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Cuantificarea manuala si prin metode morfometrice digitale a
celulelor tumorale care exprima p53 si Ki67. Studiu comparativ

In prognosticul cancerului colorectal raportul celulelor p53 si Ki67 pozi-
tive joacd un rol important. In lucrarea noastra am numdrat prin diferite
metode morfometrice (manuala si asistata de calculator) numarul celu-
lelor p53 si Ki67 pozitive, evidentiate prin metode imunohistochimice.
Conform rezultatelor obtinute, nu existd diferente statistic semnificative
intre metoda manuald si cea asistata de calculator. Am gsit diferente
notabile in cazul imaginilor pregitite necorespunzitor. In concluzie,
putem afirma cd metoda morfometricd digitala (asistatd de calcula-
tor) poate fi folosita cu rezultate bune; rezultatele obtinute prin aceasta
metodd nu diferd semnificativ de rezultatele obtinute prin metoda
manuald; pe de altd parte, prin folosirea metodei digitale, se obtine o
importantd economie de timp.
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A kiilonboz6 tumor markereket (p53, Ki67) expresszalo
daganatos sejtek viszonylagos szamanak vizsgélata és
ismerete, a daganat jellegének a jellemzésén tul, alkalmas
a betegség alakuldsanak a kovetésére a késébbiekben vett
mintak altal és hozzasegit a megfelel6 kezelés kivalasz-
tasdhoz, valamint a kdrjoslat megfogalmazasédhoz [1, 2].
Immunohisztokémiai mddszerrel azok a daganatos sejtek,
amelyek p53-at és Ki67-et expresszalnak, megkiilonboztet-
hetévé valnak kornyezetitktdl, igy szamlalasra alkalmasak
lesznek. Hagyomanyosan a szdmlaldst a patoldgus végzi
és szazalékban adja meg a pozitiv sejtek szamat. Ilyenkor
helyesebb, ha a pozitiv sejtek szamanak a felbecslésérél be-
széliink.

Célkittizésiink egy olyan mddszer kidolgozasa és tesztelése
volt, amellyel digitélis képfeldolgozds mddszerének segitségé-
vel megszamoljuk a p53-at és Ki67-et expresszalé daganatos
sejteket. Egy ilyen mddszer kidolgozasaval elkeriilhetd lenne a
hagyomanyos modszerrel jard szubjektivizmus.

p53

A TP53 gén a 17p13.1 kromoszéman helyezkedik el. Az
altala kdédolt fehérje (p53 transzkripcids faktor) egy 51-53
kd molekulasalyd, minden sejtben jelenlevé foszfoprotein,
amely a magban expresszalodik. Szamos rosszindulata
daganatban figyelték meg ennek a génnek az inaktivalodasat
szomatikus mutdcié vagy allélvesztés altal. Tobb mint 14000
ilyen mutaciot irtak eddig le. A p53 fehérje egy latens transz-
kripcids faktor, amely vélaszként aktivalodik szamos, a sejt-
et ér6, fizikai és kémiai stresszhatasra. Ezen hatasok kovet-
keztében szerepe van a sejtproliferacié szabalyozasaban,
a genetikai integritds meg6rzésében és a sejt tulélésében.
Hatasai kozt emlitend6: apoptdzis beinditdsa, sejtosztodas
ellenérzése a sejtciklus szabalyozasa altal, DNS replicatio
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Quantifying p53 and Ki67 postive cells using manual and digital
morphometry analysis. Comparative study

In the prognosis of colorectal cancer the number of p53 and Ki67 posi-
tive cells play and important role. In our study we measured the number
of immunhistochemically marked p53 and Ki67 positive cells using clas-
sical (analogue) and computer assisted (digital) morphometry methods.
According to the obtained results there was no statistically significant
difference between the two methods. We noticed important differences
in the case of poorly prepared pictures. As a conclusion we may say that
the computer assisted method yields good results and that the values
obtained with it does not differ significantly from the classic method.
On the other hand important amount of time can be saved using the
digital method.
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és reparatio modulalasa. A p53 fehérje felfoghaté mint egy
»vészfék’, amely megallitja a genetikai allomdanyaban sériilt
sejt proliferdcidjat, amelyet killonboz6 hatasok valtottak ki.
Tagabb értelemben a p53 fehérje 6sszehangolja a sejtet érd
kiils6 és belsd jeleket, szabdlyozva a sejtek differencialédasat,
fejlédését és halalat. A p53 mutaciok az 9sszes daganattipu-
sok 40-45%-aban mutathatok ki, ami az egyik leggyakoribb
genetikai elvaltozassa teszi. Normalisan mkodd sejtekben a
p53 nem-mutalt ,,vad”-fehérje (wild-type) révid féléletideje
és gyors lebomlasa miatt, immunohisztokémiai modsze-
rekkel nem mutathaté ki. Abban az esetben, ha mutaciét
szenved (illetve az 6t kodold gén szenved mutaciot), nagy
mennyiségben felhalmozédik a sejtmagban és megfele-
16 antitesttel jelolve immunohisztokémiai moddszerekkel
kimutathatéva valik. A koéros p53 termékének egyidejii
jelenléte meggatolja a normalis ,vad” gén termékének a
funkcidjat. A mitkodészavar kovetkeztében a sejtciklus fel-
gyorsul, a tumor genetikailag instabilla valik és az apoptozis
gatolt lesz. A megvaltozott p53 gén onkogénként mikodve
potencialja a tobbi onkogén hatasat. A kéros p53 funkcid
altaldban terapia rezisztenciaval jar [8, 9].

Ki67

A Ki67 olyan nukledris protein, amely csakis az 0sztodo sejtek-
ben jelenik meg. A fehérjét kodol6 gén a 10q25-qter kromoszo-
man talalhato. Feltételezik, hogy ez a fehérje (3256 amindsav,
358 kd) sziikséges a sejtproliferacié fenntartasahoz. A sejten
beliil a magban, a G1 sejtosztodasi fazisban a sejtmagvacska
kortil (perinucleolarisan) helyezkedik el. Mitdzis alatt minden
kromoszoman jelen van. A sejtek Ki67 antitestel torténé vizs-
galata tehat afel6l nyujt informaciot, hogy egy adott daganatban
milyen aranyban taldlhatok osztodasban 1évé sejtek. Jelenléte
jol korrelal a tumor grade-el és rossz progndzist jelent [8,9].
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Anyag és modszer

Vizsgalatunkhoz 10 vastagbél carcinoma daganatszévetéb6l
vett paraffinba dgyazott mintait haszndltuk fel. Az ebbél
késziilt metszetekbdl egyrészt a koros p53 fehérje felhalmo-
z6dasat mutattuk ki a p53 antitesttel (IgG2b kappa izotipus,
DO-7 klénjaval, amely egyarant kimutatja a nem mutalt /
wild type/ és a mutaciot szenvedett p53-at); masrészt a Ki67
antitesttel (IgG, kappa izotipus) mutattuk ki az osztédasban
levd sejteket. A reakcidterméket DAB kromogénnel vizua-
lizaltuk, amely sotétbarnara szinezi a reakcidterméket. Igy
Osszesen 20 lemezt vizsgaltunk.

Az immunhiszokémiailag megjelolt metszetekrdl egy
Nikon Eclipse E800 mikroszképhoz csatolt Nikon DN100
CCD kamera segitségével digitalis fényképeket készitettiik.
A képeket a kamera vezérldegysége (Camera Control Unit)
segitségével CF (Compact Flash) adathordozéra vettiik fel,
tarolds és a személyi szamitdgépre vald atvitel céljabol. Ezt
kovetSen a fényképeket alavetettiik a késébbiekben ismer-
tetett képfeldolgozasi eljarasoknak. A digitélis képfeldolgo-
zést a NIH-ben (National Institutes of Health, AEA) Wayne
Rasban altal kifejlesztett Image] nevii programmal végeztiik
[10]. A képek digitalis feldolgozasat egy Sony Vaio VGN A-
150 hordozhaté szamitogépen (Intel Pentium Centrino 1,6
Ghz, 512Mb RAM) végeztiik, amelyen Windows XP (SP2)
operacios rendszer futott.

Minden lemezrél egyenként 5 felvételt készitettiink 20-as
objektivvel, megfelelen kivalasztott latoterekrol (ez Gssze-
sen 100 fényképet eredményezett). Alkalmasnak azokat a
latotereket tartottuk, amelyeknél jol kivehetd sejtcsoportok
és szovetstruktarak latszottak. Pozitivnak azokat a daganat
sejteket tekintettitk amelyek magja s6tétbarna volt, negativ-
nak pedig azokat, amelyek sejtmagja kékes arnyalatd volt.
A metszetekrd] késziilt digitalis képek szamos plusz infor-
maciot tartalmaztak, amelyek zavard hatdssal lettek volna
az elemzések soran. Ezen zavar6 elemeket a hagyomanyos,
valamint a morfometrias elemzést megel6zéen kivagtuk a
képekrél, agy, hogy megjeldltiik azokat a tertileteket, ame-
lyeket a tovabbiakban vizsgalni szandékoztunk (a prog-
ram Polygon tool eszkozének segitségével) és kivagtuk az
ezen terlleteken kiviil esd részeket (Edit > Clear outside
parancsal) (lasd 1. abra). Az igy el6készitett 100 digitalis
képet a tovabbiakban hdrom modszerrel elemeztiik: ha-
gyomanyos, hagyomanyosan + szamitogéppel és digitalis
morfometriaval.

Hagyomanyos modszer

Ez a modszer gyakorlatilag azonos azzal, amit a digitalis
morfometriai mddszerek hidnyaban a korszovettandszok
hasznalnak a sejtek szamlélasara. Ebben az esetben a sejtek
szamlalasa az okuldrral latott mezében direkt megfigyelés
altal torténik. A sejtek legjobban a 20-as objektivvel vizsgal-
hatok. Az igy kapott eredmény inkabb a sejtek szamanak a
becslése, éppen ezért nemritkdn %-ban fejezik ki a kapott
eredményeket. Ennek a modszernek a segitségével egy eset
vizsgalata meghaladhatja az 1 orat.

Hagyomanyos modszer szamitégéppel

Ebben a moédszerben az Image] CellCounter részprog-

1. abra. A digitalis képek az elemzésnek aldvetett teriilet megjelolése és az
azon kiviil es6 teriilet kivdgdsa utan

ram (plugin) felhasznélasaval manuélisan szamoltuk meg
a pozitiv, illetve a negativ sejteket. A CellCounter plugin
a Plugins > Cellcounter meniipontjaban talalhat6. Erre
kattintva megjelenik egy kiilon ablakban egy vezérl6talca
(lasd 2. abra), ami az alabbi két részre van osztva: jobb olda-
lon vannak a plugin mtikodését vezérld mentipontok, a bal
oldalon a kiilonbo6zé sejttipusok megjel6lésére hasznalhato
szamlalok. Alapértelmezetten 8 szamlalé (Typel-Type8)
van megjelenitve, de az Add meniiponttal tetsz6leges szamu
szamlalot lehet létrehozni. Vizsgalatunk sordn 2 sejttipust
szamoltunk, igy a baloldali szamlalok kozil csupan a Typel
és a Type2-t hasznaltuk. A sejtek kézi szamlalasa az aldbbi-
ak szerint torténik. Megnyitjuk a vizsgélni kivant metszetet,
majd a CellCounter plugin ,Initialize” mentipontjara kat-
tintva létrejon egy uj ablak amely a megnyitott képiinket
tartalmazza és bezarddik az az ablak, amelyben eredeti
képiink volt (a Keep original kapcsold bekapcsolasaval az
eredeti képet tartalmazo ablak is nyitva marad). A sejtek
szamlalasa el6tt tetszOlegesen leszogeztiik, hogy Typel-el
jeloljiik a pozitiv (barna) sejteket és Type2-vel a negativ
(kék) sejteket. Ezutan kezdddik a sejtek szamlalasa, oly
moddon, hogy Typel-re kattintunk a CellCounter baloldali
mezdjében, ezt kovetden a metszetrdl készitett fényképen
végig kattintjuk az Gsszes pozitiv sejtet. A kattintdsok soran
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2. abra. Az Image] “Cell Counter” nevii részprogramjénak kezeli feliilete

megfigyelhetd, hogy a Cellcounter Typel szamlalé minden
kattintds utan 1-el né. Ezutan kovetkezik a negativ sejtek
szamlalasa. Ezel6tt azonban a szamlalét at kell kapcsolnunk
a Type2-re. Az el6bbihez hasonlé mddon végig kattintunk
a p53- sejteken, itt is megfigyelhetd, hogy a Type2 szamlalo
minden egyes kattintds soran eggyel né. Mindkét esetben
a kattintdsok helyén megjelenik egy pont és a szamlald
tipusdnak a szama (Typel esetében 1, a Type2 esetében 2).
Ezaltal vizualisan is nyomon kovethetjitk a megszamolt sejt-
eket, elkeriilve igy, hogy kétszer szamoljuk meg ugyanazt a
sejtet. A sejtszamlélas befejezte utan a Cellcounter ,,Results”
meniipontjara kattintva megjelenik egy 1j ablakban tabla-
zat formajaban a Typel és a Type2 ketté szamlalok értékei,
melyeket minden egyes kép vizsgalata utdn lejegyeztiink. A
110 digitalis kép elemzése soran, a képek felében kaptunk
egy Typel és Type2 értéket, ahol Typel jelentette a p53+,
Type2 a p53- sejteket; mig a képek masik felében hasonlo
moédon megszamlaltuk a Ki67+ és Ki67- sejteket. Az igy
kapott eredményeket egy tdblazatba foglaltuk, amelynek
négy oszlopa volt: a lemez szama, digitalis kép neve, pozitiv
sejtek szama, negativ sejtek szdma. Ezzel a modszerrel, egy
eset vizsgalata 4tlagosan 40 percet vett igénybe.

Digitalis morfometria modszer

Az el6bbiekben bemutatott, szamitogépet hasznalo
ugyan, de alapelveiben hagyomanyos, kézi szamlalas mel-
lett egy altalunk kifejlesztett masodik modszert is alkalmaz-
tunk. Ebben az esetben a cél az volt, hogy a sejtek szam-
lalasat a szamitogép végezze el, kiilsé beavatkozas nélkiil.
Természetesen a sejtek felismerését megel6z6en meg kellett
ytanitanunk” a szamitogépet, hogy minél pontosabban fel-
ismerje a pozitiv, illetve negativ sejteket. Ez a ,tanitds” két
szakaszt foglalt magaba: az egyik soran a digitalis képeket
el6készitettitk oly modon, hogy a szamolni kivant sejtek jol
elkiiloniiljenek egymastdl és kornyezetiikt6l; a masodikban
tortént a tulajdonképpeni sejtszamlalds és az eredmények
Osszesitése.

Az els6 szakaszban szines vazkép (Color thresholding)
elkészitését végeztilk el minden esetben, ami altal elkiilo-
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niiltek a pozitiv (barna) és a negativ (kék) sejtmagok. Ezen
muvelet 200 részképet eredményezett (100 pozitiv sejtek,
100 negativ sejtek). Az ilymoédon szétvélasztott pozitiv/
negativ sejtek megszamlalasara egy tobb lépéses makrot
(futtathato parancssor készlet) készitettiink, ami dltal lehe-
tové valt a képenkénti <1 mp elemzési és sejtszamlaldsi idé.
Igy a 220 digitélis képet <200 mp alatt elemeztiik ezzel a
modszerrel.

A futtathaté parancssor az aldbbi képeket mddosito
parancsokat tartalmazta (ebben a sorrendben); zarojelben
rovid leiras olvashaté mindegyikrdl, illetve az angol szak-
irodalomban hasznalatos elnevezés:

Vazkép (,,Threshold”, a szines képpontokat fekete pon-
tokka alakitja, megadott hatarértékek kozt);

Lyukak toltése (,,Fill Holes”, az esetleges hibakbol adodo
fehér lyukak kitoltése);

Hizlalas (,,Dilate”, az alakzatokat, korvonalaik mentén,
néhdny pixellel noveli);

Fogyasztas (,Erode”, az alakzatokat, korvonalaik men-
tén, néhany pixellel csokkenti);

Kontiirkeresés (,Watershed”, az egymast esetlegesen
fed6 alakzatok kozé egy valaszvonalat iktat);

Sziiréses elemszamolas (,,Analyze Particles..”, ,,size=70-
5000 circularity=0.00-1.00 display include record”, a korabbi
parancsok dltal el6készitett alakzatokat /amelyek tulajdon-
képpen a sejmagoknak felelnek meg/ a megadott kritériu-
moknak megfelel6éen szdmlalja);

Eredmények megjelenitése (,,Results”).

Ezen lépések és hatasaik végigkovethetSk a 3. és 4. abran.

A sejtek szamlélasa, eredmények elmentését a parancs-
sor utolsé eleme tartalmazza, ami sordn a szamitogép az
eredményeket egy tablazatba irja, amely utélag barmilyen
tablazatkezeld programmal megnyithatd. A parancssort
egy adott mappara lehet futtatni és az Gsszes ott talalhato
kép elemzése utan jeleniti meg az eredményeket. Az alabbi
adatokat mentette a tablazatba: kép neve, alakzat teriilete,
alakjellemzéje (circularity) és koordindtaja. A 200 részké-
pen vald futtatas soran hozzavetélegesen Osszesen 18200
alakzatot (sejtmagot) szamoltunk meg.

Eredmények

A fentiekben bemutatott moddszerek alkalmazésaval 3
adatcsoport sziiletett, az alkalmazott modszertdl fiiggéen.
Az els6 (tovdbbiakban A csoport) tartalmazta a hagyoma-
nyos modszerrel, a masodik a hagyomanyos modszerrel,
de szamitogép segitségével (tovabbiakban B csoport) és a
harmadik a digitalis morfometria segitségével (tovabbiak-
ban C csoport) szamolt eredményeket. Minden csoport tar-
talmazta az adott modszerrel szamolt pozitiv sejtek szam-
aranyat (ezt a [(pozitiv sejtek szamax100)/(pozitiv+negativ
sejtek szama)] képlet alapjan szamoltuk). A szdmadatokat
az 1.tablazat tartalmazza, az 5.abran lathat6 a B és C csoport
értékei kozti kiilonbségek grafikus dbrazolasa. Ebbél latha-
t6 a két mddszerrel kapott eredmények kozti eltérés %-ban
kifejezve (példaul az els6 3 lemez esetében az eltérés a két
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3. abra. A digitalis morfometria modszer elsd [épése: a pozitiv sejtmagok,, levdlasztasa” (jobb) az eredeti képrdl (bal)

4. abra. A digitalis morfometria modszer utolso Iépései: a fekete-fehér vazképen (bal) futtatott részecske szamldlds a korvonalak kijelzésével (jobb)

modszer kozott 5% alatt van), bar ebbél az dbrabdl elsbére
nem tiinik ki, de a tovabbiakban ismertetett statisztikai
elemzés bizonyitotta, hogy ezen kiillonbségek statisztikailag
nem szignifikansak

A statisztikai feldolgozasndl csupan a B és C csoportok
eredményeit vettiik figyelembe, mert ezen modszerek kiza-
rélag ugyanazt a latoteret vették figyelembe, igy a legalkal-
masabbak az 6sszehasonlitasra.

A két modszerrel kapott értékek paronkénti eltérése (B
csoport — C csoport) normal eloszlast mutatott (Shapiro-
test: p=0,3952). A két mérésbdl szarmazo értékek kiilonb-
ségének varhatd értéke nem kiilonbozott szignifikdnsan a
0-t6l (one sample t-test: p=0,884). Ezek alapjan elmondhat-
juk, hogy a manualis és a digitalis morfometriai médszerrel
meért értékek kozt nincs statisztikailag szignifikans kiilonb-
ség.

A kiilonb6zé modszerekkel kapott értékeket vizsgélva
megnéztilk azokat a metszeteket, illetve digitalis fényké-
peket, ahol nagy eltérés volt a 3 modszerrel mért értékek
kozott. Nagy eltérésnek a 25%-ndl nagyobb kiilonbséget
tekintettiik. Ezek a lemezek a kovetkezdk voltak: 6, 13 (1.
tablazatban kiemelve félkovér betitkkel). Ezen lemezekrol

késziilt digitalis képeket elemezve lathat6 volt, hogy nagyon
kis kontraszt volt a pozitiv és a negativ sejtmagok kozt, amit
tovabba rontott a képek igen sotét hattere. Ezen nem kivant
elvaltozdsok a fényképek készitése soran keletkeztek. A
modszerek kozti nagy eltérést valdsziniileg ezen elvaltoza-
sok okoztak.

A teljesség kedvéért megnéztiink olyan metszetekrol ké-
sziilt fényképeket, ahol minimélis (2% alatt) eltérés volt a
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5. abra. A B és C csoportok értékei kozti kiilonbségek, %-ban kifejezve. A kis

négyzetek jelolik az értékeket, az ordindtan levd szamok jeldlik a lemezek
szamat.
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1. tablazat. A pozitiv sejtek szdmaranya a hdrom mddszernek megfelelGen
(%-ban kifejezve). Léthatd, hogy a hagyomanyos médszer esetén gyakran egy
intervallum van megadva, kihangstlyozva a médszer szubjektivitasat.

Lemez Hagyomdnyos Hagyomdnyos Digitdli's
madszer (A) szdmitogéppel (B)  morfometria (C)
1 25-50 57,19 52,14
2 >50 70, 25 68, 69
3 <25 48,50 50,42
4 >50 71,08 61,10
5 25-50 51,83 54,47
6 <5 59, 80 33,93
7 >50 56,11 53,07
8 <25 32,45 9,79
9 >50 48,55 59,09
10 >50 54,73 71,64
11 25-50 35,34 31,83
12 >50 74,74 97,62
13 <25 34,72 67,95
14 >50 61,16 72,62
15 25-50 48, 95 48, 81
16 <25 48,88 36,73
17 25-50 52,30 36,62
18 <5 32,13 28,77
19 <25 47,16 25,80
20 <25 20, 85 22,68

kiilonboz6 maédszerek altal kapott értékek kozt (2, 15 leme-
zek, 1. tablazatban dolt betiivel kiemelve). Ebben az esetben
megfigyelheté volt a fényképek jo kontrasztja és vildgos
héttere.

Megbeszélés

A p53 gén mutacidja gyakran mutathaté ki colorectalis
carcinomaban és Osszefiiggést mutattak ki a betegség lefo-
lyasa és a mutaciot szenvedett sejtek szama kozott [6, 7].
A mutdciét hordozé daganatos sejtek szazalékos aranya-
nak prognosztikai jelentésége van, ezért ezen arany pontos
ismerete hozzdsegit a betegek kiilonboz6 korjdslatu csopor-
tokba vald besoroldsahoz. Bemutatott modszeriinkkel egy
olyan megoldas kifejlesztését céloztuk meg, amellyel lehets-
ség van adott tumormarkerekkel megjel6lt daganatos sejtek
pontos mennyiségének a meghatarozasara. Modszertinkben
digitalis morfometriat alkalmaztunk, amelyekhez hason-
lokat mar korabbi vizsgalatok sordn is alkalmaztak [3, 4,
5]. Médszeriink kidolgozasakor arra is torekedtiink, hogy
minél kevesebb pontban legyen sziikség a felhasznald
beavatkozasara a sejtek szamlalasa soran, ugyanakkor mini-
malisra csokkentsiik a lehetséges hibaforrasokat. A tesztek
hitelessé tétele érdekében a szamolt sejteket 2 hagyomanyos
modszerrel is megszamoltuk és a kapott eredmények iga-
zoltak, hogy a digitalis morfometriaval kapott eredmények
nem kiillonboznek szignifikdnsan a hagyomanyosan kapott
eredményektdl.
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Kovetkeztetések

Vizsgalataink soran és a kapott eredmények értékelése utan az
aldbbi kévetkeztetéseket vontuk le.

Megfeleléen készitett és elékészitett fényképek esetén
a digitélis morfometria alkalmas az immunohisztokémiai
modszerrel kimutatott pozitiv/negativ (p53, Ki67) sejtek
szamlalasdra, s6t ezen tulmenden, lényeges iddmegtakari-
tas érhet6 el vele. Nincs szignifikdns kiilonbség a manualis és
a digitalis morfometriai modszerekkel kapott eredmények
kozott. Kilonos gondot kell forditani a digitalis képek
elkészitésére, ugyanis a képek nem megfelel6 mindsé-
ge (gyenge kontraszt, sotét szinarnyalatok) lényegesen
befolydsolja a kapott eredményeket.

Fontosnak tartjuk tovabbd a digitélis morfometriai (és
képfeldolgozasi) modszerek elterjesztését és alkalmazasat a
patoldgiai gyakorlatban.
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