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Modeli in vitro endokrine trebušne slinavke

In vitro models of the endocrine pancreas

Marko Milojević,1,2 Andraž Stožer,3 Uroš Maver1,2

Izvleček
Želja po razvoju tkivnih nadomestkov, potrebe po preučevanju mehanizmov bolezni v kontroli-
ranih pogojih, pomanjkljivosti živalskih modelov in etične omejitve so bile povod za razvoj pod-
ročja naprednih modelov in vitro. Te definiramo kot alternativne eksperimentalne sisteme, ki 
z uporabo modernih tehnik tkivnega inženirstva in aditivne proizvodnje posnemajo strukturo 
in funkcionalnost tkiv ali organov in vitro. Enostavni modeli in vitro se že uporabljajo v številne 
namene, vendar zaradi mnogih pomanjkljivosti ne posnemajo dovolj dinamičnih odzivov izvor-
nih tkiv. Za izgradnjo funkcionalno kompleksnejših modelov in vitro je celice potrebno gojiti v 
tridimenzionalnem (3D) okolju ali bioloških nosilcih. Splošno morajo biološki nosilci posnemati 
mikroarhitekturo, hierarhično strukturo, fizikalne lastnosti in sestavo izvornega tkiva. Toda na-
predek k izgradnji kompleksnejših modelov omejuje predvsem difuzija plinov in hranil v notra-
njost konstrukta. Tehnika 3D tiska je trenutno najobetavnejša rešitev za proizvodnjo naprednih 
bioloških nosilcev, ki odpravljajo te pomanjkljivosti. 3D tisk poleg zmožnosti sočasne uporabe 
več biološko kompatibilnih materialov omogoča nalaganje materiala z mikrometrsko prostorsko 
ločljivostjo pri pogojih, primernih celicam. Vse od zasnove področja modelov in vitro je zaradi že-
lje po preučevanju nastanka sladkorne bolezni razvoj funkcionalnega modela trebušne slinavke 
eden od osrednjih, a še nedoseženih ciljev. Zlati standard za bazične in translacijske raziskave 
trebušne slinavke pa je kljub nekaterim pomanjkljivostim metoda tkivne rezine, medtem ko tre-
nutni najnaprednejši 3D zgrajeni modeli trebušne slinavke in vitro posnemajo le osnovne funkci-
je organa. Namen tega članka je predstavitev modelov in vitro s poudarkom na modelih trebušne 
slinavke. Predstavil bo tipe modelov in ključne elemente, ki jih je treba pri izgradnji upoštevati. 
Poudarek bo na kompleksnejših 3D zgrajenih modelih in vitro in tkivnih rezinah, materialnih la-
stnostih bioloških nosilcev ter tehniki 3D tiska za izgradnjo naprednih bioloških nosilcev. Meni-
mo, da je sočasni razvoj znanosti o materialih, mikroproizvodni tehnologiji in celičnih kulturah 
izjemno obetavna pot k izgradnji funkcionalnega modela trebušne slinavke in vitro.

Abstract
Ambitions to develop artificial tissue substitutes, combined with the need to study underlying 
mechanisms of disease under controlled conditions, shortcomings of animal models, as well as 
ethical constraints were the main driving forces behind the development of advanced in vitro 
models. These are defined as alternative experimental systems made by leveraging recent ad-
vances in tissue engineering and additive manufacturing that mimic tissue or organ level physi-
ology in vitro. Simple in vitro models are already being used in many applications, however due 
to their many drawbacks, they incompletely mimic dynamic responses of native tissues. In order 
to construct functionally more relevant in vitro models, cells need to be grown in three-dimen-
sional (3D) environments or bioscaffolds. Generally, bioscaffolds must recapitulate the microar-
chitecture, hierarchical structure, physical properties, and composition of native tissues. None-
theless, progress towards building more complex models is hindered primarily by the diffusion 
of gases and nutrients into the constructs´ interior. Currently, 3D printing presents the most 
promising solution for the production of advanced bioscaffolds which resolve the above men-
tioned limitations. In addition to the technique´s ability to simultaneously use multiple biocom-
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1 Uvod

Poglavitni namen večine biomedi-
cinskih raziskav je razvozlati izvor in 
molekularne mehanizme človekovih bo-
lezni s ciljem razviti nove ali izboljšane 
preventivne, diagnostične in terapevtske 
pristope. Zaradi očitnih razlogov samih 
temeljnih raziskav ni mogoče izvajati na 
ljudeh, živalski modeli pa se anatomsko, 
fiziološko in genetsko preveč razlikujejo 
od človeka, tako da pogosto ne posnema-
jo kritičnih vidikov človeških zdravih ali 
patološko spremenjenih tkiv in organov, 
še posebej ne z želeno molekulsko ločlji-
vostjo (1). Razvoj alternativnih modelov, 
ki posnemajo človeško anatomijo in fizi-
ologijo in vitro, je zato nujno potreben. 
Vzporedno je končni cilj področja tkiv-
nega inženirstva (TI) proizvodnja funk-
cionalnih tkiv in organov in vitro, ki bi 
lahko služili kot nadomestki za obnovo 
ali zamenjavo poškodovanih in obolelih 
humanih delov telesa (2-4). Posamezne 
raziskave TI se osredinjajo predvsem na 

patible materials, 3D printing enables material deposition with micrometer spatial resolution 
under cell-friendly conditions. The development of a functional in vitro pancreas model is gov-
erned by the desire to study diabetes aetiology and is one of the main goals of the in vitro mod-
elling domain, which to-date remains unfulfilled. The tissue slice method, despite having some 
drawbacks, presents the gold standard for basic and translational studies of the pancreas, while 
current most advanced 3D fabricated in vitro pancreas models mimic only basic functions of the 
organ. The purpose of this review is to provide an overview of in vitro models with a focus on in 
vitro models of the endocrine pancreas. We will highlight different model types and fundamental 
elements which need to be considered when constructing a model. Emphasis will be placed on 
more complex 3D fabricated in vitro models, tissue slices, bioscaffold material properties, and 
use of 3D printing for the fabrication of advanced bioscaffolds. We believe that simultaneous de-
velopment of advanced materials, micro-manufacturing technologies, and advanced cell culture 
methods presents a very promising approach towards the construction of a functional in vitro 
pancreas model.

Citirajte kot/Cite as: Milojević M, Stožer A, Maver U. Modeli in vitro endokrine trebušne slinavke. Zdrav Vestn. 
2021;90(1–2):74–90.

DOI: https://doi.org/10.6016/ZdravVestn.3001
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razvoj individualnih mejnikov tega pro-
cesa za doseganje končnega cilja (npr. 
razvoj naprednih materialov, metod pro-
izvodnje in celičnih virov itn.) (5,6) ter 
tudi na izgradnjo enostavnih modelov 
in vitro, ki posnemajo osnovne funkci-
je tkiv in organov in vivo. Da bi dosegli 
načela 3R – zamenjava, zmanjšanje in 
izboljšava (angl. replacement, reducti-
on, refinement) ob etičnih omejitvah in 
pomanjkljivostih živalskih modelov in 
zastavljene cilje tkivnega inženirstva za-
radi preučevanja mehanizmov bolezni v 
nadzorovanih pogojih, so bili povod za 
razvoj kompleksnih modelov in vitro. 
Področje naprednih modelov in vitro leži 
na presečišču TI, regenerativne medici-
ne, patofiziologije, znanosti o naprednih 
materialih in aditivne proizvodnje ter se 
osredinja na posnemanje tridimenzio-
nalne (3D) strukture in funkcionalnosti 
tkiv ali organov in vitro.
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2. Modeli in vitro

2.1 Enostavni modeli in vitro

Enostavni dvodimenzionalni (2D) 
modeli in vitro se že uporabljajo za šte-
vilne namene (Slika 1), kot sta razvoj in 
testiranje novih zdravilnih učinkovin ter 
za farmakološke in toksikološke študije. 
V ta namen se najpogosteje uporabljajo 
transformirane ali nesmrtne komercial-
no dostopne celične linije, ki pa se med 
dolgotrajnejšim gojenjem (večanje šte-
vila celičnih delitev) večinoma pričnejo 
genetsko, epigenetsko in fiziološko zna-
čilno razlikovati od izvornih celic. Za iz-
gradnjo modelov in vitro so komercialne 
celične linije zato najslabša izbira (7,8). 
V nasprotju z njimi so izolirane primar-
ne celične kulture najboljši kandidati za 
uporabo v modelih in vitro, saj najbolje 
predstavljajo funkcionalne enote izvor-
nega tkiva. Izgradnja modelov in vitro 
na osnovi primarnih celičnih kultur je 

predvsem omejena zaradi težavne dosto-
pnosti in izoliranja celic, ki poleg tega v 
standardnih 2D celičnih kulturah težko 
proliferirajo in imajo kratko življenjsko 
dobo (t. i. Hayflickova meja) (9). Nedav-
no so te težave premostili z uporabo in-
duciranih pluripotentnih matičnih celic 
(angl. induced pluripotent stem cells, 
iPSCs), ki jih lahko pridobimo iz somat-
skih celic s postopkom dediferenciacije 
(10). iPSCs imajo zmožnost samoobnav-
ljanja in diferenciacije v številne zrele ce-
lične tipe, zaradi česar so izredno zani-
mive za uporabo v modelih in vitro, kjer 
preučujemo nastanek in potek razvoja 
bolezni. Razlog za redko uporabo iPSCs 
je dejstvo, da pa je nadzor nad diferenci-
acijo v zrele tipe celic izjemno komple-
ksen, poleg tega pa so v celični kulturi 
vselej prisotni tudi nezreli celični feno-
tipi (11,12).

Ne glede na vir in tip celic štejemo 
med enostavne modele in vitro standar-
dne 2D enocelične kulture (sestavljene 
iz enega tipa celic, gojenih v celičnih po-
sodah) in njihove nadgrajene izvedenke, 
kot so 2D kokulture, 2D kulture, gojene 
v posodah, ki so prevlečene s kompo-
nentami zunajceličnega matriksa (angl. 
extracellular matrix, ECM), in kulture, 
gojene na vložkih Transwell®. To pa so 
enostavne 2D celične kokulture, gojene 
na vložkih, ki posnemajo kompleksnejšo 
tridimenzionalno (3D) medcelično si-
gnalizacijo (13,14). Dejstvo je, da imajo 
takšni 2D modeli in vitro veliko pomanj-
kljivosti. Poleg tega, da se celične poso-
de po strukturi, mehanskih lastnostih, 
topografiji in sestavi statistično značilno 
razlikujejo od izvornega tkiva, te celice 
ne morejo medsebojno avto- in parakri-
no komunicirati v vseh prostorskih raz-
sežnostih. Prav tako so celice neenako-
merno izpostavljene koncentracijskim 
gradientom kisika, hranilnih snovi in 
biološko aktivnih molekul. To vodi do Slika 1: Področja uporabe modelov in vitro.
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dejstva, da celice, gojene v 2D kulturah, 
ne izkazujejo pravilne morfologije ter 
pogosto ne izražajo ustreznega fenotipa 
dovolj dolgo. Zato ne omogočajo izvesti 
kompleksnejših in dolgotrajnejših ekspe-
rimentov. Posledica tega je, da enostavni 
modeli in vitro ne posnemajo ključnih 
značilnosti in funkcij izvornega tkiva 
(15,16). V nasprotju z 2D kulturami pa 
celice, gojene v 3D kulturah, vzpostav-
ljajo kompleksne interakcije z ECM in 
sosednjimi celicami v treh prostorskih 
dimenzijah, zato bolje posnemajo bioke-
mijo in mehaniko izvornega mikrooko-
lja. Torej je za izgradnjo funkcionalno 
kompleksnejših modelov in vitro celice 
treba gojiti v 3D okolju oziroma na 3D 
celičnih nosilcih, tj. bioloških nosilcih 
(angl. bioscaffolds), ki posnemajo izvor-
ni ECM, v katerem celice rastejo, se dife-
rencirajo, razmnožujejo in komunicirajo 
v vseh prostorskih dimenzijah (17).

2.2 Napredni modeli in vitro

Napredne modele in vitro definiramo 
kot sintetične alternativne eksperimen-
talne sisteme, ki z uporabo modernih 
pristopov TI in mikroaditivne proizvo-
dnje na osnovi živih humanih celic po-
snemajo fiziologijo tkiva ali organa in 
vitro. V sklopu te definicije ni mišljeno, 
da se kompleksna arhitektura in funkci-
ja tkiva ali organa posnemata do popol-
nosti, ampak model vsaj reprezentativno 
posnema samo tiste ključne funkcije, ki 
jih želimo posnemati in vitro. Napredni 
3D modeli in vitro so uporabni predvsem 
takrat, kadar konvencionalne 2D celične 
kulture ne posnemajo dovolj dobro di-
namičnih odzivov izvornih tkiv (16,18). 
Temeljne prvine (Slika 2), ki jih moramo 
pri izgradnji modela in vitro upoštevati, 
so vir in tip celic (9), fizikalno-kemijski 
dražljaji (19) ter biološko aktivne mo-
lekule (biokemijski dražljaji) (20,21), ki 

spodbujajo želeni celični fenotip.
Med najenostavnejše 3D modele in 

vitro uvrščamo sferoide in organoide, 
ki jih gojimo v posebnih celičnih poso-
dah, na katere se celice ne pritrjujejo. Z 
ustreznimi biokemijskimi dražljaji se ce-
lice same organizirajo v enostavno krog-
lasto 3D obliko. Pri tem se najpogosteje 
uporabljajo iPSCs. Kot namiguje ime, 
organoidi ex vivo posnemajo osnovno 
hierarhično strukturo in fiziologijo or-
ganov, medtem ko sferoidi nimajo jasno 
opredeljene notranje strukture in celič-
ne organizacije (22). Organoidi se upo-
rabljajo predvsem za temeljne raziskave 
in vitro, ki se ukvarjajo z organogenezo 
in s potekom nastanka bolezni (23). Po-
leg tega, da se organoidi med seboj bi-
stveno razlikujejo po velikosti in obliki, 
je poglavitna omejitev obeh modelov 
velikost, saj celice v notranjosti 3D kon-
strukta zaradi omejene difuzije hitro 
nekrotizirajo (24). Za izgradnjo večjih in 
kompleksnejših 3D konstruktov je tako 
izrednega pomena izgradnja celičnih bi-
oloških nosilcev z ustrezno poroznostjo, 
ki olajšajo dostop kisika in hranil do ce-
lic (17,25).

Pri izgradnji naprednih 3D mode-
lov in vitro je zato treba dodatno izbrati 
ustrezne gradnike za proizvodnjo celič-
nih nosilcev z ustreznimi strukturnimi 
in mehanskimi lastnostmi. Nano-, mi-
kro- in makrolastnosti modelov in vitro 
je treba prilagoditi tako, da te posnema-
jo značilnosti izvornega ali bolezensko 
spremenjenega tkiva. Poudarek mora bi-
ti tudi na posnemanju mehanskih pogo-
jev, v katerih celice rastejo. Zato je treba 
izbrati primerne biološke kompatibilne 
materiale z ustreznimi mehanskimi la-
stnostmi. Pomemben del modeliranja 
vključuje tudi posnemanje koncentra-
cijskih gradientov hranil, plinov, pH in 
presnovkov (9).
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3 Trebušna slinavka

Vse od zasnove področja modelov 
in vitro je zaradi želje po preučevanju 
nastanka sladkorne bolezni tipa 1 in 
2 (lat. diabetes mellitus, DM) eden od 
primarnih ciljev razviti funkcionalni 
model trebušne slinavke in vitro ter zlas-
ti Langerhansovih otočkov. Normalno 
delovanje človeškega telesa je odvisno 
od natančnega uravnavanja koncen-
tracije glukoze v krvi. Osrednje mesto 
pri vzdrževanju dinamičnega ravno-
vesja glukoze ima trebušna slinavka, 
natančneje celice beta, ki se nahajajo v 
Langerhansovih otočkih. Te ob zvišanju 
koncentracije energijsko bogatih mole-
kul v krvi (predvsem glukoze) in neka-
terih hormonov (npr. inkretinov GIP in 
GLP-1) ter pod vplivom nevrotransmi-
torjev (npr. CCK in acetilholina) izločajo 

inzulin (26,27). Trebušna slinavka (pan-
kreas) je približno 14–18 cm velik retro-
peritonealni organ, sestavljen iz treh 
poglavitnih anatomskih delov: glave, te-
lesa in repa. Je žleza, ki jo tako struktur-
no kot funkcionalno razdelimo na večji 
(~95 %), eksokrini del, sestavljen pred-
vsem iz duktalnih in acinarnih celic, in 
manjši (~5 %), endokrini del, sestavljen 
iz Langerhansovih otočkov. Acinarne 
celice posredno v dvanajstnik izloča-
jo prebavne encime, ki so odgovorni za 
razgradnjo proteinov, lipidov in oglji-
kovih hidratov. Duktalne celice pa izlo-
čajo tekočino, bogato z bikarbonatnimi 
anioni (28). Endokrina tkiva predstavlja 
pri človeku približno milijon 50–500 
µm velikih endokrinih mikroorganov, 
imenovanih Langerhansovi otočki. Vsak 
otoček (tudi pri različnih vrstah) vsebuje 
približno 1.000 celic. Najštevilčnejše so 

Slika 2: Ključni elementi, ki jih je treba upoštevati pri izgradnji naprednih 3D modelov in vitro. Po izbiri ustreznega vira 
in tipa celic je treba posnemati pomembne biokemijske in fizikalno-kemijske dražljaje in vivo, ki zagotavljajo ohranjanje 
želenega celičnega fenotipa. Nujno je tudi, da 3D biološki nosilci posnemajo ključne fizikalnstrukturne lastnosti 
izvornega ECM.
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celice beta (50–60 %), ki izločajo inzu-
lin, sledijo jim celice alfa (35–40 %), ki 
izločajo glukagon, ter celice delta (10–15 
%), ki izločajo somatostatin. Manj zasto-
pane so celice PP ali gama, ki izločajo 
pankreasni polipeptid, in celice epsilon, 
ki izločajo grelin (29). Med najpomemb-
nejše motnje v delovanju endokrinega 
dela trebušne slinavke štejemo DM tipa 
1 in 2. Sladkorna bolezen je presnovna 
bolezen, za katero je značilna nezmo-
žnost uravnavanja homeostaze glukoze 
v krvi. Predvsem (avto)imunsko pogo-
jena sladkorna bolezen tipa 1 je posle-
dica absolutnega pomanjkanja inzulina 
zaradi uničenja celic beta (30). DM ti-
pa 2 je kompleksna poligenska bolezen, 
na katero vplivajo tudi številni okoljski 
in epigenetski dejavniki. Povzroči jo 
zmanjšana občutljivost tarčnih tkiv za 
inzulin s sprva kompenzacijsko abso-
lutno zvečanim, a sorazmerno nezado-
stnim izločanjem inzulina. To končno 
vodi do nedelovanja sekrecije, propada 
celic beta in absolutnega pomanjka-
nja inzulina (31-33). Oba tipa bolezni 
lahko vodita do akutnih in kroničnih 
zapletov, med katerimi so srčno-žilne 
težave, ledvična odpoved, nevrološke 
poškodbe, izguba vida in splošno po-
večana umrljivost bolnikov (34,35). V 
večini temeljnih raziskav o nastanku in 
razvoju sladkorne bolezni se uporabljajo 
številni različni živalski modeli (prete-
žno glodavci, predvsem miši) (36). Kljub 
številnim podobnostim pa obstaja med 
ljudmi in glodavci veliko strukturnih in 
fizioloških razlik med Langerhansovimi 
otočki , kar vodi do razlik v funkcional-
ni sklopljenosti med celicami in končno 
tudi do razlik v kompleksni dinamiki iz-
ločanja inzulina (26,28). To pomeni, da 
rezultatov, pridobljenih na živalskih mo-
delih, ne moremo vselej v vseh pogledih 
zanesljivo prenesti na človeka. 

4 Modeli trebušne 
slinavke in vitro

Razvoj funkcionalnega človeške-
ga modela trebušne slinavke in vitro bi 
pomenil preboj v temeljnih raziskavah 
sladkorne bolezni in vodil k razvoju 
novih zdravilnih učinkovin za zdravlje-
nje sladkorne bolezni. Hkrati bi močno 
zmanjšal potrebo po uporabi živalskih 
modelov. Kljub dolgoletnemu razvija-
nju modelov in vitro pa na področju 
trebušne slinavke ostajajo številne teža-
ve. Prva težava pri gojenju celic trebu-
šne slinavke in vitro nastane že z zah-
tevnim procesom osamitve in čiščenja 
viabilnih pankreasnih otočkov in celic 
znotraj otočka. Celice Langerhansovih 
otočkov kmalu po osamitvi, ko izgube 
homo- in heterotipične medcelične sti-
ke, niso več sposobne za avto- in parak-
rino komuniciranje. Poleg tega izgubijo 
kritične stike z ECM in stike z bazalno 
membrano, kar navsezadnje vodi do 
zmanjšanja viabilnosti in izgube delo-
vanja celic. Dodatno visoke presnovne 
zahteve in velikost otočkov omejujejo 
razpolaganje in dostop kisika ter hra-
nil do celic v notranjosti otočka. Zaradi 
omejene difuzije se hitro prične nekro-
tično propadanje celic. Vse to botruje 
dejstvu, da trenutni 2D celični modeli in 
vitro trebušne slinavke ob stimuliranju z 
glukozo ne posnemajo kritične dinami-
ke izločanja inzulina (37). 2D substrati 
torej omejujejo rast pankreasnih celic, 
preprečujejo nastanek kompleksne 3D 
morfologije in vivo in ne posnemajo 
stikov tipa celice ECM, ki so kritični za 
normalno delovanje endokrinih celic. 
Še bolj v prid pomembnosti 3D okolja 
za diferenciacijo, rast in funkcionalnost 
Langerhansovih otočkov govori dejstvo, 
da so nedavno potrdili neposredno po-
vezanost med morfologijo pankreasnega 
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otočka in endokrino diferenciacijo. Pri 
diferenciaciji endokrinih progenitornih 
celic namreč celice alfa, ki se prve raz-
vijejo, migrirajo na zunanjost otočka 
in tvorijo plašč, medtem ko celice beta, 
ki nastanejo kasneje, ostanejo v jedru 
otočka. Takšna časovno-prostorska so-
razmernost vodi do tipične sferične 3D 
arhitekture človeškega pankreasnega 
otočka (plašč iz celic alfa in jedro iz celic 
beta), ki je nujno potrebna za normalno 
delovanje otočka (38).

4.1 3D biomimetični 
nosilci posnemajo ECM 
izvornega tkiva

V najelementarnejšem smislu je ECM 
naravni biološko aktivni celični nosilec, 
sestavljen iz strukturnih (kolageni, lami-
nini, fibronektini) in signalnih proteinov, 
polisaharidov, glikoproteinov, proteogli-
kanov, biološko aktivnih molekul, elek-
trolitov in vode (39). ECM v razmerah in 
vivo ustvari kompleksno 3D ogrodje, ta-
ko da celicam zagotavlja mehansko pod-
poro in poleg medcelične komunikacije 
v vseh prostorskih dimenzijah omogoča 
ključne celične procese, kot so adhezija, 
migracija, proliferacija in diferenciacija 
(40). ECM igra v mikrookolju pankreas-
nih celic ključno vlogo (41), zato je pri 
izgradnji naprednega modela trebušne 
slinavke in vitro izrednega pomena, da z 
uporabo 3D celičnih nosilcev posnema-
mo osnovne lastnosti izvornega ECM 
(42,43). 

Splošno morajo celični nosilci posne-
mati kompleksno 3D mikroarhitekturo, 
hierarhično strukturo in sestavo ECM 
izvornega tkiva, ki ga želimo posnemati 
in vitro. Osnovne gradnike, 3D strukturo 
in sestavo pankreasnega ECM najbolje 
posnemajo nosilci, zgrajeni iz naravnih 
polimerov (predvsem polisaharidov). Ti 
tvorijo hidrogele ter pozitivno vplivajo 

na rast in viabilnost celic trebušne sli-
navke (44). Zato se za izgradnjo napre-
dnih modelov trebušne slinavke in vitro 
(Langerhansovih otočkov) vlaga velik 
trud v razvoj 3D biomimetičnih celičnih 
nosilcev, ki posnemajo osnovne grad-
nike izvornega mikrookolja (ECM), s 
katerim so pankreasne celice obdane. 
Ključno merilo pri izgradnji nosilca je 
izbira ustreznega materiala. Temeljiti 
mora na mehanskih lastnostih tkiva, saj 
igra predvsem površina materiala po-
membno vlogo pri usmerjanju rasti in 
razvoja celic, poleg tega pa je osrednji 
vmesnik za medcelične interakcije (45). 
Trebušna slinavka je nelinearno visko-
zno-elastično mehko tkivo z nizko striž-
no togostjo (46). Zato so naravni po-
limerni hidrogeli, ki imajo visok delež 
vode in izkazujejo podobne strukturne 
ter mehanske lastnosti kot pankreasni 
ECM, najboljši materiali za izgradnjo 
celičnih nosilcev (47). Poleg biološke 
kompatibilnosti sta osnovne lastnosti, 
ki ju moramo še upoštevati pri izgradnji 
bionosilca, struktura in elementarni gra-
dniki nosilca. Topografske, materialne 
in fizikalne značilnosti vseh velikostnih 
razredov (npr. makro-, nano- in mikro-
topografija, makro- in mikroporoznost) 
so strukturni dražljaji, ki usmerjajo ob-
našanje celic. Izbira biološko kompati-
bilnih materialov mora temeljiti na dej-
stvu, da tako mikro- kot makrolastnosti 
nosilcev posnemajo značilnosti izvor-
nega ali patološko spremenjenega tkiva 
trebušne slinavke. Površinske lastnosti 
nosilcev (npr. hrapavost), njihove me-
hanske lastnosti, mikrostrukutra (npr. 
velikost in oblika por) in druge značil-
nosti (npr. nabrekanje in biološka raz-
gradljivost nosilca) značilno vplivajo na 
rast in fenotip celic (48). Celice trebušne 
slinavke, ki so jih gojili in vitro na 3D ce-
ličnih nosilcih, so se lahko diferencirale 
v fiziološko primerno tkivo, hkrati pa 
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se je njihova morfologija značilno raz-
likovala od celic, gojenih v 2D celičnih 
kulturah. V primerjavi z 2D substrati so 
s 3D nosilci, zgrajeni iz polisaharidov, 
spodbujali tudi boljšo adhezijo, prolife-
racijo in preživetje celic (49-51). 

Čeprav materiali naravnega izvora 
predstavljajo dobro izbiro za izgradnjo 
3D biološko mimetičnih nosilcev, pa ne 
morejo posnemati kompleksnosti ECM 
izvornega tkiva povsem do potankosti. 
Nedavno razvite tehnike tkivne dece-
lularizacije (angl. decellularised extra-
cellular matrices, dECM) obljubljajo 
možnost izgradnje celičnih nosilcev 
dECM, ki skoraj popolnoma posnemajo 
kompleksnost izvornega tkiva. Celične 
nosilce dECM lahko pridobimo iz raz-
ličnih tkiv z metodo decelularizacije, ki 
ponavadi zajema lizo in odstranitev celic 
iz tkiva s perfuzijo z deionizirano vodo 
ali z detergenti (52,53). Tako po procesu 
ostane samo tkivnospecifični ECM, ki 
ponavadi zajema makromolekule, kot so 
kolageni, laminini, fibronektin, elastin in 
druge tkivnospecifične glikozaminogli-
kane, citokine in rastne dejavnike. Ne-
davno je skupina znanstvenikov doka-
zala, da takšni specifični nosilci dECM 
značilno vplivajo tudi na delovanje celic 
trebušne slinavke. Z metodo decelula-
rizacije so iz trebušne slinavke uspeš-
no pripravili celične nosilce z unikatno 
sestavo, fizikalno strukturo in biološko 
aktivnostjo. Celice iPSCs, gojene na spe-
cifičnih nosilcih za trebušno slinavko, so 
se spontano diferencirale v celice, po-
dobne celicam trebušne slinavke, ki so 
pri tem tudi začele izražati ustrezne gene 
(54). Iz tkiva trebušne slinavke priprav-
ljen dECM so uspešno uporabili tudi že 
za 3D tisk biološko mimetičnih celičnih 
nosilcev. Takšni 3D tiskani nosilci dECM 
so spodbujali diferenciranje iPSCs pro-
ti pankreasnemu fenotipu, hkrati pa so 

ohranjali dolgoročno viabilnost in funk-
cijo izoliranih Langerhansovih otočkov 
(55). Največja težava pri uporabi dECM 
ostaja dejstvo, da se med procesom de-
celulariziranja poruši visoko specifična 
prostorska razporeditev proteinov in 
drugih molekul. Zato trenutni cilj pri 
razvoju ostaja iskanje ravnotežja med 
popolno odstranitvijo celičnih kompo-
nent in ohranitvijo malih žil (kapilar) in 
drugih tkivnih struktur. Prav tako so na 
celicah, gojenih na nosilcih dECM, opa-
zili toksične učinke, ki so najverjetneje 
posledica preostanka detergentov, upo-
rabljenih med procesom (56). 

Trenutno največjo omejitev na podro-
čju izgradnje 3D nosilcev, ki dolgoročno 
podpirajo rast celic trebušne slinavke, 
predstavljajo neustrezne mehanske last-
nosti materialov, še posebej hidrogelov. 
Za izboljšanje mehanske stabilnosti hi-
drogelov se uporabljajo različne tehnike 
zamreženja (npr. ionsko zamreženje), 
anorganski/organski dodatki (celulozna 
vlakna, različni nanodelci) (57,58) ali 
drugi sintetični materiali (polikaprolak-
ton). Ti nosilcu izboljšajo mehanske last-
nosti oziroma nudijo primerno osnovno 
ogrodje (57,59). Dodatna težava pa je 
dejstvo, da je izjemno težko tako prila-
gajati prej omenjene ključne značilnosti 
nosilcev (poroznost, topografija, mehan-
ske lastnosti, hitrost razpada in privze-
ma vode, reološke lastnosti materialov), 
da bi ti popolnoma posnemali lastnosti 
izvornega tkiva. Razvoj hidrogelnih for-
mulacij, na podlagi katerih bi bilo mož-
no izdelati dolgoročno stabilne celične 
nosilce in katerim bi lahko dodatno po-
ljubno prilagajali želene lastnosti (npr. 
viskozno-elastične, mehanske, površin-
ske), bi pomenil izjemen napredek na 
področju izgradnje naprednih modelov 
in vitro (60).



82

METABOLNE IN HORMONSKE MOTNJE

Zdrav Vestn | januar – februar 2021 | Letnik 90 | https://doi.org/10.6016/ZdravVestn.3001

5 3D tisk za izgradnjo 
in vitro modelov

Kljub vsem tehnološkim napredkom 
na področju TI pa ostaja razvoj fiziolo-
ško relevantnih tkiv, posebej trebušne 
slinavke, še naprej težaven. Zaradi ome-
jitve v difuziji kisika in hranil je izgradnja 
konstruktov, večjih od 200 µm, izredno 
problematična (25). Napredovanje k iz-
gradnji večjih tkivnih konstruktov zavi-
ra dejstvo, da je treba v nosilec vključiti 
funkcionalnost žilja za zagotavljanje in 
izboljšanje prenosa kisika in hranil do 
celic, hkrati pa spodbujati odstranjeva-
nje njihovih odpadnih snovi. Izgradnja 
3D mrež žilja znotraj tkivnih konstruk-
tov igra ključno vlogo pri dolgoročnem 
preživetju in ohranjanju viabilnosti celic 
v modelih in vitro (61,62). Do danes raz-
iskovalcem še ni uspelo razviti celičnih 
nosilcev za izgradnjo modelov mehkih 
tkiv in vitro, ki bi izkazovali hkrati ustre-
zno ločljivost, strukturno integriteto in 
zahtevano biološko kompatibilnost (63). 
Več TI pristopov (64-67) so razvili zato, 
da bi te težave odpravili, vendar se jih 
večina omejuje na indiciranje angioge-
neze in vitro. Poleg tega, da takšni pris-
topi zahtevajo dolgotrajno inkubacijo za 
formiranje žilja in tudi uporabo dragih 
rastnih dejavnikov (npr. angl. vascular 
endothelial growth factor, VEGF), je nji-
hova osrednja pomanjkljivost omejena 
ponovljivost ter nezmožnost prostorske-
ga nadziranja razporeditve žilja znotraj 
konstrukta, ki pogosto sploh ne omogo-
či perfuzije. Zadnja leta se pogosteje za 
proizvodnjo celičnih nosilcev na osnovi 
biološko kompatibilnih materialov, na-
prednih modelov in vitro in tkivnih kon-
struktov z vključenim žiljem uporabljajo 
aditivni pristopi, kot je 3D tisk (68). Pri 
tem se različne tehnike aditivne proi-
zvodnje razvijajo in uporabljajo hkrati 
(npr. litografske tehnike, t.i. tisk ink-jet, 

mikroekstruzijske metode) za izgradnjo 
3D celičnih nosilcev, ki bolje posnemajo 
arhitekturo, biokemijo in funkcional-
nost izvornih tkiv. Posamezne tehnike 
izkazujejo določene prednosti in slabosti 
(52). Med njimi 3D biotisk predstavlja 
novo in najobetavnejšo uporabljeno me-
todo, za katero se pričakuje, da bo narav-
nost revolucionalizirala področje izgra-
dnje naprednih modelov in vitro. Poleg 
zmožnosti hkratne uporabe velikega 
nabora biološko kompatibilnih materia-
lov in izjemne vsestranskosti apliciranja 
(69,70) 3D biološki tiskalnik omogo-
ča nalaganje materiala z mikrometrsko 
prostorsko ločljivostjo (71) pri pogojih, 
ki so celicam prijazni, kot so npr. nizke 
strižne sile (72,73). To daje 3D tiskalniku 
veliko prednost pred ostalimi konvenci-
onalnimi tehnikami za pripravo celičnih 
nosilcev, ki jih pogosto omejuje prav 
nadziranje 3D oblike, prostorska posta-
vitev posameznih komponent materiala 
in s tem lokalna porazdelitev gostote na-
nosa materiala in celic (74).

5.1 Tehnika 3D tiska core/
shell za izgradnjo naprednih 
modelov in vitro

Kot smo že omenili, je za razvoj več-
jih in fiziološko kompleksnejših mode-
lov in vitro izrednega pomena izgradnja 
celičnih nosilcev, ki omogočajo nemoten 
pretok celičnega medija ali celo posne-
majo osnovno funkcionalnost svetline 
žile. Verjetno najboljši in najenostav-
nejši pristop k izgradnji 3D tiskanega 
pretočnega modela in vitro je vključitev 
povezane mreže votlih kanalov v notran-
josti tkivnega nosilca. Izgradnja takšne-
ga biološkega nosilca bi zmanjšala verje-
tnost za nastajanje nekrotičnih območij 
v konstruktu in rešila tudi številne druge 
že omenjene pomanjkljivosti dosedanjih 
modelov (73). V votle kanale nosilcev 
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lahko dodatno naselimo endotelne ce-
lice, s čimer dobe zmožnost posnema-
ti sintetične žile v 3D tkivnih modelih 
(75). Poleg že omenjene olajšane difu-
zije kisika, dotoka hranil, nemotene-
ga odstranjevanja CO2 in presnovkov 
lahko takšne svetline kanalov glede na 
specifiko in vitro gojenega tkiva izpol-
njujejo tudi druge pomembne fiziološke 
naloge. Pri modelih endokrinih tkiv in 
vitro omogočajo zbiranje sekreta in oce-
no sekrecijske funkcije konstrukta, pri 
eksokrinih tkivih pa odvajanje sekreta 
in njegovo zbiranje za kvantificiranje. 
Za izgradnjo naprednega 3D modela 
in vitro celotne trebušne slinavke, ki bi 
vključeval tako endokrini kot eksokrini 
del, je treba v biološki nosilec poleg svet-
lin, kamor endokrine celice izločajo svoj 
sekret, dodatno vključiti tudi duktuse 
za odvajanje encimov, ker bi aktiviranje 
le-teh lahko vodilo v avtodigestijo ozi-
roma sprožilo celo pankreatitis in vitro 
gojenega tkiva. 

Nedavno je veliko pozornosti pri-
tegnila nova različica metode 3D tiska 
votlih kanalov (t. i. tisk core/shell) (76-
79), saj obljublja hitro, enostavno in 
ponovljivo izgradnjo stabilnih celičnih 
nosilcev z vgrajenimi pretočnimi kanali. 
Z uporabo koaksialne šobe omogoča t.i. 
tisk core/shell sočasno 3D tiskanje dveh 
materialov, pri čemer se eden iztisne kot 
jedrni filament (angl. core), drugi pa kot 
ovoj okoli prvega (angl. shell). Tehnika 
odpira možnost, da z izbiro bioloških 
materialov z različnimi mehanskimi la-
stnostmi trši material med tiskom in po 
njem strukturno podpira mehkejšega. 
Če za izgradnjo nosilca uporabimo ma-
terial, ki ga je možno kemijsko zamrežiti 
(npr. alginat) ter ga iztisnemo kot ovoj, v 
jedro pa hkrati iztisnemo zamreževalec 
(npr. CaCl2), se potem v enem samem 
procesnem koraku lahko izgradi celo sta-
bilen biološki nosilec z votlimi filamenti 

(80). Koaksialni tisk so že uporabili za 
izgradnjo nosilcev s čvrstimi (81), t.i. 
core/shell (82) in votlimi filamenti (83). 
Toda uporabljenih materialov še niso 
optimizirali za sočasno celično viabil-
nost in celo mehansko robustnost kon-
struktov. Ne glede na vse prednosti tako 
navadnega 3D tiska kot t.i. core/shell še 
vedno predstavlja velik izziv, kako razvi-
ti ustrezne materialne formulacije (angl. 
ink), ki izkazujejo hkrati vse potrebne 
lastnosti, primerne za 3D tiskanje, in iz-
polnjujejo vse biološke zahteve (84).

6 Tkivna rezina kot model 
trebušne slinavke in vitro

Zaradi doslej prikazanih številnih 
omejitev in zahtevnosti izgradnje dobrih 
3D modelov trebušne slinavke, ker ima 
ta organ kompleksno zgradbo in delova-
nja (28,85), se za bazične in translacijske 
študije trebušne slinavke še vedno veči-
noma uporabljajo izolirane endokrine 
celice, predvsem celice beta, izolirane 
acinarne celice, izolirani Langerhanso-
vi otočki in izolirani duktusi in acinusi 
(86,87). Rezultati teh raziskav se pogosto 
dopolnjujejo z različnimi meritvami in 
vivo na ravni celotnega organizma (88). 
Pomemben korak k čim boljšemu 3D 
modelu za tkivo trebušne slinavke, ki je 
alternativen v številnih pogledih, deloma 
pa tudi dopolnjuje razvoj 3D modelov s 
pomočjo različnih nosilcev in 3D tiska, 
so pred kratkim razvili in vedno pogo-
steje uporabljajo metodo tkivne rezine 
trebušne slinavke (86,89).

Pri tej metodi se z mikrotomom nare-
že tkivo trebušne slinavke različnih vrst 
modelnih organizmov (najpogosteje mi-
ši, lahko tudi podgane ali prašiča) ali člo-
veka na tkivne rezine, debeline približno 
100 mikrometrov. Ob tem se za razliko od 
izoliranja celic in otočkov ne uporabljajo 
encimi, ampak le minimalni mehanski 
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stres zaradi rezanja. Tkivne rezine vse-
bujejo brezhibne Langerhansove otočke, 
prerezane Langerhansove otočke, velika 
področja brezhibnih acinusov in dolge 
odseke duktusov različnih velikostnih 
redov. Ena najpomembnejših lastnosti 
tako pridobljenih tkivnih rezin je, da so 
celice znotraj Langerhansovih otočkov 
in znotraj acinusov med seboj povezane 
z različnimi medceličnimi stiki, hkrati 
pa je ohranjeno parakrino medseboj-
no delovanje znotraj endokrinega dela, 
znotraj eksokrinega dela in med obema 
deloma. V večji meri kot pri izoliranju 
otočkov in acinusov so tudi ohranjene 
žile, bazalna membrana, vezivne ovoj-
nice, imunske celice in drugi elementi 
mezenhima, s tem pa 3D zgradba tkiva 
(86,87,90,91). Akutna rezina trebušne 
slinavke je tako posebna oblika primar-
ne celične kulture, ki se lahko brez po-
sebnih dodatnih nosilcev uporablja vsaj 
24–48 ur (87,92). 

V kombinaciji z elektrofiziološkimi 
meritvami, meritvami koncentracije 
znotrajceličnih kalcijevih ionov, meritva-
mi sekrecije in različnimi morfološkimi 
meritvami se je pokazalo, da je metoda 
tkivne rezine po rezultatih in ponovlji-
vosti vsaj enakovredna metodam izoli-
ranja celic in otočkov oziroma acinusov 
(93-99). V številnih pogledih pa tkivna 
rezina omogoča bolj fiziološke podatke, 
predvsem ko gre za oceno komunikacije 
med različnimi celicami (37,100-102). 
Dodatna pomembna prednost metode 
tkivne rezine je, da je dobro združljiva 
s številnimi različnimi modelnimi or-
ganizmi s fluorescenčno označenimi 
celicami, ki nas zanimajo, hkrati pa tudi 
z modeli za sladkorno bolezen, ki vodi-
jo v propadanje večine celic beta (npr. 
streptozotocinski model) in tako niso 
združljivi z izoliranjem celic ali otočkov, 
saj v teh primerih dobimo premalo izo-
lata (103,104). Rezultati morfoloških in 

funkcionalnih meritev v rezini postajajo 
zlati standard na tem področju, hkrati pa 
tudi pomembna referenca za meritve v 
drugih 3D modelih.

Končno naj poudarimo, da se v zad-
njem času tkivne rezine uporabljajo tudi 
v kombinaciji s posebnimi nosilci, ki po-
daljšajo življenjsko dobo rezine ex vivo 
in njeno uporabnost za študije vsaj do 
enega tedna (87). Pri uporabi človeškega 
tkiva se predvideva, da bodo nosilci mo-
rali omogočiti prenos tkiva v trajanju več 
dni, da se le-to lahko uporabi v študijah 
v tistih delih sveta, kjer ni lokalnega vi-
ra človeškega tkiva oziroma za meritve v 
specializiranih laboratorijih z metoda-
mi, ki niso na voljo na mestu vira člo-
veškega tkiva. Predvidevamo, da se bo 
večji ali manjši del tkiva iz rezine lahko 
v prihodnje uporabil tudi za izgradnjo 
3D modelov s pomočjo že omenjenih 
naprednih materialov in tehnik kombi-
niranja celic s temi materiali (60).

7 Pogled v prihodnost

Kljub izjemnim napredkom tako v 
širši interdisciplinarni domeni tkivnega 
inženirstva kot na ožjem področju mo-
delov in vitro trebušne slinavke čakajo 
obe področji še vedno številni problemi, 
ki jih je potrebno premostiti. Trenutni 
najnaprednejši modeli 3D in vitro posne-
majo le osnovne funkcije posameznih 
tkiv in organov, zato se kljub pomanj-
kljivostim kot zlati standard za izvajanje 
bazičnih študij (še posebej pri trebušni 
slinavki) uporabljajo tkivne rezine. Ko-
rak v pravo smer pomeni razvoj dveh na 
videz nepovezanih področij mikrofluidi-
ke in proizvodnje računalniških mikro-
čipov. T. i. organi-na-čipu so celične kul-
ture, gojene na naprednih mikrofluidnih 
napravah (105). S tehnikami proizvo-
dnje mikročipov (npr. mehke litografije) 
(106) je mogoče z visoko natančnostjo 
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izdelati pretočne nosilce, ki bolje posne-
majo fizikalno-kemijske (koncentracij-
ski gradienti plinov in hranilnih snovi), 
strukturne (nano-topologija) in bioke-
mijske dražljaje (koncentracijski gra-
dienti biološko aktivnih molekul) tkiv, 
ki jih posnemajo. Poleg tega se celice v 
takšnih napravah ne gojijo v statičnem 
okolju celičnih posod ali 3D bionosil-
cev, ampak so neprekinjeno izpostavlje-
ne pretoku celičnega medija. Perfuzija 
medija posnema ključne fizikalno-ke-
mijske dražljaje (nastanek strižnih sil in 
koncentracijskih gradientov), ki so jim 
celice izpostavljene v izvornem okolju. 
Hkrati pa olajša difuzijo kisika in hranil 
ter omogoča odstranjevanje odpadnih 
produktov (107). Celice Langerhansove-
ga otočka, gojene v takšnem mikroflui-
dnem okolju, so npr. pokazale pravilnej-
šo morfologijo in izboljšano viabilnost v 
primerjavi s statičnimi kulturami. Do-
datno pa so celice beta ob stimuliranju 
z glukozo dlje časa ohranile ustrezno 
dinamiko izločanja inzulina (108,109). 
Prihodnje raziskave na področju or-
ganov-na-čipu se bodo osredinjale na 
funkcionalno povezavo posameznih or-
ganov in na razvoj t. i. telesa-na-čipu ter 
dodatno sklopitev sistema z mikrosen-
zorji. To ne bo omogočalo zgolj vpog-
leda v delovanje in odzive posameznih 

celic, ampak tudi v kompleksno signali-
ziranje in komuniciranje med različnimi 
tkivi in organi v stvarnem času. S tem se 
bodo med drugim odprle številne nove 
možnosti v farmakoloških in toksiko-
loških študijah, omogočal naprednejši 
in ciljni razvoj zdravilnih učinkovin, pa 
tudi razvoj modelov bolezni z vplivom 
na več organov hkrati (110). Trenuten 
razvoj nakazuje, da bodo sočasni razvoj 
(1) naprednih materialov z dinamično 
prilagodljivimi mehanskimi, fizikalno-
-kemijskimi in strukturnimi lastnostmi, 
(2) natančnejših metod mikroaditivne 
proizvodnje za izgradnjo kompleksnej-
ših bionosilcev (3) ter uporaba novih 
celičnih virov in (4) optimiziranje po-
gojev gojenja celičnih kultur, vodili do 
izgradnje naprednih modelov in vitro, ki 
bodo popolnoma in reprezentativno po-
snemali hierarhično strukturo in funkci-
onalnost tkiv ali organov in vivo.
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