Elektronenmicroscopie in de
diagnostiek

WAT IS ELEKTRONENMICROSCOPIE?

Een bundel elektronen die de inhoud van objecten af kan beelden
Bewerkelijk en een hoge deskundigheid is vereist

Hoge resolutie van de microscoop (£ 0,1nm)

Vergrotingen tot 100.000 keer

WAAROM ELEKTRONENMICROSCOPIE?

Vrijwel alle details in een cel worden zichtbaar

In circa 25% van de gevallen leidt EM-onderzoek tot verandering of belangrijke
verfijning van de diagnose

Het is onmisbaar voor de diagnostiek van o.a. neurodegeneratieve
aandoeningen, stapelingsziekten, spierpathologie en nierpathologie




Basis Techniek

Materiaal:

Fragmentjes van ca. 4 mm doorsnee

Fixeren in Glutaaraldehyde, 2-3 mm/uur doordringbaarheid, eiwitfixatie
Spoelen met buffer

Na-fixatie met Osmium voor vastleggen v.d. (phospho)lipiden, Imm/uur
Ethanol en Eponmengsel doorvoer en inbedden in Epon (epoxyhars)
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Basis Techniek vervolg

- Overtollige Epon verwijderen

- Semidun snijden 1 pu met Th-kleuring

- Ultradun snijden 70 -90 nm, opvangen op dragergrids

- Contrasteren met Uranyl- en loodoplossing

- Grids drogen en bekijken in de TEM (Transmissie Elektronen Microscoop)
- Opnamen digitaal vastleggen

- Bespreking met de Patholoog
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Rondzending Elektronenmicroscopie
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Het bewerkte materiaal

Elke deelnemer heeft een Eponblokje ontvangen van dezelfde patiént

Eponblokje: Semidunne coupes met Toluidineblauw kleuring
Ultradunne coupes met contrastering zoals men gewoon is
EM opnamen die beoordeeld zijn

Er werd verschil opgemerkt in de semidunne en ultradunne coupes wat betreft
kwaliteit en intensiteit van de contrastering en in de gehaalde scores

Semidunne coupes
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Toluidineblauw lang en kort gekleurd waarbij duidelijk de afwijkingen te zien zijn
en waarbij de mate van intensiteit kan helpen bij herkenning hiervan.



Ultradunne opnamen
Met Jeol 1400 en Gatan
camera

Alle opnamen zijn genomen
met diafragma 3, bij 1_2K en
het camerabeeld is op het
scherm niet verbeterd

Er is duidelijk verschil in
contrast te zien

Lilian Eshuis




Mogelijke onderwerpen voor bespreking

Semidun:

*Hoe groot maken we de weefselstukjes en waarom
*Epon verwijderen: hoeveel en waarom

*Snijden en afdekken van coupes

*Voorkomende artefacten

Ultradun:
*Snijden
*Contrasteren




Expertwaarden rondzending 2016 EM SPIER

B e S r e ki n S C o r e S Wasenadiing Geen Twijfel/Soms | Overtuigend
Absent Sparse Abundant
p g Core X
Abnormal mitochondria X
Nuglear inclusions X
Filamentous body X
Totale score | Deelnemers e .
=44 =5 Glyogen X
Neutral lipid bodies X
40 2 _
Myelin sfructures X
37 1 Linofugsine X
Lysosomes X
36 1 Tubula agareoales X
30 1 Redundantmgmm X
Z:band streaming X
Thick filaments X
Cytoplasmic bodies
.e . .. Neuromuscular junction X
* Zijn de scores duidelijk _ _
__ .. Disturbed myofibrills X
* Zijn er vragen over de lijst met Koo s
mogelijke waarnemingen Presense of Nemes
* Zijn er vragen over de interpretatie s X
Ring fibre X
Vacuoles X

Totaal =44




Mogelijke onderwerpen voor bespreking

Interpretatie van het EM-beeld
* Zijn er vragen?

*We bekijken voorbeelden van score 1 en 2




CO re abundant
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Abnormal mitochondria ....
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Neutral lipid bodies ...
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Lipofucsine




Lysosomen ...




Redundant membranes
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Z-band streaming ...
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Disturbed myofibrils ...




Bespreking Opmerkingen

* Er zal nooit EM worden aangevraagd op spier materiaal zonder dat er naar de
enzymatische kleuringen is gekeken
*Dat is zo
* De basaalmembranen van de capillairen zijn sterk verdikt. Gemiddeld 250nm.
Sarcolemma is sterk gegolfd.
*De opmerking over sarcolemma en het basaalmembraan van de capillairen is
een bevinding die niet van invloed hoeft te zijn op de diagnose maar zeker goed is
om op te merken en aan te geven

* Beeld polymembraneuze myopathie
« P77

* Onze interpretatie van de scoring: Absent = niet aanwezig, Sparse = wel aanwezig
maar ‘normaal’ of ‘niet pathologisch’, Abundant = aanwezig in overvloed,
pathologisch
* ‘Disturbed myofibrils’ wel aanwezig maar alleen als gevolg van cores/rods/Z-band
steaming

*Klopt, maar de bedoeling hier is dat voor elk item iets wordt ingevuld

* Meerdere cores bevatten rods
*Klopt




Verslag Patholoog

Spierhiopsie: musculus quadnceps femaris: het betreft een bijzondere spieraandoening waarbij we
zowel de aanwezigheid van gentral cores opmerken als aanwezigheid van cores met zeer talrke

nemaline staafjes. Het betreft een gecombineerde gentral core - nemaling myopathie. Geen tekens
van peurogene atrofie. Graag Klinisch overleg.




Suggesties voor de volgende
rondzending?

Bijvoorbeeld:

*Alleen ongecontrasteerde grids rondsturen die door de deelnemers zelf worden
bewerkt?

*Meer?







