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Slikovna citometrija je stati¢na kvantitativna analiti¢cna metoda, ki omogoca merjenje Stevil-
nih lastnosti celic na objektnem stekelcu. S slikovnim citometrom lahko podrobno analiziramo
koli¢ino DNA ter strukturo in razporeditev jedrnega kromatina v posamic¢ni celici, bodisi raka-
vi ali normalni, oziroma v celici, ki pripada neki vmesni stopnji med neoplasti¢no preobrazbo.
Za optimalno analizo s slikovnim citometrom potrebujemo celi¢ne vzorce, v katerih so celi-
ce nane$ene v enem sloju in med seboj dovolj razmaknjene. Preparate barvamo po Feulgnovi
metodi, ki omogoca stehiometri¢no barvanje DNA v jedru. Na podlagi jedrnih slik, ki jih posna-
me slikovni citometer (opti¢no elektronsko racunalniski sistem) na celicnem preparatu,
izra¢unamo Stevilne jedrne znacilnosti. Nove slikovnocitometri¢ne znacilnosti rakavih celic
omogocajo dodatno opredelitev klasi¢nih klini¢nih in histopatoloskih dejavnikov poteka bolez-
ni in odziva na zdravljenje. Predvsem pa upamo, da nam bo slikovnocitometri¢na analiza
subtilnih sprememb kromatina na normalnih celicah omogocila odkrivati raka pri bolnikih,
ki $e ne kazZejo klini¢nih znakov bolezni.
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Image cytometry is a static, quantitative analytical method used for objective measurement
of numerous cell characteristics on glass slides. Specifically, it makes it possible to measure
the DNA content and the nuclear texture features of single cells, either cancerous or normal,
or of single cells belonging to an undefined stage of neoplastic transformation. Monolayered
single cell slides are required for optimal analysis using an image cytometer. Cell preparations
are stained according to the Feulgen method for stoichiometric staining of DNA in the cell
nucleus. An image cytometer is an optical electronic system equipped with high-powered
computers. Numerous nuclear texture features are calculated from nuclear images, which
are acquired via image cytometer. New image cytometric features of malignant cells could
be used as additional prognostic factors, with standard clinical and histopathologic factors
that are commonly used to predict the course of the disease and the patient's response to
treatment. Above all, we are hoping that image cytometric analysis of subvisual changes of
chromatin in normal cells will provide new tests for cancer detection at preclinical stages.
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Rak vznikne, ko se celica osvobodi obic¢ajnih
mehanizmov, ki nadzorujejo njeno delitev,
rast, delovanje in smrt. Bolje poznavanje in
razumevanje bioloskih sprememb v rakavih
celicah je pogoj za napredek pri zdravljenju
raka in posledi¢no za zniZevanje umrljivosti.
Prav gotovo pa bolj$e razumevanje biologije
raka prispeva tudi k odkrivanju zgodnjih
rakavih sprememb, pri katerih je moZnost
ozdravitve najvecja.

Bioloski potek maligne bolezni, ki nareku-
je nacrtovanje zdravljenja, skusamo opredeliti
z napovednimi dejavniki. Klasi¢ni klinic-
no-patoloski napovedni dejavniki so zajeti
v TNM*-Klasifikaciji, dopolnjuje pa jih histo-
loski tip in specifi¢ne lastnosti neoplazme (1).
Klini¢na praksa je pokazala, da imajo malig-
ni tumorji enakega TNM in histoloskega tipa
lahko zelo razli¢en bioloski potencial (opre-
deljen s hitrostjo rasti tumorja, s sposobnostjo
vras¢anja v okolno tkivo in unicevanjem le
tega, s sposobnostjo in hitrostjo metastazira-
nja) in niso enako obcutljivi na specifi¢no
zdravljenje. Z razvojem novih tehnologij smo
dobili moZnost, da analiziramo razlicne kompo-
nente neoplasti¢ne celice in s tem odkrijemo
nove napovedne oznacevalce poteka bolezni
in odziva na zdravljenje.

Ena izmed novejsih tehnologij je slikov-
na citometrija (angl. image cytometry), ki je
stati¢na kvantitativna analiti¢na metoda, ki
omogoca merjenje lastnosti celic (predvsem
jeder) na objektnem stekelcu (2, 3). S slikov-
nim citometrom lahko podrobno analiziramo
celice, bodisi rakave ali normalne, ali pa
celice vmesnih stopenj med neoplasticno
preobrazbo.

S slikovnim citometrom izmerimo kolici-
no DNA v preiskovanem vzorcu, ki odraza
celoten genetski material v preiskovani celi¢ni
populaciji. Prepoznavanje majhnih anevploid-
nih klonov in redkih celic z veliko koli¢ino
DNA (>5c¢** koli¢ino DNA) je prednost ana-
lize DNA-ploidije s sodobnim slikovnim
citometrom pred preto¢nocitometri¢nimi
meritvami koli¢ine DNA (2).
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Slikovni citometer omogoca objektivno in
podrobno analizo strukture in razporeditve
jedrnega kromatina, ki je odraz genetskega in
funkcionalnega stanja v celici. Razli¢ne ele-
mente kromatina, ki jih izmerimo s slikovnim
citometrom, smo poimenovali jedrne znacil-
ke (angl. nuclear texture features).

Slikovni citometri, ki imajo ustrezno
programsko opremo, omogocajo tudi kvantifi-
kacijo drugih celi¢nih komponent (receptorjey,
genov idr.).

SLIKOVNI CITOMETER:
ZGRADBA IN DELOVANIJE

Slikovni citometer je opti¢no elektronsko
racunalniski sistem, katerega delovanje pove-
zuje in usklajuje programska oprema (4).
Strojno opremo slikovnega citometra sestav-
ljajo svetlobni mikroskop, izvor svetlobe,
videokamera (CCD, angl. charged coupled
device) ter racunalnik z ustreznimi krmilni-
ki. Programsko opremo sestavljajo operacijski
sistem, programi za zajemanje podatkov, sne-
manje, procesiranje in urejanje slik, analizo
slik ter programi za analizo podatkov.

Delovanje slikovnega citometra obsega
vec faz; prva faza je zajemanje slike. Osnov-
ni pogoj za dobro sliko je pravilna in natan¢na
nastavitev mikroskopa. Videokamera posna-
me sliko celice oz. jedra v preparatu v svet-
lobnem mikroskopu. Videokamera je sestav-
ljena iz Stevilnih senzorjev, ki zaznavajo
jakost vpadne svetlobe, ki prehaja od izvora
svetlobe preko celic oz. jeder do kamere;
jakost svetlobe se v kameri pretvori v elektric¢-
ni signal. Povrsina celi¢ne ali jedrne slike, ki
jo pokrije en senzor, se imenuje slikovni ele-
ment ali piksel (iz angl. picture element, pixel).
1z velikosti piksla lahko sklepamo, kaksna je
prostorska locljivost kamere, oziroma kako
blizu sta dva objekta, da ju $e lo¢imo med
seboj. Pomembna je tudi fotometri¢na loclji-
vost, ki pove, koliko razli¢nih nivojev sivine
zazna sistem.

T (angl. tumor): velikost tumorja

N (angl. node): prizadetost regionalnih bezgavk

M (angl. metastasis): prisotnost ali odsotnost oddaljenih metastaz
** 1cje enota za kolicino DNA, ki ustreza polovici povprecne jedrne kolicine DNA v normalni
(nespremenjeni) diploidni populaciji v fazi GOG1 celi¢nega ciklusa.
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Sledi digitalizacija slike, pri kateri se ana-
logni elektri¢ni signal, ki ga sproZi jakost
vpadne svetlobe, pretvori v zaporedje Stevilk
(analogno-digitalni pretvornik), ki so primer-
ne za racunalni$ko obdelavo. Nato sledi
racunalniSka obdelava slike. Poteka po poseb-
nih algoritmih, ki omogocajo segmentacijo
slike (npr. prepoznavanje jedrne meje),
vklju¢no z avtomati¢nim fokusiranjem mikro-
skopske slike. Kon¢na faza je povzemanje
merljivih znacilnosti celic oz. jeder (izraZeno
v Stevilkah), predvsem kolicine DNA in jedr-
nih znacilk, kar omogoca kon¢no analizo vzorca
in razvr$canje objektov (posami¢nih celic ali
jeder ali pa preiskovanega vzorca kot celote).

VRSTE CELICNIH VZORCEV
IN NJIHOVA PRIPRAVA

ZA ANALIZO S SLIKOVNIM
CITOMETROM

Analiza celic s slikovnim citometrom zahte-
va posebno pripravo vzorcev. Optimalne
rezultate dobimo, ¢e so celice nane$ene na
objektno stekelce v enem sloju in so med seboj
dovolj razmaknjene. Analiziramo vzorce iz
sveZega in arhiviranega tkiva, iz katerih pripra-
vimo razmaze, ali pa suspenzije posamic¢nih
celic, ki jih s filtriranjem ali sedimentiranjem
nanesemo na stekelce.

Vzorci sveZega tkiva so spontano odlus-
Cene celice, vzorci aspiracijske biospije s tanko
iglo in odtisi reznih ploskev kirurskih biop-
sij. Sveze celi¢ne vzorce moramo fiksirati,
bodisi s suSenjem na zraku ali pa v alkohol-

nih fiksativih. Arhivski material so vse vrste
arhiviranih citoloskih preparatov in tkivne
rezine, vklopljene v parafin. Arhivirane cito-
loske preparate moramo pred nadaljevanjem
priprave razbarvati. Iz tkivnih rezin napravi-
mo suspenzije posamic¢nih celic po ustaljenem
protokolu in jih nanesemo na stekelce (5).

Celi¢ne preparate barvamo po modificirani
metodi po Feulgnu s tioninom, ki stehiometric-
no obarva DNA, kar pomeni, da se barvilo veze
na vsa mozna vezavna mesta in tako obarva
celotno koli¢ino DNA v jedru. Celi¢ne preparate
najprej ponovno fiksiramo v Bohm-Sprenger-
jevem fiksativu. Sledi hidroliza DNA v HCI, ki
je klju¢na stopnja stehiometri¢nega barvanja
DNA po Feulgnovi metodi, saj na DNA odpi-
ra vezavna mesta za barvilo. Proces hidrolize
je odvisen od vrste tkiva, nacina fiksacije, tem-
perature, pri kateri poteka hidroliza, ter
koncentracije HCI (6, 7). Ugotovili so, da je naju-
Cinkovitej$a hidroliza v 5N HCI pri sobni
temperaturi (22°C). Optimalen cas hidrolize
moramo ugotoviti za vsako vrsto tkiva in nacin
fiksacije (8-10). Nato preparate barvamo v bar-
vilu, ki vsebuje tionin.

ANALIZA REZULTATOV
IN NJIHOV POMEN
V ONKOLOGUJI

S slikovnim citometrom zajamemo poljubno
Stevilo jedrnih slik, ki so v to¢nem fokusu in
natan¢no segmentirane od okolice (slika 1).
Jedrne slike so osnova za izra¢un DNA-ploi-
dije in jedrnih znacilk.
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Slika 1. Galerija jedrmih slik (celice bukalne sluz-
nice), ki so osnova za izracun DNA-ploidije in
jedrmih znacilk (Stevilka pod sliko jedra je njegov
DNA-indeks).
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Slikovnocitometriéna DNA-ploidija

7 razvojem citometrije so se v literaturi
pojavile Stevilne Studije o koli¢ini DNA in
o celi¢nem ciklusu, predvsem o njegovi fazi S,
pri razli¢nih tumorjih. DNA-ploidija odraza
celotno genetsko vsebino tumorske popula-
cije. V tumorju ugotovljena anevploidija kaze
na genetsko nestabilnost tumorja (slika 2).
Delez celic v fazi S celi¢nega ciklusa pa odra-
za proliferacijsko aktivnost tumorja.
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1z obsezne literature na podro¢ju DNA-ploi-
dije lahko povzamemo, da so pri mnogih
tumorjih ugotavljali, da imata DNA-ploidija
ali DNA-indeks pomemben pomen za napo-
vedovanje poteka bolezni (11, 12). Vse
raziskave DNA-ploidije pa tega ne potrjujejo.
Eden izmed moznih vzrokov nasprotujocih si
izsledkov je uporaba razlicnih metod za ana-
lizo DNA-ploidije.

DNA-ploidijo lahko analiziramo s preto¢-
nim ali slikovnim citometrom. Slikovna
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Slika 2. DNA histograma diploidnega (levo) in anevploidnega (multiploidnega) tumorja (desno), analiziranih s slikovnim citometrom.

*®

I

HER =1

304 1
2744
243
2134
182
152
1224
914
61
30+

0 S —

1 — diploidni vrh

tevilo jeder

§|

- I
2 DNA-indeks 3 4 ’

5000+
45001
4000
3500
£ 3000-
£ 25001
2000
1500 . i;

1000 y
TR |
500 j .

0
0 T

> 5¢ DNA—jedra

2 pNA-indeks 3 4 5

Slika 3. DNAstolpicusti histogram (levo) in razsevni histogram (desno) diploidnega mejno malignega seroznega fumorja jojcnika, ki vse-
buje tudi celice z veliko kolicino DNA (> 5¢ DNA). Jedime slike teh celic s pripadajocimi vrednostmi DNA-indeksa so prikazane na galerij
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citometrija se je razvila prej, vendar je bila
analiza celic s prvimi, enostavnimi, slikovni-
mi citometri zamudna. Analiza preiskovanga
vzorca je bila zato omejena na manjse Stevi-
lo celic (100-200 celic na slikovnem citometru
v primerjavi z >10.000 celicami v preto¢nem
citometru). Ceprav se je slikovna citometrija
razvila prej, so jo kasneje pri Studiju DNA-ploi-
dije zanemarjali prav zaradi njene pocasnosti
pri merjenju v primerjavi s preto¢no citome-
trijo.

S preto¢nim citometrom analiziramo
veliko $tevilo celic v kratkem Casu, vendar pa
nimamo morfoloske kontrole nad preiskova-
nimi celicami. V mnoZici signalov (>10.000)
izgubimo klone malostevilnih anevploidnih
celic, ki morda pomembno prispevajo k bio-
loskemu potencialu preiskovanega tumorja.
Prav prepoznavanje majhnih anevploidnih
klonov in redkih celic z veliko koli¢ino DNA,
tj. >5c¢ koli¢ino DNA, je prednost analize
DNA-ploidije s sodobnim slikovnim citome-
trom (2) (slika 3). Slikovni citometer omogoca
vidni nadzor nad celicami, zato lahko lo¢imo
ohranjene celice z veliko koli¢ino DNA od
artefaktov ali skupkov celic v vi§jih ploidnih
obmodjih, kar pri preto¢nocitometri¢nih
meritvah ni moZno. Sodobni slikovni citome-

tri so zaradi zmogljivej$ih racunalnikov tudi
hitrejsi in omogocajo analizo veé tiso¢ celic
v kratkem casu. Zato analiza DNA-ploidije
s sodobnimi slikovnimi citometri spet posta-
ja zanimiva za raziskovalce in klinike.

Jedrne znaéilke, izmerjene
s slikovnim citometrom

Sodobni slikovni citometer lahko iz jedrnih slik
avtomatsko izra¢una poleg DNA-plodije Se Ste-
vilne jedrne znacilke, ki omogocajo natan¢no
analizo preiskovanega celicnega vzorca (sli-
ka 4) (13).

Dvodimenzionalna slika kromatinskega
vzorca, ki jo dobimo pri slikovnocitometric¢-
ni analizi, je projekcija trodimenzionalne
strukture in razporeditve kromatina, v kate-
ri vsak interfazni kromosom verjetno zavzema
natan¢no dolo¢eno podrodje v jedru, ki se
ohranja med celicnim ciklusom (14-17).
Predpostavljamo, da so zato izmerjene jedrne
znacilke nadomestni oznacevalec molekular-
nih dogajanj v jedru. Z njimi lahko objektivno
ovrednotimo, kako in koliko se je celica med
neoplasti¢nim procesom spremenila, ko pri-
merjamo normalne oziroma benigne celice
z atipi¢nimi ali displasti¢nimi, in konc¢no,
z morfolosko jasno malignimi celicami (18, 19).

Jedrna znatilka

Normalno jedro

Spremenjeno jedro
(atipicno ali tumorsko)

Morfometritne znailke:
a) Velikost jedra

b) Oblika jedra

10G:
Kolicina DNA/kromatina

Jedrne znacilke:
Struktura in razporeditev kromatina

@00 0O

000

Slika 4. Shematski prikaz morfometricnih in strukturnih jedmih znacilk.
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S slikovnim citometrom lahko analizira-
mo razline skupine znacilk. Osnovne so
morfometri¢ne znacilke, ki prikaZejo velikost
in obliko jedra (velikost: povrSina, premer,
variabilnost premera; oblika: sferi¢nost,
ekscentri¢nost, jedrna os), in fotometri¢ne zna-
Cilke (integrirana opti¢na gostota (I0G), ki je
enaka celotni koli¢ini DNA; varianca intenzi-
tete opti¢ne gostote; najvi§ja in najnizja
intenziteta opticne gostote). Obe skupini
znacilk lahko analiziramo tudi z obi¢ajnimi,
enostavnimi, citometri. S slikovnim cito-
metrom Cyto-Savant™, ki ga imamo na
Onkoloskem institutu, lahko analiziramo Se
pet skupin jedrnih znadilk, ki prikazejo struk-
turo in razporeditev kromatina v jedru. To so
diskretne jedrne znacilke (predstavljajo raz-
delitev jedra v podrodja z nizko, srednjo in
visoko opti¢no gostoto in razmerja med nji-
mi), Markovske znacilke (entropija, energija,
kontrast, homogenost, korelacija), Nemar-
kovske strukturne znacilke (opredeljujejo
globalne ocene razlik v nivojih sivine v objek-
tu), dolZinska razporeditev kromatina (angl.
run length features) ter razgibanost povrsine
jedra glede na razporeditev gostote kroma-
tina v jedru (angl. fractal texture features) (13).

Izsledki zacetnih raziskav na podrocju
slikovnocitometri¢nih jedrnih znacilk naka-
zujejo njihovo potencialno uporabnost na
razli¢nih podrocjih onkoloske patologije.

Jedrne znacilke kot objektiven pripomocek
za oceno jedrne stopnje malignosti

Jedrna stopnja malignosti (gradus) je pomem-
ben klasicen histopatoloski napovedni dejav-
nik poteka bolezni pri vecini neoplazem (20).
Zadrzek pri mikroskopski oceni jedrne stop-
nje malignosti ali diferenciacije tumorja je
subjektivnost ocenjevanja in zato pri istem
ocenjevalcu ali med razlicnimi ocenjevalci
istega tumorja ni vedno ponovljiva. Jedrni
gradus so objektivno analizirali s slikovnim
citometrom pri karcinomu dojke, pri karci-
nomu mehurja in pri karcinomu debelega
Crevesa (21-23). Tudi v nasi raziskavi seroz-
nih karcinomov jajénika smo ugotovili, da
z jedrnimi znacilkami lahko dobro opredeli-
mo jedrno stopnjo malignosti (24).
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Jedrne znacilke kot potencialni
napovedni dejavniki

Objavljene so le posamicne Studije slikovno-
citometri¢ne analize kromatinskega vzorca kot
morebitnega novega napovednega dejavnika
za potek bolezni (karcinom dojke, karcinom
mehurja, karcinom prostate), zato dokonc¢nih
zakljuckov o njihovem pomenu $e ni (25-27).
Zacetna raziskava obeta, da bi jedrne znacilke
verjetno lahko uporabili za nove napovedne
dejavnike tudi pri karcinomih jajénika (24).

Jedrne znacilke odraZajo funkcionalno
in genetsko stanje maligne celice

Haroske s sodelavci je porocal o povezavi
jedrnih znacilk s prisotnostjo hormonskih
receptorjev in izraZanjem gena p53 v tumorskem
tkivu pri karcinomu dojke (28). Z jedrnimi
znacilkami lahko opredelimo tudi spremem-
be v jedru med celi¢nim ciklusom (29).

Jedrne znacilke in MAC

Najbolj zanimiv izziv je uporaba jedrnih
znacilk za analizo MAC (angl. malignancy
associated changes). MAC so opredelili kot sub-
tilne, komaj vidne spremembe v strukturi
kromatina v na videz zdravih celicah, ki se
nahajajo blizu ali tudi dale¢ stran od malig-
ne neoplazme (30). S svetlobnomikroskopsko
preiskavo so MAC opredelili kot drobne okro-
glaste svetline — razred¢itve — in polkrozne
zgostitve v jedrnem kromatinu, vendar obi-
¢ajna svetlobnomikroskopska preiskava MAC
zahteva izjemno natancnost in je zelo zamud-
na ter slabo ponovljiva. Zanesljivo in hitro
analiziramo MAC s sodobnim slikovnim cito-
metrom.

Kaj sprozi nastanek MAC, $e ni znano.
Morda gre za sistemski uc¢inek neoplazme, ki
zizlo¢anjem dolocenih substanc (npr. rastnih
dejavnikov) vpliva na ostale, zdrave celice
v telesu. MAC so morda lahko posledica
sistemskega ucinka karcinogena, ki ne sprozi
le nastanka tumorja, ampak povzroci subtil-
ne spremembe na vseh celicah v organizmu.
V 70. letih so objavili ¢lanke, v katerih so
s svetlobno mikroskopsko preiskavo nasli
MAC na normalnih celicah bukalne sluznice,
plju¢, materni¢nega vratu, krvnih celicah,
kostnem mozgu idr., pri bolnikih z razlicnimi
malignomi (30). MAC so Ze v istem obdob-



MED RAZGL 2002; 41

ju uspesno objektivno opredelili s takratnimi
enostavnimi slikovnimi citometri. Ker je bila
tovrstna analiza MAC zahtevna in zamudna,
so raziskave s¢asoma zamrle. Sodobni slikovni
citometri z videokamerami z visoko pro-
storsko in svetlobno locljivostjo in hitrimi
procesorji omogocajo razmeroma hitro in
enostavno analizo MAC, zato so MAC ponov-
no postale predmet raziskav. MAC so nasli
v displasti¢nih spremembah na brisih mater-
ni¢nega vratu, pa tudi v normalnem bron-
hialnem epiteliju, v normalnih celicah sputu-
ma in v normalnih celicah plo$catega epitelija
bukalne sluznice pri bolnikih s plju¢nim
rakom (19, 31-34). V kolik$ni meri so MAC
znacilne za doloceno vrsto malignoma, ali se
pojavijo tudi pri nemalignih obolenjih, in
v kaksni oddaljenosti od tumorja se pojavijo,
ne vemo. Vsekakor je zelo obetavna misel
o uporabi MAC za zgodnje odkrivanje razlic¢-
nih vrst raka, posebno tistih, ki so zaenkrat
neprimerni za enostavno presejevanje.

Slikovnocitometriéne analize
na Onkoloskem institutu

Laboratorij za slikovno citometrijo oddelka za
citopatologijo na Onkoloskem institutu je
opremljen z najsodobnejsim slikovnim cito-
metrom Cyto-Savant™. V laboratoriju se
ukvarjamo z metodoloskimi problemi, ki
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