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Цель исследования — изучение закономерностей роста и развития сети лимфатических сосудов папиллярных опухолей щитовид-
ной железы на основании результатов обработки изображений патогистологических препаратов.

Материалы и методы. Объектами исследования были микропрепараты (n�40), окрашенные маркером D2-40, которые приготов-n�40), окрашенные маркером D2-40, которые приготов-�40), окрашенные маркером D2-40, которые приготов-
лены из хирургически удаленных опухолей (папиллярного рака щитовидной железы) пациентов с диагнозом спорадического рака щи-
товидной железы. Образцы опухолей хранили в замороженном виде. Большинство пациентов имели женский пол (82,5%), возраст 
варьировал от 9 до 18 лет. Средний размер опухоли составил 10 мм. Использовали специально разработанное программное обеспе-
чение, которое обрабатывало изображения и вычисляло 5 параметров: относительную площадь, занимаемую сосудами; однородность 
распределения сети в пространстве; относительную долю мелких объектов сосудов (шума); относительную долю крупных сосудов; 
среднее значение цветности выделяемых сосудов.

Результаты. Обнаружена зависимость между инфильтративным ростом папиллярных карцином щитовидной железы и относи-
тельной площадью капиллярного лимфатического русла, измеренной на цифровых изображениях (корреляция Пирсона — 0,32; зна-
чение двустороннего теста — 0,43; р<0,05).
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The experience of pilot studies of lymph capillaries pathomorphology  
of thyroid papillary carcinoma according to the data  
from the images stained by D2-40 marker 
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The aim of the work is to study the growth and development regularities of lymph vascular bed of thyroid papillary carcinomas according to 
the results of image processing of pathohistological specimens.      

Materials and methods. The objects of the research were microslides (n�40) stained by D2-40 marker, prepared from surgically removed 
tumours (thyroid papillary carcinoma) of patients with sporadic thyroid carcinoma. The tumour specimens were stored frozen. The majority of tumour specimens were stored frozen. The majority oftumour specimens were stored frozen. The majority of specimens were stored frozen. The majority ofspecimens were stored frozen. The majority of were stored frozen. The majority ofwere stored frozen. The majority of stored frozen. The majority ofstored frozen. The majority of frozen. The majority offrozen. The majority of. The majority ofThe majority of 
patients were female (82.5%), age varying from 9 to 18 years. An average tumour size was 10 mm. There was used special software that pro-
cessed images and calculated 5 parameters: relative area of vessels; relative fraction of small objects of vessels (noise); relative fraction of great 
vessels; average colority of distinguished vessels.     

Results.. There was revealed the relationship between the infiltration growth of thyroid papillary carcinomas and the relative area of capillaryThere was revealed the relationship between the infiltration growth of thyroid papillary carcinomas and the relative area of capillary 
lymph bed measured on digital images (Pearson correlation — 0.32; 2-tailed — 0.43; p<0.05). 

Key words: angiogenesis, lymphangiogenesis, thyroid carcinoma, tumours, carcinoma, density of micro-vessels, image processing, 
software.
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Патологическая анатомия и гистология щитовидной 
железы изучаются со времен изобретения средств и 
инструментов, предназначенных для этих целей. На-
иболее ранние источники литературы, являющиеся 
фундаментом современных теоретических знаний, 
опубликованы A.E. hertzler в 1936 г. [1] и J.L. De Courcy, 
C.B. De Courcy в 1949 г. [2].

Папиллярный рак — самая распространенная диф-
ференцированная злокачественная опухоль щитовид-
ной железы. Заболевание у женщин и мужчин встреча-
ется в соотношении 3:1. Папиллярный рак щитовидной 
железы замечен во всех возрастных группах, с пиком 
заболеваемости в третьем и четвертом десятилетиях.

Опухоль имеет тенденцию к внутрижелезистому рас-
пространению, метастазированию в шейные лимфа-
тические узлы и местной инвазии, но демонстрирует 
меньше склонности к гематогенному распространению, 
чем фолликулярные карциномы (рис. 1). Отдаленные 
метастазы редки и встречаются, как правило, поздно. 
Прогноз для папиллярного рака щитовидной железы в 
общем считают благоприятным, однако он зависит от 
нескольких факторов риска, таких как возраст пациен-
та, стадии распространения, и гистологического диф-
ференцирования. Летальность — очень низкая (менее 
6,5% по данным исследования отдаленных результатов 
лечения). К факторам риска развития папиллярного 
рака относят предшествующее воздействие на орга-
низм атомной радиации, генетические заболевания и 
узловую (нодулярную) болезнь щитовидной железы [3].

Рост опухоли, ее системное воздействие на страда-
ющий организм (хозяина) при условии несовершенства 
защитных сил в конечном итоге приводят к гибели ор-
ганизма.

Изучение ангиогенеза и лимфангиогенеза как ми-
шеней лекарственных средств актуально в связи с тем, 
что одна из основных современных гипотез канцероге-
неза построена на факте о ведущей роли сосудистой 
сети в обеспечении опухоли питательными вещества-

ми. Заметим при этом, что канцерогенез — комплекс-
ный многогранный механизм, воздействие на который 
и составляет сущность лечения. 

Маркер D2-40 реагирует с O-связанным сиало-
гликопротеином, найденным на лимфатическом эн-
дотелии, эмбриональном яичке и на поверхности 
тестикулярных гермином. Он может также служить 
селективным маркером лимфатического эндотелия в 
нормальных и патологических сосудистых тканях. Клон 
D2-40 показал окрашивание в эндотелии лимфангиом, 
тогда как гемангиомы, клубочковые опухоли, ангиоли-
помы, гнойные гранулемы и сосудистые пороки разви-
тия не демонстрировали окрашивания этим маркером. 
D2-40 также прокрашивает эндотелий саркомы Капо-
ши и субпопуляции ангиосарком и кроме того является 
специфическим маркером для диагностики злокачест-
венной мезотелиомы (рис. 2) [4].

Материалы и методы. Исследование выполнялось 
на материалах Онкологического диспансера г. Минска 
в течение 13 месяцев с 2009 по 2010 гг.

Критерии включения пациентов в исследование 
были следующие:

1) больные дети были рождены позднее 1987 г. (по 
замыслу исследования, после аварии на ЧАЭС);

2) все пациенты имели диагноз спорадического па-
пиллярного рака щитовидной железы (на основе тонко-
игольной биопсии и обследования удаленной опухоли);

3) возраст исследуемых — 9—18 лет;
4) у всех больных не было признаков явной врожден-

ной болезни и значительной сопутствующей патологии.
Программное обеспечение было написано на Del-Del-

phi (т.е. фактически объектно-ориентированном языке (т.е. фактически объектно-ориентированном языке 
Pasсal) для операционной системы windows. Ключеваясal) для операционной системы windows. Ключеваяal) для операционной системы windows. Ключевая) для операционной системы windows. Ключеваяwindows. Ключевая. Ключевая 
функция программного обеспечения — вычисление 
прокрашенной коричневым цветом области гистоло-
гического изображения. Изображения были получены 
при помощи микроскопа Leica DmD 108 с операцион-Leica DmD 108 с операцион- DmD 108 с операцион-DmD 108 с операцион- 108 с операцион-
ной системой Linux. Вручную, без сканера, сделаныLinux. Вручную, без сканера, сделаны. Вручную, без сканера, сделаны 

рис. 1. Препарат папиллярного рака щитовидной железы, на-
блюдается  вовлечение окружающих лимфоузлов [3]

рис. 2. Изображение патогистологического препарата па-
пиллярного рака щитовидной железы после обработки ком-
пьютерной программой. Зелеными стрелками отмечены 
лимфатические капилляры, подсвеченные компьютерной 
программой черным цветом; х200

Опыт пилотного исследования патоморфологии лимфатических капилляров папиллярного рака ...
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150 снимков, которые в основном визуально соответст-
вовали области максимальной васкуляризации и были 
выбраны по зрительному оценочному решению одного 
исследователя как квадрат при увеличении 40, а затем 
сняты при увеличении 200. Все изображения были со-
хранены в формате tiff, приемлемом для программногоtiff, приемлемом для программного, приемлемом для программного 
обеспечения. 

С помощью программного обеспечения выбран 
список числовых величин, который был импорти-
рован в таблицу Excel. Интересуемые ряды данныхExcel. Интересуемые ряды данных. Интересуемые ряды данных 
адаптированы для программ SPSS 17, STAТA 9.1,SPSS 17, STAТA 9.1, 17, STAТA 9.1, 
NCSS2007&gESS2006, Deltagraph, SAS�JmP, которы-Deltagraph, SAS�JmP, которы-, SAS�JmP, которы-SAS�JmP, которы-�JmP, которы-JmP, которы-, которы-
ми затем посчитаны корреляционные пары Пирсона 
с двусторонним критерием (тестом) и выполнен дис-
персионный анализ (one-way ANOVA) для зависимыхone-way ANOVA) для зависимых-way ANOVA) для зависимыхway ANOVA) для зависимых ANOVA) для зависимыхANOVA) для зависимых) для зависимых 
параметров — чисел, полученных путем обработки 
изображений, и ряда клинико-патоморфологических 
признаков: инфильтративный рост, экспансивный рост, 
подкапсулярный рост, тиреоидит Хашимото, папилляр-
ная архитектоника, фолликулярная архитектоника, со-
лидная архитектоника, высококлеточный рак.

Метод применяемого выделения (компьютерной сег-
ментации) лимфатических сосудов с целью их дальней-
шего количественного оценивания основан на анализе 
цветового пространства гистологического изображе-
ния. Процедура выделения и анализа состоит из сле-
дующих этапов.

1. Преобразование цветовых компонент R-, g-, B-пик-
селей исходного изображения, представленного в цве-
товом пространстве RgB, в соответствующие цветовые 
компоненты в цветовом пространстве hSL (hue — цвет-
ность, Saturation — насыщенность, Luminosity — осве-
щенность). Преобразование реализовано на основе из-
вестных аналитических выражений, отображающих R-, 
g-, B-компоненты в h-, S-, L-компоненты. В результате 
выполнения преобразования каждый пиксель изобра-
жения характеризуется тремя 
численными значениями — h, S 
и L [5, 6]. 

2. Выделение пикселей изоб-
ражения, представляющих сосу-
ды. Пиксель изображения счи-
тается принадлежащим сосуду, 
если его цветовые компоненты 
удовлетворяют следующему ус-
ловию: h<0,12 и L<0,7.

3. Удаление «шумовых» ком-
понент изображения, к которым 
относятся объекты с площадью 
менее 7 пикселей.

4. Анализ полученного в ре-
зультате выполнения данной про-
цедуры бинарного изображения 
лимфатической сети, который 
заключается в подсчете парамет-
ров, описывающих относительную 
площадь, занимаемую сосудами, 
однородность распределения се-
ти в пространстве и относитель-
ную долю крупных сосудов.

5. Анализ полученного в результате выделения со-
судов бинарного изображения лимфатической сети, 
который состоит в подсчете параметров, описывающих 
следующие свойства сети: 

1) относительную площадь, занимаемую сосуда-
ми — S (ОПЗС). Общая сумма пикселей сосудов делит-S (ОПЗС). Общая сумма пикселей сосудов делит- (ОПЗС). Общая сумма пикселей сосудов делит-
ся на совокупное количество пикселей изображения. 
В тексте статьи ПЛК и ОПЛС (относительная площадь 
лимфатических сосудов) — синонимы ОПЗС;

2) однородность (homogeneity, hm) распределенияhomogeneity, hm) распределения, hm) распределенияhm) распределения) распределения 
сети в пространстве. Все изображение разбивается 
на 100х100 одинаковых фрагментов, затем определя-
ется степень равномерности распределения выделен-
ных пикселей по этим фрагментам. В данном случае 
определяется энтропия Н�–∑Pi·ln(Pi), где Pi — частота·ln(Pi), где Pi — частотаln(Pi), где Pi — частота(Pi), где Pi — частотаPi), где Pi — частота), где Pi — частотаPi — частота — частота 
(вероятность) попадания пикселя в i-й фрагмент. Ве-i-й фрагмент. Ве--й фрагмент. Ве-
личина изменяется от 0 (все в одном фрагменте) до 
1 (равномерное распределение по всем фрагментам, 
пронормирована);

3) относительную долю мелких объектов сосудов 
(шума) — Ns (ОДМОС). На бинарном изображении уда-Ns (ОДМОС). На бинарном изображении уда- (ОДМОС). На бинарном изображении уда-
ляются граничные пиксели (в анализе изображений это 
называется эрозия), затем находится отношение пло-
щади сосудов нового изображения к площади сосудов 
исходного изображения. Величина изменяется от 0 (все 
сосуды мелкие, несоединяющиеся) до 1 (гистологичес-
кое изображение не содержит шум);

4) относительную долю крупных сосудов — Ns1Ns11 
(ОДКС). На бинарном изображении многократно (6 
раз) удаляются граничные пиксели. Находится отноше-
ние площади сосудов нового изображения к площади 
сосудов исходного изображения. Величина изменяется 
от 0 до 1 — крупные сосуды;

5) дополнительно (по исходному изображению) оп-
ределяется среднее значение цветности выделяемых 
сосудов (СЗЦВС) (рис. 3, 4).

— ОДКС;
— СЗЦВС;
— ОДКС;
— СЗЦВС;
— ОДМОС; 
— ПЛК (ОПЛС)
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рис. 3. Графики, демонстрирующие общее сравнение и взаимосвязи численных значе-
ний параметров изображений
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результаты. Наше исследование было сфокуси-
ровано не на всестороннем анализе патоморфологии 
рака щитовидной железы, о которой немало написано 
[7—16], а на выявлении возможностей обработки изоб-
ражений для изучения сети лимфатических капил-
ляров. Мы под инфильтративным ростом понимаем 
диффузное распространение опухоли путем проник-
новения в окружающие ткани через стадию образова-
ния скоплений клеток-инфильтратов. Единственным 
клинико-морфологическим показателем, который 
четко и статистически значимо ассоциировался с чис-
ловыми значениями параметров, полученных после 
обработки изображений опухолей, был инфильтратив-
ный рост опухоли (рис. 5, 6). Наблюдалась корреляция 
Пирсона относительной площади лимфатических 
микрососудов с этим параметром (χ2�032); значение 
двустороннего теста равно 0,43 (р<0,05). Результаты 
вычислений дисперсионного анализа параметров, по-

лученных при обработке изображений как зависимых 
и патоморфологических признаков как независимых, 
подтвердили закономерность, выявленную при анали-
зе корреляционного матрикса Пирсона. Аналогичного 
исследования на группе пациентов с такими характе-
ристиками (рис. 7, 8) никогда ранее не проводилось, и 
в литературе, касающейся компьютер-ассистирован-
ного изучения препаратов лимфангиогенеза, таких 
данных нет [17—26]. Опыт подобного исследования 
ангиогенеза имеется для органов, отличных от щито-
видной железы [27—32].

Заключение. Обнаружена зависимость между ин-
фильтративным ростом папиллярных карцином щито-
видной железы и относительной площадью капилляр-
ного лимфатического русла, измеренной на цифровых 
изображениях. Очевидные ограничения данного ис-
следования: а) малое количество пациентов; б) при-
менение только одной компьютерной программы для 
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рис. 4. Графики, иллюстрирующие сравнение значений параметров изображений 40 опухолевых образцов: по оси х распре-
делены значения относительной площади, занимаемой сосудами, по оси у — доли единицы; однородность — наиболее вариа-
бельный параметр
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рис. 5. Визуализированные патоморфологические данные исследуемых опухолей

обработки изображений и неиспользование гратикулы-
сетки Chalkley; в) неоднородность пациентов; г) приме-Chalkley; в) неоднородность пациентов; г) приме-; в) неоднородность пациентов; г) приме-
нение только одного иммунохимического маркера; д) 
использование неавтоматизированного субъективного 
выбора зон съемки изображений. Однако эти пробле-
мы преодолимы при осуществлении широкомасштаб-
ного исследования.

Работа выполнена в рамках проектов CRDF-4028 иCRDF-4028 и-4028 и 
МНТЦ-1682.
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