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cloveskih koznih celic, sestavljeno iz alginata, metilceluloze in
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In this study, we developed bioink for 3D printing Medicine

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 Keyword;

material after thawing significantly affect its viscosity, V:IZZ

impacting the feasibility of 3D printing and the stability of the model,

printed scaffolds. We found that the freezing temperature fh“lofg

notably influences these properties, which is crucial for the printing,

further development of an in vitro skin model, promising for ‘j:ee‘iz‘;il

preclinical and clinical reseatch. skin
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1 Uvod

1.1 In vitro modeli koZe

Koza je kljucni organ, ki s svojo edinstveno morfologije zagotavlja batierno funkcijo
koze, ki tako deluje kot funkcionalna pregrada pred razli¢nimi okoljskimi vplivi,
vkljuéno s temperaturnimi spremembami, mehanskimi poskodbami in
mikroorganizmi (Choudhury et al., 2020). Poleg tega, da opravlja stevilne vitalne
funkcije, ima cloveska koza visoko sposobnost samoobnavljanja, kar je povezano s
konstantno proliferacijo bazalnih celic v povthnjici koze (Suhail et al., 2019). Po
poskodbi se koza naravno odzove in sprozi stiti fazni proces spontanega popravila:

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

Izguba koZzne batiere vodi v resne fizioloske posledice. Tako odprte rane
predstavljajo visoko tveganje za izgubo tekocin, vnetje in baktetijsko kolonizacijo z
okuzbo, kar lahko privede do sepse. Po poskodbi zaraslo tkivo pogosto izgubi
funkcionalnost in prvotne lastnosti neposkodovane koze (Savoji et al., 2018). Kljub
ogromnemu napredku v zadnjih desetletjih na podrocju celjenja ran, ostajajo
avtologne presaditve koZe s plastmi zmanjsane debeline zlato merilo v kliniéni praksi
pri zdravljenju velikih ran. Vendar pa ta pristop prinasa omejitve, kot so pomanjkanje
donorske koze in morebitna dodatna zdravstvena tveganja, povezana s postopkom
presaditve, kot so brazgotinjenje, kirurske okuzbe, hematomi in krvavitve (Sanabria-
de la Torre et. al, 2020).

V zadnjem casu predstavljajo i vitro izdelani kozni nadomestki obetaven pristop za
reSevanje teh tezav in spodbujanje prehoda od uporabe pasivnih oblog ran k uporabi
bioaktivnih 7 vitro konstruktov koze z vgrajenimi celicami (Choudhury et al., 2020).
Tridimenzionalni (3D) 7# wifro modeli koZe postajajo vse pomembnejsi v
regenerativni medicini in tudi v farmacevtski ter kozmeti¢ni industriji. Poleg uporabe
koznih presadkov za celjenje ran so se 7 vitro modeli koze izkazali pomembni tudi v
temeljnih in predklinic¢nih raziskavah; za testiranja neinvazivnih senzorjev, za in vitro
preizkusanja potencialnih nezelenih vnetnih odzivov pri razvoju in optimizaciji
(trans)dermalnih zdravil ter za vrednotenje kozmeti¢nih izdelkov. Testiranja na i
vitro modelih koZe z vkljucenimi cloveskimi celicami boljse posnemajo fiziologijo
cloveske koze, omogocajo zmanjsanje stevila poskusnih zivali v predklini¢nih

testiranjih skladno z naras¢ajocimi omejitvami v zvezi s preizkusanjem na Zzivalih v
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luci eticnih pomislekov. Zaradi medvrstnih razlik so 7z vitro modeli z vkljucenimi
cloveskimi celicami ustrezni za pridobivanje temeljnih vpogledov v etiologijo koznih

bolezni ter za proucevanje z boleznimi povezanih patofizioloskih mehanizmov.

1.2 Uporaba in vitro modelov koZe v predklinic¢ni in klini¢ni

medicini
1.2.1  Regeneracija in rekonstrukcija koZnega tkiva

V splosnem so vsi pristopi zdravljenja ran usmerjeni v ustvarjanje okolja, ki
zmanjsuje pojavhost okuzb, vzdrzuje ustrezno vlaznost in pospesuje epitelizacijo
ran. Eden od kljuénih namenov iz vitro modelov koze je dopolniti ali zamenjati
presadke koze, ki se uporabljajo za zdravljenje hudih poskodb koze (Randall et al.,
2018). Trenutno je v klinicni praksi zlato pravilo pti zdravljenju ran polne debeline
presaditev koze lastnega tkiva. Pri tem postopku se povrhnjica (oz. epidermis) koze
skupaj z zgornjim delom spodaj lezeCe wusnjice (oz. dermisa) odstrani z
neposkodovane koze in nato prenese na tano polne debeline. Po prenosu na rano
kapilare presadka koZe tvorijo anastomoze, tj. povezave z obstojeco kapilarno mrezo
in tako presadku zagotovijo hranila. To imenujemo prevzem presadka. Darovalno
mesto se zaceli podobno kot rana povtsinske delne debeline z migracijo
keratinocitov iz lasnih mesickov, zlez znojnic in robov ran. Vendat, e je normalno
celjenje tkiva moteno ali ni na voljo dovolj zdravega tkiva za presaditev, je lahko
potreben konstruktivni tkivni inzeniring (Choudhury et al., 2020). Zaradi velikega
pomena in povprasevanja po nadomestkih koze, obstaja dolga zgodovina razvoja s
poudarkom na ustvarjanju biomaterialov za nadomestitev koze. Glavna teZzava pri
razvoju nadomestkov koze Se zmerom ostaja oblikovanje ustrezne podlage, ki bi
ustrezno posnemala povrhnjico in usnjico pri ljudeh ter tako izpolnjevala estetske in
funkcionalne zahteve. Tkivno inzenirstvo je dozivelo eksponentno rast v zadnjih
letih, s Stevilnimi komercialnimi nadomestki za usnjico in povrhnjico. Ceprav so
nekateri nadomestki pokazali izboljsanje klinicnih izidov po poskodbah, noben
posamezen nadomestek za koZo, ki je trenutno na trgu, ni omogocil popolne obnove
normalne strukture in fizioloske funkcije koze. Ko je koza obsezno poskodovana,
izgubi sposobnost preprecevanja bakterijskih okuzb in regulacije temperature ali
zadrzevanja vlage (Savoji et al., 2018). Naravni odziv na hude poskodbe koze pri
odraslih, ki vkljucuje granulacijo in re-epitelizacijo tkiva, se odraza s hitrim
razmnozevanjem fibroblastov, ki nakljucno odlagajo kolagenska vlakna, da zapolnijo

strukturne pomanjkljivosti tkiva. Sledi migracija keratinocitov in kontrakcija
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miofibroblastov, ki obnavljajo kozno pregrado. To kopicenje dezorganiziranega
tkiva vodi v nastanek fibroticne brazgotine, pogosto povezane s pomanjkanjem ali
izgubo senzibilitete in biomehanskih lastnosti koze (Zidari¢, 2023). Celjenje
obseznejsih ran torej ne obnovi v celoti funkcije, histoloske strukture ali estetike
koze. Tudi senzori¢ni in avtonomni zivci, prisotni v sosednjih predelih zdrave koze,
lahko rastejo in se konéno vracajo v obmodje rane, vendar je ta proces pocasen in
nikoli popoln (Radnall et al., 2018). Nazadnje, in tudi zelo pomembno iz perspektive
bolnika, izguba melanocitov vodi v spremembe barvnega odtenka koze, kar je s

trenutnimi kozmeticnimi pristopi tezko oz. nemogoce izboljsati (Mohd et al., 2014).

12.2  Modeliranje fizioloskih procesov v koZi

V in vitro modelih koZe uporabljajo v 3D strukture vkljucene ¢loveske celice, s ¢imer
je omogocena simulacija interakcij med celicami in zunajceli¢nim ogrodjem koze.
Vecina in vitro modelov posnema zdravo, nekateri pa simulirajo poskodovano ali
obolelo kozo (Mohd et al., 2014).

1.2.2.1  Keratinizacija koZe in njena zascitna vloga

Povrhnjica je sestavljena iz (vsaj) Stirih plasti, v kakterih poteka proliferacija celic oz
keratinocitov. Metabolno neaktivne celice, napolnjene s keratinom in filagrinom
imenujemo korneociti, in ta sloj 10-15 celic v lipidnem matriku tvorijo le najbolj
zunanjo rozeno plast (ali startum cornenm), ki je kljucen za barteno funkcijo koze. V
spodnjih plasteh so celice zive, proti povrsini pa vedno bolj diferenciirane in
metabolno manj aktivne (Zvonar, 2021). Simulacija kozne pregrade v i vitro modelih
koze je zelo kompleksna kar se odraza v delno spremenjeni barierni funkciji pri i
vitro modelih v primerjavi s ¢lovesko kozo (Franklin et al., 2017). Raziskave kazejo,
da dodajanje prostih mascobnih kislin v kulturo izboljsa morfogenezo povrhnjice,
vendar kolicina lipidov v rozeni plasti kljub temu ostane nizja kot pri naravni kozi
(Zidaric, 2023). Razlicne Studije modelov koze so raziskale povezavo med tesnimi
stiki celic v povrhnjici, tako med korenociti in keratinociti kot tudi bazalnimi
celicami, ki so pritjene na spodaj lezeco bazalno membrano in permeabilnostjo koze,
z uporabo citokinov, kot so interlevkini IL.-4, IL-17 in IL-22 (Nachman et al., 2010).
Pokazali so, da so motnje v tvorbi tesnih stikov povezane z okrnjeno barierno
funkcijo rozene plasti, na kar vpliva kolicina lipidov in profilagrina (Slivka et al.,
1993).
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1.2.2.2  Staranje koze

Razli¢ni dejavniki, kot so kopicenje mutacij, toksi¢ni presnovki, radikali in glikacija
kolagenskih vlaken, so vpleteni v proces staranja. Iz vitro modeli koZe, natancneje
usnjice, kjer so procesi staranaja najbolj izrazeni, omogocajo hitrejsi napredek v
dognanjih glede vplivov razlicnih dejavnikov na staranje koze. Taki modeli
omogocajo obsezne raziskave vpliva ultravijolicne (UV) svetlobe na fotostaranje,
vpliv glikacije kolagena v usnjici na kronolosko staranje ipd. Za staranje koze so
pomembne tudi spremembe v lastnostih razlicnih fibroblastov, zato je potrebno pri
razvoju 7z vitro modela usnjice vkljuéiti razlicne populacije koznih fibroblastov
(Nachman et al., 2010).

1.2.3  Modeliranje koZnih bolezni

V preteklosti je razvoj novih zdravil za zdravljenje koZnih bolezni v velikem obsegu
slonel na poskusih na zivalih v okviru predklini¢nih studij. Danasnje raziskave del
predklini¢nega testiranja prenasajo na testiranja iz vitro z ekvivalenti koZe z
vkljucenimi cloveskimi celicami, pri cemer se zivalskim poskusom, vsaj v bliznji
prihodnosti, verjetno ne bomo mogli v celoti izogniti. V zadnjem casu je v razvoju
stevilo 7z vitro modelov koze za razlicne kozne bolezni, kar zmanjsuje potrebo po
cksperimentalnih poskusih na zivalih. Sirok spekter 7z vitro modelov koznih bolezni
zajema razlicna vnetna kozna obolenja, koznega raka idr. (Choudhury et al., 2020).
Za ustvarjanje bolezenskih modelov koZe obstajata dva glavna pristopa: 1) priprava
in vitro modela z vkljuCenimi celicami bolnika ali 2) dodajanje genov in molekul, ki

delujejo kot sprozilci bolezni prvotno zdravi i vitro kozi (Zidaric, 2023).

1.2.3.1  Atopijski dermatitis

Atopijski dermatitis (AD) je najpogostejsa kroni¢na vnetna bolezen kozZe, za katero
so znacilne spremembe v strukturi koze. Kazejo se kot pordeli, suhi in lusceci se
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,
okoljskih in imunoloskih dejavnikov, ki vodijo v oslabljeno barierno funkcijo koze.

AD spremlja kompleksna patologija, ki vkljucuje okvaro epidermalne pregrade in
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sistemska vnetja, ki jih spremljajo kroni¢no prekomerno nastajanje vaetnih citokinov
in okvare kozne bariere. Raziskave so usmerjene v razvoj i vitro modelov koze, ki
simulirajo patoloske znadcilnosti AD, s poudarkom na moznosti spremljanja
interakcij med razli¢nimi tipi celic v kozi, kar lahko pomaga pri razvoju ucinkovitih
terapevtskih pristopov (Choudhury et al., 2020).

1.2.3.2 Luskavica

Luskavica je kronicna avtoimuna bolezen koze, ki se kaze z nastankom luskastih,
eritematoznih lezij. Obicajno jo spremljajo pridruzene bolezni kot so bolezni sréno-
zilnega sistema in artritis. Za razumevanje patofiziologije luskavice se uporabljajo i
vitro modeli koze, bodisi v obliki 2D enoslojnih modelov ali 3D rekonstruiranih
koznih nadomestkov. Slednji omogocajo raziskovanje interakcij med trazlicnimi
celicami koze in imunskimi celicami ter preucevanje ucinkov terapevtskih zdravil.
Kljub temu se vsak model osredotoca zgolj na dolocene vidike patofiziologije

luskavice, zaradi Cesar je klju¢no izbrati ustrezno modelno okolje glede na zastavljene
cilje analize (Choudhury et al., 2020).

1.2.3.3 KoZna kandidoza

Kozna kandidoza je glivicna okuzba, ki jo povzroca kvasovka Candida albicans. In vitro
modeli koZe lahko sluzijo kot osnova za preucevanje patologije in interakcij med
kozo ter povzroditelji bolezni. Ti modeli omogocajo raziskovanje ucinkovitosti
protiglivicnih zdravil in identifikacijo novih terapevtskih strategij. Poleg tega se
modeli, ki vkljucujejo imunske celice, lahko uporabljajo za preucevanje kompleksnih

imunsko-koznih odzivov na okuzbo (Savoji et al., 2018).

1.2.3.4  Bakterijske okuzbe koZe

Bakterijske okuzbe kozZe so povezane z razlicnimi dejavniki, ki vplivajo na kozno
pregrado in mikrobno kolonizacijo. 3D in vitro modeli cloveske koze so uporabni
tudi kot raziskovalno orodje za Studije interakcij koze z bakterijami, kot je
Staphylococcns — anrens, predvsem v smislu razumevanja mehanizmov adhezije
mikroorganizmov na koZzo ter za oceno vpliva fizikalno-kemijskih interakcij in reliefa

povrsine na biokontaminacijo. Razvoj modelov omogoca tudi testiranje novih
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terapevtskih pristopov, vkljuéno z oblizi za zmanjSanje kolonizacije bakterij in
preprecevanje Sirjenja bakterijskih okuzb na kozi, npr. pri kolonizaciji s S. aurens v
primeru bolnikov z AD (Suhail et al., 2019).

1.2.3.5 Koznirak

Kozni rak zajema razlicne kliniéne tipe, vkljucno z bazalnocelicnim karcinomom,
ploscatocelicnim  karcinomom in melanomom, ki predstavlja enega klini¢no
najzahtevnejsih oblik raka pri svetlopoltih po vsem svetu. Obicajno je povezan s
poskodovanim tkivom, raziskovalci pa so v razlicnih raziskavah uporabljali 3D
vitro modele koznega raka, da bi razvozlali zapletene interakcije znotraj dermo-
epidermalnega in tumor-stromalnega predela pri koznem raku (Zidari¢, 2023).
Najvec raziskav je narejenih na 7 vitro 3D modelih melanoma. Melanociti, ki so
vklju€eni v 7n vitro 3D model koze kaZejo melanocitno homeostazo in napredovanje
melanoma, podobne tistim v cloveski kozi. Uspesno vkljuéevanje zivih melanocitov,
celic melanoma, keratinocitov in fibroblastov je kljucho za ustvatjanje
funkcionalnega i vitro 3D modela melanoma koze. Razlicne metode, kot so uporaba
poroznih opornic, vzgoja celic po metodi “visece” kaplje (iz angl. hanging drop
method) in veccelicni tumorski sferoidi, so bile uporabljene v raziskavah za
posnemanje rasti melanoma v 3D prostorskem okolju. Ti modeli prispevajo k bolj
celovitemu razumevanju razvoja in napredovanja koznega raka, saj omogocajo
dragocen vpogled v celicne in molekularne interakcije, ki vplivajo na patofiziologijo

tumortja 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 wvitro modelov koze. Z uporabo racunalnisko podprtega
oblikovanja (ang. computer-aided design, CAD) ima biotiskanje potencial za
ustvarjanje kompleksnih makroskopskih arhitektur, ki dobro posnemajo naravno
zunajcelicno ogrodje (ang. extracellular matrix, ECM) v usnjici, kar omogoca lazjo
pritrditev in proliferacijo razlicnih vrst celic hkrati. Kljucni korak pri 3D biotiskanju
ogrodja z vkljuCenimi celicami je izbira in oblikovanje idealnega biocrnila (4.
materiala z vkljuenimi celicami), ki mora imeti ustrezne lastnosti, kot so
biokompatibilnost, visokoelasticno obnasanje, mehansko integriteto in ustrezno

razgradljivost. V vecini primerov je biocrnilo za pripravo 7n witro mehkih tkiv
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sestavljen iz biokompatibilnih hidrogelov (iz naravnih in/ali sinteticnih polimerov)
in suspenzije Zelenih celic, kar omogoca ustvarjanje kompleksnih biomimeti¢nih
nadomestkov tkiv. V tej zaletni raziskavi smo se osredotocili na moznost
zagotovitve identicnega bioc¢rnila za izvedbo vseh potrebnih metod s katerimi smo
nato vrednotili lastnosti izhodnega materiala. Zaradi zagotovitve ustrezne kolicine
materiala za pripravo ustreznega stevila modelov in njegovih spremenljivih
biomehani¢nih lastnosti je namre¢ bilo tezko vnaprej pripraviti povsem ponovljive
izhodne materiale, kar lahko vpliva na ne-ponovljivost posameznih meritev tekom
dolgorocnih raziskav. Zeleli smo Se preveriti, kako hranjenje izhodnega materiala pri
razli¢nih tempreraturah in v razlicnem c¢asu vpliva na reoloske lastnosti materiala, ki
so Kklju¢ne za printabilnost, kar bo sluzilo kot oshova za nadaljnji razvoj in vitro

modela koZe.

2 Materiali in metode
2.1 Materiali

Alginat (ALG, Mw: 80 kDa), metilceluloza in kalcijev klorid, ki smo ga uporabili za
zamrezevenje v material vkljuCenega alginata, so iz podjetja Sigma-Aldrich iz
Nemcije. Suspenzijo nanofibriliarne celuloze (NFC, 3 % (m/m)) smo pridobili iz
Centra za razvoj procesov na Univerzi v Mainu (Orono, ME, ZDA). Uporabljeni
medij Advanced Dulbecco's Modified Eagle Medium (ADMEM in fetalni goveji
serum (FBS) sta iz podjetja Thermo Fisher Scientific (Schwerte, Nemcija). Pred
raziskovalnim delom nismo prilagajali ali spreminjali nobene od uporabljenih
sestavin za pripravo bio¢rnila. Za pripravo raztopin kalcijevega klorida (in drugih
vodnih raztopin) smo uporabili ultra cisto vodo (18,2 MQ cm pri 25 °C), ki smo jo
dobili z uporabo sistema za ciscenje vode ELGA PURELAB (ELGA LabWater,
Veolia Water Technologies, High Wycombe, VB).
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2.2 Metode
2.2.1 Priprava bio¢rnila

Mesanico materialov ALG, MC in NFC smo pripravili z mesanjem z mesalom, da
smo zagotovili homogen material, ustrezen za 3D tisk in za pripravo nastanka
stabilnih ogrodij z ohranjeno geometrijo (Zidaric et al., 2020). Izbrana kombinacija
materialov je bila Ze potrjena v vec raziskavah kot odlicna podlaga za kozne celice
(Curié et. al, 2023). Nadaljni postopek priprave bio¢rnila zajema $e vmesanje celi¢ne
suspenzije z brizgami ali z ro¢nim vmesanjem. Ker gre za preliminarne raziskave,
smo v drugem koraku roc¢no vmesali zgolj medij ADMEM, brez dodanih celic.
Osnovna receptura za pripravo modelnega biocrnila je naslednja:
1. Za pripravo ALG-MC-NFC (AMN) hidrogela (10 g) smo najprej zdruzili
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 mI. ADMEM suspenzije (1 enoto), da smo na koncu imeli 10 g
bioctnila.
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.
Za pottebe te raziskave smo pripravili vecjo kolicino osnovnega hidrogela, pri ¢emer
smo del zamrznili na -20 °C in -80 °C, kot kontrola (CTRL) pa nam je sluzil sveze
pripravljen hidrogel AMN.

2.2.2 3D biotiskanje

3D biotiskanje je inovativna tehnika, ki omogoca pripravo natancno dolocenih 3D
ogrodij z vklju¢enimi zivimi celicami in bioaktivnimi molekulami, kot so rastni
dejavniki in citokini, v predhodno doloc¢enih prostorskih lokacijah s pomodjo
rac¢unalnisko podprtega nacrtovanja (Milojevic et al., 2019).

Ekstruzijsko 3D biotiskanje omogoca izdelavo vecplastnih tkivnih struktur, kjer se
kontrolirano nalaga plast za plastjo, kar zagotavlja visoko stopnjo prilagodljivosti in
ponovljivosti. Klju¢nega pomena pri 3D tiskanih biocrnilih in modelih koze je
lastnost posnemanja ECM, ki zagotavlja simulacijo naravne strukture in
biokemijskih signalov za lazjo priteditev in proliferacijo v material vkljucenih
celic. Hkrati omogoca ustrezno komunikacijo med celicami in diferenciacijo v

strukturi prisotnih celic. Na ta nacin se lahko ustvari kakovostni model koze, ki
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zagotovi estetske kot tudi funkcionalne lastnosti koze (Ishack & Lipner, 2020; Lee
et al., 2014; Markstedt et al., 2015; Masri et al., 2022; Milojevic et al., 2019; Murphy
et al., 2020; Ng et al., 2017).

3D biotiskalnik omogoca natancno nalaganje materialov v X, Y in Z smereh, kar
omogoca ustavarjanje kompleksnih 3D struktur in s tem zagotovitev ustreznih
pogojev za vkljuCene celice ter posledicno tvorbo iz vitro modelov (Aljohani et al.,
2018; Markstedt et al., 2015).

Na podlagi postopka 3D biotiskanja, ki je bil izveden na Institutu za biomedicinske
vede (Milojevic et al., 2019), smo iz pripravljenega biocrnila izdelali 4-slojna ogrodja
v obliki valja. Zasnova strukture (premer 10 mm in visina 0,8 mm) je bila izvedena s
programsko opremo Scaffold Generator v5 (Institut IRNAS, Maribor, Slovenija).
Uporabili smo pristop izdelave plast za plastjo in dobili 3D strukturo (slika 1).

.

- X

Slika 1: Slikovni prikaz izdelave ogrodij iz bio¢rnila
Vit: lasten
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Uporabili smo 3D biotiskalnik VitaPrint (Institut IRNAS, Maribor, Slovenija), ki
omogoca oblikovanje 3D ogrodij izbrane velikosti, oblike in gostote por. Uporabili
smo ekstruzijske Sobe (Nordon EFD, East Providence, RI, ZDA) s premerom 0,25

mm. Zaporedne plasti smo nizali na stekleno povrsino z zasukom kota 0°/90°.
2.2.3 ZamrezZenje z 1% CaCl

Po koncanem tiskanju so bila vsa natisnjena ogrodja ionsko zamreZena z 1 %
raztopino CaCl, kar je prav tako kot samo 3D tiskanje potekalo v asepticnih pogojih
v komori z laminarnim pretokom zraka. Ogrodja so bila v raztopini CaCl, namocena
5 minut, kar je bilo dovolj, da je prislo med ALG in NFC komponentami do
zamrezenja. Prisotnost negativnih nabojev na povesini ALG in NFC namrec
omogoca tvorbo elektrostatskih in vodikovih vezi z bivaletnimi kalcijevimi ioni
(Ca?), ki stabilizirajo polimerno mrezo hidrogela. S tem korakom smo zagotovili,
da bodo 3D natisnjena ogrodja ohranila mehansko stabilnost. ZamreZzena ogrodja
so bila nato previdno odstranjena iz raztopine in premaknjena v ploscico z 12
vdolbinicami, ki smo jo ustrezno oznacili. Vsa ogrodja smo zalili z 1 mI. ADMEM
+ 5 % FBS, da so bila v celoti prekrita. Celotno P12 plosco smo takoj prenesli v
inkubatort, nastavljen na 37 °C, v nadzotrovanem okolju s 5 % CO3 (za zagotovitev
popolnoma enakih pogojev, ki jim bo tekom raziskav podvrzen tudi 3D tiskano

biocrnilo z vkljucenimi celicami koze).
2.2.4 Reologija

Reoloske lastnosti formulacije pripravljenega materiala smo izmerili z reometrom
Rheolab QC (Anton Paar, Gradec, Avstrija)s sistemom valja CC27-SN25789 (Anton
Paar, Avstrija) v skladu s standardom ISO 3219. Meritve smo izvedli pri 25 °C.
Profile viskoznosti smo dolocili pri strizni hitrosti (I') od 0,01 do 1000 s~ kar
obsega 31 merilnih tock na vsakih 10 s, skupaj za 310 s. Analiza in prilagajanje krivulj
sta bila izvedena po modelu Carreau-Yasuda (Garcia et al., 2014).



D. Skrinjar, M. Sever, T. Maver, 1. Gradisnik in T. Zidaric: Razvoj in vitro modela

kosge %

3 Rezultati in diskusija

3D in vitro modeli koze se vedno bolj uveljavljajo tudi na podrocju predklini¢nih in
klini¢nih preiskav kot alternativa testiranjem na Zzivalih. Pri taksnih raziskavah je
klu¢no, da so posamezne metode ponovljive in da so podatki pridobljeni na ¢im bolj
primerljivih vzorcih. Najoptimalnejse bi bilo, ¢e bi lahko pripravili ustrezno koli¢ino
biocrnila za kasnejSe tiskanje modelov in nadaljnje vrednotenje njegovih
biomehani¢nih in kemijskih lastnosti. V tem primeru bi se ognili nastanku variacij,
do katerih pride Ze zaradi same priprave materialov. Tako smo v okviru te raziskave
pripravili vecjo koli¢ino izhodnega materiala, ki smo ga 7 dni hranili pri dveh
temperaturah -20 °C in -80 °C. Po tem c¢asu smo material odmrznili in preverili
primetljivost reoloskih lastnosti tako hranjenega materiala z meritvami, ki smo jih

izvedli z istim materialom pred zamrzovanjem.

Kljuc¢na omejitev za uporabo posameznih materialov z metodo 3D tiska z ekstruzijo
je printabilnost materiala, kar pomeni zmoznost ekstruzije Zelenih 3D struktur in
ohranjanje njithove geometrije. Printabilnost ne vpliva le na 3D strukturo
natisnjenega ogrodja, temvec tudi na njegove mehanske in bioloske lastnosti. Sestava
hidrogelov, ki sluzijo kot del koncnega modela koze, je eden od dejavnikov, ki
znacilno vplivajo na pretocnost in povrsinsko napetost, kar med drugim vpliva na
izdelavo 3D ogrodij. Ustrezna rigidnost ogrodja bistveno vpliva na moznost
pritrditve in na proliferacijo vanj vkljucenih celic. Pri izdelavi 3D ogrodij mora
osnovni hidrogel ohranjati povrsinsko napetost v navpicni smeri ter imeti velik sti¢ni
kot s podlago, na katero se tiska. Torej za visoko hidrofilni material ni primerna
uporaba preve¢ hidrofobnega substrata, saj se s tem pojavi moznost, da bodo
hidrogelni filamentni preve¢ plosko naneseni na substrat (Markstedt et al., 2015).
Prilagajanje mehanskih lastnosti biocrnila, kot je elasticnost, omogoca regulacijo vec
dejavnikov, ki vplivajo na printabilnost, predvsem locljivosti. Neustrezne reoloske
lastnosti materiala (npr. viskoznost) lahko zaradi potencialnega Sirjenja 3D
natisnjenih filamentov vplivajo na celotno locljivost tiskanja, od cesa je odvisna
gradnja vec plasti in s tem je lahko onemogoceno natan¢no oblikovanje razli¢nih 3D
struktur (Rutz et al., 2015). Tako je ustrezna viskoznost materiala kljucna lastnost, ki
opredeljuje moznost 3D tiskanja s posameznim materialom. Za dosego optimalnega
ekstruzijskega 3D biotiskanja, ki poteka plast za plastjo, smo preucili pretocne

lastnosti pripravljenega materiala, ki v tej raziskavi simulira bio¢rnilo (slika 2).
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Slika 2: Meritve viskoznosti bio¢rnila na osnovi ALG/MC/NFC. Na grafu so prikazane
meritve za kontrole bio¢rnila, torej sveZega bioc¢rnila, ter bio¢rnil, ki so bili zamrznjeni 7 dni
pri-20 °C in -80 °C.

Vit: lasten

Dobljena krivulja pretoka kaze lastnost striznega redcenja biocrnila, pri kateri se
viskoznost znizuje s povecevanjem strizne hitrosti. Pri 3D biotiskanju taksno
obnasanje omogoca gladko prehajanje biocrnila skozi $obo z zmanjsanim tveganjem
za zamasitev sobe. Kombinacija izbranih polimerov ALG, MC in NFC izkazuje
psevdoplasticno obnasanje, sicer znacilnoza polimerne raztopine. Pri tem je znacilno
zmanjsanje viskoznosti kot odziv na povecanje strizne hitrosti (Ning et al., 2018;
Mota, Pereira, 2022). Negativni povrsinski naboj hidrogelnih materialov, na osnovi
NFC in ALG, ki doprinese k visoki viskoznosti in striznemu tanjSanju (ang. shear-
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
pomerili reoloske lastnosti takoj po pripravi, pri nizki strizni hitrosti (10 s~1) visjo
viskoznost (vrednost viskoznosti okoli 100 Pa s), medtem ko pri povecanju strizne
hitrosti na 100 s~! njegova viskoznost pade na priblizno 14 Pa s. To pomeni, da se z
vecanjem strizne hitrosti, zaradi striznih sil, makromolekule poravnajo bolj v smert

toka, zaradi Cesar je pretocni upor manjsi.
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Kirivulji odtaljenih bio¢rnil v sliki 2, ki smo ju 7 dni hranili zamzrnjena na -20 in -80
°C, se razlikujeta od CTRL. Ceprav se zamrznjena bio¢rnila obna$ata podobno,
njuna viskoznost pri visjih striznih hitrostih pade bolj kot pri CTRL, pri ¢emer je ta
padec za bio¢tnilo, ki je bilo zamrznjeno na -80 °C, izrazitejsi. Bioc¢tnilo, ki je bilo 7
dni zamrznjeno na -20 °C, ima pri 10 s~! viskoznost priblizno 60 Pa s in pri 100 s~!
priblizno 6 Pas. Medtem ko ima biocrnilo, ki je bilo 7 dni zamrznjeno na -80 °C, pri
strizni hitrosti 10 s~ viskoznost 24,5 Pa s, pri 100 s~! pa pade na 3 Pa s.

Te razlike v krivuljah viskoznosti se kazejo v spremenjeni printabilnosti omenjenih
biocrnil. Izrazitejsi padec pri visjih striznih napetosti biocrnila, ki je bil zamrznjen pri
-80 °C, kot posledica povecanih mehanskih napetosti, kot so strizne sile, je
najvetjetneje razlog za tezave, ki smo jih zaznali tudi pri poskusu 3D tiskanja tega
materiala. Pri vzorcih, ki so bili 7 dni zamrznjeni, je bioc¢rnilo tezje prehajalo skozi
sobo, kar je vodilo do veckratnih zamasitev Sobe. Posledicno je ptihajalo do
strukturnih pomanjkljivosti pri natisnjenih 3D ogrodjih (npr., odsotnost dolocenih
plasti), kar je vplivalo na kon¢no mehansko integtiteto ogrodja. Kljub omenjenim
tezavam, imata zamtznjeni biocrnili ohranjenih dovolj lastnosti striznega tanjsanja,
da se lahko uporabita za 3D tiskanje samostojecih 3D ogrodij z zeleno obliko, pri
Cemer je sicer za pricakovati vecjo porabo materiala zaradi moznih zapletov z

zamasitvijo sob.

4 Zakljucek

Nadaljnja optimizacija bio¢rnila lahko olajsa izdelavo bolj kompleksnih 7 vitro
modelov koze. Ti modeli lahko bistveno prispevajo k boljsemu razumevanju
delovanja koze in koznih bolezni, pripomorejo k izdelavi kakovostnih presadkov
koze ter sluzijo kot orodje za testiranja in raziskovanja bolezni, vkljucno z
vrdnotenjem dermalnih in transdermalnimih formulacij. S tem se odpirajo nove
moznosti za razvoj ucinkovitth in varnih zdravil ter medicinskih pripomockov,
hkrati pa se, skladno z naceli eticnosti, zmanjsuje potreba po testiranju na zivalih.

Pri teh raziskavah je kljucno, da izvajamo preiskave pod enakimi pogoji in da imamo
¢im vedjo ponovljivost, k cemu bi bistveno doprinesla moznost izdelave celotnega
materiala za vse potrebne raziskave, pri Cemer bi bilo nujno potrebno vmesno

zamrzovanje. Zamrznitev izhodnega materiala (biocrnila) bi lahko olajsala delo in
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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
njegovo printabilnost. Potrebne bodo nadaljnje studije, ki bodo potrdile
primerljivost stabilnosti, mehanskih in kemijskih lastnosti tako pripravljenega

materiala.

Opombe — slovar okraj$av in uporabljenih pojmov

ALG = alginat

MC = metilceluloza

NFC = suspenzija nanofibrilizirane celuloze

ADMEM = Advanced Dulbecco’s Modified Fagle Medium
FBS = fetalni goveji serum

3D = tri dimenzije

UV svetloba = ultravijolicna svetloba

ECM = zunajcelicno ogrodje
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