterudvikling pa CHL tiltrukket
af Helges entusiasme og meget store viden. M E
Matthiessen, tandlege og lege og fra 1967 afdelingsleder
og lektor, begyndte allerede i 1962 som frivillig assistent
ved CHL sit store arbejde med tandudviklingen hos
humane fostre. I alt 9 artikler blev sammenfattet til
disputatsen, der blev forsvaret i 1973 (2). Ogsa Charly
Garbarsch, lektor ved instituttet fra 1967, startede
primert med histokemiske undersogelser af humane
fostre, iser med henblik pé tarmudviklingen (3), for
han gav sig i kast med eksperimentelle undersogelser af
kaninens aortaveg, som senere blev hans disputats emne.
Men han fortsatte instituttets bindevavsforskning bl.a. i
samarbejde med Ib Lorenzen og hans gruppe.

Niels Ehlers, senere professor i ojensygdomme ved
Aarhus Universitet, startede forst i 1960’erne i CHL med
at beskrive Histokemien og udviklingen af humane ojenlig
i samarbejde med Helge Andersen og ME Matthiessen.
Senere blev det til mange histokemiske arbejder iseer om
corneas udvikling (4).

I 1968 blev Kjeld Mollgard ansat (se nedenfor).

Da Poul Erik Hoyer kom til forst i 1970’erne, kom
der for alvor gang i udviklingen af den kvantitative
histokemi, steroiddehydrogenase undersegelser (5,6) og
gonadeudvikling, dette sidste i et frugtbart samarbejde med
AnneGreteByskovfraLaboratorietfor Reproduktionsbiologi
pa Rigshospitalet. Hoyer blev laboratoriets histokemiker
par excellence. Han arbejdede gennem alle arene pa fagets
videreudvikling og tridte ogsd naturligt til som ridgivende
redaktor af tdskriftet Histochemical Journal, da Helge
Andersen fratridte. Hoyer bibeholdt sin interesse for
stamceller herunder kensstamceller i hele sin karriere (7-9),
men en hovedinteresse gennem alle drene var selve grundlaget
for histokemien, herunder fikseringens betydning og
brugen af forskellige blokeringsmidler (10,11). Poul Erik
var altid villig til at vejlede savel yngre som @ldre forskere
med deres forskellige histokemiske problemstillinger, bl.a.
med en uhyre grundig gennemgang af deres artikler. Den
gamle redaktor fornzegtede sig ikke.

Morten Moller startede ligeledes i afdelingen forst i
1970’erne (se 3.2).

Bo van Deurs startede pd Anatomisk Institut midt i
1970’erne. Han specialiserede sig i immunhistokemi pa
ultrastrukturelt niveau og skrev disputats i 1981 (12). Hans
forskningsomrade fokuserede pa endo- og exocytose af
proteiner. I et stort mangedrigt internationalt samarbejde,
specielt med Kirsten Sandvig ved Universitetet i Oslo,
og brug af forskellige muse knock out modeller og in
vivo manipulation af dyrkede celler, har han bidraget til
forstielsen af mekanismer bag proteinsekretion.

Ole William Petersen blev ansat pa afdelingen i 1983 (se
nedenfor).

3.1.2: Om Kjeld Mollgards

forskningsarbejde pa CHL

I august 1968 stod Helge Andersen med et stort afsluttet
disputatsprojekt, samt med en opfordring til at beskrive den
histokemiske baggrund for den humane adenohypofyses
udvikling. Denne anmodning kom fra redaktionskomiteen
(Graumann, Lojda, Pearse, Schiebler) bag et nystartet
ambitigst histokemisk tidskrift Progress in Histochemistry
and Cytochemistry, Gustav Fischer Verlag.

Kjeld Mollgard (KM) havde udtrykt interesse for at
arbejde med human hjerneudvikling, hvis det kunne
lade sig gore, si en indfering i histokemi og human
embryologi med udgangspunke i hypofyseudviklingen
var lige, hvad han trengte til pi daverende tidspunkt
(13-15). Fremtidsudsigten var lovende. Helge Andersen
havde et utal af histokemiske metoder korende, men ogsé
basismaterialet i form af hundredevis af parathnblokke fra
yderst velfikserede humane fostre, altsd en fostersamling
baseret pa tidligere indsamlede embryoner og fostre fra
gynzkologiske afdelinger i Kebenhavnsomridet. Dertil
kom en ugentlig tilgang af nyt fostermateriale bl.a. til brug
for direkte frysemikroskopi og ogsd elektronmikroskopi,
som magister F v. Biillow kom til at sta for. KM opdagede
tidligt i forlobet et yderst aktivt og ret ukendt omride
i menneskefosterhjernen, det subcommissurale organ,
der l4 oven for hypofysen og anvendte, med stor hjlp af
Helge, alle laboratoriets histokemiske metoder til neermere
karakterisering af organet (16). Det blev starten til et
senere disputatsarbejde, der inkluderede fluorescens
mikroskopi af organets serotoninerge innervation samt
elektronmikroskopi. Disputatsen (17) blev forsvaret ved
Lunds Universitet i 1979.
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I lgbet af de nastfelgende ar atholdt afdelingen brede
kurser i basal histokemi, hvorved der knyttedes kontakt
til andre aktive forskergrupper. De yngre aktive patologer
Per P. Clausen, Grete Krag Jacobsen og Marianne
Jakobsen deltog i kursusaktiviteten som undervisere i
immunhistokemi og sa fulgte forskningssamarbejder som
bl.a. resulterede i den forste pavisning af plasmaproteiner,
inklusive  alfa-fetoprotein i fosterhjernen  (18).
Immunhistokemien blev herefter for alvor taget i brug i
CHL. Marianne Jacobsen kom jevnligt pi besog, og der
blev publiceret en jevn strem af artikler (19,20) i starten
af 1980’erne, som forte frem til Marianne Jacobsens
disputats, der blev forsvaret sommeren 1986 (21). I
publikationerne indgik omfattende tllinger af plasma
protein-positive epitelceller fra humant fotalt plexus
choroideus (Figur 3.1.2.1).

De histokemiske arbejder, der i midt-firserne udgik
fra CHL, afspejlede udviklingen i faget og omfattede
savel klassisk histokemi som fluorescenshistokemi,
immunhistokemi og kvantitativ histokemi suppleret
med ’up-to-date’ EM metoder, bl.a. med immunoguld
mearkning. Helge Andersens daglige engagerede indsats
gennem alle drene var helt uvurderlig. KM ’arvede’ hans
fostersamling og udbyggede den gennem &rene med
god hjelp fra mange kolleger til at omfatte flere tusinde
paraffinblokke og mere end 100.000 paraffinsnit. I
lobet af de senere ar er KM ndet frem til den konfokale
mikroskopiske @ra med daglig brug af hjernesnittene fra
de mange menneskefostre (Figur 3.1.2.2) og en fortsat
hej publikationsrate (22, 23).

Figur 3.1.2.1. Figuren viser til venstre immunperoxidasefarvning af albumin-positive epitelceller i plexus choroideus fra et tidligt menneskefoster.
Albumin transporteres gennem en subpopulation af epitelcellerne fra blod til cerebrospinal vaske. Til hgjre foto af posterprasentation af resultaterne

beskrevet i ref. 18.
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Figur 3.1.2.2. Menneskefosterhjernens ydre overflade inklusive de blode hjernchinder er aktivt signalerende via morfogener og forskellige hormoner.
Billedet, der er optaget med konfokal mikroskopi, viser et dobbelt immunmerket snit fra hjernebarken fra et 21 uger gammelt foster. WPC stér for weeks
post conception. Farvning for YKL-40 er gren og for von Willebrand faktor red. YKL-40 farver membranerne i endefods laget (EFL) samt i leptomeningeal

cellerne (LMC). Endotelcellerne (EC) farves rodt (22, 23).

3.1.3: Om Ole William Petersens
forskningsarbejde pa CHL

Ole William Petersen (OWP) havde sidelobende
med sin gang pa Anatomisk Institut ogsa vagter pa det
davarende Finsen Institut pa Strandboulevarden. Her
lzerte han om kraftsygdomme og blev introduceret til
Fibiger Instituttet, som ld pd samme matrikel. Fibiger
Instituttet var Kreftens Bekempelses forskningscenter i
Kobenhavn. Han opsegte her Afdeling for Brystkreft,
efter at have last en artikel i Ugeskrift for Leger om

problemerne med dyrkning af celler fra kreftpatienter
herunder problemer med identifikation af cellerne.

Det forekom ham, at man métte kunne bruge nogle af de
fantastisk optimerede metoder, som man havde udviklet
pa CHL. I et vist omfang havde man allerede taget
ideen op inden for patologien, hvor overlege Henning
Jensen pa Rigshospitalet havde skrevet en disputats
om enzymhistokemiske farvninger af brystkreft
(Enzgymbistokemiske undersogelser af fibroadenomatose og
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mammacarcinoma) med henblik pa at finde nye markerer
for forstadier — i ovrigt med Helge Andersen som den
ene af de officielle opponenter. Netop forstadier havde
Professor Torben Schigdts interesse pa Rigshospitalet og
OWP blev introduceret for dem begge.

Det blev starten pa OWDPs disputatsprojekt, hvor
han ogsi havde stor glede af jevnlig kontakt med
overlege Dorthe Francis pi Bispebjerg Hospital og
overlege Klaus Hou-Jensen pi Finseninstituttet.
OWP etablerede primarkulturer fra brystkreftbiopsier
og karakteriserede cellerne ved sammenligning med
deres oprindelsesvaev i samarbejde med Bo van Deurs.
Metoderne var en videreudvikling af de velkarakteriserede
enzymhistokemiske metoder, som han blev introduceret
til pA CHL. En serlig interesse fik han for oxidoreduktaser
og herunder iser glucose-6-phosphat dehydrogenase samt
dennes pavirkelighed af oxygen. Stringensen blev indpodet
af Poul Erik Hoyer, for hvem akkuratesse og detalje var
raison d’etre. Disputatsen publiceredes i 1990 (24).

3.1.4: Fra CHL til ICMM

De metoder og holdninger til videnskabeligt arbejde som
Helge Andersen grundlagde i begyndelsen af 1960’erne pa
CHL videreudvikledes i de nzste artier med en omfattende
forskningsaktivitet og adskillige disputatser til folge.

1 2007 samledes dele af hhv. Institut for Medicinsk Biokemi,
Medicinsk Fysiologisk Institut og Medicinsk Anatomisk
Institut i Institut for Celluler og Molekyler Medicin (ICMM)
med forskningsomriderne morfogenese og differentiering,
medicinsk genetik, RNA og genetisk medicin, glycomics og

molekyler aldring.
Lederen af ICMM er i dag Ole William Petersen.

De fleste metoder er nye, men anden fra Helge Andersens tid
lever stadig i bedste velgiende.

Yderligere oplysninger findes pa http://icmm.ku.dk/.
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3.2: HISTOKEMISKE METODERS ANVENDELSE PA
UNDERSOGELSER AF CENTRALNERVESYSTEMET

af Morten Moller

3.2.1: De klassiske sglvimpragnerings-
teknikker

I sidste halvdel af attenhundredetallet udvikledes den klassiske
selvimpraegneringsmetode for nerveceller af den italienske
lege Camillo Golgi (1843-1926). Ved at impragnere
tykke snit af nerveveev med kaliumdikromat og selvnitrat
fik han i 1873 (1) udfeldet mikrokrystaller af selvkromat pa

nervecellelegemerne og deres udlgbere (Figur 3.2.1.1).

Cajal forbedrede senere Golgis farvemetode idet han
satte osmium tetroxid til kaliumdikromat-oplesningen
(rapid Golgi method). Senere udviklede Cajal selv en
neuronfarvemetode (2), hvor selvnitrat udfeldes pd
neurofibrillerne i nervecellen og dette solv blevsi “fremkaldt”
med en fotografisk fremkalder. Endelig, udviklede han en
metode for farvning af astrocytter, hvor han impregnerede

vavet med guldklorid og kvikselvklorid (Figur 3.2.1.2B).

Figur 3.2.1.1. Pyramidecelle fra human hjernebark farvet med Golgis
solvimpragneringsteknik.

Denne reaktion giver en meget smuk visualisering af hele
neuronet, men impragnerer desverre kun fi procent af
nervecellerne.

Golgis farvemetode blev
benyttet af den spanske
neuroanatom Santiago
Ramén y Cajal (1852-
1934) (Figur 3.2.1.2A),
som kortlagde en meget
stor del af nervesystemet
med denne metode.
Santiago Ramén y Cajal
betegnes med rette som
faderen til den moderne

“neuroscience”.

Figur 3.2.1.2A.
Santiago Rdmon Y Cajal

Figur 3.2.1.2B. Cajals guldsublimatmetode for astrocytter. Bemerk
fodprocesserne fra astrocytterne, der bekleder kapillerets overflade.

Cajal delte i 1906 Nobelprisen med Camillo Golgi.

En af Cajals clever, Pio del Rio Hortega (1882-
1945) udviklede omkring 1920 en solvkarbonat
impragneringsmetode for den tredje gliacelle i nervesystemet

(Figur 3.2.1.3), - mikrogliacellen (3).

Senere modifikationer af selvimpragneringsteknikkern har
resulteret i at man kan farve degenerende myelin (Marchi)
eller degenerende axoner (Nauta). Dette blev i forrige
drhundrede brugt til eksperimentelt at vise forbindelser i
hjerne og rygmarv.

Da mange hjernesygdomme medforer degeneration i
centralnervesystemet resulterende i forskellige udfzldninger
i hjerneparenchymet, har neuropatologer senere udviklet
modificerede  impragneringsteknikker  for  patologiske
aflejringer i hjernen, fx. Bielschowsky-metoden for neuritiske
plaque (Alzheimers og Picks sygdom) og Gallyas farvning for
neuronale plaques og "neurofibrillary tangles”).




Trek af histokemiens historie i Danmark | Kapitel 3 - Histokemiske metoder i forskning og diagnostik

Figur 3.2.1.3. Mikrogliacelle farvet med Rio Hortegas
solvkarbonatmetode.

[ forlengelse af de klassiske metalimpragneringsteknikker
af neuroner udviklede prof. Gorm Danscher og
medarbejdere i den sidste del af det tyvende arhundrede
en raekke teknikker (autometallografi) til detektion
af forskellige metaller i hjernens celler. Den meget
specifikke lokalisation af Zink kan ses i Figur 3.2.1.4.

5mm

Figur 3.2.1.4. Sagittalsnit gennem rottehjernen hvor Zn-holdige
neuroner (brunt reaktionsprodukt) er visualiseret med autometallografi
og snittet kontrafarvet med toluidinblit. (Danscher E Stoltenberg M.
Progr Histochem Cytochem 2006;41:57-139).

3.2.2: Falck-Hillarp fluorescensteknikken
For den immunhistokemiske metode udviklede sig med
fremkomsten af selektive og felsomme antistoffer, der
tillader naesten ethvert protein at blive visualiseret, udviklede
de svenske forskere Bengt Falck og Nils-Ake Hillarp,
arbejdende pa det histologiske institut i Lund, i begyndelsen
af 1960'erne en histofluorescensmetode for visualisering
af monoaminer (dopamin (Figur 3.2.2.1 og 3.2.2.2),
noradrenalin og serotonin).

Den oprindelige Falck-Hillarp metode var baseret pa
cksponering af frysetorret vev til formaldehyddampe,

Figur 3.2.2.1. Dopaminerge neuroner i substantia nigra. Falck-Hillarp
teknik. (Moller, upubliseret).

Figur 3.2.2.2. Dopaminerg innervation af striatum. Falck-Hillarp
teknik. (Moller, upubliceret).

siledes at dopamin, noradrenalin og serotonin, omdannedes
til iso-quinolin-molekyler, der udsender en henholdsvis gul-
gron og ren gul fluorescens i mikroskopet. Kjeld Mollgard
og jeg rejste i vore unge dage til Lund for at lere denne
teknik, som vi satte op pd Anatomisk Institut, og som blev
brugt til undersogelser af bl.a. innervationen af koglekirtlen
(corpus pineale). Problemet med Falck-Hillarp teknikken
er, at baggrunden er mork, og at det derfor er vanskeligt at
orientere sig i snittet.

Til trods for, at man forsegte at udvikle nye
fluorescensteknikker for andre transmittere end indol- og
catecholaminerne lykkedes disse tiltag dog ikke. I stedet
for udviklede immunhistokemien sig, specielt grundet
fremkomsten af antistoffer med stigende specificitet og
aviditet. Antistoffer mod serotonin er bl.a. anvendt af Finn
Geneser, Jens C. Serensen og Carsten Reidies Bjarkam, alle

fra Arhus Universitet, som bl.a. har kortlagt den serotonerge
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Figur 3.2.2.3. Billede fra kaninens hippocampus visende to calbindin-
positive neuroner (brune) som kontaktes af morktfarvede varikase
serotonerge fibre. (fra Bjarkam CR, Serensen JC & Geneser FA.
Hippocampus 2003;13(1):21-37).

innervation af hippocampus hos kaninen (Figur 3.2.2.3).

3.2.3: Egne undersogelser af hjernens
fotoneuroendokrine-system gennem brug
af histokemiske metoder

Baggrund for laboratoriets forskning
Hjernens fotoneuroendokrine-system bestér af

a) en celluler oscillator i mellemhjernen, som
patrykker en 24-timers rytme pa andre omrider
af centralnervesystemet,

b) samt gjet, gennem hvilket lys transmitteres til
oscillatoren. Lys fra gjet kan faseskifte rytmen i
oscillatoren selv.

Oscillatoren  ligger i en samling nerveceller (en
kerne) i mellemhjernen (diencephalon), kaldet den
suprachiasmatiske kerne (SCN) (Figur 3.2.3.1 0g 3.2.3.3),
fordi den ligger over synsbanens krydsning (chiasma
opticum). Den vigtigste projektion fra SCN gir til den

paraventriculere kerne i den del af hjernen, som hedder
hypothalamus. Herfra gir nervetride hele vejen ned
gennem hjernestammen ned til en kerne i lateralhornet
i rygmarvens thorakale segmenter, og videre ud til
grensestrengen (truncus sympaticus), hvor naste synapse
ligger i det @verste sympatiske halsganglion (Figur 3.2.3.1).

Herfra lgber sympatiske nervetride med arteria carotis
interna ind i kraniet og stimulerer koglekirtlen til dannelse af
hormonet melatonin (4).

Melanopsin
containing
photoreceptor

Figur 3.2.3.1. Tegning af de anatomiske baner fra retina til corpus
pineale. Melanopsinholdige fotoreceptorer i retina sender via den
retinohypothalamiske bane i nervus opticus information om lysforholdene
i omgivelserne til de suprachiasmatiske kerner (SCN) i hypothalamus. Fra
SCN sendes impulser videre via den paraventriculere kerne i hypothalamus
(PVN) til autonome nerveceller (den intermedio laterale kerne (IML))
beliggende i sidehornet i rygmarvens gverste brystsegmenter. Herfra sendes
preganglionere nervetrade til det overste halsganglion (ganglion cervicale
superius (SCQ)) i den sympatiske grensestreng, hvorfra postganglionzre
sympatiske neuroner forlgber tl corpus pineale (cp). Signalmolekylet
noradrenalin bindes til Bl-receptorer pd de melatonin-producerende
pinealocytter, hvorved frigerelsen af melatonin stimuleres.

I retina findes, foruden stavene og tappene, specifikke
fotoreceptorer, som rummer fotopigmentet melanopsin.
Disse receptorer, der er opdaget inden for de sidste 5 ar, sender
nervetrade til SCN og kan, som ovenfor navnt, faseforskyde
aktiviteten i nervecellerne i denne kerne.
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Egne undersogelser

I vore undersogelser af det fotoneuroendokrine system
har vi har brugt Falck-Hillarp fluorescensteknikken,
immunhistokemiske metoder samt in situ-
hybridisering til at:

1. Kortlegge neuroanatomiske forbindelser fra
gjet til den suprachiasmatiske kerne (SCN), og
videre fra SCN til den paraventriculere kerne
i hypothalamus. Videre fra denne kerne til
rygmarvens lateralhorn og herfra til ganglion
cervicale superius, hvorfra sympatiske trade nir

koglekirtlen (Figur 3.2.3.1 og 3.2.3.5) (4- 7).

2. Detektere neurotransmittere og receptorer i SCN
og koglekirtel (Figur 3.2.3.2, Figur 3.2.3.3 og
3.2.3.4) (8- 12).

3. Detektere dognrytmer i ekspression af
gener i SCN, koglekirtlen samt hjerne- og
lillehjernebarken (Figur 3.2.3.6) (13- 18).

Figur 3.2.3.2. Histofluorescensbillede af koglekirtlen hos en
orkenrotte. De kraftigt fluorescerende nervetride, rummende
noradrenalin, ses som petlekeder mellem de svagere
fluorescerende pinealocytter.

Visualisering af den suprachiasmatiske kerne gennem
immunhistokemisk demonstration af neuroner, der
rummer neuropeptidet vasopressin (Figur 3.2.3.3),
vasoaktivt intestinalt polypeptid (VIP), gastrin releasing
peptide (GRP) og pituitary adenylate cyclase-activating
peptide (PACAP) (Figur 3.2.3.4). Alle disse peptider
har indflydelse pA SCN’s funktion. PACAP har vist sig
at vare neurotransmitter i bane, fra ojet til SCN (Figur

3.2.3.4) (12).

chlasm_é Optlcum / . -

Figur 3.2.3.3. Koronalt snit gennem rottens forhjerne, som rammer
chiasma opticum (synsbanens krydsning). Den suprachiasmatiske kerne

(SCN) ligger lige over synsbanen og er visualiseret immunhistokemisk med
et antistof mod vasopressin.

Figur 3.2.3.4. Immuncytokemisk reaktion pa elektronmikroskopisk
niveau. Billedet viser en nerveterminal i SCN, som er positiv (den sorte
farve i og omkring de sma neurotransmittervesikler) for neuropeptidet

PACAP. Den=dendrit.
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Kortlegning af forbindelsen fra gjet til den
suprachiasmatiske kerne ved neuronal in vivo injektion
af traceren, - choleratoxin (Figur 3.2.3.5). Traceren
optages af celler i retina og transporteres anterogradt
til den suprahiasmatiske kerne. Traceren detekteres ved
hjelp af en immunhistokemisk reaktion med et antistof
mod choleratoxin.

I koglekirtlen har vi vist dag og nat variation i
genekspression af aralkylamine N-acetyltransferase, -
det rate limiterende enzym i melatoninsyntesen (14).
Disse forsog viser at den hgjere sekretion af melatonin
om natten skyldes nydannelse af enzymet. Hvis det
sympatiske input til koglekirtlen fjernes, forsvinder
stigningen i ekspression af mRNA og dermed ogsa
enzymet selv.

/

Figur 3.2.3.5. Traceren choleratoxin er lokaliseret i chiasma opticum
og den ventrale del af den suprchiasmatiske kerne (SCN) efter injektion
i hojre oje hos en orkenrotte. Koronalt snit gennem hypothalamus.

Demonstration af dag og nat variation i genekspression
i SCN, koglekirtel, hjernebark og lillehjernebarken
Fremkomsten af in situ- hybridiseringensteknikken (Figur
3.2.3.6) var en revolution i laboratoriets forskning. For
forste gang havde vi fiet en teknik, som kunne kvantitere
en biokemisk parameter i kryostat og paraffinsnit. Det
krever dog, at man bruger en radioaktiv probe, hvor det
radioaktive signal kan kvantiteres pa en film, som anslés
af den radioaktive striling. Samtidig kan man kontrollere
signalet ved at méle mangden af mRNA ved den metode
som kaldes qRT-PCR (quantitative reverse transciption
polymerase chain reaction), og proteinmangden kan
kvantiteres ved western blots.

Ved at udsette mus for lys har vi kunnet vise, at denne
lysstimulation @ndrer expressionen af gener, som er
involveret i, at "klokken” i SCN fungerer normalt (13).

Figur 3.2.3.6. Mediansnit gennem rottehjernen, som er blevet
hybridiserede med en radioktiv. ¢cDNA- probe der binder sig til
mRNA kodende for aralkylamine N-acetyltransferase, det rate-
limiterende enzym i melatoninsyntesen. Billedet til venstre er fra en
rotte sldet ned i lys midt pd dagen, medens billedet til hgjre er fra en
rotte slaet ned lige efter midnat i merke. Pilen markerer koglekirtlen
med hgj densitet, som udtryk for tilstedeverelse af meget mRNA om
natten. Bar=1mm.

Vi har yderligere vist tilstedeverelsen af flere
transkriptionsfaktorer i koglekirtlen, som modulerer
dannelsen af melatonin (15- 17).

Endelig har vi vist, at der findes ”perifere klokker”
i storhjernebarken og lillehjernebarken (18), hvis
aktivitet styres af den central klokke i SCN, men som
har sin egen rytme efter lesion af SCN. Den perifere
“klokke” i storhjernebarken (neocortex) kunne veare
involveret i sjelelige lidelse, idet flere af disse udviser
degnrytme i deres symptomer.
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3.3: IMMUNFLUORESCENSFARVNINGEN I DANMARK

af Jorgen Rygaard og Erik Dabelsteen

Denne artikel er blevet til i et samarbejde mellem Erik
Dabelsteen (ED) og Jergen Rygaard (JR). Nar arbejdet er
fordelt sidan, skyldes det, at en del (3.3.1) er rent teknologisk
(opkomsten af interferensfiltrene), som JR tager sig af, mens
den raffinerede anvendelse af teknikken inden for udvalgte
omrader af forskning og diagnostik er ED’s del (3.3.2-3.3.3).
Afsnit 3.3.4 er forfattet af JR. Nir sandheden skal frem, var
JR pa det tidspunkt mere optaget af en negen mus uden
thymus. — Det er han for den sags skyld stadig. ..

3.3.1: Forste gang jeg sa et fluorescens-

mikroskop var i februar 1964...

Jeg blev kandidat i juni 1962 og startede min karriere som
turnuskandidat ved Frederiksvark Sygehus. Det var et lille
lokalsygehus med fire leger: en overlege, en 1. reservelege,
en drskandidat og mig, sagde hunden. Toskiftet vagt — og
i sommertiden en fordobling af patientunderlaget pga.
horder af sommergester. Der var ikke rad til laboratorie- og
rentgenvagt uden for dagarbejdstiden, si derfor fik jeg en
betydelig ovelse i — og smag for — laboratoriearbejde. Efter et
par maneder som varnepligtig sergentelev sogte jeg en stilling
pd Statens Seruminstitut, bakteriologisk afdeling. Den blev
“besat med anden anseger”, men jeg fik et venligt brev om,
at der ville blive en stilling i Treponematoseafdelingen om tre
méneder. Jeg sagde pent ja tak og brugte de tre méneder som
freelancer pa TV (3 programmer om sindslidelser!).

Efter disse hektiske aktiviteter: turnustid, militer og tv-
producer, var kontrasten til den rolige tilverelse pA Amager
Boulevard fra den 1. februar 1964 nermest chokerende. Jeg
fik overladt en stak boger om afdelingens spidskompetence:
Viden om Treponema pallidum. Giv dig nu bare god tid og
lees de her igennem.

- Forst pa sommeren var jeg mor. Jeg savnede i den grad
aktivitet. S& i Ugeskrift for Leger, at der var en ledig stilling
som kommunelege pd Fur. Proppede familien i bilen og af
sted nordpa. ..

- Afgprelsen kom som et lyn. Da billetmanden ved fergen
i Branden spurgte: Enkelt eller retur? — var der ingen tvivl:
Retur!

Séavar jegaltsa tilbage i Treponematoseafdelingen. Den varetog
al syflisdiagnostik i Danmark med nordlige tilliggender
og forte kartotek over alle positive WR- tests fra tidernes
morgen. Var desuden internationalt WHO-reference
center. Ingen borger, spad eller olding, kunne indlegges pa
et dansk sygehus uden at der blev ordineret WR og Hgb-
procent. Grundstammen i de ’serologiske undersogelser’ var
Wassermann testen, dervar en komplementbindingsreaktion
med brug af et antigen, cardiolipin, der blev udvundet af
oksehjerter. Testen var ogsa positiv i forbindelse med en
rekke autoimmune lidelser. Til at afggre specificiteten var
der to tests: TPI (Treponema pallidum Immobilisationstest)
og TPA (Treponema pallidum (fluorescent) Antibody test.
Det var i forbindelse med sidstnevnte, at afdelingens
ene fluorescensmikroskop kom ind i billedet. Det var et
ikke serlig raffineret Leitz mikroskop med en hejtryks
kviksglvlampe pa 100 Watt (HBO100W).

De bakterier, der anvendtes i de to tests, dyrkedes ved
injektion i kanintestikler. Jeg folte empati med de stakkels
kaniner og arbejdede intenst pa at dyrke treponemerne i
diffusionskamre og p& andre méder. Det lykkedes ikke. Det
troster mig lidt at se, at det her — mere end 50 ar senere —

stadig ikke er lykkedes.

- Mit naste projekt var at se, hvordan treponemerne
fordelte sig i kaninerne. Afdelingen ridede over mange,
kraftigt positive patientsera. Sare enkelt: tag et imprint-
eller frysesnitpraparat som antigen, patientserum i forste
lag og derefter FITC-konjugeret anti-humant kanin-IgG.
Sidstnzevnte opnédet ved gentagne immuniseringer af
kaniner. (Disse konjugater kunne na forbleffende styrke,
kunne fortyndes helt op til 800 gange). Men lige meget
hjalp det. Jeg havde i mit laboratorium et stort, nyt Zeiss
forskningsmikroskop, ogsi det udstyret med en HBO
100 Watt lyskilde og et BG5 glasfilter som primerfilter.
Resultatet lader sig bedst beskrive ved at henvise til H C
Andersens 'Det deende barn’: Grent og Guult og redt for
Qiet svaver. Det er Blomster, Engelen udstreer. — Nej, -
det var ikke engleblomster, men autofluorescens, den plage,
som fulgte med de gamle glasfiltre med et meget bredt
transmissionsomrade. BG5 filteret transmitterede rub og
stub fra omkring 350 nm til lige over 500 nm.
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Et par ar i forvejen havde afdelingen lagt hus til et
WHO-kursus i immunfluorescensteknik, ledet af den
skotsk-australske professor R. C. Nairn fra Monash
University i Melbourne. Nairn havde skrevet biblen
i fluorescensteknik, Fluorescent Protein Tracing. Den
havde jeg faet i forbindelse med kurset. Stor var min
forbloftelse, da jeg si divergensen mellem BG5-filterets
transmissionskurve og absorptionskurven for FITC, en
ganske distinkt kurve med toppunkt i 488 nm. Som vi
alle ved nu... (Figur 3.3.1.1).

FLUORESCEIN ISOTHIOCYANATE
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Figur 3.3.1.1. Absorptions (a) -og emmisionskurver (b) for FITC.
Mlustration fra Rygaard & Olsens forste publikation (1).

Filterkatalogerne bed ikke pa noget bedre end BG5. —
ATV, Akademiet for de Tekniske Videnskaber, drev en
rekke specialinstitutter, bl.a. Belysningsteknisk Institut.
Jeg ringede til dem. Havde de en lyskilde med maksimum
ved 488 nm? — De forstod godt problemet, men nej. Du
skal ringe til Optisk Laboratorium.

Som sagt sa gjort. Instituttets boss, civilingenior Werner
Olsen (WO) (1927-2015) kunne straks bekrzfte, at et
smalbindsfilter med transmissionsmaksimum pi 488 nm

havde de skam.

De havde for den sags skyld filtre til alle mulige
belgelengder (Figur 3.3.1.2).

- Hvad bruger I dem til, spurgte jeg forbleffet.

- Ikke noget, - de ligger bare i skuffen!

Neaste dag kom WO ud pa Seruminstituttet med sit filter.
— Og jeg si lyset!

Figur 3.3.1.2. Et udvalg af Optisk Laboratoriums mange filtre.

Optisk Laboratorium pid DTU bestod ud over WO af
en norsk ingenior, Rofsdahl, med Aspergers Syndrom
og udstyret med den mest avancerede Texas Instrument
regnemaskine til en astronomisk pris og formentlig med
en kapacitet mindre end mit yngste barnebarns iPad.

Filtrene, som han beregnede, blev skabt ved pddampning
i vakuum af skiftevis hejt- og lavtbrydende salte.
Processen blev styret via en referencestréle efter Rofsdahls
beregninger. Den praktiske gris var civilingenior Poul
Smith, og derudover var der en sekreter. Da vavet i
preparaterne takket vere filtrene var sort som natten,
onskede jeg mig et filter med lidt orienteringslys. Det
blev til en lille sprekke omkring 630 nm, der gav samme
effekt som senere Evan’s blue i sidste hold skyllevand.

- Filtre til Rhodamin? - Versgo, jeg kunne bare dbne
munden.

- Nar jeg i dag, smd halvtreds ar senere, ser mig omkring
i instrumentverdenen, ser jeg interferensfiltre overalt.
Og jeg kan et kort gjeblik @rgre mig over, at vi ikke tog
patent pa filtrene. I dag ville det vare et naturligt krav
fra de bevilgende instanser. Sidan var det ikke dengang.
Og WO var lodret imod: Det koster en masse tid og en
masse penge. Og de, der vil bryde patentet, gor det bare
alligevel!

Det var formentlig rigtigt, sa i stedet skrev vi en lille artikel til
Acta Pathologica Microbiologica Immunologica Scandinavica:
Interference filters for improved immunofluorescence microscopy

(1-3).
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- §4 nu var katten ude af szkken, og det gjaldt om at
finde potentielle kobere/brugere. Jeg ringede til Zeiss’
danske afdeling i Kebenhavn. Deres meget kompetente
selger, hr. Heger, meldte sin ankomst til et besog pa
Seruminstituttet. Jeg riggede et mikroskop til med en
almindelig 60 Watt pare, et 488 nm filter med lidt
rodt og et gult glasfilter som sekunderfilter. Af Allan
Wiik pa Autoimmunlaboratoriet pi SSI linte jeg nogle
snit, der havde varet brugt til undersogelse for ANE,
antinuklear faktor.

Mikroskopet stod tendt. Hr. Heger kom ind ad deren,
kastede et blik i mikroskopet, snurrede om pa helen
og nidede pa udturen at fi sagt: "Det er fantastisk!” —
Fi dage efter meldte han sin ankomst sammen med
Zeiss' udviklingsdirektor fra Gottingen, Dr. Kraft med
ledsager.

Inden besoget var omme, var der truffet aftale med WO
om levering af et storre antal filtre til Géttingen. ..

Den anden store mikroskopleverander, Leitz, reagerede
heltanderledes. I to folgende numre af Leizz Mitteilungen
rykkede Leitz ud med det svere skyts og leverede
talrige "argumenter’ mod interferensfiltre overhovedet.
Deres argumenter stred lodret mod fysikkens love.
Formentlig sad de inde med et storre antal HBO 100
hejtrykskanoner, som de skulle af med, inden de — efter
to numres dérlige argumenter — ogsd overgav sig til
fysikkens love og interferensen.

WO og jeg meldte os til forarsmedet i The Royal
Microscopical Society i London. Dr. A H Tomlinson
fra Radcliffe Infirmary, Oxford, viste venlig interesse.
Han havde selv puslet med nogle ikke si gode metal-
interferensfiltre. Modets ovrige deltagere vardigede
ikke de to idioter fra 7he Continent et blik.

I maj 1970 tog vi hébefulde til et mede i Stockholm,
arrangeret af The Swedish Society for Microbiology og
The New York Academy of Sciences. Madet blev atholdt
i Wenner-Gren Centret. Noget provokerende stillede vi
vores mikroskop med 60 Watt pzren og interferensfiltret
samt et af Allan Wiiks ANF-praparater op i undertagen
lige inden for den 4-5 meter hoje endevag i glas. Folk
ansd os formentlig for lidt skere og gad darligt kigge i
roret!

- Som et smukt socialt indslag i medet blev deltagerne
inviteret til middag hos svenske kolleger. WO og jeg
havnede hos Eva og Georg Klein i deres smukke hjem
pa Lidingd. Vi fortalte verterne om interferensfiltrenes
velsignelser og blev inviteret til at besoge Tumérbiologen
pa Karolinska. Her sad flittige unge forskere i sma, sorte
huller og s& pé overfladeantigener pé Burkitt’s lymfom.
De provede hefligt interferensfiltrene, men droppede
dem forfeerdede igen: Detektionsgransen flyttede sig helt
ud af deres arbitraere skala. Sa skulle de jo til at begynde
helt forfra!

I juli 1967 var jeg begyndt som yngste reservelege
pa Patologisk-anatomisk Institut pa Kebenhavns
Kommunehospital (KH). Sidelobende havde jeg indtil
1969 et deltidsjob pd Seruminstituttet. For at komme
videre i historien sidder jeg en dag i mit reservelegekontor
pa KH. Deren gir op og overlege, dr. med. Per
Christoffersen siger uden overflodige omsveb: "Rygaard,
De skal ta’ over pi Tandlegeskolen og tale med Tandlege
Dabelsteen”. Deren lukkes. Forstdet?

OK, si tog jeg da over pa Tandlegeskolen i
Universitetsparken.

— Erik og jeg har nu arbejdet sammen i over 45 ér.

3.3.2: Pavisning af ABO antigener i normal og
malign mundslimhinde

I mundslimhinden optreder en rekke forandringer, der
er potentielt maligne. Undersegelser har vist, at kun 10%
af disse forandringer udvikler sig til egentlig karcinom;
der er derfor et onske om at kunne udpege netop de
forandringer, der senere udvikler sig malignt (4).

I den sidste halvdel af 1960'erne havde professor pa
Tandlegeskolen J. J. Pindborg en forskningsbevilling fra
NIH til studiet af sidanne potentielt maligne tilstande i
mundslimhinden. Et af projekterne havde til formal at
finde histologiske markerer pa tidlig malign udvikling.
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Karl Landsteiner viste sa tidligt som 1926, at normalt
epitel indeholder blodtypeantigenerne ABO (5). Olaf
Thomsen, der var ansat pa Rigshospitalet, fandt i 1930 ved
hjelp af vevsekstrakter og immunologiske metoder, at disse
antigener forsvandt i forbindelse med karcinomudvikling
(6). 1 1969 ledte dette fund til nye undersogelser, og det
blev vist ved hjlp af en agglutinationstest pa histologiske
snit, at A og B blodtype antigenet ikke kun forsvinder
i karcinomer pd cervix, men ogsd i deres histologiske
forstadier (7). Der opstod derfor et gnske om at undersoge,
om @ndringer i forekomsten af blodtypeantigenerne A og
B kunne anvendes som marker for begyndende malign
udvikling i premaligne mundslimhindeforandringer.

Studiet blev startet med anvendelse af en traditionel
dobbeltlags immunfluorescensfarvemetode med
blodtypeantistoffer fra blodbanken pa Seruminstituttet
og med FITC-markede antistoffer, der var indkebt
kommercielt. Fluorescensmikroskopet var udstyret, som
de var normalt i midten af 60'erne, med primearfilter i glas
og en traditionel morkefeltskondensor. Formalinfikseret og
paraffinindstebt veev kunne anvendes, da ABO antigenerne
er kulhydratstrukeurer og ikke pavirkes af histologiske
rutine preparationsmetoder.  En raekke problemer
opstod imidlertid. Blodbankens bedste antistoffer var
af IgM-typen, da de var udvalgt pi grund af deres evne
til at agglutinere erytrocytter. De sekundere antistoffer,
der skulle anvendes til immunfluorescensfarvemetoden,
var hovedsagelig af IgG-typen, og konjugeringen var
darlig. Samtidig var intensiteten af fluorescensen svag,
da primerfiltrene ikke var velegnede tl FITC, og
morkefeltskondensoren blokerede for det meste af det lys,
som udsendtes fra den anvendte lyskilde.

Efter at en kontakt var blevet etableret til Jorgen Rygaard
og Werner Olsen, der havde udviklet nye primere

Figur 3.3.2.1. Blodtype A-antigen i normal lbeslimhinde.

fluorescensfiltre (1), Agnete Ingild og Niels Harboe fra
Proteinlaboratoriet, der havde hejtiter og vel konjugerede
sekundere antistoffer, og reservelege Henning Serensen
fra Retsmedicinsk Institut, lykkedes det at vise, at
blodtypeantigenerne A og B findesinormal mundslimhinde
som et membranantigen i pladeepitelet (Figur 3.3.2.1), og
at forekomsten i epitelet var reguleret af sekretorgenerne,
der ligeledes regulerer forekomsten af blodtypeantigener
i spyttet (8,9). Ved hjelp af ferritin-markede antistoffer
og elektronmikroskopi blev cellemembran-lokalisationen
bekreftet (10). Endvidere lykkedes det at vise, at de fleste
karcinomer mister deres ABO antigen, og at en rekke af

de potentielt maligne lidelser ligeledes mister antigenet
(Figur 3.3.2.2) (11).

Figur 3.3.2.2. Farvning for
blodtype A-antigen i overgangen
mellem normal og malign
slimhinde, hvor reaktionen er
negativ.

ABO antigendeterminanten er den terminale del i en
kulhydratkede, der er opbygget trinvis med addition af
enkelte kulhydratstrukturer, en proces, der er katalyseret
af mere end 200 kendte glykosyltranferaser.

Sen-itiroh Hakomori, der i Seattle arbejdede med
@ndringer af cellemembranens glykolipider i forbindelse
med malignitet, var i stand til at isolere de forskellige stadier
i blodtypeantigensyntesen og havde i 1982 produceret
monoklonale antistoffer svarende til hvert enkelt trin i
denne syntese (12). I et samarbejde mellem Kobenhavns
Tandlegeskole og Sen-itiroh Hakomori blev det muligt at
folge syntesen af blodtypeantigenerne i flerlaget pladeepitel.
Det blev vist, at forstadier til blodtypeantigener fandtes i
de basale og parabasale cellelag, (Figur 3.3.2.3) hvorimod
det fulde antigen blev udtrykt i mere differentierede celler.
De forandringer, man fandt i maligne vav, svarede til at
syntesen stoppede, og der kom en ophobning af forstadier
til blodtypeantigenet (12).
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Figur 3.3.2.3. Farvning for forstadie til blodtype A eller B: H-antigen

(hos 0 personer). Farvningen er lokaliseret til parabasale celler i epitelet.

Der er siledes en fin regulering af blodtypeantigensyntesen,
der folger den epiteliale differentiering. I Kebenhavn deltog
Poul Vedtofte, Erik Dabelsteen og i Seattle foruden Sen-

itiroh Hakomori, Henrik Clausen og Ulla Mandel, der
var gesteforskere fra Kobenhavn.

Henrik Clausen klonede i samarbejde med Hakomori ABO
genet, der er det gen, der kodede for glykosyltransferasen,
der sztter den terminale sukker pd kulhydratkeden
(13). Ved hjelp af antistoffer mod A-genets transferase
og immunfluorescensfarvning kunne man siledes
folge syntesen af kulhydratstrukturerne pa de epiteliale
celleoverflader, ikke alene med henblik pd antigenet selv,
men ogsd med hensyn til det enzym, der var ansvarlige
for syntesen af antigenet (14). Ved at kombinere
immunhistokemi med laser capture mikroskopi”, hvor
udvalgte omrider af det histologiske snit skeres ud med
henblik pid molekylerbiologisk analyse, kunne det vises,
at mange, men ikke alle, tilfelde med tab af A eller B
blodtypeantigenet i mundhulecarcinomer kunne forklares
ved LOH involverende kromosom 9q34, hvilket er
locus for ABO genet eller ved hypermethylering af ABO
genpromoteren (15).

Studiet af blodtypeantigenerne i vev ved hjelp af
immunhistokemiske metoder blev hurtigt udvidet til
at omfatte er rekke andre vav (16), der blev siledes
udfert omfattende undersogelser pa blerecarcinomer,
endometriet, spytkirtler, ventriklen, colon, larynx,
prostata og hud (17-22). De fleste undersegelser inddrog
ikke kun blodtypeantigenerne AB og deres enzymer, men
undersogte ogsi for Lewis antigenerne, der er relaterede til

ABO systemet (23).

3.3.3: Inmunfluorescensfarvning
ved diagnostik af bullgse hud- og

slimhindesygdomme

Beutner viste i midten af 1960'erne, at patienter med
de bullese hudsygdomme pemfigus og pemfigoid har
autoantistoffer i blodet, der reagerer henholdsvis med
pladeepitelets  cellemembraner og basalmembranen.
Det blev vist ved hjelp af immunfluorescensteknik,
at patientens kliniske symptomer i hovedsagen kunne
korreleres til antistoftiteren i patientserum. Ved den bullgse
tilstand benign slimhindepemfigoid, som hovedsagelig
afficerer ojne og mundslimhinde, var man imidlertid ikke i
stand til at finde autoantistoffer pd samme méade, som man
havde fundet det ved pemfigoid. Det lykkedes imidlertid
ved anvendelse af det af Jorgen Rygaard og Werner Olsen
konstruerede fluorescensmikroskop suppleret med den
japanske Tiyoda merkefeltskondensor (der anvendte
toriske linser stobt i plastik) at pavise antistoffer ogsd hos
disse patienter (Figur 3.3.3.1) (24).

Figur 3.3.3.1. Bulls slimhindepemfigoid. Patient antistoffer bundet til
marsvin underlebe. Dobbeltlags farvemetode. Den rode baggrundsfarve
skyldes en "sprakke” i det anvendte Rygaard/Olsen interferensfilter..

Antistofferne fandtes imidlertid i lave titre, hvilket
formentlig er &rsagen til, at man med traditionelle
immunfluorescenssystemer ikke havde kunnet pavise
dem. Det har senere vist sig, at patienter med benign
slimhindepemfigoid i nogle tilfelde har antistoffer mod
laminin-5 (laminin 332), medens andre har antistoffer mod
andre basalmembranproteiner. Det tyder pa, at patienter
med laminin-5 antistoffer har et sygdomsforlob med
alvorligere ardannelser. I dag anvendes dette i diagnostikken,
idet der som antigen anvendes et hudpreparat, hvor
epitelet er skilt fra bindevaevet med f.eks. EDTA. Antigenet
laminin-5 vil befinde sig pa den epiteliale side, hvilket ses i
en fluorescensfarvning ved anvendelse af patientens serum.
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3.3.4: Anvendelsen af immunfluorescens-
farvning i nefropatologi

Indtil midten af 1900-tallet var kendskabet til de

morfologiske ~ forandringer ~ ved  nyresygdomme
overvejende baseret pa autopsimateriale og undersegelser

af operationspraparater.

Med introduktionen af perkutan nilebiopsi, der som et af
de forste steder i verden blev udfert forste gang i Danmark
i 1949 af overlage, senere professor Poul Iversen (1889-
1966) og davarende reservelege Claus Brun (1914-2014)
pa Koebenhavns Kommunehospitals(KH) 3.afdeling
(25), dbnedes mulighed for at opnd frisk materiale fra
patienter med kliniske tegn pa nyresygdom. Det gjorde
det muligt at korrelere patientens symptomer og kliniske
data med de lysmikroskopiske forandringer, specielt i
forbindelse med akutte stadier af glomerulonefritis.

Siden begyndelsen af 1900-tallet havde eksperimentelle
undersogelser og kliniske observationer sandsynliggjort,
at glomerulonefritis var fordrsaget af to forskellige
immunologiske mekanismer: Anti-glomeruler
basalmembran glomerulonefritis og immunkomplex

nefritis.

Ved hjelp afimmunfluorescensfarvning kunne der pavises
immunglobulin- og complementaflejringer i glomeruli
med henholdsvis linert og granulert farvningsmenster
ved de to typer af glomerulonefritis (26).

Claus Brun blev i 1956 overlege pa Centrallaboratoriet
(Klinisk-kemisk afdeling) pa KH og opbyggede her
et Nefropatologisk Laboratorium, der gennem drene
bidrog med stor viden i vurdering af lysmikroskopiske
forandringer ved glomerulonefritis. Claus Brun ma
betegnes som dansk nefropatologis nestor, og hans
afdeling var uddannelsessted for en rakke af landets
forende nefropatologer.

Den, der her i landet har udfert de mest omfattende
immunfluorescensundersogelser af nyrebiopsier ved
glomerulere sygdomme, er Svend Larsen (1932-).

Svend Larsen kom efter skolen i leere som mebelsnedker.
Fiki1952 svendebrev (med solvmedalje!). Fik mesterbrev
i 1956, hvorefter han arbejdede i - og i en periode ledede
- faderens store bygningssnedkeri. Han ville meget gerne
prove at mikroskopere og gik pd kursus pd Teknologisk
Institut i Kgbenhavn - og sd pa snit af beg og eg med
flere udmerkede treer.

Det var ikke sagen. - Han ville se pa rigtige celler og veev
fra mennesker. Tog studentereksamen fra Ahms kursus
i 1962 og blev cand. med. fra Kebenhavns Universitet
i 1969.

(Det skal indskydes, at Svend Larsen sammen med sin
kone Rudy var en ivrig konkurrencedanser i de glade
ungdomsir og sled 4-5 kjoleszt op pa dansegulvet.)

Men nu var han lege, og nu ville han mikroskopere.

Som turnuskandidat og senere reservelege pa KH’s
3. Afdeling fangedes hans interesse af nefrologien. Pa
Claus Bruns afdeling ridede man over stor histologisk
og elektronmikroskopisk ekspertise. Her i afdelingen
etablerede Svend i 1973 med bistand fra Jorgen Rygaard et
avanceret immunfluorescens-laboratorium, specialiseret i
nyrepatologi. Arbejdet forte i 1981 til disputatsarbejdet
Immune Deposits in Human Glomerulopathy (27), som
forsvaredes med glans ved Odense Universitet (Figur

3.3.4.1).

Han uddannede sig videre i patologi pa Gentofte og senere
Herlev hospitaler. Blev i 1983 overlege pa patologisk
institut, KAS Herlev, fra 1986 administrerende overlege
sammesteds. Og si 1987-2002 professor i patologisk
anatomi og histologi ved KU.

Gennem arene er det blevet til talrige videnskabelige
arbejder, forst og fremmest inden for nefro-patologien,
hvor han i denne bogs sammenheang iser skal hyldes for
sin forfinede immunpatologiske teknik.
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Immune Deposits
in  Human

Glomerulopathy

By Svend Larsen

Figur 3.3.4.1. Svend Larsens disputats fra 1981. Afhandlingen beskrev immunfluorescensundersegelser af nyrebiopsier fra 290 patienter med
glomerulonefritis. Der blev pavist to typer af farvningsreaktioner: Linewr og granuler. De to farvningsreaktioner fandtes ikke relateret til hverken
histologiske forandringer, kliniske symptomer eller klinisk forlgb. Til hejre ses granulre aflejringer i glomeruli. 2 viser aflejringer af IgA i mesangiet. 3
viser aflejring af complement C3 i mesangiet og basalmembran, mens 4 viser aflejring af IgG overvejende i basalmembran.(28)
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3.4: HISTOKEMI OG DIAGNOSTISK HISTOPATOLOGI

af Per Pretorius Clausen og Ole Nielsen

3.4.1: Diagnostisk histopatologi

Ved diagnostisk histopatologi forstds mikroskopisk
undersogelse af vaev med henblik pid at fastsla
sygdomskarakter ~ og  prognose som led i
behandlingsstrategi.

De forste beskrivelser af diagnostiske histopatologiske
undersogelser er af Bennet i Edinburgh i 1845 (1) og
Donaldson i Baltimore i 1853 (2). I begge tilfzlde var
der tale om celleudstrygninger og ikke snitpreparater,
som kom til en del &r senere. Starten pd den diagnostiske
histopatologi er siledes ogsa starten pa den diagnostiske
cytologi.

I Danmark var det, som tidligere beskrevet (Boks
2.1), Adolph Hannover, der i 1852, som den forste
herhjemme, anbefalede vavsbiopsi i forbindelse med
tumordiagnostik (3). Der skulle imidlertid gd knapt
et halvt arhundrede for metoden begyndte at fa storre
udbredelse. Histopatologiske undersogelser blev i
denne periode helt overvejende udfert i forbindelse
med autopsier og udviklingen af faget herhjemme var
i det hele taget i sidste halvdel af 1800-tallet meget
langsom (4).

Da Johannes Fibiger (1867-1928) i 1900 blev udnavnt
til professor i patologisk anatomi, indledtes en markant
udvikling af faget ikke blot inden for undervisning
og forskning, men ogsa vedrerende diagnostiske
vaevsundersogelser.

I 1905 blev Legeforeningens Cancerkomité dannet.
Den havde til formdl at arbejde for at kraft blev
diagnosticeret sa tidligt som muligt, for herigennem at
reducere dedeligheden. 1 1908 foretoges en optalling
af kreftpatienter i Danmark, som viste 1135 tilfelde,
hvoraf 35 % var mikroskoperet. I 1909 indferte man
vederlagsfri mikroskopering under ledelse af Fibiger,
hvorved ogsd uformuende patienter fik adgang hertil

(5).

De mikroskopiske underspgelser fortsatte  efter
Fibigers ded i 1928. 1 1938 var der foretaget i alt

48000 undersogelser, og pd dette tidspunkt blev
undersggelserne inddraget under de tre radiumstationer
i Kebenhavn, Odense og Arhus. P dette tidspunkt var
der etableret patologiske institutter i alle tre byer, og
fra dette tidspunkt er det udelukkende specialleger i
patologisk anatomi, der foretager undersegelserne, som
indtil da nogle steder ogsd blev foretaget af kliniske
assistenter pd kirurgiske afdelinger (4). I de naste tre
artier oprettes patologiske institutter overalt i landet.

Udviklingen i antallet af mikroskopiske undersogelser
fra slutningen af 1930’erne til i dag er illustreret i Figur
3.4.1.1. Den nzrmest eksponentielle vekst skyldes dels
demografiske forhold (befolkningstilveekst og @ndret
alderssammensatning), men iszr den ogede brug af
perkutan nélebiopsi og biopsitagning i forbindelse med
endoskopiske undersogelser.

0,5

1940 1950 1960 1970 1980 1990

Figur 3.4.1.1. Antallet af rekvisitioner (x 10°) af mikroskopiske histologiske
undersggelser modtaget pd Patologisk Institut, Odense Universitetshospital
fra instituttets start i 1937 til 1995. (6)
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3.4.2: Farvemetoder i diagnostisk histopatologi
Bide hematoxylin og eosin farvningerne var allerede
introduceret som histologiske farvemetoder hver for sig, da
Wissowsky i 1876 beskrev anvendelsen af de to farvestoffer
som dobbeltfarvning (7). Anvendelsen af den kombinerede
haematoxylin-eosin (HE) farvning har siden uomtvisteligt
veret den hyppigst anvendte farvemetode i diagnostisk
histopatologi. En overvejende del af de mikroskopiske
vurderinger og diagnoser baseres ogsa i dag alene pa
morfologisk vurdering af HE farvede snit.

Som beskrevetikapitel 2 foreld der i forste halvdel af 1900-tallet
en bred palet af farvemetoder (specialfarver) der belyste
vaevsstrukturernes sammensztning pa en mere specifik méide
end HE farvningen muliggjorde, og som stadig er i brug.
Groft taget kan disse specialfarver kategoriseres i folgende
grupper: Farvninger for nucleinsyrer, bindevavskomponenter,
kulhydrater, herunder mukosubstanser, lipidfarvninger,
farvning for amyloid og farvninger for endogene aminer,
pigmenter, mineraler og mikroorganismer, samt farvning af
hamatologiske preparater.

Almindeligvis foretages den primaere mikroskopiske
undersogelse pi et HE farvet snit, og herefter udvelges
om nedvendigt specialfarvninger, athengigt af den
pato-anatomiske problemstilling. Det er overvejende
ved fremhevning af vavsstrukeur og identifikation af
stofelementer, at disse farvemetoder har deres styrke.
Inden for diagnosticering af neoplasier yder de klassiske”
specialfarvninger begrenset information.

Med enzymfarvningernes fremkomst fra 1940 og frem
knyttedes store forhdbninger til at disse farvemetoder ville
bidrage til at belyse neoplastiske forandringers histogenese
og biologi. Der blev udfert omfattende forskningsarbejder
i de neste artier (8), hvis resultater desvarre ikke levede op
til forhdbningerne. Kun i forbindelse med klassifikation af
leukamier, har enzymfarvninger indgiet som standardmetode

).

Derimod er enzymfarvninger fortsat en vigtig metode
i forbindelse med wvurdering af muskelbiopsier og
diagnosticering og klassifikation af myopatier (se figur 2.11).

Immunhistokemiske ~ farvemetoder i form  af
immunfluorescensfarvninger blev i diagnostisk sammenhang
i begyndelsen helt overvejende anvendt i forbindelse med
diagnosticering af nyre-og hudbiopsier, specielt i forbindelse
med immunologisk betingede tilstande. En metode der, som
anfert i 3.3, stadig anvendes.

Med  introduktionen af  enzymimmunhistokemiske
metoder anvendt pa formalinfikseret og paraffinindstebt
vaev skete en nzrmest revolutioner udvikling i anvendelsen
af immunhistokemi ved diagnosticering af neoplastiske
forandringer. Immunhistokemisk karakterisering af tumorer
indgir nu som et helt uundverligt verktej, specielt ved
klassifikation af lavtdiffentierede tumorer (Figur 3.4.2.1),
bestemmelse af metastasers udgangspunkt (Figur 3.4.2.2)
og klassifikation af lymfomer (Figur 3.4.2.3) (10).

Figur 3.4.2.1. Farvning af lavtdifferentierede tumorer. Ved hjelp af et afgrenset panel af andistoffer: Cytokeratin (CK), Vimentin (VIM), S-100 og
CD45 er det muligt med stor sikkerhed at klassificere lavtdifferentierede tumorer, som kan vare vanskelige at klassificere pd basis af det morfologiske
billede, som det fremtreder i et hematoxylin-cosinfarvet snit (HE). Det primzare antistofpanel er suppleret med antistoffer, der gor klassificeringen
yderligere sikker. A: Prostatacarcinom (CK+, VIM-, S-100-, CD45-). Positiv for prostataspecifikt antigen (PSA). B: Rhabdomyosarkom (CK-, VIM+,
§-100-, CD45-) positiv for MyoD. C: Malignt melanom (CK-, VIM+, S-100+, CD45-). Positiv for Melan-A. D: T-lymfom (CK-, VIM-, S-100-,

CD45+). Positiv for CD3. (Ole Nielsen)
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Figur 3.4.2.2. Metastase fra folliculert thyroideacarcinom farvet for
thyroideaglobulin. (Ole Nielsen).

Figur 3.4.2.3. Historien om et malignt lymfom.

Disse billeder siger mere end mange ord,
hvilken betydning nyere immunhistokemiske
undersogelser  har  for en  sikker

lymfomklassifikation.
il i B ; 6119/40 51_1_91"4_0"'_ I 1937 abnede Patologisk Instituc pa
mstituicts Labenr. 6219 Disguosear. HE Reticulin Odense Amts og Bys Sygehus, og 3 é&r
a7 3 dbios : efter modtog instituttets forste prosektor
SRR foineahistr Tdnt i NapRien og 8\ earl Johannes Vesterdal Jorgensen (1901-1976)
e stetieret 1 iy ':;_',E Lo e “ i en lymfeknude, hvorfra snit blev beskrevet
¢ ‘::Y;‘_ﬁf‘::ﬂ;:‘: \ som anfort (A).
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SRS ef0ii)e Aataceyier o s i : veevsklodser, og ny HE-farvning (B) samt
supplerende immunhistokemiske farvninger
(C), muligger nu en precis klassifikation af
lymfomet, som beskrevet af Birgitte Preiss.

(Ole Nielsen, Birgitte Preiss)
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Revision 4. februar 2016.

Der ses en lymfeknude med ophavet arkitektur og store omrider
med nekrose. Pi en baggrund af eosinofile granulocytter samt
spredtliggende sma lymfocytter ses en del store celler. Nogle af
disse ligner Reed-Sternberg celler, mens andre ligner
Hodgkinceller, og atter andre er pleomorfe med flere kemer.
Immunhistokemisk er de store celler positive for CD30, CDI13,
IMP3, p33 delvis, og de har nedsat ekspression PAXS. De er
negative for CD20, CD79%a, BOB1, OCT2 og EBV. De
sprediliggende sma lymfocytter i baggrunden er overvejende T-
lymfocytter positive for CD3.

Konklusion: I lymfeknude fra aksil ses forandringer forenelige
med et klassisk Hodgkins lymfom. Vekstmensteret har et
sarkomatest preeg, og der ses mange Hodgkinceller. Subtypen
vurderes derfor at vaere lymfocyte depletion.

Eliirginc Preiss
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Anvendelsen af de forskellige typer af farvemetoder har
@ndret sig med tiden, og specielt immunhistokemiske
metoder indtager nu en relative mere dominerende plads,
saledes som det fremgar af Figur 3.4.2.4.

Da man i 1990’erne afdekkede, at der i maligne tumorer
ofte forekommer aktivering af onkogener, inaktivering af
suppressorgenerogandringi DNA reparationsmekanismer,
opstod behovet for at kunne visualisere disse forandringer.
Visualiseringen foregir enten ved immunhistokemisk at

pavise den endrede proteinekspression eller ved hjzlp
af in situ-hybridisering direkte at pavise den genetiske
@ndring. Disse undersogelser indgir nu rutinemessigt i
karakterisering og klassifikation af maligne tumorer og
dermed som grundlag for specifik behandlingsstrategi.
Anvendelsen  af immunhistokemiske metoder i
kombination med iz situ-hybridisering i forbindelse med
farmakodiagnostiske tests er beskrevet i 3.5.

1984 2005

100.000

50.000

HE SPEC IHC ENZ HE SPEC IHC

ENZ

Figur 3.4.2.4. Antallet af farvninger fordelt pa de forskellige histokemiske

farvemetoder udfort pa Patologisk Institut, Odense Universitetshospital i hhv
1984 og 2005. HE: Hamatoxylin-eosin, SPEC: Specialfarvninger (se tekst), IHK:

Immunhistokemiske farvninger, ENZ: Enzymfarvning. (6)
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3.5: FARMAKODIAGNOSTISKE TEST OG NYERE MOLEKYLAR-

DIAGNOSTISKE TEKNIKKER
af Jan Trost Jorgensen

Inden for de sidste 10-15 ar har en ny type pradiktive
histokemiske test set dagens lys, de sikaldte
farmakodiagnostiske test, der har vundet indpas ved
behandling af visse onkologiske sygdomme. En sidan
test anvendes til at identificere de patienter der vil
vere mest tilbgjelige til at drage fordel af en givet
legemiddelbehandling. Udviklingen af disse test bygger
pa et indgdende kendskab il det specifikke legemiddels
virkningsmekanisme og de molekylare forudsztninger,
som ma vere til stede i tumoren for at opni effekt. I
den engelsksprogede litteratur omtales disse test som
”companion diagnostics”. De farmakodiagnostiske test
udvikles oftest i et tet parallelt forleb med det givne
legemiddel, og er derfor specifikt knyttet til brugen af
dette (1). I Figur 3.5.1 er vist en model for hvordan
et sadant prospektivt udviklingsforlob mellem et
lzegemiddel og en farmakodiagnostisk test kan se ud (2).

Sammenkedningen af molekylertestning og lege-
middeludvikling serviferste gangi1970’erneiforbindelse
med udviklingen af antigstrogent tamoxifen (Nolvadex)
til behandling af kvinder med brystcancer. Her var der
dog ikke tale om et parallelt udviklingsforlgb, men mere
en cksplorativ undersegelse af @strogenreceptor status
hos nogle af de patienter, der indgik i de kliniske forsog
(3). Hormonreceptorstatus (gstrogen/progesteron) blev

pa det tidspunkt bestemt ved hjelp af en biokemisk test,
og ikke som i dag med immunhistokemi.

Med udviklingen af de immunhistokemiske assay blev
bestemmelsen af hormonreceptorstatus standard ved
udredningen af patienter med brystcancer (Figur 3.5.2).
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Figur 3.5.2. Farvning af mamma karcinom for estrogenreceptor, der viser
positiv reaktion i 100% af kernerne. Immunperoxidase farvning med klon

EP1 (Dako).

En positiv hormonreceptorstatus, specielt ostrogen,
er ligeledes en forudsetning for effekt af endokrin
behandling med antigstrogen eller aromatasehe@mmere

4, 5).
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Figur 3.5.1. Parallelt udviklingsforleb mellem et leegemiddel og en farmakodiagnostisk test (2). Figuren er trykt med tilladelse fra Elsevier B.V.

(Copyright Elsevier, 2015).
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Det forste eksempel pa et parallelt udviklingsforlgb af
legemiddel og diagnostisk test ser vi i 1990’erne da
den amerikansk biotekvirksomhed Genentech udvikler
trastuzumab (Herceptin) til behandling af kvinder med
fremskreden HER2-positiv brystcancer. Her udvikles
sammen med legemidlet et immunhistokemisk assay
til detektion af HER2 ekspression (HercepTest, Dako)
(5) (Figur 3.5.3).
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Figur 3.5.3. Farvning for HER2 i mammakarcinom. @verst immun-
peroxidase farvning, der viser kraftig membranrelateret positiv reaktion,
(HercepTest, Dako). Nederst 77 situ-hybridisering, der viser amplifikation af
HER?2 genet (rede prikker) i kernerne (HER2 CISH pharmDx kit, Dako).

Siden begyndelsen af dette é&rhundrede har en
rekke targeterede onkologiske legemidler varet
igennem et tilsvarende parallelt udviklingsforleb, og
i Tabel 1 er en del af disse listet sammen med deres
respektive farmakodiagnostiske test (6). Felles for de
i Tabel 1 nevnte test er at de alle bygger pa forskellige
histokemiske metoder.
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Test Metode | Lagemidler
ALK Break Apart FISH S ’
Probe Kit FISH Crizotinib (Xalkori)
ALK (D5F3) CDx Assay IHC Crizotinib (Xalkori)
c-Kit pharmDx Kit IHC Imatinib (Glivec)
. Cetuximab (Erbitux)
BELT plberoiDic [ RS Panitumumab (Vectibix)
Tamoxifen (Nolvadex)
. Letrozol (Femar)
ER LRt e HHC Anastrozol (Arimidex)
Exemestan (Aromasin)
Trastuzumab (Herceptin)
Rl IHC Pertuzumab (Perjeta)

Ado-trastuzumab emtansin

(Kadcyla)

Trastuzumab (Herceptin)
Pertuzumab (Perjeta)
Ado-trastuzumab emtansin

(Kadcyla)

HER2 FISH pharmDx Kit FISH

HER2 CISH pharmDx Kit CISH Trastuzumab (Herceptin)

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx IHC Pembrolizumab (Keytruda)

FISH = Fluorescens In-situ hybridisering
CISH = Chromogen In-situ hybridisering

IHC = Immunhistokemi

Tabel 1. Farmakodiagnostiske test.

Inden for det seneste dr har vi set immunterapi vinde
indpas ved behandling af onkologiske sygdomme. For
PD-1 hemmeren pembrolizumab (Keytruda) spiller
ekspressionen af PD-L1 en rolle for effekten ved behandling
af ikke-smacellet lungecancer.

I oktober 2015 blev pembrolizumab godkendt i USA til
behandling af ikke-smacellet lungecancer sammen med det
immunbhistokemiske assay PD-L1 IHC 22C3 pharmDx
(Dako) (7) (Figur 3.5.4).

Ud over protein-ekspression, antallet af genkopier og
gentranslokation kan genmutationer ogsd spille en
rolle for effekten af en rekke targeterede onkologiske
legemidler. For eksempel har et legemiddel som
vemurafenib (Zelboraf), til behandling af metastatisk
melanom, kun effekt hos de patienter hvis tumorer
er BRAFV600-mutationspositive. Til detektion af om
patienterne er mutationspositive anvendes COBAS
4800 BRAF V600 Mutation (Roche) testen, som er et

Figur 3.5.4. Ikke-smicellet lungekarcinom (NSCLC) farvet for PD-L1
med immunperoxidasefarvning, (PD-L1 IHC 22C3, pharmDx, Dako)

polymerase-kadereaktionsassay ~ (Polymerase ~ Chain

Reaction (PCR) Assay) (8).

For langt de fleste onkologiske sygdomme optreder
der samtidigt en rakke forskellige genforandringer,
og her vil det ofte vere onskeligt at kunne detektere
disse ved én analyse. En sidan mulighed tilbyder
DNA-sekventering, og her vil specielt hejkapacitets
teknologien “next generation sequencing” (NGS) vere
attraktiv. Endnu findes der ingen myndighedsgodkendte
byggende pd NGS
teknologien, men det er formodentligt kun et sporgsmal
om tid, for det sker. Et andet sted hvor bade PCR og
NGS teknologien utvivlsomt vil spille en rolle, er i

farmakodiagnostiske  test

forbindelse med analyse af frit cirkulerende tumor DNA
(ctDNA). Forskning har vist, at ctDNA detekteret i
plasma kan vise, om der er udviklet resistens over for
en igangverende behandling (9). Ligeledes vil maling af
ctDNA kunne anvendes til monitorering af recidiv, som
det for nyligt er vist ved mammacancer (10).

I disse ar ser vi at onkologiske sygdomme mere og mere
klassificeres i overensstemmelse med deres molekylere
karakteristika, og her vil biade de traditionelle
histokemiske metoder sammen med de nyere
molekylerdiagnostiske teknikker spille en afgerende
rolle. Denne nye molekylere sygdomsklassifikation vil
ligeledes spille en afgerende rolle ved udviklingen af

nye og mere effektive onkologiske legemidler.
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KAPITEL 4: KVALITETSSIKRING,
CERTIFICERING OG STANDARDISERING

4.1: DANSK DELTAGELSE I INTERNATIONALT

KVALITETSSIKRINGSARBEJDE
af Hans Olaf Lyon

4.1.1: Starten pa internationalt
kvalitetssikringsarbejde

Med den overvaldende tilgang af nye farvestoffer i
slutningen af 1800-tallet og begyndelsen af 1900-tallet
(se 2.1), blev det snart evident, at der var behov for en
eller anden form for sikring af kvaliteten af farvestofferne,
for at man kunne have tillid til, at man kunne opna
reproducerbare resultater ved anvendelsen af dem.

Det forste tiltag til kvalitetssikring af farvestoffer blev
foretaget af Carl Weigert (1845-1904), der tilskyndede
sin elev Georg Griibler til at péibegynde arbejdet
med at afpreve farvestofferne systematisk, for at sikre
nogenlunde ensartede resultater. ”Griibler merkningen”
blev et kvalitetsstempel og tysk producerede farvestoffer
fik herigennem nermest verdens monopol.

Med udbruddetaf 1. verdenskrig blokeredes tilgangen af
tysk producerede farvestoffer. Dette nedvendiggjorde,
at man i U.S.A. startede en produktion af farvestoffer,
som i begyndelsen mildt sagt ikke var nogen succes.
Kvaliteten af de producerede farvestoffer var s ringe,
at hovedparten var uanvendelig til bakteriologisk og
histologisk brug og kunne slet ikke leve op til "den
tyske kvalitet”.

Da lageret af tysk producerede farvestoffer fra for 1.
verdenskrig var ved at vere udtemt, nedsattes i U.S.A.
en kommission bestdende af eksperter inden for
bakteriologi, zoologi, botanik og laboratoriearbejde, der i
1921 afholdt to konferencer om farvestofstandardisering.
Denne ”Commission on the Standardization of
Biological Stains” begyndte herefter en systematisk
afprovning af farvestofprodukter i veldefinerede
tests. Laboratoriearbejdet finansieredes efterhanden

med indtegter fra salg af certificeringsmarkater, som
farvestoffabrikanterne kunne péasette farvebotterne som
kvalitetsgaranti.

I forbindelse med 2. verdenskrig egedes kommissionens
arbejde og dermed indtjening vasentligt. Kommissionen
omdannedes i 1944 til aktieselskab og @ndrede navn til
Biological Stain Commission (BSC), et navn den stadig
barer. Foruden lobende afprevninger og certificering af
farvestoffer publicerer BSC ogséa bog og tidsskrift. I 1925
udgav H. J. Conn, som pa daverende tidspunkt var
formand for BSC, 1. udgaven af bogen Biological Stains.
Bogen er et standardreferencevark om farvestoffer til brug
i bakteriologiske og histologiske laboratorier. Den seneste
udgave (10" edition) udkom i 2002 (1). Endvidere startede
Conn i 1925 udgivelsen af tidskriftet Stain Technology,
der lebende publicerer resultaterne af BSC’s arbejde og
resultater fra andre laboratoriers arbejde. I 1991 @ndrede
tidsskriftet navn til Biotechnic & Histochemistry og bliver
siden 2012 udelukkende udgivet som online tidsskrift.

4.1.2 Hvordan et DSCH bestyrelsesmedlem
blev involveret i internationalt
kvalitetssikringsarbejde

Ved VI* International Histochemistry and Cytochemistry
Congress, der blev afholdt i Brighton, England i dagene
17-22. August 1980, fremlagde Hans Lyon resultaterne
af analyser af flere farvestoffer fra forskellige producenter
udfert i henhold til forskrifter fra Biological Stain
Commision (BSC). Iser resultaterne for pyronin Y
viste store variationer med hensyn til koncentration af
farvestof i proverne (2) (Figur 4.1.2.1).
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Figur 4.1.2.1. Methyl gren-pyronin farvninger med anvendelse af to forskellige fabrikater af
pyronin i 1978. A: Farvning med pyronin fra GURR, der viser udtalt uspecifik farvning i bl.a.
bindevav. B: Farvning med pyronin fra BDH, med tilfredstillende farvning af RNA. (Per P.Clausen)

Prasentationen blev godt modtaget, iser af ordstyreren,
som var professor i anatomi Dietrich Wittekind fra
Freiburg i Tyskland. Wittekind havde i adskillige ar
beskeftiget sig med farvestoffer og farvningsmekanismer
oger bl.a. kendt for at have demonstreret, at den sakaldte
Romanowsky-Giemsa effekr alene skyldes en reaktion
mellem vavs-og celleelementer og farvestofferne azur B

og eosin (3).

Efter foredraget havde Hans Lyon og Dietrich Wittekind
en god samtale om betydningen af rene farvestoffer til
biologisk brug. Dette resulterede i, at Hans Lyon fik
invitation til Freiburg for at deltage i en gruppe, der
bestod af folk med lignende interesse i farvestofrenhed.
Gruppen bestod blandt andre af Erik Schulte fra
Tyskland, Andreas De Leenheer fra Holland og Richard
Horobin og Michael Barer fra England.

4.1.3: Europ=isk standardiseringsarbejde

11987 blev gruppen anerkendt som arbejdsgruppe under
European Commitee for Clinical Laboratory Standards
(ECCLS). Arbejdsgruppen publicerede en del artikler om
standardisering af specifikke farvestoffer i Histochemical

Journal (4).

I begyndelsen af 1990erne tog Wittekind og Schulte
initiativ til via det tyske standardiseringsorgan DIN og
Lyon via Dansk Standard (DS) at overfere gruppens
arbejde til European Committee for Standardization
(CEN), der varetager standardisering indenfor EU og
EFTA. Efter en del til dels vanskelige forhandlinger
lykkedes det i 1999, bl.a. ved stor hjzlp ved Lars Vejlens
fra Sverige, at fa arbejdsgruppens standard godkendt som
EN 19001 under CENs tekniske komite: 7C 140, In

vitro diagnostic devices.

4.1.4: Internationalt standardiseringsarbejde
Indenfor International Organization for Standardization
(ISO), der med 162 medlemslande formidler
koordinationen af ensretning af industrielle standarder,
oprettedes kort tid efter en teknisk komite: ISO/TC
212:Clinical tests. Idet Hans Lyon af DS fik bemyndigelse
til at repraesentere Danmark i /SO/TC 212 blev CEN
dokumentet konverteret og godkendt som EN-ISO
19001 i 2002. Dokumentet er beregnet for fabrikanter
af reagenser og omhandler reagenser og udvalgte
procedurer, med information om renhed og anvendelse

i in vitro diagnostiske tests. Det blev senere revideret og
godkendt som EN-ISO 19001:2014.
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Dette dokument suppleredes i 2015 med et dokument
beregnet for brugere, godkendt som /SO-17459,
Medical Laboratories - Reagents used for staining in
biology - Guidance for users.

I november 2015 er der pd et mede af ISO/TC 212
foreslaet et nyt projekt: Molecular in vitro diagnostic
examinations - Specifications for pre-examination processes
for FFPE (Formalin Fixed Paraffin Embedded) tissue-Part
4: Diagnostic Staining. De tidligere dele af projektet
omfatter en 1. del for DNA, 2. del for RNA og en 3.
del for proteiner.

I 1998 blev Wittekind indvalgt som bestyrelsesmedlem
af BSC. Han foreslog at Schulte og Lyon skulle
forelegge noget af det ovenfor beskrevne arbejde pa
det arlige mede i BSC. I 2002 blev Lyon valgt som
bestyrelsesmedlem, hvor han bl.a. har bidraget til
publikationer for BSC (1,5-16).
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4.2: DEN VESTDANSKE ERFA-GRUPPE OG EKSTERN

KVALITETSSIKRING
af Ole Nielsen

4.2.1: Starten péa undersegelser af
metodeparametre

Efter Taylor og Burns som de forste i 1974 (1)
beskrev anvendelsen af immunperoxidase teknikken
til pavisning af antigener i formalin fikserede,
paraffinindstebte vavssnit og Huang et. al i 1976
(2) supplerede med opdagelsen af proteolytiske
enzymers demaskerende effekt, var vejen banet for
de immunhistokemiske (IHC) metoders anvendelse
i den patoanatomiske rutinediagnostik. De forste ar
var udbuddet af diagnostisk relevante antistoffer dog
begrenset, men i starten af 1980’erne tog anvendelse af
immunperoxidase farvninger fart - ogsa pé paraffinsnit.

Da Hvidovre Hospital dbnede i 1976 etablerede
daverende reservelege Per Pretorius Clausen (PPC)
i samarbejde med laboranterne Niels Johansen og
Annelise Petersen en mindre IHC laboratorieenhed
der. Man blev i det daglige arbejde hurtigt opmarksom
pa fiksationens indflydelse pa farvningreaktionerne. I
slut 1970’erne fortog PPC i samarbejde med Marianne
Jacobsen og Grete Krag Jacobsen pa patologisk institut,
Herlev Hospital en rakke systematiske undersegelser af
fikseringens betydning for pavisningen af et stort antal
antigener (3, 4).

I forbindelse med sin anszttelse som overlege ved
patologisk institut, Odense Universitetshospital
(OUH), etablerede PPC i tet samarbejde med
instruktionslaborant, senere projektkoordinator Ole
Nielsen (ON) i midt 1980’erne et IHC-laboratorium.
Laboratoriet startede en omfattende systematisk
gennemgang og underspgelse af en lang rakke
vigtige metodeparametres betydning for det endelige
farvningsresultat. Parametre, der blev undersogt,
var bl.a. betydning af valg af fiksativ, fikseringstid,
proteolytisk forbehandling, inkubationstider for det
primare antistof, sammens®tning af vaskebuffer og
skylletider efter antistofinkubation, samt forskellige

metoder  for  visualisering  (detektionssystemer).

Resultaterne af disse mange undersogelser blev ikke
publiceret, men dannede i starten 1990’erne basis
for en raekke IHC-workshops i DSCH-regi. Den
forste workshop blev atholdt januar 1991 pé Den kgl.
Veteriner- og Landbohejskole pa Frederiksberg under
titlen: Workshop i anvendt immunbistokemi. Metoder og
diagnostik . Den diagnostiske del af workshoppen blev
varetaget af Mogens Vyberg, mens PPC og ON netop
med afset i de foregiende drs metodeundersogelser —
primart gennem mikroskopigvelser - "demonstrerede de
immunhistokemiske farvningsreaktioners afthengighed
af vevspraeparation, fiksering, reagenser og teknikker”.
Workshoppen blev lidt af et tillobsstykke og blev derfor
gentaget en del gange over de folgende ér, ligesom
tilsvarende kurser blev atholdt i perioden 1991-2012 i
Danske Bioanalytikeres (dbio) regi.

4.2.2: THC-ERFA

I 1990 — samme dr som DSCH workshoppen blev
planlagt — tog patologiafdelingen pA OUH med Dako
som sponsor initiativ til etablering af et "THC-ERFA”-
samarbejde for de vestdanske patologiafdelinger.
Formélet var at skabe et forum, hvor laboratorierne
kunne dele “ERFAringer” relateret ¢l IHC og
immunhistokemiske metodeparametre. En tilsvarende
ERFA-gruppe blev etableret i det sjellandske. De forste
ar i den vestdanske ERFA-gruppe medtes patologer
og bioanalytikere 1-2 gange om dret til ERFA-mgde,
hvor IHC-relaterede emner blev praesenteret og droftet.
Efter den sjellandske ERFA-gruppe nedlagde sig selv
for ca. 10 ar siden, er det vestdanske ERFA samarbejde
nu udvidet til at omfatte alle danske patologiafdelinger
samt beslegtede laboratorier med interesse for IHC.

Moderne holdes nu én gang om aret — altid forste
tirsdag i oktober og altid pa Vejle Sygehus, hvor
bioanalytikerunderviser Judith Jensen og hendes
kolleger skaber de hyggelige rammer for afvikling af
mederne. Programmet for mederne planlegges dels pa
ERFA-mgderne og dels af en ERFA-styregruppe, der
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gennem drene har talt mange engagerede medlemmer
(ingen navnt-ingen glemt!). I mere end 15 é&r har
professor Stephen Hamilton pi mederne fungeret
som en inspirerende moderator. ERFA-mgderne har
efter “fusionen” med den sjellandske gruppe stadig
som overordnet médl — gennem erfaringsudveksling - at
bidrage til hej og ensartet kvalitet af den diagnostiske
immunhistokemi pa de danske patologiafdelinger.

Den vestdanske ERFA-gruppe kunne i 2015 fejre 25
ars jubileum. I disse 25 4r har immunhistokemien
budt pi vasentlige landvindinger med stor betydning
for den patoanatomiske diagnostik. Siledes rykkede
Shi et al’s opfindelse af varmeinduceret epitop retrieval
("HIER”) i 1991 (5) betydeligt pa grenserne for, hvad
der immunhistokemisk kan lade sig gore pd paraffinsnit.
I 1995 dannede Katherine Knight og hendes kollegers
arbejde (6) basis for produktion af monoklonale kanin
antistoffer. Dako lancerede i 1998, som de forste,
et polymerbaseret detektionssystem. EnVision, som
systemet kom til at hedde, eliminerede med ét problemet
med "uspecifik baggrundsfarvning” relateret til endogent
biotin, som var (og stadig er) et “indbygget” problem for
de avidin-biotin baserede detektionssystemer (ABC- og
LSAB-systemer). Halvfemserne blev ligeledes det érti,
hvor de forste halv-automatiske immunostainers ramte
de danske patologiafdelinger med forbedring af IHC-
farvningernes reproducerbarhed og af laboratoriernes
farvningskapacitet som folge. Alle disse landvindinger
har naturligvis gennem arerne sat sit preeg pd indholdet af
ERFA-mederne, hvor mange patologer og bioanalytikere
har bidraget med deres viden (Figur 4.2.2.1).

Udover at skabe et forum for udveksling af IHC erfaringer
har der alle dr ogsa vearet et solidt fokus pd ekstern
kvalitetssikring. I arene 1990 til 2001 blev forskellige
modeller for ekstern kvalitetssikring afprevet. Det mest
ambitigse projekt blev sgsat i 1992 med alle de — pa
daverende tidspunkt - 13 vestdanske patologiafdelinger,
som deltagere. Dette eksterne kvalitetsstudie involverede,
saledes 57 patologer pa 13 forskellige afdelinger, der fik
tilsendt 12 ufarvede paraffinsnit fra en multiblok (Figur
4.2.2.2 ) indeholdende vav fra 13 forskellige tumorer,
der skulle diagnosticeres via laboratoriernes selvvalgte
antistofpaneler. Valg af antistoffer, metoder mv. blev
sammen med diagnoser indsamlet og bearbejdet.

1997: EnVision+ som visualiseringssystem til IHC.
Mogens Vyberg, Aalborg

2009: FISH med signalforsterkning,
Michael Bzorek, Neestved

2001: Tissue Micro Arrays (TMA).
Stephen Hamilton, Aarhus

2008: Positive kontrolmultiblokke.
Soren Nielsen, Aalborg og Ole Nielsen, Odense

1992: Immuncytokemi pa finnalspunktater.
Preben Johansen, Aalborg

1994: Antigendemaskering vha MBO-kogning.
Per P Clausen og Ole Nielsen, Odense

2004: Haste-THC pa4 sentinelle lymfeknuder.
Lone Nielsen, Vejle

2006: Immunofluorescens dobbeltfarvninger.
Michael Bzorek, Neestved

2015: Kan kvaliteten af IHC-farvninger kvantiteres
Martin Kristensson, VisioPharm

2007: BenchMark immunostainer - Erfaringer.
Vibeke Jensen og Tom Nordfeld, Aarhus

Figur 4.2.2.1. Udvalgte cksempler pé presentationer atholdt ved meder i
den (vest)danske ERFA-gruppe.

Figur 4.2.2.2. HE-snit af multiblok med 13 forskellige tumorer.
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Studiet gjorde det siledes ikke alene muligt at vurdere en
rekke tekniske parametres betydning for det diagnostiske
resultat men ogsd dele af den fortolkningsmeassige
side af IHC-analyserne. Ikke uinteressant viste dette
kvalitetsstudie "at vigtigst af alt for korrekt diagnose var
valget af passende antistofpaneller og fortolkningen af
IHC-farvningerne” (7).

4.2.3: Fra IHC-ERFA til NordiQC

Frem til 2001 blev en rekke mere klassiske eksterne
kvalitetsundersogelser af laboratoriernes IHC-farvninger
foretaget i ERFA-gruppen. Disse undersogelser bestod
primert i, at de deltagende laboratorier fik tilsendt et
antal ufarvede snit af paraffin multiblokke. Opgaven for
laboratorierne var sé, at farve for en rekke — i gruppen
aftalte - diagnostisk relevante antigener. Farvningerne blev
sammen med data vedr. farvningsproceduren returneret
til en arbejdsgruppe, der sd vurderede og sammenlignede
kvaliteten af de returnerede snit. Resultaterne blev
presenteret pd det nastfelgende ERFA-mede, hvor
laboratorier siledes kunne se eksempler pa de antistoffer/
metoder, der gav de bedste resultater og dem der var
knapt s gode (Figur 4.2.3.1). Disse sikaldte "antistof-
assessments” (se afsnit 4.3) havde patologiafdelingerne i
Aarhus, Odense eller Aalborg som tovholdere. I Aalborg
blev opgaven primert varetaget af Mogens Vyberg og
Seren Nielsen.

Figur 4.2.3.1. Eksempler pa S-100 farvninger fra ERFA-gruppens forste
antistof-assessment i 1990. Lab "A” prasterer den forventede kraftige
S-100 reaktion i de perifere nerver (schwannske celler) i colon. Lab "B”
underpreasterer uacceptabelt pi den samme opgave.

Efter at have “ovet sig” nogle ar i det vestdanske
ERFA-samarbejde, har Vyberg & Nielsen som bekendt
vaeret med til at starte den uathengige, videnskabelige
og meget velansete organisation NordiQC, der pa
internationalt plan leverer ekstern kvalitetssikring
indenfor immunhistokemi (se 4.3). ERFA-gruppen
har siden opstarten af NordiQC veret heldig, at kunne
bevare en tet kontakt til organisationen.
ERFA-mgderne har siledes siden 2004 haft et fast
"NordiQC-programpunkt” pid dagsordenen, hvor
Vyberg & Nielsen har presenteret resultaterne af de
foregiende 12 maneders NordiQC assessments.

Med udgangen af 2015 stod ERFA-gruppen sterkere
end lenge. Arets mede trak ca. 110 engagerede
deltagere til Vejle fra hele landet. Meget tyder derfor pa,
at IHC-ERFA mederne fortsat vil vere et vigtigt forum
for udveksling af erfaringer vedrerende diagnostisk
immunhistokemi.
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4.3: NORDIQC OG EKSTERN KVALITETSSIKRING AF

IMMUNHISTOKEMI
af Soren Nielsen og Mogens Vyberg

4.3.1: Optakten til NordiQC

Gennem 1980’erne havde Dako, Glostrup, indledt et
samarbejde med flere immunlaboratorier om afprevning
af antistoffer og reagenser, hvilket bl.a. udmentede sig
pa Patologisk Institut i Aalborg, hvor Mogens Vyberg i
1988 blev ansat som overlege og fik det legefaglige ansvar
for immunhistokemi (IHC). Samtidigt tog interessen for
ekstern  kvalitetssikring/kvalitetsbedemmelse  (external
quality assessment, EQA) af IHC sin spade begyndelse
med etablering af den vestdanske ERFA-gruppe for IHC
(se afsnit 4.2). Delvis inspireret heraf blev der pd initiativ
af Dako Norden i 1999 arrangeret et mede i forbindelse
med European Congress of Pathology i Barcelona,
hvor repraesentanter fra 9 nordiske patologiafdelinger,
herunder Aalborg, dreftede mulighederne for etablering
af et nordisk kvalitetssikringsprojeke i stil med United
Kingdom National External Quality Assessement for
Immunocytochemistry (UK NEQAS ICC). I en rekke
forsegsrunder med deltagelse af op til 55 nordiske
laboratorier blev der pavist uacceptabelt store variationer
i farvnings-resultaterne for selv velkarakteriserede
immunmarkerer. Erfaringerne fra disse runder bade
viste et behov og gav et erfaringsgrundlag for en fast
organisation, Nordic Immunohistochemical — Quality
Control (NordiQC), som startede sit virke 01.01.2003

080
NordiQC

Figur 4.3.1.1. NordiQCs logo med en "isbjornefod”, der illustrerer

antigen-antistofreaktionen som prikken over 'et.

4.3.2: Etableringen af NordiQC

NordiQC blev fra starten af ledet af en styregruppe (core
group) bestiende en patolog-reprasentant fra hvert af
de nordiske lande Danmark (Mogens Vyberg), Finland
(Heikki Helin, fra 2011 Ari Ristimiki), Norge (Emina
Torlakovic, fra 2003 Bjern Risberg, og fra 2009 Jan
Klos) og Sverige (Tomas Seidal, fra 2012 Viktoria
Gaspar). Organisationen blev forankret pa Patologisk
Institut, Aalborg, med afdelingsbioanalytiker Seren
Nielsen, Aalborg, som teknisk leder.

De primere fokusomrider for NordiQC har siden
opstarten varet at definere og identificere optimale
farvningsresultater, identificere de antistoffer,
protokoller og platforme, der syntes vasentlige for
optimale henholdsvis insufficiente farvningsresultater,
identificere kontrolmateriale til at vurdere kvalitet og
reproducerbarhed, og beskrive alle disse forhold pa sin
hjemmeside, samt give individuelle rekommandationer
til laboratorierne som anfert nedenfor.

Styregruppen fastlagde 3 érlige runder med kvalitetstest
af farvninger for 5-6 almindeligt brugte immunmarkerer
baseret pd paraffinsnit af multivevsblokke konstrueret
til formélet. Som forudsetning for at kunne deltage har
laboratorierne fra starten pi NordiQCs hjemmeside,
www.nordiqc.org,  skulle  indrapportere  centrale
protokolparametre (i alt ca. 50) inklusive antistoffer/
kloner, forbehandlingsmetoder, detektionskit  og
farvningsplatforme. Styregruppen har sammen med Seren
Nielsen udgjort en bedemmergruppe (assessor group),
som senere har suppleret sig med projektkoordinator
Ole Nielsen, Odense, og bioanalytiker Michael Bzorek,
Nastved. Gruppen har gennemgiet alle de modtagne
farvningeriplenum ved hjelp af et multihovedmikroskop.
Hver farvninger tildelt et score (optimal, good, borderline
eller poor), og bedemmelserne e-mailet til de deltagende
laboratorier, idet et insufficient (borderline eller poor)
resultat altid ledsages af en forklaring og anbefaling med
hensyn evt. ®ndring af antistof og/eller andre centrale

protokolparametre.
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P4 grund af et serligt behov for kontinuerlig bedemmelse
af pavisning af prediktive markerer (estrogen receptor og
HER?2), blev der etableret et separat modul for IHC i
mammapatologi. I dette modul fungerede fra Danmark
overlege Birgitte Bruun Rasmussen (Roskilde), fra2010
overlege Vibeke Jensen (Arhus). I tilleg blev der dannet
et separat modul med fokus pa in situ-hybridisering for
HER2, hvor Ole Nielsen, Michael Bzorek og overlege
Anne-Vibeke Lenkholm (RH, senere Slagelse Sygehus)
er tilkyttet.

4.3.3: Publikation af resultater i NordiQC
Pa NordiQCs hjemmeside publiceres alle de generelle
resultater af kvalitetsbedemmelserne med en detaljeret
gennemgang af de centrale protokolparametre som (pa
basis af den systematiske analyse af IHC resultaterne
og de anvendte metoder) anses for at kunne pavirke
farvningsresultaterne for de enkelte immunmarkerer.
For hver immunmarker er der saledes identificeret og
beskrevet de mest palidelige antistoffer og ”best practice”
parametre pad de mest udbredte platforme. Desuden
prasenteres eksempler pa anbefalede kontrolmaterialer
og billeder af forventede reaktionsmenstre i disse samt
eksempler pioptimaleoginsufficiente farvningsreaktioner
i de cirkulerede vavssnit (Figur 4.3.3.1).

G +4 D

Figur 4.3.3.1. Illustration af forskelle pa en optimal og suboptimal
farvning for SOX10. Til venstre den optimale reaktion i mammavav
(overst) og malignt melanom (nederst). Se http://www.nordigc.org/Run-

45-B20-H8/Assessment/Run45_SOX10.pdf.

Hjemmesiden er frit tilgengelig, siledes at alle
laboratorier og firmaer kan udnytte informationerne.
I 2003 deltog 70 nordiske laboratorier (nzsten alle, der

udforte IHC analyser i vasentligt omfang) i NordiQC.
Laboratorier uden for Norden begyndte herefter at soge
optagelse, siledes at NordiQC i 2015 ndede op pé over
700 deltagende laboratorier fra mere end 80 lande.
Frem til 2015 har NordiQC gennemfert 45 runder i det
generelle modul, 20 runder i mammacancermodulet, 8
runder i HER2 ISH modulet, og tests for ca. 90 forskellige
ITHC-markgrer op til 20 gange er blevet gennemfort. Det
samlede antal immunfarvede snit bedemt frem til 2015
udger godt 30.000 (svarende til ca. 150.000 vavssnit).

Overordnet er ca. 30% af alle immunfarvninger i det
generelle modul insufficiente, det samme gelder ca. 20%
af farvningerne i mammacancermodulet. Blandt de ca.
9.000 insufficiente farvninger er ca. 90% karakteriseret
ved at vare for svage eller helt falsk negative. I langt de
fleste tilfzlde har det varet muligt at udpege den eller de
vigtigste drsager (darligt antistof, darligt kalibreret ready-
to-use produkt, antistof felsomt for en bestemt platform,
fejlagtig antistoffortynding, utilstrekkelig demaskering,
og insensitivt visualiseringssystem).

Individuelle vejledninger og protokolanalysen synes at
have en effekt: Laboratorier, der har varet med i flere
runder, har en ’pass rate’, der ligger ca. 20 procentpoints
hejere end laboratorier, som deltager for forste gang.
Laboratorier, der efter et insufficient resultat endrer
deres procedurer i henhold til NordiQCs anbefalinger
forbedrer resultatet med ca. 50 procentpoints over de
laboratorier, der ikke folger anbefalingerne. Resultaterne
for 14 HER2-runder i mammacancer modulet viser,
at laboratorier, der — formentlig for at spare penge —
udvikler egne HER2-protokoller, klarer sig markant
darligere end laboratorier, der anvender CE-markede og
FDA-anerkendte kits, hvilket ud over de menneskelige
omkostninger ogsd piferer sundhedsvaesenet store tab,
hvilket er publiceret. NordiQC er i lobende dialog med
firmaer, der fortsztter med at selge darlige antistoffer
eller give vildledende protokolanvisninger, og har i
enkelte tilfzelde mattet rette henvendelse til FDA for at
trenge igennem.
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I Danmark har vi qua ERFA-meder og adskillige lokale
kurser, primert initieret af Ole Nielsen (Odense) haft
en drelang tradition for en systematisk gennemgang
af immunhistokemiens muligheder og udfordringer
og overordnet har dette haft en afsmittende effeke pa
danske laboratoriers ’pass-rate’ i NordiQC jevnfort
med de gvrige nordiske lande. Dette illustreret i
nedenstiende figurer.

NordiQC performance 2015
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Figur 4.3.3.2a. Fordeling af score for danske laboratorier i NordiQC
”General module” 2015.
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Figur 4.3.3.2b. Fordeling af score for gvrige nordiske laboratorier i
NordiQC "General module” 2015. (O: Optimal, G: Good, B: Borderline,
P: Poor).

Aktuelt omfatter NordiQCs faste stab (alle ansat pa
Aalborg Universitets hospital) en scheme director
(Mogens Vyberg), en scheme manager (Seren Nielsen)
og en scheme organizer (Rasmus Rege), 2 bioanalytikere
(Lise Emanuelsen og Jesper Lund Lauridsen) og 2
sekreterer (Maria Lund Nielsen og Lilli Guldager
Malaca), alle deltidsansatte i NordiQC.

4.3.4: Undervisning og videnskabelig
publikationsvirksomhed i NordiQC

NordiQC har gennem alle drene arrangeret eller
medvirket til meder og korte kurser i de nordiske lande,
bl.a. i forbindelse med patologiselskabernes drsmoder
og firmaernes brugermeder. Uden for de nordiske
lande har en eller flere af NordiQCs patologer (Seren
Nielsen, Jan Klos, Rasmus Rege og Mogens Vyberg)
undervist i bl.a. Polen, Italien, USA, Canada, Rusland,
Kina og Australien. Fra 2008 har der i Aalborg for
bioanalytikere, scient'er og patologer veret afholdt
arlige 3-dages workshops med fokus pa anvendelse af
immunmarkerer til tumordiagnostik, gennemgang af
preanalytiske, analytiske og postanalytiske parametre,
protokoloptimering og anvendelse af kontroller, samt
tekniske og diagnostiske faldgruber. Deltagerne har iser
varet fra de nordiske lande, men nogle er kommet helt
fra Nord- og Sydamerika, Asien og Australien. Antallet
af pladser har veret begrenset til 50, hvilket har givet
ventetider pa op til 2 ar. Fra 2014 er Aalborg-workshops
(under Seren Nielsens ledelse) blevet mere rettet mod
bioanalytikere, idet der parallelt hermed er etableret arlige
workshops i Krakow (under Jan Klos’ ledelse) primeart
rettet mod patologer. I 2013 og 2015 har der veret
arrangeret internationale IHC konferencer i Aalborg
med omkring 300 deltagere. Den nzste konference er
i2017.

Pa grundlag af de mange data genereret i NordiQC regi
er der publiceret flere artikler med tests af specifikke
immunmarkerer og med generelle retningslinjer for
IHC, bl.a. i samarbejde med IHC EQA organisationer i
Canada, UK og Australien (se nedenstiende referencer).
I 2015 blev der med afset i European Society of
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Pathology (ESP) dannet en paraplyorganisation,
International ~ Quality ~ Network  Pathology (IQN
Path), med NordiQC, UK NEQAS ICC og 7 andre
internationale  organisationer for kvalitetssikring
af THC og molekylerbiologi, som grundleggere.
Organisationen er indregistreret i Luxembourg med Han
van Krieken, Holland, som president og Jacqueline
Hall, England, som direktor. Formélet med IQN Path
er at skabe et forum for udvikling af internationale
guidelines for patoanatomiske laboratorieundersogelser
(i samarbejde med bl.a. WHO). I 2016 er NordiQC
endvidere medstifter af et nyt videnskabeligt selskab,
International ~ Society for Immunohbistochemistry —and
Molecular Morphology (ISIMM) med Clive R. Taylor
som forste president. Selskabets primare opgave er at
fremme forskning og uddannelse inden for IHC.
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KAPITEL 5: UDDANNELSE OG EFTER-
UDDANNELSE I HISTOKEMI I DANMARK
af Inger Lindebo Holm, Anne Palle Andersen

og Hans Olaf Lyon

5.1: VEJEN TIL EN GRUNDUDDANNELSE FOR HISTOLABORANTER

Vidensdeling og erfaringsudveksling indenfor histokemi
imellem laboratorierne fandt i tiden op til 1960’erne
hyppigst sted ved personlige kontakter (Figur 5.1.1).

Oprindelig var det de unge reserveleger, der udferte
hospitalernes analysearbejde. 1 perioden 1920-
1950 blev analysearbejdet efterhinden overtaget af

sidemandsoplerte "laboratorieassistenter” og i takt
med at analyserepertoiret voksede og egentlige kliniske
laboratorieafdelinger blev etableret, opstod behovet
for en formel og standardiseret uddannelse. I lobet
af 50'erne startede der forskellige uddannelsesforlob
for hospitalslaboranter (mest klinisk kemi), og i
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Figur 5.1.1. Erfaringsudveksling og vidensdeling imellem landets laboratorier foregik og foregir i vid udstreekning i form af personlige kontakter. Her
ses et “staldtips” fra prosektor J.V. Thorborg i Randers til lektor Viggo Eskelund (se Figur 2.1.11) pa Rigshospitalet en gang i slut-1950’erne om en
hurtigfarvning til frysesnit. (Fundet i farvningsopskriftbog, som har tilhert Viggo Eskelunds laborant Kit Brest-Nielsen)
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1958 kom den forste formaliserede uddannelse til
Hospitalslaborant (klinisk kemi). I 1960 begyndte man
at overveje en uddannelse til Histolaborant og i lebet af
60'erne udbed Landsforeningen af Hospitalslaboranter
(LaH) kurser for hospitalslaboranter der arbejdede som
histolaboranter.

Komponenterne til en histokemisk uddannelse i
verdensklasse var: Faglig ekspertise, ildsjele, god
koordinering og et godt samarbejde med laboratorierne/

klinikken.

Det faglige grundlag for uddannelsen i histokemi
- udenfor laboratorierne blev lobet i gang af lektor
Knud Jergen Pedersen pa Institut for Almen Zoologi,
Kgbenhavns Universitet (KU). K.J. Pedersen forskede
og underviste i vaevsbiologi og havde derfor bade stor
interesse for og indsigt i histokemi. Han oprettede
tilvalgskurser pa KU i ”Histologisk-histokemisk
metodik ” i begyndelsen af 1960’erne — kurser som blev
meget vigtige for de senere undervisere i histokemi pa
hospitalslaborant/bioanalytikeruddannelsen.

Pa kurset kom man alle de gengse farvemetoder
igennem teoretisk og praktisk med K. ] Pedersen
— og nogle ar senere suppleret med magister Poul
Prente - som undervisere. Vavet var ganske vist ikke
humant, men kanin, mus, rotte og regnorm, men den
histologisk/histokemiske fagekspertise var suveran.
Samtidig var reservelege Hans Lyon begyndt at
interessere sig for histologisk teknik/histokemi og traf
sammen med K.J. Pedersen og Poul Prento pa deres
Histologisk-histokemisk metodik kursus i 1965. Et
par ar senere kom civilingenior Anne Palle Andersen
(retningskoordinator for histo-uddannelse (1967-
1989) pé kurset og i 1973 blev det cand. scient. Inger
Lindebo Holms (retningskoordinator/afdelingsleder
1989-1995) tur.

Anne Palle Andersen blev i 1966 ansat pa
Hospitalslaborantskolen og fik fra 1967 ansvaret for
histolaboranternes uddannelse. Anszttelsen var lidt
af en tilfeldighed, da man gerne ville ansztte en lege
- men en sidan kunne ikke anszttes, da ministeriet

ikke ville bekoste en afdelingslederstilling, der var
nedvendig, da skolens leder Johan Larsen “kun” var
cand. pharm. Hans Lyon blev i 1967 bogstaveligt
talt treengt op i en krog i en kupe i lyntoget, pa vej
fra et kursus i nyrepatologi for patolog-anatomer i
Arhus, af professor, dr. med. Hemming Poulsen, som
var overlege pa patologisk institut pd Kebenhavns
Kommunehospital (PI-KH). Hans lovede at pétage sig
lederskabet af et histokemisk laboratorium pa PI-KH
og tage sig af uddannelsen pa Hospitalslaborantskolen
indenfor dette felt.

De forste der blev histo-uddannetr, var allerede
autoriserede  histolaboranter  og  dermed  var
aktgrerne til en histo-uddannelse i verdensklasse
pad Hospitalslaborantskolen i Kgbenhavn linet op:
Laboratorierne med histo-uddannede undervisere og
en uddannelsesinstitution med histo-ildsjele: Anne
Palle Andersen som den engagerede leder, koordinator
med laboratorierne og underviser (perioden 1966-
1989), Hans Lyon som gennemgiende histoekspert fra
klinikken og underviser (perioden 1967-2002), Poul
Prente som fagekspert og underviser (perioden 1967-
2005 on and off) og K. J. Pedersen som censor ved
hovedkursus eksamen (indtil 1996). Cand. vet. Erik
Hasselager var timelerer i mange dr og som histo-
instruktionslaboranter pé skolen blev et fremragende
team ansat: Jette Aarso, Birgitte Overgird Nielsen og
Else Krasnik (der forst forlod histoundervisningen i
2013) (Figur 5.1.2).
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Figur 5.1.2. Aktorerne til en histo-uddannelse i verdensklasse. Fra venstre: a) Hans Lyon, Erik Hasselager, Poul Prente, b) Anna Palle Andersen,
©) Inger Lindebo Holm, d) Jette Aarso, €) Birgitte Overgaard Nielsen og f) Else Krasnik. (Inger Lindebo Holm)
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5.2: Specialespecifik uddannelse til
histo-cyto hospitalslaborant

I 1964 kom den forste midlertidige uddannelsesplan
for histolaboranter, i 1965 aftholdtes det forste
hovedkursus, i 1968 blev planen formaliseret (1) og
endelig 1. april 1975 kom Indenrigsministeriets cirkulere
om uddannelse af patolog-anatomiske hospitalslaboranter
(2), en uddannelse der forst blev @®ndret radikalt
mht. histologisk teknik/histokemi 21 ar senere i
1996, da man gik over til en generalist uddannelse af
hospitalslaboranter/bioanalytikere.

Uddannelsen  af  patologisk-anatomiske/histo-cyto
hospitalslaboranter blev placeret i Keobenhavn - og
uddannelsen var nok den bedste af sin art i Europa -
mdske i verden.

Uddannelsen var en 3-arig vekseluddannelse med
hovedvaegt pd uddannelsen i klinikken (26 mdr. klinik
- 10 mdr. pa skole). Adgangskravet var realeksamen,
studentereksamen eller tilsvarende. Eleverne blev ansat
pa en patolog-anatomisk afdeling og fik len under hele
uddannelsen.

Mailet med uddannelsen var, at eleven efter endt
uddannelse kunne gi direkte ind og varetage en
arbejdsfunktion pa laboratoriet, sd cirkulerets
beskrivelser (2) var praecise angivelser af hvilke
teknikker og analyser den ferdiguddannede elev skulle
have kendskab til og skulle kunne udfere.

Icirkuleretvarderendviderekravom,atanalyserepertoiret
blev ajourfert i takt med den teknologiske udvikling,
samt at underviserne i klinikken skulle have sivel en
pzdagogisk som en faglig videreuddannelse. Der kom
et nyt cirkulere i 1980 (3) hvor undervisning i klinisk
cytologi blev indfgjet, og i alle drene blev udmentningen
af cirkuleret ajourfert, nar nye analyser eller teknikker
vandt indpas pa de patolog-anatomiske afdelinger
(s& som immunhistokemi, mikrobelgeovne, in situ-
hybridisering, xylenfri preparation), ligesom der blev
indfert projektarbejde i histologisk/cytologisk teknik
(1984) i takt med de pedagogiske stromninger.

Uddannelsen blev overordnet styret af et Patolog-
anatomisk  undervisningsrdid med  reprasentanter

fra klinikken (leege, instruktionslaborant, ledende
laborant), fra skolens undervisere (akademisk
underviser og instruktionslaborant), fra LaH samt
skolens  patolog-anatomiske  retningskoordinator/
afdelingsleder. ~ Retningskoordinatoren havde den
daglige ledelse (administration, ekonomi, pzdagogik)
af uddannelsens skoledel samt den vigtige koordinering
med laboratorierne.

Det var let at dokumentere overfor udenlandske
laboratorier, at de med fordel kunne ansette danske
“histo-cytter”, ligesom der faldt mange rosende ord, néir
undervisningsplaner og projektrapporter blev fremvist
ved besog fra europaziske og amerikanske institutter —
samt en vis bestyrtelse over at resultaterne fra de mange
projektforseg ikke blev publiceret (Figur 5.2.1).

De ferdiguddannede histo-cyto hospitalslaboranter

Figur 5.2.1. Et blandt mange forseg, der indgik i den metodologisk
omfattende uddannelse til histo-laborant. Her er det en undersogelse af

eosin farvningens afthengighed af pH. (Inger Lindebo Holm)

kunne virkelig deres profession, ikke kun den praktiske
del, men ogsd vurdering og tolkning af farvningerne, si
der kunne fejlfindes og kvalitetssikres. De kunne ogsa
udvikle professionens metoder og formidle, hvilket alle
projektrapporterne fra perioden 1984-1996 er et tydeligt
bevis for. Ser man pi de histokemiske rapporter (150-
250s.) "kassen” (se figurerne: Boks 2.4 - Figur 3 og Figur
2.1.7) fra de afsluttende praktiske eksaminer, kan de hvad
videnskabeligt professionsniveau og faglig kreativitet angar,
godt male sig med nutidens bachelorrapporter. Hvad
angdr specifik professionsfaglig viden var niveauet hgjere
end nu, ligesom evnen til at vurdere analyseresultaterne
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var sikrere - en naturlig folge af en storre rutine og et
snzvert professionsfelt pa hejt niveau.

5.3: Generalistuddannelserne til
hospitalslaborant/bioanalytiker

11995 (4) blev alle de specialespecifikke hospitalslaborant
uddannelser revideret efter lange og trange forhandlinger.
Den teknologiske og samfundsmessige udvikling kraevede
modernisering af de gamle cirkulerer, og der var behov
for en mere fleksibel uddannelse af hospitalslaboranter
til alle laboratoriemedicinske specialer. De tre hidtidige
specialeretninger (klinisk kemi, blodtypeserologi og
patolog-anatomisk) blev nedlagt, og i stedet blev
uddannelsen en generalistuddannelse, der uddannede til
alle fem specialer (klinisk biokemi, patologisk anatomi,
blodtypeserologi, mikrobiologi, klinisk fysiologi og
nuclearmedicin).

De studerende blev fra 1996 ansat via den koordinerede
tilmelding og fik SU og var indtil 2001 ansat af en
laboratoriemedicinsk afdeling. I praktikperioderne var
de studerende tilknyttet et amt eller en kommune og
efterhinden kom der flere uddannelsesinstitutioner til
(ud over Kebenhavn og Arhus kom Odense, Nastved
og Esbjerg), ligesom uddannelsesinstitutionerne i
ar 2001 blev lagt ind under CVU’erne og i 2008
Professionshejskolerne. 1 2001 (5) blev uddannelsen
en semesteropdelt professionsbachelor og i 2008 (6) en
modulopdelt professionsbachelor.

Uddannelsen var ikke mere maélrettet specifikke
arbejdsfunktioner, men rettede sig primert mod at
kvalificere den studerende til efter endt uddannelse at
fungere selvstendigt som bioanalytiker og herunder indga i
tverfagligt samarbejde.

5.4: Generalist og professionsbachelor
bioanalytikerens histokemi

I den forste generalistuddannelse (1996-2001) rummede
faget Histokemi/histologisk teknik ud over celle- og
vaevspraeparering alle analyseprincipper udfert in situ
pa celler og vav, dvs. alm. klassisk histokemi/farvebinding,
enzymhistokemi, immunhistokemi og -cytokemi og in
situ-hybridisering. Undervisningen 14 forholdsvis sent
i uddannelsen og specialets nye analysemetoder blev

inddraget i pensum og justeringer og prioriteringer foretaget
i forhold til den teknologiske udvikling. I klinikken (hvis
man kom pé patolog-anatomisk afd.) havde man stadig tid
til en grundig oplering bade teoretisk og praktisk.

Desverre  var  det allerede ved overgangen il
generalistuddannelsen i 1996 blevet politisk ukorrekt at
tale om specialespecifikke analyser, og ved udferdigelsen
af professionsbachelor studieordningen i 2001, matte
analysernes speciale tilhorsforhold helst ikke fremga.

For histokemien beted det at histokemi nu blev en
biomolekyler kemisk biokemisk analyse (KBA) placeret pa 2.
semester og at analysemetoderne indenfor enzymhistokemi,
immunhisto- og cytokemi og molekylerbiologisk
histokemi blev flyttet til andre analyscomrider, der ikke
relaterede sig til vav. Enzymhistokemien forsvandt helt
og immunhistokemien (der jo fyldte mere og mere i
professionen) blev indskranket til 2 timers forelesning og
én ovelse i forbindelse med et Problem Baseret Lerings (PBL)
forleb pa 4.semester.

Den molekylerebiologiske histokemi - ligeledes i rivende
udvikling- blev reprasenteret ved en én ovelse pa 4.semester
koblet pa et klinisk cytologisk PBL forlgb.

I den nuverende modulopdelte (2 moduler/semester)
professionsbachelor uddannelse hedder de biomolekylar
kemisk biokemisk analyser (KBA) igen Histokemi, men ellers
er der ikke @ndret meget: Pa modul 3 er der gennemgang af
vaevspreparering og en fikseringsovelse, farvebindingsteori
og gennemgang af HE og PAP farvningerne incl. praktisk
ovelse—etforlgb pa 36 timer. PAmodul 6 ligger en forelsning
og en ovelse i bindevaevsfarvninger og en forelesning og en
gvelse i kulhydratfarvninger. Immunhistokemien og de
molekylerbiologiske iz situ metoder ligger pA modul 8 og
10 med hver en forelesning og en evelse. I forbindelse med
den immunhistokemiske ovelse er tilfgjet en forelesning i
billedanalyse og en praktisk analyse i bestemmelse af antal
gstrogenreceptor-positive celler.

For destuderende, der valger at udfere deres bachelor projekt
pd en patolog-anatomisk afdeling indenfor histokemi, er
der yderligere 2/3 semester (20 European Credit Transfer
System(ECTS)) specialuddannelse.

Deterklart, atderved overgangen til en generalistuddannelse

md ske store 2ndringer og nedskeringer af specialerelaterede
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fagomrader i forhold til deres omfang i en specialespecifik
uddannelse. I histokemi er maélet nu kendskab til
analyseprincipper, der kan udmentes pd mange forskellige
vaevsfarvninger, der er baseret pd samme princip — og pa
kvalitetssikring af analyserne. Desvarre krever forstielse
for den klassiske histokemis principper et stort kendskab til
almen-, organisk- og biokemi samt fysisk kemi og histologi.
Disse naturvidenskabelige fag er som histokemien selv
sterkt beskdret i den nuvzrende bacheloruddannelse (i
forhold til speciale uddannelsen), og det er slet ikke let for
den studerende at spille med alle de bolde, der pa en gang er
nedvendige for at forstd selv en heematoxylin-eosin farvning
pa formalinfikseret vav.

Alligevel er status ikke sd ringe endda, og det skyldes som
tidligere navnt fagkyndige og engagerede undervisere pa
skole og i klinik og ikke mindst undervisningsmaterialet,
der i takt med at undervisningstimerne er blevet beskéret, er
blevet gjort mere lesevenligt og mere visuelt.

Mht. uddannelsen i klinikken kan det ikke vurderes hgjt
nok, at underviserne har haft fagspecifik videreuddannelse
(IL) eller diplomuddannelse si bade teori, vejledning og
praktisk oplering har veret hojt kvalificeret.

5.5: Undervisningsmateriale i histokemi

Histokemien i Danmark har pga. de engagerede underviseres
skrivelyst altid haft et undervisningsmateriale pa dansk, der til
enhver tid har kunnet male sig med den udenlandske litteratur.
Undervisningsmaterialet er startet som noter - der blev
udleveret - og efterhanden skrevet ferdig som kompendier
ogbeger (Figur 5.5.1.). Rekken af udgivelser ser sidan ud:

* Det teoretiske grundlag for histologiske
og histo-kemiske metoder af Hans Lyon og
Poul Prentg, 1969

Dette kompendium blev udvidet til 2 lereboger:

* Histokemi I og Histokemi II af Hans Lyon, Anne Palle
Andersen, Erik Hasselager, Poul Erik Hoyer,
Morten Moller, Poul Prento og Bo van Deurs, DSR
forlag Landbohgjskolen 1985.

e Theory and Strategy in Histochemistry. A Guide to the
Selection and Understanding of Techniques af Hans
Lyon, Anne Palle Andersen, Erik Hasselager, Poul Erik
Hoyer, Morten Moller, Poul Prente og Bo van Deurs .
Springer Verlag 1991.

Med hospitalslaboranternes generalistuddannelse blev
Histokemi I og II for omfattende og derfor udkom:

 Kompendium i Kemiske og Biokemiske
Analyseprincipper (KBA)
- Celle- og vaevspraparation
- Vavsfarvning og farvningsmekanismer
- Farvning af vav pa basis af covalent binding
og redoxprocesser
af Hans Lyon og Poul Prentg, 1998,
Bioanalytikeruddannelsen.

Med bacheloruddannelsens nedskaringer i de natur-
videnskabelige basisfag og i histokemi pensum blev
dette kompendium ogsé for svert. Derfor kom til brug
pa Professionshejskolen Metropol:

* Kompendium i Histokemi
- Vavspraparation og vevsfarvning,
- Bindevavs- og kulhydratfarvninger
af Inger Holm, Bioanalytikeruddannelsen 2013.

P4 Via University College benyttes:

* Noter i farvning af celler og vev,november 2006
af K. Hallager, V. Jelsbak og T. Meyer.

Til undervisningen i immunhistokemi anvendes begge
steder:

*  Anvendt Immunhistokemi (pt. 7. udgave, 2007)
Bioanalytikeruddannelsen, Kgbenhavn.
af Mogens Vyberg.

Undervisningsmaterialet har ud over beger og kompendier
naturligvis ogsd omfattet ovelsesvejledninger, opgaver og
illustrationer for at lette forstielsen og indleringen, og
efter professionsbachelor uddannelsen har animationer af
farvebindingsmekanismer og sidst (2013) virtuel mikroskopi
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med histokemiske annotationer veret med tl at lette
tilegnelsen af et sveert stof pa kort tid.

Endvidere skal det navnes, at der fra Hospitals-
laborantuddannelsen er udgiet en rekke artikler publiceret i
internationale tidsskrifter (7-14)

{ HISTOKEMI | HISTOKEMI-
| T

Hans Lyon (ed

Theory and Strategy
in Histochemistl

KOMPENDIUM
i
KEMISKE og BIOKEMISKE ANALYSEPRINCIPPER
Histokemi
Vamuprapaiation og vanaiming. 4. 484
.“ Bindevan- of kulhydestiarvningsr, 5. 80142
"-—-w‘: Bioanalytikerwadannelsen
Rl
T Fa
ol
>

Al Celle g vvpraparation i8 yumikreskagi
el g

i Viralarysing oy larvalogumekasiams
Pond P, 1958

-D—lﬂlw

Pt it e s

Figur 5.5.1. Et udvalg af de dansk producerede leerebeger i histokemi.

Sammenfattende kan det siges at selvom Danmark ikke
lengere har en grunduddannelse i histokemi i verdensklasse,
kan en studerende der kommer i klinik pa en patolog-
anatomisk afdeling og udferer sit bachelorprojekt her stadig
regnes blandt de bedste histo-uddannede.

5.6: Efteruddannelse i histokemi

Efteruddannelse i histokemi kan deles i to kategorier. Den
ca. 1 arige formelle videreuddannelse til instruktionslaborant/
bioanalytikerunderviser, hvor =~ man skal have 2 4ars
laboratorieerfaring for optagelse, og efteruddannelse i form af
diverse kurser udbudt fra skoler, fagforening, faglige selskaber
og private.

5.6.1: Videreuddannelse i histokemi - IL kurser
1973-1990

I 1960 kom det forste kursus for ledende og instruerende
hospitalslaboranter — dog med klinisk biokemisk indhold
ud over ledelse og pzdagogik, men i 1973 blev det forste
videreuddannelses kursus med et fagspecifikt modul i
patologisk anatomi atholdt og i 1976 kom det naste. I
1975 blev der nedsat en arbejdsgruppe, der i januar 1978
barslede med en Betwnkning vedrorende videreuddannelse af
hospitalslaboranter.

Underarbejdsgruppen vedrerende det patolog-anatomiske
omrade bestod af ledende laborant Ingeborg Eilertsen,
instruktionslaborant  Ingelise ~Rohleder, professor
dr.med. Steen Olsen, overlege dr.med. Ulrik Henriques,
skoleleder Johan Larsen og overlege Hans Lyon. De
foreslog et fagspecifikt modul i patolog-anatomisk/
histokemisk ~ retning pad 615 undervisningstimer
indeholdende naturvidenskabelige stattefag og histokemi/
histologisk teknik (270 undervisningser). Undervisningen
skulle forestas af akademikere med undervisningserfaring
og sterst mulig fagspecifik uddannelse.

I juni 1979 kom sa Indenrigsministeriets cirkulere vedrorende
videreuddannelse af hospitalslaboranter (15), og her blev
det udpenslet hvilke analytiske og diagnostiske ovelser
(ud over den teoretiske undervisning) de kommende
instruktionslaboranter i histokemi skulle igennem. Blandt de
20 navnte eksempler pa analytiske gvelser var f.eks.: eosiners
struktur, ionisering og farvebinding, reaktive gruppers
blokering/deblokering og immunhistokemi pd korrekt og
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ukorrekt fikseret vav. Blandt eksemplerne pa diagnostiske
ovelser: lipidsammens®tningen i medulla spinalis og
lipidforekomster i binyre, forekomst af hydrolaser i mave/
tarm kanalen og aminosyrer i tandanleg! Alle sten blev
vendt.

De patolog- anatomiske IL-kurser blev aftholdt ved
Hospitalslaborantskolen i Kebenhavn med 3-5 ars
mellemrum. I 1988 blev omradetklinisk cytologi inddraget
ogtimetallet for detfagspecifikke patologanatomiske modul
blev forleenget til 735 undervisningstimer Samtidig blev
undervisningen moderniseret med varkstedsundervisning,

elev foredrag, og analytisk diagnostisk projekt.

5.6.2: Modulopbygget videreuddannelse - IL
1990-1994 (-98)

I slutningen af 1980'erne startede Kebenhavnerskolen og
Arhusskolen et falles revisionsarbejde af videreuddannelsen
indenfor rammerne af cirkuleret, hvilket resulterede i
Modulopbygget Videreuddannelse til Ledende og Instruerende
Hospitalslaborant. Uddannelsen varede et r og bestod af 4
moduler: et fellesfagligt modul med naturvidenskabelige
basisfag (300 t) samt et modul med specialespecifik
videreuddannelse (400t.) inden for patologisk anatomi
(alternative  klinisk kemi, blodtypeserologi, klinisk
mikrobiologi, klinisk fysiologi og nuklearmedicin). De to
sidste moduler var ledelse (120t.) og pedagogik (140t.).
Det forste patolog-anatomiske/histo modul blev afviklet i
1993 ogindeholdtud over klassisk histokemi: genteknologi,
epitopkemi/immunhistokemi, flowcytometri, konfokal
laser scanning mikroskopi, klinisk patodiagnostiske
seminarer, emnearbejder og projekt.

Fra og med 1995 blev videreuddannelsen omstruktureret
til tre moduler. Modulerne blev vekslende udbudt i Arhus
og Kobenhavn, men denne model af videreuddannelsen
var ikke videre succesrig, og samtidig nedsatte
undervisningsministeriet en arbejdsgruppe, der skulle
udforme videreuddannelsen til en diplomuddannelse
specielt for bioanalytikere.

5.6.3: Diplomuddannelse for bioanalytikere
(HLD) 1998-2001

I september 1997 (16) kom undervisningsministeriets
bekendtggrelse, der gjorde den modulopbyggede

videreuddannelse/IL til en etirig diplomuddannelse/HLD.
Der var stadig de samme tre moduler, men emnerne i den
fellesfaglige del gav indblik i alle specialers analysemetoder
og den specialespecifikke del blev  optimeret.
Undervisningen i histokemi indeholdt: vavsfarvning,
kvalitetssikring, billedanalyse og screeningsmetoder,
molekykergenetiske metoder, immuncyto- og histokemi,
mikrobiologi og klinisk patodiagnostiske seminarer - i
alt ca. 200 timer pad modul III. Herefter 50-60 timer til
en patolog- anatomisk hovedopgave. I de folgende 4 ar
blev der atholdt specialespecifikke moduler i patologisk

anatomi hvert ar.

Denne diplomuddannelse var nasten optimal pa trods af
det lidt knebne fagspecifikke timetal. Det faglige indhold
var kreevende, men relevant, og det var muligt at fa selv
smd specialers diplomstuderende igennem hvert ar, da
der kunne afholdes specialespecifikke moduler med
kun 3-5 studerende (skolerne styrede selv skonomien
og diplomuddannelsen skulle ikke nedvendigvis give
overskud).

Blandt de mange fremragende undervisere i histokemi pa
de vekslende videreuddannelseskurser kan nzvnes: Hans
Lyon, Poul Prentg, Per Pratorius Clausen, Mogens
Vyberg og Ole Nielsen.

5.6.4: De sundhedsfaglige diplom-
uddannelser/SD 2002 - 2011-

”Biomedicin og Laboratorieteknologi”
”Professionspraksis”

I 4r 2000 besluttede undervisningsministeriet, at diplom-
uddannelsen for bioanalytikere skulle erstattes af en etdrig
modulopbygget sundhedsfaglig  diplomuddannelse med
tveerfaglig integration af sundhedsprofessionerne. Det var
samtidig med CVU dannelserne, hvor udbud af efter- og
videreuddannelse fra alle sundhedsuddannelserne blev
centraliseret (EVU) - altsa fernet fra grunduddannelsen.
Bekendtgprelsen om de sundhedsfaglige diplom-
uddannelser kom i maj 2002 (17) og blev forst udmonteti 8
forskellige 1 drige uddannelsesretninger. Den studieordning,
der passede bedst til bioanalytikere hed "biomedicin og
medicinsk laboratorieteknologi”.
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Kendetegnende for de nye sundhedsfaglige diplom-
uddannelser er at uddannelserne i hoj grad legger op til
erhvervelse af langt bredere kompetencer i forhold til
bioanalytikerprofessionen end tidligere. Det var dog stadig
muligt at valge et fagspecifikt modul (Speciel biomedicin:
Patologisk anatomi pd 9 ECTS/6 uger) og et afgangsprojekt
indenfor f. eks. histokemi (15 ECTS/10 uger). Der var
bare det problem, at patologisk anatomi modulet kun blev
oprettet, hvis der var studerende nok ( >12), hvilket kun skete
en gang i perioden 2002-2011.

I 2011 blev de 8 uddannelsesretninger @ndret dl 3,
og bioanalytikerne falder nu bedst ind under ”SD i
Professionspraksis”. Indholdet af fagspecifik histokemi kan
ligge pd et meget lille sted, men det er muligt at veelge moduler
(svarende til i alt 20 ECTS/13 uger) som fx Biomedicin og
bioanalytisk fortolkning, Laboratorieanalytisk kvalitetssikring
og — udvikling, Bioanalytisk forstdelse af analyser. Endelig
kan man stadig lave afgangsopgave (15 ECTS) indenfor det
histokemiske omréade.

Den nuverende diplomuddannelse giver siledes ikke
mulighed for fagspecifike kompetencer indenfor histokemi,
men for brede kompetencer i forstaelse, analyse, tolkning og

kvalitetssikring af bioanalyser.

5.6.5: Ikke formaliseret efteruddannelse

i histokemi

Indenfor klassisk histokemi har der ikke varet si mange
kurser i drenes lgb.

Kobenhavns Universitet havde i slutningen af 1960’erne og
op gennem 70’erne det tidligere navnte omfattende kursus i
Histologisk, Histokemisk Metodik med K.J. Pedersen og Poul

Prento som undervisere.

Hospitalslaborantskolen i Kebenhavn har kun atholdt 2-3
histokemikurser med Hans Lyon og Poul Prente som
undervisere og har vel haft en snes kursister i drenes lob, der
har fulgt Histokemiundervisningen som “tompladskursister”
pi grunduddannelsens histokemi.

Helge Andersen og medarbejdere atholdt en reekke kurser i
histokemi pd Medicinsk Anatomisk Institut ved Kebenhavns
Universitet i 1970’erne og 1980’erne.

Siden 2003 har der i dbios regi varet planlagt og aftholdt
temadage i histokemi ved bioanalytikerunderviserne Inge
Marie Bayer, Janne Jensen, Tine Meyer og Esben Skovsted.

Poul Prentg har i drene 1999 — 2012 hos Kielberg Consult, og
senere hos MSConsult atholdt 3 dages, senere 2-dages kurser
i” Lysmikroskopiske praeparations- og farvningsmetoder.

5.6.6: Ikke formaliseret efteruddannelse

i immunbhistokemi

Anderledes stir det til med immunhistokemien, hvor der
veeret rigtig mange kurser.

I forbindelse med udvikling af immunfluorescensmikroskopet
med interferensfilire som primere filtre i slutningen af
1960’erne og pavisningen af antistoffer i blodet hos patienter
med bullese lidelser og ABO antigenernes optreden i
premaligne og maligne mundslimhindelidelser (se 3.3),
blev der etableret en kursusvirksomhed. Sammen med
Agnete Ingild (Al) fra Proteinlaboratoriet, Jorgen Rygaard
(JR), Svend Larsen og Allan Wiik blev der i Dansk
Selskab for Patologi fra 1970 arrangeret arlige kurser i

immunfluorescensteknik.

JR og Erik Dabelsteen (ED) blev senere inviteret af The
American Academy of Oral Pathology til at holde kurser i hhv.
New Orleans og Kansas City (1974 & 1975) i anvendelse
af immunfluorescensteknik til diagnostik af sygdomme i
mundslimhinden samt til forskningsanvendelse.

I forbindelse med indvielsen af 7he Sino-Danish Biomedical
Postgraduate Training Centre i Beijing blev der i 1985, 1987 og
1990 atholdt kurser for patolog-anatomer under ledelse af hhv
JR og Grete Krag Jacobsen. I kurserne indgik undervisning
og laboratoriegvelser i immunhistokemi forestaet af ED,
Gorm Pallesen (GP), Per Prztorius Clausen (PPC),
Margit Bxksted (MB) og Ole Nielsen (ON).

Fra 1986 til 1992 atholdt Dansk selskab for Patologi

postgraduate kurser i immunhistokemi.

I LaH-regi afholdtes i perioden 1979-1988 kurser i
immunhistokemi ved Al, PPC , Morten Meller og Hans
Henrik Nielsen.
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Danske Bioanalytikere (dbio) atholdt i perioden 1991-2012
kurser i hhv Metodeparametre og Anvendt immunhistokemi
ved Al, Karl Johan Pluzek, MB, ON, PPC og Mogens
Vyberg.

Kielberg Consult, og senere MSConsult atholdt i perioden
1997-2009 kurser i Immuncytokemi og -histokemi. Blandt
de mange undervisere var bl.a. Lars-Inge Larsson, Bo van
Deurs, MV, Ole William Petersen, Hans Lyon, Claus
Koch, Niels Heegaard og ON.

I NordiQC’s regi er der siden starten i 2003 varet atholdt en
rekke kurser (se 4.3.4).

For in situ molekylarbiologiske analyser, har der de sidste
25 ér veret et stigende udbud af kortere kurser i skolernes, og
dbios” regi.

I perioden 2000-2011 afholdtes ved det Sundheds-
videnskablige fakultet pd Aarhus Universitet forskerkurser
for PhD studerende under titlen: fmmunbhistokems, In situ-
hybridisering og PCR pé histologisk materiale Planlaegger og
hovedunderviser var alle ir Stephen Hamilton Dutoit,
suppleret af en lang rekke interne og eksterne undervisere
som f. eks. Henrik Hager, Vibeke Jensen, Carsten Brandt,
Tom Nordfeld og ON.

5.6.7: Undervisning i histokemi i
speciallegeuddannelsen

Med indferelsen af den nye speciallegeuddannelse i 1970
(18), blev der oprettet et teoretisk uddannelsesprogram,
bestdende af en rekke delkurser, hvori indgik undervisning i
histokemi i specialet patologisk anatomi og histologi.

Undervisningen blev i begyndelsen varetaget af Hans Lyon
(HL) og Poul Prenteg, fra 1979 suppleret med Per Pratorius
Clausen (PPC) og vekslende laboranter. Den teoretiske
undervisning var i begyndelsen forholdsvis omfattende
og programmet @ndredes efterhinden med mere vegt pa
problemorienteret undervisning og sidelobende praktisk
laboratorieundervisning pa ansattelsesstederne.

Undervisning i immunhistokemi indgik i begyndelsen i
kurset i immunpatologi og blev varetaget af Jorgen Rygaard
(JR), Erik Dabelsteen (ED) og Svend Larsen (SL).

Senere oprettedes et kursus i Diagnostiske metoder, hvori
indgik undervisning i histokemi og immunhistokemi ved
HL, PPC, JR, Gorm Pallesen, Elisabeth Ralfkjer, ED og
SL.

Siden 1991 er undervisningen i histokemi blevet varetaget
af hhv HL, PPC ,Thomas Hasselager og fra 2010 Henrik
Hager. Undervisningen i immunhistokemi er i samme
periode varetaget af Mogens Vyberg og Ole Nielsen.

Undervisnigen i 77 situ-hybridisering er siden 1991 varetaget
af hhv. Claus Begelund Andersen, Helle Broholm, Mette
Klarskov Andersen og Birgitte Preiss.
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KAPITEL 6: DANSK SELSKAB FOR CYTO- OG
HISTOKEMI’S (DSCH) HISTORIE

af Karina Norring Hjort
6.1: STARTEN PA DSCH

Dansk Selskab for Cyto- og Histokemi (DSCH)
blev stiftet 1976. Hans Lyon og Poul Prente deltog
i et mede aftholdt af Royal Microscopical Society i
Nottingham, England den 16.-18. september 1975.
Blandt hovedemnerne for medet var en uformel
diskussion af muligheden for tettere samarbejde blandt
de europziske selskaber og muligheden for dannelse
af en europzisk foderation af histokemikere. Det blev
besluttet at den endelige stiftelse skulle foregd pa den
kommende kongres i Bukarest i august 1976.

Herefter blev en lille gruppe danske histokemikere
under ledelse af Helge Andersen inspirerede til at
undersoge interessen for dannelsen af et dansk selskab
for histokemi. Det viste sig, at der var et stort onske,
og ca. 12 personer (representerende mange specialer)
deltog i et stiftende mode den 9. november 1975 i
Kebenhavn.

Den 30. april 1976 blev det den stiftende
generalforsamling atholdt, og den forste bestyrelse blev
valgt. Foreningens forste bestyrelse bestod af:

- Formand Poul Erik Heyer, adjunkt, Medicinsk
Anatomisk Institut, Kebenhavns Universitet

- Nastformand Hans Peter Philipsen, professor,
Tandlegehgjskolen i Arhus

- Kasserer Helge Andersen, lektor, Medicinsk
Anatomisk Institut, Kebenhavns Universitet,

- Sekretzer Hans Lyon, overlege, Patologisk
institut, Kebenhavns Kommunechospital (fortsat
medlem af DSCHs bestyrelse og @resmedlem)

- Sekretzr Poul Prente, lektor, Institut for almen
zoologi, Kebenhavns Universitet

- Revisor Henning Jensen, overlege, Patolog-
anatomisk afdeling pd Rigshospitalet

- Revisorsuppleant Johan Larsen, cand. pharm,
leder af Hospitalslaborantskolen, Kebenhavn

Den officielle tilknytning til 7he International Commitee

for Histochemistry and Cytochemistry (ICHC) blev
foretaget i august 1976 i Bukarest under aftholdelse
af 5th International Congress on Histochemistry and
Cytochemistry med deltagelse af Helge Andersen, Poul
Erik Hoyer, Hans Lyon og Bo van Deurs.

ICHC blev dannet i 1960 i Paris og vedtegterne
blev godkendt pa kongressen i Frankfurt i 1964.
Organisationen er en paraplyorganisation med
reprasentation af selskaber over hele verden i flg. lande:
Bulgarien, Danmark, England, Finland, Holland,
Israel, Italien, Japan, Kina, Polen, Rumanien, Rusland,
Slovakiet, Spanien, Tjekkiet, Tyrkiet, Tyskland, Ungarn
og USA.

Pa kongressen atholdt i Brighton i England 1980, blev
foreningens navn @ndret til 7he International Federation
of Societies for Histochemistry and Cytochemistry (IFSHC)
htep://ifshc.com. DSCH har i alle arene veret medlem
af IFSHC og sendt repraesentant til Congress on
Histochemistry and Cytochemistry som atholdes ca.
hver 4. ar.
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Selskabets oprindelige formalsparagraf fra 1976

Foreningens oprindelige formal var:

1. at korrelere cyto- og histokemiske data med
biokemiske celle- og vavsbiologiske data

2. at medvirke til udvikling, pracisering og
standardisering af cytokemiske metoder med speciel
vagt pa kontrolanalyser og kvantitering

3. at varetage cytokemiske arbejdende forskeres
interesser og kontakt til foreninger i andre lande,
herunder internationale meder etc.

4. at lette udvekslingen af information mellem
danske forskere med hensyn til metoder, apparatur,
forskningsproblematik etc.

Medlemskab blev givet til medlemmer, der havde produceret
mindst 1 artikel. Andre kunne optages som forelgbige eller
associerede medlemmer.

6.2: Opdatering af formalsparagraffen i 2004

I 2004 besluttede bestyrelsen at modernisere foreningens
formalsparagraf. Den nye formélsparagraf blev efterfolgende
godkendt pa generalforsamlingen i 2004.

Det er nu foreningens opgave gennem et tvarfagligt
samarbejde mellem personer med en biologisk/diagnostisk
orienteret baggrund at virke for:

1. Udbredelsen af kendskabet til reagenser og
metoder der benyttes ved cyto- og histokemi
i videste forstand.

2. Udbredelsen af kendskabet til resultater opnaet ved
cyto- og histokemiske metoder i forsog pd at vare
med il at optimere processer og procedurer.

3. Integrering af cyto- og histokemiske resultater
i diagnostisk arbejde inden for biologien i videste
forstand.

4. Vi henvender os til bade bioanalytikere og
akademikere, og det er vores formal, at der i
foreningens bestyrelse sidder reprasentanter fra
begge grupper.

5. Foreningen afholder ca. 2 meder arligt, hvoraf et
mede forsoges planlagt pi Fyn eller i Jylland.

Der blev i DSCHs nye formalsparagraf dbnet op, for et mere
bredt og klinisk fokus samt, at alle kan blive medlemmer,
bide af bestyrelsen og af DSCH. I det nye DSCH har vi
fokuseret pa at have en bred representation i bestyrelsen, sa
bide patologer, akademikere/forskere og bioanalytikere er

repraesenteret.

I hele foreningens historie har der jevnligt varet inviteret
internationale foredragsholdere, og det har givet et frisk og
internationalt pust til mederne.

Foreningens formend har vist sig ganske langtids-holdbare.
Der har i foreningnes historie blot veeret 3:

* 1976 Poul Erik Heyer
* 1985 Hans Lyon
* 2003 Karina Norring Hjort

Figur 6.2.1. De tre formand for Dansk Selskab for Cyto- og Histokemi og
¢én undervisningskoordinator pd Hospitalslaborantuddannelsen. Fra venstre
Karina Hjort, Poul Erik Hayer, Inger Lindebo Holm og Hans Lyon. (Inger
Lindebo Holm)
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6.3: Det nye DSCH

DSCH har veret en meget stabil organisation, stabilt
kontingent og atholdelse af i gennemsnit 2-3 meder arligt.
Der er dog sket nogle forandringer for at modernisere
foreningen.

- DSCH fik sit forste website i 2001 www.dsch.dk

- Vi moderniserede lovene i 2005, s de blev mere
tidssvarende og korreleret til vores nye
formélsparagraf

- Vi har introduceret netvark sessioner efter alle
videnskabelige moder, hvor deltagerne inviteres
til en sandwich og et glas vin/vand, mens der
livligt udveksles erfaringer og diskuteres
med ligesindede

- Vi har &bnet op for firmamedlemskaber og
har i dag 7 firmamedlemskaber og har ligeledes
introduceret regler for udstillere. Dette har ogsd
bidraget til at, vores okonomi er sund og vi har
derfor i ar til vores 40 érs jubileeum rad il at
lave et flottere jubileumsmede og udgive

dette festskrift

Med altid flot deltagerantal til vores moder (gennemsnitlig
omkring 60-70 personer), si er der en lys fremtid for DSCH
i de neste mange ar. Dette krever selvfolgelig en konstant
modernisering i relation til fagets udvikling og de mange
forandringer der naturligt sker.

6.4: Mader og aktiviteter
Udvalg af DSCHs meder og kurser siden

foreningens oprettelse

1976  En nyudviklet billedanalysator, Zeiss-
microvideomat 2

1977  Enzymhistokemiske studier af segmentationen
i nyrens proximale tubulus. Autoradiografisk
pavisning af den natrium/kalium folsomme
ATPase. Glutamatdehydrogenase i den
histokemiske procedure. Studier over
laktatdehydrogenase isoezymer i aorta

1977  Histokemisk pavisning af degnsvingninger
i ravsyre dehydrogenase aktiviteten og den
endogene Coenzym Q koncentration i corpus
pineale hos rotter

1978

1978

1978

1978

1978

1979
1979

1979
1980
1980

1982

1983

1983

1984

1984

1985

Metodologiske betragtninger ved
immunhistokemiske studier af
immunoglobuliner

Indoxyl-metoder til histokemisk pavisning af
hydrolaser

En funktionel beskrivelse af den cellulere
population i den humane lymfeknude

Methods of quantification in enzyme
histochemistry

Fysisk/kemisk analyse af forskellige
farvestofprover. Pyroninfarvning ved
standardiseret farvestofkoncentration.
Immunhistokemisk pavisning af oncofetale
antigener i testistumorer

The cytochemical approach to hormone assay
Histochemistry is the question of localization.
An example is the use of radioactive labeled
inhibitors. Advantages of cytochemistry
Videregiende fysiske undersogelser af pyronin Y
Formaldehyd induceret fluorescens i carcinoide
tumorer indlejret i hydrofile plastikmedier

Er xylen nedvendig ved dehydrering af snit
forud for montering

Quantitative cytochemical studies of the
metabolism of synovial lining cells with special
reference alterations in rheumatoid arthritis
Fibronectin — immunhistokemisk pavirkning og
forekomst i normalt og inflammeret vav
Bestemmelse af gstrogen- og
progesteronreceptorer i cancer mammae
Ultrastrukeurel lokalisation af beta-galactosidase
aktivitet i peritoneale makrofager fra C57B1
mus. En kvantitativ cytokemisk metode til
méling af beta-galactosidase i dyrkede humane
fibroblaster. En mikrofluorometrisk metode til
bestemmelse af aktiviteten af alpha-galactosidase
i dyrkede fibroblaster og fostervandsceller fra
Fabry patienter og normale.

Recent developments in DNA cytochemistry,
with particular reference to in situ hybridization
with non-radioactive labels

Autoradiografisk demonstration af receptorer
for vasoaktivt intestinalt polypeptid (VIP)

i corpus pineale. Amygdala kindling af
benzodiazepinreceptorer. Receptorbinding malt

ved computer-assisteret autoradiografi
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1986

1987
1987
1988
1988

1990
1990

1991

1991

1991

1992

1993

1993
1993

1993
1994

1994

1994

1995

A historic survey of the development of the
Romanowsky-Giemsa method. The use of
Romanowsky-Giemsa method in veterinary
practice, advantages and problems. The use of
the Romanowsky-Giemsa method for staining
fine-needle aspiration biopsies, advantages and
problems. Problems with the Giemsa stain. The
Romanowsky-Giemsa stain, Standardization
and reproducibility as a cytological and
histological stain.

Stereologi. Oversigt, muligheder, eksempler og
perspektiver

Lektiner, oversight, muligheder, eksempler og
perspektiver

Kursus i mikrobelgeovnstekning (2 dage)

In situ-hybridization

Organiske oplesningsmidler i histologien
Autometallographic silver enhancement — en
histokemisk teknik til pavisning af guld, selv,
kviksolv og zink

Workshop i anvendt immunhistokemi
Metodologiske problemer i immunhistokemi (2
kurser i januar og august)

Minisymposium og prasentation af Bartholin
Instituttet. Diabetes forskning, immunologi og
cancer og neurologisk forskning

Det terminale komplement kompleks — ven
eller fjende?

Kvalitetsikring indenfor histopatologi — Nyttigt
eller kun besverligt

Workshop i anvendt immunhistokemi.
Metodologiske problemer i immunhistokemi
Billedanalyse

Substitution af xylen i klarings af
afparaffineringsprocessen

Workshop i immunhistokemi
Enzymbhistokemi i diagnostisk patologi.
Moderne synspunkter

Praktiske erfaringer omkring anvendelsen af
mikrobelgeovn pi patologiske institutter
Aktuelle projekter ved det netop atholdte kursus
for ledende og instruerende laboranter
Kvalitetssikring i patologisk anatomi.
Intentioner og erfaringer fra Sverige og
Danmark

1995

1995
1995

1995
1995

1996
1996

1996
1997

1997
1997
1997

1997
1997

1998
1998

1999

1999

2000

2000
2000

2000
2001
2001
2001

2002

2003
2003

Opportunistiske infektioner: En felles opgave
for klinikere, mikrobiologer og patologer
Hidtidige erfaringer med Estisol 220
PAPNET - System til diagnostik eller
kvalitetssikring?

Quantitation in Immunohistochemistry
Workshop — Quantitation in
immunohistochemistry

Opversigt over genteknologiens anvendelse
Formalin-frie fikseringsmidler. Kan de anvendes
med godt resultat?

Epitop-Retrieval

Den neuronale regulation af melatoninen fra
koglekirtlen

Immunostainers — fordele og ulemper

Cyclins — Diagnostic and prognostic relevance
Immunenzymatiske dobbeltfarvningsteknikker
— en oversigt

In situ-hybridisering: Kvantitative aspekter
CYTO97 i York med deltagelse af Margit
Baksted, Hans Lyon og Erik Hasselager

PNA — Peptide Nucleic Acid

We do have controls, but do we have quality
control

Immunhistokemisk visualisering af receptorer
Nye teknikker ved diagnostisk cervix cytology:
monolag/tyndtlag preparation og automatiseret
screening

Kvalitetssikring ved IHC — fallesmode med
DSP og DSPAC

Kursus i PCR Teknik

Immunohistochemical quality assurance and
standardization

The role of telomeres and telomerase in
cancer aging

Konfokal mikroskopi

Gene Display Systems

Genteknologiens anden fase: Nye teknikker —
nye tenkemader

DNA analysis med flow- og imagecytometry
fellesmgde med DSFCM

HPV pl6

Molekylerbiologi og molekylerbiologiske
teknikker (5 kursusdage)
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2003

2004
2004
2004
2004
2005
2006
2006
2007
2007
2008

2008
2008

2009

2010

2011

2012

2013

2013
2014

2015

2015
2016

Mammacancer. Udvalgte prognostiske

og prediktive markerer samt bud pa nye
behandlingsmetoder

New Tools in the Diagnosis of Lymphomas and
Leukemias

GIST (gastrointestinal stromal tumor), CML og
imatinib: definitioner, diagnoser og behandling
Kvalitetssikring Feellesmgde med NordiQC

Nyt fra fortiden

Angjiogenese og endotelcellebiologi

Nordic IHC Quality Control — felles mode
med NordiQC

Molekylere teknikker

Stamcelleforskning

Advanced fluorescence imaging techniques
Nordic Mammacarcinom: IHC Quality Control
— felles mede med NordiQC

Arbejde og studere i udlandet

Computer-baseret kvantitativ mikroskopi — med
focus pa tumor markerer

Bridging Oncology and Pathology - felles made
med DBCG med gasteforedragsholder prof.
Giuseppe Viale, Milano, Italien

Coloncancer: Patoanatomiske undersegelser

— diagnostiske, prognostiske og terapeutiske
markerer

Best Laboratory Practice and Standardization of
THC Testing — felles mgde med NordiQC
Maligne melanomer patoanatomiske
undersogelser og behandling

1st Nordic Conference on Standardization in
applied THC

HER receptors and their role in cancer
Targeteret behandling indenfor lunge cancer —
patologien meder onkologien

Prostatacancer. Diagnosticering, udfordring og
nye tiltag

Genprofileringstests — er de klar til klinikken
HPV Disease and prevention: Screening

and vaccine
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