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FATTORIFATTORI  PROGNOSTICIPROGNOSTICI

Procedura che utilizza anticorpi per la

ricerca di antigeni tissutali/cellulari specifici.

        L’IMMUNOISTOCHIMICA

        ER   PGR   KI-67  HER-2



Fattori che influenzano una reazione diFattori che influenzano una reazione di

ImmunoistochimicaImmunoistochimica

  Variabili Preanalitiche e Analitiche

Variabili Preanalitiche

Prelievo

campione

Anatomia

Patologica



Prelievo campione operatorioPrelievo campione operatorio

biopticobioptico

- Corretta esecuzione e tempi di

conservazione prelievo

- Rispetto dei tempi e modalità di

consegna dei campioni



                    Anatomia PatologicaAnatomia Patologica
• - Riduzione : E’ importante che lo spessore del

campione non superi i  3 mm per favorire la

fissazione omogenea.

• - Processazione : E ’la procedura di fissazione

attraverso strumenti specifici (Processatori)  fase più

critica della fase pre-analitica

• - Inclusione : Inclusione in paraffina dei campioni

precedentemente fissati

• -Taglio al microtomo : Importanza della complezza

e dello spessore della sezione (0,5 um)



          Variabili Analitiche          Variabili Analitiche

- Scelta Immunocoloratore

- Smascheramento antigenico

- Anticorpo Primario

-  Sistema di rivelazione



ImmunocoloratoriImmunocoloratori

   Semiautomatìci.

- Autostainer (Dako)

  Automatici:

- Benchmark XT/ULTRA (Roche

- BondMax (Leica)



La formalina induce una reticolazione tra le catene

laterali delle proteine impedendo così il riconoscimento

del sito antigenico da parte dell’anticorpo primario.

Lo smascheramento antigenico riporta la proteina alla

sua conformazione nativa e quindi l’epitopo può essere

riconosciuto.



    Smascheramento antigenico

      Digestione enzimatica

      (Proteinasi K Pepsina, Tripsina)

       Trattamento con il calore in :

       tampone Citrato ph 6

       tampone EDTA p h 8



Fattori che condizionano lo smascheramento

antigenico in un mezzo

   Temperatura / Tempo

   T (°C) x t (min ) = smascheramento antigenico

pH –Antigeni indifferenti al pH della soluzione

smascherante

Antigeni nucleari (es. ki-67, PGR, ER…)

buoni o addirittura migliori risultati con

tampone EDTA (pH 8)

Antigeni citoplasmatici (es. citocheratine) buoni

risultati con tampone citrato



   ANTICORPO PRIMARIO   ANTICORPO PRIMARIO

Problemi con l’anticorpo primario

-  scarsa sensibilità

-  scarsa specificità

-  diluizione non ottimale

-  tipo di smascheramento

-  tempo di incubazione insufficiente



Analytic standardization:Analytic standardization:

 antibody selection for ER/PGR testing antibody selection for ER/PGR testing

    Gli anticorpi che soddisfano i criteri di validazione clinica

ANTICORPO CLONE

ER

1D5

6F11

SP1

1D5+ER.2.123

PGR 1A6

1294

312

KI67 MIB-1

HER-2 HERCEPTEST

4B5



Diluizione dellDiluizione dell’’Ab primario:Ab primario:

Colorazione eccessiva (fondo)

- Aumentare la diluizione dell’Ab

- Diminuire (t) lo smascheramento antigenico

Colorazione debole

- Aumentare la concentrazione dell’Ab

- Aumentare (t) smascheramento antigenico

Utilizzare un sistema di rivelazione più sensibile



Sistemi di rivelazioneSistemi di rivelazione

Ultrabenchmark RocheUltrabenchmark Roche



Ultraviewdab

Optiviewdab



Sistemi di rivelazioneSistemi di rivelazione

                   Immunocoloratori BOND LEICA

                 Polymer Refine Detection







                          IL CICLO  PDCA

Plant:  Pianificare, stabilire gli obbiettivi e i processi
necessari da raggiugere.
- Riproducibilità  (R): e Ripetibilità ( r): dei test

Do:  Dare attuazione ai processi
- Utilizzo dei Ctr + e Ctr-

Check: Monitorare e misurare i processi
- Controllare e misurare le Non Conformità del processo

Act:  Adottare azioni e processi per migliorare in modo

continuo le prestazioni e i processi

- Controlli Di Qualità Interni (CQI) ed Esterni (VEQ)



Grazie a tutti per l’attenzione


