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основна мисија патохистологије:

“ Тачна, благовремена и
савремена дијагностика, сваком
пацијенту у сваком тренутку. ”
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ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ
МЕТОД

 ИХХ је потпуно изменила дијагностичку
процедуру у патологији.

 Због својих могућности, сензитивности и
специфичности, потиснула је многе
конвенционалне методе.
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Ниједна од техничких процедура није имала тако
снажан, дуготрајан и значајан утицај на
свакодневну патолошку праксу као
имунохистохемија.
Није претерано рећи да се ради о револуцији,
нарочито у патологији тумора.

Juan Rosai
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ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ
МЕТОД

 Имунохистохемија је мИмунохистохемија је молекуларнаолекуларна техникатехника
којакоја комбинујекомбинује принципепринципе имунологијеимунологије ии
биохемијебиохемије уу циљуциљу идентификацијеидентификације
молекула и структура у ткивимамолекула и структура у ткивима..

 ММетода откривања ћелијских и ткивнихетода откривања ћелијских и ткивних
антигена путем антигенантигена путем антиген--антитело реакцијеантитело реакције
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ИСТОРИЈАТ
 Од првог описа имунохистохемијске процедуре 1942 године,

начињени су значајни кораци који су омогућили да
имунохистохемија постане приступачна и незаменљива техника
у патохистолошким лабораторијама широм света.

 Најзначајнији кораци у развоју имунохистомеије су :
- 1942. - Coons, Creech, Jones i Berliner – Развијају технику

индиректне имунофлуоресценције за идентификацију
пнеумококног антигена у ткиву

- 1959. - Singer - коњугат високе електронске  густине
- 1966. - Graham i Karnovsky - Развија методу везивања ензима

за протеине (enzyme tagging method - horseradish peroxidase)
- 1968. Nakane i Pierce - техника обележавања антитела

ензимом (enzyme -labelled antibody technique immunoperoxidase)
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ИСТОРИЈАТ
Nakane i Pierce су 1968. год:

 увођењем практичне примене антитела на
парафинским пресецима ткива донели револуцију у
развоју имунохистохемије

 увођењем ензимског обележавања и отворили еру
модерне имунохистохемије.

 Ћелије се обележавају антителом коњугованим са
ензимом (пероксидаза рена), а реакција се
визуелизује одговарајућом обојеном субстанцом,
хромогеном, као што је диаминобензедин (DAB)

 Ткиво се, на крају, контрастира хематоксилином што
омогућава истовремену анализу имунохистохемијске
реакције, морфолошких детаља и тачно
локализовање антигена у ткиву.
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ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ
МЕТОД

Директан метод
 једностепена (енгл.“one step”) процедура која подразумева

употребу коњугованог (обележеног) антитела који директно
реагује са антигеном од интереса на узорцима ткива.

 Ова техника укључује само једно антитело, стога је процедура
брза и кратка.

 Међутим, како ова метода не укључује појачавање
(амплификацију) сигнала мање је сензитивна, па се данас још
само употребљава у детекцији имуноглобулина на
криостатским пресецима коже и бубрега.
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ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ
МЕТОД

Индиректан метод

 укључује некоњуговано (необележено) примарно антитело
које  реагује са антигеном у ткиву, а  затим (обележено)
коњуговано секундарно антитело које регује са  примарним
(други слој).

 Како се неколико молекула секундар. антитела може везати за
један молекул  примарног антитела, на овај начин долази до
појачавања сигнала, што овај метод чини осетљивијим од
директног метода.

 у исто време је и економичнији јер се једно обележено
секундарно антитело може користити у комбинацији са више
примарних антитела истог изотопа а различите антигенске
специфичности.
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индиректна метода у два
корака

 необележено прим. антитело
везује за антиген (први корак),
потом се на њега везује секунд.
антитело које је обележено
ензимом (други корак и у
њему је прим. антитело
практично постало антиген)

 на крају се додаје супстрат
хромогена који реагује са
ензимом којим је обележено
секундарно антитело и мења
боју те је омогућена
визуелизација места везивања.

индиректна метода у три
корака

 идентична са претходном, али
се додају два секундарна
антитела обележена ензимом
једно за другим.

 Додавање трећег слоја
антитела служи како би се
даље појачао сигнал, будући
да је још антитела у стању да се
веже за секундарно антитело.

 Процедура је од користи при
бојењу антигена са
ограниченим бројем епитопа
и једноставан је начин за даље
повећање интензитета бојења
у односу на друге технике.

Индиректна метода може бити у два и у три корака.
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ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ МЕТОД

 PAP и APAAP (индиректни метод) - PAP метода користи
пероксидаза-антипероксидаза комплекс, а APAAP метода
употребљава комплекс алкална фосфатаза-антиалкална
фосфатаза.

 ABC (аvidin-biotin complex ) метод -То је метод који укључује
појачавање, амплификацију сигнала кроз три слоја.
Имунокомплекс се састоји од примарног антитела, секундарног
антитела обележеног биотином и авидина коњугованог са
пероксидазом.

 LSAB метод - обележена стрптавидин-биотин техника
(Labeled Streptavidin-Biotin) је варијанта АВС, а такође користи
секундарно антитело везано за биотин које повезује примарно
антитело са стрептавидин-пероксидаза/алкална фосфатаза
коњугатом.

 PAP и APAAP (индиректни метод) - PAP метода користи
пероксидаза-антипероксидаза комплекс, а APAAP метода
употребљава комплекс алкална фосфатаза-антиалкална
фосфатаза.

 ABC (аvidin-biotin complex ) метод -То је метод који укључује
појачавање, амплификацију сигнала кроз три слоја.
Имунокомплекс се састоји од примарног антитела, секундарног
антитела обележеног биотином и авидина коњугованог са
пероксидазом.

 LSAB метод - обележена стрптавидин-биотин техника
(Labeled Streptavidin-Biotin) је варијанта АВС, а такође користи
секундарно антитело везано за биотин које повезује примарно
антитело са стрептавидин-пероксидаза/алкална фосфатаза
коњугатом.



Обележена стрптавидин-биотин техника –
LSAB метод

СЕКУНДАРНО АТ
СА БИОТИНОМ

СТРЕПТАВИДИН-БИОТИН
ЕНЗИМ КОМПЛЕКС

СЕКУНДАРНО АТ
СА БИОТИНОМ

ПРИМАРНО АТ
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Индиректна техника ланчаног полимера
(EnVision*).

 Ова техника користиОва техника користи
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 Ланац декстрана везује око 70Ланац декстрана везује око 70
молекула ензима и 10 молекуламолекула ензима и 10 молекула
антителаантитела..

 Истовремено везивање и антиИстовремено везивање и анти--
мишијих и антимишијих и анти--зечијих секундзечијих секунд..
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Н

Н
пероксидаза декстран полимер

 Ова техника користиОва техника користи
некоњуговано примарнонекоњуговано примарно
антитело и секундарно антителоантитело и секундарно антитело
коњуговано са ензимом икоњуговано са ензимом и
ланчанимланчаним полимером (деxтран).полимером (деxтран).

 Ланац декстрана везује око 70Ланац декстрана везује око 70
молекула ензима и 10 молекуламолекула ензима и 10 молекула
антителаантитела..

 Истовремено везивање и антиИстовремено везивање и анти--
мишијих и антимишијих и анти--зечијих секундзечијих секунд..
антитела омогућава употребуантитела омогућава употребу
истог реагенсаистог реагенса и саи са
моноклонскиммоноклонским и са поликлон.и са поликлон.
антителимаантителима..

 Метод је брзМетод је брз,, лак и поуздан залак и поуздан за
радрад,, уз високу осетљивостуз високу осетљивост,, такотако
да стиче све већу популарност ида стиче све већу популарност и
потискујепотискује LSAB техникетехнике..

Н
примарно антитело

секундарно антитело

ткивни антиген Н



ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ МЕТОД
 Имунохистохемијске технике настављају са де

развијају, њихове апликације у патологији и
научним истраживањима су све вредније.

 Методе амплификације су допринеле да се
рутински идентификују протеини за које се
веровало да су изгубљени у процесима фиксације

 Како технологија напредује, нови маркери ткива се
појављују као оруђе које истраживачима олакшава
нова открића.

 Тиме је олакшано разумевање биологије и
патогенезе бројних болести.

 Имунохистохемијске технике настављају са де
развијају, њихове апликације у патологији и
научним истраживањима су све вредније.

 Методе амплификације су допринеле да се
рутински идентификују протеини за које се
веровало да су изгубљени у процесима фиксације

 Како технологија напредује, нови маркери ткива се
појављују као оруђе које истраживачима олакшава
нова открића.

 Тиме је олакшано разумевање биологије и
патогенезе бројних болести.



вишеструко (мултипло) ИХХ бојењевишеструко (мултипло) ИХХ бојење
((multimulti--staining immunohistochemistrystaining immunohistochemistry --MSIMSI).).

 Са развојем ИХХ указала се потреба за прецизнијом
верифакацијом тачне локализације АГ у ћелији (једро, мембрана,
цитоплазма).

 Вишеструко ИХХ бојење је техника која омогућава визуелизацију
већег броја мета (Антигена) на истом препарату и повећава
информативност.

 Велики помак у истраживању и побољшању дијагностике, уз
скраћење времена лабораторијске процедуре

 Омогућена је топографсктопографскаа анализанализаа таргета,таргета, тј.тј. прецизнопрецизно
одреодређђивањеивање присуства Априсуства АГГ на различитим ћелијама, у истој ћелијина различитим ћелијама, у истој ћелији
или у појединим субћелијскимили у појединим субћелијским елементимаелементима

 Са развојем ИХХ указала се потреба за прецизнијом
верифакацијом тачне локализације АГ у ћелији (једро, мембрана,
цитоплазма).

 Вишеструко ИХХ бојење је техника која омогућава визуелизацију
већег броја мета (Антигена) на истом препарату и повећава
информативност.

 Велики помак у истраживању и побољшању дијагностике, уз
скраћење времена лабораторијске процедуре

 Омогућена је топографсктопографскаа анализанализаа таргета,таргета, тј.тј. прецизнопрецизно
одреодређђивањеивање присуства Априсуства АГГ на различитим ћелијама, у истој ћелијина различитим ћелијама, у истој ћелији
или у појединим субћелијскимили у појединим субћелијским елементимаелементима



вишеструко (мултипло) ИХХ бојењевишеструко (мултипло) ИХХ бојење
((multimulti--staining immunohistochemistrystaining immunohistochemistry --MSIMSI).).



ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ МЕТОД

 ИХХ метод  се заснива на
реакцији антиген-антитело.

 Применом одговарајућих
моноклонских антитела,
специфичних за одређене врсте
рецептора у једру, цитоплазми
или на мембрани нормалних
или малигних ћелија, могућа је
визуелизација комплекса
антиген-антитело, а самим тим
и одређивање броја ћелија које
су експримирале туморски
маркер, као и интензитет те
експресије.

EnVision
систем

декстран

анти-HER-2

 ИХХ метод  се заснива на
реакцији антиген-антитело.

 Применом одговарајућих
моноклонских антитела,
специфичних за одређене врсте
рецептора у једру, цитоплазми
или на мембрани нормалних
или малигних ћелија, могућа је
визуелизација комплекса
антиген-антитело, а самим тим
и одређивање броја ћелија које
су експримирале туморски
маркер, као и интензитет те
експресије.

ензим
(HRP)

анти-HER-2

HER-2
протеин

Секундарно
антитело
Секундарно
антитело



ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ МЕТОД

Ако се сврсисходно примењује,
уз савршену техничку процедуру и
стручно тумачење резултата,
високу цену методологије поништава
вишеструка корист коју добија
првенствено пацијент.

Ако се сврсисходно примењује,
уз савршену техничку процедуру и
стручно тумачење резултата,
високу цену методологије поништава
вишеструка корист коју добија
првенствено пацијент.



ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ МЕТОД

 Проблеми у имунохистохемијским методама суПроблеми у имунохистохемијским методама су
бројни и зависе од лабораторијских техничара алибројни и зависе од лабораторијских техничара али
и патолога који мора бити способан да разликујеи патолога који мора бити способан да разликује
артефакт од валидног резултата и да буде сигуранартефакт од валидног резултата и да буде сигуран
да негативан резултат није последица неуспешнеда негативан резултат није последица неуспешне
технике.технике.

 Репродуцибилност и висок квалитет ИХХ техникеРепродуцибилност и висок квалитет ИХХ технике
сусу sine qua nonsine qua non у модерној патологији.у модерној патологији.

 Проблеми у имунохистохемијским методама суПроблеми у имунохистохемијским методама су
бројни и зависе од лабораторијских техничара алибројни и зависе од лабораторијских техничара али
и патолога који мора бити способан да разликујеи патолога који мора бити способан да разликује
артефакт од валидног резултата и да буде сигуранартефакт од валидног резултата и да буде сигуран
да негативан резултат није последица неуспешнеда негативан резултат није последица неуспешне
технике.технике.

 Репродуцибилност и висок квалитет ИХХ техникеРепродуцибилност и висок квалитет ИХХ технике
сусу sine qua nonsine qua non у модерној патологији.у модерној патологији.



<10%>10% некомплетно/+>10% комплетно/+-++>10% комплетно/+++

ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ МЕТОД:ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ МЕТОД:
ОЧИТАВАЊЕ РЕЗУЛТАТАОЧИТАВАЊЕ РЕЗУЛТАТА

Анализа експресије HER-2 рецептора вршена је у складу  са  препорукама UK NEQAS-ICC-а. Процена
се заснива на одређиванју три параметра: проценту  ћелија чија мембрана показује имунореактивност
(гранична вредност је 10%), континуираности тј. дисконтинуираности и интезитету имунореактивног
бојења мембране.На основу експресије овог маркера, карциноми су подељени у две групе: HER-2 - и
HER-2+, при чему су они без (0) и они са слабом   (1+) експресијом сврстани у прву групу, а они са
континуираном, лако до умереном (2+) и интезивном мембранском експресијом (3+) у другу, HER-2+.

3+ 2+ 1+ 0Скор
експресије

HER2 позитивни HER2 - негативни

Анализа експресије HER-2 рецептора вршена је у складу  са  препорукама UK NEQAS-ICC-а. Процена
се заснива на одређиванју три параметра: проценту  ћелија чија мембрана показује имунореактивност
(гранична вредност је 10%), континуираности тј. дисконтинуираности и интезитету имунореактивног
бојења мембране.На основу експресије овог маркера, карциноми су подељени у две групе: HER-2 - и
HER-2+, при чему су они без (0) и они са слабом   (1+) експресијом сврстани у прву групу, а они са
континуираном, лако до умереном (2+) и интезивном мембранском експресијом (3+) у другу, HER-2+.



Експресија  HER-2 а) HER-2=0, ћелије  не показују мембранску имунореактивност
(IHC, HER-2, x20) б) HER-2= 2+, око 10% ћелија показује конт. и дисконтинуирано
бојење мeмбране, слабог и умереног интензитета (IHC, HER-2, x40) в) HER-2= 3+, више
од 10% ћелија показује континуирану мембранску позитивност високог интензитета
(IHC, HER-2, x20) г) Спољашња позитивна контрола IHC  реакције (IHC,HER-2,x40).



ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ МЕТОД:ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ МЕТОД:
ОЧИТАВАЊЕ РЕЗУЛТАТАОЧИТАВАЊЕ РЕЗУЛТАТА

 За процену нуклеарне експресије
користи се: ALLRED SCORE
METOD: проценат ћелија са
експримираним маркером се
класификује у пет група, а
интензитет бојења у три групе.
Комбиновањем збира ова два
параметра добијају се крајње
вредности од 0 до 8.  Вредност
скора 2 сматра се као позитивност
ткива тј. тумора за одређени
маркер.

 У исто време бележена је и само
процентуална заступљеност
имунореактивних ћелија.

% имунореактивних
ћелија

Интензитет бојења

0 = нема  бојења 0 = нема бојења

 За процену нуклеарне експресије
користи се: ALLRED SCORE
METOD: проценат ћелија са
експримираним маркером се
класификује у пет група, а
интензитет бојења у три групе.
Комбиновањем збира ова два
параметра добијају се крајње
вредности од 0 до 8.  Вредност
скора 2 сматра се као позитивност
ткива тј. тумора за одређени
маркер.

 У исто време бележена је и само
процентуална заступљеност
имунореактивних ћелија.

1 = > од 1% 1 = слаб интензитет

2 = 1-10% 2 = умерен интензитет

3 = 11-33% 3 = висок интензитет

4 = 34-66%

5 = 67-100%



ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ МЕТОД

Према циљу истраживања и врсти АТ  која се
употребљавају у ИХХ, маркери могу бити:

 Дијагностички маркери : обезбеђују информацију о
присуству или одсуству дате болести

 Прогностички маркери: обезбеђују информацију о
вероватноћи преживљавања

 Предиктивни маркери: обезбеђују информацију о
вероватноћи одговора на терапију (Herceptin®
Gleevec®, MabThera®, Avastin®, Erbitux®, Tarceva®)

 Експериментални маркери: обезбеђују информацију о
мутацији прото- и антионкогена

Према циљу истраживања и врсти АТ  која се
употребљавају у ИХХ, маркери могу бити:

 Дијагностички маркери : обезбеђују информацију о
присуству или одсуству дате болести

 Прогностички маркери: обезбеђују информацију о
вероватноћи преживљавања

 Предиктивни маркери: обезбеђују информацију о
вероватноћи одговора на терапију (Herceptin®
Gleevec®, MabThera®, Avastin®, Erbitux®, Tarceva®)

 Експериментални маркери: обезбеђују информацију о
мутацији прото- и антионкогена



ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ МЕТОД

 Имунохистохемијске методе у :Имунохистохемијске методе у :
-- 1155% патохистолошких дијагноза имају% патохистолошких дијагноза имају

суштинску улогу,суштинску улогу,
-- 2020% случајева представљају значајан% случајева представљају значајан

допринос дијагностици,допринос дијагностици,
-- 15% помажу у потврђивању дијагнозе15% помажу у потврђивању дијагнозе

постављене на рутински обојеним ХЕпостављене на рутински обојеним ХЕ
препаратимапрепаратима

 Имунохистохемијске методе у :Имунохистохемијске методе у :
-- 1155% патохистолошких дијагноза имају% патохистолошких дијагноза имају

суштинску улогу,суштинску улогу,
-- 2020% случајева представљају значајан% случајева представљају значајан

допринос дијагностици,допринос дијагностици,
-- 15% помажу у потврђивању дијагнозе15% помажу у потврђивању дијагнозе

постављене на рутински обојеним ХЕпостављене на рутински обојеним ХЕ
препаратимапрепаратима



ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ МЕТОД

 УУ окооко 1010-- 2020%% случајеваслучајева,, тумори различитог  порекла могу,тумори различитог  порекла могу,
микроскопскмикроскопском морфологијомом морфологијом, да показују велики степен сличности,, да показују велики степен сличности,
посебно када су у питањупосебно када су у питању::
-- слабо и недиферентовани карциноми, саркоми, хематолошка малигнаслабо и недиферентовани карциноми, саркоми, хематолошка малигна

обољења, ситноћелијски карциноми, меланомиобољења, ситноћелијски карциноми, меланоми
-- метастазметастазее -- сви тумори исте хистогенезе имају идентичну сликусви тумори исте хистогенезе имају идентичну слику

(аденокарциноми),тако да је велики број могућности примарн(аденокарциноми),тако да је велики број могућности примарнее
локализације.локализације.

-- у ретким случајевима,тешко је одвојити ин ситу од инвазивногу ретким случајевима,тешко је одвојити ин ситу од инвазивног
процеса.процеса.

 Постављање патохистолошке дијагнозеПостављање патохистолошке дијагнозе на Х&Е обојенимна Х&Е обојеним
препаратима ткива,препаратима ткива, уу свимсвим овим случајевима носи великиовим случајевима носи велики
ризик за пацијента,ризик за пацијента, лекаре клиничаре и првенствено залекаре клиничаре и првенствено за
патолога,патолога, који потписује налаз на основу кога се спроводикоји потписује налаз на основу кога се спроводи
даље лечење.даље лечење.

 УУ окооко 1010-- 2020%% случајеваслучајева,, тумори различитог  порекла могу,тумори различитог  порекла могу,
микроскопскмикроскопском морфологијомом морфологијом, да показују велики степен сличности,, да показују велики степен сличности,
посебно када су у питањупосебно када су у питању::
-- слабо и недиферентовани карциноми, саркоми, хематолошка малигнаслабо и недиферентовани карциноми, саркоми, хематолошка малигна

обољења, ситноћелијски карциноми, меланомиобољења, ситноћелијски карциноми, меланоми
-- метастазметастазее -- сви тумори исте хистогенезе имају идентичну сликусви тумори исте хистогенезе имају идентичну слику

(аденокарциноми),тако да је велики број могућности примарн(аденокарциноми),тако да је велики број могућности примарнее
локализације.локализације.

-- у ретким случајевима,тешко је одвојити ин ситу од инвазивногу ретким случајевима,тешко је одвојити ин ситу од инвазивног
процеса.процеса.

 Постављање патохистолошке дијагнозеПостављање патохистолошке дијагнозе на Х&Е обојенимна Х&Е обојеним
препаратима ткива,препаратима ткива, уу свимсвим овим случајевима носи великиовим случајевима носи велики
ризик за пацијента,ризик за пацијента, лекаре клиничаре и првенствено залекаре клиничаре и првенствено за
патолога,патолога, који потписује налаз на основу кога се спроводикоји потписује налаз на основу кога се спроводи
даље лечење.даље лечење.



ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ МЕТОД

 ИХХ знатно помаже у дијагностициИХХ знатно помаже у дијагностици,, у свим видовимау свим видовима
хистолошке анализехистолошке анализе::
-- оперативноперативногог материјалматеријалаа
-- ендоскопскендоскопскихих ии
-- пункционпункционихих биопсијбиопсијаа
-- цитологијцитологијее
-- обдукцијаобдукција

 Коришћењем специфичних моноклоналних антитела,Коришћењем специфичних моноклоналних антитела,
која су усмерена ка идентификацији ћелија,која су усмерена ка идентификацији ћелија, њиховихњихових
површинских маркера или ћелијских продуката,површинских маркера или ћелијских продуката,
омугућена је прецизна дијагнозаомугућена је прецизна дијагноза бројнихбројних,, аа првенственопрвенствено
онколошких обољења.онколошких обољења.

 ИХХ знатно помаже у дијагностициИХХ знатно помаже у дијагностици,, у свим видовимау свим видовима
хистолошке анализехистолошке анализе::
-- оперативноперативногог материјалматеријалаа
-- ендоскопскендоскопскихих ии
-- пункционпункционихих биопсијбиопсијаа
-- цитологијцитологијее
-- обдукцијаобдукција

 Коришћењем специфичних моноклоналних антитела,Коришћењем специфичних моноклоналних антитела,
која су усмерена ка идентификацији ћелија,која су усмерена ка идентификацији ћелија, њиховихњихових
површинских маркера или ћелијских продуката,површинских маркера или ћелијских продуката,
омугућена је прецизна дијагнозаомугућена је прецизна дијагноза бројнихбројних,, аа првенственопрвенствено
онколошких обољења.онколошких обољења.



ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ МЕТОД

Значај ИХХ у  хистолошкој дијагностициЗначај ИХХ у  хистолошкој дијагностици сесе
посебнопосебно односиодноси нана идентификацијуидентификацију ии
категоризацијукатегоризацију::

 недиферентованихнедиферентованих малигнихмалигних туморатумора,,
 лимфомалимфома,,
 леукемијалеукемија,,
 саркомасаркома,,
 одређивањеодређивање локализацијелокализације примарногпримарног туморатумора уу

случајуслучају метастаскеметастаске болестиболести,,
 детекцијудетекцију молекуламолекула којикоји могумогу дада имајуимају

прогностичкупрогностичку ии предиктивнупредиктивну значајностзначајност..

Значај ИХХ у  хистолошкој дијагностициЗначај ИХХ у  хистолошкој дијагностици сесе
посебнопосебно односиодноси нана идентификацијуидентификацију ии
категоризацијукатегоризацију::

 недиферентованихнедиферентованих малигнихмалигних туморатумора,,
 лимфомалимфома,,
 леукемијалеукемија,,
 саркомасаркома,,
 одређивањеодређивање локализацијелокализације примарногпримарног туморатумора уу

случајуслучају метастаскеметастаске болестиболести,,
 детекцијудетекцију молекуламолекула којикоји могумогу дада имајуимају

прогностичкупрогностичку ии предиктивнупредиктивну значајностзначајност..



ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКИ МЕТОД

 Маркери потребни за идентификацијуМаркери потребни за идентификацију
малигнитета, у овим случајевима,малигнитета, у овим случајевима,
представљајупредстављају дијагностичке сетове илидијагностичке сетове или
панеле.панеле.

 Они су различити и врста неопходнихОни су различити и врста неопходних
АТ,АТ, искључиво зависи од хистогенезеискључиво зависи од хистогенезе
болести тј. тумора који жели да се докаже.болести тј. тумора који жели да се докаже.

 Маркери потребни за идентификацијуМаркери потребни за идентификацију
малигнитета, у овим случајевима,малигнитета, у овим случајевима,
представљајупредстављају дијагностичке сетове илидијагностичке сетове или
панеле.панеле.

 Они су различити и врста неопходнихОни су различити и врста неопходних
АТ,АТ, искључиво зависи од хистогенезеискључиво зависи од хистогенезе
болести тј. тумора који жели да се докаже.болести тј. тумора који жели да се докаже.



I Дијагностички панел маркера заI Дијагностички панел маркера за
лимфомелимфоме

 1.1.CD45CD45
 2.CD192.CD19
 3.CD203.CD20
 4.CD79a4.CD79a
 5.IgM5.IgM
 6.CD36.CD3
 7.CD57.CD5
 8.CD78.CD7
 9.Bcl29.Bcl2
 10.Cyclin D110.Cyclin D1
 11.Ki11.Ki--6767
 12. TdT12. TdT
 13.CD6813.CD68
 14.CD1514.CD15
 15.CD3015.CD30
 16.16.EMAEMA
 17.Bcl17.Bcl--66
 18.CD 1018.CD 10

 1.1.CD45CD45
 2.CD192.CD19
 3.CD203.CD20
 4.CD79a4.CD79a
 5.IgM5.IgM
 6.CD36.CD3
 7.CD57.CD5
 8.CD78.CD7
 9.Bcl29.Bcl2
 10.Cyclin D110.Cyclin D1
 11.Ki11.Ki--6767
 12. TdT12. TdT
 13.CD6813.CD68
 14.CD1514.CD15
 15.CD3015.CD30
 16.16.EMAEMA
 17.Bcl17.Bcl--66
 18.CD 1018.CD 10



 1.CD1a1.CD1a
 2.CD22.CD2
 3.CD33.CD3
 4.CD44.CD4
 5.CD55.CD5
 6.CD76.CD7
 7.CD87.CD8
 8.CD108.CD10
 9.CD11b9.CD11b
 10.CD11c10.CD11c
 11.CD1311.CD13
 12.CD1512.CD15
 13.CD1613.CD16
 14.CD1914.CD19
 15.CD2015.CD20
 16.CD2116.CD21
 17.CD2217.CD22
 18.CD2318.CD23
 19.CD2519.CD25
 20.CD3020.CD30
 21.CD3321.CD33
 22.CD3422.CD34
 23.CD3523.CD35
 24.CD3824.CD38

 45.Granzyme B45.Granzyme B
 46.HLA46.HLA--DRDR
 47.IRF4(MUM1)47.IRF4(MUM1)
 48.J chain48.J chain
 49.Ki 67(MIB1)49.Ki 67(MIB1)
 50.Lysozyme50.Lysozyme
 51.Myeloperoxidase51.Myeloperoxidase
 52.p21(WAF1)52.p21(WAF1)
 53.p2753.p27
 54.p5354.p53
 55.p80(ALK1)55.p80(ALK1)
 56.Perforin56.Perforin
 57.S57.S--100100
 58.Sm Ig heavy58.Sm Ig heavy

chainchain
 59.Sm Ig light chain59.Sm Ig light chain
 60.TCR beta60.TCR beta
 61.TdT61.TdT
 62.Pan cytokeratin62.Pan cytokeratin
 63.PAX563.PAX5

 25.CD4325.CD43
 26.CD45 (LCA)26.CD45 (LCA)
 27.CD 45 R027.CD 45 R0
 28.CD5628.CD56
 29.CD5729.CD57
 30.CD6830.CD68
 31.CD7531.CD75
 32.CD79a32.CD79a
 33.CD79b33.CD79b
 34.CD10334.CD103
 35.CD12335.CD123
 36.CD13836.CD138
 37.CD16337.CD163
 38.CD20738.CD207
 39.BCL239.BCL2
 40.BCL640.BCL6
 41.BOB141.BOB1
 42.Cyclin D142.Cyclin D1
 43.EBV43.EBV--LMP1LMP1
 44.EMA44.EMA

 1.CD1a1.CD1a
 2.CD22.CD2
 3.CD33.CD3
 4.CD44.CD4
 5.CD55.CD5
 6.CD76.CD7
 7.CD87.CD8
 8.CD108.CD10
 9.CD11b9.CD11b
 10.CD11c10.CD11c
 11.CD1311.CD13
 12.CD1512.CD15
 13.CD1613.CD16
 14.CD1914.CD19
 15.CD2015.CD20
 16.CD2116.CD21
 17.CD2217.CD22
 18.CD2318.CD23
 19.CD2519.CD25
 20.CD3020.CD30
 21.CD3321.CD33
 22.CD3422.CD34
 23.CD3523.CD35
 24.CD3824.CD38

 45.Granzyme B45.Granzyme B
 46.HLA46.HLA--DRDR
 47.IRF4(MUM1)47.IRF4(MUM1)
 48.J chain48.J chain
 49.Ki 67(MIB1)49.Ki 67(MIB1)
 50.Lysozyme50.Lysozyme
 51.Myeloperoxidase51.Myeloperoxidase
 52.p21(WAF1)52.p21(WAF1)
 53.p2753.p27
 54.p5354.p53
 55.p80(ALK1)55.p80(ALK1)
 56.Perforin56.Perforin
 57.S57.S--100100
 58.Sm Ig heavy58.Sm Ig heavy

chainchain
 59.Sm Ig light chain59.Sm Ig light chain
 60.TCR beta60.TCR beta
 61.TdT61.TdT
 62.Pan cytokeratin62.Pan cytokeratin
 63.PAX563.PAX5

 25.CD4325.CD43
 26.CD45 (LCA)26.CD45 (LCA)
 27.CD 45 R027.CD 45 R0
 28.CD5628.CD56
 29.CD5729.CD57
 30.CD6830.CD68
 31.CD7531.CD75
 32.CD79a32.CD79a
 33.CD79b33.CD79b
 34.CD10334.CD103
 35.CD12335.CD123
 36.CD13836.CD138
 37.CD16337.CD163
 38.CD20738.CD207
 39.BCL239.BCL2
 40.BCL640.BCL6
 41.BOB141.BOB1
 42.Cyclin D142.Cyclin D1
 43.EBV43.EBV--LMP1LMP1
 44.EMA44.EMA



IIII Дијагностички панел маркера заДијагностички панел маркера за
недиферентоване туморенедиферентоване туморе

 1.Vimentin1.Vimentin
 2.Citokeratin2.Citokeratin--panpan
 3.CK  LMW3.CK  LMW
 4.CK  HMW4.CK  HMW
 5.CK 75.CK 7
 6.CK 206.CK 20
 7.CK 197.CK 19
 8.8. SS--100 protein100 protein
 9.TTF9.TTF
 10.SMA10.SMA
 11.P6311.P63
 12.NSE12.NSE
 13.Chromogranin(synaptophysin)13.Chromogranin(synaptophysin)
 14.CEA14.CEA

 1.Vimentin1.Vimentin
 2.Citokeratin2.Citokeratin--panpan
 3.CK  LMW3.CK  LMW
 4.CK  HMW4.CK  HMW
 5.CK 75.CK 7
 6.CK 206.CK 20
 7.CK 197.CK 19
 8.8. SS--100 protein100 protein
 9.TTF9.TTF
 10.SMA10.SMA
 11.P6311.P63
 12.NSE12.NSE
 13.Chromogranin(synaptophysin)13.Chromogranin(synaptophysin)
 14.CEA14.CEA



СКСК vimvim SS--100100 HMB45HMB45 CD45CD45

МалигниМалигни
МеланомМеланом

__ ++ ++ ++ __

КарциномКарцином ++ __ ++ __ __КарциномКарцином ++ __ ++ __ __

ЛимфомЛимфом __ ++ __ __ ++



плазмоцитомплазмоцитом

ИМУНОФЕНОТИПИМУНОФЕНОТИП::
Lambda ++, CD 79Lambda ++, CD 79αα +++,+++,
MUM1 +++,MUM1 +++, CD138+++,CD138+++, CKCK--,,
CD20 +/CD20 +/--, vim, vim--, NSE, NSE--,CD3,CD3--

ИМУНОФЕНОТИПИМУНОФЕНОТИП::
Lambda ++, CD 79Lambda ++, CD 79αα +++,+++,
MUM1 +++,MUM1 +++, CD138+++,CD138+++, CKCK--,,
CD20 +/CD20 +/--, vim, vim--, NSE, NSE--,CD3,CD3--



VimVim -- , EMA+, NSE+, chromogranin +,Ki67+++,, EMA+, NSE+, chromogranin +,Ki67+++,



III Дијагностички панел маркера заIII Дијагностички панел маркера за
мезенхималне туморе(саркоме) и другемезенхималне туморе(саркоме) и друге

диференцијациједиференцијације
 1.Desmin1.Desmin
 2.Actin2.Actin
 3.GFAP3.GFAP
 4.CD31(CD34)4.CD31(CD34)
 5.HMB455.HMB45
 6.Melan6.Melan--AA
 7.PSA7.PSA
 8.PSAP8.PSAP
 9.E9.E--cadherincadherin
 10.Collagen IV10.Collagen IV

 1.Desmin1.Desmin
 2.Actin2.Actin
 3.GFAP3.GFAP
 4.CD31(CD34)4.CD31(CD34)
 5.HMB455.HMB45
 6.Melan6.Melan--AA
 7.PSA7.PSA
 8.PSAP8.PSAP
 9.E9.E--cadherincadherin
 10.Collagen IV10.Collagen IV



Шваном:Шваном: VimVim++, S, S--100 protein100 protein ++,, GFAPGFAP++,, CK+/CK+/--, SMA, SMA--,, CD 68CD 68--, Ki, Ki--67 1%67 1%



СИНОВИОСАРКОМСИНОВИОСАРКОМ

 Vim+,Vim+,
 Ae1Ae1--3 +3 +
 CK 18 +/CK 18 +/--
 EMA+EMA+
 CD34CD34 ––
 Bcl2 +Bcl2 +
 CC--kitkit

 Vim+,Vim+,
 Ae1Ae1--3 +3 +
 CK 18 +/CK 18 +/--
 EMA+EMA+
 CD34CD34 ––
 Bcl2 +Bcl2 +
 CC--kitkit



Прогностички и предиктивни сет  маркера у онкологијиПрогностички и предиктивни сет  маркера у онкологији

(Хормон(Хормоноотерапија,Herceptin®терапија,Herceptin® Gleevec®Gleevec® MabThera®MabThera® Avastin®Avastin®))
 1.Estrogen receptor1.Estrogen receptor
 2.Progesterone receptor2.Progesterone receptor
 3.c3.c--erbB2 OncoproteinerbB2 Oncoprotein
 4.EGFR14.EGFR1
 5.p535.p53
 6.c6.c--kitkit
 7.VEGF 17.VEGF 1
 8.Timidilat8.Timidilat--sintetazasintetaza
 10.Androgen receptor10.Androgen receptor
 11.CA12511.CA125
 12.CA1912.CA19--99
 13.CA1513.CA15--33
 14.PCNA14.PCNA

 1.Estrogen receptor1.Estrogen receptor
 2.Progesterone receptor2.Progesterone receptor
 3.c3.c--erbB2 OncoproteinerbB2 Oncoprotein
 4.EGFR14.EGFR1
 5.p535.p53
 6.c6.c--kitkit
 7.VEGF 17.VEGF 1
 8.Timidilat8.Timidilat--sintetazasintetaza
 10.Androgen receptor10.Androgen receptor
 11.CA12511.CA125
 12.CA1912.CA19--99
 13.CA1513.CA15--33
 14.PCNA14.PCNA



Тумор дојке ????Тумор дојке ????



vim+++, desmin +, CK HMW++, CK LMW +++, S-100 protein +++, α-SMA ++,

GFAP++, Ki67 8% - АДЕНОМИОЕПИТЕЛИОМ



Молекуларна основа
карцинома

 Настанак карцинома  има суштински
молекуларну основу

 Трансформација нормалне у малигну
ћелију је резултат бројних  генетских
алтерација.

 У центру овог процеса су такозване
онкогене мутације или канцер-
узрокујуће мутације на критичним
генима, који имају водећу улогу у
покретању и  одржавању
пролиферационог циклуса,
сигнализирајући ћелијама
инхибицију раста или изазивајући
ћелијску смрт.
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Молекуларна основа карцинома

 Због постојања више хиљада различитих
комбинација генетских промена и вишеструког
укрштања путева у онкогенези, неопходно је
пратити однос експресије различитих
туморских маркера, а никако појединачну
експресију.

 Крајњи циљ је одређивање експресијског профила
сваког тумора, са надом да ће он указати на
терапијски  циљ у индивидуалном третману
пацијената са карциномом.
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пацијената са карциномом.



Молекуларна субкласификација
карцинома дојке

 Задњих година, показано је да карциномиЗадњих година, показано је да карциноми
дојке могу бити класификовани у 5 основнихдојке могу бити класификовани у 5 основних
група на основу хијерархијскогрупа на основу хијерархијско--групнегрупне
анализе њиховог експресијског профилаанализе њиховог експресијског профила::
1.1. групгрупаа луминалних тумора А и Блуминалних тумора А и Б
2.2. HERHER--2+2+ групагрупа
3.3. група тумора наликгрупа тумора налик--базалним (базалним (basalbasal--likelike))
4.4. нормална група (нормална група (normal breastnormal breast--likelike).).
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анализе њиховог експресијског профилаанализе њиховог експресијског профила::
1.1. групгрупаа луминалних тумора А и Блуминалних тумора А и Б
2.2. HERHER--2+2+ групагрупа
3.3. група тумора наликгрупа тумора налик--базалним (базалним (basalbasal--likelike))
4.4. нормална група (нормална група (normal breastnormal breast--likelike).).





Утицај хистолошких и имунохистохемијскихУтицај хистолошких и имунохистохемијских
параметара на укупно преживљавањепараметара на укупно преживљавање

 Aко се карциноми дојке групишу према
ER /HER-2 фенотипу онда је заступљеност
следећа:највише, 61,2% је ER+ /HER-2-
ER+ /HER-2+ фенотип има 9,0%, 13,4% је
ER-/HER-2 -, а 16,4% тумора је ER -/HER-
2+.

 Најдуже преживљавање имају пацијенти
са  ER+/HER-2- туморима, а најкраће живе
оне са ER -/HER-2+ фенотипом; код
пацијенткиња са ER+/HER-2-
карциномима, ПП износи 74%,док је оно
знатно мање код пацијенткиња са ER-
/HER-2- и ER -/HER-2 + фенотипом ( 58%
и 54%). Због малог броја случајева, није
могло да се израчуна  преживљавање за
ER + / HER-2+ групу пацијената.

ER / HER-2
фенотип

% заступљенот Укупно петогод.
преживљавање

ER+ / HER2 - 61,2% 74%
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МЕТАСТАТСКИ ТУМОРИМЕТАСТАТСКИ ТУМОРИ
НЕПОЗНАТЕ ПРИМ. ЛОКАЛИЗАЦИЈЕНЕПОЗНАТЕ ПРИМ. ЛОКАЛИЗАЦИЈЕ
 Метастатски тумор је прва презентацијаМетастатски тумор је прва презентација

малигног процеса у чак до 10% случајева.малигног процеса у чак до 10% случајева.
 У 2У 2--4% и поред детаљних клиничких4% и поред детаљних клиничких

дијагностичких процедура, не открије седијагностичких процедура, не открије се
примарна локализацијапримарна локализација

 У тим случајевима, од круцијалногУ тим случајевима, од круцијалног
терапијског значаја је одређивањетерапијског значаја је одређивање
имунохистохемијског профила метастазе иимунохистохемијског профила метастазе и
патохистолошко дефинисање могућепатохистолошко дефинисање могуће
примарне локализацијепримарне локализације
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примарне локализацијепримарне локализације



ЦИТОКЕРАТИНИЦИТОКЕРАТИНИ

 Најважнији и највише проучавани дијагностичкиНајважнији и највише проучавани дијагностички
маркери у одређивању примарне локализацијемаркери у одређивању примарне локализације
метастатског тумораметастатског тумора

 Најзначајније место заузимаНајзначајније место заузима СК7/СК20СК7/СК20 профил.профил.
 СК7 се нормално експримира у епителу дојке, плућа,се нормално експримира у епителу дојке, плућа,

мезотела, мокраћној бешици, женског гениталногмезотела, мокраћној бешици, женског гениталног
тракта, ограничено у епителу желудачне итракта, ограничено у епителу желудачне и
интестиналне мукозеинтестиналне мукозе

 СК20СК20 се нормално експримира у епителу уротела исе нормално експримира у епителу уротела и
читавог гастроинтестиналног трактачитавог гастроинтестиналног тракта
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Метастазе аденокарцинома колонаМетастазе аденокарцинома колона
и јајникаи јајника
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Метастазе карцинома  простате,Метастазе карцинома  простате,
мокраћне бешике и ректумамокраћне бешике и ректума

CK 7 CK 20 PSA PSAP CEA
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Примарни туморПримарни тумор СК профилСК профил %%
Bladder, transitional cell carcinoma
Bladder, adenocarcinoma
Breast, infiltrating carcinoma
Colon, adenocarcinoma
Oesophagus, squamous cell carcinoma
Head and neck, squamous cell carcinoma
Kidney, renal cell carcinoma
Liver, hepatocellular carcinoma
Liver, cholagiocarcinoma
Lung, squamous cell carcinoma
Lung, adenocarcinoma
Lung small cell carcinoma
Mesothelioma
Ovary, serous adenocarcinoma
Pancreas, adenocarcinoma
Prostate, adenocarcinoma
Skin, Merkel cell tumour
Stomach, adenocarcinoma
Uterus, adenocarcinoma
Uterus cervical squamous cell

CK7+/CK20+
CK7+/CK20+
CK7+/CK20-
CK7-/CK20+
CK7-/CK20-
CK7-/CK20-
CK7-/CK20-
CK7-/CK20-
CK7+/CK20-
CK7-/CK20-
CK7+/CK20-
CK7-/CK20-
CK7+/CK20-
CK7+/CK20-
CK7+/CK20+
CK7-/CK20-
CK7-/CK20+
CK7+/CK20+
CK7+/CK20-
CK7+/CK20-

74%
73%
90%
81%
55%
66%
80%
78%
50%
70%
94%
72%
61%
88%
51%
77%
77%
30%
89%
87%

Bladder, transitional cell carcinoma
Bladder, adenocarcinoma
Breast, infiltrating carcinoma
Colon, adenocarcinoma
Oesophagus, squamous cell carcinoma
Head and neck, squamous cell carcinoma
Kidney, renal cell carcinoma
Liver, hepatocellular carcinoma
Liver, cholagiocarcinoma
Lung, squamous cell carcinoma
Lung, adenocarcinoma
Lung small cell carcinoma
Mesothelioma
Ovary, serous adenocarcinoma
Pancreas, adenocarcinoma
Prostate, adenocarcinoma
Skin, Merkel cell tumour
Stomach, adenocarcinoma
Uterus, adenocarcinoma
Uterus cervical squamous cell

CK7+/CK20+
CK7+/CK20+
CK7+/CK20-
CK7-/CK20+
CK7-/CK20-
CK7-/CK20-
CK7-/CK20-
CK7-/CK20-
CK7+/CK20-
CK7-/CK20-
CK7+/CK20-
CK7-/CK20-
CK7+/CK20-
CK7+/CK20-
CK7+/CK20+
CK7-/CK20-
CK7-/CK20+
CK7+/CK20+
CK7+/CK20-
CK7+/CK20-

74%
73%
90%
81%
55%
66%
80%
78%
50%
70%
94%
72%
61%
88%
51%
77%
77%
30%
89%
87%



МЕТАСТАТСКИ ТУМОРИМЕТАСТАТСКИ ТУМОРИ
НЕПОЗНАТЕ ПРИМ. ЛОКАЛИЗАЦИЈЕНЕПОЗНАТЕ ПРИМ. ЛОКАЛИЗАЦИЈЕ

 Некад је имунохистохемијска анализа одНекад је имунохистохемијска анализа од
велике помоћи и  примарна локализација севелике помоћи и  примарна локализација се
одређује једноставно и прецизно.....одређује једноставно и прецизно.....

 Некад је имунохистохемијска анализа одНекад је имунохистохемијска анализа од
велике помоћи и  примарна локализација севелике помоћи и  примарна локализација се
одређује једноставно и прецизно.....одређује једноставно и прецизно.....



 Метастаза
ER+ и PR+
карцинома дојке
у мозгу

 Метастаза
ER+ и PR+
карцинома дојке
у мозгу



МетастазаМетастаза ERER--,,PRPR-- и НЕи НЕRR--2+2+
карцинома дојке у јетрикарцинома дојке у јетри



 .................... Међутим, у већем броју случајеваМеђутим, у већем броју случајева
завршна дијагноза је само орјентациона,завршна дијагноза је само орјентациона,
иако у ИХХ анализу буде укљученаиако у ИХХ анализу буде укључена
палета, некад од преко 20 антитела!!!палета, некад од преко 20 антитела!!!

 .................... Међутим, у већем броју случајеваМеђутим, у већем броју случајева
завршна дијагноза је само орјентациона,завршна дијагноза је само орјентациона,
иако у ИХХ анализу буде укљученаиако у ИХХ анализу буде укључена
палета, некад од преко 20 антитела!!!палета, некад од преко 20 антитела!!!



 ХВАЛАХВАЛА НАНА ПАЖЊИ!ПАЖЊИ!
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