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Za delo v predklinični ali eksperimentalni onkologiji so 
potrebni: 

• In vitro modeli:
– Genomika in proteomika
– Celične kulture

• Matematični modeli 
• Ex vivo modeli: 

– Organoidi

• In vivo modeli:
– Tumorski modeli
– Živalski modeli

• Študij biologije nastanka raka
• Preizkušanje različnih zvrsti zdravljenja raka
• Testiranje strategij za prevencijo nastanka raka
• Razvijanje postopkov za zgodnje odkrivanje in 

diagnozo raka
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Področja raziskav v onkologiji

 Tumorska biologija
– Specifične lastnosti tumorskih celic
– Interakcije med tumorjem in 

gostiteljem

 Testiranje in prenašanje novih zdravljenj 
v klinično prakso
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Kaj je dober model?

• Celične kulture
• Sferoidi/organoidi/organi na čipih…
• Glodalski tumorski modeli
• Humani tumorski ksenografti

• Samo orodja, ki se uporabljajo za študij 
specifičnih vprašanj v zvezi s humanimi 
tumorji
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Laboratorijske 
miši
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Prednosti in slabosti uporabe 
mišjih tumorskih modelov



8/105

Miši, ki se uporabljajo v biomedicinskih raziskavah

• Inbridirane imunsko odzivne živali 
• Gole (brez T limfocitov)
• SCID (brez B in T limfocitov)
• Transgene
• Knockout
• Humanizirane
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Inbridirane imunsko 
odzivne živali 

• Prednosti
– Relativno poceni
– Veliko število ustanovljenih tumorskih modelov
– Različna mesta injiciranja

• Slabosti
– „imunost“
– Genska raznolikost

C57BL/6 miš
Clarence Cook Little, 1920
ustanovitelj Jackson  laboratory
Sekveniranje genoma 2002

A/J

Balb C

CBA 
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Gole miši

• Prednosti
– Dobra karakterizicija, siroka uporaba
– Odsotnost dlak omogoča dobro vizualizacijo podkožnih tumorjev
– Dovolj imunsko oslabljene, da je mogoča rast mnogih humanih celic in 

tumorjev
– Na voljo na različnih genetskih osnovah

• Slabosti
– Prisotne nekaj ekstratimusne T celične funkcije
– Prisotni B limfociti
– Normalno število makrofagov, NK celic, normalna funkcija APC celic in 

normalna funkcija komplementa – NARAVNA ODPORNOST
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SCID miši

Prednosti
– Boljše kot gole miši – manj spontanih regresij tumorjev, večji 

procent humanih tumorjev, ki jih lahko gojimo na SCID miših
– Na voljo na različnih genetskih osnovah 

Slabosti
– V odvisnosti od vrste in okolja obstaja nekaj produkcije T in B 

limfocitov po 12 tednu starosti
– Normalno število makrofagov, NK celic, normalno delovanje APC , 

pri nekaterih je funkcija komplementa povečana
– Visoka incidenca limfomov timusa – krajša življenjska doba
– Radioobčutljive zaradi napak v DNA popravljalnih mehanizmih

Fox Chase SCID® Beige Mouse
A congenic mouse that possesses both autosomal 
recessive mutations SCID (Prkdcscid) and beige (Lystbg). 
The SCID mutation results in severe combined 
immunodeficiency affecting both the B and T 
lymphocytes. The beige mutation results in defective 
natural killer (NK) cells. 
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Gensko spremenjene miši – 
transgene miši

• Netransgene miši: spontane mutacije, 
kemično inducirane, drugi vir nastanka (npr. 
sevanje)

• Transgene: 
– Knock-in
– Knock-out
– Usmerjene mutacije (Crispr/Cas9)
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Transgene miši – vnos tujega 
gena –knock-in miši

• Prednosti
– Tumorji se razvijejo spontano in v “naravnem” organu
– Tumorji imajo naravno hitrost rasti in metastatski potencial
– Neimunogene

• Slabosti
– Zelo drage
– potrebno veliko časa za razvoj in validacijo

GREEN MICE – expressing 
green fluorescence protein
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Knockout miši – delecija dol. gena

• Prednosti
– Tumorji se razvijejo spontano in v “naravnem” organu
– Tumorji imajo naravno hitrost rasti in metastatski potencial
– Neimunogene

• Slabosti
– Zelo drage
– potrebno veliko časa za razvoj in validacijo
– Potrebna je normalizacija, ker se tumorji nikoli ne razvijejo pri 

vseh živalih
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Usmerjene mutacije • Prednosti
– Hitra producija
– Relativno poceni
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Humanizirane 
miši

Zitvogel et al, Nature Reviews Cancer 2016; 16:759-773
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Živalski modeli v 
radiobiologiji

• Planiranje radioterapije z drugimi načini zdravljenja 
(kemoterapijo, imunoterapijo gensko terapijo)

• Mehanizmi delovanja
• Reakcije normalnih tkiv (pozne reakcije pri 

kombiniranih zdravljenjih)

https://www.gsi.de/forschung/bio/radiobio_e.html
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Živalski modeli v kemoterapiji oz. 
sistemskem zdravljenju

• Toksičnost
• Metabolizem zdravila
• Distribucija v telesu
• Tumorsko mikrookolje
• Učinkovitost
• Ne-klinično terstiranje pred začetkom 

klinični študije faze I

https://www.gsi.de/forschung/bio/dna_damage_repair.html
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Mišji tumorski modeli

• Dostopnost in-breed linij (sorodniki)
• Tumorski sistemi lahko dostopni
• Relativno poceni
• Dobro definirani end-point-i
• Hitra rast tumorjev
• Hitri in ponovljivi rezultati
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Spontani živalski tumorji

• Prednosti
– Spontani v določenem sevu živali
– Različni histološki tipi
– Zelo podobni humanim tumorjem glede fizioloških 

parametrov in biologije rasti tumorjev
• Slabosti

– Majhno število
– Problematično načrtovanje poskusov
– Slaba histološka karakterizacija
– Majhen izbor primernih testov
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Ustanovljeni presajeni tumorji – 
tumorji iz celičnih linij

• Prednosti
– Dobro histološko karakterizirani
– Velik izbor primernih testov
– Ponovljivost

• Slabosti
– Velika celična selekcija
– Običajno anaplastični
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Presajeni tumorski modeli

Cellular interactions 
Immune responses
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Rast tumorjev pri glodalcih
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Ksenografti tumorjev bolnikov in organoidi tumorjev bolnikov

The EMBO Journal (2019)38:e101654



26/105EMBO J, Volume: 38, Issue: 15, First published: 08 July 2019, DOI: (10.15252/embj.2019101654) 

Patient-derived xenografts and organoides– 
ksenografti in organoidi tumorjev bolnikov

PDTXs preserve tumour
heterogeneity and tumour–
stroma interactions. 
PDTOs grow in a provided 
basement membrane 
extract and can be 
established from epithelial 
cancer cells as well as 
normal epithelial tissue. 

Both models allow for 
several translational 
applications that 
contribute to development 
of therapeutic cancer 
treatments. Part of this 
figure was adapted from 
Sachs and Clevers (2014).

https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/embj.2019101654#embj2019101654-bib-0067
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Humani tumorski ksenografti
• Prednosti
 Morfološke in biološke karakteristike originalnih 

tumorjev so ohranjene
 Dobro odražajo odgovor na zdravljenje

• Slabosti
 Vaskularizacija je specifična za gostitelja, ne
 za tumor
 Podvojitveni čas rasti tumorja je krajši
 Imunski odziv organizma 
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Humani tumorski ksenografti

• Korelacija med 
odgovorom med 
ksenografti in kliničnim 
odgovorom pri pacientih 
po kemoterapiji
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Humanizirane miši in Patient-
derived xenograft

Lampreht Tratar, Horvat, Čemažar, Frontiers in Oncology 2018 doi: 10.3389/fonc.2018.00268



30/105

Podkožni tumorji, pljučne 
metastaze

Kontrola Bleomicin 
20 µg/miš

EP: 8 pulzov,
1300 V/cm
1 Hz, 100 µs

Elektrokemo
terapija
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Protitumorska učinkovitost

Day 0 Day 7 Day 14

Control EGT +IRIR 4 Gy
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Učinki zdravljenja – stopnja kontroliranja
bolezni v  humani onkologiji – korelacija z 

predkliničnimi modeli
• RECIST (Response evaluation Criteria in Solid Tumors) kriteriji:

– Popolni odgovor: popolno uničenje tumorja
– Delni odgovor: tumor zmanjšan za več kot 50%
– Stagnacija (stable disease): zmanjšanje za manj kot 50% 
– Napredovanje bolezni: rast tumorja

• Trajanje uspeha: 5-letno preživetje - ~ 100 dni pri miših
– Lokalno stanje bolezni
– Preživetje – celokupno preživetje; preživetje brez ponovitve bolezni, 

preživetje do pojava simptomov…
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Testi za ugotavljanje protitumorske 
učinkovitosti

• Test zaostanka v rasti tumorjev

• Test lokalne kontrole rasti 
tumorjev
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tumorjev
(TCD50)

Sevalna doza

Sevalna doza

nadzor tumorja
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Krivulje preživetja – trajanje uspeha 
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Poškodbe normalnih tkiv

 Testi za določevanje poškodb
 Spošno stanje tkiv (koža)

 Funkcionalni testi za določene organe:
 Hitrost dihanje (pljuča)
 EDTA izločanje (ledvica)
 Krvni testi (kostni mozeg)

 Testi klonogenosti (in situ ali presajeni na drugo lokacijo)
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Terapevtski indeks

Terapevtski indeks določa odgovor tumorja pri točno določeni 
poškodbi normalnega tkiva.
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Smernice za dobrobit živali s tumorji - splošno

• 3 R’s (reduction, refinement, replacement)
• Poudarek na napovedovanju in prepoznavanju 

stranskih pojavov in uporabi humanih “end-
pointov”

• Načrtovanje poskusov (pilotne študije, 
statistika, učenje, sistem dokumentacije)
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OBSERVE smernice

• Sistematično spremljanje živali za zagotovitev 
dobrega počutja in kakovostnih rezultatov.
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Smernice za dobrobit živali s tumorji - 
specifično

• Določevanje resnosti poskodb
• Biologija tumorjev
• Natančno načrtovanje poskusov 

(humano)
• Spremljanje živali
• Dokumentacija in objave
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Izbira in uporaba tumorskega 
modela
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1. FAZA
TIP TUMORJA

Molekularni 
status tumorja

Klinični tip 
tumorja

In vitro 
študije

2. FAZA
ŽIVAL

PRESAJEN Avtohton

Humani ksenograft Živalski tumor
Specifične genetske 

spremembe

Imunsko oslabljen 
organizem

Imunokompetenten 
singenski organizem Transgenski organizem

3. FAZA
TUMORSKO
MIKROOKOLJE

POMEMBNO NEPOMEMBNO

Ortotopno 
mesto

Sočasna vcepitev v 
stromalne/gost. celice

Podkožna 
presaditev

4. FAZA
STATUS 
TUMORJA

Predrakava 
sprememba

Zgodnja faza
tumorja

Zreli/invazivni 
tumor

ZASEVKI

Spontani Eksperimentalni

5. FAZA
OCENA 
TUMORJA

TUMORJI NOTRANJIH ORGANOV POVRŠINSKI TUMORJI

Slikovne  
metode

Biokemične/ 
hematološke 

preiskave

Palpacija, 
klinični 
znaki

Kljunasto 
merilo

6. FAZA
REŽIM ODMERJANJA Klinični protokoli Podatki o živalih Meh. delovanja, PK, PD, toleranca

7. FAZA
KONČNE 
ANALIZE

Prostornina, 
teža tumorja 

Zaostanek v rasti

Tel. teža in 
stanje, kl. znaki 

Toksičnost biomarkerjev

Ex vivo 
klonogenost

Učinkovitost 
biomarkerjev

Tel. tekočine, tumor, norm. tkiva
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Molecular imaging modalities used for 
preclinical and/or clinical applications
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Molecular imaging – main field of 
study

• Monitoring deep seated tumors with or 
without therapy

• Study of basic biological processes
• Tissue pharmacokinetics and 

pharmacodynamic responses to treatment
• Pharmacodynamic imaging of molecular 

targeted therapeutics
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Small animal ultrasound - US

Advantages
• Relatively inexpensive
• No ionizing radiation
• Good temporal resolution
• Quantitative data
• Excellent sensitivity with microbubbles
• Clinical utility

Drawbacks
• Limited depth of penetration
• Primarily anatomical information
• Limited molecular imaging applicatio
• Limited to imaging of soft-tissues onl
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Perfusion of tumors after 
electrochemotherapy – US with contrast agent

Before 3 min after 35 min after 48 h after
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Small animal optical fluorescence 
imaging

Advantages
• Relatively inexpensive
• User friendly
• Multiplexing capabilities

Drawbacks
• Limited depth of penetration
• Poor spatial resolution at greater depths
• Surface weighted images
• Autofluorescence
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Epi and trans-illumination
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Fluorescence stereo microscope: noninvasive imaging of 
part or whole animal
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Cooled CCD  
camera 
Coolsnap fx (Roper)

LUX

GFP

GFP
color

360/40 nm

420 nm

480/40 nm

510 nm 

Noninvasive fluorescence monitoring  - expression 
of GFP in mouse muscle
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Fluorescence stereo microscop
Determination of average 
intensity 

Fluorescence images 
of muscle and tumor
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Small animal optical bioluminescence 
imaging 

Advantages
• Relatively inexpensive
• Excellent sensitivity
• Good temporal resolution
• User friendly
• Multiplexing capabilities
• No endogenous bioluminescence

Drawbacks
• Limited depth of penetration
• Poor spatial resolution at greater depths
• Images are relatively surface-weighted
• Substrates and enzymatic co-factors requir
• Tomography challenging
• Clinical translation very limited



A B C

D E

IVIS imaging of orthotopic osteosarcoma at day 6 after implantation (A) and x-ray images of 
the animals and knee close-up at day 6 after implantation (B,D) and at day 25 where bone 
lysis is evident (C, E).

IVIS  - in vivo imaging sistem: 
fluorescenca, luminiscenca, 
rentengensko slikanje
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Small animal intravital microscopy 
(IVM)

Advantages
• Excellent spatial distribution
• Multiplexing capabilities
• Yields quantitative measures of 

cell size and motility
• Dynamic information about 

microscopic cellular events

Drawbacks
• Poor depth of penetraton
• Small field of view
• Can require multiple laser excitations
• Animal models are limited
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Intravital microscopy

Koehl GE. et al, Clin Ex Metastasis, 2009 

• Direct visual access to the blood vessels and surrounding tissue
• Repetitive observations of the same animal
• In combination  with modern microscopy techniques it enables high spatial and 

time resolution of imaging

Tumor grown in dorsal window chamber

Masks of blod vessels: calculation of fluorescence intensity 
inside the vessles and in extravascular space



59/105

Surgical implantation of dorsal 
skinfold window chamber in mice
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Dorsal skinfold window chamber

• Angiogenesis
• Blood flow modification
• Tumor formation
• Vascular therapies
• Treatment effectiveness
• Metastasis
• ...
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Detection of transfection effciency by determining the number 
of GFP expressing cells in tumors

Pre x 4

Pre EP epi x 4

2 days epi x 4
2 days epi x 20 

Rat No. 7
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Electrochemotherapy does not affect normal blood 
vessels surrounding tumor
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Smal animal computed tomography 
- CT

Advantages
• Limitless depth of penetration
• High spatial resolution
• Good temporal resolution
• Clinical utility

Drawbacks
• Poor sensitivity (requires large mass 

of imaging agent)
• Primarly anatomic information
• Limited soft tissue resolution
• Limited molecular imaging applications
• Ionizing radiation
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Small animal magnetic resonance 
imaging - MRI

Advantages
• Limitless depth of penetration
• High spatial resolution
• Quantitative data no ionizing radiation
• Clinical utility

Drawbacks
• Poor sensitivity (requires large mass 

of imaging agent)
• Relatively expensive
• Relatively poor temporal resolution
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Small animal positron emission 
tomography -PET

Advantages
• Limitless depth of penetration
• Excellent sensitivity
• Quantitative data
• Clinical utility

Drawbacks
• Relatively expensive
• Requires cyclotron/generator
• Limited spatial resolution
• Ionizing radiation
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Small animal single photon emission 
computed tomography - SPECT

Advantages
• Limitless depth of penetration
• Excellent sensitivity
• Clinical utility

Drawbacks
• Relatively expensive
• Requires cyclotron/generator
• Limited spatial resolution
• Lack of attenuation corrections 
• (therefore only semi-quantitative
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Small animal surface enhanced 
RAMAN scattering (SERS) imaging

Advantages
• High sensitivity
• Significant multiplexing capabilities
• Sustainable signal over long periods
• Clinical utility in limited applications

Drawbacks
• Poor depth of penetration
• Tomography challenging
• Imaging large field of view challengin
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PREPARE smernice

• Sistematično načrtovanje raziskav na živalih za 
zmanjšanje tveganj in izboljšanje kakovosti.

• Pomaga raziskovalcem načrtovati poskuse
• Zmanjša zaplete in trpljenje živali
• Poveča kakovost raziskav

1. Organizacija
2. Ljudje in kompetence
3. Postopki na živalih
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ARRIVE smernice

• Poročanje o raziskavah na živalih za povečanje
preglednosti in ponovljivosti.

• Izboljšanje kakovosti poročanja
• Podpora etični uporabi živali
• Lažje vrednotenje rezultatov
• Transparentnost znanstvenega dela
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Thank you for your attention!
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