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Sažetak

Imunohistokemijsko bojenje jest metoda detekcije pri-
sutnosti i lokalizacije specifičnih antigena u stanici ili 
tkivu. Primjenjuje osnovni princip imunosne reakcije 
kod kojeg se specifično antitijelo veže na određeni anti-
gen koji prepoznaje. Razvoj imunohistokemijskih meto-
da započeo je 1930-ih godina, od kada se, sve do danas, 
primjenjuju u različitim oblicima za mnoga znanstvena 
istraživanja i u rutinskim dijagnostičkim postupcima.

U ovom radu opisan je razvoj metoda imunohistoke-
mijskog bojenja te je prikazana optimizacija protokola 
za detekciju antigena BACH2 u ljudskom sekundarnom 
limfnom tkivu. Raspravljeni su pojedini koraci metode 
poput pripreme prereza tkiva koje se analizira, uvjeti 
demaskiranja antigena i inkubacije specifičnim anti-
tijelom te je predložen optimalan protokol bojenja za 
naveden antigen primjenjiv u rutinskom hematopato-
loškom laboratoriju.
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(HRP, od engleskog horseradish peroxidase), naneseno je 
na uzorak te se tijekom iduće inkubacije sekundarno an-
titijelo vezalo za primarno. Nakon inkubacije sekundar-
nim antitijelom uzorak se ponovno isprao da se uklone 
nevezana antitijela. Vizualizacija je učinjena 3,3’ diami-
nobenzidinom (DAB). Enzim HRP pretvorio je supstrat 
DAB-a u smeđi precipitat koji se stvara u tkivu na mjestu 
reakcije te tako vizualizira mjesto vezanja primarnoga 
specifičnog antitijela i ciljanog antigena (u ovom slučaju 
membranskog proteina CD20 specifičnog za B-limfocite). 
Ovakav način vizualizacije, koji uključuje sekundarno 
antitijelo koje nosi enzim potreban za vizualizaciju spe-
cifične reakcije, najčešće je korištena varijanta metode u 
rutinskim dijagnostičkim laboratorijima.

1.2. 	Priprema uzorka
Tkivo koje se istražuje ima ključnu ulogu u uspješnosti 
metode pa je od iznimne važnosti da je obrađeno na 
način kojim su očuvani epitopi antigena i odgovaraju-
ća morfologija samog tkiva. Uobičajena obrada tkiva za 
imunohistokemiju jest fiksiranje u neutralnom formali-
nu te uklapanje u parafin. Svrha je fiksacije formalinom 
stvaranje kemijski potaknutih križnih veza proteina u 
tkivu. Taj postupak zaustavlja sve stanične procese i za-
država stanične komponente u mjestu i u obliku u kojem 
su bili za vrijeme fiksacije te sprječava propadanje kom-
ponenti stanice. Nakon odgovarajuće fiksacije, tkivo se 
dalje obrađuje da bi se moglo prožeti tekućim parafinom 
i pohraniti u obliku parafinskih blokova, koji se nakon to-
ga mogu rezati u tanke rezove (1 do 5 µm) na mikrotomu. 
Tanki se rezovi potom prenose na adhezivna predmetna 
stakla na kojima su učvršćeni za daljnju obradu2.

Osim uporabe formalina, nekada su korištene i druge 
metode fiksacije, najčešće postupcima koji uključuju 
razne vrste aldehida ili otopine alkohola. Vrlo su česta 
alternativa tkivima fiksiranima formalinom i uklopljeni-
ma u parafin smrznuti svježi uzorci tkiva. U tom je slučaju 
tkivo uklopljeno u krioprotektivni medij i zamrznuto, a 
fiksacija se učini nakon što je tkivo izrezano i postavljeno 
na predmetno staklo. Smrznuta tkiva režu se u kriostatu i 
imaju prednost kratke obrade i bolje očuvanih osjetljivih 
epitopa, ali vrlo često mogu biti manje informativna u 
odnosu na tkiva fiksirana formalinom i uklopljena u pa-
rafin, zbog manje očuvane morfologije tkiva4.

1.3. 	Otkrivanje epitopa antigena
Maskiranje epitopa antigena najveći je izazov koji na-
staje fiksiranjem tkiva – događa se zbog križnih vezanja 
u fiksativu kao što je formalin ili predugom vremenu u 

1. 	 Uvod

Imunohistokemijsko bojenje jest metoda za detekciju pri-
sutnosti i lokalizacije antigena u rezovima tkiva s pomoću 
specifičnih antitijela, odnosno seta reagensa koji omogu-
ćavaju vizualizaciju reakcije antigen/antitijelo. Principi 
imunohistokemijskog bojenja poznati su od 1930-ih go-
dina prošlog stoljeća, ali tek je 1941. godine objavljen prvi 
prikaz ove metode. Kratki pregled najvažnijih koraka koji 
su pridonijeli razvoju metoda imunohistokemijskog boje-
nja prikazan je u tablici 1. Princip nastajanja antitijela kod 
kralježnjaka osnova je svih imunoenzimatskih metoda 
koje se primjenjuju u laboratorijskoj dijagnostici.

1.1. 	Princip imunohistokemijske metode
Metoda imunohistokemijskog bojenja kakvu danas po-
znajemo osmišljena je 1940. godine, a rutinski se upo-
trebljava i danas kao važan korak u dijagnostici1. Imu-
nohistokemijsko bojenje nezaobilazna je metoda i u 
znanstveno-istraživačkom radu. Postoji mnogo različitih 
načina vizualizacije ciljanih stanica u tkivima primjenom 
imunohistokemijskog bojenja ili drugih metoda temelje-
nih na tom postupku. Ipak, primjena svakog novog anti-
tijela specifičnog za pojedini antigen često treba pažljivu 
optimizaciju, ovisno o tkivu ili svojstvima ciljanih prote-
ina, vezanih molekula i/ili načina vizualizacije reakcije2.

Klasičan postupak imunohistokemijskog bojenja pri-
kazan je na slici 1. Uključuje detekciju epitopa (dijela 
antigena koji antitijelo prepoznaje) u uzorku tkiva pri-
mjenom primarnog antitijela koje može vezati epitope 
s visokom specifičnošću. Nakon vezanja epitopa i pri-
marnog antitijela dodaje se sekundarno antitijelo koje 
može vezati primarno antitijelo također s visokom spe-
cifičnošću. Na sekundarno antitijelo vezana je molekula 
za detekciju, koja nakon stvaranja kompleksa primarno 
antitijelo/sekundarno antitijelo omogućava vizualizaci-
ju istraživanog epitopa, tj. antigena3.

U shematskom prikazu na slici 1 upotrijebljeno je tkivo 
koje je fiksirano u formalinu i uklopljeno u parafin. Na-
kon otkrivanja antigena tretirano je primarnim antiti-
jelom specifičnim za proteinski antigen CD20. Otopina 
određenog razrjeđenja primarnog antitijela dodana je 
na tkivni prerez te je inkubacija trajala tijekom vremena 
potrebnog da dođe do maksimalnog vezanja molekula 
antigena i antitijela. Nakon ovog koraka isprana su neve-
zana antitijela i dodano je sekundarno antitijelo. Sekun-
darno antitijelo, koje je povezano s peroksidazom hrena 
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pozadinskog bojenja. Antitijela sa slabijom specifičnošću 
učestalije se nespecifično vežu te se stvara pozadinsko 
bojenje koje ometa interpretaciju pravih signala6. Postoje 
dvije osnovne vrste antitijela: poliklonalna antitijela ko-
ja su mješavine antitijela specifičnih za različite epitope 
istog antigena i monoklonalna antitijela koja sva vežu 
isti epitop nekog antigena. Poliklonalna antitijela često 
su vrlo uspješna kod detekcije antigena prisutnog i u vrlo 
malim količinama zbog svoje sposobnosti detektiranja i 
vezanja raznih epitopa istog proteina. Ipak, epitopi koje 
vežu takva antitijela često nisu vrlo specifični za pojedini 
antigen pa dolazi do povećane mogućnosti vezanja nes-
pecifičnih molekula i stvaranja pozadinskog bojenja koje 
ometa interpretaciju. Nedostatak je upotrebe poliklonal-
nih antitijela, osim pozadinskog bojenja, njihova ograni-
čena količina, jer se izoliraju iz seruma životinja u kojima 
su napravljena7. Monoklonalna antitijela moguće je proi-
zvesti u velikim količinama jer se proizvode kao stanične 
linije iz hibridoma stanica koje su nastale fuzijom limfoci-
ta iz slezene imunizirane životinje s tumorskim stanicama 
mijeloma i najčešće su visokospecifična za određeni epi-
top. I monoklonalna antitijela mogu stvarati nepouzdane 
rezultate koje je teško interpretirati ako nisu visokospeci-
fična i ako je ciljani epitop prisutan u malim količinama8.

kojem je tkivo izloženo fiksativu. Maskiranje epitopa 
sprječava vezanje primarnog antitijela i specifičnog an-
tigena. Potreba za otkrivanjem epitopa prije daljnjih ko-
raka u imunohistokemiji posebno je prisutna kod tkiva 
fiksiranih formalinom i uklopljenih u parafin. Postoji ne-
koliko dostupnih protokola otkrivanja antigena, a glav-
ne strategije uključuju tretiranje tkiva na predmetnom 
stakalcu toplinom, digestivnim enzimima, deterdžen-
tima ili kombinacijom svega navedenog. Najčešća je 
metoda otkrivanja antigena na tkivu fiksiranim forma-
linom i uklopljenim u parafin tretiranje stakala s tkivom 
puferima različitih pH-vrijednosti pod visokim tlakom i 
na visokoj temperaturi u periodu od 15 do 20 minuta5.

1.4. 	Vezanje antitijela
Kvaliteta, specifičnost i klonalnost antitijela presudna je 
za bilo koju imunohistokemijsku metodu te je njegov izbor 
ključan za kvalitetu, pouzdanost i interpretaciju rezultata. 
Iako je većinom komercijalno dostupnih antitijela mogu-
će precizno detektirati željeni antigen, ponekad su mogu-
će vrlo velike varijacije u njihovoj specifičnosti. Antitijela 
s visokom specifičnošću učinkovitija su kod interpretacije 
ciljanog vezanja, jer proizvode vrlo malo nespecifičnih 
vezanja ili ih uopće ne stvaraju, koja uzrokuju nastanak 

Tablica 1. Ključni koraci za razvoj imunohistokemijskih metoda kroz povijest.  
Preuzeto iz Immunohistochemical Staining Methods, 6. izdanje, Dako  

(http://www.agilent.com/cs/library/technicaloverviews/public/08002_ihc_staining_methods.pdf)
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Primjena sekundarnih antitijela za detekciju sama je po 
sebi korak umnažanja signala jer nekoliko sekundarnih 
antitijela može vezati jedno primarno antitijelo, a neka-
da je dodatno umnažanje i potrebno da bi se povećao 
signal i osjetljivost analize. U takvom slučaju sekundar-
no antitijelo može nositi vezane molekule, primjerice 
polimere biotina koji mogu preusmjeriti veći broj repor-
terskih molekula u daljnjim koracima. Ova je strategija 
umnažanja signala korisna i za enzimatske i fluorescen-
cijske mehanizme detekcije3.

1.6. 	Kontrastiranje tkivnih prereza
Primjena kontrastnih boja kod imunohistokemijskih 
metoda pojačava razliku pozitivnih i negativnih imuno-
histokemijskih reakcija i olakšava prepoznavanje histo-
loških struktura, kao i signala koji nastaje tim bojenjem. 
Najčešći je tip kontrastiranja za tkiva fiksirana forma-
linom i uklopljena u parafin bojenje hematoksilinom 
koji staničnu citoplazmu boji svjetloplavom bojom, a 
staničnu jezgru tamnije plavim nijansama. Kod fluores-
cencijskih je metoda uobičajeno kontrastiranje kroma-
tina dodatkom fluorescentne boje DAPI (od engleskog 
4’,6-diamidino-2-phenylindole). Nakon koraka vizualiza-
cije i kontrastiranja, imunohistokemijsko bojenje zavr-
šava stavljanjem pokrovnog stakalca na tkivo koje se 
nalazi na predmetnom staklu uz primjenu sredstva za 
poklapanje koje izravnava površinu preparata12.

1.7. 	Različite vrste imunohistokemijskog 
bojenja

Vizualizacija imunohistokemijske reakcije može se odvijati 
na nekoliko načina. Ovisno o tome je li primarno antitijelo 
direktno obilježeno vizualizacijskim sredstvom, imunohi-
stokemijske metode možemo podijeliti u direktne i indi-
rektne. Direktna metoda bojenja u jednom koraku temelji 
se na specifičnom antitijelu koje je obilježeno fluorescen-
tnom bojom, npr. fluorescein izotiocijanatom (FITC) ili 
rodaminom koji na mjestu vezanja emitiraju svjetlo odre-
đene valne duljine. Ovaj pristup upotrebljava samo jedno 
antitijelo, što cijeli postupak čini kratkim. Metoda nije jako 
osjetljiva zbog nedovoljnog umnažanja signala i rijetko se 
primjenjuje13. Indirektna metoda uključuje neoznačeno 
specifično primarno antitijelo (prvi sloj) koje reagira s tkiv-
nim antigenom i bojom ili enzimom označeno sekundarno 
antitijelo (drugi sloj) koje reagira s primarnim antitijelom. 
Ova je metoda osjetljivija zbog umnažanja signala zbog 
velikog broja reakcija sekundarnog antitijela s različitim 
epitopima primarnog antitijela. Metoda je ekonomična jer 
se ista sekundarna antitijela mogu upotrebljavati s mno-

Svako antitijelo zahtijeva detaljnu optimizaciju za bilo 
koju vrstu imunohistokemijskih metoda na temelju ti-
tracije koncentracije antitijela za svako specifično tkivo 
jer je rezultat ovisan o specifičnosti antitijela i afinitetu 
prema antigenu, kao i o količini i dostupnosti specifič-
nih i potencijalnih nespecifičnih epitopa koji su prisutni 
u uzorku3.

1.5.	Mehanizam vizualizacije reakcije  
antigena i antitijela

Imunohistokemijsko bojenje primjenjuje se za određi-
vanje vrste stanica u tkivu koje se istražuje, određiva-
nje ekspresije istog antigena u svim stanicama tkiva ili 
u nekoj od prisutnih populacija, kao i za određivanje 
lokalizacije proteina koji se istražuje. Za postizanje vid-
ljivosti interakcije između antitijela i ciljanog antigena 
potreban je sustav detekcije koji stvara vidljivo oboje-
nje ili signal. Najčešće je korištena metoda uvođenje 
sekundarnog antitijela koje nosi reportersku molekulu, 
primjerice enzim ili fluorofor. Sekundarna antitijela go-
tovo uvijek reagiraju s molekulama antitijela napravlje-
nima u različitim životinjskim vrstama. Na primjer, ako 
je primarno antitijelo izolirano iz zeca, onda sekundar-
no antitijelo mora biti izolirano iz druge životinjske vr-
ste i specifično isključivo za zečja antitijela9.

Za detekciju antigena prisutnih u tkivima fiksiranima 
formalinom i uklopljenima u parafin najčešća je metoda 
detekcije enzimska reakcija koja stvara obojeni precipi-
tat na mjestu vezanja antitijela. Sekundarno antitijelo 
koje nosi enzim, primjerice peroksidazu hrena (HRP) ili 
alkalnu fosfatazu (AP, od engleskog alkaline phosphata-
se), oksidira kromogene poput 3,3’ diaminobenzidina 
(DAB) ili 5-bromo-4-kloro-3-indolil fosfata / p-nitroblue 
tetrazolium klorida (BCIP/NBT) od kojih stvara smeđe ili 
plave precipitate koji nastaju u tkivu na mjestu reakcije. 
Kromogena obojenja vidljiva su pod svjetlosnim mikro-
skopom i obično su vrlo stabilna kroz dugo razdoblje, 
što je prednost ako uzorci moraju biti pohranjeni ili pre-
gledani nakon nekog vremena10.

Za smrznuta se tkiva češće upotrebljavaju antitijela na 
koja su vezani fluorofori koji emitiraju svjetlost speci-
fične valne duljine (obično zelenu ili crvenu) kada su 
podraženi određenim spektrom svjetlosti. Fluorofori 
nisu stabilni kroz duže razdoblje. Prednost je upotrebe 
fluorofora što omogućavaju dvostruko označavanje, tj. 
simultana primjena dvaju antitijela specifičnih za razli-
čite antigene u istom dijelu stanice. Sekundarna anti-
tijela tada moraju biti specifična za različita primarna 
antitijela (iz različitih životinja) i označena različitim 
fluoroforima11.
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Treći sloj može biti i fluorokrom-streptavidin kao što je 
FITC-streptavidin, u slučaju da je potrebno fluorescen-
tno označavanje. Metoda LSAB jest pet do deset puta 
osjetljivija od standardne metode ABC17.

Metoda EnVision (od engleskog EnVision Systems) temelji 
se na tehnologiji polimera dekstrana. Dekstran je okosni-
ca na koju je vezano oko 10 sekundarnih antitijela i oko 
70 enzimskih molekula (peroksidaze hrena ili alkalne fos-
fataze). Time je pojačana osjetljivost te smanjeno nespe-
cifično pozadinsko bojenje. Također, reduciran je ukupni 
broj koraka u samom testu u usporedbi s već poznatim 
metodama. Protokol je jednostavan, uključuje primjenu 
primarnog antitijela, enzimskog polimera i kromogena18.

Metoda ImmPRESS (od engleskog ImmPRESS polymerized 
reporter enzyme staining system) kao osnovu primjenjuje 
polimeriziranje enzima i dodavanje tih polimera antitije-
lima. Njezin je napredak formiranje enzimskih mikropoli-
mera koji će izbjeći intrinzične nedostatke primjene velikih 
dekstrana ili drugih makromolekula kao okosnice. Doda-
vanje jedinstvenog mikropolimera vrlo aktivnih enzima 
na sekundardno antitijelo stvara reagens koji je, za razliku 
od polimera u metodi EnVision, niske molekularne težine 
i lakše prodire u tkivo. Rezultat je izvrsna osjetljivost, vid-
ljivost signala, smanjeno pozadinsko bojenje i reducirano 
nespecifično vezanje. Protokol uključuje primjenu primar-
nog antitijela, enzimskih polimera i kromogena19.

1.8. 	Transkripcijski faktor BACH2
U rutinskoj se praksi imunohistokemijske metode naj-
češće primjenjuju u području patologije kako bi se lakše 
prepoznale i odredile tkivne strukture. Kod znanstvenih 
istraživanja, poput istraživanja u području hematopa-
tologije, imunohistokemijsko bojenje najčešće se pri-
mjenjuje za analizu stanica koje eksprimiraju neki spe-
cifični protein kako bi se odredila njegova prisutnost ili 
količina u stanici ili tkivu.

Velik broj alergija i autoimunih bolesti, kao što su Croh-
nova bolest, astma, dijabetes 1. tipa i multipla skleroza, 
povezani su s polimorfizmom gena koji kodira transkrip-
cijski faktor BACH220. Da bi pravilno funkcionirao, imu-
nosni se sustav oslanja na osjetljivu ravnotežu između 
stanica koje potiču imunosnu reakciju i onih koje je re-
guliraju. Kada stanice koje potiču imunosnu reakciju po-
stanu neadekvatno aktivne ili stanice koje je reguliraju 
postanu neučinkovite, dolazi do autoimunog oboljenja21.

BACH2 je regulator aktivacije imunosne reakcije koji 
uravnotežuje aktivnost regulatornih imunosupresivnih 
stanica (Treg) i istovremeno ograničava diferencijaciju 

go specifičnih primarnih antitijela nastalih u istoj životinj-
skoj vrsti. Sekundarna antitijela mogu biti označena flu-
orokromom te se to naziva indirektnom fluorescentnom 
metodom. Isto tako, mogu biti označena enzimom poput 
peroksidaze hrena, alkalne fosfataze i glukozne oksidaze. 
Tada je riječ o indirektnoj imunoenzimskoj metodi14. Indi-
rektne metode dalje se razlikuju s obzirom na način vizua-
lizacije i pojačavanja specifičnog signala.

Metoda peroksidaze i antiperoksidaze (metoda PAP, 
od engleskog Peroxidase-Antiperoxidase Method) jest 
metoda koja uključuje treći sloj reagensa u reakciju 
vezivanja. Treći je sloj zečje antitijelo za peroksidazu – 
upotrebljava se da bi se stvorio vrlo stabilan kompleks 
peroksidaze i antiperoksidaze. Kompleks koji se sastoji 
od zečjeg gama-globulina i peroksidaze služi kao treći 
sloj koji se veže na nekonjugirani drugi sloj, kozji an-
tizečji gama-globulin. Osjetljivost je 100 do 1000 puta 
veća od temeljne metode zbog toga što molekula pe-
roksidaze nije kemijski konjugirana anti-IgG-om, već je 
vezana imunosnom reakcijom pa ne gubi enzimatsku 
aktivnost. Ova metoda omogućava primjenu većeg ra-
zrjeđenja primarnog antitijela i reducira nespecifično 
pozadinsko bojenje15.

Metoda kompleksa avidina i biotina (ABC, od engleskog 
Avidin-Biotin Complex) osjetljivija je od metode PAP. Avidin, 
veliki glikoprotein, može biti označen peroksidazom ili flu-
orokromom, a ima veliki afinitet za biotin. Biotin, vitamin 
male molekularne težine, može biti vezan s različitim mo-
lekulama, poput antitijela. Ova tehnika uključuje tri sloja 
– prvi je sloj neoznačeno primarno antitijelo, drugi je sloj 
biotinizirano sekundarno antitijelo, a treći je sloj kompleks 
avidin-biotinske peroksidaze. Nakon toga, peroksidaza se 
detektira s pomoću DAB-a ili nekog drugog supstrata da bi 
se stvorili završni kolorimetrijski proizvodi16.

Metoda označavanja streptavidinom i biotinom (LSAB, 
od engleskog Labeled Streptavidin-Biotin Complex) upo-
trebljava streptavidin izoliran iz bakterije Streptococcus 
Avidini, kao zamjenu za avidin. Molekula streptavidina 
jest nenabijena, za razliku od avidina koji ima izoelek-
tričnu točku 10, stoga je elektrostatičko vezanje za tkivo 
uklonjeno. Uz to, streptavidin ne sadrži grupe ugljikohi-
drata, koje se mogu vezati za lektine u tkivu i tako stva-
rati pozadinsko bojenje. Metoda LSAB tehnički je vrlo 
slična standardnoj metodi ABC. Prvi je sloj neoznačeno 
primarno antitijelo, drugi je sloj biotinizirano sekundar-
no antitijelo, a treći je sloj konjugat enzima i streptavidi-
na (HRP-strepavidin ili AP-streptavidin) koji zamjenjuje 
kompleks avidin-biotinske peroksidaze. Bojenje završa-
va dodavanjem otopine supstrata kromogena kako bi 
se stvorio precipitat vidljiv svjetlosnim mikroskopom. 
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skog Heat Induced Epitope Retrieval). Ispitivana su po dva 
tkivna prereza tonzile kuhanjem u puferskim otopinama 
kiselosti pH-vrijednosti 6,0, 6,1 i 9,0. Otopine pH-vrijed-
nosti 6,0 i 6,1 citratni su puferi, a otopina pH-vrijednosti 
9,0 jest otopina Tris/EDTA. Tretman otopinama niske pH-
vrijednosti pri visokom tlaku proveden je u uređaju Pas-
cal (Dako, Danska) na 125 °C kroz dvije minute, a kuhanje 
u visokoj pH-vrijednosti u uređaju PT Link (Dako, Danska) 
na 97 °C kroz dvadeset minuta. Primjenom dvaju osnov-
nih razrjeđenja odabranog antitijela (1  :  100 i 1  :  500), 
prema preporuci proizvođača, moguće je odrediti najpri-
kladniji pufer za razotkrivanje epitopa antigena.

2.2.2. 	Vrijeme inkubacije i razrjeđenje  
primarnog antitijela

Nakon određivanja pufera koji daje najbolji rezultat 
razotkrivanja epitopa antigena, potrebno je ispitati u 
kojem su razrjeđenju primarnog antitijela i vremenu 
inkubacije rezultati imunohistokemijskog bojenja ja-
sni i nedvojbeni. U preparatu ne smije biti pozadinskog 
bojenja, a u tkivu tonzile stanice germinativnog centra 
moraju pokazivati jako nuklearno obojenje. Kako bi se 
dobio jasan signal, testirana su razrjeđenja antitijela 
1 : 50, 1 : 75, 1 : 100 i 1 : 500 različitih vremena inkubacija 
– 30, 45, 60 i 75 minuta te inkubacija preko noći na +4 °C. 
Sa svakim je ispitivanim uzorkom kao negativna kon-
trola upotrijebljeno tkivo tonzile kojem je u protokolu 
izostavljen korak inkubacije primarnim antitijelom.

2.2.3. 	 Protokol metode imunohistokemijskog 
bojenja mikropolimerima

Aparat za automatsko bojenje koji se upotrebljavao pri 
izvedbi ove metode bio je Autostainer Link 48 (Dako, 
Danska).

Prvi korak bio je blokiranje endogene peroksidaze s po-
moću otopine BLOXALL Blocking Solution (Vector Labo-
ratories, Inc., SAD) kojom se uzorak tkiva na predmet-
nom staklu tretira 10 minuta. BLOXALL služi za blokiranje 

mnogostrukih upalnih CD4+ T-stanica. Zbog važne ulo-
ge u regulaciji aktivacije imunosnog sustava, BACH2 je 
interesantna meta za razvoj novih načina liječenja au-
toimunih, alergijskih i tumorskih oboljenja. Važan je i za 
razvoj novih načina liječenja tumora jer tumorska tkiva 
reakcijama s regulatornim T-stanicama često zavarava-
ju imunosni sustav i tako se zaštite od uništenja22.

U ovom radu opisana je optimizacija protokola imuno-
histokemijskog bojenja antigena BACH2 u tkivu fiksira-
nom formalinom i uklopljenom u parafin primjenom 
komercijalno dostupnog antitijela.

2. 	 Materijali i metode

2.1. 	Materijali
Za optimizaciju navedene metode upotrijebljene su 
tonzile dobivene nakon tonzilektomije koje su fiksirane 
u formalinu i uklopljene u parafin. Parafinske kocke s 
tkivom rezane su mikrotomom na tanke rezove debljine 
2 µm. Upotrijebljeni uzorci dio su materijala Kliničkog 
zavoda za patologiju i citologiju KB-a Merkur u Zagrebu 
namijenjenog uspostavi protokola imunohistokemij-
skih bojenja u rutinskoj praksi.

Primarno antitijelo bilo je poliklonalno, proizvedeno u 
kozi, specifično za protein BACH2 (Santa Cruz Biotech-
nology, Inc., Dallas, SAD) za koji se očekuje da je ekspri-
miran u B-limfocitima germinativnih centara tonzila, ali 
i u okolnim T-stanicama.

2.2. 	Metode

2.2.1. 	Razotkrivanje epitopa antigena
Razotkrivanje epitopa antigena potaknuto je visokim 
tlakom i temperaturom, tj. metodom HIER (od engle-

Slika 1. Shematski prikaz postupka i slika mikroskopskog preparata nastalog klasičnim 
imunohistokemijskim bojenjem. Preparat prikazuje B-limfocite u tkivu tonzile, tj. stanice koje 

eksprimiraju protein CD20 detektiran smeđim kromogenom. 
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nje specifičnog antitijela 1  : 500 tijekom inkubacije od 
30 minuta također nije pokazalo prisutnost antigena. 
Vidljivo je samo plavo obojenje stanica dobiveno kon-
trastiranjem hematoksilinom, dok ekspresiju proteina 
BACH2 nije moguće detektirati (slika 2b).

Imunohistokemijskim bojenjem prereza tonzile protoko-
lom ImmPRESS kod kojeg je primijenjen pufer za dema-
skiranje kiselosti pH-vrijednosti 6,1 i specifično antitijelo 
razrijeđeno 1  :  100 tijekom inkubacije od 30 minuta u 
pojedinim stanicama germinativnih centara i T-stanica-
ma tonzile pokazuje se signal koji predstavlja ekspresiju 
antigena BACH2. Nema pozadinskog bojenja, ali je signal 
imunohistokemijskog bojenja vrlo slab (slika 2c).

Imunohistokemijsko bojenje prereza tonzile s protoko-
lom ImmPRESS kod kojeg je primijenjen pufer za de-
maskiranje kiselosti pH-vrijednosti 6,1 uz razrjeđenje 
specifičnog antitijela 1 : 500 i vrijeme inkubacije od 30 
minuta daje vidljivo samo plavo obojenje stanica dobi-
veno kontrastiranjem hematoksilinom, dok ekspresiju 
proteina BACH2 nije moguće detektirati. U vrlo rijetkim 
stanicama slabo se nazire signal koji predstavlja anali-
zirani antigen (slika 2d).

Prerez tonzile imunohistokemijski obojen protokolom 
ImmPRESS uz primjenu pufera za demaskiranje kiselo-
sti pH-vrijednosti 9,0 i specifičnog antitijela razrjeđenja 
1 : 100 tijekom inkubacije od 30 minuta stvara pozadin-
sko bojenje bez signala specifičnog za analizirani anti-
gen (slika 2e).

Imunohistokemijsko bojenje prereza tonzile protokolom 
ImmPRESS kod kojeg je primijenjen pufer za demaskira-
nje kiselosti pH-vrijednosti 9,0 i razrjeđenje specifičnog 
antitijela 1 : 500 tijekom inkubacije od 30 minuta ne omo-
gućava detekciju ekspresije proteina BACH2. Vidljivo je 
samo plavo obojenje stanica dobiveno kontrastiranjem 
hematoksilinom, a nema ni pozadinskog bojenja (slika 2f).

Imunohistokemijsko bojenje prereza tonzile protokolom 
ImmPRESS kod kojeg je primijenjen pufer za demaskira-
nje kiselosti pH-vrijednosti 6,1 uz razrjeđenje specifičnog 
antitijela 1 : 50 i inkubaciju antitijelom na +4 °C preko noći 
pokazuje jako smeđe obojenje stanica i međustaničnih 
struktura. Pozadinsko i nespecifično bojenje jednako je 
signalu koji predstavlja antigen BACH2 (slika 2g).

Nakon imunohistokemijskog bojenja prereza tonzile 
protokolom ImmPRESS kod kojeg je primijenjen pufer 
za demaskiranje kiselosti pH-vrijednosti 6,1 i razrjeđenje 
specifičnog antitijela 1  :  100 i inkubacija antitijelom na 
+4  °C preko noći nije bilo moguće jasno odrediti signal 
koji predstavlja ekspresiju antigena BACH2 (slika 2h).

aktivnosti endogene peroksidaze i pseudoperoksidaze 
jer njihova prisutnost u tkivu stvara lažno pozitivan re-
zultat. Otopina se može upotrebljavati za tkiva fiksirana 
formalinom uklopljena u parafin. Nakon blokiranja slije-
di ispiranje uzorka TBS-puferom (od engleskog Tris Buffe-
red Saline) pH-vrijednosti 7,6 tijekom pet minuta.

Drugi je korak inkubacija preparata u 2,5-postotnom 
normalnom konjskom serumu tijekom 20 minuta kako 
bi se spriječilo nespecifično vezanje antitijela.

Treći je korak inkubacija specifičnim primarnim antiti-
jelom. Nakon toga slijedi ispiranje puferom tijekom pet 
minuta.

Četvrti je korak inkubacija s reagensom ImmPRESS 
(Vector Laboratories, Inc., SAD) tijekom 30 minuta, čime 
se postiže vrlo osjetljiv sustav za detekciju i smanjuje 
pozadinsko bojenje. Mikropolimeri ImmPRESS ograni-
čavaju sterične interferencije i omogućavaju olakšan 
pristup antitijela ciljanom antigenu. Rezultat je inten-
zivno bojenje koje stvara čisti signal. Nakon toga slijedi 
ispiranje puferom dva puta po pet minuta.

Dodavanjem kromogena reakcija antigena i antitijela 
postaje vidljiva jer kromogen oksidira u prisutnosti pe-
roksidaze. Upotrijebljen je kromogen DAB (FLEX DAB, 
Dako), kojim je preparat tretiran tijekom 10 minuta.

Završno se stakla ispiru u tekućoj vodi te kontrastiraju 
hematoksilinom u periodu od pet minuta. Kako bi pre-
parat postao trajan, tkivni se rezovi dehidriraju, prožmu 
ksilenom te se tkiva poklapaju pokrovnim staklima uz 
primjenu smola na bazi ksilena.

3. 	 Rezultati

Imunohistokemijsko bojenje prereza tonzile protoko-
lom ImmPRESS uz primjenu pufera za demaskiranje 
kiselosti pH-vrijednosti 6,0, specifičnog antitijela razri-
jeđenog 1 : 100 i vremena inkubacije antitijelom u tra-
janju od 30 minuta nije pokazalo prisutnost antigena. 
Rezultat je samo plavo obojenje stanica dobiveno kon-
trastiranjem hematoksilinom, dok ekspresiju proteina 
BACH2 nije moguće detektirati (slika 2a).

Imunohistokemijsko bojenje prereza tonzile proto-
kolom ImmPRESS kod kojeg je upotrijebljen pufer za 
demaskiranje kiselosti pH-vrijednosti 6,0 i razrjeđe-
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dorada. Tijekom vremena razvijale su se metode vizua-
lizacije, što je u konačnici dovelo do uspostavljanja pre-
cizne i pouzdane metode za detekciju antigena u istra-
živanom tkivu. Danas primjena ove metode u analizi 
staničnih biljega koji određuju specifični fenotip pruža 
ključne informacije o dijagnozi i prognozi neke bolesti.

Za razliku od detekcije proteina u tekućim medijima, kod 
kojih su proteini izolirani iz tkiva i priređeni u velikim ko-
ličinama pa ih je lako detektirati, u fiksiranim je tkivima 
očuvanje proteina vrlo nestabilno. Ipak, metode imu-
nohistokemijskog bojenja tijekom godina su usavršene 
tako da se s visokom osjetljivošću proteini mogu odre-
diti u tkivima fiksiranima formalinom i uklopljenima u 
parafinske blokove. Kako bi metoda bila precizna i pru-
žala rezultate koje je moguće pouzdano interpretirati, za 
svako je specifično antitijelo i vrstu tkiva potrebno učiniti 
prilagođavanje ukupnog protokola, pri čemu su najvaž-
niji koraci demaskiranje proteina, razrjeđenje antitijela i 
vrijeme trajanja inkubacije tim antitijelom. Komercijalno 
dostupna antitijela prodaju se uz upute proizvođača za 
primjenu u različitim metodama, pa tako i kod imuno-
histokemijskog bojenja, no s obzirom na specifičnosti 
svakoga laboratorija, nakon odabira najpogodnijeg an-
titijela za pojedino tkivo i svrhu potrebno je optimizirati 
navedene uvjete ove metode. U slučaju antigena BACH2 
u stanicama sekundarnog limfnog tkiva čovjeka, razvije-

Na slici 2i prikazano je imunohistokemijsko bojenje pre-
reza protokolom ImmPRESS kod kojeg je primijenjen 
pufer za demaskiranje kiselosti pH-vrijednosti 6,1, razr-
jeđenje antitijela 1 : 50 i vrijeme inkubacije antitijela 75 
minuta. Jasno je vidljiv signal istraživanog antigena, no 
pozadinsko bojenje ometa precizno očitavanje rezultata.

Imunohistokemijsko bojenje prereza tonzile proto-
kolom ImmPRESS kod kojeg je primijenjen pufer za 
demaskiranje kiselosti pH-vrijednosti 6,1, razrjeđenje 
antitijela 1 : 75 i vrijeme inkubacije antitijela 60 minu-
ta dalo je rezultate kod kojih je jasno uočljiv signal koji 
predstavlja ekspresiju proteina BACH2 u stanicama za 
koje očekujemo da je njegova ekspresija prisutna, a na 
preparatu nema pozadinskog bojenja (slika 2j).

4. 	 Rasprava i zaključak

Imunohistokemijsko bojenje vrlo je složena, ali i široko 
primjenjiva metoda u hematopatološkim istraživanji-
ma i rutinskoj morfološkoj analizi tkiva. Njezin je razvoj 
započeo 1930-ih godina, a do danas je prošla velik broj 

Slika 2. Imunohistokemijsko bojenje prereza tkiva tonzile (400 x) dobiveno protokolom koji uključu-
je: a) otkrivanje epitopa puferom pH-vrijednosti 6,0, razrjeđenje antitijela 1 : 100 i vrijeme inkubacije 

30 minuta, b) otkrivanje epitopa puferom pH-vrijednosti 6,0, razrjeđenje antitijela 1 : 500 i vrijeme 
inkubacije 30 minuta, c) otkrivanje epitopa puferom pH-vrijednosti 6,1, razrjeđenje antitijela 1 : 100 i 
vrijeme inkubacije 30 minuta, d) otkrivanje epitopa puferom pH-vrijednosti 6,1, razrjeđenje antitijela 
1 : 500 i vrijeme inkubacije 30 minuta, e) otkrivanje epitopa puferom pH-vrijednosti 9,0, razrjeđenje 

antitijela 1 : 100 i vrijeme inkubacije 30 minuta, f) otkrivanje epitopa puferom pH-vrijednosti 9,0, 
razrjeđenje antitijela 1 : 500 i vrijeme inkubacije 30 minuta, g) otkrivanje epitopa puferom pH-vrijed-
nosti 6,1, razrjeđenje antitijela 1 : 50 i prekonoćnu inkubaciju na +4 °C, h) otkrivanje epitopa puferom 
pH-vrijednosti 6,1, razrjeđenje antitijela 1 : 100 i prekonoćnu inkubaciju na +4 °C, i) otkrivanje epito-
pa puferom pH-vrijednosti 6,1, razrjeđenje antitijela 1 : 50 i vrijeme inkubacije 75 minuta, j) otkriva-
nje epitopa puferom pH-vrijednosti 6,1, razrjeđenje antitijela 1 : 75 i vrijeme inkubacije 60 minuta.
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no komercijalno dostupno poliklonalno antitijelo koje je 
napravljeno u kozi omogućava istraživanje limfoma, no 
potrebno je optimizirati protokol kako bi se pozadinsko 
bojenje smanjilo na prihvatljivi minimum i istovremeno 
detektirale čak i male količine samog proteina u stanica-
ma koje ga proizvode.

Rezultati prikazane optimizacije metode imunohisto-
kemijskog bojenja pokazuju da je antigen BACH2 na-
vedenim antitijelom moguće najjasnije detektirati u 
limfnom tkivu fiksiranom formalinom i uklopljenom u 
parafin primjenom protokola koji uključuje pufer za de-
maskiranje pH-vrijednosti 6,1 i razrjeđenja toga poliklo-
nalnog antitijela u omjeru 1  : 75 uz vrijeme inkubacije 
antitijelom 60 minuta.
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Abstract

Immunohistochemical staining is a method for detec-
tion of presence and localization of specific antigens in 
cells and/or tissues. It is based on the basic principle 
of immunoreactions: binding of specific antibody to a 
certain antigen. Development of immunohistochemi-
cal staining methods started during the 1930s and, in 
a number of variations, they are still used today both in 
research and routine diagnostic procedures.

This paper offers presentation of immunohistochemi-
cal methods development and gives an example of pro-
tocol optimization for detection of BACH2 antigen in hu-
man secondary lymphoid tissue. Most important steps 
of the protocol are discussed (section preparation, an-
tigen demasking and specific antibody incubation con-
ditions). Optimal protocol for immunohistochemical 
staining for BACH2 antigen is given and can be used in 
any routine hematopathological laboratory.

DEVELOPMENT OF IMMUNOHISTOCHEMICAL STAINING METHODS AND 
OPTIMIZATION OF IMMUNOHISTOCHEMICAL PROTOCOL FOR BACH2 
TRANSCRIPTION FACTOR




