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Достижения в области клеточной и молекулярной биологии привели к развитию персонализирован-
ной медицины, направленной на адаптацию методов диагностики и лечения для каждого конкретно-
го пациента. Одним из таких достижений считается 3D-биопринтинг. Методы 3D-биопринтинга поз-
воляют воссоздать микроокружение опухоли (tumor microenvironment, TME) пациента, максимально
точно отражая ключевые этапы распространения рака, такие как инвазия, интравазация и ангиогенез.
В качестве биочернил для 3D-печати используют разные типы клеток в зависимости от опухоли. В ос-
новном исследования в данной области концентрируются на нескольких направлениях: оптимизация
биочернил и конструкций, выбор между использованием иммортализованных или первичных кле-
точных линий для печати и тестирование противоопухолевых агентов в 2D- и 3D-моделях различных
злокачественных опухолей. Таким образом, разработка 3D-моделей TME создает условия для опти-
мизации стратегии лечения опухоли in vitro. В настоящем обзоре описаны уже существующие 3D-мо-
дели TME различных нозологий и перспективы их использования в онкологии.
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На фоне растущего интереса к использованию
иммунотерапии для лечения онкологических
больных становится крайне важно оценить воз-
можность формирования идентичной пациенту
модели опухоли с имитацией иммунного профи-
ля и ее микроокружения (tumor microenvironment,
ТМЕ) (Олейник и др., 2020).

Опухоль включает несколько типов клеток,
каждый из которых играет определенную роль в
развитии и скорости прогрессирования заболева-
ния, а также в прогнозе и исходе лечения. Опу-
холь каждого конкретного пациента уникальна за
счет гетерогенности клеток, набора молекуляр-
но-генетических маркеров, а также собственного
спектра продуцируемых биологических веществ
и состава рецепторов (Скворцова и др., 2014).

Недавние исследования показали, что различ-
ные типы клеток, обнаруженные в ТМЕ, важны
для модуляции биологии опухоли, а также для ре-
акции на лекарственные соединения (Jeffries
et al., 2020). Основной проблемой при разработке
потенциальных противоопухолевых препаратов и
методов лечения является несоответствие эффек-
тивности кандидатов in vitro и in vivo (Vanderburgh
et al., 2017). В отличие от монослойных культур
клеток на плоских поверхностях, которые не спо-
собны воспроизвести характеристики естествен-
ного TME, сфероиды имитируют нативные тка-
ни, повторяя их архитектонику, спектр раствори-
мых веществ, экспрессию ряда рецепторов,

сложные взаимодействия клеток между собой, а
также внеклеточный матрикс (ВКМ) (Просекина
и др., 2019; Межевова и др., 2020а). Таким обра-
зом, создание опухолевых 3D-моделей позволяет
решить проблему пространственного расположе-
ния гетерогенных клеток в культуре, а также ими-
тировать естественное поведение TME in vivo как
на фенотипическом, так и на генетическом уров-
нях (Meng et al., 2019).

В настоящем обзоре рассмотрены последние
достижения в области 3D-биопринтинга TME и
перспективы их использования в онкологии.

TME
Микроокружение опухоли характеризуется

двунаправленной связью между множеством кле-
точных и неклеточных компонентов, оказывая
влияние на развитие и прогрессирование рака
(Jin M., Jin W., 2020). TME представляет собой
строму с клетками различного типа: ангиогенные
сосудистые, инфильтрирующие иммунные, эн-
дотелиальные, стромальные клетки, сопутствую-
щие белки внеклеточного матрикса и внеклеточ-
ные сигнальные молекулы (хемокины, цитоки-
ны, факторы роста, метаболические регуляторы)
(Altorki et al., 2019; Олейник и др., 2020).

Ангиогенез является одним из основных фак-
торов прогрессирования и метастазирования
опухоли (Hanahan, Weinberg, 2011) (рис. 1). Вслед-
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ствие структурных и функциональных измене-
ний свойств сосудистой сети внутри опухоли по-
являются участки гипоксии. Гипоксия в опухоли
может повлиять на экспрессию генов опухолевых
клеток, тем самым увеличивая выживаемость
клеток и их устойчивость к апоптозу (Trédan et al.,
2007). Процесс ангиогенеза регулируется рядом
факторов роста, таких как фактор роста тромбо-
цитов (PDGF), фактор роста фибробластов
(FGF), трансформирующий фактор роста α
(TGF-α) и фактор роста эндотелия сосудов
(VEGF) (Fukumura et al., 1998).

Известно, что состав и функции иммунных
клеток в TME значительно различаются между
разными типами злокачественных опухолей. Ме-
таболические изменения и недостаток питатель-
ных веществ меняют фенотип и функции T-лим-
фоцитов в пределах TME (Zhang et al., 2017). Ис-
следователи сходятся во мнении, что T-клетки в
TME находятся в состоянии анергии, т.е. гипоре-
активности с нарушенной пролиферацией и сек-
рецией интерлейкина-2 (IL-2) (Jiang et al., 2015).
Недостаток глюкозы в TME может стать одной из
причин подобного состояния. Поскольку основ-
ной метаболической программой опухолевых
клеток является гликолиз, опухолевые клетки за-
хватывают больший процент глюкозы из TME,

вследствие чего Т-клетки лишаются энергетиче-
ского субстрата. Таким образом, Т-клетки полно-
стью не активируются, и поэтому уменьшается их
экспансия и дифференцировка, что приводит к
снижению эффекторных функций Т-клеток в
TME (Chang et al., 2013). Выделяют еще несколько
основных причин нарушения функций Т-клеток в
TME: отсутствие распознавания Т-клеточными
рецепторами, потеря способности к клональной
экспансии антигенспецифических Т-клеток
(Töpfer et al., 2011), подавление иммунной актива-
ции опухолевыми ингибиторами костимуляции
(Pardoll, 2012) и др. (Gajewski, 2007).

В свою очередь, иммунные клетки тесно взаи-
модействуют со стромальными, включая опу-
холь-ассоциированные фибробласты (ОАФ)
(Lakins et al., 2018). Фибробласты составляют зна-
чительную часть стромальных элементов злока-
чественных опухолей. В покоящемся состоянии
фибробласты не обладают активированным фе-
нотипом и продуцируют компоненты ВКМ (кол-
лаген, гликозаминогликаны и гликопротеины),
которые необходимы в случае ремоделирования
тканей, например, при формировании фиброза.
Активация ОАФ происходит за счет факторов
микроокружения, таких как трансформирующий
фактор роста β (TGF-β), bFGF. ОАФ продуциру-

Рис. 1. Схема взаимодействия TME и стромальных клеток опухоли, а также распространение опухолевых клеток и ин-
травазация в кровеносные сосуды. 1 – секреция ВКМ; 2 – рекрутирование провоспалительных клеток; 3 – ангиогенез;
4 – циркулирующие опухолевые клетки; 5 – диссеминирование опухолевых клеток. CAF – опухоль-ассоциированные
фибробласты.
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ют сигнальные белки (фактор роста гепатоцитов
(HGF), а также гормоны и цитокины), способ-
ствуя усилению пролиферации опухолевых кле-
ток (Avnet et al., 2019). Кроме того, ОАФ экспрес-
сируют факторы ангиогенеза, такие как VEGF и
PDGF. Потенциальными источниками ОАФ мо-
гут быть активированные факторами роста ме-
зенхимальные стволовые клетки из костного моз-
га или эпителиальные/эндотелиальные клетки,
которые приобретают свойства мезенхимальных
клеток через эпителиально-мезенхимальный пе-
реход/эндотелиально-мезенхимальный переход
(ЭМП/ЭндМП) (Anderberg et al., 2009). ОАФ проду-
цируют матриксные металлопротеиназы (ММП),
которые оказывают влияние на ангиогенез и ме-
тастазирование клеток, способствуя инвазии
опухолевых клеток (Kalluri, Zeisberg, 2006). ОАФ
не подвержены апоптозу, и их активация необра-
тима.

Подвидом активированных фибробластов яв-
ляются миофибробласты. Миофибробласты об-
ладают комбинированными свойствами фиброб-
ластов и гладкомышечных клеток (Arneth, 2019).
Миофибробласты, в отличие от фибробластов,
характеризуются экспрессией гладкомышечного
актина-α (α-SMA) в ответ на стимуляцию TGF-β
и PDGF и при онкогенезе (Choi et al., 2018). Мио-
фибробласты продуцируют стромальный фактор
роста-1 (SDF-1), который усиливает рост опухо-
ли и метастазирование через рецептор CXCR4.
Помимо этого, миофибробласты секретируют
компоненты, которые стимулируют инвазию опу-
холевых клеток – инсулиноподобный фактор ро-
ста 1 (IGF-1), HGF, VEGF, IL-6 (Affo et al., 2017).

Эндотелиальные клетки локализуются в лим-
фатических и кровеносных сосудах и формируют
сосудистую сеть опухоли. Пролиферация эндоте-
лиальных клеток может быть инициирована
VEGF или bFGF (Hanahan, Weinberg, 2011).

Одной из субпопуляций опухолевых клеток
являются опухолевые стволовые клетки (ОСК),
которые взаимодействуют с TME посредством
активации сигнальных каскадов Notch-1 и PI3K
(Mao et al., 2013; McAndrews et al., 2015). ОСК спо-
собствуют выработке фактора, индуцируемого
гипоксией 1-альфа (HIF-1α), VEGF и проангио-
генных факторов и могут оставаться жизнеспо-
собными в условиях гипоксии благодаря ОАФ и
ЭМП (Chang et al., 2008; Lam, 2013). Кроме того,
данный тип опухолевых клеток способен прони-
кать в базальные мембраны и мигрировать в отда-
ленные органы и ткани, где образуют метастати-
ческие очаги. В то же время одной из основных
функций ОАФ являются секреции экзосом, кото-
рые стимулируют миграцию клеток. Экзосомы
представляют собой везикулы, просвет которых
заполнен различными клеточными белками
(HRAS, KRAS, BCR-ABL, miR125b, miR130b,
miR155), а также цитокинами и хемокинами
(Boyiadzis, Whiteside, 2017), а на мембране присут-
ствуют рецепторы, выполняющие различные
функции.

Мезенхимальные стволовые клетки (МСК)
представляют собой негематопоэтические муль-
типотентные стволовые клетки, которые диффе-
ренцируются в мезодермальные линии, такие как
остеоциты, адипоциты, хондроциты, а также эк-
тодермальные (нейроциты) и энтодермальные
линии (гепатоциты). МСК экспрессируют по-
верхностные маркеры CD29, CD44, CD73, CD90,
CD105 и обладают иммуномодулирующими
свойствами. МСК взаимодействуют с опухолевы-
ми клетками посредством иммунных рецепторов
и секреции цитокинов (Ullah et al., 2015).

Немаловажным аспектом в формировании
специфичного иммунного профиля TME являет-
ся мутационная нагрузка опухоли. Особенности
мутационной нагрузки индуцируют фенотипиче-
ские, функциональные и эпигенетические изме-
нения в клетках. Известно, что эпигенетические
изменения генов, связанных с клеточным цик-
лом, инактивацией p53 и нарушениями в системе
репарации ДНК, приводят к гиперметилирова-
нию иммунных клеток. При исследовании рака
легкого среди лимфоцитов у больных были обна-
ружены клетки с аномальным метилированием
генов, в том числе p53. Вероятно, что внутри опу-
холевых участков происходит сложное сигналь-
ное взаимодействие между опухолевыми, иммун-
ными и стромальными клетками, которое влияет
на возникновение аберрантных эпигенетических
событий.

В настоящее время становится все более оче-
видным, что фактический состав TME, а также
то, какое влияние он оказывает на развитие и
прогрессирование рака, может варьировать в за-
висимости от пациента и типа рака. Поэтому це-
лесообразно использовать первичные клеточные
линии для создания опухолевых 3D-моделей
(Межевова и др., 2020б; Шамова и др., 2020).

МЕТОДЫ 3D-БИОПРИНТИНГА
Существует три базовых метода биопринтин-

га: струйный, лазерный и печать на основе экс-
трузии; для каждого из них используют специаль-
ные биочернила (рис. 2).

Независимо от источника, биочернила долж-
ны обеспечивать жизнеспособность клеток в за-
данной структуре, а также обладать подходящими
механическими свойствами для биопечати и со-
хранения формы объекта (Masaeli, Marquette,
2020). Наиболее распространенным способом по-
строения трехмерных тканей является использо-
вание гидрогелей в качестве материалов для кар-
касов. Гидрогели обеспечивают опорную струк-
туру для клеток во время 3D-культивирования.

Преимуществами струйных биопринтеров яв-
ляются невысокая стоимость приборов и способ-
ность одновременно печатать несколькими типа-
ми клеток. Однако данный метод ограничен выбо-
ром материала, для него подходят лишь гидрогели
с низкой вязкостью. Дополнительными минусами
метода являются неоднородность струи, а также



392

ЖУРНАЛ ОБЩЕЙ БИОЛОГИИ  том 82  № 5  2021

ТИМОФЕЕВА и др.

непостоянная концентрация клеток в струе
(Zeming et al., 2020). Электрогидродинамическая
струйная (E-jet) печать – это новый метод печати
с высоким разрешением, позволяющий точно
контролировать геометрические характеристики
изготовляемых каркасов с использованием ши-
рокого диапазона материалов (Ahn et al., 2011;
Visser et al., 2015). E-jet печать позволяет создавать
детали размером от микро- до нанометров за счет
индукции тонкой струи печатного материала с
помощью электрического поля. Диаметр такой
струи намного меньше диаметра сопла (Visser
et al., 2015). Таким образом, электрогидродина-
мическая струйная печать подходит для создания
структур очень мелкого масштаба (Liu et al., 2017).

Лазерный биопринтинг позволяет печатать с
высоким разрешением разные типы клеток без
загрязнения дозатора биочернилами за счет бес-
контактного нанесения. Тем не менее жизнеспо-
собность клеток при использовании данного ме-
тода печати снижена из-за возможных поврежде-
ний клеток лазерным лучом или контаминации
металлом во время печати (Zhang et al., 2017).

Биопринтинг на основе экструзии позволяет
создавать трехмерные структуры слой за слоем
путем непрерывного распыления гидрогелей по-
средством механического или воздушного давле-
ния в место нанесения отдельных капель. Этот
метод используют для разных типов клеток и ма-
териалов, поэтому область его применения шире
по сравнению с другими методами. Для данного
метода используют либо химически сшиваемые
биочернила, либо биочернила, способные к тер-
мическому гелеобразованию при комнатной тем-
пературе. Чаще всего используют гидрогели вы-
сокой вязкости из биосовместимых полимеров с
высокой плотностью клеток, которые позволяют
сохранять их жизнеспособность на 90% (Munaz
et al., 2016).

Благодаря стремительному развитию техноло-
гии 3D-биопринтинга за последнее десятилетие
был разработан ряд новых методов. Метод сте-
реолитографической 3D-печати создает трехмер-
ные тканевые конструкции послойно. 3D-модель

преобразуется в стопку нарезанных 2D-изобра-
жений. Каждое 2D-изображение в стопке пред-
ставляет собой поперечное сечение 3D-модели в
указанной плоскости сверху. Преимущество дан-
ного метода заключается в возможности масшта-
бирования и быстрой печати очень сложных кар-
касов. В отличие от печати на основе экструзии,
где биоматериал подвергается термическому воз-
действию, при стереолитографической 3D-печа-
ти используют фотосшиваемые биочернила, та-
ким образом, раствор биочернил полимеризуется
под действием света (Gu et al., 2020).

В Университете Сага в Японии был разработан
метод Кензана, суть которого заключается в со-
здании микроокружения без каркасов на основе
матрицы микроигл “Кензан” и вставки клеточ-
ных сфероидов. Метод Кензана обеспечивает
пространственную организацию сфероидов с ис-
пользованием микроигл в качестве временной
опоры. Сфероиды сливаются в клеточные агрега-
ты и секретируют внеклеточный матрикс, иглы
втягиваются, что приводит к образованию ткане-
вой структуры без каркасов (Murata et al., 2020).

Новый подход к моделированию гетерогенной
микросреды опухоли объединяет принципы мик-
рофлюидики и 3D-биопринтинга с методами сов-
местного культивирования. Такой подход повы-
шает эффективность использования 3D-моделей
опухолей in vitro для изучения механизмов патоге-
неза и скрининга препаратов. Поток жидкости
вводят через микрофлюидные системы, которые
воспроизводят динамическое микроокружение
опухоли. Интерстициальный поток в опухолевой
ткани и вокруг нее влияет на механическое мик-
роокружение, моделируя рост опухолевых клеток
и метастазирование (Mazzocchi et al., 2019).

Также существует метод 3D-печати, основан-
ный на точном позиционировании клеточных
сфероидов с помощью аспирации. Метод позво-
ляет без каркасов создавать многослойные кон-
струкции, которые имитируют структуру натив-
ной ткани (Ayan et al., 2020).

Рис. 2. Основные методы 3D-биопринтинга: 1 – струйный, 2 – экструзионный, 3 – лазерный.

1 2 3
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ПРИМЕНЕНИЕ ОПУХОЛЕВЫХ
3D-МОДЕЛЕЙ

Интеграция сосудистых сетей в состав опухо-
левых 3D-моделей является одним из основных
преимуществ 3D-биопринтинга по сравнению с
применением 2D-культур опухолевых клеток.
Сосудистые сети играют ключевую роль в транс-
портировке питательных веществ и кислорода к
клеткам опухоли in vivo, тем самым способствуя
прогрессированию рака (Jabłońska-Trypuć et al.,
2016). В данном разделе подробно описывается
прогресс, достигнутый на моделях in vitro различ-
ных типов опухолей, созданных с помощью био-
печати.

Рак молочной железы
Рак молочной железы (РМЖ) является одним

из самых распространенных видов инвазивного
рака. По причине гетерогенности РМЖ наличие
даже небольшой популяции ОСК с высокой веро-
ятностью приводит к рецидиву заболевания
(Thorat, Balasubramanian, 2020). Поэтому для оп-
тимальной тактики лечения пациентов с РМЖ
следует также определять состав TME (Dias et al.,
2019).

В 2016 г. при помощи стереолитографической
3D-печати был создан биомиметический кост-
ный матрикс, состоящий из остеобластов или
МСК, инкапсулированных в гидрогель на основе
метакрилат-желатина с нанокристаллическим
гидроксиапатитом (Zhou et al., 2016). Данная 3D-
модель была направлена на изучение взаимодей-
ствия между клетками РМЖ и МСК. В результате
совместного культивирования клеток РМЖ и МСК
усиливалась пролиферация клеток РМЖ, подавляя
пролиферацию МСК. Кроме того, клетки РМЖ
только в присутствии МСК демонстрировали по-
вышенную секрецию VEGF. Таким образом, в
данной работе был изучен метастатический по-
тенциал клеток РМЖ в присутствии МСК.

Лангер с соавторами (Langer et al., 2019) ис-
пользовали биопринтер Novogen MMX Bioprinter
(Organovo Inc., США) для создания модели,
включающей опухолевый и стромальный ком-
партменты. 3D-модель РМЖ состояла из не-
скольких типов клеток, включая эстроген-поло-
жительную (ER+) линию клеток MCF-7, первич-
ные фибробласты молочной железы человека
(HMF) и эндотелиальные клетки пупочной вены
человека (HUVEC). Клетки для каждого ком-
партмента смешивали и ресуспендировали в гид-
рогеле при 37°C до конечной концентрации 1.5–
2.0 × 108 клеток/мл. Биочернила состояли из аль-
гинатсодержащего гидрогеля (1% альгината на-
трия Pronova UP LVG NovaMatrix (Норвегия) и
6% желатина Millipore Sigma) в натрий-фосфат-
ном буфере (PBS). Важно отметить, что на основе
полученной 3D-модели РМЖ были смоделирова-
ны процессы инвазии и миграции опухолевых
клеток в TME. В стромальный компартмент тка-
ни вместе с HMF и HUVEC добавляли первичные

подкожные преадипоциты человека, так как из-
вестно, что взаимодействие опухолевых клеток
РМЖ с адипоцитами усиливает инвазию и устой-
чивость к лекарственной терапии (Dirat et al.,
2011). Помимо этого, аналогично в стромальный
компартмент были добавлены предшественники
МСК, зрелые клетки которых, по данным литера-
турных источников, секретируют хемокины, ци-
токины, факторы роста и белки ВКМ, что приво-
дит к усилению пролиферации и миграции опу-
холевых клеток (Zhu et al., 2006; Djouad et al.,
2007; Karnoub et al., 2007; Shi et al., 2017). Данная
модель гетероцеллюлярной опухоли позволила
воспроизвести различные характеристики не-
опластических тканей, а также исследовать кле-
точные ответы во время манипуляций с TME.

Недавно была разработана 3D-модель с ис-
пользованием культуры клеток РМЖ (21PT) и
стволовых клеток, полученных из жировой ткани
(adipose-derived stem cells, ADSC) (Wang et al.,
2018с). В качестве противоопухолевого агента
применяли доксорубицин. Для печати использо-
вали 3D-биопринтер (Bioplotter, Envision TEC) и
два типа фото-сшиваемых биочернил на основе
функционализированной метакрилатом гиалуро-
новой кислоты и метакрилат-желатина (все Sig-
ma). 3D-модель представляла собой диск, в цен-
тре которого располагались клетки 21PT, а по
краям – ADSC. Для имитации разной степени
ожирения увеличивали или уменьшали слой ADSC.
Данная модель позволила установить прямую за-
висимость между толщиной слоя ADSC и устой-
чивостью клеток РМЖ к доксорубицину.

Стоит отметить, что опухолевые клетки РМЖ
в 3D-моделях показали более высокую устойчи-
вость к химиотерапевтическим препаратам по
сравнению с клетками в 2D-культурах (Zhu et al.,
2016). Также эти исследования подтверждают
возможность создания достоверной 3D-модели
РМЖ с помощью трехмерной биопечати.

Рак кожи

По данным Всемирной организации здраво-
охранения, меланома составляет <5% всех случа-
ев рака кожи, но представляет собой наиболее
агрессивный подтип, на который приходится по-
рядка 80% летальных исходов, и число случаев
быстро растет (Siegel et al., 2020). Меланома возни-
кает в результате злокачественной трансформации
меланоцитов, которые представляют собой есте-
ственные пигментированные клетки эпидермиса
для защиты митотически активных кератиноци-
тов от повреждений, вызванных УФ-лучами.

Для 3D-биопечати опухолевой модели мела-
номы в 2019 г. Шмидт с соавторами (Schmidt et al.,
2019) использовали биопринтер на основе пнев-
матической экструзии Cellink (Cellink, Швеция) и
две клеточные линии меланомы, меченные флю-
орофорами – Mel Im GFP и MV3dc. Перед печа-
тью суспензии клеток смешивали в соотношении
1 : 11 с разными гидрогелями на основе альгината
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(Cellink Bioink, Cellink RGD, GelXA или GelXA
Laminink+ – все от Cellink) до конечной концен-
трации 105 клеток/мл и вносили в картриджи
(Cellink). Трехслойные решетки размером 1 × 2 см
печатали на покровных стеклах в соответствии с
протоколами производителя и сшивали с помо-
щью полимеризующего агента (Cellink), содержа-
щего 50 мМ CaCl. Для печати с матригелем клетки
смешивали в соотношении 1 : 11 с охлажденным
раствором Matrigel (Corning) до конечной кон-
центрации 105 клеток/мл и переносили в кар-
тридж. После полимеризации все конструкции
покрывали соответствующей культуральной сре-
дой и инкубировали при 37°C во влажной среде с
содержанием 8% CO2. В результате была проде-
монстрирована пригодность всех протестирован-
ных биоматериалов для биопечати клеток мела-
номы. Жизнеспособность напечатанных клеток
оценивалась в течение 14 суток культивирования.
В матригеле клетки были способны пролифери-
ровать, мигрировать внутри геля и образовывать
плотные сети по всей конструкции. При этом в
гидрогелях на основе альгината клетки остава-
лись жизнеспособными, но не пролиферировали
(Schmidt et al., 2019).

Рак легкого

Рак легкого – это глобальная проблема обще-
мирового здравоохранения, ежегодно регистри-
руется около 1.3 млн новых случаев. Основное
внимание в исследованиях рака легкого было уде-
лено внутренним свойствам опухолевых клеток
(Владимирова и др., 2012), однако недавно Лам-
брехтс с соавторами (Lambrechts et al., 2018) иден-
тифицировали 52 подтипа стромальных клеток,
включая новые субпопуляции в типах клеток, ко-
торые до сих пор считались однородными, а так-
же факторы транскрипции, лежащие в основе их
гетерогенности. Моделирование межклеточных
взаимодействий между стромой и опухолевыми
клетками способствовало определению прогно-
стической и патофизиологической роли TME
при раке легкого.

Исследование Вана и соавторов (Wang et al.,
2018d) было направлено на разработку трехмер-
ной модели рака легкого и оценку возможности
ее применения в биомедицинских целях с исполь-
зованием культур клеток A549 и 95-D в качестве
таргетных. Клетки равномерно распределялись в
напечатанном гидрогеле на основе альгината и же-
латина, сохраняя свою жизнеспособность. Вме-
сте с тем была проведена предварительная оценка
биологических свойств напечатанных клеток, в
основном на способность к инвазии и миграции
клеток, с использованием скретч-теста и анализа
экспрессии генов ММП2 и ММП9. Результаты
показали, что экспрессия генов ММП2 и ММП9
в клетках A549 была выше, чем в 95-D. Это под-
тверждает, что на генетическом уровне TME не-
равномерно оказывает влияние на разные типы

клеток в пределах одной нозологии (Wang et al.,
2018d).

Таким образом, способность моделировать
взаимодействия между клетками и внеклеточным
матриксом в TME in vitro может помочь в прогно-
зировании прогрессирования опухоли и оценке
эффективности ее лечения.

Колоректальный рак

Колоректальный рак (КРР) характеризуется
дезорганизацией и хаотичным образованием тка-
ней. TME этой опухоли представляет собой слож-
ный промежуточный ВКМ, содержащий множе-
ство стромальных клеток, включая фибробласты
и эндотелиальные клетки (Kuipers et al., 2013; Lo-
renzon et al., 2016). Традиционным 2D-культурам
не хватает разнообразия внутренней простран-
ственной организации, типов клеток и TME для
исследований межклеточных взаимодействий
между компонентами стромы и опухолевыми
клетками КРР (Lee et al., 2017; Филиппова и др.,
2020). Поэтому была разработана 3D-модель КРР
на основе каркасов из поликапролактона (PCL)
при помощи системы 3D E-jet печати (Liu et al.,
2017; Tan et al., 2017). В данной работе использовали
клеточные линии: колоректальный рак (HCT116),
HUVEC, фибробласты легкого человека (HELF).
Для получения TME-ассоциированных клеток
нормальные стромальные клетки HELF и
HUVEC были активированы и трансформированы
в ОАФ и эпителиальные клетки тимуса (TEC). Для
образования ВКМ HCT116, ОАФ и TEC сокульти-
вировали в течение 7 суток в пропорции 5 : 1 : 1 на
стерильных каркасах (1 × 106 клеток/мл) в чашках
Петри в среде DMEM с добавлением 10% эмбри-
ональной бычей сыворотки (FBS), после чего
анализировали путем секвенирования РНК. В ка-
честве контроля использовали клетки, культиви-
рованные в коллаген-альгинатном гидрогеле. В ре-
зультате экспрессия ММП2 в ОАФ и Ki67 в
HCT116 в 3D-модели была выше, чем в 2D-моде-
ли, что позволяет предположить, что опухолевые
клетки, выращенные в трехмерной среде, имеют
более высокую скорость пролиферации.

Таким образом, каркасы коллаген-PCL, напе-
чатанные на 3D-принтере, обеспечивали много-
функциональную поддержку клеток, способствуя
их физиологическим функциям, таким как рост,
адгезия, стволовость, преваскуляризация и ремо-
делирование матрикса. Благодаря использова-
нию активированных стромальных клеток стало
возможным генерировать TME, которое имити-
ровало TME in vivo, при правильном восстановле-
нии физиологической передачи сигналов опухо-
ли (Chen et al., 2020).

Рак печени

Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) – одна
из наиболее распространенных злокачественных
форм рака (Sabaila et al., 2015). 3D-модель гепато-
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карциномы была изготовлена Ma с соавторами (Ma
et al., 2016) с помощью двухэтапного метода стерео-
литографической биопечати. В этой 3D-модели
был создан паттерн децеллюляризованного внекле-
точного матрикса (дВКМ) печени в виде гексаго-
нальной дольчатой структуры из клеток-предше-
ственников печени (HPC) и эндотелиальных клеток
человека из индуцированных плюрипотентных
стволовых клеток (iPSC). Производные HPC в
трехмерной культуре демонстрировали диффе-
ренциальную экспрессию генов, связанную с
секрецией специфичных для печени белков, та-
ких как транстиретин, ядерный фактор гепатоци-
тов 4α, альбумин, соответствующих различным
стадиям созревания клеток внутри конструкций.
Клетки в 3D-конструкциях также демонстриро-
вали повышенный уровень базального цитохрома
P450, что указывало на созревание взрослых гепа-
тоцитов и индукцию рифампицином определен-
ных подтипов этой ферментной системы. Таким
образом, результаты свидетельствовали о разра-
ботке физиологически релевантной конструкции.

В исследовании Колески с соавторами (Kolesky
et al., 2014) использовали устройство для печати с
несколькими соплами: Pluronic F127 (трехблоч-
ный сополимер поли(этиленоксид)–поли(про-
пиленоксид)–поли(этиленоксид)) печатался с
использованием одного сопла, второе сопло ис-
пользовалось для биопечати клеточной линии гепа-
тоцеллюлярной карциномы (HepG2), а третье – для
HUVEC в гидрогеле. Таким образом, была разра-
ботана масштабируемая платформа для создания
инженерных тканевых конструкций, содержащих
сосудистые каналы и несколько типов клеток
внутри ВКМ из биочернил на основе метакрилат-
желатина (Kolesky et al., 2014).

Рак яичников и шейки матки
Рак яичников и шейки матки – наиболее зло-

качественные опухоли репродуктивной системы.
Рак яичников обычно не выявляется на ранних
стадиях и чаще всего диагностируется после рас-
пространения опухоли на другие органы (Watters
et al., 2018). Рак яичников представляет собой ге-
терогенную систему, поэтому в 2D-модели невоз-
можно точно воссоздать микроокружение данной
опухоли. В связи с этим была разработана модель
опухоли на субстрате Matrigel путем совместного
биопринтинга клеток рака яичников (OVCAR-5)
и фибробластов легких человека (MRC-5) (Xu
et al., 2011). Авторы наблюдали изменение обра-
зования клеточных конгломератов OVCAR-5 в
модели сокультивирования, а также в модели, в
которой сохранялось определенное расстояние
между OVCAR-5 и MRC-5. Эти 3D-модели про-
демонстрировали разную чувствительность к сов-
местной фотодинамической терапии с бензорфи-
рином и введением карбоплатина (Datta et al.,
2020).

В другой работе (Zhao et al., 2014) исследовали
влияние паклитаксела на клетки карциномы
шейки матки (HeLa), инкапсулированные в сме-

си фибриногена, альгината и желатина и напеча-
танные методом последовательной экструзии. По
сравнению с 2D, в 3D-модели наблюдали разли-
чия в показателях пролиферации, экспрессии
ММП и маркеров химиорезистентности к пакли-
такселу. Помимо этого, наблюдалось формирова-
ние 3D-сфероидов, вероятно, из-за усиленных
межклеточных взаимодействий.

Глиобластома
Среди нейроэпителиальных опухолей глиоб-

ластома (ГБМ) является наиболее агрессивной опу-
холью, с медианой выживаемости не более 15 ме-
сяцев (Omuro, DeAngelis, 2013). На сегодняшний
день результат лечения глиобластомы остается
неудовлетворительным, устойчивость раковых
клеток к лекарственным препаратам является ос-
новной причиной рецидива ГБМ. В связи с этим
существует необходимость разработки 3D-моде-
ли in vitro, подходящей для исследования лекар-
ственной устойчивости клеток ГБМ.

В работе Дая с соавторами (Dai et al., 2016) при
помощи биопечати была создана трехмерная мо-
дель стволовых клеток глиомы с использованием
пористого гидрогеля, имитирующего внеклеточ-
ный матрикс. В результате были получены скаф-
фолды, представляющие собой пористые сетки
круглой или квадратной формы. Для печати
скаффолдов использовали биочернила на основе
желатина, альгината натрия и фибриногена в со-
отношении 2 : 1 : 1 и линию стволовых клеток
глиомы (SU3) (Wan et al., 2012; Dai et al., 2015).
Выживаемость SU3 составила 86.92%, сразу после
биопринтинга наблюдалась активная пролифера-
ция клеток. В течение периода культивирования
SU3 в составе скаффолдов не только сохранили
присущие им характеристики опухолевых ство-
ловых клеток, но также продемонстрировали по-
тенциал к дальнейшей клеточной дифференци-
ровке. Результаты определения чувствительности
к лекарственной терапии показали, что 3D-мо-
дель глиобластомы более устойчива к темозоло-
миду (TMZ), по сравнению с 2D-моделями, при
концентрациях TMZ 400–1600 мкг/мл. Темозо-
ломид – новый тип алкилирующего агента и наи-
более часто используемый химиотерапевтиче-
ский препарат для лечения ГБМ (Karachi et al.,
2018).

В недавнем исследовании Вана с соавторами
(Wang et al., 2018а) с целью изучения опухолевого
ангиогенеза была разработана 3D-модель мето-
дом экструзионного биопринтинга в виде гидроге-
левых каркасов, засеянных стволовыми клетками
глиомы линии GSC23. В данном эксперименте
смешивали фибриноген с желатином и альгина-
том, что обеспечило хорошую биоактивность и
механическую прочность напечатанных карка-
сов. Взаимосвязанные микропоры внутри карка-
сов имитировали сосудистую сеть, что усиливало
обмен питательных веществ, кислорода и метабо-
лических отходов в модели. Примечательно, что в
3D-модели увеличилось количество межклеточ-
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ных взаимодействий и улучшились паракринные
и аутокринные функции клеток.

В другом эксперименте Вана с соавторами
(Wang et al., 2018b) методом коаксиальной экстру-
зионной биопечати были сконструированы гид-
рогелевые микроволокна. Гидрогелевые микро-
волокна состояли из оболочки и сердцевины. Для
печати оболочки использовали биочернила из
альгината натрия без клеток (вариант U) или сме-
шанные со стволовыми клетками глиомы GSC23
(вариант G/U). Сердцевина микроволокон в
обоих вариантах состояла из клеток глиомы ли-
нии U118. В этом исследовании с увеличением
времени культивирования клетки как в G/U, так
и в U-микроволокнах сохраняли высокую ско-
рость пролиферации (Murphy, Atala, 2014). Клетки
U118 росли в виде сфероидов, которые впослед-
ствии соединялись друг с другом до тех пор, пока
не образовывали волокнообразные клеточные аг-
регаты. Уникальное микроокружение на стыке
оболочки и сердцевины усиливало взаимодей-
ствие между клетками, а также между клетками и
ВКМ (Zhao et al., 2014). Результаты показали, что
экспрессия ММП9 и О6-метилгуанин-ДНК-ме-
тилтрансферазы (MGMT) была увеличена в мик-
роволокнах G/U по сравнению с микроволокнами
U, что указывало на повышенную лекарственную
устойчивость клеток U118, культивируемых в
микроволокнах G/U по сравнению с микрово-
локнами U. Кроме того, G/U-микроволокна по-
казали более высокую устойчивость к TMZ. Это
еще раз продемонстрировало, что микроволокна
G/U, созданные при помощи коаксиальной экс-
трузионной биопечати, являются предпочтитель-
ной платформой для имитации TME глиомы, а
также для разработки и скрининга противоопухо-
левых препаратов.

В 2019 г. группой ученых из Канады (Lee et al.,
2019) была создана модель ГБМ на основе фибри-
на с целью определения характеристик клеток и
скрининга химиотерапевтических препаратов.
Для печати использовали 3D-биопринтер Aspect
Biosystems RX1, работающий на основе микро-
флюидной технологии (Bsoul et al., 2016), и био-
чернила из альгината, генипина фибрина и кле-
ток глиобластомы (U87MG). В результате в течение
12 суток после печати был отмечен высокий уровень
жизнеспособности клеток линии U87MG в составе
напечатанных структур. Кроме того, клетки
спонтанно образовывали сфероиды и экспресси-
ровали маркеры стволовых клеток (CD133 и
DCX). Для перепрограммирования клеток ГБМ в
ранние нейроны напечатанные каркасы с клетка-
ми обрабатывали смесью, состоящей из 10 мкМ
форсколина, 10 мкМ ISX9, 3 мкМ CHIR99021,
2 мкМ I-BET 151 и 5 мкМ DAPT (FICBD). Клетки
в составе 3D-модели показали значительную
устойчивость к воздействию FICBD по сравне-
нию с клетками 2D-модели, что свидетельствует о
большей релевантности 3D-модели для скринин-
га лекарственных препаратов.

Недавно был разработан метод децеллюляри-
зации для реконструкции внеклеточного матрик-

са in vitro, который получил название “децеллю-
ляризованный внеклеточный матрикс” (дВКМ)
(Kuznetsova et al., 2018). дВКМ имитирует есте-
ственный ВКМ, позволяя изучать поведение кле-
ток при их взаимодействии с молекулами ВКМ.
Фактически дВКМ использовался в исследова-
ниях глиобластомы с целью определения новых
перспектив в исследованиях рака (Yi et al., 2019).

Таким образом, трехмерные модели глиомы
представляют собой новый альтернативный ин-
струмент для изучения глиомагенеза, биологии
стволовых клеток глиомы, лекарственной устой-
чивости, чувствительности к противоопухолевым
препаратам in vitro и васкуляризации опухоли.

ПРОТИВООПУХОЛЕВЫЕ ПРЕПАРАТЫ
И ТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ СКРИНИНГ

Опухолевые клетки часто создают иммуносу-
прессивное микроокружение, которое подавляет
эффекторные функции противоопухолевых им-
мунных клеток. Однако многие ключевые осо-
бенности взаимодействия между опухолью и им-
мунными клетками и то, как эти взаимодействия
влияют на рост опухоли, плохо изучены (Fridman
et al., 2013). Использование 3D-моделей опухоли
обеспечивает многообещающую платформу для
скрининга противоопухолевых терапевтических
агентов. Успех в разработке противоопухолевых
соединений на протяжении десятилетий был низ-
ким, так, более 95% лекарств-кандидатов не вы-
ходили на рынок (May, 2018).

Несколько лет назад командой ученых из Ки-
тая и США (Wang et al., 2018c) была разработана
3D-модель HER2-позитивного РМЖ из клеток
первичной линии 21PT. 3D-модель была встроена
в матрицу МСК, полученных из жировой ткани
(ADMSC), ее использовали для изучения реак-
ции клеток HER2-позитивного РМЖ на доксору-
бицин и лекарственную устойчивость. В то же
время коллективом ученых из Университета Ил-
линойса (Grolman et al., 2015) была разработана
3D-модель методом совместной экструзии био-
печати. 3D-модель использовали для изучения
взаимодействий между клетками РМЖ, инкапсу-
лированными в пептид-конъюгированные альги-
натные волокна, и макрофагами внутри каналов.
Кроме того, исследовали эффект после воздей-
ствия противоопухолевых препаратов.

ПЕРСПЕКТИВЫ
Несмотря на то, что технология трехмерного

биопринтинга в области воссоздания архитекто-
ники и микроокружения опухолей развивается
быстрыми темпами, на данный момент актуаль-
ной остается проблема подбора биочернил. Вы-
бор подходящих биочернил является одним из
наиболее важных этапов в имитации микроокру-
жения опухоли. Отсутствие универсальных био-
чернил и разница в плотности посева клеток за-
трудняют оценку корреляции результатов (Hos-
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podiuk et al., 2017). Другой проблемой в
воссоздании TME является использование им-
мортализованных клеточных линий, которые
подвергаются многочисленным пассажам. Пер-
вичные клетки, полученные от пациентов, сохра-
няют гетерогенную среду опухоли и являются бо-
лее подходящим инструментом в разработке
трехмерных моделей для скрининга персонали-
зированных терапевтических агентов (Langer
et al., 2019). Тем не менее биочернила для первич-
ных клеточных линий еще не стандартизированы.

Другой не менее важной проблемой считается
создание развитой сосудистой сети, так как опу-
холи in vivo включают большое количество сильно
разветвленных капиллярных сетей, способствую-
щих их росту (Augustine et al., 2021). Создание
конструкций с хорошо развитой сосудистой се-
тью особенно важно при биопечати моделей гли-
областомы – опухоли, характеризующейся выра-
женным ангиогенезом. Сообщалось, что субпо-
пуляция глиальных стволовых клеток в опухоли
способна трансдифференцироваться в эндотели-
альные клетки, тем самым вызывая ангиогенез
(Wang et al., 2010). Поэтому использование полу-
ченных от пациентов опухолевых клеток может
создать идентичную пациенту сосудистую сеть в
напечатанной модели при наличии адекватного
микроокружения опухоли. Тем не менее методы
васкуляризации опухолевых моделей все еще
нуждаются в дальнейшем исследовании и оптими-
зации для конкретных типов опухолей. С другой
стороны, в среде опухоли человека in vivo клеточ-
ная секреция ферментов, гормонов, цитокинов
или других агентов может влиять на микросреду
растущей опухоли. Следовательно, все эти кле-
точные и молекулярные факторы необходимо
учитывать при создании и биопринтинге опухо-
левых конструкций (Augustine et al., 2021).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В многочисленных исследованиях подчеркну-
та исключительная важность взаимодействия
клеток опухоли и ее стромы в прогрессировании,
метастазировании опухоли и ее устойчивости к
противоопухолевой терапии. Следовательно, по-
нимание этого взаимодействия необходимо для
разработки более эффективных методов лечения.

Внедрение технологии 3D-биопринтинга про-
извело революцию в персонализированной меди-
цине за счет моделирования TME опухолей in vitro
с использованием первичных опухолевых клеток
пациентов. Кроме того, 3D-модели TME позво-
лили глубже понять ключевые молекулярные и
клеточные пути канцерогенеза.

Таким образом, 3D-модели TME представля-
ют собой новый альтернативный инструмент для
скрининга противоопухолевых препаратов и оп-
тимизации стратегии лечения онкологических
больных.
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3D bioprinting of tumor microenvironment: Recent achievements
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Advances in cell and molecular biology have led to the development of personalized medicine, aimed at
adapting diagnostic and treatment methods for each individual patient. One of these advances is considered
to be 3D bioprinting. 3D bioprinting methods allow to recreate the tumor microenvironment (TME) of the
patient, most accurately reflecting the key stages of cancer spread, such as invasion, intravasation and angio-
genesis. Different types of cells are used as bio-ink for 3D printing, depending on the tumor. Research in this
area is mainly focused on several areas: optimization of bio-ink and constructs, the choice between applying
of immortalized or primary cell lines for printing, and testing of anticancer agents in 2D and 3D models of
various malignant tumors. Thus, the development of 3D TME models creates conditions for optimizing the
in vitro tumor treatment strategy. The review describes the existing 3D TME models of various types of cancer
and the prospects for their adoption in oncology.
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