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Proiectul REOSTEOMI are ca obiectiv dezvoltarea unor solutii avansate pentru
tratamentul afectiunilor asociate mielomului multiplu (MM), concentrandu-se pe tehnologii
inovatoare n domeniul biomaterialelor si al ingineriei tisulare. Tehnologia de printare
tridimensionald (3D) reprezintd o componenta esentiald a acestui proiect, permitand fabricarea
unor structuri complexe si personalizate, cu proprietati structurale, morfologice, mecanice si
biologice adaptate nevoilor specifice ale pacientilor. Aceasta tehnologie permite realizarea de
arhitecturi 3D functionale, capabile sa sustind regenerarea tisulara prin imitarea structurii
naturale a tesutului osos si prin facilitarea atasarii, proliferarii si diferentierii celulare.

In completarea tehnologiilor avansate de printare 3D, proiectul REOSTEOMI
investigheaza si utilizarea oligonucleotidelor antisens (ASO) ca solutii terapeutice pentru
mielomul multiplu. ASO-urile sunt secvente de ADN sau ARN cu rol in modularea expresiei
genice, prin inhibarea sintezei proteinelor implicate in progresia bolii. Aceste terapii oferd o
abordare personalizata si directionata, reducand efectele secundare si sporind eficienta
tratamentului. Integrarea ASO-urilor in scaffoldurile obtinute prin printare 3D permite o
eliberare controlata si prelungitd a moleculelor terapeutice, optimizand interactiunea acestora
cu celulele de mielom multiplu si maximizand impactul terapeutic.

Astfel, in cadrul Etapei 8 a proiectului, desfasuratd in perioada aprilie-iunie 2025,
activitatile s-au concentrat pe utilizarea tehnologiilor avansate de printare 3D pentru fabricarea
de scaffolduri pe baza de gelatina, k-carragenan si nanofibre de celulozd (CNF). Acestea au
fost ulterior inghetate, liofilizate si caracterizate. De asemenea, au fost testate scaffolduri 3D
obtinute din guma gellan, CNF si nanofibre electrofilate de chitosan/polietilenoxid (NFs), fiind
evaluatd stabilitatea acestora. In plus, scaffoldurile fabricate anterior, pe baza de gelatina

metacrilatd (GelMA), guma gellan metacrilatd (GellanMA) si diferite concentratii de oxid de
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grafend (GO), au fost analizate din punct de vedere structural, biologic, precum si in ceea ce
priveste cinetica de gonflare si degradare.

Tn paralel, Activitatea 2 de cercetare s-a concentrat pe doua directii principale: (1)
obtinerea si optimizarea unor platforme avansate pe bazd de grafend carboxilatd activata
chimic, utilizdnd EDC-NHS, pentru adsorbtia oligonucleotidelor antisens si (2) analiza
fluorescentd, structurald si chimicd a acestor platforme, inainte si dupd interactiunea cu
nucleotidele antisens. In cadrul aceleiasi directii de cercetare, a fost realizati si analiza
morfologiei platformelor polimerice ranforsate cu materiale carbonice, evidentiindu-se
interactiunea acestora cu celulele atasate. Acest demers a contribuit la o intelegere aprofundata
a modului in care aceste structuri influenteazd aderenta si proliferarea celulard — aspecte

esentiale pentru aplicatiile biomedicale si de inginerie tisulara.

Prin urmare, activitatile de cercetare desfasurate in aceasta etapa sunt integrate strategic
in urmatoarele etape ale planului de realizare a proiectului:
Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.2. Modificarea unor formulari printabile 3D aprobate de FDA.
In cadrul acestei subactivitati s-au realizat:
- Formulari printabile din gelatina, K-carragenan si CNF-uri.
- Obtinerea de scaffolduri prin printare 3D cu formularea mentionata anterior si reticularea
acestora utilzand clorura de calciu si genipin.
- Experimente de inghetare a scaffoldurilor.
Subactivitatea 1.4. Printarea 3D cu formulari printabile 4D si formulari printabile 4D cu
celule.

In cadrul acestei subactivitati s-au realizat:
- Prelucrarea datelor privind printarea 3D a formularii contindnd gelatind, K-carragenan si
CNF-uri din punct de vedere al printabilitatii.

Subactivitatea 1.6. Incorporarea conjugatelor de tip GO-ASO Tn materialul de printare.
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In cadrul acestei subactivitati s-au realizat:
- Formulari printabile din gelatina, K-carragenan si CNF-uri, pentru incarcare cu conjugate
GO-COOH/ASO.
Subactivitatea 1.8. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 1.
In cadrul acestei subactivitati s-au analizat:
- Analiza structurald a scaffoldurilor din GellanMA, GelMA si diferite concentratii de GO, prin
difractie cu raze X.
- Analize privind cinetica de gonflare si stabilitatea scaffoldurilor din GellanMA, GelMA si
GO si diferite concentratii de GO.
GO.
Activitatea 2. Dezvoltarea de nanoplatforme 2D si 3D pentru livrarea de ARNNC
complementar.
Subactivitatea 2.3. Obtinerea experimentald a nanoplatformelor grafenice si a custilor ADN.
In cadrul acestei subactivitati s-au realizat:
- Analize privind stabilitatea scaffoldurilor din GG, CNF si nanofibre de chitosan.
- Sinteza de platforme pe baza de derivati grafenici pentru adsorbtia de ASO-uri
- Sinteza de platforme pe baza de derivati grafenici, activate cu EDC-NHS pentru adsorbtia de
ASO-uri
Subactivitatea 2.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 2.
In cadrul acestei subactivititi s-a realizat:
- Analiza structurala si chimicd a platformelor pe baza de derivati grafenici si activate cu EDC-
NHS pentru adsorbtia de ASO-uri.
- Analiza concentratiei de ASO-uri adsorbite pe suprafata platformelor pe baza de derivati

grafenici si activate cu EDC-NHS, utilizand forster resonance energy transfer (FRET).
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PARTEAI
I.1. CAPITOL 1

|.1.1. Studii privind cinetica de gonflare si stabilitatea structurilor din
GelMA, gellan metacrilat si diferite concentratii de oxid de grafena

Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.8. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 1.

1.1.1.1. Introducere

Utilizarea structurilor de regenerare osoasa din hidrogeluri biodegradabile necesita un
control atent atdt asupra cineticii de gonflare si degradare, acestia influentdnd semnificativ
succesul rata de succes regeneririi . Acesti parametrii sunt influentati atdt de factorii de
mediului cat si de proprietitile materialului. In privinta mediului de gonflare si degradare,
acesta trebuie s mimeze conditiile specifice regdsite in regiunea in care se doreste implantarea
structurii (ex: pH, temperaturd). O influenta semnificativa asupra celor doi parametrii o au atat
morfologia si porozitatea structurilor, cat si proprietatile chimice. Astfel, caracterul hidrofil al
retelei, care prezintd un rol cheie in gonflarea si degradarea biomaterialelor, se datoreaza si
prezentei gruparilor chimice functionale precum hidroxil (-OH), carboxil (-COOH), amino
(NH?2), sulfonic (-SOsH) care pot fi gasite fie in structura polimerilor sau sub forma de lanturi
laterale 23, Rata de degradare a substituentilor ososi trebuie si aiba loc intr-un ritm proportional
cu ritmul de formare a noului tesut, pentru a mentine stabilitatea sistemului os-scaffold si a
permite cresterea osoasd. O ratd de degradare prea rapidd poate duce la colapsul structurii
poroase, impiedicand astfel transferul de masi si provocand necroza tesuturilor. In contrast, o
degradare prea lentd, poate face regenerare osoasa dificila din cauza formarii de capsule
fibroase si a lipsei integririi scheletului in tesutul gazda *°. De asemenea, gradul de gonflare
al materialului nu influenteaza doar dimensiunile finale ale structurii, ci si proprietatile

mecanice si stabilitatea structurala. Astfel, capacitatea de gonflare trebuie sa fie atent reglata
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pentru a asigura un echilibru intre elasticitate si rezistenta mecanica a scaffold-urilor ®’. Prin
urmare, obtinerea atat a unei cinetici optime de gonflare cét si a unei degradarii optime a
structurii este importanta pentru promovarea regenerarii osoase.

Prezentul studiu se focuseaza pe analiza comportamentului de gonflare si degradare a
probelor pe baza de gelatind metacrilatd (GeIMA) si gellan metacrilat, ranforsate cu diferite
concentratii de oxid de grafena (GO) — 0%, 0.125%, 0.25% si 0.5%. Sinteza formularilor,

printarea 3D si liofilizarea structurilor au fost descrise ntr-un raport anterior.
1.1.1.2. Cinetica de gonflare a structurilor de regenerare osoasa

Analiza cineticii de gonflare s-a realizat prin cantarirea structurilor printate 3D si
liofilizate (Wo), urmata de imersarea lor in solutie tampon salina (PBS), la pH 7.4 si
temperatura de 37°C pentru a simula conditiile fiziologice. La diferite intervale de timp,
structurilor au fost extrase, iar dupa indepartarea excesului de lichid acestea au fost cantarite

(Wi) pentru a determina gradul de gonflare prin aplicarea ecuatiei (1):

wWi-wo

Gradul de gonflare (%) = o X 100 1)

S-au analizat cate 3 probe din fiecare structurd pentru a obtine rezultate relevante si
reproductibile. Tabelul 1 indica masa (mg) a probelor inregistrata de la timpul initial si pana la
1440 de minute (24 de ore).
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Tabelul 1. Masa probelor (mg) in timpul studiilor de gonflare, la diferite intervale de timp

Masa probelor (mg)
" . GG (control) GG-12GO GG-25G0
Timp (min)
1 2 3 1 2 3 1 2 3

14.3 25.2 13.3 28.7 25.3 29.5 36.1 43.3 32.3 30.8 42.9 43.9

1 22.3 30.7 27.8 40.7 43.1 45.5 57.8 76.7 47.6 42.3 70.7 66.9

15 55.8 78.1 74.9 115.1 102.8 106.2 127.9 163.3 115.6 103 138 159.3
30 65 93.4 86.6 119.9 118.5 125.4 147.9 170.3 125.2 118.6 160.3 183.2
45 68.4 103.1 93.7 126.3 130.8 131.6 149.7 179.1 132.3 122.4 157.9 183.7
60 72.7 110.3 100.2 131.7 136.3 137.5 148.9 184 136.3 122.4 168.1 186.1
90 75.8 117.1 103.1 138.2 136.8 143.8 152.2 188.2 137.7 130.6 170.5 205.4
120 77.4 121.3 107.5 141.3 137.7 155.4 159.2 193.8 142.8 126.4 173 192.7
180 82.4 124.1 109.4 146.5 140 148.4 156.2 193.2 142.1 124.6 179.1 195.4
240 80.7 125.5 108.1 151.5 143.3 154.2 160.5 194.6 144.5 131.1 178.9 195.5
300 83.7 125.9 111.3 149.9 144.3 155.8 160.5 195.5 142.7 129.9 179 200.4
360 82.7 128.3 113.6 149.7 143.4 158.2 161.6 198.7 147.8 130.1 185.8 196.8
420 82.9 131 114 153.5 149.1 159.5 162.7 203.4 144.7 129.7 180.9 201.3
1440 89 133.3 120.7 158.8 151.3 157 164.2 201.7 140.5 130 183.4 196.1

Tabelul 2 prezinta gradul de gonflare dupa aplicarea ecuatiei 1, pentru fiecare proba
analizatd. Se poate observa o variatie a valorilor In functie de continutul de GO utilizat pentru
ranforsarea structurilor.

Tabelul 2. Gradul de gonflare al probelor (%) la diferite intervale de timp
Gradul de gonflare (%)

" . GG (control) GG-12GO GG-25G0O
Timp (min)
1 2 3 1 2 3 1 2 3

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 55.94406 | 21.8254 | 109.0226|41.81185 | 70.35573 | 54.23729| 60.1108 | 77.13626|47.36842 | 37.33766 | 64.80186 | 52.3918
15 290.2098 | 209.9206 | 463.1579 | 301.0453 | 306.3241 260 254.2936|277.1363 | 257.8947 | 234.4156 | 221.6783 | 262.8702
30 354.5455|270.6349|551.1278 | 317.77 |368.3794 |325.0847 | 309.6953 | 293.3025 | 287.6161 | 285.0649 | 273.6597 | 317.3121
45 378.3217| 309.127 | 604.5113 | 340.0697 | 416.996 |346.1017|314.6814 |313.6259|309.5975 | 297.4026 | 268.0653 | 318.451

60 408.3916 | 337.6984 | 653.3835 | 358.885 | 438.7352|366.1017 | 312.4654 | 324.9423 | 321.9814 | 297.4026 | 291.8415| 323.918
90 430.0699 | 364.6825| 675.188 |381.5331|440.7115|387.4576 | 321.6066 | 334.642 |326.3158 | 324.026 | 297.4359|367.8815
120 441.2587 | 381.3492 | 708.2707 [ 392.3345 | 444.2688 | 426.7797 | 340.9972 | 347.5751 | 342.1053 | 310.3896 | 303.2634 | 338.9522
180 476.2238392.4603 | 722.5564 | 410.453 | 453.3597 | 403.0508 | 332.687 | 346.1894 | 339.9381 | 304.5455 | 317.4825 | 345.1025
240 464.3357|398.0159 | 712.782 |427.8746|466.4032|422.7119 | 344.5983 | 349.4226 | 347.3684 | 325.6494 | 317.0163 | 345.3303
300 485.3147|399.6032 | 736.8421 | 422.2997 | 470.3557 | 428.1356 | 344.5983 | 351.5012 | 341.7957 | 321.7532 [ 317.2494 | 356.492
360 478.3217| 409.127 | 754.1353|421.6028 | 466.7984 | 436.2712 | 347.6454 | 358.8915 | 357.5851 | 322.4026 | 333.1002 | 348.2916
420 479.7203 | 419.8413 | 757.1429 | 434.8432 |1 489.3281 | 440.678 | 350.6925 | 369.746 |347.9876|321.1039 | 321.6783 | 358.5421
1440 522.3776 | 428.9683 [ 807.5188 | 453.3101 | 498.0237 | 432.2034 | 354.8476 | 365.8199 | 334.9845 | 322.0779 | 327.5058 | 346.697

Tn tabelul 3 este indicati media aritmetica obtinuti pe baza celor 3 valori ale gradului

de gonflare pentru fiecare proba, inregistrat la diferite intervalele de timp.
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Tabelul 3. Gradul de gonflare exprimat ca medie aritmetica intre cele 3 valori obtinute pentru
fiecare proba

Gradul de gonflare %

. . GG

Timp (min) | rol) |66-1260 |66-2560
0 0 0 0 0
1 62.264 |55.46829|61.53849(51.51044
15 321.0961|289.1231| 263.1082 | 239.6547

30 392.1027337.0781 | 296.8713 | 292.0122
45 430.6533 | 367.7225 | 312.6349 | 294.6396
60 466.4912 | 387.9073 | 319.7964 | 304.3874
90 489.9801 | 403.2341 | 327.5215| 329.7811
120 510.2929 | 421.1276 | 343.5592 | 317.5351
180 530.4135)| 422.2878 | 339.6048 | 322.3768
240 525.0445 | 438.9965 | 347.1298 | 329.332
300 540.5867 | 440.2637 | 345.9651 | 331.8316
360 547.1947| 441.5575 | 354.7073 | 334.5981
420 552.2348 | 454.9497 | 356.142 | 333.7748
1440 586.2882|461.1791 | 351.884 | 332.0936

Pentru obtinerea unor rezultate relevante a fost calculata si deviatia standard (STDEV),

prezentata in tabelul 4.

Tabelul 4. Deviatia standard calculata pentru cele 3 valori obtinute pentru fiecare proba

STDEV %
Timp GG
(min) (control) |GG-12GO |GG-25G0O
0 0 0 0 0

1 43.94078 | 14.3117 | 14.93519| 13.7533
15 129.4131|25.35911(12.28135 21.08976
30 143.9687 | 27.35339 | 11.46406 | 22.64027
45 154.4892 | 42.77861 | 2.682909 | 25.30626
60 165.6681 | 44.16588|6.519133 | 17.14105
90 163.6928 | 32.59128 | 6.600803 | 35.57371
120 174.0508 | 26.42445| 3.5217 | 18.8869
180 171.5904 | 27.16234 | 6.757364 | 20.71676
240 165.9325| 23.8748 |2.420984 | 14.51178
300 175.282 | 26.22335(4.995004 | 21.47498
360 182.5248 | 23.05688 | 6.150574 | 13.00932
420 179.9635(29.91509) 11.85872 | 21.45108
1440 [197.2018|33.60832 [ 15.62984 | 12.93487

Figura 1 ilustreaza cinetica de gonflare a fiecérei probe de la timpul initial pana la 1440

de minute (24 h). Se observa efectul semnificativ al ranforsarii cu GO asupra capacitatii
structurilor de gonflare. Proba control, GG, prezintd un grad de gonflare mai pronuntat si

variatii semnificative Intre cele 3 probe Inregistrate. Odata cu cresterea concentratiei de GO
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utilizate se observa o scadere a gradului de gonflare si o stabilizare a deviatiei standard. Probele
ranforsate cu 0.25% si 0.50% GO prezinta valori similare, indicand cele mai scazute gonflari
si cele mai mici deviatii standard, astfel prezentand relevantd si reproductibilitate. Aceste
rezultate sugereazd cd inducerea GO determind formarea unor structuri mai stabile, care
limiteaza absorbtia de lichid, iar modificarea concentratiei de GO poate avea rol in reglarea

gradului de gonflare al structurilor pentru regenerare osoasa.

800
700

600

5
=
=

]l ——
T T 1 =
300 T I T T - + R E -

Gradul de gonflare (%)

100

0 1 15 30 45 60 90 120 180 240 300 360 420 1440
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GG (control) GG-12G0  ——GG-25G0  ——GG-50GO

Figura 1. Cinetica de gonflare a probelor din GeIMA, gellan metacrilat si GO in concertatii
de 0%, 0.125%, 0.25% s1 0.5%.

1.1.1.3. Degradarea structurilor de regenerare osoasa

Pentru evaluarea comportamentului de degradare, scaffold-urile obtinute prin printare
3D si ulterior liofilizate au fost cantarite initial (W), apoi incubate in PBS (pH 7.4) la 37 °C
pentru perioade de 7, 14 si 21 zile. La intervalele stabilite, probele au fost extrase, clatite cu
apa deionizata pentru indepartarea sarurilor reziduale, uscate la 37°C si cantarite din nou (Wj).

Stabilitatea probelor a fost determinatd prin calcularea masei ramase folosind ecuatia (2),
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exprimatd ca procent din greutatea initiala. Aceastd metoda permite o apreciere cantitativa a

stabilitatii structurale Tn mediu fiziologic simulat.

S wi
Masa ramasa (%) = — % 100 (2
w

S-au analizat cite 3 probe din fiecare structurd pentru a obtine rezultate relevante si

reproductibile. Tabelul 5 indica masa (mg) a probelor inregistrata initial, la 7, 14 si 21 de zile.

Tabelul 5. Masa probelor (mg) in timpul studiilor de stabilitate, 1a 7, 14 si 21 de zile.

Masa probelor (mg)
- S GG (control) GG-12GO GG-25GO
Timp (zile)
1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 110.2 40.7 36.5 113.6 35.8 56.2 75.6 18.9 144.8
7 95.4 38.4 26.1 113.5 35.8 56.1 75.6 18.9 144.6
14 44.7 33.5 8.7 111.1 35.8 56 71.2 18.3 142.4
21 24.2 19 8.4 111.1 35.8 55.9 69.7 17.9 141.3

De asemenea, la 14 zile s-au obtinut imagini ale probelor in solutia PBS, inainte ca
acestea sa fie uscate si cantirite. In figura 1.1.2 se poate observa stabilitatea acestor probe.
Proba control, GG, nu este vizibild deoarece din aceasta s-a eliberat o cantitate semnificativa
de genipin, in ciuda faptului ca toate probele au fost spalate cu apa ultrapurd dupa reticulare.
Probele cu diferite concentratii de GO nu au eliberat genipin, insa se poate observa o schimbare
de culoare care poate fi asociata cu eliberarea unei cantitdti de GO in mediu. Proba GG-50 pare
sd prezinte rezultatele cele mai slabe privind stabilitatea, iar aceste date ne arata ca utilizarea
unei concertatii de 0.5% GO in formularea printabild afecteaza negativ stabilitatea structurilor

printate.
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GG-12 GG-25 GG-50

Figura 2. Imagini ale structurilor in mediul de degradare dupa 14 zile de incubare in conditii
fiziologice

-

Tabelul 6 ilustreaza stabilitatea raportata procentual la intervalele de timp mentionate.
Probele fara GO par sa prezinte o scadere semnificativa de masa, cu variatii mari intre probe.
Rezultate mai stabile s-au inregistrat pentru probele cu 0.125% si 25% GO, variatiile fiind mai
mici in cazul probelor GG-12GO. In cazul probelor GG-50GO s-a inregistrat o degradare
semnificativa, cu variatii mai intre probe.

Tabelul 6. Masa ramasa (%) dupa 7, 14 si 21 de zile de degradare

Masa ramasa (%)
GG (control) GG-12GO
1 2 3 1 2 3

0 100 100 100 100 100 100

7 86.56987 | 94.34889 | 71.50685 | 99.91197 100 99.82206
14 40.56261 | 82.30958 | 23.83562 | 97.7993 100 99.64413
21 21.96007 | 46.68305 | 23.0137 | 97.7993 100 99.46619

In tabelul 7 este indicatd media aritmetica obtinuti pe baza celor 3 valori in timpul
studiilor de stabilitate pentru fiecare proba (AV), alaturi de deviatia standard (DEV) si valoarea
P.

10
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Tabelul 7. Masa ramasa (%) exprimatad ca medie aritmetica intre cele 3 valori obtinute
pentru fiecare proba.

Studiile de stabilitate

Timp () GG (control) GG-12GO GG-25GO
I Av (%) | DEV (%) P AV (%) | DEV (%) P AV (%) | DEV (%) P
0 100 0 100 0] 0.864578 100 0] 0.711453

7 84.14187| 11.61297
14 48.9026| 30.11591
21 30.55227( 13.97959

99.91135[ 0.08897| 0.656086| 99.95396| 0.079745| 0.565063
99.14781( 1.181323| 0.195256| 96.44928| 2.106658| 0.266868
99.0885[ 1.14794| 0.093414| 94.82921| 2.695564| 0.176719

PRk~

Rezultatele ilustrate in figura 3 ofera informatii privind rolul GO in stabilitatea
structurilor printate 3D. Probele GG, continand doar GeIMA si gellan metacrilat, au prezentat
o scadere de masa semnificativa din primele 7 zile, iar dupa 21 de zile doar 30.5+13.9% din
masa initiald s-a mentinut. In contrast, probele GG-12GO au inregistrat cea mai ridicata
stabilitate, masa rdmasa dupa 21 de zile fiind de 99.0+1.1%. Rezultate bune au inregistrat si
probele GG-25GO, cu o0 masa finala de 94.8+2.6%, in timp de probele cu 0.5% GO, GG-50GO,
au Inregistrat cele mai semnificative pierderi, cu doud dintre probe complet distruse pana in
ziua 21. Mai mult, probele GG si GG50GO au prezentat si diferente semnificative intre probe,
indicand astfel ca rezultatele lor nu sunt reproductibile. Aceste date ne indica faptul ca cinetica
de degradare a probelor poate fi controlatd prin utilizarea unor concentratii de GO cuprinse

intre 0.125 si 0.25%.

11
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GG GG-12GO GG-25G0  =——GG-50GO
Figura 3. Stabilitatea probelor din GeIMA, gellan metacrilat si GO in concertatii de 0%,
0.125%, 0.25% s1 0.5%, 1a 7, 14 s1 21 de zile.
1.1.1.4. Concluzii

Rezultatele obtinute evidentiaza rolul GO atat in comportamentul de gonflare al
probelor printate 3D, cat si In stabilitatea acestora. Probele ranforsate cu GO au prezentat o
reducere semnificativa a gradului de gonflare comparativ cu proba control, in special la
concentratii de 0.25% si 0.50%, unde s-au observat cele mai scazute valori si cele mai mici
deviatii standard, indicand astfel o reproductibilitate ridicata. In ceea ce priveste degradarea,
probele GG-12GO si GG-25GO au demonstrat o stabilitate crescuta dupa 21 de zile, spre
deosebire de proba control (GG) si GG-50GO, care au suferit degradari semnificative si
variabilitate Intre probe. Aceste observatii sugereaza ca integrarea GO in concentratii moderate
(0.125-0.25%) confera scaffold-urilor o retea mai stabila, capabild sa limiteze absorbtia de

lichid si degradarea in medii fiziologice. Astfel, concentratia de GO poate fi utilizata ca

12
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parametru de reglare a proprietatilor fizico-chimice ale structurilor 3D pentru aplicatii in

ingineria tesutului 0S0s.
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1.1.2. Protocol pentru printare 3D si functionalizare a scaffoldurilor pe
baza de gelatina, nanofibre de celuloza, K-carrageenan si oxid de grafena
carboxilat cu oligonucleotide antisens pentru mielom multiplu

Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizafi.
Subactivitatea 1.6. Incorporarea conjugatelor de tip GO-ASO in materialul de printare.

1.1.2.1. Introducere

In cadrul cercetdrilor actuale in domeniul regeneririi osoase si tratamentului
complicatiilor asociate cu mielomul multiplu, stiinta materialelor biocompatibile si
tehnologiile avansate de printare 3D joaca un rol esential. Proiectul Advanced & Personalized
Solutions for Bone Regeneration and Complications Associated with Multiple Myeloma
(REOSTOMI) vizeaza dezvoltarea unor solutii inovative pentru regenerarea osoasa, folosind
scaffolduri personalizate care combina biocompatibilitatea si stimularea proceselor de
vindecare in cadrul mielomului multiplu.

Studiile de literatura sugereaza ca scaffoldurile pe baza de gelatina (G), K-Carragenan
(K), nanofibre de celulozd (CNF) si grafena-carboxilata (GO-COOH) pot oferi un cadru
excelent pentru cresterea celulard si regenerarea tesuturilor osoase, avand totodata si proprietati
de sustinere a interactiunilor celulare si protectie Impotriva tumorilor. Utilizarea printarii 3D
in fabricarea acestor structuri permite personalizarea acestora in functie de nevoile pacientului,
asigurandu-se o mai buna integrare si adaptabilitate la diverse conditii anatomice.

Mai mult decat atat, functionalizarea scaffoldurilor cu oligonucleotide antisens (ASOs)
reprezintd o abordare inovativa in tratamentul mielomului multiplu, prin inhibarea expresiei
genelor implicate in progresia bolii. Integrand aceste componente, se poate atinge o dualitate
functionala, 1n care scaffoldurile nu doar ca sustin regenerarea osoasa, dar si contribuie la
tratamentele tintite pentru cancer.

In aceasti lucrare, vom analiza cercetirile existente referitoare la utilizarea printare 3D

pentru fabricarea scaffoldurilor din gelatind, nanofibre de celuloza si grafend carboxilata,

14
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precum si aplicatiile oligonucleotidelor antisens in contextul mielomului multiplu, punand

1.1.2.2. Materiale si sinteza

1.1.2.2.1. Materiale utilizate

Gelatina  obtinutda  din  piele de peste, K-Carragenan, 1-Etil-3-(3-
dimethilaminopropil)carbodiimide (EDC), n-hidroxisuccinimide (NHS), GO-COOH, clorura
de calciu si genipinul (> 98%, pulbere) au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, SUA). De asemenea alfa mediu modificat de vulture (a-MEM), sodium dodecil sulfat
(SDS), albumina serica bovina (BSA), tampon tris-hidroclorid (Tris-HCI, pH 8) si clorura de
magneziu (MgCl.)

FAM-ssADN, marcat cu 6-carboxifluoresceind la primerul final si avand secventa 5'-
TTTCAACATCAGTCTGATAAGCTATCTCCC-3, a fost achizitionat de la Integrated DNA
Technologies, Inc. (Coralville, IA, SUA). Nanofibrele de celuloza (CNF) oxidate cu 2,2,6,6-
tetrametil-1-piperidinyloxy (TEMPO) au fost achizitionate de la Novarials Co. (Woburn, MA).

1.1.2.2.2. Sinteza
Studii preliminare pentru legarea covalenta a ASO-urilor de nanoplatformele grafenice

Se va pregiti o solutie de GO-COOH 1in care se vor adauga 0,2 M EDC si 0,05 M NHS
pentru realizarea legarii covalente a ssADN-ului. In prima etapa, GO-COOH (1 mg/mL) va fi
dispersat prin ultrasonare timp de 120 de minute, la 0 amplitudine de 25%, utilizand cicluri de
15 secunde de pulsare urmate de 5 secunde de pauza, intr-un volum de 10 mL de apa. Prioritar
experimentului s-a realizat resuspensia FAM-ssADN prin adaugarea a 1 mL apa ultrapura.
Calculele neceseare resuspensiei s-au realizat folosind calculatorul online de pe site-ul IDT
Technolgy, astfel s-a obtinut o concentratie de 32.4 uM ssADN. Ulterior solutia de GO-COOH
se va dilua la o concentratia de 0.5 mg/mL iar in aceasta solutie se va adauga amestecul EDC—

NHS, si apoi o concentratie de 50 nM FAM-ssADN. Pentru a evalua legarea moleculelor FAM-
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ssADN de suprafata de grafend, se va masura intensitatea fluorescentei utilizand fluorimetrul
Tecan Spark. Influenta fiecarui compus din solutie asupra eficientei legarii va fi analizata prin

compararea valorilor de fluorescenta obtinute.
Sinteza scaffolduri

Pentru printare 3D si functionalizare a scaffoldurilor pe baza de G, K, CNF si GO-
COOH cu ASO pentru mieclom multiplu, formularile printabile sunt codificate astfel: GKC,
GKC-25 GO-COOH, conform tabelului 8.

Tabelul 8. Concentratiile utilizate in realizarea formularilor printabile

COoD G CNFs K GO-COOH Genipin

0,
GKC 12% 1 nf’l_()s 4% i 1%

0,
GKC- GO-COOH [IEPI) 1 nf’L()S 4% 0.5 mg/mL 1%

Pentru fiecare formulare, GO-COOH a fost dispersat prin ultrasonare timp de 120 de

minute, la 0 amplitudine de 25%, folosind cicluri de 15 secunde de pulsare urmate de 5 secunde
de pauza, intr-o solutie continand 10 mL de 1% CNF. Procesul de ultrasonare a contribuit la
integrarea omogena a nanostructurilor in matricea polimerica.

Pentru a facilita dizolvarea gelatinei, baia de apd a fost Incélzitd pana la 70°C. S-au
cantarit 1.2 g de gelatina, 0.2 g nanofibre celuloza si 0.4 g de k carragenan, care au fost adaugate
in dispersia de CNF-uri cu GO-COOH. Aceste componente de baza au fost incluse in toate
formularile pentru a conferi structura si o vascozitate adecvata, necesara pentru printarea 3D.
Pentru proba martor, s-a utilizat acelasi volum de apa, fara dispersia de GO-COOH.

Dizolvarea gelatinei si k-carragenanului s-a realizat treptat, prin adaugarea in portii
mici, pe parcursul a 10-15 minute. Omogenizarea completa s-a efectuat timp de 60 de minute,

pentru a asigura o dispersie uniforma a tuturor componentelor.
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Printare scaffoldurilor cu formuldarile obtinute

Formularile obtinute au fost printate folosind diferite presiuni si viteze de printare.
Pentru stabilizarea finala a structurilor, fiecare proba a fost supusa unui proces de reticulare in
doud etape: initial, reticulare cu MgCl. timp de 30 de minute, urmatd de imersie intr-o solutie
de 1% genipin timp de 24 de ore. Probele astfel reticulate au fost apoi inghetate in azot lichid
si liofilizate, fiind astfel pregdtite pentru caracterizarea proprietatilor mecanice si biologice,

esentiale 1n evaluarea eficientei formularilor in regenerarea osoasa.

Analize necesare pentru evaluarea scaffoldurilor

Pentru a evalua performanta scaffoldurilor dezvoltate in contextul regenerarii osoase si
livrarii controlate de oligonucleotide antisens (ASO), trebuiesc realizate o serie de analize
fizico-chimice si morfologice, menite sa evidentieze proprietatile cheie ale materialului:
- Proprietati mecanice: Se vor realiza teste de compresie, tractiune si/sau forfecare, care vor
permite determinarea modulului elastic si a rezistentei mecanice a scaffoldurilor, proprietati
esentiale pentru mentinerea integritatii structurale in aplicatii tisulare.
- Stabilitate: Pentru a determina rata de degradare si capacitatea scaffoldurilor de a-si pastra
structura in timp se vor realiza teste de stabilitate in apa sau pbs.
- Gonflare: Prin masurarea absorbtie de lichid, se evalueaza capacitatea scaffoldului de a
facilita difuzia nutrientilor si eliberarea substantelor active.
- Reologie: Comportamentul viscoelastic al gelurilor Tnainte de reticulare este analizat pentru
a determina printabilitatea si proprietatile de curgere, folosind parametri precum modulul
elastic (G') si vascozitatea in functie de turatie.
- Morfologie: Structura poroasd si arhitectura internd sunt investigate prin microscopie
electronica de baleiaj (SEM), oferind informatii despre dimensiunea si distributia porilor,

aspecte critice pentru integrarea celulara si transportul de substante.
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- Structura chimica: Tehnicile spectroscopice (FTIR, Raman) si difractia de raze X (XRD)
permit identificarea componentelor chimice, a interactiunilor moleculare si a gradului de
cristalinitate. -Posibil analizele termice (DSC/TGA) pentru caracterizarea Stabilitatii termice si
a comportamentului de degradare.

Incarcarea platformelor GO-COOH cu ASO

Pentru functionalizarea platformelor cu capacitate terapeutica specifica, s-au adsorbit
ASO specifice pentru MM. Platformele GO-COOH au fost imersate intr-o solutie apoasa de
ASO-uri cu o concentratie de 50 nM. In aceasta solutie se regdsesc componente precum o-
MEM, SDS, BSA, Tris-HCI la pH 6, MgCl., EDC-NHS iar pentru prepararea a 100 ul per

godeu se vor respecta concentratiile indicate in tabelul 9 de mai jos.

Tabel 9. Cantitatile si concentratiile ce se vor utiliza pentru incubarea scaffoldurilor

GO- BSA (0. FAM-ADN  SDS MgClz  TrisHCI pH

Solutie
incubare

(1))

Incubarea va avea loc la temperatura camerei, timp de 24 ore, pentru a permite o

adsorbtie eficienta si pentru a evita degradarea termica a oligonucleotidelor.

Pentru control si evaluarea capacitatii maxime de adsorbtie a scaffoldurilor, se va

analiza o solutie standard de ASO-uri (50 nM 1in apa) prin spectrofluorimetrie, utilizand

echipamentul Tecan Spark. Astfel pentru a observa daca exista posibilitatea de detasare a ASO-

urilor masa totala desorbitd de ASO-uri se va calcula folosind formula:
B Fr « M;

My F 1

unde:
e Fi reprezinta fluorescenta initiala a secventei FAM-ssDNA 1in solutia de adsorbtie

(aproximativ 3800 r.f.u.),
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e M; este masa initiala de FAM-ssDNA 1n solutia de adsorbtie (aproximativ 4420 pg),
calculata utilizand instrumentul ,,DNA Molecular Weight and Conversion” de la
Thermo Fisher [74],

e Freste fluorescenta finald (dupa desorbtie),

o Mseste masa finald a FAM-ssDNA eliberatd, exprimata in pg.

Aceastd formuld permite transformarea valorii fluorescentei in unitati de masa.

Dupa determinarea masei totale de ASO-uri la concentratia de 50 nM, se va calcula
masa de ASO-uri posibil adsorbiti de platformele GO-COOH, pe baza rezultatelor obtinute. In
prealabil, se vor efectua teste de rutind pentru a verifica daca componentele din solutia
platformelor pot interfera cu solutiile fard ASO-uri, in vederea obtinerii unui semnal de
fluorescentd cat mai curat. Dupa finalizarea analizelor privind capacitatea de adsorbtie si
profilul de eliberare in conditii controlate, urmatorul pas va consta in mixarea platformelor cu

ASO-urilor cu hidrogeluri printabile 3D.

1.1.2.3. Concluzii

In contextul nevoilor tot mai mari pentru terapii personalizate in oncologie si medicina
regenerativa, proiectul REOSTOMI 1si propune sa investigheze potentialul unor scaffolduri pe
baza de gelatina, K-Caragenan , nanofibre de celuloza si GO-COOH realizate prin tehnologii
avansate de printare 3D. Aceste structuri ar putea servi drept suport pentru regenerarea 0soasa,
fiind 1n acelasi timp functionalizate cu oligonucleotide antisens (ASO), cu scopul de a modula
expresia genelor implicate in progresia mielomului multiplu.

In aceasta etapa, sunt in curs de dezvoltare diverse formulari printabile, urmand ca
acestea sa fie caracterizate printr-0 serie de analize fizico-chimice si structurale. Printre acestea
se numara evaluarea proprietatilor mecanice, a stabilitdtii in medii apoase, analiza morfologiei
prin microscopie electronica (SEM), precum si testarea compozitiei chimice prin spectroscopie

FTIR/Raman si difractie de raze X.
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1.2. CAPITOL 2

1.2.1. Studierea stabilitatii scaffoldurilor printate pe baza de guma gellan si
nanofibrile de celuloza ranforsate cu nanofibre electrofilate de
chitosan/polietilenoxid

Activitatea 2. Dezvoltarea de nanoplatforme 2D si 3D pentru livrarea de ARNNnc complementar.
Subactivitatea 2.3. Obtinerea experimentala a nanoplatformelor grafenice si a custilor ADN

1.2.1.1. Introducere

Regenerarea osoasa reprezintd un domeniu esential al medicinei regenerative, vizand
restaurarea tesuturilor afectate de traumatisme, interventii chirurgicale, boli degenerative sau
maligne. Tn cazul defectelor de dimensiuni mari sau dificil de vindecat spontan, utilizarea
scaffoldurilor bioactive devine indispensabila, oferind un suport tridimensional temporar care
ghideaza proliferarea, migrarea si diferentierea celulelor in vederea formarii unui nou tesut
functional.

Evaluarea comportamentului in vitro al scaffoldurilor destinate regenerarii osoase
reprezintd un pas esential in dezvoltarea unor solutii eficiente, sigure si predictibile pentru
aplicarea clinica. Intrucat integrarea acestor structuri in tesutul gazda implica o interactiune
complexd cu mediul biologic, este impotant ca materialele utilizate sa indeplineasca cerinte
riguroase privind stabilitatea structurald, capacitatea de absorbtie a fluidelor si rata de
degradare controlata.

Printarea 3D a scaffoldurilor biocompatibile pe baza de polizaharide naturale, precum
guma gellan (GG) si nanofibrile de celuloza (CNF), oferd un cadru versatil pentru imitarea
arhitecturii osoase si sustinerea regenerarii tisulare. Prin incorporarea de nanofibre electrofilate
de chitosan/polietilenoxid (NFs), se urmareste imbunatatirea performantei functionale a acestor
structuri, insd impactul acestor adaosuri asupra stabilititii pe termen lung necesitd o

caracterizare detaliata.

20



N NISTERUL CERCETARII Planul National
- o it M > 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
strainatate 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 STIINTA SI TEHNOLOGIE POLITEHNICA
BUCURESTI

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

In acest studiu a fost continuat experimentul de evaluare a stabilititii scaffoldurilor
printate 3D pe baza de guma gellan (G), nanofibrile de celulozd (C) si diferite concentratii
(0,5%, 1%, 2% si 4%) de nanofibre electrofilate de chitosan/polietilenoxid (NFs), notate GC31
(control), GCN-0.5%, GCN-1%, GCN-2%, respectiv GCN-4%. Obiectivul principal a fost de
a identifica formuldrile care mentin un echilibru optim intre stabilitatea structurala si

potentialul de degradare controlata, relevante pentru aplicatii in regenerarea tesutului osos.

1.2.1.2. Materiale si metode

Scaffoldurile fabricate prin printare 3D, realizate dintr-o retea polimerica formata din
GG si CNF intr-un raport de 3/1 (m/m), au fost functionalizate prin incorporarea de NFs in
concentratii variabile: 0.5%, 1%, 2% si 4% (raportat la masa totald a compozitului). Probele
astfel obtinute au fost liofilizate in vederea evaluarii stabilitatii Tn mediu apos.

In vederea evaluarii stabilititii structurilor printate, cite 3 probe din fiecare compozitie
(GC31 cu adaos de 0 - 4% chitosan) au fost cantarite initial (Wo) cu ajutorul unei balante
analitice. Initial, probele au fost imersate in apd ultrapura si incubate la 37°C intr-o etuva de
laborator, timp de 24 ore, iar in studiul actual (continuat), probele au fost incubate timp de 7
zile. In continuare, scaffoldurile au fost uscate la 37°C timp de dou ore si cantarite din nou.
Greutatea ramasa a probelor a fost calculata in conformitate cu ecuatia (I):

Masa ramasa (%) = W/Wo x100 M

Toate rezultatele au fost obtinute in triplicat si au fost exprimate ca medie a acestor

valori. Astfel, datele au fost exprimate ca £STDEV (abatere standard), iar evaluarea statistica

a fost efectuata utilizand functia Student t-test.

1.2.1.3. Rezultate si discutii
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Studii de stabilitate in vitro a structurilor printate 3D

Pentru a evalua comportamentul scaffoldurilor in mediu apos pe termen lung, a fost
monitorizatd degradarea formularilor GC31 (martor) si GCN-x% (0.5%, 1%, 2% si 4% NFs)
pe o perioada de 82 de zile. Analiza s-a bazat pe masuratori periodice si pe interpretarea datelor
statistice obtinute din datele experimentale si figura 4.

Tabelul 10 prezinta valorile individuale ale masei probelor (exprimata in miligrame) la
fiecare punct de timp, inca de la inceput fiind observata o diferentiere clara intre compozitii.
GCN-4% prezinta o pierdere accelerata a masei, depasind pragul de 50%, indicand o structura
mai putin stabila. Pe de altd parte, dupa prima sdptamana, GCN-2% 1isi pastreazd o masa
constanta, in jurul valorii de 7 mg, pe intreaga perioadd ramasa, demonstrand o stabilitate
structurala superioard. De asemenea, formularile GCN-0.5% si GCN-1% prezintd o degradare

lentd, cu variatii mici in masa probelor, sugerand o retea polimerica relativ stabila.

Tabelul 10. Masa probelor exprimata in miligrame (mg)

Nr. Proba  m0[mg] ml [me] 02 [me] nB [meg] o [me] mS [me] m6 [mg] m7 [mg] m8 [me] mO [me] mi0 [me] mll [me] ml2 [me] ml3 [me] ml4 [me] ml5 [me] ml6 [me]
1 GC31 9.5 6.4 6.4 6.4 6.3 6.3 6.3 6.2 6.2 6.1 6.1 6 510 5.8 3.8 5.7 36
2 GC31 85 54 54 53 53 52 51 51 5 5 5 5 5 49 49 49 49
3 GC31 &) 3.2 5 2hll 31 3 3 29 219, 238 28 2.5 23 2 1 1 0
1 GCN-05% 6.7 6.2 6 6 59 50 5.8 58 5.8 38 57 37 547 5.6 5.6 5.6 49
2 GCN-0.5% 7.8 7.1 71 6.9 6.4 6.4 6.3 6.3 6.3 6.3 6.3 6.3 6.2 54 i3 3.3 5
3 GCN-05% 6.5 59 59 58 34 54 53] 53 53 33 51 il 5 4.8 48 48 48
1 GCN-1% 6.9 4 4 4 4 4 39 Glg 3.9 39 39 3.9 810 3.8 3.7 37 37
2 GCN-1% 9.2 59 5.9 37 36 5.6 5.6 56 5.6 36 5.6 56 5.6 54 5.4 54 34
3 GCN-1% 9.9 54 5.3 5.1 Sl 3.1 5 g & 5 5 5 3 4.9 4.9 49 49
1 GCN-2% 84 79 74 72 71 7.1 7.l 71 7.1 7l 71 2Ll 71 7 7 7 7
2 GCN-2% 8 17 7.7 73 7.5 7.5 735 74 7.4 7.4 74 7.4 74 73 7.3 73 73
3 GCN-2% 7.1 64 6.4 6.3 6.2 6.2 6.2 6.1 6.1 6.1 6.1 6.1 6.1 5.9 5.9 59 59
1 GCN-4% 8.3 48 4 37 33 35 3.1 3.1 3.1 3.1 257 2 1.3 1.8 0.7 1 08
2 GCN-4% 87 45 43 38 38 3.7 36 36 3.6 3.5 3 3 Z 2.8 2.9 29 29
3 GCN-4% 10.5 5.5 54 4.6 4.4 44 44 44 4.4 4.4 44 43 43 4.2 4.2 42 42

Tabelul 11, care exprima masa ramasa ca procent din masa initiald, ofera o imagine
comparativa mai clard. Dupd prima saptamana, probele GC31 si GCN-4% incep sd piardd masa
ntr-un ritm semnificativ mai rapid fata de celelalte formulari, GC31 scazand progresiv pana la
0 medie de aproximativ 38.8% la ziua 82, in timp ce GCN-4% ajunge la doar 26.7%, indicand
o degradare accelerati si instabilitate ridicata. In schimb, GCN-2% rimane constant peste 87%

din masa initiala, inclusiv la finalul testului, confirmind rezistenta sa la mediu apos.
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Formularile GCN-0.5% si GCN-1% 1si pastreaza intre 71-64% din masa initiald pana la

sfarsitul perioadei de incubare, ceea ce reflectd o degradare moderata si predictibila.

Tabelul 11. Masa ramasa a probelor exprimata procentual (%)

0 zile 1z 2 zile 3 ale 4 zle 5 zile 12z7ile  19zile  26zile  33zile  40zile  47zile  54zile  6lzile  68zile  75zile  B21zile
Nr. Proba po pL[%]  p2[%] p3[%] p4[%] pS[%] pe[%] p70% p8I%] p9I%] plO[%] pl1[%] p12[%] p13[%] pl4[%] p1S[%] pl6[%]
1 GC31 100 67.368421 67.3684 67.3684 66.3158 663158 66.3158 652632 65.2632 64.2105 642105 63.1579 62.1053 61.0526 61.0526 60 58.9474
2 GC31 100 63.529412 63.5294 62.3529 62.3529 61.1765 60 60 58.8235 58.8235 58.8235 58.8235 58.8235 57.6471 57.6471 57.6471 57.6471
3 GC31 100 61.538462 61.5385 59.6154 59.6154 57.6923 57.6923 55.7692 55.7692 53.84G62 53.8462 48.0769 44.2308 38.4615 28.8462 19.2308 0
1 GCN-0.5% 100 92.537313 89.5522 89.5522 88.0597 88.0597 86.5672 86.5672 86.5672 86.5672 85.0746 85.0746 85.0746 83.5821 83.5821 B83.5821 73.1343
2 GCN-0.5% 100 91.025641 91.0256 88.4615 82.0513 82.0513 80.7692 80.7692 80.7692 80.7692 80.7692 80.7692 79.4872 69.2308 67.9487 67.9487 679487
3 GCN-0.5% 100 90.769231 90.7692 89.2308 83.0769 83.0769 815385 81.5385 B81.5385 81.5385 784615 78.4615 76.9231 73.8462 73.8462 73.8462 738462
1 GCN-1% 100 57.971014 57.971 57971 57.971 57971 56.5217 56.5217 56.5217 56.5217 56.5217 56.5217 56.5217 55.0725 53.6232 53.6232 53.6232
2 GCN-1% 100 64.130435 64.1304 61.9565 60.8696 60.8696 60.8696 60.8696 60.8696 60.8696 G0.8696 60.8696 60.8696 58.6957 58.6957 58.6957 58.6957
3 GCN-1% 100 54.545455 53.5354 51.5152 515152 51.5152 505051 50.5051 50.5051 50.5051 50.5051 50.5051 50.5051 49.4949 49.4949 49.4949 49.4949
1 GCN-2% 100 94.047619 88.0952 85.7143 84.5238 84.5238 84.5238 84.5238 84.5238 84.5238 84.5238 84.5238 84.5238 83.3333 83.3333 83.3333 83.3333
2 GCN-2% 100 96.25 96.25 93175 93.75 9375 9375 925 925 92.5 92.5 92.5 92.5 012258 0125801525 BN 125
3 GCN-2% 100 90.140845 90.1408 88.7324 87.3239 §7.3239 87.3239 85.9155 85.9155 85.9155 859155 859155 85.9155 83.0986 83.0986 83.0986 83.0986
1 GCN-4% 100 57.831325 48.1928 44.5783 42.1687 42.1687 37.3494 37.3494 37.3494 37.3494 325301 24.0964 15.6627 21.6867 843373 12.0482 9.63855
2 GCN-4% 100 51.724138 49.4253 43.6782 43.6782 42.5287 41.3793 41.3793 41.3793 40.2299 34.4828 34.4828 34.4828 32.1839 33.3333 33.3333 33.3333
3 GCN-4% 100 52.380952 51.4286 43.8095 41.9048 41.9048 41.9048 41.9048 41.9048 41.9048 41.9048 409524 40.9524 40 40 40 40

Tabelul 12 sintetizeaza statistic aceste tendinte. Media masei procentuale (avg)
confirma comportamentul observat in tabelele anterioare: GCN-2% are cea mai mare valoare
medie (85.89 % 4.63%), urmata de GCN-0.5% (71.64 + 3.21%) si GCN-1% (53.93 + 4.6%).
Pede alta parte, GC31 si GCN-4% inregistreaza cele mai scazute mase ramase si cele mai mari
diferente statistice (38.86 + 33.66%, respectiv 27.65 = 15.95%). Valorile p calculate indica
diferente statistice semnificative Intre grupurile GCN-2% si GC31 (p < 0.005), respectiv intre
GCN-4% si toate celelalte formulari (p < 0.001), confirmand impactul concentratiei de NFs

asupra stabilitatii scaffoldului.

Tabelul 12. Media masei procentuale (avg), calculul deviatiei standard (stdev) si al valorii
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statistice p (p value)

0 zlle 17 2 zile 3 zile 4 zile 5 zile 12zile  19zile  26zile  33zile  40zile 47zile S4zile  6lzile  68zile  7Szile  82zile
analize Proba po pl [%6] p2 (%] p3[%] p4[%] p5(%] p6[%] p7(%] p8[%] p9(%] plO(%] pll[%] pl2(%] p13[(%] pl4[%] pIS[%] Ppl6[%)

ave GC31 100 64.145431 64.1454 63.1122 62.7614 61.7282 61.336 60.3441 59.952 589601 358.9601 56.6861 55.0532 52.3871 49.1819 45.6259 38.8648
stdev GC31 0 29633962 29634 3.9319 3.36882 4.33813 4.46429 4.75631 4.84651 5.18354 5.18354 7.76436 9.51504 12.1795 17.6934 22.8891 33.6642
p value GC31 1 ! 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
avg GCN-0.5% 100 91.444062 90449 89.0815 84.396 84.396 82.9583 82.9583 82.9583 82.9583 81.4351 81.4351 80.495 75.553 75.1257 75.1257 71.6431
stdev GCN-0.5% 0 0.9554245 0.78716 0.56046 3.21406 3.21406 3.14896 3.14896 3.14896 3.14896 3.35646 3.35646 4.16817 7.32633 7.89483 7.89483 321914
pvalle GCN-0.5% 0.0001096 0.00012 0.00035 0.00129 0.0019 0.00237 0.00236 0.00232 0.00237 0.00324 0.00714 0.01324 0.04768 0.0812 0.10246 0.16849
avg GCN-1% 100 58.882301 358.5456 57.1476 56.7852 56.7852 55.0655 55.9655 55.9655 55.9655 55.9655 55.9655 55.9655 54.421 539379 53.9379 53.9379
stdev GCN-1% 0 4.8570355 5.32086 5.26917 4.78861 4.788G1 5.2046 5.2046 5.2046 52046 52046 52046 5.2046 4.63482 4.60842 4.60842 4.60842
pvane  GCN-1% 0.1843709 0.18648 0.19119 0.15181 0.25579 0.24642 0.34263 0.38657 0.51907 0.51907 0.90022 0.89121 0.80028 0.67566 0.57086 0.48512
avg GCN-2% 100 93.479488 91.4954 89.3989 88.5326 88.5326 88.5326 87.6464 87.6464 87.6464 87.6464 87.6464 87.6464 85894 85894 85894 85.894
stdev GCN-2% 0 3.0939494 4.24277 4.05911 4.73035 4.73035 4.73035 4.26052 4.26052 426052 4.26052 4.26052 4.26052 4.63994 4.63994 4.63994 4.63994
p value GCN-2% 0.0002895 0.00079 0.00129 0.00154 0.00194 0.00193 0.00177 0.00175 0.00177 0.00177 0.00376 0.00564 0.01122 0.02544 0.04048 0.0746
avg GCN-4% 100 53978805 49.6822 44.022 42.5839 422007 40.2112 40.2112 402112 39.828 36.3059 33.1772 30.3659 31.2902 272557 284605 27.6573
stdev GCN-4% 0 3.3525042 1.63313 0.48624 095683 031322 2.49224 249224 249224 230412 494609 85035 13.1379 9.18928 16.6376 14.5991 159567
pvae  GCN-4% 0.0170248 0.00178 0.00113 0.00057 0.00147 0.00202 0.0029 0.00329 0.00428 0.00541 0.0241 0.05782 0.07476 0.19294 0.33497 0.62984

Figura 4 ilustreaza vizual cinetica degradarii probelor in functie de timp, unde se poate
observa ca formuldrile GC31 (a) si GCN-4% (e) prezinta o curbd descendenta accentuata,
semnaland o pierdere semnificativid a masei, in special dupa prima siptimana. In schimb,
GCN-2% (d) mentine o linie aproape plata, cu o scadere minima a masei, sugerand o retea
fizico-chimica mai stabilda. GCN-0.5% (b) si GCN-1% (c) prezinta o degradare moderata, cu o
tendintd constanta, fard oscilatii bruste, ceea ce poate indica o reactivitate chimica echilibrata

si o integrare potentiald buna in medii biologice.
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Figura 4. Cinetica de degradare a structurilor printate GC31 (a), GCN-0.5% (b), GCN-1% (c),
GCN-2% (d) si GCN-4% (e) timp de 82 zile.

1.2.1.4. Concluzii

Studiul extins asupra stabilitatii scaffoldurilor printate 3D pe o perioada de 82 de zile a
evidentiat o influentd semnificativa a concentratieci de NFs asupra comportamentului de
degradare al acestora. Rezultatele au aratat ca formularile cu adaos moderat de NFs, in special
GCN-2%, au prezentat o stabilitate excelenta, pastrand peste 85% din masa initiala pana la
finalul testului, ceea ce le recomanda pentru aplicatii in care este necesar un suport mecanic
sustinut pe termen lung. Probele GCN-0.5% si GCN-1% au avut o degradare lenta si controlata,
mentinand caracteristici structurale favorabile pentru utilizari in regenerarea osoasa graduala.

Tn schimb, formularea GCN-4% a suferit o degradare accelerati, cu pierderi masive de
masa inca din primele zile de incubare, sugerand o retea polimericd mai putin stabild. Acest

comportament ar putea fi valorificat in aplicatii unde este necesara o integrare rapida a
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scaffoldului sau o eliberare acceleratd a unor agenti bioactivi. Prin urmare, alegerea
concentratiei optime de NFs trebuie realizata in functie de specificul aplicatiei clinice, avand
in vedere echilibrul necesar intre stabilitatea structurald si rata dorita de degradare. Aceste
rezultate contribuie la optimizarea formularilor pentru aplicatii personalizate in ingineria

tisulara osoasa.

1.2.2. Studii de eficientizare a adsorbtiei ASO pe nanoplatforme grafenice

Activitatea 2. Dezvoltarea de nanoplatforme 2D si 3D pentru livrarea de ARNnc complementar.
Subactivitatea 2.3. Obtinerea experimentala a nanoplatformelor grafenice si a custilor ADN
Subactivitatea 2.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitdtii 2

1.2.2.1. Introducere

In cercetarile curente dedicate regeneririi osoase si tratamentului complicatiilor
asociate cu mielomul multiplu, utilizarea materialelor biocompatibile avansate si a
tehnologiilor de printare 3D devine din ce in ce mai importanta. Proiectul nostru, Advanced &
Personalized Solutions for Bone Regeneration and Complications Associated with Multiple
Myeloma (REOSTEOMI), se concentreazd pe dezvoltarea unor solutii inovatoare care
integreaza scaffolduri personalizate, optimizate pentru a sprijini atat regenerarea osoasa, cat si
tratamentele specifice pentru mielomul multiplu.

Un aspect remarcabil al acestui proiect este utilizarea platformelor de grafena
carboxilata (GO-COOH), care ofera oportunitati unice pentru legarea ADN-ului specific
mielomului multiplu. Functionalizarea scaffoldurilor cu oligonucleotide antisens (ASOs) se
dovedeste a fi o abordare promitatoare in inhibarea expresiei genelor asociate progresiei bolii.
Aceasta integrare a platformelor grafenice permite nu doar sustinerea procesului de regenerare

osoasa, ci si facilitarea tratamentelor tintite pentru cancer.
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In acest raport stiintific, ne propunem sa analizam legarea oligonucleotidelor antisens
in medii complexe de platformele GO-COOH modificate cu EDC-NHS, punand accent pe

metodele de imbunatatire a eficientei de adsorbtie.

1.2.2.2. Materiale si sinteza nanoplatformelor grafenice

Materiale

Albumina serica bovina (BSA), clorhidrat (Tris-HCI), CH3(CH2)110SOsNa (dodecil
sulfat de sodiu-SDS), MgCl> si au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich, cu sediul in St. Louis,
MO, SUA. FAM-ssADN, marcat cu 6-carboxifluoresceina la capatul final si avand secventa
5'- 6 FAM TCA-GTC- TGA-TAA-GCT-A -3', a fost achizitionat de la Integrated ADN
Technologies, Inc. (Coralville, IA, SUA). In plus, GO-COOH, fost procurat de la ACS-
Materials (Pasadena, CA, SUA).

Prepararea dispersiei de GO-COOH

GO-COOH au amplasate intr-un singur pahar Berzelius care continea 10 mL de apa
ultrapura, formand o dispersie cu o concentratie finalda de 1 mg/mL (figura 5 A.). Pentru a
obtine dispersia, a fost utilizat un sonicator VCx750 (Sonics & Materials, Inc., Newtown, CT,
SUA) timp de 2 ore, mentinand dispersia intr-o baie de gheatd pentru a preveni supraincalzirea.
Sonicatorul a functionat in cicluri de 10 secunde de pulsatii active urmate de o pauza de 5

secunde, cu o frecventa constanta de 20 kHz pe parcursul intregului proces.
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Figura 5. A. Procesul de dispersare a platformelor grafenice priﬁ ultrasonare; B. Dispe.fsia
platformelor grafenice dupa adaugarea mediului complex cu FAM-ssADN; C. Verificarea pH-ului
mediului complex contindnd dispersia de platforme grafenice; D. Procesul de adsorbtie a FAM-
ssSADN din mediul complex prin incubarea platformelor grafenice in godeuri albe si negre.

Procesul de adsorbtie si detectare a SSADN marcat cu FAM in solutii ionice utilizind
platformele GO-COOH

Pentru adsorbtia si detectarea oligonucleotidei ssADN marcate cu FAM, a fost
preparata o solutie ionica complexa cu un volum final de 300 pL, pe baza de aMEM, continand
100 mM MgCl. (Figura 1B). In plus, fiecare solutie a fost suplimentati cu 0,1 mg/mL BSA, 10
mM Tris-HCI (pH 6,0), 0,1% SDS si 50 nM FAM-ssADN. Inainte de incubare, solutiile au fost
testate pentru a se confirma ca pH-ul final este 6, valoare optima pentru adsorbtia eficienta a
ADN-ului (Figura 1C). Solutiile preparate au fost distribuite in placi Costar negre, cu fund plat
s1 96 de godeuri, cate 100 pL in fiecare godeu. De asemenea, au fost realizate experimente
paralele in godeuri albe, pentru a valida completitudinea adsorbtiei secventelor marcate
fluorescent de catre platformele grafenice (Figura 1D). Pentru procesul de adsorbtie,

platformele grafenice au fost incubate timp de 24 de ore in solutiile ionice complexe, in vederea
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promovarii legarii ssADN-ului marcat cu FAM. Ulterior fluorescenta solutiilor a fost analizat
la o lungime de unde de 535 nm, folosind un cititor de microplaci. Masurarea s-a bazat pe
tehnica FRET, care detecteaza transferul de energie intre doud molecule sensibile la lumind

atunci cand acestea se afla in proximitate, indicand o legare sau o interactiune reusita.

Analiza spectrofluorimetrica
Intensitatea fluorescentei emise a fost evaluata la 23 °C folosind un cititor de microplaci
de fluorescentda TECAN Spark (Tecan Trading AG, Miannedorf, Elvetia), cu cinci masuratori

efectuate per godeu, la o lungime de unda de 535 nm.

1.2.2.3. Rezultate si discutii

Tn cadrul experimentelor efectuate, s-a urmarit investigarea interactiunii dintre ADN-
ul marcat fluorescent si diverse platformele GO-COOH, prin monitorizarea modificarilor
intensitatii fluorescentei. Rezultatele obtinute au indicat variatii semnificative ale semnalului
fluorescent in timp si in functie de materialele utilizate. Un criteriu esential pentru evaluarea
eficientei adsorbtiei este mentinerea unei intensitdti a fluorescentei cat mai apropiate de cea a
solutiei martor care contine doar GO-COOH. Aceasta referintd permite stabilirea unui prag
optim de interactiune: un semnal fluorescent foarte scazut (stingere a fluorescentei sau
quenching) ar putea indica o adsorbtie excesiva, in timp ce un semnal prea ridicat poate sugera
o interactiune slaba.

Conform experimentelor, pentru fiecare control si platforma s-au realizat cate trei probe
fiind calculate media acestora, in scopul confirmarii veridicitatii rezultatelor. in Tabelul 1.3.1
este prezentatd media valorilor obtinute pentru fiecare set de masuratori, la un minut dupa
incubarea platformelor grafenice.

Dupa cum se poate observa in Tabelul 1.3.1, apa (H20) are, asa cum era de asteptat, o

valoare foarte scazuta a fluorescentei (27,8 r.f.u.), fiind utilizatd ca martor negativ, fara ADN
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sau grafend. FAM-ssADN (fara grafend) prezintd cea mai mare intensitate de fluorescenta:

4708,6 r.f.u., reflectdnd prezenta libera a oligonucleotidelor marcate fluorescent in solutie.

Tabelul 13. Intensitatea fluorescentei pentru apa, 50 nM FAM-ssADN, GO-COOH, GO-
COOH dupa incubare in mediul complex cu FAM-ssSADN, GO-COOH modificat cu EDC-
NHS, si GO-COOH/EDC-NHS dupa incubare in mediul complex cu FAM-SSADN.

GO-
GO- GO-
FAM- COOH/EDC-
H.O GO-COOH | COOH/FAM- | COOH/EDC-
sSADN NHS/FAM-
sSADN NHS
SSADN

Intensitatea Fluorescentei (r.f.u.- unitéti relative de fluorescentd)

4417.4 110.8 1470.6
P1 31 279.4 1235.8

5110.6 357.6 131.8
P2 26.2 959.2 1416.2

4597.8 340.4 133.2 1317
P3 26.2 1176.2

Tn cazul platformelor GO-COOH, valoarea intensitatii fluorescentei este semnificativ
mai mare comparativ cu cea a apei, ceea ce indica prezenta unui numdr mai mare de particule
GO-COOH in solutie. Aceasta crestere poate fi atribuita aglomerarii partiale a particulelor, care
determind o dispersie mai slaba si, implicit, o detectie mai evidentd a semnalului fluorescent

rezidual. Atunci cand aceste platforme sunt incubate in solutia cu FAM-ssADN, se observa o
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adsorbtie semnificativd a oligonucleotidelor, valoarea fluorescentei fiind de 1123.7 unitati
relative, dupa un minut de la incubare.

Tn cazul platformelor GO-COOH modificate cu EDC-NHS, se observa o valoare mai
micd a fluorescentei, apropiata de cea a apei de 125.3 unitati relative de fluorescenta, ceea ce
sugereaza ca modificarea chimicd cu EDC-NHS a contribuit atat la imbunatatirea dispersiei
particulelor grafenice, cat si la reducerea semnalului fluorescent de fond. Atunci cand aceste
platforme sunt incubate in solutia cu secvente de ADN marcate fluorescent, se observa o
adsorbtie rapida a acestora pe suprafata GO-COOH/EDC-NHS cu valori de 1401.3 unitati
relative de fluorescenta. Desi valoarea fluorescentei este mai ridicata decat in cazul GO-COOH
nemodificat, acest aspect poate indica formarea unor legaturi covalente stabile intre gruparile
activate de EDC-NHS si gruparile functionale ale ADN-ului, legaturi mai puternice decéat cele

de hidrogen sau interactiunile nespecifice stabilite de grafena nemodificata.

Tabelul 14. Media intensitatii fluorescentei pentru platformele GO-COOH si GO-
COOH/EDC-NHS dupa incubare in mediul complex cu FAM-ssADN, la diferite intervale de
timp Tn gode-uri negre.

GO-COOH/FAM-ssADN GO-COOH/EDC-NHS/FAM-
SSADN
Intensitatea Fluorescentei (r.f.u.)

1 min 1123.7 1401.3
15 min 380.8 995.9
30 min 378.6 895.6
1 ora 383.4 895.6
2 ore 391.7 838.9
3ore 378.6 721.7
4 ore 389.1 694.9
24 ore 505.2 395.1

Tn tabelul 14 sunt prezentate valorile intensitatii fluorescentei pentru oligonucleotida
marcatd fluorescent (FAM-ssADN) in prezenta a doud tipuri de platforme grafenice: GO-

COOH si GO-COOH/EDC-NHS, incubate in mediu complex, la diferite intervale de timp.
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Scaderea intensitatii fluorescentei a fost interpretatd ca indicator al procesului de legare a
ssADN la suprafata platformelor, avand in vedere fenomenul de stingere specific
interactiunilor dintre fluorofori si materiale pe baza de carbon.

Datele experimentale indica o scadere rapida a fluorescentei in cazul platformei GO-
COOH in primele 15 minute, de la 1123,7 r.f.u. la 380,8 r.f.u., sugerand o adsorbtie rapida s,
cel mai probabil, necovalentd a ssADN, prin interactiuni electrostatice si m—m stacking.
Interactiunile necovalente, precum cele ionice, legaturile de hidrogen si fortele van der Waals,
sunt interactiuni electrostatice slabe care nu implicd schimbul de electroni si, datorita
caracterului lor reversibil, se pot forma si rupe rapid, fiind astfel mai dinamice decat legéturile
covalente fapt evidentiat prin stingerea semnificativa a fluorescentei inca din primele minute
de la incubare. Ulterior, valorile fluorescentei se stabilizeaza, ceea ce sugereaza atingerea unui
echilibru intre moleculele adsorbite si cele ramase in solutie.

Pentru platforma functionalizata GO-COOH/EDC-NHS, scaderea fluorescentei este
mai lenta, mentinand valori semnificativ mai mari in primele ore de incubare (995.9 r.f.u. la 15
min; 895.6 r.f.u. la 1 ord). Acest comportament este atribuit formarii de legaturi covalente intre
grupdrile carboxil activate (prin EDC-NHS) de pe suprafata platformelor GO-COOH si
grupdrile amina de pe ssADN, ceea ce conferd o imobilizare mai eficientd si stabila a
oligonucleotidelor.

Dupa 24 de ore de incubare in mediu complex, valorile intensitatii fluorescentei pentru
ambele platforme grafenice prezintd modificdri semnificative, in special in cazul GO-COOH.
Astfel, fluorescenta masurata pentru GO-COOH ajunge la ~505.2 r.f.u., in timp ce pentru
platforma functionalizata GO-COOH/EDC-NHS valoarea este mai scazuta, ~395 r.f.u.

Aceasta diferenta indica faptul ca interactiunile dintre FAM-ssADN si suprafata GO-
COOH sunt mai putin stabile pe termen lung, iar o parte din oligonucleotidele adsorbite initial

se pot elibera in solutie, contribuind la cresterea fluorescentei in mediul lichid.
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Comportamentul este specific interactiunilor necovalente, care sunt reversibile si dinamice,
permitand desprinderea moleculelor de ADN 1in timp.

Prin contrast, platforma GO-COOH/EDC-NHS mentine un nivel mai scazut al
fluorescentei la 24 h, ceea ce sugereazd o imobilizare mai eficientd si stabild a sSADN, prin
formarea de legaturi covalente Intre grupdrile functionale activate de pe suprafata grafenica si
gruparile amina ale oligonucleotidei.Aceste rezultate confirma ca modificarea cu EDC-NHS
poate imbunatatii capacitatea platformelor grafenice de a lega oligonucleotidele intr-un mod
mai controlat si durabil, aspect esential pentru aplicatiile in domeniul ingineriei tisulare si al

livrarii de material genetic.

Tabelul 15. Media intensitatii fluorescentei pentru platformele GO-COOH si GO-
COOH/EDC-NHS dupa incubare in mediul complex cu FAM-ssADN, la diferite intervale de
timp n gode-uri albe.

GO-
GO-COOH/EDC- GO-COOH/EDC-
GO-COOH COOH/FAM-
NHS NHS-FAM-ssADN
sSADN

Intensitatea Fluorescentei (r.f.u.)

1 min 3680.6 4011.9 3532.1 4230.4
2 ore 3519.8 3778.0 3594.0 3978.4
4 ore 3609.8 3794.9 3665.2 3998.6

Datele obtinute aratd comportamente diferite ale platformelor GO-COOH si GO-
COOH-EDC/NHS in prezenta oligonucleotidei marcate fluorescent (FAM-ssADN), dupa
incubare Th mediu complex in gode-uri albe (Tabelul 15).

La 1 minut, fluorescenta este maxima pentru toate probele cu sSADN: 4011.9 r.f.u.
pentru GO-COOH/FAM-ssADN si 4230.4 r.f.u. pentru GO-COOH/EDC-NHS/FAM-ssADN.
Ulterior, se observa o scadere treptata a fluorescentei, mai accentuatd in cazul GO-COOH, pana

la 3794.9 r.f.u. la 4 ore, comparativ cu 3998.6r.f.u. pentru platforma modificata.
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Scaderea mai rapida in cazul GO-COOH indica o adsorbtie necovalenta (n—n stacking,
interactiuni electrostatice) a ssADN, in timp ce cinetica mai lenta in cazul GO-COOH/EDC-
NHS reflectd o imobilizare covalentd mai controlata si mai stabila, datorita reactiei cu EDC-
NHS.

Platformele fard ssADN au fluorescente relativ constante (ex. GO-COOH: ~3680-3795
r.f.u.), confirmind ca modificarile semnificative observate sunt cauzate de interactiunea cu
oligonucleotidele. Prin urmare, functionalizarea chimica cu EDC-NHS confera platformelor
grafenice o capacitate superioard de imobilizare controlata si stabild a oligonucleotidelor.

Tabelul 16 prezinta valorile fluorescentei obtinute dupa 24 de ore de incubare pentru o
serie de sapte experimente desfasurate pe doua tipuri de platforme grafenice GO-COOH si GO-
COOH/EDC-NHS - in prezenta FAM-SSADN, intr-un mediu complex. Datele arata in mod
consecvent cd platforma GO-COOH/FAM-ssADN prezinta valori mai ridicate ale
fluorescentei (intre 456.0 si 530.5 r.f.u.), in comparatic cu GO-COOH/EDC-NHS/FAM-

ssADN, care se mentine la valori mai scazute si mai stabile (intre 376.9 si 416.6 r.f.u.).

Tabelul 16. Rezultatele fluorescentei obtinute pentru o serie de experimente cu platformele
GO-COOH si GO-COOH/EDC-NHS incubate in mediu complex cu FAM-ssADN dupa 24
de ore (gode-uri negre).

GO-COOH/FAM-ssADN GO-COOH/EDC-NHS/FAM-ssADN
Intensitatea Fluorescentei (r.f.u.)
Exp. 1 505.2 395.1
Exp. 2 457.2 376.9
Exp. 3 493.6 379.7
Exp. 4 487.7 385.9
Exp. 5 456.0 383.8
Exp. 6 530.5 408.2
Exp. 7 483.3 416.6
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Aceste diferente indica faptul ca legarea ssADN-ului pe suprafata GO-COOH are loc
prin interactiuni necovalente, precum stacking n—x si forte electrostatice, care sunt reversibile
si instabile Tn timp. Pe masura ce trece timpul, o parte semnificativa din ssADN se elibereaza
in solutie, fenomen reflectat de fluorescenta crescuta, intrucat fluoroforul FAM nu mai este
stins de proximitatea cu suprafata carbonica.

Tn schimb, platforma GO-COOH/EDC-NHS asiguri o imobilizare covalenti a ssADN,
datorita activarii gruparilor carboxilice cu EDC si NHS, care reactioneaza eficient cu gruparile
amina de pe oligonucleotida. Aceasta legare chimica este mult mai stabila si reduce mobilitatea
moleculelor, ceea ce se reflecta prin valori mai reduse ale fluorescentei, constante intre

experimente.

1.2.2.4. Concluzii

Studiul de fata a investigat comportamentul a doua tipuri de platforme grafenice — GO-
COOH si GO-COOH/EDC-NHS - in interactiunea lor cu oligonucleotide marcate fluorescent
(FAM-ssADN), in conditii de incubare in mediu complex, pe parcursul mai multor intervale
de timp. Evaluarea acestor interactiuni s-a realizat prin monitorizarea intensitatii fluorescentei,
un indicator indirect al procesului de adsorbtie sau imobilizare a sSADN pe suprafata
platformelor.

Rezultatele obtinute au evidentiat comportamente distincte intre cele doud tipuri de
materiale, reflectand diferente fundamentale in mecanismul de interactiune. Platforma GO-
COOH, care interactioneaza preponderent prin legdturi necovalente, a prezentat o adsorbtie
rapida, vizibila printr-o scadere accentuata a fluorescentei in primele 15 minute (de la 1123,7
r.f.u. 1a 380,8 r.f.u.). Aceastd adsorbtie este insd instabild in timp, fenomen reflectat de cresterea
valorii fluorescentei dupd 24 de ore (~505.2 r.f.u., medie intre 456 si 530.5 r.f.u.), ceea ce
sugereazd o desorbtie partiald a oligonucleotidei din cauza caracterului reversibil al

interactiunilor necovalente.
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Pe de alta parte, platforma GO-COOH/EDC-NHS, functionalizata chimic pentru a
forma legdturi covalente intre gruparile carboxil activate si gruparile amina ale ssADN-ului, a
aratat o adsorbtie mai lenta, dar mult mai stabila in timp. Fluorescenta s-a redus progresiv (de
la 1401.3 la 395 r.f.u. dupa 24h), iar valorile obtinute in cele sapte experimente (intre 376.9 si
416.6 r.f.u.) au fost constante si reproductibile. Acest comportament reflectd formarea unor
legaturi puternice si durabile, ceea ce face ca platforma sa fie mult mai potrivita pentru aplicatii
ce necesitd o imobilizare eficientd si controlatd a materialului genetic.

In plus, valorile fluorescentei obtinute pentru martori (ex. api: 27.8 r.fu., FAM-
ssADN: 4708.6 r.f.u.) confirma fiabilitatea metodei utilizate si pun in evidenta rolul lor al
interactiunilor platforma-ADN in modificarea semnalului fluorescent.

Platformele fara ADN au prezentat fluorescentd relativ constantd, confirmand ca
modificarile observate in prezenta FAM-SSADN sunt specifice procesului de legare. De
asemenea, faptul ca platforma GO-COOH/EDC-NHS reduce semnalul fluorescent mai eficient
sugereaza o dispersie mai buna a particulelor in solutie si o capacitate superioard de legare

specifica.
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PARTEA all-a
11.1. CAPITOL 1

Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.8. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 1.

I1.1.1. Studii privind analiza structurii semi-cristaline a scaffoldurilor din
GelMA, gellan metacrilat si diferite concentratii de oxid de grafena

11.1.1.1. Introducere

Pentru ca un biomaterial destinat regenerarii osoase sa reproducd eficient
caracteristicile tesutului osos natural, acesta trebuie sd imite nu doar arhitectura geometrica
generald si gradul de porozitate, ci si organizarea structurala specifica osului [1], [2]. Desi
structurile biologice naturale evidentiaza rolul esential al organizarii ierarhice in obtinerea
performantelor mecanice specifice, reproducerea fidela a acestei organizari in structurile pentru
regenerare 0soasd reprezinti un proces complex si greu de realizat [3]. Tn acest context,
caracterizarea structurii cristaline prezente In substituentul osos devine esentiald pentru
evaluarea gradului in care materialul poate sustine regenerarea osoasa [4]. Difractia de raze X
(XRD) constituie o tehnica analiticd esentiald in caracterizarea materialelor utilizate in
ingineria tisulard, in special pentru determinarea compozitiei fazelor cristaline si evaluarea
structurii cristaline la scard atomica. Prin analiza difractogramelor obtinute In urma
interactiunii razelor X cu retelele cristaline ale materialului, XRD permite identificarea precisa
a fazelor minerale prezente, determinarea gradului de cristalinitate si a dimensiunii cristalitelor
[5], [6]. Prezentul studiu se focuseaza pe analiza XRD a probelor pe baza de gelatina
metacrilatd (GelMA) si gellan metacrilat, ranforsate cu diferite concentratii de oxid de grafena
(GO) - 0%, 0.125%, 0.25% si 0.5%. Sinteza formuldrilor, printarea 3D si liofilizarea

structurilor au fost descrise intr-un raport anterior.
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11.1.1.2. Materiale

Structura scaffold-urilor a fost investigatd prin XRD utilizind un sistem Malvern-
PANalytical Empyrean (Almelo, Térile de Jos) echipat cu o sursd de radiatie CuKa cu
lungimea de undi de 1,54065 A. Probele au fost analizate in intervalul de unghi 20 de la 5°
pana la 60°, cu un pas de 0,026°, cu 0,5s/pas si rotirea la o viteza de revolutie de 0,5s. Distanta
d dintre straturi a fost calculata in conformitate cu legea lui Bragg, dupa cum se arata in ecuatia
(1), unde n reprezinta ordinul de reflexie, A este lungimea de unda a razelor X, iar 0 este unghiul
de difractie.

nA = 2d sin 0 1)
Dimensiunea medie a domeniilor ordonate t a fost determinata prin aplicarea ecuatiei

(2), unde K reprezinta factorul de forma (constanta), iar FWHM este latimea totala la jumatate
de maxim.
= (KA\) / (FWHM cos 0) (2)

11.1.1.3. Rezultate

Difractogramele XRD ale structurilor compozite (Figura 6) au fost inregistrate pentru
a determina fazele structurale si pentru a calcula diferiti parametrii precum latimea la jumatatea
indltimii maxime (FWHM), distanta dintre straturi d si dimensiunea medie a domeniilor

ordonate t.
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Figura 6. Analiza XRD a structurilor pe baza de GeIMA si gellan metacrilat, ranforsate cu
diferite concentratii de GO

Primul parametru parametru evaluat a fost FWHM, reprezentdnd un parametru
cantitativ care caracterizeaza largimea unui varf de difractie la jumatatea intensitdtii maxime si
fiind direct corelat cu gradul de ordine cristalind al materialului. In analiza XRD, o valoare
redusd a FWHM indicd o structurd cristalind bine definita, cu cristalite de dimensiuni mari si
cu un nivel redus de defecte sau tensiuni interne. Rezultatele FWHM pentru cele 4 structurisunt
prezentate in Tabelul 17. Se poate observa ca atat in cazul varfului de difractie de la ~9°, cat si
in cazul celui de la 19°, cele mai scazute valori ale FHMW sunt obtinute pentru probele cu
concentratii de GO cuprinse intre 0,125 si 0,25%, indicandu-se astfel cd acestea prezinta o

structura mai ordonata.
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Tabelul 17. Valorile FWHM pentru cele doua varfuri de difractie

Proba 20 (°) FWHM

GG 9,45 4,41
GG-12GO 9,61 4,27
GG-25GO 9,11 4,18
GG-50GO 9,98 4,32

GG 19,34 4,27
GG-12GO 18,7 2,29
GG-25GO 19,23 3,62
GG-50GO 19,23 4,37

Distanta interplanara d reprezinta distanta dintre planurile atomice paralele din reteaua
cristalind a unui material. Aceasta este direct legata de pozitia varfurilor de difractie din cadrul
XRD, conform legii lui Bragg. Tabelul 18 prezinta valorile d Tinregistrate. Valorile d mai

ridicate pentru probele cu 0,125% si 0,25% GO pot indica prezenta unei structuri mai relaxate.

Tabelul 18. Valorile d pentru cele doua varfuri de difractie

Proba 20 d
GG 9,45 0.94
GG-12GO 9,61 0.92
GG-25GO 9,11 0.97
GG-50GO 9,98 0.89
GG 19,34  0.46
GG-12GO 18,7 0.47
GG-25GO 19,23  0.46
GG-50GO 19,23  0.46

De asemenea, dimensiunea medie a domeniilor ordonate t reprezintd o marime
cristalind fundamentala ce descrie extinderea spatiala a regiunilor dintr-un material Tn care
reteaua atomica prezinta o organizare periodica si coerentd. Determinarea valorii T se realizeaza

frecvent pe baza ecuatiei Scherrer, utilizand datele obtinute din analiza FWHM dintr-un XRD.
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Aceastd dimensiune ofera informatii esentiale despre gradul de cristalinitate al materialului,
precum si despre prezenta eventualelor tensiuni interne sau fenomene de nano-structurare.
Valorile mai ridicate ale t (Tabelul 19) inregistrate pentru probele cu 0,125% si 0,25% GO
indica o retea mai stabild si mai ordonatd, cu putine defecte sau dislocatii, favorabila pentru
aplicatii in care stabilitatea structurald este esentiald. O structura cristalind extinsd confera
rezistenta mecanica mai mare, esentiald pentru structurile pentru regenerare osoasa care trebuie

sa suporte sarcini biomecanice.

Tabelul 19. Valorile t pentru cele doua varfuri de difractie

Proba 20 T
GG 9,45 1,89
GG-12GO 9,61 1,95
GG-25GO 9,11 1,99
GG-50GO 9,98 1,93
GG 19,34 1,97
GG-12GO 18,7 3,67
GG-25GO 19,23 2,32
GG-50GO 19,23 1,93

11.1.1.4. Concluzii

Analiza difractiei de raze X (XRD) a permis evaluarea structurii cristaline a
compozitelor pe bazd de GelMA si gellan metacrilat, ranforsate cu diferite concentratii de GO,
evidentiind influenta continutului GO asupra ordondrii structurale a materialului. Valorile
reduse ale FWHM finregistrate pentru probele GG-12GO si GG-25GO0O, la ambele unghiuri
caracteristice (~9° si ~19°), indica o structurd cristalind mai bine definita si un grad scazut de
defecte sau tensiuni interne in retea. Aceastd observatie este sustinutd de valorile mai ridicate
ale dimensiunii medii a domeniilor ordonate (t), indicand o extindere a regiunilor coerent

cristaline in aceste probe. De asemenea, valorile mai mari ale distantei interplanare d, in special
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pentru varful de la ~9°, sugereaza o usoara relaxare a retelei cristaline in prezenta unor
concentratii moderate de GO (0,125% si 0,25%), posibil corelatd cu o adaptare structurala
locald indusa de interactiunea dintre reteaua polimerica si GO.

In ansamblu, aceste rezultate evidentiaza faptul ci includerea GO in concentratii
moderate favorizeaza formarea unei structuri cristaline mai ordonate, cu dimensiuni mai mari
ale cristalitelor si cu o retea mai stabild. Aceste caracteristici sunt deosebit de relevante pentru
aplicatiile n regenerarea osoasa, unde stabilitatea structurald, rezistenta mecanica si gradul de

cristalinitate sunt influentate direct de organizarea sructurala.
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11.2. CAPITOL 2

Activitatea 2. Dezvoltarea de nanoplatforme 2D si 3D pentru livrarea de ARNnc
complementar

Subactivitatea 2.3. Obtinerea experimentald a nanoplatformelor grafenice si a custilor ADN
Subactivitatea 2.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 2

11.2.1. Studiul cineticii de legare a moleculelelor ASO de nanoplatforme
grafenice activate cu EDC-NHS

11.2.1.1. Introducere

In contextul dezvoltarii unor terapii avansate pentru regenerarea osoasi si combaterea
complicatiilor asociate mielomului multiplu, materialele biocompatibile moderne si
tehnologiile de printare 3D capatd un rol esential. Proiectul nostru, Advanced & Personalized
Solutions for Bone Regeneration and Complications Associated with Multiple Myeloma
(REOSTEOMI), urmareste crearea unor solutii inovatoare prin integrarea scaffoldurilor
personalizate, proiectate pentru a sustine simultan regenerarea osoasd si terapiile specifice
acestei forme de cancer.

O directie deosebit de promitatoare in cadrul acestui proiect este reprezentatd de
utilizarea platformelor pe baza de grafena carboxilatd (GO-COOH), care oferda premisele
legarii eficiente a ADN-ului specific mielomului multiplu. Functionalizarea scaffoldurilor cu
oligonucleotide antisens (ASOs) se conturcaza drept o strategie relevanta pentru inhibarea
expresiei genelor implicate in progresia bolii. Astfel, aceste platforme grafenice contribuie atat
la sustinerea procesului de regenerare osoasa, cat si la facilitarea tratamentelor tintite.

In acest raport stiintific, ne propunem si investigam legarea oligonucleotidelor antisens
in medii complexe, utilizand platforme GO-COOH modificate cu EDC-NHS, cu accent pe

optimizarea eficientei de adsorbtie. Totodatd, ne propunem analizarea platformelor obtinute
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din punct de vedere al fluorescentei (transferul energiei prin rezonanta Forster — FRET) si al
structurii chimice, prin Spectroscopie cu Transformata Fourier (FTIR) si Spectroscopie Raman.
11.2.1.2. Materiale si sinteza
Materiale

GO-COOH a fost procurat de la ACS-Materials (Pasadena, CA, SUA). De asemenea,
FAM-ssADN, marcat cu 6-carboxifluoresceind la capatul 5’ si avand secventa 5'-6 FAM TCA-
GTC-TGA-TAA-GCT-A-3', a fost achizitionat de la Integrated DNA Technologies, Inc.
(Coralville, 1A, SUA). Albumina serica bovina (BSA), clorhidratul de Tris (Tris-HCI), dodecil
sulfatul de sodiu (CHs(CH2)11OSO:sNa — SDS) si MgCl: au fost achizitionate de la Sigma-
Aldrich, cu sediul in St. Louis, MO, SUA.

Prepararea dispersiei de GO-COOH

GO-COOH au fost plasate intr-un pahar Berzelius ce continea 10 mL de apa ultrapura,
obtinandu-se astfel o dispersie cu o concentratie finalda de 1 mg/mL (Figura 1.A). Pentru
realizarea dispersiei, s-a utilizat un sonicator VCx750 (Sonics & Materials, Inc., Newtown,
CT, SUA), timp de 2 ore, mentinand proba intr-o baie de gheatd pentru a preveni
supraincalzirea. Sonicatorul a fost operat in regim de lucru ciclic: 10 secunde de pulsatii urmate

de 5 secunde de pauza, cu o frecventa constanta de 20 kHz pe toata durata procesului.

Procesul de adsorbtie si detectare a ssADN marcat cu FAM in solutii ionice utilizand
platformele GO-COOH

Pentru studiul adsorbtiei si detectiei oligonucleotidei ssSADN marcate cu fluoroforul
FAM, a fost pregatita o solutie ionicd complexa cu un volum final de 300 pL, avand ca baza
oMEM si continand 100 mM MgCl.. Suplimentar, fiecare solutie a fost completatda cu
0,1 mg/mL albumina serica bovind (BSA), 10 mM Tris-HCI (pH 6,0), 0,1% dodecil sulfat de
sodiu (SDS) si 50 nM FAM-ssADN. Tnainte de etapa de incubare, pH-ul final al fiecarei solutii
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a fost verificat si ajustat, daca era necesar, pentru a asigura mentinerea valorii de 6, considerata
optima pentru adsorbtia eficientd a ADN-ului.

Solutiile astfel pregéatite au fost distribuite in placi de tip Costar, negre, cu fund plat si
96 de godeuri, cate 100 uL per godeu. In paralel, au fost efectuate experimente in placi albe
pentru a valida eficienta completd a adsorbtiei secventelor marcate fluorescent de cétre
platformele grafenice.

Pentru procesul de adsorbtie, platformele GO-COOH au fost incubate timp de 24 de
ore 1n solutiile ionice complexe, cu scopul de a facilita legarea oligonucleotidelor marcate cu
FAM. Ulterior, fluorescenta reziduald a solutiilor a fost evaluata la o lungime de unda de
535 nm, utilizand un cititor de microplaci. Masurarea fluorescentei s-a bazat pe principiul
transferului de energie prin rezonanta Forster (FRET), care permite detectia interactiunilor
moleculare apropiate, indicand astfel succesul legdrii oligonucleotidelor de suprafata

platformei grafenice.

Analiza spectrofluorimetrica
Intensitatea fluorescentei emise a fost evaluatd la 23 °C folosind un cititor de microplaci
de fluorescentda TECAN Spark (Tecan Trading AG, Miannedorf, Elvetia), cu cinci masuratori

efectuate per godeu, la o lungime de unda de 535 nm.

Analize ale structurii chimice

Analizele FTIR au fost efectuate pentru a examina interactiunile dintre cele trei
componente: SWCNT, GA si NC, utilizand spectrometrul SHIMADZU 8900 (Kyoto, Japonia).
Spectrele FTIR au fost inregistrate intr-un interval de 400-4000 cm-1, cu o rezolutie de 4 cm-
1, iar fiecare proba a fost masurata de 32 de ori fard nicio pregatire suplimentara a probei.
Pentru a verifica consecventa rezultatelor, s-au efectuat analize duplicate pe membrana NC
virgind, membrana SWCNT/GA-NC, SWCNTs si pulberile GA.
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Masuratorile Raman au fost realizate cu un spectrometru Raman confocal Renishaw
inVia (Renishaw, Brno-Cernovice, Republica Cehi), utilizand fie o excitatie laser de 473 nm,
fie de 785 nm. Spectrele Raman au fost colectate in intervalul 100-3200 cm™'.
11.2.1.3. Rezultate si discutii
11.2.1.3.1. Analize de fluorescenta

Interactiunea dintre ADN-ul marcat fluorescent si platformele GO-COOH a fost
evaluata prin monitorizarea modificarilor in intensitatea semnalului fluorescent, ca indicator al
gradului de adsorbtie al oligonucleotidelor pe suprafata materialelor grafenice. Aceste
masurdtori permit identificarea variatiilor in comportamentul de legare, in functie de tipul
platformei, conditiile de incubare si compozitia mediului reactional.
conditie experimentald a fost testatd In trei replici independente. Pe baza acestor repetari, au
fost calculate valorile medii ale fluorescentei, reducand astfel influenta variatiilor
experimentale accidentale si permitdnd o comparatie riguroasa intre platforme.

Valorile medii ale intensitatii fluorescente, masurate la 24 de ore dupd incubarea
platformelor grafenice Tn solutia ionica complexa cu FAM-SSADN, sunt prezentate in Tabelul
20.

Tabelul 20. Intensitatea fluorescentei pentru GO-COOH, GO-COOH dupa incubare in mediul
complex cu FAM-ssADN, GO-COOH modificat cu EDC/NHS, si GO-COOH/EDC-NHS
dupa incubare in mediul complex cu FAM-ssADN.

GO-COOH/ssADN GO-COOH/EDC-

NHS/FAM-ssADN

Intensitatea Fluorescentei (r.f.u.- unitéti relative de
fluorescentd)

UM r.f.u. s.d. r.f.u. s.d.
El 501.2 78.8 365 45.3
E2 498 79.0 416.2 51.3
E3 516.6 76.8 366.6 65.8
E4 478.2 35.1 376.8 43.7
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E5 474 46.9 429.4 715
E6 545.4 82.5 386 51.3
E7 526.2 71.2 408.8 36.8

Rezultatele obtinute evidentiaza diferente semnificative intre cele doua tipuri de
platforme grafenice analizate GO-COOH si GO-COOH cu EDC-NHS in ceea ce priveste
capacitatea de adsorbtie a oligonucleotidei marcate fluorescent (FAM-ssADN), dupa incubare
Tn mediu complex.

Platforma GO-COOH-ssADN a prezentat valori mai ridicate ale fluorescentei, cuprinse
intre 474 si 545.4 r.f.u., ceea ce sugereazad o adsorbtie preponderent necovalentd, instabila si
reversibild, realizata prin interactiuni slabe. Deviatiile standard ridicate confirma o variabilitate
mare Tntre probe, reflectdnd un control redus asupra procesului de legare.

Tn schimb, platforma GO-COOH/EDC-NHS-ssADN a prezentat valori mai scizute si
mai constante ale fluorescentei (365-429.4 r.f.u.), indicand o adsorbtie mai eficienta si stabila
a ADN-ului, cel mai probabil prin formarea de legaturi covalente intre gruparile activate de
EDC-NHS si grupdrile amina ale ADN-ului. Valorile mai mici ale fluorescentei reflecta o
imobilizare mai buna si reducerea fluorescentei de fond, confirmind un comportament mai

predictibil si mai reproductibil al acestei platforme.

Tabelul 21. Intensitatea medie a fluorescentei pentru platformele GO-COOH si
GO-COOH-EDC/NHS dupd 72 h de incubare in mediu complex cu FAM-ssADN.
GO-COOHY/ssADN GO-COOH/EDC-

NHS/FAM-ssADN

Intensitatea Fluorescentei (r.f.u.- unitati relative de

fluorescentad)
UM r.f.u. s.d. r.f.u. s.d.
El 699 201.5 395.4 49.6
E2 731 109.2 396.6 55.4
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E3 690 153.2 402.8 65.5
E4 586.6 141.9 314.8 25.6
ES 547 147.7 375.4 41.1
E6 722.4 186.34 389.4 62.3
E7 705.2 150.1 376.8 43.75

Tabelul 21 prezinta valorile medii ale intensitatii fluorescentei, exprimate in unitati
relative de fluorescenta (r.f.u.), pentru platformele GO-COOH si GO-COOH/EDC-NHS, dupa
72 de ore de incubare Tn mediu complex cu FAM-ssADN. Analiza acestor date evidentiaza
comportamente diferite ale celor doua platforme in ceea ce priveste stabilitatea interactiunii
dintre suprafata grafenica si oligonucleotida marcata fluorescent. Pentru platforma GO-COOH,
valorile fluorescentei sunt semnificativ mai mari, osciland intre 586,6 si 731,1 r.f.u., cu 0o medie
situatd in jurul valorii de 680 r.f.u. Aceastd intensitate ridicatd a fluorescentei sugereaza o
eliberare partiald a ssADN din matricea grafenicd, ceea ce indica faptul ca interactiunile dintre
ADN si suprafata GO-COOH sunt de natura slaba, in principal necovalente. Aceste
interactiuni, cum ar fi cele electrostatice, fortele van der Waals si n—r stacking, sunt de obicei
reversibile si instabile in timp, ceea ce permite desprinderea treptata a oligonucleotidelor in
solutie. Acest fenomen se traduce prin cresterea semnalului fluorescent, observat in valorile
masurate.

In schimb, platforma GO cu grupari carboxil activate chimic cu EDC-NHS prezinta
valori semnificativ mai scdzute ale fluorescentei, intre 375,4 si 402,8 r.f.u., indicand o
interactiune mult mai stabild intre ssADN si suprafata platformei. Functionalizarea cu EDC-
NHS activeaza grupdrile carboxil de pe grafena, permitand formarea de legaturi covalente cu
grupdrile amina ale oligonucleotidei. Aceste legaturi covalente sunt mult mai puternice si mai
durabile decat cele necovalente, asigurand o imobilizare eficientd a ADN-ului pe termen lung

si impiedicand eliberarea acestuia in mediu. De asemenea, valorile mai scazute ale deviatiilor
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standard (in special 43.75-71.5 r.f.u. pentru GO-COOH/EDC-NHS comparativ cu 109-201.5
r.f.u. pentru GO-COOH) demonstreaza o mai buna reproductibilitate si 0 omogenitate mai mare
a probelor activate cu EDC-NHS indicand un control experimental mai precis.

Prin urmare, rezultatele obtinute sustin cu claritate superioritatea platformelor
functionalizate GO-COOH/EDC-NHS in ceea ce priveste capacitatea de legare stabild si
controlatd a oligonucleotidelor. Aceasta proprietate este esentiald in aplicatii precum livrarea
controlatd de gene, biosenzori si sisteme de diagnostic molecular, unde stabilitatea interactiunii
material-biomoleculi este critica pentru performanti. In concluzie, activarea gruprilor carboxil
cu EDC-NHS nu doar ca reduce semnalul fluorescent de fond, ci si optimizeaza eficienta si
durabilitatea imobilizarii sSADN, confirmand valoarea adaugata a tratamentului chimic in

dezvoltarea platformelor grafenice avansate.

Tabelul 22. Intensitatea medie a fluorescentei pentru platformele GO-COOH si
GO-COOH-EDC/NHS dupa 1 minute, 24 ore si 72 ore de la incubarea in mediu complex cu
FAM-ssADN.

GO-COOH/FAM-ssADN GO-COOH/EDC-NHS/
FAM-ssADN
Intensitatea Fluorescentei (r.f.u.- unitati relative de
fluorescenta)

U/M r.f.u. s.d. r.f.u. s.d.
1 min 380.8 49.2 1401.3 159.7
24 ore 505.6 67.1 392.7 52.2
72 ore 668.7 155.7 378.7 49.0

Tabelul 22 ofera o perspectiva detaliatd asupra evolutiei intensitatii fluorescentei in
timp (1 minut, 24 ore si 72 ore) pentru doua tipuri de platforme grafenice - GO-COOH si GO-
COOH/EDC-NHS - incubate cu FAM-ssADN. Scopul acestei analize este de a evalua
stabilitatea si eficienta interactiunii oligonucleotidelor cu suprafata activata si neactivatd a

grafenei cu grupari carboxil.
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Tn cazul platformei GO-COOH/EDC-NHS, se observi o valoare initiala foarte ridicata
a fluorescentei (1401,3 r.f.u. la 1 minut), indicand o prezenta abundenta a FAM-SSADN liber
sau doar slab legat la suprafata activata. Aceasta fluorescenta scade rapid in timp: la 24 de ore
este de 392,7 r.f.u., iar la 72 de ore ajunge la 378,7 r.f.u., indicand o imobilizare eficientd a
oligonucleotidelor prin formarea legaturilor covalente. Aceasta sciddere semnificativa a
semnalului fluorescent poate fi atribuita fixarii stabile a ADN-ului pe suprafata activata, care
impiedica eliberarea acestuia in solutie. Totodata, valorile mici ale deviatiei standard (25,6
r.fu. pentru E4, de exemplu) reflectd o uniformitate buna a procesului de legare.

Tn schimb, pentru platforma GO-COOH, tendinta este opusa. Intensitatea fluorescentei
creste treptat de la 380,8 r.f.u. (1 minut) la 505,6 r.f.u. (24 ore), si ulterior la 668,7 r.f.u. (72
ore). Acest comportament sugereaza ca interactiunile dintre FAM-ssADN si suprafata GO-
COOH sunt predominant fizico-chimice, de tip necovalent, si nu asigura o legare stabila in
timp. Pe masura ce timpul de incubare creste, parte din ssADN se elibereaza treptat in solutie,
ceea ce se reflecta prin cresterea semnalului fluorescent. De asemenea, deviatiile standard sunt
mai mari (de ex. 155,7 la 72 ore), indicand o variabilitate ridicata a gradului de legare, probabil
cauzatd de diferente locale de densitate a functionalizarii sau de interactiuni neuniforme.

Comparand cele doua platforme, este evident ca GO-COOH/EDC-NHS ofera o
interactiune initiald slaba, dar ulterior stabila si eficienta, datorita formarii legaturilor covalente
prin reactia de activare cu EDC/NHS. Aceasta reduce semnificativ fluorescenta liberd in mediu
pe termen lung. Tn schimb, GO-COOH neactivate permite o adsorbtie initiald moderati, dar
instabila, ceea ce duce la o eliberare graduala a ssADN, crescand astfel semnalul fluorescent
detectat.

Aceste rezultate confirmd importanta activarii chimice a a grupdrilor carboxilice din
platformele GO-COOH pentru aplicatii de bioconjugare, in special in contextul dezvoltarii de

biosenzori sau sisteme de livrare a materialului genetic, unde este esentiala o fixare sigura si
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predictibila a oligonucleotidelor. Prin urmare, platformele GO-COOH/EDC-NHS reprezinta o

optiune superioara pentru stabilitatea si controlul interactiunii cu moleculele biologice in timp.

11.2.1.3.2. Analize ale structurii chimice

Analiza prin intermediul spectroscopiei FTIR
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Figura 7. Spectre FTIR pentru GO-COOH (negru) si GO-COOH/EDC-NHS/FAM-
ADN (rosu) dupa incubare in mediul complex
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Spectroscopia FTIR a fost utilizatd pentru a evidentia modificarile chimice ale GO-
COOH n urma incubarii in mediul complex cu ADN, incluzand FAM-ssADN, BSA, ioni de
magneziu (Mg?*), SDS si Tris-HCI (Figura 7). Spectrul de referinta al GO-COOH (linie neagra)
a fost comparat cu cel obtinut dupa incubare (linie rosie), cu scopul de a identifica noi benzi,
deplasari spectrale si modificari care reflecta procesele de adsorbtie si modificare chimica.

Tn spectrul initial al GO-COOH, banda larga din regiunea 3200-3400 cm ' este atribuita
vibratiilor de intindere O-H ale gruparilor carboxilice si hidroxilice de pe suprafata oxidului de
grafend. Dupa incubare, aceastd bandd devine vizibil mai intensa si usor deplasatd, ceea ce
sugereaza prezenta de noi legaturi de hidrogen, formate intre -OH din GO si gruparile fosfat si
aminele primare ale ADN-ului. In plus, contributia aminoacizilor din BSA (precum lizina si
arginina) si gruparile —NH din oligonucleotide contribuie la suprapunerea semnalului,
confirmand modificarea platformelor grafenice. Mai mult, banda de absorbtie de la 2932 cm™
nu se observa in GO-COOH simplu (linia neagra), dar devine clar vizibil dupa incubarea in
mediu complex cu ADN (linia rosie). Prezenta sa sugereaza contributia unor molecule alifatice
care contin lanturi CH2, cum este SDS, care contine un lant dodecilic (Ci2Hz2s) cu multiple
grupari CH2, BSA care are lanturi laterale de aminoacizi hidrofobi si AND care are, de
asemenea, contributii din riboza/dezoxiriboza [1].

Vibratia caracteristica a gruparilor carboxilice C=O apare in jurul valorii de 1720 cm™
n spectrul GO-COOH. Dupa interactiune, se observa o diminuare a intensitatii si o usoara
deplasare a benzii, fenomen care poate fi atribuit, pe de o parte, complexarii ionilor Mg?* cu
grupdrile carboxilate, ceea ce perturba distributia electronica in jurul legaturii C=0. Pe de alta
parte, aceste modificari pot reflecta formarea de punti ionice intre GO-COOH si ADN, mediate
de Mg*, care reduc densitatea de sarcind pe atomul de oxigen carbonilic si induc astfel
deplasari spectrale detectabile prin FTIR.

Dupa incubare, banda de absorbtie de la 1638 cm™ este interpretatd ca rezultat al

suprapunerii vibratiei Amide 1 (C=O stretching) caracteristice proteinelor precum BSA cu
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vibratiile retelei grafenice, incluzand totodatd contributii din vibratiile C=C ale bazelor azotate
(timina, adenina) si N—H din guanind, precum si intinderile gruparilor O-H si N-H ale
aminoacizilor, aceasta regiune (impreuna cu banda de la 1061 cm™, atribuita vibratiei C-O din
deoxiriboza) indicand o interactiune biochimica complexa GO-COOH/EDC-NHS/FAM-
sSADN [2].

Un alt aspect notabil il reprezinta deplasarea benzii de la 1250 cm™ la 1230 cm™ dupa
expunerea la ADN. Aceastd regiune este asociata vibratiilor C-O-C din gruparile epoxidice
sau eterice de pe GO, iar deplasarea sugereaza interactiuni de legaturd de hidrogen sau
electrostatice cu grupdrile fosfat ale ADN-ului. Efectul este amplificat de prezenta ionilor Mg*,
care pot actiona ca punti intre grupdrile anionice ale ADN-ului si oxigenii de suprafatd de pe
GO. In mod similar, banda de la 1038 cm™', atribuiti vibratiilor de intindere C-O din acizii
carboxilici si alcoolii GO-ului, suferd o deplasare pronuntata la 1061 cm™ dupa incubare.
Aceastd schimbare evidentiazd prezenta vibratiilor fosfatice (P-O-C si P=0) din ADN, dar si
modificarea polaritatii locale ca urmare a formarii de complexe GO-Mg*—ADN.

De asemenea, in spectrul probei functionalizate apare o banda suplimentara la 1469
cm™!, absenta Tn GO-COOH simplu, atribuita vibratiilor de deformare (scissor) ale gruparilor
metil si metilen (-CHs si —CHz). Aceastad banda reflecta cu claritate prezenta SDS, precum si a
componentelor alifatice din BSA, confirmand incorporarea lor eficienta in reteaua de grafen
oxidat.

Regiunea sub 1000 cm™ prezinta vibratii specifice fosfatilor, sulfatilor, si legaturilor C-
H. Aceasta regiune este adesea clasificata ca ,,zona de amprenta moleculara” si oferd informatii
importante despre structura fina si interactiunile moleculare. Banda de absorbtie din intervalul
920-980 cm™ este atribuitd fosfatilor din structura ADN-ului, fiind asociatd vibratiilor
asimetrice P-O-C din gruparile fosfatice. Intensificarea acestor benzi indica adsorbtia ADN-
ului la suprafata GO si posibila formare de legaturi de hidrogen cu gruparile -COOH sau -OH.

Benzile din zona 850-900 cm™ (C-H bending out-of-plane) sunt asociate vibratiilor C-H din
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afara planului, provenind fie din inelele aromatice ale GO-COOH, fie din structura bazelor
purinice si pirimidinice ale ADN-ului. Modificarile aparute n aceasta regiune spectrala reflecta
interactiuni de tip n-x intre GO-COOH si ADN, 1n special intre planele aromatice ale grafenului
si bazele azotate. Benzile din intervalul 750-850 cm™, asociate vibratiilor de intindere si
torsiune ale legaturii S-O din SDS, sunt vizibile in aceasta regiune. De asemenea, ADN-ul
poate prezenta semnale torsionale caracteristice, provenite din inelele ribozice. Tn final
regiunea 600-700 cm™ (Mg?*-O & deformari aromatice), sunt adesea atribuite modificarilor de
simetrie ale GO-COOH datorate complexarii cu cationi divalenti (Mg?*), precum si unor

deformari din inelele aromatice cauzate de interactiuni nespecifice.

Analiza prin intermediul spectroscopiei Raman

In cadrul acestui studiu, a fost investigata structura platformelor pe baza de oxid de
grafena carboxilat (GO-COOH) si a celor functionalizate cu ADN marcat fluorescent (FAM-
ADN), utilizand spectroscopie Raman. Masuratorile au fost realizate cu doud lungimi de unda
de excitatie (473 nm si 785 nm), in conditii variate de achizitie, pentru a evidentia influenta
functionalizarii chimice si a parametrilor spectroscopici asupra semnalului Raman. Valorile
corespunzatoare pozitiei si intensitatii benzilor D si G, precum si raportul Ip/lg, au fost extrase
din fiecare spectru si centralizate in Tabelul 23, pentru a permite o analizd comparativa
riguroasa intre probe.

Figura 8 prezinta spectrele Raman inregistrate pentru platforma GO-COOH utilizand
doud lungimi de unda de excitatie (473 nm si 785 nm), in conditii variate de achizitie. Spectrul
(a), obtinut cu o excitatie de 473 nm, evidentiaza clar benzile caracteristice GO-COOH [3, 4]:
banda D (1361 cm™), asociatd cu defectele structurale si dezordinea din retea, si banda G
(~1599 cm™), corespunzatoare vibratiilor modului E-g al retelei sp?, cu un raport Ip/lc de 0.71,
indicand un grad relativ moderat de defectare a structurii grafenice. De asemenea, se remarca
prezenta clard a benzilor 2D (2700 cm™) si D+G (2952 cm™), specifice retelelor stratificate de
tip GO.
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In schimb, spectrele (b) si (c), obtinute cu o excitatie laser de 785 nm, arata deplasari
evidente ale benzilor D si G cétre valori mai mici de deplasare Raman (D la ~1320 cm™, G la
~1588-1589 cm™), insotite de o crestere a intensitatii relative a benzii D. Astfel, raportul Ip/lc
creste semnificativ la 1.2, sugerand fie o mai bund sensibilitate a acestei excitatii la defectele
structurale, fie o diferenta de raspuns spectroscopic indusd de energia mai micd a fotonului
incident (laser IR). Efectul cumularii achizitiilor este de asemenea observabil: in spectrul (c),
obtinut cu doud achizitii, intensitatea generald este mai mare si benzile D si G sunt mai bine

definite comparativ cu spectrul (b).

Intensity (a.u.)

785 nm

473 nm

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Raman shift (cm")
Figura 8. Spectrele Raman inregistrate pe platforma GO-COOH, utilizand (a) o excitatie laser
de 473 nm si o achizitie, (b) o excitatie laser de 785 nm si o achizitie si (¢) o excitatie laser de

785 nm si doud achizitii.
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Spectrele din Figura 9 indica o comportare diferita a platformei functionalizate cu ADN
n raport cu platforma GO-COOH simpla. Spectrele (a)—(c), toate obtinute cu o excitatie de 473
nm, dar cu numar diferit de achizitii sau din zone diferite ale probei, prezintd aceleasi benzi
caracteristice D si G, cu variatii minore 1n intensitate, si usor deplasate (banda D la ~1356—
1359 cm™ si banda G la ~1604-1605 cm™). Spectrul (b), care a fost inregistrat cu doua
achizitii, indica o crestere a intensitatii generale, dar pastreazad proportii similare intre benzile
caracteristice, ceea ce sugereaza o buna omogenitate a functionalizarii platformei. Valorile
raportului Ip/lg variaza intre 0.74 si 0.95, aratand o usoara crestere a defectarii retelei sp? in
urma functionalizarii chimice. Acest lucru este de asteptat, avand 1n vedere ca reactia de cuplare
EDC-NHS determina modificari covalente in structura GO, prin formarea de legaturi amidice
intre gruparile carboxil de pe material si gruparile amino din structura ADN.

Pentru spectrele inregistrate cu excitatie de 785 nm, se observa din nou deplasarea
semnificativa a benzii D catre valori mai mici (1314-1320 cm™) si o banda G in jur de 1593—
1599 cm™'. Raportul Ip/lc se mentine la 1.03 in ambele cazuri (d si e), ceea ce sugereaza un
grad ridicat al defectelor structurale, similar cu cel observat pentru GO-COOH nefunctionalizat
la 785 nm. Totusi, valorile mult mai mari ale intensitétilor absolute reflecta eficienta semnalului
in conditii de excitatie IR s1 acumulari multiple.

Spectrul (e), obtinut pe platforma GO-COOH/EDC-NHS/FAM-ADN cu excitatie 785
nm si doua achizitii, se remarca prin intensitati semnificativ mai mari comparativ cu celelalte
spectre si prin o modificare vizibila a formei si pozitiei benzilor D si G. Banda D este centrata
la 1314.53 cm™, iar banda G la 1593.38 cm™, cu un raport Ip/lg de 1.03. Desi acest raport este
comparabil cu cel obtinut pentru aceeasi platforma in spectrul (d), forma si amplitudinea
semnalului difera substantial. Aceastd anomalie spectrald poate fi explicatd prin influenta
fluoroforului carboxifluoresceina atasat la molecula de ADN.

FAM este cunoscut ca fiind un fluorofor cu absorbtie in regiunea verde (~495 nm) si

emisie Tn galben (~520 nm) [5], dar care poate prezenta interactiuni nespecifice cu suprafetele
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carbonice, in special In conditii de excitatie Raman in infrarosu apropiat (785 nm), unde
fluorescenta reziduala poate interfera cu semnalul Raman, mai ales la intensitati mari de
expunere si achizitii multiple [6]. Chiar dacd emisia FAM nu se suprapune direct peste benzile
D si G, efectele de fundal fluorescente pot distorsiona forma si intensitatea semnalului Raman
Tnregistrat, mai ales in conditii de cumulari repetate. Acest lucru poate explica pantele mai
abrupte si o baza spectrala ridicata in zona analizata. In plus, interactiunile dintre fluorofor si
suprafata GO pot conduce la modificari ale polarizabilitatii locale, ceea ce afecteaza
intensitatea modurilor Raman active. Aceste interactiuni sunt cunoscute in literatura de

specialitate si pot produce amplificari selective sau diminuari ale semnalului [7].

T T T T T T T T T T T T T 4 T T T T

785 nm

785 nm

Intensity (a.u.)
Intensity (a.u.)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 500 1000 1500 2000 2500 3000

Raman shift (cm'l) Raman shift (cm")

Figura 9. Spectrele Raman inregistrate pe platforma GO-COOH/EDC-NHS/FAM-ADN,
utilizand (a) o excitatie laser de 473 nm si o achizitie — zona 1, (b) o excitatie laser de 473 nm
si doud achizitii — zona 2, (c) o excitatie laser de 473 nm si o achizitie — zona 3, (d) o excitatie

laser de 785 nm si o achizitie, (e) o excitatie laser de 785 nm si doua achizitii.
Figura 10 compara direct spectrul platformei GO-COOH (a) si cel al platformei
functionalizate GO-COOH/EDC-NHS/FAM-ADN (b), ambele inregistrate cu excitatie de 473

nm. In urma functionasizarii, se remarca o crestere clara a intensitatii benzii D si o deplasare

usoara spre valori mai mari a benzii G, ceea ce poate fi interpretat ca efectul unei modificari
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chimice a suprafetei GO-COOH si al interactiunii cu structura ADN-ului marcat. Prezenta
semnalelor 2D si D+G bine conturate in proba functionalizata indicd pastrarea partiald a ordinii
structurale, dar si o influentd asupra modului de organizare a straturilor, probabil datorata
atasarii biomoleculelor si a interactiunii acestora cu nanostructura GO-COOH. Prezenta ADN-
ului marcat fluorescent ar putea contribui si la intensificarea anumitor componente spectrale
prin efecte de rezonanta.

Functionalizarea chimica s-a realizat prin reactia de activare a gruparilor carboxilice cu
EDC si NHS, care formeazd intermediarul stabil NHS-ester, urmat de formarea de legaturi
covalente cu gruparile amino de pe molecula de ADN. Acest proces determind nu doar
modificari structurale in oxidul de grafena, ci si aparitia de noi moduri vibrationale detectabile
in spectrele Raman. Diferentele de pozitie si intensitate ale benzilor intre spectrele inregistrate
la 473 si 785 nm sugereaza ca tipul de excitatie influenteaza modul in care sunt detectate aceste
modificari, posibil prin rezonanta selectivd cu unele niveluri energetice sau fluorescenta

reziduala.

Intensity (a.u.)
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Figura 10. Spectrele Raman inregistrate cu o excitatie laser de 473 nm pe platformele (a) GO-COOH
si (b) GO-COOH/EDC-NHS/FAM-ADN.

Tabel 23. Valorile inregistrate pe axele X si Y corespunzatoare pozitiilor benzilor D si G, si
raportul intensitatilor benzilor Ip/lc.

Proba P 6 Io/lg
X (cm?) Y (u.a.) X (cm?) Y (u.a.)

GO-COOH (a) 1361.93 9385.79 1599.02 13129.0 0.71
GO-COOH (b) 1320.48 23495.79 1589.24 19447.36 1.2
GO-COOH (c) 1319.08 28225.89 1588.33 23477.26 1.2
GO-COOH + ADN (a) 1355.53 -7032.68 1603.55 -5994.16 0.95
GO-COOH + ADN (b) 1358.66 8651.89 1604.80 11593.06 0.74
GO-COOH + ADN (c) 1356.86 16537.09 1605.78 19929.35 0.82
GO-COOH + ADN (d) 1320.79 30393.66 1599.95 29308.67 1.03
GO-COOH + ADN (e) 1314.53 401840.52 1593.38 388030.51 1.03

11.2.1.4. Concluzii

In cadrul acestui studiu, a fost demonstrati capacitatea platformelor grafenice
carboxilate (GO-COOH) de a adsorbi eficient oligonucleotide marcate fluorescent (FAM-
ssADN), atat in mod natural, prin interactiuni non-covalente, cit si Tn mod controlat, prin
functionalizare chimicd cu EDC-NHS. Rezultatele obtinute prin spectroscopie de fluorescenta
indica o diferenta semnificativa intre cele doua tipuri de legare: in timp ce GO-COOH simplu
asigura o adsorbtie instabila si reversibild, platformele activate chimic ofera o fixare covalenta
mai stabild, reproductibild si predictibila.

Analizele FTIR au evidentiat modificari spectrale majore in urma incubdrii in mediu
complex, incluzand deplasarea benzilor caracteristice gruparilor C=0, C-O-C si C-O, aparitia
de benzi noi asociate cu prezenta SDS si BSA, precum si intensificarea vibratiilor atribuite

bazelor azotate si fosfatilor din structura ADN-ului. In special, shifturile de la 1250 cm™ la
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1230 cm™ si de la 1038 cm™ la 1061 ecm™, precum si aparitia benzii la 1469 cm™, confirma
interactiuni chimice si structurale directe intre suprafata GO-COOH si biomoleculele incubate.
Spectroscopia Raman a completat aceastd caracterizare, evidentiind modificari in
pozitiile si intensitdtile benzilor D si G, cu variatii ale raportului ID/IG, semnaland o crestere a
defectarii locale a retelei GO in urma functionalizarii chimice si interactiunii cu ADN-ul.
Diferentele observate intre excitatiile cu 473 nm si 785 nm sugereaza ca prezenta fluoroforului
FAM influenteaza modul de raspuns spectroscopic prin efecte de fluorescenta reziduala.

In ansamblu, rezultatele obtinute demonstreazi ci platformele GO-COOH pot fi
eficient functionalizate si utilizate pentru legarea specifica si stabila a oligonucleotidelor in
medii biologice complexe. Aceste platforme prezinta un potential semnificativ pentru aplicatii
in livrarea controlatd de material genetic, biosenzori moleculari si terapii personalizate pentru

boli precum mielomul multiplu.
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PARTEA alll-a
I11.1. CAPITOL 1

111.1.1. Optimizarea formularilor pe baza de gelatina, CNF si K-
carragenan si a parametrilor de printare

Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.2. Modificarea unor formulari printabile 3D aprobate de FDA

Subactivitatea 1.4. Printarea 3D cu formuldri printabile 4D si formuldri printabile 4D cu celule
111.1.1.1. Introducere

In contextul necesititii de a dezvolta solutii avansate pentru regenerarea tesutului 0sos
afectat de afectiuni grave precum mielomul multiplu, cercetarea biomedicald se indreaptd tot
mai mult catre tehnologii emergente, precum printarea 3D, in combinatie cu materiale
biocompatibile de inaltd performanta. Proiectul REOSTEOMI-Advanced & Personalized
Solutions for Bone Regeneration and Complications Associated with Multiple Myeloma {si
propune sa raspundad acestor provocdri prin conceperea si realizarea de substituenti ososi
personalizati, capabili sa ofere suport structural, integrare biologica si, atunci cind este necesar,
functionalitati terapeutice suplimentare.

In acest scop, activitatile desfisurate s-au concentrat pe dezvoltarea si optimizarea unor
formulari bioactive printabile, adaptate tehnologiei de extrudare la temperaturi blande,
compatibile cu mediul biologic. S-au utilizat materiale naturale precum gelatina, «-
carragenanul si nanofibrele de celuloza, care ofera proprietati reologice si mecanice adecvate,
dar si un mediu favorabil pentru interactiunea cu celulele. Toate aceste eforturi au fost insotite

de studii detaliate privind optimizarea formuldrilor printabile si a parametrilor de printare,
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astfel incat procesul sa asigure un control cat mai precis asupra arhitecturii scaffoldurilor,

stabilitatea lor 1n mediul biologic si integrarea eficienta in tesutul osos tinta.

111.1.1.2. Materiale si sinteza

Materiale utilizate

Gelatina obtinuta din piele de peste, k-carragenan, clorura de calciu si genipinul au fost
achizitionate de la Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, SUA). Nanofibrele de celuloza au fost
achizitionate de la Novarials (USA).

Sinteza formularilor printabile

Acest raport prezinta sinteza si pregatirea unor formulari printabile, destinate studiului
de optimizare a vascozitatii hidrogelurilor si a parametrilor de printare 3D, pe baza datelor
experimentale prezentate in tabelele de mai jos. Formuldrile printabile sunt codificate cu
denumirea GCK, aceasta reprezentand baza de pornire a compozitiei, urmata de etapele de

optimizare a concentratiilor (Tabelul 24).

Tabelul 24. Primele concentratiile utilizate in realizarea formularilor printabile.

Nanofibre
Gelatina de
celuloza

GCK 18% 6% 8% 2% 0.1%

K- Clorura

: Genipin
carragenan de calciu P

Pentru prima formulare printabila s-au cantarit:
e 0.8 gk-carragenan,
o 2 g gelating,
e 0.6 g nanofibre de celuloza,
care au fost adaugate treptat in 10 mL de apa, in ordinea mentionatd. Temperatura a fost

mentinutd constantd la 40 °C, pentru a facilita solubilizarea gelatinei in solutia continand
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nanofibre de celuloza si pentru a preveni denaturarea matricei polimerice, mentindnd totodata
amestecul sub agitare continua.
Dupa dizolvarea gelatinei, s-a adaugat k-carragenanul, iar solutia a fost agitatd in
continuare timp de 2 ore.
Formularile obtinute au fost ulterior printate 3D conform parametrilor prezentati in
Tabelul 2. Pentru stabilizarea finala a structurilor, fiecare proba a fost reticulata in doua etape:
1. Reticulare cu solutie de clorura de calciu 2%, timp de 10 minute,
2. Reticulare cu solutie de genipin 0.1%, timp de 24 de ore.

Probele astfel reticulate au fost apoi inghetate si pregatite pentru liofilizare.

Printarea formularilor sintetizate
Printarea formularilor sintetizate a fost realizata utilizand imprimanta CELLINK, prin

tehnica extrudarii prin presiune.

Pentru testare, s-au utilizat capete de printare (ace) cu diametre diferite:

e 22G (aproximativ 0.41 mm),

e 25G (aproximativ 0.26 mm),

e 27G (aproximativ 0.21 mm),
in vederea determinarii configuratiei optime care sa asigure o extrudare uniforma si fidelitate
geometricd cAt mai ridicata fatd de modelul 3D de referinta (un patrat). In functie de formularea
hidrogelului utilizat, s-au ajustat parametrii de printare, precum presiunea si viteza de

extrudare, pentru a evalua influenta acestora asupra calitatii si stabilitatii structurilor printate.

111.1.1.3. Rezultate si discutii

Rezultatele printarii 3D sunt prezentate in tabelele de mai jos. Acestea prezintad
rezultatele experimentului privind parametrii de printare si fidelitatea acestora, evidentiind

variatiile in dimensiuni, presiune, viteza, si observatiile legate de calitatea printarii.
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Tabelul 25 evidentiaza performanta formularii GCK (martor), care serveste ca proba de
referinta. Prima formulare testata (Set 1) nu a permis realizarea printarii in parametrii optimi.
In consecinti, sinteza a fost reluati, utilizind concentratii variate ale componentelor, cu scopul
de a identifica formula optima care sd permitd o printare corespunzatoare si obtinerea unor
suporturi 3D cat mai apropiate de modelul de referintd, aceste rezultate fiind prezentate in

urmatoarele tabele.

Tabelul 25. Optimizarea parametrilor de printare pentru compozitia GCK1 (martor).

GCK1 (control)

Concentratii: 20% Gelatind/6% Nanofibre celuloza/8% K-carragenan

Nr. Parametrii de Imagini printare Observatii printare
Crt printare
Set 1
1 Dimensiunile selectate: Am ales sa incepem
10x10x1 mm prin a printa in doar
Diametrul acului de cateva straturi pentru
printare: 22G a determina eficienta

parametrilor

Procentul de umplere: selectati. Fidelitatea

32% .

° de printare pentru
Temperatura: 40°C prima proba a fost
Presiune: 260 kPa Joarte scazuta,

obtindndu-se un
Viteza de printare: 10 suport incdrcat de

mm/s material, fara pori

vizibili.
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2 Dimensiunile selectate: Scaderea presiunii de
10x10x1 mm extrudare a condus la
Diametrul acului de formarea} unor
printare: 22G suporturt  cu  pori

vizibil incarcati dar
Procentul de umplere:

3204 totusi cu o
0 printabilitate ~ mai

Temperatura: 40°C adecvata.
Presiune: 250kPa
Viteza de printare: 10
mm/s

3 Dimensiunile selectate: Scaderea presiunii de
10x10x1 mm extrudare la 240 kPA

a condus la formarea
unor suporturi cu pori
vizibil incarcati, dar

Diametrul acului de
printare: 22G

Procentul de umplere:

3004 totusi cu 0]
0 printabilitate  mai
Temperatura: 40°C adecvata.

Presiune: 240 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

66



. CERCETARII Planul National
Uniunea Europeana GITALIZARIT >I B ’ 2 e
- NextGenerationEU de Redresare $| REZlhenté

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

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate din
strainatate 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 STIINTA SI TEHNOLOGIE POLITEHNICA
BUCURESTI

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

4 Dimensiunile selectate: Scaderea presiunii de
10x10x1 mm extrudare la 230 kPA
Diametrul acului de a condus la formarea
printare: 22G unor suporturi cu pori

semi-incarcati (ovali)
Prc())centul de umplere: dar towsi cu o
329 printabilitate mai
Temperatura: 40°C adecvata  §i  mai
Presiune: 230 kPa apropiata de modelul
de referinta.
Viteza de printare: 10
mm/s
5 Dimensiunile selectate: Scaderea presiunii de

10x10x1 mm

Diametrul acului de
printare: 22G

Procentul de umplere:
32%

Temperatura: 40°C
Presiune: 220 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s

extrudare la 220 kPA
a condus la formarea
unor suporturi cu pori
semi-incarcati
(ovali), dar cu o
printabilitate mai
adecvata  si  mai
apropiata de modelul
de referinta.
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6 Dimensiunile selectate:
10x10x1 mm

Scaderea presiunii de
extrudare la 210 kPa
a condus la formarea
unor suporturi cu pori
partial umpluti (de
forma ovala), dar cu o
printabilitate mai
Temperatura: 40°C adecvata  §i  mai

Diametrul acului de
printare: 22G

Procentul de umplere:
32%

apropiata de modelul
de referinta.

Presiune: 210 kPa

Viteza de printare: 10
mm/s Totusi, s-au observat

intreruperi ale
fluxului de material,
vizibile la nivelul
suporturilor, cauzate
de prezenta porilor

dubli la baza

acestora.
7 Dimensiunile selectate: Scaderea presiunii de
10x10x1 mm extrudare a condus la

obtinerea unor
suporturi  cu  pori
ovali, partial umpluti
cu material.

Diametrul acului de
printare: 22G

Procentul de umplere:
32%

Temperatura: 40°C Se ) observa in
continuare prezenta
unor straturi
neimprimate, in care
filamentul nu a fost
extrudat

corespunzator, ca

urmare a unei viteze

Presiune: 200 kPa

Viteza de printare:
10mm/s
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de printare
neadecvate, desi
depunerea  primului
strat a fost realizata
corect.

De asemenea,
Structura tinde sa
colapseze sub propria
greutate, semnaland o
consistenta

insuficienta a
materialului  pentru
mentinerea stabilitatii
geometrice.

Tn acest caz, viteza de
printare  a  fost
crescuta la 12 mm/s,
mentindndu-se

8 Dimensiunile selectate:
10x10x1 mm

Diametrul acului de

printare: 22G

» | _ 3 .- . presiunea constanta
Procentul de umplere: — la 200 kPa.

32%

Se poate observa ca
porii structurilor
Presiune: 200 kPa imprimate sunt mai

Temperatura: 40°C

Viteza de printare: pufin  incdrcafi  cu
12mm/s material, ceea ce
indica un transfer
redus de material in
timpul extrudarii.

69



MINISTERUL CERCETARI
INOVARIE ST DIGITALIZARI

Finantat de |

B o Y > et Rezilienta
Componenta: C9 Suport pentru sectorul privat, cercetare, dezvoltare si inovare
Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate din
strainatate 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 STIINTA SI TEHNOLOGIE POLITEHNICA
BUCURESTI

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

9 Dimensiunile selectate:
10x10x1 mm

Scaderea presiunii de
extrudare la 190 a
condus la obtinerea
unor suporturi cu pori

Diametrul acului de
printare: 22G

aproape patrati.
Procentul de umplere:
32% Totusi, dupa cum se
Temperatura: 40°C poate . obser\_/a,
straturile de material
Presiune: 190 kPa sunt discontinue,

indicand faptul ca
filamentul extrudat nu
a fost continuu pe
parcursul printarii.

Viteza de printare:
12mm/s

10

Dimensiunile selectate:

10x10x1 mm

Diametrul acului de
printare: 22G

Procentul de umplere:
32%

Temperatura: 40°C
Presiune: 180 kPa

Viteza de printare:
12mm/s

Scaderea presiunii de
extrudare la 180 kPa
a condus la obtinerea
unor suporturi cu pori
interiori colapsati, in
care straturile de
material sunt
discontinue din cauza
intreruperii ~ fluxului
de filament.

Rezultatele obtinute pentru formularile printabile din tabelul anterior, avand compozitia
de 20% gelatina, 6% nanofibre de celuloza si 8% k-carragenan, evidentiaza, in urma variatiei

parametrilor de printare, o relatie directd intre presiunea de extrudare, viteza de printare si
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fidelitatea structurii printate. Pe parcursul celor zece probe, s-au mentinut constante
dimensiunile suportului (10 x 10 x 1 mm) si diametrul acului de extrudare (22G), iar variatiile
au fost aduse in special asupra presiunii si vitezei de printare.

Tn primele experimente (probele 1-3), presiunea ridicata (260-240 kPa) a determinat o
extrudare excesiva a formuldrii printabile, ceea ce a condus la obtinerea unor structuri
incarcate, lipsite de porozitate vizibila. Pe masura ce presiunea a fost redusa progresiv (probele
4-6), s-a observat o imbunatatire a printabilitatii si o apropiere de modelul de referinta, cu pori
semi-incarcati si o distributie mai clara a materialului. Totusi, incepand cu 210 kPa, au aparut
primele semne ale intreruperii fluxului, indicand o limita inferioara critica a presiunii pentru 0
extrudare continua si eficienta.

Reducerea presiunii la 200 kPa (proba 7) a generat structuri instabile, cu zone
discontinue neprintate si tendintd de colaps, ceea ce indicd faptul ca, in ciuda unei depuneri
corecte a primului strat, viteza de printare (10 mm/s) si consistenta formuldrii printabile nu au
fost suficiente pentru mentinerea stabilititii geometrice. In proba 8, o modificare suplimentara
cresterea vitezei la 12 mm/s a redus si mai mult cantitatea de material transferata, accentuand
problemele de subextrudare.

Probele 9 si 10, cu presiuni scazute (190-180 kPa) si viteza crescuta (12 mm/s), au ardtat
o degradare semnificativa a fidelitdtii printdrii: pori aproape patrati dar discontinui, flux de
material Intrerupt si colaps structural. Aceste efecte indica un dezechilibru intre presiune si
viteza, In care materialul nu poate fi extrudat suficient de rapid si uniform pentru a sustine o
structura coerenta.

Se evidentiaza faptul ca, pentru parametrii studiati, zona optima de printabilitate se
situeaza in jurul unei presiuni de 230-220 kPa si o viteza de 10 mm/s, conditii in care s-au
obtinut structuri cu pori semi-incdrcati si o geometrie relativ stabila, insd a fost necesara

optimizarea concentratiilor de polimer. n acest sens, in Tabelul 26 sunt prezentate printirile
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realizate dupd ajustarea compozitiei, utilizand 1.2 g gelatina, 0.2 g k-carragenan si 0.2 g

nanofibre de celuloza dizolvate in 15 mL de apa.

Tabelul 26. Optimizarea parametrilor de printare pentru compozitia GCK2.

GCK2

Concentratii: 8% Gelatina/1.5% Nanofibre celuloza/1.5% K-carragenan

Nr. | Parametrii de printare Imagini printare Observatii printare
Crt

Set 2

1 Dimensiunile selectate: Fidelitatea de printare
10x10x1 mm

Diametrul acului de

pentru prima probd a

fost foarte scazutd,

printare: 22G obtindndu-se un suport
Procentul de umplere: incdarcat de material,
32% fara pori vizibil.
Temperatura: 40°C
Presiune: 60kPa
Viteza de printare: 10

mm/s

2 Dimensiunile selectate: Scdaderea presiunii de
10x10x1 mm

Diametrul acului de

extrudare a condus la
formarea unor
printare: 22G suporturi cu pori vizibil
Procentul de umplere: incarcati.
32%
Temperatura: 40°C

Presiune: 50kPa
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Viteza de printare: 10

mm/s

Dimensiunile selectate:

10x10x1 mm
Diametrul acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
32%
Temperatura: 40°C
Presiune: 40kPa
Viteza de printare: 8

mm/s

Scdderea presiunii de
extrudare la 40 kPa a
condus la formarea
unor suporturi cu pori

vizibil incarcati.
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4

Dimensiunile selectate:

10x10x1 mm
Diametrul acului de
printare: 25G
Procentul de umplere:
18%
Temperatura: 40°C
Presiune: 40 kPa
Viteza de printare: 8

mm/s

Schimbarea varfului de
printare a condus la
formarea unor
suporturi cu dimensiuni
mai apropiate de
modelul de referinta,
insa porii au ramas

Incarcati.

Dimensiunile selectate:

10x10x1 mm
Diametrul acului de
printare: 25G
Procentul de umplere:
18%
Temperatura: 40°C
Presiune: 30 kPa
Viteza de printare: 10

mm/s

Reducerea presiunii a
condus la obtinerea
unor suporturi cu forme
distorsionate si
discontinue, cu pori
semi-incdarcati si de

forma ovala.
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6 Dimensiunile selectate: Scaderea presiunii a
10x10x1 mm condus la obtinerea
Diametrul acului de unui contur Si a unor
printare: 25G pori apropiati de
Procentul de umplere: modelul de referintd,
18% insd se poate observa
Temperatura: 40°C prezenta unor pori
Presiune: 20kPa lipsa si a unor straturi
Viteza de printare: 10 neimprimate, ca
mm/s urmare a unei extrudari
insuficiente generate de
presiunea scazutd.
7 Dimensiunile selectate: Reducerea presiunii la

10x10x1 mm
Diametrul acului de
printare: 25G
Procentul de umplere:
18%
Temperatura: 40°C
Presiune: 10 kPa
Viteza de printare:

10mm/s

10 kPa nu a condus la
formarea unui suport,
din cauza intreruperii
fluxului de material,
cauzata de blocarea
acului si a extrudarii
necontinue a
filamentului. Acest
rezultat indica faptul ca
0 presiune atat de
scdzutd nu este
suficientd pentru a
asigura o depunere
constanta si coerentd a

materialului,
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compromitdnd complet

procesul de printare.

Comparativ cu formularea anterioard, care continea o concentratie ridicatd de 20%
gelatind, 6% nanofibre de celuloza si 8% k-carragenan, noua compozitie cu 8% gelatind, 1.5%
nanofibre de celuloza si 1.5% k-carragenan prezintd o vascozitate semnificativ redusa. Aceasta
ajustare a permis explorarea unui interval mai larg de presiuni de extrudare, coborand pana la
10 kPa, ceea ce anterior nu era posibil din cauza fluxului insuficient sau al blocajelor frecvente
ale acului.

La presiuni de 60 kPa si 50 kPa, printarile obtinute au prezentat o fidelitate structurala
scazutd, cu suporturi Incarcate de material, fara pori vizibili. Aceste rezultate indica faptul ca,
desi extrudarea a fost facilitata, cantitatea de material depusa a fost excesiva pentru geometria
doritd, conducand la colapsul porozitatii structurii.

Scaderea presiunii la 40 kPa si reducerea vitezei de printare la 8 mm/s nu au adus
imbundtatiri semnificative. Structurile obtinute continua sa prezinte pori Incdrcati, semn ca, in
ciuda ajustdrii vitezei, jetul format din formularea printabild nu a fost suficient de bine
controlat. Acest comportament poate fi explicat printr-o consistentd inca relativ crescuta a
formularii printabile si prin diametrul mare al acului utilizat (22G), care limiteaza debitul
formularii printabile extrudate. Pentru a imbunatati fidelitatea geometrica, s-a utilizat un ac mai
subtire (25G), concomitent cu reducerea procentului de umplere la 18%. Aceste modificari au

condus la o geometrie mai apropiatd de modelul de referintd, insa porii au rdmas incércati, ceea
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ce confirma faptul ca, desi optimizarile fizice au fost benefice, compozitia formularii printabile
inca influenteaza negativ controlul extrudarii.

La presiuni mai reduse, de 30 kPa si 20 kPa, structurile obtinute au prezentat forme
distorsionate, pori ovali, semi-incarcati si straturi discontinue. Aceste fenomene se datoreaza
insuficientei presiunii de extrudare, care nu mai este capabila sa sustind un flux constant si
coerent al formuldrii printabile, in special pentru compozitiile cu o minima vascozitate
reziduald. Reducerea presiunii pand la 10 kPa a compromis complet procesul de printare. Nu
s-a reusit formarea unui suport coerent, din cauza Intreruperii continue a filamentului si blocarii
acului, ceea ce demonstreaza ca sub acest prag, forta de extrudare nu mai poate invinge
rezistenta materialului la curgere.

Prin urmare, se poate concluziona ca noua formulare, cu o vascozitate redusa, permite
operarea la presiuni semnificativ mai mici decat cea anterioard, insa printabilitatea ramane
dependentd de echilibrul fin intre parametrii operationali presiune, vitezd de printare si
diametrul acului. Rezultatele obtinute indica necesitatea identificarii unei ferestre optime de
parametri pentru aceasta compozitie, posibil in intervalul 30-40 kPa, utilizand un ac cu un
diametru mai mic. De asemenea, aceste teste confirma importanta unei caracterizari reologice
riguroase pentru corelarea vascozitatii cu comportamentul de printare, in vederea asigurarii
unei extrudari coerente si a unei fidelitati geometrice ridicate. Astfel, s-a continuat optimizarea
concentratiilor si a parametrilor de printare, dupa cum se poate observa in tabelul 27. Cantitatile
de polimer (1,2 g gelatina, 0,2 g k-carragenan si 0,2 g nanofibre de celuloza) pentru formularea
GCK3 au ramas neschimbate, insa a fost modificata cantitatea de apa (10 mL) Tn care acestea

au fost dizolvate.
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Tabelul 27. Optimizarea parametrilor de printare pentru compozitia GCK3.

GCK3

Concentratii: 12% Gelatina/2% Nanofibre celuloza/2% K-carragenan

Nr. | Parametrii de printare Imagini printare Observatii printare
Crt
Set 3
1 Dimensiunile selectate: Fidelitatea de printare
10x10x1 mm pentru prima proba a
Diametrul acului de fost foarte scazutd,
printare: 25G obtindndu-se un suport
Procentul de umplere: incarcat de material,
18% fard pori foarte
Temperatura: 40°C incarcati de material.
Presiune: 80kPa
Viteza de printare:
6mm/s
2 Dimensiunile selectate: Cresterea vitezei de

10x10x1 mm
Diametrul acului de
printare: 25G
Procentul de umplere:
18%
Temperatura: 40°C
Presiune: 80kPa
Viteza de printare: 8

mm/s

printare a condus la
formarea unor
suporturi cu pori la fel
de incdrcati ca in
proba anterioarad, insd
cu o forma a suportului
mai apropiatd de

modelul de referinta.
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3 Dimensiunile selectate: Cresterea vitezei de
10x10x1 mm printare a condus la
Diametrul acului de formarea unui suport
printare: 25G cu _forma neregulatd §i
Procentul de umplere: pori dezordonati,
18% indicdand ca materialul
Temperatura: 40°C nu a fost depus
Presiune: 80kPa uniform. Filamentul a
Viteza de printare: 10 fost discontinuu
mm/s datorita vitezei de
printare.
4 Dimensiunile selectate: Reducerea presiunea i

10x10x1 mm
Diametrul acului de
printare: 25G
Procentul de umplere:
18%
Temperaturd: 40°C
Presiune: 60kPa
Viteza de printare: 6

mm/s

a vintezei de printare a
condus la formarea
unui suport cu pori

vizibili, sem-mi

incarcati si ovali.
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5 Dimensiunile selectate: Cresterea vitezei de
10x10x1 mm printare pentru aceastd
Diametrul acului de presiune a condus la
printare: 25G formarea unui suport
Procentul de umplere: cu pori ovali,
18% neincarcati cu material,
Temperatura: 40°C n care liniile modelului
Presiune: 60 kPa de referinta sunt
Viteza de printare: 8 vizibile.
mm/s
6 Dimensiunile selectate: Cresterea vitezei de

10x10x1 mm
Diametrul acului de
printare: 25G
Procentul de umplere:
18%
Temperatura: 40°C
Presiune: 60kPa
Viteza de printare: 10

mm/s

printare la 10 mm/s
pentru aceasta presiune
a condus la formarea
unui suport cu pori
semi-ovali, neincarcati
cu material. Totusi, se
poate observa ca,
datorita cresterii
vitezei, filamentul din
interiorul perilor este
discontinuu, indicand
ntreruperi n fluxul
materialului si,
implicit, o formulare cu

printabilitate redusa.
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7 Dimensiunile selectate: Reducerea presiunii la
10x10x1 mm 50 kPa a condus la
Diametrul acului de formarea unui suport
printare: 25G cu pori drepti, modelul
Procentul de umplere: fiind foarte apropiat de
18% cel de referintd. In
Temperatura: 40°C schimb, datorita vitezei
Presiune: 50 kPa de printare de 8 mm/s,
Viteza de printare: se pot observa in
8mm/s continuare
discontinuitati ale
filamentului, liniile din
interiorul suportului
nefiind complete.
8 Dimensiunile selectate: Tn acest caz, presiunea

10x10x1 mm
Diametrul acului de
printare: 25G
Procentul de umplere:
18%
Temperatura: 40°C
Presiune: 50 kPa
Viteza de printare:

6mm/s

S-a mentinut constantd,
insa viteza de printare
a scazut, iar suportul
obtinut prezintd pori
aproape drepti, usor

incarcati cu material.
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Datele experimentale obtinute pentru formularea GCK3 (12% gelatind, 2% nanofibre
de celuloza, 2% k-carragenan) evidentiaza o relatie clara intre parametrii de printare si calitatea
suporturilor imprimate, in concordantd cu comportamentul reologic observat anterior. La o
presiune constanta de 80 kPa, cresterea vitezei de printare de la 6 mm/s la 8 mm/s a condus la
o fidelitate geometricd mai buna, fara o modificare semnificativa a incarcarii porilor cu
material. Totusi, la viteza maxima testatd de 10 mm/s, suportul a prezentat o forma neregulata
si pori dezordonati, iar filamentul a fost discontinu, ceea ce indica faptul cd viteza mare
depaseste capacitatea de extrudare uniforma a materialului, diminuand astfel calitatea printarii.

Reducerea atat a presiunii, cét si a vitezei, la 60 kPa si respectiv 6 mm/s, a generat
suporturi cu pori semi-incarcati si de forma ovala, ceea ce sugereaza un echilibru precar intre
debitul de material si viteza de depunere. Cresterea vitezei la 8 si 10 mm/s la aceeasi presiune
a condus la pori ovali neincarcati, cu discontinudri ale filamentului in interiorul porilor, ceea
ce indicd un flux material compromis si o printabilitate redusa. Acest aspect este in acord cu
observatiile facute pentru concentratiile mai mari de polimeri (GCK1 cu 20% gelatina, 6%
nanofibre celuloza si 8% k-carragenan), unde o vascozitate foarte ridicata a materialului a dus
la dificultati in extrudare la viteze mari.

Reducerea presiunii la 50 kPa cu o viteza de printare de 8 mm/s a permis obtinerea unui
model cu pori drepti si o geometrie foarte apropiatd de modelul de referintd, insd cu
discontinuititi ale filamentului, reflectand un flux material insuficient de continuu. In schimb,
la aceeasi presiune, scaderea vitezei la 6 mm/s a dus la formarea unor pori aproape drepti, usor
incarcati cu material, semnaland o mai buna depunere si stabilitate a filamentului.

Comparativ cu formularile anterioare, in special cele cu concentratii mai ridicate, se
poate observa ca scaderea concentratiei polimerice si implicit a vascozitatii faciliteaza o
extrudare mai uniforma la presiuni si viteze moderate, dar limiteaza printabilitatea la viteze
foarte mari din cauza unui flux de material mai putin coerent. Aceste rezultate subliniaza

necesitatea unui echilibru fin Intre concentratie, vascozitate si parametrii de printare pentru a
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obtine structuri cu fidelitate geometricd ridicatd si porozitate controlatd. Optimizarea
concentratiilor si a parametrilor de printare trebuie sa tind cont de aceste aspecte, pentru a
asigura o printabilitate optimd si o calitate superioard a suporturilor obtinute. Astfel, am
continuat cu ajustarea formularii printabile, dupa cum se poate observa in Tabelul 28, unde au

fost adaugate 1.5 g gelatina, 0.2 g nanofibre de celuloza si 0.4 g k-carragenan.

Tabelul 28. Optimizarea parametrilor de printare pentru compozitia GCK4.

GCK4

Concentratii: 15% Gelatina/2% Nanofibre celuloza/4% K-carragenan

Nr. | Parametrii de printare Imagini printare Observatii printare
Crt

Set 4

1 Dimensiunile selectate:
20x20x1 mm

Diametrul acului de

Fidelitatea de printare
pentru prima probd a
fost scazutd, obtinandu-
printare: 22G Se un suport cu pori
Procentul de umplere: semi-ovali, uneori
22% conectati, din cauza
Temperaturd: 40°C
Presiune: 15kPa

Viteza de printare:

presiunii scazute §i a

vitezei de printare.

8mm/s
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20x20x1 mm
Diametrul acului de

printare: 22G

Procentul de umplere:

22%
Temperaturd: 40°C
Presiune: 20kPa
Viteza de printare:

8mm/s

2 Dimensiunile selectate: Cresterea presiunii a
20x20x1 mm condus la formarea
Diametrul acului de unui suport cu pori
printare: 22G incarcati de material.
Procentul de umplere:
22%
Temperatura: 40°C
Presiune: 50kPa
Viteza de printare:
8mm/s
3 Dimensiunile selectate: Scaderea presiunii a

determinat obtinerea
unui suport cu pori
vizibili, dar ovali,

indicand o vascozitate

scazuta a materialului

de printare.
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Dimensiunile selectate:

20x20x1 mm
Diametrul acului de
printare: 22G
Procentul de umplere:
22%
Temperatura: 40°C
Presiune: 20kPa
Viteza de printare:

10mm/s

Cresterea vitezei de
printare a condus la
formarea unui suport
cu pori semi-ovali, dar
mai putin incdarcati cu
material. Totusi, din
cauza vitezei ridicate,
acestia sunt uniti la
capete, ceea ce indicd o
presiune neadecvatd

pentru aceasta vitezad.
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5 Dimensiunile selectate: Cresterea presiunii a
20x20x1 mm determinat formarea
Diametrul acului de unui suport cu pori
printare: 22G ovali, incdrcati cu
Procentul de umplere: material.
22%
Temperatura: 40°C
Presiune:30kPa
Viteza de printare:
10mm/s
6 Dimensiunile selectate: Schimbarea acului de

20x20x1 mm
Diametrul acului de
printare: 25G
Procentul de umplere:
16%
Temperatura: 40°C
Presiune: 35kPa
Viteza de printare:

6mm/s

printare a determinat
formarea unui suport
mai apropiat de
modelul de referintd;
insd, se poate observa o
tendintd usoard de
Incarcare cu material,
cauzatd de presiunea
ridicata. Totusi, este
vizibil cd porii
suportului tind sa
devina pdtrati atunci
cand este utilizat acest

ac de printare
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7 Dimensiunile selectate: Scaderea presiunii de
20x20x1 mm printare a condus la
Diametrul acului de formarea unui suport
printare: 25G cu pori interconectati,
Procentul de umplere: indicdnd cd presiunea
16% nu a fost adecvata
Temperatura: 40°C pentru viteza utilizata.
Presiune: 25kPa Totusi, dupd cum se
Viteza de printare: poate observa, porii
6mm/s interiori sunt patrati,
iar suportul creat este
foarte apropiat de
modelul de referinta.
8 Dimensiunile selectate: Cresterea vitezei de

20x20x1 mm
Diametrul acului de
printare: 25G
Procentul de umplere:
16%
Temperatura: 40°C
Presiune: 40kPa
Viteza de printare:

10mm/s

printare §i a presiunii a
condus la formarea
unui suport identic cu
modelul de referintd,
observandu-se pori
patrati care nu sunt
incarcati cu material.
Acest rezultat indicd o
optimizare eficientd a
parametrilor de proces,
asigurand o distributie
uniforma a materialului

si o fidelitate

87



S NISTERUL CERCETARII Planul National
-.ﬁlﬂ'ﬁimﬁiﬂf — OVARII $1 DIGITALIZARI N > de Redresare si Rezilient4

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

Investitia 8: ,,Dezvoltarea unui program pentru atragerea resurselor umane Tnalt specializate din
strainatate 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 STIINTA SI TEHNOLOGIE POLITEHNICA
BUCURESTI

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

geometricad ridicatd

fata de modelul dorit.

Setul 4, utilizand o concentratie crescuta de gelatind (15%), un continut moderat de
nanofibre de celulozad (2%) si o proportie ridicatd de k-carragenan (4%), a demonstrat un
comportament distinct fatd de seturile anterioare cu concentratii mai scazute ale acestor
componente. Comparativ, concentratiile anterioare (ex: 10-12% gelatina, 1% NFC, 2% k-
carragenan) au generat structuri mai fragile, cu o fidelitate scazuta la variatii de presiune si
viteza de printare. In cazul Setului 4, cresterea continutului de gelatini si k-carragenan a
contribuit la o vascozitate mai mare si o stabilitate crescuta a gelului, ceea ce a permis o mai
bund mentinere a formei printate, in special in conditii optimizate de proces. La presiuni
scazute (15-20 kPa) si viteze de 8-10 mm/s, probele au prezentat pori semio-ovali sau conectati,
indicand o extrudare incompleta si o distributie inegalda a materialului, similar cu tendintele
observate in formularile anterioare. Totusi, spre deosebire de acele formulari, suportul nu s-a
deformat complet, sugerand un efect pozitiv al compozitiei mai concentrate. Odata cu cresterea
presiunii la 30-50 kPa, suporturile au prezentat pori mai ovali, bine conturati si Incarcati
uniform, ceea ce confirma ca formularea din Setul 4 raspunde favorabil la o presiune mai mare,
necesara pentru extrudarea unui material mai vascos. In schimb, in seturile anterioare,
presiunile mari duceau adesea la deformari sau colaps structural. Un alt aspect semnificativ in
Setul 4 a fost testarea unor ace de diametru mai mic (25G si 35G). Acestea au condus la o
fidelitate geometrica ridicata, evidentiindu-Se pori patrati bine definiti, mai ales la presiuni

intermediare (25-40 kPa) si viteze moderate (6-10 mm/s). Acest comportament nu a fost
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observat in seturile anterioare, unde acele subtiri nu reuseau sa imprime suficient material,
probabil din cauza unei vascozitdti insuficiente.

Tn final, cea mai buna fidelitate de printare in Setul 4 a fost obtinutd in conditiile:
presiune 40 kPa, viteza 10 mm/s, ac 25G, rezultand un suport identic cu modelul de referinta —
cu pori patrati, bine conturati si fard exces de material. Acest rezultat demonstreazd o
optimizare eficientd a procesului, dificil de obtinut cu formularile mai diluate testate anterior.
Comparativ cu concentratiile anterioare, compozitia 15% gelatina / 2% NFC / 4% k-carragenan
a oferit o fereastra de printare mai larga si o stabilitate crescutd, permitand reglaje mai fine ale
presiunii, vitezei si diametrului acului. Prin urmare, aceastd formulare se dovedeste mai robusta
si mai adaptabild, recomandatd pentru obtinerea structurilor precise 1n aplicatii biotehnologice

sau de inginerie tisulara.

111.1.1.4. Concluzii

Activitdtile de cercetare desfasurate in cadrul proiectului ,,Advanced & Personalized
Solutions for Bone Regeneration” au vizat optimizarea formularilor bioactive si a parametrilor
de printare 3D pentru obtinerea unor structuri poroase personalizate, compatibile biologic si
adecvate substitutiei osoase. S-au testat patru formulari principale, codificate GCK-GCK4, cu
variatii semnificative in concentratia de gelatina, nanofibre de celuloza si k-carragenan:

e GCKI (martor): 20% gelatind / 6% NFC / 8% k-carragenan
e GCK2: 8% gelatina / 1.5% NFC / 1.5% k-carragenan

e GCK3: 12% gelatina / 2% NFC / 2% k-carragenan

e GCK4: 15% gelatina / 2% NFC / 4% k-carragenan

Formularea GCK1, cu vascozitate ridicata, a necesitat presiuni de extrudare mari (pana
la 260 kPa), dar a generat suporturi incarcate, fara porozitate vizibila. Desi s-a redus presiunea

treptat, doar la 220-230 kPa s-a obtinut o geometrie acceptabila, insa cu tendinta de colaps la
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presiuni mai mici. Aceastd formulare s-a dovedit prea rigida si greu de controlat in procesul de
extrudare.

GCK2, cu concentratii semnificativ reduse, a permis testarea la presiuni joase (10-60

kPa), dar a prezentat dificultati de extrudare constantd si fidelitate scazutd. La presiuni sub
30 kPa, fluxul a devenit instabil, iar structura s-a deformat sau nu s-a format deloc, ceea ce a
limitat aplicabilitatea acestei formuldri in obtinerea scaffoldurilor structurale coerente.
GCK3 a oferit un echilibru intermediar, permitdnd obtinerea unor structuri cu porozitate
controlabila la presiuni de 50-80 kPa. Totusi, vitezele mari de printare (>8 mm/s) au condus la
discontinuitdti ale filamentului, iar fidelitatea geometrica a fost afectata de forma neregulata a
porilor.

GCK4, cu 15% gelatina / 2% NFC / 4% k-carragenan, a fost cea mai performanta dintre
formuldrile testate. Aceasta a permis printarea la presiuni moderate (25-40 kPa) si viteze intre
6-10 mm/s, fard blocaje sau colaps structural. In special la 40 kPa si 10 mm/s, utilizand un ac
de 25G si umplere de 16%, s-a obtinut un suport cu pori patrati, uniformi, fara acumulari de
material, fidel modelului de referinta. In plus, s-a demonstrat ca acul mai subtire (25G vs. 22G)
a oferit o precizie geometrica superioara.

In concluzie, formularea GCK4 reprezinti o varianti optima, cu echilibru bun intre
vascozitate, stabilitate structurald si flexibilitate in parametrii de proces. Aceasta este
recomandata pentru aplicatii biomedicale de inalta precizie, permitand un control eficient al

porozitatii si formei scaffoldului, esentiale in regenerarea osoasa.
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111.1.2. Evaluarea biocompatibilitatii si a capacitatii de a promova
diferentierea celulara a structurilor din GelMA, gellan metacrilat si diferite
concentratii de oxid de grafena

Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.8. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 1. cernelurilor

dezvoltate in subactivitatile 1.1 si 1.2.
111.1.2.1. Introducere

Interactiunea prelungitd dintre tesuturile gazda si structurile implantate impune
aplicarea unui protocol riguros de testare a acestor structuri Tnainte de efectuarea testelor
preclinice si clinice [1]. Tn ultimii 40 de ani, termenul ,,biocompatibilitate” a fost utilizat n
industria biomaterialelor pentru a caracteriza performanta unui material dupa implantare si
pentru a distinge biomaterialele care pot fi utilizate clinic de celelalte materiale [2].

Alegerea biomaterialului potrivit pentru fabricarea unei structuri care provoaca o
reactie imunologica minima sau inexistenta asupra pacientului este un aspect fundamental in
ingineria tisulara. Cu toate acestea, principalul motiv pentru care multe dintre aceste sisteme
sunt contestate este lipsa informatiilor suficiente cu privire la toxicitatea si biocompatibilitatea
lor [3]. Avand in vedere interesul crescand pentru utilizarea materialelor pe baza de grafena in
tot mai mare. Biocompatibilitatea materialelor pe baza de grafend depinde Tn mare masura de
proprietatile fizico-chimice intrinseci ale acestora [4]. Studiile au demonstrat ca formularile pe
baza de oxid de grafend (GO) prezinta rezultate diferite In ceea ce priveste biocompatibilitatea,
in functie de dimensiune, functionalizare, concentratia utilizata si de modelul in vitro utilizat
n testele de biocompatibilitate [5], [6]. Evaluarea citotoxicitatii GO in celulele mamifere a
ardtat cd GO de dimensiuni micro a dus la o citotoxicitate mai ridicatd decat GO de dimensiuni
nano, in principal datoritd vitezei de sedimentare mai rapide si formarii de agregate compacte

de GO la suprafata celulelor aderente din godeuri, ceea ce inhiba disponibilitatea nutrientilor

91



Finantat de e e Pl -
; o NISTERUL CERCETARII anul National
-N:"I?;"r:im.‘ili'ff =4 OVARII §1 DIGITALIZARI 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
strainatate 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 STIINTA SI TEHNOLOGIE POLITEHNICA
BUCURESTI

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

pentru cresterea celulard. Mai mult, rezultatele au indicat cd GO prezinta toxicitate dependenta
de doza, iar la concentratii mai mari de 50 pg/mL, GO de dimensiuni micro a prezentat
toxicitate atat pentru celulele umane sanatoase, cat si pentru celulele tumorale [7].

stabilirea concentratiei optime de GO care poate fi integrata in formularile printabile destinate
obtinerii de structuri functionale pentru regenerarea tesutului osos. Prin urmare, s-au realizat
doua teste cu scopul de a evalua citotoxicotatea formularilor in functie de concentratia de GO
utilizata. Sinteza formularilor, printarea 3D si liofilizarea structurilor au fost descrise Intr-un
raport anterior. Toate formuldrile au avut la bazd o matrice polimerica continand gellan
metacrilat si gelatind metacrilatd (GelMA). Codificarea probelor s-a realizat in functie de
concentratia de GO utilizata, astfel: 0% GO — GG; 0.125% GO - GG-12G0O; 0.25% GO - GG-
25G0; 0.50% GO - GG-50G0.

111.1.2.2. Materiale si metode

111.1.2.2.1. Materiale

Liniile celulare osteoblaste umane MG-63 (CLS Cell Lines Service GmbH, Heidelberg,
Germania) au fost utilizate pentru toate experimentele. 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 de Penicilind-Streptomicind 100x (Gibco™, Thermo Fisher Scientific). 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 CYyYQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay a fost achizitionat de la
Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, SUA).
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111.1.2.2.2. Expunerea culturii celulare la structurile analizate

Liniile celulare osteoblaste MG-63 au fost cultivate intr-un mediu DMEM, suplimentat
cu 10% FBS si 1% solutie de Penicilina-Streptomicina, in conditii standard de temperatura si
umiditate, respectiv la 37°C, 5% CO: si 90% umiditate relativa. Celulele au fost insdimantate
la o concentratie de 100.000 celule/ 500 pnL/ godeu intr-o placa cu 24 de godeuri si incubate in
conditii standard timp de 24 h pentru a permite aderarea acestora la substrat.

Probele cu diferite concentratii de GO (0%, 0.125%, 0.25% si 0.5%) au fost sterilizate

anterior prin expunere la radiatii gamma, asigurand astfel eliminarea oricarei contamindri
microbiene Tnainte de utilizare. Dupa procesul de sterilizare, probele au fost plasate in contact
direct cu celulele MG-63 si incubate pentru 7, respectiv 14 zile. Pentru a asigura imersarea
completa a probelor in mediul de cultura si mentinerea conditiilor optime de crestere celulara,
s-au adaugat suplimentar 2 mL de mediu in fiecare godeu. Incubarea s-a realizat In conditii
standard de temperatura (37°C), cu 5% CO: si umiditate ridicata (90%). Ulterior perioadei de
incubare, au fost efectuate analize specifice pentru evaluarea viabilitatii celulare, printr-un test
cu cu saruri de tetrazolium MTT si unul pe baza cuantificarii eliberarii de lactat dehidrogenazei
(LDH). De asemenea, a fost realizat si un test de cuantificare a gradului de mineralizare al
culturilor celulare in urma expunerii la probe pentru a masura diferentierea celulara.
Controlul negativ a fost obtinut prin incubarea de celule 1 doar cu mediu de culturd complet,
iar controlul pozitiv a fost reprezentat de Triton-X 1% in mediu de cultura complet. Datele au
fost exprimate ca £STDEV (deviatia standard), iar evaluarea statistica a acestora s-a realizat
cu ajutorul functiei Student t-test, pentru care s-au atribuit *p<0,05, **p<0,01, respectiv
***n<0,001.

111.1.2.2.3. 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%
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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% CO.), 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
obtinute pentru fiecare proba a fost raportata la cea a controlului negativ, considerat referinta

(100%), pentru a calcula procentual viabilitatea celulara relativa.

111.1.2.2.4. Evaluarea nivelului LDH eliberat

In vederea cuantificarii LDH eliberate in mediul extracelular ca urmare a interactiunii
celulelor MG-63 cu biomaterialul testat, un volum de 50 uL din supernatantul fiecarui godeu
a fost prelevat si transferat Intr-o placa de 96 de godeuri, dupa finalizarea perioadei de incubare.
LDH este o enzimad intracitoplasmatica implicatd in conversia lactatului in piruvat in cadrul
metabolismului celular anaerob, iar prezenta acesteia in mediul extracelular este asociatd 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 masurata 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.
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111.1.2.2.5. Masurarea gradului de mineralizare

Procesul de diferentiere osteoblastica a fost evaluat prin determinarea gradului de
mineralizare al culturilor celulare, Th urma expunerii acestora la probele testate. Tn acest scop,
a fost utilizat testul de colorare cu Alizarin Red S, care evidentiaza prezenta si distributia
depozitelor de calciu (Ca*") formate in matricea extracelulara. Dupa perioada de incubare,
structurile au fost indepartate, iar celulele au fost spalate de doud ori cu PBS si ulterior fixate
cu o solutie de paraformaldehida 3,7% in PBS, timp de 12-16 ore, la 4°C. Fixarea a fost urmata
de spélari suplimentare cu PBS, iar celulele au fost incubate timp de 45 de minute cu o solutie
de Alizarin Red S 40 mM, pentru a marca depozitele de calciu. Dupa aceasta etapa, solutia de
colorant a fost eliminata, iar celulele au fost clatite cu apa deionizata, pentru a indeparta excesul
de colorant nereactionat.

Ulterior, probele au fost tratate cu o solutie de acid acetic 10%, timp de 1 ora, sub
agitare, pentru solubilizarea complexelor formate intre colorant si sdrurile de calciu.
Supernatantul rezultat a fost colectat in microtuburi Eppendorf, alaturi de ulei mineral pentru
a preveni evaporarea, si incubat timp de 10 minute la 85°C, pentru a facilita extractia completa
a colorantului. Dupa racire, solutiile au fost transferate in tuburi noi, iar acidul acetic a fost
neutralizat cu o solutie de amoniac 10%, conform protocolului. Absorbanta solutiilor obtinute
a fost masurata la o lungime de unda de 405 nm utilizand un spectrofotometru. Nivelul de
mineralizare celulara a fost exprimat relativ, prin raportarea valorilor absorbtiei fiecarei probe

la absorbtia inregistratd pentru controlul negativ.

111.1.2.3. Rezultate si discutii

111.1.2.3.1. Rezultatele testului MTT

Rezultatele obtinute in urma testului MTT au evidentiat activitatea metabolica a
celulelor osteoblaste MG-63 dupa expunerea timp de 7 si 14 zile la structurile poroase
functionalizate cu GO (Figura 11). Astfel, probele GG si GG-12GO au prezentat o viabilitate
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celulara creescuta, situata intre 70—-75% comparativ cu controlul negativ, la ambele intervale
de timp investigate. Aceste valori indica un profil biocompatibil, conform criteriilor specificate
in standardul 1SO 10993-5 privind evaluarea citotoxicitatii in vitro. S-a observat o usoara
reducere a activitdtii metabolice la 14 zile comparativ cu 7 zile, Insd diferentele nu au fost
statistic semnificative (p>0.05).

Tn cazul probei GG-25GO, celulele au prezentat o viabilitate de aproximativ 70% dupa
7 zile de incubare, indicand un comportament biocompatibil cu celulele osteoblaste. Cu toate
acestea, la 14 zile, s-a inregistrat o reducere semnificativa a viabilitatii (p<<0.001), cu o scadere
de aproximativ 40% fata de control, sugerand un efect citotoxic cumulativ asociat expunerii
prelungite la aceastd concentratie de GO. De asemenea, proba GG-50GO a determinat o
reducere semnificativd a metabolismului celular inca de la 7 zile post-expunere, cu o scadere
de aproximativ 40% a viabilitatii fatd de controlul negativ (p<<0.001). Acest efect a fost
mentinut si la 14 zile, fara variatii semnificative suplimentare, indicind o citotoxicitate

semnificativa la concentratii ridicate de GO.
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Figura 11. Viabilitatea celulard determinata prin test MTT la 7 zile (A) si 14 zile (B) pentru
probele cu 0, 0.125, 0.25 si 0.50% GO.

111.1.2.3.2. Rezultatele cuantificarii LDH
Pentru completarea datelor privind biocompatibilitatea materialelor testate si pentru a
evidentia potentialele efecte de citotoxicitate de tip necrotic, a fost utilizat testul de eliberare a

LDH. Acest test reflecta integritatea membranei celulare, intrucat LDH este o enzima citosolica
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eliberata Tn mediul extracelular exclusiv in urma distrugerii membranei celulare, eveniment
asociat mortii celulare prin necroza. Precum se poate observa in figura 12, analiza cantitétii de
LDH eliberate in mediul de culturd de catre celulele osteoblaste MG-63, dupa expunerea timp
de 7 si 14 zile la structurile cu diferite concentratii de GO a indicat valori comparabile cu cele
ale controlului negativ. Aceste rezultate sugereaza ca toate probele, indiferent de continutul de
GO, nu au indus leziuni semnificative la nivelul membranei celulare, confirmand absenta unui

efect citotoxic de tip necrotic asupra osteoblastelor.

A 7 zile B 14 zile
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Figura 12. LDH eliberat de celulele osteoblaste dupa 7 zile (A) si 14 zile (B) de la expunerea
la probele cu 0, 0.125, 0.25 si 0.50% GO.

111.1.2.3.3. Rezultatele testului de mineralizare

Pentru a analiza capacitatea de diferentiere a celulelor osteoblaste a materialelor testate,
a fost utilizat testul de colorare cu Alizarin Red S, care evidentiaza prezenta depozitelor de Ca**
formate in matricea extracelulara ca urmare a procesului de mineralizare a celulelor
osteoblaste. Gradul de mineralizare este un indicator specific al diferentierii celulare spre
fenotipul matur de osteoblast. Dupa 7 zile de expunere la structurile testate (Figura 13), s-a
observat o crestere semnificativa a nivelului de mineralizare in culturile celulare tratate cu
probele GG, GG-12GO si GG-50G0O, comparativ cu controlul negativ (p<0,05), indicand un
efect stimulator asupra procesului de diferentiere. In schimb, proba GG-25GO a determinat un

raspuns mai scdzute, sugerand o influentd redusd asupra acestui proces in etapa incipienta.
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Acest efect a fost corelat pozitiv cu concentratia de GO, indicand o relatie doza-rdspuns in ceea

ce priveste stimularea diferentierii osteoblaste.
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Figura 13. Diferentierea celulor osteoblaste dupa 7 zile de la expunerea la probele cu 0,
0.125, 0.25 si 0.50% GO, prin cuantificarea depozitelor de Ca?* formate in matricea
extracelulara.

111.1.2.4. Concluzii

Rezultatele obtinute in urma testelor de biocompatibilitate in vitro au evidentiat un
comportament diferit al celulelor osteoblaste MG-63 in functie de concentratia de GO utilizata
pentru ranforsarea structurilor pentru regenerare osoasa. Testul MTT a demonstrat ca probele
GG si GG-12GO prezintd o viabilitate celulard ridicatd (70-75%) si stabila in timp, in
concordanta cu criteriile ISO 10993-5, indicand un profil biocompatibil. Proba GG-25G0O a
mentinut o viabilitate acceptabila la 7 zile, insd a prezentat o scadere semnificativa la 14 zile,
sugerand un posibil efect cumulativ citotoxic la aceastd concentratie. In cazul GG-50GO, s-a
observat o citotoxicitate evidenta incepand cu ziua 7, efect care s-a mentinut si dupd 14 zile,
ceea ce indicd citotoxicitate la concentratii crescute de GO. Determinarile nivelului de LDH au
confirmat absenta efectelor citotoxice de tip necrotic pentru toate probele testate, evidentiind
integritatea membranei celulare pe intreaga durata a incubarii.

In ceea ce priveste potentialul de diferentiere celulard, testul de mineralizare cu Alizarin

Red S a demonstrat o stimulare semnificativa a diferentierii celulelor osteoblaste pentru probele
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GG, GG-12GO si GG-50GO, efect corelat cu concentratia de GO. Desi proba GG-25G0O a
prezentat un raspuns initial redus, la 14 zile s-a constatat o intensificare a mineralizarii. In
ansamblu, aceste date sugereaza ca includerea GO in structurile pentru regenerare osoasa poate
modula comportamentul celular Tntr-o maniera dependenta de doza, cu efecte benefice asupra
diferentierii la concentratii scazute si medii, dar cu potential efect citotoxic la concentratii

ridicate.

111.1.2.5. Bibliografie

[1] M. V. Nasonova, T. V. Glushkova, V. V. Borisov, E. A. Velikanova, A. Y.
Burago, and Y. A. Kudryavtseva, “Biocompatibility and Structural Features of Biodegradable
Polymer Scaffolds,” Bull Exp Biol Med, vol. 160, no. 1, pp. 134-140, Nov. 2015, doi:
10.1007/S10517-015-3114-3/METRICS.

[2] K. H. Hussein, K. M. Park, K. S. Kang, and H. M. Woo, “Biocompatibility
evaluation of tissue-engineered decellularized scaffolds for biomedical application,” Materials
Science and Engineering: C, wvol. 67, pp. 766-778, Oct. 2016, doi:
10.1016/J.MSEC.2016.05.068.

[3] S. Naahidi et al., “Biocompatibility of hydrogel-based scaffolds for tissue
engineering applications,” Biotechnol Adv, vol. 35, no. 5, pp. 530-544, Sep. 2017, doi:
10.1016/J.BIOTECHADV.2017.05.006.

[4] A. M. Pinto, I. C. Gongcalves, and F. D. Magalhées, “Graphene-based materials
biocompatibility: A review,” Colloids Surf B Biointerfaces, vol. 111, pp. 188-202, Nov. 2013,
doi: 10.1016/J.COLSURFB.2013.05.022.

[5] C. Martin, K. Kostarelos, M. Prato, and A. Bianco, “Biocompatibility and
biodegradability of 2D materials: graphene and beyond,” Chemical Communications, vol. 55,
no. 39, pp. 5540-5546, May 2019, doi: 10.1039/C9CC01205B.

[6] S. Syama and P. V. Mohanan, “Safety and biocompatibility of graphene: A new
generation nanomaterial for biomedical application,” Int J Biol Macromol, vol. 86, pp. 546-
555, May 2016, doi: 10.1016/J.1JBIOMAC.2016.01.116.

[7] S. F. Kiew, L. V. Kiew, H. B. Lee, T. Imae, and L. Y. Chung, “Assessing
biocompatibility of graphene oxide-based nanocarriers: A review,” Journal of Controlled
Release, vol. 226, pp. 217-228, Mar. 2016, doi: 10.1016/J.JCONREL.2016.02.015.

99



N NISTERUL CERCETARII Planul National
- o it M > 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
strainatate 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 STIINTA SI TEHNOLOGIE POLITEHNICA
BUCURESTI

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

I11.2. CAPITOL 2

111.2.1. Analiza XPS a nanoplatformelor grafenice functionalizate

Activitatea 2. Dezvoltarea de nanoplatforme 2D si 3D pentru livrarea de ARNnc complementar
Subactivitatea 2.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 2.

111.2.1.1. Introducere

Nanomaterialele pe baza de grafend functionalizatd au atras un interes considerabil in
ultimii ani datorita proprietatilor lor fizico-chimice deosebite si versatilitatii functionale in
aplicatii biomedicale, inclusiv in livrarea de oligonucleotide si alte biomolecule. Oxidul de
grafend (GO), in special in forma sa carboxilatd (GO-COOHR), prezinta o suprafata bogata in
grupdri functionale care pot fi exploatate pentru ancorarea covalentd a diverselor molecule
biologice [1]. Printre strategiile cele mai eficiente de functionalizare se numara activarea
gruparilor  carboxil  prin  intermediul  sistemului de  cuplare  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) — N-hidroxisuccinimida (NHS), ce faciliteaza legarea
amidelor cu aminele primare din structura ADN [2].

Spectroscopia fotoelectronica de raze X (XPS) reprezintd o metoda esentiala pentru
analiza compozitiei chimice de suprafata si identificarea starilor de oxidare ale elementelor
prezente intr-un material. Prin evaluarea spectrelor generale (survey) si a spectrelor de inalta
rezolutie (de exemplu, C 1s, O s, N 1s), este posibild confirmarea succesului functionalizarii
si caracterizarea detaliati a modificarilor chimice [3]. Tn acest studiu, analiza XPS a fost
utilizatd pentru a compara compozitia de suprafatd a nanoplatformelor GO-COOH si a celor
activate cu EDC-NHS, ulterior functionalizate cu ADN, evidentiind diferentele semnificative

ntre probe.
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111.2.1.2. Materiale si metode

Analiza XPS a fost realizata cu ajutorul unui spectrometru K-Alpha de la Thermo
Scientific (Waltham, MA, SUA), echipat cu o sursd monocromatica Al Ka (1486,6 eV), care
functioneaza in vid la o presiune de bazd de 2 x 10~ mbar. Pentru a compensa efectele de
incarcare electrostatica, s-a utilizat un ,,flood gun”, iar energiile de legatura au fost calibrate

prin plasarea varfului C 1s la 284,8 eV, utilizat ca referinta interna.

111.2.1.3. Rezultate si discutii

Analiza XPS a fost utilizatd pentru a compara compozitia chimicad de suprafatd a
nanoplatformelor GO-COOH si GO-COOH/EDC-NHS/ADN. Spectrele generale XPS,
inregistrate pentru fiecare proba si prezentate in Figura 14 (pentru GO-COOH) si Figura 16
(pentru GO-COOH/EDC-NHS/ADN), au permis determinarea compozitiei atomice medii de
suprafata (Tabelul 29), in timp ce spectrele de inalta rezolutie (Figurile 15 si 17) au furnizat
informatii detaliate despre starile chimice specifice fiecarui element detectat.

Spectrul XPS de ansamblu pentru GO-COOH (Figura 14) prezinta doua semnale
dominante corespunzatoare carbonului (C 1Is) si oxigenului (O 1s), specifice structurii GO.
Semnalul C 1s are o pondere de 70,94% (Tabel 29), indicand abundenta atomilor de carbon in
reteaua grafenica. Semnalul O 1s, cu un procent de 28,14%, reflecta prezenta gruparilor
oxigenate precum carboxili, hidroxili si epoxizi, introduse in timpul procesului de oxidare. De
asemenea, este detectatd o cantitate redusa de sulf (S 2p — 0,92%), care poate proveni din
contaminanti reziduali sau din procesul de sintezi. In ansamblu, compozitia chimica este

specifica unui material GO functionalizat cu grupari carboxilice.
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Figura 14. Spectrul general XPS inregistrat pe nanoplatforma GO-COOH.
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Figura 15 reprezinta spectrele XPS de inalta rezolutie ale carbonului (C 1s) si (B)
oxigenului (O 1s), inregistrate pe nanoplatforma GO-COOH. Spectrul C 1s (A) evidentiaza
prezenta mai multor legaturi, precum C-C (284,8 eV), C=C (285,96 eV), C-O (287,35 eV) si
O-C=OH (289,15 eV), corespunzatoare gruparilor grafitice, epoxid, carbonil si carboxil.
Aceasta distributie confirma prezenta unei structuri grafenice oxidate cu functionalitéti
carboxilice, Tn acord cu literatura de specialitate [1, 2]. Latimea la jumatate din inaltimea
maxima (FWHM) a picurilor (Tabel 1) indica o diversitate chimicd ridicata, sugerand o
distributie eterogena a gruparilor functionale. In plus, in spectrul O Is (B) se observa doua
contributii majore reprezentate de un semnal amplu in zona 532,9 eV, atribuit legaturilor
OH/O=C-OH, si un al doilea varf in jur de 533,9 eV, caracteristic legaturilor C-O-C (eterice
sau epoxidice) [4, 5]. Aceste rezultate sunt in acord cu literatura pentru GO-COOH si sustin

prezenta gruparilor functionale necesare reactiilor ulterioare de activare chimica.
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Figura 15. Spectrele XPS de inalta rezolutie ale (A) carbonului (C 1s) si (B) oxigenului (O
1s), inregistrate pe nanoplatforma GO-COOH.

Dupa activarea cu EDC-NHS si functionalizarea cu ADN, compozitia chimica de
suprafata se modifica semnificativ. Spectrul general XPS (Figura 16) releva scaderea
procentului atomic de carbon (la 60,57%) si oxigen (la 19,06%), insotite de aparitia azotului
(2,76%), fosforului (0,08%), magneziului (4,83%), calciului (1,86%), si clorului (7,22%),
absente Tn proba martor (Tabel 29). Aceste variatii confirma ancorarea eficientd a

oligonucleotidelor si a reactivilor de activare pe suprafata grafenica.
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Figura 16. Spectrul general XPS inregistrat pe nanoplatforma GO-COOH/EDC-NHS/ADN.

Figura 17 prezinta spectrele XPS de inalta rezolutie inregistrate pe nanoplatforma GO-
COOH/EDC-NHS/ADN. Spectrul C 1s (Figura 17A) prezinta o structura diferita fata de proba
GO-COOH. Varfurile detectate sunt atribuite legaturilor C—-C (284,8 eV), C=C/C-N (286,3
eV) si C=0/C-ONO: (288,57). Aparitia semnalului C-N este un indiciu clar al formarii
legaturilor amide Intre grupdrile carboxilice activate si grupele amino din ADN, 1n acord cu
literatura privind reactiile de tip EDC/NHS [2]. Tn plus, componenta nitrat ester (C—-ONO:) este
probabil legata de fragmentele din nucleotide sau de impuritati reziduale din ADN.

Spectrul O 1s (Figura 17B) pastreaza o repartizare similard cu cea observata anterior,
cu doua varfuri corespunzatoare OH/O=C-OH (532,6 e¢V) si C-O-C (533,5 eV), dar cu
intensitate relativ mai scazuta, reflectand scaderea gruparilor oxigenate in urma reactiilor de

amidare.
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Spectrul N 1s (Figura 17C) confirma in mod direct prezenta gruparilor azotate. Se
evidentiazd doud componente distincte: una in jur de 400,5 eV, atribuitd legaturilor Co—N-C
[3] din bazele nucleotidice (ex: adenina, guanina) si alta in jur de 402,5 eV, atribuita legaturilor
N-N sau azotului protonat [6]. Aceasta compozitie azotata este in concordanta cu legarea ADN
pe suprafata grafenica.

Spectrul Mg 1s (Figura 17D) prezintd un singur varf centrat in jurul valorii 1305 eV,
specific speciei Mg?*. Magneziul provene din clorura de magneziu utilizata pentru legarea
ADN de nanoplatforma grafenica. Studiile arata ca Mg?* se poate coordona electrostatic cu

fosfatii din ADN, contribuind la stabilizarea ansamblului [7].
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Figura 17. Spectrele XPS de inalta rezolutie ale (A) carbonului (C 1s), (B) oxigenului (O 1s),
(C) azotului (N 1s) si (D) magneziului (Mg 1s), inregistrate pe nanoplatforma GO-
COOH/EDC-NHS/ADN.
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Comparand spectrele XPS ale celor douda probe, se observa clar succesul
functionalizarii chimice. Compozitia chimicd a probei GO-COOH este simpld, dominata de
carbon si oxigen, cu o structura complexa, dar omogen distribuita. Dupa functionalizare, proba
GO-COOH/EDC-NHS/ADN prezinta o diversitate elementald mai mare, cu aparitia azotului
si fosforului, markeri directi ai prezentei ADN, alaturi de Cl si Mg, ce indicd folosirea sarii
MgCl, pentru legarea moleculelor ADN de nanoplatformi. In plus, sciderea FWHM in
semnalul C 1s sugereaza o functionalizare eficientd, care duce la o rearanjare chimicad a
suprafetei, cu formarea de structuri mai bine definite. Totodata, prezenta unui semnal slab de
P 2p 1a 0,08% sustine ipoteza legarii de tip covalent a lanturilor de ADN, dat fiind ca atomii de
fosfor sunt specifici gruparilor fosfat din structura oligonucleotidelor. De asemenea, semnalul
S 2p aratd o crestere semnificativa a concentratiei de sulf, de la 0,92% in GO-COOH la 3,62%
n GO-COOH/EDC-NHS/ADN, ceea ce este in concordanta cu prezenta NHS (care contine
sulf).

Tabelul 29 prezinta compozitia atomica si valorile FWHM pentru speciile detectate.
Comparativ cu proba GO-COOH, se remarca scaderea continutului de C si O, insotita de
aparitia elementelor N, P si Mg, marcand o tranzitie clara de la o suprafatd oxidata simpla la
una complex functionalizata. Valoarea FWHM atribuitd semnalului C 1s scade de 1a 4,8 eV la
3,24 eV, sugerand o suprafatd mai ordonatd chimic, cu mai putine defecte si o distributie mai
clari a starilor de legatura. In plus, aparitia fosforului (P 2p — 0,08%) este un indicator sensibil

si specific al ADN-ului, provenind din gruparile fosfat ale scheletului zahar-fosfat.

Tabelul 29. Procentul atomic (%) si latimea la jumatate din indltimea maxima (FWHM, eV)
inregistratd pentru speciile atomice prezente in nanoplatformele GO-COOH si GO-
COOH/EDC-NHS/ADN.

Nume GO-C_OOH GO-C_OOH/EDC-NHS/ADN
Atomic (%) FWHM (eV) Atomic (%) FWHM (eV)

Cls 70.94 4.8 60.57333333 3.24

O1s 28.14333333 3.376666667 19.06333333 3.33

Mg1ls NA NA 4.83 3.213333333
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Cl2p NA NA 7.223333333 3.7

S2p 0.92 3.466666667 3.62 3.363333333

Cazp NA NA 1.856666667 4,71

N1s NA NA 2.76 3.56

P2p NA NA 0.076666667 1.063333333
111.2.1.4. Concluzii

Analiza XPS a permis caracterizarea detaliatd a nanoplatformelor grafenice inainte si
dupd functionalizarea chimicd cu ADN. Proba GO-COOH a prezentat o compozitie chimica
tipicd GO, bogatd In grupdri functionale reactive. Dupd activarea cu EDC-NHS si legarea
ADN, apar semnale suplimentare corespunzatoare elementelor caracteristice acizilor nucleici
si a reactivilor utilizati. Reducerea valoriit FWHM pentru C 1s, aparitia N 1s si P 2p, precum si
modificarile semnificative in compozitia atomica confirma modificarea cu succes a suprafetei.
Astfel, analiza XPS indica faptul ca moleculele ADN au fost ancorate pe nanoplatforme

grafenice activate cu EDC-NHS, validand strategia de functionalizare utilizata in acest studiu.
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CONCLUZII GENERALE

Activitatile desfasurate in cadrul acestui trimestru au urmadrit aprofundarea
cunostintelor privind dezvoltarea, caracterizarea si optimizarea unor sisteme avansate de
regenerare 0soasa si terapie personalizatd, cu accent pe integrarea nanomaterialelor grafenice
si a oligonucleotidelor antisens in structuri polimerice bioactive obtinute prin printare 3D.
Cercetarile s-au derulat pe mai multe directii convergente, printre care dezvoltarea de formulari
printabile, functionalizare chimicd a nanoplatformelor grafenice, analiza structurald, evaluari
fizico-chimice si teste biologice in vitro.

O directie majora de cercetare a fost reprezentata de studiul cineticii de gonflare si al
stabilititii unor scaffolduri obtinute din GelMA si gellan metacrilat ranforsate cu GO.
Rezultatele au evidentiat o corelatie clard intre concentratia de GO si comportamentul de
gonflare, respectiv degradare in mediu apos, demonstrand ca o concentratie moderata (0.125—
0.25%) poate conferi o retea stabila si reproductibila, relevanta pentru aplicatiile de sustinere
tisulard pe termen lung. De asemenea, a fost investigatd stabilitatea pe termen lung a
scaffoldurilor din guma gellan si CNFs cu nanofibre electrofilate de CS/PEO. Studiul a
demonstrat cd o concentratie de 2% CS/PEO confera cel mai bun raport intre stabilitate si
degradare controlatd pe o duratd de 82 de zile, indicand faptul ca aceastd formulare este
potrivitd pentru aplicatii ce necesita suport mecanic sustinut.
structurilor GelMA/gellan/GO a relevat o relatie directd intre concentratia de GO si
comportamentul celular. Concentratiile scazute de GO (0.125%) au mentinut viabilitatea
celulara ridicata si au stimulat mineralizarea, in timp ce concentratii mai mari au indus efecte
citotoxice. Aceste date ofera orientari clare pentru optimizarea compozitiei in functie de scopul
terapeutic. Tn plus, analiza structurii semi-cristaline prin analiza XRD a sustinut faptul ci GO,
in concentratii moderate, promoveaza organizarea ordonata a retelei polimerice, cu potential

benefic asupra proprietatilor mecanice si stabilitatii Tn aplicatii regenerative.
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O alta directie strategica a vizat optimizarea formularilor pe baza de gelatina, CNFs si
K-carragenan pentru tehnologia de printare 3D, fiind selectata varianta GCK4 (15% gelatina /
2% CNF / 4% k-carragenan) drept formulare ideald, cu echilibru intre vascozitate, stabilitate
structurala si control al porozitatii. Aceastd variantd a demonstrat o fidelitate geometrica
superioard, fiind potrivitd pentru aplicatii biomedicale ce necesita precizie ridicata.

Pe linia dezvoltarii de nanoplatforme pentru terapie genica, studiile au abordat
functionalizarea chimica a oxidului de grafena carboxilat (GO-COOH) cu EDC-NHS, pentru
activarea grupdrilor functionale si imobilizarea eficientda a ASO in medii complexe. S-a
demonstrat cd legarea covalenta asigurd o stabilitate superioard fatd de adsorbtia fizica, fiind
confirmata prin analize de fluorescenta, FTIR, Raman si XPS. Nanoplatformele GO-
COOH/EDC-NHS s-au dovedit stabile, reproductibile si eficiente pentru fixarea specifica a
materialului genetic, validand potentialul lor in terapii moleculare tintite.

In ansamblu, activititile desfasurate in acest trimestru au contribuit semnificativ la
consolidarea cunostintelor privind interactiunea dintre nanomateriale, matrici polimerice si
material genetic, in vederea realizarii unor solutii personalizate pentru regenerarea osoasd si
tratamente moleculare avansate. Directiile viitoare vor viza integrarea acestor descoperiri in
modele biologice relevante si validarea functionalitatii in vitro si in vivo, cu scopul optimizarii

caracteristicilor functionale pentru aplicatii tisulare specifice.

Tntocmit de membrii echipei de implementare, Avizat de responsabilul de proiect,
Ing. Dobrisan Mihaela Raluca Prof. Dr. Ing. Mariana IONITA

Dr. Ing. Chiticaru Elena Alina
Drd. Ing. Toader Georgian Alin Data: 30.06.2025
Dr. ing. Cojocaru Elena

Data: 30.06.2025
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