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POVZETEK

Rak jajcnikov je heterogena bolezen s kompleksnim
tumorskim mikrookoliem. Zdravljenje poteka s ki-
rurSkim posegom, ki mu sledi kemoterapija. Velik
izziv zdravljenja predstavlja pridobliena kemorezi-
stenca. Da bi natan¢no proucili mehanizme napre-
dovanja raka jajcnikov, so do sedaj najpogosteje
uporabljali 2D celicne kulture in zivalske modele.
NovejSe raziskave kazejo, da so 3D kulture ustrez-
nejSi model za raziskovanje biologije raka jajcnikov
in testiranje zdravilnih ucinkovin. Sodobne tehnolo-
gije, kot je 3D biotisk, omogocajo konstrukcijo kom-
pleksnih struktur in ustvarjanje 3D celi¢nih modeloy,
ki so boljsi priblizek naravni arhitekturi tumorja. 3D
mono- ali kokulture so primernejSe za odkrivanje
novih proteinskih tar¢ in visokozmogljivo presejanje
zdravilnih u¢inkovin. Razvoj kompleksnih 3D kultur
bo prispeval k boljSemu razumevaniju raka jajénikov
in identifikaciji u¢inkovitejSih zdravilnih ucinkovin.

KLJUCNE BESEDE:
3D biotisk, 3D modeli celicnih kultur, invazija, mi-
gracija, rak jajcnikov, sferoidi

ABSTRACT

Ovarian cancer is a heterogeneous disease with a
complex tumour microenvironment. Current treat-
ment consists of surgery followed by chemotherapy.
Acquired chemoresistance is a major challenge in
the treatment. To study the mechanisms of ovarian
cancer progression in detail, mostly 2D cell cultures
and animal models have been used so far. Recent
studies show that 3D cultures are a more appropri-
ate model for studying ovarian cancer biology and
testing therapeutics. Modern technologies, such as
3D bioprinting, enable the construction of complex
structures and the creation of 3D cellular models
that better represent the natural architecture of the
tumour. 3D mono- or co-cultures are better suited
for the discovery of new protein targets and high-
throughput screening of medicinal agents. The de-
velopment of complex 3D cultures will contribute
to a better understanding of ovarian cancer and
the identification of more effective therapeutics.

KEY WORDS:
3D bioprinting, 3D cell culture models, invasion, mi-
gration, ovarian cancer, spheroids
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Rak jajcnikov je najsmrtonosnejSi ginekoloSki rak ter peti
vodilni vzrok smrti zaradi raka pri Zenskah po vsem svetu.
Pojavlja se primarno pri zenskah po menopavzi in je zaradi
nespecificnin simptomov diagnosticiran v napredni fazi bo-
lezni. Ceprav je zdraviienje raka jajénikov v zadnjem de-
setletju bistveno napredovalo, je petletna stopnja prezivetja
bolnic z rakom jaj¢nika Se vedno pod 30 % (1-3). Glavni
izziv zdravljenja raka jajcnikov predstavija pridobliena ke-
morezistenca (4).

Da bi natan¢no proucili mehanizme napredovanja raka
jajcnikov, so do sedaj najpogosteje uporabljali 2D celicne
kulture in Zivalske modele. Rak jaj¢nikov je zelo heterogena
bolezen s kompleksnim tumorskim mikrookoliem, ki ga je
tezko oponasati z 2D modeli celi¢nih kultur in tudi z Zival-
skimi modeli. Kljub vsestranski uporabnosti je omejitev 2D
celicnih kultur njihova poenostavijenost, ki ne odraza de-
janskega stanja in vivo (5, 6). MiSji modeli raka jajénikov so
se nedvomno izkazali kot koristni za pridobitev informacij

Preglednica 1: Obstojeci sfericni modeli raka jajcnikov (13).
Table 1: Current spherical ovarian cancer models (13).

0 biologiji raka in tudi za predklini¢no preskuSanje zdravilnih
ucinkovin (7). Vecina teh modelov temelji na ksenotran-
splantaciji ¢loveskih celic raka jajénikov v misi z imunsko
pomanikljivostjo. Slabosti teh modelov sta nepopolno pos-
nemanje interakcij med celicami in gostiteljem ter nezmoz-
nost modeliranja zgodnje faze tumorskega razvoja (7).
Pomanjkanje ustreznega modela in vitro, ki bi lahko repro-
duciral naravno tumorsko okolje, prispeva k manjsi uspes-
nosti predklininih raziskav novih zdravilnih ucinkovin (8).
Vpeljava 3D celicnih modelov in vitro za testiranje novih
zdravilnih u¢inkovin za zdravljenje raka jaj¢nikov predstavija
nov pristop, ki bo spremenil potek predklini¢nih raziskav
ter posledi¢no zdravljenje raka jaj¢nikov (9). 3D celi¢ne kul-
ture gojimo v neadherentnih ali nizkoadherentnih pogojin,
kot so plosce z ultranizko pritrditvijo (ultra-low attachment
(ULA) plates). Pri teh pogojih povrsine plo$¢ niso obdelane
s proteini zunajcelicnega matriksa (npr. kolagen, fibronektin,
laminin), ki olajSajo pritrditev celic in tako omogocijo tvorbo
uniformnih sferoidov z nizko variabilnostjo in visoko pono-
vijivostjo izvedenih poskusov.

Razvili so Stevine metodologije in tehnike za ucinkovito
ustvarjanje 3D celi¢nih modelov (8, 10-12). Najpogosteje
uporabljani 3D modeli raka jaj¢nikov so veccelicni tumorski

3D model Nastanek Prednosti Slabosti Uporaba pri raziskavah
- odpornost na ionizirajoCe
. sevanje
- kompaktni o .
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Veccelicni o ) . za optimizacijo in - visokozmodgljivo testiranje
. pogojih iz vivo (morfologija, . .
tumorski Y . N karakterizacijo modela zdravil
. enoceli¢nih celi¢ne interakcije, L . i .
sferoidi L L . - pomanijkanje literaturnih - migracija
suspenzijskin aktivacija poti virov invaziia
kultur ERK1/2 MAPK in hipokJS i
PIBK + AK )
" - metabolizem raka
- angiogeneza
. . - ne posnemajo rakavega
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. ) - prisotnost redkih . ) o . N .
rakavih nizkoadherentn L ) mikrookolja tumorja in vivo protirakavih ucinkovin
. . . mati¢nih rakavih L - e
maticnih ih pogojih v celic - pomanjkanje oznacevalcev |- sposobnost veclinijske
celic, t. i. gojiséu za celitne povrsine diferenciacije
- Ly , - sposobnost tvorbe . . . o
tumorsferoidi | maticne celice : . - odsotnost morfoloskega - analiza rakavih maticnih
tumorjev v modelih ) , ; . .
o fenotipa zaradi nestabilnosti | celic
in vivo . v .
fenotipa maticnih celic
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- sposobnost
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po delni h|sto|osl.<e.
o karakteristike raka,

disociaciji )

rakavega tkiva PI’OfVI| ggnskega .

izrazanja, mutacije,
tumorigen in
metastatski
potencial

Steroidi nastajajo iz

tumorijey,
pridobljenih
iz tkiv

- napovedovanje odziva
bolnika na kemoterapijo
- metastatski potencial

- najbolj podobni
tumorjem in vivo

- morfoloSko podobni
izvirnim tumorjem

- povzamejo
heterogenost raka

- ohranjajo prisotnost
makrofagov in Zil s
progastimi vlakni
kolagena,
povezanimi s
fibroblasti

- stabilni genetski
profil

nastajajo z
gojenjem
rakavega tkiva
ex vivo brez
disociacije

Organotipski
veccelicni
sferoidi

- heterogeni modeli

- ucinek protirakavih
ucinkovin

- migracija

- invazija

sferoidni modeli, sferoidi rakavih mati¢nih celic, t. i. tu-
morsferoidi, sferoidi tumorjev, pridoblienih iz tkiv, in orga-
notipski veccelicni sferoidi (preglednica 1) (13). Metode 3D
biotiska pri raku jajénikov so zaenkrat Se manj razvite.
Ceprav e vedno ni popolnega 3D modela in vitro, ki bi
nadomestil trenutne predklinicne modele in vivo, razvoj no-
vih metod in tehnologije premika podrocje k natanénejSemu
pristopu proucevanja tumorjev in odzivu na zdravilne ucin-
kovine (14, 15).

RAK JAJCNIKOV IN NJEGOVO
ZDRAVLJENJE

Rak jaj¢nikov predstavlja heterogeno skupino tumorjev (5).
Glede na histologijo in stopnjo diferenciacije ga tradicio-
nalno delimo na tumorije tipov | in Il. Tip | so ve€inoma tu-

25 % primerov in vkljuCujejo serozne, endometrioidne,

svetloceli¢ne in mucinozne tumorje. Tumoriji tipa | izvirajo
iz predneoplasti¢nih lezij ali endometrioze, obicajno napre-
dujejo pocasi in imajo boljSo prognozo. Tumorii tipa Il so
serozni karcinomi visokega gradusa (HGSOC), ki nastanejo
de novo iz povrsinskega epitelija jajcnikov ali jajcevodov in
predstavljajo ve¢ kot 70 % vseh primerov raka jajcnikov
(16, 17).

Zdravljienje raka jaj¢nikov je obiCajno operativno, sledi ke-
moterapija, kot je prikazano na sliki 1. Najpogosteje upo-
rabljana zdravila za kemoterapijo so derivati platine in tak-
sani. Ta zdravila inducirajo apoptozo v tumorskih celicah
(18). Trenutno cilino zdravljenje uporabljamo samo za iz-
boljSanje uCinkovitosti standardnega zdravljenja. Ena izmed
novih moznosti zdravljenja vkljucuje zaviralce encima poli-
ADP-riboza polimeraze (zaviralci PARP), kot je zdravilo ola-
parib. Proteini PARP so vkljuCeni v regeneracijo celic po
posSkodbah, ki jih povzrodi kemoterapija. Zaviralci PARP
ustavijo regeneracijo celic in posledi¢no rast tumorja (16).
Druga moznost zdravljenja vkljuuje bevacuzimab, mono-
klonsko protitelo, ki zavira vaskularni endotelijski rastni de-
javnik A (VEGF-A) in blokira angiogenezo. Raziskave kazejo
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tudi, da so zaviralci tirozin kinaz RTK (npr. zdravilna ucin-
kovina ponatinib) u¢inkoviti pri zdravljenju razli¢nih malignih
rakov z zaviranjem proliferacije tumorskih celic (19).

Zaviralci imunskih kontrolnih tock, kot sta pembrolizumab
in nivolumab, ki sta najpogosteje uporabljana v onkologiji
za zdravljenje HGSOC sta v zgodnijih klini¢nih fazah. Gre
za monoklonska protitelesa, ki sprozijo aktivacijo imunskih
celic T za napad na rakave celice. Terapija z modificiranimi
celicami T (CAR-T) je ucinkovita pri zdravlienju hematoloskih
malignih bolezni, vendar je njen uspeh pri zdravljenju so-
lidnih tumorjev omejen zaradi slabe ucCinkovitosti in visokih
stroSkov (20). Terapija s transgenimi T-limfocitnimi receptorji
(TCR-T) predstavlja alternativni nacin zdravljenja za tovrstne
tumorje (20). Medtem ko so pri terapiji CAR-T tar¢ni antigeni
le proteini celicne povrsine, TCR-T lahko prepozna tudi
fragmente znotrajceli¢nih proteinov, ¢e so prikazani na mo-
lekulah poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa
(MHC). To je tako prednost kot slabost TCR-T, saj je odvi-
sna od predstavitve molekul na MHC. Pri imunolosko neod-
zivnih tumorjih bo imela somatska izguba HLA-1 negativen

vpliv na TCR-T. CAR-T je kljub temu vstopila v predklini¢na
preskusanja (21). Za zdravljenje raka jaj¢nikov sta CAR-T
in TCR-T trenutno v zacetnih fazah klini€nega preskuSanja
(20, 22).

Konvencionalno zdravljenje ni specificno, cilia na splosne
podobnosti fiziologije rakavih celic in ne na posamezne
dejavnike, ki se pojavijo pri pacientkah. To omejuje ucin-
kovitost zdravljenja in vodi do nezelenih Klini¢nih izidov ter
ponovitve raka, ki pa je odporen na zdravljenje. Zato so
potrebni novi, selektivni nacini zdravljenja.

MODELNEVCELICNE LINIJE
RAKA JAJCNIKOV

Gojenje 2D tumorskih celi¢nih linij raka jajcnikov je prepro-
sto, poceni in omogoca ucinkovito testiranje razlicnih zdra-
vilnih ucinkovin. Vendar ti modeli ne reproducirajo tumor-

NACINI ZDRAVLJENJA RAKA JAJCNIKOV
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Slika 1: Nacini zdravijenja raka jajcnikov. Izdelano s pomodjo BioRender.com.
Figure 1: Ovarian cancer treatment methods. Content created by using BioRender.com.
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skega mikrookolja zaradi pomanjkanja medsebojne pove-
zanosti in prisotnosti zunajceliCnega ogrodja, vklju¢no z
molekulami, kot so kolagen, elastin, glikoproteini, glikoza-
minoglikani, proteoglikani in rastni dejavniki, ki so klju¢ni
za vpliv terapije. Celi¢ni modeli ne zajemajo epigenetske,
inter- in intratumorske kompleksnosti ter ne simulirajo infil-
tracije celic, nekroze tumorja in mikrovaskularne proliferacije
(23, 24). Poleg tega so Stevilne signalne poti, ki so vklju¢ene
v kemorezistenco, spremenjeno aktivirane v enoslojnih kul-
turah, kar daje veliko lazno pozitivnih rezultatov pri reSetanjin
z uporabo 2D celi¢nih modelov (25, 26).

3D celi¢ni modeli so postali klju¢ni del celi¢ne biologije, saj
verodostojno reproducirajo znacilnosti in mikrookolje ra-
kavih celic. Primerjava modelov 2D in 3D celi¢nih kultur je
prikazana na sliki 2 ter podrobno opisna v preglednem
Clanku Zottel in sod. (25). Uporaba 3D modelov omogoca
natanénejSo reprodukcijo fizioloskin pogojev, vklju¢no s
kompleksnimi interakcijami med celicami in zunajceli¢nim
ogrodjem. Zato so 3D celi¢ni modeli pogosto obcutljivejSi
na terapije z zdravilnimi ucinkovinami. Raziskave kazejo,
da so celice v notranjosti tumorja, ki so povezane z zunaj-
celicnim ogrodjem, odpornejSe na zdravljenje v primerjavi
s tistimi, ki niso v stiku z zunajcelicnim ogrodjem (27, 28).
To poudarja pomembnost uporabe 3D modelov pri simu-

laciji realnih pogojev in pridobivanju relevantnejSih rezultatov
pri raziskavah in testiranjih.

Domcke in sod. so 47 celi¢nih linij raka jajénikov razvrstili
glede na njihovo genetsko podobnost s HGSOC (26). Nato
S0 Barnes in sod. z uporabo transkriptomskih podatkov
45 pogosto uporabljanih celi¢nih linij raka jajcnikov razvrstili
v pet skupin, ki predstavijajo pet glavnih podtipov raka
jajcnikov (29). Haley in sod. so sistemati¢no proucevali na-
bor 2D celi¢nih linij HGSOC ter spremljali proliferacijo, klo-
nogenost, fenotip, epitelno-mezenhimske transformacije
in odpornost na cisplatin. Ugotovili so, da so najbolj agre-
sivne celicne linije OVCAR-5, OVCAR-8 in Kuramochi. Ce-
licna linija COV362 je bila najbolj odporna na cisplatin,
medtem ko je bila Caov-3 najbolj odzivna (30). TakSna si-
stemati¢na karakterizacija predstavlja dragocen vir infor-
macij pri razvoju aplikacij, kot so modeliranje bolezni, ge-
netske in epigenetske raziskave, temeljne raziskave,
raziskave raka ter razvoj in testiranje zdravilnih ucinkovin.
Za 3D modele podobne karakterizacije Se niso naredili.
Trenutno je visoko zmogljivo reSetanje z uporabo modelov
3D celi¢nih kultur Se vedno v razvoju, Ceprav so sferoidi
pokazali spodbudne rezultate, pripomogli pa so tudi k od-
krivanju novih proteinskih tar¢ v tumorskem mikrookolju.
Protokoli za pripravo 3D celiénih modelov so preprosti za
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Slika 2: Primerjava 2D in 3D modelov celi¢nih kultur. Izdelano s pomodjo BioRender.com.
Figure 2: Comparison between 2D and 3D cell culture models. Content created by using BioRender.com.
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uporabo in prenosljivi na razlicne formate mikrotitrskih
ploS¢, kot so plosce s 96 ali 384 vdolbinami (8, 31).

METODE 3D BIOTISKA

Med 3D celicne modele uvrs¢amo vecceliCne tumorske
sferoidne modele, sferoide rakavih mati¢nih celic, t. i
tumorsferoide, sferoide tumorjev, pridobljenih iz tkiv, in or-
ganotipske veccelicne sferoide. 3D celicne modele lahko
pripravimo z ogrodjem in brez ogrodja (25). Glavni namen
ogrodja je posnemanije naravnega zunajcelicnega ogrodija.
Le-ta celicam zagotavlja mehansko podporo, omogoca
medcelicno komunikacijo ter aktivira klju¢ne celicne pro-
cese (npr. adhezija, migracija, proliferacija in diferenciacija).
3D biotisk je ena izmed metod, s katero pripravljamo sfe-
roide z ogrodjem.

3D biotisk je napredna tehnika, ki omogoca konstrukcijo
kompleksnih struktur za ponazoritev naravne arhitekture
tkiv in vitro. Od leta 2014 to metodo uporabliamo za ustvar-
janje 3D modelov v laboratorijih po vsem svetu (32). Bioti-
skanje omogoc¢a nadzor nad mehanskimi in bioloskimi last-
nostmi 3D struktur z visoko locljivostjo v ravninah X, Y in
Z. S pomocjo specializiranih biomaterialov lahko odziv ali
aktivnost celic natan¢no prilagodimo, tako da posnemajo
okolje in vivo. Biocrnilo za 3D biotisk je specializirana snov,
ki jo uporabliamo za ustvarjanje 3D struktur z natan¢nim
plastenjem biomaterialov, zmesanih z zivimi celicami. Raz-
voj pri formulaciji biomaterialov, pristopih za krizno pove-
zovanje ter racunalniSko podprtem oblikovanju je razsiril
uporabo 3D biotiska na podrocjih tkivhega inzeniringa, re-
generativne medicine in presejalnih testov za zdravila (25).
Poznavanije razli¢nih metod 3D biotiska, kot so stereolito-
grafija, inkjet biotiskanje, lasersko biotiskanje in ekstruzijski
biotisk, ter razumevanje prednosti in slabosti teh metod
bosta pomagala izbrati ustrezno metodo biotiska za apli-
kativno uporabo v znanosti (preglednica 2 in slika 3).

TEHNIKE 3D BIOTISKA
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@ J Oblike biotiskanja b4
4 Primer invazije
Y
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A ,
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iztis biomateriala v 3 / s .
L mrezni biotisk oblik v krogu ) biomaterial
21 , 7
(T== ) dl
N prvi sloj celic z
Kapljicno Dvoslojno  ~ biomaterialom
biotiskanje (kapljica na kapljici) * .
5
N

Injekt biotisk

]
Termalni ali
X piezoelekti¢ni
aktuatorjl

I
4‘;‘ Biomaterial
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@ Digitalna stereolitografija (DLA)
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Slika 3: Graficni prikaz najpogosteje uporabljanih tehnik 3D biotiska. Izdelano s pomocjo BioRender.com.
Figure 3: Graphic representation of the most commonly used 3D bioprinting techniques. Content created by using BioRender.com.

235 Farm Vestn 2024; 75

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI



[onzes ‘ljoxqo104d JUOISOP -
oupobn OUAOUBD -
AOeUSIEW QBA Blloelbelul -

Jnpnas
AOJelBIBW BlueySh
yiusye|dwioy enejepzi -
(8¢ ‘) IS0 U Bfonjosal ezl - (eny G8-09 g0k | 0001-002| ,0k % 0e-9 1eHo
eysnud ebeMosIA Ipelez Msliznnsy3
AOJels1BeW YaAp sluesaw)
21|90 8gpPoXs0od 1SOUZOW -
aluexsnoiq OueISHeOY -
IloPOW 1UQI[BIJOA -
B|IUJIQ0Iq 1SOUZOMSIA
Ul B101SOB BUQI[©D IOSIA -
IMSOJIS IMOSIA - AO[elIa1BW Q0A elloelbeul -
eyueMsnolq oAeldud Jnpjnas
(9¢e) €z |0x030.d us)e|dez - ylussie|dwos enejepz| - G6 < g0=,0} 00+-0} 0008—F | sholq MsieseT
enlda BS1 1SoUQUBIBU BYOSIA -
©efBUuQISHO101D 1SOUZOW - Ueol|eo eu |IS Yluzuls zaiq -
ey
Aodipod yiuglieo yiugljzes
Q0A 8[UeXSIl OUABIYEZ - epolswW eAll[bowzoMOoSIA -
(ge) olfjdey soxijen alueysnoiq oy - G6-0. O} > 05-0¢ 2l-g'c 3sholq 1eul
SUWLIOHUN ©Z8S0p 8uU - 1SOjeAIZald BUQIBO BXYOSIA -
B|IUJIQ0Iq 1SOUZOMSIA
Ul B101SOb BUQIIGD MZIU -
IMSOJIS OSIA - | AodID YiupinoMiL eAelepz! -
Ileusrew AOJeUSIEW QBA Blloelbaul -
. 190feJiziiswiiodolo) anpinis
(ve ‘ee) ouonliMz - Yiusse|duoy erejepz! - @8 <| 00} ge 000G > | Eljesboyjoaiels
enlda BS1] 1SOUQUBIEU BYOSIA -
©efBUQISH010M0 1SOUZOW - Ueol|ed eu |IS Yluzuls zeiq -
(%) o0 (wyo199) (wrl) (s-eqw) exsnoig
Boualaley nsoqe|s isoupaid amo.>_N ejoysob B)Snolq| epuJ4goiq e mvo.am_z
= euglje) | elionjosay | }SOUZOYSIA

AOMINQIVI vMVY IPNVAINIdON VZ VAO L3N VNAILYAONI LOM MSILOId ae

"senbjuyos) Bupuudolq gg jusleyp Jo sebejueapesip pue sebejuepy g 8|qel
"BIUBYSIOIG S YUY} YIU|ZBI ISOGEIS Ul JSOUDAlS g BIIUpa|Bald

N

stn 2024;

Is
S

)
>

@
w




Stereolitografija temelji na polimerizaciji na svetlobo ob-
Sutljivega bioCrnila, pri Cemer kot vir osvetlitve uporabliamo
ultravijolicno (UV) svetlobo. UV svetloba omogoca iziemno
hitro procesiranje, ki se lahko izvaja na dva razli¢na nacina.
Pri tehniki, ki temelji na laserju, se strjevanje vsake plasti
doseze tockovno, s pomodjo sistema za opticno skeniranje
(slika 3). Po drugi strani pristop digitalne svetlobne projek-
cije uporablja digitalno napravo z mikro ogledali za krizanje
celotnega prereza 3D strukture (39).

Inkjet biotiskanje vkljuCuje nadzorovano sproscanje bioCr-
nila na substrat s pomocjo termicnih ali zvocnih pritiskov.
Termicno brizgalno biotiskanje vklju€uje manipulacijo bio-
¢rnila s toploto (slika 3), kar povzroli njegovo izparevanje
in iztis iz Sobe (40).

Lasersko biotiskanje je tehnika, ki uporablja utripajodi la-
serski zarek na tristranski trak, sestavljen iz lasersko pre-
pustnega stekla, lasersko absorbirajotega kovinskega sloja
(na primer titana ali zlata) in bio¢rnila (slika 3). Ta pristop ne
zahteva Sobe in ne vklju€uje neposrednega stika. Energija
laserskega Zarka se absorbira v tristranskem traku, kar
hitro povzroci tvorbo lokaliziranega mehurcka na nasprotni
strani. MehurCek nato iztisne doloCeno koliCino bioCmila
na sprejemno podlago (28).

Ekstruzijski biotisk uporablja pritisk za iztis bioérmila v nad-
zorovani razporeditvi (slika 3), da se ustvari zelena 3D bio-
tiskana struktura (41). Tehnika je zdruZljiva z razli¢nimi bio-
materiali (42). Pogoji pri ekstruzijskem biotisku so dovolj
mili, da omogocajo prezivetje celic ter posledicno uporabo
Siroke palete celic in tkivnih konstruktov z edinstvenimi
lastnostmi pri fizioloSko relevantnih gostotah celic (43). Za-
radi vsestranskosti, preprostosti in stroSkovne uc¢inkovitosti
je ta metoda trenutno najpogosteje uporabljana metoda
3D biotiska, ki jo uporabliamo predvsem na podrocjih tkiv-
nega inzenirstva in regenerativne medicine (44). Ekstruzijski
biotisk so uspeSno uporabili za ustvarjanje in vitro koze,
hrustanca, rekonstrukcije kolena, miSicnega tkiva, mas-
¢obnega tkiva, krvnih Zil in organoidov (43, 45-47).

UPORABA 3D BIOTISKA ZA
MODELIRANJE RAKA
JAJCNIKOV

Najpogosteje uporabljiana tehnika za 3D biotiskanje modela
raka jajcnikov je ekstruzijski biotisk. Tehnik, ki temeljijo na
principu stereolitografije, inkjet in laserskega biotiska, v li-
teraturi do sedaj Se niso opisali za modeliranje raka jaj¢ni-
kov. Najpogosteje uporabljani biomateriali so naravni poli-

meri na osnovi celuloze in kolagena, alginati in tudi polsin-
tezni polimer zelatine in metakrilata (gelatin-methacryloyl,
GelMA).

S pomocjo ekstruzijskega biotiskalnika so znanstveniki na-
tisnili kokulturni model in uporabili celi¢ne linije raka jajcnikov
OVCAR-5 in fibroblastov MRC-5, ki so bili natisnjeni na
osnovi kapljicnega biotiskanja v kombinaciji z biopolimerom.
Tvorili so ponovljive vecCceliCne konstrukte z nadzorovano
velikostjo konstrukta. Ta pristop lahko sluzi kot inovativni
kokulturni model, ki vkljuCuje tumorske in stromalne celice
ter obeta zmogljivo in robustno reSetanje zdravilnih ucin-
kovin (41, 48, 49) . Biotiskanje ni le koristno pri ustvarjanju
biolosko in fizioloSko relevantnin modelov, temved tudi
omogoca konstrukcijo modelov, povezanih z normalnimi
tkivi za analizo uginkovitosti in nezelenih ucinkov hkrati (6).
Druga raziskava opisuje 3D biotiskani model raka jaj¢nikov,
pripravljen iz zelatine in alginata z vkljucenimi rakavimi ce-
licami SKOV-3 in z rakom povezanimi fibroblasti (cancer-
associated fibroblasts, CAF). Opazili so, da se celice v ta-
kem 3D modelu samodejno zdruzujejo v agregate in da
celice CAF obkrozajo rakave celice. Rezultati so pokazali,
da celice na obrobju strukture bolj proliferirajo oz. se delijo
v primerjavi s celicami v sredini, ker so bolj izpostavljene
hranilom in kisiku, kar kaze na vzpostavitev gradienta plinov
in hranil skozi biotiskane strukture, ki je ena glavnih znacil-
nosti naravnih tumorjev (50).

Z uporabo ekstruzijskega biotiskalnika ter biomaterialov
GelMA in alginata so znanstveniki leta 2021 izdelali 3D ti-
skan model jaj¢nika in vitro. Uporabili so komercialno do-
stopne celi¢ne linije COV434, KGN in ID8 ter primarne so-
matske celice jajcnika za izvedbo tiskanja 3D struktur z
vklju€enimi celicami. Rezultati so pokazali, da je GelMA
primeren za izdelavo 3D tiskanih struktur, saj so zadostovali
kriterijem meritve higroskopnosti, kinetike razgradnje in
ohranjanja oblike biomateriala. Prezivetje somatskih celic
jajénikov je bilo nizje kot pri komercialnih celi¢nih linijah.
Kljub temu je sistem 3D tiskanja na osnovi GelMA zagota-
vljal ustrezno mikrookolje za folikle jaj¢nika, ki so uspesno
rasli, pocili ter sprostili zrelo jajéece v opornih strukturah
(61).

PROUCEVANJE MIGRACIJE IN
INVAZIJE S POMOCJO 3D
BIOTISKANJA

Razumevanje, kako rakave celice migrirajo ter kako me-
hanska in kemijska sestava zunajcelicnega ogrodja vplivata
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na migracijo, je klju¢no za raziskovanje metastatskega pro-
cesa, ki je odgovoren za vecino smrti, povezanih z rakom.
Migracijo in invazijo povezujemo z napredovanjem raka in
razvili so Stevilne metode z namenom razumevanja teh
procesov, VKkljucno z migracijskimi testi z uporabo tran-
smembranskih komor, testi celienja ran, testi obomodja iz-
kljucitve celic in sledenjem celic v Casu pri 2D celicnih kul-
turah (52).

Pri nastanku metastaz raka jajcnikov se posamezne celice
ali skupki celic, ki izvirajo iz tumorja, razsirijo s peritonealno
tekoc¢ino po trebusni votlini in tvorijo veccelitne tumorske
sferoide ali agregirane tumorje. Ta pojav je tezko reprodu-
cirati in vitro z uporabo tradicionalnih 2D enoslojnih celi¢nih
kultur, ker ne izrazajo celi¢nih povrSinskih proteinov, po-
trebnih za tvorbo metastaz v taksni meri kot 3D celi¢ne
kulture (53, 54).

Uporaba 3D biotiska kot metoda za izdelavo ogrodij v
testih celi€ne migracije ali invazije ponuja alternativo obi-
¢ajnim tehnikam. S pomocjo 3D biotiska lahko ustvarjamo
veCnamenske strukture z natancnimi oblikami, kot so ka-
pliice, kapljica na kapljicah ali kompleksnejse oblike. Bio-
materiali, uporablieni v teh testih, morajo biti kompatibilni
s celicnimi linijami ter zagotavljati ustrezno prepustnost za
prehajanje hranil in kisika. Po drugi strani mora imeti bio-
material dobro opredeljene mehanske lastnosti, kot so ela-
sti¢nost, togost in poroznost (55). Togost izbranih polime-
rov, ki simulirajo zunajceli¢no ogrodje, ima klju¢no viogo
pri modeliranju invazije in migracije pri 3D modelih (56, 57).
Kolagen iz zunajceli¢nega ogrodja, ki obdaja tumorije, je
kljuCen za preoblikovanje tumorskega mikrookolja. V 3D
modeliranju najpogosteje uporabliamo kolagen tipa | (58).
V zdravem parenhimskem tkivu je obmocje tlaka od 440
Pa do 770 Pa (59, 60). V primeru tumorskega tkiva se tlak
poviSa do najveC 35.000 Pa. Visja stopnja togosti v pri-
merjavi z zdravim tkivom nastane zaradi preureditve kola-
gena znotraj tumorskega mikrookolja (61). Raziskovalci so
ugotovili, da vkljuCitev telopeptidnih regij na konicah molekul
kolagena v strukturo biomateriala vodi do povecane togosti,
kar zagotavlja vecjo stabilnost znotraj kulture. Primer telo-
peptidnega biopolimera je TeloCol-10, sestavljen iz 95 %
kolagena tipa | in 5 % kolagena tipa lll. Uporaba telopep-
tidnih biomaterialov ima pomembno viogo pri optimizaciji
protokolov za proucevanje invazije, saj celice iz predhodno
natisnjenega sferoida lahko preidejo v naslednii sloj bio-
materiala. S pomocjo gojitvenega medija in atraktantov
lahko boalj cilino izzovemo proces invazije in merimo ¢aso-
vno obdobje prehajanja celice iz tocke O v tocko 1, saj se
celice premikajo v smeri atraktantov in hranil. Te aplikacije
zahtevajo daljSe inkubacijske Case za opazovanje celi¢nega
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obnasanja. Uporabne so tudi za spremljanje ucinka doda-
nih zdravilnih u¢inkovin (62).

SKLEP

Podrocje 3D biotiska je v zadnjih petih letih doseglo znaten
tehnoloski napredek in postalo najobetavnejSi pristop za
razvoj 3D konstruktov tumorskega tkiva, ki jih je mogoce
uporabiti kot modele za prouCevanje biologije raka in reSe-
tanje novih zdravilnih ucinkovin. V primerjavi z 2D modeli
3D modeli raka natan¢neje reproducirajo znadilnosti dejan-
skih tumorijev, vkljuéno z interakcijami med celicami ter med
celicami in zunajcelicnim ogrodjem. Biotiskanje ima poten-
cial za izboljSanje modeliranja tumorskega mikrookolja in
vitro na podro¢ju 3D modelov. Izbor tehnike biotiskanja te-
melji na razli¢nih kriterijih, vkljucno z vrsto uporabljenih bio-
materialov, Zelenimi dimenzijami, obliko in kompleksnostjo
izdelanih modelov in vitro. Biotisk omogoca natan¢no raz-
poreditev razli¢nih celic z biomaterialom, kar vodi v ustvar-
janje zapletenih 3D struktur, ki posnemajo mikroarhitekturo
tumorija, in je lahko uporaben pri proucevanju molekularnih
in bioloskih vzrokov raka. VKljucitev tehnologije 3D biotiska
za pripravo ponovljivega 3D modela raka jajcnikov bo omo-
gocila hitro in u€inkovito testiranje ve¢ zdravilnih ucinkovin.
ObstojeCe metode biotiskanja je mogoce Se izboljSati,
ustvariti nove biomateriale in doseci pravo ravnovesje med
bioloSkimi in mehanskimi dejavniki za ustvarjanje zaplete-
nejsih in bolj realisti€nih modelov raka in vitro. Dodatno bi
lahko tehnike 3D biotiskanja napredovale v Cetrto dimenzijo
z uporabo pametnih materialov in nanodelcey, ki se lahko
odzovejo na zunanje drazljaje. To bi omogocilo simulacijo
razlicnih stopenj raka s programiranjem Sirjenja in/ali raz-
gradnje hidrogelnega matriksa.

IZJAVA

Pregledni ¢lanek je rezultat sodelovanja avtoric Vesne Ko-
kondoske Grgi¢, Mase Sinreih in lvane JovCevske v sklopu
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