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Souhrn: Na archivnim formol-parafinovém materidlu 54 non-Hodgkinskych malignich lymfomt (NHL) byly testovany dvé& varian-
ty stanoveni celularity, apoptotického (Al) a mitotického indexu (MI) s pouZitim systému analyzy obrazu LUCIA G. V prvni vari-
anté byla hodnocena mista s maximalni mitotickou aktivitou, v druhé byl vybér hodnocené plochy nahodny. Celularita byla pramér-
né& 2608 bunék na 0,126 mm?2, resp. 2954 u ndhodné selekce, MI primémé 1,61 %; resp. 0,28 %, Al primémé 0,97 %; resp.0,56 %.
Statisticky nebyly nalezeny vyznamné rozdily v hodnotach celularity a Al, ale vyznamné se liSily absolutni hodnoty MI. MI a Al pti-
tom vyznamné positivné korelovaly v obou metod4ch i mezi sebou navzijem (viechna p<0,0001). Kromé& vyborné reprodukovatel-
nosti stanoveni nddorové celularity studie ukazuje, Ze ob& metody stanoveni Al a MI jsou vhodné pro dalsi prognostické resp. predik-
tivni studie. Ob& varianty metody potvrdily kladnou z4vislost MI a Al u NHL. Nové& bylo nalezeno, Ze apopt6za u NHL je diftiznéjsi
proces v protikladu k fokalné akcentované proliferaéni aktivité. Zavérem je pouk4zano na nutnost zlepSeni dosud relativné zna¢né
interpersondlni variability stanoveni AL
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Summary: We tested two variants of assesment of tumour cellularity, apoptotic (AI) and mitotic indices (MI) in paraffin-embedded
tissues from 54 malignant non-Hodgkin’s lymphomas (NHL), by using an image analysis system LUCIA G. Areas with maximal
mitotic activity were evaluated in the first variation of the method. In the second variant, selection of examined areas was random. The
average tumour cellularity was 2608 cells per 0.126 mm?, 2954 with random selection; of MI 1.61% , 0.28%; of AI 0.97%, 0.56%,
respectively. Significant differences were not found between values of cellularity and Al but absolute values of MI were significantly
different in statistical analysis. MI and Al positively correlated in both variants (all p < 0.0001). In addition to excellent reproducibility
of tumour cellularity estimation, the study shows that both variations of assessment of MI and Al are suitable for further prognostic
and predictive studies. Both variants confirmed a positive interrelationship between Al and MI in NHLs. The study newly revealed
that apoptosis in NHLs is a diffuse phenomenon in contrast to focally accentuated proliferation activity. Finally, the relatively high

interpersonal variability needs to be improved.
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Uvod

Mezi prognostické parametry nadort, studované v poslednich
letech, patfi mitoticky (MI) a apoptoticky (AI) index, u nékte-
rych typl téZ celularita. (1) U non-Hodgkinskych malignich
lymfoma (NHL) bylo opakované prokazéino, Ze MI je, spolu
s dal§imi prolifera¢nimi markery, vyznamnym prognostickym
parametrem (2,3), pficem? je zjiSfovéna signifikantni pozitiv-
ni korelace mezi proliferatnimi indexy a Al (4,5,6,7). N&kte-
ré studie ukazuji, Ze vysoky Al miZe byt nepfiznivym pro-
gnostickym faktorem, nezavisle na histologickém gradu (4,8).
ProtoZe se jednd o relativn€ nove zavedené metody, je nezbyt-
né ovéfeni jejich reprodukovatelnosti a klinické validity.
Cilem na3i studie bylo srovnéni vysledkt dvou variant detek-
ce MI a Al a zhodnoceni jejich pfednosti resp. nevyhod.

Materidl a metody

Byl pouZit archivni formol-parafinovy material, bloky se vzor-
ky od 54 pacienti s B-NHL, ze kterych byly zhotoveny fezy
o tloudfce 7 m a nabarveny Mayerovym hematoxylinem.
Pfi morfologické identifikaci a po&itani mitotickych a apo-
ptotickych figur byl vyuZit systém analyzy obrazu LUCIA G.
Detekce apoptotickych buné&k je provadéna na zdklad€ téchto
morfologickych charakteristik: kondenzace chromatinu, mar-
ginace chromatinu pfi jaderné membréné, tvorba apoptotic-
kych té€lisek, ztrata kontaktu apoptotické buiiky s okolim. Pou-
Zité zv&tSeni optického mikroskopu bylo 400x. U kaZdého pfi-
padu byly mitotické a apoptotické figury odeditiany na deviti
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polich o celkové plo3e 0,126 mm?, pfi¢emZ jedno pole odpo-
vidalo cca I/14 zorného pole mikroskopu o plo3e 0,014 mm?2,
zvétlené systémem analyzy obrazu na velikost obrazovky
monitoru pocitate. Kazdé snimané pole bylo archivovéno pro
pozdé&j3i stanoveni celularity.

U varianty metody A byla provedena preselekce na plochu
s maximalni mitotickou aktivitou, u varianty B byl vybé&r plo-
chy nihodny.

Nadorova celularita byla stanovovéna jako pocet jader nidoro-
vych buné€k semiautomaticky s pouZitim systému analyzy obra-
zu u kaZ?dého pfipadu na viech 9 polich, totoZnych s lokalitami,
nakterych byly ode¢itany apoptotické i mitotické figury. Pomo-
ci automatického nastaveni prahil v binarni masce obrazu, kom-
binovaného s manuélni korekci binarni masky, byly systémem
analyzy obrazu spocitdny nddorové butiky. Nenadorové (reak-
tivni) buiiky byly vylouceny, op&t manudlni korekei.

Po stanoveni nddorové celularity byly u kazdého ptipadu vypo-
Citdny Al a MI v procentech.

Pro statistické hodnoceni ziskanych dat byl vyuZit Wilcoxo-
nlv parovy test se stanovenim Spearmanova korela¢niho koe-
ficientu. U srovndvanych dat, jevicich normalni rozloZeni, byl
stanoven Pearsonilv korelaéni koeficient.

Vysledky

Histologicky s vyuZitym systému analyzy obrazu byl uréen
celkovy pocet nadorovych jader u metody A primé&mé 2608, 1
+/-972,3, u metody B primémé 2954,8 +/- 1036,0. Mitoticky



index stanoveny jako procento mitotickych figur z celkového
poctu jader nadorovych bun&k byl pfi metodé A prim&mé 1,61
+/- 1,50 a pti metodé B 0,28 +/- 0,14. Apoptoticky index byl
primérné 0,97 +/-1,84, respektive 0,56 +/- 0,84.

Polty nddorovych jader stanovenych ob&ma metodami nevy-
kazujf statisticky vyznamny rozdil (r=0,92; p<0,0001 /Pearson/),
stejné jako pocty apoptotickych figur (r = 0,63; p<0,0001).
PoCty mit6z ziskané ob&ma metodikami se zna&né li¥i, ale je
mezi nimi zavislost pfi stanoveni Spearmanova korela&niho
koeficientu (r =0,57; p < 0,0001).

Pti srovnani hodnot MI ziskanych metodou A a B byla zjist&-
nastatisticky vyznamna korelace (r=0,72; p <0,0001). Toté
plati pro hodnoty AI (r =0,75;p <0,0001).

Dile byla prokdzana statisticka zavislost mezi hodnotami MI
a Al v rdmci obou metod, u metody A: r = 0,85; p < 0,0001,
umetody B: r= 0,75, p < 0,0001.

Diskuse

Standardizace mé&feni vyZaduje znalost moZnych zdrojii chyb.
Lze je hledat v téchto oblastech: zpracovani bioptického mate-
ridlu - fixace a parafinové procedura, varirujici sila fezi. Zde
by se vyhodné uplatnily polosilné ¥fezy z materi4lu zalitého v
syntetickych pryskyficich. Nejv&tsi problémy lze oviem ote-
kévat z hlediska selekce m&fené plochy a intra a interperso-
nélni variability pfi detekci apoptotickych a mitotickych figur,
stejné tak pfi stanoveni nadorové celularity.

Studie pfekvapivé ukdzala, Ze stanoveni ndorové celularity
s vyuZitim systému analyzy obrazu poskytlo nezévisle na typu
selekce hodnocené plochy vyborné reprodukovatelné vysied-
ky, vyjadfené velmi t&snou korelaci. Srovnani s literarnimi
udaji neni snadné, nebot variabilita hodnoceni celularity na
lymfomech neni studovana.

Co se tyka interpersonélni variability pfi stanoveni Al opticky,
z neCetnych literrnich pramentl je patrné, Ze je pomé&mg vysoka.
Podle price Hawkinse et al. (°), srovnavajici detekci apopt6zy meto-
dou ISEL (obdoba TUNELu z hlediska koncové detekce) s poci-
tanim apoptotickych figur u kolorektalnich karcinomi, byla vari-
abilita vyjadfovéna jako rozdil mezi prim&mymi hodnotami Al
zjiSt€né dvéma pozorovateli, vztaZenymi k v&t3{ hodnot primer-
n¢ho Al abyla v rozmezi 24 - 70 %. Pokud bychom obdobné vyjad-
fili variabilitu mezi nami provedenymi metodikami, jeji hodnota
by byla 42,3 %. Pon€vadZ z této hodnoty jde v nai praci jen &dst
na vrub interpersondlni variability, 1ze u nds pfedpokladat mengi
interpersonlni variabilitu a v&i reprodukovatelnost.

Co se tyka vySe hodnot Al, ze srovnéni se studii na lymfomech,
provedenou flow cytometricky (1%), kde byl stanoven median frak-
ce apoptotickych nadorovych bungk 1,1 %, vyplyvi, Ze této hod-
noté se bliZi spile tdaj zjiStény metodou se selekci na mista nej-
vyS8i mitotickou aktivitou (primér 0,97%). Tato diference miize
byt Castené piipsana metod® znadeni apoptotickych bungk ve

vySe zminéné studii, kdy byl k detekci pouZit TUNEL. Tato tech-
nika je béZné uZivina, oviem neni zcela specificka, nebot jsou
slab& barveny i buiiky zanikajici nekr6zoun. Daliim zdrojem roz-
dild je schopnost této techniky znatit buiky v &asné f4zi apopt6-
zy, které dosud nejevi jeji klasické morfologické rysy. Podle stu-
die provedené na nafem tstavu (1) byl podet apoptotickych bungk
detekovanych TUNELem cca 0 20 % vy3ii neZ opticky.

Dile je zejmé, Ze alkoli se absolutni pocty mitéz ziskané ob&ma
variantami 1isi, co vyplyva ze samotné podstaty metod, &etnost
mitotickych figur po korekci na celularitu vykazuje statisticky
vyznamnou korelaci. To naznatuje, Ze by mohlo byt z hlediska
vypoctu Ml Thostejné, ktery zplisob vyb&ru hodnocené plochy bude
poufZit. V literatufe jsou uvadény ob& moZnosti stanoveni markert
proliferace, tedy jak stanoveni z ndhodn& vybranych poli histolo-
gickych fezd, tak urovéni z mist nejvy3 proliferadni aktivity (+
12). Je vhodné ovéfeni tohoto nalezu v rozsahlejsi studii.

Na3e studie potvrdila opakovang prokazovanou pozitivni kore-
laci Al a MI (* > & 7). Tyto nalezy podporuji hypotézu, %e
mechanismy regulujici apopt6zu a mitozu jsou aktivovany
v prab&hu bun&&ného cyklu spole¢n&. Osud buiiky je nakonec
dan komplexni, dosud detailné nezndmou interakci proriisto-
vych a supresorovych signalnich faktori.

Dalsim vysledkem studie je zji§t¥ni, Ze apoptéza u NHL je v
podstaté difizni proces. Lze pfedpokladat velmi komplexni
fidici mechanismus, v terminalnich stadiich odli¥ny od regu-
lace proliferace. V pfipadg alterace apoptotického mechanis-
mu (napf. p53) neni tato selektovana na proliferujici partie
nadoru. Naopak mitoticka aktivita je fokdln& akcentovéna
lokélnimi faktory nebo vlivem muta¢ni klonalni selekce.

Pfi hodnoceni asové efektivity obou naSich metodik se jevi
z hlediska rychlosti provedeni vyhodné&j3i varianta bez nut-
nosti selekce na mista s nejvys3i proliferani aktivitou. To je
dano ¢asov€ néroénym vyhled4vanim oblasti s maximalni
mitotickou aktivitou v celém preparatu.

Zavérem je moZno konstatovat, Ze metody uZivajici ke stano-
veni kvantitativnich parametri bun&né kinetiky optickou
detekci, jsou sice subjektivni, zatiZené intra i interpersonélni
variabilitou, ale jiné postupy se nejevi pfesn&jii (7 9). Diiraz
na standardizaci a zfskdni metodické praxe variabilitu sniZu-
Je. Dobudoucna je perspektivni testovani biologického vyzna-
mu odliSnosti Al a MI, ziskanych riznymi variantami meto-
diky, ve vztahu ke klinickym prognostickym ukazatelfim.

Studie byla provedena v ramci grantového projektu GACR
No. 301/96/K047 a podpofena darem Kanadského velvy-
slanectvi v Praze z vytéiku Béhu Terryho Foxe a firmou
Ferring-Lé¢iva a. s. Praha.
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