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Резюме
С помощью автоматизированного анализа изображений была оценена площадь ядер опухолевых клеток и эпителия 
неопухолевых протоков в 46 карциномах молочной железы. Нами получены количественные морфометрические показа
тели площади ядер опухолевых клеток для различения степени полиморфизма ядер первой и второй градации, а также 
доказательства того, что обозначенные выше группы достоверно различаются по площади ядер. Выделение и определе
ние морфометрических параметров (в частности площади ядер опухолевых клеток) для градаций 1 и 2 соответственно 
33.72+/-1,03 мкм2 и 44,9+/-1,16 мкм2 является одним из опорных критериев при установлении степени полиморфизма 
ядер при определении злокачественности инвазивного протокового рака молочной железы.
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Summary
We performed image analysis of nuclear area on tumor cells in invasive ductal breast carcinoma and normal ductal epithelium to 
establish morphometric characters of cells nuclear on histological slide according grade of nuclear polymorphism. Morphometric 
analysis was performed using the Pannoramic Viewer software (30Histec, Budapest) on the hematoxilin and eosin stained 
breast cancer tissue specimens from Baku Oncology Hospital during the 2001-2005. The study included 46 patients diagnosed 
with breast carcinoma and 14 cases with normal ductal epithelium behind carcinoma. For each case, we have analyzed nuclear 
area and nuclear perimeter this parameters were assessed by use of Statistica 6.0. Morphometric analysis yielded statistically 
significant differences among tumor cells and normal epithelium.Normal ductal epithelial cell has nuclear area 41,93 +/- 
2,39mkm2. Average tumor cell nuclear area had two peaks of distribution 33.72+/-1.03 mkm2 and 44,9+/-1,16 mkm2.By 
quantitative morphometric analysis of breast cancer, was established a main nuclear characteristic paving the wayfor automatic 
computerized image recognition for invasive ductal carcinoma.
Key words: breast cancer, morphometric analysis, digital microscopy

Введение
Первые попытки определить характеристики, кото

рые с большой вероятностью могли бы разделить опухо
ли, требующие агрессивного лечения от тех, которые не 
требуют такой терапии были предприняты еще вначале 
XX в, когда клиницисты обратили внимание на то, что не 
все карциномы молочной железы протекают одинаково и 
требуют одного типа лечения.

В 1904 году немецкий клиницист Steinthal предло
жил разделить РМЖ на три прогностические группы: 1 
стадия -  маленькая опухоль, которая локализована в мо

лочной железе, 2 стадия -  крупная опухоль, которая во
влекает подмышечные лимфоузлы, 3 стадия -  опухоль, 
которая поражает окружающие ткани [16]. Позднее, в 
1925году Greenough усовершенствовал эту простую си
стему, предложив классификацию, основанную на ми
кроскопическом изучении первичной опухоли молочной 
железы [15]. Он использовал семь микроскопических 
признаков для классификации карцином молочной желе
зы на три группы по степени злокачественности. В 1928 
году Patey и Scarff [29] выбрали такие гистологические 
признаки как образование трубочек, вариабельность (по



Таблица 1. Показатели воспроизводимости при определении степени злокачественности 
рака молочной железы (общая градация и по параметрам)

Автор Год

Число
иссле
дова
телей

Колнче-ство
наблюдений

Каппа или другие статистические обработки

Образова
ние
трубочек

Полимор-фнзм
ядер Мито-зы Gra

de

Delides55 1982 6 158 0,45 0,19 0,42 0,30
Stenkvist 1982 2 169 0.31
Haney 1992 2 76 0.65 0.46 0.64 0.60
Dalton 1994 25 10 195/52/3 193/55/2 213/33/4 0,70
Frierson 1995 6 75 0.64 0.40 0.52 0.55
Robbins 1995 5 50 0,67 0,64 0,70 0,70
Raabe 1997 2 167 0,51
Lakhani 1998 7 702 0,51 0,23 0,39
Sikka 1999 3 40 0,54 0,34 0,36 0,68
Boiesen 2000 7 93 0,61 0,44 0,46 0,54
J.S. Meyer 2005 6 631

лиморфизм) размеров ядер и гиперхроматоз ядер в каче
стве принципиальных параметров, которые определяли 
опухоль с хорошим прогнозом или, при наличии мито
зов, опухоль с плохим прогнозом. В 1958 году Bloom и 
Richardson [ 1 ] предложили упрощенную систему, в кото
рой использовались только три признака из классифика
ции Greenough: образование желез (трубочек); степень 
изменения размеров и формы ядер (полиморфизм) и ги- 
перхромность ядер как признак пролиферации. Несмотря 
на отсутствие специфических критериев для количе
ственного измерения этих параметров, данная система 
градации была в течение многих лет эффективна для 
определения прогноза. В 1991 г. в эту систему в Elston & 
Ellis [10] были внесены небольшие изменения для увели
чения воспроизводимости оценки степени злокачествен
ности. Данные изменения были одобрены Колледжем 
Американских патологов [11], Всемирной Организацией 
Здравоохранения [34] и внесены в рекомендации для ле
чения на международном форуме экспертов в St. Gallen 
[14].

В настоящее время в основе градации гистологиче
ской степени злокачественности инвазивных карцином 
молочной железы положены принципы описательного 
и полуколичественного определения гистологического 
типа роста опухоли и цитологических признаков атипии. 
Такими параметрами являются: 1) образование желези
стых структур, 2) степень полиморфизма ядер и 3) коли
чество митозов. Каждый параметр оценивается в баллах 
от 1 до 3, затем суммарное количество баллов определят 
степени злокачественности опухоли как низкую (3-5 бал
лов), умеренную (6-7 баллов) и высокую (8-9). В этой 
системе, которая была одобрена ВОЗ и широко применя
ется для определения прогноза заболевания значимость 
каждого признака неравноценна, а воспроизводимость 
градации -  вопрос, требующий дальнейшего обсужде
ния.

Так, J.S. Меуег, 2005г. [28] приводит следующие 
собственные данные о показателях воспроизводимости

при градации инвазивных протоковых карцином: наи
более воспроизводимым оказался признак образования 
железистых структур (к=0,57-0,83), умеренной степе
нью воспроизводимости обладали митозы (к=0,45-0,64) 
и наименьшей воспроизводимостью ядерный полимор
физм -  (к=0,37-0,50), суммарная степень злокачествен
ности имела умеренные показатели воспроизводимости 
карра=0.50-0.59. В этом исследовании была пересмотре
на 631 опухоль молочной железы семью патологоанато
мами. Автор отдельно остановился на возрасте и опыте 
участников данного пересмотра: средний возраст соста
вил 58,6 лет (разброс от 47 до 74 лет) и опыт работы по 
специальности в среднем составил 25,7 лет (разброс 13- 
44 года). Таким образом, речь идет об опытных врачах, 
определение степени злокачественности рака молочной 
железы для которых является рутиной, ежедневной прак
тикой.

Как видно из представленной таблицы, наблюде
ния, описанные J.S. Меуег не являются эксклюзивными, а 
имеют универсальный характер. Наиболее высокие пара
метры воспроизводимости исследователи отмечают для 
признака «образование железистых структур» и наиболее 
низкие -  для признака «полиморфизм ядер». Между тем, 
это один из самых популярных критериев для оценки не 
только степени злокачественности карциномы молочной 
железы, он также является гистологическим признаком 
злокачественной трансформации клеток и до настоящего 
времени остается самым субъективным критерием, опре
деление градации которого целиком зависит от опыта и 
субъективного мнения исследователя. На уровне экспер
тов процент совпадений карра=0,64, а на уровне иссле
дователей составляет 0,4-0,19, что только подтверждает 
необходимость поиска более точного, чем просто визу
альная сравнительная оценка размеров и формы спосо
ба изучения полиморфизма ядер. Диагностическая цен
ность этого признака невелика, признак практически 
отсутствует в опухолях низкой степени злокачественно
сти, имеет большой разброс в опухолях умеренной и вы



сокой степени злокачественности, кроме того, в высокой 
степени зависит от проводимого перед гистологическим 
исследованием лучевого или химиотерапевтического ле
чения и погрешностей при гистологической обработке 
материала (отсроченная фиксация, техника гистологиче
ской проводки) [28].

Материалы и методы
В процессе работы было исследовано 46 залитых 

в парафин и фиксированных в формалине образца рака 
молочной железы, проходивших операционное лече
ние с последующей химиотерапией в Республиканском 
Онкологическом Центре г. Баку в 1997-2005 г.г. Возраст 
пациенток варьировал от 36 до 77 лет, средний возраст 
составил 53,67+/- 1,71 года. Наиболее часто встречались 
больные стадии T2N1M0 -  14 пациенток, T2N0M0 -  8 
пациенток, Т 1N0M0 -  4 пациентки, T2N2M0 -  4 пациент
ки, по одному наблюдению в группах T IN  1 МО, T3N1M0, 
T3N3M0, T2N3M0. Как видно из приведенных данных, 
стадия Т2 встречалась чаще всего и составила 27 наблю
дений, Т1 — 5 наблюдений, ТЗ -  3 наблюдения.

Готовые полностью гистологические препараты 
сканировались при помощи MIRAX MIDI (Zeiss) с целью 
получения цифровых изображений данных препаратов. 
После, с помощью программы просмотра изображений 
Pannoramic Viewer (3DHistech),

Было исследовано не менее 1 мм2 площади гисто
логического препарата, в каждом препарате исследовали 
такие параметры как площадь и периметр ядер. Стати
стическая обработка всех данных проводилась с помо
щью методов описательной, а также параметрической 
(t-критерий Стьюдента) статистики с применением про
граммы Statistica 6.0.

Результаты и обсуждение
Поскольку одним из основных критериев оценки 

полиморфизма ядер в опухоли является сравнение опу
холевых клеток с прилежащими нормальными структу
рами, характеризуя морфометрические показатели в опу

холевых клетках, провели анализ нормальных структур 
молочной железы, прилежащих к опухоли и опухолевых 
клеток. Клетки неопухолевого эпителия протоков и долек 
в среднем имели площадь ядер 41,93 +/- 2,39 мкм2, пе
риметр ядер составил 28,8+/- 1,55 мкм, показатель окру
глости ядер 0,65+/- 0,04. Всего нами было исследовано 
1687 клеток.

На данных графиках (рис. 1,2) мы наблюдаем при
меры нормального распределения исследуемых величин. 
Средняя арифметическая и доверительный интервал ука
зывают на то, что 95% исследуемых величин находятся 
непосредственно в диапазоне средней величины. Это по
зволяет проводить нам дальнейшие исследования данно
го признака с уверенностью, что мы характеризуем его с 
вероятностью 95%, т.е. все неопухолевые клетки эпите
лия протоков.

При вычислении средней арифметической величи
ны средняя площадь ядер опухолевых клеток составила 
39,11+/-1,09 мкм2, периметр 23,27+/- 0,6 мкм и окру
глость ядер 0,8+/-0,01.

Всего нами было исследовано 22981 опухолевых 
клеток.

определяется бимодальное распределение ли
нейных размеров ядер опухолевых клеток. Причем на
блюдается разделение площадей по медиане (рис. 3). 
Распределения площади, периметра и округлости ядер 
опухолевых клеток не соответствует нормальному зако
ну, поэтому сравнительная характеристика данных пара
метров не может быть исследована для всей группы в 
целом. В целях получения достоверных данных необхо
димо разделить исследуемые объекты на две подгруппы, 
для которых средняя арифметическая будет характеризо
вать большую часть объектов. В нашем случае -  первую 
и вторую подгруппы опухолевых клеток, разделенных по 
медиане, которая равна 40,17 мкм2.

Показатели площади ядер опухолевых клеток в пер
вой подгруппе: средняя площадь ядер опухолевых клеток 
составила 33,72+/-1,03 мкм2., во второй подгруппе о 
44,9+/- 1,16мкм2. При сравнении двух подгрупп нами

Рнс.1 График нормального (гауссов
ского) распределения площади ядер в 

эпителии протоков
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Рис.4 С равнение средних разме
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ток (1 и 2 подгруппы) и эпителия 
протоков перитуморозной зоны
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Рис.6. С равнение средних пери
метров опухолевых клеток (1 и 2 
подгруппы) и эпителия протоков 

перитуморозной зоны
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получена статистически достоверная разница: t=8,02, 
р=0,0000001. Таким образом, по показателю площади 
ядер опухолевых клеток инвазивный протоковый РМЖ 
не является однородным.

Данные наблюдения лежат в основе визуальной 
оценки степени полиморфизма по трем градациям. Нами 
получены количественные морфометрические показа
тели площади ядер опухолевых клеток для различения 
степени полиморфизма ядер первой и второй градации, а 
также доказательства того, что обозначенные выше груп
пы достоверно различаются по площади ядер.

При сравнительном анализе полученных данных с 
размерами площадей ядер в нормальном эпителии пе
ритуморозной зоны (рис.4) нами получены следующие 
показатели: разница между сравниваемыми величина
ми была достоверной для показателей нормы и пер
вой подгруппы (t=5,74, р=0,00004) и недостоверным 
для показателей нормы и второй подгруппы (t= 1,89, 
р=0,07).

Периметр ядер опухолевых клеток в первой под
группе составил 22,36+/- 0,75 мкм, во второй подгруппе 
28,85+/-0,086 мкм. (рис.5) При сравнении двух подгрупп 
нами получена статистически достоверная разница: 
t=8,64, р=0,0000001. Таким образом, по периметру ядер 
опухолевых клеток, также как и по площади ядер опу
холевых клеток инвазивный протоковый РМЖ гетеро- 
генен. Нами получены количественные морфометри
ческие показатели периметра ядер опухолевых клеток 
для различения степени полиморфизма ядер первой и 
второй градации, а также доказательства того, что эти 
группы достоверно различаются по периметру ядер. При 
сравнительном анализе этих данных с размерами пери
метров ядер в нормальном эпителии перитуморозной 
зоны (рис.6) нами получены следующие данные: разни
ца между сравниваемыми величинами была достоверной 
для показателей нормы и первой подгруппы (t= 11,64, 
р=0,00001) и недостоверным для показателей нормы и 
второй подгруппы (t=0,93, р=0,36).



Определение размеров ядер опухолевых клеток с 
помощью морфометрического анализа всегда было не
сложной, но крайне затратной по времени работой. Раз
личные протоколы, которыми пользуются и пользова
лись исследователи, основаны на принципе разделения 
цветовых каналов по RGB (red/green/blue) и определении 
границ ядер, окрашенных синим (гематоксилином), что 
требует определенного навыка и времени работы опера
тора при подборе полей зрения и захвате изображений 
для анализа [4, 5, 22, 30, 32]

Поэтому для упрощения задачи оценки полимор
физма ядер во многих руководствах по молочной железе 
(RRosen, 2009 [31]) используют следующие критерии: 
первая градация -  мелкие ядра, сопоставимые по раз
мерам с ядрами близлежащих неопухолевых протоков, 
вторая градация -  умеренное нарастание размеров ядер, 
третья градация -  выраженное увеличение ядер опухоле
вых клеток. Как видим, из самого определения пороговые 
или предельные значения крайне расплывчаты, а крите
рии, которые используются для определения градаций 
полиморфизма ядер -  необъективны.

В настоящее время в связи с широким развитием 
компьютерных технологий, в том числе связанных с ана
лизом изображений, появляются возможности для точ
ного и достаточно быстрого морфометрического анализа 
большого объема информации, который получается при 
фотографировании микрообъектов.

Площадь ядра является одним из факторов, который 
используют автоматизированные системы подсчета при 
анализе формы ядер. Определение площади ядер с помо
щью морфометрического анализа имеет прогностическое 
значение при раке молочной железы [5, 13,], колоректаль
ном раке [19], почечно-клеточном раке [3], плоскоклеточ
ном раке гортани [9], при меланоме [20] и рабдомиосар- 
коме [21]. Кроме того, Chiusa L, (2000) [5], Giardina С, 
(1996) [13], Umbricht С, (1989) [35] свидетельствуют, что 
показатель площади ядер опухолевых клеток при раке 
молочной железы, близко коррелируют с показателями 
полиморфизма ядер.

В процессе исследования мы пришли к следующе
му: площадь ядер опухолевых клеток имела бимодальное 
распределение, что закономерно, поскольку в исследова
ние брались случаи первой и второй градации по степени 
полиморфизма ядер. В первой группе клеток площадь 
ядер составила 33,72+/-1,03 З1км2., во второй группе о 
44,9+/- 1,16мкм2.

Наши данные почти полностью совпадают с данны
ми, опубликованными Kronqvist [23] с коллегами в 1998, 
которые на материале 170 случаев инвазивного протоко
вого рака показали, что существует два пороговых зна
чения при исследовании площади (32мкм2 и 47мкм2), и 
так называемого короткого диаметра ядра клетки (4,8мкм 
и 6,4 мкм). Также эти данные не противоречат и друго
му исследованию, проведенному RH. Tan, 2001 г.[33], 
который на материале 64 случаев протоковой карциномы 
in situ показал, что медиана площади опухолевых ядер 
составила 49,8мкм2, (средняя -  54,29+/-2.23 мкм2), при 
разделении на градации у авторов фактически произошло

слияние первой и второй степени градации полиморфиз
ма ядер -  44,14 мкм2 и 47,77 мкм2, а третья степень по
лиморфизма ядер имела наибольшие размеры площади 
ядер -  72,05 мкм2.

Также нами было показано, что ядра эпителиальных 
клеток неопухолевых протоков, которые находятся в не
посредственной близи к опухоли имели площадь 41,93 
+/- 2,39 мкм2, что превышает аналогичный показатель -  
26,8 мкм2, приведенный Cui Y [6], который исследовал 
площадь ядер эпителиальных клеток в доброкачествен
ных опухолях молочной железы. По нашему мнению, 
такая разница в показаниях может быть связана с тем, 
что мы исследовали прилежащие к опухоли неопухоле
вые протоки, в то время как Y. Cui -  обычные доброкаче
ственные изменения в молочной железе.

Следует отметить методические различия, в дан
ных работах и нашем исследовании. В работе Kronqvist 
и Tan использовались системы ручного захвата и анализа 
изображений, когда вначале исследователем выбирается 
относительно равномерное распределение ядер опухо
левых клеток (без наслоений, обрывов и пр. артефак
тов порезки и окраски), затем на большом увеличении 
микроскопа (х40 или хбЗ) исследователь осуществляет 
захват (микрофотосъемку), а потом, вручную (!), с помо
щью компьютерной мыши или графического планшета 
обводит ядра клеток на мониторе. Всего исследователи 
обводили не менее 50 ядер с одного случая. Получен
ные с помощью такого анализа изображений сведения, 
безусловно, претендуют на эталонные. Однако остают
ся вопросы, связанные с исключительно произвольным 
отбором объектов, полей зрения для исследования. При 
определенном опыте, как отмечает Kronqvist, обработка 
одного изображения занимает около 30 минут.

В нашем исследовании был применен другой под
ход. Мы исследовали полностью отсканированные ги
стологические препараты, когда отбор поля зрения, и 
последующая обработка цифровых изображений осу
ществляются с помощью программного обеспечения.

Таким образом, показатели площади и периметра 
ядер, измеренные автоматически с помощью программ
ного обеспечения могут быть применены в обычной 
практике, а при определении размеров ядер опухолевых 
клеток необходимо помнить, что ядра прилежащих к опу
холи неопухолевых протоков имеют достоверно большие 
линейные размеры, чем ядра обычных эпителиальных 
клеток, выстилающих протоки.

Заключение
Подводя итоги, можно заключить, что цифровая об

работка гистологического материала, основанная на пол
ном сканировании гистологического препарата, является 
воспроизводимым и высокопроизводительным методом 
исследования. По нашему мнению, в связи с развитием 
технологии хранения и обработки цифровых данных 
совсем скоро оцифрованные препараты создадут воз
можность для объективного и транспарентного анализа 
морфологических данных и будут лежать в основе любо
го клинического заключения, при котором используются



данные морфологического анализа.
Одним из важных результатов нашей работы яв

ляется объективизация морфологических критериев, 
используемых в повседневной патологоанатомической 
практике. В первую очередь это касается такого признака 
как полиморфизм ядер. Выделение и определение мор
фометрических параметров (в частности площади ядер 
опухолевых клеток) для градаций 1 и 2 соответственно 
33,72+/-1,03 мкм2 и 44,9+/- 1,16 мкм2 является одним из 
опорных критериев при установлении степени полимор-
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