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2025: voorbereiding cursisten
Mogelijk weet je best al een en ander hierover. 
Maak daarom voordat je de opnames bekijkt de vragen in presentatie 6. 
De vragen staan in de presentatie op dia 2, 6, 11, 22, 28, 31, 49, 53, 64, 77, 82. De antwoorden worden besproken in de opnames. 
De opnames staan in het LMS, map lesdag 3, submap kennisclips pre-analyse, fixeren. 
 
Maak na het bekijken van de opnames de vragen aan het eind van de presentatie: dia 100 tm 103. Deze vragen worden op de lesdag besproken. 
Maak de zelfstudievragen en kijk die zelf na (dia 105 tm 108). 
Op de lesdag krijgen jullie een groepsopdracht over pre-analyse fixeren, waarbij je de kennis uit de opnames gebruikt. 
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Waar gaan we het deze ochtend over hebben?

Pre-analyse
Variabelen bij prefixatie
Warme ischemie en koude ischemie

Belang van fixeren

Niet-coagulerende en coagulerende fixatieven
Variabelen bij fixeren

Fixatie artefacten
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Pre-analyse

Welke stappen horen bij pre-analyse?

NI
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Pre-analyse: ontvangst, er zijn verschillende invullingen van de term pre-analyse, wij gebruiken die zoals bij Nordiqc
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Pre-analyse
Prefixatie
Fixatie
Postfixatie / ontkalken
Processing (doorvoeren, dehydreren, ophelderen, paraffine)
Snijden, plakken
Drogen, bewaren

Analyse

Post-analyse
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Kritische stap: fixeren!!!!!!

The pre-analytical phase of tissue processing comprises of all the steps starting from receiving of tissue specimens until the submission of histopathology slides for interpretation.

Analyse:
Stainer / handmatig
Antigeen retrieval
Blokken
Primaire Ab, mcl (cloon) / pcl, verdunning, diluent / buffer
Detectiesysteem, chromogeen
Tegenkleuring
Afdekken
Post-analyse
Interpretatie
Controles (intern, extern, positief, negatief, lokalisatie)
Critical stain indicator
Quantificeren, cut-off levels 
Rapportage


Hogeschool
Leiden

Pre-analyse
Prefixatie
Fixatie
Postfixatie / ontkalken
Processing (doorvoeren, dehydreren, ophelderen, paraffine)
Snijden, plakken
Drogen, bewaren

Analyse

Post-analyse


Præsentationsnoter
Præsentationsnoter
Kritische stap: fixeren!!!!!!
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Variabelen bij prefixatie

Afname weefsel

Vertraging voordat weefsel in fixatief gaat
Tijd, temperatuur
Warme — koude ischemie

Grootte / type weefsel
(biopt, resectie, histologie, cytologie)

Inkt

https://librepathology.org/wiki/Marking_ink
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Afname weefsel: kookeffect, verknijpen
Kookeffect door wegbranden (snijden) in organen
Verknijpen door het afbinden van een orgaan

Studies have shown that warm ischemia time (WIT; typically defined as removal of an organ from cold storage to completion of reperfusion of warm blood following anastomosis)3,7 and cold ischemia time (CIT; the duration of time an organ spends in cold storage prior to transplantation) 7 are important determinants of kidney allograft outcomes.
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Effect afname weefsel bij OK

Electro-chirurgie - Hitte denaturatie

Wat gebeurt er met eiwitten?

s

550-1550 kHz 54-880 MHz

1 | |
1 1

I
AM Radio Television

60 Hz 100 kHz

1 1 |
I I T

Household Muscle and nerve
appliances stimulation
ceases

Electrosurgery
200 kHz-3.3 MHz
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Præsentationsnoter
Warme ischemie: Coupes met kookeffect. Nordic presentative. Pre-analyse 
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Effect afname weefsel bij OK

Electro-chirurgie - Hitte denaturatie

Wat gebeurt er met eiwitten?

1.

550- 1550 kHz 54-880 MHz

| |
1 1

AM Radlo Television

60 Hz 100 kHz
— '
Household Muscle and nerve
appliances stimulation

ceases

Electrosurgery
200 kHz-3.3 MHz
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Coupes met kookeffect. Nordic presentative. Pre-analyse 
Cut If the voltage level is high enough, the heat generated can create a vapour pocket. The vapour pocket typically reaches temperatures of approximately 400 degrees Celsius, which vaporizes and explodes a small section of soft tissue, resulting in an incision.
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CK7/8, CAMb.2 CD10. 56C6

https://www.nordigc.org/downloads/documents/8.pdf
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Hitte denaturatie Workshop Nordiqc 2016, Pre-analytical phase
Wegsnijden met hitte
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https://www.nature.com/articles/s41598-022-06533-9
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Studie naar effect chirurgie
The conduction point was excised in the direction of the minor axis of the porcine esophagus and stained with hematoxylin and eosin. One pathologist determined the extent of heat denaturation.
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Effect afname weefsel bij OK

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1477513124004455
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In our study, it was shown that histopathological changes begin to develop in the testis within the first 30 min of warm ischemia and that ischemia times longer than 30 min lead to testicular atrophy. Fig. 3. Right and left testicular microscopy photos of the groups: In the microscopy of the right (Sh-Rt) and left testis (Sh-Lt) of the rats in the sham group, cells belonging to the spermatogenic series of the seminiferous tubules (Star) and Leydig cells in the interstitial tissue (Arrowhead) are observed in normal structure. Atrophy, tubular degeneration, and necrosis (Arrow) are observed in the right testicle of WIb30 rat (WIb30-Rt). 
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Variabelen bij prefixatie
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Belang van tijd!
Warme ischemie
	Tijdens operatie

Koude ischemie
	Na afname weefsel
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Liver: No Fix delay Liver 16 hrs delay Liver 48 hrs delay

https://www.nordigc.org/downloads/documents/8.pdf- CD138



Præsentationsnoter
Præsentationsnoter
TQI: tissue quality index, intrinsieke controle voor effecten preanal variabelen
CD138

https://www.nordiqc.org/downloads/documents/8.pdf-
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Koude ischemie

Tijd tussen afname weefsel en fixatie

4h

8h

o/n

https://www.researchgate.net/figure/26793880_fig1_Figure-1
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Figure 1 Estrogen receptor expression in case number 9; a , 0 min; b , 4 h; c , 8 h; d , overnight. Progesterone receptor expression in case number 8; e , 0 min; f , 1 h; g , 4 h; h , 8 h ( Â 100). Note decreased markers expression and intensity with the time of delayed fixation. 
Vertraging in formaline fixatie heft een negatief effect op hormoonreceptoren, zowel ER als PR
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Leiden New ER Guidelines Require Recording Time
Points for Tissue Handling

Require 3 time points be recorded for each
specimen and be available when you sign out
report so time to fixation will be known

1. Time tissue is removed (OR staff to record)
2. Time tissue is received in grossing room
3. Time tissue was piaced in fixative
These tim nt will h

— 111wt L llle pGiu
shooting unexpected test results

Q
—+

*Standard procedure at URMC Medical Center for over one year for all OR specimens

http://www.asco.org/portal/site/ascov2
http://www.asco.org/ascov2/Press+Center/Latest+News+Releases/ASCO+and+the+CAP+Issue+Joint+Guideline+to+Im

prove+Hormone+Receptor+Testing+for+Patients+With+Breast+Cancer

Meest recente update: https://ascopubs.org/doi/10.1200/JCO.19.02309#T2
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Amerikaanse richtlijnen kloppen die nog?
IHC borstkanker

http://www.asco.org/portal/site/ascov2
http://www.asco.org/ascov2/Press+Center/Latest+News+Releases/ASCO+and+the+CAP+Issue+Joint+Guideline+to+Improve+Hormone+Receptor+Testing+for+Patients+With+Breast+Cancer
http://www.asco.org/ascov2/Press+Center/Latest+News+Releases/ASCO+and+the+CAP+Issue+Joint+Guideline+to+Improve+Hormone+Receptor+Testing+for+Patients+With+Breast+Cancer
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Koude ischemie

Fixeren!

Gepubliceerde richtlijinen en aanbevelingen (ASCO en CLSI)
Fixeren binnen één uur

Literatuur-gebaseerde aanbevelingen M/aar ﬁ
Fixeren binnen 12 uur <o be/ofh s g V‘K
"y

https://www.nordiqc.org/downloads/documents/8.pdf
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Guideline: ASCO CAP gecontroleerd febr 2018
Nordiqc workshop 2016 pre anal variabelen
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1

Autolyse

e —

Koude ischem

Zoek de verschillen...
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De weefsel bewerking start met de fixatie van het weefsel om autolyse te voorkomen. Na afname van de cellen en weefsels zullen katabole (afbraak-) processen de overhand krijgen en zullen afvalstoffen zich ophopen. Het gevolg is een energie te kort en het verloren gaan van de membraanintegriteit (o.a. membraanpermeabiliteit). Afhankelijk van het orgaan is autolyse na ongeveer 6 uur zichtbaar aan de veranderingen in de cel. De kern wordt vaak pycnotisch en het cytoplasma acidofiel (meer roze in een HE kleuring) en daarna lichter van kleur. 
De hydrolasen in de lysosomen bestaan uit protease, lipases, glycosidases en nucleases

Appel toevoegen
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Kenmerken autolyse:

Zwelling, lysis ery’s

Zwelling, krimp cellen

) Sy
P B R Cytoplasma: eosinofieler, bleker,
F SR L e )
1 ~ - . . " 2 ?.
i q&t’:\{ %’f’, verdwijnt
ok ?.%:‘If‘
» x N - 'ﬂ-'---w. .~ 1
R R A

: Kern: bleker, verdwijnt

Nucleolus: eosinofiel, verdwijnt

-
yar
°

https://www.researchgate.net/figure/Histological-changes-at-a-0-b-48-c-96-and-d-144-h-postmortem-for-liver_fig1_318352054
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Histological changes at (a) 0, (b) 48, (c) 96, and (d) 144 h postmortem for liver tissues in human liver samples. 
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Koude ischemie — Autolyse

‘zelf vertering’
- afbraak processen
- afvalstoffen
- membraanpermeabiliteit
- lekken lysosomen

digestive enzymes
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De reactie met het weefsel verloopt in drie stappen, hydratatie, additie (formaline aan aminogroep) en een condensatie (vorming van de uiteindelijke crosslink).

Formaline reageert voornamelijk met aminogroepen.

De weefsel bewerking start met de fixatie van het weefsel om autolyse te voorkomen. Na afname van de cellen en weefsels zullen katabole (afbraak-) processen de overhand krijgen en zullen afvalstoffen zich ophopen. Het gevolg is een energie te kort en het verloren gaan van de membraanintegriteit (o.a. membraanpermeabiliteit). Afhankelijk van het orgaan is autolyse na ongeveer 6 uur zichtbaar aan de veranderingen in de cel. De kern wordt vaak pycnotisch en het cytoplasma acidofiel (meer roze in een HE kleuring) en daarna lichter van kleur. 
De hydrolasen in de lysosomen bestaan uit protease, lipases, glycosidases en nucleases
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Hoe kun je autolyse voorkomen of beperken?

Zonder fixatief

Met fixatief
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Præsentationsnoter
P29
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Hoe kun je autolyse voorkomen of beperken?

Zonder fixatief
Koelen

Met fixatief
Zo snel mogelijk!!!
Fysisch = invriezen
Chemisch = fixeren
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P29
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Het belang van fixeren

Met welke doelen wordt weefsel gefixeerd?

Welke manieren van chemisch fixeren zijn er?


Præsentationsnoter
Præsentationsnoter
Afname tot coupe


Hogeschool
Leiden

Doelen fixeren

Afbraak (katabole processen) remmen / voorkomen
autolyse
heterolyse

3D structuur vastleggen
behoud van eiwit structuur

antigeniciteit

Bestand maken tegen histotechnische bewerkingen
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Plaatjes toevoegen
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Chemisch fixeren

Niet-coagulerend (cross-link)
Formaline
Formaldehyde

Coagulerend
Aceton
Ethanol, methanol
Azijnzuur
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Wat zit waar in?

In alle drie de buizen zit een BSA oplossing
Aan één buis is formaline toegevoegd

Aan één buis is ethanol toegevoegd

Wat gebeurt er met
de eiwitten in deze buizen?



Præsentationsnoter
Præsentationsnoter
Buizen laten maken en meenemen?
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Wat zit waar in?

Aan één buis is formaline toegevoegd
Niet-coagulerend (cross-link)
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Wat zit waar in?

Aan één buis is ethanol toegevoegd
Coagulerend (klonteren)

doud o o0

- —----—-q

: o-c HzCHj i

o 7 Ethanol __}
}::H,I [P Ho-@—cm{

o i

i CH,CH H-O |
I__ Ethanol Hu
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Wat zit in welke buis? 
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Niet-coagulerend (cross-link)

H™ ~H
Aldehyde fixatieven

Formaline (NBF, FFPE)
(Para)formaldehyde

4% gebufferde formaldehyde
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NBF = neutral buffered formalin
FFPE = formalin fixed paraffin embedded

http://nl.wikipedia.org/wiki/Afbeelding:Formaldehyde-2D.svg
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Formaline — Formaldehyde

Formaldehyde (g)
— oplosbaar tot 37% — (100%) formaline
— 10x verdunnen — 10% formaline

Paraformaldehyde (s), polymeer van formaldehyde
—>4g /100 ml — 4% formaldehyde

4% formaldehyde ~ 10% formaline
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p54
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Formaldehyde reactie

1: permeatie
2: additie

3: condensatie (cross-linking)

C
IR
H H

AT,V Vs [YAVAY ¥

methylene bridge
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p54
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Formaldehyde reactie

1: permeatie

Hydratatie van formaldehyde tot formaline
(methyleenglycol)

H,C=O o  H,0 wessssmp HOCH,OH

FORMALDEHYDE METHYLENE GLYCOL
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De fixatie verloopt in drie fasen. Als eerste wordt formaldehyde gehydrateerd tot formaline (methyleenglycol) CH2(OH)2.
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Formaldehyde reactie

2: additie (snel; minuten)

Covalente additiereactie waarbij formaline bindt met een
NH, groep (instabiel)

H
I
—
PROTEIN M NH, oy “OCH,0H o | PROTEN —N o H,0
I
C

’ H,OH
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Præsentationsnoter
Het methyleenglycol reageert met reactieve groepen uit het weefsel. Deze zijn te vinden op de macromoleculen.
Wanneer methyleenglycol tijdens zijn diffusie het weefsel contact maakt met een -NH2- groep vindt een snelle additiereactie plaats waarbij H2O wordt afgesplitst en formaline covalent bindt. Het molecuul blijft nu reactief voor een volgende koppeling.
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Formaldehyde reactie

3: condensatie (traag; dagen)
Vorming cross-links (methyleenbruggen)

H
|
PROTEIN — N R H = PROTEIN
|
CH

,OH

l METHYLENE BRIDGE FORMATION

PROTEIN EI PROTEIN *+ Ho
2
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Het molecuul blijft nu reactief voor een volgende koppeling. Deze koppeling treedt op wanneer er ruimtelijk gezien een tweede reactieve groep (bijv. een -NH2- groep van een ander eiwit) door het formaline bereikt kan worden. Nu wordt een tweede molecuul H2O afgesplitst. Het formaline komt nu ook covalent vast te zitten aan de andere eiwitketen. Van het oorspronkelijk molecuul is dus -CH2- overgebleven. Dit -CH2- maakt nu deel uit van het eiwit waarbij het een dwarsverbinding ("crosslink") vormt tussen twee eiwitketens.


Hogeschool
Leiden

H H OH
\ . H,0 \ /
/C— =

C
H H/ \OH

Formaldehyde Methylene glycol
H
R—H+ \C:o = R-CH,OH
H Bound hydroxymethy group

R—CH20H+R—H=R—CH2—R+H20

Metyhylene bridge
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Formaldehyde reactie

Reactie met macromoleculen

Aminozuren -NH,, -COOH, -OH, -SH
Nucleinezuren -NH,, -OH, -PO,

A

Lipiden -C=C-
1 0 . | 0 . g - | O - -
HaN—C—7 HN—C—¢7 HN—C—7 HN-C—CT H-*‘““L_R
A o . | SO . I o | SO | SO
Pro ©C 7 b Te | Thr goy—(- [rp —C [yr —(C—
<N S [ 1 AN
A OH —(
|

: O ©

H OH
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De belangrijkste reactieve groepen van macromoleculen zijn:-NH2, -COOH, -OH, -SH, fenyl van aminozuren -C=C- in vetten en -NH2, -OH, -PO4 in nucleïnezuren. Koolhydraten als glycogeen en neutrale suikers bevatten geen reactieve groepen welke met formaline kunnen reageren.
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Fixatiesnelheid

Fixatie reactie van formaline met weefsel

Pathologie, diagnostiek: 24 uur formaline fixatie

% crosslinks ﬁ

1 2 3 4 5 6 7 dagen —— —p
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Variabelen bij fixatie
Fixatie tijd
Onderfixatie, optimale fixatie, overfixatie
Buffer (type, concentratie)
Concentratie fixatief
Fixatie temperatuur (kT versus 4 °C)
Aard van weefsel

Cytologisch versus histologisch preparaat



.
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Belang fixatietijd - macroscopie

https://basicmedicalkey.com/gross-processing-of-liver-specimens/


Præsentationsnoter
Præsentationsnoter
Figure 2.5 Formalin fixation of liver tissue. This panel shows a 2.5-cm cube of liver tissue sectioned at various times during the fixation process. (A) one hour, (B) 3 hours, (C) 12 hours, and (D) 20 hours. The fixation process was not complete for over 24 hours.
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Belang fixatietijd - microscopie

https://oraclebio.com/pathologists-fixation-histology-histopathology/
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Præsentationsnoter
These two images are of the same breast carcinoma. The upper panel shows the primary lesion in the breast, and fixation is extremely poor. The lower panel shows the same carcinoma in a well-fixed axillary lymph node. Mitotic cells are obvious in the nodal metastasis but are unrecognisable in the primary. Accurate grading of the primary lesion is impossible.
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Belang fixatietijd — microscopie - IHC

ago
NordiQC cD4 - SP35


Præsentationsnoter
Præsentationsnoter
Vb: wel vold fix tijd (24 uur) maar te groot stuk weefsel
In discussie: waar hoort de aankleuring te zitten?
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Belang fixatietijd — microscopie - IHC

Plasmacytoma

L .

NS,
SOROAIS EART

Center

https://www.nordiqc.org/downloads/documents/154.pdf
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Diffundeerbaarheid fixatief

Coéfficient van diffundeerbaarheid
(Medawar 1941)

D =k * +t
D halve diameter van het weefsel
= afstand van rand tot midden weefsel (mm)
k diffusiecoéfficient

t uur
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Ongeveer 1 mm per uur, dan is het binnen maar nog geen volledige fixatie/crosslinks
Verder ook afhankelijk van soort weefsel, zoals vet 
https://www.leicabiosystems.com/knowledge-pathway/processing-fatty-specimens/
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Diffundeerbaarheid fixatief

N\

v

:j, /B

J

Yes, 20 times more formalin than your sample! Your sample
should also be free to drift with lots of space around it.

X XX

Too little formalin! Squished to the sides! Too little formalin!

https://uwhistologyandimaging.org/histopathology-work-order/general-histology-guidelines/

Minimale ratio
weefsel : fixatief =1 : 10


Præsentationsnoter
Præsentationsnoter
Tm 2016: 1:20 gezegd, ogv tekst Bep
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Minimale fixatietijd voor ER

MImage 10 Fixation, 3 h; antigen retrieval, 40 min.

IImage 20 Fixation, 6 h; antigen retrieval, 40 min.

~ P AT PREN [ § Y5 -
: ' = Ak $ Y %y &‘.\‘q
- « 3 \‘
:' ' ¢ ."‘_‘ ¥ ‘ “’
: TEl ki b & -
N (TG e > - U
"™ 4 .:,_ “ 2% #} “
: A b e : ‘ 2 O‘lb -
-~ o BN s- i Dig

MImage 31 Fixation, 8 h; antigen retrieval, 40 min.

“The minimum formalin fixation time for reliable
immunohistochemical ER results is 6 to 8 hours in our
laboratory, regardless of the type or size of specimen”

Goldstein NS, Ferkowicz M, Odish E, Mani A, Hastah F. Am J Clin Pathol. 2003 Jul;120(1):86-92

®

CeQ
NordiQC

mADb clone 1D5
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Præsentationsnoter
Minimum formalin fixation time for consistent estrogen receptor immunohistochemical staining of invasive breast carcinoma. 
Goldstein NS, Ferkowicz M, Odish E, Mani A, Hastah F
Am J Clin Pathol. 2003 Jul;120(1):86-92 
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ASCO/CAP: 6-72 uur, 10% NBF

Summary of ASCO/CAP ER and PgR Guideline Recommendations

Optimal tissue handling requirements*
*Revised per the 2011 ASCO/CAP Clinical Notice on HER2 and ER/PgR

Recommendation:

Time from tissue acquisition to fixation should be = one hour. Samples for ER and PgR testing are fixed in 10% NBF for 6-72 hours. Samples should
be sliced at 5-mm intervals after appropriate gross inspection and margins designation and placed in sufficient volume of NBF to allow adequate
tissue penetration. If tumor comes from remote location, it should be bisected through the tumor on removal and sent to the laboratory immersed in a
sufficient volume of NBF. Cold ischemia time, fixative type, and time the sample was placed in NBF must be recorded.

As in the ASCO/CAP HER2 guideline, storage of slides for more than 6 weeks before analysis is not recommended.

Time tissue is removed from patient, time tissue is placed in fixative, duration of fixation, and fixative type must be recorded and noted on accession
slip or in report.

2019: http://www.cap.org/ShowProperty?nodePath=/UCMCon/Contribution%20F olders/WebContent/pdf/er-pgr-summary.pdf
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Is er een maximum fixatietijd voor ER?

Waarom zou er technisch een maximum fixatietijd zijn?


Præsentationsnoter
Præsentationsnoter
Te veel cross-links effect op je IHC
Moleculaire techniek, schade aan RNA/DNA
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g0
NordiQC

Breast carcinoma 3+,

HER-2 PATHWAY, rmAb 4B5

47
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ggo
NordiQC

4h'_

48 h

Breast carcinoma 1+, HER-2 PATHWAY, rmAb 4B5

24 h

. 168 h

48


Præsentationsnoter
Præsentationsnoter
Conclusion: IHC biomarkers not affected by NBF fixation time and patient material and control material can be fixed from 4 - 168h in 10% NBF
Bij langere fixatie komen er wel meer FN in de SISH
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Breast carcinoma, 1+ Dual SISH CCrb ext, P3. 8 m

4 h | 24 h

* R

48h | 168 h

ago
NordiQC


Præsentationsnoter
Præsentationsnoter
SISH soms wel beinvloed door langer fix tijd
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ASCO CAP richtlijnen HER-2 test

2007

2013 Laatste update 2023

Optimal
fissue
handling
requirements

Time from tissue acquisition to
fixation should be as short as
possible; samples for HER2 testing
are fixed in 10% neutral buffered
formalin for 648 hours; cytology

specimens must be fixed in formalin.

Samples should be sliced af
5-mm toll-mm infervals after
appropriate gross inspection and
marging designation and placed
in sufficient valume of neutral
buffered formalin

Duration of fixation has been changed from =48 hours to
&72 hours. Any excepfions to this process must be included
in repart.

http://www.cap.org/ShowProperty?nodePath=/UCMCon/Contribution%20Folders/WebContent/pdf/her2-summary.pdf

Meest recente update: hitps://meridian.allenpress.com/aplm/article/147/9/993/493531/Human-Epidermal-Growth-Factor-Receptor-2-Testing



http://www.cap.org/ShowProperty?nodePath=/UCMCon/Contribution%20Folders/WebContent/pdf/her2-summary.pdf
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Chemisch fixeren

Niet-coagulerend (cross-link)
Formaline
Formaldehyde

Coagulerend
Aceton
Ethanol, methanol
Azijnzuur
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Coagulerende fixatieven
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http://www.exobiologie.fr/wp-content/uploads/2008/12/image1-8.jpg
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Twee d+ geladen eiwitten zullen elkaar in waterig milieu dus afstoten. Hierdoor blijven eiwitten schijnbaar colloïdaal in oplossing. Dit wordt een hydrofiele sol genoemd.
Aceton en ethanol onttrekken het water. Hierdoor valt de watermantel weg en hiermee ook de onderlinge afstoting. Nu klonteren de eiwitten bij elkaar en slaan neer; de coagulatie is een feit.

met overmaat H+ionen zorgt voor de vorming van H3O+. De H+ ionen hebben een grotere aantrekkingskracht voor water dan de NH3+ groepen van het eiwit.
Hierdoor slaan de eiwitten neer en plakken deze aan
elkaar (hydrofobe gedeelten). Koolhydraten en nucleïnezuren zijn meestal ook
onoplosbaar in coagulerende fixatieven en zitten vast aan of ‘gevangen’ in de
neergeslagen eiwitten. Vetten zullen in coagulerende fixatieven grotendeels
oplossen en uit het weefsel worden verwijderd
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Coagulerende fixatieven

Aceton

Ethanol, methanol

https://www.researchgate.net/figure/Comparison-between-buffered-ethanol-70-BE70-and-neutral-buffered-formalin-NBF _fig2_303511316
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Præsentationsnoter
Comparison between buffered ethanol 70% (BE70) and neutral-buffered formalin (NBF) fixation. Tissue sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E) after BE70 or NBF fixation. H&E images of brain and skin. Scale bar, 50 µm.  
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Richtlijnen fixeren

Tijd van afname, dan wel tijd van aankomst op het lab is bekend
Gebruikte fixatief is bekend

Fixatietijd is bekend

2019: http://www.vapweb.nl/files/page/wihc-kwaliteitsrichtlijnen-1-weefselbewerking-20121009.pdf
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Nog steeds zo op website febr 2017
Richtlijn was: minimaal 24 uur… (tot 2012) NVML
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Fixatie artefacten

Hoe te herkennen?

LM “normaal”

erytrocyten (hemolyse)

geen scheiding weefselstructuren
chromatine patroon (‘poederig’)
nucleolus

cytoplasmagrenzen

“normaal” contrast
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Fixatie artefacten IHC: bij pr, heb nu geen mooie foto’s Basis Histo cursus meer plaatjes goed en niet goed gefixeerd
http://cancerweb.ncl.ac.uk/cgi-bin/omd?Carnoy's+fixative
Carnoy's fixative
Ethanol, chloroform, and acetic acid (6:3:1) or ethanol and acetic acid (3:1), an extremely rapid fixative used for glycogen preservation and as a nuclear fixative. 
(05 Mar 2000) 
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Fixatie artefacten - Krimp
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Niet goed gefixeerd, extra fixatie door alcohol in doorvoeren en daardoor krimp
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Fixatie artefacten - Krimp
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Præsentationsnoter
Koolhydraten liggen vast in een eiwitnetwerk
Ongefixeerd materiaal dat gaat ‘drijven’
Vaak te zien bij glycogeen
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Waar hebben we het deze ochtend over gehad?

Pre-analyse
Variabelen bij prefixatie
Warme ischemie en koude ischemie

Belang van fixeren

Niet-coagulerende en coagulerende fixatieven
Variabelen bij fixeren

Fixatie artefacten



Hogeschool
Leiden

Wat vinden jullie?
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Waar

Niet waar




Hogeschool
Leiden

Wat vinden jullie?

Fixeren is een zeer belangrijk onderdeel van de pre-analyse fase

Waar — Ga staan

Niet waar — Blijf zitten
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Wat vinden jullie?

De concentratie van 37% formaline wordt standaard toegepast voor fixatie

Waar — Ga staan

Niet waar — Blijf zitten
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Niet waar�(Voor gebruik wordt dit verdund tot 10% oplossing, wat ca. 4% formaldehyde bevat.)
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Wat vinden jullie?

De verhouding tussen fixatief en weefselvolume moet minstens 1:10 zijn

Waar — Ga staan

Niet waar — Blijf zitten
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Wat vinden jullie?
Cross-linkende fixatieven verwijderen de watermantel rond eiwitten

Waar — Ga staan

Niet waar — Blijf zitten
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Præsentationsnoter
Niet waar�(Dat doen juist coagulerende fixatieven; cross-linkers maken verbindingen tussen moleculen.)
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Wat vinden jullie?

De aanbevolen maximale tijdsvertraging voor weefselfixatie is 1 uur

Waar — Ga staan

Niet waar — Blijf zitten
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Fixation matters!

Nynke Hahn
Hahn.n@hsleiden.nl
Met dank aan Anke Tiggelman
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2025: voorbereiding cursisten
Mogelijk weet je best al een en ander hierover. 
Maak daarom voordat je de opnames bekijkt de vragen in presentatie 6. 
De vragen staan in de presentatie op dia 2, 6, 11, 22, 28, 31, 49, 53, 64, 77, 82. De antwoorden worden besproken in de opnames. 
De opnames staan in het LMS, map lesdag 3, submap kennisclips pre-analyse, fixeren. 
 
Maak na het bekijken van de opnames de vragen aan het eind van de presentatie: dia 100 tm 103. Deze vragen worden op de lesdag besproken. 
Maak de zelfstudievragen en kijk die zelf na (dia 105 tm 108). 
Op de lesdag krijgen jullie een groepsopdracht over pre-analyse fixeren, waarbij je de kennis uit de opnames gebruikt. 
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