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Souhrn

Vychodiska: Dlazdicobunécny karcinom hlavy a krku se vyznacuje lokalni invazivitou a tvorbou
metastédz do regionalnich lymfatickych uzlin. V 60 % pfipadu jsou tyto nadory diagnostikovany
v pokrocilém stadiu a progndza je nepfrizniva. Jednim z dllezitych faktor( lokélniho, hemato-
genniho ¢ilymfogenniho Sifeni nddoru v lidském téle je migrac¢ni schopnost nadorovych bunék.
Pokrocilé mikroskopické metody umoznuji novy pohled na buné¢nou migraci. Cil: V tomto
¢lanku je prezentovana metoda koherenci fizené holografické mikroskopie, ktera umoznuje
neinvazivni kvantitativni hodnoceni morfologickych a dynamickych vlastnosti Zivych nado-
rovych bunék. V souvislosti s touto metodou se objevuji nové potencidlni biomarkery, jejichz
vyznam je vsak tieba ovéfit korelaci s klinickymi 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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Uvod

Dlazdicobunécny karcinom

hlavy a krku

Dlazdicobunéény karcinom hlavy a krku
(head and neck squamous cell carcinoma
—HNSCCQ) je v 60 % diagnostikovan v po-
krocilém stadiu (Ill a IV) [1]. Pétileté pre-
Ziti se u pokrocilych nador pohybuje
mezi 4-32 % [2]. Nepfizniva progndza
souvisi s agresivni povahou tohoto typu
nador(. HNSCC se vyznacuje lokalni in-
vazivitou a tvorbou metastaz (typicky do
regionalnich lymfatickych uzlin) [3,4].

Migra¢ni aktivita nadorovych

bunék ve vztahu k invazivité

a metastazovani

Jednim z dulezitych faktor( lokéIniho,
hematogenniho ¢i lymfogenniho Sifeni
nadoru v lidském téle je migracni schop-
nost naddorovych bunék [5,6]. Migrace
bunék je nezbytna pro rozmanité fyzio-
logické procesy, jako je rlst a vyvoj tkani,
hojeni nebo zajisténi imunity. Jednd se
ale také o typicky znak malignity [7].
U epitelidlnich nadord, jako je HNSCC, je
klicovym procesem malignizace epite-
lialné-mezenchymalni prechod (epithe-
lial-mesenchymal transition — EMT) [8].

Tento komplexni a slozZity proces je zod-
povédny za zvyseni migra¢niho po-
tencidlu bunky, coz vede k invazivité
a metastazovani [9]. Pro EMT je charakte-
risticka ztrata epitelidlnich adhezivnich
proteinl (napt. E-kadherin, a- a B- ka-
tenin) a zvyseni exprese mezenchymal-
nich marker0 (napf. N-kadherin a vimen-
tin), uplatriuje se vsak celd rfada dalSich
biomarkerl (napf. transkrip¢ni faktory
SNAIL 1, SNAIL 2 apod.) [10,11]. Proje-
vem EMT jsou typické zmény v morfolo-
gii bunék a architekture tkané, které Ize
pozorovat pfi histopatologickém vyset-
feni a rovnéz na bunkach z biopsie na-
doru. Jedna se o zakladni znak maligniho
charakteru epitelidlnich 1ézi. U polari-
zovanych epitelidlnich bunék dochazi
ke ztraté kontaktu s bazalni membra-
nou i s okolnimi burikami, burika ziskava
mezenchymalni morfologii (u HNSCC
vietenovity tvar) a je pfipravena mig-
rovat pry¢ z epitelidIni vrstvy, ve které
vznikla [9]. Pro studium buné¢né mig-
race jsou uzivany in vitro a in vivo testy,
které nejcastéji vyuzivaji bunécné linie.
Zpravidla jsou kombinovany metody ge-
nomiky a proteomiky se zobrazovacimi
metodami [12].
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Obr. 1. Trojrozmérna rekonstrukce rozlozeni suché hmoty v bunce dlazdicobunéé¢ného

karcinomu.

Koherenci fizena holograficka
mikroskopie

Pokrocilé mikroskopické technolo-
gie nabizeji stale lepsi moznosti zob-
razeni nadorovych bunék [13,14]. Ko-
herenci fizeny digitélni holograficky
mikroskop (coherence-controlled ho-
lographic microscope - CCHM) umoz-
nuje neinvazivni zobrazeni Zivych nado-
rovych bunék in vitro bez nutnosti fixace
¢i barveni. Metodou holografického ne-
koherentniho fdzového zobrazeni CCHM
umoznuje zobrazeni vzorkd s vertikal-
nim rozlisenim fazového zpozdéni 1 nm,
coz umoznuje detekci zmén hmotnosti
odpovidajici 8 femtogramdm [15,16].
Diky tomu, ze CCHM nevyuziva laser (jak
je tomu u jinych typ0 holografickych mi-
kroskopu), ale bézné svétlo, je elimino-
véan nezadouci vliv laserového zafeni na
pozorovany objekt.

Hodnoceni dynamickych
bunécnych procesii pomoci CCHM
Pomoci holografické mikroskopie je
mozné meéfit v in vitro podminkach roz-
loZzeni suché hmoty buriky a jeji zmény
v Case (obr. 1) [17]. Suchd hmota bunky je
tvofena jejim obsahem bez vody. Jedna
se pfedevsim o proteiny, nukleové kyse-
liny a karbohydraty [18]. Béhem Zivota
burky se suchd hmota rapidné méni. Tyto
zmény odpovidaji metabolickym i struk-
turdinim procestm v bunce [19]. CCHM
tedy neposkytuje pouze informace o mor-
fologii buriky (velikost, tvar), ale diky mé-
feni zmén suché hmoty je mozné moni-
torovat napf. pribéh buné¢ného cyklu
(obr. 2) [20]. Podobné je mozné monito-
rovat i procesy tykajici se bunécné smrti.
Byly popsany zmény suché hmoty v pro-
cesu bunécné smrti nddorové bunky
umisténé do cytotoxického prostredi [21].
Déle byla CCHM aplikovana napf. pro rozli-
Seni apoptdzy a onkdzy [22].

CCHM umoznuje zobrazovat detaily
aktivity bunék v kalnych médiich (napf.
kolagenazovy gel), kde jsou jiné optické
metody omezené pouzitelné [21,23].
Diky tomu je mozné vytvofit tzv. 3D
in vitro modely, tedy prostredi imitujici
situaci in vivo, kde se pozorovana burika
muUze pohybovat ve tfech dimenzich, ni-
koliv pouze po povrchu nosice [24].

Na takovém modelu byly napf. iden-
tifikovany a podrobné popsany dva
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Obr. 2. Burika dlazdicobunéc¢ného karcinomu zobrazena pomoci koherenci fizené holografické mikroskopie. Po probéhlé mitéze
byla pozorovana dcefina burika. A) Nar(ist hmoty bunky v éase b&éhem bunééného cyklu. Cervena 3ipka odpovida ¢asu a situaci

zobrazené na obr. B.

morfotypy ameboidniho invaziv-
niho fenotypu (blebby-amoeboid
a pseudopodal-amoeboid) [25].

Metoda CCHM byla pouZita pro hod-
noceni dynamickych vlastnosti bunék
primérnich kultur dlazdicobuné¢ného
karcinomu hlavy a krku vykultivovanych
z bioptickych vzorkd (obr. 2). U jednotli-
vych bunék i u celych bunéénych skupin
byly popsany migracni procesy typické
pro epitelidlni nadory. Byly pozorovany
morfologické zmény ptipominajici ini-
ciaci EMT. Kvantitativniho hodnoceni
zmén suché hmoty i méfeni rychlosti po-
hybu a délky trajektorie bunék HNSCC
bylo vyuZito k hodnoceni mitotické a mi-
gracni aktivity [26].

Digitalni holograficka
mikroskopie jako nastroj

pro hledani novych biomarkerti
dlazdicobunééného karcinomu
hlavy a krku

Soucasnym trendem v onkologii je pfi-
zpUsobeni lécebného protokolu pa-
cientovi na miru. Zakladnimi [é¢ebnymi
modalitami HNSCC jsou radioterapie,
chemoterapie, biologicka lécba a chi-
rurgie [27]. V procesu volby optimalni
|écebné strategie hraji v onkologii di-
leZitou roli prediktivni biomarkery [28].
Ackoliv existuje velké mnozstvi mole-

kularnich biomarkerd pro HNSCC, ne-
jsou doposud v klinické praxi etablovany
(s vyjimkou proteinu p16 u orofaryn-
gealniho karcinomu) [29-32]. Néktefi
autofi zminuji potifebu hledani alter-
nativ k molekularnim biomarkerdm,
u nichz jsou vyuzivany predevsim me-
tody genomiky a proteomiky, a pouka-
zuji na vyuziti pokrocilych mikroskopic-
kych technologii [33,34]. Pfikladem je
pravé CCHM. V souvislosti s holografic-
kou mikroskopii se dokonce objevuje
pojem optické biomarkery [35,36]. Tento
¢lanek poukazuje predevsim na moz-
nosti vyuziti CCHM ke studiu dynamic-
kych bunécnych proces(, resp. migraéni
aktivity ve smyslu migrace a proliferace.
Migracni aktivita nddorovych bunék je
klicova pro klinicky priibéh onemocnéni
a pro prognoézu pacienta [12]. Porozu-
méni mechanizmim migrace nadoro-
vych bunék a jejich ovlivnéni je jednim
ze stale aktualnich cild onkologického
vyzkumu [37-39].

Diskuze

| pres slibné vysledky nékterych studii
ma hodnoceni migra¢ni aktivity nadoro-
vych bunék pomoci CCHM v soucasnosti
spiSe experimentalni vyznam [26,40,41].
Roli konkrétnich parametrl migrace,
jako je treba méreni délky trajektorie,

rychlost pohybu ¢i zmény objemu suché
hmoty [17,26], je tfeba ovéfit a prede-
vsim korelovat s biologickym chovénim
nadoru, tedy s prdbéhem onemocnéni
a odpovédi na lécbu. Zatim neni k dispo-
zici dostatek publikaci, které by se touto
problematikou zabyvaly.

Buriky jsou pozorovany v in vitro pro-
stfedi, coz samo o sobé muze mit vliv na
jejich chovani [42,43]. Toto m(ize byt do
jisté miry eliminovano pouZzitim 3D médii,
kterd umoznuji pohyb bunék ve tiech di-
menzich [24,44]. Déle je mozné pracovat
s bunécnymi primarnimi kulturami, kde
nejsou selektovany pouze samotné na-
dorové bunky, tak jak je tomu u béznych
bunéénych linii HNSCC [45]. Primarni kul-
tury obsahuji mimo samotné nadorové
bunky i napf. s tumorem asociované fib-
roblasty [46]. Kultivace bunék z biopsie
HNSCC je jiz etablovanou metodou, ale
i zde je nutné celit dil¢im problémim. Z3-
sadni je spravny odbér vzorku, jeho rychlé
zpracovani a volba optimalniho média.
Metoda primérnich kultur také ¢aste¢né
eliminuje fakt, ze opakovanym paséazo-
vanim bunécnych linii dochazi k selekci
azméné vlastnosti bunék [47].

Zaveér
Hodnoceni dynamickych bunécnych
procest pomoci CCHM nabizi specificky
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pohled na buné¢nou migraci a mohl by
vést k lepSimu porozuméni této pro-
blematice a ke stanoveni novych bio-
marker(. Jedna se viak o experimentélni
metodu a pro jeji daldi pouZiti je nutna
korelace s klinickymi daty.
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