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Souhrn

Nejzavaznéjsi komplikaci nddorovych onemocnéni je vznik vzdélenych metastaz. K Sifeni do
vzdalenych organll vyuzivaji nddorové burky ¢asto krevni cirkulaci. Vstup do krevniho obéhu
a prachod sténou kapilary do cilového sekundéarniho mista umoziuji kolonizaci jinych organd
a vznik Zivot ohrozujicich metastaz. Prichod sténou cévy (transendotelidlni migrace) je zasadni
krok metastatické kaskady a poznani mechanizmd fidicich tento proces by jisté pfispélo k vy-
tvareni novych strategii pro cilenou proti-metastatickou terapii. Existuje nékolik zptsobd, jak
studovat transendotelidlni migraci v zivych modelovych organizmech (in vivo). Jejich vyhoda
je, ze poskytuji komplexni fyziologické mikroprostiedi, jsou ale nakladné a technicky naroc¢né.
Proto se pouzivaji stdle dokonalejsi techniky pro sledovani transendotelidlni migrace in vitro.
Jsou obecné dostupnéjsi a méné narocné na vybaveni, ale i v rdmci metod studia transen-
dotelidlni migrace in vitro existuje znac¢nd variabilita ve sloZitosti provedeni, pozadavcich na
specialni pfistrojové vybaveni, pfesnosti simulace podminek in vivo a v relevanci pro onkolo-
gické aplikace. Technické pristupy ke studiu transendotelidlni migrace in vitro, jejich rozdéleni,
modifikace, vyhody a nevyhody jsou pfedmétem tohoto prehledového ¢lanku.
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Summary

The most dangerous aspect of cancer is the metastatic spread to other parts of the body. Can-
cer cells frequently use circulation to spread to secondary locations. By entering the blood-
stream (in a process called intravasation) and by crossing the vessel walls at the metastatic sites
(extravasation) tumor cells disseminate to distal organs and eventually form life-threatening
metastases. Crossing the vessel walls (transendothelial migration) is a vital step of metastatic
cascade and the elucidation of mechanisms involved in transendothelial migration might in-
spire new strategies of targeted anti-metastatic therapy. There are several methods to study
transendothelial migration in living models (in vivo). Although they offer complex physiological
microenvironment, they are expensive and technically demanding, therefore not widely used.
As an alternative, sophisticated techniques to investigate transendothelial migration in vitro
have been developed. They are generally more available and feasible, but there is still conside-
rable variability in the difficulty of performance, the requirements for specialized devices, accu-
racy of in vivo simulation and relevance for oncological applications. The classification, various
modifications, pros and cons of in vitro techniques for studying transendothelial migration are
summarized in this review.
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MOZNOSTI STUDIA TRANSENDOTELIALNI MIGRACE IN VITRO

Uvod
Transendotelidlni migrace (diapedéza)
je proces prlichodu bunék pres endotel.
Muze vést obéma sméry: bunka muze
smérfovat z lumen cévy/kapilary do pa-
renchymu cilového organu (extravazace),
nebo naopak vstupovat ze subendote-
lidlni tkané do cirkulace (intravazace).
Fyziologicky k ni dochézi napt. béhem
zanétu, kdy leukocyty pfitahované pro-
zanétlivymi molekulami vystupuji z krev-
niho recisté do poskozené tkané. U nado-
rovych onemocnéni dochdzi k interakci
s endotelem béhem angiogeneze a me-
tastatického sifeni nadoru. Do mist vzda-
lenych primarnimu tumoru jsou nado-
rové burky ¢asto distribuovany krevnim
systémem, coz predpokladd dvoji pru-
nik nddorovych bunék endotelidlni barié-
rou. Invazivni bunky unikaji z tkané pri-
marniho karcinomu do krevniho Fecisté,
prezivaji jako cirkulujici nddorové burky,
v cilovém misté prostupuji sténou kapi-
lary a v novém mikroprostfedi mohou
prezivat ve stavu dormance, pfipadné dat
vznik sekundarnimu nadoru [1].
Molekularni mechanizmy fidici inter-
akci nadorovych bunék s endotelem jsou
tedy s ohledem na potencidlni terapeu-
tické vyuziti a prevenci metastatického
rozsevu pfedmétem intenzivniho vy-
zkumu. Zkoumdni transendotelidIni mig-
race (TEM) in vivo je znesnadnéno tim, ze
se jedna o proces probihajici uvnitf tkani
organizmu, v komplexnim mikroprostiedi
a Casto v obtizné predikovatelnych mis-
tech [2]. Nicméné pro studium intravazace
Ize vyuZit zobrazovaci techniky intravitaIni
mikroskopie, extravazaci in vivo je mozné
hodnotit z hlediska Gcinnosti na Urovni
bunécnych populaci podle pfitomnosti
znacenych bunék v parenchymu cilovych
organl [3-5]. Nedostatky téchto strategi,
jako jsou $patné prostorové rozliseni intra-
vitaIni mikroskopie, nakladnost, nutnost
pouziti modelovych zvifat a jejich vybér,
vyvazuje komplexni fyziologické mikro-
prostfedi TEM. Alternativu témto pfistu-
pum in vivo nabizeji systémy pro sledovani
TEM in vitro, jejichz rozdéleni a popis je
predmétem tohoto prehledového ¢lanku.

Moznosti studia transendotelialni
migrace in vitro

Techniky pro studium TEM in vitro lze
rozdélit podle substratu, na némz se for-

muje vrstva endotelidlnich bunék (en-
dotelial cell - EC). Nékteré techniky vy-
uzivaji tzv. transwell systém, kdy EC
pokryvaji porézni polyesterovou nebo
polykarbonatovou membranu, jiné za-
jistuji 3D kultiva¢ni podminky, obvykle
reprezentované 3D kolagenovym gelem
pfevrstvenym endotelidlnimi bunkami.
Podle zplisobu monitorovani TEM in
vitro se rozlisuji metody mikroskopické
a nemikroskopické. Mikroskopické i ne-
mikroskopické metody sledovéni TEM
muizeme dale rozdélit na ty, které analy-
zuji jeden (konecny) ¢asovy bod procesu,
a na ty, které umozniuji zaznamenavat
TEM v redlném case (¢asosbérna mikro-
skopie nebo monitorovani zmén impe-
dance). Podle dalSiho kritéria se rozliduji
statické systémy TEM in vitro, systémy
fluidni a tfepaci (,rocking”) [6-8]. Nize
budou popsany jednotlivé techniky stu-
dia TEM in vitro a jejich modifikace.

Statické systémy

Transwell techniky pro sledovani
transendotelialni migrace

Zéakladni transwell systém pro sledo-
vani TEM (obr. 1A) sestava z dvoukomo-
rové kultivacni jamky prehrazené po-
réznim filtrem (velikost porG obvykle
5-8 um) [9-11].Na horni stranu filtru jsou
nasazeny EC, pfitom adhezivni vlastnosti
membrény jsou obvykle zlep3eny pred-
chozim oSetfenim roztoky obsahujicimi
slozky extracelularni matrix (ECM), jako
jsou fibronektin, vitronektin, kolagen,
matrigel nebo Zelatina, za vzniku tenké
vrstvy ECM [5,9,12,13]. Pouzivaji se r(izné
typy EC: komer¢né dostupné lidské EC
z pupecnikové zily (HUVEC) [10,14],
priméarni lidské mikrovaskuldrni EC
z rdznych organl [11,15], EC z aorty
(HAEC) [16], imortalizovana linie mysich
EC z pankreatu (MS1) [17], primarni mysi
mikrovaskularni EC izolované z riznych
organt [5,8]. Jakmile EC zaplIni plochu
membrany a dosahnou konfluence, coz
Ize ovéfit testem na permeabilitu EC po-
moci dextranu konjugovaného s fluoro-
forem nebo mérenim transendotelidlni
elektrické rezistence (TEER) [18,19], pfi-
daji se do horni ¢asti nddorové bunky.
Spodni ¢ast jamky je naplnéna médiem
s chemoatraktantem podporujicim pro-
stup nadorovych bunék vrstvou en-
dotelu a membranou. TEM se obvykle

vyhodnocuje 4-24 hodin po pfidani na-
dorovych bunék (¢asovy bod pro za-
staveni TEM je nutno stanovit empi-
ricky pro kazdou kombinaci bunécnych
linii) [9,12,14,20]. Hodnoti se pfitomnost
nadorovych bunék na spodni strané
membrény, pfipadné ve spodni ¢asti
transwell jamky [5,9]. Cetnost bunék se
posuzuje vizualné po fixaci, pfipadné po
barveni (pokud nejsou oznaceny pre-
dem) [12,14,21], nebo se kvantifikace
provadi fluorimetricky, event. pritoko-
vou cytometrii pfi znaceni bunék fluo-
rescen¢nimi sondami [13,20,22]. Toto vy-
chozi uspofadani transwell experimentu
je snadno sestavitelné, nevyzaduje spe-
cidlni vybaveni, umoznuje kvantifikaci,
ale nenabizi moznost pozorovat jednot-
livé faze TEM.

Pouzivaji se proto i rizné modifikace
tohoto pfistupu vyvazujici nékteré ne-
dostatky. Jako alternativni zpUsob hod-
noceni TEM (k ,end-point” detekci) Ize
pouzit odecitani zmén impedance na
spodni strané membrany transwell
jamky. Kromé pfistrojového vybaveni
(napf. xCELLigence real time cell ana-
lyzer) jsou k tomu nezbytné specidlné
upravené transwell jamky (CIM-plates)
obsahujici mikroelektrody na spodni
strané membrany. Nadorové bunky
prochazejici vrstvou EC a péry v mem-
brané se dostavaji do kontaktu s mikro-
elektrodami. Jejich pfitomnost zplso-
buje zménu impedance a ta se odecita
v libovolnych ¢asovych intervalech.
Pomérné k poctu transmigrujicich
bunék narlstd v ¢ase bunécny index od-
povidajici zméné impedance, coz umoz-
nuje monitorovani TEM v redlném case
(Knopfova et al, dosud nepublikovéno).
Pro rozliseni signdlu generovaného sa-
motnymi EC je nutno jako kontrolu méfit
impedanci v jamkach, do kterych nebyly
pfidany nddorové buriky.

Dalsi moznost, jak zachytit dynamiku
interakce nddorovych a endotelidlnich
bunék béhem TEM na transwell mem-
branach, nabizi mikroskopie. Inzerty
s membranami (horni ¢ast transwell
jamky) pokrytymi EC jsou po pfidani sus-
penze oznacenych néddorovych bunék
poloZeny na misky se sklenénym dnem
(obr. 1E). BEhem inkubace ve vyhfivané
komore mikroskopu jsou v pravidel-
nych intervalech sniméany bunky v raz-
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Obr. 1. Schematické znazornéni statickych systémui pro detekci TEM.

A. Zakladni slozky transwell systému TEM; B. transwell model krevné-mozkové bariéry; C. modifikace transwell metodiky: TEM v pfitom-
nosti krevnich bunék; D. transwell model pro studium intravazace in vitro; E. transwell inzert v misce se sklenénym dnem pro mikrosko-

pickou detekci TEM; F. 3D model TEM.

TC - nadorova bunka, EC — endotelialni burika

nych rovinach vzorku (nad membranou,
v Urovni membrany i pod ni) [23]. Tento
pfistup dovoluje zachytit burky v jed-
notlivych krocich béhem migrace pres
endotel a membranu i sekvenci téchto
krokud. Takto bylo zjisténo, Ze mezen-
chymalni kmenové bunky prochazeji
mezi EC (nikoli skrz EC) doc¢asné vytvo-
fenymi mezerami, které se nad transmi-
grujici bunkou zaceluji [23]. Zobrazovaci
techniky se v3ak potykaji se $patnymi
optickymi vlastnostmi transwell mem-
brany, zajisténi dostate¢ného rozliseni
vyZaduje velmi nakladné vybaveni (kon-
fokalni mikroskop pro sniméani zivych
bunék a objektiv s dlouhou pracovni
vzdalenosti).

Transwell systém Ize modifikovat
pro specidlni ucely, napf. pro simu-
laci krevné-mozkové bariéry (obr. 1B).
Malin et al uzpUsobili transwell uspora-
déni pro kokultivaci EC a astrocytl - na
spodni ¢ast transwell membrany apli-
kovali primarni lidské astrocyty, po je-

jich pfisednuti inzert obratili a do horni
¢asti nasadili linii lidskych mikrovas-
kuldrnich EC z mozku (HBMEC) [11].
Podobné jako pfi vychozich transwell
testech byly po dosazeni konfluence EC
ke kokultufe pfidany znacené nadorové
bunky a po ¢ase vyhodnocena jejich pfi-
tomnost na spodni ¢asti inzertu [11].
Jednodussi verze pokusu vynechéva
kultivaci astrocytd pod vrstvou EC a pro
napodobeni krevné-mozkové bariéry se
bazéIni pol primarnich EC z mozku vy-
stavuje médiu, v némz byly astrocyty
kultivovany [19], pfipadné se astrocyty
nasadi na dno spodni ¢asti transwell
jamky [24]. Faktory sekretované astro-
cyty podporuji utésnéni adhezivnich
spoja mezi EC [19].

Obracené pofradi jednotlivych vrs-
tev v transwell testech TEM lze vyuzit
pro modelovani intravazace (obr. 1D).
V klasické transwell sestavé pfichazeji
nadorové bunky nejdfive do kontaktu
s apikalni (lumindlni) stranou EC, poté

prochdazeji skrz subendotelidlni ECM
a membranu. Toto uspofadani simuluje
extravazaci in vivo, kdy nddorové buriky
opousti lumen cévy, interaguji s EC a na-
sledné s bazalni membranou obklopu-
jici cévu. Protoze schopnost extravazace
a intravazace nejsou funkcéné ekviva-
lentni [1], pouziva se pro testovani in-
travazace in vitro transwell inzert, jehoz
spodni strana je upravena tenkou vrst-
vou ECM a prekryta EC [10]. Po inkubaci
nutné k ziskani celistvé vrstvy EC se in-
zert obrdti a horni ¢ast se naplni sus-
penzi nddorovych bunék. Spodni c¢ast
slouzi jako rezervodr kultiva¢niho média
s chemoatraktantem, pfipadné s jinymi
testovanymi latkami. Takto vstupuji na-
dorové bunky nejdfive do kontaktu se
subendotelialni vrstvou ECM a s bazal-
nim poélem EC [10]. Orientace nadoro-
vych a endotelidlnich bunék tak odpo-
vida situaci in vivo béhem intravazace,
kdy izolovana burka nadoru vnika z ex-
tralumindlniho prostoru do cirkulace.
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Obr. 2. Schematické znazornéni fluidnich systéma pro detekci TEM.

A. Paralelni fluidni model, bo¢ni pohled; B. transwell priitokovy systém, boc¢ni pohled;
C. kapilarni fluidni model krevné-mozkové bariéry, pohled shora; D. kapilarni mikrofluidni
zatizeni pro sledovani extravazace, pohled shora; E. kapilarni mikrofluidni systém pro sle-

dovani intravazace, pohled shora.

TC - nddorova bunka, EC — endotelidlni burika, PDMS - polydimetylsiloxan, ECM — extra-

celularni matrix

Kromé astrocytll mohou byt tradi¢ni
transwell TEM experimenty obohaceny
dalsim typem bunék, monocyty [5]. Bylo
prokdzano, Zze myeloidni bunky se ak-
tivné ucastni TEM a diseminace nadord
in vivo [5,25,26]. Pfitomnost leukocytl
v kokultufe nddorovych a endotelidlnich
bunék ptispiva k simulaci fyziologicky
relevantnich podminek extravazace.
Postup i slozky transwell experimentu
zlstavaji stejné, jen se do horni casti
jamky k suspenzi nadorovych bunék
pfida pétindasobné mnozstvi monocytt
(obr. 1C). Tato varianta transwell sys-
tému pomaha lépe odhadovat metasta-
tickou aktivitu bunék in vivo. Napfiklad
nadorové bunky MC-38 neschopné za
normalnich podminek migrovat vrstvou
primarnich EC prochézeji endotelem
v pfitomnosti primarnich monocytu izo-
lovanych z kostni dfené mysi [5].

Trojrozmérné modely
transendotelialni migrace in vitro
Zatimco transwell systémy se pro svou
jednoduchost hojné pouzivaji pro kvan-
tifikaci TEM in vitro, nefyziologickd ba-
riéra, jakou je porézni membrana, kom-

plikuje ziskani informaci o morfologii
bunék, organizaci biomembranovych
struktur a/nebo mezibunéénych kon-
taktd béhem jednotlivych fazi TEM [27].
Deformaci bunék béhem prichodu
transwell membranou je mozno prede-
jit pouzitim trojrozmérnych gell jako
substratll pro formovani monovrstvy
EC [27,28] (obr. 1F). Jako 3D fibrilérni
matrix se obvykle pouzivd extrakt ba-
zalni membréany (matrigel) [15] nebo ko-
lagen typu | [22,28], ktery v neutrdlnim
pH a pfi teploté 37 °C tuhne za vzniku
prusvitné gelové struktury, jejiz pevnost
je dana koncentraci kolagenu. Tloustka
gelu limituje rozliseni, pro vyssi rozli-
Seni (63-100x objektiv) jsou nezbytné
gely ten¢i nez 100 um [28]. Roztok ko-
lagenu nebo matrigelu se aplikuje na
kultivacni misku se sklenénym dnem, po
ztuhnuti se povrch gelu mize jesté upra-
vit fibronektinem a na néj se v pozado-
vané hustoté nasadi EC [29]. Rist EC Ize
snadno vizualné kontrolovat. Ke konflu-
entnim bunkdm se pfida suspenze zna-
¢enych testovanych bunék. Ke znaceni
se pouzivaji fluorescen¢ni sondy per-
meabilni pro membranu Zivych bunék,

jako je CellTrace™, CellTracker™, Calcein
AM, karboxyfluorescein diacetat sukci-
nimidyl ester CFSE, ptipadné transfekce
plazmidy kédujicimi fluorescenéni pro-
teiny [15,22,28]. Je mozné takto oznacit
také specifické bunécné struktury, napf.
F-actin pomoci LifeAct peptidu konjugo-
vaného s fluorescenéni znackou, a sledo-
vat tak dynamickou distribuci cilového
proteinu béhem TEM [28].

Vyhodnoceni TEM spociva ve sni-
mani nékolika rovin kokultury (nad i pod
urovni EC) konfokalnim mikroskopem
a nasledné analyze obrazu, kterd umoz-
nuje i jistou miru kvantifikace. Pro porov-
nani miry TEM se stanovi ¢etnost bunék
nad a pod vrstvou EC [22]. Kromé ucin-
nosti TEM se daji sledovat dalsi para-
metry, jako je polarizace bunék, forma
diapedézy (transcelularni nebo para-
celularni), formovani membranovych
struktur a jiné [30]. Videomikroskopicky
Ize snimat jedno misto vzorku v case,
nebo Ize bunky v poZzadovaném caso-
vém intervalu fixovat a pouzitim speci-
fickych protilatek urcit subcelularni dis-
tribuci a/nebo kolokalizaci sledovanych
proteinll [22,28]. S pouzitim 3D modelu
TEM se podafilo zachytit dramatické
zmény tvaru transmigrujicich bunék do-
provazené reorganizaci aktinového cy-
toskeletu a charakterizovat stadia extra-
vazace in vitro [15].

Fluidni systémy
Paralelni prutokové modely
Oba popsané modely (transwell i 3D)
patfi do skupiny statickych systémd
pro sledovani TEM in vitro. To znamena,
ze v nich nedochazi k proudéni teku-
tiny, kterd by simulovala cirkulaci krve
uvnitt cév. Proudéni nosné tekutiny
a tzv. smykové napéti (shear stress) nic-
méné vyznamné ovliviuji morfologické
i funk¢ni charakteristiky EC, adhezi cirku-
lujicich nadorovych bunék ke sténé cévy
a transmigraci [31]. Proto byly vytvofeny
fluidni systémy pro vyzkum TEM.
Nejjednodussi fluidni systém se skldda
z kultivacni komarky s otvory pro pfitok
a odtok média (parallel-plate flow cham-
ber) [13] (obr. 2A). Na dno pratokové ko-
muarky se vklada sklo (pfedem osetiené
nékterou slozkou ECM) pokryté vrst-
vou EC. Do kom{rky je pumpou vtlaco-
vano médium (rychlost proudéni je re-
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gulovéna), do néj se pfidd studovana
bunécéna populace a mikroskopicky se
hodnoti adheze k EC pfi rlizné vyso-
kém smykovém napéti (0,5-40 dyn/cm?,
fyziologicky rozsah v mikrovaskula-
ture 0,5-5 dyn/cm?, ve velkych cévach
10-40 dyn/cm?) [13,16,32,33].

| fluidni systémy poskytuji prostor pro
obohaceni kokultury EC a nadorovych
bunék o dalsi bunécné typy. Zaclenéni
monocytd do pratokovych modell TEM
se ukazuje jako vyhoda pfi snaze pred-
vidat chovani bunék in vivo. Napfiklad
metastatické bunky prsniho karcinomu
(linie MDA-MB-231) interaguji v pri-
tokovych podminkach s endotelem in
vitro vyhradné v pfitomnosti mono-
cytd, s nimiz tvofi stabilni agregéty [16].
Monocyty takto asistuji nddorovym buri-
kam vystavenym hemodynamickému
plsobeni pfi zachyceni na vrstvé EC[16].

Transwell pratokovy model

S podobnym vysledkem byla testovéna
TEM bunék melanomu v pfitomnosti
krevnich bunék [34,35]. Kromé fluidniho
modelu popsaného vyse pouzili Dong
et al transwell kultivaéni systém adapto-
vany pro pritokové podminky — porézni
membrana tvofi substrat pro EC, prostor
pod membranou slouzi jako zasobarna
chemoatraktantu, prostor nad membra-
nou je uzavien a otvory v horni ¢asti se
vhani a odtékd médium se suspenzi na-
dorovych a krevnich bunék (obr. 2B) [34].
Tento transwell fluidni systém umoz-
nuje sledovat migraci skrz vrstvu EC, za-
timco paralelni pritokovy systém zazna-
menava adhezi nadorovych bunék k EC
a interkalaci. TEM bunék melanomu je
v pratokovych podminkach ve srovnani
se statickymi podminkami zhorsena, nic-
méné ji vyznamné stimuluje interakce
s krevnimi neutrofily [34,35].

Kapilarni priitokové modely

Fluidni systém, ktery by slouzil jako
model krevné-mozkové bariéry in vitro,
navrhli Cucullo et al [32,36]. Trojroz-
mérny prdtokovy model, jenz zahrnuje
luminalni plsobeni smykového napéti
na mozkové EC i abluminaini vliv as-
trocytl, umoznuje reprodukovat fyzi-
kalni a biochemické vlastnosti intaktni
krevné-mozkové bariéry (obr. 2C) [36].
Nosnou konstrukci pivodniho modelu

tvofi polypropylenové duté vidkno vlo-
zené do uzaviené komdarky s otvory
pro pfisun a odtok média a se sklené-
nym dnem. Dovnitf vldkna jsou injiko-
vany EC tak, aby po pfisednuti a déleni
tvorily vystelku dutiny. Do extralumi-
nalniho prostoru jsou aplikovany astro-
cyty, které pak pokryvaji vldkno z vnéjsi
strany. Do vlakna je pumpou vtla¢ovano
médium a silikonové trubice zajistuji vy-
ménu CO,/O,. Vnitfni prdmér vlakna je
asi 600 um a tloustka stény 200 um. Pra-
mér péra ve sténé vldkna muze byt az
4 um, coz umoziuje extravazaci bunék
z lumen kapildry [32]. Vyhoda tohoto dy-
namického systému je zajisténi kontro-
lovaného 3D rUstu bunécnych slozek
krevné-mozkové bariéry v pratokovém
systému umélych kapilar. Pro vyzkum
TEM nadorovych bunék nebyl tento
model dosud vyznamné vyuzivan.
Propracovany mikrofluidni model
TEM, ktery zahrnuje vsechny zakladni
slozky mikroprostiedi krevni kapilary
in vivo (dutinu s vystelkou EC, proudéni
média a smykové napéti, perivaskularni
3D ECM), vytvofili Zhang et al [6]. Mik-
rofluidni zafizeni predstavuje sklenéna
podlozka pokryta vrstvou polydimetylsi-
loxanu, prlisvitnym organickym polyme-
rem s vysokou propustnosti pro plyny.
V ném je vytvofena soustava kanalk{ —
hlavni kandl s otvory pro pfitok a odtok
média, do néhoz kolmo usti nékolik boc-
nich kanélkd (obr. 2D). Tyto jsou nasledné
az po usti do hlavniho kanalu naplnény
matrigelem (nebo jinym hydrogelem si-
mulujicim ECM) a slouzi jako perivas-
kuldrni matrix. Hlavni kanal je po viech
stranach vystlan EC, proudi jim médium
a simuluje dutinu cévy. TEM je monitoro-
vana v misté, kde bocni kanalky usti do
hlavniho. Tam nadorové bunky (ozna-
¢ené fluorescencni sondou) aplikované
do média nemuseji pfekonavat zddné
umélé bariéry a vstupuji do kontaktu
pouze s (jinak fluorescen¢né znac¢enymi)
EC a subendotelidlni ECM. V matrix bo¢-
nich kanalkd je navic mozno vytvofit
gradient libovolnych chemoatraktantd
a zkoumat tak jejich vliv na ucinnost
TEM [6]. Podobny design mikrofluidniho
systému, kdy nddorové bunky unasené
proudem média interaguji s EC a mig-
ruji skrz né do 3D matrix tvofené kolage-
nem typu |, vyuZili Jeon et al pro mode-

lovéani extravazace in vitro [7]. Pfechod
z dutiny kanalu vytvofeného v polydi-
metylsiloxanu pres vrstvu EC do hyd-
rogelu v bo¢nim kandlku podstoupi
39 % injikovanych nadorovych bunék
linie MDA-MB-231 béhem prvnich
24 hodin [7].

Pro sledovani intravazace za fluidnich
podminek v 3D mikroprostiedi existuje
specidlni systém, ktery reprodukuje roz-
hrani mezi primarnim nadorem a endo-
telem a umoznuje mikroskopii v redlném
Case a ve vysokém rozliSeni [37]. Systém
dvou paralelnich mikrokanalk(, jez jsou
propojeny vrstvou kolagenového gelu,
dovoluje nezavislé nasazeni endote-
lidlnich a nadorovych bunék (obr. 2E).
EC formuji uvniti kanédlu dutou 3D kapi-
larni strukturu, nddorové bunky invaduji
hydrogel, narazeji na bazalni stranu EC
a transmigruji do dutiny paralelniho ka-
nalku. Systém umoznuje regulovat pri-
tok, obohacovat mikroprostredi dalSimi
bunécnymi typy, napf. makrofagy, vy-
tvaret koncentrac¢ni gradient testova-
nych latek a napodobovat tak situaci do-
provazejici intravazaci in vivo [37]. Takto
se podafilo prokazat, Zze endotel fun-
guje jako bariéra v migraci nddorovych
bunék, jejiz permeabilita mlze byt mo-
dulovéna faktory sekretovanymi primar-
nim nadorem [37].

Trepaci (,rocking”) systém pro
analyzu transendotelialni migrace
Protoze fluidni modely ¢asto vyzaduji
specialni vybaveni a nejsou snadno do-
stupné, navrhli Bapu et al nahradit jed-
nosmérny proud tekutiny obousmér-
nym, ktery by v kultiva¢nich nddobkéach
vznikal kyvanim nebo tfepanim [8].
Jejich model umoznuje mikroskopicky
hodnotit miru adheze nadorovych
bunék k EC rostoucim v monovrstvé na
sklenéném povrchu [8]. Usuzujeme, ze
podobného efektu se stejnymi vyho-
dami by se docililo s pouzitim transwell
jamek vystavenych po dobu dvou a vice
hodin kyvani, a tedy proudéni média.

Zavér

Existuje fada metodickych pfistupl ke
studiu TEM in vitro. Transwell systémy
jsou uprfednostriovany pro jednodu-
chost a dostupnost pfi prvotnich od-
hadech miry TEM rGznych typ( bunék,
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nebo za pUsobeni Sirokého spektra rdz-

nych latek. Slozitéjsi statické modely
jsou nezbytné pro zachyceni dynamiky
TEM, pfipadné pro identifikaci faze pro-
cesu, kterd byla zasazena za testovanych
podminek. Fluidni systémy, zejména ka-
pildrni, zlepsuji in vitro moznosti reka-
pitulace komplexnich fyziologickych
podminek in vivo, a tim pomahaji [épe
odhadovat vysledky experimentélnich
zasahl v Zivém organizmu. Stéle do-
konalejsi techniky pro detekci TEM in
vitro reprezentuji nezbytnou alterna-
tivu k postuplm in vivo, jez nabizeji vy-
sledky relevantni pro klinické aplikace,
ale nejsou pro svou nakladnost a experi-
mentalni ndro¢nost vzdy dostupné. Pro-
toze interakce nadorovych bunék a en-
dotelu determinuji Uspésnost nddorové
diseminace, predstavuji potencidlni cil
proti-metastatické terapie a mechani-
zmy regulujici TEM jsou tak vyznamnym
tématem onkologického vyzkumu.
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