
300 Cesk Slov Ne urol N 2016; 79/ 112(3): 300– 306

PŮVODNÍ PRÁCE ORIGINAL PAPER

Korelace intenzity fl uorescence s proporcionálním 
zastoupením maligních buněk ve tkáni při resekci 
glioblastomu s použitím 5-ALA

Cor relation of Fluorescence Intensity with the Relative Proportion 

of Malignant Cel ls in the Tis sue in 5-ALA-guided Resection 

of Glioblastoma

Souhrn
Cíl: Objasnění patologicko-anatomického korelátu k intenzitě peroperačně zaznamenané 

fl uorescence. Během fl uorescencí navigované resekce glioblastomu mohou být v chirurgickém poli 

identifi kovány tři různé intenzity fl uorescence posuzované tkáně za použití kyseliny 5-aminolevulinové: 

1. červená, silně intenzivní zóna fl uorescence; 2. růžová, slabě intenzivní zóna fl uorescence; 3. tkáň bez 

fl uorescence. Soubor a metodika: Soubor 13 pa cientů s multiformním glioblastomem, u kterých byly 

odebrány reprezentativní vzorky tkáně z příslušných zón intenzity fl uorescence k histopatologickému 

hodnocení. Semikvantitativní metoda byla použita pro hodnocení podílu maligních buněk ve tkáni. 

Výsledky: Silně intenzivní zóna fl uorescence vykazovala při histologickém hodnocení 75– 100% podíl 

infi ltrace nádorových buněk. V zóně se slabou intenzitou fl uorescence dosahovala infi ltrace 50– 75 %, 

přičemž ve dvou případech byla zaznamenána koexistence glioblastomu a low grade gliomu. 

V zóně bez fl uorescence byly v šesti případech vzorky negativní, v sedmi případech však dosahovalo 

proporcionální zastoupení maligních buněk kolem 25 % tkáně vzorku. Korelace mezi intenzitou 

fl uorescence a relativním zastoupením maligních buněk ve tkáni dosáhla statistické významnosti 

(p < 0,001) a potvrdila se vysoká prediktivní hodnota fl uorescence pro přítomnost nádorových buněk 

(PPV = 92 %). Závěr: Intenzita fl uorescence během operace koreluje s proporcionálním zastoupením 

maligních buněk ve tkáni. Přítomnost maligních buněk byla prokázána i za hranicí pozitivity 

fl uorescence ve více než polovině případů. 

Abstract
Aim: To ascertain cor relation between histological fi ndings and the intensity of intraoperative 

fl uorescence. Dur ing 5-aminolevulinic acid fl uorescence-guided glioblastoma resection, three dif-

ferent levels of fl uorescence intensity of the examined tis sue can be distinguished in the operative 

field: 1. red, highly intensive fl uorescence zone; 2. pink, moderately intensive fl uorescence zone; 

3. none, tis sue without fl uorescence. Groups and methods: A prospective study of 13 patients 

who underwent fl uorescence-guided glioblastoma surgery. Representative specimens of the 

cor respond ing levels of fl uorescence intensity were col lected for histological examination. The 

semi-quantitative method was used to evaluation relative proportion of malignant cel ls in the 

tis sue. Results: The histological examination from the highly intensive fl uorescence zone bio psy 

samples revealed 75– 100% proportion of malignant cel ls in the tis sue. The infi ltration reached 

50– 75% of the examined tis sue in the moderately intensive fl uorescence zone, and co-existence of 

glioblastoma and low grade glioma was noted in two cases. In six cases, there were no malignant 

cel ls in the negative fl uorescence zone. However, seven specimens were positive for malignant 

cel ls, with the infi ltration rate around 25% of the tis sue. The cor relation between the fl uorescence 

intensity and the relative proportion of malignant cel ls in the tis sue was statistical ly signifi cant 

(p value < 0.001), and high positive predictive value of the fl uorescence for the presence of 

malignant cel ls (PPV = 92%) was observed. Conclusion: The intensity of intraoperative fl uorescence 

cor relates with the relative proportion of malignant cel ls in the tis sue. The presence of malignant 

cel ls beyond observable fl uorescence was confi rmed in more than a half of the bio psy samples. 
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Úvod
Jednou ze základních bio logických a his-

tologických vlastností vysokostupňových 

gliomů mozku je infi ltrativní růst do svého 

okolí. Tento plynulý přechod do zdravé 

tkáně výrazně ztěžuje spolehlivou identifi -

kaci rozhraní nádor–zdravá tkáň i při použití 

operačního mikroskopu. Potřeba lepší iden-

tifi kace nádorové tkáně je dána množícími 

se poznatky, že radikálnější resekce vede 

k prodloužení jak intervalu do progrese ne-

moci, tak i doby celkového přežití [1– 4]. Flu-

orescencí navigovaná resekce vysokostup-

ňových gliomů mozku je relativně nová 

neurochirurgická metoda, jejímž primár-

ním atributem je zlepšení peroperační iden-

tifi kace nádoru v operačním poli [5]. Fluo-

rescenční jev je způsoben nekontrolovanou 

a nadměrnou syntézou protoporfyrinu IX in-

tracelulárně v gliomových buňkách po za-

jištění dodávky dostatečného množství 

jeho prekurzoru kyseliny 5-aminolevulinové 

(5-ALA) [6]. Protoporfyrin IX je odpovědný 

za emitované fl uorescenční světlo. Podrob-

nější postup a principy fl uorescencí navi-

gované resekce u high grade gliomů byly 

popsány v našem předchozím sdělení [7]. 

Pilotní multicentrická randomizovaná studie 

v Německu potvrdila významný efekt na ra-

dikalitu resekce (65 % ve skupině ALA, pouze 

36 % v kontrolní skupině) a statisticky vý-

znamné prodloužení intervalu do progrese 

(PFS) u pa cientů s fluorescencí navigova-

nou resekcí [8]. V průběhu fl uorescencí na-

vigované resekce vysokostupňových gliomů 

mozku se setkáváme s různou intenzitou 

emitované fluorescence. Zpravidla klesá 

směrem k „okrajům“ nádoru. Zajímalo nás, 

jak se tato intratumorální variabilita intenzity 

fl uorescence projeví v histologickém obraze.

Soubor a metodika
Soubor tvoří prospektivně sledovaná sku-

pina skupina 13 pa cientů. Pa cienti byli zařa-

zeni na základě předoperačního MR vyšet-

ření, které vykazovalo typické radiologické 

znaky svědčící pro glioblastom, tj. nález so-

litárního prstencovitě se sytícího intraaxiál-

ního tumoru, v MR spektroskopii nález vyso-

kého obsahu cholinu, kreatinu a sníženého 

obsahu N-acetyl aspartátu. Dalšími podmín-

kami byly fyziologický nález na předoperač-

ním RTG vyšetření hrudníku a nepřítomnost 

maligního onemocnění v anamnéze. Všichni 

pa cienti byli operováni na Neurochirur-

gické klinice LF OU a FN Ostrava s použitím 

peroperační fl uorescence a současně byly 

u nich odebrány histologické vzorky z kore-

spondujících částí nádoru podle intenzity 

fl uorescence. Ve všech případech byl první 

autor přítomen během výkonu buď jako 

operatér, nebo asistent. Všem pa cientům byl 

vysvětlen princip a cíle operace a pa cienti 

podepsali informovaný souhlas s výkonem. 

Dále v rámci standardní předoperační 

přípravy bylo u všech pa cientů provedeno 

den před operací MR vyšetření mozku, kde 

T1 postkontrastní skeny byly použity k vý-

počtu objemu kontrast enhancující porce 

nádoru a zároveň využity pro peroperační 

Obr. 1. Histologický preparát barvený HE ze zóny se silnou intenzitou fl uorescence.
Infi ltrace nádorovými elementy zaujímá 100 % materiálu.

Fig. 1. A histological slide stained with HE from the high fl uorescence intensity zone.

Obr. 2. Histologický preparát ze zóny se slabší intenzitou fl uorescence. 
Nádorové elementy infi ltrují parenchym mozku, stupeň infi ltrace 50 %.

Fig. 2. A histological slide from the low fl uorescence intensity zone.
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bezrámovou navigaci (StealthStation®, Med-

tronic). K operacím s použitím peroperační 

fl uorescence se indikovali pa cienti, u kterých 

byl vysloven předpoklad, že je možné pro-

vést radikální exstirpaci kontrast enhancující 

porce nádoru. 

Přibližně 3 hod před plánovaným začát-

kem operace byla pa cientům perorálně 

podána 5-ALA (Gliolan, Medac) v dávce 

20 mg/ kg ve formě vodného roztoku. 

Po uvedení pa cienta do celkové anestezie 

byla provedena resekce nádoru mikrochi-

rurgickou technikou s využitím bezrámové 

navigace a fluorescence, za pomoci ope-

račního mikroskopu Leica M720 OH5 vyba-

veného fluorescenčním modulem FL400. 

Během operace byly identifi kovány tři zóny 

odlišné intenzity fl uorescence jednoduchým 

vizuálním posouzením operačního pole:

zóna 1 –   jasně červená intenzivní f luo-

rescence (obr. 1),

zóna 2 –   slabší růžovofialová fluorescence 

u „okraje“ nádoru (obr. 2),

zóna 3 –   tkáň bez fluorescence v bezpro-

střední blízkosti a zevně od zóny 2 

(obr. 2).

Z každé zóny byly odebrány reprezenta-

tivní vzorky, které byly fi xovány formalínem 

a odeslány k defi nitivnímu histologickému 

vyšetření. Rozsah resekce byl proveden 

s ohledem na předoperační plán, aktuální 

hodnocení vzhledu tkáně v operačním mi-

kroskopu a blízkost elokventních struktur. 

V indikovaných případech byly použity pe-

roperační kortikální a subkortikální stimu-

lace a elektrofyziologický monitoring. V žád-

ném případě neproběhla resekce pouze na 

základě přítomnosti/ nepřítomnosti fluo-

rescence. Vzorky ze zóny 3 (tj. fl uorescenčně 

negativní) byly odebrány z přístupové cesty 

anebo z toho okraje postresekční dutiny, 

který byl považován za bezpečný ve smyslu 

elokvence, bezprostředně navazujícího na 

fl uorescenčně pozitivní tkáň.

Všechny histologické vzorky byly hodno-

ceny patologem, který použil barvení hema-

toxylinem a eosinem a k imunohistochemic-

kému vyšetřování protilátky proti GFAP, Ki67, 

p53 a u ně kte rých pa cientů protilátku proti 

IDH1 (např. při přítomnosti nízkostupňové 

složky). Kombinace typických cytologických 

znaků pro malignitu s pozitivním imunohis-

tochemických vyšetřením byla podmínkou 

k hodnocení buněk jako maligních. Bylo pro-

vedeno semikvantitativní hodnocení nádo-

rové infi ltrace zaslaného vzorku každé zóny, 

a to od 0 do 25 %, od 26 do 50 %, od 51 do 

75 % a od 76 do 100 %, které udává relativní 

podíl nádorových buněk k nenádorové tkáni. 

Výsledky
Zjištěná data jsou přehledně zobrazena 

v tab. 1. V zóně 1 s jasně intenzivní fl uo-

rescencí byla potvrzena přítomnost nádo-

rové tkáně ve všech vzorcích. V osmi přípa-

dech vzorek obsahoval pouze nádorovou 

tkáň (infi ltrace 100 %), v pěti případech ná-

dorová infi ltrace zaujímala 75 % materiálu. 

Vzorky z této zóny obsahovaly materiál s vy-

sokou mitotickou aktivitou, četnými mikro-

vaskulárními proliferacemi s narušenou he-

matoencefalickou bariérou, svědčící pro 

vysokou metabolickou čin nost a typické 

maligní znaky nádoru (obr. 3). Ve vzorcích 

z okraje resekce se slabší intenzitou fl uo-

rescence (zóna 2) byla rovněž potvrzena pří-

tomnost nádorových buněk v 10 případech, 

přičemž procentuální infi ltrace nádorovými 

buňkami se pohybovala od 50 do 75 % ma-

teriálu (obr. 4). Známky malignity byly méně 

vyjádřeny a ve dvou případech byla zazna-

menána koexistence difúzního astrocytomu 

gr. II a glioblastomu (v tomto případě byly 

vzorky ze zóny 3 negativní), a koexistence 

anaplastického astrocytomu gr. III a glioblas-

tomu (vzorky ze zóny 3 byly pozitivní pro 

glioblastom s podílem nádorových buněk 

do 25 % materiálu). Ve dvou případech ne-

byly ve vzorcích ze zóny 2 nádorové ele-

menty potvrzeny a vzorky byly hodnoceny 

jako negativní. Ve vzorcích ze zóny bez pozi-

tivity fl uorescence (zóna 3) byla přítomnost 

nádorové infi ltrace prokázána u sedmi pří-

padů, přičemž stupeň infi ltrace většinou do-

sahoval do 25 % tkáně vzorku, pouze v jed-

nom případě 75 % (obr. 5). V šesti případech 

však nádorové elementy nebyly zachyceny 

a vzorky byly hodnoceny jako negativní.

Tab. 1. V tabulce jsou uvedena zdrojová data jednotlivých pacientů souboru s provedenou volumometrií postkontrastně se sytící 
porce nádoru před- a pooperačně.
A dále procentuální hodnoty relativního zastoupení maligních buněk ve tkáni v příslušných zónách intenzity fl uorescence.

n Pre op objem 
v mm3

Post op objem 
v mm3 Reziduum v % Infi ltrace 

v % v zóně 1
Infi ltrace 

v % v zóně 2
Infi ltrace 

v % v zóně 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 58 710 10 050 17 100 50 25

6 57 280 4 960 8 100 75 25

7 11 610 0 0 75 0 0

8 42 990 8 250 19 100 75 75

9 21 310 800 3 75 50 0

10   5 640 309 5 100 75 0,25

11 54 000 484 0,9 100 50 50

12 41 400 0 0 75 75 25

13 42 900 0 0 100 75 25
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Pro výpočet a statistické hodnocení byla 

data převedena do tabulky četnosti podílu 

infiltrace nádorovými buňkami ve vztahu 

k intenzitě fl uorescence (tab. 2). Grafi cké vyjá-

dření tohoto vztahu je znázorněno v grafu 1.

Pearsonův chí-kvadrát test byl použit pro 

výpočet závislosti mezi intenzitou fluo-

rescence a zastoupením maligních buněk ve 

tkáni. Byla zjištěna statisticky významná zá-

vislost mezi intenzitou fl uorescence a pro-

centuálním zastoupením maligních buněk 

ve tkáni (chí-kvadrát = 42,5077; df = 8; 

p = 1,087– 6). Pozitivita fluorescence vyka-

zovala vysokou pravděpodobnost přítom-

nosti nádorových buněk (pozitivní predikční 

hodnota 92 %), naopak nepřítomnost fl uo-

rescence neznamenala současně i absenci 

nádorových buněk (negativní predikční 

hodnota 46 %).

U všech pa cientů bylo provedeno mě-

ření objemu kontrast enhancující porce ná-

doru před operací a po ní (tab. 1). Kompletní 

odstranění kontrast enhancující porce ná-

doru jsme zaznamenali v šesti případech, ve 

zbylých případech dosahoval relativní rezi-

duální objem 0,2– 19 % předoperační hod-

noty (průměr 5,6 %), z toho u dvou pa cientů 

byla ponechána fluorescenčně pozitivní 

tkáň z důvodu infi ltrace tumoru do elokvent-

ních struktur (pa cienti s pořadovým číslem 

5 a 8 v tab. 1). 

Neurologický stav byl pooperačně beze 

změn u devíti pa cientů; k přechodnému pro-

hloubení neurologického defi citu došlo u tří 

pa cientů (s návratem do původního stavu 

během 2– 4 dnů); k trvalému zhoršení neu-

rologického stavu došlo u jednoho pa cienta.

Obr. 3. Histologický preparát z tkáně bez pozitivní fl uorescence, bez přítomnosti nádo-
rových elementů.
Fig. 3. A histological slide from the tissue with no fl uorescence and with no tumor elements.

Obr. 4. Fotografi e zachycující jasně intenzivní fl uorescenci 
nádoru (zóna 1).
Fig. 4. Snapshots depicting bright tumour fl uorescence 
(zone 1).

Obr. 5. Fotografi e zachycující resekční dutinu se slabě růžovou 
fl uorescencí na horním okraji snímku (zóna 2), pod ní je oblast 
parenchymu již bez viditelné fl uorescence (zóna 3).
Fig. 5. Snapshots depicting the resection cavity with light pink 
fl uorescence at the upper edge of the image (zone 2), the paren-
chyma below has no visible fl uorescence (zone 3).

Tab. 2. Tabulka četnosti výskytu jednotlivých relativních hodnot infi ltrace nádoro-
vými buňkami ve vztahu k intenzitě fl uorescence. 
Podrobíme-li kontingenční tabulku chí-kvadrát testu závislosti hodnot podílů maligních 

buněk na výskytu v histologických zónách pak z výsledků testu vyplývá signifi kantní zá-

vislost (p value = 1.087e-06 a to je << 0,05).

Úroveň stupňů 
fl uorescence Hist_zona1 Hist_zona2 Hist_zona3

0 – 0,00 % 0 2 6

I – 25,00 % 0 0 5

II – 50,00 % 0 4 1

III – 75,00 % 5 7 1

IV – 100,00 % 8 0 0
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Diskuze
V této práci jsme se zabývali otázkou, zda 

má intenzita fl uorescence korelát v histo-

patologickém hodnocení vzorku. U všech 

13 zkoumaných pa cientů byl dia gnostikován 

multiformní glioblastom gr. IV dle WHO. 

Pozorovali jsme, že během fl uorescencí navi-

gované resekce není intenzita fl uorescence 

v rámci jednoho nádoru rovnoměrná. V nek-

rotických částech nádoru chybí, ve viabilní 

části nádoru bývá intenzivní, při „hranici“ ná-

doru se její intenzita snižuje až ztrácí. Během 

operace byly odebrány vzorky tkáně ze tří 

různých oblastí intenzity fl uorescence, ná-

sledně byly histologicky vyšetřeny. Podíl ma-

ligních buněk ve vzorcích byl stanoven semi-

kvantitativní metodou. Nejintenzivnější jasně 

červená fluorescence byla zaznamenána 

v těch částech nádorové tkáně, která od-

povídá maximální 

koncentraci malig-

ních buněk, s vyso-

kou mitotickou ak-

tivitou, zvýšeným 

metabolizmem, kde 

jsou přítomny mi-

krovaskulární pro-

liferace s poruchou hematoencefalické

bariéry. V MR nálezu této oblasti odpovídá 

jasně kontrast enhancující porce nádoru. 

Oblasti s nižší intenzitou fl uorescence se na-

cházejí již na rozhraní nádor–okolní tkáň. 

Stupeň infitrace materiálu maligními ele-

menty dosahoval nejvýše 75 % a vyjádření 

dalších neoplastických změn bylo rovněž 

nižší. V MR obrazu této zóně odpovídá ob-

last perifokálního edému v blízkosti kontrast 

enhancující porce nádoru. Ve vzorcích z fl u-

orescence negativní zóny byla přítomnost 

nádorových elementů prokázána v 54 %, 

a v těchto případech stupeň infi ltrace dosa-

hoval kolem 25 % materiálu vzorku. Při nepří-

tomnosti fl uorescence tudíž nelze spolehlivě 

vyloučit přítomnost nádorových elementů.

Naše pozorování podporuje domněnku, 

že existuje souvislost mezi intenzitou per-

operačně zaznamenané fl uorescence a his-

topatologickým nálezem (graf 2). Podmín-

kou vzniku jevu fl uorescence je intracelulární 

syntéza protoporfyrinu IX z prekurzoru 

5-ALA. K tomu jsou nutné změny intrace-

lulárního metabolizmu nádorových buněk, 

dále zvýšená neovaskularizace, s narušením 

hematoencefalické bariéry a umožněním 

přísunu 5-ALA [9]. Tyto změny jsou ve větší 

míře vyjádřeny v těch částech nádoru, které 

obsahují všechny známky malignity, jsou po-

važovány za nejagresivnější části. Směrem 

k okrajům nádoru postupně ubývá poměrné 

zastoupení jak maligních buněk, tak i dalších 

neoplastických změn, jako např. výskyt mik-

rovaskulárních proliferací spojených s naru-

šením hematoencefalické bariéry, nezbytné 

podmínce k zajištění transportu 5-ALA k ná-

dorovým buňkám. Intenzita fluorescence 

postupně klesá, až ji lidské oko ztrácí schop-

nost zachytit. V tomto momentě se operaté-

rovi jeví obraz v operačním mikroskopu jako 

negativní, bez přítomnosti fluorescence. 

V našem souboru pa cientů jsme však i v této 

oblasti ve více než polovině případů proká-

zali přítomnost nádorových elementů, které 

infi ltrovaly okolní tkáň do 25 % materiálu 
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Graf 1.  Boxplot neboli krabicový graf, který zobrazuje rozdělení 
podílů maligních buněk ve třech zónách a popisuje charakter 
rozložení hodnot jako jsou hodnoty mediánů (tečky) a průměrů 
(čtverečky). 
Přesto, že rozdělení pravděpodobnosti je velmi nesymetrické a ne-

homogenní, je vidět signifi kantní rozdíly v jednotlivých zónách. Cel-

kový podíl maligních buněk ve tkáni klesá v porovnání zóny 1 a 3. 

Hodnoty 95% konfi denčních intervalů tomu odpovídají: 95% CI zóna 1

(0,82–0,98) p value 7.196e-12; 95% CI zóna 2 (0,39–0,72) p value 

8.664e-06; 95% CI zóna 3 (0,05–0,33) p value = 0,01122.
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Graf 2. Sloupcový graf ilustruje klesající stupeň infi ltrace ma-
ligních buněk ve tkáni v příslušných zónách dle intenzity 
fl uorescence. 
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fl uorescence s proporcionálním zastoupe-

ním maligních buněk ve tkáni u high grade 

gliomů. Obdobnou problematikou (odbě-

rem vzorků tkáně infi ltrativních gliomů z ob-

lastí s pozitivní a negativní fl uorescencí) se 

zabývali pouze autoři Šteňo et al, kteří použili 

pozitivitu fl uorescence k detekci anaplastic-

kých ložisek stupně III u infi ltrativních gliomů 

s nevýrazným postkontrastním sycením na 

MR [20].

Závěr
Během fluorescencí navigované resekce 

glioblastomu se intenzita emitované fl uo-

rescence může měnit v různých částech ná-

doru. Intenzita fl uorescence koreluje s rela-

tivním podílem nádorových buněk ve tkáni. 

Úbytek intenzity fl uorescence na okraji cílo-

vého objemu tumoru je doprovázen neje-

nom relativním úbytkem maligních buněk 

ve tkáni, ale i úbytkem dalších neoplastic-

kých histologických změn. Rozhraní tumor–  

zdravá tkáň je charakterizováno infi ltrativním 

šířením nádorových elementů do okolí, které 

bylo zaznamenáno i za hranicí viditelné fl uo-

rescence ve více než polovině případů. Nepří-

tomnost fl uorescence není spolehlivý marker 

pro nepřítomnost nádorových buněk. 

Tato práce poukazuje na význam dalšího 

výzkumu hraniční zóny glioblastomu, která 

částečně zůstává po neurochirurgické in-

tervenci na místě, a její chování rozhoduje 

o dalším osudu pa cienta. 
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že je nutná určitá prahová hustota nádoro-
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