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Konfokal laserendomikroskopi er en lovende ny
endoskopisk metode til diagnostik af
kolorektal neoplasi og inflammatorisk tarmsygdom
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Inden for de seneste &r er konfokal laserendomikro-
skopi (CLE) blevet introduceret. Med denne teknik
kan mikroskopiske strukturer i tarmens gverste lag
vurderes in vivo i alle endoskopisk tilgengelige tar-
mafsnit under en endoskopisk undersggelse. Teknik-
ken er ligeledes ved at vinde indpas i andre specialer
sésom urologi og pulmonologi. Anvendelsesmulighe-
derne kommer formentlig i fremtiden til at krydse
endnu flere specialegranser. Da vores erfaringer
knytter sig til neoplasier og inflammatorisk tarmsyg-
dom (IBD) i den nedre gastrointestinalkanal, vil vi i
denne artikel fokusere pa kolorektal cancer, polypper
og IBD. Hensigten er at beskrive CLE-teknikken, rede-
gore for anvendelsesmulighederne og evaluere de
forelgbige resultater ift. ovenstdende for en ny teknik
i hastig udvikling.

KONFOKAL LASERENDOMIKROSKOPI

— TEKNIK OG KONTRASTMIDLER

Den tekniske opbygning

CLE er en kombination af et almindeligt endoskop, en
laserenhed og et konfokalt mikroskop. Ved metoden
benytter man sig af blét laserlys, der med en bglge-
leengde pa 488 nm fokuseres pd mucosa i et lille om-
rdde og i en preedefineret dybde pa 0-250 mikrome-
ter. Via mikroskopet opfanges kun det reflekterede
fokuserede lys, mens alt uden for fokus, og dermed
stgjskabende lys, frasorteres [1]. Resultatet bliver et
forstgrret billede af mucosa i hgj oplgsning — en »op-
tisk« eller »virtuel« biopsi, som kan sammenlignes
med et tilsvarende mikroskopisk billede (Figur 1 og

Konfokal laserendomikroskopi (CLE) er en ny endoskopisk metode, der giver realtidshistologiske
oplysninger — »optiske biopsier«, som er sammenlignelige med vanlige histopatologiske billeder.

Ved CLE kan biopsier malrettes mod dysplastisk udseende vaev, og metoden har i flere studier af ko-
lorektale polypper og cancer vist sig at vaere nyttig til at skelne neoplastisk fra nonneoplastisk vaev.

CLE kan anvendes til vurdering af risikoen for tilbagefald ved inflammatorisk tarmsygdom i

remission.

De sidste nye studier tyder pa, at metoden ogsa kan anvendes til monitorering af behandlings-
respons ved specielle farvninger med monoklonale antistoffer.

Figur 2). Billedet lagres digitalt, s det ogsa efterfgl-
gende kan vurderes. Ved CLE tages der multiple bille-
der i sekundet, og de lagres kontinuerligt, hvorved
der dannes en filmsekvens, sdledes at den mikrosko-
piske vurdering af veevet bliver dynamisk.

Der findes i gjeblikket to CLE-systemer p& marke-
det: 1) Et endoskopbaseret system (Pentax EC
3870CIFK, Pentax, Tokyo, Japan), hvor det konfokale
mikroskop udggr en integreret del af endoskopets
spids. Med det kan man fremstille et mucosabillede
med et areal pd 500 x 500 mikrometer, en variabel
dybde pa 0-250 mikrometer og en oplgsning pé otte
mikrometer [2]. Erfaringsmeessigt er billedkvaliteten
ved dette system den bedste. 2) Et probebaseret sy-
stem (Cellvizio, Mauna Kea Technologies, Paris,
France), der modsat det endoskopbaserede har en
fikseret dybde. De enkelte prober har en dybde, som
passer til det organ, der gnskes undersggt. Dybden
kan variere mellem 55 mikrometer og 130 mikrome-
ter afheengigt af proben. Systemet kan ved behov ap-
pliceres via endoskopets instrumentkanal under den
endoskopiske procedure. Dette har udvidet indika-
tionsomrédet til ogsé at involvere galdeveje og duc-
tus pancreaticus [3]. Proberne har en begrenset leve-
tid, idet de kun kan anvendes 20 gange, og de
optager en af endoskopets arbejdskanaler [4].

Kontrastmidler
I forbindelse med CLE-undersggelsen er det ngdven-
digt at forsteerke veevets egen autofluorescens, hvor-
for man benytter sig af et fluorescerende kontraststof.
I dag er kun fluorescein godkendet til systemisk brug.
Fluorescein administreres intravengst, én del bindes
til albumin, og den frie del diffunderer ud i veevene
inden for 10-20 sekunder, hvorefter vaskularisering
og vaevets arkitektur, fraset cellekerner, visualiseres
[5]. Halveringstiden for fluorescein er 24 minutter,
og stoffet persisterer i veevet i ca. 30 minutter [6].
Som alternativt til fluorescein eller som supplement
kan man benytte acriflavin, som administreres topisk.
Acriflavin bindes til DNA og RNA og farver cyto-
plasma og cellekerner [7].

Ud over farvning med de to ovenstdende fluor-
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escerende farvestoffer benyttes der i tiltagende grad
supplerende farvninger med monoklonale antistoffer,
som kan f.eks. bruges i forbindelse med monitorering
af behandlingsrespons ved antiangiogen terapi.

KOLOREKTAL PATOLOGI

Kolorektal cancer

Kolorektal cancer er, efter lungecancer, den hyppig-
ste cancersygdom i Skandinavien. I Danmark diagno-
sticeres der ca. 3.100 patienter om &ret med kolorek-
tal cancer [8], og der er i de senere &r set en stigning i
antallet af patienter med coloncancer og et fald i an-
tallet af patienter med rectumcancer, alt i alt udger
cancer recti nu omtrent 33% [8]. Mortaliteten er rela-
teret til hgj risiko for metastasering, hvorfor tidlig
diagnosticering af cancer er afggrende for prognosen
[9]. Indtil videre anses koloskopi med biopsi for at
veaere guldstandard til diagnostik. Mens den normale
slimhinde i colon ved CLE vil kunne ses med jeevnt
fordelte regelmaessige krypter, tydelige mucinprodu-
cerende celler og intakt cylinderepitel, vil slimhinden
ved coloncancer fremstd med tab af krypter og baeger-
celler og med generel disorganisering i veevets arki-
tektur. Ofte vil det makroskopisk ikke vaere sveert at
skelne avanceret cancer fra raskt vaev — anderledes
forholder det sig med forstadierne til kolorektal can-
cer, hvor det er vanskeligt alene pd baggrund af endo-
skopien at skelne mellem nonneoplastiske og neopla-
stiske forandringer.

Kolorektale polypper
Det formodes, at langt de fleste kolorektale cancere
udvikles fra benigne polypper (adenomer) [8]. Sma
neoplastiske polypper overses nemt under den endo-
skopiske procedure [10]. Flere forskergrupper har in-
den for de seneste ar undersggt brugen af CLE ved
kolorektale polypper og cancer [2, 11, 12]. De har
fundet, at man ved brug af CLE kan mélrette sine
biopsier og derved i hgjere grad opdage intraepiteli-
ale neoplasier, end det er muligt ved konventionel
koloskopi med biopsi [3, 9]. I et studie har man sam-
menlignet histopatologi og CLE-billeder af 116 polyp-
per hos 72 patienter — som evaluering af metodens
anvendelighed til differentiering mellem neoplastiske
og nonneoplastiske forandringer — og fundet en sensi-
tivitet pd 97,3% og en specificitet pd 92,8% [10].
Séledes er man under koloskopien i stand til med stor
sikkerhed at afggre, om polyppen skal fjernes eller ej.
Der findes endnu ikke noget standardiseret sy-
stem til inddeling af dysplasigraden af kolorektale
polypper ved eCLE. Typisk bruges Mainzkriterierne,
som i 2004 blev udviklet af Kiesslich et al. Her skelner
man mellem neoplastiske og nonneoplastiske laesio-
ner athaengigt af krypternes og karrenes arkitektur,
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Normal colon og inflammatorisk tarmsygdom. A. Hematoxylin-eosin-farvning af normal colon.

B. Normal konfokal laserendomikroskopi (CLE)-billede med fluorescein som intravengst kontrast-
stof. Der ses normal fordeling af regulaere krypter, hvor cylinderepitelet er intakt, og de mucinpro-
ducerende celler fremstar tydeligt. Kapilleernetvaerket i lamina propria ses som en bikubelignende
heksagonal struktur. C. CLE-billede med fluorescein som intravengst kontraststof ved Crohns syg-
dom. | den terminale ileum ses der velbevaret villusstruktur, men fluoresceinlekage som udtryk for
defekt barrierefunktion.

I |

Kolorektal cancer. A. Heematoxylin-eosin-farvning. B. Konfokal laserendomikroskopi (CLE) med
flourescein som intravengst kontraststof. C. CLE med acriflavin som lokalt administreret kontrast-
stof, hvorved cellekernerne visualiseres. Fzelles for billederne er, at de viser neoplastisk vaev med
pdelagte kar uden orientering i forhold til omgivende vaey, tab af krypter og baegerceller samt ge-
nerelt gdelagt vaevsarkitektur.

ved at underinddele dem i tre kategorier: normalt,
regenerativt eller dysplastisk [12] (Tabel 1). Tilsva-
rende findes der for pCLE-teknikken et Miamiklassi-
fikationssystem [13].

Inflammatorisk tarmsygdom

Ved at anvende CLE i vurderingen af patienter med
mb. Crohn og colitis ulcerosa kan der pavises en bar-
rieredysfunktion i den terminale ileum, hvor der i for-
hold til hos raske kontrolpersoner ses leengere afstand
mellem de enkelte epitelceller [14]. Endvidere kan
man ved CLE identificere afstgdning af epitelceller og
leekage af fluorescein som udtryk for defekt endotel.
Hos patienter i remission udggr disse fund en selv-
steendig risikofaktor for tilbagefald inden for et &r
[15]. En anden implikation p& defekt barrierefunk-
tion er, at der ved CLE identificeres flere bakterier i
mucosa hos patienter med mb. Crohn og ulcergs koli-
tis end hos raske kontrolpersoner [16].

ANGIOGENESE
Da man ved CLE er i stand til ogsa at visualisere den
gverste del af submucosa, kan man ogs visualisere
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Kiesslichs klassifikationssystem til vurdering af kar- og kryptarkitektur i colon og rectum.

Normalt

Regenerativt

Neoplastisk

Kararkitektur
Heksagonalt, requlzert udseende

Heksagonalt udseende med

ingen eller let forggelse af antallet
af kapilleerer

Dilaterede og gdelagte kar, irregulaer
arkitektur uden orientering i forhold
til omgivende vaev

Kryptarkitektur

Regulzere luminale abninger,

homogen epitelial beklaedning
Stjerneformede luminale dbninger eller
fokal aggregation af requlzere krypter
med reduceret antal baegerceller
Irrequlzer epitelial beklaedning med
tab af krypter og baegerceller

Irregulzer cellulzer arkitektur med

sparsom eller ingen mucin

kar og celler i dette lag ved hjelp af metoden. Angio-
genese finder sted bdde under normale fysiologiske
forhold og i forbindelse med cancer. Vav kan ikke
forsynes tilstraekkeligt med O, og naeringssubstanser
ved simpel diffusion ud over et par mm. Tumorvaev
secernerer derfor substanser, heriblandt vaskular en-
dotelial veekstfaktor [17], der fremmer angiogenesen.
Modsat normale kapilleerer er tumorinducerede, nye
kar irregulaere og utette, jf. Mainzkriterierne. Intra-
vengst administreret fluorescein diffunderer derfor
ud af kapillererne og fordeler sig i det omgivende
vaev. Netop dette fanomen kan sammen med den ir-
regulere kapilleropbygning visualiseres ved CLE
[11]. Der forskes p.t. i brugen af CLE ved tumorvakst
og angiogenese blandt andet i forbindelse med moni-
torering af behandlingsrespons ved antiangiogen te-
rapi [11]. En anden angiogen faktor, som er gget i
forbindelse med tumorvaekst, er det transmembrane
glykoprotein CD31. Der forskes p.t. i trdd med oven-
stdende i at pavise disse proteiner med anti-CD31-
antistoffer farvet med fluorescens [18].

FORDELE OG ULEMPER

Fordelene ved CLE er allerede naevnt: Meget tyder p4,
at patienten kan fa sin diagnose under endoskopien
og dermed komme hurtigt i gang med relevante til-
tag, f.eks. relevant medikamentel behandling ved IBD
eller umiddelbar resektion af en neoplastisk polyp.
Dette vil i nogle tilfzelde kunne skéne patienten for en
opfplgende endoskopi og dermed reducere risikoen
for komplikationer samt spare tid for endoskopienhe-
den [9]. Ulemperne er, at kun sm& omrader af mu-
cosa visualiseres ad gangen, hvorved proceduren bli-
ver mere tidskraevende, isar hvis stgrre omrader
pnskes undersggt. Metoden fordrer ogs4, at patienten
ligger helt stille. Vurderingen af de optiske biopsier
vanskeligggres ved blgdning. Slutteligt er det pakrae-
vet, at den enkelte endoskopgr skal have et vist kend-
skab til histopatologi.

STATUS INTERNATIONALT OG | DANMARK

CLE er et udviklingsomréde og indgér dermed endnu
ikke som standardtilbud hverken i Danmark eller an-
dre steder i verden. Der er tiltagende interesse for
metoden internationalt, hvilket blandt andet kan ses
ved et stigende antal publikationer. Endoskopienhe-
den pé Herlev Hospital har som den fgrste i Danmark
indfgrt metoden. Der pagér i gjeblikket flere studier,
som blandt andet skal belyse CLE’s rolle ved kolorek-
tal cancer og hos patienter med IBD. CLE kan fa en
central plads i fremtidens endoskopiafsnit til at bedre
diagnostik og monitorering af flere gastrointestinale
sygdomme, mélrette bioptering og spare tid for laeger
og patienter og herved danne grundlag for bedre be-
handlingsforlgb.
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