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Souhrn

Pfedkladana dizertacni prace feSi problematiku autofluorescencni diagnostiky
kolorektalniho karcinomu. VytycCeny byly nasledujici cile: ovéfeni moznosti vyuziti
autofluorescenénich vlastnosti normdini a nadorem zménéné tkané tlustého stfeva
k jejich diferenciaci a ovéfeni moznosti vyuZziti experimentdlné vytvorené prenosné
méfici sestavy k provedeni ,optické biopsie” v pribéhu operacniho vykonu pro
kolorektalni karcinom.

Regeni projektu bylo rozdéleno do t¥i etap:

I. etapa - byla zamérfena na experimentdlni ovéreni fluorescenénich charakteristik
normalni anadorové tkané kolorektalniho karcinomu pomoci argonového
a helium-neonového laseru. Ziskané hodnoty potvrdily moznost rozliSeni jak po
kvalitativni strance - zménou spektralni kfivky, tak i po kvantitativni strance -
zménou intenzity autofluorescencniho zareni ve vybranych vinovych délkach. Pri
excitaci pomoci He-Ne laseru jsme pozorovali pfispévek o hodnoté cca 30 a.u.
prakticky v celém méfeném intervalu s maximem mezi 670 — 700 nm, coZ odpovida
fluorescenénimu spektru porfyrind. Normalni tkan nevykazovala témér Zadnou
aktivitu. V pripadé pouZziti Ar laseru se diskriminacni hodnoty intenzit pohybovaly
pouze v fadu jednotek.

Il. etapa — byla vénovan ovéreni funkce a moZnosti klinického vyuZziti experimentdlné
vytvorené prenosné méfici sestavy sestavajici ze svételného zdroje na bazi
nekoherentni LED diody, dvouvlaknového pfenosného systému svételného zareni
a prenosného spektralniho analyzatoru Avantes. PFi méreni jsme ziskali hodnoty,
které umoznovaly diskriminaci mezi nddorovou a normalni tkani na zakladé rozdilu
intenzit, a které v oblasti vinovych délek kolem 690 nm dosahovaly az stovkovych
hodnot.

lll. etapa - kterd byla urcena ke klinickému testovani byla rozdélena jesté na dalsi 2
podetapy.

V prvni fazi bylo provedeno ovéreni a statistické zhodnoceni diskriminacnich
moznosti autofulorescencnich charakteristik ziskanych pfi méreni v realném
prostiedi. Ke statistickému zpracovani byla pouZita logistickd regresni analyza a
metoda hlavnich komponent. Vyhodnoceni bylo provedeno pro model s 30 a 40
analyzovanymi komponentami. Na zakladé nasich méfeni bylo zjiSténo, Ze klasifikacni
schopnost modelu je 79,7 % respektive 82,5 %. RozliSovaci schopnost modell podle
Tapea byla 0,88 a 0,91.

Ve druhé fazi byla provedena simulace redlniho nasazeni. Bylo provedeno 100
méreni. 17 lokalit bylo hodnoceno jako nejisté a 3 jako maligni. Histologické vysetreni
v zadné z téchto lokalit nadorové postizeni nepotvrdilo. Ve 3% procentech jsme tedy
ziskali falesné pozitivni vysledek a v 17% nejisty vysledek.



Prace svysokou spolehlivosti prokazala, ve shodé sliteraturou, Ze
autofluorescencnich vlastnosti tkané Ize vyuzit k odliSeni normalni a nadorové tkané
tlustého stfeva — rektosigmatu.

Autory navrZzend a testovand metodika optické biopsie poskytuje velmi dobré
vysledky, které by mohly dobfe poslouZit jako orientaéni pomicka pro cilené
histologického vysetreni. Praktické vyuziti je ale zatim limitovano 2 problematickymi
oblastmi: vysokou variabilitou naméfenych hodnot mezi testovanymi jedinci a
metodikou stanoveni referencnich oblasti.

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 | 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 Il 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 Ill 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



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.



Uvod

Zakladnim kriteriem uspésné chirurgické 1éCby jakéhokoli nadorového onemocnéni je
kompletni odstranéni tumorem zménéné tkané. Tato podminka je standardné
zajistovana opakovanymi, peroperacné provadénymi, histologickymi vysetfenimi
tkanovych vzorkd odebranych z rizikovych oblasti. V pfipadé kolorektalniho
karcinomu je timto kritickym mistem oblast distalni resekcni linie. Soucasna metodika
tuto oblast, ktera ve svém del$im rozméru muizZe dosahovat 40 a vice mm, vysetfuje
jen v nékolika lokalitach, které jsou zvoleny na zakladé, bud patologického
makroskopického nalezu, nebo ndhodnym vybérem. Je zcela zfejmé, Ze spolehlivost
takového vySetfeni je pfinejmensim diskutabilni a eventuelni negativni dopad
nerozpoznaného nadorového rezidua na dalsi prognézu nemocného je zcela zdsadni.

- / v . e 1 s v .. .
Toto riziko, které se v soucasnosti udavd kolem 5% ), lze vzasadé minimalizovat
dvéma zpUsoby:
= neumérnym navysSenim vySetfovanych mist, za cenu vyrazného prodlouZeni
Casu potrebného ke zpracovani materidlu, a tim ioperacniho casu,
respektive doby celkové narkdzy
= nebo nalezenim a oznacenim rizikovych oblasti jesté pred vlastnim
histologickym zpracovanim.
K tomuto ucelu se jako velmi slibné jevi vyuZiti odliSnych optickych vlastnosti

P / v v s o v(1,2)
normalni a nddorem zménéné tkané ™ ~.

Diagnostické techniky zalozené na optické spektroskopii dosahly v soucasnosti jiz
takové drovné, Ze umoznuji zkoumat biochemické i morfologické vlastnosti tkani.
Dalsi bezkonkurencéni vyhodou je rychlost, neinvazivita a moznost kvantitativniho
i kvalitativniho hodnoceni®.

Klinické aplikace jiz bézné zahrnuji diagnostiku nadorovych onemocnéni v oborech
. (4-8) . (9,10) . (2,411) . .
pneumologie™ ~, urologie nebo gynekologie avposledni dobé lze
v literature pozorovat vyraznou experimentdlni aktivitu s redlnou nadéji klinického
vyuZiti béhem endoskopickych vysetteni, jak horni, tak dolni casti zazivaciho
(2,3,11-19)
traktu .

Hypotézy a cile prace

Predkladana dizertacni prace shrnuje pribéh a vysledky vyzkumné prace fesici
problematiku moznosti autofluorescencni diagnostiky kolorektalniho karcinomu.
Prace vychazi a navazuje na grantovy projekt Doc. MUDr. L. Horaka, DrSc. (Skolitele
predkladatele prace) - Opticka biopsie v diagnostice kolorektalni rakoviny — IGA
ND7581/2003, na kterém se autor pfimo podilel jako spolupracovnik. Ze stejného
grantu byly téZ hrazeny naklady na experimentalni ¢ast vyzkumné prace.

Vytyéeny byly nasledujici cile:
I ovéreni moznosti vyuziti autofluorescencénich vlastnosti normalni
a nddorem zménéné tkané tlustého streva k jejich diferenciaci,



Il. ovéreni moznosti vyuZiti experimentalné vytvorené prenosné meéfici
sestavy k provedeni ,optické biopsie” v pribéhu operaéniho vykonu pro
kolorektalni karcinom.

Material a metodika

Regeni vyzkumného projektu bylo rozdéleno do nékolika etap i s ohledem na postup
praci na grantovych projektech.

I etapa - laboratorni ovéreni — byly experimentalné ovéreny fluorescencni
charakteristiky normalni a nadorové tkané kolorektalniho karcinomu pomoci
plynného Ar (argonového) laseru. K méreni byl vyuZit fotoluminiscenc¢ni
spektrometr v Ustavu radiotechniky a elektroniky AVCR (od roku 2007
prejmenovany na Ustav fotoniky a elektroniky AV CR, v.v.i).

I. etapa - experimentdini testovdni — byla zaméfena na ovéfeni funkce
a moznosti klinického vyuziti experimentdlné vytvorené, prenosné sestavy
sestavajici ze svételného zdroje na bazi nekoherentni LED diody,
dvouvlaknového prenosného systému svételného zareni a prenosného
spektralniho analyzatoru Avantes.

M. etapa - klinické testovdni — byla ddle rozdélena na dalsi 2 podetapy.

1. ovéfeni a  statistické zhodnoceni diskriminacnich  mozZnosti
autofulorescencnich charakteristik ziskanych pfi méfeni v redlném
prostredi

2. vlastni klinické testovani experimentalni mérici sestavy

Prvni etapa - laboratorni ovéreni

Technické vybaveni

Jako svételny zdroj byl pouzit argonovy laser (ArL) poskytujici koherentni zareni na
vinové délce 488 nm a 514,5 nm a HE-Ne laser o svételném paprsku vinové délky
632,8 nm. Excita¢ni i emitovany paprsek byl od zdroje a do laboratorniho
spektrometru veden pevnymi optickymi prvky (zrcadla, ¢ocky). Fotoluminiscencni
spektrometr je vybaven monochromatorem s pohyblivou mfizkou.

Na stejném zafizeni byl po té testovan i flexibilni systém vedeni exciac¢niho
i emitovaného zareni - pomoci svétlovodnych vlaken. Bylo pouzito svétlovodné
vlakno o priiméru 600 um nizkych optickych ztrat s dvojim povlakem. Opticka funkce
byla zajisténa vnitfnim plastém z polysiloxanového polymeru o indexu lomu ~1,44.
Zevni plast z UV vytvrditelného akrylatu dodal velmi dobrou ochranu a mechanické
vlastnosti.

Metodika a provedeni

V této fazi bylo provedeno 10 méreni s tkanovymi bloky o velikosti cca 10x10 mm.
Vzorky byly odebrdny od 10 ti nahodné vybranych, operovanych nemocnych pro
kolorektalni karcinom. Odbér byl proveden po dohodé s patologem tak, aby nedoslo
k znehodnoceni preparatu, atim i moznému zkresleni hodnoceni definitivniho



histologického nalezu. Material byl prepravovan v chladicich boxech pfi teploté 5°C.
Doba prepravy byla v rozmezi 40 - 60 minut.

S kazdym vzorkem bylo provedeno 5 méreni a hodnoty byly posléze pridmérovany.
Vysledky

Ziskané hodnoty potvrdily moznost rozliSeni normalni a nadorové tkané jak po
kvalitativni strance - zménou spektralni kfivky, tak i po kvantitativni strance - zménou
intenzity autofluorescencniho zareni ve vybranych vinovych délkach.

PFi excitaci pomoci He-Ne laseru jsme pozorovali pfispévek o hodnoté cca 30 a.u.
prakticky v celém méreném intervalu s maximem mezi 670 — 700 nm, coZ odpovida
fluorescenénimu spektru porfyrinGd. Normalni tkan nevykazovala témeér Zadnou
aktivitu.

V pripadé pouziti Ar laseru se diskriminacni hodnoty intenzit pohybovaly pouze
v fadu jednotek. Vétsinou byly zmény pouze v intenzité. Pouze ojedinéle jsme ziskali
vysSi prispévek u nadorové tkané na vinové délce 630 nm (odpovidajici porfyrinGim).

Druhd etapa - experimentalni ovéreni

Technické vybaveni a provedeni

Experimentdalni méfici sestava byla sloZena ze zdroje excita¢niho zafeni vybaveného
modrou polovodi¢ovou diodou, optického vldkna zajistujiciho pfenos excitaéniho
i emitovaného optického svazku a optického.

Jako zdroj excitacniho zafeni byla pouzita polovodiCovda nekoherentni
elektro-luminiscencni dioda emitujici v pasu 450 nm (modré svételné spektrum)
s parametry - vykon 5W / spektralni rozptyl 430 - 470 nm / pulzni mdd — s frekvenci
1kHz rozdélenim Géinku H400us/L600us.

Svételny zdroj byl vyvinut v ramci grantového projektu Skolitele autora - Doc. L.
Horaka (FF-P2/116). PouZziti vy$e uvedeného zdroje bohuzZel pfineslo ztratu moznosti
vyuZiti k analytickym Gcelim, znacné Casti viditelného spektra. Ztrata je o to
zavaznéjsi, Ze charakteristickd excitacni i autofluorescecni spektra vétsiny
pfirozenych biologickych fluoroforll pfitomnych v kolonické tkani jsou mimo,

respektive pod dolni hranici testovaného spektralniho pasu.

Pfenos excitacniho svazku a vedeni ziskaného signdlu k detektoru bylo zajisténo
optickym vldknovym systémem sestavajicim se ze dvou vldken s tfemi terminaly.
Pouzili jsme specialni polymerizované vldkno o priiméru 600um, nizkych optickych
ztradt a s dvojim povlakem. Ke zdroji a k analyzatoru bylo optické vldkno pfipojeno
pfes vhodny opticky konektor. Vysetfovaci hrot (obr. 13) o priméru 1,2 mm zajistujici
jak vlastni dodavku excita¢niho zareni, tak sbér fluorescence, byl kryt plastovou
manzetou prekryvajici jeho konec o 1 mm. Tim byla zajisténa standardni vzdalenost
od mérené tkané a minimalizovan vliv okolniho svételného Sumu. Kontaktni zpUsob
méreni popisovany také jinymi autory(s) se nam opakované neosvédcil pro casté
znecisténi snimaci plochy a ndsledné vyrazné zkresleni namérenych hodnot.



Jako analyzator byl pouzit opticky spektrometr typu AvaSpec-248, ktery je tvoren
sestavou AvaBench-75-2048 s difrakéni mtizkou VB pracujici ve spektralni oblasti 360
— 1000 nm a elektronickeé Ffidici desky AS 161 Board for AvaBench-75-2048 od firmy
Avantes. Septromer je vybaven optickym konektorem pro pfipojeni optického vidkna
a linedrnim CCD detektorem. Ovladani spektrometru a sbér namérenych dat je
zajisténo fidicim notebookem pripojenym pfes USB port. Software - AvaSoft© v. 6.1
fy Avantes dodavany se spektrometrem.

Sestava byla jesté doplnéna o LP (longpass) filtr(3), ktery byl umistén pred

spektrometr. Pouziti tohoto nového prvku bylo opét vynuceno zvolenym svételnym
zdrojem. Nekoherentni LED svételny zdroj vydava svételny paprsek proménlivé
vinové délky ve vysSe definovaném spektru. Tento svételny ,chvost”, ktery je
standardné soucasti odrazeného a rozptyleného svétla, vyrazné zhorsuje moznosti
analyzy testovaného emitovaného zareni. Proto je nutné jej co nejlépe odfiltrovat.

Pouzit byl interferencni filtr Spectogeon 530 nm s velmi ostrou nabéznou hranou.
Tento filtr byl vloZen do specialni komory - sestavy 2 mikroobjektivd, jejiz dkolem je
nejprve kolimace svételného paprsku pred filtrem a po jeho Upravé prevod zpét do
optického vldknového prevodniho systému.

Soucdsti této etapy bylo i stanoveni nejvhodnéjSich snimacich parametr(
spektroskopu a volba standardnich podminek, za kterych budou provadéna méreni.
Po urcité dobé experimentovani byla stanovena nasledujici kritéria a parametry:

= vyloudeni jakéhokoli jiného svételného zdroje mimo nepfimého denniho
svétla v prostredi kde je provadéno méreni
= sbérny cas (integration time) - ¢as po kterou dopada analyzovany svételny
paprsek na cidlo spektrometru - 200 ms
= primérny pocet méreni pro ziskani relevantniho spektra z jednoho mista
tkané - 3
= pocet pixell pro ziskani hodnoty v jednom bodé spektra - 4
Za validni hodnoty pfi pouZiti této mérici sestavy, pfi zohlednéni vSech moznych vliv(,
byl stanoven interval ve viditelné ¢asti spektra v rozsahu 600 - 800 nm.

V této fazi experimentu bylo provedeno celkem 10 méfeni na ex vivo materidlu -
celém resekdtu. Opét u ndhodné vybranych operovanych nemocnych pro
kolorektalni karcinom. Hodnoty normalni tkdané byly méfeny pfi oralnim okraji
resekatu a pro nadorovou tkan vétSinou pfimo ze stfedu makroskopicky patrného
nadoru. Mista, kde bylo provadéno méreni, bylo vidy oznaceno stehem pro cilené
histologické zpracovani a ovéreni pfitomnosti nebo nepfitomnosti nadorové tkané.
V kazdé lokalité bylo provedeno 5 méreni a vysledky byly priimérovany.

Vysledky

Ziskana méreni prokazala moZnost vyuZiti testované sestavy v redlnim klinickém
nasazeni.
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PFi méreni jsme ziskali hodnoty, které umoznovaly diskriminaci mezi nadorovou a
normalni tkani pouze na zakladé rozdilu intenzit, a které v oblasti vinovych délek
kolem 690 nm dosahovaly az stovkovych hodnot.

Pomeér intenzit byl ale v celém spektru priblizné stejny a kolisal kolem hodnoty 2.
Zménu v charakteru spektralni kfivky jsme nezaznamenali ani v jediném pripadé.

Treti etapa - klinické ovéreni

Technické vybavent

Méreni byla vobou pfipadech provdadéna stejnou technikou a experimentaini
sestavou jako prfedchozi etapa.

Treti etapa - I. podetapa - ovéreni a statistické zhodnoceni

Metodika

V rozpéti 1 roku (7/2007 — 7/2008) bylo u 20 ndhodné vybranych pacientl s nizko
ulozenym kolorektalnim karcinomem provedeno méreni autofluorescence z 2 jiz vyse
uvedenych standardnich lokalit. Pro pfitomnost jiného nez kolorektalniho karcinomu
(1x recidiva ovarialniho karcinomu) byly vzorky od 1 nemocného z dal$iho zpracovani
vylouceny.

Vlastni méreni bylo vidy provadéno na celém vzorku tkanového resekatu (obr. 14),
témér bezprostfedné po jeho vyjmuti z téla nemocného a po jeho omyti pitnou
vodou o teploté 21 - 24°C.

Pro ovéfeni diagnostickych schopnosti testované meéfrici sestavy a pro uréeni

nejvhodnéjsich vinovych délek pro rozliSeni mezi zdravou a nadorovou tkani jsme
. .. . (38,59, 46, 60)

pouzili model logistické regrese .

Zdbvodu velkého poctu nezadvisle proménnych (namérené hodnoty intenzity
autofluorescence pfi vinovych délkach 600 — 800 nm a méficiho intervalu 1 nm) jsme
nejdfive pomoci metody hlavnich komponent vybrali 30, respektive 40 (pro zlepsSeni
predikénich schopnosti modelu) nejvice ovliviiujicich vinovych délek (tabulka — viz
pfiloha 12). Hodnoty intenzit autofluorescence pfi téchto vinovych délkach jsme
pouzili ke konstrukci logistického modelu. Vycet vinovych délek vstupujicich do
modell a charakteristiky logistické regrese obou modelll jsou shrnuty v tabulce. Oba
modely splnily zakladni podminky statistické vyznamnosti pro prijeti (test
vyznamnosti regresnich koeficientd, statistika — 2LL, je vysoce statisticky vyznamna p
= 0,000). Pouze model se 40 vstupujicimi proménnymi ale proklada data adekvatné —
hladina vyznamnosti Hosmer — Lemeshowova testu je vétsi nez 0,05 (p = 0,15).

Vysledky

Na zakladé nasich méreni bylo zjisténo, Ze klasifikacni schopnost modelu je 79,7 %
(30 proménnych) a 82,5 % u modelu se 40 vstupnimi proménnymi. RozliSovaci
schopnost modeld (AUC) je opét u modelu se 40 proménnymi lepsi, a to az 0,91
(vytecna - podle Tapea(el)), zatimco u modelu se 30 proménnymi je 0,88 (dobra - opét
podle Tapea(el)).
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Pro ptfimé pouziti autofluorescencni techniky na operacnim sale jsme pro 40
nejddlezitéjsich vinovych délek, které nejlépe rozlisuji mezi maligni a benigni tkani,
spocitali primeéry a intervaly spolehlivosti.

Jako nejvyznamnéjsi byly vyhodnoceny nasledujici vinové délky - 607, 610, 649, 655,
662, 667 a 745 nm, kde na 95% urovni spolehlivosti se mezni hodnoty bud’ viibec
nebo jen zcela marginalné prekryvaji. Pro dalsi klinické testovani byly tedy urceny
vinové délky mensi neZz 700 nm, kde rozdilovy interval pridmérnych hodnot
a medianu autofluorescencnich intenzit dosahuje hodnot 500 - 160 pro primér, pro
median 930 - 280.

Treti etapa - II. podetapa - klinické testovani

Metodika

U péti ndhodné zvolenych nemocnych bylo provedeno 100 méreni v uméle
stanovené resekéni linii priblizné 1 cm od distalniho okraje makroskopicky patrného
tumoru. Cilem tohoto posunu bylo zvyseni pravdépodobnosti zachytu nadorem
zménéné tkané. Meéreni byla provedena sériovym zplsobem, tedy posouvanim
koncovky vidy o2/3 jejiho priméru, pfiblizné o 2 mm. Vkazdém bodé bylo
provedeno jen jedno méfeni.

Referenéni hodnoty byly ziskany stejnym zpUsobem jako v predchozich etapach —
z centra nadoru a ordlniho konce resekatu.

Méreni byla provedena ve vinovém intervalu 650 — 670 nm, kde se nachazi 4 ze 7
vinovych délek, které byly statisticky vyhodnoceny jako nejptinosnéjsi. Zakladnim
rozhodovacim kriteriem byla zména intenzity autofluorescenéniho zareni
s predpokladem, Ze normalni tkan emituje zareni o vyssich hodnotach intenzity nez
patologicky zménéna nadorova tkan.

tkan a nejvyssi intenzita ziskand z nddorové tkané. Interval mezi témito hrani¢nimi
hodnotami jsme stanovili jako pfechodnou zénu. BohuzZel dostupné softwarové
vybaveni neumoznovalo soucasné zobrazeni referenénich i mérenych hodnot. Tento
nedostatek jsme resili nastavenim zobrazovaného intervalu v analyzatoru tak, aby
zobrazoval jen hodnoty nizsi nez rozhodna hodnota pro normalni kolonickou tkan

vy

Vsechny mérené lokality, kde ziskané hodnoty autofluorescence se zobrazily v tomto
stanoveném intervalu, jsme oznacily stehem pro dalsi histologické zpracovani. Ke
kazdému méreni byl soucasné vytvoren nacrtek, ve kterém byly prifazeny
k oznacenym lokalizacim i namérené hodnoty intenzit. Tato informace ale patologovi
poskytnuta nebyla, aby nedoslo k jeho ovlivnéni. Histologicky po té byly zpracovany
vsechny oznacené lokality a vidy bylo pfipojeno nékolik ndhodné vybranych fezd i
z neoznacené oblasti k ovéreni nepfitomnosti nadoru.
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Vysledky

PFi experimentu bylo 17 lokalit hodnoceno jako nejistych a 3 jako maligni.
Histologické vySetfeni v zadné z téchto lokalit nadorové postizeni nepotvrdilo.

Ve 3% procentech jsme tedy ziskali falesné pozitivni vysledek a v 17% nejisty
vysledek.

Diskuze

Autory navrzena a testovana metodika véetné optické méfici sestavy sice statisticky
vykazuje velmi dobré vysledky, ale jeji praktické wvyuZiti je zatim limitovdno
2 problematickymi oblastmi.

1. vysokou variabilitou namérenych hodnot mezi testovanymi jedinci

2. metodikou stanoveni referencnich oblasti

Mozné piiciny variability hodnot

Tato variabilita se tyka jak normalni, tak i nadorové tkané. Mozné priciny lze rozdélit
do 2 skupin:

=  biologické povahy

= atechnické povahy.

Pric¢iny biologické povahy

Na prvnim misté nutno zminit vSeobecné pfijatou a literdrné opakované
deklarovanou pfirozenou variabilitu naméfenych autofluorescencnich spekter

. L . +(17,26) - . . . s
nejenom z kolonické tkané . Za hlavni pfi¢inu je povaZiovdna jak strukturdini
variabilita, tak variabilita v mnoZstvi jednotlivych fluoroford pfitomnych v tkanovych
vrstvach a elementech. Druhym, téZ velmi vyznamnym faktorem, je odlisny
metabolicky stav tkané nebo strukturdini zmény jako nasledek poskozeni jakékoli
etiologie(e' 17,48)

Variace ve sloZeni tkani i mnoZstvi pfitomnych fluoroford je v soucasné dobé jiz plné
(2,3,6,10,14,15,18,40,62) . . .
potvrzena , proto ddle nebude diskutovéana.

Z pohledu experimentu povazujeme za nejvyznamnéjsi faktor rlizny metabolicky stav

, L. o , v . P . (38, 42)
testovanych tkani zplsobeny proménlivou délkou ,teplé” ischemie . Tato
variabilita Uzce souvisi s vlastnim operacnim zékrokem®,

Prvnim krokem standardniho operac¢niho postupu — resekce rekta nebo rektosigmatu
— dodrzujiciho platnd onkologickd kriteria je vidy podvaz hlavni arterie a vény
zasobujici organ s nadorem. V nasem pfipadé tedy cévniho svazku mesenterica
inferior. Dalsi preparacni faze je rlizné Casové ndrocna, a proto interval mezi
prerusenim cévniho zasobeni a vyjmutim prepardtu z téla nemocného je velmi
variabilni. Preruseni pfisunu krve, a tim transportu kysliku a ostatnich nutrientd,
zpUsobi rozvoj laktatové aciddzy a nasledné ischemii tkané. Ueda a Kobayaschi © ve
své praci jasné prokazali, Ze zvysujici se hladina kyseliny mlécné respektive snizujici se
pH ma negativni vliv na intenzitu fluorescence emitované tkani.
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Dalsi skutecnosti, ktera pfimo ovliviiuje emisi zareni, je pritomnost variabilniho
mnozstvi hemoglobinu v resekdtu a jeho saturace kyslikem.
Hemoglobin je povazovan za nejdllezitéjsi chromofor v tkanich, ktery zplsobuje jak
. v, R , (v -(10,11,14,15,17,35,37,38,39,63) .
absorpci excitatniho, tak emitovaného zareni . Navic tyto
absorpéni vlastnosti jsou vyznamné ovlivnény mnoiZstvim navdzaného kysliku.
Oxygenovany hemoglobin je mnohondsobné silnéjsi absorber zafeni pro vinové délky
kratsi 600 nm a po té absorpce prudce klesa, naproti tomu deoxygenovany
hemoglobin pohlcuje mnohem méné a i pokles za limitni hodnotou 600 nm je
mnohem pozvolnénjsi. K vyrovnani absorpcnich vlastnosti obou typl dochazi az
s (64)
kolem vinové délky 800 nm ™.

Strukturdini zmény testovanych tkani mohou byt dale ovlivnény odliSnhym
morfologickym typem a gradingem nadoru. Ztohoto pohledu blizsi testovani
vzhledem k malému souboru nebylo provedeno.

Velmi vyznamnym, a zatim literdrné nezmapovanym faktorem, je urcité
i predoperacné provedena aktinoterapie(zs'm. Vzhledem k lokalizaci ndadoru vyZaduje
standardni terapeuticky protokol u planovaného chirurgického vykonu provedeni
aktinoterapie v davce 40 Gy. Je znamo, Ze radiace zpUsobuje strukturalni zmény
hlavné ve smyslu lokalni zanétlivé reakce, jizveni, fibrotizace a tvorby drobnych
nekrotickych lozisek a abscesd®. Histologicka analyza, ve vSech testovanych vzorcich
nadorové tkané, potvrdila pfitomnost vySe uvedenych strukturdlnich zmén s
proménlivou intenzitou. Postradiacni postizeni normalni tkané vice vzdalené od
ohniska radioterapie nebylo pozorovano, respektive nebylo mozno odlisit od zmén
zpUsobenych vlastnim operacnim zakrokem.

Pri¢iny technické povahy
Z technického hlediska mohou byt namérené hodnoty ovlivnény typem zvoleného
excitacniho zareni nebo prispévkem nepfimého slunec¢niho zareni v pribéhu méreni.

LED generovany svételny paprsek je ve srovnani s laserem nekoherentni a spektralné
vyrazné Sirsi. Udava se, Ze tento urcity fazovy rozptyl mize mit za nasledek ndhodné
interference v prlbéhu plsobeni paprsku s naslednou neuniformitou distribuce i
intenzity. Dusledkem by pak mohla byt i jista rlznorodost i v tkariové odpovédi G4,
Relativné velkd Sitka excitatniho pdsu zuzuje mérené emisni spektrum a je treba
pouzit specidlni filtr pro odfiznuti té Casti excitacniho pasu, ktery by se spektralné
prekryval s mérenou autofluorescenci.

Vlastnosti zdroje byly testovany v praci Horaka® a navic bylo provedeno i vlastni
méreni Casové zavislosti intenzity excitacniho zdroje. Spektrum bylo analyzovadno na
opticky neutralnim materidlu a filtrovdno stejnym LP filtrem pouZitym i v
predkladané studii. Vlastni optickd energie, respektive jeji kolisani byla dale
testovana pomoci OPHIR detekéniho systému. Bylo provedeno opakované méreni
vidy po dobu 5 min. Maximalni ziskand odchylka byla 1.5 mW a autofi ji nepovazuji
pro méreni za vyznamnou.
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Stejné tak zanedbatelny povazuji autofi i prispévek slunecniho zareni. Méfena oblast,
v dasledku konstrukce koncovky, nikdy nebyla vystavena pfimému svételnému
zafeni. K ovlivnéni by proto mohlo dojit pouze Sifenim z okolni tkdné vzdalené
minimalné 1 mm, coZ je tloustka ochranného pouzdra koncovky. Kryt koncovky ji
souasné o 1 mm presahoval, ¢imZ byla zajiSténa istandardni vzdalenost od
testované tkané a zajisténa Cistota snimaci plochy, ktera byla stejné pribéziné
kontrolovana. Presah navic vyrazné limituje pravdépodobnost vstupu odraZzenych a
rozptylenych paprsk( excitacniho zareni.

Metodika stanoveni referencnich oblasti

Jak jiz bylo v textu opakované zminéno za referencni oblast pro normalni tkan byl
stanoven proximalni okraj resekatu. Jednd se o oblast, kde s témér 100% jistotou
mulzeme vyloucit pfitomnost nadorové tkané, a ziskané hodnoty v kratsich vinovych
délkach az nékolikandasobné presahuji namérené hodnoty v oblasti tumoru. Z tohoto
pohledu se zda byt zcela idealni lokalizaci.

Vysledky zavérecné faze experimentu — redlné simulace méreni — kdy histologické
vySetieni vzZadném vzorku nepotvrdilo pfitomnost nadorové tkané, umoznily
srovnani mezi normalni tkani z plvodni referenéni oblasti a normalni tkani ovlivnéné
pfedoperacni aktinoterapii. Ziskané hodnoty byly uréitym pfekvapenim

Namérené autofluorescencni intenzity byly vcelém nami méreném spektralnim
rozsahu vyrazné nizsi nez hodnoty pro normalni tkan, coz se dalo predpokladat, ale i
nizsi neZz hodnoty ziskané v oblasti tumoru. Pribéh krivky navic do vinové délky 700
nm pomérné dobfe kopiruje kfivku pro nddor av pfiblizné stejné vzdalenosti
odpovidajici intenzité mezi 100 — 150 a.u.

Nizsi emisni intenzita ve srovndni sneozafenou normalni tkani se velmi
pravdépodobné da vysvétlit vlivem aktinoterapie. Pokles pod hodnoty nadorové
tkdné zase ukazuji na vysSi metabolickou aktivitu tumoru eventuelné i vyssi
pfitomnost profyrin(.

Jaké jsou tedy rediné diskriminacni moznosti testovaného systému?

Vysledky nasi studie ukazuji, Ze v pasmu blizkého infracerveného zareni je rozdil mezi

s , v av v Ly v v ,(10,17,19,39,
normalni a nadorovou tkani prevazné v intenzité autofluorescenéniho zareni
43, 44) . v N vy . . - .

. Pouze v jednom pfipadé byl AF pfispévek nadorové tkané v omezeném
vinovém intervalu vys$i nez normalni tkané. Tento interval (680 — 710 nm) témér
odpovida vinovym délkdm typickym pro AF spektrum porfyrini a shoduje se s AF

. s x Ly (52) . M . . ,
spektrem nadorové tkané bez ozaren”". Moznym vysvétlenim by bylo, Ze testovany
pacient radioterapii nepodstoupil, nebo byla provedena nespravné, respektive
nevhodné cilena. Histologicky nalez ale vykazoval zndmky radia¢niho postizeni a

dokumentace jasné potvrzovala provedeni radioterapie.

Literarné je rozdil v AF emisi normdlni a nadorové tkané pfipisovdn dvéma
mechanizmdm:
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1. Zesilenim mukdézy vdisledku nadorové transformace(%), ktera

zpUsobuje zhorSenou penetraci excitacniho zareni do tkané, stejné tak i
eventuelni emisi fluorescence ze submukdzy, ktera je povazovdna za
hlavniho ,,producenta”(5’14'15’39’62). Tento mechanizmus ale v nasem
pfipadé nepfipada v Uvahu, nebot ulcerogenni forma nadorové tkané
neni kryta mukdézou.

2. ZvySenou pritomnosti hemogloginu jako hlavniho a nejdilezZitéjsiho
reprezentanta(10’11’14’17’27'35’37‘38‘63). Tato zvySenda pritomnost je
vysvétlovana vyraznymi energetickymi naroky nadorové tkané Zvazime-
li moznost ovlivnéni absorpcnich vlastnosti hemoglobinu mnoZstvim
navazaného kysliku, které zavisi na délce “teplé” ischemie, mohli
bychom dostat odpovéd na pfic¢inu variability naméfenych hodnot u
jednotlivych probandd. K demonstraci jsme pouZili hodnoty ziskané na
vinové délce 610 nm kterd byla regresnim modelem vyhodnocena jako
jedna z nejvice signifikantnich. Stejnd data jsme jesté pro eliminaci
moznych technickych chyb prevedly na pomérné hodnoty (X(norm
tkan)/Y(nadorova tkan).

Zavér

Na prvnim misté nutno zdlraznit, Ze autorim z dostupnych literarnich Udajd neni
znamo, Ze by bylo provedeno testovani autofluorescencnich vlastnosti aktinoterapii
zménéné nadorové a normalni tkané. Soucasné prace se predevsim zaméruji na
moznosti detekce ranych stadii karcinomu postihujicich pouze mukdzni vrstvu
tlustého streva.

Z tohoto pohledu Ize naSe data povaZovat za zcela unikatni a zatim neporovnatelna.

Cil I. - ovéfeni moznosti vyuziti autofluorescencnich vlastnosti normalni a nadorem
zménéné tkané tlustého streva k jejich diferenciaci

Prace svysokou spolehlivosti prokdzala, ve shodé s literaturou, Ze
autofluorescencnich vlastnosti tkané lze vyuzit k odliSeni normaini a nadorové tkané

s vz

aboralni ¢asti tlustého stfeva — rektosigmatu.

Cil Il. - ovéfeni moznosti vyuziti experimentdlné vytvofené prenosné méfrici sestavy
k provedeni ,optické biopsie“ v pribéhu operacniho vykonu pro kolorektalni
karcinom.

Navriena experimentalni sestava umoziuje provedeni orientacni optické biopsie.
Ziskana data mohou dobfe poslouZit jako orienta¢ni pomucka pro cilené histologické
vysetieni.

Doplnéni mérici sestavy o excitacni zdroj koherentniho svételného zareni, kratsi
vinové délky a pouziti sofistikovaného algoritmu k vyhodnocovani namérenych
hodnot na rlznych vinovych délkach v redlném c¢ase by umoznilo plné klinické
nasazeni. Stale pretrvavajici nevyhodou je bodovy zplisob méreni, u kterého stale
pretrvava urcity ndhodny prvek zvolené oblasti méreni snizujici senzitivitu i specificitu
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méreni. Vyraznou vyhodou vsak je méreni celé spektralni odezvy z testovaného
mista tkané. Literatura opakované zminuje imoznost vyuzZiti fluorescencnich
markerU (porfyriny, ALA), ale jejich pfinos v tomto konkrétnim pfipadé i s ohledem na
vySe uvedend negativa —hodnoceni resekéni linie — je kontroverzni.

Slibnou budoucnost by mohlo pfinést dlouhodobé az trvalé znaceni nadorové tkané
pomoci prirozené fluorecentnich bilkovin (GFP — green fluorescent protein, RFP — red
fluorescent protein) Jejich spontdnni nebo dotovana fluorescencni aktivita je natolik
intenzivni, Ze umoZiiuje pozorovani prostym okem
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