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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.  

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.  
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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.  

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.  

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 



6  

 

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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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 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)
. 

Hypotézy a cíle 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, 
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II. ověření možnosti využití experimentálně vytvořené přenosné měřící 
sestavy k provedení „optické biopsie“ v průběhu operačního výkonu pro 
kolorektální karcinom. 

Materiál a metodika 

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  

První etapa – laboratorní ověření 

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.  

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 
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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.  

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.  

V případě použití Ar laseru se diskriminační hodnoty intenzit pohybovaly pouze 
v řádu jednotek. Většinou byly změny pouze v intenzitě. Pouze ojediněle jsme získali 
vyšší příspěvek u nádorové tkáně na vlnové délce 630 nm (odpovídající porfyrinům).  

Druhá etapa - experimentální ověření 

Technické vybavení a provedení  

Experimentální měřící sestava byla složena ze zdroje excitačního záření vybaveného 
modrou polovodičovou diodou, optického vlákna zajišťujícího přenos excitačního 
i emitovaného optického svazku a optického.  

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.  

Světelný zdroj byl vyvinut v rámci grantového projektu školitele autora - Doc. L. 
Horáka (FF-P2/116). 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.  
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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 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 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.  

Výsledky 

Získaná měření prokázala možnost využití testované sestavy v reálním klinickém 
nasazení. 
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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. 

Třetí etapa – klinické ověření 

Technické vybavení 

Měření byla v obou případech prováděna stejnou technikou a experimentální 
sestavou jako předchozí etapa.  

Třetí etapa - I. podetapa – ověření a statistické zhodnocení  

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.  

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 12). 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). 

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)

).  
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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.   

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.   Pro další klinické testování byly tedy určeny 
vlnové délky menší než 700 nm, kde rozdílový interval průměrných hodnot 
a mediánu autofluorescenčních intenzit dosahuje hodnot 500 - 160 pro průměr, pro 
medián 930 - 280.  

Třetí etapa – II. podetapa – klinické testování 

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. 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 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. 
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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.  

Diskuze 

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 

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. 

Příčiny biologické povahy 

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.  
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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 
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.  

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. 

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 je ve srovnání s laserem nekoherentní a spektrálně 
výrazně širší. Udává se, že tento určitý fázový rozptyl může mít za následek 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.  



15  

 

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. 

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. 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. 

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:  
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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 získané na 
vlnové délce 610 nm která byla regresním modelem vyhodnocena jako 
jedna z nejvíce signifikantních. Stejná data jsme ještě pro eliminaci 
možných technických chyb převedly na poměrné hodnoty (X(norm 
tkáň)/Y(nádorová tkáň).  

 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 
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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 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  
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