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Представлены эксперименты, проведенные в микрожидкостном устройстве миграции моноцитов при

взаимодействии с хемоаттрактантом — кондиционированной средой жизнедеятельности клеток рака предста-

тельной железы андрогеннезависимой линии PC-3 или андрогензависимой линии LNCaP. Средняя скорость

миграции к среде от LNCaP (∼ 37 µm/h) оказалась выше, чем к PC-3 (∼12µm/h). Количество мигрировавших

к кондиционированной среде от LNCaP моноцитов здорового человека выше, чем у пациентов с раком

предстательной железы, однако средние скорости миграции моноцитов здоровых и пациентов практически не

различались. Разработка миграционных устройств является важным шагом на пути улучшения диагностики

и терапии онкологических заболеваний.
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Миграция является ключевым свойством живых кле-

ток. Она обеспечивает нормальное развитие организма

и иммунный ответ, но и воспалительные процессы, а

также метастазирование опухолей. Моноциты — белые

кровяные клетки, разновидность лейкоцитов, они по-

едают проникающие в организм микробы и бактерии

и таким образом избавляются от них. Актуальность

проблемы оценки миграционного потенциала моноци-

тов при раке предстательной железы (РПЖ) различ-

ной агрессивности в 3D-условиях, моделирующих мик-

роокружение опухоли, связана с распространенностью

РПЖ и онкозаболеваний в целом, недостаточной раз-

работанностью малоинвазивных высокоинформативных

недорогих и быстрых методов диагностики и прогнози-

рования онкозаболеваний. Различные микрожидкостные

3D-устройства в настоящее время рассматриваются в

качестве удобного, экономичного и эффективного ин-

струмента для создания микромоделей целого органа,

изучения механизмов межклеточного взаимодействия на

уровне микроокружения опухоли и свойств единичных

клеток [1–4].

Микрожидкостные устройства изготовлены с исполь-

зованием метода мягкой фотолитографии. Прототипом

микрожидкостной миграционной камеры (ММК) для

изучения миграции клеток являлась микрофлюидная

ячейка, описанная в работе [5]. Методика изготовле-

ния представленного в работе устройства аналогична

описанной в работе [6], а схема миграционной ячейки

аналогична приведенной в работe [7]. Она состоит из

подводящих жидкость каналов, двух камер (
”
градиент-

ной“ и
”
накопительной“) высотой 50 µm, сообщающихся

через
”
миграционные“ каналы высотой 10µm и ши-

риной 10, 15, 25, 35µm, и цилиндрических отверстий в

полидиметилсилоксане глубиной 5mm, диаметром 3mm

для всех отверстий, кроме выходного, диаметр которого

равен 6mm. К градиентной камере ячейки гидростати-

ческим насосом подавались раствор хемоаттрактанта и

питательная среда. Особенностью модели (по сравнению

с ранее изготовленным устройством [6]) является умень-
шение количества подводящих хемоаттрактант и пита-

тельную среду каналов до двух шириной 50 µm (вместо
трех шириной 33 µm) для уменьшения погрешностей

изготовления каналов, влияния пузырьков и вероятно-

сти возникновения эффекта динамического запирания.

Были добавлены плавные переходы-расширения отвер-

стий, все отверстия-лунки имеют плавное расширение, а

место соединения двух подводящих каналов закруглено.

В накопительной камере было сделано расширение-

емкость, за счет которого скорость падает и клетки там

задерживаются.

Проведены эксперименты в ММК с моноцитами здо-

рового человека и пациентов с РПЖ (см. таблицу).
В качестве хемоаттрактанта использовали кондициони-

рованную бессывороточную среду X-VIVO с продуктами

жизнедеятельности раковых клеток андрогензависимой

линии LNCaP или андрогеннезависимой линии PC-3.

Для эксперимента были использованы новые ММК,

изготовленные не ранее чем за десять суток. Перед нача-

лом эксперимента канал обрабатывали УФ-светом в те-

чение 15min. Всю систему помещали на стол инвертиро-

ванного микроскопа AxioObserver D1 (Carl Zeiss), нагре-
тый до 37◦С. Использовали объектив A-Plan× 10, при-

менялся метод фазового контраста. Микрофотосъемка

осуществлялась с помощью цифровой камеры AxioCam

MRc5 с программным обеспечением ZEN (Zeiss, Гер-
мания). Для регистрации движения клеток проводилась
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Средние скорости движения образцов моноцитов в миграционных каналах с кондиционированной средой от клеток LNCaP (а) и

PC-3 (b). По оси абсцисс цифрам отмечены образцы моноцитов (см. таблицу) и ширина миграционных каналов (в µm).

покадровая съемка (Time Laps) клеток в течение 20 h

с интервалом 5min. Серия полученных изображений

применялась для наблюдения за перемещением клеток

в микроканалах.

До начала эксперимента клетки были расположе-

ны у входа в миграционные каналы. Неживые клетки

полностью распластываются, адгезируют к поверхности

стекла. Ядро живой клетки в отличие от мертвых полно-

стью не распластывается. Как известно, шарообразные

предметы отражают свет практически во все сторо-

ны, поэтому живые моноциты выглядят светящимися

на фотоснимках. По наличию свечения живые клетки

можно легко отличить от мертвых. В экспериментах

среднее содержание живых клеток составляет около

50%. Наибольшее количество мигрировавших клеток

(14 клеток) отмечалось в эксперименте с моноцитами

здорового донора (образец № 3) и кондиционированной

средой клеток линии LNCaP (см. таблицу). Для образ-

цов № 1 и 2 пациентов с РПЖ количество мигриро-

вавших моноцитов оказалось сходным в экспериментах

с кондиционированной средой от клеток обеих линий:

LNCaP и PC-3 (см. таблицу).

При проведении экспериментов камера раз в 5min

снимала миграционные каналы шириной 10, 15, 25

и 35 µm, и при обработке полученных фотоснимков

рассчитывали среднюю скорость только для тех микро-

каналов, в которых была замечена активная миграция

Количество мигрировавших клеток образцов моноцитов

Номер Кондиционированная

образца среда линии клеток

моноцитов
LNCaP PC-3(группа)

1 (РПЖ) 6 6

2 (РПЖ) 6 4

3 (здоровый) 14 7

моноцитов (см. рисунок). При этом среднее значение

брали по всем участкам микроканалов одинаковой ши-

рины для всех прошедших через них клеток. Для ми-

грационных каналов сопоставимой ширины 10−35 µm

(см. рисунок) не обнаружено влияния ширины микро-

канала на скорость миграции: клетка моноцита может

двигаться как быстрее, чем аналогичная клетка в более

широком канале, так и медленнее. В различных участках

микроканала моноциты двигались с разной скоростью,

зачастую ускоряясь ближе к выходу — месту с наиболь-

шей концентрацией хемоаттрактанта.

Эксперименты в ММК с использованием в качестве

хемоаттрактанта среды X-VIVO, кондиционированной

клетками линии LNCaP андрогензависимой опухоли, для

образцов моноцитов № 1–3 показали (см. рисунок), что
средняя скорость движения через каналы различной

ширины составила 36.9 µm/h. Скорость движения по

направлению к градиентной камере ММК с кондициони-

рованной средой от линии клеток андрогеннезависимой

опухоли PC-3 оказалась значительно ниже — 11.7 µm/h.

Средние скорости движения клеток пациентов с РПЖ

и здоровых лиц по направлению к хемоаттрактантам

линии клеток LNCaP практически не различались (36.91
и 36.86 µm/h соответственно).

При использовании в качестве хемоаттрактанта кон-

диционированной среды от клеток линии PC-3 оказалось

(см. рисунок), что мигрировавшие моноциты пациентов

с РПЖ двигались несколько быстрее к градиентной

камере (13.1 µm/h), чем моноциты здорового человека

(9.9µm/h).

Полученные результаты показывают, что моноциты

двигаются к кондиционированной среде андрогензависи-

мой раковой линии быстрее, чем для андрогеннезависи-

мой линии. У здорового человека моноцитов, реагирую-

щих на угрозу, больше, чем у пациентов с РПЖ, хотя

скорости мигрировавших клеток для одной и той же

линии практически одинаковы. Наблюдаемые различия

могут лечь в основу формирования алгоритма оценки
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миграции моноцитов в микроканалах у здоровых лиц

и пациентов с РПЖ в зависимости от их клинической

характеристики.
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