Cytokeratine 8/18

Om de kwaliteit van een immunohistochemische (IHC)- kleuring te garanderen bij gebruik op de DAKO Omnis, moeten de antilichamen gevalideerd

worden.

Bij een validatie wordt de werking van nieuwe antilichamen getest op een positief controle weefsel om te zien of de IHC-kleuring optimaal is.

Wanneer de IHC-kleuring niet is zoals gewenst, dan kan het protocol gewijzigd worden om de optimale omstandigheden te hebben voor de werking

van de antilichamen.

Het RTU-antilichaam blijkt direct een goede immunohistochemie
(IHC)-kleuring op de levercoupes te geven, volgens de patholoog.
De Cytokeratine 8 (CK8) en Cytokeratine 18 (CK18) in de filamenten
van de hepatocyten vertonen een bruine kleur. Bovendien is de ach-
tergrond gekleurd met hematoxyline, waardoor de celkernen blauw

tot paars kleuren. Dit stelt de patholoog in staat om de hepatocyten
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Figuur 1 De workflow van een IHC-kleuring op Dako Omnis. Tubacarcinoom

Validatie van 2 antilichamen

1:100 verdunning + polymeer linker ,

200x
‘ - ‘. - y f
> ® ‘ , " < '
. N0, '
‘ ?0.. > N
\ “ L v L
A { : \
' ' ’ ., 7 \‘ 3
3 . .
" 4 b i "r;’hh \ - " \
g. ‘ § l" J
' - -~ - ? \ J r. ' J "y
v A ' oy - ' AY
. Y / / 5 o 4 A Y
B » c . L \ ' ’ ' 4
s A i \ A
" ! : . N ’
~ ’ . ' » A
- / . l’ .’ \
r" g ! L v
[ @ - / J
‘» ol .
L ) r 4
L - - v A
- 4 I\ D - . : K3 :
< o ) - \ ol o t
- " = '\
- - : s 4 A ® = > ~ 1

: S A% 1L L 0""‘3‘ VU )
(_ j t’ }‘3’&\ ‘i‘..‘:%;. ‘t"‘,..% . p 1 .: on . @& : ‘. ' K :. n‘
Monoklonale konijn anti-cytokeratine 8/18 Monoklonale muis anti-Wilms’ tumoreiwit 1 o ™ 7::.3 ’ Al S Nt 3 AT R i v " e\
- e : \. 7. / P\ P ‘:'f‘ JQ A
. . ) . . . 2 v 3 @ /v s A Y - .g“ i® \ .
Epitheliale tumoren opsporen door cytokeratine 8 en 18 aan te Urogenitale tumoren opsporen (voornamelijk Wilms’ tumor) SN X I AR rog 2 0 ‘*f@?&t‘ ' 2
' O igel R® £ U0y WL : o Ny A
. . 1 . . o o ‘.’-M'a‘. w,* \ | 5 wad - s :
kleuren in filamenten van het membraan van epitheelcellen Te optimaliseren antilichaam: concentraat antilichamen verdunnen en v £ S a Wy L W I
ope . . "’ \.‘ \ ‘\ - - \ ‘0‘ y £ ,/.’ / : . # v\ 7 / s/ 4/
Ready-to-use antilichaam eventueel polymeer linker gebruiken SN JAR N p by - & 8! Vs
o o, ‘g Y ‘ff" | " . . \ 4 .
. . . . . . My / . AR N y
IHC-kleuring van een leverpunctie IHC-kleuring van een niercarcinoom en tubacarcinoom b <6 g "4 Aot " \ A'Se S
e~ v ’ “' P ' ! /
' ) \ 3 ‘ . &
» , . " B N e K ) y o A ié .
. . . E $ 4 : . \4 ‘ o Jy 9 \ \
3,3"- diaminobenzidine (DAB) Bruin precipitaat | "' R S RN AT - 2 o A A 1 g R
® @ ,o nyeA, > T B X iy R, i R i i
0% %o — had e AL NG sy Pop SN o - el AW
. a2 o8 = o
H202 0 % H202 ‘ Horse Radish Peroxidase (HRF) 1:1000 verdunning, 200x 1:100 verdunning, 200x

Horse Radish Peroxidase (HRP)ﬂ 3,3"- diaminobenzidine (DAB)

Geit anti-konijn antilichaam, geconjugeerd @ ° Bruin precipitaat

Enzymgelabeld polymeer
met HRP (secundair antilichaam)

Geit anti-muis 1gG antilichaam

(secundair antilichaam)
Monoklonaal konijn anti-humaan CK8 of

CK18 antilichaam (primair antilichaam)

\\
/’
Weefsel WT1 antigeen

Monoklonaal muis anti-humaan WT1 IgG
,)gﬁ Weefsel
\ /

antilichaam (primair antilichaam)
CK8 of CK18 antigeen

e

Figuur 3 Schematische representatie van de polymeerketting indirecte de-
tectiemethode bij IHC met gebruik van HRP.

Figuur 2 Schematische representatie van indirecte detectiemethode bij IHC
met gebruik van HRP.

Figuur 2 en 3: gecreéerd met BioRender.com
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Bij beide weefsels werden drie verschil-
lende optimalisaties uitgevoerd.

1 Indirecte detectiemethode en 1:1000
verdunning van de WT1-antilichamen

-> Geen aankleuring niercarcinoom

-> Geen aankleuring tubacarcinoom

2 Indirecte detectiemethode en 1:100
verdunning van de WT1-antilichamen

-> Aankleuring tumorcellen van het

niercarcinoom

-> Geen aankleuring tubacarcinoom

3 Indirecte detectiemethode met een
polymeer linker en 1:100 verdunning
van de WT1-antilichamen

-> Aankleuring tumorcellen van het
niercarcinoom

-> Geen aankleuring tubacarcinoom

CK 8/18 werd onmiddellijk na de IHC-kleuring op de testcoupe goedgekeurd voor gebruik door de patholoog. Het RTU-antilichaam had geen verdere opti-

malisatie meer nodig en kan meteen gebruikt worden in de routine.

WT1 is geen RTU-antilichaam en had nog verdere optimalisatie nodig van de omstandigheden. Het antilichaam kleurt onder de uiteindelijke omstandighe-
den, 100 x verdund en met een linker, beter de tumorale cellen aan in het niercarcinoom. Er kan beter onderscheid gemaakt worden tussen de verschillen-
de cellen in vergelijking met het IHC-protocol zonder linker. De kleuring is volgens de patholoog nog steeds te zwak. Er zal nog een 50 x verdunning ge-

maakt worden. In de tuba bleef de IHC-kleuring negatief. Hiervoor is nog verdere optimalisatie nodig.



