
ANALI PAZU
29 47, maj 2024

https://doi.org/10.18690/analipazu.14.1.29-47.2024

2024

R

Sprejeto
7. 3. 2024

Recenzirano
10. 4. 2024

Izdano
31. 5. 2024

DOMINIK 1*, MAJA SEVER2*, TINA
MAVER3, LIDIJA 4 IN TANJA 5

1

Slovenija, dominik.skrinjar@student.um.si
2

Slovenija, maja.sever@student.um.si
3

Slovenija in Univerza v Mariboru, Medicinska fakulteta, Katedra za farmakologijo, 
Maribor, Slovenija, tina.maver@um.si
4

Slovenija, lidija.gradisnik@um.si
5 Maribor, 
Slovenija, tanja.zidaric@um.si

DOPISNI AVTOR

dominik.skrinjar@student.um.si

Znanstvena veda: 
Medicina

in 
vitro 
model 

,
reologija,
3D 
tiskanje,

medicina,

bolezni

i smo 

stabilnost natisnjenih ogrodij. Ugotovili smo, da temperatura 
zamrzovanj

* 



ANALI PAZU
Vol. 14, No. 1, pp. 29 47, May 2024

https://doi.org/10.18690/analipazu.14.1.29-47.2024

2024

DEVELOPMENT OF AN IN VITRO SKIN MODEL

DOMINIK 1*, MAJA SEVER2*, TINA
MAVER3, LIDIJA 4 AND TANJA

5

Accepted 
7. 3. 2024

Revised
10. 4. 2024

Published
31. 5. 20241 University of Maribor, Faculty of Medicine, Institute of Biomedical Sciences, 

Maribor, Slovenia, dominik.skrinjar@student.um.si
2 University of Maribor, Faculty of Medicine, Institute of Biomedical Sciences, 
Maribor, Slovenia, maja.sever@student.um.si
3 University of Maribor, Faculty of Medicine, Institute of Biomedical Sciences, 
Maribor, Slovenia and University of Maribor, Faculty of Medicine, Department of 
Pharmacology, Maribor, Slovenia, tina.maver@um.si
4 University of Maribor, Faculty of Medicine, Institute of Biomedical Sciences, 
Maribor, Slovenia, lidija.gradisnik@um.si
5 University of Maribor, Faculty of Medicine, Institute of Biomedical Sciences, 
Maribor, Slovenia, tanja.zidaric@um.si

CORRESPONDING AUTHOR

dominik.skrinjar@student.um.si

In this study, we developed bioink for 3D printing 
incorporating human skin cells, composed of alginate, 
methylcellulose, and nanofibrillar cellulose in a cell medium. 
The 3D bioprinter allows the creation of multilayer scaffolds 
that simulate the natural cellular microenvironment of the skin. 
Due to the need for reproducibility, we stored the bioink in a 
freezer and thawed it later. The rheological properties of the 
material after thawing significantly affect its viscosity, 
impacting the feasibility of 3D printing and the stability of the 
printed scaffolds. We found that the freezing temperature 
notably influences these properties, which is crucial for the 
further development of an in vitro skin model, promising for 
preclinical and clinical research.

* These authors equally contributed to this work.
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1 Uvod  
 

1.1   
 

 visoko sposobnost samoobnavljanja, kar je povezano s 
konstantno . Po 

: 
hemostazo, vnetje, proliferacijo in preoblikovanje (Randall et al., 2018). 
 

 pogosto izgubi 

aksi 
pri zdravljenju velikih ran. V

-
de la Torre et. al, 2020). 
 

in vitro 

bioaktivnih in vitro 
Tridimenzionalni (3D) in vitro 

in vitro 
temeljnih in pre in vitro 

Testiranja na in 
vitro  fiziologijo 
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in vitro 

 
 

1.2        Uporaba  
medicini 
 

 
 

in vitro 

pku se povrhnjica (oz. epidermis
skupaj z zgornjim de dermisa) odstrani z 

in tako presadku zagotovijo hranila. To imenujemo prevzem presadka. Darovalno 
mes

celjenje tkiva moteno ali ni na voljo dovolj zdravega tkiva za presaditev, je lahko 
potreben konstruktiv

ostaja oblikovanje ustrezne podlage, ki bi 
ustrezno posnemala povrhnjico in usnjico pri ljudeh ter tako izpolnjevala estetske in 

 

- rim 

strukturne pomanjkljivosti tkiva. Sledi migracija keratinocitov in kontrakcija 
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povezane s pomanjkanjem ali 
izgubo senzibilitete i

nikoli popoln (Radnall et al., 2018). Nazadnje, in tudi zelo pomembno iz perspektive 

 
 

 
 
V in vitro 

in vitro 
 

 
 

 

keratinocitov. Metabolno neaktivne celice, napolnjene s keratinom in filagrinom 
imenujemo korneociti, in ta sloj 10-15 celic v lipidnem matriku tvorijo le najbolj 

startum corneum), ki 
pa vedno bolj diferenciirane in 

metabolno manj aktivne (Zvonar, 2021). in vitro modelih 
 in 

vitro 

 
stiki celic v povrhnjici, tako med korenociti in keratinociti kot tudi bazalnimi 
celicami, ki so pritje  
z uporabo citokinov, kot so interlevkini IL-4, IL-17 in IL-22 (Nachman et al., 2016). 
Pokazali so, da so motnje v tvorbi tesnih stikov povezane z okrnjeno barierno 

rina (Slivka et al., 
1993).  
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kolagenskih vlaken, so vpleteni v  proces staranja. In vitro 

aranje,  

pomembne tudi sp
razvoju in vitro 
(Nachman et al., 2016). 
 

 
 

in vitro 

in vitro 
eksperimentalnih in vitro 

in vitro 
 in vitro  

 

1.2.3.1      Atopijski dermatitis  
 

predeli, ki jih spremlja srbenje. Ker gre za izredno kompleksno bolezen, ki 
predstavlja velik terapevtski izziv, sodobne terapevtske smernice poudarjajo pomen 
celovitega zdravljenja (Vitek, 2023). Nastane kot posledica kombinacije genetskih, 

AD spremlja kompleksn
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in vitro 

terapevtskih pristopov (Choudhury et al., 2020). 
 

1.2.3.2      Luskavica 
 

-
in 

vitro 

Kljub temu se vsak mo

cilje analize (Choudhury et al., 2020). 
 

 
 

Candida albicans. In vitro 

modeli, ki 
imunsko-  
 

 
 

pregrado in mikrobno kolonizacijo. 3D in vitro 

Staphylococcus aureus, predvsem v smislu razumevanja mehanizmov adhezije 
-kemijskih interakcij in reliefa 
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npr. pri kolonizaciji s S. aureus v 
primeru bolnikov z AD (Suhail et al., 2019). 
 

 
 

in 
vitro -
epidermalnega in tumor-

in vitro 3D modelih melanoma. Melanociti, ki so 
in vitro 

funkcionalnega in vitro 

posnemanje rasti melanoma v 3D prostorskem okolju. Ti modeli prispevajo k bolj 

tumorja in odzive na terapevtska sredstva (Randall et. al, 2018). 
 

1.3        Namen izvedbe preliminarne raziskave 
 
3D biotiskanje predstavlja visoko napredno metodo za izdelavo 3D strukturiranih 
ogrodij za razvoj in vitro 
oblikovanja (ang. computer-aided design, CAD) ima biotiskanje potencial za 
ustvarjanje kompleksnih makroskopskih arhitektur, ki dobro posnemajo naravno 

lastnosti, kot so 

in vitro mehkih tkiv 
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izhodne materiale, kar lahko vpliva na ne-ponovljivost posameznih meritev tekom 

 
in vitro 

 
 
 

2 Materiali in metode 
 

2.1 Materiali 
 
Alginat (ALG, Mw: 80 kDa), metilceluloza in kalcijev klorid, ki smo ga uporabili za 

-Aldrich iz 

Centra za razvoj procesov na Univerzi v Mainu (Orono, ME, ZDA). Uporabljeni 
medij Advanced Dulbecco's Modified Eagle Medium (ADMEM in fetalni goveji 

raziskovalnim delom nismo prilagajali ali spreminjali nobene od uporabljenih 

(ELGA LabWater, 
Veolia Water Technologies, High Wycombe, VB). 
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2.2 Metode 
 

 
 

smo zagotovili homogen material, ustrezen za 3D tisk in za pripravo nastanka  
stabilnih ogrodij z ohranjeno geometrijo (Zidaric et al., 2020). Izbrana kombinacija 

nih celic. 
 

1. Za pripravo ALG-MC-
0,375 g ALG, 0,75 g MC in 2,625 mL ADMEM + 5 % FBS ter 6,25 g NFC.  

2. Od pripravjenega homogenega AMN hidrogela smo odvzeli 8 g (4 enote) 
in dodali 2 mL ADMEM suspenzije (1 enoto), da smo na koncu imeli 10 g 

.  
Pred vnosom ADMEM v osnovni AMN hidrogel, smo slednjega za 30 minut 
sterilizirali pod UV svetlobo, da smo v celoti posnemali postopek, ki je potreben, ko 
bodo dodane tudi celice.  

smo del zamrznili na -20 -80 (CTRL) 
pripravljen hidrogel AMN. 
 

2.2.2 3D biotiskanje  
 
3D 

  
 

kontrolirano nalaga plast za plastjo, kar zagotavlja visoko stopnjo prilagodljivosti in 

lastnost posnemanja ECM, ki zagotavlja simulacijo naravne strukture in 

strukturi prisotnih celic. Na ta na
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et al., 2014; Markstedt et al., 2015; Masri et al., 2022; Milojevic et al., 2019; Murphy 
et al., 2020; Ng et al., 2017). 
 

in vitro modelov (Aljohani et al., 
2018; Markstedt et al., 2015). 

-slojna ogrodja 
s 

Uporabili smo pristop izdelave plast za plastjo in dobili 3D strukturo (slika 1).  
 

 
 

 
Vir: lasten 
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Uporabili smo 3D biotiskalnik VitaPrint (Institut IRNAS, Maribor, Slovenija), ki 

mm. Zaporedne p  
 

2 

 

raztopino CaCl2, kar je prav tako kot samo 3D 
v komori z laminarnim pretokom zraka. Ogrodja so bila v raztopini CaCl2 

(Ca2+

so bila 

inkubator, nastavljen na 2 (za zagotovitev 

 
 

2.2.4 Reologija 
 

izmerili z reometrom 
Rheolab QC (Anton Paar, Gradec, Avstrija)s sistemom valja CC27-SN25789 (Anton 

1, kar 

sta bila izvedena po modelu Carreau-Yasuda (Garcia et al., 2014). 
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3 Rezultati in diskusija 
 
3D in vitro 

primerljivih v
tiskanje modelov in nadaljnje vrednotenje njegovih 

do katerih pri

temperaturah - -
stnosti tako hranjenega materiala z meritvami, ki smo jih 

izvedli z istim materialom pred zamrzovanjem.  
 

ohranjanje njihove geometrije. Printabilnost ne vpliva le na 3D strukturo 
natisnjenega ogrodj

izdelavo 3D ogrodij. Ustrezna 

kot s podlago, na katero se tiska. Torej za visoko hidrofilni material ni primerna 

 

go optimalnega 
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Slika 2: Meritve viskoznosti na osnovi ALG/MC/NFC. Na grafu so prikazane 
meritve za kontrole , ter bio , ki so bili zamrznjeni 7 dni 

pri - -
Vir: lasten

pri kateri se 

psevdopla

Mota, Pereira, 2022). Negati
-

thinning), zagotavlja dobro printabilnost teh materialov (Markstedt et al., 2015; 
Szychlinska et al., 2022). S slike 2 je razvidno, da ima CTRL, pri katerem smo 

1

hitrosti na 100 s 1 njegova viskoznost pade 
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-20 in -80 

pad -
dni zamrznjeno na - 1 1 

- i 
1 viskoznost 24,5 Pa s, pri 100 s 1 pa pade na 3 Pa s. 

 
printabilnosti omenjenih 

-
oskusu 3D tiskanja tega 

strukturnih pomanjkljivosti pri natisnjenih 3D ogrodjih (npr., odso

ko, pri 

 
 
 

4  
 

in vitro 

vrdnotenjem dermalnih in transdermalnimih formulacij. S tem se odpirajo nove 

 

zamrzovanje. Z
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zagotovila doslednost rezultatov. V opisani raziskavi smo ugotovili, da zaradi 
zamrzovanja sicer pride do delnega vpliva na lastnosti materiala, ki vpliva tudi na 

primerljivost stabilnosti, mehanskih in kemijskih lastnosti tako pripravljenega 
materiala. 
 
 

Opombe   
 
ALG = alginat 
MC = metilceluloza 
NFC = suspenzija nanofibrilizirane celuloze 

 
FBS = fetalni goveji serum  
3D = tri dimenzije  

 
 

 
Zahvala 
 

-0036 in L7-4494). 
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