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Korelace intenzity fluorescence s proporcionalnim
zastoupenim malignich bunék ve tkani pfi resekci

glioblastomu s pouzitim 5-ALA

Correlation of Fluorescence Intensity with the Relative Proportion
of Malignant Cells in the Tissue in 5-ALA-guided Resection

of Glioblastoma

Souhrn

Cil: Objasnéni patologicko-anatomického korelatu k intenzité peroperacné zaznamenané
fluorescence. Béhem fluorescenci navigované resekce glioblastomu mohou byt v chirurgickém poli
identifikovanytfirznéintenzityfluorescence posuzované tkané za pouzitikyseliny 5-aminolevulinové:
1. ¢ervend, silné intenzivni zona fluorescence; 2. riizova, slabé intenzivni zéna fluorescence; 3. tkan bez
fluorescence. Soubor a metodika: Soubor 13 pacientl s multiformnim glioblastomem, u kterych byly
odebrany reprezentativni vzorky tkdné z pfislusnych zon intenzity fluorescence k histopatologickému
hodnocent. Semikvantitativni metoda byla pouzita pro hodnoceni podilu malignich bunék ve tkani.
Vysledky: Silné intenzivni zona fluorescence vykazovala pfi histologickém hodnoceni 75-100% podil
infiltrace nddorovych bunék.V zéné se slabou intenzitou fluorescence dosahovala infiltrace 50-75 %,
pficemz ve dvou pfipadech byla zaznamenéna koexistence glioblastomu a low grade gliomu.
V zéné bez fluorescence byly v Sesti piipadech vzorky negativni, v sedmi pripadech vsak dosahovalo
proporcionalni zastoupeni malignich bunék kolem 25 9% tkdné vzorku. Korelace mezi intenzitou
fluorescence a relativnim zastoupenim malignich bunék ve tkani doséhla statistické vyznamnosti
(p <0,001) a potvrdila se vysoka prediktivni hodnota fluorescence pro pfftomnost nadorovych bunék
(PPV =92 %). Zdvér: Intenzita fluorescence béhem operace koreluje s proporcionalnim zastoupenim
malignich bunék ve tkani. Pfitomnost malignich bunék byla prokdzéna i za hranici pozitivity
fluorescence ve vice nez poloviné pifpadul.

Abstract

Aim: To ascertain correlation between histological findings and the intensity of intraoperative
fluorescence. During 5-aminolevulinic acid fluorescence-guided glioblastoma resection, three dif-
ferent levels of fluorescence intensity of the examined tissue can be distinguished in the operative
field: 1. red, highly intensive fluorescence zone; 2. pink, moderately intensive fluorescence zone;
3. none, tissue without fluorescence. Groups and methods: A prospective study of 13 patients
who underwent fluorescence-guided glioblastoma surgery. Representative specimens of the
corresponding levels of fluorescence intensity were collected for histological examination. The
semi-quantitative method was used to evaluation relative proportion of malignant cells in the
tissue. Results: The histological examination from the highly intensive fluorescence zone biopsy
samples revealed 75-100% proportion of malignant cells in the tissue. The infiltration reached
50-75% of the examined tissue in the moderately intensive fluorescence zone, and co-existence of
glioblastoma and low grade glioma was noted in two cases. In six cases, there were no malignant
cells in the negative fluorescence zone. However, seven specimens were positive for malignant
cells, with the infiltration rate around 25% of the tissue. The correlation between the fluorescence
intensity and the relative proportion of malignant cells in the tissue was statistically significant
(p value < 0.001), and high positive predictive value of the fluorescence for the presence of
malignant cells (PPV = 92%) was observed. Conclusion: The intensity of intraoperative fluorescence
correlates with the relative proportion of malignant cells in the tissue. The presence of malignant
cells beyond observable fluorescence was confirmed in more than a half of the biopsy samples.
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Uvod

Jednou ze zékladnich biologickych a his-
tologickych vlastnosti vysokostupnovych
gliom mozku je infiltrativni rdst do svého
okoli. Tento plynuly pfechod do zdravé
tkdné vyrazné ztéZuje spolehlivou identifi-

Obr. 1. Histologicky preparat barveny HE ze zény se silnou intenzitou fluorescence.

kaci rozhrani nddor-zdrava tkan i pfi pouziti
opera¢niho mikroskopu. Potfeba lepsi iden-
tifikace nadorové tkané je dana mnozicimi
se poznatky, Ze radikdlnéjsi resekce vede
k prodlouzenf jak intervalu do progrese ne-
moci, tak i doby celkového preziti [1-4]. Flu-

5

Infiltrace nddorovymi elementy zaujima 100 % materidlu.
Fig. 1. A histological slide stained with HE from the high fluorescence intensity zone.

) ey

Obr. 2. Histologicky pr

eparat ze zony se slabsi intenzitou fluorescence.

Nadorové elementy infiltruji parenchym mozku, stuper infiltrace 50 %.
Fig. 2. A histological slide from the low fluorescence intensity zone.

orescenci navigovana resekce vysokostup-
fnovych gliomd mozku je relativné nova
neurochirurgickd metoda, jejimz primar-
nim atributem je zlepseni peroperacnf iden-
tifikace nadoru v opera¢nim poli [5]. Fluo-
rescencni jev je zplsoben nekontrolovanou
a nadmeérnou syntézou protoporfyrinu IX in-
traceluldrné v gliomovych burkach po za-
jisténi dodavky dostate¢ného mnoZstvi
jeho prekurzoru kyseliny 5-aminolevulinové
(5-ALA) [6]. Protoporfyrin IX je odpovédny
za emitované fluorescencni svétlo. Podrob-
néjsi postup a principy fluorescenci navi-
gované resekce u high grade gliomd byly
popsany v nasem predchozim sdéleni [7].
Pilotni multicentrickd randomizovana studie
v Némecku potvrdila vyznamny efekt na ra-
dikalitu resekce (65 % ve skupiné ALA, pouze
36 % v kontrolni skupiné) a statisticky vy-
znamné prodlouZenf intervalu do progrese
(PFS) u pacientd s fluorescenci navigova-
nou resekci [8]. V pribéhu fluorescenci na-
vigované resekce vysokostupriovych gliomt
mozku se setkdvéme s rGznou intenzitou
emitované fluorescence. Zpravidla klesa
smérem k ,okrajim” nddoru. Zajimalo nas,
jak se tato intratumoralIni variabilita intenzity
fluorescence projevi v histologickém obraze.

Soubor a metodika
Soubor tvofi prospektivné sledovana sku-
pina skupina 13 pacientl. Pacienti byli zara-
zeni na zékladé pfedoperacniho MR vyset-
feni, které vykazovalo typické radiologické
znaky svédcici pro glioblastom, tj. ndlez so-
litdrniho prstencovité se syticiho intraaxial-
niho tumoru, v MR spektroskopii nélez vyso-
kého obsahu cholinu, kreatinu a snizeného
obsahu N-acetyl aspartatu. Dalsimi podmin-
kami byly fyziologicky nalez na predoperac-
nim RTG vysetfeni hrudniku a nepfitomnost
maligniho onemocnéni v anamnéze. Vsichni
pacienti byli operovéni na Neurochirur-
gické klinice LF OU a FN Ostrava s pouzitim
peroperacni fluorescence a soucasné byly
u nich odebrany histologické vzorky z kore-
spondujicich ¢asti nddoru podle intenzity
fluorescence. Ve vsech pripadech byl prvni
autor pfitomen béhem vykonu bud’ jako
operatér, nebo asistent. Vsem pacientlim byl
vysvétlen princip a cile operace a pacienti
podepsali informovany souhlas s vykonem.
Dale v rémci standardni predoperac¢nf
pfipravy bylo u vsech pacientd provedeno
den pred operaci MR vysetieni mozku, kde
T1 postkontrastni skeny byly pouZity k vy-
poctu objemu kontrast enhancujici porce
nadoru a zaroven vyuzity pro peroperacnf
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Tab. 1.V tabulce jsou uvedena zdrojova data jednotlivych pacientd souboru s provedenou volumometrii postkontrastné se sytici
porce nadoru pfed- a pooperacné.
A ddle procentudini hodnoty relativniho zastoupeni malignich bunék ve tkani v prislusnych zénéch intenzity fluorescence.
n Pre op ob3jem Post op ol:;jem Reziduum v % ‘I)nﬁltr?c§ Inﬁltr?cgve Inﬁltrfalcevz
v mm vmm v%vzéné 1l V% vzéné 2 v % vzéné 3
1 94 090 0 0 100 50 0
2 27 220 0 0 75 75 0
3 43 440 90 0,2 75 0 0
4 16 890 0 0 100 75 0
5 58710 10 050 17 100 50 25
6 57 280 4960 8 100 75 25
7 11610 0 0 75 0 0
8 42 990 8250 19 100 75 75
9 21310 800 3 75 50 0
10 5 640 309 5 100 75 0,25
11 54000 484 09 100 50 50
12 41 400 0 0 75 75 25
13 42 900 0 0 100 75 25

bezrdmovou navigaci (StealthStation®, Med-
tronic). K operacim s pouzitim peroperacnf
fluorescence se indikovali pacienti, u kterych
byl vysloven pfedpoklad, Ze je mozné pro-
vést radikélnf exstirpaci kontrast enhancujicf
porce nadoru.
Priblizné 3 hod pfed planovanym zacat-
kem operace byla pacientdm peroralné
podana 5-ALA (Gliolan, Medac) v davce
20mg/kg ve formé vodného roztoku.
Po uvedeni pacienta do celkové anestezie
byla provedena resekce nddoru mikrochi-
rurgickou technikou s vyuZitim bezrdmové
navigace a fluorescence, za pomoci ope-
racniho mikroskopu Leica M720 OH5 vyba-
veného fluorescen¢nim modulem FL400.
Béhem operace byly identifikovény tfi zény
odlisné intenzity fluorescence jednoduchym
vizualnim posouzenim operacniho pole:
zéna 1 —jasné cervend intenzivni fluo-
rescence (obr. 1),

zéna 2 - slabsi rdzovofialova fluorescence
u ,okraje” nadoru (obr. 2),

zéna 3 - tkan bez fluorescence v bezpro-
stfednf blizkosti a zevné od zény 2
(obr. 2).

7 kazdé zény byly odebrany reprezenta-
tivni vzorky, které byly fixovany formalinem
a odeslany k definitivnimu histologickému
vysetfeni. Rozsah resekce byl proveden
s ohledem na predoperac¢ni plén, aktudlni
hodnoceni vzhledu tkané v opera¢nim mi-

kroskopu a blizkost elokventnich struktur.
V indikovanych pfipadech byly pouZity pe-
roperacni kortikédIni a subkortikalni stimu-
lace a elektrofyziologicky monitoring. V zad-
ném pfipadé neprobéhla resekce pouze na
zakladé pfitomnosti/nepfitomnosti fluo-
rescence. Vzorky ze zény 3 (ij. fluorescencné
negativni) byly odebrany z pfistupové cesty
anebo z toho okraje postresekeni dutiny,
ktery byl povazovan za bezpecny ve smyslu
elokvence, bezprostfedné navazujiciho na
fluorescencné pozitivni tkan.

Véechny histologické vzorky byly hodno-
ceny patologem, ktery pouzil barveni hema-
toxylinem a eosinem a k imunohistochemic-
kému vysetfovani protildtky proti GFAP, Ki67,
p53 a u nékterych pacientl protildtku proti
IDHT (napf. pfi pfitomnosti nizkostupriové
slozky). Kombinace typickych cytologickych
znakd pro malignitu s pozitivnim imunohis-
tochemickych vysetfenim byla podminkou
k hodnocenf bunék jako malignich. Bylo pro-
vedeno semikvantitativni hodnoceni nado-
rové infiltrace zaslaného vzorku kazdé zény,
atood 0do 25 %, od 26 do 50 %, od 51 do
75 % a od 76 do 100 %, které udava relativni
podil nédorovych bunék k nenéddorové tkani.

Vysledky

Zjisténa data jsou prehledné zobrazena
v tab. 1.V zéné 1 s jasné intenzivni fluo-
rescenci byla potvrzena pfitomnost nddo-
rové tkané ve vsech vzorcich. V osmi pfipa-

dech vzorek obsahoval pouze nddorovou
tkan (infiltrace 100 %), v péti pfipadech na-
dorové infiltrace zaujimala 75 % materialu.
Vzorky z této zony obsahovaly materidl s vy-
sokou mitotickou aktivitou, ¢etnymi mikro-
vaskularnimi proliferacemi s narusenou he-
matoencefalickou bariérou, svédcici pro
vysokou metabolickou ¢innost a typické
maligni znaky nadoru (obr. 3). Ve vzorcich
z okraje resekce se slabsi intenzitou fluo-
rescence (zona 2) byla rovnéz potvrzena pfi-
tomnost nddorovych bunék v 10 pfipadech,
pficemzZ procentudlni infiltrace nadorovymi
burikami se pohybovala od 50 do 75 % ma-
teridlu (obr. 4). Zndmky malignity byly méné
vyjadfeny a ve dvou pffpadech byla zazna-
menana koexistence difizniho astrocytomu
gr. Il a glioblastomu (v tomto pfipadé byly
vzorky ze zény 3 negativni), a koexistence
anaplastického astrocytomu gr. lll a glioblas-
tomu (vzorky ze zény 3 byly pozitivni pro
glioblastom s podilem nddorovych bunék
do 25 % materialu). Ve dvou pfipadech ne-
byly ve vzorcich ze zény 2 nadorové ele-
menty potvrzeny a vzorky byly hodnoceny
jako negativni. Ve vzorcich ze zény bez pozi-
tivity fluorescence (zéna 3) byla pfitomnost
nadorové infiltrace prokdzana u sedmi pri-
padu, pficemz stupen infiltrace vétsinou do-
sahoval do 25 % tkané vzorku, pouze v jed-
nom pripadé 75 % (obr. 5). V Sesti piipadech
vsak naddorové elementy nebyly zachyceny
a vzorky byly hodnoceny jako negativni.
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Obr. 3. Histologicky preparat z tkdné bez pozitivni fluorescence, bez pfitomnosti nado-
rovych elementt.
Fig. 3. A histological slide from the tissue with no fluorescence and with no tumor elements.

Tab. 2. Tabulka ¢etnosti vyskytu jednotlivych relativnich hodnot infiltrace néddoro-
vymi burikami ve vztahu k intenzité fluorescence.

Podrobime-li kontingen¢nf tabulku chi-kvadrét testu zavislosti hodnot podild malignich
bunék na vyskytu v histologickych zénéach pak z vysledk testu vyplyva signifikantni za-
vislost (p value = 1.087e-06 a to je << 0,05).

Uroven stupnidl

fluorescence Hist_zonal Hist_zona2 Hist_zona3
0-0,00% 0 5 .
1-2500% 0 9 ;
II- 50,00 % 0 4 1
Il - 75,00 % 5 . 1
IV =100,00 % 8 0 0

Pro vypocet a statistické hodnoceni byla
data pfevedena do tabulky ¢etnosti podilu
infiltrace nadorovymi burikami ve vztahu
kintenzité fluorescence (tab. 2). Grafické vyja-
dfeni tohoto vztahu je zndzornéno v grafu 1.
Pearsonlv chi-kvadrat test byl pouzit pro
vypocet zdvislosti mezi intenzitou fluo-
rescence a zastoupenim malignich bunék ve
tkani. Byla zjisténa statisticky vyznamnd za-
vislost mezi intenzitou fluorescence a pro-
centudlnim zastoupenim malignich bunék
ve tkani (chi-kvadrat = 42,5077; df = 8;
p = 1,0877°). Pozitivita fluorescence vyka-
zovala vysokou pravdépodobnost pfitom-
nosti nadorovych bunék (pozitivni predikénf
hodnota 92 %), naopak nepfitomnost fluo-
rescence neznamenala soucasné i absenci
nddorovych bunék (negativni predikénf
hodnota 46 %).

U viech pacientl bylo provedeno mé-
feni objemu kontrast enhancujici porce na-
doru pred operaci a po ni (tab. 1). Kompletnf{
odstranéni kontrast enhancujici porce na-
doru jsme zaznamenali v Sesti pfipadech, ve
zbylych pfipadech dosahoval relativni rezi-
dudlnfi objem 0,2-19 % pfedoperacni hod-
noty (prmeér 5,6 %), z toho u dvou pacientd
byla ponechana fluorescencné pozitivni
tkan zddvodu infiltrace tumoru do elokvent-
nich struktur (pacienti s pofadovym ¢islem
5a8vtab.1).

Neurologicky stav byl poopera¢né beze
zmen u deviti pacient(; k pfechodnému pro-
hloubeni neurologického deficitu doslo u tif
pacientd (s navratem do plvodniho stavu
béhem 2-4 dn); k trvalému zhorsenf neu-
rologického stavu doslo u jednoho pacienta.

Obr. 5. Fotografie zachycujici resekéni dutinu se slabé rizovou
fluorescenci na hornim okraji snimku (zéna 2), pod ni je oblast

Obr. 4. Fotografie zachycujici jasné intenzivni fluorescenci parenchymu jiz bez viditelné fluorescence (zéna 3).

nadoru (zéna 1). Fig. 5. Snapshots depicting the resection cavity with light pink
Fig. 4. Snapshots depicting bright tumour fluorescence fluorescence at the upper edge of the image (zone 2), the paren-
(zone 1). chyma below has no visible fluorescence (zone 3).
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Graf 1. Boxplot neboli krabicovy graf, ktery zobrazuje rozdéleni
podild malignich bunék ve tfech zénach a popisuje charakter
rozlozeni hodnot jako jsou hodnoty mediant (tecky) a priimérd
(¢tverecky).

Presto, Ze rozdéleni pravdépodobnosti je velmi nesymetrické a ne-
homogenn, je vidét signifikantni rozdily v jednotlivych zonach. Cel-
kovy podil malignich bunék ve tkani klesa v porovnani zény 1 a 3.
Hodnoty 95% konfidencnich intervall tomu odpovidaji: 95% Cl zéna 1

Graf 2. Sloupcovy graf ilustruje klesajici stupen infiltrace ma-
lignich bunék ve tkani v pfislusnych zénach dle intenzity
fluorescence.

povidd maximalni
koncentraci malig-
nich bunék, s vyso-

operac¢né zaznamenané fluorescence a his-
topatologickym nalezem (graf 2). Podmin-
kou vzniku jevu fluorescence je intracelularni

(0,82-0,98) p value 7.196e-12; 95% Cl zéna 2 (0,39-0,72) p value
8.664e-06; 95% Cl zdna 3 (0,05-0,33) p value = 0,01122.

Diskuze

V této praci jsme se zabyvali otdzkou, zda
ma intenzita fluorescence koreldt v histo-
patologickém hodnoceni vzorku. U vsech
13 zkoumanych pacient( byl diagnostikovan
multiformni glioblastom gr. IV dle WHO.
Pozorovali jsme, ze béhem fluorescenci navi-
gované resekce nenf intenzita fluorescence
v ramci jednoho néddoru rovnomérna. vV nek-
rotickych ¢astech nadoru chybf, ve viabiln{
¢asti nddoru byva intenzivni, pfi ,hranici” na-
doru se jeji intenzita snizuje az ztraci. Béhem
operace byly odebrany vzorky tkané ze tii
raznych oblasti intenzity fluorescence, na-
sledné byly histologicky vysetreny. Podil ma-
lignich bunék ve vzorcich byl stanoven semi-
kvantitativni metodou. Nejintenzivnéjsi jasné
Cervend fluorescence byla zaznamenéna
v téch ¢astech nddorové tkané, kterd od-

kou mitotickou ak-
tivitou, zvysenym
metabolizmem, kde
jsou pfitomny mi-
krovaskuldrni pro-
liferace s poruchou hematoencefalické
bariéry. V- MR nélezu této oblasti odpovida
jasné kontrast enhancujici porce nadoru.
Oblasti s nizsi intenzitou fluorescence se na-
Stupen infitrace materidlu malignimi ele-
menty dosahoval nejvyse 75 % a vyjadreni
dalsich neoplastickych zmén bylo rovnéz
nizsi. V- MR obrazu této zoné odpovida ob-
last perifokdlniho edému v blizkosti kontrast
enhancuijici porce nadoru. Ve vzorcich z flu-
orescence negativni zény byla pfitomnost
nadorovych elementl prokazana v 54 %,
a v téchto pfipadech stupen infiltrace dosa-
hoval kolem 25 9% materidlu vzorku. Pfi nepfi-
tomnosti fluorescence tudiz nelze spolehlivé
vyloucit pritomnost nddorovych elementd.
Nase pozorovéani podporuje domnénku,
Ze existuje souvislost mezi intenzitou per-

syntéza protoporfyrinu IX z prekurzoru
5-ALA. K tomu jsou nutné zmény intrace-
luldrnfho metabolizmu nadorovych bunék,
dale zvysena neovaskularizace, s narusenim
hematoencefalické bariéry a umoznénim
pfisunu 5-ALA [9]. Tyto zmeény jsou ve vétsf
mife vyjadfeny v téch ¢astech nadoru, které
obsahuji vsechny znamky malignity, jsou po-
vazovany za nejagresivnéjsi ¢asti. Smérem
k okrajiim nadoru postupné ubyva pomérné
zastoupeni jak malignich bunék, tak i dalsich
neoplastickych zmén, jako napf. vyskyt mik-
rovaskularnich proliferaci spojenych s naru-
senfm hematoencefalické bariéry, nezbytné
podmince k zajistéen( transportu 5-ALA k na-
dorovym bunkdm. Intenzita fluorescence
postupné klesa, az ji lidské oko ztraci schop-
nost zachytit. V tomto momenté se operaté-
rovi jevi obraz v operacnim mikroskopu jako
negativni, bez pfitomnosti fluorescence.
V nasem souboru pacientl jsme vsak i v této
oblasti ve vice nez poloviné pripadl proka-
zali pfitomnost nadorovych elementd, které
infiltrovaly okolni tkari do 25 % materidlu
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vzorku. Obdobné se v experimentu zjistilo,
Ze je nutnd urcitd prahova hustota nadoro-
vych bunék, aby byla fluorescence pro po-
zorovatele viditelna. Nicméné i za touto ,hra-
nici” je mozné prokdzat nddorové elementy
a fluorescenci pomoci pristroje [10].

K podobnym vysledkdim dospéli Roberts
et al, ktefi na souboru 11 pacientl zkou-
mali vztahy mezi intenzitou peroperacni
fluorescence, znaky na MR zobrazeni a his-
topatologickym nalezem. Bioptické vzorky
byly odebrany podle intenzity fluorescence
a soucasné byla zaznamendna i poloha od-
bérového mista v MR obrazu. Zjistili statis-
ticky vyznamny rozdil v intenzité signalu na
postkontrastnim MR mezi vzorky s pozitivni
a negativni fluorescenci. Déle zjistili z4vis-
lost mezi intenzitou fluorescence a hodno-
tou histopatologického skére, které stoupa
s vyskytem neoplastickych zmén, pro jeho
stupen postupovali analogicky s klasifikacf
WHO pro gliomy [11].

Podobnou problematikou se zaby-
vali Stummer et al v prospektivni studii
33 pacientd operovanych pro high grade
gliom s pouZitim fluorescence, kde byly ode-
birdny histologické vzorky s oblasti se ,sil-
nou” a ,slabou” fluorescenci a z tkdné bez
fluorescence [12]. Obdobné hodnotili podil
nadorovych bunék semikvantitativni meto-
dou s vyjadfenim podilu malignich bunék ve
vysetiené tkani v procentech, pficem? tento
parametr nazvali ,hustota bunék” (cell den-
sity). Identifikace malignich bunék v ode-
brané tkani byla provedena porovnatelné
s nasi metodikou s pouzitim imunohistoche-
mickych markerl GFAP, Ki-67a p53. Vysledky
7 jejich prace jsou velmi podobné, hustota
malignich bunék ve tkani se silnou fluo-
rescenci se pohybovala nad 80 %, ve tkani se
slabou fluorescenci od 15 do 50 %, ve tkani
bez fluorescence do hodnoty 25 %. Tyto roz-
dily byly rovnéz statisticky vyznamné. Velmi
podobné hodnoty zjistili i co se tyka senziti-
vity a specificity fluorescence. Pozitivni pre-
diktivni hodnota fluorescence pro pfitom-
nost nadorovych bunék dosdhla 92,6 %,
negativni prediktivni hodnota 39,5 %, tj. ob-
dobné az v 60,5 % fluorescen¢né negativ-
nich vzorkd byla prokdzéna pfitomnost na-
dorovych bunék.

V nasem materidlu, v pfechodové zéné
slabsi fluorescence, jsme ve dvou piipa-
dech zaznamenali histologicky obraz koexi-
stence nadorové tkané vykazujici charakte-
ristické znaky difuzniho astrocytomu gr. Il
dle WHO a anaplastického astrocytomu gr.
Il dle WHQO, tj. oblasti s nizsi hodnotou his-

topatologického skére. Je zndmo, Zze multi-
formni glioblastom se vyznacuje zna¢nou
intratumoralni variabilitou a obsahuje he-
terogenni klony nadorovych bunék, které
se lisi svym genetickym profilem [13]. Picci-
rillo et al popsali v okrajové zéné multi-
formniho glioblastomu odlisné populace
tumorigennich bunék, které na rozdil od
kmenovych tumorigennich bunék z centra
stejného nadoru nevykazovaly samoobno-
vovaci potencidl in vitro (charakteristika pro
,pravé” kmenové tumorigenni bunky), ale
pouze in vivo [14]. Tradi¢ni klondlni model tu-
morigeneze predpoklddal, Ze nddor vznika
proménou a dediferenciaci jedné bunky,
ze které proliferaci a selekci vznikaji dalsf
klony, pficemz postupné prevlddnou ty ag-
resivni, odpovédné za progresi tumoru [15].
Tato hypotéza tak ale nedokdze vysvétlit,
pro¢ jsou v okrajové ¢asti glioblastomu na-
chézeny spise zndmky nadoru s nizsim stup-
ném malignity. Tento nélez v3ak vice od-
povidad ndborové hypotéze (recruitment
hypothesis), kde tzv. tumor progenitorova
bunka ma schopnost indukovat u normal-
nich neuralnich progenitorovych bunék me-
tabolické zmény vedouci k nekontrolované
proliferaci [16].

Urcitym limitem této prace je skutec-
nost, Zze odliseni reaktivni glidzy od okraje
astrocytomu muze byt problematické.
Nékterym neuropatologlim staci jen barvenf
HE, ostatni se spoléhaji na imunohistoche-
mické vysetfeni s pouzitim protilatek GFAP,
p53, Ki67, WT-1, nestin a IDH1 [17]. Je nutno
konstatovat, Ze Perry a Brat upozornuji, ze
tyto protilatky nemusi byt spolehlivé z di-
vodu jejich nizké specifity a senzitivity, napr.
IDH1 ma pfinos jen v pfipadech, kdyz je glio-
blastom sekundarni (IDH1 je vzdy u primar-
nich glioblastomU negativnf), p53 muze byt
pozitivni i v reaktivni glidze [18]. V prlkazu
GFAP jsou pozitivni jak nddorové bunky, tak
nenadorové glidini bunky, takze smérem
od centra na okraj difuzniho astrocytomu
se vzdalenost nadorovych bunék postupné
zvétsuje a tim padem je na okraji difuzniho
astrocytomu, resp. v zoné slabé intenzity flu-
orescence ¢i zéné ¢. 3 rozliseni mezi nado-
rovymi bunkami a nenddorovymi bunkami,
kdyz jsou obé pozitivni v prlkazu GFAP,
problematické. Z téchto dlvodl je k mi-
kroskopické verifikaci neoplastického pU-
vodu zapotrebi kombinovat klasické morfo-
logické hodnoceni a imunohistochemické
vysetfen( [18,19].

Tato prace je prvni v nasi domacf literatufe
zabyvajici se zkoumanim korelace intenzity

fluorescence s proporciondlnim zastoupe-
nim malignich bunék ve tkdni u high grade
gliom0. Obdobnou problematikou (odbé-
rem vzorkd tkdné infiltrativnich gliom( z ob-
lasti s pozitivni a negativni fluorescenci) se
zabyvali pouze autofi Stefio et al, kteff pouzili
pozitivitu fluorescence k detekci anaplastic-
kych loZisek stupné Il u infiltrativnich gliomd
s nevyraznym postkontrastnim sycenim na
MR [20].

Zaveér

Béhem fluorescenci navigované resekce
glioblastomu se intenzita emitované fluo-
rescence mize ménit v rlznych ¢astech na-
doru. Intenzita fluorescence koreluje s rela-
tivnim podilem nadorovych bunék ve tkani.
Ubytek intenzity fluorescence na okraji cilo-
vého objemu tumoru je doprovadzen neje-
nom relativnim Ubytkem malignich bunék
ve tkani, ale i Ubytkem dalsich neoplastic-
kych histologickych zmén. Rozhranf tumor-
zdrava tkdn je charakterizovano infiltrativnim
Sifenim nddorovych elementl do okoli, které
bylo zaznamenéno i za hranici viditelné fluo-
rescence ve vice nez poloviné pfipadd. Nepfi-
tomnost fluorescence nenf spolehlivy marker
pro nepfitomnost nadorovych bunék.

Tato prace poukazuje na vyznam dalsiho
vyzkumu hrani¢nf zény glioblastomu, kterd
¢astecné zUstava po neurochirurgické in-
tervenci na misté, a jeji chovani rozhoduje
o dalsfim osudu pacienta.
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