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11 1~1:\IYIIOI IH.' П)XII/\IIIИ, 11.1111 111\IMYIIOПICTOXIIMИ'ICCI\ИИ'' •.111·1J1и · • 
• • • ... ' > - является 

, lt)IJt) .1 11111 \ 'С .' 1\,111,1 1\ 1 MCTOJLOI\I I ICt:JICJtOIH111 ИSI , 11римс1 IЯСМЫМ В патологической 

;111 ;1 t't) i\ l tt tt 11р11 ;tt 1а1 · 11осл I кс J tоброю1чсствс11нh1х и ~локачественных 
1 ttmtю6p;1 · ю11 ; 11111 ii, 1,·01 л~ 1 юсл11ювка лиаr ·но· за по гистологическим препарат " ам 
t11.' 111 1с ; tст;шш1L' t\.: >t во ·iмож1 юи 11 J1 и трсбустсн уточнение клинически важных 
,ю: 1L't,~ _1 1>1р111,1:х 11щ1,1м етров 011ухоли. 

Л:11111 а >1 1\ tстод11ю.1 основана на ВЫ5113ле1-1ии в анализируемом образце ткани 

6с.11 ков, спсцифич11ых для того или иного вида клеток, что позволяет отличать 

ол1111 ви ; t 011ухоли от другого , а также выявлят,> маркеры, отвечающие за 

лекарственную чувствительность опухолевой ткани. 

Термин «иммуногистохимия» образоrзан из трех составляющих, 

указывающих на три медико-биологические дисциплины, - иммунологию, 

гистоло 1 ·ию и химию, которые послужили основой для этого нового научного 

направления. Иммуногистохимия (ИГХ), или иммуноцитохимия (ИЦХ), - это 

область биологической и медицинской науки, теоретическое обоснование, 

разработка и практическое применение современных методов 

гистологического исследования и микроскопической диагностики, 

базирующихся на использоrза1-1ии реакции «антиген - антитело» для 

селективного выявления белков (и других молекул, обладающих 

антигенными свойствами) в гистологических срезах и цитологических 

препаратах. 

Понятия «иммуноrистохимия» и «иммуноцитохимия», по существу, должны 

считаться синонимами. Однако на практике нередко под 

u,кнуногистохил1ическшv1и подразумевают методы, используемые для 

011ределения искомых антигенов в тканевых срезах, тогда как реакции с 

антигенами, выявляемыми в цитологических препаратах, называют 

и.r,1.нуноzгитохи.м.ическими. Следует заметить, что принципиальных различий 

в теоретических основах и практическом применении этих методов нет. В 

лалы,ейшем в настоящей книге будет использоваться термин 

«нммуно1·истохимия» и только в тех случаях, когда это будет необходимо в 

соответствии с контекстом, - «иммуноцитохимия». 1 

Базовые 11011sпиs1 

В основе любой иммунологической реакции лежит взаимодействие антигена 

с а 11титслом , которое приводит к формированию комплекса «антиген-

а~ ПИЛ.:~Л О». 

Л1п111 ·ены - чужсроJ11-1ые вещества сложной органической природы, 

способ11ые при попадании в организм вызывать иммунные реакции. 

1 Теоретические основы и практическое применение методов иммуногистохимии, 
ру1шводство под ред Д.Э . Коржэвскоrо, 2014. Изд-е 2. 
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1 kl'1).'11,111L)ii у 1 1;11...· 1·01, :1111111 ·с11.1, L: 1штор1,1м булст сг:нr-зыгшп"ся а 11титело 
' Н : 1 !\.11~:ICl\..'}I Jllll l'PIIOi\l. 

Р,пл 1111;11(н 11 0.1 1111,IL' 11 11L'110 1 111ыс а11ти1 · с111,1. Полные а11тиrены _ ло белки , 
1ю.1111с ах:1р11 л ы, 11 у клеи1ювые кислоты, синтетические высокополимерные 

сосл 1111с11ш1 , ш1рус ы, паразиты , бактерии. Неполные антигены, или гаптены, 
1111 J ко i\ 10 .1 н::куш1р11ые соединения, которые сами по себе не могут вызывать 

11J\1 1\ 1 у 111юго ответа, однако, соединяясь с клетками и тканями организма, в 

коl\111лексе ста1ю1Зятся полными антигенами, способными вызывать 
~ ') 

иммунныи от13ет.-

Антитела - 1Зещества белкоJЗоЙ природы, которые образуются в организме в 

ответ на антигены и, специфически взаимодействуя с ними, уничтожают их, 

обсспечи1Зш1 гуморальный иммунитет. Антитела обладают специфичностью к 

а11тигена!\1, т.е. связываются только с тем антигеном, на который 

вырабатыпались. 

Антитела принадлежат к группе белков иммуноглобулинов - близкие по 

химическому строению и свойствам глобулярные белки, которые обладают 

способностью соединяться с антигенами. Антигены, попадая в организм, 

способствуют образованию антител. У человека и высших позвоночных 

известно 5 классов иммуноглобулинов (IgA, IgD, IgE, IgG и lgM). Молекулы 
иммуноrлобулиноrз (Ig) построены из легких и тяжелых полипептидных 
цепей, расположенных симметрично (L- и Н-цепи). Легкие и тяжелые цепи 

состоят из двух областей - вариабельной и постоянной. Вариабельные 

участки принимают участие в контакте с антигеном, это определяет 

специфичность антител. Антитела чувствительны к протеолитическим 

ферментам и распадаются на дrза идентичных FаЬ-фрагмента и один Fс

фрагмент. FаЬ-фрагменты сохраняют свою способность связываться с 

антигеном. Fс-фрагмент не способен связываться с антигеном, он определяет 

специфичность связывания молекулы Ig с клетками-эффекторами, несущими 
ш1 своей поrзерх,юсти рецепторы Fс-фрагмента; именно к этой части антитела 

можно 11рисоединить различные вещества; в частности для проведения 

иммуногистохимических реакций к данному фрагменту присоединяют 

биотин, флуорохромы или ферменты. 

Структурное разнообразие антител определяется последовательностью 

аминокислот в вариабельных областях тяжелых и легких цепей. Постоянные 

области иммуноглобулинов кодируются одним геном для каждого класса 

с111тител. И антитела, и а1пиге11ы могут быть поливалентными (т.е. иметь 

1 
• Имму1юп1стохим1,1ческие методы, руководство Geoгge L. Кншаr, Lars Rudbeck (Русское 

11 ·1да11ие под реда~щ11ей Г . А.Франка 11 П.Г.Малькова) Москва, 2011. 
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,,,, ткL1..· лн1 :- 1 1 ,к 1 · ко11 1..·т1 · 11,1п,11111н) 11 рс · 1 уJ 11,татс гюrпорс11ия · титопов и 8 
г,с 1у1 11 , 1 · , 11 L' 11 ,1.11111111>1 l\ fll(11 ·11 x · m11то11011. L которыми будут сrзязываться разные 
:111 111 l'L.1 1,1 . 

. \ 111·1,11\.'.11:1. кt1тор1 , 1L 11 с 1 юл 1 .. ,{у юто1 в имму11ологичсских методиках, получают 
11) 1·L' l\1 11ов г1..1р1 юй 1 ~мму 111лации рюлич11ых жиrютных ( чаще мышей, 
кг,с1 _; 111кт1. кр1,1с , oвeit , лошадей и лр.) определенным антигеном. После 
в1,1ра6отки а 11 титсл у иммунизироrзанного животного берут сыворотку крови 

11 оч111нают се от лругих сывороточных протеинов. 

llоск011ы{у большие моJ1екулы могут иметь несколько эпитопов, они 

стимулируют множество линий В-клеток, которые синтезируют несколько 

видов антител к раз11ым эпитопам одного и того же антигена. Получаемые 

антитела называют «поликлональными» , они являются смесью антител к 

различным ::титопам антигена. 

Мо1юкло11алы-1ые антитела представляют собой продукт одного клеточного 

клона плазматических клеток, таким образом все антитела являются 

11мму1-юлоrически идентичными и реагируют с одним эпитопом антигена, к 

которому они были получены. Получение моноклональных антител включает 

в себя следующие этапы: иммунизация животных; подготовка В-лимфоцитов 

селезенки к слиянию; слияние с клетками миеломы; отбор индуцирующих 

специфические антитела клонов; клонирование и наработка гибридомных 

клеток; получение культуральной жидкости или асцита, содержащих 

антитела; выделение антител. 

Важнейшим этапом любого иммуногистохимического метода является 

визуализация результатов реакции «антиген - антитело». Антитела обладают 

свойством прочно связываться с тканевыми антигенами, при этом не 

свюанные антитела можно удалить отмыванием срезов. Поскольку 

окрашенные продукты реакции являются нерастворимыми, они оседают в 

месте взаимодействия антител. Для выявления образовавшегося в процессе 

реакции комплекса «антиген - антитело», используют различные метки, 

сшпанные с Fс-фрагментом антител: ферменты, флуорохромы, биотин, 

мста1 1 л ы. 

В настоящее время u качестве окрашенных меток широко используются 
пероксилаза хрена и щеJJочная фосфатаза. Окисление пероксидазы хрена с 

,юмощыо 3-диаминобензидина тетрахлорида придает продуктам реакции 

корич11евую окраску, в то время как щелочная фосфатаза после 

взаимолействия с различными субстратами (AS-MX фосфат, 5-бром-4-хлоро-
3-и11 ;юксил фосфат и др.) формирует нерастворимые продукты, которые в 
·{ а В11симости от используемого красителя можно окрасить в синий (прочный 

синий В[3) и1 111 красный (11рочный красный TR) цвет. 
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l lt'.'l() () 111,1 1\1 () () рн н11\t ( 1су 111ссл1J 1~1сто1 вшу ал и1ацин псрооr~ачально 11 е видимых 
11,:JltCВl,I:'\ 11 KJ1 CТ() 1 l1tl,t X :lllTИl 'CIIOB С ПОМОЩl.,Ю иммуrюгистохимической 

\1 l' l'(),' l l t 1, 1 t . 

1 k гor11'JCCl~.НI CЩJ.-lВIOI 

В 1941 , ·олу ам ериканский иммунолог Альберт Куне впервые решил 

11с11 ш 11,Jоват1, антитеJ 1а в лаборатории, чтобы «распознавать» с помощью них 
бел ки бактерий, В 1984 году биохимик из Аргентины Сезар Мильштейн 
11 ш 1 у ч11л Нобелевскую премию за то, что создал гибрид опухолевой клетки 

с л имфоцитом , которая могла синтезировать моноклональные антитела, 

! /осле ·лого началось производство моноклональных антител для 
;~иапюстических и лечебных целей. 

В 1994 г. С. Тэйлор применил иммуногистохимический анализ, чтобы 

проверить 20 ООО опухолей, и обнаружил, что диагнозы в половине случаев 
был и ошибочными. Иммуногистохимия зарекомендовала себя как 

эффективный метод диагностики. 

Заначи ИГХ 

• Отнести злокачественную опухоль к тому или иному типу. 

• Выяснить, в каких генах опухолевых клеток произошли мутации, какие 

бешш способствуют прогрессированию рака. 

• Выявить первичную опухоль и ее метастазы, 

• Определить, произошла ли злокачественная трансформация клеток. 

• Определить прогноз для пациента. 

• Разобраться, поможет ли в данном случае таргетная терапия. 

• Определить, чувствительны ли опухолевые клетки к химиотерапии, 

лучевой терапии. 

От.1шчю1 гистолоп1чес1~оrо и иммуноrистохимическоrо исследований 

В рщ1с случаеl3 11роведения обычного гистологического исследования биопсии 

бывает недостаточно, что объясняется следующей причиной опухоль имеет 

крайне 11ес11ецифичное микроскопическое строение, которое не позволяет 

поставить око11чательr1ый диагноз. 3 

/ !опрпнср, диаL,1-103 практически всех л и..мфо,1\1 и лейкозов (более 70 видов!) 
сmовится пос;1е ИГХ исследования, а в части случаев дополнительно 

требуетсн ,нолекуляр110-ге11етическое исследование; в свою очередь, за 

'-, 11столо,} Z1 1 1ес:ю1А1 диаг11озол1 «мелкокруглоклеточная опухоль» может 

Сl(рываться до 13 различ1-1ых злокачественных опухолей, ка:ждая из которых 

J Руководспю по 1-1:-,н,1у1юп1стохи11,н1чrской диагностике опухолей. Петров С.В. Райхлин 
Н 'Г. IСтза111.,, 20Щ. С1р12 . 
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/11/ 1 .. '11 1 ( ·, ,1 )/1 11/ )( ), '1/() / 11 111 / )( '1'1_ \ '1 '/1 / /11 (()/1111/( )_ \ '(}_ l/1,JI(), '{) пла110 х ll/'v/ U(}JIYЧ C!(IO,_'o .1U! 'te11uя 

l · , )1111 , ·111 1,1·1 1111,111 111 ·1111 )( )0.11. c11ocniJJ1Ы.11 ппмо 'flJ Щ7а 1 1у r1 r)urjн/н.1pe:1щupoвш-tuu 
11110/1 , 'f J\ ·11111,1 011_ \ : ,·о lt ' /.1, }/(Cf}il' IIIL'>I f /f :\· lfCCJf(!()(}(Ш/IU(! . 

1·:,1,11:---1 ()t)p~I !Oi\1. tli\li\l )' IIOl ' IICTOXИMHЯ поз воляет точно ука1ать нозологию 

( ll ;1 i t1t)в11 : t11l1cл,) 011ухо1 1и , что чрс ·.шычай1ю nюкно для проnсдсния адекватного 
.IL'lIc11m1. ~1 т:.1кжс - JtJl}I прогноз ирования ра1вития заболенания. Например , 

IIL't-:tнopыc ра1 1юв11д1юсл-1 рака молочной желез ь1 (тубулярный, фиброматоз
I ю; ttнS 111,11i) 11с требуют иного лече11ия. кроме хирургического. 

Срок11 BЫIIOJIIICIIИSI игх ИССЛС}lОВПIIИИ 

l3 соответствии с п .24 Приказа No l 79н от 24.03.2016 r. Минздрава России, срок 
Bl,IIIOJ IIJCHИЯ И} ·х ИССJ IСДОIШIIИЯ 11 : 

• с 11спш11,:юванисм до 5 маркеров включителыю - не более 7 рабочих 
) lllCЙ, 

• с 1к11ш11,зовш1исм более 5 маркеров - не более 15 рабочих дней. 

Мснщ 11ровсдс1111s1 11мму1юп1стох11мии 

)tм1 того Lпобы вы1ю1 111и ·1ъ Иl\1му1юп-1 стохимический анализ, нужно получить 

011ухо1 1свую ткш11.,, то ссп) 11роuссти биопсию. В качестве материала можно 

1 
11 .24 Прик,пJ N~l 7911 от 24.03 .2016 г . Минздрава России о правилах проведения 

11а I ОJЮ Г0-а11ато/\1 l·l'lt:Cl<IIX l ·\ССЛсдова11ий 
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11~·111\.ll,it\l\;\1 I, l'IШ1l11II, Л(,11111, IIOJIY1ll'lllll)lii IIO вnсмя Тj)СГ/'111-'"()ИОП ~. .. .. ., ,, " сии, (1Jрагмс11т 
11,:11 IL'II 11 .111 : l:t )"l' r lL' .1 11,1 н ор1 · .. 111 , у; 1шrс1111 r,1и во В/)СМЯ оrrсра,,ии Об 

с ..,_ · rа1сц ткани 
ф11Kl'ttp )' IO 1 ( 1101\Юllll)IO фopMШll,)lCl ' И)lil (ИIIOl '/ ltl ИC//OJJE,3y1o·r · M'···ra•.·J ...., гол, аl(ето11 
11 '111) 111l' ф11кс.11 ·0111,1 - т, о · mв11снт от то,-о, какой антиr ·ен нужно выявить 
11 11l' ; 11 · 11руст J111 011 с теми или и1-11,1ми фиксаторами) и 11огружают в парафи;,_ 
1 \ , 1р;1ф11, 111·ia1 t11я I юмоr ·аст ·1ако11серuировать ткан,,, сохrанить ее структуру 
11 :1 ,' l.1 1 I ITCJI 1,1 ЮС Bj1l'I\HI. 

J,1п.: 1\1 ткшr1,, 1юмсщс111rую в парафи11 , 11с:1рс ·~шот с помощью специального 
1111стру мс1rл1 - микротома - 11а СJЮИ тоJ111tи1-1ой 3- 5 мкм. Эти тонкие срезы 
1101\/Cl/l<:llOT 11а CTCKJIO, покрытое, спеuиш1ыrым клеем. 

1 lскоторыс обра·щы с.11ишком чувстuительны к реагентам, которые 

11римсшrют во время вышеописашюй процедуры. Их нельзя помещать 

в 11арафин. Тnкнс тка11и замораживают жидким азотом. Этим 
~1-' 11,тсрr1атиrтым методом пользуются редко, только в случае необходимости, 

так как у 'Заморозки ес·1ъ некоторые недостатки: она делает изображение под 

мнкроскопом не таким четким, требует специальных условий хранения 

образ!lОВ. Фиксацию ткани в таких случаях проводят уже после нанесения 
Шl стекло и размораживания, ацетоном или формальдегидом. 

ПocJie того как срезы нанесены на стекло, из них нужно удалить весь 
11арафин, иначе аtIТитела не прореагируют с антигеном. Эта процедура 

rш'.3ывается депарафинизацией. Ее проводят с помощью ксилола. Затем 

в1,1110J111яют еще 11екоторые подготовительные процедуры, чтобы антитела 

мо1 ·.11и успешно прореагировать с нужными антигенами, и, наконец, проводят 

1rспосредственно иммуногистохимический анализ. Обработанную 

антителами тка1-11> рассматривают под микроскопом, чтобы проверить, 

окрасиласr, ли она. 5 

Тсстирошншс ра1,а моло'lной железы. 

Вс;~ущсс место срс;tи онкологических заболеваний у женщин принадлежит 

раку молочной железы (РМ)К). Проблема особенно актуальна всвязи с 

ростом 'Jаболсваемости (более I млн новых случаев ежегодно) и все еще 

высокой смертностью от этой формы рака, который прогрессирует на фоне 

111,пкой эффсктишюсти проводимой терапии. Для того, чтобы оценить 

11ропю·i :ш60J1свашн1 и 1юдобра·1ъ адекватную терапию, внастоящее время 

уже нс,цостtiточ,ю рути11ноrо гистологического исследования препаратов, 

окрншс11111,1х 1 ·сматоксили1юми::юзи1юм. Потенциал злокачественности 

011ухоJ1и во м1101 ·ом опредсю1стся имму1юфенотипом ее клеток и экспрессией 

'Имм у 110111t:1 o x111\111•1ccк1-1t> 1\1стuш,1. руконодстоо Geo1·gc L. Кш11аг, Lars RLtdbeck (Русское 
11 ·111:11111~ 11011 r~ .1 1а1< 11и~1, Г.Л . Фрш1ка 11 Г/.Г . Малькова) Москва, 2011. 

в 



i\ lt).' IL' K)' ; I, 1,<.нор1,1с (IIOCOGlll , I · 1..111 у t:к:п1, МСХс:11/И ' Щ/,I кшIцеро1-е1-1с1а И 

L:IIOL't)()c пюв:11ъ 11ро1 ,рсссирова111110 опухоли . Оли11 из видов таргстной 

IL'p:1111111 0L:1юв1,1н:1с1 ·01 11:1 блокирова111,111 в к 1 1стках РМ)К рецептора 

)1111 ; tL' p:-. 1 ш 11,1101 ,0 фактор: ~ р()ста 2-го типа - l l [ l{-2/пet1. Сверхэкспрессия 
(~1\111 . 111ф111, :..11t11}1) 1 ·сш11 \1 ·: Н .. -2 /пеL1 в клетках РМ)К во многом определяет 
11ро 111tн · 1 ;1 601 1ева11ш1. I1ыяш1ение сверхэкс11рессии этих рецепторов 8 
t)I I: '\о.1сш,1х кл етю:1х поз волило разработать и внедрить методы селективного 
11 :111 тщ1гелюго tзО'JJ~ействия на опухоль . В настоящее время используют два 
ос110в11ых к11асса таргет11ых препаратов: МКЛ Т, которые получили 

11с.111 6ш1ы11ее рас 11ространение (герцегпин , трастузумаб), иингибиторы 

молекул тирозинкиназы (гсфитиниб, га-патиниб) . Под воздействием 
1 ·срuе11ти11а уменьшается пролифсративная активность опухолевых клеток и 

1ювы111ается их чувствительность к нитостатикам и факторам апоптоза, а 

н:11 1ичи е ПОJ lТВержленного НЕR-2/пеll-положительного статуса PM)I{ является 
показанием к применению этого препарата.6 

Онсш~а результатов 

В xo;tc про13едснного исследования выявляется тип онкогенных клеток и их 
кол ич ество, что в дальнейшем способствует составлению точного прогноза. 

В11и .мание обращают на показатель Ki-67. Именно этот маркер показывает 

степень злокачественности процесса. Если его процентное содержание более 

85%, то это указывает на запущенный онкологический процесс с наличием 
метастазов. Чем выше процент онкогенности, тем неблагоприятнее прогноз. 

ИГХ 1юзволяет достаточно надежно идентифицировать мелкие очаги 

!\1икрои1-шазии и метастазы . Например, антитела к цитокератинам широкого 

с11ектра легко 13ыявляют небольшие группы или единичные раковые клетки в 

л имфоузлах. 7 

! lссмотря на высокую точность полученных результатов, диагноз ставится на 
ос1юва11ии комплексного обследования. 

Вывод 

Любой метод имеет свои возможности и ограничения, ИГХ в этом плане не 

иск11ючснис . К труд11остям, специфическим для опухолевого роста 

от110с51тся: коэкспрессия маркерных белко13, что дает «смешанный 

с '311:..l'1e1111e имму11 огистохи1\11111 дл я таргепюй терапии 11 прогнозирования в онкологии Л.Е . 
Г) р~u11ч . И.А . Кюанцева , Н.А . Кuрса1<она , М.А. Бобров ГБУЗМО Московский областной 
11 <1) ч1ю-11сследоrнпел ьский 1<11111н111ес1<11й институт им. М .Ф. Владимирского (МОНИКИ), 
2012. №·27 стр 28. 
' ( · п особ 110L: 1ъ oп yxoj 1L:uыx 1<л еток к с11ецифической дифференцировке как основа для 

11,1 му 1111 г истuх11мн 1 1L:скоf1 д11апюсп1ки опухолей человека Н.Т. Райхлин, С.В.Петров , 2014 
9 



lli\ti\i~ , 1 l,фc,ю1 · 1111 » С111у хш111 ; 11изк11й уровень 1кспрессии (или его снижение) 

:--.,: 1111,L'P'''''x 6сJ 11<ов 11р11 11ро1 ·рсссии 1101юобр,лова11ия; отсутствие для многих 
i\lЯl - к<нк;111 н 1 , 1 :х 011ухш1сй специфических маркеров; смешанный клеточный 
(OCTJl1 . Вне завис11i\10сти от тру дн остей метода, ряд преимуществ в выборе 

i\lстола И\ 'Х rзышс: точность дифференцироки типа опухоли, определение 

i\tC 1 ·~1стюuв и опрсдсJ 1с11ис эффективности препаратов. 

10 
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Рс11с1 пиs1 

1111 рсфср;~ 1' IIO Olll(OJ IOl ' ИИ 

()рл 1111:.11t)р~1 J kв 1 1с11ко 1 ~ .Л . 11а тему: « РоЛ1) иммуногистохимии в 

i\10p (j1t1 .1 1t1п ,, 1ccкoil J.lиa1 · 11ol:п1 кс 1локачсстве11 ных новообразований». 

В :1:1 1111011 работе р:1скрыты н а иболее важ11ыс аспекты, касающиеся 

11pL'll i\ l )'! ll~cт11a выбора метода имму1югистохимии. Понятие преимуществ и 

трул 1 юст~i,i , а так же пршзильная организация процесса проведения данного 

:'\~ стола диа~ ·,юстики 13 значительной степени влияют на качество и 

дифференцироIЗку ди агноза , поэтому данный доклад является актуальным. В 

реферате приnедсна информация необходимая для понимания выбора 

1"1стода, его преиму 11.1,сст 1За перед другими, рассмотрены базовые понятия 

темы и примеры научных и практических исследований и правила 

проведен ия иммуногистохимии. Выводы, сформулированные на основе 

анаш1За материала, обоснованы. Работа выполнена без орфографических 

ошибок и в соответствие с требованиями - по структуре и оформлению. 
)) . Оценка« 1и~ 

1{ ом мента р :~ за мс•,а II ия: ~ 

Дата: tf. f f, f ~ . 
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