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Аннотация
Изучение тканевого микроокружения (ТМО) представляет собой важную и актуальную задачу для разви-
тия персонализированных подходов в практической медицине, а также для фундаментального понимания 
механизмов развития патологических процессов. Качественный анализ ТМО требует применения техно-
логий, реализующих одновременную детекцию множества молекулярных маркеров на срезе с сохранением 
пространственного контекста. Современные методы пространственного профилирования включают под-
ходы на основе макро- и микродиссекций для секвенирования, технологии пространственного баркодирова-
ния, оптическую визуализацию и масс-спектрометрию. Каждое из перечисленных направлений обладает 
уникальными особенностями с точки зрения оптического разрешения, мультиплексности и мишеней для 
проводимого анализа, что позволяет исследовать функциональную архитектуру ТМО на тканевом, кле-
точном и молекулярном уровнях in situ, включая транскриптомные и протеомные характеристики. Муль-
типлексная иммунофлуоресценция (мИФ) – один из методов оптической визуализации, обладающий рядом 
преимуществ, а именно высокой чувствительностью, сохранением структурно-биологических параме-
тров тканевой организации и возможностью точного фенотипирования клеток в контексте их простран-
ственного расположения (гистоархитектоники). В данном обзоре рассматриваются ключевые принципы 
и области применения современных методов пространственного анализа в исследовании функциональ-
ной морфологии тканевого микроокружения, а также подробно обсуждаются преимущества, ограничения 
и аналитические подходы для обработки данных мИФ. Особое внимание уделено методам сегментации, 
клеточного фенотипирования и пространственной статистики (Ripley’s K, анализ ближайших соседей, 
графовые модели). Разбираются современные вычислительные инструменты и тенденции в применении 
искусственного интеллекта для анализа пространственных биомедицинских данных. Совокупность дан-
ных подходов открывает перспективные возможности для системной многопараметрической характери-
стики ТМО с открытием неизвестных фундаментальных закономерностей организации живой материи 
на тканевом, клеточном и молекулярном уровнях, являющихся базисом для разработки трансляционных 
маркеров нового поколения, повышения информативности диагностических и прогностических алгорит-
мов, а также эффективности терапевтических мероприятий в персонализированной медицине.
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Abstract
The tissue microenvironment (TME) research is an important and relevant task for the development of personalized 
approaches in practical medicine, as well as for a fundamental understanding of the mechanisms of pathological 
processes. An accurate TME analysis requires the implementation of technologies that enable the simultaneous 
detection of multiple molecular markers on a section while preserving the spatial context. Modern spatial 
profiling methods include approaches based on macro- and microdissections for sequencing, spatial barcoding 
technologies, optical imaging, and mass spectrometry. Each of these approaches has unique features in terms 
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Введение
Тканевое микроокружение (ТМО) представляет 

собой динамичную, пространственно организо-
ванную систему, включающую клетки различных 
типов, внеклеточный матрикс и сигнальные моле-
кулы. Пространственная организация ТМО опре-
деляет многие физиологические и патологические 
процессы, включая канцерогенез, воспаление и 
регенерацию тканей [15, 19]. Клиническая зна-
чимость ландшафта ТМО особенно возрастает 
в области иммуноонкологии: расположение им-
мунных клеток относительно опухоли, плотность 
различных субпопуляций и их взаимное влияние 
могут определять ответ на терапию, прогноз и 
выживаемость пациента.

Традиционные методы гистохимической и им-
муногистохимической (ИГХ) визуализации широ-
ко используются для морфологической оценки и 
выявления отдельных маркеров, но все же обла-
дают ограничениями, связанными со сложностью 
реализации высокоплексных протоколов окраши-
вания и их дальнейшей интерпретацией. Моно-
плексный характер проводимых и хорошо заре-
комендовавших себя гистохимических и иммуно-
гистохимических протоколов в практике тради-
ционного морфологического анализа не позволя-
ет учитывать в рамках одного микропрепарата 
сложный характер имеющихся взаимосвязей как 
клеточных популяций, так и структур внеклеточ-
ного матрикса друг с другом. 

Применение методов многомерной морфоло-
гии для исследования клеточного (иммунного, не 
иммунного, стромального) ландшафта и внекле-
точного матрикса с использованием биоинфор-
мационного анализа и технологий искусственного 
интеллекта, открывает уникальные возможности 

для расширения окна интерпретации полученных 
результатов исследования, с учетом раскрытия 
характера взаимодействия структурных компо-
нентов многопараметрический системы тканево-
го микроокружения.

Использование мультиплексных гистохими-
ческих и иммуногистохимических технологий 
искусственного интеллекта при биоинформаци-
онном анализе больших данных результатов од-
новременной детекции множества (до 10 и более) 
молекулярных, клеточных и тканевых мишеней 
на гистологическом образце обладает существен-
ными информационными преимуществами для 
оценки функциональной морфологии тканевого 
микроокружения по сравнению с классически-
ми моноплексными подходами. Технологии од-
новременной детекции множества молекулярных 
мишеней в пределах одного и того же гистоло-
гического среза, с последующими этапами про-
странственного фенотипирования и цифрового 
профилирования создают условия для регистра-
ции уникальных характеристик иммунного и 
стромального ландшафтов, открытия механизмов 
ремоделирования внеклеточного матрикса и роли 
межклеточных коопераций при реализации мор-
фогенеза как в норме, так и при патологии.

В настоящее время можно выделить четыре ос-
новных класса методов исследования ТМО (рис. 1):
1.	 Методы на основе диссекции (например, ла-

зерная микродиссекция – [10, 14]), позволя-
ющие изолировать отдельные регионы ткани 
для дальнейшего секвенирования.

2.	 Технологии пространственного баркодирова-
ния, которые обеспечивают реализацию про-
странственного транскриптомного анализа 
[42, 45].

of optical resolution, multiplexing, and targets for analysis, allowing the functional architecture of the TME to be 
studied at the tissue, cellular, and molecular levels in situ, including transcriptomic and proteomic characteristics. 
Multiplex immunofluorescence (mIF) is one of the optical imaging methods which has a number of advantages, 
namely high sensitivity, preservation of the structural and biological parameters of tissue organization, and the 
ability to accurately phenotype cells in the context of their spatial location (histarchitectonics). 
This review examines the key principles and areas of application of modern spatial analysis methods in the study 
of the TME functional morphology, and discusses in detail the advantages, limitations, and analytical approaches 
for processing mIF data. Particular attention is brought to segmentation methods, cell phenotyping, and spatial 
statistics (Ripley's K, nearest neighbor analysis, graph models). Modern computational tools and trends in the 
application of artificial intelligence for the analysis of spatial biomedical data are considered. The combination of 
these approaches opens up promising opportunities for the systematic multiparametric characterization of TME 
with the discovery of unknown fundamental patterns of living matter organization at the tissue, cellular, and 
molecular levels, which are the basis for the development of a new generation of translational markers, improving 
the informativeness of diagnostic and prognostic algorithms, as well as the effectiveness of therapeutic measures 
in personalized medicine.

Keywords: 
tissue microenvironment, omics technologies, multidimensional morphology, multiplex immunofluorescence, 
spatial phenotyping, profiling and mapping, spatial proteomics, immunofluorescence image analysis, artificial 
intelligence.
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3.	 Методы визуализации, охватывающие 
спектр подходов от t-CyCIF (tissue-based 
cyclic immunofluorescence; тканевая цикли-
ческая иммунофлуоресценция) [25] до гипер-
плексной иммунофлуоресценции [18], сохра-
няют гистотопографический контекст даже 
при высокой мультиплексности. 

4.	 Масс-спектрометрические методы визуа-
лизации, такие как масс-цитометрическая 
визуализация [16] и MALDI (Matrix Assisted 
Laser Desorption/Ionization; матрично-акти-
вированная лазерная десорбция/ионизация) 
[44], объединяющие молекулярную точность 
масс-спектрометрии с пространственным 
разрешением молекулярных, клеточных и 
тканевых мишеней.

Мультиплексная иммунофлуоресценция (mIF) 
занимает особое место как технология, обеспе-
чивающая оптимальный баланс между чувстви-
тельностью, пространственным разрешением и 
совместимостью с клиническими образцами [40, 
49]. Современные системы автоматизированного 
окрашивания и спектрального разделения кана-
лов позволяют одновременно детектировать де-
сятки белковых маркеров в одном срезе ткани 
[20, 50].

Дальнейшее развитие этих методов, наряду с 
применением вычислительных подходов искус-
ственного интеллекта для анализа изображений, 
формирует новую парадигму пространственной 

биологии, где ткань рассматривается как самоор-
ганизованная экосистема, а патогенез – как нару-
шение её пространственной архитектуры. 
Классификация методов исследования тка-
невого микроокружения
Методы на основе диссекции

Исторически первыми подходами для молеку-
лярного анализа тканей стали методы, основан-
ные на физическом выделении интересующих 
областей. Они обеспечивают исчерпывающую 
молекулярную характеристику, однако приводят 
к усреднению данных по всем выделенным попу-
ляциям клеток, что является их основным огра-
ничением. К таким методам относится макродис-
секция и мультирегиональное секвенирование, 
которое включает забор нескольких биопсийных 
образцов из разных участков ткани (рисунок 
1А). Последующий омиксный анализ, например, 
экзомное секвенирование, предоставляет усред-
ненную молекулярную картину для каждого ре-
гиона. Это позволяет оценить межрегиональную 
гетерогенность и выявить разветвленную эволю-
ционную структуру ткани, в частности, опухоле-
вой ткани, при которой большинство соматиче-
ских мутаций (63-69%) могут не обнаруживаться 
в каждом отдельном образце [15]. Было показа-
но, что профили экспрессии генов, связанные с 
благоприятным или неблагоприятным прогнозом, 
могут одновременно присутствовать в разных ре-
гионах одной и той же опухоли [15]. Более преци-

Рис. 1. Методы исследования тканевого микроокружения с учетом пространственных характеристик изучаемых объектов. 
A – методы макро- и микродиссекции для секвенирования.
Б – пространственная транскриптомика на основе баркодирования подложки
В – оптические методы визуализации молекул (РНК, белков).
Г – масс-спектрометрия
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зионной технологией является микродиссекция 
с лазерным захватом (ЛЗМ), позволяющая точно 
выделить интересующие участки ткани, клеточ-
ные кластеры или даже отдельные клетки [10]. 
Полученный материал используется для высоко-
производительного геномного, транскриптомного 
или протеомного анализа [10, 14]. Таким образом, 
ЛЗМ решает проблему клеточной гетерогенности 
образца, хотя и сопряжен с риском деградации 
РНК в процессе выделения, особенно в тканях с 
высокой активностью эндогенных рибонуклеаз [4].

Пространственная транскриптомика
Технология пространственного баркодиро-

вания чипов привнесла существенный вклад в 
транскриптомику, позволив связать экспрессию 
генов с ее фактической локализацией на срезе 
(рисунок 1Б). Существует ряд коммерчески реа-
лизованных решений: Visium, Slide-seq, Stereo-
seq, в основе которых используют подложки с 
участками фиксированного диаметра. Нанесен-
ные праймеры, комплементарные поли-А хвосту 
мРНК, также содержат уникальные молекуляр-
ные метки, называемые баркодами. Именно бар-
коды осуществляют связь экспрессии с ее про-
странственной локализацией [42]. Срез ткани 
(данные технологии в подавляющем большинстве 
экспериментов требуют криосрезы) помещается 
на чип, клеточные мембраны пермеабилизируют-
ся, и мРНК гибридизуются с баркодированными 
зондами. Последующее секвенирование позволя-
ет картировать экспрессию генов обратно на ги-
стологическое изображение среза [42]. Технология 
обеспечивает анализ всего транскриптома, одна-
ко разрешение ограничено размером локальной 
области анализа (около 55 мкм для Visium), что 
не позволяет достичь разрешения уровня отдель-
ных клеток [31, 42]. Последующие усовершен-
ствования значительно повысили разрешение и 
чувствительность захвата мРНК, приблизив ее к 
эффективности методов одноклеточного секве-
нирования РНК [46]. 
Методы на основе оптической визуализации 

Обширная категория методов на основе опти-
ческой визуализации объединяет подходы, в кото-
рых отдельные молекулы (РНК или протеины) ви-
зуализируются непосредственно в срезе ткани с 
помощью микроскопии (рисунок 1В). Эти методы 
обеспечивают высокое, вплоть до субклеточного, 
разрешение, но, в отличие от методов баркоди-
рования, как правило, являются таргетными, то 
есть требуют предварительного выбора целевых 
молекул интереса для проводимого анализа. Муль-
типлексная иммунофлуоресценция (мИФ) позво-

ляет одновременно визуализировать десятки бел-
ков в одном образце. Это достигается с помощью 
циклических подходов, таких как t-CyCIF, где 
многократно повторяются циклы окрашивания 
антителами, визуализации и последующего хими-
ческого обесцвечивания флуорофоров, что позво-
ляет создавать 60-плексные изображения на ру-
тинных парафиновых срезах [25]. Другой метод, 
активно применяющийся в иммунофлуоресцент-
ных протоколах – тирамидная амплификация 
сигнала (ТАС), использует реакцию, катализируе-
мую пероксидазой хрена (HRP), для ковалентного 
осаждения флуорофоров вблизи целевого белка, 
что значительно усиливает сигнал [52]. Для визуа-
лизации РНК используется флуоресцентная гибри-
дизация in situ (FISH) и ее высокомультиплексные 
варианты, такие как MERFISH (Multiplexed Error-
Robust Fluorescence in situ Hybridization; мульти-
плексная флуоресцентная гибридизация in situ 
с высокой устойчивостью к ошибкам) и seqFISH 
(sequential Fluorescence In Situ Hybridization; по-
следовательная флуоресцентная гибридизация in 
situ), позволяющие одновременно детектировать 
и картировать сотни и даже тысячи различных 
молекул РНК в отдельных клетках с субклеточным 
разрешением [6, 13]. Интегрированные платфор-
мы, такие как GeoMx Digital Spatial Profiler, ком-
бинируют визуализацию с высокомультиплекс-
ным анализом. Исследователь на основе иммуно-
флуоресцентного изображения выбирает области 
интереса (regions of interest, ROI), которые затем 
освещаются УФ-светом для высвобождения бар-
кодирующих олигонуклеотидов с РНК или белко-
вых зондов для последующего цифрового подсче-
та и анализа [30].
Масс-спектрометрические методы визуализации

Передовые масс-спектрометрические мето-
ды визуализации сочетают специфичность ан-
тител с чувствительностью и мультиплексно-
стью масс-спектрометрии. В этих технологиях 
в качестве меток используются не флуорофоры, 
а стабильные изотопы тяжелых металлов, что 
исключает проблему спектрального перекрыва-
ния сигналов и автофлуоресценции ткани. При-
мером является масс-цитометрия (Imaging Mass 
Cytometry, IMC), где срез ткани окрашивается 
набором из десятков антител, конъюгированных 
с уникальными изотопами металлов. Затем лазер-
ный пучок сканирует образец с разрешением око-
ло 1 мкм, приводя к лазерной абляции матери-
ала. Образующееся облако ионов анализируется 
TOF-масс-спектрометром, что позволяет одновре-
менно создавать изображения распределения 40 и 
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более маркеров с разрешением на уровне отдель-
ных клеток [5, 16]. Схожий метод, мультиплекс-
ная ионно-лучевая визуализация (Multiplexed Ion 
Beam Imaging, MIBI), использует для ионизации 
первичный ионный пучок, что позволяет дости-
гать еще более высокого пространственного раз-
решения, вплоть до субклеточного [1]. Новейший 
подход, DVP (Deep Visual Proteomics; глубокая 
визуальная протеомика), объединяет аналити-
ку изображений, осуществляемую искусствен-
ным интеллектом, автоматизированную лазер-
ную микродиссекцию и ультрачувствительную 
масс-спектрометрию для глубокого протеомного 
профилирования (тысячи белков) клеточных по-
пуляций, выбранных непосредственно в ткани 
[33]. Этот метод позволяет связать протеомные 
данные с комплексными клеточными фенотипа-
ми, сохраняя при этом пространственный кон-
текст в архивных клинических образцах [33].
Сравнительная характеристика технологий 
пространственного анализа функциональной 
морфологии тканевого микроокружения

Развитие выше приведенных взаимодополня-
ющих технологий стирает границы между клас-
сической гистологией, патоморфологией, молеку-
лярной биологией и биоинформатикой, открывая 
новое смежное направление в исследовании тка-
ней с получением крупного массива дополнитель-
ных данных, обладающих прорывным характе-
ром по уровню достигаемой информативности. 
Сводка методов с их основными преимущества-
ми и недостатками приведена в Таблице 1.

Из сопоставления видно, что методы оптиче-
ской визуализации представляют собой «золотую 
середину» между информативностью получаемых 
данных и пространственным разрешением. Они 
позволяют получить субклеточное разрешение (до 
0,2–1 мкм) и одновременно визуализировать ис-
черпывающее количество маркеров, сохраняя мор-
фологический контекст и гистотопографические 
характеристики исследуемого объекта. Особенно 
выделяются методы, основанные на масс-цито-
метрии, поскольку они обеспечивают реализацию 
высокоплексных протоколов (30–40 и более одно-
временно детектируемых маркеров на срезе) без 
оптических ограничений. Однако данные методы 
требуют значительных финансовых и временных 
ресурсов, что на данный момент времени пред-
ставляет внедрение в рутинную практику малове-
роятным. Методы диссекции, в свою очередь, пре-
доставляют исчерпывающие данные об экспрес-
сии генов, но теряют пространственный контекст; 
технологии пространственного баркодирования 

(например, Stereo-seq) обеспечивают исчерпываю-
щие данные об экспрессии генов с высоким разре-
шением и сохраняют пространственный контекст. 
Однако, как и в случае масс-цитометрии, данные 
методы являются дорогостоящими и трудоемкими 
как с точки зрения проведения протокола, так и 
с точки зрения анализа получаемого массива дан-
ных. Кроме того, технология Stereo-seq в первую 
очередь специализируется на работе с криосекци-
ями. В следующем разделе подробно рассматрива-
ется метод мультиплексной иммуногистохимии / 
иммунофлуоресценции (мИГХ / мИФ), как один из 
наиболее распространенных и перспективных для 
внедрения в современную медицинскую практику 
подходов для анализа тканевого микроокружения.
Преимущества технологии мультиплексной 
иммунофлуоресценции в исследовании 
функциональной морфологии тканевого 
микроокружения
Преимущества по сравнению с методами 
на основе диссекции и традиционного моно-
плексного ИГХ окрашивания

Традиционная иммуногистохимия является 
«золотым стандартом» в патологии, однако огра-
ничена возможностью окрашивания одного-двух 
маркеров на срезе ткани [48]. Использование се-
рийных срезов для моноплексного иммуногисто-
химического анализа приводит к быстрому рас-
ходованию ценного биологического материала в 
процессе реализации дизайна окрашивания и не 
создает условия для точного анализа солокализа-
ции и пространственных взаимодействий клеток 
и внеклеточных структур [48].

Ключевое преимущество мИФ – это полу-
чение мультиплексных данных при сохранении 
целостности архитектуры ткани. Валидационные 
исследования наглядно демонстрируют надеж-
ность этой технологии. Например, при анализе 
метастатической меланомы была показана высо-
кая корреляция (коэффициент Спирмена >  0,9) 
между плотностью клеток, позитивных по марке-
рам CD8, CD68, PD-L1 и SOX10, измеренной с по-
мощью мИФ и стандартной ИГХ на серийных сре-
зах [56]. Аналогичные результаты с высокой сте-
пенью корреляции (rs > 0,9) были получены при 
сравнении методов на образцах колоректального 
рака [40]. Эти данные подтверждают, что мИФ не 
только воспроизводит результаты стандартных 
методов, но и значительно расширяет их, позво-
ляя проводить точный количественный анализ 
множества клеточных популяций и их взаимо-
действий в одном образце, что невозможно при 
использовании серийных срезов.
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Современные мИФ решения, использующие 
технологию усиления сигнала тирамидом и муль-
тиспектральную визуализацию, обладают значи-
тельными преимуществами перед традиционной 
флуоресцентной микроскопией. ТАС обеспечива-
ет высокую чувствительность и стабильность сиг-
нала [7], а мультиспектральная визуализация 
математически разделяет сигналы от разных 
флуорофоров и эффективно устраняет аутофлу-
оресценцию ткани [26]. Это обеспечивает высо-
кое соотношение сигнал/шум и надежность ко-
личественных данных. Клиническая значимость 
такого подхода была продемонстрирована в ис-
следовании рака молочной железы, где удалось 
выявить, что у пациенток с люминальным раком 
молочной железы типа В, ответивших на неоадъ-
ювантную иммунотерапию, наблюдался более вы-
сокий уровень инфильтрации опухоли лимфоци-
тами, что позволило с высокой точностью пред-
сказывать патологический ответ [12].

Преимущества перед технологиями простран-
ственной транскриптомики

Технология пространственной транскрипто-
мики является мощным инструментом для ги-
перплексного анализа, однако зачастую анализ 
экспрессии проводится в пределах заранее опре-
деленных областей интереса [48], что может не 
отражать всех важных особенностей микроокру-
жения на срезе.

В это же время мИФ обеспечивает разреше-
ние на уровне отдельных клеток по всему срезу 
ткани, что является фундаментальным требова-
нием для точного фенотипирования и картирова-
ния клеток в их нативном окружении [26]. Имен-
но такое разрешение позволило в оригинальном 
исследовании на когорте пациентов с меланомой, 
получавших анти-PD-1 терапию, выявить, что 
пространственная близость и плотность редких 
клеточных популяций, таких как CD8+FoxP3+PD-
1low/mid Т-клетки, являются мощным предиктором 
ответа на лечение [3]. Идентификация подобных 
сложных и редких клеточных фенотипов, чья 
прогностическая значимость зависит от их точ-
ной локализации, была бы затруднительна при 
использовании методов, усредняющих сигнал по 
областям интереса.

Важно отметить и тот факт, что метод мИФ яв-
ляется более доступным с точки зрения бюджета 
лаборатории.
Преимущества перед масс-
спектрометрическими методами 
визуализации

Масс-спектрометрические методы, такие как 

масс-цитометрия, предлагают впечатляющие 
возможности по мультиплексированию (до 40 
маркеров) и лишены проблем спектрального пе-
рекрытия [16, 51]. Исследования показывают со-
поставимые результаты окрашивания и хорошую 
корреляцию между масс-цитометрией и количе-
ственной иммунофлуоресценцией при анализе 
таких маркеров, как HER2 и Ki-67 [51].

Тем не менее, в сравнении с масс-цитоме-
трией, мИФ обладает рядом важных преиму-
ществ, таких как высокая скорость сканиро-
вания и пропускная способность [48]. Скани-
рование области 1 мм² методом масс-цитометрии 
может занимать несколько часов, что делает ана-
лиз целых срезов ткани крайне время затратным 
[48]. Кроме того, масс-цитометрия обычно имеет 
более низкое пространственное разрешение (око-
ло 1 мкм²/пиксель), что затрудняет точную кле-
точную сегментацию, особенно сегментацию им-
мунных клеток небольших размеров [28]. В то же 
время, автоматизированные мИФ-платформы по-
зволяют быстро сканировать целые срезы с суб-
микронным разрешением, что критически важно 
для крупномасштабных трансляционных иссле-
дований и клинических испытаний [3, 18]. Нако-
нец, масс-спектрометрические методы являются 
деструктивными (ткань разрушается в процессе 
абляции), что делает невозможным ее повторное 
использование для других анализов [48].
Ограничения и недостатки мИФ

Несмотря на свои многочисленные преиму-
щества, мультиплексная иммунофлуоресценция 
обладает рядом ограничений и недостатков, ко-
торые необходимо учитывать при планировании 
исследований и интерпретации данных.

Одним из наиболее значительных препятствий 
является сложность разработки и валидации 
протокола окрашивания. Создание надежной 
мИФ-панели представляет собой трудоемкий и 
итеративный процесс, требующий временных и 
финансовых затрат [9]. Далеко не все антитела, 
хорошо зарекомендовавшие себя в стандартной 
иммуногистохимии, подходят для мультиплексно-
го анализа, что требует проведения строгой вали-
дации каждого реагента на специфичность и чув-
ствительность в рамках всей панели для исклю-
чения перекрестной реактивности [23, 37]. Кроме 
того, в протоколах с использованием технологии 
усиления сигнала тирамидом порядок нанесения 
антител и флуорофоров может критически вли-
ять на результат, поскольку некоторые антигены 
могут маскироваться или стерически блокиро-
ваться после нескольких циклов окрашивания. 
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Для достижения качественного результата окра-
шивания требуется тщательная оптимизация по-
следовательности нанесения реагентов и антител 
[23]. Так, в исследовании MITRE было показано, 
что даже при использовании стандартизирован-
ных протоколов и оборудования наблюдается ва-
риабельность в количественной оценке плотности 
клеток и экспрессии маркеров между разными 
лабораториями, особенно для низкоэкспрессиро-
ванных белков, таких как PD-1 и PD-L1, требую-
щих усиления сигнала [49].

Сложность анализа получаемых данных пред-
ставляет собой еще одну актуальную задачу, тре-
бующую разработки новых автоматизированных 
подходов. Точная сегментация (определение гра-
ниц) отдельных клеток и их последующее фено-
типирование являются нетривиальными задача-
ми, особенно в плотных клеточных кластерах, и 
ошибки на этом этапе могут приводить к невер-
ной интерпретации клеточного состава [54]. Ана-
лиз таких данных сопряжен с необходимостью 
использования сложных статистических моделей, 
способных работать с большим количеством ну-
левых значений и учитывать пространственные 
взаимосвязи между клетками, для чего все чаще 
применяются передовые методы, включая графо-
вые нейронные сети [54, 58].

Наконец, метод имеет ограничения по степени 
мультиплексирования. Большинство технологий 
на основе мИФ сталкиваются с компромиссом 
между количеством одновременно анализируе-
мых маркеров, чувствительностью и скоростью 
сканирования [20]. Циклические методы, позво-
ляющие достигать высокого уровня мультиплекс-
ности, часто требуют значительного времени на 
проведение последовательных циклов окрашива-
ния и визуализации, что снижает их пропускную 
способность [9]. Традиционные протоколы мИФ 
остаются трудоемкими, что ограничивает их мас-
штабируемость для анализа больших клинических 
когорт [32, 36]. Таким образом, успешное приме-
нение мИФ требует глубокой экспертизы на всех 
этапах, от разработки протокола до биоинформа-
ционного анализа, а присущие методу ограниче-
ния должны тщательно взвешиваться при плани-
ровании исследований.

Мультиплексная иммунофлуоресценция пред-
ставляет собой сбалансированную и практически 
применимую платформу для глубокого изучения 
ТМО. Сохраняя пространственную архитектуру 
ткани и обеспечивая высокое разрешение, мИФ 
позволяет проводить детальное фенотипирование 
и количественный анализ, что подтверждается 

как валидационными исследованиями в сравне-
нии с ИГХ [56], так и оригинальными работами, 
демонстрирующими ее прогностическую цен-
ность [3, 12]. По сравнению с другими методами, 
мИФ предлагает оптимальное сочетание мульти-
плексности, пропускной способности, разреше-
ния и чувствительности, что делает ее ведущим 
инструментом для трансляционных исследований 
и разработки биомаркеров в клинической имму-
ноонкологии [18].
Современные подходы в анализе данных 
мИФ
Сегментация и фенотипирование клеток

Анализ данных, полученных методом муль-
типлексной иммунофлуоресценции, сопряжен 
с серьезными вычислительными проблемами, 
ключевыми из которых являются сегментация и 
фенотипирование клеток (рисунок 2). Точность 
начальных этапов обработки изображений име-
ет первостепенное значение, поскольку ошибки, 
допущенные на этих стадиях, оказывают суще-
ственное влияние на все последующие вычисли-
тельные результаты [54].

Сегментация клеток реализует определение 
границ каждой отдельной клетки (рисунок 2Б) 
на изображении для создания цифровых «масок» 
с целью измерения интенсивности флуоресцент-
ных сигналов, которые соответствуют различным 
белковым маркерам, экспрессируемым внутри 
клетки. Результатом этого этапа является табли-
ца данных, где каждая строка представляет одну 
клетку, а столбцы содержат ее пространственные 
координаты (X, Y) и уровни экспрессии всех мар-
керов [38].

Задача сегментации чрезвычайно усложняет-
ся при плотной упаковке ядер (очаговая лимфо-
цитарная инфильтрация, опухолевые клетки) и в 
случае патологий, при которых клетки имеют не-
правильную форму, что приводит к перекрытиям 
и потере важных данных [39]. Большинство ме-
тодов сегментации основаны на идентификации 
клеточных ядер, окрашенных с помощью ядерно-
го красителя (в частности, DAPI) [39]. Обучение 
нейросетей на данных, учитывающих сложные 
для сегментации области, позволяет снизить про-
цент ошибок, и является оптимальным решением 
для работы с нестандартными патологиями. 

Существует проблема определения границ 
всей клетки с учетом ее цитоплазмы; реализован-
ные на данный момент решения основаны либо 
на параметре, учитывающем расширение конту-
ра ядра, либо на использовании специфических 
мембранных или цитоплазматических маркеров, 
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поскольку не существует универсального марке-
ра, подходящего для всех типов клеток [39]. Лю-
бые неточности, допущенные на этапе сегмента-
ции ядер, неизбежно распространяются на все 
последующие этапы анализа, включая фенотипи-
рование и пространственный анализ [43].

Важно отметить, что многие существующие 
алгоритмы не способны учитывать клеточную 
гетерогенность и пространственный контекст, 
например, тенденцию клеток одного типа к со-

вместному расположению [58]. Наконец, обработ-
ка изображений целых срезов, содержащих боль-
шое число клеток (порядок варьируется в зави-
симости от типа ткани и может достигать милли-
онов сегментированных объектов), представляет 
собой серьезную проблему масштабируемости для 
многих существующих инструментов [47, 58].

Для решения перечисленных проблем активно 
развиваются передовые вычислительные подхо-
ды, в первую очередь основанные на применении 
искусственного интеллекта. В области сегмента-
ции модели глубокого обучения, обученные на 
больших наборах данных, демонстрируют значи-
тельное превосходство над классическими алго-
ритмами, особенно в точной идентификации ядер 
[43]. Разрабатываются комплексные автоматизи-
рованные конвейеры, использующие нейронные 
сети для всех этапов анализа изображений, от 
обнаружения артефактов до сегментации тканей 
и отдельных клеток [47], [57]. Для фенотипирова-
ния предлагаются инновационные фреймворки 
на основе графовых нейронных сетей, которые 
представляют данные мИФ в виде многоуровне-
вой сети, учитывающей как геометрию ткани, 
так и информацию о типах клеток, что позволяет 
эффективно обрабатывать целые изображения и 
решать проблемы гетерогенности и масштабиру-
емости [58]. Параллельно создаются полуавтома-
тические инструменты, которые сочетают стати-
стические модели с возможностью пользователь-
ского контроля для обеспечения согласованности 
и воспроизводимости при определении порогов 
экспрессии маркеров, что сокращает время руч-
ной аннотации [55]. Таким образом, несмотря на 
сохраняющиеся трудности, развитие методов глу-
бокого обучения и специализированных вычисли-
тельных платформ позволяет добиваться все боль-
шей точности, масштабируемости и надежности 
в анализе данных мИФ [47, 57].
Пространственный анализ клеточного 
распределения

Ключевое преимущество мИФ заключается в 
разрешении метода и сохранении пространствен-
ной информации. Анализ пространственного рас-
пределения клеток позволяет понять архитектуру 
TMО и оценить частоту взаимодействия различ-
ных клеточных популяций [38]. Так, в работе [21] 
проводилось исследование влияния простран-
ственного распределения тучных клеток относи-
тельно других клеточных популяций на микро-
окружение редкой опухоли – фосфатурической 
мезенхимальной опухоли, секретирующей фактор 
роста фибробластов 23 (ФМТ). Использованный 

Рис. 2. Сегментация и классификация ядер в зоне интереса 
на мИФ изображении.
А – Исходное изображение зоны интереса, меланома кожи 
стадии IIa. 
Б – Результат сегментации, осуществленной в версии Qupath 
0.5.1 с использованием стандартной флуоресцентной моде-
ли, обученной в расширении Stardist.
В - Пример классифицированных детекций. Фенотипирова-
ние проводилось в версии Qupath 0.5.1 с использованием 
встроенного точечного классификатора объектов. Голубой 
цвет – DAPI, зеленый цвет – триптаза, желтый цвет – CD8, 
оранжевый цвет – MelanA.
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подход позволил оценить потенциальный вклад 
тучных клеток в рост опухоли и ее способность 
секретировать FGF-23 посредством взаимодей-
ствия с CD31+ и CD163+ клетками.

Одним из базовых подходов является создание 
карт плотности распределения клеток определен-
ного фенотипа, которые визуализируют области 
с высокой и низкой концентрацией (рис. 3) [38].

Анализ межклеточных расстояний является 
более сложной задачей, которая фокусируется на 
выявлении паттернов юкстаринного или пара-
кринного взаимодействия между популяциями 
клеток, которые также могут быть визуализиро-
ваны с помощью тепловых карт (рис. 4). 

Один из таких методов – анализ ближайшего 
соседа (Nearest Neighbor, NN), при котором для 
каждой клетки-источника находится ближайшая 
клетка-мишень и измеряется расстояние между 
ними. Статистическое сравнение этих рассто-
яний со случайным распределением позволяет 
определить, являются ли взаимодействия случай-
ными, агрегированными или сегрегированными 
[38]. Более сложными являются функции про-
странственной статистики, такие как функция 
Ripley's K, которая оценивает количество соседей 
в пределах заданного радиуса от каждой клет-
ки и сравнивает его с ожидаемым при полной 
пространственной случайности. Это позволяет 
количественно оценить степень кластеризации 
или рассредоточения клеток на разных простран-
ственных масштабах [38].
Программное обспечение

QuPath является мощным и гибким программ-
ным обеспечением (ПО) с открытым исходным 
кодом и доступом [59]. Главным преимуществом 
данного ПО является возможность глубокой на-
стройки и дополнения встроенных функций по-
средством написания пользовательских скриптов. 
Разработчики регулярно обновляют ПО с учетом 
современных тенденций и запросов, не только 
расширяя спектр его возможностей, но и делая 
его понятным в использовании для специалистов 
без навыков программирования. 

Исследования показывают высокую степень 
сопоставимости результатов (коэффициенты кор-
реляции  >0,89) между QuPath и коммерческой 
платформой HALO при анализе плотности иммун-
ных клеток и их пространственной организации 
[59]. Более того, QuPath можно интегрировать с 
внешними инструментами, такими как CytoMap, 
для выполнения продвинутого пространственно-
го анализа, например, неконтролируемой класте-
ризации, что недоступно в HALO [59]. Платформа 

Рис. 3. Карта плотности распределения клеток на всем сре-
зе меланомы кожи, стадия IIa. Каждая ячейка, характеризу-
ющая количество клеток, имеет размер 100 мкм по обеим 
координатным осям.
А – Плотность распределения меланоцитов.
Б – Плотность распределения триптаза-позитивных тучных 
клеток.

Рис. 4. Карта плотности взаимодействия тучных клеток с 
меланоцитами на всем срезе меланомы кожи, стадия IIa. 
Каждая ячейка, характеризующая число взаимодействий, 
имеет размер 100 мкм по обеим координатным осям.
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регулярно дополняется расширениями для совме-
стимости и с другими важными инструментами и 
библиотеками для сегментации, в частности: Im-
ageJ, Stardist, InstanSeg и другие.

Однако гибкость QuPath имеет и обратную 
сторону: результаты могут сильно зависеть от вы-
бранных методов сегментации и фенотипирова-
ния. Например, в одном исследовании при срав-
нении с InForm была обнаружена сильная корре-
ляция по общему числу клеток, но слабая – по ко-
личеству специфических субпопуляций Т-лимфо-
цитов (CD3+, CD8+), что подчеркивает важность 
стандартизации методологии анализа [34].

HALO представляет собой коммерческую плат-
форму, которая ценится за удобный пользова-
тельский интерфейс и надежность в выполнении 
стандартных задач анализа [17]. Платформа ис-
пользует модульный подход, включая ИИ-алго-
ритмы для сегментации и пороговые значения 
для фенотипирования, что обеспечивает высокую 
согласованность с QuPath по ключевым метрикам 
[50, 59]. Несмотря на удобство, HALO менее гибок 
по сравнению с QuPath и обладает меньшим на-
бором аналитических возможностей [17]. 

InForm – это коммерческое программное обе-
спечение, тесно интегрированное с система-
ми визуализации Vectra и PhenoImager от Akoya 
Biosciences. Его отличительной чертой является 
подход, основанный на машинном обучении, при 
котором программа "обучается" распознавать раз-
личные типы тканей и клеток на основе их мор-
фологических и флуоресцентных характеристик 
[24, 27]. Этот подход может обеспечить высокую 
точность при правильной настройке. Однако 
InForm описывается как сложное решение, име-
ющее закрытый код, что затрудняет его широкое 
внедрение и сравнение с другими платформами 
[34]. Прямое сравнение с QuPath выявило значи-
тельные расхождения в результатах количествен-
ной оценки иммунных клеток, что указывает на 
то, что выбор программного обеспечения может 
критически влиять на выводы биомаркерных ис-
следований [34].

В заключение, выбор программного обеспе-
чения для анализа мИФ-данных зависит от кон-
кретной задачи. QuPath является идеальным 
выбором для исследовательских лабораторий 
благодаря своей гибкости, широкому спектру 
функций и отсутствию лицензионных платежей. 
HALO подходит для стандартизированных и вы-
сокопроизводительных анализов в условиях, где 
важны удобство использования и воспроизводи-
мость. InForm тесно связан с экосистемой Akoya 

и предлагает мощный, хотя и сложный, подход 
на основе машинного обучения. Важно отметить, 
что метод анализа может существенно влиять на 
конечные результаты, что требует тщательной 
валидации и стандартизации рабочих процессов 
[29, 34].

Заключение
Современные методы пространственного про-

филирования вносят прорывной вклад в понима-
ние устройства тканевого микроокружения при 
различных патологических процессах. Если рань-
ше клеточные взаимодействия рассматривались 
преимущественно в популяционном контексте, 
то благодаря современным технологиям мульти-
плексной визуализации и пространственного ана-
лиза становится возможной оценка нативной то-
пологии ткани, с точностью до отдельной клетки.

Мультиплексная иммунофлуоресценция зани-
мает ключевое место среди существующих мето-
дов благодаря высокой чувствительности, разре-
шению и высокому потенциалу для интеграции 
в клинические исследования. В сочетании с пе-
редовыми аналитическими инструментами – от 
классической пространственной статистики до 
графовых нейронных сетей [43, 58] – она обе-
спечивает переход от дескриптивного анализа к 
количественной модели ТМО, в которой можно 
прогнозировать межклеточные взаимодействия и 
терапевтический ответ.

Технологии мультиплексного окрашивания 
гистологических срезов, пространственного фе-
нотипирования и цифрового профилирования 
предоставляют уникальные сведения о состоянии 
иммунного и стромального ландшафтов in situ, 
ремоделировании экстрацеллюлярного матрикса, 
а также роли межклеточных взаимодействий в 
реализации ключевых механизмов морфогенеза в 
норме и при патологии.

Тем не менее, остаются вызовы: стандартиза-
ция протоколов окрашивания, межлабораторная 
воспроизводимость [23, 49], а также стандарти-
зация алгоритмов, используемых в программных 
инструментах [17, 59]. В перспективе развитие 
мультиомных интегративных подходов – объе-
диняющих пространственную транскриптомику, 
протеомику и морфологию – позволит реконстру-
ировать тканевые системы как динамические, 
взаимодействующие сети.

Таким образом, мИФ технологии становятся 
не просто инструментом визуализации, а осно-
вой для развития функциональной морфологии, 
где количественная пространственная биология 
служит фундаментом для персонализированной 
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диагностики, прогностической медицины и раз-
работке нового класса перспективных трансляци-
онных биомаркеров.
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