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Резюме. Воспроизводимость оценки иммуногисто-
химических маркеров является общеизвестной про-
блемой. Она приобретает особенную остроту при раз-
личной оценке иммуногистохимических показателей 
в связи с выбором терапии в зависимости от их ин-
терпретации. В этой связи цифровой анализ изобра-
жений позволяет стандартизировать оценку иммуно-
гистохимических маркеров и повысить межисследо-
вательскую и межлабораторную воспроизводимость. 
Стандартизация оценки индекса K67 необходима в 
клинической практике. Цель. Проанализировать вос-
производимость алгоритмов оценки индекса проли-
феративной активности Ki67 на основе программного 
обеспечения NuclearQuant (3D Histech) и QuPath. Ма-
териал и методы.100 инвазивных карцином молоч-
ной железы вне зависимости от статуса экспрессии 
HER2, ER, PR со степенью гистологической злока-
чественности G2-G3 подвергался стандартному мор-
фологическому исследованию, сканированию и циф-
ровому анализу индекса пролиферативной активно-
сти Ki67. Результаты. Мы продемонстрировали, что 
алгоритмы анализа индекса пролиферативной актив-
ности Ki67 с помощью разных программных продук-
тов QuPath и NuclearQuant (3D Histech) воспроизво-
димы между собой. Воспроизводимость между моду-
лями анализа программа была высокой (ICC 0,93), а 
скорость анализа достоверно выше у модуля QuPath. 
Выводы. Использование методов цифрового анализа 
изображений на основе свободно распространяемого 
программного обеспечения позволяет повысить вос-
производимость индекса пролиферативной активно-
сти Ki67.

Ключевые слова: Ki67, карцинома, рак, цифровой 
анализ, QuPath, молочная железа

Abstract. The reproducibility of assessing 
immunohistochemical markers is a well-known problem. 
Especially burning this problem becomes when assessing 
immunohistochemical biomarkers using different 
methods and interpreting the results in connection with 
the choice of therapy. Digital image analysis allows to 
standardize the assessment of immunohistochemical 
biomarkers and to increase inter-research and inter-
laboratory reproducibility. Standardization of the K67 
index is necessary for clinical practice. Objective. 
To analyze the reproducibility of the algorithms for 
evaluating the Ki67 index of proliferative activity based 
on NuclearQuant software (3D Histech) and QuPath. 
Material and methods. 100 invasive breast carcinomas, 
regardless of the expression status of HER2, ER, PR 
with the degree of histological malignancy G2-G3, 
were subjected to standard morphological examination, 
scanning and digital analysis of the proliferative activity 
(Ki67 index). Results. We have demonstrated that the 
algorithms for analyzing the index of Ki67 using different 
software applications, such as QuPath and NuclearQuant 
(3D Histech), were reproducible among themselves. 
The reproducibility between the analysis modules of the 
program was high (ICC 0.93), and the analysis speed was 
significantly higher for the QuPath module. Conclusion. 
The use of digital image analysis methods based on free 
software products allows increasing  the reproducibility 
of this biomarker.

Keywords: Ki67, carcinoma, cancer, digital image 
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Актуальность
Иммуногистохимический анализ, включающий в се-

бя определение статуса опухоли на рецепторы стероид-
ных гормонов, в частности эстрогена (ER), прогестеро-
на (PR), мембранного рецептора эпидермального фак-
тора роста (HER2) и индекса пролиферативной актив-
ности (ИПА) Ki67 должен проводиться для всех слу-
чаев инвазивной карциномы молочной железы. Этот 
тест обеспечивает прогностическую и предиктивную 
информацию и является наиболее важным биологиче-
ским маркером терапевтического ответа на гормональ-
ную и химиотерапию при раке молочной железы [1].

Оценка индекса пролиферативной активности Ki67 
является вариабельной между исследователями и ха-
рактеризуется низкой воспроизводимостью, что под-
тверждено в многочисленных исследованиях [2]. Метод 
цифрового анализа изображений позволяет улучшить 
воспроизводимость [3] и точность оценки индекса, что 
создает предпосылки для персонализации терапии. 

Основными ограничениями для широкого использо-
вания методов цифрового анализа изображений при-
нято считать их труднодоступность из-за дороговиз-
ны оборудования (сканеры гистологических препара-
тов и программное обеспечение) и высокую трудоза-
тратность, однако, в связи с бурным развитием техно-
логий, эти два мнения в настоящее время не выдер-
живают критики. Существуют так называемые сво-
бодно распространяемые модули для оценки морфо-
логических и иммуногистохимических параметров, 
в частности, индекса ядерной экспрессии в опухо-
лях, например, на платформе ImageJ (https://imagej.
nih.gov/ij), ImmunoRatio (http://jvsmicroscope.uta.fi/
immunoratio) или Cytomine (https://cytomine.coop) ко-
торые позволяют улучшить качество исследований и 
повысить воспроизводимость оценки количественных 
иммуногистохимических параметров в трансляцион-

ных исследованиях. Эти платформы ориентированы 
либо на традиционный захват снимков изображений 
и их анализ или загрузку файлов на облачный сервис 
с последующим анализом, однако с увеличением ко-
личества и доступности высокопроизводительных си-
стем сканирования гистологических препаратов раз-
мер анализируемых файлов и время на обработку уве-
личивается, что требует новые алгоритмы для анализа 
больших объемов данных [2]. 

В рутинной работе морфологические лаборатории 
зачастую пренебрегают возможностями современных 
технологий, полагая, что визуальная оценка индекса 
пролиферации является достаточной, но современные 
системы анализа изображений, в противоположность 
традиционным, позволяют с минимальными затрата-
ми на оборудование и временными потерями осущест-
влять высоковоспроизводимый анализ изображений. 

Целью исследования было выяснение воспроиз-
водимости между различными модулями расчета, для 
исследования нами было выбрано коммерческое про-
граммное обеспечение NuclearQuant от 3D Histech 
(https://www.3dhistech.com/nuclearquant_module) и сво-
бодно распространяемое программное обеспечение 
QuPath (https://qupath.github.io). Обе программы имеют 
возможность работы с отсканированными гистологи-
ческими препаратами и имеют модули для расчета им-
муногистохимических маркеров в выбранных зонах по 
локализациям экспрессии: ядро, мембрана и цитоплаз-
ма с возможностью учета интенсивности. 

Мы изучили воспроизводимость модулей анализа в 
оценке индекса пролиферативной активности Ki67 и 
скорость анализа в инвазивных карциномах молочной 
железы c помощью программного обеспечения QuPath 
и NuclearQuant для цифрового анализа изображений. 
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Материал и методы
Материал 100 инвазивных карцином молочной же-

лезы вне зависимости от статуса экспрессии HER2, 
ER, PR со степенью гистологической злокачественно-
сти G2-G3 подвергался стандартному морфологиче-
скому исследованию. 

Иммуногистохимическое исследование пролифера-
тивной активности Ki67 (клон MIB-1, Dako) проведе-
но при помощи автоматического стейнера BenchMark 
ULTRA (Ventana Medical Systems, США). Препараты 
были ретроспективно проанализированы нескольки-
ми экспертами патоморфологами для оценки индекса 
пролиферативной активности Ki67 (ИПА). 

 После этого гистологические стекла были отска-
нированы с помощью сканера Panoramic Flash II (3D 
Histech) и полученные цифровые копии микропрепа-
ратов проанализированы коммерческим программ-
ным обеспечением для цифрового анализа изображе-
ний QuantCell (3D Histech) при помощи модуля расче-
та NuclearQuant (NQ) в зонах опухоли, площадью не 
менее 2 мм2. Далее цифровые копии были загружены 
в QuPath и эти же зоны были проанализированы на 
модуле Positive Cell Detection (PCD). Также нами бы-
ло учтено время с момента запуска анализа размечен-
ных зон до получения результата, с учетом выполне-
ния расчетов на процессоре Intel i3-8100, его частоты 
3,6 ГГц и оперативной памяти DDR3,8 Гб . Морфоло-
гические параметры и критерии иммуногистохимиче-
ской оценки, заданные в модулях расчета, показаны в 
таблице 1. Остальные параметры модулей оставались 
стандартными, без изменений.

Таблица 1
Параметры модулей расчета

Table 1
Parameters of software modules
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Разметка зон опухоли на цифровой копии препарата 
с иммуногистохимическим окрашиванием Ki67 про-
изводилась независимым патоморфологом на площа-
ди не менее 2 мм2 (см. рис. 1) с помощью инструмен-
та для создания аннотаций, который доступен на обо-
их модулях PCD и NQ. 

Статистический анализ был выполнен с помощью 
программного обеспечения R studio, c применением 
Wilcoxon signed rank test, корреляции Spearman и вну-
триклассового коэффициента корреляции (ICC).

 

Рис. 1 Отсканированный микропрепарат инвазивной карциномы молочной железы с примером размеченной 
зоны для анализа индекса пролиферативной активности Ki67; 
А. Иммуногистохимическое окрашивание Ki67, ×2; B. Иммуногистохимическое окрашивание Ki67, ×10; C. Им-
муногистохимическое окрашивание Ki67, ×40; Зеленый квадрат обозначает площадь 2 мм2, красный квадрат 
обозначает площадь 0,128 мм2

Fig. 1 Example of scanned microscopic slide of invasive breast carcinoma with annotation for analysis of the Ki67 
index; 
A. Immunohistochemical staining Ki67, ×2; B. Immunohistochemical staining Ki67, ×10; C. Immunohistochemical 
staining Ki67, ×40; the green square is 2 mm2, the red square is 0.128 mm2 
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Результаты
При анализе данных ИПА модули PСD и NQ досто-

верно не отличались (p=0,1).
На рис. 2 показано, что модули анализа NQ и PCD 

значимо не различаются, хотя медианы распределе-
ния между патологом и цифровыми методами анали-
за не совпадают. 

Рис. 2 Распределение ИПА Ki67 между модулем ана-
лиза NQ (NuclearQuant), PCD (Positive Cell Detection) и 
патоморфологом 
Fig. 2 Ki67 distribution between NQ (NuclearQuant), PCD 
(Positive Cell Detection) analysis module and pathologist

Таблица 2
Результаты оценки воспроизводимости между 

модулями анализа Nuclear Quant (NQ), Positive Cell 
Detection(PCD) и патоморфологом

Table 2
Results of reproducibility assessment between the 
Nuclear Quant (NQ), Positive Cell Detection (PCD) 

analysis modules and the pathologist
Параметр ана-
лиза/Statistic 

parametrs
PCD/NQ

PCD/Патомор-
фолог/ PCD/
Pathologist

ICC 0,93 0,87
r, Spearman 0,91 0,94

Анализ данных модуля PCD и визуальной оценки 
патоморфолога достоверно показал отсутствие раз-
личий (p=0,5). Мы сравнили ICC модулей PCD/NQ 
— 0.93 CI 95%, [0.87; 0.96] и PСD/патоморфолог — 
0.87 CI 95%, [0.75; 0.92], что свидетельствует о высо-
кой степени воспроизводимости оценки индекса про-
лиферативной активности между модулями анали-
за и более низкий показатель (ICC 0,87, доверитель-
ный интервал 0,75), между морфологами и модулем 
анализа свидетельствует о том, что визуальная оценка 
применима, но недостаточно воспроизводима. 

Коэффициент корреляции Spearman 0.91, p<0,001 
для PCD/NQ , и 0.94, p<0,001 PСD /патоморфолог (та-
блица 2) подтверждает наши данные о наличии высо-
кой связи визуальной оценки врачей и цифровых ме-
тодик оценки индекса Ki67. 

Рис. 3 Время анализа для модулей PCD( Positive Cell 
Detection) и NQ (Nuclear Quant)
Fig. 3 Time of analysis for PCD (Positive Cell Detection) 
and NQ (Nuclear Quant)

Время, затраченное на анализ размеченных зон 
для всех случаев, отражено в рис. 3. В среднем мо-
дуль PCD затрачивал на анализ около минуты, а мо-
дуль NQ — около 3 минут, скорость анализа зависе-
ла от площади аннотации, клеточности опухоли и си-
стемных характеристик компьютера, на котором вы-
полнялись исследования. Разница в анализе на 1 слу-
чай между модулем PCD (Positive Cell Detection) и 
NQ (Nuclear Quant) отличается более чем в 3 раза, где 
PCD показывает лучшие результаты, выполняя анализ 
размеченных зон достоверно быстрей (p<0,001). 

Выводы
Высокое качество гистологической техники лабо-

ратории является залогом успешной работы врача-
морфолога. Невозможно оценивать сканы гистологи-
ческих препаратов с различными артефактами пре-
аналитического и аналитического этапов. Наруше-
ния или недостатки гистологической техники явля-
ются одним из главных препятствий для адекватного 
использований цифровых технологий в морфологии. 
Использование методов цифровой патологии, в част-
ности применение алгоритма анализа иммуногисто-
химических биомаркеров, является методом стандар-
тизации и уменьшения вариабельности количествен-
ной пролиферативной активности (индекса Ki67). 
Выбор зоны для подсчета может включать в себя как 
оценку всего препарата [4, 5], так и оценку зон инте-
реса. В случае использования методов автоматическо-
го анализа изображений выбор зоны интереса (хот-
спот или на весь препарат) не имеет значения [6]. Не-
давняя наша работа [7] показала, что неудовлетвори-
тельная степень воспроизводимости между патолога-
ми (исследовалась визуальная оценка) в случае анали-
за индекса пролиферативной активности Ki67 наблю-
дается в серой зоне от 10 до 35%. (ICC 0,47 )

Внедрение в клиническую практику методов ана-
лиза изображений, а не визуальной оценки, позволя-
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ет исследовать индекс пролиферативной активности 
Ki67 в рутине и проводить этот анализ на высоковос-
производимом уровне. Значения ИПА Ki67, получен-
ные с применением модулей расчета, использующих 
различные алгоритмы Positive CellDetection (QuPath) 
и NuclearQuant (3D Histech), показали достаточную 
связь между модулями, а значения индекса пролифе-

ративной активности были воспроизводимы с высо-
кими значениями ICC 0.93. Скорость анализа была 
достаточно быстрой при оценке обоими видами про-
граммного обеспечения, но достоверно быстрее в мо-
дуле QuPath, и мы считаем, что оба модуля могут слу-
жить инструментом для повышения воспроизводимо-
сти индекса пролиферативной активности Ki67.
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