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STANOVENt APOPTOTlCKÉHO A MITOTlCKÉHO INDEXU
U NON.HODGKINSKÝCH MALIGNtCH LYMFOMÙ: METODICKA STUDIE

ASSESMENT OF APOPTOTlC AND MITOTlC INDlCES IN MALIGNANT
NON.HODGKIN'S LYMPHOMAS: A METHODOLOGICAL STUDY

v AGUNDA v., VESELÝ K., POCHMON D.

MASARYKOV ONKOLOGICKÝ ÚSTA V V BRNÌ

Souhrn: Na archivním formol-parafinovém materiálu 54 non-Hodgkinských maligních Iymfomù (NHL) byly testovány dvì varian-
ty stanovení celularity, apoptotického (AI) a mitotického indexu (MI) s použitím systému analýzy obrazu LUCIA G. V první vari-
antì byla hodnocena místa s maximální mitotickou aktivitou, v druhé byl výbìr hodnocené plochy náhodný. Celularita byla prùmìr-
nì 2608 bunìk na 0,126 mm2, resp. 2954 u náhodné selekce, MI prùmìrnì 1,61 %; resp. 0,28 %, AI prùmìrnì 0,97 %; resp.O,56 %.
Statisticky nebyly nalezeny významné rozdíly v hodnotách celularity a AI, ale významnì se lišily absolutní hodnoty MI. MI a AI pøi-
tom významnì positivnì korelovaly v obou metodách i mezi sebou navzájem (všechna p<O,OOOI). Kromì výborné reprodukovatel-
nosti stanovení nádorové celularity studie ukazuje, že obì metody stanovení AI a Mljsou vhodné pro další prognostické resp. predik-
tivní studie. Obì varianty metody potvrdily kladnou závislost MI a AI u NHL. Novì bylo nalezeno, že apoptóza u NHL je difúznìjší
proces v protikladu k fokálnì akcentované proliferaèní aktivitì. Závìrem je poukázáno na nutnost zlepšení dosud relativnì znaèné
interpersonální variability stanovení AI.
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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 Iymphomas (NHL), by using an image analysis system LUCIA G. Areas with maximal
mitotic activity were evaluated in the first variation ofthe method. In the second variant, selection of examined areas was random. The

, average tumour cellularity was 2608 cells per 0.126 mm2, 2954 with random selection; ofMI 1.61 %,0.28%; of AI 0.97%, 0.56%,
respectively. Significant differences were not found between values of cellularity and AI, bul absolute values of MI were significantiy
different in statistical analysis. MI and AI 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 AI are suitable for further prognostic
and predictive studies. Both variants conftrmed a positive interrelationship between AI 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 variabílity needs to be improved.
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Úvod polích O celkové ploše 0,126 mm2, pøièemž jedno pole odpo-
Mezi prognostické parametry nádoni, studované v posledních vídalo cca 1/ 14 zorného pole mikroskopu o ploše 0,014 mm2,
letech, patøí mitotický (MI) a apoptotický (AI) index, u nìkte- zvìtšené systémem analýzy obrazu na velikost obrazovky
rých typù též celularita. (1) U non-Hodgkinských maligních monitoru poèítaèe. Každé snímané pole bylo archivováno pro
lymfomù (NHL) bylo opakovanì prokázáno, že MI je, spolu pozdìjší stanovení celularity.
s dalšími proliferaèními markery, významným prognostickým U varianty metody A byla provedena preselekce na plochu
parametrem (2,3), pøièemž je zjiš•ována signifikantní pozitiv- s maximální mitotickou aktivitou, u varianty B byl výbìr plo-
ní korelace mezi proliferaèními indexy a AI (4,5,6,7). Nìkte- chy náhodný.
ré studie ukazují, že vysoký AI mùže být nepøíznivým pro- Nádorová celularita byla stanovována jako poèet jader nádoro-
gnostickým faktorem, nezávisle na histologickém gradu (4,8). vých bunìk semiautomaticky s použitím systému analýzy obra-
Protože se jedná o relativnì novì zavedené metody, je nezbyt- zu u každého pøípadu na všech 9 polích, totožných s lokalitami,
né ovìøení jejich reprodukovatelnosti a klinické validity. na kterých byly odeèítány apoptotické i mitotické figury. Pomo-
Cílem naší studie bylo srovnání výsledkù dvou variant detek- cí automatického nastavení prahù v binární masce obrazu, kom-
ce MI a AI a zhodnocení jejich pøedností resp. nevýhod. binovaného s manuální korekcí binární masky, byly systémem

analýzy obrazu spoèítány nádorové buòky. Nenádorové (reak-
Materiál a metody tivní) buòky byly vylouèeny, opìt manuální korekcí.
Byl použit archivní formol-parafinový materiál, bloky se vzor- Po stanovení nádorovécelularity byly u každého pøípadu vypo-
ky od 54 pacientù s B-NHL, ze kterých byly zhotoveny øezy èítány AI a MI v procentech.
o tlouš•ce 7 m a nabarveny Mayerovým hematoxylinem. Pro statistické hodnocení získaných dat byl využit Wilcoxo-
Pøi morfologické identifikaci a poèítání mitotických a apo- nùv párový test se stanovením Spearmanova korelaèního koe-
ptotických figur byl využit systém analýzy obrazu LUCIA G. ficientu. U srovnávaných dat, jevících normální rozložení, byl
Detekce apoptotických bunìk je provádìna na základì tìchto stanoven Pearsonùv korelaèní koeficient.
morfologických charakteristik: kondenzace chromatinu, mar-
ginace chromatinu pøi jaderné membránì, tvorba apoptotic- Výsledky
kých tìlísek, ztráta kontaktu apoptotické buòky s okolím. Pou- Histologicky s využitým systému analýzy obrazu byl urèen
žité zvìtšení optického mikroskopu bylo 400x. U každého pøí- celkový poèet nádorových jader u metody A pnimìrnì 2608, I
padu byly mitotické a apoptotické figury odeèítány na devíti +/- 972,3, u metody B pnimìrnì 2954,8 +/- 1036,0. Mitotický
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, index stanovený jako procento mitotických figur z celkového výše zmínìné studii, kdy byl k detekci použit TUNEL. Tato tech-
.. poètu jader nádorových bunìk byl pøi metodì A prùmìrnì 1,61 ruka je bìžnì uživána, ovšem není zcela specifická, nebo• jsou

+/- 1,50 a pøi metodì B 0,28 +/- 0,14. Apoptotický index byl slabì barveny i buòky zanikající nekrózou. Dalším zdrojem roz-
prùmìrnì 0,97 +/-1,84, respektive 0,56 +/- 0,84. dílù je schopnost této techníky znaèit buòky v èasné fázi apoptó-
Poèty nádorových jader stanovených obìma metodami nevy - zy, které dosud nejeví její klasické morfologické rysy. Podle stu-
kazují statisticky významný rozd11 (r=O,92; p<O,OOO 1 /Pearson/), die provedené na našem ústavu (lI) byl poèet apoptotických bunìk

STUDIE stejnì jako poèty apoptotických figur (r = 0,63; p<O,OOOl). detekovaných TUNELem cca o 20 % vyšší než opticky.
Poèty mitóz získané obìma metodikami se znaènì liší, ale je Dále je zøejmé, že aèkoli se absolutní poèty mitóz získané obìma
mezi ními závislost pøi stanovení Spearmanova korelaèního variantami liší, což vyplývá ze samotné podstaty metod, èetnost

lNT koeficientu (r = 0,57; P < 0,0001). mitotických figur po korekci na celularitu vykazuje statisticky
Pøi srovnání hodnot MI získaných metodou A a B byla zjištì- významnou korelaci. To naznaèuje, že by mohlo být z hlediska
na statisticky významná korelace (r= 0,72; P < 0,0001). Totéž výpoètu Ml lhostejné,který zpùsob výbìru hodnocené plochy bude
platí pro hodnoty AI (r = 0,75; p <0,0001). použit. V literatuøe jsou uvádìny obì možnosti stanovenímarkerù
Dále byla prokázána statistická závislost mezi hodnotami MI proliferace, tedy jak stanovení z náhodnì vybraných polí histo1o-
a AI v rámci obou metod, u metody A: r = 0,85; p < 0,0001, gickýchøezù, tak urèování z míst nejvyšší proliferaèní aktivity (4. 5,
u metody B: r = 0,75, P < 0,0001. 12). Je vhodné ovìøení tohoto nálezu v rozsáhlejší studii.

. Naše studie potvrdila opakovanì prokazovanou pozitivní kore-lY dvì v.an~- Diskuse laci AI a MI (4. 5. 6. 7). Tyto nálezy podporují hypotézu, že
~ rrv~~~~ Standardizace mìøení vyžaduje znalost možných zdrojù chyb. mechanismy regulující apoptózu a mitózu jsou aktivovány
: r~s~.b,56 ~. Lze je hledat v tìchto oblastech: zpracování bioptického mate- v prùbìhu bunìèného cyklu spoleènì. Osud buòky je nakonec
I. MI a AI pøi- riálu - fixace a parafinová procedura, varírující síla øezù. Zde dán komplexní, dosud detailnì neznámou interakcí prorùsto-

?rodukovat.el- by se výhodnì uplatnily polosilné øezy z materiálu zalitého v vých a supresorových signálních faktorù.
~~eSa:tre~l~~ syntetických pryskyøicích. Nejvìtší problémy lze ovšem oèe- Dalším výsledkem studie je zjištìní, že apoptóza u NHL je v
~~~~ ~~~è~~ kávat z hlediska selekce mìøené plochy a intra a interperso- podstatì difúzní proces. Lze pøedpokládat velmi komplexní

nální variability pøi detekci apoptotických a mitotických figur, øídící mechanismus, v terminálních stádiích odlišný od regu-
stejnì tak pøi stanovení nádorové celularíty. lace proliferace. V pøípadì alterace apoptotického mechanis-
Studie pøekvapivì ukázala, že stanovení nádorové celularíty mu (napø. p53) není tato selektována na proliferující partie

rin-embedded s využitím systému analýzy obrazu poskytlo nezávisle na typu nádoru. Naopak mitotická aktivita je fokálnì akcentována
lIith maxima! selekce hodnocené plochy výbornì reprodukovatelné výsled- lokálními faktory nebo vlivem mutaèní klonální selekce.
i random. The ky, vyjádøené velmi tìsnou korelací. Srovnání s literárními Pøi hodnocení èasové efektivity obou našich metodik se jeví
:9?%~

fiO.56D,ttl'" údaji není snadné, nebo• variabilita hodnocení celularity na z hlediska rychlosti provedení výhodnìjší varianta bez nut-
,slgmlcan y I _" h ' t d ' . 1 k ' . šš' 1." È ' ak " T . ~producibility YIIUomec nem s u ovana. nostI se e ce na ffi1sta s neJvy 1 pro Ilera m UVItoU. o Je
leT prognostic Co se týká interpersonální variability pøi stanovení AI opticky, dáno èasovì nároèným vyhledáváním oblastí s maximální
~wl~ reve~ed z neèetných literárních pramenù je patrné, že je pomìrnì vysoká. mitotickou aktivitou v celém preparátu.
~Iatively hlgh PodlepráceHawkinseetal.(9),srovnávajícídetekciapoptózymeto- Závìrem je možno konstatovat, že metody uživající ke stano-

doulSEL(obdobaTUNELuz hlediskakoncovédetekce)s poèí- vení kvantitativních parametrù bunìèné kinetiky optickou
táním apoptotických figur u kolorektálních karcinomù, byla vari- detekci, jsou sice subjektivní, zatížené intra i interpersonální
abilita vyjadøována jako rozdíl mezí prùmìrnými hodnotami AI variabilitou, ale jiné postupy se nejeví pøesnìjší r. 9). Dùraz
zjištìné dvìma pozorovateli, vztaženými k vìtší hodnotì prùmìr- na standardizaci a získání metodické praxe variabilitu snižu-
néhoAI,abylavrozmezí24- 70%. Pokud bychom obdobnì vyjád- je. Do budoucna je perspektivní testování biologického význa-
øili variabilitu mezi námi provedenými metodikami, její hodnota mu odlišností AI a MI, získaných rùznými variantami meto-
by byla 42,3 %. Ponìvadž z této hodnoty jde v naší práci jen èást diky, ve vztahu ke klinickým prognostickým ukazatelùm.
na vrub interpersonální variability, lze u nás pøedpokládat menší

Dle od 0- interpersonální variabilitu a vìtší reprodukovatelnost. Studie byla provedena v rámci grantového projektu GAèR
IPO14 ~2 Co se týká výše hodnot AI, ze srovnání se studií na 1ymfomech, No. 301/96/KO47 a podpoøena darem Kanadského velvy-
~brazovky provedenou flow cytometricky (l°),kde byl stanoven medián frak- slanectví v Praze z výtìžku Bìhu Terryho Foxe a firmou
vováno pro ce apoptotických nádorových bunìk 1,1 %, vyplývá, že této hod- Ferring-Léèiva a. s. Praha.

notì se blíží spíše údaj zjištìný metodou se selekcí na místa nej-
: na plochu vyšší mitotickou aktivitou (prùmìr 0,97%). Tato diference mùže Autoøi dìkují paní Libuši Rašovské za spolupráci pøi hod-
I výbìr p10- být èásteènì pøipsána metodì znaèení apoptotických bunìk ve nocení celularity obrazovou analýzou LUCIA G.

der nádoro- , ,
~ýzy obra- , ,
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