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Bakgrund

| verksamheten anvands idag fyra olika dehydreringsprogram.

o Onskemal om battre program for feta storsnitt. | dagslaget 18 h i maskinen
och darefter 8-10 h i paraffin i baddstationen. - Forlangd labbtid, logistiskt
krangligt, inte standardiserat.

« Valdehydrerade prover ar en forutsattning for god kvalitet pa de
analyser och undersokningar som gors pa paraffininbaddat material,
och for materialets hallbarhet i vara biobanker.
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Projektets syfte

Att jamfora tre olika dehydreringsprogram, som anvander tva olika
|6sningssystem, korda pa dehydreringsinstrumentet Donatello
Series 3 (DiaPath) med varandra samt med likvardiga program pa
instrumenten VIP 6 Al (Sakura) och HP300PIlus (Dakewe), med
avseende pa kvaliteten pa det dehydrerade materialet.

Att utvardera hur val utvarderingsprotokollet for dehydrering fran Leica
Biosystems fungerar i praktiken.

Donatello Donatello

VIP 6 Al

HP300PIlus

Xylen Ottix
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Dehydreringens tre steg

Fixering Dehydrering Klarning Infiltrering Inbaddning " .
F
Formaldehyd » [Alkoholskala] . [ . Paraffin . Paraffin . Snitting » argning

* Dehydrering: Vatten dras ut ur vavnaden genom en stigande alkoholskala,
fran 70 % etanol till 99,5 % etanol.

* Klarning: Etanolen byts ut mot ett Io0sningsmedel, xylen eller ett substitut.
Lipider I6ses ut ur vavnaden, som ocksa blir mer transparent. Fungerar
som brygga mellan tva ej blandbara amnen (etanol och paraffin).

* Infiltrering: Losningsmedlet byts ut mot paraffin, helst med lag smaltpunkt.
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Xylensubstitut

Manga olika sorter finns kommersiellt tillgangliga:

o Alifatiska kolvaten
o lerpen

o Nafta

o Isopropanol

Vegetabiliska oljor som kokosolja, rapsolja och
olivolja har anvants i studier och fungerat
tillfredsstallande.

| KVAST-enkat 2021 svarade 17 % att de
anvande ett substitut (vid konventionell
dehydrering).

| Donatello anvands xylensubstitutet Ottix.

Xylen ar ett aromatiskt kolvate.
Ersatte cancerogena
klarningsmedel som kloroform
och benzen.

Exponering: huvudvark, irritation
i luftvagar och dgon, illamaende

Upprepad exponering:
neurotoxiska symptom

®HY

Brandfarlig Skadlig Hilsofarlig
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De tre dehydreringsmaskinerna

.

Region
Varmland



De testade programmen

* Donatello: av leverantoren validerade program
* VIP 6 Al: program validerade av verksamheten

« HP300Plus: A och B samma som VIP, C nytt program

Avsett for Provmaterial Antal
prover/instrument
och losningssystem

Program A Utskdrningspreparat och | Tarm, hud, gallblasa, n=32

hudar, ¢j feta uterus, ovarium, tuba,

testikel, thyroidea och
prostata

Program B Feta preparat, tex brost Brost, tarm, gallbldsa och |[n =20
hud, samtliga innehéllande
overviagande del fett.

Program C Storsnitt, feta Brost och tarm n=15
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Provmaterial

» Besvarade avidentifierade patientprover

* 4 matchade klossar/prov
» Totalt: 204 sma och 60 stora
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Program A - blandade utskirningspreparat

Donatello Ottix Donatello Xylen VIP 6 Al HP300Plus
Programtid: Programtid: Programtid: Programtid:
12 h 20 min 12 h 50 min 8 h 20 min 8 h 20 min
Shaper: 1 h 30 min Etanol: 5 h 30 min Etanol: 3 h Etanol: 3 h
Ottix: 5 h 30 min Xylen: 3 h Xylen: 2 h Xylen: 2 h

Paraffin: 5 h

Paraffin: 4 h

Paraffin: 3 h

Paraffin: 3 h
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Program B - sma feta preparat

Donatello Ottix Donatello Xylen VIP 6 Al HP300Plus
Programtid: Programtid: Programtid: Programtid:
14 h 50 min 15 h 50 min 17 h 20 min 17 h 20 min
Shaper: 1 h 30 min Etanol: 5 h 30 min Etanol: 7 h Etanol: 7 h
Ottix: 7 h Xylen: 4 h Xylen: 4 h Xylen: 4 h

Paraffin: 6 h

Paraffin: 6 h

Paraffin: 6 h 20 min

Paraffin: 6 h 20 min
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Program C - feta storsnitt

Donatello Ottix Donatello Xylen VIP 6 Al HP300Plus
Programtid: Programtid: Programtid: Programtid:
17 h 20 min 19 h 50 min 17 h 20 min 20 h 10 min
Shaper: 3 h 30 min Etanol: 9 h Etanol: 7 h Etanol: 7 h 30 min
Ottix: 7 h Xylen: 4 h 30 min Xylen: 4 h Xylen: 4 h 30 min
Paraffin: 6 h 30 min | Paraffin: 6 h Parafﬁn: 6h _ Paraffin: 8 h

20min + 8 hi

paraffin utanfor

instrumentet
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Utvarderingen

Ett protokoll framtaget av Leica biosystems for utvardering av
dehydrering anvandes.

Kategorierna snittning, arkivering och mikroskopisk bedomning
betygsattes, 0-2, dar O ar underkand.

Totalt bestar protokollet av sex sektioner som vardera ger ett varde i %,
som sedan sammanstalls till ett totalbetyg for klossen.

Originalprotokollet anger 50 % som grans for godkand dehydrering.

| denna undersokning anvandes minst betyget 1 pa samtliga parametrar

som grans for godkand dehydrering. Region
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Appendix: Leica Microsystems score sheet showing details of parameters and scoring guidelines

Parameter Scoring Guidelines Score
1. Casting 2 1 []
Tusure of black “"‘:;':‘E':'!'::'L"E‘:"‘m'::‘“" sueme brittleness, variation but cuttsble britt, even, pocr texture 1
Usitarmity of block comnplets wfocm infitracon, some unevenness of infkltrstion poce, uneven infiltration 2
Cohesiveness of bisck na separation of companents SOmE Separatian severe separation 2
Ribbening & compression during cutting ’“:rm";ﬁganr; ne uecascnal breaks in ribbon, @mmar | ooy detach, severe compressian 1
. B8 = T0%
Utvecklat av Leica Ly : ‘ :
Detydration & clearing no sweating mince sweating sewere swealing 2
B - t Cohesiveness o separation of companents: same separatian of componens severe separation of companents 1
I OSyS e l I l S Flatizning flsttens resdily Hlatbens with some difficulty mpossible to flanen 2
55 = ELI%
3. Block stahility on storage |one week| 2 1 L]
Specimen shrinkage Ao shrinkage mingr shrinkage majar shrinkage 1
Dpacity no change some opacity has developed considerable epacity observed 2
=TI
4. Physical quality of section [excludes stain quality) F] 1 ]
desruptian x4 i disnsption mirvar disruption, some holesor tearing | mapar disruption, hales, tearing 1
sdhesion s completely st miner liltng severe fifting 2
crackang (coarse - crazy paving) x4 o lange cracks some large cracks severe large cracks 2
cracking {fine] x40 no cracks some fine cracks extensive fine cracks 1
[szction thickness unilermly thin some variaticn ExiEnSive vartion 1
0= TS
5. Duality of tissue presercation 2 1 []
muclear detsil {nucledlus, chroenatin detail, nuclear envelope, .
vacualatinn, shrinkage or swelling o good ol poor 2
eytaplasmic detail [cohesive, unifomby preserved, lextsne shown, .
vacunlation, cell borders defined_ swelling or good n poor !
i - b o, lier -
specialte ey - basesent deficition, lives good i . 2
extracellular companents and muscle [collagen, slastin) geod Fair poer 1
unifarmity of presenvation (includes sonal fixation] unifarm scrass section SOMe wariglion exlréme wariaton 2
B0 = B0
6. Quality of staining |chemical) 2z 1 ]
uniformity completely unifarm some varigtion exireme wariation 1
i clear £lain strang and sharp, excelant satisfactory wask, poor definiton, unsaticfaclory 2
cytoplasmic gain strang and sharp, excelent satisfactory woesk, poor definition, unsatisfactory 1
extracellular companents & musele (eollagen, elasting strang and sharp, excellenl salisfactary weak, poar definition, unsalisfactary 2
B = T50%
- - - Total/36 £
Parameter Scoring Guidelines
Score Summary
Cunting Ta0%
1. Castting Fl 1 ] Boating kizid
Bricle b Block stabidiy on starage TE0%
nat baittle omogenous g i
Texture of black y ' some brittleness, vamation but cuttable britthe, ineven, poor lexbune Physical quality of section 0%
excellenl lexlhne ! - P bl
usabty of lissue presenation B0%
. complete undorm infilrataon, : . .
Unifarmity of block & sipoanad some univennéss of infiltration paor, uneven infilration Qusabty o staining (chamicall —
Cohesiveness of biock na separation of compsanents some separatian SEVENE SEparalion Sacton prap & tock orape (128 ne%
4 itk T k i Microscopic assessment (4548 TEl%
Ribboning & compression during cutling R . i necasional breaks in ribbon, minar seclions detach, sewvene compression Total Score A%

COMpPressin

COETI e S5 00
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Exempel pa bedomning

Betygséttning
Snittning och glaspreparation 2 1 0 Betyg (exempel) | 3.Arkivering (1 vecka) 2 1 0
Krympning av preparat i kloss Ingen krympning | Létt Kraftig 1
1.Snittning krympning krympning
Klossens textur Homogen, Lite sprod, Sprod, dalig 2 Opacitet Ingen fordndring | Har blivit Har blivit mycket | 2
bra textur men snittbar | textur nagot mer mer opakt
opakt
Klossens homogenicitet Komplett, jimn i [ Lite ojimn Mycket ojamn 1 3/4="75%
nfiltration infiltration infiltration
Mikroskopisk bedomning 2 1 0
Hur vél snittet hdller samman vid Ingen separation |Lite Kraftig 1 - - -
snittning av komponenter | separation separation, hal 4.Snittets fysiska kvalitet
bildas Sonderfall Inget sonderfall | Mindre Kraftigt 1
Hur vil snitten bildar band Haller ihop i Band héller | Snitten separerar |2 sénoderofall, st;)nderfall, stora
Hur mycket snitten veckas samman | band, ingen delvis ihop, | frén varandra, sméd hil och  fhal och skador
veckning lite veckning | kraftig veckning skador
6/S=75% Adhesion Helt slatt Mindre 16sa | Stora 16sa 2
partier/veck | partier/veck
2.P4 vattenbad och glas -
Stora sprickor Inga Fé stora Manga stora 1
Dehydrering och klarning Inga vatten- Enstaka vatten | Manga vatten- 2 sprickor sprickor
droppar bildas pa |droppar bildas | droppar bildas pa -
snitten pA snitten snitten Sma sprickor Inga Fa sma Manga sma 2
sprickor sprickor
Hur vél snittet hiller samman pé Ingen separation |Lite Kraftig 2 - - - — —
vatten/glas av komponenter | separation separation, snitt Snittets tjocklek Jamn korrekt Lite variation [Stor variationi |2
sprids ut 8ver tjocklek i tjocklek tjocklek
glaset 8/10 =80 %
Utstrackning Blir helt slatt Blir till storsta [ Omojligt att fa 2
delen slitt slatt R .
ion
6/6 =100 % eg O
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Utvardering av utvarderingen

5.Vivnadens kvalitet

Detaljer i kdrnorna Bra Godtagbar Dalig 2
Detaljer i cytoplasma Bra Godtagbar Dalig 2
Sarskilda stukturer Bra Godtagbar Dalig 2
Extracelluldra komponenter och Bra Godtagbar Dalig 2
muskel
Homogenicitet i kvalitet Jamn 6ver hela | Lite variation | Stor variation 2
snittet
10/10 =100 %
6.Féargningens kvalitet
Enhetlighet Helt jamn Lite variation | Stor variation 2
Kérnfargning Stark och skarp, [|Godtagbar Svag med délig |2
mycket bra definition,
otillracklig
Cytoplasmatisk fargning Stark och skarp, |Godtagbar Svag med délig |2
mycket bra definition,
otillracklig
Extracelluldra komponenter och Stark och skarp, |Godtagbar Svag med délig |2
muskel mycket bra definition,
otillracklig
8/8=100 %

* De kategorier som handlade om

snittningsprocessen, arkivering och
snittens fysiska kvalitet i mikroskop
gav relevant information.

De kategorier som rorde bedomning
av vavnadens kvalitet pa cellniva
och fargning utfoll nastan alltid med
hogsta poang aven nar snittet
underkants pa flera andra
parametrar.

FOr anvandning i klinisk verksamhet
kan ett forenklat protokoll anvandas.
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Resultat program A

Signifikant hogre poang for VIP 6
Al och HP300Plus an for Ottix.

- - Dalig textur och uppkomst
i av mikroskopiska hal var de

=S R huvudsakliga problemen for de

Program A

1
.
1
1

95

Ottixdehydrerade proverna.

a0
=
=

Total scaore %
g5
I I 1

Ingen skillnad mellan VIP 6 Al,
HP300PIlus och xylenprogram pa
Donatello.

N=32

# ok

75

70

| T | T
Donatello Xylen  Ottix HP30(0Plus  VIPGAI
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Resultat program B

Signifikant battre resultat med
Program B Ottix an xylen pa Donatello.

- T B - 1
I I 1 I

B e Ovriga skillnader var efter
‘ . Bonferronikorrektion inte

N signifikanta.

100

a5

a0

—1

85

Total score %

| Ottixprogrammet var 2,5 h
S5 kortare an programmen pa VIP 6
& Al och HP300Plus.

N=20

g0

75

70

T T T T
Donatelle Xylen Ottix HP300Plus  VIPSAI
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Resultat program C

HP300PIlus gav signifikant battre
Program C resultat an Ottix.

100
|

S Ay T Ottixprogrammet var 3 h kortare

_

R - . an programmet pa HP300PIus,
. - vilket formodligen var orsaken till
underdehydreringen.

25

a0

g5
|

Total score %

e Ingen skillnad sags mellan
4 ¥ HP300PIlus och VIP 6 Al trots
kortare paraffinsteg.

:

75
|

70
|

T T T T
Donatelle Xylen Orttix HP300P1us VIP 6 AL
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Antal underkanda klossar

Instrument

Program A, n =32

Program B, n =20

Program C, n=15

Donatello Ottix 6 (19 %) 0 (0 %) 533 %)
Donatello Xylen 4 (13 %) 6 (30 %) 6 (40 %)
VIP 6 Al 2 (6 %) 3 (15 %) 2 (13 %)
HP300Plus 1 (3 %) 0 (0 %) 1 (7 %)
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Molekylaranalys MSI pa Idylla (PCR)

« Material fran kanda positiva prover (MSI-high) dehydrerades |
HP300PIlus och analyserades pa Idylla.

« Pa grund av langa fixeringstider misslyckades dock analyserna i
tva av tre fall.

« Anvandningen av besvarade patientprover for dehydrerings-
utveckling forsvarar validering av molekylaranalyser.
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Fortsatt arbete med HP300Plus

« Optimera ett program for feta storsnitt for att
forkorta processtiden pa labbet.

 Validera MSl-analys pa ldylla pa tarmpreparat
dehydrerade i instrumentet.
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