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Souhrn
Nejzávažnější komplikací nádorových onemocnění je vznik vzdálených metastáz. K šíření do 
vzdálených orgánů využívají nádorové buňky často krevní cirkulaci. Vstup do krevního oběhu 
a průchod stěnou kapiláry do cílového sekundárního místa umožňují kolonizaci jiných orgánů 
a vznik život ohrožujících metastáz. Průchod stěnou cévy (transendoteliální migrace) je zásadní 
krok metastatické kaskády a poznání mechanizmů řídících tento proces by jistě přispělo k vy-
tváření nových strategií pro cílenou proti- metastatickou terapii. Existuje několik způsobů, jak 
studovat transendoteliální migraci v živých modelových organizmech (in vivo). Jejich výhoda 
je, že poskytují komplexní fyziologické mikroprostředí, jsou ale nákladné a technicky náročné. 
Proto se používají stále dokonalejší techniky pro sledování transendoteliální migrace in vitro. 
Jsou obecně dostupnější a méně náročné na vybavení, ale i v rámci metod studia transen-
doteliální migrace in vitro existuje značná variabilita ve složitosti provedení, požadavcích na 
speciální přístrojové vybavení, přesnosti simulace podmínek in vivo a v relevanci pro onkolo-
gické aplikace. Technické přístupy ke studiu transendoteliální migrace in vitro, jejich rozdělení, 
modifi kace, výhody a nevýhody jsou předmětem tohoto přehledového článku.
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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 off er 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 diffi  culty of performance, the requirements for specialized devices, accu-
racy of in vivo simulation and relevance for oncological applications. The classifi cation, various 
modifi cations, pros and cons of in vitro techniques for studying transendothelial migration are 
summarized in this review.
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Úvod 

Transendoteliální migrace (diapedéza) 
je proces průchodu buněk přes endotel. 
Může vést oběma směry: buňka může 
směřovat z  lumen cévy/ kapiláry do pa-
renchymu cílového orgánu (extravazace), 
nebo naopak vstupovat ze subendote-
liální tkáně do cirkulace (intravazace). 
Fyziologicky k  ní dochází např. během 
zánětu, kdy leukocyty přitahované pro-
zánětlivými molekulami vystupují z krev-
ního řečiště do poškozené tkáně. U nádo-
rových onemocnění dochází k  interakci 
s endotelem během angiogeneze a me-
tastatického šíření nádoru. Do míst vzdá-
lených primárnímu tumoru jsou nádo-
rové buňky často distribuovány krevním 
systémem, což předpokládá dvojí prů-
nik nádorových buněk endoteliální barié-
rou. Invazivní buňky unikají z tkáně pri-
márního karcinomu do krevního řečiště, 
přežívají jako cirkulující nádorové buňky, 
v cílovém místě prostupují stěnou kapi-
láry a  v  novém mikroprostředí mohou 
přežívat ve stavu dormance, případně dát 
vznik sekundárnímu nádoru [1].

Molekulární mechanizmy řídící inter-
akci nádorových buněk s endotelem jsou 
tedy s  ohledem na potenciální terapeu-
tické využití a  prevenci metastatického 
rozsevu předmětem intenzivního vý-
zkumu. Zkoumání transendoteliální mig-
race (TEM) in vivo je znesnadněno tím, že 
se jedná o proces probíhající uvnitř tkání 
organizmu, v komplexním mikroprostředí 
a  často v  obtížně predikovatelných mís-
tech [2]. Nicméně pro studium intravazace 
lze využít zobrazovací techniky intravitální 
mikroskopie, extravazaci in vivo je možné 
hodnotit z  hlediska účinnosti na úrovni 
buněčných populací podle přítomnosti 
značených buněk v parenchymu cílových 
orgánů [3– 5]. Nedostatky těchto strategií, 
jako jsou špatné prostorové rozlišení intra-
vitální mikroskopie, nákladnost, nutnost 
použití modelových zvířat a jejich výběr, 
vyvažuje komplexní fyziologické mikro-
prostředí TEM. Alternativu těmto přístu-
pům in vivo nabízejí systémy pro sledování 
TEM in vitro, jejichž rozdělení a  popis je 
předmětem tohoto přehledového článku. 

Možnosti studia transendoteliální 

migrace in vitro

Techniky pro studium TEM in vitro lze 
rozdělit podle substrátu, na němž se for-

muje vrstva endoteliálních buněk (en-
dotelial cell – EC). Ně kte ré techniky vy-
užívají tzv. transwell systém, kdy EC 
pokrývají porézní polyesterovou nebo 
polykarbonátovou membránu, jiné za-
jišťují 3D kultivační podmínky, obvykle 
reprezentované 3D kolagenovým gelem 
převrstveným endoteliálními buňkami. 
Podle způsobu monitorování TEM in 
vitro se rozlišují metody mikroskopické 
a nemikroskopické. Mikroskopické i ne-
mikroskopické metody sledování TEM 
můžeme dále rozdělit na ty, které analy-
zují jeden (konečný) časový bod procesu, 
a  na ty, které umožňují zaznamenávat 
TEM v reálném čase (časosběrná mikro-
skopie nebo monitorování změn impe-
dance). Podle dalšího kritéria se rozlišují 
statické systémy TEM in vitro, systémy 
fl uidní a  třepací („rocking“)  [6– 8]. Níže 
budou popsány jednotlivé techniky stu-
dia TEM in vitro a jejich modifi kace.

Statické systémy 

Transwell techniky pro sledování 

transendoteliální migrace

Základní transwell systém pro sledo-
vání TEM (obr. 1A) sestává z dvoukomo-
rové kultivační jamky přehrazené po-
rézním filtrem (velikost pórů obvykle 
5– 8 μm) [9– 11]. Na horní stranu fi ltru jsou 
nasazeny EC, přitom adhezivní vlastnosti 
membrány jsou obvykle zlepšeny před-
chozím ošetřením roztoky obsahujícími 
složky extracelulární matrix (ECM), jako 
jsou fibronektin, vitronektin, kolagen, 
matrigel nebo želatina, za vzniku tenké 
vrstvy ECM [5,9,12,13]. Používají se různé 
typy EC: komerčně dostupné lidské EC 
z  pupečníkové žíly (HUVEC)  [10,14], 
primární lidské mikrovaskulární EC 
z  různých orgánů  [11,15], EC z  aorty 
(HAEC) [16], imortalizovaná linie myších 
EC z pankreatu (MS1) [17], primární myší 
mikrovaskulární EC izolované z různých 
orgánů  [5,8]. Jakmile EC zaplní plochu 
membrány a dosáhnou konfl uence, což 
lze ověřit testem na permeabilitu EC po-
mocí dextranu konjugovaného s fl uoro-
forem nebo měřením transendoteliální 
elektrické rezistence (TEER) [18,19], při-
dají se do horní části nádorové buňky. 
Spodní část jamky je naplněna médiem 
s chemoatraktantem podporujícím pro-
stup nádorových buněk vrstvou en-
dotelu a  membránou. TEM se obvykle 

vyhodnocuje 4– 24 hodin po přidání ná-
dorových buněk (časový bod pro za-
stavení TEM je nutno stanovit empi-
ricky pro každou kombinaci buněčných 
linií) [9,12,14,20]. Hodnotí se přítomnost 
nádorových buněk na spodní straně 
membrány, případně ve spodní části 
transwell jamky [5,9]. Četnost buněk se 
posuzuje vizuálně po fi xaci, případně po 
barvení (pokud nejsou označeny pře-
dem)  [12,14,21], nebo se kvantifikace 
provádí fl uorimetricky, event. průtoko-
vou cytometrií při značení buněk fl uo-
rescenčními sondami [13,20,22]. Toto vý-
chozí uspořádání transwell experimentu 
je snadno sestavitelné, nevyžaduje spe-
ciální vybavení, umožňuje kvantifi kaci, 
ale nenabízí možnost pozorovat jednot-
livé fáze TEM. 

Používají se proto i různé modifi kace 
tohoto přístupu vyvažující ně kte ré ne-
dostatky. Jako alternativní způsob hod-
nocení TEM (k „end-point“ detekci) lze 
použít odečítání změn impedance na 
spodní straně membrány transwell 
jamky. Kromě přístrojového vybavení 
(např. xCELLigence real time cell ana-
lyzer) jsou k  tomu nezbytné speciálně 
upravené transwell jamky (CIM- plates) 
obsahující mikroelektrody na spodní 
straně membrány. Nádorové buňky 
procházející vrstvou EC a póry v mem-
bráně se dostávají do kontaktu s mikro-
elektrodami. Jejich přítomnost způso-
buje změnu impedance a ta se odečítá 
v  libovolných časových intervalech. 
Poměrně k  počtu transmigrujících 
buněk narůstá v čase buněčný index od-
povídající změně impedance, což umož-
ňuje monitorování TEM v reálném čase 
(Knopfová et al, dosud nepublikováno). 
Pro rozlišení signálu generovaného sa-
motnými EC je nutno jako kontrolu měřit 
impedanci v jamkách, do kterých nebyly 
přidány nádorové buňky.

Další možnost, jak zachytit dynamiku 
interakce nádorových a  endoteliálních 
buněk během TEM na transwell mem-
bránách, nabízí mikroskopie. Inzerty 
s  membránami (horní část transwell 
jamky) pokrytými EC jsou po přidání sus-
penze označených nádorových buněk 
položeny na misky se skleněným dnem 
(obr. 1E). Během inkubace ve vyhřívané 
komoře mikroskopu jsou v  pravidel-
ných intervalech snímány buňky v růz-
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procházejí skrz subendoteliální ECM 
a membránu. Toto uspořádání simuluje 
extravazaci in vivo, kdy nádorové buňky 
opouští lumen cévy, interagují s EC a ná-
sledně s bazální membránou obklopu-
jící cévu. Protože schopnost extravazace 
a  intravazace nejsou funkčně ekviva-
lentní  [1], používá se pro testování in-
travazace in vitro transwell inzert, jehož 
spodní strana je upravena tenkou vrst-
vou ECM a překryta EC [10]. Po inkubaci 
nutné k získání celistvé vrstvy EC se in-
zert obrátí a  horní část se naplní sus-
penzí nádorových buněk. Spodní část 
slouží jako rezervoár kultivačního média 
s chemoatraktantem, případně s jinými 
testovanými látkami. Takto vstupují ná-
dorové buňky nejdříve do kontaktu se 
subendoteliální vrstvou ECM a s bazál-
ním pólem EC  [10]. Orientace nádoro-
vých a endoteliálních buněk tak odpo-
vídá situaci in vivo během intravazace, 
kdy izolovaná buňka nádoru vniká z ex-
traluminálního prostoru do cirkulace.

jich přisednutí inzert obrátili a do horní 
části nasadili linii lidských mikrovas-
kulárních EC z  mozku (HBMEC)  [11]. 
Podobně jako při výchozích transwell 
testech byly po dosažení konfl uence EC 
ke kokultuře přidány značené nádorové 
buňky a po čase vyhodnocena jejich pří-
tomnost na spodní části inzertu  [11]. 
Jednodušší verze pokusu vynechává 
kultivaci astrocytů pod vrstvou EC a pro 
napodobení krevně-mozkové bariéry se 
bazální pól primárních EC z mozku vy-
stavuje médiu, v  němž byly astrocyty 
kultivovány [19], případně se astrocyty 
nasadí na dno spodní části transwell 
jamky  [24]. Faktory sekretované astro-
cyty podporují  utěsnění adhezivních 
spojů mezi EC [19].

Obrácené pořadí jednotlivých vrs-
tev v  transwell testech TEM lze využít 
pro modelování intravazace (obr.  1D). 
V  klasické transwell sestavě přicházejí 
nádorové buňky nejdříve do kontaktu 
s  apikální (luminální) stranou EC, poté 

ných rovinách vzorku (nad membránou, 
v úrovni membrány i pod ní) [23]. Tento 
přístup dovoluje zachytit buňky v  jed-
notlivých krocích během migrace přes 
endotel a membránu i sekvenci těchto 
kroků. Takto bylo zjištěno, že mezen-
chymální kmenové buňky procházejí 
mezi EC (nikoli skrz EC) dočasně vytvo-
řenými mezerami, které se nad transmi-
grující buňkou zacelují [23]. Zobrazovací 
techniky se však potýkají se špatnými 
optickými vlastnostmi transwell mem-
brány, zajištění dostatečného rozlišení 
vyžaduje velmi nákladné vybavení (kon-
fokální mikroskop pro snímání živých 
buněk a  objektiv s  dlouhou pracovní 
vzdáleností). 

Transwell systém lze modifikovat 
pro speciální účely, např. pro simu-
laci krevně-mozkové bariéry (obr.  1B). 
Malin et al uzpůsobili transwell uspořá-
dání pro kokultivaci EC a astrocytů –  na 
spodní část transwell membrány apli-
kovali primární lidské astrocyty, po je-

Obr. 1. Schematické znázornění statických systémů pro detekci TEM. 

A. Základní složky transwell systému TEM; B. transwell model krevně-mozkové bariéry; C. modifi kace transwell metodiky: TEM v přítom-
nosti krevních buněk; D. transwell model pro studium intravazace in vitro; E. transwell inzert v misce se skleněným dnem pro mikrosko-
pickou detekci TEM; F. 3D model TEM.

TC – nádorová buňka, EC – endoteliální buňka
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jako je CellTraceTM, CellTrackerTM, Calcein 
AM, karboxyfl uorescein diacetát sukci-
nimidyl ester CFSE, případně transfekce 
plazmidy kódujícími fl uorescenční pro-
teiny [15,22,28]. Je možné takto označit 
také specifi cké buněčné struktury, např. 
F- actin pomocí LifeAct peptidu konjugo-
vaného s fl uorescenční značkou, a sledo-
vat tak dynamickou distribuci cílového 
proteinu během TEM [28]. 

Vyhodnocení TEM spočívá ve sní-
mání několika rovin kokultury (nad i pod 
úrovní EC) konfokálním mikroskopem 
a následné analýze obrazu, která umož-
ňuje i jistou míru kvantifi kace. Pro porov-
nání míry TEM se stanoví četnost buněk 
nad a pod vrstvou EC [22]. Kromě účin-
nosti TEM se dají sledovat další para-
metry, jako je polarizace buněk, forma 
diapedézy (transcelulární nebo para-
celulární), formování membránových 
struktur a jiné [30]. Videomikroskopicky 
lze snímat jedno místo vzorku v  čase, 
nebo lze buňky v  požadovaném časo-
vém intervalu fi xovat a použitím speci-
fi ckých protilátek určit subcelulární dis-
tribuci a/ nebo kolokalizaci sledovaných 
proteinů [22,28]. S použitím 3D modelu 
TEM se podařilo zachytit dramatické 
změny tvaru transmigrujících buněk do-
provázené reorganizací aktinového cy-
toskeletu a charakterizovat stadia extra-
vazace in vitro [15].

Fluidní systémy

Paralelní průtokové modely

Oba popsané modely (transwell i  3D) 
patří do skupiny statických systémů 
pro sledování TEM in vitro. To znamená, 
že v  nich nedochází k  proudění teku-
tiny, která by simulovala cirkulaci krve 
uvnitř cév. Proudění nosné tekutiny 
a tzv. smykové napětí (shear stress) nic-
méně významně ovlivňují morfologické 
i funkční charakteristiky EC, adhezi cirku-
lujících nádorových buněk ke stěně cévy 
a transmigraci [31]. Proto byly vytvořeny 
fl uidní systémy pro výzkum TEM.

Nejjednodušší fl uidní systém se skládá 
z kultivační komůrky s otvory pro přítok 
a odtok média (parallel- plate fl ow cham-
ber) [13] (obr. 2A). Na dno průtokové ko-
můrky se vkládá sklo (předem ošetřené 
ně kte rou složkou ECM) pokryté vrst-
vou EC. Do komůrky je pumpou vtlačo-
váno médium (rychlost proudění je re-

plikuje získání informací o  morfologii 
buněk, organizaci bio membránových 
struktur a/ nebo mezibuněčných kon-
taktů během jednotlivých fází TEM [27]. 
Deformaci buněk během průchodu 
transwell membránou je možno přede-
jít použitím trojrozměrných gelů jako 
substrátů pro formování monovrstvy 
EC  [27,28] (obr.  1F). Jako 3D fibrilární 
matrix se obvykle používá extrakt ba-
zální membrány (matrigel) [15] nebo ko-
lagen typu I [22,28], který v neutrálním 
pH a při teplotě 37  °C tuhne za vzniku 
průsvitné gelové struktury, jejíž pevnost 
je dána koncentrací kolagenu. Tloušťka 
gelu limituje rozlišení, pro vyšší rozli-
šení (63– 100× objektiv) jsou nezbytné 
gely tenčí než 100 μm [28]. Roztok ko-
lagenu nebo matrigelu se aplikuje na 
kultivační misku se skleněným dnem, po 
ztuhnutí se povrch gelu může ještě upra-
vit fi bronektinem a na něj se v požado-
vané hustotě nasadí EC [29]. Růst EC lze 
snadno vizuálně kontrolovat. Ke konfl u-
entním buňkám se přidá suspenze zna-
čených testovaných buněk. Ke značení 
se používají fluorescenční sondy per-
meabilní pro membránu živých buněk, 

Kromě astrocytů mohou být tradiční 
transwell TEM experimenty obohaceny 
dalším typem buněk, monocyty [5]. Bylo 
prokázáno, že myeloidní buňky se ak-
tivně účastní TEM a diseminace nádorů 
in vivo  [5,25,26]. Přítomnost leukocytů 
v kokultuře nádorových a endoteliálních 
buněk přispívá k  simulaci fyziologicky 
relevantních podmínek extravazace. 
Postup i  složky transwell experimentu 
zůstávají stejné, jen se do horní části 
jamky k  suspenzi nádorových buněk 
přidá pětinásobné množství monocytů 
(obr.  1C). Tato varianta transwell sys-
tému pomáhá lépe odhadovat metasta-
tickou aktivitu buněk in vivo. Například 
nádorové buňky MC- 38  neschopné za 
normálních podmínek migrovat vrstvou 
primárních EC procházejí endotelem 
v přítomnosti primárních monocytů izo-
lovaných z kostní dřeně myší [5]. 

Trojrozměrné modely 

transendoteliální migrace in vitro

Zatímco transwell systémy se pro svou 
jednoduchost hojně používají pro kvan-
tifi kaci TEM in vitro, nefyziologická ba-
riéra, jakou je porézní membrána, kom-

Obr. 2. Schematické znázornění fl uidních systémů pro detekci TEM. 

A. Paralelní fl uidní model, boční pohled; B. transwell průtokový systém, boční pohled; 
C. kapilární fl uidní model krevně-mozkové bariéry, pohled shora; D. kapilární mikrofl uidní 
zařízení pro sledování extravazace, pohled shora; E. kapilární mikrofl uidní systém pro sle-
dování intravazace, pohled shora.

TC – nádorová buňka, EC – endoteliální buňka, PDMS – polydimetylsiloxan, ECM – extra-
celulární matrix
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lování extravazace in vitro  [7]. Přechod 
z  dutiny kanálu vytvořeného v  polydi-
metylsiloxanu přes vrstvu EC do hyd-
rogelu v  bočním kanálku podstoupí 
39  % injikovaných nádorových buněk 
linie MDA- MB- 231  během prvních 
24 hodin [7].

Pro sledování intravazace za fl uidních 
podmínek v 3D mikroprostředí existuje 
speciální systém, který reprodukuje roz-
hraní mezi primárním nádorem a endo-
telem a umožňuje mikroskopii v reálném 
čase a ve vysokém rozlišení [37]. Systém 
dvou paralelních mikrokanálků, jež jsou 
propojeny vrstvou kolagenového gelu, 
dovoluje nezávislé nasazení endote-
liálních a  nádorových buněk (obr.  2E). 
EC formují uvnitř kanálu dutou 3D kapi-
lární strukturu, nádorové buňky invadují 
hydrogel, narážejí na bazální stranu EC 
a transmigrují do dutiny paralelního ka-
nálku. Systém umožňuje regulovat prů-
tok, obohacovat mikroprostředí dalšími 
buněčnými typy, např. makrofágy, vy-
tvářet koncentrační gradient testova-
ných látek a napodobovat tak situaci do-
provázející intravazaci in vivo [37]. Takto 
se podařilo prokázat, že endotel fun-
guje jako bariéra v migraci nádorových 
buněk, jejíž permeabilita může být mo-
dulována faktory sekretovanými primár-
ním nádorem [37].

Třepací („rocking“) systém pro 

analýzu transendoteliální migrace

Protože fluidní modely často vyžadují 
speciální vybavení a nejsou snadno do-
stupné, navrhli Bapu et al nahradit jed-
nosměrný proud tekutiny obousměr-
ným, který by v kultivačních nádobkách 
vznikal kýváním nebo třepáním  [8]. 
Jejich model umožňuje mikroskopicky 
hodnotit míru adheze nádorových 
buněk k EC rostoucím v monovrstvě na 
skleněném povrchu  [8]. Usuzujeme, že 
podobného efektu se stejnými výho-
dami by se docílilo s použitím transwell 
jamek vystavených po dobu dvou a více 
hodin kývání, a tedy proudění média. 

Závěr

Existuje řada metodických přístupů ke 
studiu TEM in vitro. Transwell systémy 
jsou upřednostňovány pro jednodu-
chost a  dostupnost při prvotních od-
hadech míry TEM různých typů buněk, 

tvoří polypropylenové duté vlákno vlo-
žené do uzavřené komůrky s  otvory 
pro přísun a  odtok média a  se skleně-
ným dnem. Dovnitř vlákna jsou injiko-
vány EC tak, aby po přisednutí a dělení 
tvořily výstelku dutiny. Do extralumi-
nálního prostoru jsou aplikovány astro-
cyty, které pak pokrývají vlákno z vnější 
strany. Do vlákna je pumpou vtlačováno 
médium a silikonové trubice zajišťují vý-
měnu CO2/ O2. Vnitřní průměr vlákna je 
asi 600 μm a tloušťka stěny 200 μm. Prů-
měr pórů ve stěně vlákna může být až 
4 μm, což umožňuje extravazaci buněk 
z lumen kapiláry [32]. Výhoda tohoto dy-
namického systému je zajištění kontro-
lovaného 3D růstu buněčných složek 
krevně-mozkové bariéry v průtokovém 
systému umělých kapilár. Pro výzkum 
TEM nádorových buněk nebyl tento 
model dosud významně využíván.

Propracovaný mikrofluidní model 
TEM, který zahrnuje všechny základní 
složky mikroprostředí krevní kapiláry 
in vivo (dutinu s výstelkou EC, proudění 
média a smykové napětí, perivaskulární 
3D ECM), vytvořili Zhang et al  [6]. Mik-
rofl uidní zařízení představuje skleněná 
podložka pokrytá vrstvou polydimetylsi-
loxanu, průsvitným organickým polyme-
rem s  vysokou propustností pro plyny. 
V něm je vytvořena soustava kanálků –  
hlavní kanál s otvory pro přítok a odtok 
média, do něhož kolmo ústí několik boč-
ních kanálků (obr. 2D). Tyto jsou následně 
až po ústí do hlavního kanálu naplněny 
matrigelem (nebo jiným hydrogelem si-
mulujícím ECM) a  slouží jako perivas-
kulární matrix. Hlavní kanál je po všech 
stranách vystlán EC, proudí jím médium 
a simuluje dutinu cévy. TEM je monitoro-
vána v místě, kde boční kanálky ústí do 
hlavního. Tam nádorové buňky (ozna-
čené fl uorescenční sondou) aplikované 
do média nemusejí překonávat žádné 
umělé bariéry a  vstupují do kontaktu 
pouze s (jinak fl uorescenčně značenými) 
EC a subendoteliální ECM. V matrix boč-
ních kanálků je navíc možno vytvořit 
gradient libovolných chemoatraktantů 
a  zkoumat tak jejich vliv na účinnost 
TEM [6]. Podobný design mikrofl uidního 
systému, kdy nádorové buňky unášené 
proudem média interagují s  EC a  mig-
rují skrz ně do 3D matrix tvořené kolage-
nem typu I, využili Jeon et al pro mode-

gulována), do něj se přidá studovaná 
buněčná populace a  mikroskopicky se 
hodnotí adheze k  EC při různě vyso-
kém smykovém napětí (0,5– 40 dyn/ cm2, 
fyziologický rozsah v  mikrovaskula-
tuře 0,5– 5  dyn/ cm2, ve velkých cévách 
10– 40 dyn/ cm2) [13,16,32,33]. 

I fl uidní systémy poskytují prostor pro 
obohacení kokultury EC a  nádorových 
buněk o další buněčné typy. Začlenění 
monocytů do průtokových modelů TEM 
se ukazuje jako výhoda při snaze před-
vídat chování buněk in vivo. Například 
metastatické buňky prsního karcinomu 
(linie MDA- MB- 231) interagují v  prů-
tokových podmínkách s  endotelem in 
vitro výhradně v  přítomnosti mono-
cytů, s nimiž tvoří stabilní agregáty [16]. 
Monocyty takto asistují nádorovým buň-
kám vystaveným hemodynamickému 
působení při zachycení na vrstvě EC [16].

Transwell průtokový model

S podobným výsledkem byla testována 
TEM buněk melanomu v  přítomnosti 
krevních buněk [34,35]. Kromě fl uidního 
modelu popsaného výše použili Dong 
et al transwell kultivační systém adapto-
vaný pro průtokové podmínky –  porézní 
membrána tvoří substrát pro EC, prostor 
pod membránou slouží jako zásobárna 
chemoatraktantu, prostor nad membrá-
nou je uzavřen a otvory v horní části se 
vhání a odtéká médium se suspenzí ná-
dorových a krevních buněk (obr. 2B) [34]. 
Tento transwell fluidní systém umož-
ňuje sledovat migraci skrz vrstvu EC, za-
tímco paralelní průtokový systém zazna-
menává adhezi nádorových buněk k EC 
a  interkalaci. TEM buněk melanomu je 
v průtokových podmínkách ve srovnání 
se statickými podmínkami zhoršena, nic-
méně ji významně stimuluje interakce 
s krevními neutrofi ly [34,35].

Kapilární průtokové modely

Fluidní systém, který by sloužil jako 
model krevně-mozkové bariéry in vitro, 
navrhli Cucullo et al  [32,36]. Trojroz-
měrný průtokový model, jenž zahrnuje 
luminální působení smykového napětí 
na mozkové EC i  abluminální vliv as-
trocytů, umožňuje reprodukovat fyzi-
kální a  bio chemické vlastnosti intaktní 
krevně-mozkové bariéry (obr.  2C)  [36]. 
Nosnou konstrukci původního modelu 
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nebo za působení širokého spektra růz-
ných látek. Složitější statické modely 
jsou nezbytné pro zachycení dynamiky 
TEM, případně pro identifi kaci fáze pro-
cesu, která byla zasažena za testovaných 
podmínek. Fluidní systémy, zejména ka-
pilární, zlepšují in vitro možnosti reka-
pitulace komplexních fyziologických 
podmínek in vivo, a  tím pomáhají lépe 
odhadovat výsledky experimentálních 
zásahů v  živém organizmu. Stále do-
konalejší techniky pro detekci TEM in 
vitro reprezentují nezbytnou alterna-
tivu k postupům in vivo, jež nabízejí vý-
sledky relevantní pro klinické aplikace, 
ale nejsou pro svou nákladnost a experi-
mentální náročnost vždy dostupné. Pro-
tože interakce nádorových buněk a en-
dotelu determinují úspěšnost nádorové 
diseminace, představují potenciální cíl 
proti- metastatické terapie a  mechani-
zmy regulující TEM jsou tak významným 
tématem onkologického výzkumu.
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