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Tva objektiva metoder anvands for narvarande i diagnostiken av kronisk idiopatisk intestinal
pseudoobstruktion (KIIPO): tarmmanometri och histomorfologisk analys. Den sistndmnda
metoden &r mycket tids- och resurskravande eftersom de celluldra forandringarna ar subtila
och flackvis forekommande. Flera specialtekniker anvénds parallellt med varandra: klassisk
ljusmikroskopi med specialfargningar och immunohistokemiska fargningar, morfometri samt
elektronmikroskopi.

MATERIAL

Allmént:

Hela tarmvaggen (sk. fulltjockleksbiopsi) maste undersokas.

Blodcirkulationen till det biopserade omradet maste vara intakt under den kirurgiska
proceduren for att minimera uppkomsten av ischemiska skador.

Biopsins langsaxis bor vara antingen i 90° eller 180° vinkel till tarmens langsaxis, i

tjocktarmen bor bade taenial och intertaenial tarmvagg vara med.

De centrala delarna av biopsin far absolut inte réras, hallas, dras eller klammas med pincett
under biopsitagandet.

For att undvika muskelkontraktion bor biopsin nalas pa en korkplatta vid de tva dndarna av
muskulaturen (se figur 1).

Storlek: Optimal storlek & 10 x 5 mm muskelyta (OBS! ej mukosayta)
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METOD

Hantering:

Biopsin bor nalas pa korkplatta med mukosa mot korken. Biopsin nalas vid de tva
kortdndarna av muskulaturen, korkplattan 1aggs ner i 4% buffrad formalin med korkplattan
uppat (se figur 1). Det &r dnskvart att lagga pappershandduk ovanpa korkplattan for att trycka
ner den in i formalinet.

Fixering:

Den optimala fixeringstiden ar 24 timmar i rumstemperatur med héansyn till immunhistokemi.
Den kan vara langre i formalin dock helst inte l&ngre &n 3 dygn.

Utskarning:

Biopsin delas i tre ojamnstora delar for ljus- och elektronmikroskopiska undersékningar. For
ljusmikroskopi baddas 2 vavnadsbitar.

1. C:a 1/3 av biopsin skivas eller baddas i sin helhet pa sadant satt att hela tarmvaggen kan
tvarsnittas (figur 2);

2. C:a 1/2 av biopsin skall baddas och snittas parallellt med serosaytan. Forst skars
mukosa/submukosa bort med skalpell under lupp; serosaytan skall tuschfargas for
orienteringens skull. Vavnadsbiten baddas pa sa satt att snittningen skall paborjas fran
serosan (figur 3);

3. 3. Resten baddas for elektronmikroskopi i c:a 1 mm® kuber fran hela t. muscularis.
Mukosa/submukosa behdvs inte for EM.

Snittning:

1. Tvarsnitt: | forsta omgangen snittas 3-4 um tjocka snitt i minst 3 olika djup. Fran varje niva
tas 3-5 seriesnitt upp pa glaset. Dessa snitt skall HE-fargas. Dessutom tas upp snitt upp pa
glas for specialfargning fran 2. och 3. djupnivaer: 5 st snitt for ev. specialfargningar och 9 st
snitt for immunhistokemi.

2. Parallellsnitt: Dessa prepareras i andra omgangen efter att patologen undersokt tvarsnitten
i mikroskopet och bestamt tjockleken av serosa+yttre muskellager. Mattet behovs for att
kunna avgora hur djupt ligger Auerbach-plexus i den aktuella biopsin. Detta for att kunna
undersoka nerv-plexuset i sa stor utbredning som majligt. Lagret mellan det longitudinella
och cirkuldra muskulaturen brukar vara 15-20 um. Pga vévnadens orientering, som ej &r alltid
optimal, bér man rékna med att snitta tjockare lager dvs flera snitt. Hela detta mellanlager bér
seriesnittas och tas upp for glas, 6 st snitt sparas for immunhistokemiska fargningar, resten
HE férgas. Parallellsnitt skall alltid prepareras och undersdkas vid misstanke om neuronopati.

3. Snitt for elektronmikroskopi gors endast vid behov.
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Fargning:

Pa tvarsnitten anvands som rutinfargning HE. Vid speciell fragestallning skall
specialfargningar goras.

Fragestallningarna kan vara foljande:

a) Inklusioner (PAS, PAS-diastas, Gomori’s methenamin-silver, von Kossa)
b) Fibros (ndgon av trikrom-fargningarna

c¢) Mastcell/eosinofil-forekomst (Giemsa)

d) Neuron-degeneration/kromatolys (kresylviolett).

Cellkomponenter som alltid skall undersdkas med immunhistokemins hjalp ar
foljande:

a) Muskelceller (intermediéra filamenter: aktin, glattmuskelcellsaktin/o-aktin, desmin)
b) Neuroner (neuron specifik enolas, neurofilament, bcl-2)

c¢) Schwann-celler/gliaceller (S100)

d) Cajalska intestitiella celler (c-kit/CD117)

e) Lymfocyter (CD45)

Pa parallellsnitt anvands HE, samt IH for neuron/Schwann cell/lymfocyt/Cajal cell.

Silverimpregnering pa 50 um tjocka fryssnitt: vi har frangatt denna metod pga tekniska
svarigheter som gjorde utvarderingen ytterst arbetsam och osékerhet i tolkningen.

| stallet infordes parallellsnitt som &r Overldgsen vid utvérderingen av nervsystemets
histomorfologi.

MORFOMETRI

Med hjalp av okul&r-mikrometer bestdms muskulaturens tjocklek, likaledes kan storleken av
enskilda muskelceller métas.

For narvarande rekommenderar jag inte beddmningen av neuron-densitet. Pga nervsystemets
tredimensionella struktur ar raknandet inte palitligt pa tvarsnitt. Utarbetande av optimal
neuron-rakning pa parallellsnitt pagar. Daremot kan man ange det maximala antalet neuroner
I den storsta submukosala ganglionen som finns i biopsin samt mata tjockleken av perifera
nervgrenar i submukosan vid misstankt intestinal neuronal dysplasi resp. M. Hirschsprung. |
en “’jatte Meissner-ganglion” finns mer &n 7 st neuroner i neuronal dysplasi och nervgrenar
tjockare &n 40 um nervgrenar bor finnas i submukosan i aganglionos.
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Mikroskopisk undersokning

Mikroskoperingen pabdrjas alltid med tvarbaddade seriesnitt dar man ocksa avgér om
specialfargningar eller fullstandig analys av parallellsnitt ar nédvandig eller icke. T ex om
man konstaterar nagon typ av muskelakomma kan man spara immunféargningar for neuroner
pa parallellsnitt.

Samtliga vagglager maste undersokas mycket noggrant och analyseras i varje snitt for att de
flackvisa, subtila cellforandringarna kunna upptéckas.

Sarskilt uppmarksamhet bor riktas mot féljande detaljer:

Antalet intraepiteliala lymfocyter, neuron-forekomst i mukosa, vakuolé&r-

degeneration av muskelceller, ”inklusioner” i muskelceller (intracytoplasmatiska eller
intranukledra), intranukleéra inklusioner i neuroner, degeneration av neuroner
(svullnad/vakuolisering, cell-skrumpning, cytoplasma-basofili, karyorrhexis eller pyknos,
apoptos), axon-degeneration i form av vakuolisering/svullnad, gliacell-6kning/hardar,
neuronofagi, intra- och periganglionar forekomst av lymfocyter/eosinofiler/mastceller,
bortfall av muskelceller och/eller fibros, tjockleken av perifera nerver i submukosan.

Arkitekturrubbning av muskulatur (flera/féarre skikt &n normalt, hypoplasi/atrofi eller
hypertrofi/hyperplasi), antalet och storleken av ganglioner/neuroner/nervgrenar bor ocksa
noteras.

Betraffande de inflammatoriska tillstdnden bor féljande beaktas:
a) Normalt finns det inga lymfocyter/eosinofiler/mastceller intra-ganglionart

b) Inflammatoriskt angrepp &r flackvist och mestadels diskret. Man kan exempelvis se endast
nagon enda lymfocyt intraganglionart pa tvarsnitt bland helt normala ganglia medan pa
parallellsnitt syns en mer markant lymfocyt-férekomst.

c) Det finns alltid tecken pa neuron-skada/glios vid ganglionit.

d) Intraepitelial lymfocytos betraktas som abnormalt vid mer an 20 st intraepiteliala
lymfocyter (IEL) / 100 epitelceller i tunntarm och mer &an 10 st IEL / 100 epitelceller i kolon.
Alltid minst 300 epitelceller rdknas.

FALLGROPAR

Patologen maste vara kritisk eftersom mekanisk skada/ischaemi kan orsaka

artefakter som i viss man kan likna muskel- eller neurondegeneration.

Vélavgransade grupper av muskelceller med eosinofil cytoplasma och “pyknotiska” karnor
kan vara klam/skarningsartefakter. Neuronférandringar i narheten av dessa omrade eller
kanter bor avfardas och tolkas som inte dkta.
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