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1. UVOD

Imunohistokemija je skup metoda koje objedinjuju i primjenjuju znanja iz podrudja
histologije, imunologije te biokemije u svrhu dokazivanja antigena u tkivima pomocéu
specificne reakcije s protutijelom. Antigeni se ovim metodama mogu prilicno precizno
lokalizirati unutar stanice ili tkiva, ¢ime Se omogucava istrazivanje njihove funkcije u bolesti,

ali i u zdravlju (Duraiyan i sur. 2012; Ramos-Vara 2017).

Razvoj imunohistokemijskih metoda zapoceo je u tridesetim godinama proslog stoljeca, no tek
je 1941. godine objavljen prvi rad u kojem se one primjenjuju (Childs 2014). Fluorescentno
obiljezena protutijela, dobivena procesom kojeg je Coons opisao kao ,,dodavanje straznjih
svjetala protutijelima“ (Childs 2014), koristena su za dokazivanje pneumokoknog antigena u
tkivu sisavaca (Coons i sur. 1941). Premda nisu dobiveni znac¢ajni rezultati, ovaj je rad otvorio
vrata daljnjem razvijanju i unapredenju imunohistokemijskih metoda koje se i danas koriste u

dijagnostici 1 znanstvenim istrazivanjima.

Uz imunohistokemiju se ¢esto spominje i imunocitokemija, iako se ta dva pojma uglavnom
poistovjeuju. Premda su im glavna nacela jednaka, imunocitokemija prou¢ava antigene na
razini stanice pa se stoga razlikuje i u nekoliko vaznih koraka u metodologiji (Ramos-Vara i

Miller 2014).

U prvom dijelu ovog rada bit ¢e predstavljeni osnovni principi imunohistokemijskih reakcija i
naj¢esce koristene metode, dok ¢e u drugom dijelu biti navedeni razni primjeri primjene

metoda na infektivnim antigenima te njihove prednosti i nedostatci.

2. OSNOVE IMUNOHISTOKEMIJSKIH REAKCIJA
2.1. Antigeni

Temelj svih imunohistokemijskih metoda jest reakcija antigena i specifinog protutijela
koje se na njega veze. Premda se antigenima u imunologiji nazivaju molekule $to ih imunosni
sustav prepoznaje kao strane (Andreis i sur. 2010), u imunohistokemiji se isti termin odnosi i
na vlastite molekule koje su predmet istrazivanja, primjerice transkripcijske faktore (Vukoja i
sur. 2017). Protutijela ne prepoznaju Citave antigene, ve¢ samo neke njihove dijelove koji se

nazivaju antigenskim determinantama ili epitopima (Andreis i sur. 2010).



2.2. Protutijela
Protutijela su proteinske molekule specifi¢ne na antigene koje limfociti B luce s ciljem $to
brzeg odstranjivanja antigena iz organizma. Ovaj proces predstavlja temelj specificne

humoralne imunosti, a potaknut je razli¢itim signalima od strane drugih imunosnih stanica

(Andreis i sur. 2010).

2.2.1. Grada protutijela

Protutijela su gradena od cetiri polipeptidna lanca, dva duza koja se nazivaju teSkim
lancima i oznaCavaju slovom H (engl. heavy), te dva kraca odnosno laka lanca oznacena
slovom L (engl. light). Svaki lanac tvore evolucijski konzervirane imunoglobulinske domene,
zbog Cega se protutijela nazivaju i imunoglobulinima. Te domene mogu biti konstantne ili

varijabilne, a tvore konstantne ili varijabilne regije teskog i lakog lanca (Andreis i sur. 2010).

Dva teska lanca u svojim su konstantnim regijama povezani disulfidnom vezom, a po jedan
laki lanac vezan je disulfidnom vezom za jedan od dva teska lanca (Andreis i sur. 2010).
Dvodimenzionalna grada protutijela nalikuje slovu Y, sto je shematski prikazano na Slici 1. U
gornjim , krakovima“ protutijela preklapaju se varijabilne regije lakog i teSkog lanca te tvore
vezno mjesto specificno za odredeni epitop antigena, tzv. Fab ulomak ili paratop (Andreis i
sur. 2010). Konstantne regije dvaju teskih lanaca ¢ine Fc ulomak, za koji se moze vezati
molekula kojom se protutijelo obiljeZzava ili moze posluziti kao antigen sekundarnim

protutijelima (Childs 2014).

Mjesto vezanja
antigena
(Fab ulomak)

Laki lanac

. Varijabilna regija
. Konstantna regija

Slika 1. Shematski prikaz grade protutijela (preuzeto i prilagodeno sa:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Antibody_chains.jpg)



2.2.2. Sekundarna protutijela

Primarna protutijela su ona koja se vezu na antigen od interesa, a ako je njihov Fc ulomak
obiljeZen, takav pristup naziva se direktnim (Kabiraj i sur. 2015). Prednost direktne metode je
da se sastoji od samo jednog koraka (Childs 2014). Medutim, za takvu je reakciju potreban
velik broj primarnih protutijela koja nisu uvijek dostupna u dostatnom broju (Childs 2014) te

nisu jako osjetljiva (Kabiraj i sur. 2015), sto je dovelo do razvoja indirektne metode.

Indirektna metoda zahtjeva upotrebu sekundarnog protutijela, odnosno protutijela koje ¢e se
vezati na primarno protutijelo kao na antigen. Sekundarna protutijela mogu se dobiti
imunizacijom jedne zivotinje protutijelima druge zivotinje: npr. ako se zecu ubrizgaju ljudska
protutijela, ona ¢e djelovati kao antigen te potaknuti proizvodnju zecjih protutijela na
konstantnu regiju ljudskih protutijela (Vukoja i sur. 2017). Takvim se postupkom moze dobiti
veliki broj sekundarnih protutijela koji se mogu Koristiti na vise razli¢itih primarnih protutijela,
pod uvjetom da su primarna protutijela potekla od iste zivotinjske vrste (Ramos-Vara 2005;
Childs 2014).

Indirektna metoda sastoji se od dva koraka: vezanja primarnog neobiljezenog protutijela na
antigen te vezanja sekundarnog obiljezenog protutijela na primarno. Takav pristup zahtjeva
manji broj primarnih protutijela i ve¢i broj sekundarnih, kojih se moze dobiti u izobilju, bilo
imunizacijom ili nabavom komercijalnih protutijela (Childs 2014). Shematska usporedba dviju

metoda moze se vidjeti na Slici 2.
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Slika 2. a) Direktna metoda, pri kojoj je obiljezeno primarno protutijelo koje se veze na antigen,
b) Indirektna metoda, pri kojoj se na antigen veze primarno neobiljezeno protutijelo, a potom
se na njega veze sekundarno obiljezeno protutijelo (preuzeto i prilagodeno iz: Childs 2014).



2.2.3. Monoklonalna i poliklonalna protutijela

Protutijela specificna za odredeni epitop nekog antigena proizvodi samo jedan klon B
limfocita koji se nakon kontakta s antigenom ubrzano pocinje dijeliti i diferencira u plazma
stanice (Andreis i sur. 2010). Takva protutijela nazivaju se monoklonalnim protutijelima zato
Sto potjecu od jednog klona, a karakterizira ih visoka specifi¢nost za odredeni epitop antigena
(Kabiraj 1 sur. 2015). Monoklonalna protutijela u laboratoriju se dobivaju procesom
imunizacije Zivotinja, najée$¢e miSeva (Kabiraj i sur. 2015). Davanjem procis¢enog antigena
zivotinji potie se imunosni odgovor, nakon ¢ega se iz slezene izoliraju aktivirani B limfociti.
Nakon izolacije potrebno ih je hibridizirati s mijelomom, jer limfociti sami ne bi dugo opstali.
Takav ,,hibridom* (engl. hybridoma) nastavlja proizvoditi protutijela specifi¢na za jedan epitop

antigena, a neograni¢en Zivotni vijek omogucava uzgoj u stani¢noj kulturi (Ramos-Vara 2005).

Poliklonalna protutijela dobivaju se imunizacijom jedne ili vise razlicitih Zivotinja (primjerice
zeca, kokosi ili koze) kojima se daje imunogen, procis¢ena molekula koja nosi antigen od
interesa (Kabiraj i sur. 2015). 1z krvi Zivotinje potom se izdvaja serum koji sadrzi protutijela
za viSe razli€itih epitopa danog imunogena, no i druga protutijela koje B limfociti proizvode
na antigene koji nisu znacajni u istrazivanjima (Ramos-Vara 2005). Poliklonalna protutijela ¢e
tako reagirati na vise razli¢itih epitopa antigena §to ¢e pridonijeti ve¢em afinitetu reakcije, no

monoklonalna protutijela su u prednosti kad je rije¢ o specifi¢nosti za antigen (Kabiraj i sur.
2015).

3. IMUNOHISTOKEMIJSKE METODE

3.1. Osnovni protokol

Obrada uzoraka u vedini je koraka gotovo identi¢na za sve imunohistokemijske metode,
a razlikuje se u koriStenim reagensima i uvjetima u kojima se pojedini koraci provode. Osnovni
protokol, univerzalan za sve metode, obuhvaca: fiksaciju tkiva, onesposobljavanje endogenih
enzima (najéeS¢e s H20), otkrivanje epitopa, blokiranje nespecifi¢nih veznih mjesta,
inkubaciju s primarnim protutijelom, inkubaciju sa sekundarnim protutijelom, dodatak
kromogenog supstrata, kontrastno bojenje (najées¢e hematoksilinom) i dehidraciju uzorka te

promatranje preparata pod mikroskopom (Kabiraj i sur. 2015; Vukoja i sur. 2017).



3.1.1. Fiksacija tkiva

Prvi korak svih imunohistokemijskih metoda jest fiksacija tkiva. Fiksacija tkiva provodi se
kako bi se sprijecilo propadanje tkiva te maksimalno odrzalo strukturu i cjelovitost tkiva
(Taylor i Rudbeck 2013). Kao nuzne razloge fiksacije, Ramos-Vara (2005) navodi: oCuvanje
stani¢nih komponenti, sprje¢avanje autolize stanica i premjesStanja komponenti (antigena i
enzima), stabilizaciju stanicnog materijala radi kasnijeg djelovanja Stetnih tvari i olakSano

bojenje tkiva i prodiranje protutijela.

Formalin (formladehid) je poznat kao ,zlatni standard“ u svim histolo§kim, pa tako
imunohistokemijskim bojenjima (Ramos-Vara 2005). Osim formalina, za fiksaciju se ¢esto
koriste razni aldehidi i alkoholi ili postupci koji ukljucuju zamrzavanje tkiva i rezanje u
kriostatu (Vukoja i sur. 2017). Ta je metoda pogodna za proucavanje antigena koji bi se unistili
pri fiksaciji s formaldehidom (Ramos-Vara 2017).

Formalin djeluje kao fiksativ stvaranjem kriznih veza izmedu proteina i nukleinskih kiselina u
tkivu, a kako djeluje nespecificno, moze vezati i proteine antigena te tako dovesti do njegova
maskiranja i neprepoznavanja od strane protutijela (Ramos-Vara 2005; Kabiraj i sur. 2015).
Kao alternativa moze se koristiti tzv. koagulativna fiksacija, pri kojoj razli¢iti dehidranti i jake
kiseline kidaju vodikove veze i ¢ine proteine netopivima u vodi, no nedostatci ove tehnike su
pojava flokulacije u citoplazmi te slabo ocuvanje mitohondrija i sekretornih granula (Kabiraj i

sur. 2015).

3.1.2. Otkrivanje epitopa

Otkrivanje epitopa (engl. epitope retrieval, antigen retrieval) je postupak kojim se
poniStavaju ucinci maskiranja epitopa nastalih pri fiksaciji. Neizostavan je korak svakog
protokola imunohistokemijskog bojenja jer Cini antigene dostupnima i povec¢ava mogucnost
prodora protutijela do njih (Kabiraj i sur. 2015; Ramos-Vara 2017). Otkrivanje epitopa moze
se posti¢i raznim tehnikama koje ukljucuju tretiranje deterdZentima, enzimima, toplinom ili
kombinacijom navedenih tehnika (Vukoja i sur. 2017). Mehanizam kojim otkrivanje epitopa
djeluje na tkiva fiksirana u formalinu nije u potpunosti razjas$njen (Shi isur. 2011), ali utvrdeno
je da dolazi do kidanja kriznih veza nastalih s drugim proteinima u tkivu, precipitacije proteina,
helacije kalcija, hidrolize Schiffove baze i uklanjanja parafina, sto pridonosi vecoj dostupnosti

epitopa antitijelima (Kabiraj i sur. 2015).



Proteazama inducirano otkrivanje epitopa (engl. protease-induced epitope retrieval, PIER) bila
je najcesce koriStena metoda otkrivanja epitopa prije nego se razvila tehnika induciranja
toplinom (Kabiraj i sur. 2015). Uzorci se inkubiraju u otopinama proteolitickih enzima, kao §to
su proteinaza K, pepsin ili tripsin, a njihova djelotvornost ovisi 0 uvjetima inkubacije
(temperatura, vrijeme, pH), vrsti enzima, ali i trajanju fiksacije (Kabiraj i sur. 2015; Ramos-
Vara 2017). Nedostatak ove tehnike jest da svi ovi enzimi djeluju nespecifi¢no, pa osim kriznih
veza epitopa s drugim proteinima mogu kidati i veze unutar samog epitopa (Ramos-Vara 2017),

¢ime se postize suprotan efekt od zeljenog 1 narusava struktura epitopa.

Toplinom inducirano otkrivanje epitopa (engl. heat-induced epitope retrieval, HIER) daleko je
efikasnija tehnika od one koja se koristi enzimima te ju je stoga gotovo u potpunosti zamijenila
u §iroj upotrebi. Mehanizam ove tehnike nije poznat, ali je sigurno da se njome moze obrnuti
ucinak fiksacije i pokidati krizne veze te tako povratiti tercijarnu i kvartarnu strukturu epitopa
(Kabiraj i sur. 2015; Ramos-Vara 2017). HIER daje najbolje rezultate ako se provodi u vodenoj
kupelji na temperaturi izmedu 90 i 95°C, no za epitope unutar jezgre najéesée se koristi
autoklaviranje kao alternativa (Kabiraj i sur. 2015). U mnogim su se istrazivanjima
usporedivale razli¢ite tehnike otkrivanja epitopa i vecéina stru¢njaka suglasna je da je HIER
bolja tehnika, premda efikasnost otkrivanja epitopa ovisi o vrsti antigena i koriStenim

protutijelima (Szeredi i sur. 2008; Kabiraj i sur. 2015).

3.2. Fluorescentne metode

Fluorescentne metode koriste protutijela obiljezena fluorescentnim bojama, tzv.
fluoroforima. Podrazeni fluorofori emitiraju svjetlost odredene valne duljine, najcesce zelenu
ili crvenu (Taylor i Rudbeck 2013; Vukoja i sur. 2017). U pocetku su se koristili i plavi
fluorofori, no oni nisu bili pogodni za imunohistokemiju jer tkiva sisavaca prirodno
fluoresciraju u plavom dijelu spektra, a fiksacija formalinom dodatno pridonosi
autofluorescenciji (Coons i sur. 1941; Childs 2014).

lako su upravo metode koje su koristile fluorescentna protutijela bile prve imunohistokemijske
metode, danas su ih potisnule metode koje koriste enzimima obiljeZzena protutijela (Childs
2014). Nedostatci fluorofora su njihova ograni¢ena stabilnost i brzo blijedenje u tkivima,
Cinjenica da je za promatranje preparata potreban fluorescentni mikroskop (koji prije nije bio

lako dostupan) te ve¢ spomenuta autofluorescencija tkiva (Childs 2014; Vukoja i sur. 2017).



Premda se ne upotrebljavaju u istoj mjeri kao nekad, fluorofori imaju svoje prednosti. Posto
emitiraju svjetlost na razli¢itim valnim duljinama, omogucavaju dvostruko oznacavanje (engl.
dual-labelling ili dual-staining), odnosno istovremenu primjenu protutijela za dva razliita
antigena (Taylor i Rudbeck 2013; Vukoja i sur. 2017). Osim toga, pogodniji su za primjenu na
zamrznutim tkivima od enzima (Vukoja i sur. 2017). Kod tradicionalne direktne metode,

najéesce se fluoroforom obiljezavaju primarna protutijela (Kabiraj i sur. 2015).

3.3. Enzimske metode

Sezdesetih godina proglog stoljeéa histokemijskim se metodama prou¢avala aktivnost enzima
u tkivima, pa se tako rodila ideja o koriStenju enzima kao biljega na protutijelima u
imunohistokemijskim reakcijama (Childs 2014). Nepisano je pravilo imunohistokemije: ,,$to
je metoda kompleksnija, to je osjetljivija® (Ramos-Vara 2017), pa su i metode s vremenom

postale puno sloZenije.

Indirektna metoda u dva koraka (engl. two-step indirect method) najjednostavnija je od
enzimskih metoda, a na sekundarna se protutijela naj¢es¢e veze hrenova peroksidaza koja u
reakciji sa supstratom diaminobenzidinom (DAB) daje smede obojenje (Childs 2014; Kabiraj
i sur. 2015). Jedna varijacija ove metode na sekundarno protutijelo veZze polimer obiljeZzen
mnogim molekulama peroksidaze, $to pridonosi amplifikaciji signala prilikom detekcije
antigena (Ramos-Vara 2005; Kabiraj i sur. 2015). Ova je metoda jednostavna, visoko osjetljiva
i ne daje puno pozadinskog obojenja, no skuplja je od metoda koje se temelje na kompleksima

avidina i biotina (Ramos-Vara 2005). Shematski prikaz ove metode nalazi se na Slici 3.

Polimer dekstrana _
oD

Sekundarno
protutijelo

Primarno ©N\Qs Hrenova

» @ peroksidaza
profutjelo ,\,\ Tkivni antigen

Slika 3. Shematski prikaz indirektne metode s

obiljeZenim polimerom (preuzeto 1 prilagodeno iz:
Taylor i Rudbeck 2013).



Avidin je glikoprotein izoliran iz jajeta koji na sebi nosi Cetiri vezna mjesta za molekule
vitamina biotina, koji nosi jedno vezno mjesto za avidin i druga vezna mjesta na koja se moze
vezati protutijelo (Ramos-Vara 2005). Na jedno protutijelo moze se vezati veéi broj molekula
biotina, §to pridonosi vecoj osjetljivosti metode (Kabiraj i sur. 2015). Metoda kompleksa
avidin-biotin (engl. avidin-biotin complex method, ABC) sastoji se od tri sloja: primarnog
protutijela, sekundarnog protutijela obiljezenog biotinom i kompleksa avidin-biotin obiljezenih
enzimom (Kabiraj i sur. 2015). Veliki nedostatak ove metode jest pojava pozadinskog obojenja
koje je posljedica prirodne prisutnosti avidina i biotina u tkivima, najvise u tkivu bubrega i
jetre (Ramos-Vara 2005). Stru¢njaci su tome doskoCili tako da su avidin zamijenili
streptavidinom, glikoproteinom koji je gradom slican avidinu, no izoliran je iz bakterije
Streptomyces avidinii te nije prirodno prisutan u tkivima ljudi i zivotinja (Ramos-Vara 2005;
Kabiraj i sur. 2015). Iako je i dalje mogucéa pojava pozadinskog obojenja zbog prisutnog
biotina, uvelike je manja ako se koristi kompleks streptavidin-biotin. ABC metoda shematski

je prikazana na Slici 4.

O (@)
Avidin-biotin kompleks 9% ®®
o3¢0 o
||

Biotinom oznaceno
sekundarno protutijelo | |

Primarno protutijelo

Tkivni antigen AA

Slika 4. Shematski prikaz metode avidin-biotin
kompleksa (ABC) (preuzeto i prilagodeno iz: Taylor
i Rudbeck 2013).

Metoda peroksidaze-antiperoksidaze (engl. peroxidase-antiperoxidase method, PAP) takoder
se sastoji od tri sloja, no princip ove metode je nesto druk¢iji od prethodne. Primarno protutijelo
veze se na antigen, a kompleksi antiperoksidaznih protutijela i peroksidaze na primarna se
protutijela vezu preko sekundarnih protutijela koja djeluju kao most (Kabiraj i sur. 2015).
Vazno je napomenuti da primarna protutijela i antiperoksidazna protutijela moraju biti istog
podrijetla, npr. iz zeca, dok sekundarna moraju potjecati iz druge Zivotinje, npr. iz koze, i biti

specifi¢na na protutijela prve (Ramos-Vara 2005; Kabiraj i sur. 2015). Izrazito je bitno dodati
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sekundarna protutijela u suvisku, kako bi mogla vezati dovoljan broj primarnih i
antiperoksidaznih protutijela (Ramos-Vara 2005). Ova je metoda puno osjetljivija od
indirektne metode u dva koraka, no nije osjetljiva kao ABC metoda i puno je zahtjevnija
(Ramos-Vara 2005). Na istom principu kao PAP metoda temelji se i metoda koja za enzim
umjesto peroksidaze koristi alkalnu fosfatazu (engl. alkaline phosphatase-anti-alkaline
phosphatase, APAP) (Kabiraj i sur. 2015). PAP metoda shematski je prikazana na Slici 5.

o Kompleks
peroksidaze |
antiperoksidaze

Sekundarno protutijelo

Primarno protutijelo

f\n Tkivni antigen

Slika 5. Shematski prikaz metode peroksidaze-antiperoksidaze
(PAP) (preuzeto i prilagodeno iz: Taylor i Rudbeck 2013).

4. PRIMJENA IMUNOHISTOKEMIJSKIH METODA

Imunohistokemijske metode primjenjuju se za detekciju antigena vezanih uz razlicita stanja
u medicini i veterini, a iznimno je bitna u patologiji (Duraiyan i sur. 2012). Naj¢es¢e primjenu
nalazi u dijagnostici 1 istrazivanju tumora, otkrivanju primarnih tumora prilikom pojave
metastaza te previdanju ucinka terapije, najceS¢e kod raka dojke i prostate (Duraiyan i sur.
2012). Pomoc¢u imunohistokemije proucavaju se i neurodegenerativne bolesti, a moze se
upotrijebiti i u svrhu istrazivanja razli¢itih genskih produkata i njihovih stani¢nih puteva —
upravo se upotrebom monoklonalnih protutijela za protein p53 otkrila njegova uloga u
apoptotickim putevima stanice (Duraiyan i sur. 2012). Imunohistokemijske metode igrale su i
vaznu ulogu u identifikaciji nekih hormona hipofize u korelaciji s njezinom strukturom (Childs
2014). No, cijela prica o imunohistokemiji zapocela je upravo na bakterijskim antigenima
(Coons i sur. 1941), pa nije neobi¢no da se i dalje primjenjuje za dijagnostiku razlicitih

infektivnih antigena.



Imunohistokemijske metode iznimno su korisne u dijagnostici infektivnih bolesti kad druge
metode, poput seroloskih ili kultura tkiva, ne mogu dati pouzdane rezultate (Eyzaguirre i Haque
2008). Eyzaguirre i Haque (2008) kao najbitnije ciljeve primjene imunohistokemije u dijagnozi
zaraznih bolesti navode: identifikaciju mikroorganizama koje je teSko otkriti rutinskim ili
posebnim bojenjem tkiva, mikroorganizama prisutnih u malom broju, mikroorganizama koje
je teSko ili nemoguce uzgojiti u kulturi te mikroorganizama koji pokazuju neobi¢nu

morfologiju.

4.1. Primjena na bakterijskim infekcijama

Bakterije dijele velik broj zajednickih antigena koji se u imunologiji nazivaju molekularnim
obrascima patogenih mikroorganizama (engl. pathogen-associated molecular patterns,
PAMPS) te stoga Cesto dolazi do krizne reaktivnosti protutijela (Eyzaguirre i Haque 2008;
Mogensen 2009; Andreis i sur. 2010). Krizna reaktivnost moze zakomplicirati interpretaciju
rezultata, no istrazivanja pokazuju da se ona ipak moze nadvladati i da se imunohistokemijske

metode mogu primijeniti i na bakterijske infekcije .

Bakterija Heliobacter pylori uzrokuje akutni gastritis i teSka oste¢enja na tkivu Zeluca, zbog
Cega ju je ponekad gotovo nemoguce detektirati uobi¢ajenim histopatoloSskim metodama.
Imunohistokemija u tom sluc¢aju moze uspjesno identificirati bakteriju kao uzrok ostecenja
(Eyzaguirre i Haque 2008). Osim za detekciju, imunohistokemijske metode mogu se Kkoristiti i
za pracenje tijeka lijeCenja nekih bakterijskih bolesti, primjerice one koju izaziva Tropheryma
whipplei (Eyzaguirre i Haque 2008). Komercijalno je dostupan velik broj protutijela
specifiénih na razne vrste bakterija, uklju¢ujudi vrste iz roda Bartonella, Treponema pallidum,

rikecije, mikobakterije i mnoge druge (Troxell i Lanciault 2016; Kalenic i sur. 2019).

Szeredi i sur. (2008) primijenili su poliklonalno protutijelo protiv Mycobacterium bovis,
uzro¢nika govede tuberkuloze Koji se nalazi u sastavu BCG cjepiva, na uzorcima razli¢itih
tkiva zaraZenih raznim bakterijama, gljivicama i prazivotinjama izoliranih iz 13 razli¢itih
zivotinjskih vrsta te utvrdili da protutijelo krizno reagira s mnogim bakterijama, ali 1 gljivicama
i prazivotinjama, no da se na temelju lezija u tkivu ipak mogu precizno identificirati uzro¢nici
bolesti te istovremeno iskljuciti neki patogeni koji nisu reagirali s protutijelom (Szeredi i sur.
2008). Usporedili su i utjecaj razli¢itih tehnika otkrivanja epitopa te ustanovili da je optimalna
tehnika za vecéinu epitopa toplinom inducirano otkrivanje epitopa, ali i da se kod
Campylobacter sp. pozitivan rezultat dobio samo u uvjetima enzimskog otkrivanja epitopa i u

uzorcima kod kojih se otkrivanje epitopa preskocilo (Szeredi i sur. 2008).
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4.2. Primjena na virusnim infekcijama

Virusi su uzrocnici brojnih bolesti u ljudi i zivotinja, vrlo su infektivni i brzo se Sire
populacijom, zbog Cega je vazna njihova brza i tocna identifikacija. Najvec¢i dio dostupne
literature na temu primjene imunohistokemije na infektivnim agentima je upravo na temu

primjene za dijagnostiku i istrazivanje virusnih infekcija.

Osobama kojima je imunosni sustav narusen zbog uzimanja lijekova koji ga suprimiraju uslijed
transplantacija ili autoimunih bolesti te imunodeficijencija konstantno su pod prijetnjom zaraze
od virusa koji su Siroko rasprostranjeni i bezopasni za ve¢inu populacije. Zbog njihovog stanja
se virusi mogu javiti u atipiénim oblicima, pa se za sigurnu dijagnozu upotrebljavaju
imunohistokemijske metode (Troxell i Lanciault 2016). DoduSe, virusi se i u
imunokompetentnih osoba mogu javiti u neobi¢nim oblicima, a mnogi tvore sli¢ne strukture u
stanicama, pa je i u takvim slucajevima dijagnoza pomocu imunohistokemije izrazito znacajna

(Eyzaguirre i Haque 2008).

Adenoviridae je jedna od mnogih porodica virusa koje predstavljaju takvu prijetnju (Eyzaguirre
I Haque 2008; Troxell i Lanciault 2016). Monoklonalna protutijela uspjes$na su u vizualizaciji
virusnih antigena, naj¢esc¢e intranuklearnih, prema ¢emu se razlikuje od njemu sli¢nih virusa
iz porodice Herpesviridae (Eyzaguirre i Haque 2008). Na Slici 6. prikazan je preparat na kojem
je reakcijom imunoperoksidaze i diaminobenzidina dokazan adenovirusni antigen.
Komercijalno su dostupna mnoga protutijela na adenoviruse, no valja pripaziti jer neka

reagiraju samo s odredenim serotipovima (Troxell i Lanciault 2016).

Virusi iz porodice Herpesviridae takoder prijete imunokomprimiranim osobama, a neki od
znacajnijih predstavnika ove porodice su Cytomegalovirus (CMV), Herpes simplex virus
(HSV) i Epstein-Barr virus (EBV) (Eyzaguirre i Haque 2008; Troxell i Lanciault 2016). CMV
se u histolo§kim preparatima moze prepoznati po inkluzijama unutar jezgre koje nalikuju ,,oku
sove* (engl. owl-eye), no one mogu biti neprepoznatljive uslijed degeneracije tkiva (Eyzaguirre
i Haque 2008; Troxell i Lanciault 2016). U takvim se slucajevima virus moze identificirati
pomocu tzv. ,.koktela protutijela®, a osim toga moguce ga je otkriti i u ranim fazama infekcije,
to¢nije prije pojave nuklearnih inkluzija (Eyzaguirre i Haque 2008; Troxell i Lanciault 2016).
Na Slici 7. prikazane su tipi¢ne inkluzije koje tvori citomegalovirus na rutinskim histoloskim

preparatima obojenima hematoksilinom i eozinom.

HSV se javljaju u 1-10% primatelja transplantata, najées¢e kao primarna infekcija ili

reaktivacija virusa koji je ve¢ prisutan u organizmu (Troxell i Lanciault 2016). Histoloski se
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HSV moze tesko razluciti od Varicella-Zoster virusa, uzro¢nika vodenih kozica, koji se pak
lako moze identificirati pomo¢u monoklonalnih protutijela na glikoprotein gpl iz njegove
ovojnice (Eyzaguirre i Haque 2008). HSV-1 i HSV-2 antigenski su vrlo sli¢ni, pa je nemoguée
utvrditi vrstu virusa pomocu poliklonalnih protutijela, a za to¢nu identifikaciju vrlo je vazno
poznavati specifi¢nost koriStenih protutijela (Eyzaguirre i Haque 2008; Troxell i Lanciault
2016).

4 . - n.‘ a
Slika 6. Nekrotizirajuci eksudat koji pokazuje reaktivnost s protutijelima protiv
adenovirusnih antigena. Inkluzija u ozna¢enoj stanici nalikuje inkluzijama koje
stvara citomegalovirus, zbog Cega je teSko napraviti dijagnozu iskljucivo na
temelju histoloskih metoda (preuzeto iz: Eyzaguirre i Haque 2008).

ok
e

R -
Slika 7. Inkluzije koje nalikuju oku sove su karakteristi¢ne za citomegaloviruse
na histoloskim preparatima obojenim hematoksilinom i eozinom (preuzeto sa:
https://www.flickr.com/photos/pulmonary_pathology/35104826390/).
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Imunohistokemija je vrlo znacajna i u dijagnostici i identifikaciji zaraznih bolesti izazvanih
emergentnim virusima (Eyzaguirre i Haque 2008), $to pokazuju brojne studije objavljene u
zadnjih 20 godina. Emergentni virusi oznacavaju viruse Koji su po prvi puta identificirani
unutar novog domacina, a uzrokuju emergentne bolesti i predstavljaju veliku ugrozu globalnom
zdravlju. Ovi virusi zahtijevaju brzi i to¢nu identifikaciju, najcesce razli¢itim molekularnim i
seroloskim metodama koje se moraju provesti u laboratorijima visoke razine sigurnosti (Zaki i
sur. 1999; Afrough i sur. 2019). Do izbijanja epidemija najéesce dolazi u zemljama u razvoju,
gdje takvi laboratoriji uglavnom nisu dostupni, a transport potencijalno opasnih bioloskih
uzoraka izrazito je zahtjevan i dugotrajan (Zaki i sur. 1999). Osim $to su imunohistokemijske
metode dostupnije 1 lako se apliciraju, pruzaju i vecu sigurnost jer tkiva fiksirana formalinom
i uklopljena u parafin ne predstavljaju opasnost od zaraze, za razliku od seroloskih uzoraka

pacijenata i izolata virusa (Zaki i sur. 1999; Guarner i sur. 2004).

Zaki 1 suradnici (1999) proucavali su uzorke tkiva jetre i koze prikupljenima tijekom izbijanja
epidemije Ebola virusa u Demokratskoj Republici Kongo 1995. godine. Uzorke su podvrgnuli
testiranju s poliklonalnim protutijelima i metodom streptavidin-biotin kompleksa te su
ustanovili, u usporedbi s dostupnim rezultatima seroloskih testiranja, da je imunohistokemija
jednako osjetljiva 1 specificna metoda za detekciju ovog virusa. Pokazala se boljom metodom
od testiranja antigena u serumu, vjerojatno zato Sto antigeni duze zaostaju u tkivu ili zbog
tvorbe imunokompleksa virusnog antigena i protutijela u cirkulaciji, $to onemoguéuje njegovu

detekciju seroloskim metodama (Zaki i sur. 1999).

Primjena imunohistokemije nije zaobisla ni predstavnike virusne porodice Coronaviridae,
SARS-CoV i SARS-CoV-2. Uzorci pluénog tkiva pacijenta zarazenog virusom SARS-CoV
uzeti tijekom izbijanja epidemije u Tajvanu 2003. godine analizirani su indirektnom metodom
alkalne fosfataze (protutijela usmjerena na antigen virusa), dvostrukim bojenjem usmjerenim
na citokeratin, surfaktant i CD68 (marker makrofaga) te in situ hibridizacijom (Shieh i sur.
2005). Sve su metode pokazale da su antigeni prisutni u velikoj koli¢ini i rasporedeni u vise
zarista, a najveci udio antigena je vizualiziran u pneumocitima tipa Il (Shieh i sur. 2005).
Pneumociti tipa II kljucni su u oporavku i regeneraciji tkiva nakon oste¢enja nastalog uslijed
bolesti, stoga su Shieh i suradnici (2005) zakljucili da je ovo otkri¢e vazno za otkrivanje tijeka
bolesti i na¢ina na koji virus djeluje na pluéno tkivo. Imunohistokemija i in situ hibridizacija
primijenjene su i u istrazivanjima aktualnog SARS-CoV-2 virusa, uzro¢nika bolesti COVID-
19. Ponovno je dokazana njihova vrijednost u vidu lokalizacije virusa u tkivu, svojstva koje se

gubi prilikom primjene metoda poput PCR-a, a iznimno je znacajno prilikom ispitivanja
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djelotvornosti antivirusnih lijekova i cjepiva (Carossino i sur. 2020). Smithgall i suradnici
(2020) proveli su istrazivanje u kojem su pomoc¢u imunohistokemije i in situ hibridizacije
usporedivali placente zdravih majki i majki inficiranih SARS-CoV-2 virusom. lako virus nije
vizualiziran u tkivu placente i nije doslo do infekcije fetusa, utvrdene su nespecificne

morfoloske promjene u tkivu koje mogu biti posljedica zaraze (Smithgall i sur. 2020).

Osim u medicinskim, imunohistokemija primjenjiva je i u veterinarskim istrazivanjima.
Hooper i suradnici (1999) pomocu razli¢itih imunohistokemijskih metoda identificirali su veci
broj zivotinjskih virusa koji su se pojavili u Australiji krajem 90-ih godina proslog stoljeca, od
cega su velik udio ¢inili emergentni virusi. Idealne su i za pracenje virusnih bolesti stoke koje
uzrokuju velike ekonomske gubitke, kao Sto je virus proljeva goveda (engl. bovine viral
diarrhea virus, BVDV) (Brodersen 2004).

4.3. Primjena na infekcijama praZzivotinjama

Jednostani¢ni paraziti iz skupine prazivotinja (Protozoa) Cesti su uzro¢nici zoonoza, bolesti
koje se prenose sa Zzivotinja na ljude. NajceS¢e se mogu determinirati na histoloskim
preparatima obojenih hematoksilinom i eozinom ili Giemsom, no ponekad se javljaju u
netipi¢nim oblicima ili uzrokuju nekrozu tkiva koja onemogucava to¢nu dijagnozu (Eyzaguirre
i Hague 2008). Imunohistokemija se pokazala vrlo korisnom kod nedvosmislene dijagnoze
liSmanijaze. U slucajevima gdje je bio prisutan vrlo mali broj parazita ili se pojavio na
neobi¢nim lokacijama u organizmu, visoko specifi¢cno monoklonalno protutijelo bilo je u stanju
uspjesno prepoznati razli¢ite vrste iz roda Leishmania i utvrditi da su upravo one uzro¢nici

infekcije, a ne neki drugi sliéni paraziti (Eyzaguirre i Haque 2008).

Toksoplazmoza je Siroko rasprostranjena zoonoza koju uzrokuje Toxoplasma gondii, parazit
koji zarazava sisavce i ptice (Casartelli-Alves i sur. 2014). U vecine ljudi ne uzrokuje teze
posljedice, no u trudnica moze proéi preko posteljice te uzrokovati ozbiljna ostecenja mozga i
jetre fetusa, pa ¢ak i njegovu smrt (Habdija i sur. 2011, Sarkari i sur. 2013). Kod utvrdivanja
zaraze djeteta u majc¢inoj utrobi mogu se koristiti imunohistokemijske metode, ali ipak se
najéesce koristi PCR jer se ta metoda pokazala puno preciznijom (Sarkari i sur. 2013). Cest
izvor zaraze je konzumiranje nedovoljno termicki obradenog mesa, zbog ¢ega se kontinuirano
moraju pratiti zaraze u domacih zivotinja. Imunohistokemijske metode u kombinaciji s
histopatologijom i seroloSkim testiranjima koriste se za dokazivanje prisutnosti T. gondii u
kokosi. Casartelli-Alves i suradnici (2014) utvrdili su da su poliklonalna protutijela protiv T.

gondii visoko specificna, ali manje osjetljiva u usporedbi s drugim metodama. Niska
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osjetljivost je moguca posljedica malog broja parazita u tkivu, njihove rasprostranjenosti te

veli¢ine uzetog uzorka (Casartelli-Alves i sur. 2014).

4.4, Primjena na gljivicnim infekcijama

Gljivicne infekcije predstavljaju velik problem u osoba koje uzimaju razne
imunosupresivne lijekove, no postaju sve ¢esce i u imunokompetentnih osoba (Schuetz i Cohen
2009; Challa i sur. 2015). Tradicionalno su se gljivi¢ne infekcije identificirale kombinacijom
bojenja hematoksilinom i eozinom ili drugim rutinskim histopatoloskim metodama i
uzgajanjem kulture (Eyzaguirre i Haque 2008; Troxell i Lanciault 2016), no u nekih infekcija
takav pristup nije dostatan. Brojne filamentozne gljivice pokazuju slicnu morfologiju na
tkivnim preparatima pa ih je nemoguce identificirati na temelju izgleda, a za uzgoj kulture
ponekad je potrebno vise tjedana ¢ime se gubi znacajno vrijeme za pocetak terapije (Schuetz i
Cohen 2009; Challa i sur. 2015). Neke gljivice, primjerice one iz skupine Zygomycetes, gotovo
je nemoguce uzgojiti u laboratoriju (Schuetz i Cohen 2009). Identifikacija na temelju simptoma
takoder je nemoguca jer se oni ve¢inom preklapaju izmedu razli¢itih vrsta (Challa i sur. 2015).
Veéina antimikotika djeluje specifi¢no na vrste iz istog roda ili taksonomske skupine te je od
iznimne vaznosti da dijagnoza prisutne gljivice bude precizna i brza (Eyzaguirre i Haque 2008;
Schuetz i Cohen 2009).

Imunohistokemija se pokazala korisnom u identifikaciji gljivi¢nih infekcija i prepoznavanju
pravih infekcija od bezopasnih kolonija, a dualne metode imunohistokemijskog bojenja
uspjesno su detektirale 1 identificirale infekcije razlicitih gljivica istovremeno prisutnih u tkivu
(Eyzaguirre i Haque 2008). Medutim, i ovdje su se pokazali nedostatci imunohistokemije u
dijagnostici. Mnoge gljive, poput bakterija, dijele neke antigene pa je Cesta pojava krizno
reaktivnih protutijela (Challa i sur. 2015). Krizna reaktivnost zabiljezena je u komercijalno
dostupnih protutijela, no uvelike ovisi 0 uvjetima istrazivanja (starost uzoraka, koristene
metode) i vrsti gljivica na kojima se istrazivanje provodi (Schuetz i Cohen 2009; Challa i sur.
2015). Ove nedostatke mogu premostiti razli¢iti pristupi koji se koriste s nekoliko protutijela
od kojih su neka krizno reaktivna 1 posebnim predtretiranjem wuzoraka prije
imunohistokemijskog bojenja (Schuetz i Cohen 2009). No, u nekim je slucajevima radi
primjene odgovarajuce terapije ipak bolje koristiti druge metode koje ne daju dvosmislene
rezultate, kao Sto su in situ hibridizacija ili PCR (Schuetz i Cohen 2009; Challa i sur. 2015).
Na Slikama 8. i 9. prikazane su reakcije krizno reaktivnih protutijela na Aspergillus s

antigenima gljiva iz rodova Aspergillus i Fusarium.
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Slika 8. Detekcija gljive Aspergillus fumigatus pomocu protutijela
na Aspergillus spp. (preuzeto iz: Schuetz i Cohen 2009)

C AR )
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Slika 9. Tkivo inficirano gljivicom Fusarium sp. dalo je lazno
negativan rezultat u reakciji s protutijelima na Aspergillus
(preuzeto iz: Schuetz i Cohen 2009)
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5. RASPRAVA

Navedeni primjeri daju uvid u mnoge prednosti, ali i mane imunohistokemije kao
dijagnosticke metode. U proslosti je bila od iznimnog znacaja jer mnoge molekularne metode
nisu bile Siroko dostupne kao danas (Hooper i sur. 1999; Zaki i sur. 1999). Prema nekim
novijim istrazivanjima (Solomon i sur. 2017) imunohistokemija nije nuzna za dijagnozu
odredene bolesti, pogotovo ako postoji visoka sumnja na jednog uzro¢nika te je on potvrden
kulturom tkiva, molekularnim ili seroloskim metodama 1 klasi¢nim histoloskim preparatima.
U takvim slu¢ajevima dodatna imunohistokemijska testiranja mogu stvoriti bespotreban trosak,
osobito ako dobiveni preparati ne daju nova saznanja u odnosu na ona dobivena drugim

metodama (Solomon i sur. 2017).

S druge strane, imunohistokemija tvori most izmedu kvantitativnih i histoloskih metoda te daje
jedinstven uvid u distribuciju antigena u stanicama 1 tkivu. To je svojstvo iznimno znacajno
prilikom istraZivanja patogeneze zaraznih bolesti (Shieh i sur. 2005; Eyzaguirre i Haque 2008),

ali i ispitivanja u¢inkovitosti novih lijekova (Carossino i sur. 2020).

Prednost imunohistokemije nad drugim dijagnostickim metodama jest retrospektivna
dijagnoza. Mnogi patoloski laboratoriji diljem svijeta Cuvaju histoloske preparate tretirane
formalinom i parafinom te su oni izvrsno ocuvani i godinama nakon izolacije, dok se seroloski
uzorci moraju ¢uvati u posebnim uvjetima pa stoga nisu lako dostupni za naknadna istrazivanja

(Gupta i sur. 2012).

Imunohistokemijske metode znaCajan su alat za dijagnozu zaraznih bolesti kod
imunosuprimiranih osoba (Eyzaguirre i Haque 2008; Troxell i Lanciault 2016), kroni¢nih
bolesnika, ali i u stanjima niske viremije (Gupta i sur. 2012). Viremija predstavlja prisustvo
virusa u krvi te u nekim fazama infekcije moZe biti niska, zbog ¢ega virus moZe ostati
nedetektiran seroloskim metodama. Osoba 1 dalje pokazuje znakove bolesti te joj se stanje
pogorSava, premda je naizgled negativna na odredeni virus, $to je zabiljezeno u nekim
sluc¢ajevima infekcije virusom hepatitisa E (Gupta i sur. 2012). Imunohistokemija moze biti
pouzdanija metoda i u slu¢ajevima kad je visok broj antigena u organizmu, a broj protutijela

nizak (Guarner i sur. 2004).

Medutim, prisutnost antigena ne znac¢i uvijek nuzno i prisutnost infektivnog antigena u
organizmu kao uzro¢nika zaraze, pogotovo u fagocitnim stanicama (Jessie i sur. 2004). Stoga

je dobro kombinirati metode imunohistokemije s in situ metodama (hibridizacija ili PCR) koje
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dokazuju geneticki materijal patogena i njegovu replikaciju u tkivima (Jessie i sur. 2004; De
Macedo i sur. 2006; Carossino i sur. 2020).

Uz sve navedeno, bitno je ponovno spomenuti neke nedostatke samih metoda i njihovog
provodenja. Svaka se metoda sastoji od vise koraka i svaki od njih utjece na krajnji rezultat
(Ramos-Vara 2005; Eyzaguirre i Haque 2008). Najces¢e se nezadovoljavajuci rezultati
dobivaju radi niske specifi¢nosti ili osjetljivosti protutijela te maskiranja epitopa (Ramos-Vara
2005; Eyzaguirre i Haque 2008; Kabiraj i sur. 2015). Veliki problem je standardizacija
protokola, osobito s novim protutijelima, jer se svi koraci moraju uskladiti i optimizirati kako
bi reakcija naposljetku bila uspjesna, pouzdana i reproducibilna (Lin i Chen 2014; Ramos-Vara
2017). Standardizacija svakog koraka, od uzimanja uzoraka pa sve do analize rezultata,
iznimno je vazna radi usporedbe dobivenih rezultata medu laboratorijima diljem svijeta, ali i

zbog njihove digitalne obrade (Ramos-Vara i Miller 2014).

6. ZAKLJUCAK

Iako je proslo 80 godina od objave prve studije u kojoj su se primijenile,
imunohistokemijske metode su do danas ostale mocan alat u dijagnostici i znanstvenim
istrazivanjima. Njihova dugotrajna prisutnost posljedica je konstantnog unapredivanja i
razvijanja novih metoda iz postoje¢ih. Premda imaju odredeni broj nedostataka, oni se mogu
prebroditi ako se u kombinaciji s imunohistokemijom koriste i druge metode, poput in situ
hibridizacije. Bez obzira na svoje manjkavosti, imunohistokemija je vrlo cijenjena metoda u

mnogim patoloSkim laboratorijima te je iznimno znacajna za retrospektivne dijagnoze.

S pojavom i razvitkom mnogih molekularnih i serolo$kih metoda, imunohistokemija je izgubila
na znacaju u dijagnostici patogenih organizama, ali je jo§ uvijek Cesto zastupljena u
istraZivanjima utjecaja patogena na tkiva, tijeka bolesti te ucinkovitosti terapije. Naposljetku
je bitno naglasiti da je u ovom radu obradena samo primjena imunohistokemije na infektivnim
bolestima te da ona ima i mnogo $iru primjenu. Stovise, kljuéna je u dijagnostici mnogih
tumora te je idealna metoda za njihova istraZivanja. Cesto je koristena i u istraZivanju
mehanizama razli¢itih neurodegenerativnih bolesti, koje predstavljaju sve veéi problem u
starijoj populaciji. Prema tome, imunohistokemija nije tako lako zamjenjiva te ¢e se i u

buducnosti nastaviti primjenjivati, a time i dalje razvijati.
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8. SAZETAK

Imunohistokemijske metode omogucéavaju vizualizaciju raznih antigena u tkivu koristeci
se njima specificnim protutijelima. Premda se pocela razvijati prije vise od 80 godina,
imunohistokemija je i danas Cesto koriStena u mnoge svrhe: Klju¢na je za dijagnostiku i
pra¢enje odredenih tumora te istrazivanje neurodegenerativnih bolesti koje su sve cesci
problem danasnjice, a 0Sim toga znacajna je i u dijagnostici i istrazivanju raznih infektivnih
bolesti. Imunohistokemijske metode pruzaju jedinstven uvid u distribuciju antigena u tkivu, $to
pomaze u istrazivanju patogeneze raznih bolesti koje izazivaju mikroorganizmi. Postupci
imunohistokemijskog bojenja sastoje se od vise koraka koji imaju znacajan utjecaj na krajnji
rezultat te je upravo ovo jedan od razloga zasto su brze i jednostavne molekularne i seroloske
metode preuzele prednost u dijagnostici zaraznih bolesti. Medutim, na brojnim primjerima
dokazano je da je imunohistokemija, bez obzira na nedostatke, snazan i vrijedan alat u

istrazivanjima bolesti, osobito u kombinaciji s drugim metodama, poput in situ hibridizacije.

9. SUMMARY

Immunohistochemistry enables visualisation of various antigens in tissues with the help of
specific antibodies. Although immunohistochemistry has been around for 80 years, it is still
often used for many purposes: it is key in diagnosis and surveillance of certain tumors, as well
as research of neurodegenerative diseases which have become an increasingly common
problem, but are also important in diagnosis and research of different infectious diseases.
Immunohistochemistry provides a unique insight in distribution of antigens in tissues, which
is of great assistance in research of pathogenesis of different diseases caused by
microorganisms. The process of immunohistochemical staining consists of several steps that
have a significant impact on the end result, which is one of the reasons why fast and simple
molecular and serological methods have an advantage in diagnosis of infectious diseases.
However, even with its flaws, many examples of application of immunohistochemistry prove
that, it is a very powerful and valuable tool in research, especially when combined with other

methods, like in situ hybridisation.
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