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Souhrn
Východiska: Dlaždicobuněčný karcinom hlavy a krku se vyznačuje lokální invazivitou a tvorbou 
metastáz do regionálních lymfatických uzlin. V 60 % případů jsou tyto nádory diagnostikovány 
v pokročilém stadiu a prognóza je nepříznivá. Jedním z důležitých faktorů lokálního, hemato-
genního či lymfogenního šíření nádoru v lidském těle je migrační schopnost nádorových buněk. 
Pokročilé mikroskopické metody umožňují nový pohled na buněčnou migraci. Cíl: V tomto 
článku je prezentována metoda koherencí řízené holografické mikroskopie, která umožňuje 
neinvazivní kvantitativní hodnocení morfologických a dynamických vlastností živých nádo-
rových buněk. V souvislosti s touto metodou se objevují nové potenciální biomarkery, jejichž 
význam je však třeba ověřit korelací s klinickými daty.
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Summary
Background: Squamous cell carcinoma of the head and neck is characterized by local invasive-
ness and metastases to regional lymph nodes. In 60% of cases, these tumours are diagnosed 
at an advanced stage, and the prognosis is unfavorable. One of the important factors of local, 
hematogenous or lymphogenic spread of the tumour in the human body is tumour cells‘ mi-
gration ability. Advanced microscopic methods provide a new perspective on cell migration. 
Purpose: This paper presents a coherence controlled holographic microscopy method that pro-
vides a non-invasive quantitative evaluation of morphological and dynamic properties of living 
tumour cells. In connection with this method, new potential biomarkers are emerging, the 
significance of which, however, needs to be verified by correlation with clinical data.
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Úvod
Dlaždicobuněčný karcinom  
hlavy a krku
Dlaždicobuněčný karcinom hlavy a krku 
(head and neck squamous cell carcinoma 
– HNSCC) je v 60 % diagnostikován v po-
kročilém stadiu (III a IV) [1]. Pětileté pře-
žití se u  pokročilých nádorů pohybuje 
mezi 4–32  %  [2]. Nepříznivá prognóza 
souvisí s agresivní povahou tohoto typu 
nádorů. HNSCC se vyznačuje lokální in-
vazivitou a tvorbou metastáz (typicky do 
regionálních lymfatických uzlin) [3,4]. 

Migrační aktivita nádorových 
buněk ve vztahu k invazivitě 
a metastazování 
Jedním z  důležitých faktorů lokálního, 
hematogenního či lymfogenního šíření 
nádoru v lidském těle je migrační schop-
nost nádorových buněk  [5,6]. Migrace 
buněk je nezbytná pro rozmanité fyzio-
logické procesy, jako je růst a vývoj tkání, 
hojení nebo zajištění imunity. Jedná se 
ale také o  typický znak malignity  [7]. 
U epiteliálních nádorů, jako je HNSCC, je 
klíčovým procesem malignizace epite-
liálně-mezenchymální přechod (epithe-
lial-mesenchymal transition – EMT) [8]. 

Tento komplexní a složitý proces je zod-
povědný za zvýšení migračního po-
tenciálu buňky, což vede k  invazivitě 
a metastazování [9]. Pro EMT je charakte-
ristická ztráta epiteliálních adhezivních 
proteinů (např. E-kadherin, a- a b- ka-
tenin) a zvýšení exprese mezenchymál-
ních markerů (např. N-kadherin a vimen-
tin), uplatňuje se však celá řada dalších 
biomarkerů (např. transkripční faktory 
SNAIL 1, SNAIL 2  apod.)  [10,11]. Proje-
vem EMT jsou typické změny v morfolo-
gii buněk a architektuře tkáně, které lze 
pozorovat při histopatologickém vyšet-
ření a rovněž na buňkách z biopsie ná-
doru. Jedná se o základní znak maligního 
charakteru epiteliálních lézí. U  polari-
zovaných epiteliálních buněk dochází 
ke ztrátě kontaktu s  bazální membrá-
nou i s okolními buňkami, buňka získává 
mezenchymální morfologii (u  HNSCC 
vřetenovitý tvar) a  je připravena mig-
rovat pryč z  epiteliální vrstvy, ve které 
vznikla  [9]. Pro studium buněčné mig-
race jsou užívány in vitro a  in vivo testy, 
které nejčastěji využívají buněčné linie. 
Zpravidla jsou kombinovány metody ge-
nomiky a proteomiky se zobrazovacími 
metodami [12]. 

Koherencí řízená holografická 
mikroskopie
Pokročilé mikroskopické technolo-
gie nabízejí stále lepší možnosti zob-
razení nádorových buněk  [13,14]. Ko-
herencí řízený digitální holografický 
mikroskop (coherence-controlled ho-
lographic microscope – CCHM) umož-
ňuje neinvazivní zobrazení živých nádo-
rových buněk in vitro bez nutnosti fixace 
či barvení. Metodou holografického ne-
koherentního fázového zobrazení CCHM 
umožňuje zobrazení vzorků s  vertikál-
ním rozlišením fázového zpoždění 1 nm, 
což umožňuje detekci změn hmotnosti 
odpovídající 8  femtogramům  [15,16]. 
Díky tomu, že CCHM nevyužívá laser (jak 
je tomu u jiných typů holografických mi-
kroskopů), ale běžné světlo, je elimino-
ván nežádoucí vliv laserového záření na 
pozorovaný objekt. 

Hodnocení dynamických 
buněčných procesů pomocí CCHM
Pomocí holografické mikroskopie je 
možné měřit v  in vitro podmínkách roz-
ložení suché hmoty buňky a  její změny 
v čase (obr. 1) [17]. Suchá hmota buňky je 
tvořena jejím obsahem bez vody. Jedná 
se především o proteiny, nukleové kyse-
liny a  karbohydráty  [18]. Během života 
buňky se suchá hmota rapidně mění. Tyto 
změny odpovídají metabolickým i struk-
turálním procesům v  buňce  [19]. CCHM 
tedy neposkytuje pouze informace o mor-
fologii buňky (velikost, tvar), ale díky mě-
ření změn suché hmoty je možné moni-
torovat např. průběh buněčného cyklu 
(obr. 2)  [20]. Podobně je možné monito-
rovat i procesy týkající se buněčné smrti. 
Byly popsány změny suché hmoty v pro-
cesu buněčné smrti nádorové buňky 
umístěné do cytotoxického prostředí [21]. 
Dále byla CCHM aplikována např. pro rozli-
šení apoptózy a onkózy [22].  

CCHM umožňuje zobrazovat detaily 
aktivity buněk v kalných médiích (např. 
kolagenázový gel), kde jsou jiné optické 
metody omezeně použitelné  [21,23]. 
Díky tomu je možné vytvořit tzv. 3D 
in vitro modely, tedy prostředí imitující 
situaci in vivo, kde se pozorovaná buňka 
může pohybovat ve třech dimenzích, ni-
koliv pouze po povrchu nosiče [24]. 

Na takovém modelu byly např. iden-
tifikovány a  podrobně popsány dva 

Obr. 1. Trojrozměrná rekonstrukce rozložení suché hmoty v buňce dlaždicobuněčného 
karcinomu.
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rychlost pohybu či změny objemu suché 
hmoty  [17,26], je třeba ověřit a  přede-
vším korelovat s biologickým chováním 
nádoru, tedy s průběhem onemocnění 
a odpovědí na léčbu. Zatím není k dispo-
zici dostatek publikací, které by se touto 
problematikou zabývaly.

Buňky jsou pozorovány v  in vitro pro-
středí, což samo o sobě může mít vliv na 
jejich chování  [42,43]. Toto může být do 
jisté míry eliminováno použitím 3D médií, 
která umožňují pohyb buněk ve třech di-
menzích [24,44]. Dále je možné pracovat 
s  buněčnými primárními kulturami, kde 
nejsou selektovány pouze samotné ná-
dorové buňky, tak jak je tomu u běžných 
buněčných linií HNSCC [45]. Primární kul-
tury obsahují mimo samotné nádorové 
buňky i např. s tumorem asociované fib-
roblasty  [46]. Kultivace buněk z  biopsie 
HNSCC je již etablovanou metodou, ale 
i zde je nutné čelit dílčím problémům. Zá-
sadní je správný odběr vzorku, jeho rychlé 
zpracování a  volba optimálního média. 
Metoda primárních kultur také částečně 
eliminuje fakt, že opakovaným pasážo-
váním buněčných linií dochází k  selekci 
a změně vlastností buněk [47]. 

Závěr
Hodnocení dynamických buněčných 
procesů pomocí CCHM nabízí specifický 

kulárních biomarkerů pro HNSCC, ne-
jsou doposud v klinické praxi etablovány 
(s  výjimkou proteinu p16  u  orofaryn-
geálního karcinomu)  [29–32]. Někteří 
autoři zmiňují potřebu hledání alter-
nativ k  molekulárním biomarkerům, 
u  nichž jsou využívány především me-
tody genomiky a proteomiky, a pouka-
zují na využití pokročilých mikroskopic-
kých technologií  [33,34]. Příkladem je 
právě CCHM. V souvislosti s holografic-
kou mikroskopií se dokonce objevuje 
pojem optické biomarkery [35,36]. Tento 
článek poukazuje především na mož-
nosti využití CCHM ke studiu dynamic-
kých buněčných procesů, resp. migrační 
aktivity ve smyslu migrace a proliferace. 
Migrační aktivita nádorových buněk je 
klíčová pro klinický průběh onemocnění 
a  pro prognózu pacienta  [12]. Porozu-
mění mechanizmům migrace nádoro-
vých buněk a jejich ovlivnění je jedním 
ze stále aktuálních cílů onkologického 
výzkumu [37–39]. 

Diskuze
I přes slibné výsledky některých studií 
má hodnocení migrační aktivity nádoro-
vých buněk pomocí CCHM v současnosti 
spíše experimentální význam [26,40,41]. 
Roli konkrétních parametrů migrace, 
jako je třeba měření délky trajektorie, 

morfotypy ameboidního invaziv-
ního fenotypu (blebby-amoeboid 
a pseudopodal-amoeboid) [25].

Metoda CCHM byla použita pro hod-
nocení dynamických vlastností buněk 
primárních kultur dlaždicobuněčného 
karcinomu hlavy a krku vykultivovaných 
z bioptických vzorků (obr. 2). U jednotli-
vých buněk i u celých buněčných skupin 
byly popsány migrační procesy typické 
pro epiteliální nádory. Byly pozorovány 
morfologické změny připomínající ini-
ciaci EMT. Kvantitativního hodnocení 
změn suché hmoty i měření rychlosti po-
hybu a  délky trajektorie buněk HNSCC 
bylo využito k hodnocení mitotické a mi-
grační aktivity [26].

Digitální holografická 
mikroskopie jako nástroj  
pro hledání nových biomarkerů 
dlaždicobuněčného karcinomu 
hlavy a krku 
Současným trendem v onkologii je při-
způsobení léčebného protokolu pa-
cientovi na míru. Základními léčebnými 
modalitami HNSCC jsou radioterapie, 
chemoterapie, biologická léčba a  chi-
rurgie  [27]. V  procesu volby optimální 
léčebné strategie hrají v  onkologii dů-
ležitou roli prediktivní biomarkery [28]. 
Ačkoliv existuje velké množství mole-

Obr. 2. Buňka dlaždicobuněčného karcinomu zobrazená pomocí koherencí řízené holografické mikroskopie. Po proběhlé mitóze 
byla pozorována dceřiná buňka. A) Nárůst hmoty buňky v čase během buněčného cyklu. Červená šipka odpovídá času a situaci  
zobrazené na obr. B.
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pohled na buněčnou migraci a mohl by 
vést k  lepšímu porozumění této pro-
blematice a  ke stanovení nových bio
markerů. Jedná se však o experimentální 
metodu a pro její další použití je nutná 
korelace s klinickými daty.
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