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 Cíl práce 

Předkládaná dizertační práce shrnuje průběh a výsledky výzkumné práce řešící 

problematiku možností autofluorescenční diagnostiky kolorektálního karcinomu.  

Práce vychází a navazuje na grantový projekt Doc. MUDr. L. Horáka, DrSc. 

(školitele předkladatele práce)  - Optická biopsie v diagnostice kolorektální 

rakoviny – IGA ND7581/2003, na kterém se autor přímo podílel jako 

spolupracovník.  Ze stejného grantu byly též hrazeny náklady na experimentální 

část výzkumné práce. 

Vytyčeny byly následující cíle:  

I. ověření možnosti využití autofluorescenčních vlastností normální 

a nádorem změněné tkáně tlustého střeva k jejich diferenciaci, 

II. ověření možnosti využití experimentálně vytvořené přenosné 

měřící sestavy k provedení „optické biopsie“ v průběhu 

operačního výkonu pro kolorektální karcinom. 

Práce byla rozdělena do 3 etap:  

1. laboratorní etapa - ověření fluorescenčních vlastností normální 

a nádorem změněné tkáně tlustého střeva a možnosti využití 

k jejich odlišení 

2. experimentální etapa - ověření funkčnosti experimentálně 

vytvořené přenosné měřící soustavy 

3. klinická etapa - která byla dále rozdělena na 2 podetapy: 

a. ověření reálných diskriminačních možností 

autofluorescenčních charakteristik normální a nádorové 

tkáně pomocí statistického modelu 

b. ověření možnosti využití experimentální sestavy v klinické 

praxi 
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Úvod  

Základním kriteriem úspěšné chirurgické léčby jakéhokoli nádorového 

onemocnění je kompletní odstranění tumorem změněné tkáně. Tato podmínka 

je standardně zajišťována opakovanými, peroperačně prováděnými, 

histologickými vyšetřeními tkáňových vzorků odebraných z rizikových oblastí. 

V případě kolorektálního karcinomu je tímto kritickým místem oblast distální 

resekční linie. Současná metodika tuto oblast, která ve svém delším rozměru 

může dosahovat 40 a více mm, vyšetřuje jen v několika lokalitách, které jsou 

zvoleny na základě, buď patologického makroskopického nálezu, nebo 

náhodným výběrem.  Je zcela zřejmé, že spolehlivost takového vyšetření je 

přinejmenším diskutabilní a eventuelní negativní dopad nerozpoznaného 

nádorového rezidua na další prognózu nemocného je zcela zásadní.  

Toto riziko, které se v současnosti udává kolem 5%(1), lze v zásadě 

minimalizovat dvěma způsoby:  

 neúměrným navýšením vyšetřovaných míst, za cenu výrazného 

prodloužení času potřebného ke zpracování materiálu, a tím 

i operačního času, respektive doby celkové narkózy 

 nebo nalezením a označením rizikových oblastí ještě před vlastním 

histologickým zpracováním.  

K tomuto účelu se jako velmi slibné jeví využití odlišných optických 

vlastností normální a nádorem změněné tkáně(1, 2).  

Diagnostické techniky založené na optické spektroskopii dosáhly 

v současnosti již takové úrovně, že umožňují zkoumat biochemické i morfologické 

vlastnosti tkání. Další bezkonkurenční výhodou je rychlost, neinvazivita 

a možnost kvantitativního i kvalitativního hodnocení(3). 

Klinické aplikace již běžně zahrnují diagnostiku nádorových onemocnění 

v oborech pneumologie(4–8), urologie(9,10) nebo gynekologie(2,4,11) a v poslední 
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době lze v literatuře pozorovat výraznou experimentální aktivitu s reálnou nadějí 

klinického využití během endoskopických vyšetření, jak horní, tak dolní části 

zažívacího traktu(2,3,11-19). 
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1. Kolorektální karcinom 

Kolorektální karcinom je třetí nejčastější nádorové onemocnění lidské populace 

a nejčastější nádor zažívacího traktu(19–24).  

1.1. Epidemiologická data 

Je obecně známo, že Česká republika zaujímá přední místa v mezinárodních 

statistikách incidence kolorektálního karcinomu. Studie Estimates of the cancer 

incidence and mortality in Europe in 2006 řadí ČR na 2. místo v Evropě z pohledu 

mužské a na 5. místo z pohledu ženské populace. V případě mortality je na tom 

Česká republika ještě hůře – muži 2. místo a ženy 3. místo (Epidemiologické 

trendy kolorektálního karcinomu v ČR - příloha  1). Dosadíme-li si za tyto hodnoty 

reálná čísla, pak v ČR je každoročně nově diagnostikováno přibližně 8000 

nemocných s kolorektálním karcinomem a na stejné onemocnění zemře mezi 

4100-4500 pacientů. Prevalence, tedy počet žijících osob, které mají nebo měly 

diagnostikován tento typ nádoru, dosáhla v roce 2007 hodnoty 43 835 osob 

a ve srovnání s rokem 1995 tak vzrostla o 99,6 %(22). Z dlouhodobého hlediska 

jsou zde náznaky, že v incidenci a mortalitě již bylo dosaženo vrcholu a nastupuje 

sestupný trend. Bohužel prevalence a nejenom v České republice stále stoupá 

téměř lineárním způsobem(20,23). S tím souvisí i nadále stoupající celoživotní riziko 

onemocnění, jehož hodnota se v současné době pohybuje kolem 5,9 %. 

Závažným a zatím i stále přetrvávajícím nepříznivým faktorem je záchyt 

onemocnění u nemocných v pokročilém stádium, kdy šance na vyléčení výrazně 

klesá. Dle statistických dat je téměř 50% nově diagnostikovaných onemocnění 

ve 3. a 4. stádiu (Graf  1)(21). 
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Graf 1 - TNM stádia v době záchytu onemocnění 

 

Zdroj: http://www.rektum.cz/res/image/epidemiologie/c18-c20-stadia-zachyt.png 

 

Karcinom rekta, který je předmětem této práce se podílí na incidenci 

kolorektálního karcinomu více jak v 50% (1). 

1.2. Chirurgická léčba 

Primárním krokem úspěšné onkologické léčby kolorektálního karcinomu je 

radikální odstranění postižené části včetně bezpečnostního okraje a spádové 

lymfatické oblasti chirurgickým zákrokem(1, 25).  

Onkologická radikalita je definována na základě 3 principů, které musí být 

striktně dodrženy:  

 proximální princip radikality – odstranění lymfatického povodí 

 laterální princip – odstranění mezorekta 

 distální princip – bezpečná vzdálenost resekční linie  

Historicky, z obavy z intramurálního šíření nádoru, se po desetiletí 

dodržovalo u 3. kriteria pravidlo 5 cm. Nástup nových technologií – staplerových 

technik, které umožnily technické provedení anastomózy i v oblasti pánevního 

dna v těsné blízkosti svěračů, a tím i zachování integrity trávicího traktu 

v případech dříve indikovaných k amputačnímu výkonu, vyvolal potřebu 

http://www.rektum.cz/res/image/epidemiologie/c18-c20-stadia-zachyt.png
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přehodnocení. Četné studie včetně Hildovy(1) prokázaly, že dostatečná bezpečná 

vzdálenost distální resekční linie od makroskopicky patrného tumoru je 1-2 cm  

(vztahuje se na čerstvý, nefixovaný, nenapjatý preparát in situ). Bezpečná, 

ale neznamená jistotu. Jak vyplývá z údajů tabulky č. 1 intramurální šíření 

do vzdálenosti 2 cm od primárního ložiska u T3 nádoru bylo zaznamenáno u více 

jak 11% pacientů. Navíc se nádory nemusí šířit jen z jednoho centrálního ložiska 

(cirkulární nádory), ale existují i ostrůvkové (inzulární) zárodečné fokusy.  

 

Tabulka 1 - Intramurální šíření nádoru podle distálního principu dle Hilda 

 N Celkem (%) ≤ 1 cm (%) ≤ 2 cm (%) ≤ 3 cm (%) 

T1 8 0 0 0 0 

T2 38 0 0 0 0 

T3 128 11,7 8,6 3,1 0 

T4 24 25,0 16,7 8,6 0 

Všechna T 198 10,6 7,6 3,0 0 

 

Další důležitou léčebnou modalitou nádorů rekta ovlivňující výsledek 

chirurgické léčby je i předoperační aktinoterapie. V některých případech 

je indikována za účelem redukce nádorové masy a tím zvýšení šance na radikální 

chirurgický výkon. Standardně je ale indikována u všech rektálních karcinomů 

za účelem snížení lokálních recidiv(1,25,26).  Výhodou předoperačního načasování 

je především vyšší senzitivita způsobená ještě neporušeným cévním zásobením, 

tedy zachycením nádorové tkáně v aktivním „reprodukčním“ cyklu, který 

je radioterapií nejvíce ovlivněn.  

Současná terapeutický protokol nabízí 2 varianty:  

 standardní frakcionovanou terapii nebo  

 akcelerovaný režim.  

V prvém případě je ozáření aplikováno 5x týdně v dávce 1,8 – 2 Gy po dobu 

5 týdnů do celkové dávky 44 – 45 Gy. Operační výkon je pak proveden v časovém 
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odstupu 4 – 6 týdnů. Akcelerovaný režim spočívá v aplikací 5 Gy během 5 dnů. 

Následná toxická reakce ale vyžaduje, aby chirurgický zákrok byl proveden 

do 72 hodin.  

Výsledky klinických studií ale prokázaly snížení lokálních recidiv jen 

u standardního protokolu. Významnější prodloužení celkového přežití 

nemocných nebylo prokázáno ani u jednoho protokolu (1,25-27).  
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2. Fluorescence  

Fluorescencí rozumíme emisi elektromagnetického záření, zejména ve viditelné 

nebo UV části spektra optického záření, které je vyzařováno tkání či jiným 

materiálem při vhodné excitaci. 

Obecně jev emise elektromagnetického záření systémem po jeho excitaci 

nazýváme luminiscencí a podle typu mechanizmu vybuzení rozlišujeme např.: 

 chemiluminiscenci – chemickou reakcí 

 bioluminiscenci – enzymatickou reakcí v živých organizmech 

(svatojánská muška) 

 elektroluminiscenci – elektrickým proudem  

 fotoluminiscenci – světelným zářením 

Fotoluminiscence je asi nejznámějším druhem luminiscence. Rozlišujeme 

dva typy: 

 fluorescenci  

 a fosforescenci. 

Základní odlišností je, že u fluorescence dochází k vyzařování 

elektromagnetického záření okamžitě po excitaci a po „zhasnutí“ excitačního 

zdroje také vzápětí vyhasíná. Naproti tomu u fosforescence je energie získaná 

zářením nejprve „akumulována“ a teprve posléze postupně uvolňována. Je tedy 

patrná různě dlouhou dobu i po ukončení excitace.  

2.1. Historické poznámky 

První zmínka o fluorescenci se objevuje v roce 1565 v knize španělského lékaře 

a botanika Nicoláse Monardese (Historia medicinal de las cosas que se traen de 

nuestras Indias occidentales). Popisuje namodralou opalescenci vody ve které 

bylo vyvařeno dřevo stromu později nazvaného Lignum Nephriticum. Díky 

časnému překladu práce do latiny (1574) tento jev brzo upoutal pozornost 

i dalších badatelů. Jedním z nich byl i Galileo Galilei, který studoval fosforescenci 
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tehdy známého kamene lapis solaris (barium sulfát). George Stokes (obr. 1) 

(1819-1903) zavedl pojem fluorescence a dalšími pokusy potvrdil, že po absorpci 

světla o nižší vlnové délce dochází k emisi světla o vyšší (delší) vlnové délce. 

Tento rozdíl dnes nazýváme Stokesův posun(3,10,19,27–30).  

Definitivní teoretické vysvětlení tohoto jevu 

přinesly objevy až Maxe Plancka (1858-1947) 

a Alberta Einsteina (1879-1955). Prvně jmenovaný 

v r. 1901 demonstroval, že světlo 

(elektromagnetické záření) nemá jen vlnovou 

povahu, ale že jeho emise i absorpce probíhá 

v tz. energetických kvantech neboli paketech, 

a energie takového kvanta záření je úměrná jeho 

frekvenci. Na tuto jeho práci navázal Enstein 

vysvětlením fotoelektrického jevu a jako první 

začal považovat kvanta elektromagnetického 

záření za skutečné částice – fotony. Dále prokázal, 

že pokud je foton absorbován nějakou látkou její 

elektrony se přesouvají na vyšší energetickou úroveň, a tím zvyšují celkovou 

energii látky (molekuly)(31). (Historický přehled - příloha 2) 

2.2. Princip fluorescence 

Fluorescence tkáně je tedy výsledek 3 stupňového procesu, který se vyskytuje 

u určitých látek/molekul  s konjugovanými vazbami (polyaromatických 

uhlovodíků nebo heterocyklických sloučenin), které nazýváme fluorofory1 nebo 

fluorescenčními barvivy.   

                                                      

 

 
1
 v literatuře se lze často chybně setkat s použitím výrazů fluorofor a chromofor jako synonymy.  

Obrázek  1  

Sir Georges Stokes 

 

zdroj:  

http://www.specialtyinterests.net/ch

ampions_of_conditional_immortality.

html 
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První a i přes dodatečné drobné korekce dosud správnou teorii principu 

fluorescence vytvořil polský fyzik Alexandr Jablonsky (1898–1980) v roce 1935.  

Celý proces znázornil pomocí diagramu, který od té doby nese jeho jméno 

(obr 2). 

Jednotlivé fáze jsou:  

 fáze excitace 

 fáze excitovaného stavu  

 fáze fluorescence  

Ve fázi excitace foton o energii 

hνEX je absorbován fluoroforem, 

který přejde do excitovaného stavu  - 

singletového stavu (S1) – jeho jeden 

elektron přeskočí na vyšší 

energetickou hladinu. Excitovaný 

stav typicky trvá pod dobu 1 - 10 ns. Během této doby dochází na fluoroforu 

ke strukturálním změnám a k mnoha dalším interakcím s okolním prostředím, 

které způsobují určité energetické ztráty (vibrační ztráty). Ve třetí fázi fluorofor 

vyzáří jiný foton o energii hvEM a tím se energeticky vrátí do klidového, 

základního stavu S0. V důsledku výše uvedených ztrát v excitovaném materiálu je 

energie tohoto emitovaného fotonu nižší než energie absorbovaného fotonu(30-

34). Vlnová délka emitovaného záření je tedy vždy nižší než excitačního respektive 

absorbovaného záření. Rozdíl v těchto energiích respektive vlnových délkách 

(hvEX - hvEM) se nazývá Stokesův posun (obr.  3) 

                                                                                                                                                 

 

 

 fluorofor – je látka, která po absorpci světelného záření ( energie) je schopna 

tuto energii vydat vyzářením flurescenčního záření  

 chromofor – je látka, která světelné záření pouze pohlcuje 

Obrázek  2 - Jablonského diagram 

 

zdroj:  (32) 
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Molekuly fluoroforů ale mají 

schopnost pohlcovat 

elektromagnetické záření pouze 

určitých vlnových délek. Je to dáno 

tím, že mohou existovat v určitých 

kvantových stavech, které 

charakterizují elektronový systém 

látky. Jestliže má molekula přejít 

ze stavu s nižší energií do stavu 

s energií vyšší, musí absorbovat záření 

o frekvenci v, která právě odpovídá 

rozdílu energií mezi energetickými hladinami Ep a Eq obou kvantových stavů 

podle Bohrovy frekvenční podmínky:  

Rovnice č. 1   E = Ep - Eq = h v = h c/ 

kde c je rychlost světla,  vlnová délka a h Planckova konstanta (6,626*10-34 Js); 

excitovaná hladina je označena indexem p, základní indexem q.  

(Schematické znázornění excitace viz příloha 3.) 

2.3. Optické vlastnosti tkání 

Biologické látky jsou opticky nehomogenní prostředí. Průměrný index lomu 

na rozhranní s okolním prostředním, ale i jednotlivých strukturálních vrstvách, 

mají vždy vyšší hodnotu než je hodnota pro vzduch. Tato skutečnost způsobuje, 

že na jakémkoli prostorovém nebo strukturálním rozhranní je světelný paprsek 

částečně odražen a částečně proniká dále do tkáně (Fresnelův odraz). 

Při průchodu tkání v důsledku přítomnosti chromoforů navíc dochází k jeho 

absorpci. Obě zmíněné fyzikální vlastnosti se výrazně podílejí na šíření, průniku, 

ale hlavě poklesu intenzity pronikajícího excitačního světelného svazku(35). 

Obrázek 3 - Stokesův posun 

 

zdroj: 

http://www.piercenet.com/media/Stokes-

shift-675px.jpg 
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Z hlediska optiky můžeme biologické tkáně rozdělit do dvou významných skupin: 

 slabě rozptylující (transparentní) tkáně a kapaliny  

 silně rozptylující neprůhledné (turbidní) tkáně a kapaliny 

 

První skupinu představují tkáně, jako jsou rohovka, či oční čočka. Jejich 

optické vlastnosti mohou být popsány pomocí prostého rozptylu 

v organizovaném izotropním či anizotropním prostřední, kde rozptylující centra 

jsou v podstatě absorpční centra.  

Druhou skupinu tvoří např.: kůže, mozek, cévní stěny, krev, lymfa, ale také 

střevní stěna. Optické vlastnosti této skupiny se popisují pomocí 

mnohonásobného rozptylu skalárních či vektorových vln v náhodně 

nehomogenním absorpčním prostření (Monte Carlo model)(5,19,36).  

Vystavíme-li tedy materiál, respektive biologickou tkáň, světelnému záření, 

dochází k následujícím interakcím (obr. 4) :  

 odrazu 

 lomu 

 absorpci 

 a rozptylu 

které popisujeme následujícími fyzikálními veličinami:  

 absorpčním koeficientem – a  [mm-1] 

 rozptylovým koeficientem – s [mm-1] 

 indexem lomu – n 

 fázovým posunem (funkcí) –   

V tkáňové optice je absorpční a rozptylový koeficient obvykle měřen 

na ultratenkých řezech za účelem minimalizace příspěvku opakované (vícečetné) 

difůze.  

Index lomu n je definován jako poměr rychlosti světla ve vakuu a v tkáni.  
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Fázový posun (funkce)  (s’,s) popisuje pravděpodobnost, že foton bude 

odchýlen z původního směru s’ do směru s.  

 

Tyto proměnné zásadně ovlivňují, jak excitační záření, tak i emitované 

záření – vlastní fluorescenci a jsou funkcí vlnové délky.   

Světelné paprsky z oblasti UV a viditelné části spektra (< 700 nm) pronikají 

pouze do vzdálenosti několika mikronů, maximálně 1 milimetru. Naproti tomu 

vlnové délky z intervalu 700 – 900 nm mohou proniknout do hloubky i několika 

centimetrů(35).  

Rozptyl a absorpce světelného paprsku v tkáních je závislá na koncentraci 

a distribuci nefluorescentních absorbujících či rozptylujících částic (molekul) 

v jednotlivých strukturálních vrstvách. Obě tyto veličiny vykazují stejnou závislost 

na vlnové délce, tedy klesají směrem od modrého k červenému světlu. 

Obrázek 4 - Optické vlastnosti tkání 

 

zdroj:(35) 
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Hlavním  absorberem (chromoforem) v lidské tkáni je hemoglobin 

a β karoten, který je ve výrazném množství přítomen v tukové tkáni (37). 

2.4. Tkáňová fluorescence 

Jak již bylo zmíněno, fluorescence je schopnost emise vlastního světelného záření 

tkání. Všechny biologické tkáně mimo nekrotické tkáně, která neobsahuje 

fluorofory(27) emitují fluorescenci, pokud jsou vystaveny viditelnému nebo UV 

záření. 

Možnosti rozlišení normální a nádorové tkáně jsou zmiňovány 

a verifikovány četnými pracemi. Nejčastěji jsou tyto změny připisovány odlišné 

strukturální stavbě a metabolickému stavu(3,6,14,15,17,38-42), nicméně přesné příčiny 

dosud spolehlivě objasněny nebyly.  

To že fluorescence umožňuje rozlišení biologických tkání eventuelně 

i jednotlivých strukturálních vrstev je zajištěno následujícími vlastnostmi:  

a. každý fluorofor má svoje jedinečné excitační i emisní spektrum 

(viz příloha 5 – emisní a excitační spektrum – podle (34) ) 

b. každý tkáňový vzorek obsahuje směs mnoha fluoroforů v různých 

koncentracích 

c. fluorofory jsou ve tkáních rozmístěny nestejnoměrně  

Při nádorové přestavbě tkáně dochází ke strukturálním i metabolickým 

změnám, které se pak projeví i ve spektroskopickém obraze.   

Základní odlišnosti mezi normální a nádorovou tkání:  

1. koncentrace fluoroforů a prostorová distribuce 

2. metabolický stav tkáně ( NADH je fluorescentní pouze pokud se 

vyskytuje v redukované formě) 

3. biochemické a biofyzikální vlastnosti 

4. strukturální změny (zesílení vrstvy např. mukózy nebo její ztráta) 
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5. koncentrace a distribuce choromoforů – látek, které excitační 

záření pouze pohlcují a tím oslabují, jak excitační, tak emisní 

záření (hemoglobin) 

Bylo prokázáno, že fluorofory se vyskytují v různých koncentracích(17) 

ve všech strukturálních vrstvách zažívacího traktu(3,10) v celém jeho průběhu 

včetně rekta.  Strukturální změny, ke kterým dochází při přestavbě na nádorovou 

tkáň, se manifestují, buď změnou tvaru spektrální křivky nebo odlišnou  

intenzitou emitovaného signálu ve srovnání s normální (původní) tkání(10,17,19,43, 

44). 

2.4.1. Historické poznámky 

První pokusy využití tkáňové autofluorescence provedl 1924 

A. Policard(3,10,19,27 30,45), který pozoroval červené fluorescenční záření při 

mikroskopickém zkoumání myšího sarkomu pod ultrafialovým zářením.  Tehdy 

byl tento jev připisován účinkům bakterií na prekursory protoporfyrinu (Ghadially 

a kol. (3)).  

Vývojovým zlomem byl rok 1965, kdy Lycette a kol. navrhl, a posléze 

i otestoval, využití emitovaného fluorescenčního spektra k odlišení normální 

a nádorové tkáně, konkrétně jícnu, žaludku, prsu a štítné žlázy. Tkáňové vzorky 

ozařoval světlem o vlnové délce 330 nm. Jako odpověď získal fluorescenční 

záření v rozsahu 360 – 600 nm a vyslovil hypotézu, že nádorová tkáň vždy 

vyzařuje fluorescencí o kratší vlnové délce než normální zdravá tkáň(3) . 

Další klíčové pionýrské práce zkoumající fluorescenční vlastnosti zvířecích 

a lidských tkání byly po té  provedeny v 70. a 80. letech týmy kolem A.E. Profia, 

D.R. Dirona, R.R. Alfana, W. Lohmanna a Y. Yanga(3). 90. léta přinesla již první 

klinické aplikace těchto výzkumů.   

2.4.2. Fluorofory 

Fluorofory rozdělujeme do 3 skupin(11, 18,30,34,40) na:  
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 endogenní – které jsou zodpovědné za přirozenou tkáňovou 

fluorescenci (autofluorescenci) 

 endogenně syntetizované – vytvářené tkání po dodání prekursoru – 

typickým příkladem je protoporphyrin IX, který se po dodání kyseliny 

aminolevulové je schopen výrazné fluorescence 

 exogenní - fluorofory dodané přímo do organizmu jako exogenní látka. 

Tyto látky většinou obsahují fluorescein, indocyaninovou zeleň nebo 

látky, které se využívají ke zvýšení fotosenzitivity tkání v rámci 

fotodynamické léčby (FDT) jako například deriváty hematoporfyrinu 

nebo mTHPC (tetra(m-hydroxyphenyl)chlorin) 

Endogenní 

V lidské tkáni se fluorofory vyskytují ve strukturální matrix nebo jsou součástí 

buněčných metabolických procesů.  

Hlavními zástupci fluoroforů přítomných v buněčné struktuře jsou kolagen 

a elastin.  

 kolagen – je hlavní strukturální složkou přítomnou v téměř všech 

tkáních zajišťující mezibuněčnou vazbu.  

Excitační maximum  – 325 nm, emisní maximum – 400 nm. 

 elastin – je základní složkou elastických vláken a nachází se ve většině 

pojivových tkání společně s kolagenem a polysacharidy.  

Excitační maximum -  320 nm, emisní – 405 nm. 

U obou těchto zástupců je fluorescence výsledkem zkřížených vazeb mezi 

aminokyselinami (hydroxylysyl pyridolin a lysyl pyridolin – kolagen a triamino 

pyridin – elastin).  

Druhou skupinu tvoří aminokyseliny s aromatickým postranním řetězcem - 

tryptofan a tyrosin – které jsou základní strukturální jednotkou bílkovin. 

Excitační maximum je v rozmezí 280 – 295 nm.  Při vyšších vlnových délkách si 

pouze tryptofan zachovává fluorescenční schopnost. Zajímavostí je poměrně 

častý energetický transfer tryptofan > tyrosin(3). 
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Třetí skupinu tvoří koenzymy metabolických reakcí, které např. zastupují 

nikotinamid adenin dinucleotid (NADH) a flaviny.  

Posledním důležitým zástupcem je porfyrin, stavební složka při syntéze 

hemu. Porfyriny emitují fluorescenční záření v červené části viditelného spektra 

s vrcholy na 630 a 690 nm při excitaci modrým světlem v rozsahu 400 – 450 nm. 

Intenzita fluorescence je závislá na pH prostředí(34). 

Díky přítomnosti aromatických aminokyselin mají fluorescenční schopnosti 

i lipopigmenty (ceroidy a lipofuscin), které jsou konečným produktem lipidového 

metabolizmu.  

(Tabulka endogenních fuloroforů – příloha 4) 

(Absorpční a emisní spektra tkáňových fluoroforů – příloha 5) 

Endogenně syntetizované  

Jednou z cest, které vedou ke zvýšení „fluorescenčního“ kontrastu mezi normální 

zdravou a nádorem postiženou tkání, je podání látek, které zvyšují emisní aktivitu 

fluoroforů, tz. fluorescenční prekurzory.  

Nejznámějším prekurzorem je 5-aminolevulová kyselina (ALA), která 

je běžnou součástí všech buněk lidského organizmu mimo erytrocytů. ALA 

je mezičlánkem při syntéze hemu a podílí se na syntéze vysokofluorescenčního 

Protoporfyrinu IX (PPIX) (metabolická kaskáda syntézy hemu - viz příloha 6). Její 

zvýšená nabídka obchází řídící zpětnou vazbu, a tak způsobuje zvýšenou tvorbu 

i akumulaci PPIX v tkáních. Intenzivní metabolizmus nádorové tkáně, včetně 

raných stádií(34), pak dále vytváří podmínky i pro zvýšenou akumulacii PPIX, a tím 

vyšší fluorescenční odpověď.  

Bohužel většímu rozšíření použití brání následující negativa: 

 výrazná cena prekursou 

 výrazná individuální i tkáňová variabilita distribuce a resorpce 

vyžadující podání množství látky hraničící s toxicitou 
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 nutnost zachování exaktního intervalu mezi aplikací a vlastním 

měřením 

 odlišný nástup aktivity s ohledem na metabolický obrat( „turn over“) 

 rychlý photobleaching – pokles autofluoresceční aktivity při déle 

trvající stimulaci  

V současnosti se jako mnohem perspektivnější jeví využítí ALA  

při fotodynamické terapii nádorů, než při vlastní diagnostice(9, 13–16, 18, 34, 47, 48).  

Exogenní 

Většina exogenních fluoroforů byla primárně vyvinuta jako fotosenzitizery 

pro fotodynamickou terapii. Nejčastěji se jedná o deriváty hematoporfyrinu 

(HpD). Tyto látky silně absorbují v modré části světelného spektra s vrcholem na 

635 nm s následnou emisí mezi 625 – 675 nm. Bohužel na tyto látky se vztahují 

stejná negativa jako na výše uvedený prekurzor ALA.  

2.5. Způsoby analýzy – měření fluorescence 

Autofluorescenční analýza tkáně je založena na měření fluorescence generované 

endogenními fluorofory tkáně a jsou vyhodnocovány následující vlastnosti 

emitovaného záření( 3,10,17-19, 43, 44,  49):  

 intenzita fluorescenčního záření  

 spektrální rozložení fluorescenčního záření 

 doba dohasínání (časově rozlišená fluorescence) 

 nebo kombinace výše uvedených 

Výše uvedené parametry lze vyhodnocovat buď pro: 

 jednu konkrétní vlnovou délku  

 nebo v celém rozsahu měřeného spektra,  

a dále  

 v jediném bodě testovaného vzorku 

 nebo na jeho celé nebo omezené ploše. 
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Bodová analýza(3,10,14,15,18) umožňuje pouze matematickou nebo grafickou 

prezentaci získaných dat (hodnota, graf) na rozdíl od analýzy plošného 

obrazu(3,9,10,14,15,18,44,48), kdy výstupem může být i názorná obrazová informace.  

Každá z výše uvedených možností má své výhody a nevýhody. Vyžaduje ale 

zcela odlišný typ technického vybavení. (Obrazové srovnání výše uvedených 

metod – viz příloha 7) 

Ideálním řešením je kombinace. Plošnou analýzou vytipovat rizikové oblasti 

a ty dále cíleně otestovat.    
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3. Technické vybavení 

Základní měřící sestava umožňující analýzu autofluorescenčních vlastností 

biologické tkáně vyžaduje použití následujících komponentů:  

 zdroj excitačního světelného záření 

 optický transportní systém světelného excitačního i emitovaného 

záření 

 zařízení pro spektrální analýzu emitovaného záření 

3.1. Zdroje excitačního světelného záření 

Zdroje optického záření jsou objekty, v nichž dochází k přeměně různých forem 

energie na energii elektromagnetického záření v optické oblasti 

elektromagnetického spektra.  

Existují přirozené a umělé zdroje záření.  

Mezi přirozené patří slunce, atmosférické výboje a luminiscenční objekty 

rostlinného nebo živočišného původu.  

Umělé zdroje se dělí na  

 tepelné  

 a luminiscenční (luminofory, luminiscenční diody, laserové diody, 

plynové lasery)  

a podle vlastností záření na  

 koherentní (lasery)  

 a nekoherentní (spontánní záření s chaoticky měnící se fází). 

V rámci výzkumného projektu byly použity 2 zdroje záření - laserové a LED 

(Light Emitting Diode).  
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3.1.1. Laserové zdroje excitačního záření 

Slovo “LASER" je akronymem anglického názvu Light Amplification by Stimulated 

Emision of Radiation což znamená „zesilování světla stimulovanou emisí záření“.  

Definice popisuje LASER jako kvantový generátor a zesilovač koherentního 

(vnitřně uspořádaného, sfázovaného) optického záření, který vyniká extrémní 

monochromatičností (tj. všechny fotony tohoto záření mají stejnou barvu, 

respektive vlnovou délku či frekvenci), nízkou rozbíhavostí (divergencí) svazku 

(všechny fotony laserového záření se pohybují stejným směrem) a vysokou 

hustotou přenášeného výkonu či energie(10,42,47,50-55).  

Od teoretické předpovědi stimulované emise elektromagnetického záření 

v r. 1917 A. Einsteinem do vytvoření prvního funkčního přístroje uběhlo pouze 

43 let.  

Za objev laseru, který je tak významný, že jej lze srovnávat s největšími 

objevy v historii lidstva, se v roce 1964 podělil americký fyzik Charles Hard 

Townes o Nobelovu cenu se dvěma ruskými fyziky, Nikolajem Gennadijevičem 

Bassovem a Alexandrem Nikolajevičem Prochorovem (obr 5). 

Základním principem funkce je kvantová povaha elektronového systému 

aktivního prostředí i světla. Dodáním energie do aktivního prostředí se vybudí 

elektrony a ty se přesunou na vyšší energetickou hladinu. Při zpětném přesunu 

Obrázek 5 - Laureáti Nobolovy ceny za objev laseru 1964 

 

zdroj: http://www.odbornecasopisy.cz/index.php?id_document=23208 

 

http://www.odbornecasopisy.cz/index.php?id_document=23208
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elektronu na nižší energetickou hladinu dojde k vyzáření fotonu. Vhodným 

umístěním odrazových zrcadel v rezonátoru dochází ke stimulované emisi, 

vyzářený foton vyráží další elektrony z vyšší energetické hladiny do nižší, čímž se 

vyzařují další fotony. Množství vyzářených fotonů exponenciálně roste. Výsledný 

paprsek opouští laser polopropustným zrcadlem(obr. 6).  

Zrcadla laserů (jedno propustné a druhé polopropustné) tvoří tz. rezonátor. 

Podle aktivního prostřední rozlišujeme čtyři základní typy laserů – plynové, 

pevnolátkové, plovodičové známější jako laserové diody a vláknové lasery 

(optická vlákna dotovaná vhodnými ionty vzácných zemin).  

 

Hlavní přednosti Laseru pro využití v medicíně jsou:  

 laserové záření lze koncentrovat do nepatrného bodu s minimálním 

postižením okolní tkáně 

 vhodnou regulací výkonu, hustoty energie, vlnové délky a doby 

působení lze velmi dobře regulovat účinek a hloubku penetrace 

do tkání 

 díky snadnému vedení pomocí flexibilní nebo i rigidní optické soustavy 

lze přenést laserovou energii i do obtížně přístupných oblastí 

(endoskopie) 

Obrázek 6 - princip laseru 

 

zdroj: (53) 
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Obrázek 7 - Schema LED diody 

 

 

zdroj: (51) 

3.1.2. LED zdroj  

LED diody jsou elektronické 

polovodičové součástky vyzařující 

nekoherentní světlo s relativně úzkým 

spektrem(51, 52, 54). Tento jev je způsoben 

elektroluminiscencí. Pásmo spektra 

záření diody je závislé na chemickém 

složení použitého polovodiče a může 

pokrýt celé pásmo viditelného a část 

infračerveného spektra.   

První LED dioda byla vyvinuta 

v šedesátých letech 20. století.  

Pro svoje unikátní vlastnosti : 

 pracují s poměrně malými hodnotami proudu a napětí. Při 1W energie 

generují více světla než jiné zdroje světla (nejmodernější přes 300 

Lm/W) 

 mohou vyzařovat světlo v požadované barvě – světelném spektrálním 

intervalu 

 v režimu „stmívání“ nemění barvu při snížení napájecího proudu. 

 jsou velmi dobře odolné mechanickému poškození 

 rychlý start na 100% výkonu 

 extrémně vysoká životnost 

nachází stále větší jak vědecké, tak průmyslové uplatnění.  

3.2. Optický transportní systém   

Přenos excitačního i emitovaného záření je zajišťován optickou soustavou. 

V laboratorních podmínkách se ke směřování a fokusaci paprsku využívá pevných 

optických prvků (zrcadel, hranolů, čoček). V průmyslovém, ale i klinickém využití 
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vyžadující výrazně větší prostorovou i tvarovou flexibilitu se uplatňují optická 

vlákna (obr č. 8)(8,18,51, 52,,55- 58).  

Základní odlišností 

od přenosu elektrického 

signálu je, že nositelem 

optického signálu jsou fotony, 

které na rozdíl od galvanických 

vazeb a elektricky nabitých 

elektronů na sebe nepůsobí, 

a tím na spojích nevznikají 

elektrická a magnetická pole, která jsou příčinou rušivých signálů(56).  

Princip přenosu je založen na odrazu světelného paprsku na rozhraní dvou 

materiálů s rozdílným indexem lomu. Jeden z materiálů tvoří jádro s indexem 

lomu n1, které je obklopeno pláštěm o indexu lomu n2. Jako jádro se nejčastěji 

používá křemenné, skleněné nebo plastové vlákno. Pro zvolené materiály musí 

platit že n1 > n2. Na takto vytvořeném optickém rozhraní poté dochází 

k totálnímu odrazu paprsku, čímž dochází k jeho šíření optickým vláknem 

(vlnovodem) (57).  

Průchod světla světlovodem je ovlivněn disperzí, která omezuje 

přenosovou rychlost optického spoje. Průměr optických vláken se pohybuje 

od jednotek po stovky µm. Optická vlákna mají velmi malé ztráty a umožňují vést 

světlo i na vzdálenost několika kilometrů.  

Podle konstrukce dělíme vlákna na:  

  jednovidová 

 a mnohovidová.  

Jednovidová vlákna mají velmi malý průměr a signál, který je jimi vedený, je 

tvořen jedním světelným módem - videm.  

Obrázek  8 - Schéma optického vlákna 

 

zdroj: (57) 
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Na rozdíl od mnohavidového vlákna (obr. 9), kde signál je tvořen zářením 

složeném z několika paprskových vidů. Tyto vidy se podle úhlu vstupu do vlákna 

odráží od obalu pod různým úhlem a díky tomu k detektoru dorazí s různým 

časovým zpožděním. Dochází k tz. vidové disperzi, která může způsobit zkreslení 

signálu. Toto zkreslení narůstá s délkou vlákna. Z tohoto důvodu se používají 

pouze k přenosu informace do vzdálenosti 2 km.  

 

3.3. Nástroje pro analýzu emitovaného záření 

Základní podmínkou analýzy získaného fluorescenčního záření je převedení 

optického výkonu na výkon elektrický pomocí optického detektoru. Jako detektor 

se používají optoelektronické součástky, které jsou založeny na interakci 

optického záření s elektricky nabitými částicemi v polovodičích.  

Podle typu mechanizmu převodu detektory dělíme na: 

 fotovodivostní – kdy dopadající záření generuje v polovodiči volné 

nosiče náboje a ty zvyšují měrnou vodivost polovodiče (tz. – vnitřní 

fotoelektrický jev) – fotorezistor 

 fotovoltaické – kdy dopadající záření generuje napětí na elektrodách 

(PN přechodu) - fotodioda 

 fotoemisní – dopadající záření způsobuje emisi elektronů do volného 

prostoru (tz. vnější fotoelektrický jev) – fotonásobiče – používané 

především k detekci velmi slabých světelných toků.  

Nejedná se již o polovodičový prvek, ale o vakuovou elektronku. Její 

Obrázek 9 - mnohovidové vlákno 

 

zdroj: upraveno podle (57) 
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funkce je založena na Einseinově fotoefektu, kdy elektron emitovaný 

fotoemisí z fotokatody je přitahován k první dynodě d1, kde při 

dopadu vyrazí δ sekundárních elektronů, přitahovaných k následující 

dynodě  d2. Postupně vzrůstá počet emitovaných elektronů 

geometrickou řadou. Signál z fotonásobiče lze registrovat jako proud 

tekoucí v obvodu anody nebo jako napětí vzniklé na zatěžovacím 

odporu zapojeném mezi kladným pólem zdroje a anodou.  

Detektor vždy pokrývá (je citlivý na) pouze určitou část optického 

spektra v závislosti na použitém polovodičovém materiálu. Pro měření 

spektrální závislosti fluorescence je třeba nejprve vhodným optickým 

dispersním elementem rozložit studované záření na jednotlivé vlnové 

délky. Nejjednodušším dispersním elementem je optický hranol. Pro 

přesnější úhlový rozklad světla je však třeba použít difrakční mřížku. 

Zařízení umožňující měření spektrální závislosti emitovaného záření se 

nazývá spektrometr. Ve spektrometru s pohyblivou mřížkou (monochromátor) se 

do pevné výstupní štěrbiny s detektorem postupně (v čase) dostává vždy pouze 

jedna vlnová délka z měřeného spektra – v závislosti na poloze mřížky. Přesné 

proměření potřebného spektrálního intervalu tedy vyžaduje čas potřebný 

k pomalému otáčení mřížky a integraci signálu v každé poloze (vlnové délce). 

Monochromátor je velmi vhodný nástroj pro laboratorní využití ne však pro 

klinickou praxi. 

Pro klinické experimenty je 

vhodné použít spektrometr 

(obr. 10) s pevnou mřížkou 

a konektorem pro připojení 

optického vlákna. V tomto 

případě však nestačí jeden 

detektor, ale musí být k dispozici 

detekční systém s velkým 

množstvím stejných detekčních elementů, obvykle v lineárním uspořádání – tzv. 

Obrázek  10 - spektrometr 

 

zdroj: www.avantes.com 
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diodové pole. Diodové pole je ve spektrometru vhodně umístěno vzhledem 

k pevné mřížce, aby byla pokryta celá úhlová výseč záření z mřížky. Každý 

element diodového pole pak detekuje pouze jednu vlnovou délku (respektive Δ) 

a čas, potřebný k měření spektra, je velmi krátký – daný pouze odezvou 

detektoru a zpracováním signálu. Pro měření v UV a viditelné oblasti spektra se 

využívají CCD elementy (na bízi Si) a pro IČ oblast spektra polovodičové diody na 

bázy InGaAs. Počet prvků v diodovém poli je obvykle 1024 nebo 2048. 

Při měření je vstupující analyzovaný světelný paprsek nejprve přiveden 

na kolimátor, odkud je pak veden na difrakční mřížku, kde je rozložen 

na jednotlivé vlnové délky a poté nasměrován na optický detektor CCD typu. 

Získané hodnoty intenzity záření a příslušné vlnové délce  jsou pak uloženy 

na záznamové zařízení a/nebo v reálném čase zobrazeny na displeji.  



Kapitola Materiál a metodika 

 

 

 37 

 

 

4. Materiál a metodika 

Práce vychází a navazuje na grantové projekty Doc. MUDr. L. Horáka,  DrSc., 

školitele předkladatele práce: 

1. LED diodové světelné zdroje pro rigidní endoskopii č. projektu - FF-

2P/116 (2003-2005)  

2. Optická biopsie v diagnostice kolorektální rakoviny - ND7581/2003 - 

2005  

Na řešení 2. projektu se autor přímo podílel jako spolupracovník.  

Řešení výzkumného projektu bylo rozděleno do několika etap i s ohledem 

na postup prací na grantových projektech.  

I. etapa - laboratorní ověření – byly experimentálně ověřeny 

fluorescenční charakteristiky normální a nádorové tkáně 

kolorektálního karcinomu pomocí plynného Ar (argonového) laseru. 

K měření byl využit fotoluminiscenční spektrometr v Ústavu 

radiotechniky a elektroniky AVČR (od roku 2007 přejmenovaný 

na Ústav fotoniky a elektroniky AV ČR, v.v.i).  

II. etapa - experimentální testování – byla zaměřena na ověření funkce 

a možnosti klinického využití experimentálně vytvořené, přenosné 

sestavy sestávající ze světelného zdroje na bázi nekoherentní LED 

diody, dvouvláknového přenosného systému světelného záření 

a přenosného spektrálního analyzátoru Avantes.   

III. etapa - klinické testování  – byla dále rozdělena na další 2 podetapy.  

1. ověření a statistické zhodnocení diskriminačních možností 

autofulorescenčních charakteristik získaných při měření v reálném 

prostředí  

2. vlastní klinické testování experimentální měřící sestavy  
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4.1. První etapa – laboratorní ověření 

Cílem této etapy bylo ověření literárně popisovaných autofluorescenčních 

vlastností nádorové tkáně - kolorektálního karcinomu.  Experimentální měření 

probíhala v laboratoři Ústavu fotoniky a elektroniky Akademie věd ČR.  

4.1.1. Technické vybavení  

Jako světelný zdroj byl použit argonový laser (ArL) poskytující koherentní záření 

na vlnové délce 488 nm a 514,5 nm a HE-Ne laser o světelném paprsku vlnové 

délky 632,8 nm. Excitační i emitovaný paprsek byl od zdroje a do laboratorního 

spektrometru veden pevnými optickými prvky (zrcadla, čočky). Fotoluminiscenční 

spektrometr je vybaven monochromátorem s pohyblivou mřížkou.  

Na stejném zařízení byl po té testován i flexibilní systém vedení exciačního 

i emitovaného záření - pomocí světlovodných vláken. Bylo použito světlovodné 

vlákno o průměru 600 μm nízkých optických ztrát s dvojím povlakem. Optická 

funkce  byla zajištěna vnitřním pláštěm z polysiloxanového polymeru o indexu 

lomu ~1,44. Zevní plášť z UV vytvrditelného akrylátu dodal velmi dobrou ochranu 

a mechanické vlastnosti.  

4.1.2. Metodika a provedení 

V této fázi bylo provedeno 10 měření s tkáňovými bloky o velikosti cca 10x10 

mm. Vzorky byly odebrány od 10 ti náhodně vybraných, operovaných nemocných 

pro kolorektální karcinom. Odběr byl proveden po dohodě s patologem tak, aby 

nedošlo k znehodnocení preparátu, a tím i možnému zkreslení hodnocení 

definitivního histologického nálezu. Materiál byl přepravován v chladicích boxech 

při teplotě 5°C. Doba přepravy byla v rozmezí 40 - 60 minut.  

S každým vzorkem bylo provedeno 5 měření a hodnoty byly posléze 

průměrovány.  
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4.1.3. Výsledky 

Získané hodnoty potvrdily možnost rozlišení normální a nádorové tkáně jak po 

kvalitativní stránce - změnou spektrální křivky, tak i po kvantitativní stránce - 

změnou intenzity autofluorescenčního záření ve vybraných vlnových délkách. 

Při excitaci pomocí He-Ne laseru jsme pozorovali příspěvek o hodnotě cca 

30 a.u. prakticky v celém měřeném intervalu s maximem mezi 670 – 700 nm, což 

odpovídá fluorescenčnímu spektru porfyrinů. Normální tkáň nevykazovala téměř 

žádnou aktivitu (obr.11).  

V případě použití Ar laseru se diskriminační hodnoty intenzit pohybovaly 

pouze v řádu jednotek. Většinou byly změny pouze v intenzitě (příloha 8. obr. A). 

Pouze ojediněle jsme získali vyšší příspěvek u nádorové tkáně na vlnové délce 

630 nm (odpovídající porfyrinům (příloha 8 obr. B).  

Srovnání naměřených hodnot v této iniciální fázi projektu s hodnotami, 

které jsme získali při měření na nativním preparátu v pozdějších etapách 

projektu, zcela jasně prokázalo, že poměrně dlouhý interval transportu 

v chladicím boxu měl velmi nepříznivý a možná i zkreslující vliv na hodnoty 

fluorescence.  

Obrázek 11 - měření HeNe laser 
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4.2. Druhá etapa - experimentální ověření 

Tato etapa byla zaměřena na ověření funkce a možnosti klinického využití 

experimentálně vytvořené, přenosné sestavy sestávající se ze světelného zdroje 

na bázi nekoherentní LED diody, dvouvláknového přenosného systému 

světelného záření a přenosného analyzátoru Avantec.  

4.2.1. Technické vybavení a provedení  

Experimentální měřící sestava (obr. č. 12) byla složena ze zdroje excitačního 

záření vybaveného modrou polovodičovou diodou, optického vlákna zajišťujícího 

přenos excitačního i emitovaného optického svazku a optického analyzátoru 

(foto sestavy – příloha 9).  

Jako zdroj excitačního záření byla použita polovodičová nekoherentní 

elektro-luminiscenční dioda emitující v pásu 450 nm (modré světelné spektrum) 

s parametry - výkon 5W / spektrální rozptyl 430 - 470 nm / pulzní mód – 

s frekvencí 1kHz rozdělením účinku H400µs/L600µs. Účinnost a možnosti využití 

tohoto zdroje byly experimentálně ověřeny v práci Zavadila(52) a Horáka (55).  

Světelný zdroj byl vyvinut v rámci grantového projektu školitele autora - 

Doc. L. Horáka (FF-P2/116). Nelze zastřít, že při volbě zdroje excitačního záření 

bylo hlavním kritériem ekonomické hledisko, které bohužel převážilo nad 

Obrázek 12 - Experimentální měřící sestava 

 

1. řídící jednota (notebook) 

2. optický spektrometr 

3. světelný zdroj 

4. optické vlákno 

5. měřící koncovka  
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funkčním. Výhodnější by bylo použití laserové diody, ale její cena byla nad rámec 

finančních možností gratové podpory.  

Použití výše uvedeného zdroje bohužel přineslo ztrátu možnosti využití 

k analytickým účelům, značné části viditelného spektra. Ztráta je o to závažnější, 

že charakteristická excitační i autofluoresceční spektra většiny přirozených 

biologických fluoroforů přítomných v kolonické tkáni jsou mimo, respektive pod 

dolní hranicí testovaného spektrálního pásu.  

Přenos excitačního svazku a vedení získaného signálu k detektoru bylo 

zajištěno optickým vláknovým systémem sestávajícím se ze dvou vláken s třemi 

terminály. Použili jsme speciální polymerizované vlákno o průměru 600µm, 

nízkých optických ztrát a s dvojím povlakem.  Ke zdroji a k analyzátoru bylo 

optické vlákno připojeno přes vhodný optický konektor. Vyšetřovací hrot 

(obr. 13) o průměru 1,2 mm zajišťující jak vlastní dodávku excitačního záření, tak 

sběr fluorescence, byl kryt plastovou manžetou 

překrývající jeho konec o 1 mm. Tím byla 

zajištěna standardní vzdálenost od měřené 

tkáně a minimalizován vliv okolního světelného 

šumu. Kontaktní způsob měření popisovaný také 

jinými autory(3) se nám opakovaně neosvědčil 

pro časté znečištění snímací plochy a následné 

výrazné zkreslení naměřených hodnot.  

Jako analyzátor byl použit optický 

spektrometr typu AvaSpec-248, který je tvořen 

sestavou AvaBench-75-2048 s difrakční mřížkou 

VB pracující ve spektrální oblasti 360 – 1000 nm 

a elektronické řídící desky AS 161 Board for 

AvaBench-75-2048  od firmy Avantes. Septromer je vybaven optickým 

konektorem pro připojení optického vlákna a lineárním CCD detektorem. 

Ovládání spektrometru a sběr naměřených dat je zajištěno řídícím notebookem 

Obrázek 13 - schéma 

koncovky 
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připojeným přes USB port.  Software - AvaSoft© v. 6.1 fy Avantes dodávaný se 

spektrometrem.  

Sestava byla ještě doplněna o LP (longpass) filtr(3), který byl umístěn před 

spektrometr. Použití tohoto nového prvku bylo opět vynuceno zvoleným 

světelným zdrojem.  Nekoherentní LED světelný zdroj vydává světelný paprsek 

proměnlivé vlnové délky ve výše definovaném spektru. Tento světelný „chvost“, 

který je standardně součástí odraženého a rozptýleného světla, výrazně zhoršuje 

možnosti analýzy testovaného emitovaného záření. Proto je nutné jej co nejlépe 

odfiltrovat.  

Použit byl interferenční filtr Spectogeon 530 nm s velmi ostrou náběžnou 

hranou.  Tento filtr byl vložen do speciální komory - sestavy 2 mikroobjektivů, 

jejíž úkolem je nejprve kolimace světelného paprsku před filtrem a po jeho 

úpravě převod zpět do optického vláknového převodního systému.  

Součástí této etapy bylo i stanovení nejvhodnějších snímacích parametrů 

spektroskopu a volba standardních podmínek, za kterých budou prováděna 

měření.  Po určité době experimentování byla stanovena následující kritéria 

a parametry:  

 vyloučení jakéhokoli jiného světelného zdroje mimo nepřímého 

denního světla v prostředí kde je prováděno měření 

 sběrný čas (integration time) - čas po kterou dopadá analyzovaný 

světelný paprsek na čidlo spektrometru - 200 ms 

 průměrný počet měření pro získání relevantního spektra z jednoho 

místa tkáně - 3 

 počet pixelů pro získání hodnoty v jednom bodě spektra  - 4 

Za validní hodnoty při použití této měřící sestavy, při zohlednění všech 

možných vlivů, byl stanoven interval ve viditelné části spektra v rozsahu 600 -

 800 nm.  

V této fázi experimentu bylo provedeno celkem 10 měření na ex vivo 

materiálu - celém resekátu. Opět u náhodně vybraných operovaných nemocných 
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pro kolorektální karcinom. Hodnoty normální tkáně byly měřeny při orálním 

okraji resekátu a pro nádorovou tkáň většinou přímo ze středu makroskopicky 

patrného nádoru. Místa, kde bylo prováděno měření, bylo vždy označeno stehem 

pro cílené histologické zpracování a ověření přítomnosti nebo nepřítomnosti 

nádorové tkáně. V každé lokalitě bylo provedeno 5 měření a výsledky byly 

průměrovány. (Data z měření č. 8. viz příloha 10) 

4.2.2. Výsledky 

Získaná měření prokázala možnost využití testované sestavy v reálním klinickém 

nasazení. 

Při měření jsme získali hodnoty, které umožňovaly diskriminaci mezi 

nádorovou a normální tkání pouze na základě rozdílu intenzit, a které v oblasti 

vlnových délek kolem 690 nm dosahovaly až stovkových hodnot. 

Poměr intenzit byl ale v celém spektru přibližně stejný a kolísal kolem 

hodnoty 2. Změnu v charakteru spektrální křivky jsme nezaznamenali ani 

v jediném případě (Graf č. 2).  

 

  

Graf 2 - průměrné referenční hodnoty 
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4.3. Třetí etapa – klinické ověření 

Třetí – klinická etapa byla dále rozdělena na další 2 podetapy:  

 ověření a statistické zhodnocení diskriminačních možností 

autofulorescenčních charakteristik získaných při měření v reálném 

prostředí 

 klinické testování experimentální měřící sestavy  

4.3.1. Technické vybavení 

Měření byla v obou případech prováděna stejnou technikou a experimentální 

sestavou jako předchozí etapa.  

4.4. Třetí etapa - I. podetapa – ověření a statistické zhodnocení  

4.4.1. Metodika 

V rozpětí 1 roku (7/2007 – 7/2008) bylo u 20 náhodně vybraných pacientů s nízko 

uloženým kolorektálním karcinomem provedeno měření autofluorescence z 2 již 

výše uvedených standardních lokalit.  Pro přítomnost jiného než kolorektálního 

karcinomu (1x recidiva ovariálního 

karcinomu) byly vzorky od 1 

nemocného z dalšího zpracování 

vyloučeny.  

Vlastní měření bylo vždy 

prováděno na celém vzorku tkáňového 

resekátu (obr. 14), téměř 

bezprostředně po jeho vyjmutí z těla 

nemocného a po jeho omytí pitnou 

vodou o teplotě 21 - 24°C.  

Způsobu statistického zpracování je věnována celá následující kapitola. Zde 

pouze stručné shrnutí. 

Obrázek 14 - část resekátu 
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Pro ověření diagnostických schopností testované měřící sestavy a pro 

určení nejvhodnějších vlnových délek pro rozlišení mezi zdravou a nádorovou 

tkání jsme použili model logistické regrese(38, 59, 46, 60).      

Z důvodu velkého počtu nezávisle proměnných (naměřené hodnoty 

intenzity autofluorescence při vlnových délkách 600 – 800 nm a měřícího 

intervalu 1 nm) jsme nejdříve pomocí metody hlavních komponent vybrali 30, 

respektive 40 (pro zlepšení predikčních schopností modelu) nejvíce ovlivňujících 

vlnových délek (tabulka – viz příloha 11). Hodnoty intenzit autofluorescence při 

těchto vlnových délkách jsme použili ke konstrukci logistického modelu. Výčet 

vlnových délek vstupujících do modelů a charakteristiky logistické regrese obou 

modelů jsou shrnuty v tabulce. Oba modely splnily základní podmínky statistické 

významnosti pro přijetí (test významnosti regresních koeficientů, statistika – 2LL, 

je vysoce statisticky významná p = 0,000). Pouze model se 40 vstupujícími 

proměnnými ale prokládá data adekvátně – hladina významnosti Hosmer – 

Lemeshowova testu je větší než 0,05 (p = 0,15). 

4.4.2. Výsledky  

Na základě našich měření bylo zjištěno, že klasifikační schopnost modelu je 79,7 

% (30 proměnných) a 82,5 % u modelu se 40 vstupními proměnnými. Rozlišovací 

schopnost modelů (AUC) je opět u modelu se 40 proměnnými lepší, a to až 0,91 

(výtečná - podle Tapea(61)), zatímco u modelu se 30 proměnnými je 0,88 (dobrá - 

opět podle Tapea(61)).  

Pro přímé použití autofluorescenční techniky na operačním sále jsme pro 

40 nejdůležitějších vlnových délek, které nejlépe rozlišují mezi maligní a benigní 

tkání, spočítali průměry a intervaly spolehlivosti.  Souhrn těchto hodnot viz 

tabulka 5.  

Jako nejvýznamnější byly vyhodnoceny následující vlnové délky - 607, 610, 

649, 655, 662, 667 a 745 nm, kde na 95% úrovni spolehlivosti se mezní hodnoty 

buď vůbec nebo jen zcela marginálně překrývají(tabulka 5).   Pro další klinické 

testování byly tedy určeny vlnové délky menší než 700 nm, kde rozdílový interval 
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průměrných hodnot a mediánu autofluorescenčních intenzit dosahuje hodnot 

500 - 160 pro průměr, pro medián 930 - 280.  

4.5. Třetí etapa – II. podetapa – klinické testování 

Tato závěrečná fáze byla nastavena tak, aby reálně simulovala klinické nasazení 

experimentální měřící soustavy. 

4.5.1. Metodika 

U pěti náhodně zvolených nemocných bylo provedeno 100 měření v uměle 

stanovené resekční linii přibližně 1 cm od distálního okraje makroskopicky 

patrného tumoru.  Cílem tohoto posunu bylo zvýšení pravděpodobnosti záchytu 

nádorem změněné tkáně.  Měření byla provedena sériovým způsobem, tedy 

posouváním koncovky vždy 

o 2/3 jejího průměru, přibližně 

o 2 mm (obr. č. 15). V každém 

bodě bylo provedeno jen 

jedno měření.  

Referenční hodnoty byly 

získány stejným způsobem 

jako v předchozích etapách – 

z centra nádoru a orálního 

konce resekátu. 

Měření byla provedena 

ve vlnovém  intervalu  650 – 670 nm, kde se nachází 4 ze 7 vlnových délek, které 

byly statisticky vyhodnoceny jako nejpřínosnější. Základním rozhodovacím 

kriteriem byla změna intenzity autofluorescenčního záření s předpokladem, 

že normální tkáň emituje záření o vyšších hodnotách intenzity než patologicky 

změněná nádorová tkáň.  

Jako diskriminační hodnota byla použita nejnižší naměřená intenzita pro 

normální tkáň a nejvyšší intenzita získaná z nádorové tkáně. Interval mezi těmito 

Obrázek 15 - vlastní měření 
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hraničními hodnotami jsme stanovili jako přechodnou zónu. Bohužel dostupné 

softwarové vybavení neumožňovalo současné zobrazení referenčních i měřených 

hodnot.  Tento nedostatek jsme řešili nastavením zobrazovaného intervalu 

v analyzátoru tak, aby zobrazoval jen hodnoty nižší než rozhodná hodnota pro 

normální kolonickou tkáň (nejnižší naměřená referenční hodnota).  

Všechny měřené lokality, kde získané hodnoty autofluorescence se 

zobrazily v tomto stanoveném intervalu, jsme označily stehem pro další 

histologické zpracování. Ke každému měření byl současně vytvořen náčrtek, 

ve kterém byly přiřazeny k označeným lokalizacím i naměřené hodnoty intenzit. 

Tato informace ale patologovi poskytnuta nebyla, aby nedošlo k jeho ovlivnění.  

Histologicky po té byly zpracovány všechny označené lokality a vždy bylo 

připojeno několik náhodně vybraných řezů i z neoznačené oblasti k ověření 

nepřítomnosti nádoru. 

4.5.2. Výsledky 

Při experimentu bylo 17 lokalit hodnoceno jako nejistých a 3 jako maligní. 

Histologické vyšetření v žádné z těchto lokalit nádorové postižení nepotvrdilo.   

Ve 3% procentech jsme tedy získali falešně pozitivní výsledek a v 17% nejistý 

výsledek.  

Bylo by asi k diskuzi, zdali dosažené výsledky jsou chybou metodiky nebo 

smůlou experimentu při výběru nemocných. Lze ale určitě předpokládat, že 

zvýšení počtu měření v každém jednotlivém bodu a zprůměrování získaných 

hodnot by mohlo senzitivitu ovlivnit pozitivním směrem.  
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5. Statistické zpracování dat 

Statistické hodnocení či porovnání výsledků nebo experimentálně získaných dat 

je v současnosti hlavní preferovanou metodikou ověřování hypotéz či správnosti 

předpokladů.  

Proto i jedním z cílů dizertační práce bylo ověření reálných možností 

autofluorescenční spektroskopie při diferenciaci nádorové a normální střevní 

tkáně, respektive určení diskriminační a klasifikační síly autory vypracované 

metodiky měření, pomocí statistického modelu.  

Při práci s biologickým materiálem, tkáněmi, kdy experimentálně získaná 

data jsou téměř vždy ovlivněna velkým množstvím velmi obtížně definovatelnými 

proměnnými se nejčastěji využívá metody logistické regrese. Logistická regresní 

analýza je matematická metoda, pomocí které se stanovuje vztah (vazba) mezi 

závislou proměnnou (výsledkem, který nabývá pouze dvou hodnot – v našem 

případě odlišení normální a nádorové tkáně) a množinou nezávisle proměnných 

(experimentálně naměřených dat).  

Druhou využitou metodou při zpracování dat byla metoda hlavních 

komponent (PCA). Tato metodika umožňuje výraznou redukci množství 

vstupních dat pro další hodnocení při minimální nebo téměř žádné ztrátě 

výpovědní hodnoty. Při experimentu, měření autofulorescence tkání, byly 

zaznamenávány hodnoty na 200 vlnových délkách (600 – 800 nm), což při 217 

provedených měřeních čítá více jak 40 000 hodnot. 

Statistické zpracování bylo provedeno na katedře biofyziky při 3.LF za 

použití statistických programů – STATISTICA verze 9 (firmy Statsoft Inc.) – 

metoda PCA a IBM SPSS Statistics verze 18 (firmy SPSS Inc.) – model logistické 

regrese. 

5.1. Metoda hlavních komponent 

Metoda hlavních komponent – PCA z anglického „Principal Component Analysis“ 

je jednou z nejstarších a nejvíce používaných metod mnohorozměrné analýzy 
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dat. Poprvé byla použita již v roce 1901 Pearsonem a nezávisle Hotellingem 

v roce 1933.  

 Základním principem metody je transformace původních znaků xi 

(hodnot) na nové nekorelované proměnné, které nazýváme hlavními 

komponentami značíme je i. Každá komponenta představuje lineární kombinaci 

původních znaků a její základní charakteristikou je její míra variability, čili rozptyl. 

Hlavní komponenty jsou seřazeny dle důležitosti - dle klesajícího rozptylu, od 

největšího k nejmenšímu. První hlavní komponenta 1 obsahuje tedy největší 

část proměnlivosti čili rozptylu původních dat, druhá hlavní komponenta 2 zase 

největší část rozptylu neobsaženého v první komponentě atd. Matematicky 

bychom mohli tedy říci, že první hlavní komponenta je takovou lineární 

kombinací původních vstupních znaků, která má největší rozptyl mezi všemi 

ostatními lineárními kombinacemi. Opačným pólem je pak poslední komponenta 

s minimální informací respektive rozptylem.  

 Standardním využitím PCA je snížení dimenze úlohy, tj. redukce počtu 

znaků bez velké ztráty informace.  Jednou z nejvíce oceňovaných vlastností 

metodiky je skutečnost, že transformované znaky jsou nekorelované – nemají 

mezi sebou žádnou vazbu. V metodě hlavních komponent dále platí, že součet 

rozptylů všech hlavních komponent je roven součtu rozptylů původních znaků. 

Proto lze z podílů rozptylů jednotlivých hlavních komponent a celkového rozptylu 

původních znaků (proměnných) usuzovat na část proměnlivosti vysvětlenou 

danou hlavní komponentou. Jestliže součet prvních k nejvyšších podílů 

proměnlivosti je dostatečně blízký jedné (při procentuelním vyjádření blízké 

100%), postačí brát v úvahu právě tyto první komponenty k „dostatečnému“ 

vysvětlení proměnlivosti v původních datech. (Obvykle stačí 80 % – 90 %), 

 Hlavní komponenty vznikají lineární kombinací původních znaků. Je ale 

nutné, aby hlavní komponenty vysvětlovaly maximum celkového rozptylu 

původních proměnných, tj. maximálně reprodukovaly celkovou kovarianční 

(korelační) matici výchozích znaků – proměnných.  
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Při interpretaci hlavních komponent se vyhledávají proměnné, které 

s jednotlivými komponentami korelují, ale jsou  interpretovány jako vzájemně 

nezávislé, v pozadí stojící vlivy, vyvolávající variabilitu a ovlivňující strukturu 

závislosti proměnných.  

PCA není invariantní vůči změnám měřítka analyzovaných proměnných. Je 

potřeba proto vždy rozhodnout, zda bude analýza provedena v jednotkách 

měření původních proměnných (kovarianční matice), nebo zda je pro postižení 

závislosti proměnných vhodnější proměnné normovat na jednotkovou 

směrodatnou odchylku a nulový průměr (korelační matice).  

Korelační koeficienty původních proměnných se získanými hlavními 

komponentami jsou základem pro interpretaci hlavních komponent. Tyto 

korelační koeficienty se nazývají komponentními váhami. Čím větší jsou 

komponentní váhy, tím více daný původní znak přispívá k rozptylu hlavní 

komponenty, naopak malý korelační koeficient indikuje malou významnost 

s ohledem na variabilitu dané hlavní komponenty. 

Pro výběr počtu hlavních komponent, postačujících pro dostatečné 

vysvětlení variability v datech, slouží i několik různých typů grafů, přičemž 

nejdůležitější z nich a nejvíce používaný je indexový graf úpatí vlastních čísel 

(Scree Plot). Jde vlastně o sloupcový graf vlastních čísel seřazených podle 

velikosti 1 2    ...   m     v závislosti na indexu i. Převážně je využíván 

k určení počtu k „významných“ hlavních komponent.  

Úpatí je zlomové místo mezi kolmou stěnou a vodorovným dnem. Nevýznamné 

hlavní komponenty přitom představují vodorovné dno. Významné komponenty 

jsou tak odděleny zřetelným zlomovým místem a hodnota indexu i tohoto indexu 

udává počet významných komponent. 

Pro výběr počtu hlavních komponent existuje celá řada pravidel – jedním 

z nich je výběr pouze k-tice komponent, které objasňují zadané procento P 

celkové variability původních znaků. Obyčejně se P volí 70 až 90 %. To znamená, 

že se vybírá k takové, aby platilo: 
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 Vybírají se tedy ty komponenty, jejichž variabilita 

je nadprůměrná. Pokud provádíme PCA pro korelační matici, je toto pravidlo 

jednoduché – vyloučit ty hlavní komponenty, pro které jsou vlastní vektory menší 

než 1. Na základě mnoha měření a simulací bylo zjištěno, že je lépe vypouštět 

komponenty, pro které jsou vlastní čísla menší než 0,7.  

Tabulka 2 – prvních 10 hlavních komponent seřazených podle velikosti : 

procento celkového rozptylu, které daná komponenta vysvětluje a kumulativní 

procent. Vybraných 5 komponent je označeno tučně. 

 

Metoda hlavních komponent byla použita pro určení 30, resp. 40 vlnových 

délek (z celkového počtu 200). Výsledky jsou postupně zobrazeny v tabulkách 3,4 

a 5.  

Nejprve byl určen počet potřebných hlavních komponent, a to jak pomocí 

vyčíslení kumulativních pravděpodobností variability původních znaků pro 

Pořadí 

vlastního čísla 

Vlastní číslo % 

celkového rozptylu 

Kumulativní 

% 

1 158,2443 78,72853 78,7285 

2 31,5816 15,71222 94,4407 

3 5,7350 2,85321 97,2940 

4 2,4703 1,22901 98,5230 

5 1,3161 0,65480 99,1778 

6 0,4689 0,23330 99,4111 

7 0,2701 0,13438 99,5455 

8 0,2152 0,10707 99,6525 

9 0,1562 0,07770 99,7302 

10 0,0927 0,04611 99,7763 
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zvolené komponenty (v procentech), tak také pomocí grafu úpatí. Vlastní čísla, 

část rozptylu (%), kterou jednotlivé vlastní čísla vysvětlují a také kumulativní část 

rozptylu postupně pro všechny vlastní čísla jsou zobrazeny v tabulce 2 (pouze 

prvních 10 hlavních komponent). Graf úpatí zobrazuje graf 3. Z tabulky i grafu je 

patrné, že pro dostatečné objasnění variability původních dat stačí použít prvních 

5 hlavních komponent, které vysvětlují až 99,18 % proměnlivosti. 

Následně byly spočteny korelační koeficienty, které jsou vyjádřením vzájemné 

vazby mezi původními parametry a hlavními komponentami. Pro každou vlnovou 

délku v rozmezí 600 až 800 nm byly sečteny příspěvky v absolutních hodnotách 

pro 5 námi vybraných komponent. Tyto součty byly následně seřazeny podle 

velikosti. Pro další statistické hodnocení bylo vybráno prvních 30 vlnových délek, 

resp. prvních 40 vlnových délek pro zlepšení predikční schopnosti logistického 

modelu (tabulka  5). 

Tyto hodnoty byly dále použity jako vstupní proměnné logistického 

modelu, sloužícího k rozlišení mezi benigní a maligní tkání.  

Graf 3 - Graf úpatí vlastních čísel: sloupcový diagram vlastních čísel i  v závislosti na 

indexu i. 
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5.2. Logistická regrese 

Logistická regrese byla navržena v 60. letech minulého století jako alternativní 

postup k metodě nejmenších čtverců pro případ, že vysvětlovaná (závisle) 

proměnná je binární, tj. nabývá pouze dvou hodnot – 0 a 1. Většina úloh aplikace 

logistické regrese se týká oblasti medicíny a epidemiologie – vysvětlovaná 

proměnná představuje například přítomnost nebo nepřítomnost choroby, nebo 

skutečnost, zda pacient žije nebo zemřel apod. Pomocí logistického regresního 

modelu lze vyhodnocovat retrospektivní studie, jejichž účelem je odhalit rizikové 

faktory, které mají vliv na úmrtnost nebo onemocnění danou chorobou. 

Logistická regrese úzce souvisí s diskriminační analýzou a je vlastně 

alternativní metodou klasifikace, když nejsou splněny předpoklady 

vícerozměrného normálního modelu. Může se aplikovat na různou kombinaci 

diskrétních nebo spojitých proměnných. Výsledný model může být využit 

k budoucímu klasifikování, když jsou uživateli dostupné pouze vysvětlující 

nezávislé proměnné. 

V souladu s výše uvedeným byla logistická regrese aplikována na naměřené 

hodnoty intenzity autofluorescence získané při ozáření maligních a benigních 

vzorků tkáně u 20 pacientů v období červenec 2007 až červenec 2008. Celkem 

bylo získáno 217 naměřených vzorků, které byly rozděleny do dvou skupin: 

 1. skupina: benigní tkáň – hodnota závislé proměnné, kategorie = 0, 

celkový počet vzorků n1 = 100 

 2. skupina: maligní tkáň – hodnota závislé proměnné, kategorie = 1, 

celkový počet vzorků n2 = 117 

Cílem bylo vytvořit model logistické regrese, určit jeho statistickou 

významnost a především kvantifikovat jeho diagnostickou schopnost a sílu při 

klasifikaci a zařazení vzorků tkání do jedné ze dvou tříd – maligní vs. benigní.  

Při hodnocení kvality tohoto modelu byly postupně vyčísleny následující 

statistiky:  
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1. Nejdříve byla spočtena základní statistika logistické regrese – test 

významnosti regresních koeficientů modelu: – 2LL (-2 log likelihood). 

Test postaveného logistického modelu vychází z nulové hypotézy H0: 

„Směrnice všech parametrů jsou nulové“ proti alternativní HA: „ … 

nejsou nulové.“ Pokud je vypočtená hladina významnosti menší než 

hladina  = 0,05, je nulová hypotéza H0 zamítnuta a jako platná je 

přijata alternativní hypotéza, že aspoň jeden z regresních koeficientů 

i je různý od nuly. Hladina významnosti tohoto testu je v tabulce 

3 v řádku Omnibus test: – 2 LL.   

2. V dalším kroku byl proveden odhad regresních parametrů a test jejich 

významnosti. Pro velké výběry se užívá u logistické regrese Waldova 

testačního kritéria, které vyčísluje statistickou významnost nulové 

hypotézy pro jednotlivé odhady regresních koeficientů. Waldova 

statistika má 2 – rozdělení s 1 stupněm volnosti. Pro kategorizované 

proměnné má o 1 stupeň volnosti méně, než je počet kategorií. Jako 

hladina významnosti byla opět určena hodnota  = 0,05. Při nižších 

hodnotách byl regresní koeficient považován za statisticky významný. 

Waldovy statistiky a hladiny jejich významnosti pro vybrané vlnové 

délky jsou zobrazeny v tabulce 4.  

3. Dalším testem byla těsnost proložení logistickým modelem, a to 

pomocí Hosmer – Lemeshowova testu dobré shody, který byl navržen 

v roce 1982. Tento test má opět 2 – rozdělení. V tomto případě zní 

nulová hypotéza H0: „Naměřené hodnoty a hodnoty predikované 

modelem jsou stejné.“ Zde je tedy potřeba, aby hodnota 2 byla malá 

a současně spočtená hladina významnosti p byla větší než 0,05, aby 

nulová hypotéza nebyla odmítnuta. Naopak velká hodnota 2 a malá 

hodnota spočtené hladiny významnosti indikují, že proložení není 

dobré. Je nutné mít však na paměti, že všechny testy dobré shody jsou 

přibližné a vyžadují velké výběry. Hladina významnosti Hosmer – 
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Lemeshowova testu je zobrazena v tabulce 3 v řádku Hosmer – 

Lemeshow test dobré shody. 

Posledním bodem bylo stanovení predikční a klasifikační schopnosti 

modelu. Tato otázka se liší od statistické významnosti, protože je 

možné získat statisticky významné výsledky, které ale nemusí 

přiřazovat jednotlivé objekty do jedné ze dvou tříd správně a mít tím 

pádem praktický smysl pro klasifikaci. Jednou z možných kritérií je 

klasifikační tabulka, která porovnává pozorované a modelem 

predikované zařazení do tříd výstupní proměnné a stanovuje celkové 

procento správně klasifikovaných. Toto procento je opět zobrazeno 

v tabulce 3. V některých případech se používá graf prahové operační 

charakteristiky ROC. Na ose y je procento správně zařazených 

(skutečná pozitivita, v lékařském výzkumu nazývaná SENSITIVITA) a na 

ose x je procento nesprávně zařazených (falešná pozitivita, 

v lékařském výzkumu nazývaná 1 – SPECIFICITA). ROC křivky obou 

modelů jsou zobrazeny na grafu 4 a 5. Plocha pod ROC křivkou AUC 

(Area Under the Curve) je populární kritérium hodnocení správnosti 

navrženého logistického modelu. Maximální plocha pod křivkou je 

jedna čili 100%. Numerická hodnota velikosti této plochy bude blízká 

1, když predikce modelu bude výtečná. Když bude plocha naopak 

blízká hodnotě 0,5, bude predikce modelu špatná (kvalita predikce 

regresním modelem je stejná jako „při házení mincí“). Hodnota plochy 

pod křivkou je zobrazena v tabulce 4 v řádku AUC. Senzitivita i 

specificita byla spočtena pro oba modely a jejich hodnoty jsou také 

uvedeny v tabulce4. 

 Výčet vlnových délek vstupujících do modelů a charakteristiky logistické 

regrese obou modelů jsou shrnuty v tabulce 4.  

Oba modely splňují základní podmínky statistické významnosti pro přijetí – 

test významnosti regresních koeficientů, statistika – 2LL, je vysoce statisticky 

významný (p = 0,000); pouze model se 40 vstupujícími proměnnými prokládá 
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data adekvátně – hladina významnosti Hosmer – Lemeshowova testu je větší než 

0,05 (p = 0,15); klasifikační schopnost modelu je 79,7 % u modelu se 30 

proměnnými a 82,5 % u modelu se 40 vstupními proměnnými; rozlišovací 

schopnost modelů (AUC) je opět u modelu se 40 proměnnými lepší, a to až 0,91 

(podle Tapea, výtečná … excelent), zatímco u modelu se 30 proměnnými je 0,88  

 (dobrá … good, opět podle Tapea).  

 

Tabulka 3 - přehled modelů logistické regrese 

 

Všechny výsledky potvrzují, že vhodnějším modelem pro naši diagnostiku je 

model se 40 vstupujícími vlnovými délkami. Všechny statistiky jsou statisticky 

významné a klasifikační a diskriminační schopnosti modelu jsou vynikající. 

 
Model se vstupujícími 30 

vlnovými délkami 
Model se vstupujícími 40 

vlnovými délkami 

Vlnové délky 
vstupující do 
modelu 

L634, L638, L649, L655, L656, 
L658, L659, L660, L661, L662, 
L663, L664, L665, L666, L667, 
L668, L675, L727, L728, L729, 
L731, L733, L734, L735, L739, 
L742, L745, L746, L748, L753 

L634, L638, L649, L655, L656, 
L658, L659, L660, L661, L662, 
L663, L664, L665, L666, L667, 
L668, L675, L727, L728, L729, 
L731, L733, L734, L735, L739, 
L742, L745, L746, L748, L753 + 
10 dalších vlnových délek: 
L607 L610 L612 L613 L618 
L623 L626, L635, L760, L763 

Statisticky 
významné 
vlnové délky 

L638, L649, L655, L667, L745 
L607, L610, L649, L655, L662, 
L667, L745 

Omnibus test: – 
2LL 

0,000 0,000 

Hosmer – 
Lemeshow test 
dobré shody 

0,020 0,15 

Nagelkerke R2 0,508 0,612 

% správně 
klasifikovaných 

79,7 82,5 

Sensitivita 0,73 0,77 

Specificita 0,85 0,87 

AUC 0,88 0,91 
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Tabulka 4 - Seznam statisticky významných regresních koeficientů jednotlivých modelů 

(30 a 40 vlnových délek) 

 

proměnná 
Regresní 

koeficient 
Waldovo 
kritérium 

p Exp() 

Model se 30 vlnovými délkami 

L638 0,034 4,641 0,031 1,034 

L649 -0,063 15,020 0,000 0,939 

L655 0,125 11,642 0,001 1,134 

L667 0,109 4,064 0,044 1,115 

L745 -0,122 6,563 0,010 0,885 

Model se 40 vlnovými délkami 

L607 -0,038 6,513 0,011 0,962 

L610 0,062 5,564 0,018 1,064 

L649 -0,058 6,076 0,014 0,943 

L655 0,142 10,516 0,001 1,153 

L662 0,125 4,273 0,039 1,133 

L667 0,138 3,905 0,048 1,147 

L745 -0,175 7,992 0,005 0,840 

 

 

Pro přímé použití autofluorescenční techniky na sále, jako pomoc při 

přímém rozhodování chirurga jak daleko vést bezpečnou resekční linii, jsme pro 

40 nejdůležitějších vlnových délek, které nejlépe rozlišují mezi maligní a benigní 

tkání, spočítali průměry a intervaly spolehlivosti. Souhrn těchto hodnot je uveden 

v tabulce 5. Graf průměrných hodnot pro všechny vlnové délky pro maligní 

a benigní tkáň vidíme na grafu 6. 
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Graf 4 - ROC křivka logistického regresního modelu se 30 vlnovými délkami 

 

Graf 5 - ROC křivka logistického regresního modelu se 40 vlnovými délkami 
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Tabulka 5 - Průměry a intervaly spolehlivosti pro intenzity autofluorescence pro 40 

vybraných vlnových délek pro maligní a benigní tkáň 

 

 MALIGNANCY BENIGNANCY 

Vlnová délka 
[nm] 

Průměr 
Int. spolehl.       

-95% 
Int. spolehl. 

+95% 
Průměr 

Int. spolehl.       
-95% 

Int. spolehl. 
+95% 

607 1244,200 989,021 1499,379 1752,187 1513,428 1990,945 

610 1170,017 928,196 1411,838 1629,039 1407,886 1850,193 

612 1126,748 893,874 1359,622 1559,157 1348,685 1769,629 

613 1123,176 893,213 1353,140 1544,931 1337,758 1752,103 

618 1031,031 823,038 1239,024 1381,167 1199,631 1562,702 

623 928,922 742,371 1115,474 1239,030 1081,374 1396,687 

626 881,652 704,226 1059,077 1171,710 1025,701 1317,719 

634 830,365 665,370 995,360 1078,886 946,363 1211,409 

635 822,519 659,754 985,283 1067,300 936,527 1198,073 

638 794,515 637,743 951,287 1027,683 902,326 1153,040 

649 639,891 521,081 758,701 841,638 746,237 937,038 

655 588,934 486,746 691,121 774,107 689,738 858,477 

656 590,081 489,062 691,099 775,270 691,057 859,484 

658 586,565 488,500 684,630 767,414 684,863 849,965 

659 589,596 492,930 686,261 765,793 684,108 847,479 

660 596,240 500,973 691,508 769,676 688,562 850,791 

661 583,379 487,676 679,082 763,337 682,482 844,192 

662 569,703 476,859 662,547 745,605 666,620 824,590 

663 571,816 479,307 664,325 748,617 669,662 827,572 

664 570,108 479,154 661,061 744,051 666,197 821,905 

665 555,211 464,960 645,461 727,917 650,994 804,840 

666 554,542 465,305 643,779 725,185 648,966 801,405 

667 568,417 479,880 656,953 731,929 655,310 808,549 

668 566,771 479,131 654,411 728,649 652,910 804,387 

675 551,570 468,422 634,717 699,286 626,232 772,340 

727 137,137 114,765 159,510 180,670 159,672 201,667 

728 140,613 118,943 162,283 181,512 160,958 202,066 

729 124,555 103,740 145,371 167,723 148,332 187,114 

731 101,411 82,959 119,863 144,169 126,416 161,923 

733 89,220 71,427 107,013 138,374 121,302 155,446 

734 95,279 77,962 112,595 133,442 116,528 150,357 

735 88,707 70,945 106,470 135,126 118,071 152,180 

739 93,903 75,930 111,876 140,768 122,970 158,566 

742 110,250 92,606 127,894 152,677 133,787 171,566 

745 95,284 77,386 113,181 144,685 125,109 164,260 

746 104,020 85,866 122,173 151,620 131,495 171,745 

748 118,108 100,310 135,907 166,702 146,481 186,924 

753 122,624 104,830 140,418 163,118 142,342 183,894 

760 102,748 86,360 119,136 142,919 124,185 161,653 

763 104,046 88,293 119,799 140,118 121,397 158,839 
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Těchto průměrných hodnot a rozsahů intervalu spolehlivosti bylo použito li 

při klasifikaci dalších 75 měření. Vzhledem k tomu, že se rozsah intenzity 

autofluorescence u některých vlnových délek překrývá, není možné průměrné 

hodnoty a interval spolehlivosti použít přímo ke klasifikaci. Ta měření, která se 

pohybovala v překrývajících se oblastech, jsme klasifikovali až na základě 

histologického potvrzení patologem.  

Na těchto měřeních byly také ověřeny predikční schopnosti modelu. Jeho 

klasifikační schopnost je až 77,33%. 

 

Graf 6 - závislost intenzity vyzářené autofluorescence na vlnové délce. Srovnání benigní 

a maligní tkáně 
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Diskuze 

Pokroky onkologické léčby, pokračující vývoj chirurgických materiálů 

i technologií, ale hlavně snaha o zlepšení kvality života nemocných 

s kolorektálním karcinomem, jsou příčinou změny chirurgické léčebné strategie 

probíhající v poslední době. Pokud je to možné, jsou zásadně upřednostňovány 

operační výkony zachovávající svěračový komplex zajišťující nemocným přirozený 

způsob vyprazdňování stolice. V porovnání s posledními 2 dekádami minulého 

století se poměr mezi SSR (sphincter saving resection) a APER (abdomino-

perineal excision of the rectum) změnil z 1:1 na 3-4:1. Tento vývojový trend 

výrazně zvýšil potřebu spolehlivého peroperačního ověření radikality 

chirurgického výkonu (1), a optická analýza tkání z rizikových oblastí by se mohla 

stát jedním z účinných a spolehlivých pomocníků.  

Autory navržená a testovaná metodika včetně optické měřící sestavy sice 

statisticky vykazuje velmi dobré výsledky, ale její praktické využití je zatím 

limitováno 2 problematickými oblastmi.  

1. vysokou variabilitou naměřených hodnot mezi testovanými 

jedinci 

2. metodikou stanovení referenčních oblastí 

5.3. Možné příčiny variability hodnot 

Tato variabilita se týká jak normální, tak i nádorové tkáně. Možné příčiny lze 

rozdělit do 2 skupin:  

 biologické povahy  

 a technické povahy. 

Variabilita hodnot pro normální a nádorovou tkáň každého jedince 

ve srovnání s průměrnou hodnotou je zobrazena v grafu v příloze 12.  

5.3.1. Příčiny biologické povahy 
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Na prvním místě nutno zmínit všeobecně přijatou a literárně opakovaně 

deklarovanou přirozenou variabilitu naměřených autofluorescenčních spekter 

nejenom z kolonické tkáně(17,26). Za hlavní příčinu je považována jak strukturální 

variabilita, tak variabilita v množství jednotlivých fluoroforů přítomných 

v tkáňových vrstvách a elementech. Druhým, též velmi významným faktorem, je 

odlišný metabolický stav tkáně nebo strukturální změny jako následek poškození 

jakékoli etiologie(6, 17, 46). 

Variace ve složení tkání i množství přítomných fluoroforů je v současné 

době již plně potvrzena(2,3,6,10,14,15,18,40,62), proto dále nebude diskutována.  

Z pohledu experimentu považujeme za nejvýznamnější faktor různý 

metabolický stav testovaných tkání způsobený proměnlivou délkou „teplé“ 

ischemie(38, 42). Tato variabilita úzce souvisí s vlastním operačním zákrokem(25).  

Prvním krokem standardního operačního postupu – resekce rekta nebo 

rektosigmatu – dodržujícího platná onkologická kriteria je vždy podvaz hlavní 

arterie a vény zásobující orgán s nádorem. V našem případě tedy cévního svazku 

mesenterica inferior. Další preparační fáze je různě časově náročná, a proto 

interval mezi přerušením cévního zásobení a vyjmutím preparátu z těla 

nemocného je velmi variabilní. Přerušení přísunu krve, a tím transportu kyslíku 

a ostatních nutrientů, způsobí rozvoj laktátové acidózy a následně ischemii tkáně. 

Ueda a Kobayaschi (6) ve své práci jasně prokázali, že zvyšující se hladina kyseliny 

mléčné respektive snižující se pH má negativní vliv na intenzitu fluorescence 

emitované tkání.  

Další skutečností, která přímo ovlivňuje emisi záření, je přítomnost 

variabilního množství hemoglobinu v resekátu a jeho saturace kyslíkem.  

Hemoglobin je považován za nejdůležitější chromofor v tkáních, který způsobuje 

jak absorpci excitačního, tak emitovaného záření(10,11,14,15,17,35,37,38,39,63). Navíc tyto 

absorpční vlastnosti jsou významně ovlivněny množstvím navázaného kyslíku. 

Oxygenovaný hemoglobin je mnohonásobně silnější absorber záření pro vlnové 

délky kratší 600 nm a po té absorpce prudce klesá, naproti tomu deoxygenovaný 
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hemoglobin pohlcuje mnohem méně a i pokles za limitní hodnotou 600 nm je 

mnohem pozvolněnjší. K vyrovnání absorpčních vlastností obou typů dochází až 

kolem vlnové délky 800 nm (64).  

Strukturální změny testovaných tkání mohou být dále ovlivněny odlišným 

morfologickým typem a gradingem nádoru. Z tohoto pohledu bližší testování 

vzhledem k malému souboru nebylo provedeno. Přehled a nádorová 

charakteristika testovaných nemocných viz příloha 13.  

Velmi významným, a zatím literárně nezmapovaným faktorem, je určitě 

i předoperačně provedená aktinoterapie(25,27). Vzhledem k lokalizaci nádoru 

vyžaduje standardní terapeutický protokol u plánovaného chirurgického výkonu 

provedení aktinoterapie v dávce 40 Gy. Je známo, že radiace způsobuje 

strukturální změny hlavně ve smyslu lokální zánětlivé reakce, jizvení, fibrotizace a 

tvorby drobných nekrotických ložisek a abscesů(26). Histologická analýza, ve všech 

testovaných vzorcích nádorové tkáně, potvrdila přítomnost výše uvedených 

strukturálních změn s proměnlivou intenzitou. Postradiační postižení normální 

tkáně více vzdálené od ohniska radioterapie nebylo pozorováno, respektive 

nebylo možno odlišit od změn způsobených vlastním operačním zákrokem. 

5.3.2. Příčiny technické povahy 

Z technického hlediska mohou být naměřené hodnoty ovlivněny typem 

zvoleného excitačního záření nebo příspěvkem nepřímého slunečního záření 

v průběhu měření.  

LED generovaný 

světelný paprsek (obr. 16) 

je ve srovnání s laserem 

nekoherentní a spektrálně 

výrazně širší. Udává se, že 

tento určitý fázový rozptyl 

může mít za následek 

Obrázek 16 - Optické spektum excitačního záření 
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náhodné interference v průběhu působení paprsku s následnou neuniformitou 

distribuce i intenzity. Důsledkem by pak mohla být i jistá různorodost i v tkáňové 

odpovědi (54). Relativně velká šířka excitačního pásu zužuje měřené emisní 

spektrum a je třeba použít speciální filtr pro odříznutí té části excitačního pásu, 

který by se spektrálně překrýval s měřenou autofluorescencí.  

Vlastnosti zdroje byly testovány v práci Horáka(52) a navíc bylo provedeno 

i vlastní měření časové závislosti intenzity excitačního zdroje. Spektrum bylo 

analyzováno na opticky neutrálním materiálu a filtrováno stejným LP filtrem 

použitým i v předkládané studii. Vlastní optická energie, respektive její kolísání 

byla dále testována pomocí OPHIR detekčního systému. Bylo provedeno 

opakované měření vždy po dobu 5 min. Maximální získaná odchylka byla 1.5 mW 

a autoři ji nepovažují pro měření za významnou. (obr. 17). 

Stejně tak zanedbatelný považují autoři i příspěvek slunečního záření. 

Měřená oblast, v důsledku konstrukce koncovky, nikdy nebyla vystavena 

přímému světelnému záření. K ovlivnění by proto mohlo dojít pouze šířením 

z okolní tkáně vzdálené minimálně 1 mm, což je tloušťka ochranného pouzdra 

koncovky. Kryt koncovky ji současně o 1 mm přesahoval, čímž byla zajištěna 

i standardní vzdálenost od testované tkáně a zajištěna čistota snímací plochy, 

která byla stejně průběžně kontrolována. Přesah navíc výrazně limituje 

pravděpodobnost vstupu odražených a rozptýlených paprsků excitačního záření. 

  

Obrázek 17 - Testovací měření energie optického zdroje 
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5.4. Metodika stanovení referenčních oblastí 

Jak již bylo v textu opakovaně zmíněno za referenční oblast pro normální 

tkáň byl stanoven proximální okraj resekátu. Jedná se o oblast, kde s téměř 100% 

jistotou můžeme vyloučit přítomnost nádorové tkáně, a získané hodnoty 

v kratších vlnových délkách až několikanásobně přesahují naměřené hodnoty 

v oblasti tumoru. Z tohoto pohledu se zdá být zcela ideální lokalizací.  

Výsledky závěrečné fáze experimentu – reálné simulace měření – kdy 

histologické vyšetření v žádném vzorku nepotvrdilo přítomnost nádorové tkáně, 

umožnily srovnání mezi normální tkání z původní referenční oblasti a normální 

tkání ovlivněné předoperační aktinoterapií.  Získané hodnoty byly určitým 

překvapením  

Naměřené autofluorescenční intenzity byly v celém námi měřeném 

spektrálním rozsahu výrazně nižší než hodnoty pro normální tkáň, což se dalo 

předpokládat, ale i nižší než hodnoty získané v oblasti tumoru (graf 7). Průběh 

křivky navíc do vlnové délky 700 nm  poměrně dobře kopíruje křivku pro nádor 

a v přibližně stejné vzdálenosti odpovídající intenzitě mezi 100 – 150 a.u. 

 

Graf 7 - porovnání fluorescenčních vlastností ozářené a neozářené tkáně 
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Nižší emisní intenzita ve srovnání s neozářenou normální tkání se velmi 

pravděpodobně dá vysvětlit vlivem aktinoterapie. Pokles pod hodnoty nádorové 

tkáně zase ukazují na vyšší metabolickou aktivitu tumoru eventuelně i vyšší 

přítomnost profyrinů.  

Jaké jsou tedy reálné diskriminační možnosti testovaného systému? 

Výsledky naší studie ukazují, že v pásmu blízkého infračerveného záření je rozdíl 

mezi normální a nádorovou tkání převážně v intenzitě autofluorescenčního 

záření(10,17,19,39, 43, 44). Pouze v jednom případě byl AF příspěvek nádorové tkáně 

v omezeném vlnovém intervalu vyšší než normální tkáně. Tento interval (680 – 

710 nm) téměř odpovídá vlnovým délkám typickým pro AF spektrum porfyrinů 

a shoduje se s AF spektrem nádorové tkáně bez ozářen(52). Možným vysvětlením 

by bylo, že testovaný pacient radioterapii nepodstoupil, nebo byla provedena 

nesprávně, respektive nevhodně cílena. Histologický nález ale vykazoval známky 

radiačního postižení a dokumentace jasně potvrzovala provedení radioterapie.   

Literárně je rozdíl v AF emisi normální a nádorové tkáně připisován dvěma 

mechanizmům:  

1. Zesílením mukózy v důsledku nádorové transformace(26), která 

způsobuje zhoršenou penetraci excitačního záření do tkáně, stejně tak 

i eventuelní emisi fluorescence ze submukózy, která je považována za 

hlavního „producenta“(5,14,15,39,62). Tento mechanizmus ale v našem 

případě nepřipadá v úvahu, neboť ulcerogenní forma nádorové tkáně 

není kryta mukózou.  

2. Zvýšenou přítomností hemogloginu jako hlavního a nejdůležitějšího 

reprezentanta(10,11,14,17,27,35,37,38,63). Tato zvýšená přítomnost je 

vysvětlována výraznými energetickými nároky nádorové tkáně 

Zvážíme-li možnost ovlivnění absorpčních vlastností hemoglobinu 

množstvím navázaného kyslíku, které závisí na délce “teplé” ischemie, 

mohli bychom dostat odpověď na příčinu variability naměřených 

hodnot u jednotlivých probandů.  K demonstraci jsme použili hodnoty 
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získané na vlnové délce 610 nm která byla regresním modelem 

vyhodnocena jako jedna z nejvíce signifikantních. Příloha 14 ukazuje 

kolísání a rozdíly mezi průměrnými hodnotami  každého testovaného 

jedince v porovnání s celkovou průměrnou hodnotou. Stejná data 

jsme ještě pro eliminaci možných technických chyb převedly 

na poměrné hodnoty (X(norm tkáň)/Y(nádorová tkáň). (Graf 8)  

Graf 8 - Poměrné hodnoty (normální tkáně/nádorová tkáň) 
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6.  Závěr 

Na prvním místě nutno zdůraznit, že autorům z dostupných literárních údajů není 

známo, že by bylo provedeno testování autofluorescenčních vlastností  

aktinoterapií změněné nádorové a normální tkáně. Současné práce se především 

zaměřují na možnosti detekce raných stádií karcinomu postihujících pouze 

mukózní vrstvu tlustého střeva.  

Z tohoto pohledu lze naše data považovat za zcela unikátní a zatím 

neporovnatelná.   

Cíl I. - ověření možnosti využití autofluorescenčních vlastností normální 

a nádorem změněné tkáně tlustého střeva k jejich diferenciaci 

Práce s vysokou spolehlivostí prokázala, ve shodě s literaturou, že 

autofluorescenčních vlastností tkáně lze využít k odlišení normální a nádorové 

tkáně aborální části tlustého střeva – rektosigmatu.  

Cíl II. - ověření možnosti využití experimentálně vytvořené přenosné měřící 

sestavy k provedení „optické biopsie“ v průběhu operačního výkonu 

pro kolorektální karcinom. 

Navržená experimentální sestava umožňuje provedení orientační optické biopsie. 

Získaná data mohou dobře posloužit jako orientační pomůcka pro cílené 

histologické vyšetření.  

Doplnění měřící sestavy o excitační zdroj koherentního světelného záření, 

kratší vlnové délky a použití sofistikovaného algoritmu k vyhodnocování 

naměřených hodnot na různých vlnových délkách v reálném čase by umožnilo 

plné klinické nasazení.  Stále přetrvávající nevýhodou je bodový způsob měření, 

u kterého stále přetrvává určitý náhodný prvek zvolené oblasti měření snižující 

senzitivitu i specificitu měření.  Výraznou výhodou však je měření celé spektrální 

odezvy z testovaného místa tkáně.  Literatura opakovaně zmiňuje i možnost 

využití fluorescenčních markerů (porfyriny, ALA), ale jejich přínos v tomto 
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konkrétním případě i s ohledem na výše uvedená negativa – hodnocení resekční 

linie – je kontroverzní.  

Slibnou budoucnost by mohlo přinést dlouhodobé až trvalé značení 

nádorové tkáně pomocí přirozeně fluorecentních bílkovin (GFP – green 

fluorescent protein, RFP – red fluorescent protein) Jejich spontánní nebo 

dotovaná fluorescenční aktivita je natolik intenzivní, že umožňuje pozorování 

prostým okem (65–67) 
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Souhrn 

Předkládaná dizertační práce řeší problematiku  autofluorescenční diagnostiky 

kolorektálního karcinomu.  Vytyčeny byly následující cíle: ověření možnosti 

využití autofluorescenčních vlastností normální a nádorem změněné tkáně 

tlustého střeva k jejich diferenciaci a ověření možnosti využití experimentálně 

vytvořené přenosné měřící sestavy k provedení „optické biopsie“ v průběhu 

operačního výkonu pro kolorektální karcinom. 

Řešení projektu bylo rozděleno do tří etap:  

I. etapa -  byla zaměřena na experimentální ověření fluorescenčních 

charakteristik normální a nádorové tkáně kolorektálního karcinomu pomocí 

argonového  a helium-neonového laseru.  Získané hodnoty potvrdily možnost 

rozlišení jak po kvalitativní stránce - změnou spektrální křivky,  tak i po 

kvantitativní stránce - změnou intenzity autofluorescenčního záření ve vybraných 

vlnových délkách. Při excitaci pomocí He-Ne laseru jsme pozorovali příspěvek o 

hodnotě cca 30 a.u. prakticky v celém měřeném intervalu s maximem mezi 670 – 

700 nm, což odpovídá fluorescenčnímu spektru porfyrinů. Normální tkáň 

nevykazovala téměř žádnou aktivitu. V případě použití Ar laseru se diskriminační 

hodnoty intenzit pohybovaly pouze v řádu jednotek. 

II. etapa – byla věnován ověření funkce a možnosti klinického využití 

experimentálně vytvořené přenosné měřící sestavy sestávající ze světelného 

zdroje na bázi nekoherentní LED diody, dvouvláknového přenosného systému 

světelného záření a přenosného spektrálního analyzátoru Avantes.  Při měření 

jsme získali hodnoty, které umožňovaly diskriminaci mezi nádorovou a normální 

tkání na základě rozdílu intenzit, a které v oblasti vlnových délek kolem 690 nm 

dosahovaly až stovkových hodnot. 

III. etapa - která  byla určena ke klinickému testování  byla rozdělena ještě na 

další 2 podetapy.  
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V první fázi bylo provedeno ověření a statistické zhodnocení diskriminačních 

možností autofulorescenčních charakteristik získaných při měření v reálném 

prostředí. Ke statistickému zpracování byla použita logistická regresní analýza a 

metoda hlavních komponent. Vyhodnocení bylo provedeno pro model s 30 a 40 

analyzovanými komponentami. Na základě našich měření bylo zjištěno, že 

klasifikační schopnost modelu je 79,7 % respektive  82,5 %. Rozlišovací schopnost 

modelů podle Tapea byla 0,88 a 0,91.  

Ve druhé fázi byla provedena simulace reálního nasazení. Bylo provedeno 100 

měření. 17 lokalit bylo hodnoceno jako nejisté a 3 jako maligní. Histologické 

vyšetření v žádné z těchto lokalit nádorové postižení nepotvrdilo.  Ve 3% 

procentech jsme tedy získali falešně pozitivní výsledek a v 17% nejistý výsledek.  

Práce s vysokou spolehlivostí prokázala, ve shodě s literaturou, že 

autofluorescenčních vlastností tkáně lze využít k odlišení normální a nádorové 

tkáně tlustého střeva – rektosigmatu.  

Autory navržená a testovaná metodika optické biopsie poskytuje velmi dobré 

výsledky, které by mohly dobře posloužit jako orientační pomůcka pro cílené 

histologického vyšetření. Praktické využití je ale zatím limitováno 2 

problematickými oblastmi:  vysokou variabilitou naměřených hodnot mezi 

testovanými jedinci a metodikou stanovení referenčních oblastí.  
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Summary 

The submitted dissertation addresses the issue of autofluorescence diagnostics 

of colorectal carcinoma.  The following objectives were set: to verify the 

possibilities of exploiting the autofluorescence properties of normal colon tissue 

and tissue changed by tumour to differentiate them and to verify the possibility 

of using an experimentally created portable measuring set to carry out an 

“optical biopsy” during the colorectal carcinoma operation. 

The project solution was divided into three phases:  

Phase I focused on experimental verification of the fluorescence characteristics 

of normal colorectal tissue and tissue changed by tumour with the use of argon 

and a helium-neon laser.  The obtained values confirmed the possibility to 

differentiate not only in terms of quality (change in the spectral curve) but 

quantity as well (change in intensity of the autofluorescence emission at selected 

wavelengths). When excited by the He-Ne laser, an approx. 30 a.u. contribution 

was observed practically throughout the measured interval, the maximum being 

between 670 – 700 nm, which corresponds to the fluorescence spectre of 

porphyrins. Normal tissue did not show hardly any activity. When the Ar laser 

was used, intensity discriminant values ranged only in individual units. 

Phase II was devoted to verification of the function and ability of clinical use of 

the experimentally created portable measuring set, consisting of a light source 

based on an incoherent LED, two-fibre light emitting transmission system and an 

Avantes spectrum portable analyser. In measuring, we obtained values allowing 

discrimination between the tumour and normal tissues based on the intensity 

difference; these values reached up to hundreds in the wavelengths about 690 

nm.  

Phase III was intended for clinical testing and subdivided into 2 sub-phases.  
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In the first phase, the discriminatory possibilities of autofluorescence 

characteristics obtained in measuring in a real environment were verified and 

statistically evaluated. For statistical evaluation, a logistic regression analysis and 

the principal components method were used.  The evaluation was carried out for 

a model with 30 and 40 analysed components.  Our measurements showed that 

the classification ability of the model is 79.7% and 82.5%. The resolution of the 

models under Tapea was 0.88 and 0.91.  

In the second phase, actual use was simulated. 100 measurements were made, 

17 localities were assessed as uncertain and 3 as malignant. Histological 

examination did not confirm tumour involvement in any of these localities. Thus, 

we obtained a false positive result in 3% and an uncertain result in 17%.  

The work demonstrated, consistently with the literature, with high reliability that 

the autofluorescence properties of tissue can be used to distinguish normal and 

tumorous tissues of the colon – rectosigma.  

The optical biopsy methodology designed and tested by the authors provides 

very good results that could serve well as an orientation aid for targeted 

histological examination.  Its practical use, however, is still limited by 2 

problematic areas: the great variability of the measured values in the tested 

individuals and the methodology for setting the reference areas.  
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Příloha 1 - Trendy epidemiologie kolorektálního karcinomu v ČR 

  

zdroj: http://www.rektum.cz/index.php?pg=dg--nadory-kolorekta--epidemiologicke-trendy 

http://www.rektum.cz/index.php?pg=dg--nadory-kolorekta--epidemiologicke-trendy
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Příloha 2 – Historický přehled 

 

Rok  

1500 B.C. 
první zmínky o jevu odpovídajícímu fluorescenci a 
fosforescenci v čínské literatuře 

1565 

Nicolas Monardes (1493-1588) pozoroval luminiscenci 
ve výtažku jihoamerického stromu Lignum 
nephriticum, který byl používán k léčbě ledvinných 
kamenů 

1671 

Athanasius Kirchner (1602-1680) ve svých 
pozorováních zopakoval a posléze výše uvedný 
fenomen popsal v knize "Ars Magna Lucis et Umbrae" 

1808 - 1810 

Johan Wolfgang von Goethe (1749 - 1832) popsal 
fluorescenci kůry Koňského kaštanu (Aesculus 
hippocastanum) ve vodě ve své práci "Farbenlehre" 
(Teorie barev) 

1833 
Sir David Brewster popsal červenou luminiscenci 
chlorofylu 

1845 
Sir John Frederick William Herschel pozoroval a popsal 
fenomen fluorescence ve vodném roztoku chininu 

1852 

Sir Georges Gabriel Stokes poprvé pojmenoval 
luminiscenci pozorovanou u fluoridového minerálu 
(calcium fluoride) pojmem "fluorescence" a fromuloval 
"Stokesův zákon" 

1911 
Max Haitinger (1868 - 1946) zavedl termín 
"fluorochrom" pro molekuly schopné emitovat 
fluorescenční záření 

1911/13 

Otto Heimstaed a Heinrich Lehmann vyvinuli první 
fluorescenční mikroskop, aby mohli pozorovat 
autofluorescenci bakterií, prvoků, rostliných a 
živočišných tkání 

1935 

Alexander Jablonski (1898 - 1980) vytvořil fyzikální 
model popisující jev fluorescence na molekulární 
úrovni (Jablonského diagram) 

1950 
Albert Hewett Coons a Melvin Kaplan vyvinuli 
imunofluorescenční techniky používané v biologii 
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Příloha 3 - Schematické znázornění excitace 

 

 

 

1. absorpce UV záření zvýší energii elektronu s následným jeho přesunem na 

vyšší energetickou dráhu 

2. emise fluorescenčního záření – fotonu – s následným návratem elektronu 

na původní energetickou dráhu  
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Příloha 4 - Tabulka endogenních fuoroforů  

Excitační a emisní maxima biologických molekul schopných endogenní 

fluorescence 

 

 

 

Endogenní fluorofory Excitační maxima 
(nm) 

Emisní maxima 
(nm) 

Aminokyseliny 

Tryptophan 280 350 

Tyrosine 275 300 

Phenylalanine 260 280 

Strukturální bílkoviny 

Collagen 325 400,405 

Elastin 290,325 340,400 

Enzymy a coenzymy 

FAD, flavins 450 535 

NADH 290,351 440,460 

NADPH 336 464 

Vitaminy 
  

Vitamin A 327 510 

Vitamin K 335 480 

Vitamin D 390 480 

Vitamin B6 složky 

Pyridoxine 332,340 400 

Pyridoxamine 335 400 

Pyridoxal 330 385 

Pyridoxic acid 315 425 

Pyridoxal 5'-Fosfáty 330 400 

Vitamin B12 275 305 

Tuky 

Phospholipidy 436 540,560 

Lipofuscin 340 - 395 540,430 - 460 

Ceroid 340 - 395 430 - 460,540 

Porphyriny 400 - 450 630,690 
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Příloha 5 – Absorpční a emisní spektra tkáňových fluoroforů  

A) absorpční spektra 

 

B) emisní spektra 

 

 

Zdroj : (34) 
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Příloha 6 - metabolická kaskáda syntézy hemu  
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Příloha 7 - obrazové srovnání plošného a bodového způsobu hodnocení 

Endoskopický pohled pod bílým a UV světelným zářením na stejnou část stěny 

močového měchýře se spektrálními charakteristikami pro jednotlivé oblasti.  
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Příloha 8 – měření Ar laserem  

Obr. A – rozdíl v intenzitě fluorescenční odpovědi 

 

Obr. B – rozdíl v charakteristice spektrální křivky v.s. na podkladě přítomnosti 

zvýšeného množství porfyrinů 
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Příloha 9 – Měřící sestava 
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Příloha 10 –  Data z měření č. 8 

 

 

 
Normální tkáň 

 
Nádorová tkáň 

[nm] [m 1] [m 2] [m 3] [m 4] [m 5] Norm. 
 

[m 1] [m 2] [m 3] [m 4] [m 5] Tumor 

680 483,35 199,21 200,77 229,70 291,03 280,81 
 

95,17 22,13 95,40 123,34 100,01 87,21 

681 479,82 201,74 201,63 229,31 277,52 278,00 
 

102,08 22,92 89,71 124,58 106,52 89,16 

682 533,34 236,92 227,31 251,20 296,89 309,13 
 

125,91 46,63 113,80 141,75 138,45 113,31 

683 614,04 281,98 284,34 286,13 361,35 365,57 
 

162,55 77,38 163,73 189,60 186,27 155,91 

684 699,13 322,19 334,48 333,00 432,19 424,20 
 

201,82 109,26 212,93 233,44 230,90 197,67 

685 770,33 368,24 390,24 393,44 486,78 481,81 
 

239,90 144,09 244,54 268,23 282,38 235,83 

686 804,72 379,37 410,44 405,06 503,05 500,53 
 

246,09 131,16 245,69 266,79 280,74 234,10 

687 824,71 377,29 419,63 401,07 511,44 506,83 
 

240,83 125,81 236,63 270,35 267,34 228,19 

688 874,27 414,65 456,23 440,38 541,60 545,43 
 

277,07 155,67 269,72 300,80 285,44 257,74 

689 922,25 441,36 473,16 451,39 576,59 572,95 
 

291,21 163,43 290,49 315,23 304,43 272,96 

690 938,36 441,70 473,49 451,70 589,05 578,86 
 

299,26 173,76 281,52 328,87 322,33 281,15 

691 917,33 408,62 448,80 430,96 559,65 553,07 
 

279,31 149,81 260,59 314,39 305,35 261,89 

692 939,88 435,78 479,70 454,51 584,72 578,92 
 

304,76 177,46 300,10 333,58 327,94 288,77 

693 942,30 451,34 480,24 460,20 602,94 587,41 
 

303,43 190,87 311,59 336,91 334,13 295,39 

694 922,76 443,99 475,61 460,54 592,35 579,05 
 

300,59 193,28 306,90 329,35 330,44 292,11 

695 894,21 429,59 468,20 450,12 558,01 560,03 
 

297,52 172,91 292,01 307,08 316,45 277,19 

696 896,84 433,53 459,15 439,75 550,14 555,88 
 

292,56 169,25 279,37 300,77 321,92 272,77 

697 896,73 419,27 447,63 432,85 543,38 547,97 
 

286,10 158,58 277,65 303,95 322,12 269,68 

698 862,47 415,13 441,29 422,31 521,39 532,52 
 

276,29 146,09 269,20 292,38 313,03 259,40 

699 817,37 401,59 425,34 401,27 514,58 512,03 
 

266,73 147,60 261,60 280,98 296,95 250,77 

700 782,58 363,29 393,50 367,85 477,61 476,96 
 

231,50 117,39 230,86 252,99 250,40 216,63 

701 754,69 359,82 388,04 359,48 483,11 469,03 
 

236,01 132,13 229,27 249,43 253,30 220,03 

702 736,94 356,19 384,41 363,16 486,78 465,50 
 

247,14 143,59 233,98 254,74 264,78 228,85 

703 705,82 340,13 365,79 357,51 467,57 447,37 
 

233,13 130,83 212,75 248,93 251,33 215,40 

704 637,04 299,68 312,36 320,25 403,38 394,54 
 

192,94 95,95 181,32 218,42 202,66 178,26 

705 569,59 274,54 274,28 287,06 362,90 353,68 
 

171,17 89,75 161,89 190,81 183,89 159,50 

706 499,97 241,24 229,37 235,20 297,87 300,73 
 

131,58 58,31 115,42 163,53 158,82 125,53 

707 503,29 252,62 225,14 245,23 292,22 303,70 
 

136,60 64,78 123,60 176,91 171,81 134,74 

708 476,42 242,88 209,61 234,11 290,85 290,78 
 

121,11 58,04 122,18 159,15 154,12 122,92 

709 448,72 221,75 203,57 215,94 280,82 274,16 
 

108,97 48,74 109,36 140,88 137,75 109,14 

710 446,30 220,13 212,71 202,57 270,79 270,50 
 

108,82 46,52 114,00 135,81 138,68 108,77 

711 453,01 223,57 214,11 207,89 271,50 274,02 
 

117,56 44,03 115,95 136,45 142,85 111,37 

712 487,88 248,71 233,69 238,79 300,13 301,84 
 

141,73 76,81 143,41 165,22 168,82 139,20 

713 481,09 242,77 214,27 230,03 285,19 290,67 
 

126,35 74,81 128,36 160,56 153,95 128,81 

714 453,15 215,27 193,73 202,74 267,64 266,51 
 

112,16 54,58 117,24 143,57 141,49 113,81 

715 396,07 155,65 150,09 169,14 225,74 219,34 
 

68,76 4,76 76,79 83,17 93,80 65,46 

716 392,15 161,84 166,90 171,96 215,25 221,62 
 

80,92 17,27 89,92 103,06 106,70 79,57 

717 410,68 194,68 188,68 187,52 230,85 242,48 
 

103,87 49,62 107,80 129,24 126,27 103,36 

718 408,68 193,43 182,58 185,23 235,12 241,01 
 

103,74 52,75 95,29 128,43 123,34 100,71 

719 371,45 170,00 159,13 163,21 212,94 215,35 
 

85,09 35,88 83,05 112,05 104,24 84,06 

720 331,59 155,89 143,90 156,95 195,45 196,76 
 

72,54 20,97 80,34 104,08 90,97 73,78 



Kapitola Přílohy 

 

 

 95 

 

 

Příloha 11 - Prvních 30, resp. 40 vlnových délek s největším součtem 

korelačních koeficientů v absolutních hodnotách 

 

Pořadí  [nm] F1 |F1| F2 |F2| F3 |F3| F4 |F4| F5 |F5| Suma 

1 660 -0,849 0,849 -0,392 0,392 0,279 0,279 -0,147 0,147 -0,140 0,140 1,806 

2 727 -0,758 0,758 0,551 0,551 -0,236 0,236 -0,229 0,229 0,026 0,026 1,801 

3 729 -0,763 0,763 0,550 0,550 -0,224 0,224 -0,234 0,234 0,028 0,028 1,799 

4 728 -0,769 0,769 0,547 0,547 -0,213 0,213 -0,235 0,235 0,027 0,027 1,791 

5 731 -0,776 0,776 0,544 0,544 -0,200 0,200 -0,238 0,238 0,030 0,030 1,787 

6 664 -0,858 0,858 -0,348 0,348 0,317 0,317 -0,135 0,135 -0,127 0,127 1,785 

7 733 -0,781 0,781 0,541 0,541 -0,185 0,185 -0,240 0,240 0,032 0,032 1,780 

8 663 -0,867 0,867 -0,336 0,336 0,303 0,303 -0,131 0,131 -0,141 0,141 1,778 

9 734 -0,786 0,786 0,537 0,537 -0,173 0,173 -0,243 0,243 0,032 0,032 1,772 

10 665 -0,872 0,872 -0,311 0,311 0,308 0,308 -0,131 0,131 -0,144 0,144 1,765 

11 739 -0,792 0,792 0,534 0,534 -0,160 0,160 -0,244 0,244 0,033 0,033 1,763 

12 662 -0,844 0,844 -0,406 0,406 0,282 0,282 -0,121 0,121 -0,099 0,099 1,752 

13 735 -0,798 0,798 0,528 0,528 -0,150 0,150 -0,243 0,243 0,033 0,033 1,752 

14 742 -0,801 0,801 0,527 0,527 -0,134 0,134 -0,246 0,246 0,035 0,035 1,742 

15 667 -0,881 0,881 -0,283 0,283 0,329 0,329 -0,122 0,122 -0,124 0,124 1,739 

16 745 -0,804 0,804 0,524 0,524 -0,121 0,121 -0,248 0,248 0,035 0,035 1,731 

17 659 -0,870 0,870 -0,384 0,384 0,226 0,226 -0,110 0,110 -0,142 0,142 1,731 

18 668 -0,884 0,884 -0,240 0,240 0,341 0,341 -0,128 0,128 -0,133 0,133 1,726 

19 746 -0,808 0,808 0,520 0,520 -0,110 0,110 -0,248 0,248 0,036 0,036 1,721 

20 666 -0,889 0,889 -0,265 0,265 0,303 0,303 -0,119 0,119 -0,143 0,143 1,719 

21 658 -0,855 0,855 -0,442 0,442 0,214 0,214 -0,091 0,091 -0,107 0,107 1,709 

22 748 -0,813 0,813 0,516 0,516 -0,097 0,097 -0,245 0,245 0,034 0,034 1,705 

23 661 -0,868 0,868 -0,410 0,410 0,230 0,230 -0,085 0,085 -0,107 0,107 1,700 

24 753 -0,816 0,816 0,512 0,512 -0,081 0,081 -0,246 0,246 0,038 0,038 1,693 

25 656 -0,854 0,854 -0,461 0,461 0,184 0,184 -0,089 0,089 -0,106 0,106 1,692 

26 638 -0,794 0,794 -0,557 0,557 -0,202 0,202 0,034 0,034 0,096 0,096 1,683 

27 655 -0,847 0,847 -0,478 0,478 0,175 0,175 -0,090 0,090 -0,092 0,092 1,682 

28 634 -0,781 0,781 -0,574 0,574 -0,201 0,201 0,022 0,022 0,102 0,102 1,679 

29 649 -0,841 0,841 -0,495 0,495 0,148 0,148 -0,095 0,095 -0,099 0,099 1,678 

30 675 -0,897 0,897 -0,216 0,216 0,343 0,343 -0,110 0,110 -0,111 0,111 1,676 

31 760 -0,822 0,822 0,506 0,506 -0,069 0,069 -0,240 0,240 0,038 0,038 1,676 

32 612 -0,760 0,760 -0,615 0,615 -0,180 0,180 -0,038 0,038 0,072 0,072 1,665 

33 613 -0,766 0,766 -0,599 0,599 -0,198 0,198 -0,025 0,025 0,072 0,072 1,660 

34 763 -0,825 0,825 0,503 0,503 -0,051 0,051 -0,237 0,237 0,043 0,043 1,660 

35 626 -0,770 0,770 -0,597 0,597 -0,175 0,175 -0,022 0,022 0,096 0,096 1,660 

36 607 -0,753 0,753 -0,618 0,618 -0,187 0,187 -0,039 0,039 0,056 0,056 1,652 

37 618 -0,781 0,781 -0,593 0,593 -0,153 0,153 -0,044 0,044 0,080 0,080 1,650 

38 635 -0,781 0,781 -0,585 0,585 -0,162 0,162 -0,010 0,010 0,109 0,109 1,647 

39 610 -0,760 0,760 -0,617 0,617 -0,154 0,154 -0,058 0,058 0,058 0,058 1,647 

40 623 -0,772 0,772 -0,608 0,608 -0,131 0,131 -0,048 0,048 0,088 0,088 1,647 
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Příloha 12 – Souhrn – nejvýznamnější vlnové délky 

 

 

BENIGNÍ TKÁŇ (N = 117) 

Vlnová 
délka [nm] Průměr 

Int. 
spolehl.      

-95% 

Int. 
spolehl. 

+95% Medián Min Max Sm. odch. 
Sm. 

chyba 

Intenzita autofluorescence 

607 1752,19 1513,43 1990,94 1663,86 96,93 5616,72 1303,91 120,55 

610 1629,04 1407,89 1850,19 1512,73 80,63 5087,9 1207,77 111,66 

649 841,64 746,24 937,04 839,99 50,92 2124,93 521 48,17 

655 774,11 689,74 858,48 773,33 41,28 1913,63 460,76 42,6 

662 745,61 666,62 824,59 754,6 40,36 1771,96 431,36 39,88 

667 731,93 655,31 808,55 716,16 46,5 1665,53 418,44 38,68 

745 144,68 125,11 164,26 150,08 -4,02 479 106,91 9,88 

 

MALIGNÍ TKÁŇ (N = 100) 

Vlnová 
délka [nm] Průměr 

Int. 
spolehl.      

-95% 

Int. 
spolehl. 

+95% Medián Min Max Sm. odch. 
Sm. 

chyba 

  Intenzita autofluorescence 

607 1244,2 989,02 1499,38 725,21 147,34 6661,47 1286,04 128,6 

610 1170,02 928,2 1411,84 654,73 137,47 6190,41 1218,72 121,87 

649 639,89 521,08 758,7 425,76 47,54 2993,47 598,77 59,88 

655 588,93 486,75 691,12 425,05 54,15 2699,69 515 51,5 

662 569,7 476,86 662,55 424,99 73,05 2416,05 467,91 46,79 

667 568,42 479,88 656,95 435,75 72,56 2250,06 446,21 44,62 

745 95,28 77,39 113,18 72,6 -18,73 381,67 90,2 9,02 
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Příloha 13 – Charakteristika testovaného souboru 

 

číslo pohlaví věk pTNM G 

1 F 78 pT3N0MX G1 

2 F 65 pT3N0MX G3 

3 F 48 pT3pN1MX G2 

4 F 64 ypT3N1MX G2-3 

5 M 52 pT3N0MX G2 

6 M 69 ypT4pN0pMX G3 

7 M 73 pT3N0MX G3 

8 M 67 pT3N0MX G2 

9 M 78 pT3N1MX G2-3 

10 M 61 pTisN0MX G1-2 

11 M 52 pT3N1MX G2 

12 M 64 ypT2N0MX G2 

13 M 52 ypT3N0MX G3 

14 M 59 pT3N0M1 G2 

15 M 67 ypT2N0MX G2 

16 M 61 pT3N0MX G2 

17 M 61 pT3N0MX G2 

18 M 65 pT2N0MX G2 

19 F 83 pT4N2MX G2 
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Příloha 14 - Variabilita hodnot jedince k průměrné hodnotě 

 

 
0 2000 4000 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

Average (tumor) 

Average (norm. tissue) 

Normální 

tkáň 

1587 

 

Tumor 

1113 
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Publikační aktivity:  

 

Články: 

(kopie v příloze) 

Autorské: 

1. Peroperative optical autofluorescence biopsy – verification of its 

diagnostic potential Lasers Med Sci 2011 (IF 2,56) 

Spoluautorské 

1. Autofluorescence spectorscopy of malignant tissue – Journal of 

Optoelectronics and Advanced Materials 2005 (IF 1,060) 

2. Auto-fluorescence spectroscopy of colorectal carcionma: ex vivo study – 

Journal of Optoelectronics and Advanced Materials 2006 (IF 1,003) 

Přednášky a postery:  5x 

(postery v příloze)  
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