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Резюме. Цифровой анализ изображений — перспек-
тивное направление для изучения патоморфологиче-
ской оценки некроза и жизнеспособных опухолевых 
клеток на основе программных алгоритмов? и рас-
сматривается как метод повышения воспроизводимо-
сти и стандартизации доклинических и клинических 
исследований. Цель. Изучить возможности алгорит-
мов цифрового метода анализа изображений в пато-
морфологической оценке зоны некроза и жизнеспо-
собной опухоли в экспериментальном режиме криоде-
струкции на фоне введения цисплатина. Материал и 
методы. На 12 лабораторных мышах трансгенной ли-
нии FBV/ N, c трансплантированной внутримышечно 
HER2-положительной карциномой молочной железы в 
зоне опухоли выполнялась пункционная криодеструк-
ции в одноцикловом режиме с последующим введени-
ем через двое суток в центр крионекроза цисплатина. 
Через два месяца опухоль подвергалась патоморфоло-
гическому исследованию с применением программно-
го обеспечения HistoPattern Analysis (3DHistech) для 
цифрового количественного анализа, а также визуаль-
ного метода анализа микропрепаратов по категориям 
зона некроза и зона жизнеспособной опухоли. Визу-
альная оценка выполнялась двумя независимыми ис-
следователями-патоморфологами. Результаты. При 
количественной оценке материала доля жизнеспособ-
ной опухолевой ткани в срезе составила от 25,35 до 
49,6%, доля некротизированной опухолевой ткани от 
50,4 до 74,65% по данным цифрового анализа изобра-
жений. При анализе данных, полученных от исследо-
вателя 1 и исследователя 2, по данным световой ми-
кроскопии разброс количественной оценки ЖОК со-
ставил от 10 до 65%, а доля некротизированной тка-
ни от 35 до 90%. Внутриклассовый коэффициент кор-

Abstract. Digital image analysis is a promising way 
for studying pathological response such as necrosis and 
viable tumor cells based on software algorithms and is 
considered as a method for increasing reproducibility and 
standardizing research. Purpose. The aim is considered 
the capabilities of the digital image analysis for the 
pathological quantification of the necrosis and viable 
tumor areas in experimental cryodestruction with cisplatin. 
Material and methods. Puncture cryodestruction was 
performed on 12 laboratory mice of the transgenic FBV 
/ N line, transplanted with intramuscular HER2-positive 
breast carcinoma. Two months later, the tumor was 
subjected to pathological report using the HistoPattern 
Analysis software (3DHistech), as well as a visual method 
for evaluation of necrosis, the viable tumor cells by two 
researchers. Results. In the quantitative assessment of the 
material, the proportion of viable tumor tissue in the section 
was from 25.35 to 49.6%, the proportion of necrotic tumor 
tissue from 50.4 to 74.65% according to digital image 
analysis. The data obtained from the researcher 1 and the 
researcher 2 showed the proportion of viable tumor tissue 
ranged from 10 to 65%, and the proportion of necrotic 
tissue ranged from 35 to 90%. The intraclass correlation 
coefficient (ICC) between researchers is 0.59 CI (-1; 0.92) 
for necrosis, ICC 0.98 CI (0.41; 0.99) for viable tumor 
tissue. Conclusion. The obtained results indicate the 
possibility of quantitative analysis of H&E slides of the 
pathology response to therapy using software algorithms, 
which is important for low reproducible quantitative 
parameters. These algorithms can be used both to train 
researchers and to independent control the pathology 
response to therapy during research.
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реляции (ICC) между исследователями равен 0,59 CI 
(-1;0,92) при изучении процента некроза, ICC 0,98 CI 
(0,41;0,99) при изучении результатов оценки ЖОК. За-
ключение. Полученные результаты свидетельству-
ют о применимости алгоритма количественного ана-
лиза морфологических критериев ответа опухоли на 
терапию на гистологических препаратах с окраской 
гематоксилин-эозин. Это возможно с помощью сег-
ментационного самообучаемого алгоритма программ-
ного обеспечения, что актуально для низковоспроиз-
водимых количественных показателей. Данные алго-
ритмы можно использовать как для тренировки иссле-
дователей, так и для метода контроля ответа опухоли 
на терапию при проведении исследований. 

Ключевые слова: рак молочной железы, эксперимен-
тальные опухоли, криохирургия, криоаблация, криоте-
рапия, химиотерапия, комбинированная химиотерапия
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Актуальность
Воспроизводимость in vivo исследований на экспе-

риментальных животных, в частности мышах как мо-
дельных организмах, зависит от многих факторов, 
включая экспериментальный дизайн, методы и анализ 
полученных данных. Макроскопическое и микроско-
пическое исследование органов и тканей часто явля-
ются конечными точками исследований. 

Морфологический регресс опухоли на фоне лече-
ния является критерием эффективности терапии [1]. 
Существующие схемы оценки ответа на терапию в 
солидных опухолях связаны с описательными ха-
рактеристиками, такими как дистрофия, апоптоз, не-
кроз, полиморфизм опухолевых клеток, митотиче-
ская активность, выраженность фиброза и гиалино-
за в опухолевой ткани, а также иммунной инфильтра-
ции опухоли [2]. Эти морфологические биомаркеры не 
имеют общепринятой количественной характеристики 
для солидных опухолей, выступая качественными или 

полуколичественными критериями в ряде шкал мор-
фологического регресса или просто описательно вы-
носится в микроскопическое заключение. Это затруд-
няет соответствие с конечными точками в исследова-
нии, например, как общая выживаемость, выживае-
мость до прогрессирования [3]. 

Цифровой анализ изображений является методом ав-
томатизации и стандартизации процесса оценки мор-
фологических параметров [4]. Анализ цифровых ко-
пий гистологических препаратов, окрашенных гема-
токсилином и эозином, возможен с помощью неболь-
шого числа коммерческих и свободно распространя-
емых программных продуктов. Рассматриваются воз-
можности и подходы для использования алгоритмов 
сегментации изображения по определенным класте-
рам, например, как некроз или жизнеспособные опу-
холевые клетки [5]. 

Кроме того, для оценки степени морфологическо-
го ответа опухоли на терапию имеет значение и тип 
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воздействия на опухоль. Сочетание разных методов 
воздействия, включая лучевую, системную химиоте-
рапию, иммунотерапию в комбинации с локальными 
методами воздействия индуцирует каскад изменений 
в опухолевых и нормальных клетках разных по кине-
тике морфологических проявлений [6]. На сегодняш-
ний день отсутствуют стандартизированные подходы 
к оценке морфологического ответа опухоли на локаль-
ные воздействия, в частности криодеструкции с отсро-
ченной инъекцией химиотерапевтического препарата.

Мы изучили алгоритмы использования цифрового 
метода анализа изображений для оценки количествен-
ных морфологических показателей жизнеспособных 
опухолевых клеток и некроза в зоне трансплантиро-
ванной HER2 положительной опухоли молочной же-
лезы на фоне криодеструкции и локального введения 
цисплатина, используя методику одноциклового крио-
деструктивного воздействия. 

Материал и методы исследования
Подготовка экспериментальной модели
Экспериментальная часть включала опыты на 12 

мышах трансгенной линии FBV/N, несущих онкоген 
рецептора эпидермального фактора роста HER2. В те-
чение эксперимента все животные находились в стан-
дартных условиях, получали стандартный комбиниро-
ванный корм и питьевую воду. Все экспериментальные 
исследования проводились в соответствии с правила-
ми, принятыми Европейской конвенцией по защите 
позвоночных животных, используемых для экспери-
ментальных и иных научных целей [7], под контролем 
этического комитета ФГБУ НМИЦ онкологии им. Н.Н. 
Петрова Минздрава РФ.

Почти у 100% самок мышей линии FBV/N развива-
ются спонтанные HER2-положительные опухоли мо-
лочных желёз [8]. Для проведения эксперимента спон-
танная HER2-положительная опухоль молочной желе-
зы, развившаяся у мыши-самки линии FBV/N, была 
трансплантирована самцам этой линии посредством 
внутримышечной инокуляции 20%-ной измельчен-
ной взвеси опухоли в изотоническом растворе натрия 
хлорида. Трансплантацию осуществляли в бедренную 
мышцу правой задней конечности, криовоздействие 
на опухоль производили на 30 день после ее транс-
плантации. 

Методика криодеструкции и введения цисплатина
12 животным выполняли пункционную чрескожную 

криодеструкцию опухоли правой тазовой конечно-
сти с использованием криозондов диаметром 1, 5 мм с 
охлаждением жидким азотом. В одноцикловом воздей-
ствии температура криозонда составляла 110-120°C на 
протяжении 3 минут. Отогрев происходил за счет пас-
сивного согревания в течение 7-10 минут после пре-
кращения охлаждения. Через двое суток в центр крио-
некроза правой лапки иглой 32G инъецировали от 1, 5 
до 1, 8 мл 0,1% раствора цисплатина в зависимости от 
массы животного. 

Методика патоморфологического исследования
Спустя 2 месяца мышей выводили из эксперимента, 

опухоли резецировали и помещали в 10% раствор ней-
трального формалина на 24 часа, затем препарирова-
ли и материал маркировали. После предварительной 
препаровки с отделением кожи и кости, материал был 
проведен в процессоре Leica TP 1021, залит в парафи-
новые блоки, затем изготовлены стандартные тонкие 
срезы, которые окрашивались гематоксилином и эози-
ном в гистостейнере Leica Autostainer XL. Далее гисто-
логические препараты были отсканированы с помо-
щью сканера гистологических препаратов Panoramic 
III (Венгрия, 3D Histech) и получены цифровые изо-
бражения. Полученные препараты были оценены дву-
мя исследователями-онкопатоморфологами 1 и 2 неза-
висимо друг от друга, визуально с помощью светового 
микроскопа Olympus BX46.

Помимо рутинного исследования материала при 
помощи световой микроскопии, мы применили ме-
тод цифрового анализа изображений (Digital image 
analysis, DIA). Метод заключается в том, чтобы коли-
чественно оценить гистологические паттерны при по-
мощи нейросетевого анализа, с выделением класте-
ров на цифровой копии гистологического препарата. 
Цифровой анализ изображений проведен с помощью 
программного обеспечения 3D Histech QuantCenter 
(Венгрия, 3D Histech), с использованием модуля 
HistoPattern Analysis. Мы обучили модуль, введя в об-
учение два кластера: некротизированной и жизнеспо-
собной опухоли, а затем вычислили пропорциональ-
ные доли этих компонентов в целом срезе в процент-
ном соотношении. 

Рисунок 1. Пример алгоритма кластеризации для об-
учения и количественного анализа морфологических 
параметров: опухоль, некроз, соединительная ткань, 
лейкоциты оцифрованного гистологического микро-
препарата карциномы молочной железы, окрашенно-
го гематоксилином и эозином. 
Figure 1. An example clustering algorithm for learning 
and quantitative analysis of morphological parameters: 
tumor, necrosis, connective tissue, leukocytes. Scan 
of histological slide of breast carcinoma stained with 
hematoxylin and eosin. 
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Этот сегментационный алгоритм представлен на ри-
сунке 1, каждый кластер имеет возможность обуче-
ние до 10 паттернов на слайде. Независимый иссле-
дователь проводит обучение программы посредством 
выделения паттернов на препарате до 200-400 мкм2. 
Участки нормальных тканей (мышцы, соединительная 
ткань, жировая ткань), лимфолейкоцитарная инфиль-
трация, попавшие в срез, не учитывались при расчете, 
но были введены в обучающий алгоритм. 

Статистический анализ
Статистический анализ был выполнен с помо-

щью программного обеспечения R studio, c приме-
нением внутриклассового коэффициента корреляции 
(Intraclass Correlation, ICC), который использовался 
для выявления связи между методами оценки, где ко-
эффициент, стремящийся к 1, показывает высокую со-
гласованность между исследователями [9]. 

Результаты исследования

 
Рисунок 2. Зона опухолевого роста и некроза через 2 
месяца после изолированной одноцикловой криоде-
струкции опухоли конечности на фоне введения ци-
сплатина. Обозначены: жизнеспособная опухоль голу-
бого цвета, зона некроза красного цвета. Обучение и 
анализ произведены с помощью модуля HistoPattern 
Analysis.
Figure 2. The zone of tumor growth and necrosis after 
2 months single-cycle cryodestruction of a limb breast 
carcinoma and injection of cisplatin. Marked: viable 
tumor of blue color, the zone of necrosis of the red 
color. Training and analysis was performed using the 
HistoPattern Analysis module.

В образцах подвергшихся криодеструкции опухо-
ли в одноцикловом режиме с введением цисплатина 
наблюдался некроз опухолевой ткани разной степе-
ни выраженности от слабо до выраженного некроза 
(рис. 2). При количественной оценке материала доля 
жизнеспособной опухолевой ткани в срезе состави-
ла от 25,35 до 49,6%, доля некротизированной опухо-
левой ткани от 50,4 до 74,65% по данным DIA (рис. 
3). При анализе данных, полученных от исследовате-
ля 1 и исследователя 2, по данным световой микро-

скопии разброс количественной оценки ЖОК соста-
вил от 10 до 65%, а доля некротизированной ткани от 
35 до 90%. ICC между исследователями равен 0,59 CI 
(-1;0,92) при изучении процента некроза, ICC 0,98 CI 
(0,41;0,99) при сравнении результатов оценки ЖОК. 

Рисунок 3. Характеристика процента некроза в группе 
с одноцикловым криодеструктивным воздействием 
на фоне введения цисплатина. Обозначения: А1 — ис-
следователь 1, Б2 — исследователь 2; ЖОК — жизне-
способные опухолевые клетки; DIA — цифровой ана-
лиз изображений, с помощью модуля HistoPattern 
Analysis.
Figure 3. Characterization of the percentage of necrosis 
in the group with a single-cyclecryodestruction of a limb 
breast carcinoma and injection of cisplatin. Legend: A1 — 
Researcher 1, B2 — Researcher 2; ЖОК — viable tumor 
cells; DIA — digital image analysis using the HistoPattern 
Analysis module.

Также на границе жизнеспособной опухоли и некро-
тических масс имелось небольшое количество клеток, 
находящихся в состоянии глубокой дистрофии: умень-
шение размеров клетки, уплотнение и вздутие мем-
браны, кариопикноз, кариорексис, конденсация и мар-
гинация хроматина (рис. 4).

Обсуждение и выводы 
Повреждающее действие криодеструкции и химио-

терапевтического препарата направлено в одну точку: 
на углубление и ускорение механизмов апоптоза как 
главного фактора последующего некроза опухоли. К 
аналогичному выводу пришли и другие исследовате-
ли [10, 11]. Исследования на клеточных линиях аде-
нокарциномы простаты показали, что криогенное раз-
рушение проницаемости мембран клеток и органелл 
приводит к беспрепятственному проникновению ци-
тотоксических препаратов в клетки и митохондрии 
[12, 13]. При этом важно, что для потенцирования эф-
фекта каждое последующее воздействие на опухоле-
вые клетки должно происходить прежде, чем в них за-
вершатся репаративные процессы, вызванные преды-
дущим воздействием [14] .

Количественная оценка некроза и клеточности опу-
холи являются важными прогностическими фактора-
ми в различных локализациях солидных опухолей, а 
также в оценке эффективности химиотерапии и имму-
нотерапии. Патологи с высокой степенью воспроизво-
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димостью могут определить наличие или отсутствие 
опухоли (полный патоморфологический регресс), а 
также некроза в изучаемых препаратах. Но при коли-
чественной характеристике морфологических и имму-
ногистохимических параметров солидных опухолей 
ряд исследований [15] показал, что существуют про-
межуточные количественные значения изучаемых по-
казателей, являющиеся низковоспроизводимыми. Ко-
личественная оценка как морфологических, так и им-
муногистохимических параметров субъективна и мо-
жет изменяться в зависимости от лаборатории и иссле-
дователя [16]. 

A 

Б 
Рисунок 4. Зона опухолевого роста и некроза. Опухоль 
и некроз по краю инвазивного фронта (А) и тотальный 
некроз (Б). Окраска H&E, ×100. 
Figure 4. Zone of tumor growth and necrosis. Tumor and 
necrosis along the edge of the invasive front (A) and total 
necrosis (B). Stain H & E, ×100.

Одноцикловое криодеструктивное воздействие по-
казало разнонаправленные, низковоспроизводимые 
результаты оценки между исследователями. Цифровой 
анализ изображений на гистологических препаратах с 
окраской гематоксилин-эозин с сегментационным ал-
горитмом обучения позволяет получить стандартизи-
рованные количественные данные, с учетом индиви-
дуальных особенностей окраски и процессинга опера-
ционного материала. 

Полученные нами данные свидетельствуют, что ко-
личественная оценка жизнеспособных опухолевых 
клеток и зоны некроза меняются в зависимости от ис-
следователя, что может привести к расхождению дан-
ных и невоспроизводимым выводам по отношению к 
экспериментальным методикам воздействия на опу-
холь. Мы считаем, что метод цифрового анализа изо-
бражений выступает методом объективизации морфо-
логического ответа опухоли на терапию. 
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