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Considerand obiectivul general al proiectului cu titlul “’Advanced & personalized
solutions for bone regeneration and complications associated with multiple myeloma’” acronym
REOSTEOMi este de a imbunatati statusul de sanatatea prin introducerea unor abordari unice in
medicina regenerativi a tesutului osos, care nu numai ca imbunatatesc si personalizeaza
terapiile celulare/acelulare existente pentru complicatiile asociate fracturilor osoase, ci si aplica
cunostintele dobandite pentru a concepe noi dispozitive biomedicale pentru a trata complicatiile
asociate mielomului multiplu (MM). REOSTEOM i vizeaza fabricarea de substituenti ososi cu
eficientd regenerativd mult imbunatatita fatd de optiunile de tratament actuale in restaurarea
defectelor osoase. Pentru realizarea acestui obiectiv se vor studia suporturi nanostructurate
functionalizate obtinute din noi formuldri printabile pe baza de biopolimeri/grafena

modificate/bioconjugate cu ASO prin tehnica bioimpriméarii 4D/5D pentru evaluarea

.....
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stiintifice au fost concentrate pe indetificarea materialelor, echipamentelor, metodelor si
protocoalelor de fabricarea in vederea obtinerii unor substraturi de tipul — polimer materiale
grafenice prin tehnica 3D-printing vizand imbunatatirea versatilitatii metodei si trecere la
printare 4D. Astfel activitatile de cercetare sunt subscrie urmatoarelor activitati din planul de
realizarea al proiectului:

Activitatea 1. Printarea 3D 1n conditii speciale de substituenti ososi personalizati

Subactivitatea 1.1. Identificarea stimulilor cheie pentru dezvoltarea formularilor pentru printare
4D

Subactivitatea 1.2. Modificarea unor formulari printabile 3D aprobate de FDA

Subactivitatea 1.8. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 1.

Rezultate obtinute:

1. Identificarea statusul cunoasterii in domeniu in vederea dezvoltarii de noi formulari
printabile decorate cu grupari functionale care sa permite controlul precis al densitatii de
reticulare in conditii de expunere la lungimi de unda din spectrul vizibil si au fost
idetificate urmatoarele grupari: furan — 600 nm, riboflavina — 465 nm — eosina — 525 nm).

2. A fost identificat echipametul cel mai potrivit pentru a fi folosit la printarea 3/4/5D a

formuldrile printabile multicomponent dezvoltatea in cadrul proiectului pentru obtinerea
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obiectele printate 3D/4D/5D iar anexat acestui raport se regasete caietul de sarcini cu
toate datele tehnice pe care echipamentul trebuie sa le indeplineasca.

3. Au fost indetificatea formulari printabile pe baza de componente aprobate de FDA si
disponibile comercial promitatoare (exp. gelatin, colagen, gelan) pentru regenerarea
osoasa si principalele provocari ale domeniului.

4. au fost idetificate etapele procesului de modificarea pentru gelatina si gelan prin
metacrilare urmand a experimental sa fie realizata in etapa urmatoare.

5. ldentificarii echipametului cel mai potrivit pentru a fi folosit determinarea
caracteristicilor morfologice considerand exigentele suporturilor 3 /4 / 5 D obtinute in
cadrul proiectului din biomateriale polimere si care prezinta nano- si micro-caracteritici
importante in procesele regenerative iar anexat acestui raport se regasete caietul de

sarcini cu toate datele tehnice pe care echipamentul trebuie sa le indeplineasca.

Osul este structura anatomica primard a sistemului locomotor uman. Functional, isi
asuma un rol mecanic semnificativ al scheletului, reprezinta un stoc de sdruri minerale pentru a
se mobiliza pentru mentinerea homeostaziei de calciu/fosfor, si oferd suport structural si

functional pentru hematopoieza. La nivel structural, ca tesut conjunctiv specializat, osul este
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format n principal din fibre de colagen de tip 1 si saruri anorganice. Colagenul de tip 1 este o
matrice necalcificatd conceputa pentru a rezista la tensiunea experimentatd de functiile purtatoare
de greutate ale osului.

Capacitatea proprie de regenerare a tesutului osos este adecvata pentru repararea zonelor minore
de trauma, cum ar fi fisurile si anumite forme de fracturare, dar defectele osoase care depasesc
pragul de dimensiune critica (de obicei >2 cm, in functie de localizarea anatomicd) nu se vor
regenera fara asistentd. Defecte mari pot rezulta din leziuni traumatice, boli degenerative,
anomalii congenitale sau excizie chirurgicala a tumorilor, necesitand interventie clinicd pentru
recuperarea eficienta si vindecarea completd.Astazi, imbunatatirile sintezei si fabricarii
nanomaterialelor, precum si avansarea cunosterii in biologia si structura oaselor, oferd
perspective noi pentru dezvoltarea de biomateriale din ce Tn ce mai specializate in scopul
ingineriei tesutului osos unul dintre obiectivele proiectului.

Deoarece tratamentele conventionale s-au dovedit a avea deficientele lor, ingineria tesutului osos
(BTE) care utilizeaza substraturi, mai nou imprimate 3D (tridimensionale) a aparut ca o strategie
viitoare promititoare pentru regenerarea 0soasa.

Printarea 3D de suporturi pentru inginerie tisulara a fost investigata utilizind o mare varietate de
polimeri naturali si sintetici, precum si celule si promotori de crestere, dar polimerii naturali se

remarca ca materii prime preferate. Cu toate acestea, una dintre cele mai semnificative provocari
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care inca trebuie depasite este dezvoltarea suporturilor care promoveaza angiogeneza pe langa
Tndeplinirea criteriilor structurale, biomecanice si osteoconductoare ale osului natural si imreuna
cu acestea formularea trebuie sa prezinte si proprietatile necesare procesului de printare 3D.

Cu toatea aceste provocari aparitia imprimarii 3D, a permis proiectarea si realizarea de
substituenti 0sosi pentru vindecarea specifica pacientului. Cu toate acestea, formularile printabile
realizate din polimeri naturali sunt adesea insuficiente in ceea ce priveste rezistenta mecanica,
integritatea schelei si inducerea osteogenezei. Majoritatea hidrogelurilor polimerice se extind si
se contractd de la sine si nu au proprietati bioactive. Gelatina si pectina, sunt doi polimeri
naturali cu biocompatibilitate si biodegradabilitate remarcabile, au fost indicatii ca fiind foarte
promitatori pentru astfel de aplicatii. Gelatina provine din colagen, care poate fi extras din pielea,
tendoanele si oasele mai multor specii de animale si va fi una dintre componentele formularilor
ce vor fi dezvoltate in acest proiect. Gelatina este adesea folositd in cercetarea ingineriei
tesuturilor, deoarece contine modelul peptidic arginina-glicina-acid aspartic (RGD), care
promoveaza aderenta celulara, proliferarea si, in cele din urma, refacerea tesuturilor. In schimb,
pectina este o polizaharida care poate fi derivata dintr-o mare varietate a surselor vegetale. Si
este foarte promitatoare in regenerarea tesuturilor datoritd capacitatii rapide de gelificare, naturii

hidrofile, mucoadezivitatii si rezistentei in medii acide.
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Atat gelatina, cat si pectina sunt doi biopolimeri care sunt adesea utilizati in aplicatii medicale,
cu toate acestea, in ciuda popularitatii lor, au si dezavantaje majore. De exemplu, gelatina
prezinta o tranzitie sol-gel la temperaturi fiziologice, o rata rapidda de descompunere si o
rezistentd mecanicd slaba care poate fi ddundtoare pentru atingerea standardelor in BTE.
Probleme similare de stabilitate exista si cu pectina, care este o polizaharida care, la fel ca multe.
altele, nu se pot gelifica in absenta chelatorilor si, prin urmare, se destabilizaza atunci cand sunt
introduse intr-un mediu biologic. Aceste dezavantaje pot fi evitate si rezistenta ambilor polimeri
poate fi imbunatatita prin reticulare chimica.

Alginatul de sodiu este o heteropolizaharida anionica extrasa din alge marine cu lanturi
liniare neramificate, care prezintd biocompatibilitate si biodegradabilitate excelenta,
biomimetism (asemanare structurala cu glicozaminoglicanul ME), precum si capacitate de a
promova si ghida dezvoltarea celulelor de asemena foarte promitator si care va fi utilizat in
dezvoltarea de formulari printabile in acest proiect. Oxidul de grafena (GO), precum si
materialele compozite pe baza de GO sunt utilizate pe larg sub diferite forme In domenii
biomedicale (biomateriale compozite, biosenzori, nanoparticule teranostice, etc.) sau industriale
(sisteme de stocare de energie, catalizatori, etc.), datorita proprietatilor mecanice, termice si a

conductivitatii excelente. Datorita functionalitdtilor hidrofile, GO prezintd un grad mai mare de
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hidrofilicitate si posibilitate de functionalizare, fiind mai des utilizat in diferite domenii
biomedicale, comparativ cu omologul sadu standard sau cu forma redusa (rGO).

Combinarea biopolimerilor (gelatina, pectina, alginat de sodiu) cu GO, reprezintd o
strategie viabild in formularea materialelor compozite cu proprietati imbunatatite fata de cele ale
componentilor individuali si eficiente pentru o gama larga de aplicatii biomedicale. De asemeni
prelucrabilitatea materialului creste si acestea pot fi procesate prin diferite metode. Totusi,
obtinerea suporturilor printate 3D pe baza de biopolimer si GO cu arhitectura controlata si
fidelitate inalta de printare reprezintd o provocare majord, din cauza tendintei de aglomerare a
straturilor de GO, respectiv proprietatilor de printare limitate a precursorului, ceea ce determind
obtinerea unor suporturi printate 3D cu reproductibilitate redusd, arhitectura imprevizibild si
geometrie variata iar aceaste sunt provocari ce vor fi depasite in cadrul acestui proiect. Astfel
metoda de pregatire a precursorului prin care se asigura gradul de dispersie a GO, respectiv
Viscozitatea sistemului reprezinta factorul de baza care influenteaza direct proprietatile de
printare ale materialului sau capacitatea acestuia de a forma si mentine o structura predefinita.
Avand 1n vedere complexitatea si specificul tesuturilor naturale, precizia printdrii, fidelitatea
formei si reproductibilitatea sunt aspecte vitale in procesul de obtinere a suporturilor printate 3D
cu fidelitate inalta de printare si geometrie controlatd pentru aplicatii personalizate in ingineria

tisulara.
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Un al aspect pe care il avem in vedere este stabilitatea suporturilor (mecanica si la degradare) se
considera durata de regenerare osoasa dureaza aproximativ 2 ani. In acest sens este necesara
stabilizarea suporturilor polimere si de obicei aceasta se realizeaza prin procesul de reticulare.
Fotoreticulare este metoda de alegere, deoarece nu necesita utilizarea unor solventi toxici sau
agenti de reticulare si nici nu necesita temperaturi foarte ridicate. Folosind ajustari simple ale
dozei de radiatii UV, concentratiei polimerului, naturii si cantitatii fotoinitiatorului, printre altele,
se pot genera cu usurintd hidrogeluri fotoreticulate dure si durabile, impreund cu versiuni cu
celule, cu o rata rezonabild de degradare, rezistentd mecanica ridicatd, biocompatibilitate , etc. O
componentda care a ardtat un potential remarcabil pentru BTE dar si pentru printarea 3D si
fotoreticulare este este gelatina metacriala (GelMA) . GelMA a fost utilizat ca o matrice adecvata
pentru procesul de bioimprimare a celulelor stromale din maduva osoasa (BMSCs), precum si a
factorului de crestere proteina morfogenetica osoasa-2 (BMP-2) si, de asemenea, sa demonstrat
ca creste osteointegrarea implanturi de titan atunci cand sunt utilizate ca acoperire. Pentru a
mentine $i a imbunatati calitatile mecanice ale gelatinei, pot fi folosite tehnici de fotoreticulare.
De asemeni GelMA ar putea permite dezvoltarea de noi formulari printabile decorate cu grupari

functionale care sa permite controlul precis al densitatii de reticulare in conditii de expunere la
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lungimi de unda din spectrul vizibil daca ar fi fuctionalizata si cu alte grupari. In acest sens au

fost idetificate urmatoarele grupari: furan — 600 nm, riboflavina — 465 nm — eosina — 525 nm).

Deoarece performanta materialelor de schele tisulare este puternic influentatd de factori precum
reologia, porozitatea, umflarea, caracteristicile mecanice si biologice, combinarea abilitétilor de
fotoreticulare ale GelIMA sau alti biopolimeri metacrialti cu bioactivitatea intrinseca a retelei
biopolimere ar permit producerea de hidrogeluri imprimabile cu control precis asupra acestor
factori. Asa cum am mentionat mai sus formularile utilizate in ingineria tesuturilor nu trebuie
doar sa ofere un cadru structural pentru progresia ciclului celular, ci si s sustind un mediu activ
mecanic si adecvat biochimic, permitand interactiunile celula-matrice care ghideaza tesutul.
regenerare. Avand in vedere gama largd de caracteristici necesare pentru a maximiza
performanta materialului in micromediu, formularile multicomponente au atras atentie stiintifica
considerabila deoarece este dificil ca un component unic sa reflecte toate caracteristicile ECM
dar si cele necesare in procesul de printare. Potentialul de utilizare a nanocelulozei in domeniile
biomedicale, in special in aplicatiile de bioprintare 3D, se datoreaza suprafetei lor mari,
prezentat diverse formulari bioprintabile multicomponente pe baza de nanoceluloza, precum si

beneficiile si dezavantajele utilizarii acestora pentru imprimarea tesutului vascular, osului si

9
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cartilajului, printre alte aplicatii biomedicale (de exemplu, livrarea de medicamente si
pansamentele pentru rani). Majoritatea cercetarilor care au fost efectuate asupra biomaterialelor
pe baza de nanocelulozd au implicat amestecuri de alginat si celuloza nanofibrilata, care este o
abordare care a fost deja dezvoltata intr-un produs comercializabil (CELLINK Bioink de la
Cellink) si care va fi folosita in acest proiect. Sinteza gelatinei metacrilate este un proces de
modificare chimica prin adaugarea de grupari de metacrilamida, rezultand doi derivati

prin reactia directa cu anhidrida metacrilica in solutie de tampon fosfat salin (TFS). Modificarea
gelatinei cu grupari metacrilice se poate realiza la un pH de 7.5-8.5 folosind o solutie de hidroxid
de sodiu (NaOH) de concentratic 1 molar Acest procedeu Vva fi adoptat pentru reactia de
metacrilare a gelatinei in cadrul proiectului. Un alt aspect este fidelitatea la printare pe baza
criteriilor stabilite de Malda et al, vom urmari fidelitatea formei tiparite de la 0 la 3 in decurs de
1 minut de la imprimare, Tnainte de orice reticulare, pentru a evalua calitativ imprimabilitatea
fiecarui precursor. Unde 0 indica o forma fard integritate structurald, 1 reprezintd o forma cu
fidelitate slaba si o structurd nedeterminata, 2 reprezintd o forma cu fidelitate medie si modele
neregulate intermediare si 3 reprezintd o forma cu fidelitate ridicatd si un model bine definit.
Forma marginilor filamentelor imprimate individual (de exemplu, fara margini, margini
moi/nedefinite, margini curate/stabili, margini fragmentate/neregulate) si stabilitatea generala a

structurii imediat dupa imprimare sunt ambii factori care au efect asupra fidelitatii formei

10
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produsului final (de exemplu, pastrarea structurii dupd imprimare sau relaxarea materialului).

ImageJ va fi utilizat pentru a obtine masuratori precise ale dimensiunilor filamentului si porilor.
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