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Introductie

De Periodic Acid Schiff (PAS)-kleuring maakt het mogelijk om polysachariden, mucines, glycogeen, glycolipiden en sommige
glycoproteinen te visualiseren. Perjoodzuur oxideert de glycol-groepen van carbohydraten waardoor aldehyden vrijkomen. Deze
aldehyden reageren met het Schiff-reagens waardoor een onoplosbaar paars-rood complex gevormd wordt.

De PAS-kleuring heeft heel wat toepassingen. Zo kan deze kleuring helpen bij het opsporen van glycogeenopslagaandoeningen,
nieraandoeningen, stofwisselingsziekten en lysosomale opstapelingsziekten. Ook myceliumdraden en sporen van sommige schimmels
cunnen aangetoond worden met deze kleuring. Ten slotte kunnen de Russell-lichaampjes van plasmacellen en sommige pigmenten, zoals
ipofuchsine en pigmenten van het Dubin-Johnsonsyndroom, gevisualiseerd worden. [1] In dit artikel wordt de verificatie van de PAS-
Kleuringskit besproken.

Materiaal en methoden

De verificatie van de PAS-kleuring bestond uit twee stappen: de optimalisatie van de kleuring en de eigenlijke verificatie. Voor beide
stappen werden weefselbiopten gebruikt afkomstig van een slokdarm met glycogeenstapeling. Er werden ‘Formalin-Fixed Paraffin-
Embedded’-coupes gemaakt met een microtoom op een dikte van 3 um. Deze coupes werden bevestigd op een Starfrost-glaasje (Knittel-
glaeser) door ze op te vangen in een warm waterbad. Hierna werd de procedure gevolgd die te zien is in onderstaande tabel. [2]

Procedure PAS-kleuring

Drogen op warme plaat 40 minuten
Deparaffineren in xyleen 5 minuten
. _ Alle coupes
Hydrateren in dalende alcoholreeks 6 minuten
Wassen met gedestilleerd water 3 minuten
Reagens A: amylase 10 minuten
. Twee coupes
Wassen met gedestilleerd water 3X
Reagens B: perjoodzuur 10 minuten
Wassen met gedestilleerd water 3X
Reagens C: Schiff-reagens 20 minuten
Wassen met gedestilleerd water 3X
Reagens D: kaliummetabisulfiet 2 minuten
. Alle coupes
Afgieten n.v.t.
Reagens E: fixatief 2 minuten
Wassen met gedestilleerd water 3X
Reagens F: Mayer’s Hemalum 3 minuten
Wassen met kraantjeswater 5 minuten
Dehydrateren in stijgende alcoholreeks 30 seconden
Klaren in xyleen 30 seconden Alle coupes
‘Coverslipping’ n.v.t.

Voor de optimalisatie werden vier coupes gekleurd, twee positieve en twee negatieve. De twee negatieve coupes werden bekomen door
Reagens A toe te voegen. Voor de verificatie werden twee performantiekarakteristieken getest, de juistheid en de ‘interrun’-precisie. De
juistheid werd getest door vijf verschillende controlestalen te kleuren. Voor de ‘interrun’-precisie werden vier extra kleuringen uitgevoerd
op een verschillend tijdstip.

Resultaten

In de eerste optimalisatie werden vier coupes gekleurd volgens de bijsluiter. In onderstaande figuur is te zien dat bij de twee positieve
coupes het glycogeen magenta aankleurde, terwijl de magenta-aankleuring bij de twee negatieve coupes afwezig was. Dit komt doordat
bij deze coupes een predigestie van het glycogeen heeft plaatsgevonden door Reagens A toe te voegen. Bij zowel de positieve als
negatieve stalen kleurden de kernen blauw aan.

Voor de juistheid werden vijf verschillende stalen gekleurd afkomstig van de slokdarm. Deze coupes werden beoordeeld door de
patholoog waarbij gekeken werd naar het glycogeen en de basale membranen. Alle coupes kregen score A, een perfect resultaat. De
‘interrun’-precisie werd getest door vijf keer hetzelfde staal te kleuren op vijf verschillende momenten. Ook deze coupes werden door de
patholoog beoordeeld, waarbij opnieuw gekeken werd naar het glycogeen en de basale membranen. Alle coupes behaalden weer een
perfecte score.
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Magenta-aankleuring van glycogeen bij positieve coupe, vergroting 100X

Conclusie

Vermits alle coupes een perfecte score behalen voor de aankleuring van het glycogeen en de basale membranen, mag de kleuring nu in
de praktijk toegepast worden.
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