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Иммунопероксидазный анализ или
иммунофлюоресценция: какой метод
более достоверен для интерпретации
почечной биопсии?
 

Биопсия почек является основным методом диагностики аутоиммунных заболеваний
в нефрологии, включая гломерулонефриты. Ее эффективность зависит от качества
проведения самой процедуры и экспертной оценки результатов опытным
морфологом, что важно для точной диагностики и выбора грамотной стратегии
ведения пациента клиницистом. Развитие иммунологии, а вместе
с ней аналитических методов диагностики (в первую очередь иммуногистохимии),
позволило точно выявлять специфичные маркеры патологического процесса.
В настоящее время в нефроморфологии применяется несколько типов
иммуногистохимических исследований, порой проводимых одновременно на одном
срезе. Наиболее часто используются иммунопероксидазный
и иммунофлюоресцентный методы. В связи с этим не совсем корректно
противопоставлять иммуногистохимию иммунофлюоресценции, так как последняя
является частным видом первой. После прочтения данного материала вы получите
структурированное предоставление о существующих способах изучения
нефробиоптата, а также узнаете, почему ИФ микроскопия эффективнее
в диагностике ряда гломерулопатий.

Пожалуйста, нажмите на интересующий вас раздел, чтобы его открыть.

Иммунопероксидазная и иммунофлюоресцентная микроскопии: в
чем основные различия методов?



На протяжении развития иммуногистохимических методов важным фактором
оставалось стремление увеличить чувствительность антител к низким
концентрациям антигенов. Это позволило объединить морфологический анализ
тканей с результатами молекулярно-биологических тестов. В отличие от жидкостных
иммунологических методов, которые выявляют белки, присутствующие в ткани
в высоких концентрациях, сохранность антигена на фиксированных тканях
варьируема и непредсказуема. Изготовление срезов из тканей, зафиксированных
формалином и залитых в парафин, обеспечивает наилучшую морфологическую
сохранность, но зачастую становится препятствием для исследований, где требуется
взаимодействие с «активными» антигенами.

Иммунопероксидазный метод основан на окислении донора электронов
комплексом ферментной метки (пероксидаза) с субстратом (антиген).
Некоторые доноры электронов при окислении окрашиваются и поэтому
называются хромогенами. На этом эффекте основана окраска клеточных



маркеров, определяющих специфический фенотип.
При иммунофлюоресцентном методе антитела химически конъюгируют
с флюоресцентными красителями. Меченые антитела связываются
с интересующим антигеном, что позволяет обнаружить его с помощью
флюоресценции.

Как выглядят под микроскопом гломерулопатии, исследованные
при помощи иммунопероксидазного и иммунофлюоресцентного
методов1?
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В каждом случае отмечается сходство паттернов иммуногистохимических реакций
при применении ИПМ и ИФМ. В контексте болезни минимальных изменений
ИПМ позволяет определять слабые мезангиальные отложения IgM, которые
не обнаруживаются методом ИФМ. Благодаря ИПМ можно наблюдать структуру
ткани и выявлять закономерные связи между такой структурой и
иммуногистохимической реакцией, тогда как визуализационная возможность
ИФМ не столь очевидная для изучения гистоархитектоники ткани1.

Иммунофлюоресцентная микроскопия в нефрологии: «золотой
стандарт» или нет?



Более пятидесяти лет ИФМ остается наиболее распространенным методом
для обнаружения и визуализации различных молекул в биологических образцах,
а также считается «золотым стандартом» при исследовании биоптатов почки.
ИФМ представляет собой метод визуализации антигенов с использованием антител,
меченных флюорохромом. Это распространенная лабораторная методика,
применяемая в различных областях медицины. Данное решение, основанное
на исследованиях Кунса и Каплана, широко используется как в научных работах,
так и в клинической практике. Области его применения включают оценку параметров
клеток в суспензии, культуры клеток, тканей, сфер и микроматриц для обнаружения
специфических белков. ИФМ может проводиться как на свежих,
так и на фиксированных образцах.

При проведении ИФМ антитела химически связываются с флюоресцентными
красителями, такими как флуоресцеин изотиоцианат (FITC) или тетраметил-родамин
изотиоцианат (TRITC). Существуют два способа проведения ИФМ: прямой и непрямой.



В первом случае само антитело против интересующего белка химически маркируется
флюоресцентным красителем. При непрямой ИФМ первичное антитело
не маркируется, а метку несет вторичное антииммуноглобулиновое антитело,
направленное против определенной части молекулы первичного антитела2, 3.
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Преимущества и недостатки прямой и непрямой
иммунофлюоресценции2
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Эволюция иммунопероксидазного метода: от пероксидазной
техники до новых перспектив



В 1968 году была предложена пероксидазная методика ИГХ, которая не только стала
первым способом окраски антителами парафиновых срезов, но и помогла преодолеть
некоторые ограничения ранее применявшихся флюоресцентных исследований.
С самого начала существовало беспокойство относительно недостаточной
воспроизводимости результатов ИПМ в отношении фиксированных формалином
и залитых в парафин препаратов, а также воспроизводимости результатов
как в пределах одной лаборатории в разные дни, так и в иных лабораториях. По мере
развития техник ИПМ их область применения в диагностических
и исследовательских целях расширяется. Многочисленные способы амплификации
значительно улучшили метод, позволив обнаружить множество антигенов,
выявление которых при фиксации или заливке в парафин ранее считалось
невозможным. С развитием технологий появляются новые панели маркеров,
обеспечивающие более глубокое понимание этиологии и патогенеза заболеваний4.

Различные варианты окрашивания при иммунопероксидазном методе2
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Место иммунофлюоресцентного и иммунопероксидазного методов
в диагностике гломерулопатий: что же лучше?



Современные методы ИФМ и ИПМ продолжают совершенствоваться, и каждый из них
обладает своими достоинствами и недостатками, предоставляя исследователям и
клиницистам обширный инструментарий, который значительно влияет на процесс
иммунодиагностики1.

ИПМ и ИФМ: основные преимущества и недостатки методов1
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ИФМ и ИПМ: о чем говорят результаты клинических
исследований?



В 2015 году были опубликованы результаты клинического исследования,
проведенного профессором Мохаммадом Джафари и его коллегами. Авторы
исследования пришли к выводу о том, что по сравнению с ИФМ ИПМ показывает
уступающий диагностический уровень: чувствительность ниже на 11,45%,
а специфичность меньше на 30,78%. Несмотря на то что ИПМ имеет более низкую
общую прогностическую ценность, чем ИФМ, его воспроизводимость позволяет ему
оставаться альтернативным или резервным способом исследования биопсийных
материалов почек, особенно в случаях, когда проведение ИФМ не дает значимых
результатов или недоступно5.

Образцы почечной биопсии, окрашенные IgG, IgM, C1q, IgA и C3c методами ИФМ и
ИПМ1
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Данные клинического исследования д.м.н. Йохана Молне и соавторов показали
совпадение заключений для этих методов лишь в 71% случаев
(282 из 398 наблюдений). Большинство расхождений (74 из 116) были
положительными по ИПМ, с мезангиальными отложениями IgM и C1q, которые
не были обнаружены методом ИФМ. Статистически значимых различий в результатах
между ИФМ и ИПМ для IgG, IgA и C3c не было (P > 0,2), однако для маркеров IgM, C1q
отмечалась значимая разница в их детекции (P < 0,001)1.

По данным другого клинического исследования, описанного Свасти Шубхамом и
соавторами, подтвердилось отсутствие различий в результатах
между ИФА и ИПМ для IgA, IgM и IgG. При этом статистически значимые различия
были обнаружены в результатах оценки белков комплемента, что несколько снижает
ценность ИПМ в диагностике комплемент-опосредованных заболеваний6.

Перспективы иммуногистохимического анализа нефробиоптата: о
чем стоит помнить клиницисту?



Метод ИФМ для изучения ткани почек остается «золотым стандартом»
нефробиопсии, обеспечивающим самую высокую чувствительность среди тканевых
исследований компонентов комплемента и иммуноглобулинов. Он обладает
множеством преимуществ и подтвердил свою ценность в выявлении расположения
известных антигенов в клетках или специфических последовательностей
ДНК в хромосомах. Благодаря сочетанию высокой чувствительности и мощного
разрешения при визуализации антигенов ИФМ остается одним из основных методов
исследования на протяжении многих лет, что объясняет необходимость
ее использования патологами. При этом продолжают развиваться новые методы с
применением амплификации, тем самым предоставляя исследователям
и клиницистам широкий арсенал инструментов для диагностики. Важно отметить,
что при выборе способа проведения исследования важную роль играет опыт
использования морфологом того или иного метода диагностики, что существенно
влияет на точность постановки диагноза.



Список сокращений

ИГХ — иммуногистохимическое исследование;
ИПМ — иммунопероксидазный метод;
ИФМ — иммунофлюоресцентная микроскопия;
СМ — световая микроскопия;
IgA — иммуноглобулин A;
IgM — иммуноглобулин М;
FITC (fluorescein isothiocyanate) — флуоресцеин изотиоцианат;
TRITC (tetramethylrhodamine isothiocyanate) — тетраметил-родамин
изотиоцианат;
РАР (peroxidase, anti-peroxidase) — пероксидазно-антипероксидазный метод;
LSAB (labeled streptavidin-biotin) — методика с меченным стрептавидин-биотином;
ABC (avidin-biotin-peroxidase complex) — авидин-биотиновая непрямая методика;
EnVisionTM — двухэтапный полимерный метод;



ЭМ — электронная микроскопия.
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