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Souhrn

Pri konfokalni laserové mikroskopii (confocal laser endomicroscopy — CLE) se uziva druh optic-
kého mikroskopu, ktery vyuziva jako zdroj svétla laserovy paprsek a zpracovava ziskany obraz
pomoci procesorové jednotky. Princip pfistroje je znam jiz od roku 1957, nicméné az technicky
rozvoj v posledni dobé& umoznil jeho redlné vyuziti v klinické praxi. V rdmci diferencialni dia-
gnostiky je tak CLE relativné novou modalitou umoznujici mikroskopické zobrazeni vysetio-
vané tkané v redlném case, a tim de facto provadéni neinvazivni in vivo biopsie. Prvni zkusenosti
s CLE byly ziskany predevsim na poli endoskopickém, a to pfedevsim v oblasti patologie jicnu,
Zaludku, zlu¢ovych cest, pankreatu a tlustého stfeva. V poslednich letech se taktéz rozviji neen-
doskopické peroperacni pouziti, kde nejvice zkusenosti bylo prozatim ziskano v oblasti neuro-
chirurgie, chirurgie mammarni a chirurgie prostaty. V rdmci cetnych prospektivnich randomi-
zovanych studii byl potvrzen pfinos CLE pfi sledovani premalignit, v diferencidlni diagnostice
nadorovych ¢i zanétlivych onemocnéni, ve zrychleni diagnostiky a ve snizeni po¢tu endosko-
pickych vysetieni. Pouziti CLE je navic zatizeno pouze minimalnim mnozstvim potencialnich
nezédoucich Ucinkd. Rizikem je mozna alergie na fluorescein, ktery je béhem vysetfeni uzi-
van k barveni tkani. Prodlouzeni endoskopického vysetieni i operace je v rukou zaskoleného
personalu minimdlni. Limitujicimi faktory CLE jsou prozatim nedostatecné klinické zkusenosti,
cena piistroje a pouzivanych sond, subjektivni slozka pti hodnoceni mikroskopického obrazu
endoskopistou ¢i chirurgem. Cilem této pfehledové préce je shrnuti dosud publikovanych stu-
dii o uziti CLE v diagnostice onkologickych onemocnéni gastrointestinalniho traktu.
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Summary

In confocal laser endomicroscopy (CLE), a type of optical microscope that uses a laser beam as its light source and processes the acquired image
by processor unit is used. Although the principle behind the device has been known since 1957, its use in clinical practice has only recently been
enabled by technical developments, and it is therefore a relatively new modality in differential diagnosis. CLE enables real-time microscopic
imaging of the tissue under investigation and in fact non-invasive in vivo biopsy. First experiences with CLE have primarily been obtained in the
field of endoscopy, in particular in the pathology of the esophagus, stomach, bile duct, pancreas, and colon. Further to its use in endoscopy,
CLE was recently developed for perioperative use, with the most experience gained in neurological, breast, and prostate surgery. Numerous
prospective randomized trials have confirmed the benefits of CLE in tumor screening, differential diagnosis of tumors or inflammatory diseases,
earlier diagnostics of diseases, and reducing the number of required endoscopic examinations. In addition, CLE is associated with minimal side
effects. A known possible side effect is allergy to the fluorescein used to stain tissues during the examination. Extending of endoscopic exami-
nation or surgery is minimal in the hands of trained personnel. Current limiting factors of CLE include insufficient clinical experience, the price
of the CLE device and probes, and the subjectivity inherent in the evaluation of microscopic images by the endoscopist or surgeon. This article

summarizes published studies of CLE in the diagnostics of oncological diseases of the gastrointestinal tract.
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Uvod

Idea konfokalni laserové mikrosko-
pie (confocal laser endomicroscopy —
CLE) je znama jiz témér 60 let. V roce
1957 byla patentovana americkym ma-
tematikem Marvinem L. Minskym, ktery
ale pIné funkcni mikroskop v dobé po-
dani patentu nebyl schopen sestrojit
pro absenci dostate¢né silného zdroje
svétla [1]. Rovnéz cesti védci se podileli
na jejim rozvoji. Petran a Hadravsky z Lé-
kar'ské fakulty UK v Plzni patentovali kon-
fokalni mikroskop (Tandem Scanning
Confocal Microscope), se kterym byly
historicky poprvé ziskany kvalitni op-
tické fezy silnym preparadtem — mozko-
vou tkani [2,3]. Pfes tyto dil¢i uspéchy
nebyla CLE pfili§ vyuzivana, pfedevsim
pro slozitost zpracovani ziskaného ob-
razu. K jejimu rozvoji doslo v 80. letech
minulého stoleti s pokrokem vypocetni
techniky. Vyuziti v klinické praxi je redlné
mozné od roku 2004, kdy byl firmou
Pentax vyvinut endoskop s konfokalnim
laserovym mikroskopem. Siréi zavedeni
do praxe poté umoznila konstrukce CLE
sond firmy Manua Kea technologies.

Princip fungovani CLE

Konfokalni laserovy mikroskop je druh
optického mikroskopu, ktery jako zdroj
svétla uzivd monochromaticky nizko-
energeticky laserovy paprsek. Ten je
sméfovan soustavou clon, zrcadel a ob-
jektivem na vySetfovanou tkan. Po ni je
posouvan bod po bodu pomoci rastro-
vaciho zafizeni. Odrazené paprsky jsou
pak dichromatickym zrcadlem sméfo-

vany na bodovou clonu, ktera odfiltruje
svétlo odrazené z jinych vrstev sledova-
ného prepardtu. Snimany obraz tak po-
chazi pouze z jedné roviny vysetfované
tkdné a vSechny body vysledného ob-
razu jsou tedy konfokalni — maji spo-
le¢né ohnisko. Definitivni obraz je slozen
pomoci procesorové jednotky. K ade-
kvatnimu zobrazeni tkanfi je nutné uziti
barviva, které zvysuje fluorescen¢ni
schopnost lidské tkané [4,5].

Pristroje k provadéni CLE
V praxi jsou nyni pouzivany dva typy pfi-
strojli umoznujici CLE — endoskop firmy
Pentax (endoscope based CLE - eCLE)
a pfistroj Cellvizio firmy Manua Kea tech-
nologies s CLE sondami (probe based
CLE - pCLE) [6,71.

eCLE uzivd mikroskop zabudovany
v bézném endoskopu priiméru 12,8 mm,
jehoz koncova cast je vzhledem k vesta-
vénému CLE rigidni a je prodlouzena
o 5cm. Tento typ CLE Ize uzit k vySetfeni
hornich i dolnich partii gastrointestinal-
niho traktu. Vzhledem k velikosti je ne-
vhodny pro vysetiovani pankreatobi-
lidrnich struktur. Vyhodou je mozZnost
opakovaného uziti.

pCLE vyuzivd ke snimani mikrosko-
pického obrazu sondy velikostné kom-
patibilni s pracovnim kanalem béznych
endoskopu. K dispozici je nékolik typ
sond, pomoci kterych lze vysetfovat tra-
vici trakt, dychaci cesty ¢i urotrakt. Pra-
mér a délka sond se lisi v zavislosti na
zpUsobu uziti. Nevyhodou sond je jejich
zivotnost limitovand poctem pouziti -

10x (AQ-Flex, Cholangioflex) a 20x (Colo/
/GastroFlex). A¢ se v praxi nadéle uzi-
vaji oba typy CLE, komeréné dostupnym
nyni zlistal pouze pfistroj Cellvizio (obr. 1).
Dalsi ¢ast ¢lanku bude tedy pojednévat
o klinickych zkusenostech s pCLE.

Obr. 1. Pristroj Cellvizio.
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Obr. 2. pCLE obraz - intraduktalni papilarni mucinézni neoplazie.

Praktické uziti

Provddéni pCLE je uzivatelsky nena-
rocné. Spusténi a kalibrace pfistroje trva
pfiblizné 3 min a je pIné intuitivni. Pri-
béh mikroskopického vysetfeni poté za-
visi na zkusenostech endoskopisty ¢i
chirurga, ktery jej provadi. Pfi dostatec-
ném zaskoleni a standardizaci vySetfova-
ciho procesu prodluzuje vykon pfiblizné
0 5-10 min. Pfed provadénim mikrosko-
pie je nutné pacientovi aplikovat barvivo
zvysujici fluorescencni schopnosti tkani.
Nej¢astéji uzivanym a vyrobcem dopo-
ru¢enym barvivem je fluorescein (Flures-
cite® inj. sol 100 mg/ml) podavany intra-
venézné v davce 2,5-5ml. Jeho vyhodou
je, Zze neni toxicky, rychle se distribuuje
do tkani a dobfte zobrazuje cévni struk-
tury. Jind specidlni pfiprava pacienta
neni nutnd. Samotné pCLE vysetfeni je
neinvazivni a nezvysuje tak riziko jiz pro-
vadéné endoskopie ¢i operace. Poten-
cidlnim rizikem je mozna alergie na flu-
orescein. Vétsina zaznamenanych reakci
po intravenéznim podani jsou vsak
reakce méné zavazného typu a zahr-
nuji nauzeu, pfechodnou hypotenzi,
erytém v misté Zilniho vstupu ¢&i vy-
razku. Bylo zaznamenano i nékolik vzac-
nych pfipadd zavaznych reakci ve smy-
slu anafylaxe, infarktu myokardu ¢i Soku.
Studie zamérena na bezpecnost intra-
venozniho uziti fluoresceinu provadéna
na 2 272 pacientech potvrdila vyskyt

stiedné zavazné reakce u 1,4 % pacientd
a nezaznamenala zadny pfipad zavazné
reakce [8]. Vedlejsim efektem podani flu-
resceinu je zluté zbarveni sliznic a kiize,
které odezni do 12 hod po aplikaci, a vy-
razné zluté zbarveni moci odezniva do
cca 36 hod [9].

Vlastni mikroskopické vysetfeni je
provadéno pfilozenim sondy na po-
vrch vysetfované tkané. Dle typu sondy
je sniman obraz prdméru 240-325 pm
srozlisenim 1-3,5 um. Piehravani obrazu
probihd okamzité na pfipojeném moni-
toru. Zaznamenavat je mozno celé vyset-
feni ¢i pouze jeho poZzadované ¢asti, a to
bud' ve formé videa, ¢i fotografii. Ty Ize
pfimo vytisknout na pfipojené tiskarné
¢i ukladat v digitaIni formé v bézné uzi-
vanych PAC systémech (picture archiv-
ing and communicating system - PACS),
s kterymi je pfistroj plné kompatibilni.

Hodnoceni ziskaného mikroskopic-
kého obrazu vyzaduje od vysettujiciho
lékate nabyti postupnych zkuSenosti
s timto zobrazenim tkani a taktéz se stan-
dardnimi histologickymi obrazy [10].
Mozné je rovnéz porovnani ziskaného
mikroskopického obrazu s jiz vytvore-
nou databazi jednotlivych patologii do-
stupnou jak v pfistroji, tak on-line na
www.cellvizio.net. Vzhledem k moznosti
archivace v PACS lIze vysledky hodno-
tit taktéz zpétné ¢i lékafem jiné odbor-
nosti — napt. histopatologem.

Obr. 3. pCLE obraz - serézni cystadenom, sit povrchovych cév
(¢ervena Sipka).

Endoskopické zkuSenosti s pCLE
Barretiiv jicen

Standardem pfi gastroskopickém vy-
Setfeni je pouzivani endoskopu s kva-
litnim obrazem (high resolution endo-
scopy) a zobrazenim pomoci bilého
svétla (white light endoscopy - WLE).
Dale je vyuzivadna virtudlni chromoen-
doskopie (VCE), napf. NBI (narrow band
imaging) od firmy Olympus ¢i FICE (Fuji
inteligent color enhancement) od firmy
Fujifilm [11]. Pfi chromoendoskopii je
obraz modifikovan pomoci optického
filtru nebo digitalniho postprocessingu,
s cilem objeveni nativné neviditelnych
lézi ¢&i rozliseni benigni 1éze od neo-
plastické [12]. Pfi vySetfeni Barretova
jicnu je odebirdna systematicky biopsie
z postizené oblasti jicnu, a to vzdy po
2cm ze ¢ty kvadrantl a cilené z kazdé
suspektni makroskopické abnorma-
lity [13,14]. Nevyhodou pfi odbéru Cet-
nych biopsii byva krvaceni, které ztézuje
pfesny odbér dalsich vzorkd. Limituji-
cim faktorem pro stanoveni diagnézy
malignity je také nizky diagnosticky
vynos z celkového poctu odebra-
nych biopsii, ktery se pohybuje kolem
6 % [15]. Multicentrickd studie DONT
BIOPCE z roku 2011 prokazala na sou-
boru 101 pacient(, Ze rozpoznani intes-
tindIni metaplazie pfi kombinovaném
vysetfeni WLE a pCLE dosahuje senziti-
vity az 68 vs. 34 % pfi samotné WLE. Pfi
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{5
A - bilé svétlo, B - NBI

pouziti WLE, pCLE a NBI je pak senzitivita
az76 % [16].

Pankreatické cysty

Za nejpfinosnéjsi diagnostickou mo-
dalitu pti diferencidlni diagnostice cys-
tickych l1ézi pankreatu je v soucasné
dobé povazovana endoskopicka ultra-
sonografie (EUS) v kombinaci s tenko-
jehlovou biopsii (fine needle aspiration
biopsy — FNAB) [17]. Pfesnost samo-
statné EUS v diferencidlni diagnostice
mucinéznich (malignich ¢&i potencidlné
malignich) a non-mucinéznich cyst
pankreatu je pfiblizné 50 %, v kombi-
naci s FNAB pak az 80 % [18]. Vzhledem
k rozmérdm sondy AQ-Flex je mozno
jeji uziti pres bioptickou jehlu velikosti
19 G (gauge). V literature je toto vyset-
feni oznacovano jako needle confocal
laser endomicroscopy (nCLE). Prospek-
tivnimi studiemi Contact, Inspect a De-
tect byla stanovena charakteristickd kri-
téria pCLE obrazu nékterych cystickych
lézi pankreatu. Studie INSPECT z roku
2012 (65 pacientl) popsala typicky
obraz viléznich epitelidlnich struktur
charakteristicky pro intraduktalni papi-
larni mucindzni neoplazii (IPMN) (obr. 2),
vysetieni prokazalo vysokou specifi-
citu — 100 %, limitem vsak byla nizsi sen-
zitivita — 59 % [19]. Studie CONTACT
z roku 2014 na 31 pacientech stanovila
charakteristicky obraz serézniho cysta-
denomu se zobrazenou povrchovou
siti vlasecnic, nevyskytujici se u ostat-

Obr. 4. Tubulovilozni adenom LGD v kolon sigmoideum, NICE typ 2.

nich cystickych 1ézi (obr. 3). Senzitivita
vysetieni dosahla 69 %, specificita pak
byla 100 % [20]. Ve studii DETECT z roku
2015 (30 pacientd) bylo provadéno vy-
Setieni cystickych lézi pankreatu pomoci
nCLE a EUS navigované cystoskopie —
senzitivita pfi rozliSeni malignich cyst
byla u EUS - cystoskopie 90 %, u nCLE
80 %, kombinované vysetfeni pak po-
skytovalo 100% senzitivitu [21].

Stendzy zlucovych cest

Pacientis podezfenim na maligni stenézu
Zlucovych cest jsou standardné dosetio-
vani pomoci endoskopické retrogradni
cholangiopankreatikografie (ERCP) s od-
bérem cytologie (brushing) a biopsie
z oblasti stendzy. Senzitivita cytologic-
kého vysetfeni je nizka a pohybuje se
v rozmezi 18-60 % [22,23].V pfipadé dia-
gnostické nejistoty jsou tfeba opako-
vané ERCP s rebiopsii. Pokud tyto nejsou
Uspésné a podezieni na maligni stenézu
na podkladé klinickych a paraklinickych
vysetfeni trva, pacienti jsou indikovani
k resekénimu vykonu. U pacientl opero-
vanych pro podezieni na maligni sten6zu
je az v 15 % malignita definitivni histolo-
gii vyloucena [24].V prvnim pfipadé jsou
tedy pacienti zatizeni opakovanym inva-
zivnim endoskopickym vysetienim a ri-
zikem prodleni s moznosti generalizace
nadorového onemocnéni, ve druhém na-
opak riziky spojenymi s casto rozsahlym
opera¢nim vykonem. Prospektivni multi-
centricka studie FOCUS z roku 2015 hod-

notila, zda se zméni senzitivita, speci-
ficita ¢i pfesnost v pripadé kombinace
ERCP s biopsii a pCLE. Hodnoceno bylo
112 pacient(l v 3esti centrech. Porovna-
vany byly vysledky ERCP, ERCP + pCLE,
ERCP + biopsie + pCLE. Senzitivita sa-
mostatné biopsie byla pouze 56 %, spe-
cificita 100 % a presnost 72 %. V pfipadé
stanoveni diagndzy na podkladé obrazu
ERCP a pCLE byla pak senzitivita 89 %,
specificita 71 % a presnost 82 %. Pou-
Ziti pCLE tedy pfispiva ke zpresnéni di-
ferencialni diagnostiky bilidrnich stenoz,
zvySuje pravdépodobnost rozpoznani
malignity [25].

Kolorektalni karcinom,

prekancerézy kolorekta

Standardnim oSetfenim prekanceréz
a casnych karcinom( oblasti kolorekta
je endoskopickd mukézni resekce (EMR),
pfi které se drobnéjsi 1éze do praméru
20 mm odstranuji en bloc, vétsi jsou rese-
kovény po ¢astech (piecemeal, tedy me-
todou oznacovanou EPMR). Léze pode-
zfelé z povrchové submukdzni invaze je
mozné odstranit endoskopickou submu-
kézni disekci (ESD) [26]. Pfedpokladem
Uspésné EMR ¢i ESD je predikce hloubky
nadorové invaze. K tomuto ucelu je vyu-
zivana NICE (NBI International Colorectal
Endoscopic) klasifikace [27]. Ta na z&-
kladé NBI hodnoti barvu, strukturu cév
a povrch neoplazie (obr. 4A, B). Nasledné
je dle typu NICE klasifikace mozné pred-
urcit histologii dané léze [28].
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Ackoli cilem EMR je Uplné odstranéni
patologické léze, rezidualni nadorova
tkan se nachazi az u 23 % pacientd [29].
Prospektivni studie z roku 2012 se za-
méfila na vyuziti pCLE pfi sledovani rezi-
dudlniho tumoru po endoskopické mu-
kézni resekci. Do studie bylo zafazeno
92 pacientd, ktefi podstoupili kontrolni
kolonoskopické vysetieni po provedené
EMR. Bylo vysetfeno 129 jizev po EMR,
pficemz rezidudlni neoplazie byla potvr-
zena ve 29 pripadech (22 %). Senzitivita
pCLE v kombinaci s HRE-VCE (high reso-
lution endoscopy with virtual chromo-
endoscopy) byla 100 vs. 72 % u samo-
statného HRE-VCE [30].

Chirurgické zkusenosti s pCLE
Neendoskopické peroperaéni vyset-
feni tkani pomoci endoskopu Pentax
bylo z technického hlediska velmi ob-
tizné az nerealné. Konstrukce sond mi-
kroskopu Cellvizio vsak nové umoznuje
jejich vcelku komfortni uziti i bez endo-
skopu béhem operace. Je tak mozno vy-
Setfit tkané nedostupné endoskopem.
Pfi nasyceni tkani podanym fluores-
ceinem ¢i topickém obarveni indocya-
ninovou zeleni je taktéz mozno provést
ex vivo vysetreni na resekatu [31]. Chi-
rurgové si teoreticky mozny piinos pCLE
v poslednich letech uvédomili a hledaji
cestu k jeho vyuziti. Nejvice zkusenosti
je prozatim v oblasti mammarni chirur-
gie [32,33], neurochirurgie [34,35] a chi-
rurgie prostaty [36]. Prvni zkuSenosti
jsou ziskavany i na ceskych pracovistich.
Na chirurgickém pracovisti FN Brno je
pCLE vyuzivana v pankreatobiliarni chi-
rurgii. Jiz byly prezentovany retrospek-
tivné hodnocené vysledky z pCLE vyset-
feni pacient(, ktefi podstoupili resekéni
vykon na slinivce bfidni pro tumor a byl
stanoven charakteristicky obraz pato-
logicky zménéné a zdravé tkané pan-
kreatu a zlu¢ovodu (obr. 5, 6) [37].

Zaveér

Ziskani mikroskopického obrazu vy-
Setfované tkané v redlném case nein-
vazivnim zplsobem je cesta, kterd na-
bizi potencidlni zrychleni diagnostiky
prekancer6z ¢i malignich onemoc-
néni gastrointestindlniho traktu, snizeni
poctu provadénych endoskopii a biop-
sif, mensi psychickou i fyzickou zatéz

*

Obr. 6. pCLE obrazy - zdravy pankreas (A, B), patologicky zménény pankreas (C, D).

262

Klin Onkol 2017; 30(4): 258-263




KONFOKALN[ LASEROVA MIKROSKOPIE V DIAGNOSTICE ONKOLOGICKYCH ONEMOCNENI GASTROINTESTINALNIHO TRAKTU

pacientd. Cetné studie potvrdily pfinos
pCLE v oblasti endoskopické, a to prede-
vsim v kombinaci s jiz bézné uzivanymi
vySetfovacimi modalitami. Slibnym se
zda téz vyuziti peroperacni neendosko-
pické. Taktéz nase zkusenosti s timto pfi-
strojem v oblasti pankreatobiliarni chi-
rurgie potvrzuji, Ze jeho uzitim Ize ziskat
validni informace o mikroskopické struk-
tufe tkani. V podstaté okamzité rozli-
Seni zdravé ¢i patologické tkané muze
doplnit bézné peropera¢né odebiranou
kryobiopsii a byt tak dalsim z voditek
pro indikaci ¢i odmitnuti radikalni chi-
rurgické lécby.

Limitujicimi faktory pCLE jsou nedo-
statecné rozsiteni v klinické praxi, cena
pfistroje a pouzivanych sond, subjek-
tivni slozka pfi hodnoceni mikroskopic-
kého obrazu endoskopistou ¢i chirur-
gem. | pres tyto faktory celkovy pocet
uzivanych pfistrojd i provadénych pCLE
vysetieni postupné narlstd, zda se tedy,
ze pfinos pCLE prevazuje nad témito dil-
¢imi nevyhodami. Prislibem k jeho dal-
Simu rozsifeni jsou navic nové sméry
uziti pCLE a nové moznosti zpracovani
ziskanych mikroskopickych obrazli po-
moci vypocetni techniky.
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