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Raport stiintific consolidat

Perioada implementare aprilie-iunie 2026

Continudnd directiile de cercetare dezvoltate in etapele anterioare, etapa actuald a
proiectului REOSTEOMI a fost orientata catre consolidarea bazei experimentale necesare
validarii substituentilor ososi si a platformelor functionale asociate regenerdrii osoase in
contextul complicatiilor produse de mielomul multiplu. Activitatile desfasurate in perioada
aprilie-iunie 2026 au urmarit atat optimizarea compozitionala si structurald a biomaterialelor
dezvoltate, cat si evaluarea rdspunsului biologic, morfologic, mecanic si chimic al acestora prin
metode complementare de caracterizare. Prin aceasta abordare, etapa a urmarit corelarea
proprietdtilor materialelor cu cerintele biologice si functionale specifice aplicatiilor de
inginerie tisulard osoasa.

Tn cadrul acestei perioade au fost continuate studiile privind dezvoltarea scaffoldurilor
printabile si bioimprimabile pe bazd de polimeri naturali, In special alginat, k-caragenan,
gelatind, nanofibre de celuloza, spirulina si derivati grafenici. Formularile investigate au fost
proiectate pentru a asigura o arhitecturd tridimensionald adecvata, stabilitate structurald,
compatibilitate cu procesele de printare 3D si capacitatea de a sustine interactiunea cu celulele
relevante pentru regenerarea osoasi. In paralel, au fost dezvoltate si analizate sisteme pe bazi
de GelMA, GellanMA si oxid de grafena, cu scopul de a obtine hidrogeluri fotoreticulabile cu
proprietati adaptabile pentru aplicatii de biofabricare si inginerie tisulard. O componenta
importantd a etapei a fost reprezentata de initierea, mentinerea si pregatirea culturilor celulare
utilizate pentru evaluarea biologica a materialelor dezvoltate. Au fost avute in vedere linii
celulare cu relevanta pentru modelele osoase si pentru studiile de biocompatibilitate, precum
MC3T3-E1, MG-63 si NIH-3T3. Prin utilizarea acestor modele celulare, s-a urmarit evaluarea
capacitatii scaffoldurilor de a sustine viabilitatea, adeziunea, proliferarea si organizarea
celulara. Testele MTT si LDH au permis aprecierea activitatii metabolice si a citotoxicitatii

probelor printate 3D pe bazd de alginat, k-caragenan si spirulina, aflate in contact direct cu
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celule MC3T3-E1. Complementar, analizele Live/Dead, inclusiv prin microscopie confocala,
au furnizat informatii privind distributia si supravietuirea celulard in cadrul structurilor
tridimensionale investigate. De asemenea, au fost realizate experimente de printare 3D
utilizand formuldri polimerice functionalizate cu materiale de tip MXene. In cadrul acestor
teste au fost evaluate diferite concentratii de MXene si au fost ajustati parametrii de printare,
precum presiunea de extrudare, viteza de depunere si conditiile de formare a filamentului.
Rezultatele preliminare au permis aprecierea comportamentului la printare si identificarea unor
conditii adecvate pentru optimizarea ulterioara a scaffoldurilor functionale.

Mai mult, caracterizarea morfologica a scaffoldurilor a fost realizata prin microscopie
electronica de baleiaj, atat pentru probele fabricate prin printare 3D, cat si pentru probele post-
implantare pe bazd de gelatind, k-caragenan, nanofibre de celulozd si oxid de grafena
functionalizat cu grupari carboxil. Analizele SEM au permis evaluarea arhitecturii poroase, a
topografiei de suprafatd, a stabilitatii structurale si a modificarilor induse de contactul cu
mediul biologic. Pentru probele post-implantare, caracterizarea morfologica a oferit informatii
relevante privind comportamentul scaffoldurilor dupa explantare, inclusiv posibile procese de
remodelare, depunere de material biologic si integrare tisulara. Aceste date au fost completate
de analizele FTIR, utilizate pentru identificarea gruparilor functionale specifice matricei
polimerice si pentru evidentierea modificarilor chimice aparute in probele pre- si post-
implantare. In aceeasi etapa, s-a realizat o evaluare mecanici preliminara a probelor pe baza
de gelatina, k-caragenan, nanofibre de celuloza si COOH-GO a contribuit la aprecierea
stabilitatii structurale si a comportamentului la compresiune al scaffoldurilor. Pe langa directia
principala privind scaffoldurile pentru regenerare osoasd, etapa a inclus si dezvoltarea unor
sisteme preliminare pentru complexarea si transportul acizilor nucleici. Au fost obtinuti si
caracterizati dimensional poliplexi PEI/ADN si PBAE/ADN, utilizati ca modele pentru
evaluarea interactiunilor dintre polimeri cationici si ADN monocatenar functionalizat. Aceste

experimente contribuie la fundamentarea unor strategii de stabilizare si livrare a acizilor
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nucleici, cu relevantd pentru substituentii ososi incarcati cu GO-ASO si pentru structurile de
tip custi ADN prevazute in cadrul proiectului.

Activitdtile experimentale desfasurate in aceasta etapa au fost completate de activitati
de redactare, analiza critica a literaturii, valorificare si diseminare stiintifica, orientate spre
consolidarea directiilor de cercetare dezvoltate in cadrul proiectului REOSTEOMIi. In acest
sens, a fost elaborat un draft de brevet privind formulari bioimprimabile 3D pe baza de alginat,
K-caragenan, spirulind si celule osteoblaste, propuse ca suporturi functionale bioactive pentru
aplicatii in regenerarea osoasa. In paralel, au fost continuate activititile de redactare si revizuire
a manuscrisului ,,Nanostructural Modulation of GeIMA/GellanMA 3D Printed Scaffolds by
Graphene Oxide: Implications for Printability and Cellular Response”, axat pe dezvoltarea
scaffoldurilor printate 3D pe baza de GelMA/GellanMA si oxid de grafend, cu evaluarea
relatiei dintre compozitie, printabilitate, stabilitate structurala si raspuns celular. De asemenea,
au fost dezvoltate si actualizate lucrari de tip review, incluzand ,,A Comprehensive Review on
the Evolution of MXene Based Biomaterials in Tissue Engineering”, dedicata biomaterialelor
pe bazd de MXene pentru inginerie tisulara, si ,,Advances in Artificial Intelligence for 3D
(Bio)Printing Tissue Regeneration: A State-of-the-Art Review”, orientata spre integrarea
inteligentei artificiale in proiectarea, optimizarea si controlul proceselor de printare si
bioprintare 3D pentru regenerare tisulara. Totodata, a fost realizat un studiu de literaturd pentru
elaborarea articolului ,,Advanced In Vitro Bone Tumor Microenvironment Models for Multiple
Myeloma and Osteosarcoma: Cross-Diseased Frameworks and Al-Enabled Applications”, cu
accent pe modelele in vitro ale microambientului tumoral osos in mielomul multiplu si
osteosarcom si pe utilizarea abordarilor asistate de inteligentd artificiala. Activitdtile de
diseminare au inclus si dezvoltarea lucrdrii ,,Photophysical and Quenching Principles
Governing Fluorescence-Based (Nano)Biosensors: Materials, Mechanisms, and Analytical
Performance”, privind biosenzorii fluorescenti, materialele functionale, mecanismele de

quenching si metodele moderne de analiza a semnalului, precum si inaintarea manuscrisului
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»Al-guided safe-by-design Functional Intelligent Materials” catre Nature Communications.
Prin aceste activitati, rezultatele experimentale au fost integrate intr-un cadru stiintific mai larg,
contribuind la consolidarea fundamentului conceptual al proiectului, la valorificarea
rezultatelor obtinute si la cresterea vizibilitatii stiintifice a directiilor dezvoltate in cadrul
REOSTEOM.i.

Prin rezultatele obtinute in perioada aprilie-iunie 2026, proiectul REOSTEOMi
avanseaza in directia validarii integrate a unor substituenti ososi cu arhitecturd controlata,
compozitie functionald si raspuns biologic favorabil. Datele generate ofera suport pentru
selectia formuldrilor cu potential ridicat, pentru optimizarea parametrilor de printare si
bioimprimare 3D si pentru pregitirea etapelor ulterioare de validare in vitro si in vivo. In
ansamblu, aceasta etapa contribuie la dezvoltarea unor solutii personalizate pentru regenerarea
osoasd si pentru abordarea complicatiilor asociate mielomului multiplu, prin integrarea
biomaterialelor avansate, a tehnologiilor de fabricatie aditivd si a metodelor moderne de
evaluare biologica si functionald. Prin urmare, activitatile de cercetare desfasurate in aceasta
etapa sunt integrate in mod strategic in etapele urmatoare ale planului de realizare al
proiectului:

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi

Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi in modele de soarece.

- Efectuarea de studii de literatura privind elaborarea articolului cu titlu "Advanced In Vitro Bone
Tumor Microenvironment Models for Multiple Myeloma and Ostesarcoma: Cross-Diseased
Frameworks and Al-Enabled Applications”.

- Efectuarea de experimente de laborator pentru modificarea gelatinei cu grupari metacrilice
(GelMA).

- Efectuarea de experimente de laborator pentru modificarea gumei gellan cu grupari metacrilice
(GellanMA).

- Efectuarea de experimente de laborator privind printarea 3D cu formulari pe baza de GeIMA si
GellanMA.



S TR i o Planul National
- N:Ilé:eaumf,ea"a ) e i >I > de Redresare si Rezilienta

Componenta: C9 Suport pent sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STIINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

- Efectuarea de experimente de laborator privind printarea 3D cu formulari pe baza de GelMA,
GellanMA si 0.125%, 0.25% si 0.5% oxid de grafena (GO).

- Efecturarea unor proceduri de dezghetare si initiere a culturilor celulare MC3T3-E1 si MG63.

- Efecturarea unor proceduri de pasaj celular pentru liniile MG63 si MC3T3-E1.

- Elaborarea articolului review draft ”Advances in Artificial Intelligence for 3D Printing Tissue
Regeneration: A State-of-the-Art Review"

- Efecturarea unor proceduri insdmantare celulara folosind linia MG63 pe probele printate 3D cu
formulari pe baza de GelMA, GellanMA si 0-0.50% GO pentru marcare Live/Dead si vizualizare
prin microscopie confocala la o zi, cinci, sapte si paisprezece zile

- Efectuarea si interpretarea de teste de biocompatibilitate (MTT si LDH) dupa o zi, doua si la cinci
zile pentru probele printate 3D cu formulari pe baza de k-caragenan, alginat si 0-1%, aflate n
contact direct cu celule MC3T3-E1.

- Efectuarea experimente de laborator privind realizarea de formulari printabile si de printare 3D
folosind pectina, gelatina metacrilata, LAP si MXene

ASO si a custilor ADN la nivel sistemic in modele de soarece BALB/c cu MM indus.

- Modificarea, corectarea si adaptarea articolului ,,Photophysical and Quenching Principles
Governing Fluorescence-Based (Nano)Biosensors: Materials, Mechanisms, and Analytical
Performance”, precum si elaborarea cover letter-ului si a documentelor necesare pentru platforma
de submission, in vederea Tnaintarii spre publicare. Pentru acest manuscris au fost realizate mai
multe etape de pregatire si Incercari de Tnaintare catre reviste stiintifice de profil, ultima depunere
fiind realizata catre jurnalul Materials Horizons, cu factor de impact 11,9.

-Obtinerea si caracterizarea dimensionald a poliplexilor PEI/ADN si PBAE/ADN pentru sisteme
de livrare a acizilor nucleici Tn cadrul proiectului REOSTEOMi

Subactivitatea 3.3. Investigarea in vivo a inducerii formarii de tesut osos in soareci osteoporotici
de catre factorii terapeutici rezultati din Activitatile 1 si 2.

- Studiu de literatura privind elaborarea lucrarii cu titlul ,,Mxene-based materials in the medical



foonaniey @ oo Planul National
- N::Z:eaumieana - g v DlGTTzA >I > de Redresare si Rezilienta

Componenta: C9 Suport pent ectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STIINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

field”.

- Efectuarea unor proceduri insamantare celulara folosind linia MC3T3-E1 pe probele printate 3D
- Analiza rezultatelor obtinute in cadrul Etapei III a serviciilor in vivo externalizate catre
Universitatea de Vest ,Vasile Goldis” din Arad au fost analizate pentru evaluarea
comportamentului biologic si a potentialului osteogenic al biomaterialelor pe baza de grafena
functionalizate cu BMP 1in diferite conditii, implantate ectopic in vivo, prin corelarea analizelor
histopatologice, histochimice, imunofluorescente si moleculare privind expresia markerilor
specifici osteogenezei.

Subactivitatea 3.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 3.

- Elaborarea cover letter si documentelor de rdspuns catre recenzenti, care detaliaza modificarile
si clarificarile aduse manuscrisului ,,Comparative molecular insights and in silico computational
modeling on multiple myeloma and osteosarcoma ”, in vederea publicarii in jurnalul International
Journal of Molecular Sciences I.F. 4.9.

- Realizarea proof-ului pentru articolul ,,Comparative molecular insights and in silico
computational modeling on multiple myeloma and osteosarcoma ”, in urma acceptarii in jurnalul
International Journal of Molecular Sciences I.F. 4.9

- Efectuarea de analize de morfologie de suprafatd si sectiune, prin microscopie electronicd de
baleiaj (SEM), pe probele printate 3D cu formulari continand diferite concentratii de alginat, K-
caragenan si spirulind

- Prelucrarea, analiza si corectarea datelor experimentale n vederea elaborarii brevetului european
cu titlul ,,Formulare imprimabild si/sau bioimprimabila 3D pe baza de alginat, k-caragenan si
spirulind si protocolul/metoda de obtinere a unui suport functional”, prin integrarea rezultatelor
obtinute in urma studiilor de formulare, printare 3D si evaluare preliminard a suporturilor
functionale dezvoltate. Brevetul european a fost depus cu prioritatea A 2025 00577/13.12.2025,
avand termen EPO 26.06.2026 si referinta interna 21epo/2026.

- Analiza finala, verificarea coerentei continutului si pregatirea pentru depunere a propunerilor de
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proiect european ,,New Engineering Solutions for Healthcare” (NESH), Proposal ID SEP-
211271885, depusa in cadrul call-ului MSCA Staff Exchanges, si ,,Al-designed Advanced
Materials for Environmental Sensing” (AIMSENS), propunere de tip HORIZON-RIA aferenta
call-ului HORIZON-CL4-2026-05-MAT-PROD-25.

- Realizarea modificarilor articolului cu titlul ,,Nanostructural Modulation of GelMA/GellanMA
3D Printed Scaffolds by Graphene Oxide: Implications for Printability and Cellular Response”,
conform observatiilor formulate de editori si recenzenti, precum si elaborarea cover letter-ului
necesar pentru inaintarea manuscrisului spre publicare in jurnalul Materials Today Advances, cu
factor de impact 8,0.

- Analiza mecanica a probelor pe baza de gelatina, K-caragenan, CNFs si COOH-GO

- Analize de morfologie de suprafata, prin microscopie electronica de baleiaj (SEM), pe probelor
explantate din model murin continand scaffold-uri cu gelatina, K-caragenan, nanofirbe de celuloza
si oxid de grafena functionalizat cu grupari carboxil (COOH-GO)

- Analize de compozitie chimica prin spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR) pe
probe pe baza de gelatina, k-caragenan, CNF, COOH-GO, EDC/NHS si BMP, inainte si dupa
implantare.

- Analize de compozitie chimica prin spectroscopie fotoelectroni cu radiatii X de pe probe pe baza
de gelatina, k-caragenan, CNF, COOH-GO, EDC/NHS si BMP dupa implantare.

COOH-GO, prin testare Live/Dead

-Elaborarea articolului de tip review “Al-guided safe-by-design Functional Intelligent Materials”
si transmiterea lui catre jurnalul Nature Comunication cu L.F 14.7

- Elaborarea propunerii de proiect cu titlul " AIMPRINT Al-driven xDesign and 3D/4D Printing
of Functional Intelligent Biomaterials for Regenerative Medicine™.
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PARTEA |
.1. CAPITOL 1

1.1. Caracterizarea morfologica a scaffoldurilor fabricate prin printare 3D

utilizind microscopia electronica de baleiaj (SEM)

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi

Subactivitatea 3. 4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 3.

l.1. 1. Introducere

Regenerarea tesutului osos reprezintd una dintre principalele provocari ale medicinei
regenerative si ingineriei tisulare, considerand capacitatea limitatd de vindecare a defectelor
osoase de dimensiuni mari rezultate in urma traumatismelor, infectiilor, afectiunilor
degenerative sau rezectiilor tumorale. In acest context, scaffold-urile tridimensionale (3D) au
atras un interes considerabil datorita potentialului lor de a oferi un suport pentru adeziunea,
proliferarea si diferentierea celulard, facilitind astfel formarea de tesut osos nou si integrarea
acestuia in organism [1], [2]. Printarea 3D a devenit una dintre cele mai promitatoare tehnologii
pentru fabricarea scaffoldurilor destinate regenerdrii osoase, datoritd capacitatii sale de a
produce structuri cu geometrii complexe si proprietati adaptate aplicatiei biologice vizate.
Performanta unui scaffold este influentatd semnificativ de caracteristicile sale morfologice,
precum dimensiunea si distributia porilor, interconectivitatea acestora, rugozitatea suprafetei
si fidelitatea structurald. Aceste proprietdti joaca un rol esential in transportul nutrientilor si
oxigenului, eliminarea metabolitilor, vascularizarea tesutului nou format si migrarea celulara,
toate fiind procese critice pentru succesul regenerarii osoase [3], [4]. Astfel, caracterizarea
morfologicd a scaffoldurilor reprezinta o etapd indispensabila in evaluarea capacitatii acestora

pentru aplicatii biomedicale. Dintre tehnicile disponibile, microscopia electronica de baleiaj
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(SEM) este una dintre cele mai utilizate metode datorita rezolutiei ridicate si capacitatii sale de
a furniza informatii detaliate privind topografia suprafetei si microstructura materialelor.
Analiza SEM permite investigarea formei si dimensiunii porilor, a uniformitatii structurii, a
defectelor de fabricatie si a interactiunilor dintre diferitele componente ale biomaterialului,
oferind informatii esentiale pentru optimizarea formularilor si a parametrilor de imprimare [5],
[6]. Tn cazul scaffoldurilor destinate regeneririi osoase, controlul porozititii este deosebit de
important, deoarece aceasta influenteaza atdt proprietitile biologice, cat si performanta
mecanica a constructului. O porozitate adecvata favorizeaza infiltrarea celulara si formarea de
tesut nou, n timp ce mentinerea integritatii structurale este necesard pentru sustinerea zonei
defectului pe durata procesului de regenerare [7], [8]. In cadrul acestui studiu, au fost
investigate scaffolduri fabricate prin printare 3D pe baza de alginat de sodiu, k-carragenan si

spirulina, utilizand diferite concentratii ale acestora, cu scopul de a evalua influenta variatiilor

de compozitie asupra caracteristicilor morfologice si a porozitatii scaffoldurilor obtinute.
1.1.2. Matertiale si metode

Au fost investigate sase tipuri de scaffolduri fabricate prin printare 3D prin extrudare,
utilizand formuléri pe baza de alginat de sodiu si K-carragenan, in rapoarte masice de 1:1 si 2:1.
Pentru evaluarea influentei asupra caracteristicilor morfologice, in fiecare formulare au fost
incorporate concentratii diferite de spirulina (0%, 0,5% si 1,0% w/v). Scaffoldurile au fost
codificate dupa cum urmeazd: AKI11, AK11-0.5 si AK11-1.0 pentru raportul alginat:k-
carragenan de 1:1 si, respectiv, AK21, AK21-0.5 si AK21-1.0 pentru raportul de 2:1.

Caracterizarea morfologicd a scaffoldurilor a fost realizatd prin SEM, atat la nivelul
suprafetei, cat si in sectiune. Inainte de analizi, probele au fost acoperite cu un strat de aur cu
grosimea de aproximativ 6 nm utilizand echipamentul LUXOR Au/Pt Coating Equipment (I1B-
FT GmbH, Berlin, Germany), pentru a asigura conductivitatea electrica necesard examinarii

SEM.
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Imaginile SEM au fost obtinute utilizand microscopul Hitachi TM4000Plus II (Hitachi,
Tokyo, Japan), controlat prin intermediul software-ului TM4000 (versiunea 1.5). Analizele au
fost efectuate Tn modul de operare pentru probe conductoare, utilizdnd semnale de electroni
retrodifuzati (Backscattered Electrons) si o tensiune de accelerare de 15 kV. Imaginile obtinute
au fost utilizate pentru evaluarea calitativa a morfologiei, a distributiei porilor i a modificarilor

structurale induse de variatia compozitiei scaffoldurilor.
1.1.3. Rezultate si discutii

Analiza morfologica a evidentiat modificari semnificative ale arhitecturii filamentelor
si ale topografiei suprafetei in functie de compozitia formularii, confirmind influenta majora a
compozitiei asupra fidelitatii de printare si a caracteristicilor structurale finale ale constructelor.
Imaginile de suprafata prezentate in Figura 1 permit evaluarea fidelitatii filamentelor depuse si
a uniformitatii retelei printate. Scaffoldurile fara spirulind (AK11 si AK21) au prezentat
filamente cu dimensiuni neuniforme si variatii considerabile ale diametrului acestora. In cazul
probei AK11, diametrul filamentelor a variat intre 742 si 1120 pm, in timp ce pentru AK21
valorile s-au situat intre 586 si 951 um. In plus, aceste formuliri au prezentat numeroase fisuri
si defecte superficiale distribuite de-a lungul filamentelor, indicand o stabilitate structurala
redusd dupa procesul de imprimare si uscare. Prezenta acestor defecte poate fi asociatd cu
contractia neuniforma a hidrogelului si cu distributia heterogend a tensiunilor interne generate
in timpul proceselor de gelificare si deshidratare.
Odatd cu introducerea spirulinei in formulare, se observd o Tmbundtdtire progresivd a
morfologiei filamentelor. Scaffoldurile care contin 1.0% spirulina (AK11-1.0 si AK21-1.0)
prezinta filamente continue, bine definite si semnificativ mai uniforme din punct de vedere
dimensional. Diametrele medii ale filamentelor au fost de 405 + 41 um pentru AK11-1.0 si 424
+ 36 um pentru AK21-1.0, valori considerabil mai apropiate de dimensiunile proiectate in
modelul teoretic comparativ cu formularile fard spirulind. Reducerea variatiilor dimensionale

si diminuarea numadrului de fisuri observate la suprafatd sugereazd ca prezenta spirulinei

10
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contribuie la imbunatatirea proprietatilor reologice ale sistemului polimeric si la stabilizarea

procesului de extrudare.

AK11
AK21-0.5

AK11-0.5

AK11-1.0
AK21-1.0

Figura 1. Imagini SEM de suprafatd ale probelor cu diferite concentratii de alginat de sodiu, k-
carragenan §i spirulina la magnificatie 30 % si scald de 1 mm si la magnificatie 100 si scala de 100 um.

Analiza imaginilor SEM in sectiune (Figura 2) a evidentiat existenta unei structuri
poroase interconectate in toate formuldrile investigate, independent de raportul alginat:k-
carragenan sau de concentratia de spirulind. Aceasta caracteristica este deosebit de importanta
pentru aplicatiile de regenerare osoasa, deoarece porozitatea interconectata faciliteaza migrarea
celulara, colonizarea intregului volum al scaffoldului, vascularizarea si transportul eficient al
nutrientilor si metabolitilor. De asemenea, porii observati sunt distribuiti uniform in structura
constructelor, indicand o buna reproducibilitate a procesului de printare si o arhitectura interna
adecvata pentru utilizarea ca substituenti ososi. La magnificatii mai mari, imaginile SEM au
evidentiat modificari importante ale topografiei peretilor porilor. Scaffoldurile care contin
concentratii crescute de spirulind prezintd suprafete mai rugoase comparativ cu formularile
control. Aceasta crestere a rugozitatii poate fi atribuita particulelor si componentelor bioactive
provenite din spirulind, care genereaza o microtopografie mai complexa la nivelul suprafetei
materialului. Din punct de vedere biologic, aceasta caracteristica este deosebit de avantajoasa,

deoarece numeroase studii au demonstrat cd suprafetele rugoase favorizeaza adsorbtia

11
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proteinelor, adeziunea celulara si organizarea citoscheletului, stimuland ulterior proliferarea si
diferentierea celulara. In contextul regeneririi osoase, o astfel de microstructurd poate contribui
la imbunatatirea osteoconductivitatii scaffoldurilor si la accelerarea proceselor de formare a

tesutului 0sos nou.

AK11-0.5 AK11

AK11-1.0

Figura 2. Imagini SEM in sectiune ale probelor cu diferite concentratii de alginat de sodiu, x-carragenan
si spirulina la magnificatie 60 % si scala de 500 um si la magnificatie 300 si scala de 100 yum.

1.1.4. Concluzii

Rezultatele obtinute in urma caracterizarii morfologice prin SEM au evidentiat
influenta semnificativd a compozitiei scaffoldurilor asupra arhitecturii structurale si a
caracteristicilor de suprafata, parametri esentiali pentru performanta biomaterialelor destinate
regenerarii osoase. Analiza comparativa a scaffoldurilor fabricate din diferite rapoarte de
alginat de sodiu si Kk-carragenan, in combinatie cu concentratii variabile de spirulind, a
demonstrat cd modificarea formularii poate conduce la imbunatatirea semnificativa a fidelitatii
de imprimare si a proprietatilor morfologice ale constructelor finale. Imaginile SEM de
suprafatd au evidentiat diferente importante intre probele fara spirulind si cele care contin.
Scaffoldurile AK11 si AK21, care nu au inclus spirulina in compozitie, au prezentat filamente

cu dimensiuni neuniforme, variatii pronuntate ale diametrului si un numar ridicat de fisuri

12
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superficiale. Aceste caracteristici indicd o stabilitate redusd a structurii dupa procesul de
printare si sugereazd existenta unor fenomene de contractie si deformare asociate procesului
de gelificare si uscare. In contrast, introducerea spirulinei in formulare a determinat o
imbunatatire progresiva a uniformitatii filamentelor, reducerea defectelor structurale si o mai
buni mentinere a geometriei proiectate. In special, formulirile care contin 1.0% spirulini au
generat filamente continue, omogene si bine definite, cu variatii dimensionale reduse si o
fidelitate superioara fatd de modelul teoretic initial. Aceste observatii confirma faptul ca
spirulina nu actioneazd exclusiv ca ingredient bioactiv, ci contribuie si la optimizarea
proprietatilor fizico-chimice si reologice ale sistemului polimeric. Imbunititirea
comportamentului la extrudare si a stabilitatii filamentelor sugereaza existenta unor interactiuni
favorabile Intre componentele formularii, care permit obtinerea unor structuri mai stabile si
mai reproductibile. Din perspectiva fabricarii scaffoldurilor prin printare 3D, aceasta
caracteristicd este deosebit de importantd, deoarece fidelitatea dimensionala si integritatea
structurala reprezinta criterii esentiale pentru reproducerea precisa a arhitecturilor necesare
regenerarii tesuturilor.

Analiza sectiunilor transversale a demonstrat ca toate scaffoldurile investigate prezinta
o structurd poroasd tridimensionald bine dezvoltata si un grad ridicat de interconectivitate a
porilor. Mentinerea acestei arhitecturi indiferent de concentratia de spirulind reprezintd un
rezultat deosebit de relevant, deoarece porozitatea interconectata constituie una dintre cele mai
importante cerinte pentru substituentii ososi utilizati in ingineria tisulara. O astfel de structura
faciliteazd migrarea si distributia uniformd a celulelor in intregul volum al scaffoldului,
favorizeaza vascularizarea tesutului nou format si permite transportul eficient al nutrientilor,
oxigenului si metabolitilor. In plus, distributia uniforma a porilor observati in toate formularile
sugereaza ca procesul de printare utilizat este capabil sd genereze constructe cu o arhitectura
interna reproductibild si adecvata aplicatiilor biomedicale. Un alt aspect important evidentiat

de imaginile SEM la magnificatii ridicate este modificarea topografiei suprafetei odatd cu

13
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cresterea concentratiei de spirulind. Scaffoldurile care contin cantitdti mai mari de spirulind au
prezentat o rugozitate mai accentuatd atat la nivelul filamentelor, cat si pe suprafata peretilor
porilor. Aceasta caracteristicd este considerata benefica pentru aplicatiile de regenerare osoasa,
deoarece numeroase studii au demonstrat ca micro- si nanotopografia suprafetei influenteaza
direct comportamentul celular. Suprafetele rugoase favorizeazd adsorbtia proteinelor din
mediul biologic, cresc numarul punctelor de ancorare celulara si stimuleaza procesele de
adeziune, proliferare si diferentiere osteogenica. Astfel, cresterea rugozitatii observata in cazul
scaffoldurilor cu spirulind poate contribui la Tmbunatatirea raspunsului biologic si la
accelerarea proceselor de regenerare osoasa. In ansamblu, rezultatele obtinute demonstreazi ca
incorporarea spirulinei influenteaza semnificativ morfologia filamentelor si caracteristicile
suprafetei scaffoldurilor, fard a afecta negativ arhitectura poroasd interconectatd a
constructelor. Dimpotriva, prezenta spirulinei conduce la Tmbundtatirea uniformitatii
filamentelor, la reducerea defectelor structurale si la cresterea rugozitatii suprafetei,
caracteristici asociate cu o performantd superioara atat din punct de vedere al procesului de
fabricatie, cat si al functionalitatii biologice. Dintre toate formularile investigate, scaffoldurile
care contin 1.0% spirulind au prezentat cea mai favorabild combinatie de proprietati
morfologice, caracterizatd prin filamente uniforme, integritate structurald ridicata, porozitate
interconectata bine conservata si o topografie superficiald favorabild interactiunilor celulare.
Aceste rezultate sugereaza ca utilizarea spirulinei in concentratii adecvate reprezinta o strategie
promitatoare pentru dezvoltarea de scaffolduri functionale destinate regenerarii osoase. Prin
urmare, formuldrile AK11-1.0 si AK21-1.0 pot fi considerate candidati relevanti pentru
investigatii  viitoare privind proprietitile mecanice, comportamentul de degradare,
biocompatibilitatea si capacitatea de sustinere a osteogenezei, in vederea validarii potentialului
lor pentru aplicatii clinice in ingineria tesutului osos.

1.1.5 Bibliografie

14



S MINISTERUL CERCETARI Planul National
- N:'Enea”mf,eana B S >I > de Redresare si Rezilienta

Componenta: C9 Suport pentectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

[1] W. Paul and C. P. Sharma, “Tissue and organ regeneration: An introduction,”
Regenerated Organs: Future Perspectives, pp. 3-9, Jan. 2021, doi: 10.1016/B978-0-12-
821085-7.00001-4.

[2] P. G. Ray et al., “Engineered surfaces: A plausible alternative in overviewing critical
barriers for reconstructing modern therapeutics or biomimetic scaffolds,” Regenerated Organs:
Future Perspectives, pp. 39-80, Jan. 2021, doi: 10.1016/B978-0-12-821085-7.00003-8.

[3] Y. Bai et al., “Recent progress of 3D printed responsive scaffolds for bone repair: A
review,” Mater. Today Bio, wvol. 35 p. 102351, Dec. 2025, doi:
10.1016/J.MTBI10.2025.102351.

[4] M. Mirkhalaf, Y. Men, R. Wang, Y. No, and H. Zreiqgat, “Personalized 3D printed bone
scaffolds: A review,” Acta Biomater., vol. 156, pp. 110-124, Jan. 2023, doi:
10.1016/J.ACTBI10.2022.04.014.

[5] D. landolo et al.,, “Electron Microscopy for 3D Scaffolds—Cell Biointerface
Characterization,” Adv. Biosyst., vol. 3, no. 2, p. el800103, Feb. 2018, doi:
10.1002/ADBI.201800103.

[6] X. Yuan et al., “Recent Advances in 3D Printing of Smart Scaffolds for Bone Tissue
Engineering and Regeneration,” Advanced Materials, vol. 36, no. 34, Aug. 2024, doi:
10.1002/ADMA.202403641.

[7] V. Karageorgiou and D. Kaplan, *“Porosity of 3D biomaterial scaffolds and
osteogenesis,” Biomaterials, vol. 26, no. 27, pp. 5474-5491, Sep. 2005, doi:
10.1016/J.BIOMATERIALS.2005.02.002.

[8] M. Koch and M. K. Wiodarczyk-Biegun, “Faithful scanning electron microscopic
(SEM) visualization of 3D printed alginate-based scaffolds,” Bioprinting, vol. 20, p. e00098,
Dec. 2020, doi: 10.1016/J.BPRINT.2020.E00098.

15



Foruany BETTIR s Concrnang Planul National
- N:"glea”mf,ea"a e >I > de Redresare si Rezilienta

Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

Capitolul 2

I.2. Sinteza de gelatind metacrilata si gelan metacrilat

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.3. Investigarea in vivo a inducerii formarii de tesut osos in soareci

osteoporotici de catre factorii terapeutici rezultati din Activitatile 1 si 2

1.2.1. Introducere

Hidrogelurile sunt definite ca retele polimerice hidrofile capabile sd absoarba si sa
retind cantitati mari de apa sau fluide biologice, mentinand totodata integritatea structurala.
Arhitectura lor de retea este stabilizata prin reticulare covalentd (chimica) sau non-covalenta
(fizicd) si este imbogatita cu grupari functionale hidrofile precum hidroxil (~OH), carboxil (-
COOH), amida (-CONH:) si amino (—NH:). Datorita acestor caracteristici, hidrogelurile au
suscitat un interes considerabil in ingineria biomedicala, prin capacitatea lor de a mima
indeaproape matricea extracelulard (MEC), de a sustine interactiunile celulare si de a oferi
medii mecanice si biochimice personalizabile. Biocompatibilitatea, continutul ridicat de apa,
viscoelasticitatea si raspunsul la stimuli precum pH-ul, temperatura sau forta ionica permit
controlul precis al comportamentului hidrogelurilor in conditii fiziologice, acestea fiind
utilizate pe scard largd in sisteme de eliberare controlatd a medicamentelor, matrice pentru
vindecarea plagilor, dispozitive medicale implantabile si scaffold-uri pentru ingineria tisulara
si medicina regenerativa [1], [2].

Gelatina este un biopolimer derivat din colagen, obtinut prin denaturarea partiala a
acestuia, si reprezintd unul dintre materialele de baza cel mai frecvent utilizate 1n ingineria
tisulard. Structura sa contine secvente arginind-glicina-aspartat (RGD) care favorizeaza
adeziunea si proliferarea celulara, conferindu-i proprietati biologice remarcabile. Hidrogelurile
pe baza de gelatind au aparut ca un material popular pentru scaffold-uri in aplicatii de inginerie

tisulara, iar introducerea unor metode variate de reticulare a demonstrat promisiuni pentru
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fabricarea de scaffold-uri stabile cu celule incorporate. In contextul biofabricarii, gelatina a
castigat un loc central in bioprintarea 3D, utilizatd pe scard largd in ingineria tisulara si
medicina regenerativa pentru fabricarea de structuri tisulare si organice artificiale complexe
care pot mima tesuturile naturale. Gelatina a fost utilizatd ca bioink in reconstituirea unor
structuri variate, de la foliculii de par — prin tehnici de bioprintare 3D bazate pe hidrogeluri
gelatin/alginat pentru a construi scaffold-uri multistrat care simuleaza micromediul foliculului
pilos Tn vivo — pana la modele osoase si cartilaginoase [3], [4], [5].

Gelanul (gellan gum, GG) este un polizaharid anionic de origine microbiana, produs de
bacteria Sphingomonas elodea, aprobat de FDA ca aditiv alimentar si tot mai utilizat in
domeniul biomedical. Gelanul poseda proprietati extrem de versatile, precum usurinta de
biofabricare, proprietiti mecanice reglabile, biocompatibilitate, biodegradabilitate si
functionalitate in livrarea de medicamente, ceea ce 1l pozitioneaza ca un material promitator in
ingineria tisulara si medicina regenerativa. Hidrogelurile de gelan au o gama larga de aplicatii
biomedicale si farmaceutice, unul dintre avantajele cheie fiind capacitatea de a controla
eliberarea compusilor terapeutici, ceea ce le face ideale pentru livrarea tintitd de medicamente
pe diferite cii — orald, nazala si oculara. In ceea ce priveste bioprintarea 3D, gelanul prezinti
capacitate de gelificare la temperatura camerei, ceea ce face bioprintarea fezabila; acesta
imbunatateste, de asemenea, proprietatile mecanice atunci cand este adaugat altor materiale
hidrogelice, maximizand reticularea si proprietdtile de printare. Aplicatiile documentate includ
regenerarea cartilajului, osului, discului intervertebral, tesutului nervos si a muschiului
scheletal. Scaffold-urile si hidrogelurile compozite pe baza de gelan au fost aplicate in ingineria
tisulara a discului intervertebral si a muschiului scheletal, in dispersia celulelor
stem/progenitoare neurale, regenerarea nervilor periferici, promovarea diferentierii

fibroblastelor, vindecarea plagilor cutanate si ingineria tisulara a osului si cartilajului [6], [7],

[8].
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In ciuda proprietatilor biologice excelente, atit gelatina, cat si gelanul suferd de o
limitare fundamentald comuna: proprietati mecanice insuficiente pentru numeroase aplicatii
clinice. Proprietatile mecanice intrinsec scazute ale gelatinei nu sunt adecvate din punct de
vedere structural si mecanic pentru a sustine cresterea si proliferarea celulara. Situatia este
similard pentru gelatin: rezistenta mecanica nedoritd, stabilitatea slabd in vivo si eliberarea
necontrolatd a medicamentelor limiteaza potentialul translational al gelatinei pentru aplicatii
clinice. Gelanul nu face exceptie: rezistenta mecanica scazutd comparativ cu tesuturile native,
capacitatea redusa de inductie osoasa si suprafata relativ neteda a gelului, care inseamna
absenta situsurilor de legare pentru celule, a limitat aplicarea GG ca matrice unica de baza in
producerea de scaffold-uri. Mai specific, hidrogelurile de gelan reticulat fizic isi pierd
stabilitatea 1n conditii fiziologice, restrictionand astfel aplicatiile acestor hidrogeluri in vivo.
Problema este bine caracterizata in literatura de specialitate: proprietatile mecanice relativ slabe
ale hidrogelurilor raman un dezavantaj major pentru aplicarea lor ca scaffold-uri tisulare
portante [9], [10], [11].

Pentru a depasi aceste limitari, cercetdtorii au explorat mai multe strategii: reticularea
dubla (dual-crosslinking), compozitele cu nanoparticule, amestecurile polimerice sau
incorporarea de fibre de ranforsare. Diverse strategii de reticulare — fizica, chimica, enzimatica
sau combinatii ale acestora — au fost explorate pentru imbunétatirea proprietdtilor mecanice ale
scaffold-urilor pe baza de gelatina. Cu toate acestea, modificarea chimica prin metacrilare s-a
impus ca solutie optimd, deoarece permite obtinerea de hidrogeluri fotopolimerizabile cu
proprietdti fin reglabile. Metacrilarea gelatinei, prin reactia grupdrilor lizinei cu anhidrida
metacrilica sub expunere la lumina UV, conduce la formarea gelatin-metacriloilului (GelMA),
un scaffold polimeric 3D termorezistent si rigid la temperatura corpului (37 °C), cu proprietati
fizice imbunatatite, inclusiv degradare, rigiditate si arhitectura a porilor, favorizand totodata
bioactvitatea scaffold-ului, adezivitatea si raspandirea celulara. Similar, pentru imbunatatirea

rezistentei mecanice a gelurilor de gelan (GGMA), a fost incorporata metacrilarea, obtinandu-
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se hidrogeluri cu proprietati mecanice si de degradare enzimatica reglabile in functie de gradul
de metacrilare. Un avantaj decisiv al metacrildrii este controlul precis al parametrilor finali:
GelMA permite ajustarea proprietdtilor mecanice prin factori precum gradul de functionalizare,
concentratia si parametrii de fotopolimerizare — spre deosebire de alte hidrogeluri. Mai mult,
gradul de metacrilare poate fi controlat in cursul sintezei, permitand personalizarea precisa a
rigiditatii mecanice, a ratei de degradare si a interactiunilor celulare ale hidrogelului rezultat;
gradele mai ridicate de metacrilare conduc la hidrogeluri mai rigide. Astfel, metacrilarea
reprezintd 1n prezent cea mai versatild si documentatd abordare pentru transformarea
biopolimerilor naturali cu proprietati biologice excelente dar performante mecanice limitate in
materiale adecvate cerintelor complexe ale ingineriei tisulare moderne [12], [13], [14].
1.2.2. Materiale si metode utilizate

1.2.2.1. Materiale

Gelatina comerciald din piele de peste, guma gellan comerciala, anhidrida metacrilica
(MA), membranele de dializa cu masa moleculara de taiere de 14 kDa si comprimatele pentru
prepararea solutiei tampon fosfat salin (PBS) au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich.
Hidroxidul de sodiu (NaOH) si apa distilatd au fost utilizate pentru ajustarea pH-ului si pentru
etapele de purificare. Toti reactivii au fost utilizati fara purificari suplimentare.

1.2.3. Sinteza gelatinei metacrilate (GelMA)

Gelatina metacrilatd (GeIMA) a fost sintetizata prin functionalizarea grupdrilor amino
si hidroxil ale gelatinei comerciale cu anhidrida metacrilica, in vederea obtinerii unui polimer
fotosensibil destinat aplicatiilor de inginerie tisulara. Procedura experimentala a fost adaptata
din literatura de specialitate, cu ajustarea conditiilor de reactie in functie de necesitdtile
experimentale. In prima etapa, 60 g de gelatina au fost dizolvate in 1200 mL solutie PBS intr-
o baie de apa mentinuta la 50°C, timp de aproximativ 2 ore, pand la obtinerea unei solutii
omogene. Pe parcursul dizolvarii, pH-ul a fost monitorizat si ajustat la valoarea 7,4 prin

adaugarea controlatd a unei solutii de NaOH 5 M. Dupa dizolvarea completa a gelatinei, 2,235
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mL de anhidrida metacrilicd au fost adaugati treptat, prin picurare. Reactia de metacrilare s-a
desfasurat sub agitatie continud timp de 3 ore, la pH controlat intre 7,4 si 7,8, valoare mentinuta
prin adaugari succesive de NaOH 5 M pentru a compensa acidificarea mediului generata de
reactie.

La finalizarea procesului de metacrilare, reactia a fost oprita prin adaugarea a 300 mL
PBS. Solutia obtinuta a fost purificata prin dializa utilizand membrane cu limita de tdiere de
14 kDa, timp de 3 zile in apa distilata, cu inlocuirea mediului la intervale de 24 de ore. Aceasta
etapa a permis indepartarea reactivilor nereactionati, a sdrurilor si a altor compusi cu masa
moleculard mica. Dupa dializa, solutia de GeIMA a fost transferata in placute Petri, congelata
si ulterior liofilizatd. Materialul solid rezultat a fost colectat si pastrat pentru utilizari
experimentale ulterioare.

1.2.4. Sinteza gumei gelan metacrilate (GGMA)

Guma gelan metacrilata (GGMA) a fost obtinuta prin modificarea chimica a gruparilor
hidroxil ale gumei gellan cu anhidridd metacrilica, In scopul dezvoltdrii unui material
fotosensibil cu potential de utilizare In ingineria tisulara si fabricatia aditiva.

Pentru sinteza, 6 g de guma gellan au fost dizolvate in 600 mL PBS la 90°C, utilizand
o baie de apa si agitare continui timp de 2 ore, pani la obtinerea unei solutii uniforme. In
aceasta etapa, pH-ul a fost ajustat si mentinut in intervalul 8-8,5 prin adaugarea unei solutii de
NaOH 5 M. Ulterior, 24 mL de anhidrida metacrilicd au fost adaugati gradual in solutie. Reactia
de metacrilare a fost mentinuta timp de 3 ore sub agitatie continud, iar pH-ul a fost monitorizat
permanent si corectat cu NaOH 5 M pentru a raméane in intervalul optim de 8-8,5. La finalul
reactiei, procesul a fost stopat prin adaugarea a 200 mL PBS. Solutia rezultata a fost purificata
prin dializa folosind membrane de 14 kDa, timp de 3 zile in apa distilata, cu schimbarea apei
la fiecare 24 de ore, pentru eliminarea reactivilor reziduali si a produselor secundare. Dupa

purificare, solutia de GGMA a fost turnatd in placute Petri, congelatd si ulterior liofilizata
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pentru obtinerea produsului final sub forma solida. Materialul rezultat a fost depozitat in
vederea utilizarii Tn experimentele ulterioare.
1.2.4. Concluzii

Gelatina metacrilatd (GelMA) si guma gellan metacrilatd (GGMA) au fost sintetizate
cu succes prin reactii de metacrilare utilizind anhidrida metacrilica ca agent de functionalizare.
Tn ambele cazuri, controlul riguros al pH-ului pe durata reactiei si etapa de purificare prin
dializa au reprezentat factori esentiali pentru obtinerea unor produse cu grad ridicat de puritate
si proprietati adecvate pentru aplicatii biomedicale.

Procesele de congelare si liofilizare au permis obtinerea materialelor sub forma solida,
facilitind manipularea, depozitarea si utilizarea ulterioara. Atat GeIMA, cat si GGMA prezinta
grupdri metacrilice capabile sd participe la procese de fotoreticulare, ceea ce le confera
potential pentru fabricarea hidrogelurilor utilizate in ingineria tisulara, regenerarea tesuturilor
si tehnologiile de bioimprimare 3D. Confirmarea structurala a functionalizarii poate fi realizata
ulterior prin metode spectroscopice, precum FTIR si RMN.
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Capitolul 3

|.3. Initierea culturilor celulare pentru liniile MG63 si MC3T3-E1
Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi in modele de soarece
1.3.1. Introducere

Cultivarea celulara reprezinta un sistem alternativ care poate fi utilizat pentru cercetarea
in vivo , cu o importantd semnificativa in diverse arii, precum in domeniul productiei de
vaccinare pe sfera medicinei anticancer. Acestea permit studiul comportamentelor celulare, a
mecanismelor moleculare si a raspunsului la diverse substante Intr-un mediu controlat, fara a
necesita in mod obligatoriu test pe animale sau subiecti umani. Evolutia metodelor de cultura
celurd 2D si 3D permit din punct de vedere biochimic simularea mai fidela a micromediul in
vivo. Din perspectiva testarilor farmacologice si toxicologice, culturile celulare primare si
liniile celulare continue sunt elemente indispensabile in cercetarea de bazd, biomedicala si
translationala, permitand evaluarea eficientei si sigurantei unui compus Tnainte de etapele
clinice [1], [2].

Un aspect fundamental in realizarea culturilor celulare este tehnica aseptica. Aceasta
cuprinde toate aspectele legate de controlul mediului inconjurator, igiena personala, sterilizarea
echipamentelor si mediilor de culturd, precum si procedurile de control al calitatii necesare
pentru a garanta cd procedurile sunt realizate in conditii necontaminante. Nerespectarea tehnicii

aseptice poate duce la alterarea tiparelor de crestere celulard, compromiterea viabilitatii sau
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chiar pierderea completd a culturii, cu consecinte directe asupra integritatii si acuratetei
experimentului si cu risipd de resurse valoroase. Implementarea bunelor practici de cultura
celulara si a tehnicilor aseptice este esentiald pentru cresterea sigurantei, promovarea generarii
de date stiintifice reproductibile si facilitarea comparabilititii rezultatelor obtinute in
laboratoare diferite [3], [4].

Tn studiul acesta au fost folosite mai multe tipuri de linii celulare, selectate datorita
relevantei lor pentru modelele experimentale studiate. Linia celulara MC3T3-E1, provenind
din preosteoblaste murine, se numara printre cele mai utilizate modele in vitro pentru a studia
diferentierea si mineralizarea osteoblastice. Aceasta este vazutd ca un model clasic pentru
studierea procesului de diferentiere osteogenica in vitro, datorita capacitatii semnificative de
proliferare si diferentiere. Celulele MC3T3-El detin aptitudinea de a se diferentia in
osteoblaste mature si au fost selectate pe scard largd ca model ideal pentru investigarea
diferentierii, depunerii de matrice extracelularad si mineralizarii celulelor osteoblastice. Fiindca
este o linie aderenta, mentinerea sa in cultura presupune o manipulare atentd pentru a péstra
integritatea morfologica si potentialul de diferentiere osteogenic pe parcursul pasajelor celulare
succesive [5]. A doua linie celulara utilizata, MG63, este derivata dintr-un osteosarcom uman,
astfel fiind larg utilizata ca model in vitro cu fenotip de tip osteoblast in studiile privind
metabolismul tesutului osos. Totodata, studiile de adeziune celulara au aratat faptul ca celulele
MG63 aderd In mod saturabil la colagenul de tip I, fibronectind si laminind, validand caracterul
aderent al acestei linii si relevanta sa pentru sudierea interactiunilor dintre celula si matrice in
contextul ingineriei tisulare osoase. Prin intermediul responsivitatii la stimuli osteogenici si
capacitatii proliferative ridicate, liniile celulare MG63 constituie un element valoros in
screeningul de compusi cu potential osteotropic, cu indicarea faptului ca reprezintd o linie
tumorala si nu reflecta in totalitate biologia osteoblastului sanatos [6].

Pentru continuarea activitatilor experimentale si desfasurarea etapelor urmatoare ale

cercetarii, a fost necesard dezghetarea liniilor celulare crioconservate anterior MG63 si
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MCST3-EI si repetarea procesului de cultivare in conditii de laborator standard. Scopul acestei
etape a fost asigurarea unui numar suficient de celule viabile si proliferabile, necesare in
realizarea experimentelor planificate si pentru sustinerea unor stocuri adecvate de lucru. in
acest sens, au fost repetate toate procedurile specifice manipularii si intretinerii de culturi
celulare, incluzand dezghetarea, insdmantarea, cultivarea in medii adecvate de culturd si
monitorizarea periodicd a proliferdrii celulare. Toate procedurile au fost efectuate in
conformitate cu protocoalele standard utilizate in laborator, asigurand reproducibilitatea si

continuitatea procesului experimental.
1.3.2. Materiale si metode
1.3.2.1. Materiale utilizate

Liniile celulare MC3T3-E1 si MG63 au fost achizitionate de la Cytion (GmbH,
Heidelberg, Germania). Celulele MC3T3-E1 au fost cultivate ih mediu a-MEM suplimentat cu
ribonucleozide si deoxiribonucleozide (Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Germania),
completat cu 10% ser fetal bovin (FBS; Gibco™, Thermo Fisher Scientific) si 1% solutie
penicilina—streptomicina (P-S; Gibco™, Thermo Fisher Scientific). Celulele MG63 au fost
mentinute in mediul de cultura DMEM (Gibco™, Thermo Fisher Scientific), suplimentat cu
10% FBS si 1% solutie P-S. Solutiile de tampon fosfat salin (PBS) si dimetilsulfoxid (DMSO)
au fost furnizate de Sigma-Aldrich Merck (Darmstadt, Germania), iar tripsina a fost
achizitionata de la Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, SUA).

1.3.2.2. Dezghetarea si initierea liniilor celulare
1.3.2.2.1. Dezghetarea liniei celulare MC3T3-E1

Pentru inceput, linia celulara MC3T3-El a fost introdusa in culturd utilizand mediul
adecvat, a-MEM suplimentat cu ribonucleozide si deoxiribonucleozide, 10% FBS si 1% P-S.

Criotubul continand suspensia celulara a fost dezghetat rapid utilizand o baie cu bile metalice
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mentinuta la 37°C, apoi dezinfectat la exterior cu etanol 70% si transferat in hota cu flux
laminar pentru manipulare in conditii sterile.

Continutul criotubului a fost omogenizat prin pipetare delicata si transferat intr-un tub
conic de 15 mL in care s-au adaugat in prealabil 8 mL de mediu complet, cu scopul diluarii si
indepartdrii agentului crioprotector. Suspensia celulara a fost centrifugata la 1000 de rotatii pe
minut (rpm) timp de 3 minute, dupd care supernatantul a fost eliminat, iar peletul celular
rezultat a fost resuspendat in 1 mL de mediu complet proaspat.

Ulterior, celulele provenite din criotub au fost distribuite intr-un flask T75 destinat
culturilor celulare aderente continand 10 mL mediu complet proaspat si incubate in conditii
standard de cultura (37°C, 5% CO:). Aceasta etapd a avut ca scop favorizarea aderarii celulare
la suprafata vasului de culturd si stimularea proliferdrii celulelor pentru utilizarea lor in

experimentele ulterioare.
1.3.2.2.2. Dezghetarea liniei celulare MG63

Mai departe, linia celulara MG63 a fost readusa in cultura utilizind mediu DMEM
suplimentat cu 10% FBS si 1% P-S. Criotubul care continea celulele crioconservate a fost
dezghetat rapid la 37°C intr-0 baie cu bile metalice, apoi a sterilizat extern cu etanol 70% si
transferat n hota cu flux laminar pentru continuarea manipularilor in conditii aseptice.

Suspensia celulard a fost transferata intr-un tub conic de 15 mL ce continea 8 mL de
mediu complet addaugat in prealabil, pentru reducerea concentratiei agentului crioprotector.
Dupa omogenizare, proba a fost centrifugata la 1000 rpm timp de 3 minute. Supernatantul a
fost indepartat cu atentie, iar peletul celular obtinut a fost resuspendat in 1 mL de mediu DMEM
complet.

Celulele au fost ulterior Tnsdmantate in 1 flask T75 destinat culturilor aderente si
incubate in conditii standard de cultura celulard (37°C, 5% CO2). Cultura a fost verificata

periodic pentru evaluarea aderarii si proliferdrii celulare utilizdnd un microscop optic,
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urmdrindu-se obtinerea unei densitdti celulare adecvate pentru desfasurarea etapelor

experimentale urmatoare.
1.3.2.3. Pasajele celulare
1.3.2.3.1. Pasaj celular pentru linia MC3T3-E1

Subcultivarea liniei celulare MC3T3-E1 a fost realizata in conditii aseptice, utilizand
mediu a-MEM complet suplimentat si respectand protocoalele standard de cultura celulara.
Toate manipuldrile au fost efectuate In hota cu flux laminar pentru mentinerea sterilitatii si
protectia utilizatorului, iar culturile au fost incubate la 37°C, intr-0 atmosfera umidificata cu
5% COs., conditii standard necesare pentru sustinerea cresterii si metabolismului celular.

La atingerea unui grad de confluenta adecvat, mediul de cultura a fost indepartat, iar
celulele au fost spalate cu solutie PBS pentru eliminarea urmelor reziduale din mediul vechi si
a produselor metabolice acumulate. Detasarea celulelor aderente a fost realizata prin tratarea
cu solutie de tripsind, urmata de o perioadd scurta de incubare (aproximativ 3 minute) la 37°C
pana la desprinderea completd a monostratului celular. Activitatea enzimei a fost ulterior oprita
prin adaugarea de mediu complet proaspat, iar suspensia celulara rezultatd a fost omogenizata
prin pipetare delicatd pentru a asigura o distributie uniforma a celulelor.

Mai departe, celulele au fost repartizate in noi recipiente de cultura care contineau 10
mL mediu proaspat si au fost reintroduse in incubator pentru a permite aderarea si proliferarea
acestora in continuare. Pentru mentinerea unor conditii potrivite de crestere, mediul de cultura
a fost inlocuit periodic, la intervale de 2-3 zile. Procesul de subcultivare a fost repetat succesiv,

pe masura atingerii confluentei.
1.3.2.3.2. Pasaj celular pentru linia MG63

Subcultivarea liniei celulare MG63 a fost realizata tot in conditii aseptice, utilizand
mediu DMEM complet suplimentat conform relatarii anterioare. Toate etapele procedurii au

fost efectuate in hotd cu flux laminar pentru a preveni contaminarea culturilor si protectia
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utilizatorului, iar celulele au fost mentinute in incubator la temperatura fiziologicd de 37°C,
intr-o atmosfera umidificata cu 5% CO., conditii optime pentru cresterea si proliferarea
acestora.

Dupa atingerea confluentei celulare dorite, mediul de culturda a fost indepartat, iar
monostratul celular a fost spalat cu solutie PBS pentru eliminarea reziduurilor de mediu si a
componente metabolice. Ulterior, s-a adaugat solutia de tripsina, iar culturile au fost incubate
pentru o perioada scurtd (aproximativ 3 minute) la 37°C, pana la detasarea completa a celulelor
de pe suprafata flask-ului. Actiunea enzimatica a fost neutralizata prin adaugarea de mediu
complet proaspdt, iar suspensia celulara a fost omogenizata prin pipetare usoara pentru a obtine
o distributii uniforma a celulelor.

Celulele au fost mai dparte redistribuite in recipiente noi de cultura T75, contindnd
mediu DMEM proaspédt 10 mL, si incubate in conditii standard precizate anterior pentru a
permite readerarea si multiplicarea lor. Mediul de culturd a fost schimbat in mod regulat, la
intervale de 2-3 zile, pentru asigurarea unui aport constant de nutrienti si pentru eliminarea
metabolitilor rezultati in urma activitatii celulare. Procedura de pasaj a fost repetatd ori de cate

ori culturile au atins confluenta optima.

1.3.3. Concluzii

In cadrul acestor protocoale au fost realizate cu succes procedurile de dezghetare si
subcultivare Tn pasaje celulare a liniilor MC3T3-E1 si MG63, utilizate in mod frecvent ca
modele in vitro pentru studiul proceselor implicate in regenerarea tesutului osos. Insusirea
protocoalelor standard de cultura celulard a condus la obtinerea unor culturi stabile,
caracterizate de viabilitate ridicata si o capacitate adecvata de proliferare.

Utilizarea mediilor de culturd adecvate fiecarei linii celulare si mentinerea conditiilor
optime de pastrare au contribuit la dezvoltarea si extinderea eficienta a culturilor, ajungind la

un numar suficient de celule pentru desfdsurarea experimentelor ulterioare. Monitorizarea
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constanta a morfologiei si a gradului de confluentd a evidentiat adaptarea corespunzatoare a

celulelor la conditiile de culturd si mentinerea proprietatilor caracteristice fiecarei linii.
Procedurile repetate de pasaje au permis multiplicarea controlatd a celulelor si obtinerea

unui stoc adecvat de culturi pentru experimentele planificate. Respectarea conditiilor aseptice

pe intreaga duratd a activitdtilor experimentale a contribuit la prevenirea contamindrilor,

.....

Tn concluzie, activittile desfasurate au permis pregatirea cu succes a liniilor celulare
MCS3T3-E1 si MG63 pentru utilizarea lor in evaluarea biologicd a biomaterialelor destinate
regenerdrii osoase, constituind o etapa esentiala pentru continuarea cercetarilor si pentru
obtinerea unor rezultate relevante din punct de vedere biomedical.
1.3.4.Bibliografie
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PARTEAall-a

Capitolul 1

I1.1. Pregatirea culturii celulare si evaluarea biocompatibilitatii
structurilor din GelMA, GellanMA si diferite concentratii de GO, prin
microscopie confocald cu marcare Live/Dead

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi

Subactivitatea 3.3. Investigarea in vivo a inducerii formarii de tesut osos in soareci

osteoporotici de catre factorii terapeutici rezultati din Activitatile 1 si 2.

11.1.1. Introducere

In domeniul ingineriei tisulare si al dezvoltarii biomaterialelor, interactiunile dintre
celule si materialele suport joacd un rol esential in determinarea performantei biologice si a
succesului aplicatiilor regenerative. Comportamentul celular este influentat nu doar de
viabilitatea mediului de cultura, ci si de caracteristicile fizico-chimice ale biomaterialului,
inclusiv compozitia chimicd, proprietatile mecanice, topografia suprafetei si arhitectura
tridimensionald. Aceste caracteristici pot modula procese fundamentale precum adeziunea,
proliferarea, migrarea si organizarea celulard, influentand implicit integrarea si functionalitatea
constructelor destinate regenerarii tisulare [1], [2].

In acest context, evaluarea raspunsului celular reprezinti o etapd critici in
caracterizarea biomaterialelor. Dincolo de determinarea viabilitatii, tehnicile moderne de

analiza permit investigarea morfologiei celulare, a distributiei spatiale a celulelor si a
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interactiunilor acestora cu matricea suport [3], [4]. Metodele bazate pe microscopie de
fluorescentd, in special microscopia confocald cu achizitie de imagini in sectiuni optice
succesive (Z-stack), ofera posibilitatea reconstructiei tridimensionale a structurilor analizate si
permit evaluarea detaliata a colonizarii scaffold-urilor, a gradului de infiltrare celulard si a
organizarii celulelor in profunzimea materialului. Astfel, aceste tehnici furnizeaza informatii
relevante privind biocompatibilitatea si capacitatea biomaterialelor de a sustine dezvoltarea
celulard intr-un mediu tridimensional, depasind limitdrile evaludrilor bazate exclusiv pe
cuantificarea celulelor viabile [5], [6].

Tn cadrul prezentului studiu, au fost investigate scaffold-uri destinate pentru a oferi un
mediu 3D favorabil dezvoltarii celulare, urmarindu-se influenta compozitiei asupra
comportamentului celular. Analiza a fost realizata pe probe pe baza de gelatina metacrilata
(GelMA), guma gellan metacrilata (GellanMA) si diferite concentratii de oxid de grafena (GO),

evaluate la 7 si 14 zile prin marcare Live/Dead si vizualizate prin microscopie confocala.
11.1.2. Matertiale si metode
11.1.2.1. Materiale

Pentru toate experimentele a fost utilizata linia celulara umana MG-63 (CLS Cell Lines
Service GmbH, Heidelberg, Germania). Celulele au fost cultivate in mediu Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SUA),
suplimentat cu 10% ser fetal bovin (FBS; Gibco™, Thermo Fisher Scientific) si 1% solutie
Penicilind—Streptomicina (100x; Gibco™, Thermo Fisher Scientific). Viabilitatea celulara au
fost evaluate utilizand kitul comercial Live/Dead Viability/Cytotoxicity Kit for Mammalian
Cells (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SUA). Solutia tampon fosfat
salin (PBS) a fost achizitionata de la Sigma-Aldrich, Merck (Darmstadt, Germania), iar tripsina
utilizatd pentru detasarea celulara a fost furnizata de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
SUA).

31



Foruany BETTIR s Concrnang Planul National
- N:"glea”mf,ea"a e >I > de Redresare si Rezilienta

Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

11.1.2.2. insiméantarea celulelor si pregitirea probelor

Pentru evaluarea interactiunilor dintre celule si biomaterial, au fost selectate cate patru
probe pentru fiecare tip de scaffold, acestea fiind plasate individual in placi Petri sterile. Inainte
de insamantare, linia celulara MG-63 a fost mentinuta in culturd prin pasaje celulare regulate,
realizate la atingerea unui grad optim de confluenta, in vederea pastrarii viabilitatii, a capacitatii
proliferative si a caracteristicilor fenotipice specifice. Pentru asigurarea conditiilor aseptice,
probele au fost sterilizate sub hota cu flux laminar vertical prin expunere la radiatit UV timp
de 1 h pentru fiecare fatd a scaffold-ului, cu scopul eliminarii potentialelor contaminari
microbiologice. Pregatirea suspensiei celulare a fost realizata prin detasarea celulelor aderente
utilizand tripsina. Dupa indepartarea mediului de cultura, suprafata flask-urilor a fost spalata
de doua ori cu cate 5 mL PBS pentru eliminarea urmelor de ser care ar putea inhiba activitatea
enzimei. Ulterior, au fost adaugati 2 mL de solutie de tripsina, iar celulele au fost incubate timp
de aproximativ 3 minute pentru facilitarea detasarii de substratul de culturd. Dupa desprindere,
tripsina a fost neutralizata prin adaugarea a 6 mL de mediu complet, omogenizate usor si
transferate Tntr-un tub conic de 15 mL. Suspensia celulara a fost centrifugata la 1300 rpm timp
de 3 minute, iar supernatantul rezultat a fost indepartat.

Peletul celular obtinut a fost resuspendat in 1 mL de mediu complet, iar densitatea
celulara si viabilitatea au fost determinate cu albastru tripan. Suspensia celulara a fost ulterior
ajustata la concentratia dorita, iar pe fiecare scaffold au fost insamantate 100 000 celule. Dupa
insdmantare, probele au fost incubate in conditii standard de culturd celulara, in prezenta a 2
mL de mediu complet per proba, pentru a asigura contactul optim dintre celule si biomaterial.
Evaluarea viabilitatii celulare si a comportamentului celular pe scaffold-uri a fost realizata dupa

7 si 14 zile de cultura.

32



Foruany BETTIR s Concrnang Planul National
- N:"glea”mf,ea"a e >I > de Redresare si Rezilienta

Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

11.1.2.3. Evaluarea viabilititii celulare prin microscopie confocala si maracare Live/Dead

Viabilitatea celulara pe suprafata si in interiorul scaffold-urilor a fost evaluata utilizand
testul Live/Dead, o metoda bazata pe coloranti fluorescenti care permit diferentierea celulelor
viabile de cele neviabile prin marcarea selectiva a acestora. Analizele au fost efectuate dupa 7
si 14 zile de culturd celulara, pentru a monitoriza evolutia raspunsului biologic in timp si
capacitatea scaffold-urilor de a sustine supravietuirea si dezvoltarea celulara pe termen mediu.
In vederea realizarii testului, solutia PBS a fost adusi la temperatura de 37°C, iar reactivii
kitului Live/Dead, respectiv Calcein AM si Ethidium Homodimer-1, au fost incalziti la
temperatura camerei inainte de utilizare. Intreaga procedura experimentali a fost efectuata in
conditii de protectie fatd de lumind, pentru a preveni degradarea fotochimica a colorantilor
fluorescenti.

Solutia de lucru a fost preparatd prin addugarea a 5 pL Calcein AM si 20 pL Ethidium
Homodimer-1 in 10 mL PBS steril. Dupa indepartarea mediului de cultura, probele au fost
spdlate de doua ori cu PBS pentru eliminarea reziduurilor de mediu si a componentelor care ar
putea interfera cu procesul de colorare. Ulterior, fiecare proba a fost incubata cu solutia
Live/Dead timp de 50 de minute, in absenta luminii, pentru a permite patrunderea si distributia
uniforma a colorantilor la nivel celular.

Dupa finalizarea incubarii, solutia de colorare a fost indepartata, iar probele au fost
spdlate usor si mentinute in PBS pentru etapa de imagistica. Evaluarea viabilitatii si distributiei
celulare a fost realizata utilizand un microscop confocal Zeiss LSM 880 (Zeiss, Oberkochen,
Germany). Pentru fiecare proba au fost achizitionate serii de sectiuni Z-stack, care au permis
reconstructia tridimensionald a scaffold-urilor si analiza distributiei spatiale a celulelor in
profunzimea structurii. Aceastd abordare a furnizat informatii atat privind proportia celulelor
viabile si neviabile, cat si asupra gradului de colonizare celulara, infiltrarii in structura poroasa

.....

materialelor investigate.

33



Finantat de ; P| i
; . RCETARI >I anul National
U E g : - o o
- ko o > de Redresare si Rezilienta

Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

11.1.3. Rezultate si discutii

Analiza prin microscopie confocala cu reconstructie 3D Z-stack a permis evaluarea
distributiei, viabilitdtii si organizdrii celulare pe scaffold-urile investigate pe bazd de
GelMA/GellanMA cu diferite concentratii de GO. Imaginile obtinute evidentiaza diferente
semnificative intre formularile testate, atat in ceea ce priveste densitatea celulara, cat si gradul
de colonizare si infiltrare in structura poroasa a materialelor. La 7 zile de cultura (Figura 1),
toate grupurile experimentale au prezentat prezenta celulelor viabile (marcate verde),
confirmand biocompatibilitatea generald a scaffold-urilor. Totusi, se observd variatii

importante In ceea ce priveste distributia celulara.

GG GG-12GO

400 ﬁ

GG-25GO GG-50GO

Figura 1. Imagini de micrscopie confocala a celulelor MG-63 dupi 7 zile de contact cu scaffold-urile

cu diferite concentratii de GO (scala de 400 um).
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Probele control si cele cu concentratii mai ridicate de GO prezinta o densitate celulara
relativ scazutd si o distributie neuniformad, cu celule localizate predominant la suprafata
materialului si in zone izolate. Tn contrast, scaffold-urile din grupul GG-12GO prezinti o
crestere semnificativa a numarului de celule aderente, cu o distributie mai uniforma in volumul
materialului. Celulele sunt mai bine organizate spatial, cu tendintd de agregare si extindere
citoplasmatica, sugerand o interactiune celuld-biomaterial imbunatatitd si o adeziune
superioard comparativ cu celelalte grupuri. Aceste rezultate indica faptul cd o concentratie
optimizata de GO poate favoriza microambientul celular si poate sustine proliferarea initiala.

La 14 zile de cultura (Figura 2), se evidentiaza amplificarea diferentelor observate
anterior intre grupurile experimentale, ceea ce sugereaza ca efectele initiale ale compozitiei
scaffold-ului asupra comportamentului celular devin mai pronuntate odatd cu prelungirea
timpului de culturd. In timp ce probele control si cele cu concentratii mai scizute de GO
prezintd o crestere moderatd a densitdtii celulare, aceasta proliferare pare sa fie insotitd de o
organizare spatialda mai putin eficientd, distributia rdimanand relativ heterogena, cu zone slab
populate si infiltrare limitata in profunzimea scaffold-ului. Acest lucru poate indica o capacitate
redusa de migrare celulard in interiorul matricei sau o interactiune mai slaba celula-material,
ceea ce limiteaza colonizarea tridimensionald completa. Tn schimb, grupul GG-12GO prezinta
o colonizare celulara evident superioara, caracterizata printr-0 densitate semnificativ mai mare
a celulelor viabile si o distributie tridimensionald mult mai uniforma in intreaga structurd a
scaffold-ului. Aceasta comportare sugereazda nu doar o proliferare mai activd, ci si o
imbundtétire a capacitdtii celulelor de a migra si de a se ancora eficient in microstructura
materialului. Imaginile Z-stack evidentiaza o infiltrare celulara mai profunda, inclusiv in
regiunile centrale ale scaffold-ului, ceea ce indica o permeabilitate celulara crescuta si o
integrare mai eficientd in arhitectura poroasa a biomaterialului. Totodatd, se observa o
conectivitate intercelulard mai bine definita, cu tendinte de organizare in retele mai coerente,

sugerand nu doar o simpla proliferare, ci si o etapd incipientd de organizare tisulard. Acest
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aspect este important deoarece indicd o comunicare celulard mai eficienta si o posibila
intensificare a interactiunilor mediate de matrice extracelulara. In ansamblu, aceste observatii
sugereaza o maturizare progresiva a retelei celulare si o interactiune stabila si beneficd cu
matricea biomaterialului, ceea ce poate contribui la mentinerea viabilitatii pe termen lung si la

sustinerea unor procese regenerative mai eficiente.

GG GG-12GO

GG-25GO GG-50GO

Figura 2. Imagini de micrscopie confocala a celulelor MG-63 dupa 14 zile de contact cu scaffold-urile

cu diferite concentratii de GO (scala de 400 um).

11.1.4. Concluzii

In ansamblu, rezultatele obtinute prin microscopie confocala cu reconstructie 3D Z-

stack oferd o imagine clard asupra influentei concentratiei de GO asupra comportamentului
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celular in cadrul scaffold-urilor pe baza de GelMA/GellanMA, evidentiind rolul critic al
optimizarii compozitiei materialului in ingineria tisulard. Analiza comparativa a celor doua
intervale de timp (7 si 14 zile) demonstreaza ca diferentele dintre grupurile experimentale nu
sunt doar cantitative, ci si calitative, acestea accentuandu-Se odata cu prelungirea timpului de
expunere celulara la biomaterial. La 7 zile, probele control si cele cu concentratii mai ridicate
de GO prezintd o colonizare limitata, cu celule distribuite predominant superficial si o
capacitate redusa de infiltrare in profunzimea structurii poroase. Aceasta distributie sugereaza
o adeziune initiald acceptabild, dar o interactiune insuficient optimizatd pentru sustinerea unei
coloniziri tridimensionale eficiente. In contrast, grupul GG-12GO evidentiazd o adeziune
celulara mai intensd, o distributie mai uniforma si semne timpurii de organizare celulara,
indicand faptul ca aceastd formulare creeazd un microambient mai favorabil pentru atasare si
extindere celulara.

La 14 zile, diferentele devin mult mai evidente, ceea ce indica faptul ca efectele
proprietatilor materialului asupra comportamentului celular se amplifica in timp. In grupurile
control si cu concentratii mai scazute de GO, desi se observa o crestere a densitatii celulare,
aceasta nu este insotitd de o Tmbunatatire semnificativa a organizarii spatiale sau a capacitatii
de infiltrare. Persistenta unei distributii heterogene si a unor zone slab populate sugereaza
limitéri n difuzia celulara si in interactiunea eficientd cu matricea, ceea ce poate conduce la o
colonizare incompleta a scaffold-ului si, implicit, la o potentiald eficienta redusa in aplicatii
regenerative. Tn schimb, scaffold-urile din grupul GG-12GO demonstreazi o performanti
superioard atat in termeni de proliferare, cit si de organizare tridimensionala. Densitatea
celulara ridicata, distributia uniforma si infiltrarea profunda evidentiate prin imaginile Z-stack
indicd o integrare eficientd a celulelor in structura materialului. Mai mult, prezenta unei
celulare, ci si o evolutie catre o retea celulard functionald, cu potential de comunicare

intercelulard imbunatatitd si organizare similara unei arhitecturi tisulare incipiente. Acest

37



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

S B MisreruL Cercrran Planul National
- N:Ilineaumf,eana PARIESE DIBAGERER >I > de Redresare si Rezilienta

Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

aspect este deosebit de relevant, deoarece sugereazd ca materialul nu doar sustine
supravietuirea celulara, ci si promoveaza procesele de organizare si maturizare celulara.

In concluzie, rezultatele indica faptul ci incorporarea optimizatd a GO in matricea
GelMA/GellanMA poate avea un impact semnificativ asupra comportamentului celular,
influentand atét proliferarea, cat si organizarea spatiala si capacitatea de infiltrare in scaffold.
Formularea GG-12GO se evidentiaza ca fiind cea mai performanta dintre cele testate, oferind
un microambient biomaterial favorabil pentru colonizare tridimensionald extinsa si pentru
dezvoltarea unei retele celulare coerente. Aceste observatii sustin potentialul acestei compozitii
in aplicatii de inginerie tisulara si medicina regenerativa, unde sunt necesare materiale capabile
nu doar sd sustind viabilitatea celulara, ci si sa promoveze organizarea functionala a tesuturilor

pe termen lung.
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11.2. Captiolul 2
11.2. Teste de biocompatibilitate (MTT si LDH) pe probele printate 3D cu
formuliri pe baza de k-caragenan, alginat si 0-1%, aflate Tn contact direct
cu celule MC3T3-E1.

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.1. Investigarea in vivo a inducerii formarii de tesut osos in soareci

osteoporotici de catre factorii terapeutici rezultati din Activitatile 1 si 2

11.2.1. Introducere
In cadrul proiectulii REOSTEOMi, evaluarea biocompatibilitatii suporturilor

functionale printate 3D reprezinta o etapa esentiald pentru stabilirea potentialului acestora de
utilizare in aplicatii biomedicale, in special in domeniul regeneririi osoase. In acest context, au
fost analizate probe printate 3D obtinute din formulari pe baza de alginat, K-caragenan si
spirulind, cu concentratii de spirulind cuprinse intre 0 si 1%. Aceste componente au fost
selectate datorita caracterului lor biocompatibil, a capacitatii de formare a unor hidrogeluri
stabile si a potentialului bioactiv asociat spirulinei [1]. Studiile de biocompatibilitate au fost
realizate prin contact direct intre probele printate 3D si celulele MC3T3-El, o linie celulara
preosteoblasticd utilizatd frecvent pentru evaluarea raspunsului celular in raport cu
biomaterialele destinate aplicatiilor osoase. Alegerea acestei linii celulare permite investigarea
modului in care suporturile obtinute influenteaza activitatea metabolica si integritatea celulara
n conditii in vitro [2]. Pentru caracterizarea raspunsului biologic au fost utilizate doua teste
complementare, MTT si LDH [3]. Testul MTT a fost folosit pentru evaluarea activitatii
metabolice celulare, ca indicator indirect al viabilitatii celulelor MC3T3-E1 dupa expunerea la
probele printate 3D. Testul LDH a fost utilizat pentru aprecierea citotoxicitdtii, prin
cuantificarea lactat-dehidrogenazei eliberate in mediul de culturd ca urmare a afectarii
membranei celulare. Prin corelarea celor doua teste, se poate obtine o imagine mai completa

asupra comportamentului biologic al formularilor investigate [4].
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Probele analizate au inclus formuléri cu rapoarte diferite intre alginat si k-caragenan,
respectiv 1:1 si 2:1, precum si concentratii variabile de spirulind, de 0%, 0,5% si 1%. Evaluarile
au fost realizate dupa 1, 2 si 5 zile de incubare, pentru a observa atat raspunsul celular initial,
cat si evolutia acestuia in timp. Aceasta abordare permite identificarea formularii cu cel mai
favorabil profil de biocompatibilitate, prin raportarea simultand la mentinerea activitatii
metabolice si la absenta unui efect citotoxic relevant. Prin urmare, testele MTT si LDH au avut
alginat, k-caragenan si spirulind, precum si selectarea compozitiei optime pentru etapele

ulterioare de dezvoltare si validare in cadrul proiectului REOSTEOMi.

11.2.2. Materiale si metode

Linia celulara MC3T3-El au fost achizitionate de la Cytion (GmbH, Heidelberg,
Germania). Celulele MC3T3-E1 au fost cultivate in mediu a-MEM suplimentat cu
ribonucleozide si deoxiribonucleozide (Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Germania),
completat cu 10% ser fetal bovin (FBS; Gibco™, Thermo Fisher Scientific) si 1% solutie
penicilina—streptomicina (P-S; Gibco™, Thermo Fisher Scientific). Solutiile de tampon fosfat
salin (PBS) si dimetilsulfoxid (DMSO) au fost furnizate de Sigma-Aldrich Merck (Darmstadt,
Germania), iar tripsina a fost achizitionatd de la Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
SUA). Testul colorimetric cu saruri de tetrazoliu MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid, solutia fosfat salin (PBS), dimetilsulfoxidul (DMSO), testul de
colorare cu Alizarin Red S, acidul acetic, amoniacul si Triton™ X-100 au fost toate furnizate
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Kitul comercial CYQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay a
fost achizitionat de la Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, SUA).

11.2.2.1. Dezghetarea si pasaj pentru linia celulara MC3T3-E1
Linia celulara MC3T3-E1 a fost introdusd in cultura in mediu a-MEM complet,

suplimentat cu ribonucleozide, deoxiribonucleozide, 10% FBS si 1% P-S. Criotubul a fost
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dezghetat rapid la 37°C, dezinfectat cu etanol 70% si manipulat in hotd cu flux laminar.
Suspensia celulara a fost diluatd in mediu complet pentru indepartarea agentului crioprotector,
centrifugatd la 1000 rpm timp de 3 minute, iar peletul obtinut a fost resuspendat in mediu
proaspat.

Celulele au fost apoi transferate intr-un flask T75 cu 10 mL mediu complet si incubate
la 37°C, in atmosferda umidificata cu 5% CO., pentru favorizarea aderarii si proliferdrii. La
atingerea confluentei adecvate, mediul a fost indepartat, celulele au fost spalate cu PBS si
detasate prin tratare cu tripsina timp de aproximativ 3 minute. Reactia enzimatica a fost oprita
prin adaugarea de mediu complet, iar suspensia celulard a fost omogenizata si redistribuitd in
noi recipiente de culturd. Mediul a fost schimbat periodic la 2-3 zile, iar subcultivarea a fost

repetatd in functie de gradul de confluenta al culturilor.

11.2.2.2 Expunerea culturii celulare la structurile analizate

Liniile celulare MC3T3-E1 au fost cultivate in mediu a-MEM complet, suplimentat cu
ribonucleozide, deoxiribonucleozide, 10% FBS si 1% Penicilina-Streptomicind, in conditii
standard de culturd, la 37°C, 5% CO: si 90% umiditate relativa. Celulele au fost Insamantate
la 0 densitate de 100.000 celule/500 pL/godeu intr-o placa cu 24 de godeuri si incubate timp
de 24 h pentru a permite aderarea la substrat.

Probele pe baza de alginat, k-caragenan si spirulind au fost sterilizate anterior prin
expunere la radiatii gamma, pentru eliminarea contaminarii microbiene inainte de utilizare.
Compozitiile evaluate au fost preluate din formularile descrise in brevet si au inclus probe fara
spirulina si probe cu spirulind in concentratii de 0,5% si 1,0% (m/v), pe doud rapoarte alginat/k-
caragenan: AK11, corespunzator raportului 1:1, si AK21, corespunzator raportului 2:1. Astfel,
au fost analizate formularile AK11, AK11-0.5, AK11-1.0, AK21, AK21-0.5 si AK21-1.0. Tn
cazul formularii optime AK21-0.5, compozitia a fost reprezentata de alginat si k-caragenan n

raport 2:1, cu 0,5% (m/v) spirulina, conform descrierii din brevet.
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Dupa sterilizare, probele au fost plasate in contact direct cu celulele MC3T3-E1 si
incubate timp de 1, 2 si 5 zile. Pentru asigurarea imersarii complete a probelor si mentinerea
conditiilor adecvate de culturd, in fiecare godeu s-au adaugat suplimentar 2 mL de mediu
complet. Incubarea s-a realizat la 37°C, in atmosfera umidificata cu 5% CO:2 si 90% umiditate
relativa. La finalul fiecarui interval experimental, raspunsul celular a fost evaluat prin teste
specifice de viabilitate si citotoxicitate. Viabilitatea celulelor MC3T3-E1 a fost determinata
prin testul MTT, iar citotoxicitatea a fost analizatd prin cuantificarea eliberdrii lactat-
dehidrogenazei (LDH). De asemenea, a fost evaluat gradul de mineralizare al culturilor celulare
dupa expunerea la probe, pentru aprecierea diferentierii osteoblastice. Controlul negativ a fost
reprezentat de celule MC3T3-EL1 cultivate doar in mediu complet, iar controlul pozitiv a fost
reprezentat de celule expuse la Triton X-100 1% in mediu complet. Datele au fost exprimate
ca medie + deviatie standard, iar analiza statisticd a fost realizata prin testul Student t-test, cu
praguri de semnificatie stabilite la *p<0,05, **p<0,01 si ***p<0,001.

11.2.2.3 Expunerea culturii celulare la structurile analizate

Evaluarea viabilitatii celulare a fost realizatd prin intermediul testului colorimetric
bazat pe saruri de tetrazoliu MTT. Dupa finalizarea perioadei de incubare, mediul de cultura a
fost indepartat, iar celulele au fost expuse unei solutii de MTT preparate prin diluarea a 10%
solutie stoc (5 mg/mL MTT in PBS) in mediu de cultura DMEM complet. Probele au fost
incubate timp de 2 ore in conditii standard (37°C, 5% COs.), pentru a permite metabolizarea
MTT de catre enzimele mitocondriale active din celulele viabile, proces care conduce la
formarea de cristale de formazan insolubile in apa.

Dupa incheierea incubarii, solutia de MTT a fost indepartata, iar cristalele formate au
fost dizolvate prin addugarea de DMSO, pentru a permite cuantificarea. Concentratia de
formazan, direct proportionald cu numarul celulelor viabile, a fost determinatd prin masurarea

absorbtiei la o lungime de unda de 570 nm utilizdnd un spectrofotometru. Valoarea absorbtiei
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obtinute pentru fiecare proba a fost raportata la cea a controlului negativ, considerat referinta
(100%), pentru a calcula procentual viabilitatea celulara relativa.

11.2.2.4 Evaluarea nivelului LDH eliberat

In vederea cuantificarii LDH eliberate in mediul extracelular ca urmare a interactiunii
celulelor MC3T3-E1 cu biomaterialul testat, un volum de 50 pL din supernatantul fiecarui
godeu a fost prelevat si transferat intr-o placa de 96 de godeuri, dupa finalizarea perioadei de
incubare. LDH este o enzima intracitoplasmatica implicatd in conversia lactatului in piruvat in
cadrul metabolismului celular anaerob, iar prezenta acesteia in mediul extracelular este asociata
cu deteriorarea membranei celulare, fiind un indicator specific al citotoxicitatii de tip necrotic.
Pentru determinarea nivelului de LDH eliberat in urma expunerii osteoblastelor umane la
biomaterialele ceramice investigate, s-a utilizat testul CYQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay,
conform protocolului furnizat de producator. Probele au fost incubate cu reactivii specifici ai
kitului, iar absorbtia optica a fost ulterior masuratd la o lungime de unda de 490 nm, utilizand
un spectrofotometru. Nivelul de citotoxicitate a fost exprimat ca procent al LDH-ului eliberat,
calculat prin raportarea valorilor obtinute la cele ale controlului negativ, considerat standard de

referinta.

11.2.3. Rezultate si discutii

11.2.3.1. Testul de biocompatibilitate MTT

Rezultatele prezentate in Tabelul 1 si reprezentate grafic in Figura 1 evidentiaza
activitatea metabolica a celulelor MC3T3-E1 dupa 1 zi de incubare in contact cu suporturile
functionale pe baza de alginat, k-caragenan si spirulind. Controlul negativ a fost considerat
100%, iar valorile probelor au fost raportate procentual fata de acesta. Conform Tabelului 1,
proba 11, corespunzatoare formularii fara spirulind pe raportul alginat/k-caragenan 1:1, a
determinat o viabilitate celulard medie de 76,17 + 0,56%. Aceasta valoare indica un raspuns

celular acceptabil, peste pragul de 70% utilizat frecvent pentru aprecierea caracterului
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TEHNOLOGIE

necitotoxic al materialelor in testele in vitro. Totusi, comparativ cu probele care contin
spirulind, activitatea metabolica a fost mai redusa, ceea ce sugereaza ca matricea polizaharidica

simpla sustine viabilitatea celulara, dar nu are acelasi efect favorabil asupra metabolismului

celular.
Tabelul 1. Rezultatele testului MTT dupa o zi
Proba 11 11-0.5 11-1 21 21-0.5 21-1 CN
y 76.48449 | 98.19427 | 95.58198 | 64.80948 | 98.99527 | 93.64344 | 100
0
76.49707 | 95.67405 | 95.11669 | 64.2881 | 99.22902 | 93.58031 | 100
75.52181 | 95.60937 | 93.19862 | 63.12997 | 99.14169 | 92.10754 | 100

Dupa cum se observa in Figura 1, adaugarea spirulinei in formularile de tip 11 a
imbunatatit clar raspunsul celular. Proba 11-0.5 a prezentat o viabilitate medie de 96,49 *
1,47%, foarte apropiata de controlul negativ, iar proba 11-1 a inregistrat o viabilitate de 94,63
+1,26%. Aceste rezultate, prezentate in Tabelul 1, indica faptul ca spirulina are un efect benefic
asupra activitatii metabolice a celulelor MC3T3-El. Totusi, pentru raportul alginat/k-
caragenan 1:1, concentratia de 0,5% spirulina pare mai favorabila decat cea de 1%, deoarece a
generat o viabilitate usor mai ridicata. In cazul formularilor de tip 21, diferentele dintre probe
au fost mai evidente. Conform Tabelului 1, proba 21, fara spirulina, a inregistrat cea mai
scazuta viabilitate celulara dintre toate probele analizate, cu o valoare medie de 64,08 = 0,86%.
Aceasta valoare se situeaza sub pragul de 70%, sugerand un efect nefavorabil al raportului
alginat/k-caragenan 2:1 asupra activitatii metabolice celulare in absenta spirulinei, cel putin

dupa primele 24 h de contact.
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Tn contrast, proba 21-0.5 a prezentat cea mai buni viabilitate celulard dintre toate
formuldrile, cu o valoare medie de 99,12 + 0,12%, practic echivalenta cu cea a controlului
negativ. Acest rezultat este evidentiat atat in Tabelul 1, prin valorile foarte apropiate intre
replici, cat si in Figura 1, unde bara corespunzatoare probei 21-0.5 se situeaza aproape de
nivelul controlului negativ. Aceasta formulare indica un profil biocompatibil foarte bun si
sugereaza cd raportul alginat/k-caragenan 2:1, combinat cu 0,5% spirulind, reprezinta cea mai
echilibrata compozitie pentru mentinerea activitatii metabolice a celulelor MC3T3-E1 dupa 1
zi de incubare. Proba 21-1 a prezentat, de asemenea, un raspuns celular favorabil, cu o
viabilitate medie de 93,11 + 0,87%, conform Tabelului 1. Desi aceastd valoare indicd un
comportament biocompatibil, ea este mai mica decat cea obtinutd pentru proba 21-0.5. Astfel,
cresterea concentratiei de spirulind la 1% nu a imbunatatit suplimentar viabilitatea celulara.
Este posibil ca o concentratie mai mare de particule de spirulina sa influenteze microstructura
suportului, interactiunea celuld-material sau difuzia locala a nutrientilor, fard a induce Insa un
efect citotoxic major la acest interval de timp.

Analiza comparativa din Figura 1 arata cad probele cu spirulind au sustinut mai bine
viabilitatea celulara decat probele fara spirulina. Cele mai bune rezultate au fost obtinute pentru
21-0.5, cu 99,12 £ 0,12%, urmata de 11-0.5, cu 96,49 + 1,47%, 11-1, cu 94,63 + 1,26%, si 21-
1, cu 93,11 + 0,87%. Cele mai reduse valori au fost observate pentru probele fara spirulind, in
special pentru 21, cu 64,08 £ 0,86%.

In ansamblu, datele din Tabelul 1 si reprezentarea grafica din Figura 1 indic faptul ca spirulina
are un efect favorabil asupra viabilitatii celulelor MC3T3-E1 dupa 1 zi de incubare. Cea mai
buna proba a fost 21-0.5, deoarece a prezentat cea mai ridicata viabilitate celulara, cea mai
mica variatie intre replici si un comportament aproape identic cu cel al controlului negativ. Prin

urmare, formularea 21-0.5, bazata pe raport alginat/k-caragenan 2:1 si 0,5% spirulina, poate fi

........
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Figura 1. Viabilitatea celulara a celulelor MC3T3-E1 determinata prin testul MTT dupa 1 zi de
incubare 1n contact cu suporturile functionale pe baza de alginat, k-caragenan si spirulind. Diferentele

semnificative statistic fata de controlul negativ au fost marcate cu **p<0,01 si ****p<0,0001.

Rezultatele prezentate in Tabelul 2 si reprezentate grafic in Figura 2 evidentiaza
activitatea metabolica a celulelor MC3T3-E1 dupa 2 zile de incubare in contact cu suporturile
functionale pe baza de alginat, k-caragenan si spirulind. Controlul negativ a fost considerat
100%, iar valorile obtinute pentru probe au fost raportate procentual fata de acesta. Conform
Tabelului 2, proba 11, corespunzatoare formularii fara spirulina pe raportul alginat/k-caragenan
1:1, a prezentat o viabilitate celulard medie de 56,31 + 0,92%. Aceasta valoare este semnificativ

mai redusa fatd de controlul negativ si se situeaza sub pragul de 70%, sugerand ca aceasta
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compozitie nu a sustinut eficient activitatea metabolica a celulelor MC3T3-E1 dupa 2 zile de
contact. Comparativ cu rezultatele obtinute dupd 1 zi, se observd o scadere importantd a
viabilitatii, ceea ce poate indica o compatibilitate celulard limitata a matricei 11 in absenta
spirulinei. Proba 11-0.5, care contine 0,5% spirulina, a inregistrat o viabilitate celulara medie
de 58,12 + 0,56%, conform Tabelului 2. Desi prezenta spirulinei a determinat o usoara crestere
fata de proba 11, valoarea a rdmas sub 70%, indicand un raspuns metabolic redus. Dupa cum
se observa in Figura 2, proba 11-0.5 are o valoare apropiata de proba 11, ceea ce sugereaza ca,
in cazul raportului alginat/k-caragenan 1:1, concentratia de 0,5% spirulind nu a fost suficienta

pentru mentinerea unei viabilitdti celulare apropiate de control dupa 2 zile.

Tabelul 2. Rezultatele testului MTT dupa doua zile.

Proba 11 11-0.5 11-1 21 21-0.5 21-1 CN
57.20313 | 58.22476 | 100.4328 | 77.51982 | 80.18684 | 102.882 100

% 56.36893 | 57.51216 | 101.4571 | 77.7698 | 79.71916 | 100.983 100
55.37028 | 58.60923 | 100.7433 | 75.54355 | 80.18263 | 102.2569 100

Tn schimb, proba 11-1 a prezentat o viabilitate celulard medie de 100,88 + 0,53%, foarte
apropiatd de controlul negativ. Aceastd valoare, evidentiatd atat in Tabelul 2, cat si in Figura
2, indica un comportament biocompatibil foarte bun si sugereaza ca, pentru raportul alginat/k-
caragenan 1:1, cresterea concentratiei de spirulind la 1% a avut un efect favorabil asupra
activitatii metabolice a celulelor MC3T3-E1. Spre deosebire de rezultatele dupa 1 zi, unde 11-
0.5 a fost usor mai favorabila decat 11-1, dupa 2 zile formularea 11-1 a sustinut cel mai bine
viabilitatea celulara dintre probele de tip 11. In cazul formularilor de tip 21, proba 21, faira
spirulind, a prezentat o viabilitate medie de 76,94 = 1,22%, conform Tabelului 2. Aceasta
valoare este peste pragul de 70% si indica un profil biocompatibil acceptabil dupa 2 zile de

incubare. Comparativ cu proba 11, care nu contine spirulind, formularea 21 a avut un
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comportament celular mai bun, ceea ce sugereaza ca raportul alginat/k-caragenan 2:1 poate
sustine mai eficient activitatea metabolica a celulelor MC3T3-E1 la acest interval de timp.
Proba 21-0.5 a inregistrat o viabilitate celulara medie de 80,03 £ 0,27%, valoare mai ridicata
decat cea a probei 21. Acest rezultat indica un efect favorabil al spirulinei la concentratia de
0,5% in cadrul raportului alginat/x-caragenan 2:1. Dupa cum se observa in Figura 2, proba 21-
0.5 prezinta o crestere moderatd a activitdtii metabolice fata de proba 21, insa nu atinge nivelul
controlului negativ. Variabilitatea redusa intre replici indicd o bund reproductibilitate a
raspunsului celular.

Cea mai buna proba dupa 2 zile a fost 21-1, care a prezentat o viabilitate celularda medie
de 102,04 £ 0,97%, usor peste controlul negativ. Acest rezultat indicd faptul ca formularea
bazatd pe raport alginat/x-caragenan 2:1 si 1% spirulind a sustinut cel mai eficient activitatea
metabolica a celulelor MC3T3-E1 dupa 2 zile de incubare. Valoarea peste 100% nu trebuie
interpretata ca proliferare certa fara teste suplimentare, dar sugereaza o activitate metabolica
cel putin comparabila cu cea a celulelor din controlul negativ.

Analiza comparativa din Figura 2 arata ca raspunsul celular dupa 2 zile a fost puternic
influentat de concentratia de spirulina. Cele mai ridicate valori au fost obtinute pentru 21-1, cu
102,04 +0,97%, si 11-1, cu 100,88 £ 0,53%, ambele apropiate sau usor superioare controlului
negativ. La polul opus, cele mai reduse valori au fost observate pentru 11, cu 56,31 £ 0,92%,
si 11-0.5, cu 58,12 + 0,56%, indicand un raspuns celular nefavorabil pentru aceste formulari
dupi 2 zile. In ansamblu, datele din Tabelul 2 si reprezentarea grafica din Figura 2 indica faptul
cd, dupa 2 zile de incubare, formularile cu 1% spirulind au avut cel mai favorabil efect asupra
viabilitatii celulelor MC3T3-E1. Cea mai buna proba a fost 21-1, cu 102,04 + 0,97%, urmata
foarte apropiat de 11-1, cu 100,88 + 0,53%. Prin urmare, pentru intervalul de 2 zile, formularea
21-1, bazata pe raport alginat/x-caragenan 2:1 si 1% spirulina, poate fi consideratd compozitia
cu cel mai bun raspuns biologic, in timp ce probele 11 si 11-0.5 au prezentat cele mai slabe

rezultate.
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Figura 2. Viabilitatea celulara a celulelor MC3T3-E1 determinata prin testul MTT dupa 2 zile de
incubare in contact cu suporturile functionale pe baza de alginat, k-caragenan si spirulina. Diferentele

semnificative statistic fatd de controlul negativ au fost marcate cu *p<0,05 si ****p<0,0001.

Rezultatele prezentate in Tabelul 3 si reprezentate grafic in Figura 3 evidentiaza
activitatea metabolica a celulelor MC3T3-E1 dupa 5 zile de incubare in contact cu suporturile
functionale pe baza de alginat, k-caragenan si spirulind. Controlul negativ a fost considerat
100%, iar valorile probelor au fost raportate procentual fata de acesta. Conform Tabelului 3,
proba 11, corespunzatoare formularii fara spirulind pe raportul alginat/k-caragenan 1:1, a
prezentat o viabilitate celulard medie de 40,55 + 0,14%. Aceasta valoare este mult sub pragul
de 70% utilizat frecvent pentru aprecierea caracterului necitotoxic al materialelor in testele in

vitro si indicd o reducere importanta a activitdtii metabolice dupa 5 zile de contact. Comparativ
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cu intervalele anterioare, scaderea viabilitatii sugereaza cd matricea 11, in absenta spirulinei,
nu sustine eficient mentinerea celulelor MC3T3-E1 pe termen mai lung. Proba 11-0.5, care
contine 0,5% spirulind, a Inregistrat o viabilitate celulara medie de 71,05 = 0,68%, conform
Tabelului 3. Aceastd valoare se situeaza usor peste pragul de 70%, indicand un raspuns celular
acceptabil. Dupa cum se observa in Figura 3, adaugarea spirulinei la concentratia de 0,5% a
imbunatatit clar viabilitatea comparativ cu proba 11, ceea ce confirma efectul favorabil al
spirulinei asupra activitdtii metabolice a celulelor. Totusi, viabilitatea rimane mai redusa decat

in cazul probelor cu 1% spirulina.

Tabelul 3. Rezultatele testului MTT dupa cinci zile.

Proba 11 11-0.5 11-1 21 21-0.5 21-1 CN
40.58635 | 71.41306 | 91.5138 | 41.29447 | 105.2703 | 93.12859 100

% 40.67178 | 71.46478 | 92.94674 | 41.18257 | 103.3569 | 93.82343 100
40.39174 | 70.26538 | 90.37602 | 40.54452 | 99.13536 | 92.94536 100

Proba 11-1 a prezentat o viabilitate celulard medie de 91,61 + 1,29%, valoare apropiata
de controlul negativ si compatibild cu un profil biocompatibil bun. Acest rezultat, evidentiat
atat in Tabelul 3, cat si in Figura 3, indica faptul ca, pentru raportul alginat/k-caragenan 1:1,
cresterea concentratiei de spirulind la 1% a sustinut semnificativ mai bine activitatea
metabolica a celulelor MC3T3-E1 dupd 5 zile. Comparativ cu proba 11-0.5, cresterea
viabilitatii este considerabild, ceea ce sugereaza un efect dependent de concentratia de spirulind
in aceastd matrice polizaharidica. In cazul formularilor de tip 21, proba 21, fira spirulini, a
prezentat o viabilitate celulara medie de 41,01 £+ 0,40%, conform Tabelului 3. Aceasta valoare
este foarte apropiatd de cea obtinutd pentru proba 11 si indica o activitate metabolicd redusa

dupa 5 zile de incubare. Astfel, in absenta spirulinei, nici raportul alginat/k-caragenan 2:1 nu a

50



S MINISTERUL CERCETARI Planul National
- N:"é'le"’”mffa“a PARIESE DIBAGERER >I > de Redresare si Rezilienta

Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

fost suficient pentru mentinerea unei viabilitdti celulare adecvate pe durata perioadei
investigate.

Prin contrast, proba 21-0.5 a prezentat cea mai ridicata viabilitate celulara dintre toate
formularile analizate, cu o valoare medie de 102,59 + 3,14%. Acest rezultat, vizibil in Figura
3, arata cd formularea bazatd pe raport alginat/k-caragenan 2:1 si 0,5% spirulina a sustinut cel
mai eficient activitatea metabolicd a celulelor MC3T3-E1 dupa 5 zile de incubare. Valoarea
usor peste 100% sugereaza o activitate metabolicd comparabild sau mai mare decat cea a
controlului negativ, Tnsa nu poate fi interpretata singura ca proliferare celulara certa fara teste
complementare. Proba 21-1 a inregistrat, de asemenea, un raspuns celular favorabil, cu o
viabilitate medie de 93,30 + 0,46%, conform Tabelului 3. Aceastd valoare indica o buna
compatibilitate cu celulele MC3T3-E1 si confirma efectul benefic al spirulinei in formularile
de tip 21. Totusi, viabilitatea a fost mai redusd decat in cazul probei 21-0.5, ceea ce sugereaza
ca, pentru raportul alginat/k-caragenan 2:1, concentratia de 0,5% spirulind este mai favorabila
decét cea de 1% dupa 5 zile de incubare. Analiza comparativa din Figura 3 arata ca probele
fara spirulina, 11 si 21, au determinat cele mai scazute valori ale viabilitatii celulare, de 40,55
+0,14%, respectiv 41,01 + 0,40%. In schimb, probele care contin spirulina au sustinut mai bine
activitatea metabolica, efectul fiind mai pronuntat pentru 21-0.5, cu 102,59 + 3,14%, urmata
de 21-1, cu 93,30 £ 0,46%, si 11-1, cu 91,61 £ 1,29%. Proba 11-0.5 a avut un raspuns
intermediar, cu 71,05 * 0,68%, situandu-se la limita inferioard a intervalului considerat
acceptabil pentru biocompatibilitate.

In ansamblu, datele din Tabelul 3 si reprezentarea grafica din Figura 3 indica faptul ca
spirulina are un rol important in mentinerea viabilitatii celulelor MC3T3-E1 dupa 5 zile de
incubare. Cea mai buna proba a fost 21-0.5, cu 102,59 + 3,14%, ceea ce sustine alegerea acestei
formulari ca varianta optima pentru intervalul de 5 zile. Aceastd compozitie, bazata pe raport

alginat/k-caragenan 2:1 si 0,5% spirulind, a prezentat cel mai bun echilibru intre matricea
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polizaharidicd si componenta bioactivad, mentinand activitatea metabolicd la un nivel

comparabil cu cel al controlului negativ.
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Figura 3. Viabilitatea celulara a celulelor MC3T3-E1 determinata prin testul MTT dupa 5 zile de
incubare in contact cu suporturile functionale pe baza de alginat, k-caragenan si spirulina. Diferentele

semnificative statistic fata de controlul negativ au fost marcate cu ***p<0,001 si ****p<0,0001.

11.2.3.2. Discutii privind rezultatele testelor de biocompatibilitate MTT

Rezultatele obtinute prin testul MTT arata ca viabilitatea celulelor MC3T3-E1 a fost
influentatd semnificativ de compozitia suporturilor functionale, in special de prezenta si
concentratia spirulinei. In general, probele fara spirulina, respectiv 11 si 21, au determinat cele
mai reduse valori ale viabilitatii celulare, mai ales dupd 5 zile de incubare, ceea ce sugereaza
cd matricea formata doar din alginat si K-caragenan nu a fost suficienta pentru mentinerea unui

raspuns metabolic favorabil pe termen mai lung. Dupa 1 zi de incubare, cele mai bune rezultate
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au fost observate pentru probele care contin spirulind. Proba 21-0.5 a prezentat cea mai ridicata
viabilitate, de 99,12 + 0,12%, urmata de 11-0.5, cu 96,49 + 1,47%, 11-1, cu 94,63 + 1,26%, si
21-1, cu 93,11 + 0,87%. Aceste valori, apropiate de controlul negativ, indicd un profil
biocompatibil bun inca din primele 24 h de contact. In schimb, probele 11 si 21 au avut valori
mai reduse, de 76,17 + 0,56%, respectiv 64,08 + 0,86%, ceea ce evidentiaza importanta
introducerii spirulinei in compozitia suporturilor.

Dupa 2 zile, comportamentul probelor a fost mai diferentiat. Formularile 11 si 11-0.5
au prezentat viabilitati scazute, de 56,31 + 0,92% si 58,12 + 0,56%, situandu-se sub pragul de
70%. In schimb, probele cu 1% spirulind au avut cele mai bune rezultate: 11-1 a atins 100,88
+ 0,53%, iar 21-1 a prezentat cea mai mare valoare, de 102,04 + 0,97%. Aceste rezultate
sugereaza cd, la acest interval, concentratia mai ridicatd de spirulind a sustinut mai eficient
activitatea metabolica a celulelor MC3T3-E1. Probele 21 si 21-0.5 au avut valori intermediare,
de 76,94 + 1,22% si 80,03 £+ 0,27%, indicand un raspuns celular acceptabil, dar mai redus
comparativ cu formularile cu 1% spirulina.

Dupa 5 zile, diferentele dintre probe au devenit mai evidente. Formularile fara spirulina
au prezentat cele mai scazute valori, 40,55 + 0,14% pentru proba 11 si 41,01 + 0,40% pentru
proba 21. Acest rezultat indica o reducere accentuatd a activitdtii metabolice in absenta
spirulinei si sugereazi o compatibilitate limitata a acestor compozitii pe durata mai lunga. in
schimb, adaugarea spirulinei a imbunatatit clar raspunsul celular. Proba 11-0.5 a atins 71,05 +
0,68%, iar 11-1 a crescut pana la 91,61 + 1,29%. Pentru raportul 2:1, proba 21-1 a prezentat o
viabilitate de 93,30 + 0,46%, in timp ce proba 21-0.5 a avut cea mai buna valoare, de 102,59 +
3,14%.

In ansamblu, rezultatele indicd faptul ci spirulina are un efect favorabil asupra viabilitatii
celulelor MC3T3-E1, contribuind la mentinerea activitatii metabolice pe durata incubarii.
Totusi, efectul nu este strict proportional cu concentratia. In unele cazuri, cum ar fi probele 11-

1 si 21-1 dupa 2 zile, concentratia de 1% a fost mai eficienta, insa dupa 5 zile cea mai buna
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formulare a fost 21-0.5. Acest comportament sugereaza ca raspunsul celular depinde de
echilibrul dintre raportul alginat/k-caragenan si cantitatea de spirulind, nu doar de prezenta
componentei bioactive.

Dintre toate probele analizate, formularea 21-0.5 poate fi consideratd cea mai buna,
deoarece a prezentat un profil biologic favorabil pe intreaga perioada experimentala. Aceasta
a avut o viabilitate aproape identica cu controlul negativ dupa 1 zi, 99,12 £+ 0,12%, a ramas
peste pragul de biocompatibilitate dupa 2 zile, 80,03 + 0,27%, si a atins cea mai ridicata valoare
dupd 5 zile, 102,59 + 3,14%. Prin urmare, combinatia dintre raportul alginat/x-caragenan 2:1
s1 0,5% spirulina pare sd ofere cel mai bun echilibru Intre stabilitatea matricei s1 sustinerea

raspunsului metabolic al celulelor MC3T3-EL1.

11.2.3.3. Testul de biocompatibilitate LDH

Rezultatele testului LDH dupa 1 zi de incubare au evidentiat nivelul de eliberare a
lactat-dehidrogenazei din celulele MC3T3-E1 aflate in contact cu suporturile functionale pe
baza de alginat, k-caragenan si spirulina. Spre deosebire de testul MTT, unde valorile mai mari
indica o activitate metabolicd mai ridicata, in cazul testului LDH valorile crescute indica o
afectare mai mare a membranei celulare si, implicit, un posibil efect citotoxic. Controlul
negativ a fost considerat 1, iar valorile probelor au fost exprimate relativ la acesta. Proba 11,
corespunzatoare formularii fard spirulind pe raportul alginat/x-caragenan 1:1, a prezentat un
nivel mediu de LDH de 1,05 + 0,04. Aceasta valoare este foarte apropiata de controlul negativ,
ceea ce sugereaza ca proba nu a produs o afectare majora a membranei celulare dupa 1 zi de
contact. Desi nivelul LDH este usor mai ridicat decat cel al controlului, diferenta este redusa si
indica un raspuns celular acceptabil. Proba 11-0.5, care contine 0,5% spiruling, a avut o valoare
medie de 1,01 £ 0,12, practic comparabila cu cea a controlului negativ. Variabilitatea mai mare
intre replici aratd un raspuns usor mai fluctuant, insd media indicd un nivel redus de

citotoxicitate. Acest rezultat sugereaza ca introducerea spirulinei la 0,5% in matricea 1:1 nu a
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determinat o crestere relevanta a eliberarii LDH. Pentru proba 11-1, nivelul mediu de LDH a
fost de 0,89 + 0,07, valoare mai mica decat cea a controlului negativ. Acest rezultat indica o
eliberare redusd de LDH si sugereaza o bund mentinere a integritatii membranei celulare dupa
1 zi de incubare. Dintre formularile de tip 11, proba 11-1 a prezentat cel mai favorabil profil

din perspectiva testului LDH.

Tabelul 4. Rezultatele testului LDH dupa o zi.

Proba 11 11-0.5 11-1 21 21-0.5 21-1 CN
1.032672 | 1.076314 | 0.944188 | 1.068101 | 1.131407 | 1.058869 1
y 1.110988 | 1.141498 | 0.853775 | 1.065991 | 1.158686 | 1.104911 1
0
1.029523 | 0.97223 | 0.819795 | 0.935039 | 0.971244 | 0.943309 1
1.036094 | 0.859305 | 0.959573 | 1.072484 | 1.092372 | 0.944435 1

In cazul formularilor de tip 21, proba 21, fara spirulina, a inregistrat un nivel mediu de
LDH de 1,04 + 0,07, apropiat de controlul negativ. Aceasta valoare indica faptul ca raportul
alginat/k-caragenan 2:1, in absenta spirulinei, nu a determinat o citotoxicitate acuta evidenta
dupa 24 h, desi valoarea este usor peste control. Proba 21-0.5 a prezentat cea mai ridicata
valoare medie a LDH, de 1,09 + 0,08. Aceasta crestere sugereaza o eliberare usor mai mare de
LDH comparativ cu celelalte probe, dar diferenta fata de controlul negativ este moderata. Prin
urmare, rezultatul nu indicd o citotoxicitate severd, ci mai degraba o usoard afectare a
integritatii membranei celulare in primele 24 h. Interpretarea acestei probe trebuie corelata cu
rezultatele MTT, unde 21-0.5 a prezentat cea mai ridicata viabilitate celulara dupa 1 zi, de
99,12 + 0,12%. Astfel, chiar daca nivelul LDH este usor crescut, activitatea metabolicd a

celulelor a fost foarte bine mentinuta.
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Figura 4. Nivelul de LDH eliberat de celulele MC3T3-E1 dupa 1 zi de incubare in contact cu
suporturile functionale pe baza de alginat, k-caragenan si spirulina, exprimat relativ la controlul
negativ.

Proba 21-1 a avut o valoare medie de 1,01 + 0,08, apropiata de controlul negativ. Acest
rezultat indicd un nivel redus de eliberare LDH si sugereaza ca prezenta spirulinei la 1% in
matricea 2:1 nu a produs un efect citotoxic important dupa 1 zi de incubare. Comparativ intre
probe, cel mai redus nivel de LDH a fost observat pentru 11-1, cu 0,89 &+ 0,07, ceea ce indica
cea mai buna mentinere a integritdtii membranei celulare la acest interval. Cele mai apropiate
valori de control au fost obtinute pentru 11-0.5 si 21-1, ambele cu aproximativ 1,01, urmate de
21, cu 1,04, si 11, cu 1,05. Proba 21-0.5 a avut cea mai ridicata valoare, 1,09 + 0,08, dar
cresterea ramane moderatd. In ansamblu, rezultatele testului LDH dupa 1 zi indica faptul ca
suporturile analizate nu au indus un efect citotoxic acut major asupra celulelor MC3T3-E1.
Valorile LDH au fost apropiate de controlul negativ pentru majoritatea probelor, ceea ce
sugereaza mentinerea integritdtii membranei celulare in primele 24 h de contact. Din

perspectiva exclusiva a testului LDH, proba 11-1 a avut cel mai bun comportament, deoarece
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a prezentat cea mai redusa eliberare de LDH. Totusi, prin corelare cu rezultatele MTT, proba
21-0.5 ramane foarte importantd, deoarece a sustinut cea mai ridicata activitate metabolica
dupa 1 zi, chiar daca a determinat o usoara crestere a LDH fatd de control.

Rezultatele testului LDH dupa 2 zile de incubare au evidentiat nivelul de eliberare a
lactat-dehidrogenazei din celulele MC3T3-E1 aflate in contact cu suporturile functionale pe
baza de alginat, k-caragenan si spirulini. In cazul acestui test, valorile mai mari indici o
afectare mai accentuata a membranei celulare, in timp ce valorile apropiate sau mai mici fata
de controlul negativ sugereaza un nivel redus de citotoxicitate. Conform Tabelului 5, proba 11,
corespunzatoare formularii fara spirulind pe raportul alginat/x-caragenan 1:1, a prezentat un
nivel mediu de LDH de 0,95 = 0,07. Aceasta valoare este usor mai mica decat cea a controlului
negativ, ceea ce sugereaza ca proba nu a determinat o afectare importanta a membranei celulare
dupa 2 zile de incubare.

Proba 11-0.5, care contine 0,5% spirulin, a inregistrat o valoare medie de 1,06 + 0,07.

Aceasta reprezintd cea mai ridicatd valoare dintre probele analizate la acest interval, indicand
0 eliberare usor crescuta de LDH fata de controlul negativ. Totusi, cresterea este moderata si
nu sugereaza o citotoxicitate severd. Comparativ cu proba 11, introducerea spirulinei la 0,5%
in matricea 1:1 pare sa fi determinat o usoara crestere a eliberarii LDH.
Pentru proba 11-1, nivelul mediu de LDH a fost de 0,92 + 0,08, valoare mai mica decat
controlul negativ. Acest rezultat indica o bund mentinere a integritatii membranei celulare si
sugereazd un comportament favorabil al formuldrii cu 1% spirulind in raportul alginat/k-
caragenan 1:1. Dintre formularile de tip 11, proba 11-1 a prezentat cel mai bun profil din
perspectiva testului LDH dupa 2 zile.

In cazul formularilor de tip 21, proba 21, fard spirulind, a prezentat un nivel mediu de
LDH de 1,01 £ 0,06, practic similar cu cel al controlului negativ. Aceasta valoare indica faptul
ca raportul alginat/k-caragenan 2:1, in absenta spirulinei, nu a indus o citotoxicitate evidenta

dupa 2 zile de contact. Proba 21-0.5 a avut o valoare medie de 0,96 + 0,08, usor sub controlul
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negativ. Acest rezultat sugereaza un nivel redus de eliberare LDH si indicd mentinerea
integritatii membranei celulare in prezenta suportului cu 0,5% spirulind. Prin corelare cu
rezultatele MTT, unde aceastd proba a prezentat o viabilitate de 80,03 + 0,27% dupa 2 zile,
formularea 21-0.5 poate fi considerata biocompatibila la acest interval experimental. Proba 21-
1 a prezentat un nivel mediu de LDH de 0,93 + 0,05, valoare mai mica decat controlul negativ
si una dintre cele mai favorabile dintre toate probele analizate. Acest rezultat indica o eliberare
redusd de LDH si sugereaza cd formularea cu raport alginat/k-caragenan 2:1 si 1% spirulinad nu
a afectat integritatea membranei celulare dupa 2 zile de incubare. Acest comportament este in
acord cu rezultatele MTT, unde proba 21-1 a prezentat cea mai ridicata viabilitate celulara dupa
2 zile, de 102,04 + 0,97%.

Tabelul 5. Rezultatele testului LDH dupa doua zile.

Proba 11 11-0.5 11-1 21 21-0.5 21-1 CN
0.97025 |1.127589 | 0.969296 | 1.076396 | 1.027056 | 0.977715 | 1
0.941884 | 0.994698 | 0.880197 | 0.968816 | 0.995958 | 0.920832 | 1

% 1.035258 | 1.10572 | 0.99066 | 1.047251 | 0.969936 | 0.947499 | 1
0.857865 | 1.014864 | 0.825512 | 0.940396 | 0.849315 | 0.86452 |1

Proba 21-1 a prezentat un nivel mediu de LDH de 0,93 + 0,05, valoare mai mica decat
controlul negativ si una dintre cele mai favorabile dintre toate probele analizate. Acest rezultat
indica o eliberare redusd de LDH si sugereaza ca formularea cu raport alginat/k-caragenan 2:1
si 1% spirulind nu a afectat integritatea membranei celulare dupd 2 zile de incubare. Acest
comportament este Tn acord cu rezultatele MTT, unde proba 21-1 a prezentat cea mai ridicata
viabilitate celulara dupa 2 zile, de 102,04 + 0,97%. Analiza comparativa din Figura 5 arata ca
majoritatea probelor au avut valori apropiate de controlul negativ sau usor sub acesta. Cele mai

mici niveluri de LDH au fost observate pentru 11-1, cu 0,92 + 0,08, si 21-1, cu 0,93 £ 0,05,
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ceea ce indica o bund mentinere a integritatii membranei celulare. Cea mai mare valoare a fost
inregistrata pentru 11-0.5, cu 1,06 + 0,07, insd cresterea fatd de control a fost redusa. In
ansamblu, rezultatele LDH dupa 2 zile indica faptul ca suporturile functionale analizate nu au
indus un efect citotoxic major asupra celulelor MC3T3-E1. Valorile au fost apropiate de
controlul negativ pentru toate probele, iar formuldrile cu 1% spirulind, in special 21-1, au
prezentat cel mai bun profil biologic prin combinarea unui nivel redus de LDH cu o viabilitate
celulara ridicata observata in testul MTT. Astfel, dupa 2 zile de incubare, proba 21-1 poate fi

consideratd cea mai favorabila, deoarece a sustinut activitatea metabolicd celulara si a mentinut

un nivel scazut de eliberare LDH.
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Figura 5. Nivelul de LDH eliberat de celulele MC3T3-E1 dupa 2 zile de incubare in contact cu
suporturile functionale pe baza de alginat, k-caragenan si spirulina, exprimat relativ la controlul

negativ.
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Rezultatele testului LDH dupa 5 zile de incubare au evidentiat nivelul de eliberare a
lactat-dehidrogenazei din celulele MC3T3-El aflate in contact cu suporturile functionale pe
baza de alginat, k-caragenan si spirulin. In cazul acestui test, valorile mai mari decét controlul
negativ indica o posibila afectare a membranei celulare, in timp ce valorile apropiate de 1
sugereaza un nivel redus de citotoxicitate. Conform Tabelului 6, proba 11, corespunzatoare
formularii fara spirulind pe raportul alginat/k-caragenan 1:1, a prezentat un nivel mediu de
LDH de 0,95 + 0,05. Aceasta valoare este usor sub controlul negativ, ceea ce indica o eliberare
redusd de LDH si sugereaza cad proba nu a indus o afectare importantd a membranei celulare
dupa 5 zile de incubare.

Proba 11-0.5, care contine 0,5% spirulina, a inregistrat 0 valoare medie de 1,05 + 0,03.
Aceasta este usor peste controlul negativ, indicind o crestere moderatd a eliberarii LDH.
Totusi, diferenta fatd de control este redusd, iar rezultatul nu sugereaza o citotoxicitate
accentuatd. Comparativ cu proba 11, introducerea spirulinei la 0,5% a determinat o crestere
usoarda a LDH, dar valorile raman apropiate de control. Pentru proba 11-1, nivelul mediu de
LDH a fost de 1,02 £ 0,05, valoare foarte apropiata de controlul negativ. Acest rezultat indica
mentinerea integritdtii membranei celulare si sugereaza cd formularea cu 1% spirulina, in raport
alginat/x-caragenan 1:1, nu a produs un efect citotoxic evident dupa 5 zile. Corelat cu
rezultatele MTT, unde proba 11-1 a prezentat o viabilitate de 91,61 + 1,29%, aceasta formulare
aratd un comportament biologic favorabil.

In cazul formularilor de tip 21, proba 21, fara spirulind, a prezentat un nivel mediu de
LDH de 1,04 + 0,04, usor peste controlul negativ. Aceastd valoare indica o eliberare moderata
de LDH, dar fara o crestere majora. Totusi, rezultatul trebuie interpretat impreuna cu datele
MTT, unde proba 21 a avut o viabilitate scazuta, de 41,01 £ 0,40%. Astfel, reducerea activitatii
metabolice observata prin MTT nu este insotitd de o crestere puternica a LDH, ceea ce poate
sugera mai degraba o activitate metabolica redusa decat o liza celulara accentuata. Proba 21-

0.5 a Inregistrat cel mai ridicat nivel mediu de LDH, de 1,08 + 0,07. Aceasta valoare indica o
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eliberare usor crescutd de LDH comparativ cu controlul negativ, dar cresterea ramane
moderati. In ciuda acestui nivel usor mai ridicat, proba 21-0.5 a prezentat cea mai buni
viabilitate celulard la testul MTT dupa 5 zile, de 102,59 + 3,14%. Prin urmare, aceasta
formulare nu poate fi considerata citotoxica pe baza LDH, ci mai degraba prezinta o activitate
metabolica foarte buna, asociata cu o cliberare LDH apropiatd de control. Proba 21-1 a
prezentat o valoare medie de 1,10 + 0,08, fiind usor peste controlul negativ si apropiata de
valoarea probei 21-0.5. Acest rezultat sugereaza o eliberare moderat crescuta de LDH dupa 5
zile. Totusi, valoarea nu indica o citotoxicitate severa, iar prin corelare cu rezultatele MTT,
unde proba 21-1 a avut o viabilitate de 93,30 + 0,46%, formularea poate fi considerata
compatibila cu celulele MC3T3-E1.

Tabelul 6. Rezultatele testului LDH dupa cinci zile.

Proba 11 11-0.5 11-1 21 21-0.5 21-1 CN
0.926798 | 1.040508 | 1.042558 | 1.054527 | 1.11781 | 0.980716 | 1

% 1.021518 | 1.084021 | 0.954403 | 1.08607 | 1.144817 | 1.116298 | 1
0.930321 | 1.065436 | 1.076504 | 1.020416 | 0.98205 | 1.181855 |1
0.912043 | 1.016376 | 1.015869 | 0.999212 | 1.090715 | 1.113337 | 1
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Figura 6. Nivelul de LDH eliberat de celulele MC3T3-E1 dupa 5 zile de incubare in contact cu
suporturile functionale pe baza de alginat, k-caragenan si spirulina, exprimat relativ la controlul

negativ.

Analiza comparativa din Figura 6 aratd ca toate probele au prezentat valori apropiate
de controlul negativ, situate in general in jurul valorii 1. Cele mai reduse niveluri de LDH au
fost observate pentru 11, cu 0,95 + 0,05, iar cele mai ridicate pentru 21-1, cu 1,10 £ 0,08, si
21-0.5, cu 1,08 + 0,07. Diferentele dintre probe sunt moderate, ceea ce sugereaza ca suporturile
functionale nu au produs o afectare severd a membranei celulare dupi 5 zile de incubare. In
ansamblu, rezultatele LDH dupa 5 zile indica faptul ca suporturile analizate nu au indus un
efect citotoxic major asupra celulelor MC3T3-E1. Valorile apropiate de controlul negativ
sugereazd mentinerea relativa a integritatii membranei celulare. Prin corelare cu rezultatele
MTT, proba 21-0.5 ramane cea mai favorabila formulare, deoarece a prezentat cea mai ridicata

viabilitate celulara dupa 5 zile, in timp ce nivelul LDH a fost doar usor crescut fata de control.
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Astfel, raportul alginat/k-caragenan 2:1 combinat cu 0,5% spirulind pare sa ofere cel mai bun

echilibru intre sustinerea activitatii metabolice si mentinerea integritatii celulare.
11.2.3.4. Discutii privind rezultatele testelor de biocompatibilitate LDH

Rezultatele testului LDH au permis evaluarea integritatii membranei celulare a
celulelor MC3T3-E1 dupa contactul cu suporturile functionale pe baza de alginat, k-caragenan
si spirulind. Spre deosebire de testul MTT, care ofera informatii privind activitatea metabolica
celulard, testul LDH evidentiazd gradul de afectare celulard prin cuantificarea lactat-
dehidrogenazei eliberate in mediul de cultura. Prin urmare, valorile crescute ale LDH pot indica
o afectare mai accentuatd a membranei celulare, in timp ce valorile apropiate sau mai mici
decét controlul negativ sugereaza un nivel redus de citotoxicitate.

Dupa 1 zi de incubare, toate probele au prezentat valori apropiate de controlul negativ,
ceea ce indica absenta unui efect citotoxic acut major. Proba 11-1 a avut cel mai redus nivel de
LDH, de 0,89 + 0,07, sugerand cea mai buna mentinere a integritatii membranei celulare la
acest interval. Probele 11-0.5 si 21-1 au avut valori apropiate de control, de aproximativ 1,01,
iar probele 11 si 21 au prezentat valori usor crescute, de 1,05 £ 0,04 si 1,04 + 0,07. Cea mai
mare valoare a fost observata pentru proba 21-0.5, de 1,09 + 0,08, insa cresterea fata de control
a fost moderatd si nu indicd o citotoxicitate severd. Dupa 2 zile, nivelul de LDH a ramas
apropiat de controlul negativ pentru toate formularile analizate. Cele mai favorabile valori au
fost obtinute pentru probele 11-1 si 21-1, cu 0,92 + 0,08, respectiv 0,93 £ 0,05, indicand o
eliberare redusd de LDH si o bund mentinere a integritdtii membranei celulare. Proba 11 a avut
o valoare de 0,95 + 0,07, iar proba 21-0.5 a inregistrat 0,96 £+ 0,08, ambele fiind usor sub
controlul negativ. Proba 21 a prezentat o valoare de 1,01 + 0,06, foarte apropiata de control, in
timp ce proba 11-0.5 a avut cea mai ridicata valoare, de 1,06 + 0,07. Chiar si in acest caz,
cresterea a fost redusa, sugerand ca suporturile nu au indus un efect citotoxic important dupa 2

zile de incubare.
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Dupa 5 zile, valorile LDH au ramas in general apropiate de controlul negativ, ceea ce
indica mentinerea unui profil de biocompatibilitate acceptabil pe durata perioadei investigate.
Proba 11 a prezentat cel mai redus nivel de LDH, de 0,95 + 0,05, sugerand o eliberare scazuta
a enzimei Tn mediul de culturd. Probele 11-1 si 21 au avut valori apropiate de control, de 1,02
+ 0,05 si 1,04 £ 0,04, iar proba 11-0.5 a prezentat o valoare de 1,05 + 0,03. Cele mai ridicate
valori au fost observate pentru probele 21-0.5 si 21-1, cu 1,08 + 0,07, respectiv 1,10 + 0,08.
Totusi, aceste cresteri au fost moderate si nu sugereaza o afectare severa a membranei celulare.
Analiza comparativa pe toate cele trei intervale de timp arata ca suporturile functionale pe baza
de alginat, k-caragenan si spirulind nu au determinat o citotoxicitate majora asupra celulelor
MC3T3-E1. Valorile LDH au ramas apropiate de controlul negativ, fara cresteri accentuate
care sd indice lezarea masiva a membranei celulare. Diferentele dintre probe au fost moderate,
ceea ce sugereazd cd toate compozitiile investigate prezintd un nivel acceptabil de
compatibilitate celulard din perspectiva eliberarii LDH. Din punct de vedere strict al testului
LDH, cele mai bune rezultate au fost observate pentru probele 11-1 si 21-1, mai ales dupa 2
zile, cand acestea au prezentat cele mai reduse valori ale LDH, de 0,92 + 0,08 si 0,93 + 0,05.
Aceste rezultate indicd o buna mentinere a integritatii membranei celulare in prezenta
formularilor care contin 1% spirulina. De asemenea, proba 11 a avut valori reduse dupa 5 zile,
insa aceasta observatie trebuie interpretata cu prudenta, deoarece rezultatele MTT au indicat 0
viabilitate celulard scazuta pentru aceasta proba. Astfel, un nivel redus de LDH nu inseamna
intotdeauna o performantd biologica superioara, ci trebuie corelat cu activitatea metabolica
celulara. Prin corelarea rezultatelor LDH cu cele obtinute prin testul MTT, formularea 21-0.5
poate fi consideratd cea mai favorabila la nivel general. Desi aceasta proba a prezentat valori
LDH usor crescute fatd de control, respectiv 1,09 + 0,08 dupa 1 zi si 1,08 £ 0,07 dupa 5 zile,
aceste cresteri au fost moderate si nu indici o citotoxicitate majora. In acelasi timp, proba 21-
0.5 a prezentat cele mai bune rezultate MTT dupa 1 zi si 5 zile, cu viabilitati de 99,12 + 0,12%

si 102,59 =+ 3,14%. Prin urmare, aceastd formulare ofera cel mai bun echilibru intre mentinerea
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activitatii metabolice si pastrarea integritatii membranei celulare. In concluzie, rezultatele
testului LDH confirma faptul ca suporturile functionale investigate prezintd un profil de
biocompatibilitate favorabil fata de celulele MC3T3-E1, fara inducerea unei citotoxicitati acute
sau cumulative evidente. Din perspectiva exclusiva a eliberarii LDH, probele 11-1 si 21-1 au
avut cele mai reduse valori, Insa prin integrarea rezultatelor MTT si LDH, proba 21-0.5 poate
fi consideratd cea mai buna formulare. Aceasta combina raportul alginat/k-caragenan 2:1 cu
0,5% spirulind si prezintd cel mai echilibrat profil biologic, sustindnd activitatea metabolica

celulara fara a produce o afectare importantd a membranei celulare.
11.2.4. Concluzii

Rezultatele obtinute prin testele MTT si LDH au evidentiat faptul cd raspunsul celulelor
MC3T3-E1 a fost influentat direct de compozitia suporturilor functionale, in special de raportul
alginat/k-caragenan si de concentratia de spirulind inclusa in matricea polizaharidicd. Testul
MTT a aratat ca probele care contin spirulind au sustinut mai eficient activitatea metabolica
celulard comparativ cu probele fira spirulind, mai ales dupa 5 zile de incubare. In schimb,
probele 11 si 21, fara spirulind, au prezentat o scddere importanta a viabilitétii celulare Tn timp,
ajungind la aproximativ 40% dupd 5 zile, ceea ce indicd o capacitate limitatad de sustinere a
celulelor MC3T3-E1 pe termen mai lung. Dintre formularile analizate prin MTT, proba 21-0.5
a prezentat cel mai favorabil comportament general. Aceasta a avut o viabilitate celulara de
99,12 + 0,12% dupa 1 zi, 80,03 £+ 0,27% dupa 2 zile si 102,59 + 3,14% dupa 5 zile. Aceste
valori indica faptul cd raportul alginat/k-caragenan 2:1, combinat cu 0,5% spirulina, sustine
eficient activitatea metabolica a celulelor MC3T3-E1 si permite mentinerea unui raspuns
celular favorabil pe durata perioadei investigate. Desi proba 21-1 a prezentat cea mai ridicata
viabilitate dupa 2 zile, respectiv 102,04 £+ 0,97%, proba 21-0.5 a avut cel mai bun profil global,

deoarece a prezentat rezultate superioare dupa 1 si 5 zile.
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Rezultatele testului LDH au confirmat faptul ca suporturile investigate nu au indus o
citotoxicitate majord asupra celulelor MC3T3-E1. Valorile LDH au riamas, in general,
apropiate de controlul negativ pentru toate probele si pentru toate intervalele analizate, ceea ce
sugereazd mentinerea integritatii membranei celulare. Din perspectiva exclusiva a eliberarii
LDH, probele 11-1 si 21-1 au prezentat valori usor mai reduse la unele intervale, indicand 0
eliberare mai mica de lactat-dehidrogenaza. Totusi, aceste rezultate trebuie interpretate
impreund cu datele MTT, deoarece un nivel redus de LDH nu reflectd neaparat o activitate
metabolica ridicata. Prin corelarea rezultatelor MTT si LDH, proba 21-0.5 poate fi considerata
formularea optima. Aceasta a prezentat cea mai buna activitate metabolicd globala si un nivel
de LDH doar usor crescut fata de controlul negativ, fara indicii de citotoxicitate severa. Astfel,
formularea bazata pe raport alginat/k-caragenan 2:1 si 0,5% spirulind oferd cel mai bun
echilibru intre sustinerea viabilitatii celulare si mentinerea integritatii membranei celulare.

In concluzie, includerea spirulinei in suporturile pe bazi de alginat si k-caragenan a
imbunatatit semnificativ rdspunsul biologic al celulelor MC3T3-E1. Probele fara spirulina au
prezentat o reducere progresiva a activitdtii metabolice, In timp ce probele cu spirulind au
sustinut mai bine viabilitatea celulara. Dintre toate compozitiile investigate, 21-0.5 reprezinta
cea mai promitatoare formulare, avand un profil de biocompatibilitate favorabil si potential

pentru utilizare ca suport functional in aplicatii biomedicale.
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PARTEA 111

[11.1. Capitolul 1

I11.1. Analiza SEM a probelor pe baza de gelatina, K-caragenan, CNFs si
COOH-GO post-implantare
Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi in modele de soarece.
Subactivitatea 3.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 3.
111.1.1. Introducere

Microscopia electronicd de baleiaj (SEM) reprezintd o tehnica esentiald pentru analiza
morfologiei de suprafata si a arhitecturii interne a biomaterialelor poroase utilizate in ingineria
tisulara. Metoda permite obtinerea unor imagini cu rezolutie ridicatd, prin detectarea
electronilor generati In urma interactiunii fasciculului electronic cu suprafata probei. Astfel,
SEM oferda informatii detaliate privind topografia materialului, dimensiunea si distributia
porilor, gradul de interconectivitate, rugozitatea suprafetei si eventualele modificari structurale
aparute dupa expunerea la mediul biologic[1]. In domeniul biomaterialelor pentru regenerare
osoasd, analiza SEM este utilizatd frecvent pentru evaluarea scaffoldurilor inainte si dupa
implantare, deoarece permite observarea modificarilor induse de contactul cu tesutul gazda [2].
Tn cazul probelor post-implantare, aceastd metoda poate evidentia procese precum degradarea
partiald a matricei, remodelarea structurii poroase, depunerea de material biologic la suprafata
si posibila integrare tisulard. Aceste aspecte sunt importante pentru aprecierea
comportamentului materialului in conditii in vivo si pentru corelarea structurii scaffoldului cu
raspunsul biologic observat [3]. In cadrul prezentei lucriri, analiza SEM a fost utilizata pentru
evaluarea probelor post-implantare pe baza de gelatina, k-carragenan, nanofibre de celuloza si

oxid de grafena functionalizat cu grupari carboxil [4]. Unele probe au fost incubate cu BMP,

68



S \INISTERUL CERCETARI Planul National
- N:"é'le"’”mffa“a PARIESE DIBAGERER >I > de Redresare si Rezilienta

Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STIINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

iar altele au fost tratate cu BMP in prezenta sistemului EDC/NHS, pentru favorizarea legarii
covalente a factorului osteoinductiv la matricea polimerica. Probele au fost implantate in
modele murine, incluzdnd animale de sex masculin si feminin, iar explantarea a fost realizata
dupa 8 si 12 saptamani. Prin analiza SEM s-a urmarit observarea modificarilor morfologice
aparute dupa perioada de implantare, cu accent pe stabilitatea structurala a scaffoldurilor,
mentinerea porozitdtii, interactiunea cu tesutul gazdd si diferentele dintre probele
functionalizate prin adsorbtie fizica a BMP si cele cu BMP legat covalent prin EDC/NHS.
Aceastd evaluare a permis aprecierea comportamentului scaffoldurilor in mediu biologic si a
oferit informatii relevante privind potentialul lor de utilizare in aplicatii de regenerare osoasa.2.

111.1.2. Materiale si metode

111.1.2.1. Materiale

Gelatind obtinuta din piele de peste, k-caragenan, COOH-GO, clorura de calciu si
genipin au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, SUA). Nanofibrele ce
celuloza au fost achizitionate de la Novarials (USA). Formularile obtinute pentru dezvoltarea
scaffoldurilor au fost concepute pe baza unei matrice polimerice naturale, codificate cu
denumirea GCK, GCK-CG, care reflecta compozitia de baza utilizata: G-gelatina, K-
carragenan, C-nanofibre de celuloza (CNF) si COOH-GO (CG).

Pe probele post-implantare in soareci s-a realizat analiza morfologica prin microscopie
electronicd de baleiaj (SEM), pentru evaluarea structurii scaffoldurilor dupa contactul cu
mediul biologic in vivo. Scaffoldurile au la baz 7 mL faza lichida de nanofibre de celuloza 1%,
2 g gelatina, 0,4 g k-carragenan, genipin 0,5% si concentratii variabile de COOH-GO, a
prezentat cele mai bune caracteristici pentru etapele ulterioare de implantare. Ca si proces
componentele au fost adaugate treptat in apa, sub agitare continua, cu mentinerea temperaturii
la 40 °C, pentru a facilita solubilizarea gelatinei in mediul care continea CNF-uri si pentru a

evita degradarea matricei polimerice. Dupa dizolvarea completa a gelatinei, k-carragenanul a
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fost introdus la 50 °C, iar amestecul a fost mentinut sub agitare intensa timp de 2 ore. Ulterior,

solutiile au fost omogenizate peste noapte, sub agitare redusa, pentru eliminarea bulelor de aer.

Tabelul 1 —Compozitia probelor implantate.

Gelatina  Nanofibre K- Clorura  Genipin
de carragenan de calciu

celuloza

Setul 5 6.66% 0.23% 1.33% 2% 05% | 0.125%
GCK-CG
(0.125%)

Setul 5 6.66% 0.23% 1.33% 2% 0.5% 0.25%
GCK-CG
(0.25%)

Setul 5 6.66% 0.23% 1.33% 2% 0.5% 0.5%
GCK-CG
(0.5%)

In ziua urmatoare, in fiecare formulare au fost adaugati treptat cate 3 mL solutie de
genipin, sub agitare controlatd, pentru distribuirea uniforma a agentului de reticulare in masa
materialului. Amestecarea a continuat timp de 10 minute, interval suficient pentru initierea
reticuldrii chimice intre genipin si lanturile polimerice ale gelatinei, fard aparitia gelificarii
premature. Formularile obtinute au fost turnate in placi cu 96 de godeuri, pentru obtinerea unor
probe cu volum si geometrie reproductibile, adecvate implantdrii si evaludrii in vivo.

Reticularea ionica a fost realizata prin imersia probelor in solutie de clorura de calciu 2% timp
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de o ord, in vederea consolidarii retelei polimerice si cresterii stabilitatii structurale in medii
apoase. Dupa reticulare, probele au fost spalate de trei ori cu apa distilata, pentru Indepartarea
reziduurilor nelegate si a excesului de saruri. In etapa final, scaffoldurile au fost inghetate si
liofilizate, rezultand structuri poroase stabile, potrivite pentru manipulare, sterilizare,
implantare. O parte dintre probele obtinute au fost incubate cu BMP, in vederea functionalizarii
scaffoldurilor cu un factor osteoinductiv relevant pentru stimularea proceselor de regenerare
osoasd. In paralel, alte probe au fost tratate cu BMP in prezenta sistemului de activare
EDC/NHS, pentru favorizarea legarii covalente a moleculelor de BMP la suprafata sau in
structura matricei polimerice. Aceasta abordare a permis compararea efectului BMP adsorbit
fizic cu cel al BMP imobilizat covalent, in raport cu stabilitatea semnalului biologic si raspunsul
tisular post-implantare. Ulterior, probele au fost implantate in modele murine, incluzand
animale de sex masculin si feminin, iar evaluarea in vivo a fost realizata la intervale de 8 si 12
saptamani. Dupa explantare, scaffoldurile au fost analizate prin microscopie electronica de
baleiaj (SEM), pentru investigarea modificarilor morfologice aparute in urma interactiunii cu
tesutul gazda si pentru evidentierea gradului de integrare, degradare si remodelare structurala
a materialelor implantate.

In acest experiment au fost utilizatii soareci din linia NOD.CB17Prkdcscid/J. Cazare
soarecilor s-a facut in spatii care au asigurat conditiile de microclimat necesare, respectiv 18-
22°C si un ciclu de lumina de 12 ore lumina si 12 ore intuneric. Adaparea si hranirea soarecilor
s-a realizat ad libitum, hrana si talasul utilizat la asternuturi fiind standardizat.

Amimalele introduse in experiment au avut varsta de aproximativ 2 luni si 0 masa
corporald cuprinsa intre 18 si 22 de grame. Fiecare lot a fost format din 10 animale, cu
respectarea raportului de egalitate de sexe. Astfel au fost constituite zece loturi dupd cum

urmeaza: un lot control si nouad loturi experimentale (Tabelul 1).
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Tabelul 2. Terminologia probelor implantat

Nr. Crt. Lot Material

1 C Material control

2 V1 Material 0,125

3 V2 Material 0,250

4 V3 Material 0,500

5 V4 Material + BMP 0,125

6 V5 Material + BMP 0,250

7 V6 Material + BMP 0,500

8 V7 Material + BMP +edc 0,125 (legat covalent)
9 V8 Material + BMP +edc 0,250 (legat covalent)
10 V9 Material + BMP +edc 0,500 (legat covalent)

111.1.2.2. Metode

Caracterizarea morfologica a scaffoldurilor a fost realizata prin SEM, atat la nivelul suprafetei,
cét si in sectiune. Inainte de analiza, probele au fost acoperite cu un strat de aur cu grosimea de
aproximativ 6 nm utilizand echipamentul LUXOR Au/Pt Coating Equipment (IB-FT GmbH,
Berlin, Germany), pentru a asigura conductivitatea electrica necesara examinarii SEM.
Imaginile SEM au fost obtinute utilizdnd microscopul Hitachi TM4000Plus II (Hitachi,
Tokyo, Japan), controlat prin intermediul software-ului TM4000 (versiunea 1.5). Analizele au
fost efectuate in modul de operare pentru probe conductoare, utilizand semnale de electroni

retrodifuzati (Backscattered Electrons) si o tensiune de accelerare de 15 kV. Imaginile obtinute
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au fost utilizate pentru evaluarea calitativd a morfologiei, a distributiei porilor si a modificarilor
structurale induse de variatia compozitiei scaffoldurilor.

111.1.3. Rezultate si discutii

Analiza SEM a probelor control post-implantare, prezentatd in Figura 1, a evidentiat
modificari morfologice ale scaffoldurilor dupa 8 si 12 sdptamani de contact cu mediul biologic.
Tn cazul probei control explantate dupa 8 siptimani, Figura 1(A), s-a observat o structurd
neregulatd, cu suprafete rugoase, fragmente lamelare si zone poroase distribuite neuniform. La
magnificatia de 60x, materialul a prezentat o arhitectura heterogend, cu regiuni compacte
alternate cu zone cu aspect fibrilar si poros. La magnificatia de 100x, au fost evidentiate mai
clar cavitatile si zonele fragmentate, sugerand initierea proceselor de degradare si remodelare
structurala dupa implantare.

Dupa 12 saptamani de implantare, Figura 1(B), morfologia probei control a indicat o
reorganizare mai accentuata a structurii. Comparativ cu proba de la 8 saptamani, s-au observat
zone mai extinse de compactare, fragmente cu aspect exfoliat si regiuni poroase cu pereti
subtiati. La magnificatia de 60x, scaffoldul a pastrat partial structura tridimensionald, insa au
fost vizibile zone de colaps local si fragmentare a matricei. La magnificatia de 100x, suprafata
a prezentat o texturd mai pronuntatd, cu pori interconectati, margini neregulate si depuneri fine
la nivelul matricei, ceea ce poate fi asociat cu interactiunea materialului cu tesutul gazda si cu
procesele de degradare in vivo. In ansamblu, probele control prezentate in Figura 1 au pastrat
o arhitectura poroasd dupa implantare, fara pierderea completd a integritatii structurale.
Diferentele dintre cele doud momente de explantare sugereazd o evolutie progresiva a
remodelarii materialului, mai evidentda dupd 12 sdptamani. Aceste observatii confirma rolul
probelor control ca reper morfologic pentru compararea cu variantele functionalizate cu BMP

si cu BMP legat covalent prin sistemul EDC/NHS.
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Figura 1. Micrografii SEM ale probelor control post-implantare pe baza de gelatina, k-carragenan,
CNFs si COOH-GO: (A) proba control dupa 8 sdptamani de implantare, la magnificatii de 60x si

100x; (B) proba control dupa 12 séptdmani de implantare, la magnificatii de 60x si 100x.

Analiza SEM a probei V1, prezentatd in Figura 2, a evidentiat morfologia materialului
pe baza de gelatina, k-carragenan, CNFs si 0,125% COOH-GO dupa implantare. Aceasta proba
nu a fost functionalizatd cu BMP si nu a fost tratatd cu EDC/NHS, fiind utilizatd pentru
evaluarea efectului concentratiei reduse de COOH-GO asupra comportamentului scaffoldului
in conditii in vivo. Dupa 8 sdptamani de implantare, Figura 2(A), proba V1 a prezentat o

structura heterogena, cu zone poroase bine evidentiate, fragmente lamelare si regiuni compacte
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distribuite neuniform. La magnificatia de 60x, s-a observat o retea poroasa vizibila la periferia
materialului, cu pori de dimensiuni variabile si pereti subtiri, ceea ce indicd mentinerea partiala
a arhitecturii tridimensionale a scaffoldului. La magnificatia de 100x, Figura 2(A), suprafata a
prezentat zone rugoase, fragmente exfoliate si regiuni cu aspect compact, sugerand aparitia

unor procese locale de degradare si remodelare structurala dupa contactul cu mediul biologic.
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Figura 2. Micrografii SEM ale probei V1 post-implantare, material 0,125 pe baza de gelatina, k-
carragenan, CNFs si COOH-GO: (A) dupa 8 saptamani de implantare, la magnificatii de 60x si 100x;

(B) dupé 12 saptamani de implantare, la magnificatii de 60x si 100x.
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La 12 saptamani de la implantare, Figura 2(B), morfologia probei V1 a devenit mai
compacta si mai fragmentata comparativ cu aspectul observat la 8 sdptamani. La magnificatia
de 60x, au fost vizibile aglomerari neregulate ale matricei, cu pierderea partiald a continuitatii
structurale si cu reducerea zonelor poroase deschise. La magnificatia de 100x, Figura 2(B), au
fost observate depuneri granulare si formatiuni cu aspect mineralizat la suprafata scaffoldului.
Aceste structuri pot fi asociate cu depuneri anorganice apdrute In urma interactiunii
materialului cu mediul tisular, posibil favorizate de prezenta COOH-GO, care poate contribui
la cresterea rugozitatii suprafetei si la oferirea unor situsuri active pentru interactiuni cu
componentele biologice. Comparativ cu proba control, proba V1 a prezentat o structura mai
densd si o fragmentare mai accentuata dupa 12 saptamani, dar si indicii morfologice
compatibile cu aparitia unor depuneri minerale la nivelul matricei. Acest comportament
sugereazd ca introducerea unei concentratii reduse de COOH-GO, respectiv 0,125%, a
influentat interactiunea scaffoldului cu mediul biologic, fara a compromite complet integritatea
structurala a materialului. Confirmarea naturii minerale a depunerilor observate necesitd insa
analize complementare, precum EDS, FTIR sau Raman.

Analiza SEM a probei V2, prezentata in Figura 3, a evidentiat morfologia materialului
pe bazd de gelatind, x-carragenan, CNFs si 0,250% COOH-GO dupd implantare. Conform
terminologiei probelor, V2 reprezintd scaffoldul cu o concentratie intermediarda de COOH-GO,
fara BMP si fara activare EDC/NHS, ceea ce permite evaluarea influentei oxidului de grafena
carboxilat asupra comportamentului materialului in conditii in vivo. Dupa 8 saptdmani de
implantare, Figura 3(A), proba V2 a prezentat o arhitectura heterogena, cu zone poroase inca
bine vizibile, regiuni lamelare si fragmente ale matricei polimerice dispuse neregulat. La
magnificatia de 60x, s-a observat mentinerea partiald a unei structuri tridimensionale deschise,
cu pori de dimensiuni variabile si pereti subtiri. La magnificatia de 100x, Figura 3(A), suprafata

scaffoldului a prezentat rugozitate accentuata, fragmente exfoliate si zone cu aspect fibrilar,

76



MINISTERUL CERCETARII ” >| Planul Naﬁona'
INOVARIL S1 DIGITALIZARN ;de Redresare $I Rezilienté

Finantat de
- Uniunea Epropeané
NextGenerationEU
Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare
Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane inalt specializate
din strdinatate in activitati de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — 18
Codul proiectului: 213
Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023
Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI
Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

sugerand procese locale de degradare si remodelare structurald dupa interactiunea cu mediul

biologic.
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Figura 3. Micrografii SEM ale probei V2 post-implantare, reprezentadnd materialul pe baza de
gelatind, k-carragenan, CNFs si 0,250% COOH-GO: (A) dupa 8 sdptamani de implantare, la
magnificatii de 60x si 100x; (B) dupd 12 saptamani de implantare, la magnificatii de 60x si 100x.

Dupa 12 saptamani de implantare, Figura 3(B), morfologia probei V2 a devenit mai
fragmentata si mai compacta, cu aglomerari neregulate ale materialului si reducerea partiala a
porozitatii deschise. La magnificatia de 60x, au fost observate zone cu aspect granular si
fragmente compacte distribuite in interiorul matricei. La magnificatia de 100x, Figura 3(B), au
fost evidentiate formatiuni particulare cu aspect mineralizat, vizibile sub forma unor depuneri

dense, cu contrast mai ridicat fatd de matricea polimerica. Aceste structuri pot indica acumulari
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anorganice sau depuneri minerale formate in timpul implantarii, posibil asociate cu
interactiunea dintre grupdrile carboxil ale COOH-GO si componentele ionice sau biologice ale
mediului tisular. Comparativ cu proba V1, care contine 0,125% COOH-GO, proba V2 pare sa
prezinte o suprafatd mai compacta si depuneri mai evidente dupa 12 saptamani, ceea ce poate
sugera o interactiune mai intensd a scaffoldului cu mediul biologic. Totusi, natura exacta a
acestor depuneri nu poate fi stabilita exclusiv prin SEM, fiind necesare analize complementare,
precum EDS, FTIR sau Raman. In ansamblu, imaginile SEM din Figura 3 indica faptul ca
proba V2 si-a mentinut partial integritatea structurald dupa implantare, dar a suferit procese

progresive de remodelare, fragmentare si posibila mineralizare, mai evidente la 12 s@ptamani.

Figura 4 prezinta morfologia probei V3, corespunzatoare scaffoldului pe baza de
gelatind, k-carragenan, CNFs si 0,500% COOH-GO, fara BMP si fara tratament EDC/NHS.
Analiza SEM a evidentiat o structura heterogenad, alcatuitd din regiuni lamelare, zone poroase
si fragmente compacte, ceea ce indicd mentinerea partiald a arhitecturii scaffoldului dupa
implantare. Pentru proba explantatd dupa 8 saptamani, Figura 4(A), la magnificatia de 60x s-a
observat o morfologie relativ compacta, cu alternanta intre zone dense si cavitati de dimensiuni
mari, delimitate de pereti lamelari. La magnificatia de 100x, Figura 4(A), au fost evidentiate
mai clar straturile suprapuse ale matricei, suprafata rugoasa si mai multe formatiuni cu contrast
ridicat, distribuite in interiorul scaffoldului. Acestea pot sugera prezenta unor depuneri
particulare, posibil de naturd minerala, insa compozitia lor nu poate fi confirmata exclusiv prin
SEM. Dupa 12 saptdmani de implantare, Figura 4(B), proba V3 a prezentat o structurd mai
deschisd, cu porozitate mai evidenta si fragmente lamelare neregulate. La magnificatia de 60x
S-au observat cavitati mai largi si o organizare mai putin compacta a materialului comparativ
cu proba de la 8 saptdmani. La magnificatia de 100x, Figura 4(B), suprafata a pastrat un aspect
rugos si exfoliat, iar In anumite regiuni au ramas vizibile aglomerari si particule cu aspect
granular, compatibile cu depuneri formate in urma interactiunii materialului cu mediul

biologic. Tn concluzie, Figura 4 sugereazi ci proba V3 si-a pastrat partial integritatea
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structurala pe durata implantarii, dar a suferit procese de remodelare si reorganizare
morfologica. Prezenta concentratiei de 0,500% COOH-GO pare sa fie asociatd cu o morfologie
mai lamelard si cu aparitia unor depuneri mai evidente in matrice, posibil favorizand
interactiunea cu componentele mediului tisular. Pentru confirmarea naturii acestor depuneri, ar

fi necesare analize complementare, precum EDS sau FTIR.

500um

Figura 4. Micrografii SEM ale probei V3 post-implantare, reprezentand materialul pe baza de
gelatind, k-carragenan, CNFs si 0,500% COOH-GO: (A) dupa 8 sdptamani de implantare, la
magnificatii de 60x si 100x; (B) dupd 12 saptamani de implantare, la magnificatii de 60x si 100x.
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Tn Figura 5 este prezentatd morfologia probei V4, corespunzitoare scaffoldului pe bazi
de gelatina, x-carragenan, CNFs si 0,125% COOH-GO, incubat cu BMP. Analiza SEM a
evidentiat o structura lamelara si relativ compacta, in care sunt prezente atat zone dense, cat si
cavitdti si regiuni cu aspect exfoliat, ceea ce indica remodelarea progresiva a materialului dupa

implantare.
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Figura 5. Micrografii SEM ale probei V4 post-implantare, reprezentdnd materialul pe baza de
gelatind, k-carragenan, CNFs si 0,125% COOH-GO, functionalizat cu BMP: (A) dupa 8 saptamani de
implantare, la magnificatii de 60x si 100x; (B) dupa 12 saptdmani de implantare, la magnificatii de

60x si 100x.
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Proba explantata dupa 8 saptamani, Figura 5(A), la magnificatia de 60x s-a observat o
matrice relativ compacta, cu straturi suprapuse si multiple aglomerari cu contrast ridicat
distribuite in interiorul scaffoldului. La magnificatia de 100x, Figura 5(A), aceste formatiuni
au devenit mai evidente, avand aspect granular sau particulat, localizat Tntre lamelele matricei.
Prezenta acestor depuneri poate sugera acumuldri de naturd anorganicd sau inceputul unor
procese de mineralizare, posibil favorizate de prezenta BMP, insa compozitia lor nu poate fi
stabilita exclusiv pe baza imaginilor SEM. Dupa 12 saptamani de implantare, Figura 5(B),

proba V4 a prezentat o reorganizare morfologica mai accentuata.

La magnificatia de 60x s-a observat o structurd in continuare lamelara, cu cavitati mai
largi si cu zone 1n care matricea pare partial subtiatd sau delaminatd. La magnificatia de 100x,
Figura 5(B), suprafata a pastrat un aspect rugos si stratificat, iar depunerile particulare au ramas
prezente, desi par mai fin distribuite si integrate in matricea scaffoldului. Acest aspect poate
indica evolutia interactiunii dintre material si mediul tisular pe parcursul perioadei de
implantare. Comparativ cu probele fara BMP, proba V4 din Figura 5 pare sd prezinte depuneri
mai evidente $i o organizare mai clard a zonelor lamelare, ceea ce poate sugera un raspuns local
diferit indus de functionalizarea cu BMP. Per total, scaffoldul si-a mentinut partial integritatea
structurala dupd 8 si 12 sdptamani, dar a suferit procese de remodelare, compactare locala si
posibila mineralizare. Confirmarea naturii depunerilor observate necesitd analize

complementare, precum EDS, FTIR sau Raman.
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Figura 6. Micrografii SEM ale probei V5 post-implantare, reprezentand materialul pe baza de
gelatind, k-carragenan, CNFs si 0,250% COOH-GO, functionalizat cu BMP: (A) dupé 8 saptdmani de
implantare, la magnificatii de 60x si 100x; (B) dupa 12 saptamani de implantare, la magnificatii de
60x si 100x.

Figura 6 prezinta morfologia probei V5, corespunzatoare scaffoldului pe baza de
gelatind, k-carragenan, CNFs si 0,250% COOH-GO, incubat cu BMP. Analiza SEM a
evidentiat o structurd marcat heterogena, alcatuitd din fragmente lamelare, regiuni compacte si

numeroase depuneri cu contrast ridicat, distribuite Tn masa materialului, ceea ce sugereaza o
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interactiune accentuatd cu mediul biologic dupa implantare. Pentru proba explantatadupa 8
saptdmani, Figura 6(A), la magnificatia de 60x s-a observat o matrice relativ densa, cu zone
stratificate si aglomerari particulare dispuse intre fragmentele scaffoldului. La magnificatia de
100x, Figura 6(A), aceste formatiuni au fost mai clar evidentiate, avand aspect granular,
neregulat si contrast mai ridicat decat matricea polimerica din jur. Prezenta lor poate sugera
depuneri de naturd anorganicd sau Inceputul unor procese de mineralizare, posibil favorizate
de efectul osteoinductiv al BMP. Dupa 12 saptamani de implantare, Figura 6(B), proba V5 a
prezentat o reorganizare mai accentuatd a structurii, cu fragmentarea suplimentara a matricei
si persistenta unor aglomerari dense in interiorul scaffoldului. La magnificatia de 60X s-au
observat cavitdti neregulate si zone compacte intre care sunt prezente formatiuni masive, cu
aspect de conglomerate. La magnificatia de 100x, Figura 6(B), aceste depuneri au ramas
evidente, fiind asociate cu suprafete rugoase, margini neregulate si regiuni poroase partial
colabate. Aspectul general sugereaza ca, pe parcursul perioadei de implantare, materialul a
suferit atat procese de remodelare si degradare, cat si posibile fenomene de acumulare minerala.
Tn concluzie, probele V5 prezentate n Figura 6 par si evidentieze depuneri mai numeroase si
mai pronuntate decat variantele fara BMP, ceea ce poate indica un raspuns local diferit indus
de functionalizarea cu BMP, in prezenta unei concentratii de 0,250% COOH-GO. Scaffoldul
si-a pastrat partial arhitectura dupa implantare, insa a prezentat o fragmentare progresiva si un
aspect compatibil cu posibile procese de mineralizare. Pentru confirmarea naturii acestor
depuneri sunt necesare analize complementare, precum EDS, FTIR sau Raman.

Tn Figura 7 este prezentatd morfologia probei V6, corespunzitoare scaffoldului pe bazi
de gelatind, k-carragenan, CNFs si 0,500% COOH-GO, functionalizat cu BMP. Analiza SEM
a evidentiat o structura heterogena, cu zone lamelare, regiuni compacte si pori de dimensiuni
variabile, alaturi de formatiuni cu contrast mai ridicat, sugestive pentru depuneri particulare
posibil asociate cu procese de mineralizare. In cazul probei explantate dupa 8 saptamani, Figura

7(A), la magnificatia de 60x s-a observat o matrice relativ compacta, cu alternanta Intre regiuni
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dense si cavitati delimitate de pereti stratificati. La magnificatia de 100x, Figura 7(A), au
devenit mai evidente multiple particule si aglomerari cu aspect granular, dispuse intre lamelele
matricei si 1n interiorul unor zone mai dense. Aceste structuri, caracterizate prin contrast mai
ridicat fatd de matricea polimerica, pot sugera depuneri de naturd anorganicd sau zone de

mineralizare incipienta.

309 15kV 6.7mm X60 BSE H

%

309 15kV 7.3mm X60 BSE H I 500pm 309 15kV 7.2mm X100 BSE H 500pm

Figura 7. Micrografii SEM ale probei V6 post-implantare, reprezentand materialul pe baza de
gelatind, k-carragenan, CNFs si 0,500% COOH-GO, functionalizat cu BMP: (A) dupa 8
sdptamani de implantare, la magnificatii de 60x si 100x; (B) dupa 12 saptamani de

implantare, la magnificatii de 60x si 100x.
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Dupa 12 saptamani de implantare, Figura 7(B), proba V6 a prezentat o morfologie mai
fragmentatd, cu reorganizarea materialului in aglomerari neregulate si reducerea caracterului
deschis al unor zone poroase. La magnificatia de 60x s-au observat fragmente compacte si
regiuni exfoliate, intre care sunt prezente depuneri particulare mai evidente decat in varianta
discutatd anterior. La magnificatia de 100x, Figura 7(B), aceste depuneri apar sub forma unor
conglomerate granulare si a unor formatiuni dense distribuite In masa scaffoldului, ceea ce
sustine ipoteza existentei unor acumuldri minerale sau a unor depozite formate in urma

interactiunii materialului cu mediul tisular.

J

i,
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Figura 8. Micrografii SEM ale probei V7 post-implantare, reprezentand materialul pe baza de
gelatina, k-carragenan, CNFs si 0,125% COOH-GO, functionalizat cu BMP legat covalent prin
sistemul EDC/NHS: (A) dupa 8 saptdméani de implantare, la magnificatii de 60x si 100x; (B) dupa 12

sdptamani de implantare, la magnificatii de 60x si 100x.
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In concluzie, proba V6 prezentatd in Figura 7 a pastrat partial arhitectura scaffoldului
dupd implantare, dar a evidentiat si procese de remodelare, fragmentare si aparitia unor
depuneri cu posibil caracter mineral. Comparativ cu interpretarea initiald, imaginile actuale
sugereazd mai clar prezenta unor zone mineralizate, atat dupa 8 saptamani, cat si dupa 12
saptamani, chiar daca acestea nu par uniform distribuite in intreaga matrice. Confirmarea
naturii acestor depuneri necesitd, totusi, analize complementare, precum EDS, FTIR sau
Raman.

In Figura 8 este prezentati morfologia probei V7, corespunzitoare scaffoldului pe baza
de gelatind, k-carragenan, CNFs si 0,125% COOH-GO, functionalizat cu BMP legat covalent
prin sistemul EDC/NHS. Analiza SEM a evidentiat o structura predominant poroasa, cu pereti
subtiri, cavitdti interconectate si fragmente lamelare distribuite relativ uniform, aspect ce
sugereazd mentinerea arhitecturii tridimensionale a scaffoldului dupa implantare. In cazul
probei explantate dupa 8 saptamani, Figura 8(A), la magnificatia de 60x s-a observat o retea
poroasa bine conturatd, alcatuita din cavitati de dimensiuni variabile, separate de pereti fini ai
matricei. La magnificatia de 100x, Figura 8(A), aceasta arhitectura a devenit mai clara, fiind
evidentiate suprafete relativ netede, margini subtiri si zone slab exfoliate. In aceasta proba nu
se observa depuneri dense sau aglomerari granulare evidente, ceea ce sugereaza absenta unor
procese pronuntate de mineralizare in aria analizata. La 12 saptdmani de la implantare, Figura
8(B), proba V7 a pastrat un aspect poros, insd cu o usoara reorganizare a matricei $i cu
fragmente lamelare mai numeroase. La magnificatia de 60x s-a observat o structurd mai
fragmentatd comparativ cu proba de la 8 saptamani, dar fara colaps evident al retelei poroase.
La magnificatia de 100x, Figura 8(B), au fost vizibile pereti subtiati, margini neregulate si zone
de remodelare locala, insa fard formatiuni cu contrast ridicat care sa sugereze clar depuneri
minerale. Aspectul general indicd mai degraba degradarea si reorganizarea progresiva a
scaffoldului decat acumularea de material mineralizat. In final, proba V7 prezentata in Figura

8 a evidentiat o buna mentinere a porozitatii si a arhitecturii interne dupa implantare, atat la 8,
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cat si la 12 saptamani. Spre deosebire de unele probe functionalizate cu BMP la care au fost
observate depuneri particulare mai evidente, Tn cazul V7 nu se disting semne SEM clare de
mineralizare. Acest rezultat sugereaza ca, pentru concentratia de 0,125% COOH-GO si in
conditiile imobilizarii covalente a BMP, raspunsul morfologic a fost dominat de pastrarea
structurii poroase si de remodelarea matricei, mai degraba decdt de formarea unor depozite
minerale evidente.

Figura 9 prezinta morfologia probei V8, corespunzatoare scaffoldului pe baza de
gelatind, k-carragenan, CNFs s1 0,250% COOH-GO, functionalizat cu BMP legat covalent prin
sistemul EDC/NHS. Analiza SEM a evidentiat o arhitectura predominant poroasa, cu pereti
subtiri, fragmente lamelare si cavitati interconectate, fara depuneri minerale evidente in zonele
analizate. Dupd 8 saptdmani de implantare, Figura 9(A), proba V8 a prezentat o structura
deschisd, cu pori de dimensiuni variabile si o distributie relativ uniforma a cavitatilor. La
magnificatia de 60x s-a observat mentinerea unei retele poroase bine conturate, alcdtuita din
lamele subtiri si regiuni exfoliate ale matricei. La magnificatia de 100x, Figura 9(A), suprafata
scaffoldului a evidentiat margini neregulate, pereti fini si zone rugoase, insa fard aglomerari
dense sau formatiuni cu contrast ridicat care sa sugereze clar mineralizare. La 12 saptamani de
implantare, Figura 9(B), morfologia probei V8 a ramas predominant poroasa, dar a prezentat o
fragmentare mai accentuatd a matricei. La magnificatia de 60x au fost observate cavitati
interconectate, fragmente lamelare si regiuni partial colabate, indicand remodelarea progresiva
a scaffoldului in mediul biologic. La magnificatia de 100x, Figura 9(B), structura a fost
caracterizata prin pereti subtiati, suprafete rugoase si fragmente desprinse ale matricei, Insa
fard depozite minerale masive sau particule granulare evidente. Comparativ cu probele
functionalizate cu BMP prin adsorbtie fizica, precum V4, V5 si V6, proba V8 nu prezinta in
imaginile SEM depuneri minerale clare. Acest aspect poate sugera ca, in cazul concentratiei de

0,250% COOH-GO si al imobilizérii covalente a BMP prin EDC/NHS, raspunsul morfologic

a fost dominat de mentinerea structurii poroase si de remodelarea matricei, mai degraba decat
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de acumularea unor depozite minerale vizibile. Totusi, absenta mineralizarii nu poate fi
confirmata definitiv doar prin SEM, fiind necesare analize complementare, precum EDS, FTIR

sau Raman, pentru verificarea compozitiei locale.

Figura 9. Micrografii SEM ale probei V8 post-implantare, reprezentand materialul pe baza de
gelatina, k-carragenan, CNFs si 0,250% COOH-GO, functionalizat cu BMP legat covalent prin
sistemul EDC/NHS: (A) dupa 8 saptdméani de implantare, la magnificatii de 60x si 100x; (B) dupa 12

sdptadmani de implantare, la magnificatii de 60x si 100x.

In Figura 10 este prezentata morfologia probei V9, corespunzitoare scaffoldului pe
baza de gelatind, k-carragenan, CNFs si 0,500% COOH-GO, functionalizat cu BMP legat
covalent prin sistemul EDC/NHS. Analiza SEM a evidentiat o arhitectura predominant poroasa
si lamelara, cu cavitti largi, pereti subtiri si fragmente ale matricei dispuse neregulat. in zonele
analizate nu se observd depuneri minerale evidente, aspectul fiind dominat de mentinerea

porozitatii si de remodelarea structurala a scaffoldului dupa implantare.
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Figura 10. Micrografii SEM ale probei V9 post-implantare, reprezentind materialul pe baza de
gelatina, k-carragenan, CNFs si 0,500% COOH-GO, functionalizat cu BMP legat covalent prin
sistemul EDC/NHS: (A) dupa 8 saptamani de implantare, la magnificatii de 60x si 100x; (B) dupa 12

sdptadmani de implantare, la magnificatii de 60x si 100x.

Dupa 8 saptamani de implantare, Figura 10(A), la magnificatia de 60x s-a observat o
retea poroasa bine conturata, alcatuitd din cavitati de dimensiuni variabile, delimitate de pereti
lamelari subtiri. La magnificatia de 100x, Figura 10(A), structura internd a materialului a
devenit mai clard, fiind vizibile suprafete relativ netede, fragmente exfoliate si margini
neregulate. Comparativ cu probele V4, V5 si V6, in care au fost observate formatiuni granulare
sau aglomerari cu posibil caracter mineral, in cazul V9 nu apar depozite dense sau particule cu
contrast ridicat care sa indice clar mineralizare. Dupa 12 saptamani de implantare, Figura
10(B), proba V9 a pastrat o morfologie poroasd, cu cavitati largi si interconectate. La

magnificatia de 60x s-a observat o structurd mai deschisa, cu pereti subtiati si fragmente
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lamelare desprinse, ceea ce indica remodelarea progresiva a matricei in mediul biologic. La
magnificatia de 100x, Figura 10(B), se remarca pori mari, suprafete continue si zone exfoliate,
insd fara acumuliri minerale evidente la nivelul suprafetei analizate. In ansamblu, proba V9
prezentata in Figura 10 a evidentiat o buna mentinere a arhitecturii poroase dupa implantare,
atat la 8, cat si la 12 saptdmani. Absenta unor depuneri minerale clare sugereaza ca, in cazul
concentratiei de 0,500% COOH-GO si al imobilizarii covalente a BMP prin EDC/NHS,
raspunsul morfologic observat prin SEM a fost dominat de conservarea porozititii si de
degradarea controlatd a matricei, mai degraba decat de formarea unor depozite mineralizate
evidente. Totusi, natura chimica a suprafetei si absenta mineralizarii ar trebui confirmate prin

analize complementare, precum EDS, FTIR sau Raman.

111.1.4. Concluzii si discutii

Analiza SEM a probelor post-implantare pe baza de gelatina, k-carragenan, CNFs si
COOH-GO a permis evaluarea modificarilor morfologice aparute dupd 8 si 12 saptamani de
implantare Tn model murin. Compararea probelor C si V1-V9 a evidentiat diferente importante
in ceea ce priveste mentinerea arhitecturii poroase, gradul de fragmentare a matricei,
compactarea locala, aspectul lamelar al scaffoldurilor si prezenta unor depuneri cu posibil
caracter mineral. In ansamblu, toate probele au pastrat, in grade diferite, o structurd
tridimensionald poroasa, indicand faptul ca matricea polimerica reticulata a avut o stabilitate
suficienta pentru a rezista mediului biologic pe durata implantarii. Proba control, a prezentat o
morfologie neregulatd, cu zone poroase, fragmente lamelare si regiuni compacte, fiind utilizata
ca reper pentru evaluarea efectului introducerii COOH-GO si al functionalizarii cu BMP. Dupa
8 saptdmani, structura probei control a fost caracterizatad printr-o porozitate partial mentinuta
si prin zone de degradare locala, in timp ce dupa 12 saptamani s-a observat o fragmentare mai
accentuata si o reorganizare mai evidenta a matricei. Acest comportament indicd o remodelare

progresiva a scaffoldului in mediul biologic, fara colaps complet al structurii.
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in cazul probelor V1, V2 si V3, care contin COOH-GO in concentratii de 0,125%,

0,250% si 0,500%, fara BMP, imaginile SEM au aratat ca introducerea oxidului de grafena
carboxilat a influentat morfologia post-implantare a scaffoldurilor. Proba V1, , a prezentat o
structura heterogena, cu zone poroase si fragmente compacte, iar dupa 12 sdptamani au fost
observate depuneri granulare cu posibil caracter mineral. Acest aspect poate sugera ca o
concentratie redusd de COOH-GO a favorizat interactiunea cu mediul tisular, probabil prin
cresterea rugozitatii suprafetei si prin prezenta grupdrilor carboxil disponibile pentru
interactiuni cu ioni sau componente biologice.
Proba V2, corespunzatoare materialului cu 0,250% COOH-GO, a prezentat o0 morfologie mai
compacti si o fragmentare mai accentuati dupa 12 sdptimani, comparativ cu V1. In aceasta
proba au fost observate formatiuni particulare cu contrast ridicat, compatibile cu depuneri
anorganice sau cu zone de mineralizare locala. Prin comparatie, proba V3, care contine 0,500%
COOH-GO, a prezentat o arhitecturd mai lamelard si regiuni poroase mai deschise, dar si
depuneri particulare vizibile in anumite zone. Aceste observatii sugereaza ca toate cele trei
concentratii de COOH-GO au permis mentinerea partiald a structurii scaffoldului, insa
raspunsul morfologic nu a fost strict proportional cu concentratia de COOH-GO. Concentratiile
de 0,125% s1 0,250% au parut asociate cu depuneri mai evidente, in timp ce concentratia de
0,500% a favorizat o morfologie mai stratificatd si mai poroasa in anumite regiuni. Probele V4,
V5 si V6, functionalizate cu BMP prin incubare, au prezentat un comportament morfologic
diferit fata de probele fara BMP. In cazul V4, corespunzitoare materialului cu 0,125% COOH-
GO si BMP, au fost observate zone lamelare, regiuni compacte si depuneri particulare cu
contrast ridicat, mai ales 1n interiorul matricei. Aceste formatiuni pot fi corelate cu o posibila
activitate locald de mineralizare, sustinutd de prezenta BMP, desi confirmarea compozitiei
necesita analize complementare.

Proba V5, cu 0,250% COOH-GO si BMP, a prezentat cele mai evidente aglomerari

particulare dintre probele functionalizate prin adsorbtie fizica a BMP. Dupa 8 si 12 saptamani,
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SEM a evidentiat numeroase depuneri dense, distribuite in masa scaffoldului, aldturi de zone
fragmentate si regiuni compacte. Acest comportament sugereaza o interactiune intensd intre
scaffold si mediul biologic, posibil asociatd cu efectul combinat al concentratiei intermediare
de COOH-GO si al prezentei BMP. Dintre probele V4-V6, V5 pare sa indice cel mai pronuntat
raspuns morfologic compatibil cu acumularea de material mineral sau cu depuneri anorganice
locale. Proba V6, corespunzatoare materialului cu 0,500% COOH-GO si BMP, a prezentat o
structurd heterogena, cu zone lamelare, pori de dimensiuni variabile si depuneri particulare
vizibile In anumite regiuni. Comparativ cu V5, depunerile par mai putin uniform distribuite si
asociate cu zone localizate ale matricei. Acest aspect sugereaza ca o concentratie mai mare de
COOH-GO nu a condus neaparat la o mineralizare mai intensa, ci mai degraba la o reorganizare
structurala complexad, cu alternantd intre zone poroase, zone compacte si depuneri locale.
Astfel, in seria probelor cu BMP adsorbit, proba V5 pare sd ofere cel mai echilibrat
comportament morfologic, prin asocierea dintre mentinerea partiald a arhitecturii scaffoldului
si aparitia unor depuneri particulare pronuntate.

Probele V7, V8 si V9, functionalizate cu BMP legat covalent prin sistemul EDC/NHS,
au prezentat o morfologie distincta fati de probele cu BMP adsorbit. In general, aceste probe
au fost caracterizate printr-o porozitate mai bine mentinuta, cavitati largi si interconectate,
pereti subtiri si fragmente lamelare, dar fara depuneri minerale evidente in zonele analizate.
Proba V7, cu 0,125% COOH-GO si BMP legat covalent, a prezentat o retea poroasa bine
conturatd, cu pereti fini si suprafete relativ netede. Absenta unor depozite dense sugereaza ca
raspunsul morfologic a fost dominat de pastrarea arhitecturii scaffoldului si de remodelarea
matricei, nu de acumularea unor formatiuni mineralizate vizibile. Proba V8§, cu 0,250% COOH-
GO si BMP legat covalent, a prezentat o arhitectura poroasa bine pastrata dupa 8 saptamani si
o fragmentare mai accentuatd dupd 12 saptamani. Totusi, nu au fost observate aglomerari dense
sau particule cu contrast ridicat similare celor intalnite la V4, V5 sau V6. Acest aspect poate

indica faptul ca imobilizarea covalenta a BMP a condus la o interactiune diferitd cu mediul
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biologic, posibil prin reducerea eliberarii rapide a BMP si prin mentinerea factorului
osteoinductiv mai strans asociat cu matricea. Proba V9, cu 0,500% COOH-GO si BMP legat
covalent, a prezentat 0 porozitate larga, cavitati bine definite si pereti lamelari subtiri, fara
depuneri minerale evidente. Dintre probele cu BMP legat covalent, V9 pare sa pastreze cel mai
clar caracterul poros si deschis al scaffoldului. Comparativ, probele cu BMP adsorbit fizic, V4-
V6, au prezentat mai multe depuneri particulare cu posibil caracter mineral decat probele cu
BMP legat covalent, V7-V9. Aceasta diferenta poate fi explicata prin disponibilitatea mai mare
a BMP adsorbit fizic la nivelul suprafetei scaffoldului, ceea ce ar putea stimula mai rapid
interactiunile locale cu mediul biologic. In schimb, legarea covalenta prin EDC/NHS poate
limita difuzia sau eliberarea BMP, mentinand factorul atasat de matrice si favorizdnd mai
degraba stabilitatea structurala decat aparitia unor depozite minerale evidente in imaginile
SEM. Aceastd interpretare trebuie privitd cu prudentd, deoarece SEM oferd informatii
morfologice, nu compozitionale. Raportand toate probele la control, introducerea COOH-GO
a modificat vizibil comportamentul scaffoldurilor post-implantare. Probele fara BMP, V1-V3,
au prezentat o crestere a rugozitatii, fragmentarii si a depunerilor locale comparativ cu proba
control. Probele cu BMP adsorbit, V4-V6, au evidentiat cele mai clare formatiuni particulare,
compatibile cu posibile depuneri minerale, mai ales Tn cazul V5. Tn schimb, probele cu BMP
legat covalent, V7-V9, au pastrat mai bine arhitectura poroasa si au prezentat mai putine semne
morfologice de mineralizare evidentda. Prin urmare, functionalizarea cu BMP si modul de
imobilizare a acestuia au influentat semnificativ morfologia scaffoldurilor dupd implantare. Un
aspect important observat in toate seriile este diferenta dintre 8 si 12 siptamani. In general,
dupa 8 saptdmani, probele au prezentat structuri mai coerente, cu porozitate inca bine definita
si cu semne moderate de remodelare. Dupa 12 sdptdmani, au devenit mai evidente
fragmentarea, compactarea locala, exfolierea lamelelor si reorganizarea matricei. Aceste
modificari indica evolutia proceselor de degradare si remodelare in vivo. In unele probe, in

special V1, V2 si V4-V6, perioada mai lungd de implantare a fost asociatd si cu aparitia sau
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accentuarea unor depuneri particulare, posibil de naturd minerald. Analiza SEM a probelor
post-implantare a demonstrat ca scaffoldurile pe bazad de gelatina, k-carragenan, CNFs si
COOH-GO au mentinut partial o arhitecturd poroasa dupa 8 si 12 saptamani de implantare, fara
colaps complet al matricei. Proba control a prezentat o remodelare progresiva si fragmentare
structurala, servind ca reper pentru evaluarea efectului COOH-GO si BMP.

Introducerea  COOH-GO a influentat morfologia scaffoldurilor, prin cresterea
rugozitatii suprafetei, aparitia unor structuri lamelare si formarea locald a unor depuneri cu
posibil caracter mineral. Dintre probele fara BMP, V1 si V2 au prezentat cele mai clare indicii
morfologice de depuneri particulare, in timp ce V3 a evidentiat o structurd mai lamelara si mai
poroasa, cu depuneri mai localizate.

Functionalizarea cu BMP prin incubare a fost asociata cu aparitia celor mai evidente
depuneri particulare in imaginile SEM. Dintre probele V4-V6, proba V5, continand 0,250%
COOH-GO si BMP, a prezentat cel mai pronuntat aspect compatibil cu mineralizarea locala,
alaturi de o remodelare structurald accentuata. Acest rezultat sugereaza ca formula cu 0,250%
COOH-GO si BMP poate reprezenta o variantd favorabild pentru stimularea interactiunii
scaffoldului cu mediul biologic.

Tn cazul probelor cu BMP legat covalent prin EDC/NHS, V7-V9, SEM a evidentiat o
porozitate mai bine conservata si absenta unor depuneri minerale clare. Acest comportament
sugereaza cd legarea covalenta a BMP a contribuit la stabilitatea scaffoldului si la mentinerea
arhitecturii poroase, insa nu a condus la aparitia unor depozite mineralizate evidente n zonele
analizate. Comparativ, probele cu BMP adsorbit fizic au prezentat un raspuns morfologic mai
intens, prin depuneri particulare si compactare locala, in timp ce probele cu BMP legat covalent
au evidentiat o conservare mai buna a structurii poroase. Astfel, in functie de obiectivul urmarit,
cele doud strategii pot avea avantaje diferite: BMP adsorbit poate favoriza un raspuns
morfologic mai activ, iar BMP legat covalent poate sustine stabilitatea structurala a

scaffoldului. Pe baza observatiilor SEM, proba V5 pare sa prezinte cel mai favorabil echilibru
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intre remodelarea scaffoldului si aparitia unor depuneri compatibile cu mineralizarea locala, in
timp ce V7-V9 au evidentiat cele mai bune caracteristici de mentinere a porozitatii. Totusi,
identificarea exactad a depunerilor observate nu poate fi realizata doar prin SEM. Confirmarea
naturii minerale si a compozitiei chimice locale necesitad analize complementare, precum EDS,

FTIR, Raman sau teste histologice specifice pentru mineralizare.
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111.2. Captiolul 2

I11.2. Analiza mecanica a probelor pe baza de gelatina, K-caragenan, CNFs
si COOH-GO

111.2.1. Introducere

Tn cadrul proiectului ,,Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma”, Activitatea 3 vizeaza validarea in vivo a
eficientei dispozitivelor REOSTEOMI, cu accent pe evaluarea substituentilor ososi n modele
experimentale de soarece si pe controlul functional si de calitate al componentelor dezvoltate.
In acest context, analiza mecanici a probelor pe baza de gelatini, k-caragenan, nanofibre de
celuloza si oxid de grafena functionalizat cu grupari carboxil reprezinta o etapd necesara pentru
caracterizarea comportamentului structural al formularilor propuse ca suporturi pentru
regenerarea osoasa. Scaffold-urile destinate aplicatiilor osoase trebuie sd prezinte o stabilitate
mecanicd suficientd pentru a permite manipularea, implantarea si mentinerea integritatii
structurale in mediul biologic, fard a compromite interactiunea cu tesuturile si procesele
celulare implicate in regenerare [1]. Matricea formata din gelatind si k-caragenan ofera un
cadru polimeric biocompatibil, cu proprietati de gelifiere si capacitate de hidratare, insa
performanta mecanicd a acestor sisteme poate necesita imbundtdtire pentru utilizare ca
substituenti ososi [2]. In acest sens, nanofibrele de celulozi pot contribui la ranforsarea retelei
polimerice, iar COOH-GO poate influenta rigiditatea, rezistenta si coeziunea interna a
materialului prin interactiuni cu componentele matricei [3]. Evaluarea mecanicd permite
compararea formularilor obtinute si aprecierea influentei compozitiei asupra rezistentei la
solicitare si a comportamentului la deformare. Rezultatele obtinute contribuie la controlul
functional si de calitate al probelor dezvoltate in cadrul Activitatii 3, oferind informatii
relevante pentru selectia formularilor cu potential adecvat pentru validarea in vivo Tn modele

de soarece. Astfel, aceastd analiza sustine corelarea proprietatilor structurale ale scaffold-urilor
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cu cerintele aplicatiilor de regenerare osoasa in contextul complicatiilor asociate mielomului

multiplu.

111.2.2. Materiale si metode
111.2.2.1. Material

Gelatind obtinuta din piele de peste, k-caragenan, COOH-GO, clorura de calciu si
genipin au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, SUA). Nanofibrele ce
celuloza au fost achizitionate de la Novarials (USA). Formularile obtinute pentru dezvoltarea
scaffoldurilor au fost concepute pe baza unei matrice polimerice naturale, codificate cu
denumirea GCK, GCK-CG, care reflecta compozitia de baza utilizata: G-gelatina, K-
carragenan, C-nanofibre de celuloza (CNF) si COOH-GO (CG).

Tabelul 1 —Compozitia probelor implantate.

0

6.66% 0.23% 1.33% 2% 0.5% 0.125%

6.66% 0.23% 1.33% 2% 0.5% 0.25%

6.66% 0.23% 1.33% 2% 0.5% 0.5%

111.2.2.2. Metode
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Caracterizarea mecanica a probelor a fost realizatd prin testare la compresie, utilizand
echipamentul FRTS-100N, prevazut cu celuld de sarcina adecvata pentru analiza materialelor
moi si hidrogelurilor. Probele au fost testate in regim compresiv, iar raspunsul mecanic a fost
nregistrat sub forma curbelor stres-deformare, exprimate ca Stress, e (Pa) in functie de Strain,
e (%). Testele au fost efectuate pe probe hidratate, la temperatura camerei, urmarindu-se
evolutia stresului mecanic pana la deformari ridicate, pentru evaluarea capacitatii portante si a
stabilitatii structurale a scaffold-urilor.

Pentru fiecare formulare au fost analizate replici independente, iar curbele obtinute au
fost utilizate pentru compararea comportamentului mecanic al probei martor si al probelor
compozite cu continut diferit de COOH-GO. Parametrii analizati au inclus forma curbei stres-
deformare, valoarea maxima a stresului atinsa in timpul compresiei si stabilitatea raspunsului
mecanic la deformare progresiva. Datele obtinute au fost prelucrate folosind software-ul Origin
si reprezentate grafic in sectiunea de mai jos.

111.2.3. Rezultate si discutii

3000
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Figura 1. Curbe reprezentative stres-deformare pentru scaffold-urile pe baza de gelatina, k-caragenan

si CNFs, selectate pentru evaluarea preliminara a comportamentului mecanic la compresie.

Cele doua curbe ale probei blank din figura 1 indica un comportament mecanic relativ
similar, caracterizat printr-o crestere progresiva a stresului odata cu deformarea, urmata de o
tendintd de plafonare si usoare variatii la deforméri mai mari. Prima proba atinge o valoare
maxima mai ridicata, de aproximativ 2.1-2.2 kPa, la 0 deformare de aproximativ 35-40%, ceea
ce sugereaza o rezistentd mecanicd usor superioard. A doua proba prezintd un rdspuns mai
redus, cu un stres maxim de aproximativ 1.2 kPa, dar cu o evolutie mai uniforma pana la finalul
testului. Tn ansamblu, proba blank prezinta o capacitate portant limitata, specifica unei matrice
polimerice neranforsate. Aceste rezultate pot fi utilizate ca referinta pentru evaluarea efectului
de ranforsare indus prin introducerea COOH-GO in formularile compozite. Tn figura 2 graficele
reprezentative pentru formularea pe baza de gelatina, k-caragenan, CNFs si 0.25% COOH-GO
evidentiazd un comportament mecanic de tip compresiv cu o crestere initiald progresiva a
stresului, urmatd de atingerea unei valori maxime si de o usoara scadere sau stabilizare la

deformari mai mari. Prima proba atinge un stres maxim de aproximativ 1.45 kPa, la o
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deformare de aproximativ 25-28%, dupa care se observa o scadere partiala si o revenire a
raspunsului mecanic spre finalul testului. A doua proba prezintd o valoare maxima mai ridicata,
de aproximativ 2.1 kPa, la o deformare de aproximativ 25-30%, urmata de o scadere moderata

si 0 stabilizare in jurul valorii de 1.8-1.9 kPa.
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Figura 2. Curbe reprezentative stres-deformare pentru scaffold-urile pe baza de gelatina, k-caragenan,
CNFs si 0.25% GO-COOH selectate pentru evaluarea preliminara a comportamentului mecanic la

compresie.
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Comparativ cu proba blank, introducerea a 0.25% COOH-GO nu determina o crestere
mecanicd evidenta si constantd in ambele replici, Insd contribuie la mentinerea unui raspuns
compresiv stabil dupd atingerea maximului. Diferentele dintre cele doud curbe sugereaza o
variabilitate a comportamentului mecanic, posibil asociata cu distributia locala a COOH-GO,
gradul de omogenizare al formulirii sau mici diferente structurale intre probe. In aceasti etapa,
formularea cu 0.25% COOH-GO poate fi consideratd o variantd preliminara cu raspuns
Curbele din figura 3, corespunzatoare formularii pe baza de gelatina, k-caragenan,
CNFs s1 0.5% COOH-GO indica un comportament mecanic imbunatatit fatd de probele blank
si fatd de formularea cu 0.25% COOH-GO. Raspunsul la compresie este caracterizat printr-0
crestere progresiva a stresului odatd cu deformarea, urmatd de o accentuare puternicd a
rezistentei la deformari mari. Acest profil sugereaza compactarea treptatd a retelei polimerice
si 0 capacitate mai buna de preluare a solicitarii mecanice. Prima proba atinge un stres maxim
de aproximativ 7.5-7.8 kPa, la o deformare de aproximativ 80-82%, in timp ce a doua proba
ajunge la aproximativ 5.2-5.3 kPa, la o deformare de aproximativ 75-77%. Desi exista diferente
intre replici, ambele curbe prezintd aceeasi tendinta generala de crestere continua, fard o cedare
structurala evidenta in intervalul analizat. In ansamblu, includerea a 0.5% COOH-GO pare sa
contribuie la consolidarea mecanicd a scaffold-urilor, probabil prin interactiuni intre faza
grafenica functionalizatd, CNFs si matricea polimerica de gelatina/k-caragenan. Rezultatele
indicd un raspuns mecanic promititor, insd vor fi necesare testari suplimentare pentru

mecanici.

101



oy \INISTERUL CERCETARI Planul National
-N:;:é:eaﬂmﬂeana MRS RIRHALEORS >I > de Redresare si Rezilienta

Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

8000

7000

6000

5000

4000

Stress oe (Pa)

3000

2000

1000

Strain £ (%)

6000

5000

4000 o

3000

Stress oe (Pa)

2000

1000

Strain £ (%)

Figura 3. Curbe reprezentative stres-deformare pentru scaffold-urile pe baza de gelatina, k-caragenan,
CNFs si 0.50% GO-COOH selectate pentru evaluarea preliminara a comportamentului mecanic la

compresie.
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Curbele de compresiune (figura 4) ale formularii pe baza de gelatina, x-caragenan,
CNFs si 1% COOH-GO aratda un raspuns mecanic mult mai intens comparativ cu celelalte
compozitii evaluate. In ambele cazuri, stresul creste gradual in prima parte a testului, la
deformari mici si intermediare, dupd care se observa o crestere abrupta la deformari ridicate.
Acest comportament sugereaza densificarea progresiva a scaffold-ului in timpul compresiei si

cresterea rigiditatii structurii pe masura ce materialul este solicitat.
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Figura 4. Curbe reprezentative stres-deformare pentru scaffold-urile pe baza de gelatina, k-caragenan,
CNFs si 1% GO-COOH selectate pentru evaluarea preliminara a comportamentului mecanic la

compresie.
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Prima proba prezintd un stres maxim de aproximativ 58 kPa, atins la o deformare de
aproximativ 90-92%, in timp ce a doua proba ajunge la aproximativ 43-44 kPa, la o deformare
de aproximativ 88-90%. Aceste valori sunt net superioare celor inregistrate pentru proba blank
si pentru formularile cu 0.25% si 0.5% COOH-GO, indicand faptul ca adaosul de 1% COOH-
GO contribuie semnificativ la cresterea rezistentei mecanice a matricei formate din gelatina, «-
caragenan si CNFs. Diferentele dintre cele doud replici pot fi explicate prin variatii ale
omogenitatii probei, distributiei locale a COOH-GO, gradului de hidratare sau geometriei
specimenelor testate. Cu toate acestea, ambele curbe pastreaza aceeasi tendintd generala,
caracterizata prin cresterea accentuata a stresului la compresie si printr-o stabilitate mecanica
ridicata la deformari mari. Astfel, formularea cu 1% COOH-GO indica cel mai bun potential
de ranforsare mecanica dintre probele analizate preliminar, urmand ca rezultatele sa fie

confirmate prin testari suplimentare si prin extinderea numarului de replici.

111.2.4. Concluzii

Rezultatele preliminare ale testelor mecanice la compresie au evidentiat diferente intre
formularile pe baza de gelatina, k-caragenan, CNFs si COOH-GO. Proba martor a prezentat un
raspuns mecanic redus, specific unei matrice polimerice neranforsate, in timp ce introducerea
COOH-GO a determinat modificari ale comportamentului la compresie. Formularile cu 0.5%
si 1% COOH-GO au indicat o crestere mai evidenta a stresului la deforméri mari, sugerand o
contributie a oxidului de grafena functionalizat cu grupari carboxil la consolidarea retelei
polimerice si la imbundtdtirea capacitdtii portante a scaffold-urilor. Dintre formularile
analizate, proba cu 1% COOH-GO a prezentat cel mai pronuntat raspuns mecanic, cu valori
ale stresului semnificativ mai mari comparativ cu proba martor si cu probele care contin
concentratii mai reduse de COOH-GO. Acest comportament poate fi asociat cu o interactiune
mai eficientd intre COOH-GO, CNFs si matricea de gelatind/k-caragenan, ceea ce poate

contribui la rigidizarea scaffold-ului in timpul compresiei. Totusi, diferentele observate intre
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replici indicd necesitatea unei interpretari prudente a rezultatelor, deoarece variatiile pot fi
influentate de omogenitatea formularii, distributia locala a COOH-GO, gradul de hidratare,
geometria probelor si conditiile de stabilizare. Avand in vedere caracterul preliminar al acestor
determinari, probele trebuie repetate la aparatul de compresiune, pe un numar mai mare de
replici, pentru confirmarea reproductibilitatii si pentru stabilirea unor valori medii relevante ale
parametrilor mecanici. In etapa urmitoare se vor realiza si alte studii mecanice, inclusiv teste
de forfecare si evaludri suplimentare ale comportamentului vascoelastic, utilizand acelasi
echipament, pentru o caracterizare mai completa a stabilitatii structurale si functionale a
scaffold-urilor. Aceste analize vor permite corelarea compozitiei materialelor cu performanta

mecanica si vor sustine selectia formularilor cu potential adecvat pentru aplicatii In regenerarea

0soasa.
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111.3. Captiolul 3

111.3. Analiza FTIR a probelor pe baza de gelatina, K-caragenan, CNFs si
COOH-GO pre-implantare si post-implantare

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.3. Investigarea in vivo a inducerii formarii de tesut osos in soareci
osteoporotici de catre factorii terapeutici rezultati din Activitatile 1 si 2

Subactivitatea 3.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 3.

111.3.1. Introducere

Spectroscopia 1n infrarosu cu transformata Fourier (FTIR) reprezintd una dintre cele
mai utilizate tehnici spectroscopice pentru caracterizarea compozitiei chimice si identificarea
grupdrilor functionale din materiale organice si anorganice. Metoda se bazeaza pe interactiunea
radiatiei infrarosii cu materialul, determinand absorbtia unor frecvente specifice
corespunzatoare vibratiilor legaturilor chimice din molecule. Spectrul obtinut constituie o
,amprentd moleculara” caracteristica fiecdrui material, permitand identificarea compusilor si
evaluarea modificarilor structurale aparute in urma diferitelor procese de sinteza sau tratamente
aplicate materialului [1,2].

Principiul de functionare al FTIR constd in inregistrarea unui interferogram cu ajutorul
unui interferometru Michelson si transformarea matematica a acestuia prin algoritmul Fourier
pentru obtinerea spectrului de absorbtie in functie de numarul de unda (cm™). Comparativ cu
spectroscopia IR dispersiva conventionala, tehnica FTIR ofera avantaje semnificative, precum
rezolutie spectrala ridicata, sensibilitate crescuta, timp redus de analizad si un raport semnal-
zgomot superior [2,3].

In domeniul biomaterialelor si al ingineriei tisulare, FTIR este utilizata frecvent pentru

investigarea compozitiei chimice a biomaterialelor. Analiza spectrelor FTIR permite
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identificarea benzilor caracteristice gruparilor si a altor componente prezente in structurd. De
asemenea, tehnica poate evidentia modificdrile chimice produse in urma proceselor de
sinterizare, dopare sau incorporare a diferitilor aditivi, oferind informatii importante privind
puritatea si stabilitatea materialelor obtinute [1,4,5].

In cadrul prezentei lucriri, analiza FTIR a fost utilizatd pentru caracterizarea
scaffoldurilor fabricate prin imprimare 3D si pentru identificarea grupdrilor functionale
specifice componentelor utilizate. Interpretarea benzilor de absorbtie permite evaluarea
structurii chimice a materialelor obtinute si evidentierea eventualelor modificari aparute in

urma proceselor tehnologice aplicate.

111.3.2. Materiale si metode

Gelatind obtinuta din piele de peste, k-caragenan, COOH-GO, clorura de calciu si
genipin au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, SUA). Nanofibrele ce
celuloza au fost achizitionate de la Novarials (USA). Formularile obtinute pentru dezvoltarea
scaffoldurilor au fost concepute pe baza unei matrice polimerice naturale, codificate cu
denumirea GCK, GCK-CG, care reflecta compozitia de baza utilizata: G-gelatina, K-
carragenan, C-nanofibre de celuloza (CNF) si COOH-GO (CG). Tabelul 1 sintetizeaza
codificarea probelor implantate si diferentele de compozitie dintre acestea. Proba control C a
fost utilizatd ca material de referintd. Probele V1-V3 contin matricea polimericdi GCK
functionalizata cu COOH-GO in concentratii crescdtoare, de 0,125%, 0,250% si 0,500%.
Probele V4-V6 includ, pe langa COOH-GO, factorul osteogenic BMP, fiind utilizate pentru
evaluarea efectului acestuia asupra raspunsului tisular si a procesului de mineralizare. Probele
V7-V9 contin BMP imobilizat covalent prin activare cu EDC/NHS, ceea ce permite
compararea dintre efectul BMP asociat fizic si cel al BMP legat covalent de material. Aceasta

organizare experimentald permite analizarea comparativa a influentei concentratiei de COOH-
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GO, a prezentei BMP si a modului de imobilizare a BMP asupra comportamentului

scaffoldurilor in modelul in vivo.

Tabelul 1. Terminologia probelor implantate

Nr.Crt. | Lot Material

1 C Material control

2 V1 Material 0,125 GO-COOH

3 V2 Material 0,250 GO-COOH

4 V3 Material 0,500 GO-COOH

5 V4 Material + BMP 0,125 GO-COOH

6 V5 Material + BMP 0,250 GO-COOH

7 V6 Material + BMP 0,500 GO-COOH

8 V7 Material + BMP +edc 0,125 (legat covalent) GO-COOH
9 V8 Material + BMP +edc 0,250 (legat covalent) GO-COOH
10 V9 Material + BMP +edc 0,500 (legat covalent) GO-COOH

111.3.3. Rezultate si discutii
111.3.3.1. Pre-implantare
Spectrele FTIR ale hidrogelurilor pe baza de gelatina/x-caragenan/nanofibrile de

celuloza (CNF) si ale derivatelor acestora functionalizate cu grafena carboxilata si BMP sunt
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prezentate in Figura 1. Toate probele au evidentiat benzile caracteristice matricei polimerice,

confirmand pastrarea structurii hidrogelului dupa incorporarea grafenei si imobilizarea BMP.

Absorbance (A. U)

Wavenumber (cm™)

T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000

T
1500

T T T
1000 500

Figura 1. Spectrele FTIR ale probelor analizate

BUP-EDC. -‘-g

Banda larga de absorbtie observata in jurul valorilor 3280-3290 cm™ este atribuita

vibratiilor de intindere ale gruparilor hidroxil (-OH) si amina (-NH), provenite din gelatina, k-

caragenan, nanofibrilele de celuloza si grafena carboxilata. Aceastd banda a fost evidentiata in

special pentru probele 0000, 0250, 0250_BMP, 0500_BMP, 0250 BMP-EDC/NHS si 0500

BMP-EDC/NHS, sugerand existenta unor interactiuni extinse de tip legaturd de hidrogen in

cadrul retelei hidrogelului.

Banda caracteristicd amidei I a gelatinei a fost observata la aproximativ 1635-1640

cm™' pentru toate formularile analizate. Aceasta este atribuitd In principal vibratiilor de

intindere ale gruparilor carbonil (C=0) din legaturile peptidice si indicd mentinerea structurii

proteice. Banda amidei I, localizata intre 1526 si 1535 cm™, a fost de asemenea identificata in

toate probele si corespunde vibratiilor de deformare ale gruparilor N-H cuplate cu vibratiile de
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intindere C-N. Prezenta constanta a benzilor amida I si amida II confirma existenta gelatinei si
a structurilor proteice asociate BMP in toate materialele investigate.

Benzile observate in jurul valorilor 1447-1455 cm™ si 1407 cm™! sunt atribuite
vibratiilor de deformare ale gruparilor CH: si, respectiv, vibratiilor de intindere simetrica ale
gruparilor carboxilat (-COO"). Intensificarea acestor benzi in probele care contin grafena, in
special Tn 0500 BMP si 0500 BMP-EDC/NHS, sugereaza contributia gruparilor carboxilice
specifice grafenei oxidate. In regiunea de amprenti spectrala au fost identificate mai multe
benzi caracteristice k-caragenanului si nanofibrilelor de celuloza. Varfurile situate intre 1230
s1 1240 cm™ sunt asociate vibratiilor de intindere asimetrica ale gruparilor ester sulfat (O=S=0)
specifice k-caragenanului. Benzile localizate intre 1150 si 1165 cm™ sunt atribuite vibratiilor
puntilor glicozidice C-O-C, iar cele observate Intre 1030 si 1065 cm™ corespund vibratiilor de
intindere C-O ale scheletului polizaharidic. Prezenta acestor benzi in toate probele indica faptul
ca adaosul de grafend si procesul de imobilizare a BMP nu au afectat structura fundamentala a
matricei polizaharidice. Varfurile identificate in jurul valorilor 925-928 cm™ si 841-850 cm™
sunt caracteristice k-caragenanului. Banda din jurul valorii de 925 cm™ este asociata
reziduurilor de 3,6-anhidro-D-galactoza, in timp ce banda de aproximativ 845 cm™ este
atribuita unitdtilor D-galactoza-4-sulfat. Mentinerea acestor semnale 1n toate spectrele
confirmd integritatea structurald a componentei de «-caragenan dupd functionalizare.
Incorporarea grafenei carboxilate a determinat modificari spectrale subtile, fara aparitia unor
benzi complet noi. Cresterea concentratiei de grafena de la 0,125% la 0,5% a fost insotitd de
aparitia si accentuarea benzilor din regiunea 2930-2855 cm™, atribuite vibratiilor de intindere
ale legaturilor alifatice C-H, precum si de o contributie mai pronuntatd a benzilor asociate
grupdrilor carboxilice in jurul valorii de 1400 cm™. Aceste observatii indica integrarea cu
succes a grafenei in reteaua hidrogelului si stabilirea unor interactiuni intermoleculare intre
grupdrile functionale ale grafenei si matricea polimerica. Imobilizarea BMP a produs

modificari suplimentare 1n regiunile asociate structurilor proteice. Probele care contin BMP au
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prezentat usoare deplasari ale benzilor amida I si amida II comparativ cu hidrogelurile care
contin doar grafend, sugerand existenta unor interactiuni intre moleculele de BMP si
componentele hidrogelului. Astfel de deplasari sunt frecvent asociate modificarii mediului
local al legéturilor peptidice si adsorbtiei proteinelor pe suprafete care contin grafena.

Modificari spectrale mai evidente au fost observate pentru probele BMP-EDC/NHS. Tn
special, benzile suplimentare din jurul valorilor 1337-1345 cm™! si intensificarea semnalelor
din regiunea 1118-1162 cm™ au devenit mai pronuntate, in special pentru probele 0250 BMP-
EDC/NHS si 0500 BMP-EDC/NHS. Aceste modificari pot fi atribuite formarii unor noi
legaturi amidice rezultate in urma reactiei de cuplare mediata de EDC/NHS intre gruparile
carboxil ale grafenei si gruparile amino ale BMP. De asemenea, deplasarile usoare observate
pentru banda esterilor sulfat (1236 — 1205-1227 cm™) si accentuarea vibratiilor asociate
grupdrilor amidice sustin ipoteza unei imobilizari covalente eficiente a BMP pe matricea
hidrogelica functionalizata cu grafena.

In ansamblu, rezultatele FTIR confirmi incorporarea cu succes a grafenei carboxilate
in sistemul hidrogelic gelatina/k-caragenan/CNF si ofera indicii privind imobilizarea atat
necovalentd, cat si covalenta a BMP. Mentinerea benzilor caracteristice gelatinei, K-
caragenanului si nanofibrilelor de celulozd demonstreaza ca procesele de functionalizare nu au
compromis integritatea structurala a retelei hidrogelice, in timp ce deplasarile de banda si
modificarile de intensitate observate sugereaza stabilirea unor interactiuni specifice intre
grafend, BMP si matricea polimerica.
111.3.3.2. Post-implantare

Spectrele FTIR evidentiaza prezenta benzilor caracteristice matricei polimerice pe baza
de gelatina, k-caragenan si nanofibre de celuloza, impreuna cu modificari asociate interactiunii
materialului cu mediul biologic dupi implantare. In toate probele se observa domeniul larg din
jurul 3200-3400 cm™, atribuit vibratiilor O-H si N-H, provenite din componentele polimerice,

apa legata si grupari functionale ale gelatinei, celulozei si GO-COOH. Benzile din zona 2850-

111



Finantat de CERCETARIL Pl i
: ) RUL CERCETARII anul National
- etCosutont). h ' N > | de Redresare si Rezilienta

Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

2950 cm™! pot fi asociate vibratiilor C-H, iar semnalele din jurul 1600-1650 cm™ si 1500-1550
cm™' corespund in principal benzilor amidice ale gelatinei, respectiv Amida I si Amida II.
Domeniul 1000-1150 cm™ include contributii ale legaturilor C-O-C si C-O specifice
polizaharidelor, dar poate include si contributii ale gruparilor fosfat, atunci cind are loc
depunere minerala.

In cazul probei V0/control, spectrele pastreaza profilul specific matricei organice, cu
benzi evidente pentru componentele polimerice. La 8 saptdmani, mai ales pentru proba 8F, se
observad semnale mai bine definite in zona 900-1100 cm™ si Tn domeniul 1400-1650 cm™, ceea
ce sugereaza modificdri ale materialului dupd implantare si posibile depuneri anorganice

incipiente. Totusi, controlul nu indica un profil mineral atat de evident comparativ cu probele

functionalizate cu BMP.
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Figura 2. Spectre FTIR ale probei control VO dupa explantare la 8 si 12 saptamani, in functie de sexul
animalelor.
Pentru probele V1-V3, care contin GO-COOH fara BMP, se observa mentinerea benzilor
caracteristice matricei organice, cu diferente dependente de concentratia de GO-COOH. Proba
V1, cu 0,125% GO-COOH, prezinta un profil relativ apropiat de control, cu benzi organice
clare si semnale moderate in regiunea 900-1100 cm™. Probele V2 s1 V3, cu 0,250% si 0,500%
GO-COOH, arata modificari mai evidente in regiunea 1000-1100 cm™ si Tn zona
carbonil/amidica, ceea ce poate indica o interactiune mai puternica intre matricea polimerica,
GO-COOH si componentele biologice formate dupa implantare. In special la 12 saptimani,
spectrele V2 si V3 prezinta benzi mai bine conturate, ceea ce sugereazd o evolutie a

materialului in timp, insd mineralizarea nu este la fel de clar sustinuta ca in probele cu BMP.
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Figura 3. Spectre FTIR ale probelor V1-V3, corespunzitoare materialelor GCK-CG cu concentratii

crescatoare de GO-COOH, dupa explantare la 8 si 12 saptamani.
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Probele V4-V6, corespunzitoare materialelor cu BMP si concentratii crescatoare de
GO-COOH, prezintd cele mai relevante modificari pentru interpretarea procesului de
mineralizare. In aceste spectre, se observa semnale mai bine definite n domeniul 900-1100
cm™', compatibile cu vibratii asociate grupdrilor fosfat, suprapuse peste contributiile
polizaharidice ale matricei. De asemenea, benzile din zona 1400-1500 cm™ pot sugera
contributii carbonatice, asociate cu formarea unei faze minerale de tip apatitd carbonatata.
Aceste observatii sustin faptul ca probele V4, V5 si V6 prezintd un comportament mai favorabil
pentru depunerea minerald, in acord cu prezenta BMP. Efectul pare mai vizibil dupa 12
sdptamani, ceea ce indicad o evolutie progresiva a interactiunii dintre material si tesutul gazda.

Dintre probele cu BMP, V4 prezintd un profil relativ echilibrat, cu benzi organice pastrate si

semnale minerale moderate.
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Figura 4. Spectre FTIR ale probelor V4-V6, corespunzatoare materialelor GCK-CG functionalizate cu
BMP, dupa explantare la 8 si 12 saptamani.

VS5, corespunzatoare concentratiei de 0,250% GO-COOH, pare sa indice o combinatie
favorabila intre stabilitatea matricei si aparitia semnalelor asociate mineralizarii. V6, cu
0,500% GO-COOH, prezinta de asemenea benzi compatibile cu depuneri minerale, dar profilul
sugereaza o contributie organica mai pronuntata si o posibild influentd mai mare a Incarcarii
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cu GO-COOH asupra organizarii chimice a materialului explantat. Astfel, pe baza FTIR,
probele V4-V6 confirma rolul BMP in stimularea formarii unei faze minerale, dar intensitatea
si claritatea acestui efect pot depinde de concentratia de GO-COOH.

Pentru probele V7-V9, in care BMP este legat covalent prin EDC/NHS, spectrele
prezinti un profil diferit fatd de probele V4-V6. In special 1a V7 si V8, se observi benzi foarte
intense in regiunea 2850-3000 cm™!, asociate vibratiilor C-H, precum si modificari in zona
1000-1600 cm™, ceea ce indica o contributie organica mai puternicd si posibile modificari ale
retelei polimerice dupa activarea cu EDC/NHS. Aceste semnale pot reflecta prezenta
legaturilor amidice suplimentare si modificarea chimicd a suprafetei materialului. Totusi,
semnalele minerale specifice nu sunt la fel de evidente ca in probele V4-V6, ceea ce poate

sugera cd imobilizarea covalentd a BMP modificd disponibilitatea biologica a factorului

osteogenic sau modul in care acesta interactioneaza cu mediul tisular.
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Figura 5. Spectre FTIR ale probelor V7-V9, corespunzatoare materialelor GCK-CG cu BMP
imobilizat covalent prin EDC/NHS, dupa explantare la 8 si 12 saptdmani.

Proba V9, care contine 0,500% GO-COOH si BMP legat covalent, prezinta un profil
mai atenuat comparativ cu V7 si V8, cu benzi organice vizibile si semnale moderate in zona
900-1100 ecm™. Totusi, mineralizarea nu apare la fel de clar ca in seria V4-V6. Aceasta
observatie poate indica faptul cd o concentratie mai ridicatd de GO-COOH, combinata cu
legarea covalenta a BMP, poate influenta disponibilitatea gruparilor bioactive si raspunsul local

de mineralizare. Comparativ intre sexe si timpi de implantare, probele de 12 saptamani prezinta
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in general spectre mai bine definite decat cele de 8 saptdmani, ceea ce sugereaza o evolutie a
proceselor de remodelare, degradare partiald a matricei si interactiune cu tesutul gazda.
Diferentele dintre probele provenite de la animale masculine si feminine sunt vizibile prin
variatii de intensitate si forma a benzilor, dar acestea trebuie interpretate prudent, deoarece
spectrele sunt decalate vertical si pot fi influentate de cantitatea locald de material explantat,
gradul de hidratare, tesutul aderent si heterogenitatea zonei de implantare. Per ansamblu,
analiza FTIR arata ca toate scaffoldurile pastreaza semndtura chimica a matricei pe baza de
gelatind, k-caragenan si CNF, iar introducerea GO-COOH modifica profilul spectral in functie
de concentratie. Cele mai clare indicii de mineralizare sunt observate pentru probele V4-V6,
adica materialele care contin BMP, ceea ce sustine rolul factorului osteogenic in stimularea
depunerilor minerale dupa implantare. in schimb, probele V7-V9, cu BMP legat covalent prin
EDC/NHS, prezinta modificari chimice evidente ale componentei organice, dar semnalele
asociate mineralizarii sunt mai putin pronuntate. Acest rezultat sugereaza cd simpla prezenta a
BMP nu este suficientd, iar modul de imobilizare poate influenta disponibilitatea sa biologica
si capacitatea scaffoldului de a sustine mineralizarea in vivo.
111.3.4. Concluzii

Analiza FTIR a confirmat mentinerea semnaturii chimice specifice matricei pe baza de
gelatind, k-caragenan si nanofibrile de celuloza, atdt pentru probele pre-implantare, cat si
pentru cele post-implantare. Benzile caracteristice gruparilor hidroxil, amina, amidice,
carboxilat, sulfat si glicozidice indica pastrarea principalelor componente Structurale ale
scaffoldurilor. Incorporarea COOH-GO a determinat modificari spectrale dependente de
concentratie, fara afectarea structurii generale a matricei hidrogelice. Aceste modificari
sugereaza existenta unor interactiuni intre grafena carboxilata si componentele polimerice ale
materialului. Probele functionalizate cu BMP au prezentat cele mai clare indicii spectrale
asociate procesului de mineralizare post-implantare. Tn special, probele V4-V6 au evidentiat

semnale in regiunile 900-1100 cm™ si 1400-1500 cm™, compatibile cu prezenta gruparilor
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fosfat si carbonat, sugerand formarea unor depuneri minerale de tip apatita carbonatata. Dintre
formuldrile analizate, proba V5, corespunzatoare concentratiei de 0,250% COOH-GO si BMP,
pare sa prezinte un echilibru favorabil intre stabilitatea matricei si aparitia semnalelor asociate
mineralizarii. Aceastd compozitie poate fi consideratd promititoare pentru investigatii
ulterioare privind regenerarea osoasa. Probele V7-V9, in care BMP a fost imobilizat covalent
prin EDC/NHS, au evidentiat modificari chimice ale componentei organice, insa semnalele
asociate mineralizarii au fost mai putin pronuntate decat in cazul probelor V4-V6. Acest
rezultat sugereaza ca modul de imobilizare a BMP poate influenta disponibilitatea biologica a
factorului osteogenic si raspunsul local de mineralizare. In ansamblu, rezultatele FTIR sustin
stabilitatea chimica a scaffoldurilor dezvoltate si indica faptul ca formulérile cu BMP asociat
fizic, in special seria V4-V6, prezinta un potential mai ridicat pentru stimularea mineralizarii
in vivo. Aceste rezultate justifica analiza complementara prin metode morfologice, imagistice

si biologice, precum SEM, micro-CT si histologie.
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I11.4. Capitolul 4

I11.4. Obtinerea si caracterizarea dimensionala a poliplexilor PEI/ADN si
PBAE/ADN pentru sisteme de livrare a acizilor nucleici in cadrul
proiectului REOSTEOMI

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi

.....

GO-ASO si a custilor ADN la nivel sistemic in modele de soarece BALB/c cu MM indus

111.4.1. Introducere

In cadrul proiectului REOSTEOMI, Activitatea 3 vizeaza validarea in vivo a eficientei
dispozitivelor dezvoltate, inclusiv prin evaluarea substituentilor ososi n modele experimentale
relevante pentru complicatiile asociate mielomului multiplu. In acest context, dezvoltarea unor
sisteme capabile sa complexeze, stabilizeze si transporte acizi nucleici reprezinta o etapa
importantd pentru sustinerea aplicatiilor biologice si terapeutice urmarite in cadrul proiectului.

Poliplexii sunt sisteme supramoleculare formate prin interactiuni electrostatice intre
polimeri cationici si acizi nucleici incarcati negative [1]. Prin complexare, acizii nucleici pot fi
condensati si protejati, ceea ce poate contribui la cresterea stabilitdtii acestora in medii
biologice si la facilitarea transportului molecular. In cadrul acestui studiu preliminar, s-a
urmarit obtinerea si compararea unor poliplexi formati intre ADN monocatenar si doi polimeri
cationici diferiti: polietilenimina (PEI) si poli(B-amino ester) (PBAE) [2, 3].

ADN-ul monocatenar a fost utilizat ca model de acid nucleic, interactiunea cu polimerii

cationici fiind mediata In principal de grupdrile fosfat ale scheletului nucleotidic. Pentru
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sistemul PEI/ADN, complexarea s-a realizat in solutie Trizma base, iar pentru sistemul
PBAE/ADN s-a utilizat tampon MES la pH 7, in vederea asigurarii unor conditii adecvate de
solubilitate, ionizare si formare a poliplexilor [4]. Compararea celor doud sisteme permite
evaluarea influentei tipului de polimer si a mediului de complexare asupra formarii structurilor
polimer/ADN.

Prin realizarea acestor experimente in cadrul proiectului, studiul contribuie la
fundamentarea dezvoltarii unor sisteme de complexare si livrare a acizilor nucleici cu
potentiald relevanta pentru substituentii ososi incarcati cu GO-ASO si pentru custile ADN.
si comportamentului sistemic al acestor structuri in modelele in vivo prevazute In proiect.
111.4.2. Materiale si metode
111.4.2.1. Materiale
In cadrul acestei subactivititi au fost realizate experimente preliminare pentru obtinerea
poliplexilor formati intre ADN monocatenar functionalizat si polimeri cationici, cu scopul de
a evalua capacitatea acestora de complexare, stabilizare si potentiala livrare a acizilor nucleici.
Au fost analizate doud sisteme distincte de complexare, respectiv PEI/ADN si PBAE/ADN,
utilizand medii tampon ajustate la pH 7. Materialul genetic utilizat a fost un oligonucleotid
monocatenar functionalizat, cu secventa
[CarboxyModC5]TCACGATTAGCATTAA[6FAM], marcat fluorescent cu 6-FAM si
modificat cu grupare carboxil terminald prin linker CarboxyModC5, aceastd secventa fiind
specifica mielomului multiplu. Pentru complexare au fost utilizati doi polimeri cationici,
polietilenimina (PEI) si poli(f-amino ester) (PBAE). Sistemul PEI/ADN a fost preparat in
solutie Trizma base (10mM), iar sistemul PBAE/ADN a fost preparat in tampon MES (10mM).
Toate solutiile utilizate au fost ajustate la pH 7, pentru asigurarea unor conditii comparabile de

.....

fiecare proba s-a utilizat un volum constant de 5.7 uL ADN monocatenar (1 pg) , in timp ce
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volumele de PEI, PBAE, Trizma base si MES au fost variate in functie de raportul de
complexare urmarit. Solutiile de polimer au fost adaugate peste solutia de ADN sub vortexare,
pentru a favoriza dispersia rapida si contactul uniform dintre polimerul cationic si acidul
nucleic. Dupa vortexare, probele au fost lasate timp de 20 de minute la temperatura camerei,
pentru desfasurarea procesului de complexare. Procesul de complexare presupune formarea
unor structuri supramoleculare stabilizate in principal prin interactiuni electrostatice Tntre
grupdrile fosfat incarcate negativ ale ADN-ului monocatenar si grupdrile cationice ale
polimerilor utilizati. In urma acestor interactiuni, ADN-ul poate fi condensat in particule de tip
poliplex, ceea ce poate contribui la protejarea sa fata de degradare si la facilitarea transportului
molecular 1n aplicatii biologice. Timpul de incubare de 20 de minute a fost utilizat pentru
stabilizarea acestor interactiuni si pentru formarea structurilor polimer/ADN 1inainte de
caracterizarea ulterioara.
Prin compararea sistemelor PEI/ADN si PBAE/ADN s-a urmarit evaluarea influentei tipului
de polimer si a mediului tampon asupra formarii poliplexilor. PEI a fost utilizat ca polimer
cationic de referinta, datorita capacitatii ridicate de complexare a acizilor nucleici, in timp ce
PBAE a fost analizat ca alternativd polimerica degradabila, cu potential pentru aplicatii de
livrare moleculara.
111.4.2.2. Metoda

Caracterizarea dimensionala a complexelor polimer/ADN obtinute a fost realizata prin
imprastiere dinamica a luminii (Dynamic Light Scattering, DLS), utilizdnd un echipament
dedicat pentru determinarea dimensiunii hidrodinamice a particulelor in suspensie. Aceasta
metodd permite evaluarea diametrului hidrodinamic al poliplexilor formati, prin analiza
fluctuatiilor intensitatii luminii imprastiate generate de miscarea browniana a particulelor.
Probele PEI/ADN si PBAE/ADN au fost analizate dupd etapa de complexare, in vederea

determindrii dimensiunii complexelor si a aprecierii stabilitdtii coloidale preliminare.
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Rezultatele obtinute prin DLS au fost utilizate pentru compararea influentei tipului de polimer,
a mediului tampon si a raportului de complexare asupra formarii structurilor de tip poliplex.
111.4.3. Rezultate si discutii

In aceastd sectiune sunt prezentate rezultatele preliminare privind formarea si
caracterizarea dimensionald a poliplexilor PEI/ADN si PBAE/ADN, obtinuti la diferite
rapoarte N/P, cu scopul de a evalua influenta excesului de polimer cationic asupra dimensiunii
complexelor si asupra uniformitatii distributiei dimensionale determinate prin DLS.

Raportul de complexare a fost exprimat ca raport N/P, definit ca raportul molar dintre
gruparile aminice sau protonabile ale polimerului cationic si gruparile fosfat ale ADN-ului
monocatenar. Componenta ,,N” corespunde gruparilor cationice ale polimerului, provenite din
PEI sau PBAE, iar componenta ,,P” corespunde gruparilor fosfat incarcate negativ din scheletul
ADN-ului. In cazul oligonucleotidului monocatenar utilizat in acest studiu, cu secventa
mentionatd anterior, secventa nucleotidicd propriu-zisa contine 16 baze, astfel ca pentru
estimarea raportului N/P s-a considerat prezenta a 16 grupari fosfat asociate fiecarei molecule
de ADN.

Raportul N/P reflecta excesul relativ de polimer cationic fatd de ADN si reprezinta un
parametru important in formarea poliplexilor, deoarece controleaza gradul de neutralizare a
sarcinilor negative ale ADN-ului, condensarea acestuia si stabilitatea complexelor formate. La
rapoarte N/P reduse, cantitatea de polimer poate fi insuficienta pentru complexarea completa a
ADN-ului, ceea ce poate conduce la structuri mai mari, mai putin stabile sau mai polidisperse.
In schimb, cresterea raportului N/P determini un exces progresiv de grupiri cationice,
favorizand interactiunile electrostatice cu gruparile fosfat si formarea unor poliplexi mai
compacti.

In acest studiu, volumul de ADN monocatenar a fost mentinut constant la 5.7 uL pentru
toate probele, iar volumele de PEI sau PBAE au fost ajustate in functie de raportul N/P urmarit.

Volumele de Trizma base, pentru sistemul PEI/ADN, respectiv MES la pH 7, pentru sistemul
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PBAE/ADN, au fost modificate corespunzdtor pentru mentinerea volumului final constant.
Astfel, variatia raportului N/P a permis evaluarea influentei cantitatii de polimer cationic asupra
formarii, dimensiunii si uniformitatii

Tabelul 1 prezinta volumele utilizate pentru obtinerea poliplexilor PEI/ADN la diferite
rapoarte ADN/polimer, precum si caracterizarea dimensionald a complexelor formate prin
DLS. Volumul de ADN monocatenar a fost mentinut constant la 5.7 uL, in timp ce volumul de
PEI a crescut progresiv de la 6.53 pL la 26.10 pL, corespunzitor cresterii raportului
ADN/polimer de la 5 lIa 20. Volumul de Trizma base a fost ajustat corespunzator, astfel incat
volumul final al fiecarei probe sa fie mentinut constant la 100 pL.

Tabel 1. Volumele utilizate pentru formarea poliplexilor PEI/ADN si caracterizarea

dimensionala a acestora prin DLS in functie de raportul ADN/polimer.

Raport Volum Volum Volum Dimensiune PDI

ADN/Polimer | ADN (uL) | PEI(pL) Trizma complex (uniformitatea
base (marimea medie a | distributiei
buffer(uL) | poliplexilor dimensionale)

PEI/ADN) nm

5 5.7 6.53 87.77 964.5+22.27 0.48+0.031

7 5.7 9.14 85.2 161.4+2.46 0.189+0.013

10 5.7 13.05 81.25 139.3+3.91 0.232+0.009

15 5.7 19.60 74.7 163.9+8.065 0.159+0.014

20 5.7 26.10 68.20 165.7£7.67 0.302+0.036

Rezultatele DLS arata ca raportul ADN/polimer influenteaza semnificativ dimensiunea
complexelor PEI/ADN si uniformitatea distributiei dimensionale. La raportul 5, complexele au
prezentat o dimensiune medie foarte mare, de 964.5 + 22.27 nm, asociata cu un PDI de 0.48 +
0.031. Aceasta valoare ridicatd a PDI indica o distributie dimensionald neuniforma, sugerand
formarea unor agregate sau o complexare incomplet stabilizata la aceasta proportie de PEL
Cresterea raportului la 7 a determinat o reducere accentuatd a dimensiunii complexelor, pana

la 161.4 £ 2.46 nm, concomitent cu scadereca PDI la 0.189 + 0.013. Acest rezultat indica
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formarea unor poliplexi mai compacti si mai uniform distribuiti dimensional. Un
comportament similar a fost observat si pentru raportul 10, unde dimensiunea medie a fost de
139.3 £ 3.91 nm, cu un PDI de 0.232 £ 0.009, ceea ce confirma mentinerea unor complexe de
dimensiuni nanometrice.

Raportul 15 a prezentat una dintre cele mai favorabile distributii dimensionale, cu o
dimensiune medie de 163.9 + 8.065 nm si cel mai redus PDI dintre probele analizate, respectiv
0.159 £ 0.014. Acest lucru sugereaza o populatie relativ omogena de poliplexi si o complexare
eficienta intre PEI si ADN. La raportul 20, dimensiunea complexelor s-a mentinut in acelasi
interval, 165.7 £ 7.67 nm, insa PDI a crescut la 0.302 + 0.036, indicand o distributie
dimensionald mai larga, posibil ca urmare a excesului de polimer cationic si a tendintei de
asociere secundari intre complexe. In ansamblu, rezultatele indici faptul ci rapoartele
ADN/polimer cuprinse intre 7 si 15 favorizeazd formarea unor poliplexi PEI/ADN cu
dimensiuni reduse si distributie dimensionala mai uniforma. Dintre acestea, raportul 15 pare sa
ofere cel mai echilibrat profil, datoritd PDI-ului scazut si dimensiunii medii situate in intervalul
nanometric. Raportul 5 este mai putin favorabil, fiind asociat cu agregare si polidispersitate
ridicatd, iar raportul 20 necesita interpretare prudenta din cauza cresterii PDI.

In cazul sistemului PBAE/ADN, raporturile de complexare au fost exprimate ca
rapoarte masice ADN/polimer, spre deosebire de sistemul PEI/ADN, unde s-a utilizat raportul
N/P. Aceasta abordare a fost aleasd deoarece PEI este un polimer cationic bine definit din
punctul de vedere al densitatii de grupdri aminice protonabile, ceea ce permite estimarea
raportului molar dintre gruparile aminice ale polimerului si gruparile fosfat ale ADN-ului.
Astfel, pentru PEIL raportul N/P poate fi calculat mai direct si este utilizat frecvent pentru
descrierea complexarii acizilor nucleici. In cazul PBAE, calcularea unui raport N/P exact poate
fi mai dificild, deoarece numarul efectiv de grupari protonabile disponibile pentru interactiunea
cu ADN-ul depinde de structura polimerului, gradul de protonare la pH 7, masa moleculara,

polidispersitatea si eventualele variatii ale lotului de sinteza. Din acest motiv, exprimarea
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complexarii prin raport masic ADN/PBAE ofera o metoda mai practica si reproductibila pentru
prepararea probelor, permitand compararea directd a efectului cantititii de PBAE asupra
dimensiunii si uniformitatii poliplexilor. Prin urmare, raporturile masice ADN/PBAE au fost
utilizate pentru a controla cantitatea de polimer adaugata la un volum constant de ADN
monocatenar, mentinand totodata volumul final al probelor constant. Aceasta strategie permite
evaluarea influentei concentratiei relative de PBAE asupra formarii, compactarii si stabilitatii
coloidale a poliplexilor, fara a introduce incertitudini suplimentare asociate estimarii numarului
exact de grupari cationice active.

Pentru obtinerea poliplexilor PBAE/ADN tabelul 2 arata rapoartele ADN/polimer,
precum si caracterizarea dimensionald a complexelor formate prin DLS. Volumul de ADN
monocatenar a fost mentinut constant la 5.7 pL pentru toate probele, in timp ce volumul de
PBAE a fost variat intre 50 puL si 2.5 pL, in functie de raportul ADN/polimer urmarit. Volumul
de tampon MES a fost ajustat corespunzator, astfel incat volumul final al fiecarei probe sa fie
mentinut constant la 100 pL. Utilizarea tamponului MES la pH 7 a permis realizarea
complexdrii in conditii controlate, compatibile cu stabilitatea sistemelor polimer/ADN
analizate. Rezultatele obtinute prin DLS indica faptul ca sistemele PBAE/ADN formeaza
complexe cu dimensiuni medii situate predominant in intervalul 100-140 nm, ceea ce sugereaza
obtinerea unor poliplexi de dimensiuni nanometrice si relativ bine controlati. La raportul 1/100,
unde volumul de PBAE utilizat a fost cel mai mare, complexele au prezentat o dimensiune
medie de 141.4 + 0.8 nm si un PDI de 0.169 + 0.015. Aceasta valoare indica formarea unor
particule relativ uniforme, fara o polidispersitate ridicatd, desi dimensiunea este usor mai mare
comparativ cu unele dintre rapoartele cu volum mai redus de PBAE.

Pe masura ce volumul de PBAE scade, se observa o tendintd generald de reducere a
dimensiunii complexelor. Astfel, pentru rapoartele 1/90, 1/80 si 1/70, dimensiunile medii au
fost de 131.2 + 1.79 nm, 139 £ 0.5 nm si, respectiv, 124.7 = 0.81 nm, cu valori PDI apropiate,

cuprinse intre 0.171 si 0.186. Aceste rezultate indica o distributie dimensionala relativ uniforma
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si sugereaza ca reducerea moderatd a cantitatii de PBAE nu compromite formarea poliplexilor,
ci poate contribui la obtinerea unor complexe mai compacte.
Tabel 2. Volumele utilizate pentru formarea poliplexilor PBAE/ADN si caracterizarea

dimensionald a acestora prin DLS in functie de raportul ADN/polimer.

Raport Volum Volum Volum Dimensiune PDI
ADN/Polimer | ADN (uL) | PBAE(uL) | Mes buffer | complex (uniformitatea
(uL) (marimea medie | distributiei

a poliplexilor | dimensionale)

PEI/ADN) nm
1/100 5.7 50 44.3 141.4+0.8 0.169+0.015
1/90 5.7 45 49.3 131.2+£1.79 0.171+0.017
1/80 5.7 40 54.3 139+0.5 0.186+0.003
1/70 5.7 35 59.3 124.7+0.81 0.171+0.011
1/60 5.7 30 64.3 115.5+0.87 0.180+0.014
1/50 5.7 25 69.3 111.5+0.50 0.185+0.003
1/40 5.7 20 74.3 107.2+0.76 0.167+£0.007
1/30 5.7 15 79.3 115.4+2.59 0.187+0.019
1/20 5.7 10 84.3 101.7+0.97 0.156+0.006
1/10 5.7 5 89.3 97.94+1.65 0.219+0.018
1/5 5.7 2.5 94.3 109.6+1.00 0.262+0.031
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Pentru rapoartele intermediare 1/60, 1/50 si 1/40, dimensiunea complexelor continud sa
scada, ajungand la 115.5 + 0.87 nm, 111.5 £ 0.50 nm si, respectiv, 107.2 £ 0.76 nm. Valorile
PDI au ramas reduse, intre 0.167 si 0.185, ceea ce indica o bund uniformitate dimensionala a
probelor. Dintre acestea, raportul 1/40 prezintd un profil favorabil, prin asocierea unei
dimensiuni reduse, de aproximativ 107 nm, cu un PDI de 0.167 + 0.007, sugerand formarea
unei populatii relativ omogene de poliplexi.

La raportul 1/30, dimensiunea medie a crescut usor la 115.4 + 2.59 nm, iar PDI-ul a
fost de 0.187 + 0.019. Aceasta variatie moderatd poate reflecta modificari ale echilibrului
electrostatic dintre PBAE si ADN, insa distributia dimensionald ramane acceptabilad. Raportul
1/20 a condus la una dintre cele mai bune combinatii dintre dimensiune si uniformitate, cu o
dimensiune medie de 101.7 £ 0.97 nm si cel mai mic PDI dintre probele analizate, respectiv
0.156 £ 0.006. Acest rezultat sugereaza formarea unor complexe compacte si bine distribuite
dimensional.

Pentru rapoartele cu cele mai mici volume de PBAE, respectiv 1/10 si 1/5, se observa
0 modificare a comportamentului sistemului. Raportul 1/10 a condus la cea mai mica
dimensiune medie a complexelor, de 97.94 + 1.65 nm, insa PDI-ul a crescut la 0.219 £ 0.018,
indicand o distributie dimensionald mai larga. La raportul 1/5, dimensiunea medie a crescut la
109.6 £ 1.00 nm, iar PDI-ul a ajuns la 0.262 + 0.031, valoare care sugereaza o polidispersitate
mai ridicatd comparativ cu rapoartele intermediare. Aceastd crestere a PDI poate indica o
complexare mai putin uniformd, posibil determinatd de cantitatea mai redusd de polimer
disponibila pentru interactiunea cu ADN-ul.

In ansamblu, rezultatele aratd ca PBAE formeazi poliplexi PBAE/ADN cu dimensiuni
nanometrice si distributii dimensionale relativ uniforme pentru majoritatea rapoartelor
analizate. Cele mai favorabile rezultate au fost observate pentru rapoartele intermediare, n
special 1/40 si 1/20, unde dimensiunile complexelor au fost reduse, iar valorile PDI au indicat

o buna omogenitate. Rapoartele 1/10 si 1/5, desi au condus la complexe de dimensiuni mici,
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au prezentat valori PDI mai mari, sugerand o distributie mai putin uniforma. Aceste date indica
faptul cd raportul ADN/PBAE influenteazd atidt dimensiunea hidrodinamica, cat si
uniformitatea poliplexilor, iar optimizarea raportului de complexare este esentiala pentru
obtinerea unor sisteme stabile si reproductibile pentru aplicatii de livrare a acizilor nucleici.

Tabelul 3 prezinta caracterizarea dimensionala prin DLS a poliplexilor PBAE/ADN
dupa doud ore de complexare, in functie de raportul ADN/polimer. Volumul de ADN
monocatenar a fost mentinut constant la 5.7 pL, iar volumul de PBAE a fost variat intre 50 pL
s1 2.5 pL. Volumul de tampon MES a fost ajustat corespunzator pentru mentinerea unui volum
final constant de 100 pL. Comparativ cu evaluarea initiala, analiza dupa doud ore permite
aprecierea stabilitatii dimensionale a complexelor formate si evidentierea eventualelor procese
de reorganizare, compactare sau agregare in timp. Rezultatele arata ca, pentru rapoartele cu
volum mai mare sau intermediar de PBAE, respectiv 1/100, 1/90, 1/80, 1/70, 1/60, 1/50 si 1/40,
dimensiunile complexelor au rdmas in general stabile, fiind cuprinse intre aproximativ 110 si
142 nm. Aceste valori sunt apropiate de cele obtinute dupa etapa initiala de complexare, ceea
ce sugereazd ca poliplexii PBAE/ADN formati in aceste conditii isi mentin stabilitatea
dimensionala in primele doud ore. De exemplu, raportul 1/100 a prezentat o dimensiune medie
de 142.2 + 2.08 nm, foarte apropiatd de valoarea initiald, iar raportul 1/80 a rdmas practic
neschimbat, cu o dimensiune de 138.7 £ 1.05 nm. Acest comportament indica faptul ca, la
aceste rapoarte, complexarea dintre PBAE si ADN este suficient de stabild pentru a preveni
modificari majore ale dimensiunii hidrodinamice.

Pentru rapoartele 1/60, 1/50 si 1/40, valorile dimensiunii medii au fost de 115.9 = 0.8
nm, 113.3 = 0.705 nm si, respectiv, 110.3 = 0.58 nm. Aceste rezultate indicd mentinerea unor
complexe nanometrice compacte, cu variatii reduse Intre masuratori. Valorile PDI pentru aceste
probe raméan scazute sau moderate, ceea ce sugereazd o distributie dimensionald relativ

uniforma. Astfel, aceste rapoarte pot fi considerate favorabile din punctul de vedere al
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stabilitatii coloidale preliminare, deoarece dimensiunea complexelor nu se modifica

semnificativ dupa doua ore de incubare.

Tabel 3. Volumele utilizate pentru formarea poliplexilor PBAE/ADN si caracterizarea

dimensionald a acestora prin DLS in functie de raportul ADN/polimer dupa doua ore de

complexare.
Raport Volum Volum Volum Dimensiune PDI
ADN/Polimer | ADN (uL) | PBAE(UL) | Mes buffer | complex (uniformitatea
(uL) (mdrimea medie | distributiei

a  poliplexilor | dimensionale)

PEI/ADN) nm
1/100 5.7 50 44.3 142.2+2.08 0.182+0.005
1/90 5.7 45 49.3 137.7+0.6 0.193+0.003
1/80 5.7 40 54.3 138.7+£1.05 0.190+0.015
1/70 5.7 35 59.3 123.4+1.42 0.192+0.005
1/60 5.7 30 64.3 115.9+0.8 0.173+0.008
1/50 5.7 25 69.3 113.3+0.705 0.175+0.2
1/40 5.7 20 74.3 110.3+0.58 0.171+0.022
1/30 5.7 15 79.3 132.8+1.60 0.255+0.014
1/20 5.7 10 84.3 105.9+1.38 0.2+011
1/10 5.7 5) 89.3 107.6+0.41 0.296+0.032
1/5 5.7 2.5 94.3 145.1+0.031 0.435+0.023
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La raportul 1/30 se observd o crestere a dimensiunii medii la 132.8 + 1.60 nm,
comparativ cu valoarea initiala de aproximativ 115 nm. In acelasi timp, PDI-ul creste la 0.255
+ 0.014, ceea ce indicd o distributie dimensionald mai largd. Aceastd modificare poate sugera
o reorganizare partiald a complexelor in timp sau aparitia unor asocieri secundare intre
poliplexi. Desi dimensiunea ramane in domeniul nanometric, cresterea PDI indica o scadere a
uniformitatii probei dupa doua ore de complexare. Pentru raportul 1/20, dimensiunea medie a
complexelor a fost de 105.9 + 1.38 nm, iar PDI-ul a fost de aproximativ 0.200, ceea ce indica
mentinerea unei populatii de poliplexi relativ compacte. Aceastd probd ramane una dintre
variantele favorabile, deoarece dimensiunea este redusa, iar distributia dimensionald este inca
acceptabila. Comparativ cu rapoartele cu volum mai mic de PBAE, raportul 1/20 pare sa
pastreze un echilibru mai bun intre compactarea complexelor si uniformitatea distributiei. In
cazul rapoartelor 1/10 si 1/5, se observa o crestere mai evidentd a polidispersitatii dupa doua
ore. Raportul 1/10 prezinta o dimensiune medie de 107.6 + 0.41 nm, dar PDI-ul creste la 0.296
+ 0.032, indicand o distributie dimensionala mai putin omogena. La raportul 1/5, modificarea
este mai pronuntata, dimensiunea medie crescand la 145.1 + 0.031 nm, iar PDI-ul ajungand la
0.435 + 0.023. Aceasta valoare ridicata a PDI sugereaza aparitia unei populatii polidisperse,
posibil asociatd cu agregare partiald sau complexare insuficient stabilizata din cauza cantitatii
reduse de PBAE disponibile pentru interactiunea cu ADN-ul. In ansamblu, rezultatele obtinute
dupa douad ore de complexare indica faptul ca majoritatea poliplexilor PBAE/ADN 1isi mentin
dimensiunile in domeniul nanometric, ceea ce sugereaza o stabilitate dimensionala buna pe
termen scurt. Rapoartele cuprinse intre 1/100 si 1/40 au prezentat cele mai stabile profile
dimensionale, cu valori PDI reduse sau moderate, indicand formarea unor complexe relativ
omogene. Raportul 1/20 rdmane, de asemenea, favorabil, prin dimensiunea redusa si distributia
acceptabild. In schimb, rapoartele 1/10 si mai ales 1/5 indici o tendintd de crestere a
polidispersitatii dupa doua ore, ceea ce sugereaza ca reducerea excesiva a cantitatii de PBAE

poate afecta stabilitatea coloidala a poliplexilor. Prin urmare, datele sugereaza ca poliplexii
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PBAE/ADN au ramas in general stabili dupda doua ore de complexare, in special pentru
rapoartele intermediare si ridicate de PBAE. Totusi, pentru rapoartele cu volum redus de
polimer, cresterea PDI indica necesitatea unor optimizari suplimentare si a unor evaluari de

stabilitate extinse, pentru identificarea raportului optim de complexare.

111.4.4. Concluzii si discutii

Rezultatele obtinute prin DLS au evidentiat faptul ca atat PEIL cat si PBAE pot forma
complexe de tip poliplex cu ADN-ul monocatenar functionalizat, insa comportamentul
dimensional si gradul de uniformitate al particulelor au fost influentate de tipul polimerului, de
raportul de complexare si de timpul de incubare. In toate experimentele, volumul de ADN a
fost mentinut constant la 5.7 pL, iar volumele de polimer si tampon au fost ajustate pentru
mentinerea unui volum final constant, ceea ce a permis compararea efectului cantitatii relative
de polimer asupra formarii complexelor. in cazul sistemului PEI/ADN, variatia raportului N/P
a influentat semnificativ dimensiunea poliplexilor. La raportul N/P 5, complexele au prezentat
o dimensiune medie foarte mare, de aproximativ 964.5 nm, asociata cu un PDI de 0.48, ceea
ce indica o distributie dimensionald larga si posibild agregare. Acest rezultat sugereaza ca, la
un raport redus de PEI, cantitatea de grupari aminice disponibile nu este suficientd pentru
condensarea eficienta si uniformd a ADN-ului monocatenar. Prin cresterea raportului N/P la 7,
dimensiunea complexelor a scazut abrupt la aproximativ 161.4 nm, iar PDI-ul a scazut la 0.189,
indicand formarea unor poliplexi mai compacti si mai omogeni. Aceasta tendinta s-a mentinut
si pentru rapoartele N/P 10 si 15, unde dimensiunile au rdmas 1n intervalul 139.3-163.9 nm, cu
valori PDI reduse sau moderate.

Dintre rapoartele PEI/ADN analizate, N/P 15 a prezentat cel mai favorabil profil, avand
o dimensiune medie de aproximativ 163.9 nm si cel mai mic PDI, respectiv 0.159. Acest
rezultat sugereaza o complexare eficientd si o distributie dimensionald relativ uniforma. La
raportul N/P 20, dimensiunea complexelor a rdmas apropiata, aproximativ 165.7 nm, insa PDI-

ul a crescut la 0.302, ceea ce indicd o distributie mai larga. Aceasta crestere poate fi asociata
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cu excesul de PEI care poate favoriza interactiuni secundare intre poliplexi sau aparitia unor
populatii dimensionale diferite. Astfel, pentru sistemul PEI/ADN, rapoartele N/P 7-15 par mai
adecvate pentru obtinerea unor complexe nanometrice, iar raportul N/P 15 poate fi considerat
cel mai echilibrat dintre cele evaluate.

Pentru sistemul PBAE/ADN, caracterizarea initiala a aratat formarea unor poliplexi cu
dimensiuni mai reduse si mai constante comparativ cu PEI/ADN. Dimensiunile complexelor
au fost cuprinse in general intre 97.94 si 141.4 nm, iar valorile PDI au ramas predominant sub
0.20 pentru majoritatea rapoartelor testate. Acest comportament indicd o capacitate buna a
PBAE de a forma particule nanometrice relativ omogene cu ADN-ul monocatenar. Rapoartele
intermediare au prezentat cele mai bune rezultate, in special 1/40 si 1/20, pentru care
dimensiunile medii au fost de aproximativ 107.2 nm, respectiv 101.7 nm, cu valori PDI de
0.167 si 0.156. Aceste date sugereaza formarea unor poliplexi compacti, cu distributie
dimensionald uniforma.

Comparativ cu PEI, sistemul PBAE/ADN a prezentat o stabilitate dimensionala initiala
mai buni pe un interval mai larg de rapoarte. in timp ce PEI a generat particule foarte mari si
polidisperse la raportul N/P 5, PBAE a format complexe nanometrice chiar si la rapoarte cu
volume diferite de polimer. Totusi, la rapoartele PBAE/ADN cu volum mai redus de polimer,
respectiv 1/10 si 1/5, PDI-ul a crescut la 0.219 si 0.262, indicand o tendintd de largire a
distributiei dimensionale. Aceasta observatie sugereaza cd reducerea excesiva a cantitatii de
PBAE poate afecta uniformitatea complexarii, chiar daca dimensiunea medie ramane in
domeniul nanometric.

Analiza poliplexilor PBAE/ADN dupa doua ore de complexare a evidentiat faptul ca
majoritatea probelor au ramas stabile dimensional pe termen scurt. Pentru rapoartele 1/100-
1/40, dimensiunile au rdmas in general apropiate de valorile initiale, fiind cuprinse intre
aproximativ 110 si 142 nm, iar valorile PDI s-au mentinut in domeniul redus sau moderat.

Acest rezultat indica faptul ca, pentru aceste rapoarte, complexele PBAE/ADN nu prezinta
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modificari majore de dimensiune dupa doua ore, ceea ce sugereaza o stabilizare a structurilor
formate. Rapoartele 1/60, 1/50 si 1/40 au rdmas deosebit de constante, cu dimensiuni de
aproximativ 115.9 nm, 113.3 nm si 110.3 nm, indicand mentinerea unor particule compacte.
Totusi, la rapoartele cu volum mai mic de PBAE s-a observat o crestere mai evidentd a
polidispersitatii dupa doua ore. Raportul 1/30 a crescut la aproximativ 132.8 nm, cu un PDI de
0.255, ceea ce sugereaza o reorganizare partiald a complexelor sau o asociere secundara intre
particule. Raportul 1/10 a pastrat o dimensiune medie relativ redusa, de aproximativ 107.6 nm,
dar PDI-ul a crescut la 0.296, indicand o distributie mai putin uniforma. Cea mai pronuntata
modificare a fost observata pentru raportul 1/5, unde dimensiunea medie a crescut la
aproximativ 145.1 nm, iar PDI-ul a ajuns la 0.435, valoare care indica o polidispersitate ridicata
si posibila agregare. Prin urmare, rapoartele cu cantitate prea mica de PBAE par mai putin
stabile in timp.

Comparativ Intre cele doud sisteme, PEI/ADN a prezentat o dependenta mai accentuatd
de raportul N/P, cu o tranzitie clard de la agregate mari la raport redus cétre poliplexi
nanometrici la rapoarte mai mari. PBAE/ADN, in schimb, a format complexe mai mici si mai
uniforme Incd de la evaluarea initiala, cu o stabilitate bund dupa doud ore pentru rapoartele cu
volum suficient de polimer. Din punct de vedere dimensional, PBAE a generat, in general,
complexe mai reduse ca dimensiune decét PEI, Tn special pentru rapoartele intermediare. Din
punct de vedere al uniformitatii, cele mai mici valori PDI au fost observate pentru PEI/ADN la
N/P 15 si pentru PBAE/ADN la raportul 1/20, ceea ce indica faptul cd ambele sisteme pot
genera poliplexi relativ omogeni atunci cand raportul de complexare este optimizat.

In concluzie, rezultatele preliminare indici faptul ci raportul de complexare reprezinti un
parametru critic pentru controlul dimensiunii si uniformitatii poliplexilor formati. Pentru
sistemul PEI/ADN, raportul N/P 15 pare cel mai favorabil dintre cele analizate, datorita PDI-
ului scazut si dimensiunii nanometrice stabile. Pentru sistemul PBAE/ADN, rapoartele 1/40 si

1/20 au prezentat cele mai bune caracteristici initiale, iar dupa doua ore, rapoartele 1/60-1/40
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au indicat o stabilitate dimensionald buna. Rapoartele cu volum prea redus de PBAE, in special
1/5, au fost asociate cu polidispersitate crescutd dupa doud ore, sugerand o stabilitate coloidala
mai redusa.

Aceste rezultate sustin utilizarea PEI si PBAE ca polimeri cationici pentru complexarea
ADN-ului monocatenar, nsa indicd necesitatea optimizarii raportului ADN/polimer pentru
fiecare sistem. In etapa urmitoare, caracterizarea dimensionald trebuie completatd prin
eficientei de complexare si studii de biocompatibilitate. Aceste investigatii vor permite
selectarea formularilor cu dimensiune adecvata, distributie uniforma si stabilitate suficienta
pentru aplicatii ulterioare 1n livrarea acizilor nucleici si In evaluarea substituentilor ososi
incarcati cu GO-ASO, in contextul Activitatii 3 din proiect.
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111.5. Capitolul 5

I11.5. Evaluarea biocompatibilitatii structurilor din gelatina, K-carragenan,
nanofibre de celuloza si COOH-GO, prin testare Live/Dead

Dezvoltarea biomaterialelor destinate aplicatiilor de inginerie tisulard presupune nu
doar obtinerea unor proprietdti structurale si mecanice adecvate, ci si asigurarea unei
interactiuni favorabile cu celulele. Capacitatea unui material de a sustine adeziunea,
proliferarea si organizarea celulara reprezintd un criteriu esential pentru evaluarea potentialului
siu in medicina regenerativd. In acest context, caracterizarea raspunsului celular oferd
informatii relevante privind biocompatibilitatea si functionalitatea biomaterialelor, contribuind

la optimizarea compozitiei si arhitecturii acestora pentru aplicatii biomedicale specifice [1],
[2].
o metoda de validare preliminard a biomaterialelor destinate aplicatiilor de inginerie tisulara.
Aceastd linie celulard este frecvent utilizatd datoritd stabilitatii sale biologice, capacitatii
un rol esential in procesele de regenerare tisulard prin sinteza si remodelarea matricei
extracelulare, ceea ce le transforma intr-un model relevant pentru investigarea interactiunilor
dintre celule si biomateriale. Testele de viabilitate efectuate pe celule NIH-3T3 permit
evaluarea efectelor potential citotoxice ale materialelor, precum si aprecierea capacitatii
acestora de a sustine adeziunea, raspandirea si supravietuirea celulara [3].

In ultimii ani, metodele de analizi celulard au evoluat de la simple determinari
cantitative ale viabilitatii catre abordari complexe care permit investigarea morfologiei,
distributiei si comportamentului celulelor in cadrul suporturilor tridimensionale. Tehnicile de

microscopie cu fluorescentd, inclusiv testele de tip Live/Dead, ofera posibilitatea evaludrii
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simultane a viabilitdtii si a organizdrii celulare, furnizind date importante privind
compatibilitatea dintre celule si materialul suport. Aceste analize permit evidentierea efectelor
pe care caracteristicile biomaterialului le exercita asupra raspunsului biologic inca din etapele
timpurii ale culturii celulare [4], [5].

In cadrul prezentului studiu au fost evaluate scaffold-uri cu compozitii diferite,
dezvoltate pentru a crea un mediu favorabil cresterii si dezvoltarii celulare. Au fost investigate
structuri pe baza de gelatind, K-carragenan, nanofibre de celuloza (CNF) si oxid de grafena
functionalizat cu grupdri carboxil (COOH-GO), urmarindu-se impactul acestor componente
asupra comportamentului celular. Analiza a fost realizata dupa 24 de ore de cultura celulara,
utilizand testul Live/Dead pentru evaluarea viabilitatii si distributiei celulelor in cadrul
scaffold-urilor.

111.5.2. Matertiale si metode
111.5.2.1. Materiale

Cultura celulara NIH-3T3 (CLS Cell Lines Service GmbH, Heidelberg, Germania) a fost
utilizatd pentru toate experimentele. Aceasta a fost cultivatd in mediu Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM; Ham's F12 (1:1), Cytion, Heidelberg, Germania), cu 10% ser fetal
bovin (FBS; Gibco™, Thermo Fisher Scientific) si 1% solutie de Penicilind-Streptomicina
100x (Gibco™, Thermo Fisher Scientific). Pentru evaluarea raspunsului celular s-a utilizat
kitul comercial Live/Dead Viability/Cytotoxicity Kit, for mammalian cells achizitionat de la
Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, SUA). Solutia de tampon fosfat salin
(PBS) a fost furnizata de Sigma Aldrich Merck (Darmstadt, Germany), iar tripsina de Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, SUA)
111.5.2.1. insimﬁntarea celulelor si pregatirea probelor

Pentru evaluarea interactiunilor dintre celule si biomaterial, au fost selectate cate o
proba pentru fiecare tip de structura, acestea fiind ulterior plasate in placi Petri. Acestea au fost

introduse Tntr-o hota cu flux laminar vertical pentru mentinerea mediului aseptic si supuse unui
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proces de sterilizare cu radiatii UV, timp de o ora pentru fiecare suprafata. Pentru obtinerea
suspensiei celulare necesare experimentelor, celulele aderente au fost detasate enzimatic
utilizand tripsina. In prealabil, mediul de culturi a fost indepartat din recipientele de cultivare,
iar suprafata celulard a fost spalata de doua ori cu PBS, pentru eliminarea urmelor de ser care
ar putea inhiba activitatea enzimei. Ulterior, s-a adaugat solutia de tripsina, iar probele au fost
incubate timp de aproximativ 3 minute, pand la desprinderea completa a celulelor de pe
substratul de culturd. Reactia enzimatica a fost opritd prin adaugarea mediului complet de
cultura, iar suspensia celulard obtinutd a fost omogenizatd prin pipetare repetatd pentru a
asigura dispersia uniforma a celulelor. Suspensia a fost transferata intr-un tub conic de 50 ml
si centrifugata la 1300 rpm timp de 3 minute pentru sedimentarea celulelor. Dupd centrifugare,
supernatantul a fost indepartat cu atentie, pastrandu-se sedimentul celular pentru etapele
ulterioare ale experimentului. Celulele astfel detasate au fost resuspendate in 1 ml de mediu
complet, iar densitatea celulara a fost determinata prin metoda colorarii cu albastru tripan.
Suspensia celulara a fost ulterior ajustata prin dilutie pana la atingerea concentratiei dorite, iar
pe fiecare probad au fost Tnsamantate 100 000 de celule. Placile au fost incubate in conditii
standard, in prezenta a 2 ml/placa de mediu complet, asigurandu-se astfel un contact adecvat
intre celule si biomaterial. Viabilitatea celulard a fost evaluatd dupa 24 de ore de cultura.
I11.5.2.2. Evaluarea viabilitatii celulare prin maracare Live/Dead la 24 de ore

Evaluarea viabilitatii celulelor dupa contactul direct cu scaffold-urile a fost realizat prin
intermediul testului Live/Dead, o metoda fluorescenta utilizata frecvent pentru aprecierea
Principiul metodei se bazeaza pe utilizarea a doi coloranti fluorescenti complementari: Calcein
AM, care marcheaza celulele viabile prin emiterea unei fluorescente verzi in urma activitatii
esterazelor intracelulare, si Ethidium homodimer-1, care patrunde exclusiv in celulele cu

membrana compromisa si evidentiaza nucleii acestora prin fluorescenta rosie.
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In vederea efecturii testului, solutia PBS a fost incalzita la 37°C, iar reactivii kitului
au fost incalziti la temperatura camerei inainte de utilizare. Pentru a preveni fotodegradarea
colorantilor si pentru a asigura stabilitatea semnalului fluorescent, toate etapele de preparare si
incubare au fost efectuate in conditii de lumina redusda. Solutia de lucru a fost preparatd prin
amestecarea a 10 ml PBS cu 5 pl Calcein AM si 20 pl Ethidium homodimer-1. Dupa
indepartarea mediului de culturd, probele au fost spalate de doud ori cu PBS pentru eliminarea
reziduurilor care ar putea interfera cu procesul de colorare. Ulterior, in fiecare godeu a fost
adaugat cate 1 ml din solutia de colorare, iar placile au fost incubate timp de 40 de minute in
intuneric, pentru a permite patrunderea si distributia uniforma a colorantilor la nivel celular.

La finalul perioadei de incubare, solutia de marcare a fost indepartata, iar probele au
fost spdlate usor si mentinute in PBS pana la analiza microscopica. Observatiile au fost
efectuate utilizdnd un microscop de fluorescentd Dmi8 Leica (Germania), echipat cu filtre
specifice pentru detectarea fluorescentei verzi si rosii. Imaginile obtinute au permis evaluarea
distributiei celulelor pe suprafata biomaterialelor, a morfologiei acestora si a raportului dintre
celulele viabile si cele neviabile, furnizand informatii relevante privind compatibilitatea

biologica a scaffold-urilor investigate.
I11.5.3. Rezultate si discutii

Viabilitatea fibroblastelor NIH-3T3 cultivate timp de 24 de ore in contact direct cu
scaffold-urile pe baza de gelatina, K-carragenan, CNF-uri si diferite concentratii de COOH-
GO a fost evaluata prin testul Live/Dead si analizatd prin microscopie de fluorescenta (Figura
1). In imaginile obtinute, celulele viabile sunt evidentiate prin fluorescenti verde (Calcein
AM), in timp ce celulele neviabile apar colorate in rosu (Ethidium homodimer-1). Analiza
calitativa a imaginilor relevd o predominanta neta a celulelor viabile pentru toate compozitiile

investigate, indiferent de concentratia de COOH-GO utilizata. Numarul redus de celule marcate
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in rosu indicd o citotoxicitate scazuta a scaffold-urilor si demonstreaza compatibilitatea
acestora cu fibroblastele NIH-3T3 inca din primele 24 de ore de contact. Acest aspect sugereaza
ca atat matricea polimerica formatd din gelatind, K-carragenan si CNF, cat si adaosul de
COOH-GO in intervalul de concentratii analizat (0-0.500%), nu afecteaza semnificativ

integritatea membranei celulare.

Control

0.250% GO 0.500% GO

Figura 1. Imagini de microscopie de fluorescenta a celulelor NIH-3T3 dupa 24 ore de contact cu

scaffold-urile cu diferite concentratii de COOH-GO.
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Un aspect important observat il reprezinta morfologia celulara. Majoritatea celulelor
fibroblaste prezintd o forma alungita si bine rdspandita pe substrat, caracteristicd celulelor
aderente aflate intr-o stare fiziologica normala. Prezenta numeroaselor celule cu aspect
fusiform indica faptul ca scaffold-urile ofera conditii favorabile pentru adeziunea si organizarea
citoscheletului celular. Acest comportament este esential pentru procesele ulterioare de
proliferare si sintezd a matricei extracelulare, reprezentdind un indicator indirect al
celulelor pe suprafata probelor sugereaza existenta unor caracteristici de suprafata adecvate
pentru interactiunea celuld-material. Gelatina furnizeaza secvente bioactive care favorizeaza
adeziunea celulard, in timp ce K-carragenanul si nanofibrele de celuloza contribuie la formarea
unei structuri poroase si stabile, capabile sd sustind atasarea si dezvoltarea celulara.
Introducerea COOH-GO poate imbunatiti proprietatile de suprafatd ale scaffold-urilor,
facilitand adsorbtia proteinelor si interactiunile dintre celule si biomaterial. Scaffold-urile care
contin COOH-GO nu prezinta semne evidente de toxicitate la 24 de ore de cultura. Dimpotriva,
imaginile sugereaza mentinerea unei densitati celulare ridicate si a unei morfologii favorabile,
ceea ce indicd faptul cd functionalizarea GO cu grupari COOH contribuie la cresterea
111.5.4. Concluzii

Rezultatele obtinute prin testul Live/Dead evidentiaza faptul ca scaffold-urile pe baza
de gelatina, K-carragenan, CNF-uri si COOH-GO prezintd o biocompatibilitate ridicatd in
raport cu celulele fibroblaste NIH-3T3 dupa 24 de ore de cultura in vitro. Analiza microscopica
de fluorescenta a indicat o predominanta clard a celulelor viabile, aldturi de o morfologie
celulard alungita si o distributie omogena la nivelul matricei tridimensionale, aspecte ce
confirma adeziunea eficientd si interactiunea favorabild celuld-material. Aceste observatii
sugereaza ca arhitectura si compozitia chimica a scaffold-urilor investigate contribuie sinergic

la crearea unui microambient favorabil supravietuirii celulare, prin asigurarea atat a suportului
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mecanic adecvat, cat si a unor proprietati de suprafatd care faciliteaza atasarea si migrarea
celulara. In acest context, materialele evaluate demonstreaza un potential semnificativ pentru
aplicatii in ingineria tisulard si medicina regenerativa, unde mentinerea viabilitatii celulare si
initierea organizarii tisulare reprezinta cerinte esentiale.

Cu toate acestea, avand in vedere timpul scurt de evalaure (24 de ore), rezultatele
materialelor. Din acest motiv, extrapolarea catre comportamente pe termen lung necesitd
validare experimentala suplimentara. In consecinti, se vor realiza teste ulterioare la intervale
de timp pentru a evalua in mod riguros dinamica viabilitatii celulare, rata de proliferare,
stabilitatea structurald a scaffold-urilor si mentinerea integritatii microambientului celular.
Aceste investigatii viitoare vor permite o caracterizare mai completd a performantei
biomaterialelor si vor consolida concluziile privind aplicabilitatea lor in contexte regenerative
avansate.
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111.6. Capitolul 6

I11.6. Printarea 3D a structurilor de regenerare osoasa pe baza de GelMA,
pectina si MXene TizC2Tx

111.6.1. Introducere

Scaffoldurile destinate ingineriei tisulare au fost fabricate in mod traditional folosind
tehnici precum solvent casting, liofilizarea, spumarea cu gaz si electrofilarea. Cu toate ca aceste
metode sunt capabile sd produca structuri poroase potrivite pentru cresterea celulara, ele ofera
un control limitat in ce priveste geometria scaffoldului, distributia dimensiunilor porilor,
interconectivitatii porilor si arhitectura generald. In plus, tehnicile conventionale de fabricare
conduc adesea la structuri neregulate si la o reproductibilitate slaba, ceea ce face complica
imitarea cu precizie a organizarii complexe a tesuturilor native. Intrucat regenerarea tesuturilor
necesitd un control precis al micromediului celular, aceste limitéri au Incurajat dezvoltarea unor
aborddri avansate de fabricatie capabile sd producd structuri mai complexe si chiar
personalizabile [1], [2].

Dintre aceste abordari, imprimarea tridimensionala (3D) s-a conturat ca una dintre cele
mai promitdtoare tehnologii in ingineria tisulara. Spre deosebire de metodele conventionale,
imprimarea 3D permite fabricarea strat cu strat a scaffoldurilor direct pe baza modelelor de
proiectare asistata de calculator (CAD), prezentand un control precis asupra formei, arhitecturii
interne, geometriei porilor si porozitatii. Acest grad ridicat de control face posibila producerea
de structuri personalizabile specifice fiecdrui pacient, care seamdnd indeaproape cu

caracteristicile structurale ale tesuturilor naturale. In plus, imprimarea 3D asigura
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reproductibilitatea, reduce risipa de materiale si faciliteaza fabricarea unor structuri complexe
care ar fi dificil sau imposibil de obtinut folosind tehnicile traditionale de fabricatie. Prin
urmare, imprimarea 3D a devenit un instrument esential pentru dezvoltarea scaffoldurilor
biomimetice destinate regenerarii tisulare si aplicatiilor din medicina regenerativa [2], [3].

Performanta unui suport imprimat 3D este semnificativ influentatd de proprietétile
materialelor utilizate pentru formularea inkurilor. Materialele adecvate trebuie sa prezinte o
imprimabilitate, biocompatibilitate, biodegradabilitate si stabilitate mecanica corespunzatoare,
mentinand in acelasi timp un mediu favorabil pentru atasarea si proliferarea celulara. Polimerii
naturali, precum gelatina, sau derivati ai acesteia, precum gelatina metacrilatd (GelMA) si
cu componentele matricei extracelulare (ECM) native. Gelatina contine grupari bioactive care
favorizeaza aderarea si proliferarea celulara, pe cand GelMA combind avantajele biologice ale
gelatinei cu proprietdti de reticulare fotochimica care Tmbunatatesc stabilitatea mecanica.
Pectina este o polizaharidd de origine naturald apreciatd pentru biocompatibilitatea sa,
toxicitatea redusd si capacitatea de a forma gel [4], [5], [6]. Cu toate acestea, hidrogelurile
naturale prezinta, in general, o rezistentd mecanica redusa, o rigiditate scazuta si o integritate
structurala limitata dupa imprimare, ceea ce poate compromite fidelitatea si durabilitatea
structurilor fabricate, mai ales in aplicatiile care implicd tesuturi care suportd sarcini
semnificative [5], [7].

Pentru a remedia aceste limitari, materialele de ranforsare au fost incorporate din ce in
ce mai mult in inkurile pe baza de hidrogel. Printre acestea, MXenele, o familie de carburi si
nitruri bidimensionale ale metalelor de tranzitie, au starnit un interes semnificativ datorita
proprietatilor lor fizico-chimice unice. MXenele prezintd o suprafatd specifica mare,
caracteristici mecanice excelente, hidrofilicitate si grupari functionale de suprafatd abundente
care faciliteaza interactiunile cu matricile polimerice. S-a demonstrat ca incorporarea lor in

sistemele de hidrogel Tmbunatiteste rezistenta mecanicd, comportamentul reologic,
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imprimabilitatea si stabilitatea structurala, mentindnd in acelasi timp proprietdti biologice
favorabile. In consecinta, infurile ranforsate cu MXene reprezinti o strategie promitatoare
pentru Tmbunététirea performantei biomaterialelor de origine naturala utilizate in aplicatiile de
inginerie tisulara [8], [9].

Pe langa alegerea materialului, fabricarea cu succes a scaffoldurilor de inalta calitate
necesitd optimizarea si controlul atent al parametrilor de imprimare. In cazul imprimarii 3D
bazate pe extrudare, parametri precum presiunea de extrudare, viteza de imprimare, diametrul
duzei, ndltimea filamentului si temperatura de imprimare influenteaza in mod direct
morfologia si calitatea structurii imprimate. O presiune de extrudare excesiva poate provoca
raspandirea filamentului si o fidelitate redusa a formei, 1n timp ce o presiune insuficientd poate
duce la depunerea discontinui a filamentului. In mod similar, viteza de imprimare trebuie
echilibrata cu rata de extrudare pentru a asigura formarea unor filamente continue si omogene.
Diametrul duzei influenteaza rezolutia de imprimare si dimensiunea porilor, in timp ce
indltimea stratului determind aderenta intre straturi si precizia dimensionald. Controlul
temperaturii este deosebit de important pentru materialele termosensibile, cum ar fi inkurile pe
bazd de gelatind, deoarece afecteazd vascozitatea, comportamentul de gelificare si
imprimabilitatea [10].

Mai mult decat atat, parametrii de imprimare influenteaza puternic comportamentul
reologic al inkului in timpul depunerii si arhitectura finala a scaffoldului. Variatiile acestor
parametri pot modifica dimensiunea porilor, grosimea firelor, porozitatea si interconectivitatea,
toate acestea jucand un rol esential in difuzia nutrientilor, transportul oxigenului, migratia
celulard si cresterea tesutului. Selectarea necorespunzatoare a parametrilor poate duce la
defecte structurale, prabusirea straturilor imprimate, performante mecanice reduse si o
reproductibilitate slaba. Prin urmare, optimizarea sistematica a conditiilor de imprimare este

esentiald pentru obtinerea unor scaffolduri cu proprietati mecanice adecvate, o fidelitate
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ridicatd a formei si o functionalitate biologica potrivitd pentru aplicatiile de inginerie tisulara
[10], [11].

In acest raport este prezentata printarea 3D a formulirilor pe bazi de GelMA si alginat
de sodiu (Alg), respectiv GelMA, pectina si MXene TizC,Tx, fotoreticulate utilizand
fotoinitiatorul fenil-2,4,6-trimetilbenzoilfosfinat de litiu (LAP) pentru obtinerea de scaffolduri

stabile, potrivite pentru regenerarea tesutului dur.
111.6.2. Materiale si sinteza
111.6.2.1. Materiale utilizate

GelMA obtinuta din gelatind din piele de peste, Alg, pectina din coaja de citrice si LAP
au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, SUA), iar MXene carbura de titan
TisCoTx (pulbere, 2-20 um) a fost achizitionat de la Nanografi.

111.6.2.2. Sinteza formulirilor printabile

Acest raport prezintd protocolul de sintezd si printarea formuldrilor conform
protocolului optimizat, utilizand diferite concentratii de MXene. Formularile printabile au fost
codificate GP, GP-25MX, GP-50MX si GP-100MX in functie de concentratia de MXene, asa

cum este descris in Tabelul 1.

Tabelul 1. Concentratii utilizate in formularile printabile

Cod GelMA Pectini MXene UV (405 nm) LAP

GP 12% 3% - Da 0,25%
GP-25MX 12% 3% 0,25% Da 0,25%
GP-50MX 12% 3% 0,50% Da 0,25%
GP-100MX 12% 3% 1% Da 0,25%
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In prima etapa, a fost preparati o solutie stoc reprezentand formularea de bazi a inkului,
continand 12% (w/v) GelMA si 3% (w/v) pectind in apa ultrapurd. GelMA a fost dizolvata sub
agitare magneticd la temperatura controlata de 40-45 °C pana la obtinerea unei solutii omogene,
timp de aproximativ o ord, dupd care ulterior s-a adaugat si pectina in mod treptat pentru a nu
forma aglomerate, dupd care solutia a fost mentinuta sub agitare magnetica la 40-45 °C pentru
aproximativ 4 ore. Dupa omogenizarea completd, a fost adaugat fotoinitiatorul LAP, mentinand
formularea sub agitare continud. Deoarece LAP este fotosensibil, toate etapele ulterioare
adaugarii sale au fost realizate in conditii de iluminare redusd pentru a preveni initierea
prematura a fotopolimerizarii.

In paralel, a fost preparati o dispersie stoc de MXene TisC,Tx de 100 mL cu
concentratia de 75 mg/mL, prin dispersarea materialului in apa ultrapurd. Dispersia a fost
ultrasonata utilizand o sonda la o amplitudine de 30%, cu un puls de 15s si o pauza de 5s, timp
de 30 de minute, pentru a asigura exfolierea si dispersia uniforma a nanomaterialului.

Formularile experimentale au fost obtinute prin amestecarea solutiei stoc de GeIMA si
pectind cu dispersia stoc de MXene in rapoarte volumetrice corespunzatoare, astfel incat
concentratia finald de MXene sd fie de 0,25%, 0,50% si, respectiv, 1% (w/v), mentindnd
aproximativ constantd concentratia componentelor polimerice. Amestecarea s-a realizat sub
agitare magneticd pana la obtinerea unor inkuri omogene, fara agregate vizibile, dupa care au
fost pastrate la frigider peste noapte in vederea gelificarii fizice a gelatinei cu scopul cresterii
vascozitatii.

Inkurile obtinute au fost incércate in cartusele bioimprimantei BioX6 de la CELLINK
si extrudate utilizdnd un ac cilindric cu diametrul intern de 23G (0,33 mm). Parametrii de
printare au fost optimizati pentru fiecare formulare si sunt prezentati in sectiunea urmatoare.

Dupa depunerea fiecarui strat, structurile imprimate au fost fotoreticulate utilizand
radiatia corespunzatoare fotoinitiatorului LAP, respectiv UV cu lungimea de unda de 405 nm,

fiecare strat fiind expus timp de 20 de secunde.

148



Finantat de MINISTERUL CERCETARI Planul Nationa[
Uniunea Europeana INOVARIL $1 DIGITALIZARII N B . £i 2
- NextGenerationEU de Redresare Sl Rez‘llent'a

Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

111.6.3. Printarea 3D si evaluarea printabilitatii

Tabelele 2-5 prezinta rezultatele printarii 3D. Acestea redau relatia dintre fidelitatea de
printare a probelor si parametrii procesului, evidentiind toate variatiile privind dimensiunile,
presiunea, viteza si observatiile privind calitatea printarii.

Tabelul 2 prezintd o analiza detaliata a performantei formularii GP (control), utilizata
ca proba de referintd in procesul de printare. Pentru a investiga impactul presiunii asupra
uniformitdtii filamentului si aparitiei defectelor, aceasta a fost variatd sistematic, mentinand
constantd viteza de printare. Rezultatele experimentale subliniaza influenta semnificativa a

acestui parametru asupra calitatii filamentului extrudat.

Tabelul 2. Parametrii si rezultatele procesului de printare pentru probele GP

GP (control)
Nr. Parametrii de Imagini printare Observatii printare
Crt printare

1 Dimensiunile selectate: S-a observat ca presiunea
10x10x0,3 mm ' ™ de 45 kPa nu produce
probe de fidelitate
crescutd, §i  filament
discontinuu.

Diametrul acului de
printare: 23G

Procentul de umplere:
25%

Temperatura cartusului:
25°C

Presiune: 45 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s
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Finantat de
- Uniunea Epropeané
NextGenerationEU
Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare
Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane inalt specializate
din strdinatate in activitati de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — 18
Codul proiectului: 213
Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023
Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI
Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and

complications associated with multiple myeloma

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 10s/strat

Distanta sursa —
platforma: 4 cm

2 Dimensiunile selectate: Cregsterea presiunii la 50
10x10x0,3 mm kPa nu a fost suficienta
pentru  obtinerea  unor

Diametrul acului de structuri  de  fidelitate

printare: 23G crescutd. Filamentul a

Procentul de umplere: incput sa fie continuu, insa

2504 viscozitatea solutiei este

foarte ridicatd. Astfel, mai
departe s-a decis scaderea
temeperaturii pe cartusul
de printare, dar si pe patul
de printare, §i cresterea
timpului de expunere la
radiatia UV im vederea

Temperatura cartusului:
25°C

Presiune: 50 kPa

Viteza de printare: 10

mm/s s ]
obtinerii unor structuri

Lungime de unda: 405 mai stabile mecanic.

nm

Timp de expunere
radiatie: 10s/strat

Distanta sursa —
platforma: 4 cm
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Finantat de
- Uniunea Europeana
NextGenerationEU
Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare
Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane inalt specializate
din strainatate in activitati de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-I11-C9-2022 — 18
Codul proiectului: 213
Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023
Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI
Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and

complications associated with multiple myeloma

3 Dimensiunile selectate: Scaderea temperaturii atdt
10x10x0,3 mm pe cartus cat si pe patul de
printare, dar i

Diametru acului de

prelungirea timpului de
printare: 23G

expunere la radiatie, au
avut un efect benefic
asupra vascozitatii
filamentului si in
Consecintd a structruii
scaffoldului. Cu toate
acestea, vdascozitatea tot

Procentul de umplere:
25%

Temperatura cartusului:
15°C

Temperatura patului de
printare: 15°C

este putin crescutda §i
Structura obtinutd nu este
Presiune: 55 kPa cz_)n_zplet fidela modelului
digital.
Viteza de printare: 10

mm/s

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 20s/strat

Distanta sursa —
platforma: 4 cm
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Finantat de
- Uniunea Epropeani
NextGenerationEU
Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare
Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane inalt specializate
din strainatate in activitati de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-I11-C9-2022 — 18
Codul proiectului: 213
Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023
Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI
Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and

complications associated with multiple myeloma

4 Dimensiunile selectate: Scaderea cu inca cdteva
10x10x0,3 mm °C a patului de printare si

) ) a cartusului au condus la
Diametru acului de

un filament mai putin
printare: 23G

vdscos §i la o structura

Procentul de umplere: mai stabila.

25%

Temperatura cartusului:
10°C

Temperatura patului de
printare: 10°C

Presiune: 60 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 20s/strat

Distanta sursa —
platforma: 4 cm
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Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane inalt specializate
din strdinatate in activitati de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — 18

Codul proiectului: 213
Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar:

MINISTERUL CERCETARI
NOVARIL $1 DIGITALIZARI

'Planul National
'de Redresare si Rezilienta

UNIVERSITATEA NATIONALA DE STIINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

5

Dimensiunile selectate:
10x10x0,3 mm

Diametru acului de
printare: 23G

Procentul de umplere:
25%

Temperatura cartusului:

10°C

Temperatura patului de
printare: 10°C

Presiune: 70 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 20s/strat

Distantd sursa —
platforma: 4 cm

Cresterea presiunii peste
65 kPa a dus si mai mult la
inchiderea  porilor  si
scaderea mai drastica a
fidelitatii imprimarii

Tabelul 3 prezinta o perspectiva asupra performantei formularii GP-25MX Tn procesul

de printare, evidentiind impactul variabilitatii presiunii asupra calitatii filamentului extrudat si

fidelitatii structurilor rezultate.

Tabelul 3. Parametrii si rezultatele procesului de printare pentru probele GP-25MX

GP-25MX
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Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

Nr. Parametrii de Imagini printare Observatii printare

Crt printare

1 Dimensiunile selectate: S-a observat cd presiunea
10x10x0,3 mm de 40 kPa nu produce

probe de fidelitate

Dl'ametrul acului de crescutd,  si  filament
printare: 23G discontinuu.

Procentul de umplere:
25%

Temperatura cartusului:
20°C

Presiune: 40 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 20s/strat

Distanta sursa —
platforma: 4 cm
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Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

2 Dimensiunile selectate: Cresterea presiunii nu a
10x10x0,3 mm fost  suficienta  pentru
obtinerea unor structuri de

Diametrul acului de fidelitate crescuta.

printare: 23G Filamentul a incput sd fie

Procentul de umplere: continuu, insd viscozitatea

2504 solutiei este  foarte

ridicata.  Astfel, mai
departe s-a decis scaderea
temperaturii pe cartusul

Temperatura cartusului:
15°C

de printare, dar si pe patul
de printare, Tm vederea
obtinerii unor structuri
mai stabile mecanic.

Presiune: 60 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 20s/strat

Distanta sursd —
platforma: 4 cm
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Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane inalt specializate
din strdinatate in activitati de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — 18

Codul proiectului: 213
Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar:

MINISTERUL CERCETARI
NOVARIL $1 DIGITALIZARI

) >

Planul National
'de Redresare si Rezilienta

UNIVERSITATEA NATIONALA DE STIINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

3

Dimensiunile selectate:
10x10x0,3 mm

Diametru acului de
printare: 23G

Procentul de umplere:
25%

Temperatura cartusului:

10°C

Temperatura patului de
printare: 10°C

Presiune: 60 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 20s/strat

Distantd sursa —
platforma: 4 cm

Scaderea temperaturii atat
pe cartus cat si pe patul de
printare, au avut un efect
benefic asupra fidelitdtii
filamentului. Cu toate
acestea, vascozitatea tot
este putin crescutda §i
Structura obtinutd nu este
complet fideld modelului
digital.
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Finantat de
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NextGenerationEU

Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane inalt specializate
din strdinatate in activitati de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — 18

Codul proiectului: 213
Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar:

MINISTERUL CERCETARI
NOVARIL $1 DIGITALIZARI

Planul National
de Redresare si Rezilienta

UNIVERSITATEA NATIONALA DE STIINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

4

Dimensiunile selectate:
10x10x0,3 mm

Diametru acului de
printare: 23G

Procentul de umplere:
25%

Temperatura cartusului:

10°C

Temperatura patului de
printare: 10°C

Presiune: 65 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 20s/strat

Distantd sursa —
platforma: 4 cm

Filamentul este
discontinuu Si, in
consecintd, fidelitatea
printarii este scazutd, iar
stabilitatea structurii
redusa.
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NextGenerationEU
Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare
Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8
Codul proiectului: 213
Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023
Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI
Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

5 Dimensiunile selectate: Filamentul incepe sa fie
10x10x0,3 mm continuu, insa porii pare
ca incep sa isi reducd

Diametru acului de
printare: 23G

dimensiunea.
Procentul de umplere:
25%

Temperatura cartusului:
10°C

Temperatura patului de
printare: 10°C

Presiune: 70 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 20s/strat

Distanta sursa —
platforma: 4 cm
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Finantat de
- Uniunea Epropeani
NextGenerationEU
Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare
Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane inalt specializate
din strainatate in activitati de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-I11-C9-2022 — 18
Codul proiectului: 213
Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023
Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI
Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

6 Dimensiunile selectate: Filamentul este continuu,
10x10x0,3 mm insa porii isi reduc §i mai
dimensiunea, conducand

Diametru acului de la o fidelitate a printarii

printare: 23G mai scazutd..
Procentul de umplere:
25%

Temperatura cartusului:
10°C

Temperatura patului de
printare: 10°C
Presiune: 75 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 20s/strat

Distanta sursa —
platforma: 4 cm

Tabelul 4 prezinta o perspectiva asupra performantei formularii GP-50MX Tn procesul
de printare, evidentiind impactul variabilitatii presiunii asupra calitatii filamentului extrudat si

fidelitatii structurilor rezultate.
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Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

Tabelul 4. Parametrii si rezultatele procesului de printare pentru probele GP-25MX

GP-50MX
Nr. Parametrii de Imagini printare Observatii printare
Crt printare
1 Dimensiunile selectate: S-a observat cd presiunea
10x10x0,3 mm de 60 kPa cu temperatura
) ) cartusului dar si a patului
D'_ametrUI acului de de printare deja scazute
printare: 23G produce un filament
Procentul de umplere: continui i 0 fidelitate 4
2504 printarii destul de ridicata

Temperatura cartusului:
10°C

Temperatura patului de
printare: 10°C

Presiune: 60 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 20s/strat

Distanta sursd —
platforma: 4 cm
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Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8
Codul proiectului: 213
Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023
Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI
Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

2 Dimensiunile selectate: Cresterea presiunii NU a
10x10x0,3 mm condus la obtinerea unor
structuri  de fidelitate

Diametrul acului de crescutd. Porii au inceput

printare: 23G sd se inchidd.
Procentul de umplere:
25%

Temperatura cartusului:
10°C

Temperatura patului de
printare: 10°C

Presiune: 65 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 20s/strat

Distanta sursa —
platforma: 4 cm
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Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

3 Dimensiunile selectate: Cresterea presiunii a dus
10x10x0,3 mm la inchiderea si mai

. . pronuntata  a  porilor,
Diametru acului de scazand astfel fidelitatea

printare: 23G printarii.

Procentul de umplere: :
25%
Temperatura cartusului:
10°C

Temperatura patului de
printare: 10°C

Presiune: 70 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 20s/strat

Distanta sursa —
platforma: 4 cm

Tabelul 5 prezinta o perspectiva asupra performantei formularii GP-50MX Tn procesul
de printare, evidentiind impactul variabilitatii presiunii asupra calitatii filamentului extrudat si

fidelitatii structurilor rezultate.
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Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane inalt specializate
din strainatate in activitati de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-I11-C9-2022 — 18

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

Tabelul 5. Parametrii si rezultatele procesului de printare pentru probele GP-100MX

GP-100MX
Nr. Parametrii de Imagini printare Observatii printare
Crt printare
1 Dimensiunile selectate: S-a observat ca presiunea
10x10x0,3 mm de 60 kPa duce Ila

formurea unui filament

Diametrul acului de prea subtire

printare: 23G

Procentul de umplere:
25%

Temperatura cartusului:
10°C

Temperatura patului de
printare: 10°C

Presiune: 60 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 20s/strat

Distanta sursa —
platforma: 4 cm
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Finantat de
- Uniunea Europeana
NextGenerationEU
Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare
Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane inalt specializate
din strainatate in activitati de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-I11-C9-2022 — 18
Codul proiectului: 213
Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023
Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI
Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and

complications associated with multiple myeloma

2 Dimensiunile selectate: S-a observat ca presiunea
10x10x0,3 mm de 65 kPa cu temperatura
cartusului dar si a patului
de printare deja scazute
produce un filament
continuu §i o fidelitate a
printarii destul de
ridicatd. Cu toate acestea,
filamentul pare sa fie

Diametrul acului de
printare: 23G

Procentul de umplere:
25%

Temperatura cartusului:

10°C destul de subtire

Temperatura patului de
printare: 10°C

Presiune: 65 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 20s/strat

Distanta sursa —
platforma: 4 cm
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Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare
Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane inalt specializate
din strainatate in activitati de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-I11-C9-2022 — 18
Codul proiectului: 213
Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023
Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI
Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

3 Dimensiunile selectate: Cresterea  presiunii  a
10x10x0,3 mm condus la obtinerea unor
structuri cu fidelitate mai

Diametrul acului de crescuta decdt incercarea

printare: 23G anterioard.
Procentul de umplere:
25%

Temperatura cartusului:
10°C

Temperatura patului de
printare: 10°C
Presiune: 70 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 20s/strat

Distanta sursa —
platforma: 4 cm
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Finantat de
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NextGenerationEU
Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare
Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane inalt specializate
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4 Dimensiunile selectate: Cresterea  presiunii  a
10x10x0,3 mm condus la obtinerea unor
structuri cu fidelitate putin

Diametru acului de chiar mai crescuta decat

printare: 23G incercarea anterioard.

Filamentul este continuu §i
suficient de gros, porii
sunt deschisi si patratosi,
similari modelului digital.

Procentul de umplere:
25%

Temperatura cartusului:
10°C

Temperatura patului de
printare: 10°C

Presiune: 75 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 20s/strat

Distantd sursa —
platforma: 4 cm
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4 Dimensiunile selectate: Cresterea  presiunii  a
10x10x0,3 mm condus la obtinerea unor
structuri cu fidelitate mai

Diametru acului de scazuta decdt incercarea

printare: 23G anterioara.  Filamentul

Procentul de umplere: = este continuu insa porii

incep sa se rotunjeasca Si
25% P y ;

micsoreze, contrat
Temperatura cartusului: modelului digital.

10°C

Temperatura patului de
printare: 10°C

Presiune: 80 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

Lungime de unda: 405
nm

Timp de expunere
radiatie: 20s/strat

Distantd sursa —
platforma: 4 cm

111.6.4. Concluzii

Rezultatele experimentale prezentate in acest raport evidentiazd impactul critic al
parametrilor de proces (presiune, temperaturd si timp de expunere) si al compozitiei chimice
asupra printabilitatii si fidelitdtii geometrice a scaffoldurilor pe baza de GelMA, pectind si
MXene. Studiul sistematic a demonstrat cd optimizarea reologica prin modificarea temperaturii

cartusului si a patului de printare reprezintd o etapd esentiald pentru controlul
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comportamentului de curgere al inkurilor. Variatiile de presiune aplicate au influentat direct
continuitatea filamentului extrudat si mentinerea porozitatii deschise, demonstrand cé fiecare
formulare polimerica necesitd o fereastra specificd de procesare pentru a mimetiza cu precizie
modelul digital proiectat.

Tn cazul formulirii de baza GP (control), testele initiale efectuate la 25 °C si presiuni
de 45-50 kPa au condus la structuri cu fidelitate scazuta din cauza vascozitatii neadecvate,
fiind necesara o ajustare termica drastica. Prin scaderea temperaturii cartusului si a patului la
10 °C, corelatd cu extinderea timpului de expunere la radiatia UV 405 nm la 20 s/strat, s-a
obtinut o stabilizare structurald superioard si un filament optim la o presiune de 60 kPa. Cu
toate acestea, depasirea pragului de 65 kPa a provocat fenomenul de inchidere timpurie a
porilor, confirmand sensibilitatea crescuta a hidroamestecului pur la variatiile de forfecare.

Introducerea nanomaterialului bidimensional MXene a modificat ih mod distinct
proprietatile reologice ale sistemului n functie de concentratia utilizata. Pentru formularea GP-
25MX, scaderea temperaturii la 10 °C a imbunatatit rezolutia, Insd comportamentul de curgere
a ramas instabil in domeniul 60-70 kPa, manifestand tendinte de discontinuitate sau de
reducere a porilor la presiuni mari. Tn mod similar, proba GP-50MX a prezentat un filament
continuu si o fidelitate ridicata exclusiv la presiunea moderata de 60 kPa, orice incrementare
ulterioard a presiunii (65—70 kPa) conducand la obstructionarea geometriei interne a porilor.

Performanta optima globala a fost identificata in cazul formularii GP-100MX, unde
adaugarea unei cantitdti mai mari de nanomaterial a oferit un suport structural superior in
timpul extrudarii. La temperatura controlatd de 10 °C si o presiune de 75 kPa, s-a reusit
obtinerea unor filamente continue si suficient de groase, generand pori deschisi si bine definiti
geometric (patratosi), intr-o deplini concordanti cu modelul CAD de referinti. In concluzie,
ranforsarea cu MXene actioneaza ca un excelent agent de stabilizare mecanica si reologica, dar
succesul biofabricdrii scaffoldurilor pentru regenerare osoasd ramane strict conditionat de

calibrarea riguroasa a presiunii si a managementului termic din timpul printarii.
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CONCLUZII GENERALE

Activitatile desfasurate in perioada aprilie-iunie 2026 au contribuit semnificativ la
avansarea obiectivelor propuse in cadrul proiectului REOSTEOMI, prin consolidarea
directiilor experimentale privind dezvoltarea, caracterizarea si validarea preliminard a unor
sisteme biomateriale destinate regenerarii osoase si aplicatiilor asociate complicatiilor produse
de mielomul multiplu. In aceasta etapa, cercetarea a urmarit integrarea mai multor niveluri de
analiza, incluzand formularea si printarea 3D a scaffoldurilor, evaluarea raspunsului celular,
caracterizarea morfologica si chimica, analiza mecanicd, precum si dezvoltarea unor sisteme
preliminare pentru complexarea si livrarea acizilor nucleici. Prin aceastd abordare, rezultatele
obtinute au oferit o imagine mai completd asupra relatiei dintre compozitia materialelor,
comportamentul lor structural si raspunsul biologic indus.

Un rezultat important al acestei etape a fost continuarea studiilor privind scaffoldurile
printabile pe baza de alginat, k-caragenan si spirulina. Analizele morfologice prin SEM au
ardtat cd variatia raportului dintre alginat si k-caragenan, precum si introducerea spirulinei,
influenteaza direct arhitectura filamentelor, uniformitatea structurii si calitatea suprafetei
scaffoldurilor. Probele fara spirulind au prezentat, in general, filamente mai neuniforme si
defecte structurale mai evidente, in timp ce formuldrile care contin spirulind au indicat o
imbunatatire a fidelitdtii de printare si a stabilitatii morfologice. Aceste rezultate sugereaza ca
spirulina poate contribui la optimizarea comportamentului materialului in timpul extrudarii si
la obtinerea unor structuri mai bine definite pentru aplicatii de inginerie tisulard osoasa.

Din punct de vedere biologic, testele MTT si LDH efectuate pe probele printate 3D pe
baza de alginat, k-caragenan si spirulind au permis evaluarea activitdtii metabolice si a
citotoxicitdtii in contact direct cu celule MC3T3-E1. Rezultatele au ardtat cd includerea
spirulinei a avut un efect favorabil asupra raspunsului celular, in special in cazul formularilor
cu raport alginat/k-caragenan 2:1. Dintre probele analizate, formularea 21-0.5 s-a evidentiat

prin cel mai bun echilibru intre mentinerea activitatii metabolice si absenta unui efect citotoxic
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major. Aceastd probd a sustinut viabilitatea celulara la niveluri apropiate sau superioare
controlului negativ si a prezentat valori LDH doar moderat crescute, fara indicii de afectare
severa a membranei celulare. Prin urmare, formularea 21-0.5 poate fi considerata cea mai
promitatoare compozitie din aceasta serie pentru etapele ulterioare de optimizare si validare.
In paralel, au fost continuate studiile privind sistemele pe baza de GelMA, GellanMA si oxid
de grafend, cu scopul de a obtine hidrogeluri fotoreticulabile si scaffolduri printate 3D cu
proprietati adaptate aplicatiilor de biofabricare. Integrarea oxidului de grafend a permis
investigarea efectului componentelor nanostructurate asupra printabilitatii, stabilitdtii si
raspunsului celular. Evaluarile biologice prin Live/Dead si microscopie confocald au oferit
informatii privind distributia si supravietuirea celulelor in contact cu structurile dezvoltate.
Aceste rezultate au contribuit la clarificarea modului in care compozitia hidrogelurilor si
prezenta derivatilor grafenici pot influenta comportamentul celular si pot ghida selectia
formularilor cu potential pentru aplicatii in regenerarea osoasa.

Caracterizarea probelor post-implantare pe baza de gelatina, k-caragenan, nanofibre de
celuloza si COOH-GO a reprezentat o componenta esentiald a acestei etape. Analizele SEM
ale probelor explantate au oferit informatii privind modificarile morfologice aparute dupa
contactul cu mediul biologic, inclusiv posibile procese de remodelare, depunere de material
biologic si integrare tisulard. In acelasi timp, analizele FTIR au confirmat mentinerea
semnaturii chimice a matricei organice si au evidentiat modificari asociate interactiunii dintre
scaffold, GO-COOH, BMP si mediul in vivo. Cele mai clare indicii de mineralizare au fost
observate pentru probele care contin BMP, in special seria V4-V6, ceea ce sustine rolul
factorului osteogenic in stimularea depunerilor minerale dupa implantare.

Evaluarea mecanica preliminara a scaffoldurilor pe baza de gelatina, k-caragenan,
nanofibre de celuloza si COOH-GO a adus informatii importante privind comportamentul
acestor materiale la compresiune. Rezultatele au aratat ca modificarea concentratiei de COOH-

GO influenteaza raspunsul mecanic al scaffoldurilor, inclusiv rigiditatea si comportamentul la

171



S & MINISTERUL CERCETARI Planul National
- N:"é'le"’”mffa“a - g v DlGTTzA >I > de Redresare si Rezilienta

Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate
din straindtate in activitdti de cercetare, dezvoltare si inovare” PNRR-111-C9-2022 — I8

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

Titlul proiectului: Advanced & personalized solutions for bone regeneration and
complications associated with multiple myeloma

deformare. Cresterea continutului de COOH-GO a fost asociatad cu modificari ale rezistentei
structurale, ceea ce indica rolul componentelor grafenice in consolidarea retelei polimerice.
Aceste date sunt importante pentru selectia formularilor destinate aplicatiilor osoase, deoarece
substituentii dezvoltati trebuie sd mbine stabilitatea mecanicd, porozitatea adecvata si
compatibilitatea biologica.

O alta directie relevanta a fost dezvoltarea unor sisteme preliminare pentru complexarea
si livrarea acizilor nucleici. Poliplexii PEI/ADN si PBAE/ADN au fost obtinuti si caracterizati
dimensional prin DLS, evidentiind faptul ca raportul dintre ADN si polimer influenteaza direct
dimensiunea, uniformitatea si stabilitatea complexelor formate. Pentru sistemul PEI/ADN,
raportul N/P 15 a oferit un profil favorabil, prin dimensiuni nanometrice si polidispersitate
redusd. Pentru sistemul PBAE/ADN, rapoartele intermediare au permis obtinerea unor
complexe relativ uniforme si stabile pe termen scurt. Aceste rezultate sustin potentialul
polimerilor cationici pentru complexarea ADN-ului monocatenar si oferd o baza experimentala
pentru dezvoltarea ulterioard a unor strategii de livrare a acizilor nucleici in cadrul proiectului.
Pe langa activitdtile experimentale, perioada raportata a inclus si 0 componenta importanta de
valorificare, redactare si diseminare stiintifica. Au fost realizate modificari si completari pentru
articole stiintifice aflate in diferite etape de pregatire, revizuire sau inaintare spre publicare,
incluzand lucrari privind scaffoldurile GelMA/GellanMA cu oxid de grafend, modelele in vitro
ale microambientului tumoral osos, biomaterialele pe bazd de MXene, biosenzorii fluorescenti
si materialele functionale proiectate prin strategii asistate de inteligentd artificiald. De
asemenea, a fost continuatd pregditirea documentatiei pentru brevetul european privind
formuldri imprimabile si/sau bioimprimabile 3D pe baza de alginat, k-caragenan si spirulind,
prin integrarea rezultatelor obtinute din studiile de formulare, printare 3D si evaluare biologica
preliminara. In ansamblu, rezultatele obtinute in perioada aprilie-iunie 2026 arati ca activitatea
de cercetare s-a desfasurat intr-o maniera integrata, prin corelarea dezvoltarii materialelor cu

evaluarea lor morfologica, mecanicd, chimica si biologica. Au fost identificati parametri de
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compozitie favorabili pentru scaffoldurile pe baza de alginat, k-caragenan si spirulina, au fost
obtinute date relevante privind comportamentul probelor post-implantare pe baza de gelatina,
k-caragenan, CNF si COOH-GO, iar sistemele PEI/ADN si PBAE/ADN au oferit rezultate
preliminare utile pentru directia de livrare a acizilor nucleici. Toate aceste rezultate sustin
avansarea proiectului REOSTEOMi catre etapele urmatoare de optimizare, validare
functionala si evaluare in vivo a substituentilor ososi dezvoltati.

Tot in aceasta etapd au fost realizate si incercari preliminare de printare 3D utilizand
formulari pe baza de gelatind metacrilata, pectind si MXene, cu scopul de a evalua influenta
materialului nanostructurat asupra comportamentului la extrudare si asupra stabilitatii
filamentelor depuse. MXene a fost introdus in formulari in concentratii diferite, respectiv 0,1%,
0,2% si 0,3%, pentru a identifica intervalul compozitional cu cel mai bun raspuns din punct de
vedere al printabilitdtii. Rezultatele preliminare au ardtat ca formularea cu 0,3% MXene a
prezentat cel mai bun comportament la printare, prin formarea unor filamente mai stabile si
mai bine definite. Aceste observatii indica faptul ca integrarea MXene poate contribui la
imbunatatirea proprietatilor de procesare ale hidrogelurilor si sustine continuarea optimizarii
acestor sisteme pentru aplicatii de biofabricare si inginerie tisulara.

Testul Live/Dead a demonstrat ca scaffold-urile analizate au o biocompatibilitate
ridicata si oferd un microambient favorabil atasarii si supravietuirii celulelor fibroblaste dupa
24 de ore, indicand un potential major in ingineria tisulard. Totusi, fiind vorba de rezultate
preliminare pe termen scurt, sunt necesare teste ulterioare pentru a evalua riguros proliferarea
celulara si stabilitatea structurala pe termen lung a biomaterialelor.

Prin datele generate 1n aceasta etapd, proiectul a progresat in directia dezvoltarii unor
solutii personalizate pentru regenerarea osoasd, bazate pe biomateriale naturale, componente
bioactive, derivati grafenici si tehnologii de fabricatie aditiva. Rezultatele obtinute ofera o baza
solida pentru selectia formularilor cu potential ridicat, pentru rafinarea parametrilor de printare

si bioprintare 3D si pentru continuarea investigatiilor biologice si functionale. In acelasi timp,
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activitatile de diseminare, brevetare si redactare stiintifica au contribuit la valorificarea

rezultatelor si la consolidarea directiilor de cercetare dezvoltate in cadrul REOSTEOM.i.
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