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Цель исследования – выяснить возможность предсказания факта метастазирования в шейные 
лимфатические узлы по данным анализа изображений опухолевого ангиогенеза, с помощью 
линейной регрессии. Материалы – препараты папиллярного рака щитовидной железы (48 шт), 
окрашенные иммуногистохимическим маркером D2-40. Цифровые изображения были получены 
с помощью микроскопа Leica DMD 108. Оригинальная программа вычисляла 5 параметров 
изображений: относительную площадь лимфатических капилляров, однородность, долю крупных 
и мелких объектов, цветность. Статистический анализ выполнялся компьютерными программами 
StatPlus, Statistica 2009. Результаты. По результатам вычисления модели линейной регрессии, где 
параметры изображений были предикторами, а факт наличия метастазов в шейных лимфатических 
узлах – исходом, числовые значения доли мелких и крупных объектов оказались статистически 
значимыми (двусторонний P = 0,0158, 95% доверительные интервалы, ДИ = -10,417584 до 1,13758; 
Р = 0,0224, 95% ДИ = -20,249792 до -1,619872, соответственно). Заключение. В нашем 
исследовании наиболее адекватным параметром, полученным в результате анализа изображений 
опухолевого ангиогенеза, была относительная доля мелких объектов (ОДМО). Уравнение 
линейной регрессии имело следующий вид: наличие метастазов = -5,777582 х ОДМО + 5,980355. 
Мы полагаем, что дальнейшие исследования должны быть направлены на изучение возможности 
параметров гистопатологических изображений, полученных с помощью программного 
обеспечения, предсказывать клинико-лабораторное состояние пациентов, что может иметь 
реальную практическую ценность и откроет новые пути понимания опухолевого ангио- и 
лимфангиогенеза.

Ключевые слова: ангиогенез, лимфоангиогенез, рак щитовидной железы, опухоли,
карцинома, плотность микрососудов, обработка изображений, программное обеспечение.

The objective of investigation was to elucidate the capability of the image processing using the original 
software, to predict the occurrence of regional lymphatic metastases in 48 sporadic thyroid cancer 
patients. The materials for the study were frozen pediatric thyroid tumors stained with D2-40 immuno-
marker. The developed software produced 5 image parameters, represented as digits: the relative area 
occupied with the vessels; homogeneity of distribution of a network in space; relative part of small objects 
of vessels; relative part of large vessels; average value of chromaticity of the lymphatic vessels. We 
applied StatPlus and Statistica software packages (free trial versions) for statistical calculations. According 
to the calculation of the simple linear regression model, only two image parameters were statistically sig-
nificant as predictors for the outcome, which was the occurrence of the regional lymphatic metastases. 
These were the relative part of small objects of vessels and the relative part of large vessels [Two-sided 
P = 0,0158, 95% confidence intervals (CI) = -10,417584 to 1,13758; Р = 0,0224, 95% CI = -20,249792 to 
-1,619872, respectively]. We suggest that the image processing techniques, based on computer-aided 
histomorphometry, can be a valuable tool for the outcome prediction mathematical models in the sphere 
of lymphangiogenesis research and elsewhere.

Key words: angiogenesis, lymphangiogenesis, thyroid gland cancer, tumor, carcinoma, density of 
microvessels, image processing software.
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Введение
Морфометрические методы исследования широко попу-

лярны в медицине, классические русскоязычные труды в 
этой области принадлежат профессору Г.Г. Автандилову 
[1–4]. Он и является автором нередко применяемой измери-
тельной окулярной сетки, которая чаще применяется для 
количественной оценки половых клеток. Аналог этого 
инструмента – сетка-гратикула Chalkley [5–15] (eyepiece, 
graticule). Микроскопическая патоморфология ангиогенеза 
(роста капилляров из уже сформированных таковых), а 
также васкулогенеза лимфатических капилляров до сегод-
няшнего времени оставались малоизученными по причине 
отсутствия надежных иммунохимических маркеров. 
Имеются единичные сообщения об изучении патоморфоло-
гии лимфангиогенеза в щитовидной железе [16–24]. Наше 
исследование ставило целью заполнить промежуток отсут-
ствия исследований компьютер-ассистированной морфо-
метрии лимфангиогенеза рака щитовидной железы, болез-
ни, которая, как известно, характерна для пост-
Чернобыльских территорий.

Материалы и методы 
Исследование выполнялось по материалам 

Онкологического диспансера г. Минска в течение 13 месяцев 
с 2009 по 2010 год.

Критерии включения пациентов в исследование были сле-
дующие (рис. 1–4):

1. Дети были рождены позднее 1987 года.
2. Все имели диагноз спорадичеcкого папиллярного рака 

щитовидной железы (на основании тонкоигольной биопсии 
и обследования удаленной опухоли).

3. Возраст варьировал от 4 до 18 лет.
4. У всех пациентов не было никакой явной врожденной 

болезни и значительных сопутствующих патологий развития.
Препараты были приготовлены из хирургически удален-

ных опухолей (папиллярного рака щитовидной железы) 
пациентов. Образцы опухолей хранились в замороженном 
виде.

Использовалось специально разработанное программное 
обеспечение, которое обрабатывало изображения и считало 
5 параметров: относительную площадь, занимаемую сосу-
дами; однородность распределения сети в пространстве; 
относительную долю мелких объектов сосудов (шума); 
относительную долю крупных сосудов; среднее значение 
цветности выделяемых сосудов.

 Программное обеспечение было написано на Delphi  
(то есть, фактически, объектно-ориентированном Паскале) 
для операционной системы Windows. Ключевая функция 
программного обеспечения – вычисление прокрашенной 
коричневым цветом области гистологического изображе-
ния. Изображения были получены при помощи микроскопа 
«Leica DMD 108» с операционной системой Linux. Снимки 
были получены вручную, без сканера, 150 изображений, 
которые в основном визуально соответствовали области 
максимальной васкуляризации по зрительному оценочному 
решению одного исследователя, как квадрат на увеличении 
х40, а затем сняты х200. После этого были отобраны изобра-
жения, исключительно содержащие околоoпухолевую зону 
(3–25 шт.).

 Все изображения были сохранены в формат Tiff, прием-
лемый для программного обеспечения. 

 Программное обеспечение произвело список числовых 
величин, который был импортирован в таблицу Excel. 
Статистическое исследование выполнялось преимуществен-
но программным пакетом Statistica. Его концепция заключа-
лась в модели простой линейной регрессии, где параметрам 
изображений придавалось значение предсказательных 
факторов, а факту наличия метастазов – исхода. Значение 
относительной ошибки Р считалось статистически значи-
мым, если было менее 0,05.

РИС. 1.
Диаграмма возраста исследуемых больных.
По оси у – число наблюдений.

РИС. 2.
График преобладания размеров опухолей (по оси х – в мм,  
по у – число наблюдений).

А)

Б)
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В) 

Г)

РИС. 4.
Клинико-морфологическая характеристика исследуемой 
группы пациентов.

На всех рисунках зеленым цветом выделяется наличие 
признака (1), а другими – его отсутствие (0).

Результаты исследования
Только для двух числовых характеристик изображений 

модель линейной регрессии показала статистически значи-
мые результаты. Этими параметрами были: относительная 
доля мелких объектов сосудов, шума (ОДМО) и относитель-
ная доля крупных сосудов (ОДКО). Таким образом, мы 
получили два уравнения, образующие формулу предсказа-
ния локального лимфатического метастазирования:

наличие метастазов = -5,777582 х ОДМО + 5,980355 (1);
наличие метастазов = -10,934832 х ОДКО + 11,286063 (2).
Подробная характеристика применяемой статистической 

модели приведена в таблице.

ТАБЛИЦА.
Параметры модели простой линейной регрессии

Обсуждение
Публикаций по теме лимфангиогенеза и лимфогенного 

метастазирования опухолей щитовидной железы немного 
[16–40]. Движущая сила научного продвижения этой обла-
сти – недавнее появление лимфатических маркеров; среди 
них D2-40, который применялся в нашем исследовании 
(рис. 5). Антитело D2-40 первоначально реагирует с 
O-связанным гликопротеином, экспрессирующимся на лимфа-
тическом эндотелии, эмбриональном яичке и опухолях яичек.

На сегодняшний день считается, что основные биохимиче-
ские факторы развития лимфангиогенеза любой локализа-
ции – сосудистые эндотелиальные факторы роста (C, D, А, в 
порядке значения). Неизвестны механизмы увеличения 
ФРЭС (фактора роста эндотелия сосудов) и природа моле-
кул, выполняющих активацию существующего лимфатиче-
ского эндотелия, вызывающего увеличение размера опухо-
ли с последующей продукцией митогенных и хемотаксиче-
ских факторов или альтераций лимфатического эндотелия. 
Hall [41] и сотрудники (2003) были первыми, кто исследовал 
морфологические особенности опухолевой лимфатической 
сети у больных, имеющих папиллярные карциномы щито-
видной железы. В исследовании, используя LYVE-1 
(Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor) как маркер, 
сетки Chalkleу для подсчета сосудов, высокая ПЛК (плотность 
лимфатических капилляров) была связана с наличием реги-
ональных метастазов лимфатического узла. Однако, нали-
чие внутриопухолевого лимфангиогенеза не было значи-
тельным предиктором рецидива опухоли (P=0,42). 
Интересно, что эксперимент Cheong [42, 43] и соавторов 
(2010) не показал значительных различий в плотности лим-
фатических и кровеносных капилляров сосочковых карци-
ном щитовидной железы и микрокарцином (<1 см в разме-
ре). Однако, более высокая ПЛК отмечалась у больных стар-
ше, чем 45 лет (более четко в группе крупных карцином), и 
имеющих мультицентральность с экстратиреоидным рас-
пространением. Мультицентральность была определена как 
наличие дополнительных фокусов опухоли, состоящих из 
нескольких несмежных с первичной опухолью участков. 
Экстратиреоидное распространение было определено как 
прорастание опухоли вне капсулы, окружающей мягкие 
ткани железы. 

Классическим морфометрическим параметром оценки 
сети лимфатических капилляров является их площадь, про-
крашенная диагностическим маркером [44–51]. В нашем 
исследовании применены новые параметры изображений. 
Как оказалось, доля мелких и крупных объектов характери-
зует морфологию сети лимфатических сосудов более под-
робно, чем просто площадь прокрашенного, и выявляет 
свою прогностическую ценность. Новые параметры изобра-
жений позволяют классифицировать морфологию ангиоге-
неза и выделять подгруппы морфологических паттернов.

Выводы и заключения
Впервые предложена простая математическая модель 

предсказания факта образования региональных лимфати-
ческих метастазов по данным компьютеризированной мор-
фометрии опухолевого лимфангиогенеза. Можно предпо-
ложить, что такой подход может быть применен к опухолям 
любой локализации. Безусловно, более достоверно дока-
зать эти закономерности можно только проведя широкомас-
штабные многоцентровые исследования, реальность  

Статистические
параметры модели

Линейная 
регрессия для 

ОДМО

Линейная 
регрессия для 

ОДКО

Стандартная
oшибка (наклона)

2,305 4,628

95% ДИ для популяционного 
значения наклона

-10,417584 до 
 -1,13758

-20,249792 до 
-0,069329

95% ДИ для r (трансформиро-
ванное число z Фишера)

-0,574
 до -0,069329

-0,560719 до 
-0,049493

t для значения степени 
свободы = 46

-2,506 -2,363

Двусторонний Р 0,016 0,022

Сила (для 5% значимости) 67,13% 62,21%

Общий результат
Коэффициент корреля-

ции значительно отли-

чается от нуля

Коэффициент корреля-

ции значительно отли-

чается от нуля
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выполнения которых в условиях современного экономиче-
ского кризиса маловероятна. 

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

A)                                                  Б)

РИС. 5.
(а, б). Классические примеры папиллярного рака щитовидной 
железы, препараты окрашены гематоксилином, эозином и марке-
ром D2-40. Лимфатические сосуды на изображениях выделяются 
коричневым цветом (х200).
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