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Вступ
Низка процесів здатні призвести до того, що в 

протеїнах може змінюватися співвідношення між 
аміногрупами та карбоксильними або гідроксиль-
ними групами (у лізині та проліні). Наприклад, 
при надлишку вільних радикалів окиснюються 
аміногрупи білків [2,7], що призводить до пору-
шення балансу в бік карбоксильних груп. Такий 
процес називають окиснювальною модифікацією 
білків [6,14]. Інший приклад, коли при цукровому 
діабеті відбувається надмірне глікозування аміно-
груп білків [9], при якому порушується співвід-
ношення також у бік карбоксильних груп [4,8,14]. 
Ще один приклад, коли внаслідок гідроксилюван-
ня залишків проліну та лізину в процесі дозріван-
ня колагену сполучно-тканинних волокон спів-
відношення змінюється у бік гідроксильних груп. 
Щодо пухлинних клітин, то зміни в їхньому гено-
му можуть призвести до продукції білків [10,14] з 
тим чи іншим співвідношенням між аміногрупами 
та карбоксильними або гідроксильними групами 
білків, яке буде відрізнятися від клітин з нормаль-
ним геномом. У будь-якому разі зміни у співвід-
ношеннях між аміногрупами та карбоксильними 
або гідроксильними групами білків будуть при-
зводити до змін властивостей білків (ферментів, 
структурних білків, сигнальних молекул тощо).

Існує гістохімічний метод, який дозволяє оці-
нити співвідношення між аміногрупами та кар-
боксильними або гідроксильними групами білків 
за особливостями їхнього забарвлення, причому 
оцінку можна здійснити кількісно методом мікро-
спектрофотометрії [11]. Таким методом є гістохі-
мічне дослідження на «кислі» та «основні» біл-
ки з бромфеноловим синім за Mikel Calvo [12]. 
В авторському оригіналі результати проведення 
методики описуються наступним чином: у від-
тінки синього забарвлюються протеїни, в яких 
переважають аміногрупи над карбоксильними та 
гідроксильними групами (автор методики називає 
такі білки «основними»), а у відтінки червоного, 
зеленого та жовтого забарвлюються протеїни, в 
яких переважають карбоксильні та гідроксильні 
групи над аміногрупами [13] (автор методики на-
зиває такі білки «кислими») [9,15]. Звісно, що на 
практиці в клітинах і позаклітинних структурах 
зустрічаються суміші білків, що спричиняє різні 
перехідні відтінки різних кольорів. Наш досвід 
застосування комп’ютерної мікроспектрофотоме-
трії на різних об’єктах дозволив дійти висновку, 
що достатньо оцінювати співвідношення між чер-
воним та синім компонентами забарвлення. Така 
оцінка проводиться за коефіцієнтом R/B (від на-
зви кольорів).
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Резюме 
Мета дослідження. Гістохімічним методом на підставі кількісної оцінки методом комп’ютерної мікро-

спектрофотометрії встановити співвідношення між «кислими» та «основними» білками в різних структурах 
протокової інвазивної карциноми грудної залози та фіброаденоми. 

Матеріали та методи. Для дослідження використовували морфологічні дані 180 випадків. З них: 162 спо-
стереження інвазивної протокової карциноми грудної залози та 18 спостережень фіброаденом грудної зало-
зи. Обраховували вторинний показник - коефіцієнт R/B, порівнювали отримані результати між структурами 
пухлини.

Результати дослідження. Середнє значення коефіцієнту R/B в епітеліальних клітинах карциноми з по-
хибкою становить 1,34±0,011. У сполучно-тканинних волокнах строми пухлини (зона І) середнє значення ко-
ефіцієнту з похибкою становить 1,64±0,018. Середнє значення з похибкою показника коефіцієнту сполучно-
тканинних волокон строми пухлини (зона ІІ) 2,01±0.014. У сполучно-тканинних волокнах перитуморозної зони 
показники коефіцієнта найвищі, середній показник із похибкою 2,34±0,011.

У епітеліальних клітинах інтраканалікулярної фіброаденоми середнє значення з похибкою коефіцієнту ста-
новить 1,01±0,024.  У стромі (зона І) середнє значення з похибкою 0,97±0,021. У волокнах зрілої сполучної 
тканини фіброаденоми середнє значення з похибкою 0,91±0,014. В капсулі фіброаденоми середній показник з 
похибкою становив 1,19±0,016.

Висновки. Протокова карцинома характеризується переважанням «кислих» білків над «основними» білка-
ми в пухлинних епітеліальних клітинах та сполучно-тканинних волокнах різних локалізацій. А при інтракана-
лікулярній фіброаденомі, на відміну від протокової карциноми, співвідношення між «кислими» та «основни-
ми» білками в пухлинних епітеліальних клітинах у середньому є приблизно рівним, хоча у окремих жінок може 
бути інакшим.
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Мета дослідження
Гістохімічним методом на підставі кількісної 

оцінки методом комп’ютерної мікроспектрофото-
метрії встановити співвідношення між «кислими» 
та «основними» білками в різних структурах про-
токової інвазивної карциноми грудної залози та 
фіброаденоми. 

Матеріали і методи
Для дослідження використовували морфоло-

гічні дані 180 випадків. З них: 162 спостереження 
інвазивної протокової карциноми грудної залози 
та 18 спостережень фіброаденом грудної залози. 
Для дослідження використовувався гістологічний 
матеріал (операційний та біопсійний), направле-
ний в патологоанатомічне відділення для гістоло-
гічного підтвердження. Всі хворі перебували на 
стаціонарному лікуванні Чернівецького обласно-
го онкологічного диспансеру.

Направлену тканину фіксували в забуфере-
ному фосфатним буфером 10% формаліні з по-
дальшою проводкою матеріалу і виготовленням 
парафінових блоків за загальноприйнятою у мор-
фологічних дослідженнях. Приготовлені шматоч-
ки матеріалу заключали в парафінові блоки для 
збереження властивостей і зручності у подаль-
шому використанні. Санним мікротомом (МС-2) 
виготовлялися зрізи товщиною 5 мкм із дотри-
манням відповідних вимог. Після депарафінуван-
ня гістологічний матеріал фарбували за методи-
кою забарвлення бромфеноловим синім за Mikel 
Calvo. За стандартних умов отримували цифрові 
копії зображення за допомогою мікроскопа Delta 
Optical Evolution 100 (планахроматичні об'єктиви) 
та цифрової камери Olympus SP-550UZ. Цифро-
ві зображення аналізували у спеціалізованій для 
гістологічних досліджень комп'ютерній програ-
мі ImageJ (1.48v, вільна ліцензія, W. Rasband, 
National Institute of Health, USA, 2015) [1,11]. У ре-
гіонах інтересу (ROIs) – тобто у цитоплазмі клітин 
чи у сполучнотканинних волокнах у середовищі 
вказаної програми отримували дві величини спек-
тральної характеристики забарвлення – червоний 
та синій компоненти в градаціях (256 градацій 
для кожного кольору). На підставі цих двох базових 
показників обраховували вторинний показник - ко-
ефіцієнт R/B, який служив мірою співвідношення 
між «кислими» та «основними» білками. 

Обраховували середні арифметичні та їх по-
хибки, а також ліміти для груп дослідження. Пе-
ревіряли на нормальність розподілу у вибіркових 
сукупностях методом Shapiro-Wilk. Розбіжність 
між вибірковими сукупностями у середніх тен-
денціях здійснювали за непарним методом Стью-
дента. Всі статистичні обрахунки вели за допо-
могою комп’ютерної програми PAST v3.14, вільна 
ліцензія, O. Hammer, 2015) [3,8].

Результати дослідження: Після фарбуван-
ня мікропрепаратів бромфеноловим синім за Mikel 
Calvo виявили різницю забарвлення тканин фібро-
аденоми та протокової карциноми. Використання 
комп’ютерної мікроспектрофотометрії дозволило 
вивчити різницю у кольорі між структурами пух-
линної тканини. Також дозволив визначити спів-
відношення синього та червоного кольорів - кое-

фіцієнт R/B. Він вказує на розбіжність показників 
пухлинних епітеліальних клітин (Рис. 1) карци-
номи - (1,62-1,06). Середнє значення з похибкою 
становить 1,34±0,011. У сполучно-тканинних во-
локнах (Рис.2) строми пухлини (зона І) значення 
коефіцієнту знаходиться в межах (2,09-1,18) Се-
реднє значення з похибкою становить 1,64±0,018. 
Показники коефіцієнту сполучно-тканинних во-
локон строми пухлини (зона ІІ) дещо вищі і ста-
новлять (2,36-1,65). Середнє значення з похибкою 
2,01±0.014. В сполучно-тканинних волокнах пе-
ритуморозної зони показники коефіцієнта найви-
щі, максимальний і мінімальний показники в меж-
ах (2,62-2,06), а середній показник із похибкою 
2,34±0,011 В свою чергу незважаючи на найвищий 
показник похибка являться найнижчою.

У структурах доброякісних пухлин - фібро-
аденомах показники коефіцієнта R/B нижчі, що 
вказує на менш виражену окиснювальну модифі-
кацію білків. Так у епітеліальних клітинах інтра-

Рис. 1 Інвазивна протокова карцинома 
грудної залози G2. Стрілками вказані 

сполучно-тканинні волокна зони І. 
Гістохімічна методика з бромфеноловим 

синім за Mikel Calvo. Об. 40х. Ок.10х

Рис. 2 Інвазивна протокова карцинома 
грудної залози G2 Стрілками вказані пух-

линні епітеліальні клітини. Гістохімічна  
методика з бромфеноловим синім за 

Mikel Calvo. Стрілками вказані пухлинні 
клітини. Об. 40х. Ок.10х
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каналікулярної фіброаденоми (Рис. 3) показники 
коефіцієнту знаходяться в межах (1,21-0,81). Се-
реднє значення з похибкою становить 1,01±0,024. 
Навколо епітеліальних клітин розташовуться до-
бре виражена строма (зона І). Тканина побудована 
з тяжистих структур, між волокнами якої велика 
кількість міжклітинної речовини (пухка сполучна 
тканина). Коефіцієнт R/B для цього виду тканин 
знаходиться в межах (1,14-0,79), середнє значен-
ня з похибкою 0,97±0,021. Навколо волокон пухкої 
сполучної тканини розташовуються волокна зрілої 
сполучної тканини фіброаденоми. Вони оточують 
наче формують каркас для «внутрішніх елементів 
пухлини». Розбіжність становить (1,03-1,05), се-
реднє значення з похибкою 0,91±0,014. Навколо 
всіх пухлинних структур для порівняння особли-
востей у різних типах сполучної  тканини прово-
дили вимірювання коефіцієнта R/B у волокнистих 
структурах капсули фіброаденоми. Показники різ-
нились в межах (1,33 - 1,05), середній показник з 
похибкою становив 1,19±0,016.

Після визначення коефіцієнтів R/B в кожній до-
сліджуваній позиції отримані результати зіставили 
та порівняли між собою.

Розбіжність показників в окремих випадках 
становила від 1.06 до 1.62 в сполучно-тканинних 
волокнах різної локалізації пухлини. У доброякіс-
них пухлинах основна увага зверталась також на 
структури епітеліального походження та сполуч-
но-тканинні волокна. У всіх вище перерахованих 
структурах гістологічних препаратів за допомогою 
комп’ютерного програмного забезпечення визна-
чали коефіцієнт R/B. Вимірювання проводили в 
ідентичних структурах з різних місць кожного пре-
парату та вираховувалось середнє значення. 

Обговорення отриманих результатів. Різницю 
в кольорі мікропрепаратів аденоми та карцино-
ми видно неозброєним оком. Проте різницю між 
структурами в одному препараті помітити важко. 
Тож після порівняння отриманих результатів по-
рівнювали показники в структурах окремо карци-
номи та між схожими структурами обох пухлин. 

Для оцінки вірогідності розбіжності результатів 
провели порівняння середніх значень коефіцієнта 
R/B в пухлинних епітеліальних клітинах та спо-
лучно-тканинних волокнах строми пухлини (зона 
І) p<0,001. При порівнянні пухлинних епітеліаль-
них клітинах та сполучно-тканинних волокнах 
строми пухлини (зона ІІ) p<0,001. При порівнянні 
показників між пухлинними епітеліальними клі-
тинами та пухлинними епітеліальними клітинами 
інтраканалікулярної фіброаденоми p<0,001. Між 
показниками сполучно-тканинних волокон строми 
пухлини (зона І) та сполучно-тканинних волокон 
строми пухлини (зона ІІ) p<0,001. 

Тканину карциноми грудної залози умовно роз-
ділили на паренхіму, представлену пухлинними 
епітеліальними клітинами та строму. При визна-
ченні коефіцієнта R/B в стромі показники в різних 
ділянках відрізнялись. Тому для кращої оцінки 
отриманих результатів тканину строми розділити 
на дві зони (Рис. 2). (Зона І) - представлена елемен-
тами сполучно-тканинних волокон та іншими клі-
тинами строми, які розташовуються безпосередньо 
навколо скупчень пухлинних епітеліальних клітин, 
утворюючи своєрідний каркас. За результатами до-
слідження відрізняються від коефіцієнт R/B в меж-
ах (1,18-2,09) (Зона ІІ) – являє собою скупчення 
сполучно-тканинних волокон, які формують більш 
щільні, схожі за будовою на волокнисті структури. 
Коефіцієнт R/B відрізняється в сторону збільшен-
ня кількості «кислих» білків - (1,65-2,36).

В інтраканалікулярній фіброаденомі (зона І) 
представлена стромою, яка безпосередньо оточує 
змінені залози із протоками, а зона ІІ розташовуть-
ся дещо віддаленіше. Візуально в зоні ІІ сполуч-
но-тканинні волокна строми пухлини формують 
товстіші тяжисті структури, які значно щільніше 
прилягають один до одного, ніж в зоні І.

У епітеліальних клітинах інтраканалікулярної 
фіброаденоми та волокнах пухкої сполучної тка-
нини фіброаденоми різниця між показниками не-
вірогідна розбіжностям p=0,250. Між клітинами 
інтраканалікулярної фіброаденоми та волокнами 
щільної (зрілої) сполучної тканини в фіброадено-
ми показник вірогідності p=0,008, а між клітинами 
інтраканалікулярної фіброаденоми та волокнами 
щільної (зрілої) сполучної тканини капсули фібро-
аденоми p=0,002. При порівнянні між собою двох 
типів волокон пухкої та щільної (зрілої) сполучної 
тканини фіброаденоми p=0,024. Показник вірогід-
ності між волокнами пухкої сполучної тканини фі-
броаденоми p<0,001, а між волокнами зрілої спо-
лучної тканини фіброаденоми та волокнами зрілої 
сполучної тканини капсули фіброаденоми p<0,001.

Висновки
1. Протокова карцинома характеризується пере-

важанням «кислих» білків над «основними» білка-
ми в пухлинних епітеліальних клітинах та сполуч-
но-тканинних волокнах різних локалізацій. При 
цьому, переважання «кислих» білків найбільш ви-
ражене в сполучно-тканинних волокнах перитумо-
розної зони, а найменше – в пухлинних епітеліаль-
них клітинах. Також важливо, що має місце більш 
помітне переважання «кислих» білків над «осно-
вними» в сполучно-тканинних волокнах строми 
пухлини зони ІІ у порівнянні із зоною І.
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Рис. 3 Інтраканалікулярна 
фіброаденома грудної залози. 

Стрілками вказані структури в яких 
досліджувались особливості білків. 

Гістохімічна методика з бромфеноловим 
синім за Mikel Calvo. Об. 10х. Ок.10х
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2. При інтраканалікулярній фіброаденомі на від-
міну від протокової карциноми співвідношення між 
«кислими» та «основними» білками в пухлинних епі-
теліальних клітинах у середньому приблизно рівне, 

хоча у окремих жінок може бути інакшим. У периту-
морозній зоні в сполучно-тканинних волокнах перева-
жають «кислі» білки, а в сполучно-тканинних волок-
нах строми пухлини переважають «основні білки».

Таблиця 1
Комп'ютерний мікроспектрофотометричний аналіз (за коефіцієнтом R/B) 

результатів фарбування різних структур протокової карциноми 
та інтраканалікулярної фіброаденоми при гістохімічній методиці 

з барвником бромфеноловим синім на «кислі» та «основні» білки за Mikel Calvo 
(M±m та ліміти)

Типи структур Коефіцієнт R/B
Протокова карцинома (n=162)

Пухлинні епітеліальні клітини 1,34±0,011 (1,06-1,62)
Сполучно-тканинні волокна строми пухлини (зона І) 1,64±0,018 (1,18-2,09)
Сполучно-тканинні волокна строми пухлини (зона ІІ) 2,01±0,014 (1,65-2,36)

Сполучно-тканинні волокна перитуморозної зони 2,34±0,011 (2,06-2,62)
Інтраканалікулярна фіброаденома (n=18)

Пухлинні епітеліальні клітини 1,01±0,024 (0,81-1,21)
Сполучно-тканинні волокна строми пухлини (зона І) 0,97±0,021 (0,79-1,14)
Сполучно-тканинні волокна строми пухлини (зона ІІ) 0,91±0,014 (1,03-1,05)

Сполучно-тканинні волокна перитуморозної зони 1,19±0,016 (1,05-1,33)
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основании количественной оценки методом компьютер-
ной микроспектрофотометрии установить соотношение 
между «кислыми» и «основными» белками в различных 
структурах проточной инвазивной карциномы грудной 
железы и фиброаденомы.

Материалы и методы. Для исследования использо-
вали морфологические данные 180 случаев. Из них 162 
наблюдений инвазивной проточной карциномы грудной 
железы и 18 наблюдений фиброаденом грудной железы. 
Обсчитывали вторичный показатель – коэффициент R / 
B, сравнивали полученные результаты между структу-
рами опухоли.

Результаты исследования. Среднее значе-
ние коэффициента R / B в эпителиальных клетках 
карциномы составляет 1,34 ± 0,011. В соединительно-
тканных волокнах стромы опухоли (зона I) среднее зна-
чение коэффициента составляет 1,64 ± 0,018. Среднее 
значение показателя коэффициента соединительно-
тканных волокон стромы опухоли (зона II) 2,01 ± 0.014. 
В соединительно-тканных волокнах перитуморозной 
зоны показатели коэффициента высокие, средний пока-
затель 2,34 ± 0,011.

В эпителиальных клетках интраканаликулярной 
фиброаденомы среднее значение коэффициента состав-
ляет 1,01 ± 0,024. В строме (зона I) среднее значение 
0,97 ± 0,021. В волокнах зрелой соединительной тка-
ни фиброаденомы среднее значение составляет 0,91 ± 
0,014. В капсуле фиброаденомы средний показатель со-
ставил 1,19 ± 0,016.

Выводы. Протоковая карцинома характеризуется пре-
обладанием «кислых» белков над «основными» белками 
в опухолевых эпителиальных клетках и соединительно-
тканных волокнах различных локализаций. А при ин-
траканаликулярной фиброаденоме в отличие от про-
точной карциномы соотношение между «кислыми» и 
«основными» белками в опухолевых эпителиальных 
клетках в среднем примерно равное.

Ключевые слова: грудная железа; протоковая 
карцинома; фиброаденома; свойства белков.

the "acidic" and "basic" proteins in structures of invasive 
ductal breast carcinoma and fibroadenoma by using 
histochemical methods based on quantitative evaluation by 
computer mikrospektrofotometry. 

Materials and methods. It was used data of 180 cases 
for morphological research. Of these 162 observations 
with invasive ductal breast carcinoma and 18 – breast 
fibroadenoma observations. It was calculated secondary 
index - the coefficient R / B, and then compared the results 
between the structures of the tumor. 

Research results. The average value of the coefficient 
R / B in epithelial carcinoma cells amounts with an 
accuracy of 1,34 ± 0,011. In connective tissue stroma fibers 
of the tumour (zone I) the average value of the coefficient 
amounts 1,64 ± 0,018. The average value of connective 
tissue stroma fibers of the tumor (zone II) coefficient is 
2,01 ± 0.014. In connective tissue fibers of the zone around 
the tumor the value of the coefficient is the highest average 
rate, it amounts 2,34 ± 0,011. 

In epithelial cells of fibroadenoma the average value of 
the coefficient is 1,01 ± 0,024. In the stroma (zone I) the 
average value of the coefficient is 0,97 ± 0,021. In mature 
connective tissue fibers of fibroadenoma average value of 
the coefficient is 0,91 ± 0,014. In the fibroadenoma capsule 
the average value of the coefficient is 1,19 ± 0,016. 

Conclusions. Ductal breast carcinoma is characterized 
by a predominance of "sour" proteins on the "basic" proteins 
in tumor epithelial cells and connective tissue fibers of 
different locations. And in fibroadenoma the correlation 
between the "acidic" and "basic" proteins in tumor epithelial 
cells on average roughly equal unlike ductal carcinoma.

Key words: breast cancer; ductal carcinoma; 
fibroadenoma; properties of proteins.


