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Procedure panelbeoordeling 

• Literatuurstudie m.b.t. antilichaam: NordiQC website, 
datasheets, guidelines, …
– Wat moet / kan aankleuren? 

– Wat mag zeker niet aankleuren?

• Vastleggen criteria aankleuring per AS

• Beoordeling
– Consensus binnen het panel

– Reden voor afwijkend resultaat bij borderline/onvoldoende 

– Evt. aanbevelingen protocol

 eindbeoordeling



EKE IHC 2022-2

Antistoffen: 
 CD5: n=63

 panCK: n=64

 MLH-1: n=59

Panel: 
 Scoring 07/07/2022 (Sciensano)

 Onafhankelijk, in consensus

 2 pathologen

 Dr. V. Duwel (AZ Klina, Brasschaat)

 Dr. M.A. V. Caillie (St Lucas, Brugge) 



CD5
• 1 labo geen protocolsettings

• Gebruikte clone: 4C7
– RTU: n=25

– Dako 4C7 op BMK Ultra (2)

• ultraView: HIER CC1 36’ ; AS 28’

• optiView: HIER CC1 20’ ; 32’ RT (?) 



CD5
• 1 labo geen protocolsettings

• Gebruikte clone: 4C7
– RTU: n=25

– Dako Omnis/Autostainer

 Autostainer

 AS 20’ RT ; geen linker  

 HIER pH9 10’ of 30’

 Omnis

 AS 10’ - 15’ - 20’ - 27’30” RT/32°C 

 1 linker      

 HIER pH9 30’

– Leica Bond III/Max

• Bond Max: 15’ RT; HIER pH9 20’

• Bond III: 15’ RT; HIER pH6 10’ of pH9 20’



Protocol CD5
• Gebruikte clone: 4C7

– Conc.: n=7

– Leica BondIII: 1/50 15’RT ; pH9 20’

– Dako: Omnis? 1/200 20’ 32°C  ; pH9 30’ 

– BMK Ultra (5)
• ultraView:

 3 AS leveranciers

 Verdunning: 1/40 – 1/50 (meest)

 AS 24’- 32’ - 120’

 RT, 36°C of 42°C   

 +/- ampl. 8’ - 16’ 

 HIER CC1 36’ of 64’ (meest)



Protocol CD5
• Gebruikte clone: SP19

– RTU: n=30

– Dako Omnis: 
• leverancier VWR

• HIER pH9 30’ ; AS 20’ RT       

– BMK Ultra/GX
• Producent: Thermo/Neomarkers (1) en Ventana

• ultraView: datasheet CC1 64’ ; AS 16’

 HIER: geen (?) ; CC1 36’ - 64’  - 72’ 

 AS 16’ - 32’  +- ampl.

• optiView : geen datasheet       

 HIER: CC1 32’ - 40’ - 64’  - 72’ 

 AS 16’ - 20’



Antistof CD5
• Scoringscriteria: overwegend membranaire aankleuring

– Tonsil§ (fixatie 24u.) : controle robuustheid

• sterke aankleuring van bijna alle T-cellen in de T zones en in de kiemcentra 

• minstens zwakke tot matige aankleuring in (verspreide) B-cellen in de mantelzones 

– Tonsil§ (fixatie 44u.) : controle robuustheid

• sterke aankleuring van bijna alle T-cellen in de T zones en in de kiemcentra 

• minstens zwakke tot matige aankleuring in (verspreide) B-cellen in de mantelzones 

– MCL : 

• minstens matige aankleuring in de neoplastische cellen (controle sensitiviteit) 

• sterke aankleuring van alle T-cellen tussen de neoplastische cellen 

– DLBCL : 

• aankleuring in de lymfocyten 

• geen aankleuring in de neoplastische cellen (controle specificiteit) 

– B-CLL :

• sterke aankleuring in de neoplastische cellen 

• sterke aankleuring van alle T-cellen tussen de neoplastische cellen 

– Alle weefsels : geen aankleuring in de B-cellen van de kiemcentra 

§ Aankleuring van plaveiselcelepitheel dat de crypten bekleedt wordt aanvaard.

Bron: NordiQC Run 49, 2017



Antistof CD5: overzicht

Optimaal Borderline

B-CLL 
(+++)

DLBCL 
(spec)

MCL  
(sens)

Tonsil 24u

Tonsil 44u



Antistof CD5: tonsil

- sterke expressor: bijna alle T-cellen in de T zones en in de kiemcentra +++
- minstens zwakke tot matige aankleuring in (verspreide) B-cellen in de mantelzones = zwakke expressor

Dako 4C7 1/50 24’  36°C + amp ; CC1 64 ; UV ; BMK Ultra Dako 4C7 1/200 20’  32°C ; TRS pH9 30’ ; Dako  Flex,  toestel?

Optimaal Borderline

Tonsil 44u

Tonsil 24u



Antistof CD5: tonsil detail

Optimaal

- sterke expressor: bijna alle T-cellen in de T zones en in de kiemcentra +++
- minstens zwakke tot matige aankleuring in (verspreide) B-cellen in de mantelzones = zwakke expressor

Dako 4C7 1/50  24’  36°C +amp ; CC1 64 ; UV ; BMK Ultra 

Dako 4C7  1/200 20’  32°C ; TRS pH9 30’ ;  Dako  Flex,  toestel?

Tonsil 44u

Robuustheid OK

Te zwak

Borderline



Antistof CD5: tonsil detail

Dako 4C7  1/200 20’  32°C ; TRS pH9 30’ ;  Dako  Flex,  toestel?

Dako 4C7 1/50  24’  36°C +amp ; CC1 64 ; UV ; BMK Ultra 

- sterke expressor: bijna alle T-cellen in de T zones en in de kiemcentra +++
- minstens zwakke tot matige aankleuring in (verspreide) B-cellen in de mantelzones = zwakke expressor

Borderline

Optimaal



Antistof CD5: B-CLL

Optimaal

Criterium: 

- sterke aankleuring sterke aankleuring in de neoplastische cellen +

- sterke aankleuring van alle T-cellen tussen de neoplastische cellen

Dako 4C7 1/50  24’  36°C +amp ; CC1 64 ; UV ; BMK Ultra 



Antistof CD5: B-CLL 

Borderline : te zwak

Dako 4C7  1/200 20’  32°C ; TRS pH9 30’ ;  Dako  Flex,  toestel?

Criterium: 

- sterke aankleuring sterke aankleuring in de neoplastische cellen +

- sterke aankleuring van alle T-cellen tussen de neoplastische cellen



Antistof CD5: DLBCL

Criterium: geen aankleuring in de neoplastische cellen (controle specificiteit), aankleuring in lymfocyten 

Dako 4C7  1/50  24’  36°C +amp ; CC1 64 ; UV ; BMK Ultra 

Dako 4C7  1/200 20’  32°C ; TRS pH9 30’ ;  Dako  Flex,  toestel?

Borderline

Optimaal



Antistof CD5: MCL

OK?

 Borderline: sensitiviteit te zwak

Criterium: minstens matige aankleuring in de neoplastische cellen    (controle sensitiviteit) 

Dako 4C7  1/200 20’  32°C ; TRS pH9 30’ ;  Dako  Flex,  toestel?

Optimaal



Antistof CD5

Dako 4C7 RTU 27’30”  32°C + linker 10’ ; TRS pH9 30’ ;  Dako Omnis  Flex+

 Goed, te sensitief protocol?



Antistof CD5  

SP19 RTU 16’ 36°C +amp  ; HIER CC1 36’ ;  UltraView, Ventana UltraSP19 RTU 16’ 36°C ; HIER CC1 36’ ;  UltraView, Ventana Ultra

tonsil 2 én B-CLL matig  ‘goed’

Signaalversterker = sensitiviteit OK, specificiteit blijft OK

MCL  
(sens)

B-CLL 
(+++)

DLBCL 
(spec)



Resultaatbespreking CD5

Zwakke tegenkleuring  interpretatie ?? = downgrade ‘goed’



Resultaatbespreking CD5

• Algemeen 
– n=63 

 Suff. 98,5 %  

EKE 
2022-2

NQC 
2017

n suff % suff

optimaal 44 70%

98,5%

68%

92%
goed 18 28,5% 24%

Borderline 1 1,5% 6%

Onvoldoende 0 0% 2%



Resultaatbespreking CD5
• Opgesplitst per clone producent

– RTU: 70% optimaal ; suff. 100%

n=55 Ventana
SP19
RTU

% suff Thermo 
VWR    SP19

RTU

% suff Dako
4C7  RTU

% suff Leica
4C7  RTU

% suff

n=28 n=2 n=23 n=2

optimaal 17 61% 1 - 20 87% 0 -

goed 11 39% 1 - 3 13% 2 -

borderline 0 - - - 0 - 0 -

onvoldoende 0 - - - 0 - 0 -

Totaal suff 100% 2/2 100% 2/2

NQC 2017 99% Geen data 92% 92%

Bron NordiQC



Resultaatbespreking CD5
• Opgesplitst per clone producent

– Concentrated: 71% optimaal ; suff. 86%

n=7 Dako
4C7

% 
suff

Biocare
4C7

% suff Leica
Novocastra

4C7

%     
suff

n=3 n=2 n=2

optimaal 2 - 2 - 1 -

goed 0 - 0 - 1 -

borderline 1 - 0 - 0 -

onvoldoende 0 - 0 - 0 -

Totaal suff. 2/3 2/2 2/2

NQC 2017 89% optimaal, 93% geslaagd (n=80)

Bron NordiQC



Resultaatbespreking CD5
Besluit:

• Suff. ~99%   (NQC 2017: 92%)

• Robuustheid (obv fixatietijden): geslaagd 

• Sterke expressor (T-cellen) en lage expressor (B-cel mantelzone): geen probleem 
maar…

• Downgrade optimaal  goed owv te zwakke aankleuring sterke expressoren (SP19) 
in normaal weefsel/B-CLL

• Resultaat ‘borderline’ (n=1): analytische sensitiviteit te laag

 te zwakke aankleuring in alle weefsels
• Protocol: 1/200 = bovengrens NordiQC (1/20- 1/200 afh. van totale sensitiviteit protocol)

• Aanbevolen protocolsettings: 

• Andere conc. AS: verdunning 1/40- 1/50 (op Roche/Leica stainer)



Resultaatbespreking CD5
Besluit:

• Suff. ~99%   (NQC 2017: 92%)

• Result conc. (n=11%)

• 4C7: slechts 2/7 AS gebruikt op toestel zelfde fabrikant

• Robuuste clones: protocolspreiding geen impact op resultaat (100% geslaagd) 
onafh. van type stainer

• Resultaten RTU (n=89%)

 SP19: 

 protocolspreiding geen impact op resultaat: robuuste clone, 100% 
geslaagd maar…

 8 deelnemers zwak/matige aankleuring T-cellen en B-CLL

 Roche/Thermo AS

 allen 2 stap (ultraView) detectie, AS 16’, HIER  mild/standard

 vs 7/10 optimaal = 3 stap detectie (optiView) of 2 stap + amp.

 4 deelnemers te zwakke tegenkleuring (interpretatie)  downgrade ’goed’



Resultaatbespreking CD5
Besluit:

• Suff. ~99%   (NQC 2017: 92%)

• Resultaten RTU (n=89%)

 SP19: 

 Dako 4C7:

 Op Roche stainers: downgrade owv achtergrond

 Autostainer: allen optimaal

 Omnis: allen geslaagd, 94% optimaal
 vrij gestandaardiseerd muv AS tijd: geen impact

 linker (n=1)  ‘goed’ owv algemene achtergrond  

 Leica 4C7:

 Allen op Leica toestel

 Beiden ‘goed’

 2 Technische issues (heterogeen…), eigen controle  wel OK 

 nieuwe glaasjes opvragen steeds mogelijk !



Resultaatbespreking CD5
Besluit:

• Aanbevolen controle: tonsil = pos. én neg. controle 
 57% gebruikte controle

 Zwak/matig expressie: B-cellen in mantelzone

 Sterke expressor: T-cellen

 Negatieve controle: kiemcentrum B-cellen

NordiQC leden



panCK   

n= 64

Conc.: n=9

 Leica AE1/AE3 n=1

 Dako AE1/AE3 n=7

 Sanbio (NordicBiosite?) BS5 n= 1

RTU: n=52

 Dako AE1/AE3 n=22

 Roche AE1/AE3/PCK26 n=27

 1 onbekend

RTU en verder verdund (AE1/AE3/PCK26 )  n=2



Protocol panCK
• Conc. AS: 

 Sanbio clone BS5
 Leica Bond III

 1/400  15’ RT 

 Voorbehandeling: pH6 20’

 Leica AE1/AE3  
 Leica Bond III

 1/100  15’ RT 

 Voorbehandeling: pH6 10’

 Dako AE1/AE3
 Omnis: 

 1/150  20’ 32°C ; geen linker , HIER pH9 30’, Flex

 1/500  20’ 32°C ; geen linker , HIER pH9 30’, Flex+

 Ventana
 Slechts 1 verdunning : 1/100

 32’ - 72’ bij 36°C 

 HIER CC1 36’ + amplifier

 HIER CC1 64’ – 92’ zonder amplifier

Spreiding protocolsettings



Protocol panCK
• RTU: 

 Roche AE1/AE3/PCK26: geen protocols met enkel HIER

 UV Red  
 AS 16’  ; enzymatisch  protease 1  4’ 

 UV DAB enzymatisch  
 AS 20’-32’ geen amplifier ; Protease 1  8’

 AS 8’  36°C geen amplifier , Protease 3  4’ 

 UV DAB combined enzyme/HIER 
 10% gebruikt Protease 1, rest protease 3 ; tijd meestal 4’

 AS 4’ – 32’ ;  20% amplifier

 HIER 8’ – 64’

 OV enzymatisch (1)
 AS 4’ geen amplifier ; Protease 1  4’ 

 OV combined enzyme/HIER (1)
 AS 16’  geen amplifier ; Protease 3  4’ ; HIER CC1 32’



Protocol panCK
• RTU: 

 Dako AE1/AE3
 Autostainer (4)

 AS 15’ – 20’  RT ; geen linker  

 HIER pH9 10’ – 30’ 

 Omnis
 AS 10’ – 12’30”  bij RT/32°C ; geen linker  

 Enkel HIER pH9 30’

 Ventana UltraView
 AS 32’ RT  geen amplifier

 HIER CC1  36’

 RTU 1/2 verdund, AS 16’ , geen amplifier ; P3  4’ én CC1 36’   (n=2)

 Leica AE1/AE3  
 AS 15’  RT geen linker ; HIER pH6 10’ ; Bond III 

 AS 20’ RT geen  linker ; pH9 20’ ; Bond III/Max



Antistof panCK
• Scoringscriteria: cytoplasma/membraan aankleuring
- Tonsil : 

• sterke aankleuring van het plaveiselcelepitheel doorheen alle cellagen 

• zwakke tot matige aankleuring in de interstitiële reticulum cellen (‘cytokeratin-positive
interstitial reticulum cells’ of ‘CIRC’) (controle sensitiviteit) 

• geen aankleuring in de lymfocyten (controle specificiteit) 

- Slokdarm : 

• sterke aankleuring van het plaveiselcelepitheel doorheen alle cellagen

• zwakke tot matige (‘patchy’) aankleuring in de gladde spiercellen van de bloedvaten en 
van de muscularis mucosae (controle sensitiviteit) 

- Lever : 

•sterke aankleuring in de epitheliale cellen van de galwegen 

• minstens matige aankleuring in de meeste hepatocyten mét membranaire accentuatie 
(controle sensitiviteit) 

• geen aankleuring in de stromale cellen (controle specificiteit) 

Bron: NordiQC Run 59



Antistof panCK
• Scoringscriteria: cytoplasma/membraan aankleuring
- Long, adenocarcinoom : 

• sterke aankleuring van bijna alle neoplastische cellen 

- Long, plaveiselcelcarcinoom : 

• sterke aankleuring van bijna alle neoplastische cellen 

- Nier, CCRCC : 

• zwakke tot matige (voornamelijk membranaire) aankleuring van de meeste 
neoplastische cellen (controle analytische sensitiviteit) 

- Testis, DLBCL : 

• geen aankleuring van de neoplastische cellen (controle analytische specificiteit)

Bron: NordiQC Run 59



Antistof panCK: overzicht

Optimaal   Onvoldoende     



Antistof panCK: tonsil

Borderline

Criterium:

• sterke aankleuring van het plaveiselcelepitheel doorheen alle cellagen 

• zwakke tot matige aankleuring in de interstitiële reticulum cellen of ‘CIRC’) (controle sensitiviteit) 

• geen aankleuring in de lymfocyten (controle specificiteit) 

specificiteit OK

sensitiviteit NOK

sensitiviteit NOK



Antistof panCK: tonsil

Criterium:

• sterke aankleuring van het plaveiselcelepitheel doorheen alle cellagen 

• zwakke tot matige aankleuring in de interstitiële reticulum cellen of ‘CIRC’) (controle sensitiviteit) 

• geen aankleuring in de lymfocyten (controle specificiteit) 

specificiteit OK

sensitiviteit OK



Antistof panCK: slokdarm

Criterium:

• sterke aankleuring van het plaveiselcelepitheel doorheen alle cellagen

• zwakke tot matige (‘patchy’) aankleuring in de gladde spiercellen van de bloedvaten en van de 
muscularis mucosae (controle sensitiviteit) 

sensitiviteit OK



Antistof panCK: lever

OK ???

Criterium:

• sterke aankleuring in de epitheliale cellen van de galwegen 

• minstens matige aankleuring in de meeste hepatocyten mét membranaire accentuatie (controle sensitiviteit) 

• geen aankleuring in de stromale cellen (controle specificiteit) 

OK 



Antistof panCK: lever

• galweg columnair epitheel +++

• minstens matige aankleuring in de meeste hepatocyten mét membranaire accentuatie

sensitiviteit OK

sensitiviteit OK



Antistof panCK: lever

OK ???

OK ???

Te lage sensitiviteit : veel te zwakke aankleuring hepatocyten



Antistof panCK: long squameus Ca + AdCa

sensitiviteit OK



Antistof panCK: long squameus Ca + AdCa

Lagere sensitiviteit ++



Antistof panCK: nier CRCC

Criterium??  sensitiviteit OK ?? 



Antistof panCK: nier CRCC

Optimaal

Vals negatief

Optimaal

Criterium:

zwakke tot matige (voornamelijk membranaire) aankleuring van de meeste neoplastische cellen 

(controle analytische sensitiviteit) 



Antistof panCK: testis DLBCL

Criterium: geen aankleuring van de neoplastische cellen (controle analytische specificiteit)



Antistof panCK: verdunning

Dako AE1/AE3 1/500 20’ 32°C ; HIER pH9 ;  Dako Omnis Flex

Te grote verdunning : Borderline

Dako AE1/AE3 1/150 20’ 32°C ; HIER pH9 ;  Dako Omnis Flex+



Antistof panCK: verdunning

Dako AE1/AE3 1/500 20’ 32°C ; HIER pH9 ;  Dako Omnis Flex

Dako AE1/AE3 1/150 20’ 32°C ; HIER pH9 ;  Dako Omnis Flex+

Nier CRCC OK?  

Te lage sensitiviteit: veel te  zwak



Antistof panCK: verdunning
Dako AE1/AE3 1/150 20’ 32°C ; HIER pH9 ;  Dako Omnis Flex+

Dako AE1/AE3 1/500 20’ 32°C ; HIER pH9 ;  Dako Omnis Flex

Te lage sensitiviteit: aanvaardbaar



Antistof panCK: voorbehandeling

Ventana AE1/AE3/PCK26  RTU 20’ 36°C ; Protease1  8’ ;  UV Ventana Ultra

Sensitiviteit OK? 



Antistof panCK: voorbehandeling

Ventana AE1/AE3/PCK26  RTU 8’ 36°C ; Protease3  4’ + CC1  36’ ;  UV Ventana Ultra

geen optiView protocol beschikbaar



Antistof panCK: voorbehandeling

Geen combined  Onvoldoende

Ventana AE1/AE3/PCK26  RTU 8’ 36°C ; Protease3  4’ + CC1  36’ ;  UV Ventana Ultra

Ventana AE1/AE3/PCK26  RTU 20’ 36°C ; Protease1  8’ ;  UV Ventana Ultra

detail



Antistof panCK: voorbehandeling

Ventana AE1/AE3/PCK26  RTU 16’ 36°C ; Protease3  4’ ; CC1 32’ OV , Ventana Ultra

Optimale sensitiviteit



Antistof panCK: voorbehandeling

Geen combined  Onvoldoende, ook bij 3-stap detectie !

Ventana AE1/AE3/PCK26  RTU 4’ 36°C ; Protease1  4’ ;  OV Ventana Ultra



Antistof panCK: detectiesysteem

Ventana AE1/AE3/PCK26  RTU 16’  36°C +amplifier ; Protease1  4’ ;  CC1 8’ UV Ventana Ultra

Sensitiviteit OK ondanks amplifier en combined? 



Antistof panCK: detectiesysteem

Keuze detectiesysteem niet beslissend/bepalend

Optimaal ook mogelijk met 2-stap mits voldoende sensitief 
(combined + AS-tijd)



Resultaatbespreking panCK

• Algemeen 
– n=64

 Suff. 84 %

EKE 
2021-1

NQC 
2020

NQC 
2017

n suff % suff % suff

optimaal 50 78%

84%

52%

82%

38%

82%
goed 4 6% 23% 24%

borderline 3 5% 15% 19%

onvoldoende 7 11% 11% 19%



Resultaatbespreking panCK
• Opgesplitst per clone producent

– RTU: 79 % optimaal ; suff. 83% 

* RTU verdund ½ (AE1/AE3/PCK26): beiden optimaal

n=52 Dako
AE1/AE3

% suff. Ventana
AE1/AE3
/PCK26 

% suff. Leica
AE1/AE3

% suff

n=22 n=27 n=2

optimaal 21 95,5% 20 74% 0 -

goed 1 4,5% 2
7%

0 -

borderline 0
0%

0 0% 1 -

onvoldoende 0
0%

5
19%

1
-

Totaal suff. 100% 81% 0/2

NQC 2020
100% (LDT)    

90% (datasheet) Omnis
70% (LDT)

76%  ( UV datasheet)        
80%  suff., 20%

optimaal (weinig data)



Resultaatbespreking panCK
• Opgesplitst per clone producent

– Concentrated: 67% optimaal ; suff. 78 %

n=9 Dako AE1/AE3
conc. 

% suff Leica
AE1/AE3

conc. 

% suff Sanbio BS5 
conc. 

% suff

n=7 n=1 n=1

optimaal 6 86% 0 - 0 -

goed 0 0% 0 - 1 -

borderline 1 14% 0 - 0 -

onvoldoende 0 0% 1 - 0 -

Totaal suff. 86% 0/1 1/1

NQC 2020 74% (49% optimaal) 86% (57% optimaal)



Resultaatbespreking panCK
Besluit:

• 84% geslaagd = NQC

• 10 labo’s niet geslaagd, waarvan 7 onvoldoendes. 

• RTU presteert beter dan de conc. AS (14%): globaal én % optimaal

• Borderline/onvoldoende: analytische sensitiviteit te laag: in oa lever, nier CCRCC…

• Resultaten RTU 
 Dako: zeer robuuste AS, protocolspreiding geen impact op resultaat (100% geslaagd ; 

>95% optimaal) ; onfhankelijk van type Dako stainer en protocolsettings (enkel HIER)

 Ventana RTU

 Optimaal mogelijk (duidelijk lager dan bij Dako), maar zorgvuldige calibratie nodig

 Enkel enzymatisch = veel te lage sensitiviteit  onvoldoende (1/5 geslaagd? : onjuiste  
settings meegedeeld??)

 Keuze detectiesysteem is niet bepalend, wel de sensitiviteit van het protocol = ook optiView
geeft onvoldoende resultaten

 Combined pretreatment (enzym + mild HIER) is noodzakelijk voor een optimaal resultaat, 
niet de AS tijd

 downgrade goed o.w.v. achtergrond/zeer zwakke tegenkleuring

 Leica AE1/AE3:

 Beiden niet geslaagd (onafh. van type HIER) vs NordiQC geslaagd mogelijk met pH9



Resultaatbespreking panCK
Besluit:

• Resultaten conc. : slaagpercentage vergelijkbaar met RTU (robuuste Dako conc. AS)

 Dako AS op Ventana: 1/100, settings sterk verschillend (enkel HIER)  allen optimaal

 Reden downgrade

 Goed: matige aankleuring van BS5 op Leica stainer

 Borderline: algemeen te zwak  te grote verdunning (Dako 1/500)  ; HIER/AS tijd OK

 Onvoldoende: verkeerde pH keuze HIER (Leica  algemeen veel te lage sensitiviteit)



Resultaatbespreking panCK
Besluit:

• Controle
 61%  gebruikt controle

 Aanbevolen controle: lever en tonsil/slokdarm

 Lever: minstens een matige (cytoplasmatische en membranaire) aankleuring aanwezig zijn in de 
hepatocyten; de stromale cellen in de lever mogen niet aankleuren.

 Tonsil/slokdarm: bijna alle plaveiselcellen van het epitheel sterk positief doorheen alle cellagen + 
een zwakke tot matige (‘patchy’) aankleuring in de gladde spiercellen in de bloedvaten en in de 
muscularis mucosae van de slokdarm.

 Tonsil: negatieve controle: lymfocyten mogen niet aankleuren; een zwakke tot matige aankleuring
in verspreide interstitiële reticulum cellen in de tonsil (‘CIRC’)

131_85.pdf (nordiqc.org)



MLH1  

n= 59

Conc.: n=2

 Leica ES05  mm n=1

 Dako ES05 mm n=9

RTU: n=54

 Dako ES05 mm n=26

 Leica ES05 mm n=1

 Roche M1  mm n=20

 Roche ES05 mm ??? n=1

 RTU verdund: n=2



Protocol MLH1
• Conc. AS: 

 Leica ES05
 Leica Bond III:   

 1/20 15’  RT; pH9 20’ BondIII

 Dako ES05  
 Omnis: 

 1/50 20’ bij 32°C +linker; pH9 30’; Flex+ 



Protocol MLH1 
• RTU:   

 Dako ES05
 Autostainer

 AS 20’ – 30’ RT  

 ¾ deelnemers + linker  

 HIER pH9 30’

 Omnis
 AS 20’ – 25’ RT/32°C  

 53% + linker  

 HIER pH9 30’

 Ventana stainers
 UV: AS 40’ 36°C +amp 16’ ; CC1 92’ 

 OV:  AS 12’ 36°C  +amp 8’ ; HIER CC1  80’ 

 Leica ES05  
 AS 15’ RT ; geen linker ; HIER pH6  20’- 40’  



Protocol MLH1
• RTU: 

 Roche M1
 OV Datasheet (rev. 2022): AS 24’ +amp 8’ ; CC1 64’ 

 Slechts 3 labs volgen 100% datasheet  

 UV (4/25) 
 AS 16’ - 24’  36°C   

 2/4 amp.

 HIER CC1 36’ - 64’   

 OV  
 AS 4’ - 12’ – 24’ - 32’ bij 36°C  (meerderheid 4’ en 16’) 

 HIER CC1 40’ tot 92’

 57% amp (4’-16’) 

 Dako ES05 verdund (2)

 AS 52’  36°C  + amp.  ; HIER mild CC1; optiView

Spreiding protocolsettings



Antistof MLH1 
• Scoringscriteria: kern aankleuring

- Appendix : zwakke tot matige aankleuring van bijna alle cellen 

- Tonsil : 

• matige tot sterke aankleuring van de B-cellen in de kiemcentra 

• zwakke tot matige aankleuring van bijna alle B-cellen in de mantelzone 

- Colon, adenocarcinoom : 

• bewaarde expressie d.w.z. sterke aankleuring in de neoplastische cellen 

• sterke aankleuring in de meeste andere cellen (stromale cellen, lymfocyten enz.) 
(controle sensitiviteit) 

• sterke aankleuring in het columnair epitheel (indien aanwezig) 

- Colon, adenocarcinoom : 

• verlies van expressie in de neoplastische cellen (controle specificiteit) 

• sterke aankleuring in de meeste andere cellen (stromale cellen, lymfocyten enz.) 
(controle sensitiviteit) 

• sterke aankleuring in het columnair epitheel (indien aanwezig) 

Opmerking : zwakke cytoplasmatische aankleuring wordt aanvaard

Bron: NordiQC Run 56, 2019



Antistof MLH1: overzicht

Optimaal Onvoldoende 

Ventana M1 RTU 20’ 36°C + amp. ; CC1 36’ ;  ultraView; UltraDako ES05 1/200 25’  32°C ; TRS pH9 30’ ;  Flex+  Dako Omnis



Antistof MLH1: appendix
Dako ES05 1/200 25’  32°C ; TRS pH9 30’ ;  Flex+  Dako Omnis

Ventana M1 RTU 20’ 36°C + amp. ; CC1 36’ ;  ultraView; Ultra



Antistof MLH1: tonsil

Onvoldoende
Dako ES05 1/200 25’  32°C ; TRS pH9 30’ ;  Flex+  Dako Omnis

Ventana M1 RTU 20’ 36°C + amp. ; CC1 36’ ;  ultraView; Ultra



Antistof MLH1: tonsil

Onvoldoende
Dako ES05 1/200 25’  32°C ; TRS pH9 30’ ;  Flex+  Dako Omnis

Ventana M1 RTU 20’ 36°C + amp. ; CC1 36’ ;  ultraView; Ultra



Antistof MLH1: colonCa core 3

Onvoldoende
Dako ES05 1/200 25’  32°C ; TRS pH9 30’ ;  Flex+  Dako Omnis



Antistof MLH1: colonCa core 3

Onvoldoende
Ventana M1 RTU 20’ 36°C + amp. ; CC1 36’ ;  ultraView; Ultra



Antistof MLH1: colonCa core 4

Onvoldoende
Dako ES05 1/200 25’  32°C ; TRS pH9 30’ ;  Flex+  Dako Omnis

Ventana M1 RTU 20’ 36°C + amp. ; CC1 36’ ;  ultraView; Ultra



Antistof MLH1: voorbehandeling

Leica ES05 RTU 15’  32°C ; pH6 20’ ;  BondMax

Sterke expressor te zwak, zwakke expressor bijna va ls negatief



Antistof MLH1: voorbehandeling

Carcinoom negatief maar interne controle vals negat ief geen interpretatie

Leica ES05 RTU 15’  32°C ; pH6 20’ ;  BondMax

Effect HIER selectie in klinische setting

Sterke expressor te zwak, carcinoom zwak postief



Antistof MLH1: detectiesysteem

Onvoldoende

Effect keuze detectiesysteem in weefsel gekend expr essiepatroon

Dako ES05 RTU 40’ 36°C + amp 16’ ; CC1 92’ ;  ultraView ; Ultra



Antistof MLH1: detectiesysteem

Onvoldoende

Effect detectiesysteem keuze in klinische setting

Dako ES05 RTU 40’ 36°C + amp 16’ ; CC1 92’ ;  ultraView ; Ultra Dako ES05 RTU 12’ 36°C + amp 8’ ; CC1 80’ ;optiView ; Ultra

Gelijkaardig CC1 maar OV!Sensitievere settings maar UV!



Antistof MLH1: signaalversterking

Ventana M1 RTU 16’ 36°C + amp 4’. ; CC1 92’ ;  optiView; Ultra Ventana M1 RTU 44’ 36°C geen amp   ; CC1 64’ ; optiView; Ultra

Effect amplifier

BorderlineOptimaal

Interne controle vals neg.



Antistof MLH1

• Vals positieve aankleuring (tov referentiecoupe) in colonCa met expressieverlies

• 9 laboratoria, allen Ventana M1 clone

• Enkel in core 5 (expressie verlies extern bevestigd)

• Typisch ‘granulair/dot like’ waarneming naast specifieke kernaankleuring in >10% 
tumor 

 als een artefact gelinkt aan het gebruik van deze kloon,

 interpretatie risico

• Contact met Roche EMEA EQA-lab Strasbourg  nog geen verdere info

‘The main reason was an unexpected aberrant nuclear staining reaction of neoplastic cells in the 

colon adenocarcinoma tissue core no. 4, a tumour known not to express MLH1. The aberrant nuclear 

staining was primary seen in certain areas of the tumour. These areas generally accounted for more 

than 10% of the neoplastic cells. Occasionally the aberrant staining reaction was both diffuse and 

granular/dot-like in appearance (see Fig. 5a), whereas other cases only showed a dot-like nuclear 

staining reaction (see Fig. 5b). In previous NordiQC assessments aberrant nuclear staining Nordic 

Immunohistochemical Quality Control, MLH1 run 49 2017 Page 5 of 8 have not been observed with 

mAb clone M1, but the Canadian Immunohistochemistry Quality Control program (cIQc) reported in 

their MLH1 assessment in 2014: “Four different clones were used. Clone M1 did appear to give false 

positive staining of core 4, for some labs” 1 . No explanation was given for this reported false positive 

staining. Likewise, no explanation can be given for the aberrant nuclear staining in the neoplastic cells 

in colon adenocarcinoma no. 4 seen in the recent NordiQC assessment. ‘ 



Antistof MLH1



Resultaatbespreking MLH1

• Algemeen 
– n=59

 Suff. 46 %

EKE 
2022-2

NQC 
2019

NQC 
2017

n suff % suff % suff

optimaal 21 36%

46%

64%

90%

30%

59%
goed 6 10% 26% 29%

Borderline 27 46% 7% 37%

Onvoldoende 5 8% 3% 4%



Resultaatbespreking MLH1
• Opgesplitst per clone producent

– RTU: 35 % optimaal ; suff. 46 % 

n=54 Dako
ES05

% suff. Ventana
M1

% suff. Leica
ES05

% suff

n=23 n=28 n=2

optimaal 12 52% 7 25% 0 -

goed 4 17% 2
7%

0 -

borderline 7
31%

17 61% 1 -

onvoldoende 0 0% 2 7% 1
-

Totaal suff. 69% 32% 0/2

NQC 2019 94% (74% optimaal) 98% (83% optimaal) Geen data



Resultaatbespreking MLH1
• Opgesplitst per clone producent

– Concentrated: ½ geslaagd

n=2 Dako ES05 % suff Leica ES05 % suff

n=1 n=1

optimaal 0 - 1 -

goed 0 - 0 -

borderline 1 - 0 -

onvoldoende
0 - 0 -

Totaal suff. 0/1 1/1

NQC 2020
89%  (61% optimaal) cf onder



Resultaatbespreking MLH1
Besluit:

• <50% geslaagd, beduidend lager NQC 2019 maar ~ NQC 2017

• Zowel bij RTU als conc. 

• Borderline/Onvoldoende: alle platformen
 Analytische sensitiviteit te laag : vals negatieve/ veel te zwakke aankleuring

 Interne controle 

• Tonsil: mantelzone B-cellen (zwakke expressor) vals negatief/te zwak ; kiemcentra OK

• Appendix: ook columnair epitheel te zwak (moet sterk pos. zijn)

 Roche: 2-staps detectie, RTU verdund, zelfs met amplifier of combinatie

 Leica: verkeerde selectie HIER (pH6)?

 Dako: vrij gestandaardiseerd (+- linker)  geen duidelijke reden, zelfde settings
optimaal/goed

Opmerking NordiQC: ‘These data suggest that the use of the IR079/IS079 system on the Dako
Omnis platform within a laboratory developed (LD) assay, requires profound adjustment of the 
protocol settings and a “direct” transfer of the original Autostainer protocol cannot be applied  
-->  MLH1 Omnis  released, geen data gebruik labo’s (6 labs borderline)



Resultaatbespreking MLH1
Besluit:

 Dako ES05 RTU: 
 69% geslaagd ; 52% optimaal  

 Per type stainer

- Ventana stainer: 

sensitieve settings , slechts ½ geslaagd (optiView+amplifier) 
ultraView +  amplifier = niet geslaagd

- Dako Omnis: 

vrij gestandaardiseerd (+-linker)

gelijke settings geven wisselend resultaat: optimaal  borderline te zwak

1/3 niet geslaagd: oorzaak?

- Dako Autostainer: 

¾ geslaagd 

‘eerder matige aankleuring’  ‘goed’

kortste AS tijd (20’) = borderline (te zwak + heterogeen)  25-30’=geslaagd

 Leica ES05 RTU: weinig data (2 deelnemers)

 Geen geslaagd: te zwak tot vals negatief

 Verkeerde pH keuze (pH6). Oorzaak?



Resultaatbespreking MLH1
Besluit:

 Ventana M1 RTU
 Slechts 32% geslaagd (25% optimaal)

 3-stap detectie met amplifier (én optimale settings) is noodzakelijk voor optimaal 
resultaat

 2-stap detectie (15%) met amplifier = niet geslaagd

 Datasheet: slechts 3 labo’s  niet geslaagd (vals positieve core 5)



Resultaatbespreking MLH1
Besluit:

• Controle
 58%  gebruikt controle

 Aanbevolen controle: 

 Tonsil: 

- prolifererende B-cellen in de kiemcentra matig tot sterk positief. 

- bijna alle B-cellen in de mantelzone minstens zwak tot matig positief

 ColonCa verlies expressie als negatieve controle

- geen expressie in carcinoom maar…

- duidelijke expressie in stromale cellen en lymfocyten (zo sterk mogelijk zonder 
achtergrond) 



Resultaatbespreking MLH1
Besluit:

• Controle



Resultaatbespreking besluit 

geslaagd 2022 NQC

CD5 98% 92%

panCK 84% 82%

MLH1 46% 90%*

*2017: 59%



Reassessment MLH1

• Scoringscriteria: kern aankleuring

- Appendix : zwakke tot matige aankleuring van bijna alle cellen 

- Tonsil : 

• matige tot sterke aankleuring van de B-cellen in de kiemcentra 

• zwakke tot matige aankleuring van bijna alle B-cellen in de mantelzone 

- Colon, adenocarcinoom : 

• bewaarde expressie d.w.z. sterke aankleuring in de neoplastische cellen 

• sterke aankleuring in de meeste andere cellen (stromale cellen, lymfocyten enz.) 
(controle sensitiviteit) 

• sterke aankleuring in het columnair epitheel (indien aanwezig) 

- Colon, adenocarcinoom : 

• verlies van expressie in de neoplastische cellen (controle specificiteit) 

• sterke aankleuring in de meeste andere cellen (stromale cellen, lymfocyten enz.) 
(controle sensitiviteit) 

• sterke aankleuring in het columnair epitheel (indien aanwezig) 

Opmerking : zwakke cytoplasmatische aankleuring wordt aanvaard



Reassessment MLH1  

Algemeen  

n=17 reassess

n % suff

optimaal 10 59%
88 %

goed 5 29%

borderline 2 12%

onvoldoende 0 0 %

Geslaagd : 46%  71%



Reassessment MLH1 

VOOR NA

sensitiviteit OKOnvoldoende aankleuring in de stromale cellen van de coloncarcinomen

Leica ES05 RTU 15’  RT ; pH6 30’ ;  BondIII Leica ES05 RTU 15’  RT ; pH 9  30’ ;  BondIII



Reassessment MLH1 

VOOR

NA

sensitiviteit OK

Leica ES05 RTU 15’  RT ; pH6 30’ ;  BondIII

Leica ES05 RTU 15’  RT ; pH 9  30’ ;  BondIII



Reassessment MLH1 

VOOR

NA

sensitiviteit OK

Leica ES05 RTU 15’  RT ; pH6 30’ ;  BondIII

Leica ES05 RTU 15’  RT ; pH 9  30’ ;  BondIII

Impact HIER op outcome is bepalend



Reassessment MLH1

Besluit:  
 17 niet geslaagde labo’s hebben een reassessment aangevraagd (niet verplichtend)

 88% geslaagd, slechts 2 borderline (geen update protocol gekend?)

 Aktieplan: 

 6/13 protocolwijziging: aanpassing : geen HIER  HIER en/of AS tijd (RTU) 

 7 geen ruwe data

 Resultaten: 

 Gewijzigde protocols: 11/11 geslaagd (6 optimaal) ; maar nog steeds (beperkte) 
kernaankleuring in core 5  risico op vals positieve interpretatie of te zwakke aankleuring
stromale cellen (interne controle)

 Geen data: 6/8 geslaagd (4 optimaal), maar nog steeds (beperkte) kernaankleuring in core 5 
risico op vals positieve interpretatie (in rapport) 



Reassessment MLH1

Besluit:  
 17 niet geslaagde labo’s hebben een reassessment aangevraagd (niet verplichtend)

 88% geslaagd, slechts 2 borderline (geen update protocol gekend?)

‘a gradient of expression in the normal crypts, which fades out towards the lumen should be present’

Te sensitief protocol



Reassessment CD5
• Scoringscriteria: overwegend membranaire aankleuring

– Tonsil§ (fixatie 24u.) : controle robuustheid

• sterke aankleuring van bijna alle T-cellen in de T zones en in de kiemcentra 

• minstens zwakke tot matige aankleuring in (verspreide) B-cellen in de 
mantelzones 

– Tonsil§ (fixatie 44u.) : controle robuustheid

• sterke aankleuring van bijna alle T-cellen in de T zones en in de kiemcentra 

• minstens zwakke tot matige aankleuring in (verspreide) B-cellen in de 
mantelzones 

– MCL : 

• minstens matige aankleuring in de neoplastische cellen (controle 
sensitiviteit) 

• sterke aankleuring van alle T-cellen tussen de neoplastische cellen 

– DLBCL : 

• aankleuring in de lymfocyten 

• geen aankleuring in de neoplastische cellen (controle specificiteit) 

– B-CLL :

• sterke aankleuring in de neoplastische cellen 

• sterke aankleuring van alle T-cellen tussen de neoplastische cellen 

– Alle weefsels : geen aankleuring in de B-cellen van de kiemcentra 

§ Aankleuring van plaveiselcelepitheel dat de crypten bekleedt wordt aanvaard.



Reassessment CD5

Algemeen  

n=1 reassess

n % suff

optimaal 0 -
1/1

goed 1 1/1

borderline 0 -

onvoldoende 0 -

Geslaagd : 75% 78%



Reassessment CD5 

VOOR NA

Eerder matige aankleuring t.o.v. de referentiecoupe in alle weefselsDako 4C7 1/200 20’ ;  pH9 30’ ;  Dako toestel??

Geen protocol data

B-CLL (+++)

DLBCL (spec)

MCL  (sens)



Reassessment CD5 

VOOR NA

Dako 4C7 1/200 20’ ;  pH9 30’ ;  Dako toestel??

Goed, eerder matige aankleuring t.o.v. de referenti ecoupeBorderline

B-CLL

MCL

Geen protocol data



Reassessment panCK

• Scoringscriteria: cytoplasma/membraan aankleuring
- Tonsil : 

• sterke aankleuring van het plaveiselcelepitheel doorheen alle cellagen 

• zwakke tot matige aankleuring in de interstitiële reticulum cellen (‘cytokeratin-positive interstitial
reticulum cells’ of ‘CIRC’) (controle sensitiviteit) 

• geen aankleuring in de lymfocyten (controle specificiteit) 

- Slokdarm : 

• sterke aankleuring van het plaveiselcelepitheel doorheen alle cellagen

• zwakke tot matige (‘patchy’) aankleuring in de gladde spiercellen van de bloedvaten en van de 
muscularis mucosae (controle sensitiviteit) 

- Lever : 

•sterke aankleuring in de epitheliale cellen van de galwegen 

• minstens matige aankleuring in de meeste hepatocyten mét membranaire accentuatie (controle 
sensitiviteit) 

• geen aankleuring in de stromale cellen (controle specificiteit) 

- Long, adenocarcinoom en plaveiselcelcarcinoom : 
• sterke aankleuring van bijna alle neoplastische cellen 

- Nier, CCRCC : 
• zwakke tot matige (voornamelijk membranaire) aankleuring van de meeste neoplastische 

cellen (controle analytische sensitiviteit) 

- Testis, DLBCL : 
• geen aankleuring van de neoplastische cellen (controle analytische specificiteit)



Reassessment panCK

Algemeen  

n=6 reassess

n % suff

optimaal 5 83%
100%

goed 1 17%

borderline 0 -

onvoldoende 0 -

Geslaagd : 84% 94%



Reassessment panCK

Ventana AE1/AE3/PCK26  RTU 32’ 36°C ; Protease1  8’ ;  UV Ventana Ultra

VOOR

NA

Ventana AE1/AE3/PCK26  RTU 32’ 36°C ; CC1 36’ + Protease3  4’ ;  UV Ventana Ultra

Optimaal



Reassessment panCK

VOOR

NA

Leica AE1/AE3 15’ RT ; HIER pH6 ;  Leica BondIII

Leica AE1/AE3 15’ RT ; HIER pH9 ;  Leica BondIII

Optimaal

Onvoldoende



Reassessment panCK

Besluit:  
 6 niet geslaagde labo’s hebben een reassessment aangevraagd (niet verplichtend)

 Aktieplan: 

 1 lab zonder protocolwijzigingen

 5 labo’s gekend mét wijzigingen (wijziging voorbehandeling: P1P3/combined of type HIER pH6pH9)

 1 geen ruwe data

 Resultaten: 

 100% geslaagd, 5/6 optimaal

 Gewijzigde protocols: allen geslaagd

 Niet gewijzigd protocol: geslaagd

 Geen data: onvoldoende  optimaal 



EKE planning

Externe 
kwaliteitsevaluatie 

EKE      
2022-1

EKE      
2022-2

EKE      
2022-3

EKE  2023-1 EKE  2023-2

ER          
Her2 

AMACR 
MLH1      
CD5

PR / Her2 
ER reassess

2022-1

ER           
Her2

EMA, 
MelanA,   

p63,       
BCL2

Rondzending coupes 17-21/02/2020 4-8/05/2020 14-18/09/2020 2/2023 5/2023

Beoordeling panel
03/2020 6/2020 10/2020 03/2023 06/2023

Doorsturen 
individueel resultaat 05/2020 10/2020 11/2020

Resultaatbespreking 
/ symposium ? ? ?

Doorsturen globaal
rapport

? ? ?

Symposium donderdag 25/05/2023

Symposium vrijdag 08/12/2023
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