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Labprocedure

� Chromogene in Situ Hybridisatie
• Voorbehandeling weefsel 

pretreatment/digestie
• Hybridisatie van de probe
• Wasstap
• Immuno 

Troubleshooting tijdens de procedure

Voorbehandeling
� Enzymdigestie

• Voorbeelden

� Welke factoren?
� Digestietijden
� Temperatuur
� Weefsel

Overdigestie met kleine spots



Overdigestie met hoge amplificatie Onderdigestie?

Activiteit van Pepsine

� Temperatuur 
variatie heeft een 
duidelijk effect op de 
activiteit van 
pepsine. 



Digestietijden en Weefsel

� Variatie tussen ziekenhuizen
• Tijd tussen operatie en verwerking
• Fixatie van weefsel 

• Type fixatief: 4% gebufferde formaline
• Temperatuur
• Duur van fixatie

Troubleshooting tijdens de procedure

Hybridisatie probe
� Denaturatie

Experiment
denaturatie bij 90°C / 95°C / 100°C

� Resultaten
Hoeveelheid spots per kern � idem

Morfologie � 90°C / 95°C idem bij 100°C 
kapotte kernen

Troubleshooting tijdens de procedure

Stringente was
� Belangrijk de temperatuur > 75°C < 80 °C

� Controleer dus altijd vooraf de 
temperatuur
• Effect? 

• Bij te hoge temperatuur verlies van signaal
• Bij te lage temperatuur aspecifieke achtergrond

Troubleshooting tijdens de procedure

Immuno
� Methanol met H2O2

• Endogene peroxidase remmen � Bruinige 
achtergrond

� DAB stap
• Niet langer dan 30 min van te voren klaar 

maken
• Niet vergeten!



Andere problemen

Korrelige kernen
• Oorzaak: Voorbehandeling weefsel?

Kleine spots
• Oorzaak: Weefselafhankelijk

Bruinige achtergrond
• Oorzaak: Endogene peroxidase remmen
• Voorbeelden





Buiten de labprocedure

Beoordeling
� Hoe wordt er geteld?

• Indien van toepassing specifiek gebied 
beoordelen

• Stel: gemiddeld ongeveer 6 spots/kern dan 
worden de kernen met � 4 spots/kern niet
geteld

• Eerst door 2 analisten hierna door 
Patholoog

Buiten de labprocedure

Beoordeling
� Twijfel gevallen 5 – 7 spots/kern

• NordiQC rondzending
• Stans 4
• In CISH niet geamplificeerd 5 - 6 spots/kern
• In FISH ratio van 2.7 - 2.9

� Foto CISH



� Gemiddeld 
112 Her2Neu 
signalen per 
20 kernen = 
5.6 spots/kern

� Gemiddeld 41 
Centromeer 
17 signalen 
per 20 kernen 
= 2.1 
spots/kern

� Ratio = 2.7 

Buiten de procedure

Uitgangsmateriaal
� Standaard op 5 � m coupes
� Toegestuurde blanco’s? � 3 � m
� Experiment

• Vergelijken van 5 � m en 3 � m coupes
• 3 samples met lage amplificatie >6 spots 

maar <10 spots per kern
• Blind beoordelen

Buiten de procedure

Uitgangsmateriaal
� Resultaten:

• Geteld binnen 1 gezichtsveld alle kernen
• Gemiddeld aantal spots berekend per kern

Sample 1 Sample 2 Sample 3

5 � m 5.5 5.3 5.8

3 � m 4.9 4.7 4.8

Uitgangsmateriaal

� Vervolg resultaten
• Geteld volgens standaard procedure
• Gemiddeld aantal spots berekend per kern

Sample 1 Sample 2 Sample 3

5 � m 6.8 6.6 7.2

3 � m 6.4 6.0 5.7



Sample 1

0

2

4

6

8

10

12

2 3 4 5 6 7 8 9

3 � m

5 � m

0

2

4

6

8

10

12

14

16

2 3 4 5 6 7 8 9

3 � m

5 � m

1 gezichtsveld Standaard telling

Sample 2

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

2 3 4 5 6 7 8 9

3 � m

5 � m

0

2

4

6

8

10

12

14

16

2 3 4 5 6 7 8 9

3 � m

5 � m

1 gezichtsveld Standaard telling

Sample 3
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Onze ervaring

� Robuustheid 
• Weefselafhankelijk � Ziekenhuis
• Kleine variaties in de methode

� Uitgangsmateriaal 
• Dikte van de coupe

� Voor FISH als CISH waar ligt de grens?


