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А. Клинические исследования
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Введение. 3D печать — это новый много-
обещающий метод создания трехмерных кле-
точных конструкций для всевозможных био-
медицинских исследований. К преимуществам 
использования 3D-биопечати в биомедицин-
ской сфере относятся разработка персонали-
зированного дизайна для каждого пациента, 
высокая точность и создание сложных струк-
тур. Основным компонентом 3D-биопечати 
являются биочернила, обеспечивающие био-
совместимость, механическую стабильность и 
высокое разрешение вовремя и после печати.

Цель исследования. Изучить влияние спо-
соба отверждения биочернил на основе ме-
такрилата желатина и альгината на микро-
структуру получаемого 3D конструкта и на 
морфологию инкапсулированных в него кле-
ток рака молочной железы (РМЖ) ВТ20.

Материалы и методы. В нашем исследо-
вании мы использовали метод экструзионной 
3D печати на биопринтере BIO X (Cellink, 
США) с биочернилами на основе альгината 
и метакрилата желатина GelMa, смешанные 
с клетками линии рака молочной железы 
BT-20 в соотношении 2:1. Напечатанные кон-
структы полимеризировали двумя способами 
химическим или фотоотверждением. После 
отверждения конструкты с клетками поме-
щали в питательную среду DMEM с добав-
лением 10% FBS и культивировали при 37°С 
и 5,5% СО2. Затем образцы наблюдали и ви-
зуализировали с помощью микроскопа (Ti-S, 
Nikon, Япония). По истечении одной и двух 
недель культивирования часть конструктов 
фиксировали и заключали в парафиновые 
блоки. Далее по стандартной методике под-
готавливали срезы и окрашивали препараты 
гематоксилином и эозином.

Результаты. В результате мы спроектиро-
вали квадратные, 3-х слойные конструкты 
с инкапсулированными клетками рака мо-
лочной железы. При создании 3D моделей 
опухолевого роста РМЖ с использованием 
биочернил на основе метакрилата желатина 
и альгината, на наш взгляд, предпочтитель-

ным является фотоотверждение, так как оно 
позволяет создать губчатую микроструктуру 
из сообщающихся пор.

Заключение. Такая структура поддержива-
ет миграцию клеток и способствует сохране-
нию клеточной морфологии, приближенной к 
наблюдаемой in vivo.
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Введение

По данным статистики всемирной организа-
ции здравоохранения (ВОЗ) за 2020 г., рак мо-
лочной железы (РМЖ) занимает первое место 
по смертности в мире среди онкологических 
заболеваний (2,26 млн случаев) [1]. Доклини-
ческие исследования по разработке лекарств 
от рака традиционно основывались на цито-
токсичности препарата in vitro в двухмерных 
(2D) моделях, однако такие модели не отража-
ют фактическую реакцию опухоли в организме 
на исследуемое вещество. Двумерные модели 
обеспечивают клетки субстратом для прикре-
пления только в 2D измерении (например, к 
поверхности колбы или луночного планше-
та). Это одностороннее связывание изменяет 
клеточную морфологию, фенотип и профиль 
экспрессии генов клеток. Кроме того, клетки 
наполовину экспонируются в культуральной 
среде, что делает их более чувствительными 
к лекарствам [2-3].  Однако в нативной ткани 
клетки связываются друг с другом и с вне-
клеточным матриксом, образуя динамическую 
трехмерную сеть. 3D-модели in vitro позво-
ляют воспроизвести микроокружение опухоли 
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(tumor micro environment — TME), обеспечи-
вая межклеточные взаимодействия, перфузию 
и гипоксические условия [4]. По сравнению 
с 2D-моделями экспрессия генов, клеточная 
пролиферация, клеточная миграция или инва-
зия, клеточная морфология и гетерогенность в 
3D-моделях in vitro ближе к in vivo [5].

3D-печать использовали для исследова-
ния РМЖ с разных точек зрения. Например, 
S. Svaminatan и соавт, предварительно сформи-
рованные сфероиды клеток MCF-10A и MDA-
MB-231, печатали в желатин/альгинатных или 
коллагеновых/альгинатных биочернилах без 
влияния на жизнеспособность и морфологию 
клеток [6].

Отпечатанные сфероиды проявляли более 
высокую устойчивость к обработке пакли-
такселом, чем индивидуально отпечатанные 
клетки. Y. Wang и соавт. также использовали 
3D-биопечать для изготовления моделей РМЖ, 
представляющих условия in vivo, которые мож-
но использовать при скрининге лекарств. Они 
напечатали стромальный компартмент, исполь-
зуя мезенхимальные стволовые клетки жировой 
ткани (ADSC), и опухолевый компартмент в 
центре, используя клетки РМЖ 21PT, и прове-
рили реакцию клеток на доксорубицин [7].

В другом исследовании метод биопечати на 
основе совместной экструзии использовался 
для изготовления различных типов геометрии с 
использованием клеток РМЖ человека (MDA-
MB-231) и мышиных макрофагов для скринин-
га противоопухолевых препаратов [8]. Это ис-
следование показало, что форма биопечатного 
микроканала, который содержал макрофаги в 
центре, влияла на профиль их миграции и взаи-
модействие с клетками РМЖ в периферическом 
слое оболочки. Более того, исследователи про-
демонстрировали, что между опухолевыми клет-
ками и макрофагами образовалась паракринная 
петля, которая, в свою очередь, улучшила миг-
рацию клеток.

Несмотря на большое количество разработан-
ных 3D-моделей РМЖ, исследователи не приш-
ли к единому знаменателю в вопросе стандар-
тизации материала для биочернил [9]. Тем не 
менее, в литературе чаще всего встречаются 
положительные отзывы об использовании био-
чернил на основе гидрогеля [10]. Гидрогели 
поз воляют встраивать один или несколько ти-
пов клеток (например, адипоциты, фибробласты 
и макрофаги) или опухолевые сфероиды, биохи-
мические и механические сигналы, и таким об-
разом точно имитируют микроокружение опухо-
ли. Поскольку гидрогели могут быть получены 
в различных формах и компонентах, благодаря 
этому возможно воспроизводить сложность и 
гетерогенность опухоли [11].

В нашем исследовании мы использовали 
гидро гель GelMA на основе желатина, состо-
ящий из белков, присутствующих в базальной 
мембране клеток, таких как фибронектин и ла-
минин [12]. GelMA может сшиваться под воздей-
ствием света, что делает его особенно ценным, 
когда требуется пространственный контроль над 
биохимическими факторами или жесткостью. 
Основная проблема применения любого гидро-
геля, в том числе и GelMA, в качестве трехмер-
ной матрицы заключается в балансе прочности 
конструкта и его биологической функциональ-
ностью. Поэтому оптимизация условий печати 
и тип отверждения напечатанных конструктов с 
инкапсулированными клетками остается слож-
ной задачей. С одной стороны, B. Mirani и соавт. 
[13] утверждают, что низкая вязкость фотоот-
верждаемых биочернил затрудняет их стабили-
зацию и преобразование в гидрогелевые нити, 
а с другой, по мнению А. Munaz, и соавт [14] 
при химическом сшивании биочернил размер 
пор меньше, что уменьшает диффузию кисло-
рода и питательных веществ, необходимых для 
выживания клеток [13-14].

Целью нашего исследования было установить 
какой тип отверждения биочернил на основе ме-
такрилата желатина и альгината оптимален для 
печати модели опухолевого процесса РМЖ.

Материалы и методы

Подготовка  биочернил
В нашем исследовании мы использовали экструзион-

ный метод печати и биочернила из GelMA A, смешанные 
с клетками РМЖ BT-20. Биопринтинг на основе экструзии 
позволяет создавать трехмерные структуры слой за слоем 
путем непрерывного распыления гидрогелей посредством 
механического или воздушного давления в место нанесе-
ния отдельных капель [15].

Клеточная  культура  ВТ20
Клетки линии РМЖ человека ВТ20 снимали с культу-

рального пластика при помощи 0,1% раствора трипсина 
и смешивали в соотношении 1:10 с чернилами GelMA A 
(Cellink, США). Концентрация клеток в конечной смеси 
составила 2,5 млн/мл. 

Параметры  печати  модели
Печать квадратного конструкта с длиной стороны 1 см 

с ортогональным заполнением (шаг заполнения 0,5 см), 
состоящего из 3-х слоёв осуществляли на биопринтере 
BIO X (Cellink, США) при температуре чернил 26°С, тем-
пературе печатного стола 10°С, давлении 8 кПа, скорости 
печати 10 мм/с, диаметре иглы 22G. Далее напечатанные 
конструкты отверждали одним из двух способов.

Отверждение
Осуществляли 2 варианта отвердения 3D моделей. В 

первом случае конструкты отверждали химическим путём 
погружения в раствор 100 мМ CaCl2 на 1 мин. Во втором 
случае, после печати конструкта производили фотоотверж-
дение штатным источником света с длиной волны 405 нм 
биопринтера BIO X (Cellink, США) в течение 20 сек с рас-
стояния 5 см. После отверждения конструкты с клетками 
дважды отмывали в растворе Хэнкса (Биолот, Россия), содер-
жащем ионы Ca2+ и Mg2+, и помещали в питательную среду 
DMEM с добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки.
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Детекция
Культивирование полученных конструктов проводили 

при 37°С и 5,5% СО2. Ежедневно в течение двух недель 
осуществляли фотографирование клеток, заключенных в 
биогель, в проходящем свете. По истечении одной и двух 
недель культивирования часть конструктов фиксировали в 
10% формалине и заключали в парафиновые блоки. Срезы 
окрашивали гематоксилином-эозином и фотографировали 
при увеличении 400Х, далее при помощи ПО ImageJ опре-
деляли площадь и округлость пор по формуле circularity = 
Perimeter2 / (4 * pi * Area).

Результаты

Физические  свойства  GelMA  A  после  биопе-
чати

Сначала мы изучили свойства биочернил и 
их пригодность для печати конструктов. При вы-
боре оценивались три критерия: 1) способность 
полимеризоваться и придавать гелю достаточ-
ную жесткость для потенциального сохранения 
структурной и геометрической целостности на-
печатанных конструктов; 2) полимеризуемый 
гель должен быть вязким достаточно для удов-
летворительного завершения процесса экстру-
зии, с правильной формой нити во время пе-

чати и сохранением архитектоники структуры 
во время печати (экструдируемость); 3) матри-
ца должна способствовать длительному культи-
вированию инкапсулированных клеток BT-20. 
Благодаря термоиндуцируемой гелеобразующей 
способности желатина, GelMA A (5% вес./об.) 
способен полимеризоваться при низкой темпе-
ратуре (15°C) с образованием геля, вязкость ко-
торого достаточна для того, чтобы выдержать 
процесс экструзии.
Микроскопическое строение конструктов по-

сле  химического  и  фотоотверждения
Как представлено на рис. 1, площадь пор 

на срезе при фотоотверждении напечатанного 
конструкта составила в среднем 1,5±0,7 мкм2 

(M±SD, n=500), что достоверно меньше, чем при 
химическом отверждении (4,5±0,9 мкм2, n=500) 
(α=0,05, df=998) (рис. 2).

Кроме того, при химическом отверждении 
конструкта поры были практически идеально 
круглыми (округлость 1.2±0.2 M±SD, n=500), а 
при фотоотверждении поры имели неправильную 
форму (округлость 2.5±0.6, n=500), что говорит 
об их способности сообщаться между собой.

Рис. 1. Химическое отверждение 3D конструкта с клетками BT-20. А — 1 нед, ув. 40; Б — 2 нед, ув. 40

Рис. 2. Фотоотверждение 3D конструкта с клетками BT-20. А — 1 нед, ув. 40; Б — 2 нед, ув. 40
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Морфология  и  пролиферация  инкапсулирван-
ных  клеток  культуры  ВТ20

В фототверждённом биогеле клетки ВТ20 
спустя неделю культивирования имели неров-
ную форму с крупными отростками, заполняю-
щими щели в порах конструкта. При этом раз-
мер клеточных колоний не превышал 2-х клеток. 
Тем временем клетки и образуемые ими колонии 
в химически отверждённом биогеле имели кру-
глую форму и не формировали отростки. Размер 
колоний в химически отверждённом конструкте 
составил 2-4 клетки.

После двух недель культивирования наблюда-
ли отмирание клеток в фотоотвержденном био-
геле без увеличения размера колоний. В свою 
очередь, в химически отверждённом конструкте 
формировались колонии округлой формы без 
признаков ветвления мембраны клеток и взаи-
модействия с матриксом по 8-10 клеток. Также 
было отмечено, что вокруг больших колоний 
частично разрушались поры конструкта и нака-
пливался внеклеточный матрикс.

Обсуждение

Многочисленные исследования подчеркнули 
исключительную важность взаимодействия кле-
ток опухоли и ее стромы в прогрессировании, 
метастазировании опухоли, и ее устойчивости 
к противоопухолевой терапии. Трехмерные мо-
дели in vitro, имитирующие микроокружение 
опухоли, имеют решающее значение для раз-
работки эффективных стратегий лечения и из-
учения молекулярных механизмов образования, 
прогрессирования и метастазирования опухоли. 
Однако отсутствие универсальных биочернил и 
разница в плотности посева клеток затрудняют 
оценку корреляции результатов [16].

В этом исследовании мы показали, что гидро-
гель GelMA A является отличным кандидатом 
для исследований, связанных с раком, благодаря 
его биосовместимости и способности создавать 
организованные клеточные конструкции. Пред-
ложенная модель опухоли с микроструктурой 
также дает уникальное представление о морфо-
логии раковых клеток. Клетки ВТ20 приобрели 
высокоинвазивные характеристики со смесью 
круглой и веретенообразной морфологии. 

В предыдущих исследованиях Daly и со-
авт. сравнивали агарозный гель с тремя дру-
гими гидрогелями в качестве биочернил в 
составе с мезенхимальными стволовыми клет-
ками (МСК) для 3D-печати хрящевой ткани. 
Альгинат и агароза показали более высокую 
дифференцировку гиалиноподобных хрящевых 
клеток и 80% жизнеспособных МСК [17]. Jia 
и соавт. использовали альгинат в сочетании с 
синтетическими полимерами 4-х цепочечный 

поли(этиленгликоль)-тетра-акрилат (PEGTA) и 
метакрилат желатина (GelM A) для 3D-печати 
сосудистой ткани. Эта смесь биочернил про-
демонстрировала благоприятные биологические 
характеристики, которые способствовали рас-
пространению и пролиферации инкапсулиро-
ванных эндотелиальных и стволовых клеток в 
биопечатных конструкциях [18].

Таким образом 3D-печать чрезвычайно полез-
ный подход к созданию моделей рака молочной 
железы, поскольку он позволяет пространствен-
но контролировать типы клеток, биохимический 
состав и жесткость напечатанных моделей.

Заключение

В биочернилах GelMA A под действием фо-
тоотверждения образуется каркас из сшитых 
между собой молекул желатина. Молекулы же-
латина, благодаря наличию RGD-трипептидных 
мотивов, поддерживают взаимодействие кле-
точной мембраны с субстратом, что приводит 
к ветвлению клеток. Однако существует и ряд 
недостатков. Так, например, мы предполагаем, 
что из-за небольшого размера пор в каркасе из 
GelMA A ограничено питание клеток. Следова-
тельно, клеткам не хватает питания, и их спо-
собность к длительному росту и размножению 
ограничена. В то же время при химическом 
отверждении в отсутствии полимеризации же-
латин постепенно вымывается в питательную 
среду, что приводит к формированию каркаса с 
высоким содержанием альгината и низким со-
держанием желатина. Следовательно, конструкт 
не поддерживает адгезию клеточных мембран 
и клетки и колонии ВТ20 обладают округлой 
формой. Тем не менее, наличие больших, по 
сравнению с фотоотверждённым биогелем пор, 
приводит к эффективному обмену веществ и 
поддержанию жизнеспособности клеток. По 
нашему мнению, после серии проведенных 
экспериментов фотоотверждение является оп-
тимальным выбором для создания 3D моде-
лей опухолевого роста РМЖ с использованием 
биочернил на основе метакрилата желатина и 
альгината. Фотоотверждение обеспечивает соз-
дание губчатой микроструктуры из сообщаю-
щихся пор, что поддерживает миграцию клеток 
и способствует сохранению клеточной морфо-
логии, приближенной к наблюдаемой in vivo. 
В перспективе мы планируем серию экспери-
ментов с клетками первичных опухолей РМЖ 
пациентов.
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Introduction. 3D printing is a promising new method 
for building 3D cell constructs for all kinds of biomedical 
research. The advantages of using 3D bioprinting in the bio-
medical field include high precision, the opportunity to gen-
erate patient-specific tissue and to build complex structures. 
The main component of the 3D bioprinting is the bioink that 
ensures biocompatibility, mechanical stability, and high resolu-
tion during and after printing.

Aim. To study the effect of curing method of gelatin meth-
acryloyl (GelMA) and alginate bioink on the microstructure of 
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the resulting 3D construct and on the morphological features of 
the encapsulated into bioink BT20 breast cancer cells.

Materials and methods. In our study, we used the extru-
sion based 3D printing on a BIO X bioprinter (Cellink, USA) 
with gelatin methacryloyl (GelMA)-alginate bioinks mixed 
with BT-20 breast cancer cells in a ratio of 2:1. The printed 
constructs were polymerized in two ways, either chemically or 
by photo-curing. After curing, the constructs with cells were 
placed in DMEM medium supplemented with 10% FBS and 
cultured at 37°C and 5.5% CO2. The samples were then ob-
served and visualized using a microscope (Ti-S, Nikon, Japan). 
After one and two weeks of cultivation, some of the constructs 
were fixed and encased in paraffin blocks. Then, according 
to the standard procedure, sections were prepared and stained 
with hematoxylin and eosin.

Results. As a result, we constructed square, 3-layer con-
structs with encapsulated breast cancer cells. When creating 
3D models of breast cancer growth using GelMA and alginate-
based bioinks, in our opinion, photo-curing is preferable, as it 
allows to create a spongy microstructure of intercommunicat-
ing pores.

Conclusion. This structure supports cell migration and 
helps to preserve similar to observed in vivo cell morphology.

Keywords: 3D printing, in vitro model, breast cancer, 
GelMa, bioprinting, bioink
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