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ΑΑ012, 64, 2001. 

  Βρογχιολίτιδα από αναπνευστικό συγκυτιακό ιό: Επιδηµιολογία και 

έκβαση. Αγγελάκου Β, Κατζηλάκης Ν, Μπιτσώρη Μ, Αγγελάκη Μαρία, 

Σµυρνάκη Π, Στεφανάκη Σ, Σχοινάκη Α, Σµπυράκις Σ. 39ο Πανελλήνιο 

Παιδιατρικό Συνέδριο, ΑΑ020, 68, 2001. 
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13)

14)

 Παιδιά παραθεριστές στην Κρήτη και νοσηρότητα κατά τις διακοπές τους 

τα έτη 1997-2000. Μπικουβαράκης Σ, Κατζηλάκης Ν, Παρασκάκης Ε, 

Γαλανάκης Ε, Σµπυράκις Σ. 39ο Πανελλήνιο Παιδιατρικό Συνέδριο, ΑΑ210, 

163, 2001. 

  

15)

Σοβαρές ουλοστοµατίτιδες στα παιδιά. Ανασκόπηση. Μιχαηλίδου Ε, 

Κατζηλάκης Ν, Πασπαλάκη Π, Τσαπάκη Ε, Μαντζουράνη Ε, Σµπυράκις Σ. 

39ο Πανελλήνιο Παιδιατρικό Συνέδριο, AA083, 278, 2001. 

  

16)

Προγνωστικοί δείκτες για τη διάρκεια νοσηλείας βρεφών µε βρογχιολίτιδα. 

Μιχαηλίδου Ε, Πασπαλάκη Π, Παπαδοπούλου Ε, Τσαπάκη Ε, Μαθιουδάκη 

Π, Γιαννούση Ε, Κατζηλάκης Ν, Φυτρολάκη Ν, Σµπυράκις Σ, 

Μαντζουράνη Ε. 39ο Πανελλήνιο Παιδιατρικό Συνέδριο, RT085, 279, 2001. 

  

17)

Οξύ και χρόνιο κοιλιακό άλγος στα παιδιά: Εµπειρία τριών ετών. 

Μανιαδάκη Η, Μιχαηλίδου Ε, Πασπαλάκη Π, Κατζηλάκης Ν, Άρµπιρος Ι, 

Χαρίσης Γ, Μαντζουράνη Ε. 24ο Πανελλήνιο Συνέδριο Χειρουργικής 

Παίδων, 1, 4, 2001. 

  

18)

Παθήσεις της παιδικής ηλικίας που υποδύονται οξεία κοιλία. Κατζηλάκης 

Ν, Βλαχάκης Ι, Γαλανάκης Ε, Χαρίσης Γ. 24ο Πανελλήνιο Συνέδριο 

Χειρουργικής Παίδων, 4, 7, 2001. 

  Εχινοκοκκίαση πνεύµονα στα παιδιά: Παρουσίαση περιπτώσεων. 

Κατζηλάκης Ν, Μιχαηλίδου Ε, Πασπαλάκη Π, Βλαχάκης Ι, Μανιαδάκη Η, 

Χαρίσης Γ, Μαντζουράνη Ε. 24ο Πανελλήνιο Συνέδριο Χειρουργικής 

Παίδων, 33, 40, 2001. 

 13



19)  

20)

Αίτια χειρουργικών επεµβάσεων στη νεογνική ηλικία τα τελευταία δέκα 

χρόνια, στην Κρήτη. Μανουρά Α, Κορακάκη Ε, Χατζηδάκη Ε, 

Μπικουβαράκης Σ, Βάλαρη Β, Κατζηλάκης Ν, Γιωτάκη Ι, Άρµπιρος Ι, 

Γιαννακοπούλου Χ. 6η Επιστηµονική Συνάντηση Παιδιάτρων Ανατολικής 

Μακεδονίας και Θράκης, 19P, 33, 2002. 

  

21)

Νεογνά µητέρων µε οξεία τοξοπλάσµωση στην κύηση, την τελευταία 

πενταετία: Αναδροµική µελέτη. Κορακάκη Ε, Χατζηδάκη Ε, Μανουρά Α, 

Παπαγεωργίου Μ, Μητσάκη Μ, Βοργιά Π, Κατζηλάκης Ν, 

Γιαννακοπούλου Χ. 6η Επιστηµονική Συνάντηση Παιδιάτρων Ανατολικής 

Μακεδονίας και Θράκης, 20P, 34, 2002. 

  

22)

Σύγκριση έκβασης νεογνών διδύµων κυήσεων αυτόµατης και 

εξωσωµατικής γονιµοποίησης. Χατζηδάκη Ε, Μανουρά Α, Κορακάκη Ε, 

Μπικουβαράκης Σ, Μητσάκη Μ, Γιωτάκη Ι, Τσαπάκη Ε, Κατζηλάκης Ν, 

Γιαννακοπούλου Χ. 6η Επιστηµονική Συνάντηση Παιδιάτρων Ανατολικής 

Μακεδονίας και Θράκης, 21P, 35, 2002. 

  

23)

Μη χειρουργικές καταστάσεις στα παιδιά που υποδύονται οξεία κοιλία. 

Κατζηλάκης Ν, Βλαχάκης Ι, Μπικουβαράκης Σ,  Γαλανάκης Ε, Σµπυράκις 

Σ, Χαρίσης Γ. 40ο  Πανελλήνιο Παιδιατρικό Συνέδριο, ΑΑ244, 192, 2002. 

  Υποκαπνία και περικοιλιακή λευκοµαλακία σε πρόωρα νεογνά. Κορακάκη 

Ε, Χατζηδάκη Ε, Μανουρά Α, Μπικουβαράκης Σ, Κατζηλάκης Ν, Γιωτάκη 

Ι, Μάρακα Σοφία, Γιαννακοπούλου Χ. 40ο  Πανελλήνιο Παιδιατρικό 

Συνέδριο, ΑΑ358, 249, 2002. 
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24)  

25)
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αλλεργίας στο γάλα αγελάδας. Χατζηδάκη Ε, Μανουρά Α, Κορακάκη Ε, 

Παπαγεωργίου Μ, Βάλαρη Β, Κατζηλάκης Ν, Βοργιά Π, Γιαννακοπούλου 

Χ. 40ο Πανελλήνιο Παιδιατρικό Συνέδριο, ΑΑ385, 263, 2002. 

  

26)

Αµφιβληστροειδοπάθεια της προωρότητας. Ποια νεογνά αφορά 

πραγµατικά; Κορακάκη Ε, Χατζηδάκη Ε, Μανουρά Α, Βοργιά Π, 

Παπαγεωργίου Μ, Κατζηλάκης Ν, Ηλιάκη Όλγα, Γιαννακοπούλου Χ. 40ο 

Πανελλήνιο Παιδιατρικό Συνέδριο, ΑΑ394, 267, 2002. 

  

27)

Η φασµατική απεικόνιση στη µελέτη φυσιολογικών λεµφοκυττάρων και 

λεµφοβλαστών Οξείας Λεµφοβλαστικής Λευχαιµίας της παιδικής ηλικίας. 

Κατζηλάκης Ν, Παπαδάκης Α, Στειακάκη Ε, ∆ηµητρίου Ε, Μπάλας Κ, 

∆ελίδης Γ, Καλµαντή Μ.  

Α) 13ο Πανελλήνιο Αιµατολογικό Συνέδριο, 249, 292, 2002. 

    Β) 11ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο, 90, 2002. 

  

28)

Αίτια νοσηλείας νεογνών από οικογένειες οικονοµικών µεταναστών. 

Συγκριτική µελέτη. Μανουρά Α, Χατζηδάκη Ε, Κορακάκη Ε, 

Μπικουβαράκης Σ, Παπαγεωργίου Μ, Μανιαδάκη Η, Κατζηλάκης Ν, 

Αγγελάκη Μ, Γιαννακοπούλου Χ. 11ο Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο, 145, 

2002. 

  Γεννήσεις και ανάγκες νοσηλείας νεογνών από οικογένειες οικονοµικών 

προσφύγων. Χατζηδάκη Ε, Κορακάκη Ε, Μανουρά Α, Μπικουβαράκης Σ, 

Παπαγεωργίου Μ, Μανιαδάκη Η, Κατζηλάκης Ν,  Γιαννακοπούλου Χ. 11ο 

Παγκρήτιο Ιατρικό Συνέδριο, 146, 2002. 
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Β΄ Χωρέµειο έπαθλο στο 40ο Πανελλήνιο Παιδιατρικό Συνέδριο (2002) µε 
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∆ηµητρίου Ε, Μπάλας Κων/νος, Καλµαντή Μ.  
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EΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 

Με την ολοκλήρωση της διδακτορικής διατριβής θα ήθελα να 

αναφερθώ στους ανθρώπους που µε βοήθησαν πραγµατικά και χωρίς αυτούς 

σίγουρα δε θα έφτανα στη στιγµή να την παρουσιάσω. 

Πρώτα από όλους θα ήθελα να ευχαριστήσω την επιβλέπουσα 

Καθηγήτρια  κ. Μ. Καλµαντή για την παρακίνηση πραγµατοποίησης 

διδακτορικής διατριβής αλλά και όλη την πολύτιµη  βοήθειά της κατά τη 

διάρκεια της διατριβής. Επίσης στις ευκαιρίες και τα ερεθίσµατα που µου 

έδωσε στο αντικείµενο της Παιδιατρικής Αιµατολογίας/Ογκολογίας αλλά και 

στη δυνατότητα που µου έδωσε για µετεκπαίδευση σε εξειδικευµένο κέντρο 

Παιδιατρικής Αιµατολογίας και Μεταµοσχεύσεων Μυελού των Οστών του 

εξωτερικού.   

Τον Καθηγητή κ. Γ. ∆ελίδη που η βοήθεια και οι παρεµβάσεις του κατά 

τη διάρκεια της διατριβής ήταν καταλυτικές και οι γνώσεις του σε µαθηµατικά 

µοντέλα και θέµατα µορφοµετρίας κατάφεραν να µε βοηθήσουν να ξεπεράσω 

δυσκολίες κατά τη διάρκεια της εκπόνησης. 

Τον Αναπληρωτή Καθηγητή του Πολυτεχνείου Κρήτης κ. Κ. Μπάλα, 

υπεύθυνου κατά τη διάρκεια εκπόνησης της διατριβής  του Τµήµατος 

Ηλεκτρονικής ∆οµής και Laser στο Ινστιτούτο Τεχνολογίας Έρευνας (Ι.Τ.Ε.), 

για όλη τη βοήθεια και την προσφορά τεχνογνωσίας των συστηµάτων υψηλής 

τεχνολογίας που αναπτύχθηκαν στο τµήµα του και χρησιµοποιήθηκαν για την 

πραγµατοποίηση των πειραµάτων και µετρήσεων. 
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Την Επίκουρη Καθηγήτρια κ. Ευτυχία Στειακάκη που η συµβολή της 

στην ολοκλήρωση της διατριβής µε τις καίριες και πολύ σηµαντικές 

παρατηρήσεις της σε όλη τη διάρκεια εκπόνησης της διατριβής ήταν 

ανεκτίµητη. Επίσης θα ήθελα να ευχαριστήσω την Επίκουρη Καθηγήτρια κ. Ε. 

∆ηµητρίου όπως και τον Επίκουρο Καθηγητή κ. Ε. Σταθόπουλο για τις 

πολύτιµες υποδείξεις τους και την ανά πάσα στιγµή πρόθυµη βοήθεια τους σε 

κάθε θέµα που προέκυπτε. 

Eπίσης θα ήθελα να εκφράσω τις θερµές µου ευχαριστίες στον 

Καθηγητή κ. Β. Γεωργούλια και στον Αναπληρωτή Καθηγητή κ. ∆. Μαυρουδή 

για τις πολύτιµες παρατηρήσεις τους. 

Ένα µεγάλο ευχαριστώ και η ευγνωµοσύνη στην οικογένειά µου και 

στους ανθρώπους που είναι δίπλα µου είναι ότι λιγότερο µπορώ να εκφράσω 

και χωρίς τη συµπαράστασή τους δε θα µπορούσα να επιτύχω τίποτα.  

Τέλος θα ήθελα να απευθύνω το µεγαλύτερο ευχαριστώ στα παιδιά που 

συναναστρέφοµαι καθηµερινά και στα επανειληµµένα µαθήµατα ψυχικής 

δύναµης που προσφέρουν σε εµάς τους γιατρούς αλλά και στους γονείς τους. 

Aποτελούν ανεξάντλητη πηγή δύναµης για επίταση της προσπάθειας, της 

προσφοράς και της αποτελεσµατικότερης αντιµετώπισης των κακοηθειών στα 

παιδιά.             
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 
Η οξεία λευχαιµία αποτελεί το 35% των κακοηθειών της παιδικής 

ηλικίας. Χαρακτηρίζεται από την επικράτηση άωρων αιµοποιητικών κυττάρων 

ή πρόδροµων µορφών της λεµφικής σειράς και ταξινοµείται µορφολογικά 

ανάλογα µε την προέλευση του παθολογικού κλώνου αντίστοιχα σε µυελογενή 

και λεµφοβλαστική .  

Στη παιδική ηλικία περίπου το 80% της οξείας λευχαιµίας είναι  

λεµφοβλαστική και το 15%  µυελογενής ενώ ένα µικρό ποσοστό περιπτώσεων 

ταξινοµείται ως αδιαφοροποίητη. 

 Τα µορφολογικά χαρακτηριστικά της οξείας λευχαιµίας είναι αυτά των 

βλαστικών κυττάρων, δηλαδή  σχετικά αδιαφοροποίητο κύτταρο µε διάχυτη 

κατανοµή πυρηνικής χρωµατίνης, ένα ή περισσότερα πυρήνια και βασεόφιλο 

κυτταρόπλασµα. Για την ταξινόµηση και τυποποίηση της οξείας λευχαιµίας 

χρησιµοποιούνται εκτός από τα µορφολογικά χαρακτηριστικά, κυτταροχηµικά, 

κυτταρογενετικά, µοριακά δεδοµένα και ανοσοφαινοτυπική ανάλυση. 

 Μορφολογικά κριτήρια χρησιµοποιούνται για το διαχωρισµό των 

λεµφοβλαστών από τους µυελοβλάστες ενώ και η λεµφοβλαστική και η 

µυελογένης λευχαιµία ταξινοµούνται περαιτέρω σε υποοµάδες σύµφωνα µε τη 

French-American-British (FAB) ταξινόµηση. Ειδικότερα η λεµφοβλαστική 

λευχαιµία διακρίνεται µορφολογικά σε 3 υποοµάδες (L1, L2, L3) από τις οποίες 

η L1 είναι η συχνότερη σε ποσοστό 85% των περιπτώσεων της οξείας 

λεµφοβλαστικής λευχαιµίας στα παιδιά. 
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 Μορφολογικά οι L1 λεµφοβλάστες είναι µικρά κύτταρα σε οµοιογενή 

χρωµατίνη του πυρήνα χωρίς ορατά ή µόλις υποσηµαινόµενα πυρήνια, 

οµοιόµορφο σχήµα, ελάχιστο κυτταρόπλασµα ήπια ή µέτρια βασεόφιλο. Η 

προσπάθεια να συµπεριληφθεί η µορφολογική ταξινόµηση των λεµφοβλαστών 

στη θεραπευτική στρατηγική δεν έχει αποδώσει λόγω της περιορισµένης 

ετερογένειας των κυττάρων στο απλό µικροσκόπιο, των υποκειµενικών 

διαφορών µεταξύ των µορφολογικών υποτύπων και τη φτωχή συσχέτιση των 

υποτύπων µε την κλινική έκβαση. Για το λόγο αυτό η σύγχρονη διαγνωστική 

της ΟΛΛ βασίζεται κυρίως στον ανοσοφαινότυπο και το γονότυπο των 

κυττάρων [1, 2].     

 Η ακρίβεια και η χρησιµότητα του ανοσοφαινότυπου στη διάγνωση της 

ΟΛΛ έχει παρουσιάσει σηµαντική πρόοδο µε τη διάθεση µεγάλου αριθµού 

µονοκλωνικών αντισωµάτων έναντι των λευκοκυτταρικών αντιγόνων, την 

ανάπτυξη νέων αντιδραστηρίων φθορισµού για τη σήµανση των κυττάρων και 

την εξέλιξη της κυτταροµετρίας ροής. Αν και είναι διαθέσιµα µονοκλωνικά 

αντισώµατα έναντι µεγάλου αριθµού αντιγόνων επιφανείας των ανθρωπίνων 

λευκοκυττάρων, λίγα µόνο από αυτά έχουν ειδικότητα για συγκεκριµένες 

σειρές, γεγονός που δηµιουργεί αναγκαιότητα επιλογής σειράς αντισωµάτων 

για τη διάκριση των ανοσολογικών υποοµάδων και τον καθορισµό της 

διάγνωσης [3]. 

 Παρά το ότι η ανοσοφαινοτυπική µελέτη των λευχαιµικών κυττάρων 

αποτελεί σηµαντική παράµετρο στη διάγνωση και ταξινόµηση της ΟΛΛ σε 

υποοµάδες, µορφολογικά µε το κοινό µικροσκόπιο, η διάκριση φυσιολογικών 
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λεµφοκυττάρων από λεµφοβλάστες και ιδιαίτερα L1 σε πολλές περιπτώσεις 

είναι δυσχερής. Ιδιαίτερα στις περιπτώσεις της παρακολούθησης των ασθενών 

όπου και η κύρια µέθοδος που χρησιµοποιείται  είναι το κοινό µικροσκόπιο και 

ο βαθµός διήθησης µπορεί να είναι πολύ µικρότερος σε σχέση µε την 

πρωτοδιάγνωση, η διάκριση λεµφοβλαστών από φυσιολογικά λεµφοκύτταρα 

δεν είναι πάντα εύκολη.  

Με σκοπό τη διάκριση των κυττάρων και την εκτίµηση των 

χαρακτηριστικών τους, χρησιµοποιήθηκε ο υπολογισµός της 

µορφοκλασµατικής διάστασης (Fractal Dimension FD) ως εναλλακτική 

µέθοδος ή και επιπρόσθετη στις ήδη υπάρχουσες  µεθόδους συγκρίνοντας το 

ακανόνιστο της κυτταρικής µεµβράνης των φυσιολογικών και λευχαιµικών 

κυττάρων. Επιπλέον χρησιµοποιήθηκαν µέθοδοι φασµατικής ανάλυσης µε 

σύγχρονα συστήµατα ανάλυσης εικόνας, σε επιχρίσµατα µετά από χρώση και 

καθορίστηκαν τα φασµατικά χαρακτηριστικά και τα µήκη κύµατος όπου 

µπορεί να γίνει η διάκριση των δύο διαφορετικών κυτταρικών πληθυσµών η 

οποία δεν είναι πάντα ορατή µε το κοινό µικροσκόπιο.  

 

 

 

 

 

 

 

 24



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                            Α. ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 25



1. ΜΟΡΦΟΚΛΑΣΜΑΤΙΚΗ ∆ΙΑΣΤΑΣΗ (FRACTAL DIMENSION) 

      Η Μορφοκλασµατική Γεωµετρία (fractal geometry) αποτελεί ένα κλάδο 

των µαθηµατικών η ανάπτυξη του οποίου έγινε δυνατή χάρη στην συνεχώς 

αναπτυσσόµενη επιστήµη των υπολογιστών. Στόχος της ήταν η ακριβέστερη 

περιγραφή των περισσότερων φυσικών αντικειµένων που µας περιβάλλουν µε 

όσο το δυνατόν µεγαλύτερη προσέγγιση δεδοµένο το οποίο η κλασσική 

Ευκλείδειος Γεωµετρία αδυνατεί να προσφέρει [4,5,6].  

Η δυνατότητα που υπάρχει σήµερα χάρη στους Η/Υ, εκτέλεσης σε 

ελάχιστο χρόνο ενός τεράστιου αριθµού µαθηµατικών υπολογισµών, 

κατέστησε εφικτό τον καθορισµό µιας νέας σταθεράς, της Μορφοκλασµατικής 

∆ιάστασης (Fractal Dimension FD).  

H Γεωµετρία των Fractals προέκυψε από µια προσεκτική µελέτη της 

φύσης. Πολλά σχήµατα στη φύση είναι τόσο ακανόνιστα, η µορφή τους είναι 

τόσο ανώµαλη, που, αν τα συγκρίνουµε µε εκείνα που µελετά η Ευκλείδειος 

Γεωµετρία, θα παρατηρήσουµε ότι η φύση παρουσιάζει µια εικόνα πολύ πιο 

πολύπλοκη και διαφορετικής υφής. Για πληρέστερη κατανόηση αναφέρεται ότι 

ένα σύννεφο δεν είναι σφαίρα, ένα βουνό δεν είναι κώνος, οι θαλάσσιες ακτές 

µιας χώρας δεν είναι τόξα κύκλων, ούτε και η τροχιά µιας αστραπής είναι 

ευθεία γραµµή. 

 Η ύπαρξη των πολύπλοκων αυτών σχηµάτων στη φύση, τα οποία η 

Ευκλείδειος  Γεωµετρία παραλείπει να εξετάσει ως στερούµενα συγκεκριµένης 

µορφής, υπήρξε η αιτία που οδήγησε στη διερεύνηση της µορφολογίας του 

΄άµορφου’. Έτσι η Γεωµετρία των fractals και η χρήση πρώτα από τον Benoit 
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Mandelbrot, ως µονάδας µέτρησης της FD, ασχολείται µε τη µελέτη µιας 

µεγάλης κατηγορίας ανωµάλων, ακανόνιστων αντικειµένων. Η λέξη fractal 

προέρχεται από το λατινικό επίθετο fractus που σηµαίνει ακανόνιστο, 

σπασµένο κοµµάτι, θρύµµα [7]. 

Σε κάθε σηµείο του ευκλείδειου χώρου (του φυσικού χώρου που µας 

περιβάλλει) αντιστοιχεί ένας αριθµός ο οποίος καλείται “τοπολογική διάσταση” 

του συνόλου. Έτσι, για ένα σηµείο η τοπολογική διάσταση είναι µηδέν (0), για 

µια ευθεία ένα (1), για ένα κανονικό πολύγωνο (επιφάνεια) δύο (2), για ένα 

κανονικό στερεό τρία (3). Εκτός από την τοπολογική διάσταση σε κάθε δοµή 

αντιστοιχεί και η µορφοκλασµατική διάσταση των οποίων οι τιµές για το 

σηµείο, την ευθεία και ένα κανονικό στερεό (π.χ. σφαίρα) είναι ίδιες. Στις 

ανώµαλες και ακανόνιστες γραµµές ή επιφάνειες όµως η FD είναι διάφορη του 

ακεραίου αριθµού. Η διάσταση αυτή είναι ένας κλασµατικός αριθµός ο οποίος 

ευρίσκεται µεταξύ δύο ακεραίων. Μια δοµή ονοµάζεται fractal όταν έχει τιµή 

διαφορετική από την τοπολογική της διάσταση.  Έτσι π.χ. µια γραµµή, η οποία 

διαφέρει τόσο από την ευθεία όσο και από τόξο κύκλου, έχει διάσταση 

περιλαµβανόµενη µεταξύ του ενός και του δύο (1 έως 2) και τόσο πλησιάζει το 

δύο, όσο πιο πολύ διαφέρει της ευθείας. Σε ένα δισδιάστατο σύστηµα µέτρησης 

η FD θα είναι µεταξύ ένα και δύο ενώ σε ένα τρισδιάστατο µεταξύ δύο και 

τρία. 

Η FD, µετά την εισαγωγή της έννοιας από τον Mandelbrot, έχει 

διαπιστωθεί ότι µπορεί να χαρακτηρίσει κάθε αντικείµενο που υπάρχει στη 

φύση. Έτσι φαίνεται ότι οι ευκλείδειες ακέραιες διαστάσεις, αποτελούν 
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σήµερα µάλλον την εξαίρεση παρά τον κανόνα, σε όλες τις φυσικές κλίµακες. 

Έννοιες και φαινόµενα τα οποία δεν µπορούσαν να προβλεφθούν και 

διέπονταν από τη θεωρία του χάους µπορούν να ερµηνευτούν και να 

αποδοθούν µε µαθηµατική εξήγηση στηριζόµενη στον υπολογισµό των 

fractals. Χαρακτηριστικός άλλωστε είναι ο τίτλος του συγγράµµατος του B.B. 

Manderbrot «Η µορφοκλασµατική γεωµετρία της φύσεως» (The fractal 

geometry of nature), στο οποίο η διάσταση αυτή αναγνωρίζεται σε µια πλειάδα 

φυσικών καταστάσεων και µορφών, από τη µορφή των ακτών µέχρι την 

καταγραφή της θερµοκρασίας µιας περιοχής [7].  

H εξίσωση Richardson-Mandelbrot αποτελεί µαθηµατική βάση για την 

κατανόηση των µορφοκλασµατικών γεωµετρικών δοµών, τη µέτρηση και την 

ερµηνεία τους  

         L(ε)=Ν(ε)ε     (1) 

όπου L(ε) είναι το µήκος (περίµετρος) του ακανόνιστου σχήµατος που 

µετρούµε, ε η µονάδα µέτρησης µήκους που χρησιµοποιείται για να 

µετρήσουµε την περίµετρο, N(ε) ο αριθµός των µονάδων µέτρησης που είναι 

απαραίτητο να καλύψουν την περίµετρο L(ε) όπου      Ν(ε)=1/εD ( D έχει 

ονοµαστεί σταθερά του Hausdorff η οποία όταν είναι διάφορη και µεγαλύτερη 

από την τοπολογική διάσταση όπως περιγράφηκε ήδη ορίζεται ως 

µορφοκλασµατική διάσταση, Fractal Dimension, FD). Εποµένως η εξίσωση (1) 

γίνεται  

    L(ε)=ε1-D                      (2) 

Μετατρέποντας την παραπάνω εξίσωση σε λογαριθµική ισχύει  
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    D=logN(ε)/log(1/ε)        (3) 

Η FD  είναι πάντα θετικός αριθµός, ορίζεται από την τιµή της κλίσης της 

ευθείας  της λογαριθµικής εξίσωσης και δεν είναι κατ’ανάγκη ακέραιος 

αριθµός.   

Κατά τον Mandelbrot η Γεωµετρία των Fractals παρέχει λύσεις σε ένα σύνολο 

προβληµάτων[8]. Μια χαρακτηριστική ιδιότητα των Fractals είναι η αυτό-

οµοιότητα (self-similarity)  είναι ότι η δοµή που παρουσιάζουν όταν η 

παρατήρηση γίνεται υπό µικρή κλίµακα είναι η ίδια µε εκείνη που 

παρουσιάζουν όταν η παρατήρηση γίνεται υπό µεγαλύτερη κλίµακα ή τα 

αντικείµενα παρουσιάζουν το φαινόµενο µικρά τµήµατά τους να είναι 

αντίγραφα ή να µοιάζουν µε το όλο. Η έννοια της αυτο-οµοιότητας 

περιλαµβάνει εποµένως δύο κυρίως είδη. Το πρώτο είδος είναι η γεωµετρική 

αυτο-οµοιότητα όπου το κάθε αντικείµενο είναι ακριβές αντίγραφο του 

αρχικού και η µορφολογία αυτή αποκαλύπτεται σε διαδοχικές µεγενθύσεις της 

αρχικής µορφής. Ένα παράδειγµα φυσικού fractal που παρουσιάζει γεωµετρική 

αυτό-οµοιότητα είναι το φύλλο µιας φτέρης. Το δεύτερο είδος είναι η 

καλούµενη στατιστική αυτό-οµοιότητα που παρουσιάζουν για παράδειγµα τα 

σύννεφα, η ακτογραµµή ή τα βιολογικά αντικείµενα και που σε διαδοχικές 

µεγεθύνσεις του αρχικού αντικειµένου δεν αποκαλύπτουν εικόνες οπτικά 

όµοιες µε την αρχική αλλά σχήµατα µε διαρκώς µεγαλύτερες λεπτοµέρειες που 

διαθέτουν τις ίδιες στατιστικές ιδιότητες µε το αρχικό σχήµα σύµφωνα µε τις 

εξισώσεις που αναφέρθηκαν [9,10]. Σε περίπτωση που δε διαθέτουν τις ίδιες 

στατιστικές ιδιότητες µε το αρχικό σχήµα είναι απαραίτητη η µέγιστη 
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µεγέθυνση πάνω από την οποία η ανάλυση δεν αναδεικνύει περαιτέρω 

λεπτοµέρειες για τον καθορισµό της ακανόνιστης δοµής. 

 ∆ύο τρόποι έχουν διατυπωθεί για να προσεγγιστεί και να εκτιµηθεί η 

fractal διάσταση: η µέθοδος της καταµέτρησης τετραγώνων (box counting 

method) που είναι και η ευρέως χρησιµοποιούµενη και η µέθοδος διαδοχικών 

βηµάτων (structured walk technique).   

 Με τη µέθοδο της καταµέτρησης τετραγώνων για να µελετήσουµε µια 

fractal δοµή καλύπτουµε το αντικείµενο µε πλέγµα τετραγώνων σε επαφή 

µεταξύ τους αριθµού Ν µε πλευρά µεγέθους ε σύµφωνα µε τις εξισώσεις 1-3. 

Η FD ορίζεται από την κλίση της γραφικής παράστασης που προκύπτει από 

τον log(N) του αριθµού τετραγώνων προς το log (1/ε) για τετράγωνα µελέτης 

διαφόρου µήκους πλευράς ε (εξίσωση 3).  

  H πρώτη εφαρµογή της FD έγινε από τον Mandelbrot και αφορούσε τη 

µέτρηση και απόδοση µιας τιµής σε µια ακτή ανεξάρτητα από τη 

χρησιµοποιούµενη κλίµακα [11].  Ένα τµήµα της παραλιακής γραµµής 

κάποιας χώρας είναι ένα fractal. Πρόκειται για µια ανώµαλη καµπύλη, το 

µήκος της οποίας είναι, προφανώς, µεγαλύτερο από το ευθύγραµµο τµήµα που 

ενώνει τα δύο άκρα της. Αν επιχειρηθεί να υπολογιστεί το “ακριβές” µήκος της 

θεωρούµενης ακτής θα διαπιστωθεί ότι αυτό είναι πάρα πολύ µεγάλο και τόσο 

ακαθόριστο ώστε είναι προτιµότερο να θεωρηθεί άπειρο. Πρόκειται δηλαδή 

για µια µη ευθύγραµµη καµπύλη. Η παρατήρηση αυτή οδηγεί στο συµπέρασµα 

ότι η κλασσική έννοια του µήκους είναι ακατάλληλη για ποσοτική σύγκριση 
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τέτοιων µεγεθών και είναι η έννοια της  FD που µπορεί να αποδώσει αυτές τις 

µετρήσεις. 

Το πρώτο πρότυπο fractal στην Ιατρική οφείλεται επίσης στον Mandelbrot και 

εφαρµόστηκε στον πνεύµονα [7]. Καθώς διακλαδίζεται το βρογχικό σύστηµα, 

το µήκος του κάθε κλάδου ελαττώνεται. Μια θεωρία, που κάνει χρήση των 

κλασικών αναλογιών και που υποθέτει ότι το βρογχικό δέντρο είναι οµοιογενές 

και ότι ο όγκος του αέρα υποδιπλασιάζεται όταν µεταβαίνουµε από µια 

διακλάδωση στην επόµενη, προβλέπει ότι οι διάµετροι των κλάδων θα 

ελαττώνονται ακολουθώντας κάποια εκθετική συνάρτηση. Η παρατήρηση και 

το πείραµα πιστοποιούν ότι η πρόβλεψη επαληθεύεται µέχρι και τη δέκατη 

διακλάδωση, µετά την οποία τα πειραµατικά δεδοµένα αποκλίνουν 

συστηµατικά από εκείνα που προβλέπει η εκθετική συνάρτηση. Η απόκλιση 

οφείλεται στο γεγονός ότι η περιγραφή του βρογχικού δέντρου µέσω των 

κλασικών αναλογιών δεν λαµβάνει υπόψη τις µεταβολές που παρουσιάζονται 

στον κάθε κλάδο και το ακανόνιστο του σχήµατός του. H θεώρηση του 

πνεύµονα ως fractal και η ανάδειξη και µέτρηση των λεπτοµερειών του 

βρογχικού δέντρου µέσω της FD παρέχει τη δυνατότητα µέτρησης των 

µεταβολών και της µορφής του πνεύµονα στο fractal µοντέλο.  

 Το πρώτο αυτό πρότυπο fractal που περιγράφηκε από τον Mandelbrot 

και αφορούσε τον πνεύµονα είναι ένα υποσύνολο των µιγαδικών αριθµών, 

δηλαδή ένα υποσύνολο του επιπέδου, το οποίο προκύπτει όταν µια αλγεβρική 

πράξη εκτελείται επανειληµµένως µε µιγαδικούς αριθµούς. Με τη βοήθεια 

ενός προγράµµατος υπολογιστή µεταµορφώνεται σε ένα είδος µικροσκοπίου 
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µε το οποίο µπορούµε να δούµε τα όρια του συνόλου του Mandelbrot, που 

είναι ένα fractal. 

 

1.1 Μορφοκλασµατική ∆ιάσταση και εφαρµογές στην Ιατρική 

Η πιο απλή εφαρµογή της FD σε εφαρµογές της ιατρικής είναι η ανάλυση 

της µορφολογίας µιας ανατοµικής δοµής όπως είναι αυτή των αγγειακών 

δικτύων [12-14]. Η ανάλυση του ακανόνιστου σχήµατος µε  την FD µπορεί να 

εφαρµοστεί σε περιπτώσεις όπως ο διαχωρισµός µεταξύ ενός υγιούς ιστού και 

ενός όγκου, ή ακόµα τα όρια µιας δερµατικής βλάβης [15-18]. Η 

µορφοκλασµατική διάσταση µπορεί επίσης να εφαρµοστεί σε φαινόµενα 

φυσιολογίας οργάνων όπως η ποικιλοµορφία του καρδιακού ρυθµού ή των 

ηλεκτροεγκεφαλογραφικών κυµάτων του εγκεφάλου. 

Στο καρδιαγγειακό σύστηµα η ανατοµική δοµή των στεφανιαίων αγγείων 

δίνει µια fractal µέτρηση και εποµένως υπάρχει η δυνατότητα να µελετηθούν 

οι µορφολογικές αλλαγές ειδικότερα στους µικρότερους κλάδους. Αυτός ο 

τύπος της µορφοκλασµατικής ανατοµίας έχει επίσης βρεθεί σε µελέτη της 

ετερογένειας της διάχυσης της ροής στο µυοκάρδιο, στον πνεύµονα ή στο 

φλοιό του νεφρού[19-20]. 

Η χρήση της FD στα χαρακτηριστικά του καρδιακού ρυθµού σε σχέση µε 

το QRS διάστηµα ή το RR διάστηµα µπορούν να δώσουν πληροφορίες και 

σηµάδι καρδιακής βλάβης [21-26]. 

 Στο βρογχοπνευµονικό σύστηµα εκτός από το µοντέλο Mandelbrot και 

τη δυνατότητας µονάδας µέτρησης στην ετερογένεια των βρογχικών 
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διαµέτρων ακόµα και των πιο αποµακρυσµένων, το αρτηριοφλεβικό δίκτυο 

δίνει και αυτό µια τιµή FD. Στην  ακτινογραφία θώρακα η κατανοµή των 

πνευµονικών αγγείων µε τη µέτρηση της FD δίνει πληροφορίες για την 

πνευµονική υπέρταση[27]. Ο καθορισµός της FD µας επιτρέπει σε αυτές τις 

περιπτώσεις να εκτιµηθεί ποσοτικά η παθολογική τροποποίηση της κατανοµής 

των πνευµονικών αγγείων. Η σοβαρότητα επίσης του εµφυσήµατος µπορεί να 

µελετηθεί µε µέτρηση της FD [28-29].  

H µέτρηση της FD έχει µελετηθεί στις νευροεπιστήµες σε παθολογικές 

και φυσιολογικές καταστάσεις µε τη βοήθεια συστηµάτων υψηλής ευκρίνειας 

απεικόνισης όπως είναι η µαγνητική τοµογραφία [30-34]. Σε αυτές τις µελέτες 

έχει γίνει µέτρηση  FD σε νευρώνες και άλλα κύτταρα του νευρικού ιστού 

καθώς και σε περιφερικά νεύρα  κάτω από φυσιολογικές και παθολογικές 

καταστάσεις. Ο αριθµός και το µήκος των δενδριτών των κινητικών νευρώνων 

της παρεγκεφαλίδας (κύτταρα Purkinje) έχουν δείξει ότι σχετίζονται µε τον 

αριθµό των συνάψεων µε τους άξονες των άλλων κυττάρων [35,36]. Η FD 

στους δενδρίτες σε ανθρώπινη εµβρυονική παρεγκεφαλίδα κατά τη διάρκεια 

της εγκυµοσύνης φτάνει στο 97% της ενήλικου τιµής στη γέννηση. Αυτό 

συνηγορεί στο συµπέρασµα ότι το φυσικό µέγεθος και η ανάπτυξη των 

δενδριτών ολοκληρώνονται µετά τη γέννηση παρά η πολυπλοκότητα των 

κυττάρων των δενδριτών. Σε µια συγκριτική µελέτη των µη νευρονικών 

εγκεφαλικών κυττάρων, αποδείχτηκε ότι οι ολιγοδενδρίτες ωριµάζουν 

γρηγορότερα από τα αστροκύτταρα και παρουσιάζουν παρόµοιες µεγάλες τιµές 

FD. Σε αντίθεση οι οπτικοί ολιγοδενδρίτες ωριµάζουν αλλά και παρουσιάζουν 
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µεγαλύτερη πολυπλοκότητα, εποµένως και FD από τα αστροκύτταρα του 

εγκεφάλου[37-39].  

Εκτός από τα ανωτέρω η FD έχει επίσης   µελετηθεί στο 

ηλεκτροεγκεφαλογράφηµα. Στη νόσο του Alzheimer έχει δειχθεί στατιστικώς 

σηµαντική µείωση της FD. Αν και δε βοηθάει στη διάγνωση της νόσου, αυτός 

ο τύπος της ανάλυσης βοηθάει στην κατανόηση του  

ηλεκτροεγκεφαλογραφήµατος [40].  

Στη νόσο του Alzheimer η κατανοµή της αιµατικής ροής στο φλοιό του 

εγκεφάλου σε ασθενείς έχει µελετηθεί επίσης µε χρήση της FD [41]. 

Στα οστά η διάταξη των δοκίδων δίνει  FD και αυτό µπορεί να 

αποτελέσει χαρακτηριστικό ανάλογα µε τη νόσο [42-44]. Έχει αναφερθεί ότι 

σε ακτινολογικές εικόνες, στην οστεοπόρωση, η FD στη δοκιδώδη διάταξη 

είναι µεγαλύτερη σε σχέση µε αυτή που παρατηρείται στα φυσιολογικά οστά 

[45,46]. Αυτό ίσως οφείλεται στην αποδιοργάνωση του δικτύου των δοκίδων 

των οστών. Έχουν δηµοσιευτεί ακτινολογικές µέθοδοι µε τη βοήθεια 

υπολογιστών που βασίζονται στην FD και καθορίζουν τη δοµή των οστών και 

την πιθανότητα καταγµάτων σε οστεοπόρωση [47,48]. Επίσης η FD έχει 

χρησιµοποιηθεί για να χαρακτηρίσει τη δοµή των δοκίδων στην οσφυική µοίρα 

της σπονδυλικής στήλης µετεµµηνοπαυσιακών γυναικών [49].  

 Το φυσιολογικό νεφρικό αρτηριακό δέντρο έχει επίσης εκτιµηθεί 

χρησιµοποιώντας την FD δίνοντας µια τιµή [50,51]. ∆εν είχε διαπιστωθεί 

συσχέτιση µεταξύ της FD και νόσου που είχε αναπτυχθεί στην ενήλικο ζωή 

όπως η υπέρταση. Συγγενείς ανωµαλίες του νεφρού, όπως η υποπλαστική 
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νεφρική δυσπλασία είχαν στατιστικώς µικρότερες FD. H FD του νεφρικού 

αρτηριακού δέντρου δείχνει ότι έχει σχεδόν πλήρως διαµορφωθεί από την 

ηλικία κύησης των 21 εβδοµάδων σε επίπεδο λοβών και λοβιδίων [52]. Με τη 

βοήθεια της ακτινολογίας και των σκιαγραφικών είναι δυνατή η µέτρηση της 

FD και άλλων αρτηριακών δέντρων.  

  Έχει γίνει εκτίµηση της ηπατικής ίνωσης σε δείγµατα µετά από βιοψία 

µε βελόνη µε τη χρησιµοποίηση της FD µέτρησης [53]. H FD µπορεί επίσης να 

χρησιµοποιηθεί στην απεικόνιση των σιελογόνων αδένων [54]. Έχει µελετηθεί 

η χρήση της FD σε σιελογραφίες για την παρακολούθηση σε ασθενείς µε 

σύνδροµο Sjongren [55].  

Η διαβητική αµφιβληστροειδοπάθεια είναι άλλη µια περιοχή για 

εφαρµογή της FD [56]. Η µελέτη του αγγειακού δικτύου του αµφιβληστροειδή 

αντιπροσωπεύει ένα καλό παράδειγµα όπου µπορεί να εφαρµοστεί η FD [57]. 

Έχει δηµοσιευτεί στατιστικώς σηµαντική διαφορά της FD του δικτύου του 

αµφιβληστροειδή φυσιολογικών ατόµων και ασθενών µε προχωρηµένη 

διαβητική αµφιβληστροειδοπάθεια µε την FD να έχει τιµή µεγαλύτερη σε 

αγγεία µε διαβητική αµφιβληστροειδοπάθεια σε σχέση µε φυσιολογικά. Με 

αυτά τα αποτελέσµατα µπορεί να γίνει προσπάθεια ανάπτυξης µια 

αντικειµενικής και αυτόµατης τεχνικής παρακολούθησης περιοχών που 

παρουσιάζονται στους ασθενείς µε σακχαρώδη διαβήτη έτσι ώστε να 

επιλέγονται οι ασθενείς που χρειάζονται θεραπεία µε laser [58,59]. 

H ποσοτική προσέγγιση της βακτηριακής ή µυκητιασικής ανάπτυξης 

είναι σηµαντική και ειδικά αν µπορεί να συσχετιστεί µε παραµέτρους όπως η 
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µεταβολική δραστηριότητα, η παραγωγή ενζύµων ή η παθογένεια. Η µελέτη 

των αποικιών µικροοργανισµών έκανε δυνατή την συσχέτιση της FD ως µιας 

ποσοτικής παραµέτρου ανάπτυξης των µικροοργανισµών[60]. Αυτό το 

αποτέλεσµα µπορεί να υπάρξει ως ποσοτικοποίηση στο φαρµακολογικό 

αποτέλεσµα της ανάπτυξης βακτηρίων ή µυκήτων [61]. 

Τα δενδριτικά έλκη, τα πιο συχνά προκαλούµενα από τον απλό έρπη 

στον οφθαλµό ως επιθηλιακή κερατίτιδα, έχουν µια fractal εµφάνιση. Η FD 

µειώνεται µε την αύξηση του µεγέθους του έλκους, δείχνοντας ότι η 

περιφέρεια του έλκους γίνεται λιγότερο ακανόνιστη όσο µεγαλύτερο γίνεται 

και αλλάζει τη µορφή του από δενδριτικό σε αµοιβαδικό [62]. 

 

1.2 Μορφοκλασµατική διάσταση και εφαρµογή στην Ογκολογία 

Oι όγκοι χαρακτηρίζονται από µια χαοτική, ακανόνιστη ανάπτυξη. Η 

Ευκλείδειος Γεωµετρία δεν µπορεί να µελετήσει τα καρκινικά κύτταρα και τον 

ακανόνιστο τρόπο ανάπτυξης των αγγείων µέσα στον όγκο. Τα ανώµαλα όρια 

των όγκων µπορούν να εξεταστούν µε την fractal γεωµετρία και πολλοί όγκοι 

µπορεί να δείξουν ότι έχουν FD µεγαλύτερη από την τοπολογική τους 

διάσταση. Η FD ενός όγκου αντιπροσωπεύει ως µέτρηση την πολυπλοκότητα 

του σχήµατος του όγκου, συνιστά µία επιπλέον µορφοµετρική παράµετρο και 

είναι ειδική για τον όγκο [63,64]. Η διάµετρος των διαφόρων όγκων µπορεί να 

είναι η ίδια ακριβώς, αλλά οι FD διαφέρουν. Η αναγνώριση της FD για τον 

όγκο µπορεί να βοηθήσει στην εκτίµηση της εξέλιξής του, του βαθµού 

κακοήθειας και της πιθανότητας µετάστασης. Εποµένως η µαθηµατικής αυτής 
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βάσης εφαρµογή της  fractal δοµής ενός συγκεκριµένου όγκου έχει τη 

δυνατότητα να υποθέσει την πιθανή ανάπτυξη και µετάσταση του όγκου πριν 

το αποτέλεσµα της ιστολογικής εξέτασης. 

Στην ιατρική απεικόνιση η FD έχει εφαρµοστεί στις µαστογραφίες και 

στην αναγνώριση παθολογικών περιπτώσεων µέσα από την καταγραφή της FD 

σε µεγάλη σειρά φυσιολογικών µαστογραφιών[65-67]. Ορισµένες µελέτες 

χρησιµοποιούν την FD στη εκτίµηση και παρακολούθηση της δοµής του 

µαζικού αδένα [68]. Αυτές οι διαδικασίες µπορούν να εφαρµοστούν στις 

µαστογραφίες ή σε περιορισµένες περιοχές της µαστογραφίας και 

χαρακτηρίζουν τις µικροαποτιτανώσεις, την αναγνώριση κακοήθειας, ή τη 

διάκριση σε καλοήθεις και κακοήθεις όγκους  µε βάση την FD [69,70].  

   Mια ακόµα εφαρµογή των fractals αφορά τα κακοήθη µελανώµατα 

και έχουν µελετηθεί οι περιοχές πριν την εκτοµή και στη συνέχεια µετά την 

ιστοπαθολογική επιβεβαίωση. Οι τιµές της FD των ορίων των µελανωµάτων 

έχει χρησιµοποιηθεί ως διαφοροδιαγνωστικός δείκτης από άλλους καλοήθεις 

όγκους του δέρµατος (π.χ. καλοήθης µελαχρωµατικός σπίλος) [71,72].  

Όσον αφορά παθήσεις του γαστρεντερικού συστήµατος οι αλλαγές στα 

γαστρικά έλκη και η διάκριση καλοηθών από κακοήθων βλαβών των ελκών 

έχει επίσης µελετηθεί µε την FD [73]. 

Οι πολύποδες του παχέος εντέρου έχουν µια FD ανάλογα µε τη δοµή 

τους. Σε µελέτη που έχει γίνει έχει συγκριθεί η FD των αδενοµατώδων, των 

µεταπλαστικών  και των φλεγµονωδών πολυπόδων και έχει βρεθεί στατιστικώς 

σηµαντική διαφορά µεταξύ των  FD στις τρεις αυτές οµάδες [74].  
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Η FD έχει επίσης χρησιµοποιηθεί στη µελέτη της δοµής του καρκίνου 

του προστάτη, και συγκεκριµένα στη δοµή του πυρήνα των κακοήθων 

κυττάρων και έχει συσχετιστεί µε την πρόγνωσή του και την πιθανότητα 

µετάστασης [75].  

Στην ιστολογία ο καθορισµός της FD για τη διάκριση µεταξύ 

φυσιολογικού ιστού και όγκου, µπορεί να βοηθήσει στην εκτίµηση της 

διεισδυτικής φύσης του όγκου [76-80]. Τέτοια µελέτη έχει γίνει για όγκους που 

εντοπίζονται στη βάσης της στοµατικής κοιλότητας. Παρατηρήθηκε αύξηση 

στο ακανόνιστο και της  FD στα όρια µεταξύ του επιθηλίου-στρώµατος των 

βλαβών και του φυσιολογικού ιστού σε δυσπλαστικές βλάβες καθώς και σε 

διεισδυτικά καρκινώµατα [81,82]. 

Η αγγειογένεση και η διάταξη των νεοαγγείων στους όγκους είναι 

φαινόµενο που έχει µελετηθεί µε την FD . Η οργάνωση των αγγείων η 

κατεύθυνση και η αρχιτεκτονική τους µεταβάλλεται στις νεοπλασίες . Έχει 

γίνει επίσης µελέτη µε FD του δικτύου των αγγείων στους όγκους πριν και 

µετά χρήση αντιαγγειογενετικών παραγόντων και την αποτελεσµατικότητα 

των παραγόντων αυτών µε τη µεταβολή του δικτύου των αγγείων σε 

φυσιολογικό και κανονικό µε την καταστολή περαιτέρω αγγειογενετικής 

ανάπτυξης  στον όγκο [83-85]. 

Οι δυναµικές, λειτουργικές απεικονιστικές µέθοδοι µε τη χρήση ουσιών 

και την καταγραφή της κατανοµής και της ροής τους µέσα στους ιστούς  µε τα 

µαθηµατικά µοντέλα της FD έχει µελετηθεί ότι µπορούν να αναδείξουν τις 

διαφορές όγκων από φυσιολογικούς ιστούς. Η αρχιτεκτονική των αγγείων 
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στους όγκους και η fractal δοµή µπορεί να δώσει ερµηνεία στην αντίσταση στη 

ροή του αίµατος, τους χαµηλούς κορεσµούς οξυγόνου µέσα στα αγγεία του 

όγκου καθώς και την ετερογενή ροή αίµατος [86,87]. 

 

1.3 Μορφοκλασµατική διάσταση και κυτταρικές µεµβράνες 

Έχουν γίνει µελέτες µέτρησης FD σε κυτταρικές µεµβράνες λόγω του 

ακανόνιστου σχήµατός τους µε τη βοήθεια του ηλεκτρονικού µικροσκοπίου 

[88,89]. Σε ηπατοκύτταρα ποντικιών έχει γίνει µέτρηση της µιτοχονδριακής 

µεµβράνης και του ενδοπλασµατικού δικτύο και έχει διαπιστωθεί η 

διαφορετική τους FD. [90,91]. 

 Μια άλλη εφαρµογή ήταν σε ανθρώπινα κύτταρα καρκίνου του µαστού  

µε χρήση ηλεκτρονικού µικροσκοπίου όπου µελετήθηκε η αλλαγή της 

πυρηνικής µεµβράνης και η δοµή της πυρηνικής χρωµατίνης µετά την 

επίδραση στεροειδών ορµονών και η ευόδωση ή όχι του πολλαπλασιασµού 

των καρκινικών κυττάρων, µε µέτρηση της FD της πυρηνικής µεµβράνης και 

των άλλων δοµών πριν και µετά τη δράση των στεροειδών [92].  

 Έχει επίσης δοκιµαστεί στη διάκριση των πυρήνων φυσιολογικών και 

δυσπλαστικών κυττάρων του τραχήλου της µήτρας [93,94]. 

 Kατά τη διάρκεια της απόπτωσης, της φυσιολογικής δηλαδή πορείας 

του θανάτου του κυττάρου που συµβαίνει σε όλους τους ιστούς και όπου τα 

κύτταρα πεθαίνουν παρουσιάζοντας λειτουργικές και µορφολογικές αλλαγές, 

έχει γίνει προσπάθεια πρώιµης καταγραφής αυτών των µορφολογικών 

αλλαγών σε κακοήθη κύτταρα µε την FD. Σε µελέτη που έχει γίνει σε 
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ανθρώπινα καρκινικά κύτταρα του µαστού µε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο 

διαπιστώθηκε µείωση της FD της κυτταροπλασµατικής και της πυρηνικής 

µεµβράνης σε αρχικά στάδια της απόπτωσης όπως επίσης µείωση της FD στις 

µετρήσεις για τη δοµή της χρωµατίνης αλλά και άλλων δοµικών κυτταρικών 

συστατικών σε σύγκριση µε φυσιολογικά κύτταρα. Εποµένως µε τη βοήθεια 

της FD και τη διαπίστωση της έναρξης απώλειας της πολυπλοκότητας µπορεί 

να αναγνωριστούν οι αρχικές φάσεις της απόπτωσης όπου ακόµα τα κύτταρα 

εµφανίζονται φυσιολογικά και υγιή [95,96].   

 

1.4 Μορφοκλασµατική διάσταση στα αιµοποιητικά και λευχαιµικά 

κύτταρα 

Τα αιµοποιητικά κύτταρα συµπεριλαµβανοµένων των λεµφοκυττάρων, 

των πολυµορφοπυρήνων και των µονοπύρηνων φαγοκυττάρων όπως και τα 

κακοήθη κύτταρα  στη λευχαιµία, στα λεµφώµατα και στις άλλες κακοήθειες 

του αιµοποιητικού ιστού έχουν τέτοια µορφολογικά χαρακτηριστικά ώστε να 

µπορούν να αναλυθούν και να δώσουν πληροφορίες για την κυτταρική 

προέλευση στη πρόγνωση αλλά και την ανταπόκριση στη θεραπεία [97-99]. Το 

ακανόνιστο και η πολυπλοκότητα της κυτταρικής µεµβράνης µπορεί επαρκώς 

να µετρηθεί µε την FD. Οι µέχρι σήµερα µετρήσεις έχουν γίνει µε ηλεκτρονικό 

µικροσκόπιο σε µεγεθύνσεις πάνω από τις οποίες παραµένουν σταθερές οι 

λεπτοµέρειες της µεµβράνης όσο και να αυξάνεται η µεγέθυνση. Τα 

ερυθροκύτταρα έχουν µικρή τιµή FD ενώ τα πολυµορφοπύρηνα από 

περιφερικό αίµα έχουν βρεθεί να έχουν πιο πολύπλοκη µεµβράνη και 
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µεγαλύτερη FD από ότι τα µονοπύρηνα. H FD έχει επίσης χρησιµοποιηθεί για 

τη διάκριση CD8 κατασταλτικών Τ λεµφοκυττάρων   από CD4 βοηθητικά Τ 

λεµφοκύτταρα. Οι βλάστες της Τ οξείας λεµφοκυτταρικής λευχαιµίας 

βρέθηκαν να έχουν µικρότερη τιµή FD σε σχέση µε τα φυσιολογικά και 

διαφοροποιηµένα Τ κύτταρα στο θύµο αδένα, όπως επίσης και οι βλάστες της 

Β οξείας λεµφοβλαστικής λευχαιµίας και της προ Β οξείας λεµφοβλαστικής 

λευχαιµίας βρέθηκε να έχουν µικρότερες τιµές σε σχέση µε τα φυσιολογικά. 

Από τις µελέτες αυτές διαπιστώνονται ότι όσο πιο αδιαφοροποίητα, κακοήθη 

και µε µεγάλο βαθµό πολλαπλασιασµού είναι τα κύτταρα, όπως τα λευχαιµικά, 

τόσο λιγότερη πολυπλοκότητα έχει η µεµβράνη και εποµένως τόσο πιο χαµηλή 

τιµή FD έχουν [100-103]. 

Η εισαγωγή της FD έχει καταστήσει δυνατή την µέτρηση της 

πολυπλοκότητας του σχήµατος κυττάρων και ιστών στο επίπεδο οπτικού και 

ηλεκτρονικού µικροσκοπίου [104,105]. Είναι δυνατή η καταγραφή διαφορών 

σε ποικίλους πληθυσµούς κυττάρων καθώς και η µεταξύ τους σύγκριση. Με 

την προσέγγιση των fractals µπορούν να καταγραφούν οι διαφορές σε 

καλοήθεις και κακοήθεις ιστούς ή κύτταρα.  
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2. ΦΑΣΜΑΤΙΚΗ ΑΠΕΙΚΟΝΙΣΗ 

 

2.1 Φασµατική απορρόφηση 

Η εξέταση ιστολογικών και κυτταρολογικών δειγµάτων µπορεί να 

µελετηθεί µε βάση την ικανότητά τους να απορροφούν ή να αντανακλούν τα 

φωτόνια µε χαρακτηριστικούς τρόπους µετά την αντίδραση των συστατικών 

τους µε ειδικές χρωστικές. H ανάλυση της έντασης της ακτινοβολίας του 

φωτός και της απορρόφησής τους από συγκεκριµένο υλικό σε σχέση µε το 

µήκος κύµατος αποδίδεται µε γραφική παράσταση η οποία είναι 

χαρακτηριστική για το κάθε υλικό ξεχωριστά [106-108].   

Η διαπερατότητα ή εκποµπή (trasmittance) του φωτός µέσω ενός υλικού 

ορίζεται από την εξίσωση: 

T=I(x,y)/Io(x,y)      (4)                                                                                                  

όπου  Ι είναι η εκπεµπόµενη ένταση (transmitted) ενώ Ιο η ένταση της 

προσπίπτουσας ακτινοβολίας (incident). 

Η µέτρηση της φασµατικής απορρόφησης (absorbance) σε 

συγκεκριµένο µήκος κύµατος ενός υλικού ή διαλύµατος όπως αυτά 

παρατηρούνται στο µικροσκόπιο ορίζεται από τον τύπο: 

A=-log T=log Iο(x,y)/I(x,y)   (5) 

Όπου Io (x,y)είναι η κατανοµή της προσπίπτουσας έντασης ενώ I(x,y) η 

κατανοµή της εκπεµπόµενης έντασης µιας δοµής  ή ενός διαλύµατος µετά τη 

διέλευσή της δέσµης φωτός µέσω του υλικού [109-111]. 
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 Η εφαρµογή της φασµατικής απορρόφησης σε ιστολογικά 

παρασκευάσµατα και η ποσοτικοποίηση της ορίζεται από το νόµο του Beer-

Lambert. 

A=εcl              (6) 

όπου ε ο συντελεστής απορρόφησης ή η απορροφησιµότητα του υλικού (molar 

absorption coefficient) ο οποίος είναι µέτρο της απορροφούσας δυναµικής του 

υλικού σε συγκεκριµένο µήκος κύµατος, c η συγκέντρωση του υλικού και l  η 

απόσταση που διανύει η δέσµη φωτός µέσα στο υλικό [112]. 

      Ο ανθρώπινος οφθαλµός λόγω του περιορισµού που έχει για φασµατική 

διάκριση µόνο στα µήκη κύµατος στις περιοχές του κόκκινου, πράσινου, µπλε 

δεν µπορεί να διακρίνει διαφορές σε άλλα µήκη κύµατος. Η εφαρµογή όµως 

της φασµατικής απορρόφησης στα συγκεκριµένα µήκη κύµατος δίνει την 

πληροφορία και τη διάκριση των δοµών.  

Με βάση τις παραπάνω εξισώσεις η διαφορά φασµατικής απορρόφησης 

στα διαφορετικά µήκη κύµατος Ar(x,y) ή ισοδύναµα ο λογάριθµος του λόγου 

των εντάσεων τους στα συγκεκριµένα µήκη κύµατος υπολογίζεται µε βάση την 

ακόλουθη εξίσωση. 

Ar(x,y)=Aλi(x,y)-Aλj(x,y)=log Iλi (x,y)/ Iλj (x,y)   (7) 

Όπου Αλi(x,y), Αλj(x,y) και Iλi(x,y), Iλj(x,y) είναι οι κατανοµές απορρόφησης 

και έντασης αντίστοιχα των φασµατικών εικόνων που έχουν µετρηθεί στα 

µήκη κύµατος λi και λj αντίστοιχα. Με αυτή την εξίσωση ποσοτικοποιούνται 

οι διαφορές απορρόφησης µεταξύ µηκών κύµατος  και εποµένως µπορεί να 
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γίνει σύγκριση αυτών των διαφορών όταν µελετώνται διαφορετικές δοµές 

[113-115]. 

  

2.2 Συστήµατα φασµατοσκοπίας 

Το φασµατόµετρο είναι µια συσκευή που δέχεται φως, το διαχωρίζει 

στα συστατικά µήκη κύµατος και µετράει το φάσµα του φωτός που ορίζεται 

στην ένταση του φωτός σε σχέση µε το µήκος κύµατος. Το απεικονιστικό 

φασµατόµετρο είναι το φασµατόµετρο που συλλέγει φως από µια εικόνα και 

καθορίζει τις µετρήσεις των φασµάτων για κάθε ψηφιακό σηµείο της εικόνας 

[116,117].  

Η φασµατοσκοπία είναι µια αναλυτική διαδικασία που έχει 

χρησιµοποιηθεί για να χαρακτηρίσει υλικά και δοµές βάσει των φασµατικών 

ιδιοτήτων των χηµικών συστατικών. Η φυσική βάση της φασµατοσκοπίας 

καθορίζεται από την αλληλεπίδραση του φωτός µε το υλικό. Η φασµατοσκοπία 

µετρά την ένταση του φωτός που αντανακλάται ή µεταφέρεται από ένα δείγµα 

σε σχέση µε το µήκος κύµατος, µε υψηλή φασµατική ανάλυση, αλλά χωρίς 

πληροφορία για το κάθε σηµείο του δείγµατος [118,119]. 

Η φασµατική απεικόνιση εξ’άλλου είναι ο συνδυασµός της υψηλής 

ανάλυσης φασµατοσκοπίας και της υψηλής απεικονιστικής ανάλυσης για κάθε 

ψηφιακό σηµείο. Ένα φασµατικό απεικονιστικό σύστηµα αποτελείται από α) 

σύστηµα µέτρησης και β) λογισµικό ανάλυσης απεικόνισης. Το σύστηµα 

µέτρησης συµπεριλαµβάνει όλα τα οπτικά, ηλεκτρονικά µέσα που εστιάζουν 

στο δείγµα (π.χ. την επιλογή της φωτεινής πηγής), τον τρόπο µέτρησης όπως 
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επίσης και τον πιο αξιόπιστο τρόπο στάθµισης (calibration) του συστήµατος 

για να ληφθούν οι µετρήσεις. To λογισµικό ανάλυσης περιλαµβάνει όλους 

εκείνους τους απαραίτητους αλγορίθµους για την ανάλυση και εξαγωγή 

αποτελεσµάτων [120].  

Οι βασικοί τύποι που έχουν χρησιµοποιηθεί για την κατασκευή ενός 

φασµατικού απεικονιστικού συστήµατος είναι α) µε το φασµατικό πρίσµα  β) 

µε τα φασµατικά φίλτρα και γ) µε φασµατικά συστήµατα ανά ψηφιακό σηµείο. 

Τα συστήµατα που βασίζονται στο φασµατικό πρίσµα, έχουν αφενός  

την υψηλής ευκρίνειας κάµερα (CCD, Charge Coupled Device) και αφετέρου 

το φασµατικό σύστηµα του πρίσµατος που µετρά την ένταση του φωτός η 

οποία περνά µέσω του πρίσµατος σε σχέση µε το µήκος κύµατος. Τα 

συστήµατα αυτά εστιάζουν σε µια γραµµή ψηφιακών σηµείων στο δείγµα 

περιορίζοντας το πεδίο επαφής µε το δείγµα σε µια γραµµή από σηµεία κάθε 

φορά. Με αυτό τον τρόπο µια ολόκληρη εικόνα µπορεί να ολοκληρωθεί µετά 

από σάρωση µιας σειράς από γραµµές του δείγµατος. Στα συστήµατα αυτά δεν 

είναι δυνατή η απεικόνιση όλου του δισδιάστατου αντικειµένου σε 

συγκεκριµένο χρόνο πριν ολοκληρωθεί όλη η µέτρηση, το οποίο έχει ως 

αποτέλεσµα να µη µπορεί να εστιαστεί ή να επισηµανθεί µια συγκεκριµένη 

περιοχή που ενδιαφέρει πριν την ολοκλήρωση της µέτρησης. Επιπλέον µε 

αυτόν τον τρόπο ο χρόνος µέτρησης όλης της εικόνας είναι µεγάλος και η 

συλλογή των πληροφοριών µε τη µορφή των γραµµών οδηγεί σε απώλεια 

πληροφορίας στην ολική εικόνα και ανακρίβεια [121,122].   
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 Τα συστήµατα που έχουν φίλτρα όπως τα ακουστικο-οπτικά τονικά 

φίλτρα (acousto-optic tunable filtrers AOTF) ή τα υγρού κρυστάλλου τονικά 

φίλτρα ( liquid-crystal tunable filter LCTF) δηµιουργούν τη φασµατική εικόνα 

µε το φιλτράρισµα της έντασης για όλα τα ψηφιακά σηµεία του δείγµατος 

ταυτόχρονα σε διαφορετικό µήκος κύµατος [123]. Σε αυτά η µέτρηση όλης της 

φασµατικής εικόνας σε συγκεκριµένο µήκος κύµατος είναι πιθανή γιατί όλα τα 

φωτόνια έξω από αυτή την περιοχή του µήκους κύµατος που επιλέγεται 

απωθούνται και δεν φτάνουν την κάµερα (CCD). Τα µειονεκτήµατα αυτών των 

φίλτρων είναι τα περιορισµένα φασµατικά όρια µηκών κύµατος και η µελέτη 

πέρα αυτών δεν είναι δυνατή, ο περιορισµός στην ευκρίνεια, η χαµηλή 

ευαισθησία, η δυσκολία σάρωσης των εικόνων σε διαφορετικά µήκη κύµατος 

και η έλλειψη εύχρηστων αλγορίθµων για την ανάδειξη των αποτελεσµάτων.    

 Τα πιο σύγχρονα φασµατικά συστήµατα καθορίζουν τη φασµατική 

ένταση του δείγµατος ανά ψηφιακό σηµείο. Εποµένως, ταυτόχρονα και 

ανεξάρτητα λαµβάνουµε τα φάσµατα απορρόφησης ανά ψηφιακό σηµείο αλλά 

και συνολικά της εικόνας [124]. Με αυτά τα συστήµατα σε σχέση µε τα άλλα 

που προαναφέρθηκαν γίνονται οι µετρήσεις σε στενό όριο µηκών κυµάτων, µε 

µεγάλη ευαισθησία, και σε ελάχιστο χρόνο µέτρησης  [125,126].  

     

2.3 Εφαρµογές της φασµατικής απεικόνισης στην Ιατρική 

Είναι γνωστό ότι η χρήση διαφόρων χρωστικών οι οποίοι 

χρησιµοποιούνται ως δείκτες είναι ένα από τα πιο ισχυρά εργαλεία για την 

ανάλυση οργανικών ιστών. Η ταχεία ανάπτυξη νέων και περισσότερο 

 46



πολύπλοκων, πολλαπλών χρωµάτων, φθοριζόντων χρωστικών έχει δώσει 

ώθηση στη µικροσκοπία φθορισµού, η οποία αποτελεί µια από τις πιο 

σπουδαίες πειραµατικές µεθόδους στη µικροσκοπία  [127-129].  

Η απεικονιστική φασµατοσκοπία παρέχει σηµαντικά πλεονεκτήµατα 

στην απεικόνιση φθορισµού έναντι άλλων κλασσικών µεθόδων που βασίζονται 

σε φίλτρα [130-133]. Μερικά από τα πλεονεκτήµατα είναι τα κατωτέρω: 

• Μέτρηση πλήρους φάσµατος, η οποία δίνει περισσότερες πληροφορίες 

για την συµπεριφορά των µορίων των χρωστικών στο δείγµα 

ενδιαφέροντος.  

• Απλούστευση της λήψης της εικόνας φθορισµού, προσφέροντας τη 

δυνατότητα µε µία µόνο µέτρηση το διαχωρισµό και χαρτογράφηση 

πολλών φασµατικά επικαλυπτόµενων φθοριζόντων δεικτών. 

• Επίλυση πολλών προβληµάτων που σχετίζονται µε τον µη ειδικό 

επιπρόσθετο φωτισµό (background).  

• Παρέχει τη δυνατότητα να αναλυθούν ταυτόχρονα πολλές παράµετροι 

φασµατικά σχετιζόµενες µε την εφαρµογή πολύπλοκων αλγορίθµων 

ανάλυσης.  

Οι κλασσικές εφαρµογές της απεικονιστικής φασµατοσκοπίας στη  

βιολογία περιλαµβάνουν απεικόνιση και χαρτογράφηση ιόντων ασβεστίου 

καθώς και άλλων προϊόντων µεταβολισµού σε ζωντανά κύτταρα και σε 

πραγµατικό χρόνο, καθώς και ανάλυση των χρωµοσωµάτων στα ανθρώπινα 

κύτταρα µε τη χρήση φθορίζοντος υβριδισµού [134-136].   Νεώτερες 

εφαρµογές στη βιοιατρική βασίζονται σε σκέδαση και απορρόφηση υπερύθρου 
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ακτινοβολίας, οι οποίες δίνουν το πλεονέκτηµα της µελέτης δειγµάτων χωρίς 

τον κίνδυνο της διαταραχής των φθοριζόντων δεικτών [137,138].       

 

2.3.1 Φθορίζων υβριδισµός in situ- Spectral karyotyping  

Η απεικονιστική φασµατοσκοπία έχει δώσει ώθηση στην ανάλυση και 

διάγνωση χρωµοσωµατικών αλλοιώσεων  µε τη χρήση φθορίζοντος 

υβριδισµού (Fluorescence In Situ Hybridization – FISH) [139-141] όπως και 

την παραλλαγή της µεθόδου αυτής που είναι η SKY (Spectral Karyοtyping) 

µέθοδος [142]. Η τεχνική FISH όπως και η SKY είναι κυτταρογενετικές 

διαδικασίες, οι οποίες ταυτοποιούν αλυσίδες DNA σεσηµασµένες µε 

φθορίζοντες DNA δείκτες, οι οποίοι υβριδίζονται µε το υπό εξέταση γενετικό 

υλικό. Ειδικές χρωµοσωµατικές αλυσίδες και αλλοιώσεις µπορούν να 

ανιχνευθούν µε µεγάλη ευαισθησία µε τη χρήση αυτής της τεχνικής. ∆ιάφορα  

υπολογιστικά συστήµατα ανάλυσης εικόνας και αναγνώρισης προτύπων έχουν 

αναπτυχθεί βασισµένα στη µέθοδο του φασµατικού απεικόνισης. Τα 

συστήµατα αυτά αυτοµατοποιούν την παρατήρηση και ερµηνεία των 

αποτελεσµάτων των πειραµάτων FISH και SKY και είναι διαθέσιµα για 

ερευνητική και κλινική χρήση. Υψηλή φασµατική ανάλυση καθώς και µεγάλη 

ευαισθησία επιτυγχάνονται µε τη χρήση συνδυασµού απεικονιστικού 

µονοχρωµάτωρα, ψηφιακής απεικόνισης (CCD) και ειδικού λογισµικού 

ανάλυσης. Το αποτέλεσµα είναι ο φασµατικός διαχωρισµός διαφορετικών 

φθοριζόντων δεικτών στο προς εξέταση γενετικό υλικό και κατά συνέπεια η 

παρατήρηση διαφορετικών χρωµοσωµάτων. Έτσι καταγράφεται ένα πλήρες 
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φάσµα στο ορατό του σήµατος φθορισµού για κάθε ψηφιακό σηµείο της 

εικόνας χωρίς τους περιορισµούς που επιβάλουν τα φίλτρα. Τα συστήµατα 

αυτά διακρίνουν µεγάλο αριθµό φθοριζόντων DNA δεικτών µε µία µόνο 

µέτρηση. Ειδικότερα τέτοια συστήµατα µπορούν να καταγράψουν 

πολυχρωµατικά σήµατα φθορισµού µε µεγάλη ακρίβεια και αξιοπιστία σε 

µεγάλο αριθµό φθοριζόντων χρωστικών (ακόµα και στην περίπτωση που 

επικαλύπτονται φασµατικά) κάτι που δεν είναι εφικτό µε τη χρήση συµβατικών 

συστηµάτων που βασίζονται µόνο σε φίλτρα [143].  

  

2.3.2 Μελέτη και ανάλυση της κινητικής των κυτταρικών λειτουργιών. 

Οι κυτταρικές λειτουργίες βασίζονται σε κινήσεις µορίων διαµέσου των 

µεµβρανών, µέσα στις κυτταροπλασµατικές δοµές και ανάµεσα στα κύτταρα 

(διακυτταρική επικοινωνία). Ταχείες αλλαγές στη ροή ιόντων, στη 

συγκέντρωση ιόντων ασβεστίου Ca++ και στα δυναµικά των µεµβρανών 

καθορίζουν τη δυναµική των  λειτουργιών των κύτταρων. Η απεικονιστική 

φασµατοσκοπία µε τη βοήθεια κατάλληλων φθοριζόντων δεικτών έχει 

καθιερωθεί για τη µελέτη και κατανόηση γρήγορων δυναµικών διεργασιών, οι 

οποίες διενεργούνται στα κύτταρα αλλά και διακυτταρικά.  

 Μικρές αλλαγές στα ελεύθερα διακυτταρικά ιόντα ασβεστίου 

επηρεάζουν τα δυναµικά µεµβρανών, τη διαίρεση του κύτταρου, τις κινήσεις 

των µυών, τις διεγέρσεις των ουδετερόφιλων και άλλων σηµαντικών 

κυτταρικών λειτουργιών. Πολλοί φθορίζοντες δείκτες έχουν αναπτυχθεί για τη 

µέτρηση ελεύθερων ιόντων ασβεστίου οι οποίοι είναι διπλής διέγερσης ή 
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διπλής εκποµπής. Η δυνατότητα της κλασµατικής απεικόνισης διέγερσης ή 

εκποµπής αποκλείει επιπλέον σήµα φθορισµού που προέρχεται από µεταβολές 

στη συγκέντρωση των χρωστικών λόγω διαρροής ή φωτόλυσης των δεικτών 

(photobleaching) [144].  

 Η µέτρηση της ανακατανοµής του σήµατος φθορισµού µετά τη 

φωτόλυση των δεικτών είναι η µόνη όχι παρεµβατική µέθοδος για την 

απευθείας ανάλυση δυναµικών διεργασιών σε ζωντανά κύτταρα. Τέτοιες 

µετρήσεις παρέχουν σηµαντικές πληροφορίες για τη δοµή των µεµβρανών, τη 

δράση των ορµονών, την επικοινωνία µεταξύ πυρήνα και κυτταροπλάσµατος 

καθώς και µεταξύ κύτταρων, την κυτταροπλασµατική δοµή και οργάνωση, τη 

διαφοροποίηση και πολλαπλασιασµό των κύτταρων και άλλων πολύπλοκων 

διεργασιών. Οι µετρήσεις ανακατανοµής του σήµατος φθορισµού 

πραγµατοποιούνται φωτίζοντας µια πολύ µικρή επιφάνεια (1µm-2µm) µε ένα 

στενό και µεγάλης έντασης παλµικό λεϊζερ. Λόγω φωτόλυσης των δεικτών η 

ένταση του φθορισµού σε εκείνο το σηµείο µειώνεται. Η ανάκτηση του 

φθορισµού από αυτήν την περιοχή εξαιτίας της πλευρικής διάχυσης γειτονικών 

άθικτων φθοριζόντων ουσιών, µετράται µε επαναλαµβανόµενη σάρωση της 

επιφάνειας του κυττάρου µε µια δέσµη µειωµένης έντασης έτσι ώστε από το 

ρυθµό και το βαθµό ανάκτησης του σήµατος να υπολογίζεται ο συντελεστής 

διάχυσης (κινητικότητα) των φθοριζόντων δοµών .  

 Η µείωση της έντασης φθορισµού και οι µετρήσεις ανάκτησης του 

σήµατος µπορούν να εφαρµοστούν και σε µετρήσεις διακυτταρικής 

επικοινωνίας για την παρατήρηση φθοριζόντων µορίων. Σε αυτήν την 
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περίπτωση γίνονται µετρήσεις µεταφοράς χρωστικών µεταξύ κύτταρων που 

βρίσκονται σε επαφή. Οι µελέτες έχουν δείξει ότι ο ρυθµός επικοινωνίας είναι 

ανάλογος µε τον αριθµό των κυττάρων που βρίσκονται σε επαφή [145].  

 

2.3.3 Φασµατικά χαρακτηριστικά κυτταρικών πληθυσµών 

Η ακριβής διάγνωση σε καλοήθεις από κακοήθεις βλάβες και η διάκριση των 

κυτταρικών πληθυσµών έχουν µελετηθεί και σε σχέση µε τα φασµατικά 

χαρακτηριστικά τους [146-148]. Έχει µελετηθεί η διάκριση φυσιολογικών 

λεµφοκυττάρων, κυττάρων ασθενών µε µη  Hodgkin λέµφωµα και ασθενών µε 

Χρόνια Λεµφική Λευχαιµία (ΧΛΛ) µετά από χρώσεις [149-152]. Σε αυτές τις 

µελέτες διαπιστώθηκε ότι τα φασµατικά χαρακτηριστικά των πυρήνων 

διαφέρουν παρά τη µορφολογική οµοιότητα που µπορεί να έχουν κάποιοι 

πληθυσµοί µεταξύ τους (φυσιολογικά λεµφοκύτταρα και κύτταρα ΧΛΛ). 

Αντίστοιχη διάκριση µεταξύ φυσιολογικών ηπατοκυττάρων και κυττάρων 

ηπατοκυτταρικού καρκίνου έχει γίνει µε συστήµατα φασµατικής απεικόνισης 

[153] αλλά και σε κακοήθειες του δέρµατος όπως τα κύτταρα µελανώµατος 

[154,155].    

 Φασµατικά χαρακτηριστικά έχουν µελετηθεί επίσης και σε κύτταρα 

καρκίνου του µαστού [156,157]. Τα κύτταρα διαφόρων τύπων καρκίνου του 

µαστού έχουν και διαφορετικά φάσµατα απορρόφησης. Αποτελέσµατα 

µελετών έχουν δείξει διαφορές στα φασµατικά χαρακτηριστικά κυττάρων 

σωληνώδους και λοβώδους καρκίνου του µαστού [158-160].   
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 Φασµατικές διαφορές σε σχέση µε φυσιολογικά κύτταρα των 

αντίστοιχων ιστών έχουν επίσης µελετηθεί και σε κύτταρα καρκίνου του 

παχέος εντέρου [161,162] όπως και του καρκίνου του προστάτη [163]. 

Η διάταξη της χρωµατίνης [164] όπως επίσης και οι διαφορές στα 

φασµατικά χαρακτηριστικά στους πυρήνες και στη οργάνωση της χρωµατίνης 

σε φυσιολογικά κύτταρα που βρίσκονται στη διαδικασία της διαφοροποίησης 

και σε κύτταρα που βρίσκονται στη διαδικασία της απόπτωσης [165] έχουν 

γίνει αντικείµενο µελέτης. Στις µελέτες αυτές έγινε σύγκριση φυσιολογικών 

ερυθροποιητικών πρόδροµων κυττάρων µυελού µε αυτά ασθενών µε 

µυελοειδή µεταπλασία και διαπιστώθηκαν διαφορές στη δοµή των πυρήνων 

τους όχι ορατές µε το κοινό µικροσκόπιο [166]. 
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ΣΚΟΠΟΣ THΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 

 
Μέχρι σήµερα οι µελέτες που έχουν δηµοσιευτεί αφορούν στη µέτρηση 

της FD σε κυτταρικό επίπεδο µε χρήση αποκλειστικά ηλεκτρονικού 

µικροσκοπίου σε κακοήθη νοσήµατα των ενηλίκων. 

Επίσης σε άλλες µελέτες έχει εφαρµοστεί η φασµατική απεικόνιση για 

τη διάκριση σε επίπεδο κυττάρου διαφορετικών κυτταρικών πληθυσµών µε 

βάση τα φασµατικά χαρακτηριστικά πάλι σε κακοήθειες ενηλίκων. 

Σε κακοήθη νοσήµατα της παιδικής ηλικίας οι παράµετροι FD και 

φασµατικών χαρακτηριστικών δεν έχουν µελετηθεί πιθανόν λόγω της 

διαφορετικής ιστολογίας και φύσης των µορφών του παιδικού καρκίνου. 

Ένα από τα προβλήµατα διαφοροδιάγνωσης στις κακοήθειες των 

παιδιών µορφολογικά, είναι και η διάκριση µεταξύ ΟΛΛ µορφολογίας L1µε τα 

φυσιολογικά λεµφοκύτταρα. Η µορφολογική αυτή διάκριση είναι τις 

περισσότερες φορές αδύνατη µε το κοινό µικροσκόπιο.  

Σκοπός αυτής της µελέτης ήταν ο καθορισµός µιας µονάδας µέτρησης 

και συγκεκριµένα των τιµών της FD για το ακανόνιστο του περιγράµµατος των 

φυσιολογικών λεµφοκυττάρων και των λεµφοβλαστών στη µέγιστη µεγέθυνση 

που µπορεί να επιτευχθεί µε το κοινό και όχι µε το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο 

τιµής FD. Με αυτόν τον τρόπο µπορεί να διαπιστωθεί αν οι δύο αυτοί 

κυτταρικοί πληθυσµοί µπορούν να διακριθούν µε βάση την FD σε µικρότερες 

µεγεθύνσεις από αυτές του ηλεκτρονικού µικροσκοπίου και η µέθοδος αυτή να 

αποτελέσει εύχρηστο τρόπο εφαρµογής στην καθηµερινή κλινική πράξη για τη 

διάκριση τους.  
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Όσον αφορά τη φασµατική απεικόνιση, σκοπός αυτής της µελέτης ήταν 

να καθοριστούν τα µήκη κύµατος στα οποία µπορεί να γίνει διάκριση των δύο 

αυτών πληθυσµών - φυσιολογικών λεµφοκυττάρων και λεµφοβλαστών - 

ανάλογα µε τα φάσµατα απορρόφησης των πυρήνων τους.         
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ΥΛΙΚΟ-ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 
ΥΛΙΚΟ 

Χρησιµοποιήθηκαν επιχρίσµατα µυελού των οστών από 20 παιδιά µε Β-

σειράς Οξεία Λεµφοβλαστική Λευχαιµία, L1 µορφολογίας, χωρίς 

κυτταρογενετικές ανωµαλίες, στην πρωτοδιάγνωση. Η ταυτοποίηση των 

λευχαιµιών βασίστηκε σε ειδικές χρώσεις (PAS, µυελουπεροξειδάση, όξινη 

φωσφατάση, µη ειδικές εστεράσες) και στην κυτταροµετρία ροής. Η 

ταξινόµηση των λευχαιµιών έγινε σύµφωνα µε την γνωστή ταξινόµηση κατά 

FAB. Ως µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν επιχρίσµατα µυελού των οστών 20 

παιδιών στα οποία το µυελόγραµµα έγινε στα πλαίσια διερεύνησης 

παρατεινόµενου εµπύρετου, αναιµίας, θροµβοπενίας, ουδετεροπενίας, 

µεταβολικών νοσηµάτων. Η εξέταση του µυελού των οστών των παιδιών 

αυτών έδειξε φυσιολογική κυτταροβρίθεια και φυσιολογική εκπροσώπιση και 

ωρίµανση όλων των αιµοποιητικών κυτταρικών σειρών.   H ηλικία ασθενών 

και µαρτύρων κυµαινόταν από 2 έως 14 ετών µε µέση ηλικία τα 6 έτη. Από 

κάθε ασθενή επιλέχθηκαν 15 κύτταρα σε 20 διαφορετικά οπτικά πεδία των 

επιχρισµάτων του µυελογράµµατος πρωτοδιάγνωσης για τους ασθενείς µε 

ΟΛΛ και του διαγνωστικού µυελογράµµατος για τους µάρτυρες. Μελετήθηκαν 

300 κύτταρα από κάθε πληθυσµό. Τα παιδιά ασθενείς και µάρτυρες 

εξετάστηκαν, διαγνώστηκαν και νοσηλεύτηκαν στην Παιδιατρική Κλινική 

Αιµατολογίας/Ογκολογίας του Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Ηρακλείου 

κατά το διάστηµα 1999-2002. Η χρώση May-Grunwald Giemsa των 

επιχρισµάτων έγινε στο Αιµατολογικό Εργαστήριο του Πανεπιστηµιακού 
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Νοσοκοµείου Ηρακλείου  µε το σύνηθες πρωτόκολλο. Το λογισµικό 

υπολογισµού της FD αλλά και το σύστηµα του φασµατικού µικροσκοπίου 

αναπτύχθηκαν στο Ινστιτούτο Τεχνολογίας Έρευνας Κρήτης, στο Τµήµα 

Ηλεκτρονικής ∆οµής και Έρευνας. Η µέτρηση της FD στο περίγραµµα που 

δηµιουργεί η κυτταροπλασµατική µεµβράνη των κυττάρων µετά από 

επεξεργασία µε το λογισµικό υπολογισµού της σε µεγέθυνση 100x του 

µικροσκοπίου έγινε στο Παθολογοανατοµικό Εργαστήριο του Πανεπιστηµίου 

Κρήτης. Eπίσης έγινε καταγραφή των φασµατικών χαρακτηριστικών των 

πυρήνων των κυττάρων µε µέτρηση της απορρόφησης τους ως προς 

διαφορετικά µήκη κύµατος (400-1000nm). Καταγράφηκαν οι διαφορές της FD 

και των φασµατικών χαρακτηριστικών µεταξύ των κυτταρικών πληθυσµών.      
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ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

1. Μέτρηση µορφοκλασµατικής διάστασης 

Η µέτρηση  της Μορφοκλασµατικής ∆ιάστασης (FD) έγινε µε τη χρήση 

ψηφιακής κάµερας (Charged-Coupled Device CCD) ανάλυσης 736Χ560 

ψηφιακά σηµεία (pixels) µε βάθος ψηφιοποίησης 8bit. Η κάµερα 

προσαρµόζεται σε µικροσκόπιο και το αναλογικό σήµα της µετατρέπεται  σε  

ψηφιακή  εικόνα. Η µεγέθυνση του µικροσκοπίου που χρησιµοποιήθηκε ήταν 

100x. Οι εικόνες αποθηκεύονταν σε προσωπικό υπολογιστή στη συνέχεια και 

βάσει του χρωµατικού µοντέλου HSI (χρώµα, κορεσµός, ένταση) γινόταν 

α) ανίχνευση και χαρτογράφηση των κεχρωσµένων κυττάρων,  

β) τµηµατοποίησή τους µε βάση τον κορεσµό και την ένταση για τον 

ακριβή προσδιορισµό των προς µέτρηση περιοχών, 

 γ) µετατροπή σε εικόνα µαύρου και άσπρου που περιέχει µόνο τις 

περιφέρειες των χαρτογραφηµένων περιοχών.  

 Με τη χρήση του λογισµικού “Fractal Calculator” που  αναπτύχθηκε σε 

συνεργασία µε το Ίδρυµα Τεχνολογίας Έρευνας Kρήτης (Τµήµα Ηλεκτρονικής 

∆οµής και Laser) υπολογίστηκε η FD µε βάση τη µέθοδο της καταµέτρησης 

τετραγώνων (box counting method). Σύµφωνα µε αυτή στη µικροσκοπική 

εικόνα που περιέχει περιγράµµατα κυττάρων τοποθετούνται διαδοχικά 

τετραγωνικά πλέγµατα κάθε ένα µε διαφορετικό µήκος  πλευράς (s) 

τετραγώνου (Εικόνα 1 και 2). 
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Εικόνα 1. Επίχρισµα µυελού των οστών φυσιολογικών λεµφοκυττάρων και 

απεικόνιση της µεθόδου της καταµέτρησης τετραγώνων 

 

 

Εικόνα 2. Επίχρισµα µυελού των οστών λεµφοβλαστών και 

απεικόνιση της µεθόδου της καταµέτρησης τετραγώνων 
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Ο αριθµός των τετραγώνων κάθε πλέγµατος N(s) που περιέχουν τα προς 

µέτρηση περιγράµµατα κυττάρων αναπαρίσταται γραφικά σε συνάρτηση µε το 

αντίστροφο του µήκους της πλευράς του τετραγώνου κάθε πλέγµατος. 

Σύµφωνα µε την εξίσωση 3 η γραφική παράσταση σε κλίµακα log-log είναι η 

ευθεία γραµµή η κλίση της οποίας δίνει την τιµή της FD [log 

(N(s))=Dlog(1/s)]. Ο περιορισµός του µήκους της πλευράς των τετραγώνων 

καθορίζεται µεταξύ των τιµών των δύο άκρων της ευθείας γραµµής (Σχήµα 1).  
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2. Φασµατικό µικροσκόπιο 

Φασµατική απεικόνιση έγινε µε το φασµατικό µικροσκόπιο το οποίο 

αναπτύχθηκε από το Ινστιτούτο Τεχνολογίας και Έρευνας (Ι.Τ.Ε.), το τµήµα 

Ηλεκτρονικής ∆οµής και Laser. Το σύστηµα αυτό οποίο  βασίζεται σε ένα 

σύστηµα φωτισµού (µονοχρωµάτωρας) µε µεταβλητό φίλτρο συµβολής (VIF) 

το οποίο συζεύγνυται στη διαδροµή φωτισµού του µικροσκοπίου. Αυτοί οι 

µονοχρωµάτωρες δρουν ως τονικά οπτικά φίλτρα που επιτρέπουν τη λήψη 

µεγάλου αριθµού φασµατικών εικόνων και ένα φάσµα για κάθε ψηφιακό 

σηµείο. Τα µειονεκτήµατα των συνήθων χρησιµοποιούµενων συστηµάτων 

φασµατικής απεικόνισης όπως περιορισµένο φασµατικό εύρος, χαµηλή έξοδος 

φωτός, µειωµένη ευκρίνεια της εικόνας κατά τη διάρκεια αλλαγής των µηκών 

κυµάτων και µεγάλος χρόνος ολοκλήρωσης της διαδικασίας απαλείφονται µε 

τη χρήση του συγκεκριµένου φασµατικού µικροσκοπίου (Εικόνα 3).  

 

 

 

 

 61



   Το VIF διαδίδει φως στην περιοχή του ορατού και του υπερύθρου, 

στα µήκη κύµατος 400nm–1000nm. Η µετακίνηση στο  

Εικόνα 3. Απεικόνιση του συστήµατος φασµατικού µικροσκοπίου 

 

 

µονοχρωµάτωρα αντιστοιχεί σε 2.4-2.6nm ανά 1 mm. Με αυτόν το 

µονοχρωµάτωρα είναι δυνατή η φασµατική ανάλυση που καθιστά εφικτή τη 

λήψη των φασµάτων απορρόφησης στο ορατό και στο υπέρυθρο των 

χρωστικών που χρησιµοποιούνται στη µικροσκοπία.  Μια εξωτερική λάµπα 

αλογόνου ισχύος 150W χρησιµοποιείται για το φωτισµό µε τη βοήθεια µιας 

ηλεκτρονικής ίριδας. Ο µονοχρωµάτωρας µε το VIF και η λάµπα αλογόνου 

ρυθµίζονται από έναν ηλεκτρονικό υπολογιστή.  ∆ύο όµοιες συστοιχίες 

οπτικών ινών χρησιµοποιούνται για να µεταφέρουν το φως από την πηγή στο 

VIF και από το φίλτρο στη διαδροµή φωτισµού του µικροσκοπίου. Η λήψη 

των φασµατικών εικόνων γίνεται µε τη βοήθεια µιας 8-bit ασπρόµαυρης 
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κάµερας υψηλής ανάλυσης (CCD) της οποίας η ευαισθησία και η ενίσχυση 

ελέγχονται από τον υπολογιστή. Η κάµερα µπορεί να λαµβάνει εικόνες 15-

30/δευτερόλεπτο. Η έγχρωµη κάµερα καταγράφει την ένταση του διερχόµενου 

φωτός για κάθε ψηφιακό σηµείο.  

Το σύστηµα αυτό που περιγράφηκε και αποτελείται από την CCD 

κάµερα, τον VIF µονοχρωµάτωρα, την πηγή φωτός και το λογισµικό του 

φασµατικού αυτού συστήµατος απεικόνισης λειτουργεί σε δύο φάσεις 

(φασµατοσκοπία και φασµατοµετρία). Η πρώτη δίνει τη δυνατότητα επιλογής 

του µήκους κύµατος απεικόνισης και της επίδειξης της επιθυµητής φασµατικής 

εικόνας ενώ η δεύτερη κάνει συντονισµένη φασµατική σάρωση και λήψη 

εικόνων και τελικό υπολογισµό ενός πλήρους φάσµατος απορρόφησης σε κάθε 

σηµείο της εικόνας. Στη φάση φασµατοµετρίας το σύστηµα εκτελεί 

συγχρονισµένη ρύθµιση µήκους κύµατος µε λήψη και αποθήκευση της υπό 

ανάλυση περιοχής. Από το αποθηκευµένο σύνολο των φασµατικών εικόνων 

ένα φάσµα απορρόφησης µπορεί να υπολογιστεί και να επιδειχτεί για κάθε 

σηµείο της εικόνας. Η σύνθεση του φάσµατος απορρόφησης της συνολικής 

εικόνας γίνεται από τα φάσµατα απορρόφησης 600Χ600 ψηφιακών σηµείων 

(pixels) ανά εικόνα. Με την περιγραφόµενη διάταξη µπορούν να ληφθούν και 

να επεξεργαστούν σε περίπου ένα λεπτό ένα εκατοµµύριο φάσµατα .  

 

2.1 Ποσοτική εκτίµηση φασµατικών διαφορών 

Το σύστηµα κάνει αυτόµατη φασµατική σάρωση του υπό εξέταση 

παρασκευάσµατος και τα φάσµατα απορρόφησης στην περιοχή 400nm-
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1000nm µετρώνται για κάθε σηµείο της εικόνας. Με βάση τα µετρούµενα 

φάσµατα ο χρήστης µπορεί να καθορίσει τις απεικονιστικές περιοχές που 

αντιστοιχούν, α) στη µέγιστη απορρόφηση των κυτταρικών δοµών που 

ενδιαφέρουν, β) στη µέγιστη διαφορά µεταξύ κυτταρικών δοµών µε 

διαφορετική βιοχηµική σύνθεση. 

 Αφ’ότου  έχουν επιλεγεί οι φασµατικές περιοχές (400nm-1000nm), οι 

φασµατικές εικόνες από αυτές τις περιοχές ανακαλώνται από το αποθηκευµένο 

σύνολο φασµατικών εικόνων και η φασµατική τους διαφορά υπολογίζεται 

σύµφωνα µε την εξίσωση (5). Η δισδιάστατη κατανοµή που προκύπτει από τις 

τιµές της φασµατικής διαφοράς δίνει τη διαφορά φασµατικής απορρόφησης 

των εξεταζόµενων κυτταρικών δοµών στα προκαθορισµένα µήκη κύµατος. 

Μια ψευδοχρωµατική κλίµακα περιγράφει την κατανοµή της έντασης που 

κυµαίνεται από το µπλε στο κόκκινο και είναι ενδεικτική της διαφοράς 

απορρόφησης όπου στο µπλε καταγράφεται το ελάχιστο κα στο κόκκινο το 

µέγιστο. 

 

2.2 Μελέτη επιχρισµάτων µυελού των οστών µετά από χρώση  

∆ιάφορες χρωστικές χρησιµοποιούνται στην Αιµατολογία και 

Κυτταρολογία για την ανάδειξη και ανίχνευση των διαφόρων τύπων κυττάρων. 

Η πιο ευρέως χρησιµοποιούµενη είναι η MGG [167-170]. 

Τα βιοχηµικά συστατικά των κυττάρων είναι ιστόνες, µη ιστόνες, 

ανόργανα υλικά, νερό, DNA και RNA. Το περιεχόµενο όλων αυτών ποικίλλει 

όχι µόνο µεταξύ διαφορετικών τύπων κυττάρων αλλά επίσης κατά την 
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κακοήθη εξαλλαγή. Η αλληλεπίδραση των χρωστικών µε τα συστατικά των 

κυττάρων δίνει το χαρακτηριστικό χρώµα. 

 Σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της χρώσης MGG τα επιχρίσµατα 

εµβαπτίζονται σε δύο διαλύµατα χρωστικών, το ένα της May-Grunwald (MG) 

και το άλλο της Giemsa (G).  

 Η May-Grunwald χρωστική αποτελείται από Κυανούν του Μεθυλενίου 

(Μethylene Βlue MB) και Ηωσίνη Υ (Εosin EY) σε συγκεκριµένες 

συγκεντρώσεις. Η χρωστική Giemsa  αποτελείται από τα ίδια συστατικά µε την 

MG και επιπλέον περιέχει Κυανούν της Ανιλίνης που περιλαµβάνει τα 

οξειδωτικά παράγωγα του Κυανού του Μεθυλενίου. Το περιεχόµενο της 

Giemsa στα οξειδωτικά παράγωγα του Κυανού του Μεθυλενίου (azures Α, Β, 

C και θειονίνη) καθορίζει τα ακριβή φασµατικά χαρακτηριστικά απορρόφησης 

της. 

Η χρώση των κυττάρων του αίµατος µε την MGG δίνει χαρακτηριστικά 

χρώµατα στα διάφορα κυτταρικά συστατικά, ως επί το πλείστον µπλε, µωβ και 

ροζ. Για παράδειγµα, ο πυρήνας των λευκών αιµοσφαιρίων βάφεται µωβ, το 

κυτταρόπλασµα των λεµφοκυττάρων και µονοκυττάρων µπλε και το οξύφιλο 

κυτταρόπλασµα των πολυµορφοπυρήνων και των ερυθροκυττάρων ροζ. Ο 

διαφορετικός χρωµατισµός των συστατικών των κυττάρων είναι το 

αποτέλεσµα των µεταχρωµατικών ιδιοτήτων της χρωστικής May Grunwald και 

των οξειδωτικών παραγώγων της (azures). 

Η µεταχρωµασία αναφέρεται στη διαδικασία και αλλαγή των 

φασµατικών χαρακτηριστικών που γίνονται όταν οι χρωστικές συνδέονται σε 
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συγκεκριµένες ουσίες όταν είναι παρούσες σε συγκεκριµένες συγκεντρώσεις 

διαλυµάτων. Αν και ο ακριβής φυσικοχηµικός µηχανισµός δεν είναι ακριβώς 

γνωστός, πιστεύεται ότι αυτή η αλλαγή οφείλεται στη µετατροπή του 

µονοµερούς της χρωστικής που υπάρχει στο αρχικό διάλυµα, στο διµερές ή 

πολυµερές στη συνδεδεµένη χρωστική ή στα άλλα διαλύµατα. Η αλλαγή από 

µονοµερές σε πολυµερές έχει ως αποτέλεσµα στο φάσµα απορρόφησης της 

χρωστικής τη µείωση του µέγιστου της χρωστικής του µονοµερούς και τη 

µετατόπιση σε µικρότερο µήκος κύµατος που οφείλεται στο δηµιουργούµενο 

πολυµερές.  

Οι χρωστικές από την MGG προσκολλώνται στις κυτταρικές δοµές µε 

ηλεκτροστατικές και υδρόφοβες αντιδράσεις και ο βαθµός της 

προσλαµβανόµενης χρωστικής καθορίζεται από τα βιοχηµικά χαρακτηριστικά 

των κυττάρων. Ειδικότερα, οι αρνητικά φορτισµένες οµάδες των νουκλεϊνικών 

οξέων και πρωτεϊνών που περιέχονται στους πυρήνες των κυττάρων και το 

κυτταρόπλασµα των λευκών αιµοσφαιρίων συνδέονται µε τις θετικά 

φορτισµένες οµάδες των ΜΒ και Α χρωστικών και δηµιουργούν το σύµπλεγµα 

ΜΒ-Α-κύτταρο µε ουδέτερο ή θετικό φορτίο. Αυτό το σύµπλεγµα κατόπιν 

συνδέεται µε την αρνητικά φορτισµένη ΕΥ και δηµιουργεί το µεγαλύτερο 

σύµπλεγµα ΜΒ-Α-ΕΥ-κύτταρο. Η διαδικασία αυτή έχει ως αποτέλεσµα τη 

µεταχρωµασία στις ΜΒ και Α χρωστικές. Ανάλογα από το βαθµό της 

προκαλούµενης µεταχρωµασίας, τα συµπλέγµατα ΜΒ-Α-ΕΥ-κύτταρο 

λαµβάνουν χρώµατα που διαφοροποιούνται από βαθύ µωβ σε µπλε.  
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Στην περίπτωση των ηωσινόφιλων και των ερυθροκυττάρων, η σύνδεση 

µε τις ΜG και A χρωστικές είναι λιγότερη έντονη. Η παρουσία θετικών 

φορτισµένων οµάδων σε αυτά τα κύτταρα ευοδώνει τη σύνδεση των δοµών 

τους µε την ΕΥ. Τα συµπλέγµατα ΕΥ-κύτταρο δίνουν ροζ χρωµατισµό.   

  Βάση των ανωτέρω, τα φάσµατα απορρόφησης κυτταρικών δοµών µε 

την παραπάνω χρώση εξαρτώνται από τα βιοχηµικά συστατικά τους. Εποµένως 

µπορεί να προταθεί ότι τα φασµατικά χαρακτηριστικά των κεχρωσµένων µε 

MGG χρώση µπορούν να δώσουν σηµαντική πληροφορία για τα βιοχηµικά 

συστατικά των κυττάρων. Η εκτίµηση των φασµατικών χαρακτηριστικών 

απορρόφησης δίνει σηµαντική πληροφορία που δε διακρίνεται µε το κοινό 

µικροσκόπιο µε αποτέλεσµα η µέθοδος αυτή να συµβάλλει στην τυποποίηση 

και ταξινόµηση των κυττάρων. 

 

3. Στατιστική ανάλυση 

Ο υπολογισµός των αποτελεσµάτων εκφράζεται ως µέση τιµή + τυπική 

απόκλιση. Η σύγκριση της FD και της διαφοράς της φασµατικής απορρόφησης 

µεταξύ των οµάδων έγινε µε unpaired t-test για ίσες και άνισες διακυµάνσεις 

για τη σύγκριση των µέσων τιµών και τη συσχέτιση των κατανοµών µεταξύ 

τους. Θεωρήθηκε στατιστικά σηµαντική η δοκιµασία µε πιθανότητα λάθους 

µικρότερη του 0.05. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 
1. Μορφοκλασµατική διάσταση φυσιολογικών λεµφοκυττάρων και 

λεµφοβλαστών 

Έγινε µέτρηση της FD του περιγράµµατος που σχηµατίζει η 

κυτταροπλασµατική µεµβράνη των φυσιολογικών λεµφοκυττάρων και 

λεµφοβλαστών µετά από µετατροπή του σε ψηφιακή εικόνα άσπρου-µαύρου 

σε µεγέθυνση 100x όπου 1 pixel αντιστοιχεί σε 4 µm. Η µέτρηση έγινε µε τη 

µέθοδο της καταµέτρησης τετραγώνων που περιγράφηκε ήδη. Στην εικόνα 1 

και 2 φαίνεται πως απεικονίζονται τα κύτταρα στην οθόνη του υπολογιστή.  

 O προσδιορισµός της FD έγινε σε 300 φυσιολογικά λεµφοκύτταρα και 

300 λεµφοβλάστες µορφολογίας L1. 

Η τιµή της FD των δύο κυτταρικών πληθυσµών ήταν 1.21+ 0.04 για 

φυσιολογικά λεµφοκύτταρα και 1.19+0.03 για λεµφοβλάστες αντίστοιχα.  Η 

διαφορά αυτή δεν ήταν στατιστικώς σηµαντική (p=0.19). Όµως όλες οι τιµές 

των λεµφοβλαστών παρουσιάζουν µικρότερη τιµή σε σχέση µε των 

φυσιολογικών λεµφοκυττάρων (Σχήµα 2).  
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Σχήµα 2. Ο µέσος όρος των FD φυσιολογικών λεµφοκυττάρων και 

λεµφοβλαστών 

 

2. Φασµατική ανάλυση φυσιολογικών και παθολογικών κυττάρων 

 

2.1 Φασµατική ανάλυση κυττάρων µετά από χρώση 

 Αρχικά παρουσιάζονται τα φάσµατα απορρόφησης των διαλυµάτων της 

MGG χρωστικής και διαφόρων κυττάρων από επίχρισµα µυελού των οστών 

φυσιολογικού παιδιού. Υπολογίστηκε ένα πλήρες φάσµα απορρόφησης για 

κάθε σηµείο της εικόνας των χρωµατισµένων κυττάρων µε το φασµατικό 

µικροσκόπιο. 

Στο Σχήµα 3 φαίνονται τα φάσµατα απορρόφησης σε σχέση µε το µήκος 

κύµατος των May-Grunwald και Giemsa χρωστικών. Οι µέγιστες τιµές των 

µονοµερών και των διµερών του Κυανούν του Μεθυλενίου (ΜΒ) είναι στα 

660nm και 610nm αντίστοιχα. H παρουσία των οξειδωτικών παραγώγων του 
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ΜΒ (Αzures Α, Β, C, θειονίνη) φαίνεται στην καµπύλη απορρόφησης της 

Giemsa όπου παρατηρείται µείωση του µέγιστου του ΜΒ σε µικρότερα µήκη 

κύµατος σε σχέση µε τη MG. Τα οξειδωτικά αυτά παράγωγα του Κυανού του 

Μεθυλενίου (Azures) καταγράφουν µέγιστες τιµές στα 558nm και 625nm. Στη 

May-Grunwald χρώση η Ηωσίνη Υ (ΕΥ) απορροφά στα 515nm ενώ στη 

Giemsa στα 518nm. 
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 Η Εικόνα 4 δείχνει ένα πεδίο αιµατολογικού παρασκευάσµατος µυελού 

των οστών από φυσιολογικό παιδί που έχει χρωµατιστεί µε MGG. Το πεδίο 

περιέχει λεµφοκύτταρο, ερυθροβλάστη, µονοκύτταρο, ηωσινόφιλο, 

πολυµορφοπύρηνο, ερυθρoκύτταρο. Είναι φανερό ότι τα συµπλέγµατα MGG-
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κύτταρο λαµβάνουν χρώµατα που κυµαίνονται από µπλε σε µωβ. Ο 

διαφορετικός χρωµατισµός είναι φανερός όχι µόνο µεταξύ διαφορετικών 

κυττάρων αλλά και µεταξύ πυρήνα κα κυτταροπλάσµατος στο ίδιο κύτταρο. Η 

ποσοτική µέτρηση του χρωµατισµού αναδεικνύεται από το φάσµα 

απορρόφησης που ορίζεται για το κάθε σηµείο της εικόνας. 

 

 

Εικόνα 4. Πεδίο φυσιολογικού επιχρίσµατος µυελού των οστών   

 

Στο Σχήµα 4 παρουσιάζονται τα φάσµατα απορρόφησης του πυρήνα και 

του κυτταροπλάσµατος των κυττάρων της εικόνας 4. Τα φάσµατα δε δείχνουν 

διαφορές στην απορρόφηση στα 800nm-1000nm. Η σύγκριση των φασµάτων 

απορρόφησης της MG και Giemsa  µε τα φάσµατα απορρόφησης των 

κυττάρων  αναδεικνύει τις αλλαγές των ιδιοτήτων των χρωστικών όταν 

συνδέονται µε τα συστατικά των κυττάρων. Οι διακριτές φασµατικές κορυφές 

των διαλυµάτων  µετασχηµατίστηκαν σε µια µοναδική κορυφή ευρείας 

περιοχής µεταξύ 530-570nm . 
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Σχήµα 4. Η απορρόφηση σε σχέση µε το µήκος κύµατος πυρήνα και        

κυτταροπλάσµατος διαφόρων τύπων κυττάρων χρωµατισµένων µε 

MGG  

 

Στον Πίνακα 1 παρουσιάζονται τα µήκη κύµατος µέγιστης 

απορρόφησης πυρήνα και κυτταροπλάσµατος για κάθε τύπο κυττάρου. Στα 

ερυθρoκύτταρα τα οποία δεν είναι εµπύρηνα και περιέχουν αιµοσφαιρίνη, η 

Ηωσίνη Υ  απορροφά στα 530nm, τα οξειδωτικά παράγωγα του Κυανού του 

Μεθυλενίου (ΜΒ Αzures) στα 630nm και η αιµοσφαιρίνη στα 420nm.  
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Τύπος κυττάρου Πυρήνας/nm Κυτταρόπλασµα/

nm 

Λεµφοκύτταρο 535 570 

Πολυµορφοπύρηνο 545 535 

Μονοκύτταρο 550 560 

Ερυθροβλάστη 545 570 

Ηωσινόφιλο 530, 640 550 

Ερυθροκύτταρο - 420, 530, 630 

 

Πίνακας 1. 

 

 Από τα παραπάνω είναι προφανές ότι τα φάσµατα απορρόφησης των 

κεχρωσµένων κυτταρικών δοµών εξαρτώνται από τα βιοχηµικά τους 

συστατικά εποµένως παρουσιάζει ενδιαφέρον η µελέτη των φασµατικών 

χαρακτηριστικών σε διαφορετικούς πληθυσµούς κυττάρων ως µέσου 

σύγκρισης και συλλογής πληροφοριών. 
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2.2 ∆ιάκριση φυσιολογικών λεµφοκυττάρων και λεµφοβλαστών µε τη 

φασµατική ανάλυση 

 Στην παρούσα µελέτη προτείνεται νέα µέθοδος αναγνώρισης κυττάρων 

σε παρασκευάσµατα που έχουν ήδη επιστρωθεί και βαφεί για µελέτη στο κοινό 

µικροσκόπιο. 

 Η µέθοδος βασίζεται στη συγκριτική εκτίµηση των φασµατικών 

χαρακτηριστικών απορρόφησης των λεµφοβλαστών σε σχέση µε τα 

φυσιολογικά λεµφοκύτταρα. Για να καθορίσουµε τα φασµατικά 

χαρακτηριστικά των παραπάνω δύο κυτταρικών τύπων µετρήσαµε τα φάσµατα 

απορρόφησης 300 πυρήνων λεµφοβλαστών και 300 πυρήνων φυσιολογικών 

λεµφοκυττάρων. Η µέση τιµή απορρόφησης σε σχέση µε το µήκος κύµατος 

φαίνεται στο Σχήµα 5. 
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 Κάθε καµπύλη είναι µέση τιµή από τα φάσµατα απορρόφησης πυρήνων 

φυσιολογικών λεµφοκυττάρων και πυρήνων λεµφοβλαστών. Τα φάσµατα 

απορρόφησης των λεµφοκυττάρων επικαλύπτουν αυτά των λεµφοβλαστών σε 

όλη την περιοχή έχοντας µόνο µικρές φασµατικές διαφορές. Η κορυφή 

απορρόφησης των λεµφοβλαστών καταγράφεται στα 545nm και των 

λεµφοκυττάρων στα 535nm. Τα λεµφοκύτταρα έχουν  αυξηµένη µέση 

απορρόφηση σε σχέση µε τους λεµφοβλάστες η οποία στα 630nm είναι πιο 

εµφανής. Σ’αυτή τη φασµατική περιοχή καταγράφεται η µέγιστη 

διαφοροποίηση µεταξύ των δύο φασµάτων. Επιπλέον η σταθερή απόκλιση 

(Standard Deviation) της απορρόφησης παίρνει την ελάχιστή της τιµή. Η 

φασµατική εξάρτηση της λαµβανόµενης αντίθεσης µεταξύ ΟΛΛ και 

φυσιολογικών λεµφοκυττάρων φαίνεται στην Εικόνα 5 στις εικόνες των 

630nm. 

 

 

Εικόνα 5. (Α) Λεµφοκύτταρα φυσιολογικού µυελού οστών και (Β) 

λεµφοβλάστες µυελού ΟΛΛ σε διάφορα µήκη κύµατος 
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   Απεικονίζονται φυσιολογικά λεµφοκύτταρα (εικόνα 5A), ΟΛΛ 

λεµφοβλαστών (εικόνα 5B) και ένα υποσύνολο φασµατικών εικόνων των ίδιων 

κυττάρων στα 420nm, 535nm, 545nm, 630nm, 700nm. Με βάση τις 

φασµατικές καµπύλες του Σχήµατος 5 οι εικόνες στα 535nm και 545nm 

αντιστοιχούν στη µέγιστη απορρόφηση για λεµφοκύτταρα και λεµφοβλάστες 

αντίστοιχα. Στα 630nm καταγράφεται η µέγιστη διαφοροποίηση µεταξύ τους. 

Όλη αυτή η πληροφορία δεν είναι ορατή µε το κοινό µικροσκόπιο και αυτοί οι 

δύο κυτταρικοί πληθυσµοί είναι σχεδόν όµοιοι µορφολογικά, µε τα φασµατικά 

χαρακτηριστικά τους να διαφέρουν στα 630nm.  

 Παρατηρείται σηµαντική µείωση της απορρόφησης των λεµφοβλαστών 

σε σχέση µε τα φυσιολογικά λεµφοκύτταρα συνολικά στις δύο καµπύλες. Σε 

µικρότερα και µεγαλύτερα µήκη κύµατος η απορρόφηση και η λαµβανόµενη 

αντίθεση προοδευτικά µειώνεται. Αυτό φαίνεται στις εικόνες µε 420nm και 

700nm. Τα ερυθροκύτταρα καταγράφονται µε µέγιστη αντίθεση στα 420nm 

εξαιτίας της αυξηµένης απορρόφησης από τα µόρια αιµοσφαιρίνης. 

 Για να ποσοτικοποιήσουµε τις διαφορές των 2 κυτταρικών πληθυσµών 

µετρήσαµε τη διαφορά απορρόφησης Ar µε βάση την εξίσωση 7 για 300 

κύτταρα µε ΟΛΛ από 20 παιδιά και 300 κύτταρα από 20 παιδιά µε 

φυσιολογικό µυελό των οστών. Επιλέχθηκε η διαφορά απορρόφησης στα µήκη 

κύµατος  που απορροφούν µέγιστα τα κύτταρα και που έχουν τη µεγαλύτερη 

αντίθεση, δηλαδή λi στα 545nm και λj στα 630nm αντίστοιχα.  

Στο Σχήµα 6 φαίνεται το ιστόγραµµα της υπολογιζόµενης διαφοράς 

απορρόφησης για τους 2 πληθυσµούς. Το ιστόγραµµα δείχνει ότι τα κύτταρα 
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διακρίνονται σε 2 µείζονες πληθυσµούς µε βάση τη φασµατική διαφορά στο 

545nm και 630nm. Οι µέσες τιµές είναι 0.352+0.055 για τους λεµφοβλάστες 

και 0.149+0.064 για τα φυσιολογικά λεµφοκύτταρα. Η διαφορά είναι 

στατιστικά σηµαντική (p < 0.0001). 
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στην κλίµακα είναι πιο κοντά στο µπλε, ενώ οι λεµφοβλάστες µεγαλύτερη 

διαφορά (µέση τιµή 0.352) και στην κλίµακα πιο κοντά στο κόκκινο. 

 

 

 

Εικόνα 6. Ψευδοχρωµατική εικόνα της διαφοράς απορρόφησης 

φυσιολογικών λεµφοκυττάρων και λεµφοβλαστών 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
  

H µέτρηση της FD έχει περάσει από την αρχική της εφαρµογή σε 

ακανόνιστα σχήµατα στη φύση σε εφαρµογές στην ιατρική [20]. Στην ιατρική 

απεικόνιση όπως η µαστογραφία [67] ή η µαγνητική τοµογραφία του νευρικού 

συστήµατος [30] η µέτρηση και καθορισµός της FD σε φυσιολογικές δοµές και 

η σύγκρισή τους µε τις παθολογικές µπορεί να βοηθήσει στη διάκριση και 

διάγνωση. 

Στην καρδιολογία µε το ηλεκτροκαρδιογράφηµα [22] και στη 

νευρολογία µε το ηλεκτροεγκεφαλογράφηµα [40], η επαναληπτικότητα και η 

µέτρηση της fractal δοµής απεικόνισης διαστηµάτων και κυµάτων δίνει 

πληροφορία για προγνωστική αξία και εξέλιξη µιας νόσου. 

Η διάταξη και ανάπτυξη των αγγείων σε διάφορες παθήσεις [56] αλλά 

και σε όγκους όπου παρατηρείται αυξηµένη αγγειογένεση  δίνει τη δυνατότητα 

µε τον καθορισµό της FD, της διάκρισης των παθολογικών δοµών και της 

προγνωστικής αξίας των τιµών αυτών [83-85]. 

Σε ιστολογικά παρασκευάσµατα η τιµή της FD που προκύπτει κατά τη 

µέτρηση στα όρια παθολογικού-φυσιολογικού ιστού όπως στο µελάνωµα 

[71,72] αλλά και σε άλλους όγκους δέρµατος µπορεί να οδηγήσει σε 

συµπεράσµατα για το βαθµό διήθησης και κακοήθειας. Επίσης έχει µελετηθεί 

ο βαθµός κακοήθειας και ο τύπος ιστολογικών παρασκευασµάτων  όγκων που 

εξαιρούνται [74].     

 Σε επίπεδο κυττάρου όλες οι µελέτες έχουν γίνει µε τη χρησιµοποίηση 

ηλεκτρονικού µικροσκοπίου [88]. Έχουν µελετηθεί οι FD 
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κυτταροπλασµατικών-πυρηνικών µεµβρανών αλλά και αυτή της δοµής της 

χρωµατίνης στον πυρήνα φυσιολογικών και παθολογικών-κακόηθων κυττάρων 

[92].     

Έχουν µελετηθεί οι µεταβολές της FD της πυρηνικής χρωµατίνης σε 

κύτταρα κατά σε πρόωρα στάδια διαδικασίας απόπτωσης [95]. Επίσης οι 

διαφορές τιµών FD των κυτταροπλασµατικών µεµβρανών  λευχαιµικών και 

φυσιολογικών λεµφοκυττάρων [100,101]. 

Με την παρούσα µελέτη έγινε προσπάθεια καθορισµού της FD της 

κυτταροπλασµατικής µεµβράνης κυττάρων της πιο συχνής κακοήθειας της 

παιδικής ηλικίας, της οξείας λεµφοβλαστικής λευχαιµίας. Συγκεκριµένα 

προσδιορίστηκε η FD στους λεµφοβλάστες µορφολογίας L1 συγκριτικά µε 

φυσιολογικά λεµφοκύτταρα τα οποία παρουσιάζουν παρόµοια µορφολογία και 

είναι δύσκολη η διάκρισή τους µε το κοινό µικροσκόπιο.  

Οι µέχρι τώρα µελέτες στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο έχουν δείξει ότι η 

πολυπλοκότητα και το ακανόνιστο σχήµα της µεµβράνης των λευχαιµικών 

κυττάρων διαφέρουν από αυτά των φυσιολογικών λεµφοκυττάρων. Όσο πιο 

κακόηθες είναι το κύτταρο τόσο λιγότερο ακανόνιστο είναι το περίγραµµα της 

µεµβράνης που το περιβάλλει [100-103].  

Αποτελεί προσπάθεια για πρώτη φορά εφαρµογής της  µέτρησης FD σε 

λεµφοβλάστες και φυσιολογικά λεµφοκύτταρα της παιδικής ηλικίας µε τη 

µέγιστη µεγέθυνση που µπορεί να προσφέρει το κοινό µικροσκόπιο και όχι µε 

ηλεκτρονικό µικροσκόπιο που θα µπορούσε έτσι να αποτελέσει εύκολα 

εφαρµόσιµη µέθοδο στην κλινική πράξη. Ιδιαίτερα όχι τόσο στην 
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πρωτοδιάγνωση όπου η διήθηση του µυελού των οστών είναι σχεδόν πλήρης 

µε λεµφοβλάστες, αλλά στην παρακολούθηση των ασθενών που πολλές φορές 

είναι δύσκολη η διάγνωση της υποτροπής µε το κοινό µικροσκόπιο και 

γίνονται επιπλέον και άλλες µέθοδοι (ανοσοφαινότυπος, κυτταρογενετική).  

Τα αποτελέσµατα έδειξαν διαφορετικές τιµές FD µεταξύ των δύο 

κυτταρικών πληθυσµών µε τις τιµές των λεµφοβλαστών να είναι µικρότερες 

από αυτές των λεµφοκυττάρων, αποτέλεσµα που αναφέρεται στη διεθνή 

βιβλιογραφία. Η διαφορά όµως των τιµών δεν είναι στατιστικώς σηµαντική 

(p=0.19) και η διάκριση των κυτταρικών πληθυσµών µε τη µέθοδο της FD στη 

µεγέθυνση αυτή που προτείνουµε δεν είναι απόλυτα αξιόπιστη.   

 Στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν εναλλακτικά µέθοδοι υπολογισµού 

των φασµατικών χαρακτηριστικών του πυρήνα φυσιολογικών λεµφοκυττάρων 

και λεµφοβλαστών µε τις οποίες αποδεικνύεται ότι είναι δυνατή η διάκρισή 

τους µε µεγάλη αξιοπιστία. 

 Η δοµή των κυττάρων και ειδικότερα του πυρήνα ουσιαστικά  

αντανακλά τη µεταβολική κατάσταση  και τη φυσική συσχέτιση των 

βιοχηµικών συστατικών του. Στην κακοήθη εξαλλαγή λαµβάνουν χώρα µια 

σειρά από δοµικές και βιοχηµικές µεταβολές. Αυτές οι µεταβολές σε πολλές 

περιπτώσεις δεν είναι ορατές µετά από χρώση µε το κοινό µικροσκόπιο. 

Με το φασµατικό µικροσκόπιο και τη µέθοδο φασµατικής ανάλυσης 

που χρησιµοποιήθηκε είναι εφικτή η διάκριση διαφόρων τύπων  κυττάρων µε 

βάση την ανίχνευση, ταυτοποίηση και χαρτογράφηση της κατανοµής των 

απορροφούµενων χρωστικών από τα κύτταρα καθώς και των φασµατικών 
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χαρακτηριστικών απορρόφησής τους [171-174]. Η πληροφορία που 

λαµβάνεται βασίζεται στη βιοχηµική, λειτουργική και δοµική κατάσταση του 

κυττάρου και δίνει έτσι τη δυνατότητα ανάδειξης διαφορών σε παραπλήσια 

µήκη κύµατος που δεν είναι ορατές µε το κοινό µικροσκόπιο. 

 Το συγκεκριµένο σύστηµα που χρησιµοποιήθηκε και βασίζεται στη 

σύγχρονη τεχνολογία παρέχει σηµαντικά πλεονεκτήµατα  µε κύρια την ευρεία 

φασµατική περιοχή λειτουργίας, την υψηλή διαπερατότητα και φασµατική 

ανάλυση σε συνδυασµό µε την ταχύτατη λήψη µεγάλου αριθµού φασµατικών 

εικόνων. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την παροχή  πληροφορίας µε µορφή 

µεγάλου αριθµού εικόνων. Οι εικόνες αντιστοιχούν σε διαφορετικές περιοχές 

µήκους κύµατος οι οποίες χρησιµοποιούνται για τη λήψη περισσότερο από ένα 

εκατοµµύριο φασµάτων µε καθένα να αντιστοιχεί σε ένα σηµείο της εικόνας. 

Αυτό το χαρακτηριστικό είναι σηµαντικό για την ανάλυση ανοµοιογενών 

µικροσκοπικών υλικών αφού η αναλυτική πληροφορία µπορεί να προέλθει από 

κάθε σηµείο του εξεταζόµενου δείγµατος .   

Η χρήση διαφόρων χρωστικών µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως  

δείκτες για τη µελέτη των ενδοκυττάριων µοριακών λειτουργιών και 

διεργασιών [175,176]. Επίσης µε τις χρωστικές και τις φασµατικές τους 

ιδιότητες  µπορούν να ανιχνευθούν τα κυτταρικά οργανίλια και ο τρόπος 

λειτουργίας τους µέσα στο κύτταρο [177,178].   

Η ποσοτικοποίηση και η µέτρηση δεικτών µε τη βοήθεια της 

φασµατικής απεικόνισης έχει χρησιµοποιηθεί στη διαγνωστική [179]. Ανάλυση 

ιστολογικών παρασκευασµάτων µετά από χρώσεις και η διαφοροποίηση της 
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απορρόφησης σε σχέση µε τα φασµατικά χαρακτηριστικά έχει χρησιµοποιηθεί 

για τη ποσοτικοποίηση πρωτεϊνικών αντιγόνων και το βιοχηµικό περιεχόµενο 

των δοµών [180-182]. Στην αγγειογένεση των όγκων, ο βαθµός της ανάπτυξης 

των αγγείων έχει µετρηθεί ποσοτικά µέσω των ανοσοσηµασµένων 

αγγειογενετικών ενδοθηλιακών κυττάρων στα αντίστοιχα δείγµατα [183]. Οι 

υποδοχείς οιστρογόνων στον καρκίνο του µαστού και η ποσοτική καταγραφή 

της έκφρασής τους ανάλογα µε τον υπολογισµό της πρόσληψης της χρωστικής 

από τον ιστό όπως επίσης και η προγνωστική τους αξία αποτελεί µια ακόµη 

εφαρµογή της φασµατικής απεικόνισης [184,185].   

Η πρόωρη ανίχνευση και καταγραφή προκαρκινικών και καρκινικών 

περιοχών του τραχήλου της µήτρας έχουν µελετηθεί µε τη µη-επεµβατική 

µέθοδο της φασµατοσκοπίας και ποσοτική εκτίµηση των διαφορών των µετά 

από χρώση κυττάρων [186].    

 Η φασµατική απεικόνιση επίσης έχει δώσει ώθηση στην 

κυτταρογενετική µε τη χρήση φθορίζοντος υβριδισµού in situ αλλά και άλλων 

παρόµοιων µεθόδων (Spectral Karyotyping) µε την ανάλυση και διάγνωση 

πολύπλοκων καρυοτύπων, χρωµοσωµικών µεταθέσεων και αναδιατάξεων 

χωρίς φασµατική αλληλοεπικάλυψη [187,188].  

 Οι αλλαγές της δοµής του πυρήνα κυττάρων που σχετίζονται µε τη 

διαδικασία της απόπτωσης έχουν µελετηθεί εκτός από τη µέτρηση της FD και 

τη χρήση ηλεκτρονικού µικροσκοπίου που ήδη αναφέρθηκε και µε την 

καταγραφή των φασµατικών χαρακτηριστικών τους µε φασµατικά συστήµατα 

απεικόνισης [189].   
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Στην παρούσα µελέτη µε το σύγχρονο σύστηµα φασµατικής 

απεικόνισης για πρώτη φορά χρησιµοποιήθηκαν λεµφοβλάστες µορφολογίας 

L1  από περιπτώσεις ΟΛΛ της παιδικής ηλικίας που σε πολλές περιπτώσεις 

είναι δύσκολο να διακριθούν από τα φυσιολογικά λεµφοκύτταρα µε το κοινό 

µικροσκόπιο. Περιγράφηκε η διαφοροποίηση των φυσιολογικών 

λεµφοκυττάρων από λεµφοβλάστες L1 και καταγράφηκαν οι διαφορές τους µε 

το φασµατικό µικροσκόπιο. ∆ιαπιστώθηκε ότι τα 535nm και 545nm 

αντιστοιχούν στη µέγιστη απορρόφηση για λεµφοκύτταρα και λεµφοβλάστες 

αντίστοιχα. Στα 630nm καταγράφηκε η µέγιστη διαφοροποίηση µεταξύ τους.  

Αυτή η σηµαντική µείωση της απορρόφησης των λεµφοβλαστών σε 

σχέση µε τα φυσιολογικά λεµφοκύτταρα στα 630nm ποσοτικοποιήθηκε µε τον 

ορισµό της διαφοράς απορρόφησής µεταξύ µήκους κύµατος 545nm και 630nm 

η οποία είναι στατιστικώς σηµαντική µεταξύ των δύο κυτταρικών πληθυσµών 

(p<0.0001).  

 Μέχρι σήµερα η µέτρηση κάποιων µορφολογικών παραµέτρων αλλά 

και παραµέτρων χρώµατος µε βάση χρωµατικά µοντέλα έχουν χρησιµοποιηθεί 

για τη διάκριση κυτταρικών πληθυσµών όταν η µορφολογία µόνη µε το κοινό 

µικροσκόπιο δε βοηθάει τη διάγνωση, εναλλακτικά, από µεθόδους που ήδη 

χρησιµοποιούνται στην κλινική πράξη (ανοσοφαινότυπος, µοριακή βιολογία, 

κυτταρογενετική). Έχει επίσης προταθεί σε πρόσφατη µελέτη ένα σύστηµα 

κατάταξης των διαταραχών των κυττάρων Β-σειράς των ενηλίκων 

χρησιµοποιώντας µορφοµετρικές και µετρήσεις των χρωστικών [190]. 
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Έχουν επιπλέον µελετηθεί τα φασµατικά χαρακτηριστικά κυτταρικών 

πληθυσµών όπως ΧΛΛ [150,191], µη Hodgkin λεµφωµάτων [152], του  

ηπατοκυτταρικού καρκίνου [153], καρκίνου του µαστού [156] και η 

φασµατική απεικόνιση έχει προταθεί ως επιπλέον µέθοδος για τη διάκρισή 

τους αλλά όλες αυτές οι µελέτες έχουν γίνει σε ενήλικες.  

Οι έως τώρα µελέτες σε κυτταρικό επίπεδο µε µεθόδους φασµατικής 

απεικόνισης και υπολογισµού FD έχουν γίνει σε κακοήθη αιµατολογικά 

νοσήµατα και συµπαγείς όγκους ενηλίκων λόγω του µεγάλου αριθµού 

περιστατικών αλλά και της δυσκολίας και της ποικιλοµορφίας που 

παρουσιάζουν οι κακοήθειες στους ενήλικες σε αντίθεση µε της παιδικής 

ηλικίας στη διάγνωση, τη σταδιοποίηση, τη θεραπεία και την πρόγνωση. Τις 

περισσότερες φορές η διάγνωση των κακοηθειών της παιδικής ηλικίας και η 

ταξινόµησή τους σε υποοµάδες είναι ευκολότερη σε σχέση µε των ενηλίκων. 

Στην περίπτωση όµως της ΟΛΛ Β-σειράς και ιδιαίτερα µορφολογίας L1 όπου 

η διάκριση από τα φυσιολογικά ώριµα λεµφοκύτταρα δεν είναι πάντα εύκολη, 

η µέθοδος της φασµατικής απεικόνισης µπορεί να βοηθήσει. Η µέθοδος αυτή 

µπορεί επίσης να χρησιµοποιηθεί για τη µελέτη συµπαγών όγκων της παιδικής 

ηλικίας από µικρά µπλε στρόγγυλα κύτταρα (small blue round cells) που 

προσβάλλουν τα µυελό των οστών όπως νευροβλάστωµα, ραβδοµυοσάρκωµα, 

σάρκωµα Ewing. 

Τα ευρήµατα της µελέτης µας αναδεικνύουν τη φασµατική απεικόνιση 

σε αντίθεση µε τον υπολογισµό της FD, σε µέθοδο που µπορεί να συµβάλλει 

στη διαγνωστική προσσέγγιση µε την καταγραφή και διάκριση των κυττάρων 
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του δείγµατος, ως αντανάκλαση της δοµής του πυρήνα και της οργάνωσης της 

χρωµατίνης. Είναι δυνατόν εποµένως, σε συνδυασµό και µε τις υπάρχουσες 

µεθόδους, να προσδιορίσει ή και να ανιχνεύσει την ύπαρξη λευχαιµικών 

κυττάρων ή ακόµη και το βαθµό διήθησης σε διάφορες φάσεις της θεραπείας 

παιδιών µε οξεία λευχαιµία και κατά την παρακολούθηση τους µετά το τέλος 

της θεραπείας, για τυχόν υποτροπή η οποία σε αρχικά στάδια δεν είναι ορατή 

µε λοιπές συµβατικές µεθόδους. 
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 
       Στη µελέτη αυτή χρησιµοποιήθηκαν οι µέθοδοι υπολογισµού της FD της 

περιµέτρου της κυτταρικής µεµβράνης µε το κοινό µικροσκόπιο, όπως επίσης 

και οι φασµατικές ιδιότητες του πυρήνα τους µε το φασµατικό µικροσκόπιο, σε 

λεµφοβλάστες µορφολογίας L1 παιδιών µε ΟΛΛ και σε φυσιολογικά 

λεµφοκύτταρα παιδιών µε φυσιολογικό µυελό των οστών. Τα κυριότερα 

συµπεράσµατα είναι: 

 
1. Ο προσδιορισµός της FD στη συγκεκριµένη µεγέθυνση (100x) που 

χρησιµοποιήθηκε µε το κοινό µικροσκόπιο κατέστησε δυνατή τη 

διάκριση φυσιολογικών λεµφοκυττάρων από λεµφοβλάστες 

µορφολογίας L1 στην ΟΛΛ της παιδικής ηλικίας. 

2. Παρόλο που οι τιµές της FD των δύο αυτών κυτταρικών πληθυσµών δεν 

έχουν στατιστικώς σηµαντική διαφορά (p=0.19), οι τιµές της FD των 

λεµφοβλαστών βρίσκονται σταθερά µικρότερες από αυτές των 

φυσιολογικών λεµφοκυττάρων. H µικρότερη τιµή FD που παρατηρείται 

υποδηλώνει τη µικρότερου βαθµού πολυπλοκότητα που παρουσιάζει η 

κυτταροπλασµατική µεµβράνη των κακοηθών κυττάρων και 

συγκεκριµένα των λεµφοβλαστών και η οποία αναδεικνύεται ακόµα και 

µε το κοινό µικροσκόπιο. 

3.  Η φασµατική απεικόνιση και τα φασµατικά χαρακτηριστικά των 

πυρήνων των λεµφοβλαστών και φυσιολογικών λεµφοκυττάρων 

µπορούν να αποτελέσουν µέθοδο για τη διάκριση τους. H µέγιστη 
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διαφορά της τιµής που απορροφούν οι δύο κυτταρικοί πληθυσµοί 

παρατηρείται στο µήκος κύµατος  των 630nm µε τους λεµφοβλάστες να 

εµφανίζουν µικρότερη τιµή απορρόφησης σε σχέση µε τα 

λεµφοκύτταρα. 

4. Η µέγιστη τιµή απορρόφησης για τους δύο πληθυσµούς παρατηρείται 

επίσης σε διαφορετικά µήκη κύµατος, 535nm και 545nm για τα 

λεµφοκύτταρα και τους λεµφοβλάστες αντίστοιχα και εποµένως   

5. Οι καµπύλες απορρόφησης των δύο πληθυσµών σε σχέση µε το µήκος 

κύµατος είναι διαφορετικές και η µέγιστη διαφορά παρατηρείται σε 

συγκεκριµένη περιοχή µήκους κύµατος.     
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 
Η οξεία λευχαιµία αποτελεί την πιο συχνή κακοήθεια της παιδικής 

ηλικίας και περίπου στο 80% των περιπτώσεων πρόκειται για οξεία  

λεµφοβλαστική. Σε πολλές περιπτώσεις η µορφολογική διάκριση 

φυσιολογικών λεµφοκυττάρων  και λεµφοβλαστών είναι δυσχερής µε το κοινό 

µικροσκόπιο και η διάκριση και ταξινόµηση γίνεται µε βάση κυτταροχηµικά, 

κυτταρογενετικά χαρακτηριστικά, µοριακά δεδοµένα και ανοσοφαινοτυπική 

ανάλυση. 

Σκοπός της µελέτης αυτής ήταν η διερεύνηση µια νέας µεθόδου 

διάκρισης φυσιολογικών λεµφοκυττάρων και λεµφοβλαστών µορφολογίας L1 

Οξείας Λεµφοβλαστικής Λευχαιµίας (ΟΛΛ) µε τη χρήση της 

Μορφοκλασµατικής ∆ιάστασης (Fractal Dimension FD) και τη φασµατική 

ανάλυση και απεικόνιση. 

 Η FD είναι µια µονάδα µέτρησης που έχει καθιερωθεί και αποδίδει µε 

µεγάλη ακρίβεια την πραγµατική διάσταση αντικειµένων τα οποία είναι πιο 

πολύπλοκα από µία ευθεία ή ένα κύκλο ή ένα κύβο και των οποίων το 

ακανόνιστο σχήµα δε µπορεί να µετρηθεί µε τις αρχές της Ευκλείδειας 

Γεωµετρίας. Οι µετρήσεις της µορφοκλασµατικής διάστασης των 

φυσιολογικών λεµφοκυττάρων και των λεµφοβλαστών µπορούν να συµβάλουν 

στην ακριβή έκφραση της πολυπλοκότητας της κυτταρικής µεµβράνης, του 

ανώµαλου σχήµατος των κυττάρων αυτών και εποµένως της µεταξύ τους 

διάκρισης. 
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  Η εκτίµηση των φασµατικών χαρακτηριστικών απορρόφησης των 

πυρήνων των δύο κυτταρικών πληθυσµών βασίζεται στις αρχές της 

φασµατικής ανάλυσης και απεικόνισης σε σχέση µε µήκη κύµατος και 

αναδεικνύει διαφορές που δεν είναι ορατές µε το κοινό µικροσκόπιο σε στενά 

όρια στα µήκη κύµατος. Το φασµατικό µικροσκόπιο είναι ικανό να  

απεικονίσει  µεγάλο αριθµό φασµατικών περιοχών απορρόφησης  σε κάθε ένα 

ψηφιακό σηµείο  της εικόνας σε µια ευρεία φασµατική περιοχή η οποία 

εκτείνεται από τα 400nm στα 1000nm σε περιοχές του ορατού και του 

υπέρυθρου. 

 Το λογισµικό πρόγραµµα υπολογισµού της FD όπως επίσης και το 

φασµατικό µικροσκόπιο αναπτύχθηκαν από το Ίδρυµα Τεχνολογίας Έρευνας 

Κρήτης, το Τµήµα Ηλεκτρονικής ∆οµής και Laser.   

  Με σκοπό την αντικειµενική εκτίµηση φυσιολογικών λεµφοκυττάρων 

και λεµφοβλαστών  ΟΛΛ  µελετήθηκαν µε  µέτρηση της FD και φασµατική 

ανάλυση,  κύτταρα από επιχρίσµατα µυελού των οστών 40 παιδιών ηλικίας 

από 2-14 ετών (20 παιδιών µε ΟΛΛ µορφολογίας L1 και 20 παιδιών µε  

φυσιολογικό µυελό των οστών) µετά από χρώση µε May-Grunwald-Giemsa 

(MGG) χρωστική.  

Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η διάκριση φυσιολογικών λεµφοκυττάρων 

από λεµφοβλάστες  ΟΛΛ στην παιδική ηλικία δεν είναι εφικτή µε τη µέτρηση 

της FD. Η χρήση κοινού µικροσκοπίου µε 100Χ µεγέθυνση δεν βοήθησε ώστε 

να φανεί η διαφορά του ακανόνιστου του περιγράµµατος  των κυττάρων και 

την ανάδειξη αυτής της διαφοράς µε τη χρήση της µονάδας µέτρησης της 
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µορφοκλασµατικής διάστασης. Πιθανόν η χρήση ηλεκτρονικού µικροσκοπίου 

µπορεί να καταδείξει τις διαφορές των δύο αυτών πληθυσµών κυττάρων µε τη 

χρήση της FD.     

 Τα αποτελέσµατα όµως σε σχέση µε τα φασµατικά χαρακτηριστικά των 

πυρήνων των κυττάρων κατέδειξαν ότι οι λεµφοβλάστες παρουσιάζουν 

στατιστικά σηµαντική διαφορά (p<0.0001) σε σχέση µε τα φυσιολογικά 

λεµφοκύτταρα  στην ανίχνευση, ταυτοποίηση και χαρτογράφηση των 

φασµατικών τους χαρακτηριστικών απορρόφησης στα διάφορα µήκη κύµατος.  

 Αναλυτικότερα η µέγιστη φασµατική απορρόφηση για τα φυσιολογικά 

λεµφοκύτταρα παρατηρήθηκε στα 535nm, για τους λεµφοβλάστες η 

αντίστοιχη  απορρόφηση παρατηρήθηκε στα 545nm. Η µέγιστη δε µεταξύ τους 

διαφοροποίηση καταγράφηκε στα 630nm. 

 Συµπερασµατικά σε αυτή τη µελέτη τα ευρήµατα ανέδειξαν τη 

µεγαλύτερη δυνατότητα της φασµατικής απεικόνισης σε σχέση µε την FD ως 

µεθόδου ικανής να παρέχει πληροφορίες που δεν είναι ορατές µε το κοινό 

µικροσκόπιο και οι οποίες συσχετίζονται µε τη βιοχηµική, λειτουργική και 

δοµική κατάσταση των κυττάρων. 

 Εποµένως,  προτείνεται η εφαρµογή της ως µιας ακόµη µεθόδου για τη 

ταυτοποίηση και ταξινόµηση της ΟΛΛ. 
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SUMMARY 

 

Acute Leukemia is the most common malignancy in childhood and 

approximately 80% of it is lymphoblastic. In many cases the morphological 

distinction of normal lymphocytes from L1 lymphoblasts is difficult using light 

microscopy. The differentiation and classification is mainly based upon 

cytochemical features as well as immunologic, cytogenetic and molecular 

characteristics. 

In this study we evaluated a new method for distinction between normal 

lymphocytes and L1 lymphoblasts of Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) 

namely Fractal Dimension (FD) and spectral analysis and imaging. 

 Fractal geometry is a tool for the characterization of irregularly-shaped 

and complex figures more than a line, a circle or a cube. Thus fractals provide a 

description of forms, wherever Euclidean geometry is unable to describe and 

analyze. Fractal dimension (FD) is correlated with the complexity or the 

irregularity of a structure, so the measurement of FD of normal lymphocytes 

and lymphoblasts can provide the accurate expression of irregularity of cellular 

membrane and the distinction of two cellular populations.   

  The method of spectral imaging has been based upon the knowledge of 

spectral microscope and imaging in order to assess the spectral absorbance 

characteristics of the  blood cells with variant biochemical composition, which 

uptake in a different way the dye on the routine cytological staining. The 

spectral microscope system is capable of performing imaging of absorbance in 
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a variety of spectral bands, in any image spatial point in a wide spectral range 

throughout in both visible and near infrared (NIR) bands from 400nm to 

1000nm. 

 The software for the calculation of FD as well as the spectral 

microscope as well were developed by the Foundation of Science and 

Technology in Crete, the Department of Electronical Structure and Laser. 

   Spectral analysis and FD calculation have been performed in bone 

marrow smears of 40 children aged from 2-14 years old, (20 children with ALL 

and 20 children with normal bone marrow) following staining with May-

Grunwald-Giemsa (MGG) in order to be achieved an objective assessment of 

normal lymphocytes and ALL lymphoblasts. 

 The results showed that the distinction of normal lymphocytes and ALL 

lymphoblasts in childhood is not accurate using the FD calculation. The use of 

light microscope in a 100x magnification did not help in the identification of 

the irregularity of the cellular membrane and the distinction of the two cellular 

populations. The measurement of FD with the use of electron microscope could 

probably reveal to show the differences in the irregularity of the shape. 

  The analysis showed statistically significant difference (p<0.0001) 

between normal lymphocytes and lymphoblasts based upon the detection, 

identification and mapping of their spectral absorbance.   

The wavelengths of 535nm and 545mn corresponded with the maximum 

absorbance for lymphocytes and lymphoblasts respectively. The maximum 

spectral differentiation has been observed at 630nm wavelength. 
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   In conclusion, in this study the results suggest the potential of spectral 

imaging, more than the use of measurement of FD, to provide information that 

is not available with the light microscope and is correlated with the 

biochemical, functional and structural status of the cell. 

Consequently, the application of spectral imaging as an accurate, easy 

method is suggested for differentiation and classification of the blasts in 

childhood ALL especially in the cases where the discrimination is not possible 

with light microscopy and more complex, time consuming and expensive 

methods are applied. 
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