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Анотація: імуногістохімія (ІГХ) за останні 50 років зробила колосальний ривок у розвитку. Вона стала 
рутинним, а в значній кількості випадків обов’язковим, методом діагностики у медицині, а також є найціннішим 
і вельми інформативним методом наукових досліджень. Сьогодні ІГХ часто потребує просто виявлення того 
чи іншого маркеру виявляється недостатнім, необхідним стає ще й градація його експресії. Мета роботи – 
презентувати методи об’єктивного визначення результатів ІГХ-реакцій для оцінки їх відмінності у групах 
об’єктів, що порівнюються. Матеріали – пошук першоджерел літератури був виконаний за інформаційними 
системами Scopus, Medline, PubMed Central, Google Secular. Для оцінки відносної частки масиву клітин, 
які експресують певний маркер, ми використовували протокол Crowe AR, Yue W. (2019) з вільно доступним 
програмним забезпечення ImageJ для проведення деконволюції та низхідного аналізу. Це дозволло з високим 
рівнем відтворюваності визначити питомий рівень мембранної та/або цитоплазматичної експресії низки 
маркерів у регенераційних невромах у щурів. Але, недоліком цього способу була вкрай обмежена можливість 
визначення інтенсивність експресії маркерів, які досліджуються. Для порівняння безпосередньої оцінки 
інтенсивності експресії ІГХ-реакції в різних об’єктах був запропонований спосіб визначення питомої щільності 
забарвлення, що виникає при проведенні ІГХ-реакції за умов стандартизації параметрів її проведення. Для 
цього на цифровому зображенні гістологічного препарату проводимо визначення оптичної щільності обраних 
об’єктів з використанням програми Imag J (Wayne Rasband (NIH), USA). Визначено перелік умов для проведення 
ІГХ-дослідження, які стандартизують його і дозволяють порівнювати результати у різних групах. 1. Товщина 
зрізів повинна бути максимально стандартизована. Це досягається за рахунок якісного ущільнення матеріалу 
в парафін та використання високоякісного мікротому. 2. Проведення ІГХ-реакції для послідуючого порівняння 
результатів повинно проводитися з одним і тим же антитілом (з одної отриманої порції). 3. Умови проведення 
ІГХ-реакції повинні бути стандартизовані за часом інкубації та температурою. Ми досягали цього шляхом 
одночасної обробки зрізів декількох експериментальних груп інкубацією з первинними та вторинними 
антитілами у термостаті при 24оС (температура у лабораторії була 20-22оС) протягом 10-20 хвилин, або при 
температурі 4оС у холодильнику протягом 16-24 годин. Другий варіант показав кращі результати. 4. Перед 
постановкою ІГХ-реакції доцільно провести титрування первинного антитіла і визначити його розведення, 
яка буде визначати оптимальну інтенсивність забарвлення (перш за вона не повинна бути надмірною). 
5.  Мікрофото препаратів повинно здійснюватися при стандартизованому освітленні, експозиції та роздільній 
здатності цифрової камери. Автоматичний режим фото неприпустимий. Висновок: імуногістохімія 
та цифрові технології внесли колосальний вклад у розвиток медицини та біології. Їх поєднання за останні 
30  років дали безпрецедентний за значимістю інструмент для дослідників. Але він вимагає дотримання низки 
технологічних умов, які є необхідними для отримання достовірних та відтворюваємих результатів.

Ключові слова: імуногістохімія, кількісна оцінка результатів ІГХ, кольорова деконволюція, оптична щіль-
ність, цифрові технології, Imag J.

Вступ
Імуногістохімія (ІГХ) за останні 50 років зробила 

колосальний ривок у розвитку. Вона стала рутинним, 
а в значній кількості випадків обов’язковим, методом 

діагностики у медицині [1], а також є найціннішим і 
вельми інформативним методом наукових досліджень. 

На початку, да часто й сьогодні, ІГХ використо-
вується для визначення присутності певного антигену 
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в клітинах чи тканині. Відповідно оцінка результатів 
у такому випадку визначатися як його наявність/від-
сутність. Тобто імуногістоїімічно виявляється маркер 
того чи іншого явища. Наприклад, походження ме-
тастазів пухлини епітеліальної природи у мозок ви-
значається за експресією цитокератинів. Але сьогодні 
просто виявлення того чи іншого маркеру часто вияв-
ляється недостатнім, необхідним стає ще й градація 
рівня його експресії. 

Слід зазначити, що для оцінки експресії маркера 
клітиною враховується не тільки кількість (інтенсив-
ність забарвлення) продуктів ІГХ-реакції, а і якісні 
параметри, такій як їх локалізація у клітині – мем
бранна, цитоплазматична, ядерна. 

Мета
Презентувати методи об’єктивного визначення 

результатів ІГХ-реакцій для оцінки їх відмінності у 
групах об’єктів, що порівнюються

Матеріали та методи
Пошук першоджерел літератури був виконаний за 

інформаційними системами Scopus, Medline, PubMed 
Central, Google Secular.

Огляд і обговорення
Найпростіший спосіб оцінки виразності експре-

сії антигену при ІГХ – це візуальний напівкількісний. 
Загальноприйнятим при цьому є визначення експресії 
як: відсутня (0), низька (1+), помірна (2+) та висока 
(3+). Отримані данні при необхідності можуть підда-
ватися статистичній обробці. Досвідчений фахівець 
може проводити таку оцінку з високим рівнем точнос-
ті та відтворення. 

Досить розповсюдженим способом при ІГХ дослі-
дженнях є підрахунок мічених клітин, мічених ядер, а 
також їх відносного представництва серед клітин, які 
вивчаються. Типовим прикладом цього є визначення 
мітотичного індексу за експресією Ki67.

В окремих випадках оцінка експресії маркера 
може носити складний характер, з оцінкою розпов-
сюдженості експресії серед масиву клітин. Найбільш 
яскравим прикладом є визначення HER2/neu статусу 
при раку грудей заснована на ІГХ дослідженні [2]. Ре-
зультати градуюються в такий спосіб: 0 – відсутність 
фарбування, або 1+ – негативний результат, слабке 
фарбування мембрани у невеликому відсотку клітин 
пухлини; 2+ – проміжний результат, що потребує до-
даткового дослідження; 3+ – позитивний результат, 
інтенсивне та повне фарбування мембрани, часто 
фарбування цитоплазми у значній частині клітин пух-
лини (10% і більше). 

Але візуальна оцінка все ж таки несе у собі об’єк-
тивні та суб’єктивні помилки, а її точність та від-
творюваність не може задовольнити дослідницькі 
потреби. Для цього можна було б використовувати 
цитоспектрофотометри, які були розроблені для кіль-

кісної оцінки гістохімічних реакцій [3]. Натомість, 
розвиток комп’ютерних технологій та цифрових зо-
бражень відкрили можливості значно підвищити 
якість кількісної оцінки ІГХ-реакцій. 

За останні 5 років у PMC понад представле-
но 90  тисяч статей присвячених методам кількісної 
оцінки імуногістохімічних реакцій (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/pmc – immunohistochemistry quantification 
methods). У дослідницьких роботах використовується 
колосальна кількість різноманітних підходів, методів, 
використаних апаратних та математичних методів. В 
основу практично всіх з них покладено оцінку аналізу 
цифрових зображень [4]. 

Для вирішення питання порівняння результатів 
ІГХ-реакцій в тканинах матеріалу отриманому від 
тварин різних експериментальних груп ми для себе 
найбільш зручними визначили техніки пов’язані з 
використанням програмного забезпечення ImageJ 
(Wayne Rasband, NIH, USA). 

Для оцінки відносної частки масиву клітин, які 
експресували певний маркер ми використовували 
протокол Crowe AR, Yue W. [5] з вільно доступним 
програмним забезпечення ImageJ для проведення де-
конволюції та низхідного аналізу. Це дозволило з ви-
соким рівнем відтворюваності визначити питомий рі-
вень мембранної та цитоплазматичної експресії низки 
маркерів у регенераційних невромах у щурів (Рис. 1). 
Але, недоліком цього способу була вкрай обмежена 
можливість визначення інтенсивність експресії мар-
керів, які досліджуються.

Для порівняння безпосередньої оцінки інтен-
сивності експресії ІГХ-реакції в різних об’єктах був 
запропонований спосіб оцінки питомої щільності за-
барвлення, що виникає при проведенні ІГХ-реакції 
за умов стандартизації параметрів її проведення [6]. 
Для цього на цифровому зображенні гістологічного 
препарату проводимо визначення оптичної щільності 
обраних об’єктів. Для цього використовуємо програ-
му Imag J (Wayne Rasband NIH, USA) за наступним 
алгоритмом:

1.	У головному меню Imag J обираємо пункт File і 
у підменю вибираємо пункт Оpen, вибираємо і 
завантажуємо файл цифрової фотографії  – від-
кривається вікно з зображенням (Рис. 2а, Рис. 3. 
Послідовність зображень: зліва направо, зверху 
униз.).

2.	У головному меню ImagJ вибираємо пункт 
Image, потім послідовно Type та 8 bit  – зобра-
ження трансформується у 8-бітне (Рис. 2б, 
Рис. 3).

3.	У головному меню ImagJ вибираємо пункт 
Analyze та послідовно: Calibrate → Function→ 
Pixel inverter→ (Рис. 2в) Ok→ з’являється вікно 
яке закриваємо.
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Рис. 1. Оцінка шляхом деконволюції та низхідного аналізу питомої щільності в невромі клітин, що виявляють 
мембранну експресію CD44 (зліва) та цитоплазматичну GFAP (з права). Верхні фото – похідні цифрові 

зображення, ІГХ (DAB), гематоксилін, х400; другій рядок – зображення після деконволюції зі забарвленням 
DAB та гематоксилін; третій рядок – червоним позначені клітини з високою експресією маркерів шляхом 

підбору порогу (Threshold – четвертий рядок).
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Рис. 2. Приклад визначення оптичної щільності результатів ІГХ-реакції з цитоплазматичною експресією 
антигену. Мікрофото нейронів головного мозку, реакція з антитілами проти актину, DAB та гематоксилін, 

х1000. Дивись опис у тексті – зліва направо, зверху униз.
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Рис. 3. Приклад визначення оптичної щільності результатів ІГХ-реакції з експресією антигену в нейропілі 
кори великих півкуль. Мікрофото кори головного мозку, реакція з антитілами проти синаптофізину,                          

DAB та гематоксилін, х400. Дивись опис у тексті вище.

4.	У головному меню ImagJ вибираємо пункт 
Analyze та послідовно: → Set measurements → 
відмічаємо віконця (mean gray value, Area, min 
and ma gray value) → Ok (Рис. 2г).

5.	У головному меню ImagJ вибираємо піктограму 
що зображує неправильну фігуру зі згладжени-
ми кутами (Рис. 2д), четверта піктограма зліва).

6.	Курсором виділяємо на зображенні ділян-
ку, оптичну щільність якої будемо визначати 
(Рис. 2е, Рис. 3) і натискаємо клавішу «М/Ь» – 
з’являється вікно з результатами вимірювання 
(Рис. 2є, Рис. 3). 

На одній мікрофотографії можна вибрати декіль-
ка ділянок для оцінки. Результати будуть додаватися у 
таблицю. При необхідності можна отримати середні 
значення отриманих цифрових даних, для чого у го-
ловному меню ImagJ вибираємо пункт Results і потім 
Summarize. У таблиці з’являються рядки зі середніми 
значеннями. Результати вимірювання представляють 
оптичну щільність зображення у діапазоні від 0 до 
255, де 0 представляє самий світлий відтінок, а 255  – 
самий темний, що пропорційне кількості хромогену 

та, відповідно, кількості антигену. Дані з таблиці ре-
зультатів ImagJ можуть бути збережені у файл або пе-
ренесені у Excel для подальшої обробки.

Отже, обробка цифрових зображень при порів-
нянні результатів ІГХ-реакцій є досить простою та 
легко відтворюваною. На практиці основні складності 
виникають зі стандартизацією умов проведення реак-
цій та відтворюваності їх результатів. Аналізуючи хід 
власних досліджень [7; 8] та досвід інших дослідни-
ків [9,10, та інші] ми склали перелік умов для про-
ведення ІГХ-дослідження, які стандартизують його і 
дозволяють порівнювати результати у різних групах. 

1.	Товщина зрізів повинна бути максимально 
стандартизована. Це досягається за рахунок 
якісного ущільнення матеріалу в парафін та ви-
користання високоякісного мікротому.

2.	Проведення ІГХ-реакції для послідуючого по-
рівняння результатів повинно проводитися з 
одним і тим же антитілом, з достатньою кіль
кістю розчину для одночасної обробки всіх зрі-
зів матеріалу груп, що будуть порівнюватися 
(з  одної отриманої порції).
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3.	Умови проведення ІГХ-реакції повинні бути 
стандартизовані за часом та температурою ін-
кубації. Ми досягали цього шляхом одночасної 
обробки зрізів декількох експериментальних 
груп інкубацією з первинними та вторинними 
антитілами у термостаті при 24оС (температура 
у лабораторії була 20-22оС) протягом 10-20  хви-
лин, або при температурі 4оС у холодильнику 
протягом 16-24 годин. Другий варіант показав 
кращі результати.

4.	Перед постановкою ІГХ-реакції доцільно про-
вести титрування первинного антитіла і ви-
значити його розведення, яка буде визначати 
оптимальну інтенсивність забарвлення (перш 
за вона не повинна бути надмірною).

5.	Мікрофото препаратів повинно здійснюватися 
при стандартизованому освітленні, експозиції 
та роздільній здатності цифрової камери. Авто-
матичний режим фото неприпустимий. 

Висновок
Імуногістохімія та цифрові технології внесли ко-

лосальний вклад у розвиток медицини та біології за 

останні 30 років. Їх поєднання дали безпрецедентний 
за значимістю інструмент для дослідників. Але він 
вимагає дотримання низки технологічних умов, які є 
необхідними для отримання достовірних та відтворю-
ваємих результатів.
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Abstract: Immunohistochemistry (IHC) has made a huge leap in development over the past 50 years. It has 
become a routine, and in a significant number of cases, a mandatory diagnostic method in medicine, and is also 
the most valuable and highly informative method of scientific research. Today, IHC often requires simply detecting 
a particular marker, which is insufficient; gradation of its expression also becomes necessary. The purpose of the 
work is to present methods for objectively determining the results of IHC reactions to assess their differences in 
groups of objects being compared. Materials – the search for primary sources of literature was performed using the 
information systems Scopus, Medline, PubMed Central, Google Secular. To assess the relative proportion of the cell 
array expressing a certain marker, we used the Crowe AR, Yue W. (2019) protocol with the freely available ImageJ 
software for deconvolution and downstream analysis. This allowed us to determine with a high level of reproducibility 
the specific level of membrane and/or cytoplasmic expression of a number of markers in regenerative neuromas in rats. 
However, the disadvantage of this method was the extremely limited ability to determine the intensity of expression 
of the markers under study. To compare the direct assessment of the intensity of expression of the IGH reaction in 
different objects, a method was proposed for determining the specific density of staining that occurs when performing 
the IGH reaction under the conditions of standardization of its parameters. To do this, we determine the optical 
density of selected objects on a digital image of a histological preparation using the Imag J program (Wayne Rasband 
NIH, USA). A list of conditions for conducting an IGH study has been determined, which standardize it and allow 
comparing the results in different groups. 1. The thickness of the sections should be standardized as much as possible. 
This is achieved by high-quality compaction of the material in paraffin and the use of a high-quality microtome. 2. The 
IGH reaction for subsequent comparison of results should be carried out with the same antibody (from one portion 
obtained). 3. The conditions for the IGH reaction should be standardized in terms of incubation time and temperature. 
We achieved this by simultaneously processing sections of several experimental groups by incubation with primary 
and secondary antibodies in a thermostat at 24°C (the temperature in the laboratory was 20-22°C) for 10-20 minutes, 
or at 4°C in a refrigerator for 16-24 hours. The second option showed better results. 4. Before performing the IGH 
reaction, it is advisable to titrate the primary antibody and determine its dilution, which will determine the optimal 
color intensity (first of all, it should not be excessive). 5.  Microphotographs of preparations should be carried out 
under standardized lighting, exposure and resolution of the digital camera. Automatic photo mode is unacceptable. 
Conclusion: Immunohistochemistry and digital technologies have made a tremendous contribution to the development 
of medicine and biology. Their combination over the past 30  years has provided an unprecedentedly valuable tool for 
researchers. However, it requires compliance with a number of technological conditions that are necessary to obtain 
reliable and reproducible results.

Key words: color deconvolution, digital technology, quantitative evaluation of IHC results, ImagJ, 
immunohistochemistry, optical density.
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