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Raport stiintific consolidat
Perioada implementare octombrie-decembrie 2025

Continuand directiile de cercetare stabilite in etapele anterioare ale proiectului, care au
vizat dezvoltarea si caracterizarea unor biomateriale inovatoare cu potential aplicativ in
regenerarea 0soasd, etapa actuala se concentreaza pe aprofundarea acestor rezultate prin
integrarea tehnologiilor de printare 3D si analiza scaffoldurilor obtinute.

Proiectul REOSTEOMI are ca scop dezvoltarea unor solutii terapeutice de ultima
generatie destinate gestiondrii complicatiilor asociate mielomului multiplu (MM), o afectiune
complexd a maduvei osoase care afecteaza profund calitatea vietii pacientilor. Prin
valorificarea progreselor recente in domeniul biomaterialelor si al ingineriei tisulare, proiectul
urmareste sd creeze platforme functionale capabile sd ofere alternative eficiente si personalizate
pentru regenerarea si repararea tesutului osos compromis. Un element central al acestei etape
1l constituie dezvoltarea unor suporturi cu arhitectura controlata, optimizate pentru evaluari in
vitro si in vivo, capabile sa reproduca parametrii morfologici relevanti ai tesutului osos si sa
asigure un microambient favorabil mentinerii viabilitatii celulare imediat dupa contact. Aceste
structuri sunt concepute pentru a sustine atasarea si proliferarea celulard si pentru a facilita
difuzia nutrientilor si a oxigenului, procese esentiale atat pentru studiile in vitro, cat si pentru
integrarea tisulari si raspunsul biologic in modelele in vivo. In acest context, evaluarea corelata
a viabilitatii si comportamentului celular in vitro reprezinta o etapa esentiald pentru anticiparea
performantei biologice in vivo. Tehnologia de printare tridimensionala va fi utilizata ulterior,
in mod complementar, pentru fabricarea acestor scaffolduri cu geometrie si porozitate precis
controlate.

Tn cadrul Etapei 10 a proiectului, desfasurata in perioada octombrie-decembrie 2025,
eforturile de cercetare s-au orientat asupra sintezei scaffoldurilor pe baza de gelatina, k-

caragenan, nanofibre de celuloza (CNFs) si oxid de grafena carboxilat (COOH-GO) in diferite
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concentratii, vizand in special investigarea proprietitilor in vitro si in vivo. Tn paralel, au fost
dezvoltate si scaffolduri obtinute din gelatind, k-caragenan, nanofibre de celuloza (CNF) si
oxid de grafena carboxilat (COOH-GO) cit si din alginat, k-caragenan si spirulina, formulari
care au fost ulterior incarcate cu celule osteosarcoma (MG 63), printate si caracterizate din
punct de vedere al viabilitatii celulare prin teste live dead.

Totodata, o componenta complementara a etapei a vizat elaborarea brevetului “
Formulare imprimabila 3D pe bazd de k-caragenan, alginat si spirulind pentru suporturi
functionale”. Tn cadrul acestuia a fost prezentat protocolul pentru realizarea unei formulari
imprimabile/ bioimprimabile tridimensionale (3D) pe baza de k-caragenan, alginat si spirulina,
si celule in cazul bioimprimarii, destinatd obtinerii de suporturi functionale imprimate/
bioimprimate 3D, biocompatibile si bioactive, cu potential efect terapeutic. Aceste rezultate
ofera o perspectiva solida asupra potentialului biomaterialelor nanostructurate in aplicatiile de
regenerare osoasda, completand Tn mod sinergic obiectivele si directiile de cercetare ale
proiectului REOSTEOMI.

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 1.3. Obtinerea de formuldri printabile compozite cu nanomateriale grafenice pe baza
cernelurilor dezvoltate in subactivitatile 1.1 si 1.2.

Tn cadrul acestei subactivititi s-a realizat:

-Elaborarea articolului anexat cu titlul ,,”Nanostructural Modulation of GelMA/GellanMA 3D Printed
Scaffolds by Graphene Oxide: Implications for Printability and Cellular Response” si inaintarea cétre
publicare la revista “ Material Today Nano” cu factor de impact 8.2.

Subactivitatea 1.4. Printarea 3D cu formuléri printabile 4D si formulari printabile 4D cu celule.

In cadrul acestei subactivitati s-au realizat:

-Efectuarea de experimente de laborator si implementarea acestora ntr-o platformd pentru predictia
vascozitatii, parametrilor de printare si a procentului de printabilitate al diferitelor hidrogeluri polimerice, in

vederea elaborarii unui brevet.
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- Efectuarea de experimente de dezghetare, mentinere si inghetare a liniei celulare osteosarcoma, pentru
utilizarea in experimente de viabilitate celulara.

-Efectuarea de experimente de laborator privind sinteza gumei gellan metacrilate

-Efectuarea de experimente de laborator privind sinteza de formulari printabile cu alginat, k-caragenan si
spirulind (kA12, kA12/sp-0.5, KA12/sp-1.0 si kA12/sp-5.0) 1in diverse concentratii pentru elaborarea unui
brevet.

Subactivitatea 1.5. Studii preliminare de printare 3D pe 5 axe (penta-axiala)

-Sinteza de formuléri printabile din gelatind, k-caragenan, nanofibre de celuloza (CNF) si COOH-GO pentru
bioprintare 3D cu celule.

-Revizuirea si realizarea proof-ului pentru articolului anexat cu titlul “3D Printing of Multicomponent
Polymeric Inks Enables Hierarchical Hybrid Architectures for Bone Tissue Regeneration” dupa acceptarea
spre publicare in revista Materials Today Advances (FI 8.0).

-Elaborarea articolului stiintific anexat de tip review draft cu titlul “Advances in Artificial Intelligence for
3D Printing Tissue Regeneration: A State-of-the-Art Review”

- Efectuarea de experimente de laborator privind dezghetare si realizarea pasajelor celulare pentru celule
MG63 pentru experimentele de bioprintare 3D.

formularilor printabile.

-Sinteza de formulari printabile din alginat, k-caragenan si spirulind pentru bioprintare 3D cu celule.
Subactivitatea 1.8. Controlul functional si de calitate al componentelor Activititii 1.

In cadrul acestei subactivitati s-au analizat:

- Analiza biocompatibilitatii scaffoldurilor din gelatind, k-caragenan si CNF-uri, grafena carboxilata si celule
osteosarcoma prin teste Live/Dead.

teste Live/Dead.

-Realizarea de analize privind structurile obtinute din formulari printabile cu alginat, k-caragenan si spirulina
(kA12, kA12/sp-0.5, KA12/sp-1.0 si kA12/sp-5.0) in diverse concentratii pentru elaborarea unui brevet.

- Elaborare brevetului anexat cu titlu ,,Formulare imprimabila 3D pe baza de k-caragenan, alginat si spirulina
pentru suporturi functionale” si depunerea cererii de brevet catre OSIM inregistratd cu numérul: A/00577

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

-Realizarea de studii de literatura privind diferitele nanoplatforme si metode optice pe baza de fluorescenta
utilizate pentru extractia biomoleculelor, in vederea elabordrii articolului stiintific anexat de tip review cu
titlul "Recent advances in optical based fluorescence nano/biosensors for ultrasensitive detection.
Subactivitatea 2.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 2.

- Realizarea proofului pentru articolul anexat dupa acceptarea lui cu titlul “Recent Advances in
Nanoparticles-Based Systems for the Treatment of Multiple Myeloma” in revista Results in Chemistry cu Fl
4.2.

- Elaborarea articolului review anexat, intitulat ,,Recent advances in optical-based fluorescence
nano/biosensors for ultrasensitive detection”.

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOM.i.

Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi in modele de soarece.

-Efectuarea de experimente de laborator privind sinteza formularilor pe baza de gelatina, K-caragenan, CNFs
si COOH-GO (set I11) pentru validarea lor in vivo.

- Realizarea de studii de literatura pentru elaborarea din articolul stiintific de tip review intitulat ,,Bridging
the Gap in Bone Cancer Research: From Experimental Models to Translational Strategies

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

-Experimente de insamantare a celulelor MG63, alituri de probele continand gelatind, K-caragenan, CNFs
- Experimente de implantare a probelor pe bazé de gelatind, k-caragenan, CNFs si COOH-GO, modificate

cu EDC/NHS si BMP, la soareci, in vederea evaluarii in vivo.
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PARTEA |
.1. CAPITOL 1

|.1.1. Sinteza formularilor pe baza de gelatina, K-caragenan, CNFs si
COOH-GO pentru validare in vivo

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi in modele de soarece.

.....

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

In medicina regenerativa si ingineria tisulard, dezvoltarea unor solutii biomateriale
avansate reprezintd o directie prioritard pentru regenerarea tesutului osos compromis de
patologii severe, precum mielomul multiplu. Leziunile osoase asociate acestor afectiuni sunt
caracterizate prin pierderea arhitecturii structurale, alterarea microambientului celular si
capacitate redusa de vindecare spontana, ceea ce limiteaza eficienta interventiilor terapeutice
conventionale. In acest context, strategiile moderne se concentreazi pe dezvoltarea unor
substituenti ososi care sd ofere simultan suport mecanic, stabilitate in mediul biologic si un
microambient favorabil regenerarii tisulare si integrarii cu tesutul gazda.

Tn cadrul proiectului REOSTEOMi Advanced & Personalized Solutions for Bone
Regeneration and Complications Associated with Multiple Myeloma, aceste cerinte sunt
abordate prin proiectarea si obtinerea de formulari polimerice naturale, optimizate pentru
aplicatii biomedicale si destinate evaluarii in vivo. Etapa prezenta a urmadrit sinteza mai multor
seturi de formulari pe bazd de gelatina, k-caragenan, nanofibre de celuloza (CNFs) si oxid de
grafena functionalizat cu grupari carboxil (COOH-GO), avand ca scop obtinerea unor materiale
cu proprietdti fizico-chimice si biologice controlate, adecvate utilizarii ca scaffolduri pentru
regenerarea 0s0asa.

Alegerea acestor componente s-a bazat pe complementaritatea functionala a acestora in

cadrul sistemului compozit. Gelatina ofera o matrice biocompatibild, cu afinitate celulara si
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capacitate de sustinere a adeziunii si proliferarii celulare. k-caragenanul contribuie la reglarea
comportamentului reologic si la stabilitatea structurala prin mecanisme de gelificare ionotropa,
in timp ce nanofibrele de celulozd asigurd consolidarea mecanica si controlul organizarii
microstructurale. Integrarea COOH-GO in formulare urmareste imbunatatirea interactiunilor
interfaciale Tn matricea polimerica si potentialul de modulare a proprietatilor mecanice si
biologice ale scaffoldurilor.

Astfel, Tn aceasta etapa a fost elaborat protocolul de lucru si au fost sintetizate formulari
stabile si reproductibile, care au fost ulterior turnate in placi cu godeuri pentru obtinerea de
scaffolduri cu compozitie controlata, destinate implantarii si evaludrii comportamentului in

vivo din punct de vedere structural si biologic.

1.1.1.2. Materiale si sinteza

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi in modele de soarece.

1.1.1.2.1. Materiale utilizate

Gelatina obtinuta din piele de peste, k-caragenan, COOH-GO, clorura de calciu si
genipin au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, SUA). Nanofibrele ce

celuloza au fost achizitionate de la Novarials (USA).

1.1.1.2.2. Sinteza formuldrilor printabile

Formularile obtinute pentru dezvoltarea scaffoldurilor au fost concepute pe baza unei
matrice polimerice naturale, codificate cu denumirea GCK, GCK-CG, care reflecta compozitia
de baza utilizata: G-gelatind, K-carragenan, C-nanofibre de celulozd (CNF) si COOH-GO
(CG).
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Tabelul 1 — Primele concentratiile utilizate in realizarea formularilor printabile.

Setul 5 GCK 6.66% 0.23% 1.33% 2% 0.5% 0

Setul 5 GCK-  6.66% 0.23% 1.33% 2% 0.5% 0.125%
CG (0.125%)

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

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

Au fost realizate mai multe seturi de probe, cu variatii atit ale concentratiilor
polimerilor, cat si ale agentului de reticulare (genipin). Dintre acestea, setul 5 (Tabelul 1),
formulat cu 7 mL faza lichida de CNF-uri 1%, 2 g gelatina, 0,4 g k-carragenan, genipin 0,5%
si concentratii variabile de COOH-GO, a prezentat cele mai bune rezultate. Componentele au
fost adaugate treptat in apa, in ordinea mentionata, cu mentinerea temperaturii la 40 °C, pentru
a facilita solubilizarea gelatinei in mediul ce continea nanofibrele de celuloza si pentru a
preveni denaturarea matricei polimerice, mentinand in acelasi timp agitarea continud. Dupa
dizolvarea completa a gelatinei, k-carragenanul a fost adaugat la 50 °C, iar solutia a fost
mentinuta sub agitare intensd timp de 2 ore. Ulterior, solutiile au fost lasate la omogenizare
peste noapte, sub agitare minima, pentru eliminarea bulelor de aer.

In ziua urmatoare, in fiecare formulare au fost adaugati treptat cate 3 mL de solutie de

genipin, sub agitare controlatd, pentru a asigura o distributie uniforma a agentului de reticulare

7
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in intreaga masa a materialului. Amestecarea a fost continuata timp de 10 minute, interval
considerat suficient pentru initierea reactiilor de reticulare chimica intre gruparile functionale
ale genipinului si lanturile polimerice ale gelatinei, fara a induce gelificarea prematura.
Formularile astfel obtinute au fost apoi turnate in placi cu 96 de godeuri, permitand
obtinerea unor probe cu volum si geometrie reproductibile, adecvate etapelor ulterioare de
implantare si evaluare in vivo. Reticularea ionica a fost realizata prin imersia probelor intr-0
solutie de clorurad de calciu 2% timp de o ora, cu scopul consolidérii suplimentare a retelei
polimerice si cresterii stabilitdtii structurale in medii apoase. Dupa finalizarea procesului de
reticulare, probele au fost spalate de trei ori cu apa distilatd pentru indepartarea reziduurilor
nelegate si a excesului de saruri, reducand astfel riscul unor efecte citotoxice. In partea finala,
scaffoldurile au fost inghetate si liofilizate, obtinandu-se structuri poroase stabile, adecvate
manipuldrii, sterilizarii si evaluarii ulterioare n conditii in vivo.
1.1.1.3. Rezultate si discutii
Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi in modele de soarece.

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

Strategia de sinteza a fost orientatd prioritar catre obtinerea unor formuldri compatibile
cu aplicatiile in vivo pentru regenerare osoasd, avand ca obiectiv principal asigurarea
implantare. In acest sens, au fost dezvoltate aceste formuldri prin ajustarea controlata a
concentratiilor de gelatina, k-carragenan si CNF, cu scopul de a identifica compozitii care sa
sustina un microambient favorabil interactiunii celulare si proceselor de regenerare osoasa, fara

a compromite stabilitatea in medii biologice apoas.
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Figura 1. Limitari de procesare si fenomene de gelifiere observate la primele seturi de formulari
polimerice in timpul omogenizarii si turnarii in godeuri.

Aceasta ajustare controlata a protocolului de sinteza a condus la obtinerea a cinci seturi
distincte de probe. In primele patru seturi au fost intdmpinate limitari tehnologice, care au
produs gelificarea initiala solutiilor in timpul omogenizarii.

Aceste efecte pot fi explicate prin mecanisme chimice si fizico-chimice distincte,
corelate direct cu observatiile din Figura 1. Astfel, in conditii de temperaturd insuficient
controlatd, K-carragenanul, un polizaharid sulfatat cu tranzitie sol-gel termoreversibila, incepe

sd formeze structuri helicoidale duble stabilizate prin legaturi de hidrogen si interactii

9
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electrostatice, ceea ce conduce la o crestere prematura a vascozitatii si la gelificare partiald in
timpul procesdrii. Acest comportament este evidentiat in Figura 1A si B, unde se observa
aparitia unei consistente neomogene si pierderea caracterului fluid al formularilor. In cazul
utilizarii unor concentratii ridicate de genipin (1% si 2%), reactiile de reticulare chimica cu
grupdrile amino libere ale gelatinei sunt accelerate, conducand la formarea rapida a unei retele
covalente dense. Aceasta reticulare timpurie, ilustratd in Figura 1C si D, determina rigidizarea
sistemului incd din etapa de preparare, cu cresterea componentei elastice si limitarea mobilitatii
lanturilor polimerice. Aceasta consecintd a gelificarii fizice a k-carragenanului si a reticularii
chimice induse de genipin se poate vedea in Figura 1E, unde formularile prezinta o fluiditate
redusd si un comportament reologic solid-like, ceea ce a ingreunat transferul si turnarea
uniforma in placile cu godeuri.

In urma optimizarii succesive a protocoalelor de lucru, prin ajustarea temperaturii de
procesare si reducerea concentratiei agentului de reticulare, setul 5 a permis obtinerea unor
formulari stabile si omogene, care au putut fi turnate reproducibil in godeuri si au condus la
formarea unor structuri bine definite si uniforme, considerate adecvate pentru aplicatiile in vivo
(Figura 2). Aceste rezultate au reflectat selectia si combinarea rationald a componentelor
constitutive, fiecare avand un rol bine definit in obtinerea unui scaffold cu proprietati
structurale si biologice adecvate.
ridicate si a capacitdtii de a sustine adeziunea si viabilitatea celulara in conditii in vivo. K-
Carragenanul a fost integrat pentru a conferi stabilitate structurald suplimentara scaffoldurilor
dupa hidratare si implantare, contribuind la mentinerea formei si coeziunii retelei polimerice.
Nanofibrele de celuloza au fost introduse n concentratii reduse, dar atent controlate, pentru a
consolida structura materialului si a limita degradarea prematurd, fard a afecta negativ
raspunsul biologic. La nivel functional, genipinul a fost utilizat ca agent de reticulare chimica

pentru a creste stabilitatea retelei pe termen lung si a reduce citotoxicitatea asociatd agentilor

10
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conventionali, In timp ce reticularea ionica cu CaClz. a permis consolidarea suplimentara a
structurii si controlul comportamentului in medii fiziologice. COOH-GO a fost introdus atat
pentru cresterea rezistente mecanice a matricei polimerice, cat si ca platforma reactiva pentru
modificari ulterioare, gruparile carboxil permitand activarea prin sistemul EDC-NHS in
vederea formarii de legaturi covalente cu molecule bioactive, precum proteina BMP-2, pentru

evaluarea viitoare a raspunsului in vivo in ceea ce priveste integrarea tisulara,

osteoinductivitatea si dinamica proceselor de regenerare osoasa.

R

Figura 2. Sinteza setului 5 si probele turnate in godeuri, dupa optimizarea protocolului de lucru.
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De asemenea, au fost investigate tentativele de reticulare a matricei polimerice direct

in godeuri utilizand tripolifosfat de sodiu (TPP) (Figura 3). Din punct de vedere chimic, TPP
actioneaza preponderent ca agent de reticulare ionic prin interactii electrostatice cu gruparile
incarcate pozitiv ale lanturilor polimerice. In cazul sistemului analizat, aceste interactii s-au
dovedit insuficient de eficiente pentru a genera o retea tridimensionald stabild, comparabila cu
cea obtinutd prin reticulare cu ioni Ca**. Spre deosebire de TPP, ionii divalenti de calciu pot
coordona simultan mai multe grupari anionice, favorizand formarea unor punti ionice mai
puternice i mai bine organizate intre lanturile polimerice, ceea ce conduce la consolidarea
structurala a retelei. Ca urmare, reticularea cu TPP nu a asigurat rigiditatea si stabilitatea

necesare matricei, motiv pentru care protocolul experimental a fost continuat prin utilizarea

clorurii de calciu ca agent principal de reticulare.

Figura 3. Reticularea probelor cu TPP.
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Dupa reticularea cu clorurd de calciu si etapele succesive de spalare, probele turnate in
godeuri-uri au fost supuse procesului de inghetare (Figura 4A), urmat de experimentele de
liofilizare. Liofilizarea s-a desfasurat pe o durata de 48 de ore, la o presiune de 0,28 bari, dupa
care probele au fost depozitate la temperatura camerei. Caracteristicile structurale ale
materialelor obtinute dupa liofilizare sunt dependente de compozitia initiala a formularilor si
de parametrii specifici ai procesului. In mod general, probele prezinti o morfologie poroasa

bine definita, evidentiatd in Figura 4C si D.

Figura 4. Inghetarea probelor si aspectul acestora dupa procesul de liofilizare.
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In etapa de evaluare preliminara, descrisi in raportul stiintific, au fost realizate teste in vitro
pentru pregatirea culturii celulare si analiza viabilitatii utilizand linia celulara MG-63, model
osteoblastic standard pentru evaluarea biomaterialelor destinate regenerdrii osoase. Viabilitatea
celulara a fost analizatd dupa o zi si dupa trei zile de incubare in mediu celular, pentru
investigarea raspunsului celular timpuriu si a evolutiei acestuia in timp.

Dupa 24 de ore, s-a observat o modificare usoara a mediului de culturd, asociatd unei
eliberdri limitate de genipin rezidual, fara efecte citotoxice, valorile de viabilitate fiind
comparabile cu controlul negativ. Dupa trei zile de incubare, probele au evidentiat o crestere a
densitatii celulare, corelatd cu activitatea metabolica intensificata, fara eliberare semnificativa
de genipin si fird afectarea stabilititii chimice a mediului. In ansamblu, aceste rezultate
preliminare confirmd biocompatibilitatea materialelor si capacitatea acestora de a sustine un
microambient favorabil proliferarii celulare, justificand continuarea evaluarilor biologice in
etapele ulterioare.

Pentru evaluarea in vivo, probele obtinute au fost functionalizate cu proteina
morfogeneticd osoasd BMP-2 prin legare covalentd, utilizind chimia carbodiimidica
EDC/NHS. Au fost incluse urmatoarele conditii de control: probe fara BMP-2, probe cu BMP-
2 adsorbit ne-covalent si probe cu BMP-2 legat covalent.

1. Prepararea solutiei EDC/NHS (V =25 mL)

a) Prepararea bufferului MES 0,1 M

Buffer-ul MES a fost utilizat ca mediu de activare a gruparilor carboxil, datoritd stabilitatii
reactieit EDC/NHS in intervalul de pH usor acid. S-au dizolvat 490 mg MES in 25 mL apa
distilatd, iar pH-ul solutiei a fost ajustat la 6,1, fiind mentinut obligatoriu in intervalul 4,5-6,5.
Ajustarea pH-ului s-a realizat utilizand solutii diluate de HCI si NaOH, obtinute dupa cum
urmeaza: solutie HC1 6 M (5 mL HCI 12 M, 37%, + 5 mL apa), solutie HC1 1 M (1,66 mL HCl
6 M + 8,34 mL apa) si solutie NaOH 0,1 M (40 mg NaOH dizolvate in 10 mL apa) [1,2 ].
b)Prepararea solutiei EDC/NHS
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Solutia de activare a fost preparata la concentratii finale de 23 mg/mL EDC (=120 mM)
si 5,6 mg/mL NHS (=48,6 mM). EDC a fost cantdrit si dizolvat in apa rece imediat inainte de
utilizare. Ulterior, 575 mg EDC au fost dizolvate in 25 mL tampon MES 0,1 M, sub agitare
usoard, strict pana la omogenizare. Peste aceastd solutie s-au adaugat 140 mg NHS, continuand
agitarea pana la dizolvare completd. Solutia EDC/NHS a fost filtrata steril si utilizata imediat,
pastrata la 4 °C pentru intervale scurte [2-4].

2. Activarea gruparilor carboxil ale probelor

Pentru activarea grupdrilor carboxil expuse la suprafata probelor, in fiecare godeu au
fost adaugati 100 pL solutie EDC/NHS, asigurandu-se contactul complet al reactivilor cu
suprafata materialului. In aceste conditii, probele au fost incubate timp de 2 ore la temperatura
camerei, pentru a permite activarea eficienta a grupdrilor carboxil si formarea intermediarilor
activi de tip ester NHS, capabili sa reactioneze ulterior cu gruparile amino ale biomoleculelor.
Dupa finalizarea etapei de activare, probele au fost spalate de 3—4 ori cu apa distilata, in scopul
indepartarii reactivilor neconsumati si a subproduselor de reactie, prevenind astfel reactiile
nespecifice in etapa urmatoare de functionalizare.

Imobilizarea covalenta a BMP-2. Proteina BMP-2 a fost preparata sub forma de solutie
stoc in tampon MES 50 mM, la o concentratiec de 10 pg/mL, tampon ales pentru
compatibilitatea sa cu chimia EDC/NHS si mentinerea stabilitatii proteinei. Tamponul MES 50
mM a fost obtinut prin dizolvarea a 253 mg MES in 26 mL apa ultrapurd, urmata de
omogenizare completa. BMP-2 liofilizata a fost reconstituita prin adaugarea a 1 mL din acest
tampon, obtindndu-se solutia stoc. Din aceasta, solutia de lucru a fost preparatad prin diluarea
BMP-2 la o concentratie finald de 250 ng/mL, utilizand 650 pL solutie stoc BMP-2 si 25,35
mL tampon MES 50 mM, conform protocoalelor raportate in literatura [2-5]. Solutia obtinuta
a fost utilizata ulterior pentru imobilizarea covalentda a BMP-2 pe suprafata probelor

activate.Pentru legarea covalentd, in fiecare godeu s-au adaugat 100 uL solutie BMP-2, urmata
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de incubare timp de 1 ora la temperatura camerei, pentru a permite reactia dintre gruparile
amino ale proteinei si esterii activati de pe suprafata probelor.

La finalul incubarii, probele au fost spalate cu apa distilata pentru indepartarea proteinei
nelegate, fiind astfel pregatite pentru etapele ulterioare de implantare si evaluare in vivo. O
imagine a probelor inainte de implantare este prezentata in Figura 5. Probele au avut un
diametru de 0,5 cm in vedere de sus si de 0,5-0,6 cm in vedere laterala. in total au fost
implantate 200 de probe, cate doua probe per soarece, corespunzator unui numar de 100 de
soareci Tmpartiti in 10 loturi. A fost inclus un lot de control, fard EDC si fara BMP, iar celelalte

loturi au cuprins, pentru fiecare concentratie de COOH-GO, cate un lot cu BMP, un lot cu
EDC/NHS si un lot cu EDC/NHS-BMP.

TOP-VIEW SIDE-VIEW

Control

GCK-CG
0.125%

GCK-CG
0.25%

GCK-CG
0.5%

Figura 5. Imagini macroscopice cu probele inainte de implantare.
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Experimentele in vivo au fost realizat pe soareci masculi si femele, cu varste cuprinse
intre 6 si 8 saptamani si greutate de 20-30 g, procedurile de implantare fiind efectuate de
colaboratorii de la Universitatea ,,Vasile Goldis”. Toate etapele de manipulare si utilizare a
animalelor au respectat prevederile Directivei UE 2010/63/UE privind protectia animalelor
utilizate in scopuri stiintifice, fiind aprobate de Comitetul de Etica pentru Cercetare Stiintifica
al Universitatii (nr. de aprobare 27/31.05.2023) si autorizate de Autoritatea Nationala pentru
Siguranta Alimentara si Veterinara.

Animalele au fost puse in custi ventilate individual, cu acces la hrand si apa, mentinute
in conditii standardizate de mediu, respectiv temperatura de 22 + 2 °C, umiditate relativa de 50

+ 5% si ciclu lumina/intuneric de 12 ore. Procedurile chirurgicale au fost realizate in conditii

aseptice, soarecii fiind anesteziati prin administrare de ketamina/xilazina.

Figura 6. Procesul de implantare al probelor. A. Curatarea locului de implantare cu betadina, B.
Realizarea inciziei la nivelul locului de implantare, C. Implantarea probei in zona inciziei si D.

Suturarea locului de implantare.
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Cele patru tipuri de materiale descrise anterior au fost implantate Th buzunare
subcutanate create la nivelul regiunii dorsale a soarecilor. Etapele procedurii de implantare sunt
ilustrate Tn figura 6 si au inclus: A. curatarea locului de implantare cu betadina, B. realizarea
inciziei la nivelul z onei de implantare, C. introducerea probei in buzunarul subcutanat si D.
suturarea locului de implantare.

Dupa interventia chirurgicala, soarecii vor fi monitorizati pe o perioadd de cateva luni,
in vederea evaluarii tolerantei locale si sistemice la materialele implantate, precum si a
evolutiei proceselor biologice asociate. Monitorizarea va include observatii periodice privind
starea generald a animalelor, comportamentul, greutatea corporald si integritatea plagii
chirurgicale, pentru identificarea timpurie a eventualelor semne de inflamatie, infectie sau
reactii adverse. La intervale de timp prestabilite, animalele vor fi supuse evaluarilor specifice,
iar la finalul perioadei de studiu probele implantate si tesuturile adiacente vor fi recoltate pentru
analize histologice si imunohistochimice, in scopul investigarii rdspunsului tisular, a gradului

de integrare a materialelor si a efectelor biologice induse de functionalizarea acestora.
1.1.1.4.Concluzii

Rezultatele obtinute in cadrul acestui raport evidentiazd o corelare clard intre
compozitia formuldrilor, parametrii de procesare si comportamentul fizico-chimic si biologic
al scaffoldurilor dezvoltate pentru aplicatii de regenerare osoasd. Experimentele au aratat ca
formularile initiale, in care controlul temperaturii si al concentratiei agentului de reticulare nu
a fost optim, au condus la fenomene de gelificare prematura si reticulare acceleratd, manifestate
prin cresterea rapida a vascozitatii si pierderea caracterului fluid al sistemului. Aceste efecte
au fost atribuite atat tranzitiei sol-gel termoreversibile a k-carragenanului, cat si cineticii rapide
a reactiilor de reticulare chimica ale genipinului la concentratii ridicate, care au limitat
procesabilitatea si turnarea uniforma in godeuri

Optimizarea succesivd a protocolului de sintezd a permis identificarea setului 5 ca

formulare optima, caracterizatd prin stabilitate reologica, omogenitate si reproductibilitate.
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Ajustarea temperaturii de procesare si reducerea concentratiei de genipin au prevenit
gelificarea timpurie, permitand obtinerea unor probe cu geometrie controlatd si integritate
structurala adecvata. Aceastd formulare reflectd o combinatie rationala a componentelor, in
care gelatina asigurd biocompatibilitatea si suportul pentru interactiunile celulare, «-
carragenanul contribuie la stabilitatea structurald prin gelificare ionotropa, iar nanofibrele de
celuloza consolideaza reteaua polimerica si limiteaza degradarea prematura in medii apoase

Studiile comparative de reticulare au demonstrat cd tripolifosfatul de sodiu nu
genereazd o retea tridimensionald suficient de stabild in acest sistem, interactiile sale
electrostatice fiind mai slabe si mai putin organizate decat puntile ionice formate de ionii Ca".
Reticularea cu clorurd de calciu a condus la o consolidare superioara a structurii, evidentiind
rolul esential al ionilor divalenti in stabilizarea scaffoldurilor destinate implantarii. Etapele
ulterioare de inghetare si liofilizare au permis obtinerea unor structuri poroase bine definite,
morfologia rezultatd fiind dependentd de compozitia initiald si de parametrii procesului, dar
adecvata pentru aplicatii de inginerie tisulara

Evaluarile biologice preliminare in vitro au confirmat biocompatibilitatea materialelor
dezvoltate. Testele de viabilitate celulara realizate pe linia MG-63 au aratat ca, dupa 24 de ore
de incubare, probele nu induc efecte citotoxice, valorile fiind comparabile cu controlul negativ,
in pofida unei eliberari limitate de genipin rezidual. Dupa trei zile de incubare, s-a observat o
crestere a densitatii celulare, corelatd cu activitatea metabolicd intensificata, fara indicii de
eliberare semnificativa a agentului de reticulare. Aceste rezultate sugereaza ca scaffoldurile nu
doar mentin viabilitatea celulara, ci creeazd un microambient favorabil proliferarii,
demonstrand stabilitatea chimica a retelei si compatibilitatea cu mediul biologic

Experimentele in vivo au constat in implantarea mai multor seturi de materiale in
buzunare subcutanate dorsale la soareci masculi si femele, procedurile fiind realizate de
colaboratorii de la Universitatea ,,Vasile Goldis”, conform unui protocol chirurgical bine

definit. Pentru fiecare grup experimental, probele au fost implantate Tn conditii aseptice,
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urmand etape standardizate de pregatire a locului de implantare, realizare a inciziei, introducere
a materialului si suturare. Animalele au fost mentinute in conditii controlate si supuse unui
program de monitorizare pe termen mediu, in vederea evaluarii tolerantei locale si sistemice,
precum si a evolutiei post-operatorii. La finalul perioadei de studiu, probele implantate si
tesuturile adiacente vor fi recoltate pentru analize histologice si imunohistochimice, aceste
etape permitand caracterizarea raspunsului tisular si a gradului de integrare a materialelor
dezvoltate.

In ansamblu, datele obtinute demonstreazi ci formularile optimizate din setul 5
indeplinesc cerintele esentiale pentru substituenti ososi destinati evaluarii in vivo, combinand
stabilitatea structurald, procesabilitatea si biocompatibilitatea. Integrarea COOH-GO 1n
matricea polimericd oferd o platforma reactiva pentru functionalizare bioactiva, permitand
imobilizarea controlata a proteinelor osteoinductive. Astfel, legarea covalenta a BMP-2 prin
activarea grupdrilor carboxil cu EDC-NHS reprezintd o etapd cheie pentru cresterea
potentialului osteoinductiv al scaffoldurilor, asigurand stabilitatea locala a factorului bioactiv
si reducand riscul difuziei necontrolate. Aceastd abordare creeaza premisele pentru corelarea
favorabila intre rezultatele de viabilitate celulara obtinute in vitro si performanta biologica a
materialelor in evaluarile ulterioare in vivo.
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PARTEAall-a

11.1. CAPITOL 1

11.1.1.Platforma pentru detectia vascozitatii, parametrilor de printare si a
procentului de printabilitate pentru hidrogeluri

11.1.1.1. Introducere

In cadrul proiectului REOSTEOMI, optimizarea formularilor polimerice destinate
regenerdrii osoase reprezintd un obiectiv central, avand in vedere necesitatea de a dezvolta
scaffolduri personalizate, cu proprietati mecanice, structurale si biologice adecvate defectelor
sau complicatiilor asociate mielomului multiplu. In acest context, biofabricarea prin printare
3D ofera un avantaj major, deoarece permite controlul precis al structurii, al porozitatii si al
distributiei materialelor bioactive in cadrul scaffoldului. Totusi, identificarea unei formulari
printabile de eficiente care sa fie in acelasi timp printabila, stabila si compatibila biologic
necesitd, in mod traditional, multiple cicluri experimentale consumatoare de timp si resurse.
Din acest motiv, posibilitatea de a anticipa inca din fazele timpurii dacd o concentratie, o
temperaturd sau o combinatie de parametri este adecvatd pentru extrudare devine esentiala
pentru accelerarea procesului de dezvoltare. Predictia preliminara a vascozitatii, a presiunii
necesare si a stabilitatii stratului poate elimina formularile necorespunzatoare inca Inainte de
experimentare, permitand orientarea rapida cétre intervalele optime si reducand in mod
semnificativ numarul de teste empirice.

In acest sens, dezvoltarea unei platforme digitale capabile s estimeze comportamentul
reologic si printabilitatea hidrogelurilor contribuie direct la obiectivele proiectului, facilitand
selectia rationald a biopolimerilor si ajustarea find a proprietatilor acestora. Integrarea unor
modele predictive in fluxul de biofabricare permite nu doar scurtarea timpului de lucru, ci si o
abordare mult mai tintitd in identificarea hidrogelului ideal pentru construirea scaffoldurilor

functionale necesare regenerdrii osoase avansate.
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11.1.1.2. Matertiale si metode

Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.4. Printarea 3D cu formulari printabile 4D si formulari printabile 4D cu
celule.

Platforma este implementata sub forma unei pagini HTML 1n care utilizatorul introduce

valorile necesare calculului: tipul polimerului, masa utilizatd in formuld, volumul solutiei,
dimensiunile duzei si temperatura de lucru. In paralel cu dezvoltarea acestei platforme digitale,
au fost desfasurate o serie de experimente de laborator menite si valideze si sd calibreze
modelul reologic si parametrii de printabilitate integrati in aplicatie. In aceasti etapa a fost
selectata gelatina ca material de referinta, avand in vedere biocompatibilitatea ridicata,
disponibilitatea, comportamentul termogelifiant bine caracterizat si utilizarea sa larga in
biofabricare ca polimer-model pentru optimizarea conditiilor de extrudare.

Astfel, au fost sintetizate solutii de gelatina la concentratiile de 1%, 3%, 5% si 10%,
care au fost testate sistematic pentru determinarea presiunilor necesare extrudarii la diferite
temperaturi, precum si pentru caracterizarea vascozitatii prin analize reologice controlate.
Datele experimentale obtinute au fost utilizate pentru a stabili relatii de dependentd intre
concentratie, temperatura, vascozitate si presiunea necesara in timpul printdrii, relatii care
ulterior au fost introduse, ajustate si validate in cadrul platformei. In acest fel, modelul
implementat reproduce cat mai fidel comportamentul observat in laborator si permite
extrapolarea parametrilor catre alte conditii de lucru.

Interfata platformei este conceputa astfel incat valorile introduse sa fie preluate de
functiile JavaScript la apasarea butonului ,,Compute & Predict”, moment in care se declanseaza
intregul flux de calcul. In prima etapa sunt determinate concentratia solutiei (% w/v) si
molaritatea, folosind relatii standard bazate pe raportul masd—volum si masa molecularda a
polimerului. Ulterior, vascozitatea solutiei este estimata printr-un model empiric care ia in
considerare vascozitatea apei la temperatura selectatd, vascozitatea de referintd a polimerului

la 1% si efectele de crestere a vascozitatii induse de variatia concentratiei si de apropierea de
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temperatura de gelificare. Pentru polimerii termogeli, precum gelatina, acest model include o
crestere suplimentard a vascozitatii sub temperatura criticd, reflectdnd cu acuratete
comportamentul observat in experimentele reologice.

Presiunea recomandatd pentru extrudare este calculatd printr-o functie care coreleaza
vascozitatea estimata cu intervalele tipice de presiune utilizate in bioprintarea hidrogelurilor.
Viteza de printare este ajustata in mod corespunzator pentru a asigura un debit stabil si formarea
unor linii uniforme. Pentru evaluarea capacitatii reale de printare, platforma integreaza trei
indicatori esentiali extrudabilitatea, pastrarea formei stratului (shape retention) si rezolutia
calculati prin relatii fizico-matematice derivate din principiile fluxului laminar, reologiei ne-
newtoniene si geometriei extrudarii

Aceste informatii sunt combinate intr-un scor final, exprimat procentual, care
sintetizeaza calitatea printabilitatii pentru parametrii selectati. Platforma oferd suplimentar o
clasificare calitativa (,,Excellent”, ,,Good”, ,,Borderline”, ,,Poor”), o predictie asupra calitatii
scaffold-ului obtinut, precum si recomandari pentru calibrarea parametrilor de lucru si pentru
alegerea duzei adecvate pe baza presiunii, vascozitatii si scorului de modelare.

Prin integrarea directd a datelor experimentale generate in laborator, platforma nu
numai cd reproduce comportamentul real al gelatinei in conditii variate de printare, dar permite
si extrapolarea catre formuldri noi, reducand semnificativ efortul experimental si orientdnd
procesul de biofabricare cétre intervalele optime de lucru incd din fazele timpurii ale

dezvoltarii.

11.1.1.3. Rezultate si discutii
Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.4. Printarea 3D cu formulari printabile 4D si formulari printabile 4D cu

celule.

24



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

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

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

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

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

Analiza comparativd a tabelelor 1 si 2 evidentiazd o relatie directa si asteptatd intre
vascozitatea solutiilor de gelatind si presiunea necesard pentru extrudare in functie de
concentratie si temperatura. In toate formularile investigate (1%, 3%, 5% si 10%), tendinta
generald arata ca scaderea temperaturii conduce la cresterea vascozitatii, fenomen determinat
de apropierea sistemului de zona de gelificare si de intarirea retelelor fizice formate de gelatina.
Aceasta crestere a vascozitatii se reflectd direct intr-0 crestere proportionald a presiunii
necesare pentru extrudare, ceea ce confirma consistenta dintre valorile experimentale si
predictiile modelului utilizat in platforma.

Pentru concentratiile mici (1-3%), vascozitatea solutiilor prezinta variatii moderate odatd cu
temperatura, iar presiunile necesare riman in intervale scizute (4,6-12,8 kPa). Tn aceste
conditii, scaderea temperaturii de la 40°C la 4°C determind aproximativ o dublare a presiunii,
ceea ce corespunde unui comportament tipic pentru solutiile slab concentrate, la care reteaua
polimerica este suficient de flexibilad incat sa raspunda rapid la modificarea temperaturii.
Pentru concentratiile medii (5%), relatia dintre presiune si vascozitate devine mai pronuntata:
la temperaturi joase, vascozitatea creste semnificativ, iar presiunea necesara pentru extrudare
ajunge la valori de 14-15 kPa. Aceasta corelatie este in concordanta cu faptul ca sistemele mai
concentrate dezvolta structuri fizice mai dense, sensibile la variatiile de temperatura, ceea ce
ingreuneaza curgerea materialului prin duza.

Cea mai accentuatd dependentd se observd pentru concentratia de 10%, unde
vascozitatea atinge valori ridicate la temperaturi joase (0.2103 Pa-s la 4°C), iar presiunea
necesard pentru extrudare se dubleaza fatd de temperatura de 24°C (de la 12 kPa la peste 22
kPa). Aceasta evolutie confirma comportamentul caracteristic al gelatinelor concentrate, la care
structurile fizice de tip triple-helix sunt mai stabile si mai dificil de rupt mecanic la temperaturi
scazute. In plus, chiar si la temperaturi ridicate (36-40°C), unde vascozitatea scade, presiunile

raman mai mari decat in cazul concentratiilor mici, reflectind densitatea retelei polimerice.
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In ansamblu, datele arati o corelatie direct proportionala intre vascozitate si presiunea
necesara extrudarii, validand logica fizica implementata in platforma. Astfel, presiunea creste
aproape liniar odata cu cresterea vascozitatii, iar in paralel influenta temperaturii este cu atat
mai pronuntatd cu cat concentratia gelatinei este mai mare. Acest comportament confirma
faptul ca modelul utilizat pentru predictia parametrilor de printare reproduce in mod realist
fenomenele observate in cadrul experimentelor reologice, demonstrand aplicabilitatea

platformei in optimizarea conditiilor de bioprintare si in selectarea concentratiilor optime

pentru printarea scaffoldurilor.

Tabel 1. Valorile presiuni pentru gelatina in functie de temperatura.

Gelatina

Temperatura Concentratii (m/v)

°C 1% 3% 5% 10%
11.2 12.8

4 14.4 22.3
10.2 11.6

8 13.1 174
9.1 104

12 11.7 15.6
8 9.2

16 10.3 13.8
7.3 8.4

20 9.5 12.6
7 8

24 9 12
6.3 7.2

28 8.1 10.8
5.6 6.4

32 7.2 9.6
4.9 5.6

36 6.3 8.4
4.6 5.2

40 5.9 7.8
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Tabel 2. Valorile vascozitatii pentru gelatina in functie de temperatura.

Gelatina

Temperatura Vascozitate (Pa*s)
°C 1% 3% 5% 10%
4

0.0386 0.0354 0.0410 0.2103
8

0.0310 0.0317 0.0404 0.0568
12

0.0227 0.0296 0.0399 0.0474
16

0.0195 0.0272 0.0360 0.0466
20

0.0191 0.0273 0.0342 0.0420
24 0.0189 0.0209 0.0325 0.0402
28

0.0172 0.0292 0.03215 0.0416
32

0.0161 0.0296 0.0228 0.0420
36

0.0152 0.0334 0.0286 0.0417
40

0.0145 0.0331 0.0298 0.0408
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In cadrul platformei de predictie dezvoltate pentru estimarea vascozitatii si presiunii necesare
extrudarii hidrogelurilor pe baza de gelatina, au fost implementate o serie de relatii matematice
care urmaresc sa reproduca tendintele reologice ale materialului in functie de temperatura si
concentratie. Modelul de vascozitate utilizat se bazeazad pe o functie compozita ce integreaza

trei componente principale:

(1) vascozitatea apei la temperatura selectatd, determinatd printr-o functie exponentiala de

forma:

(1) o w(T)=0.001 - exp[—0.033 (T — 20)],

(i1) un termen polinomial dependent de concentratie de tipul
() n_raw(c,T) = p_w (1 +a - c),

unde a si n sunt constante empirice calibrate pentru fiecare polimer, iar c reprezinta
concentratia exprimata in % w/v, si (ii1) un factor de corectie aplicat atunci cand temperatura
se afla sub temperatura critica de gelificare a gelatinei (=28 °C), implementat prin relatia:
(3)n=mn_raw x [1 + 0.4 (AT / 10)]?,

unde AT reprezintd diferenta dintre temperatura de gelificare si temperatura de lucru.
Aceasta structurd modulard permite modelului sd capteze atat scdderea vascozitatii odata cu

cresterea temperaturii, ct si cresterea abrupta a rezistentei la curgere la temperaturi joase un

fenomen caracteristic materialelor termogelificabile, precum gelatina.
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Functia de calcul a presiunii din platforma se bazeaza pe o relatie potentiala intre vascozitate
si efortul necesar extrudarii, inspirata conceptual din ecuatia de curgere Poiseuille, dar adaptata
empiric pentru a corespunde domeniului tipic de presiuni utilizate Tn bioprintare. Tn forma
utilizatd, presiunea este estimata folosind doud seturi de parametri in functie de regimul de

vascozitate:

P(m) =a: - n®* pentrun < 1.4 Pa-s
si

P(n) = a2 - n*? pentru n > 1.4Pa-s,

unde constantele (a:, b:) si (az, b:) au fost calibrate astfel incat valorile generate s se apropie
de presiunile observate experimental pentru concentratiile 1-10% gelatina. Aceastd abordare
permite o crestere graduald a presiunii pentru intervalele de vascozitate specifice hidrogelurilor
obisnuite, evitand supraestimarile care pot aparea atunci cand se aplica direct modele teoretice
pentru fluide Newtoniene. Pragul de 1.4 Pa-s a fost ales deoarece reprezintd zona de tranzitie
in care gelatina trece de la un comportament fluid la unul semigelificat, moment n care
presiunea necesard pentru extrudare incepe sa creascd mai abrupt, iar acest punct ofera si cea
mai stabila si lina separare intre cele doud regimuri de calcul din model [1, 2].

Desi aceste functii reprezinta o simplificare a comportamentului reologic real al
gelatinei un material seminewtonian cu proprietati shear-thinning, microstructurd dependenta
de temperatura si tranzitii sol-gel complexe implementarea lor reuseste s surprinda directia si
dinamica generald a variatiilor de vascozitate si presiune in functie de temperatura si
concentratia polimerului. Astfel, platforma genereaza valori care, chiar daca nu sunt identice
cu cele experimentale, urmaresc in mod coerent trendurile masurate si permit utilizarea

sistemului ca instrument predictiv preliminar pentru optimizarea parametrilor de bioprintare.
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Tabel 3. Valorile presiuni pentru gelatina in functie de temperatura generate din platforma.

Gelatina
Temperatura | Concentratii (m/v)
°C 1% 3% 5% 10%
4

5.91 8.72 10.72 14.41
8

5.49 8.11 9.97 134
12

4.61 6.81 8.37 11.25
16

3.83 5.65 6.95 9.34
20

3.14 4.63 5.7 7.66
24 2.53 3.74 4.59 6.18
28

2 2.95 3.63 4.88
32

1.86 2.75 3.37 4.54
36

1.73 2.55 3.14 4.22
40 l.61 2.37 2.92 3.92
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Tabel 4. Valorile vascozitatii pentru gelatind in functie de temperatura generate din platforma.

Gelatina

Temperatura | Vascozitate (Pa*s)

°C 1% 3% 5% 10%

4 0.01648 0.03345 0.04865 0.08328
8 0.01444 0.02931 0.04263 0.07298
12 0.01051 0.02132 0.03101 0.05309
16 0.0075 0.01522 0.02213 0.03789
20 0.00523 0.01061 0.01543 0.02641
24 0.00354 0.00718 0.01044 0.01788
28 0.0023 0.00468 0.0068 0.01164
32 0.00202 0.0041 0.00596 0.0102
36 0.00177 0.00359 0.00522 0.00894
40 0.00155 0.00315 0.00458 0.00783

In cadrul platformei AI dedicate evaludrii si predictiei parametrilor de printare pentru

hidrogeluri, modelarea matematica a proprietatilor reologice si de procesare constituie
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elementul central care permite obtinerea unor estimari coerente si reproductibile. Totodata
sistemul integreaza si alte functii care simuleaza atat fenomene fundamentale precum variatia
vascozitatii n functie de temperatura si concentratie sau comportamentul curgerii in regim de
extrudare cat si comportamente derivate, esentiale pentru aplicabilitatea reala in bioprintare,
cum sunt viteza optima de printare, alegerea dimensiunii acului de printare, estimarea
geometriei filamentului depus si calcularea scorului global de printabilitate. Toti acesti
parametri sunt calculati pe baza unor relatii functii pentru a surprinde tendintele esentiale ale
materialelor hidrogelice in conditii experimentale variate.

Un prim parametru calculat de platforma este molaritatea, determinata prin formula standard

utilizata in chimie:
(5) M= (mg/MW)/V, MM=1000*M

unde mg reprezinta masa in grame, MW masa moleculara a polimerului (g/mol), iar Vi volumul
in litri. Desi platforma opereaza in principal cu concentratii exprimate ca masa/volum (% m/v),
introducerea molaritdtii permite cuantificarea unui aspect critic: densitatea locala de lanturi
polimerice. Aceasta influenteaza direct scorul de modelabilitate, fiindca solutiile foarte diluate
(cu molaritate scazutd) nu pot forma structuri stabile in timpul extrudarii.

Un al doilea element esential 1l reprezinta extrudabilitatea, calculata printr-o formula inspirata
din legea lui Poiseuille pentru curgerea fluidelor vascoase in tuburi cilindrice. Debitului teoretic

Q este exprimat prin:
(6) Q =(nrt* AP)/8nL,

unde r este raza interioard a acului de printare(m), AP este diferenta de presiune aplicata (Pa),

n vascozitatea solutiei (Pa-s), iar L lungimea duzei (m). Aceasta relatie are unitatea finala m?/s,
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insa in platforma debitul este convertit Tn microlitri pe secunda (uL/s) pentru a fi compatibil cu
unitatile uzuale din bioprintare. Extrudabilitatea este transformata ulterior intr-un scor numeric

prin functia:
(7) score= 100*tanh(10g10(Q/Qtarget) +1),

unde Qtarget reprezinta debitul teoretic necesar pentru a genera o linie continud la viteza de
printare estimatd. Functia tanh() comprima valorile extreme, evitand instabilitdti numerice si
permitand o interpretare intuitiva (0-100).

O componenta critica pentru stabilitatea structurald a scaffoldului , evaluata printr-un model de

tip gaussian care compara vascozitatea obtinuta cu o valoare ideala:

(8) scoresnape=100* exp[-((10g10 (n/nidear))/0.9)?]

Prin acest model se poate observa clar comportamentul gelurilor: atunci cand vascozitatea este
prea mica, stratul se ,.lateste” si se deformeaza, iar cand este prea mare, extrudarea devine
neregulati. In paralel, platforma estimeaza rezolutia prin calculul litimii liniei extrudate,
folosind relatia:

(9) Wexp= Onozzle + (Wgeom'dnozzle)*fspread,

unde Wgeom este latimea geometrica determinatd din debit, iar fspread (intre 0.2 si 1) reflecta

tendinta materialelor de a se extinde dupa depunere. Scorul de rezolutie este apoi calculat prin:

(10) scoreres=100*eXp[-(Wexp/1.2 dnozzie)-1)%/0.15)]
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Platforma genereaza si ovitezd recomandata de printare, estimatd din regimurile observate
pentru geluri supramoleculare, unde vascozititile mici permit viteze mari, iar cele ridicate
impun viteze mici. Functia implementata imparte materialele in patru zone reologice, cu valori
intre 2 si 15 mm/s, ceea ce corespunde practicii experimentale din bioprintarea termogelurilor.
O functionalitate suplimentara importanta este selectia acului optim de printare, determinata
preponderent pe baza presiunii necesare pentru extrudare. Diametrul acului (exprimat in gauge
G) scade atunci cand presiunea este mare, pentru a pastra un regim de curgere controlat si a

reduce riscul de blocaje. Functia se structureaza astfel:

P > 80 kPa= 20-16G,

40 < P < 80 kPa= 25-22G,

20 < P > 40 kPa= 27-30G,

20 < P =32-40G,

Ulterior, scorul de modelability ajusteaza selectia daca materialul este fie prea fluid, fie prea
Vascos pentru geometria indicata.

Toti acesti parametri sunt sintetizati intr-un scor global al printabilitatii, calculat prin media
aritmetica a scorurilor pentru extrudabilitate, shape retention si rezolutie:

(11) scoreoverai=(SCOreextrudet SCOIe shapet SCOI€res)/3

Interpretarea finala a acestui scor se aliniaza standardelor utilizate in fabricarea scaffoldurilor
3D, unde valori peste 75 sugereaza obtinerea unor structuri cu fidelitate ridicata, in timp ce
scorurile sub 45 indica necesitatea recalibrarii materialului sau a parametrilor de printare.

Prin aceaste functii, platforma reuseste sa ofere o estimare coerenta si adaptabild a
comportamentului hidrogelurilor in timpul bioprintarii, integrand in mod elegant concepte
precum curgerea la presiune, tranzitiile termice, stabilitatea geometricd si fezabilitatea

procesului, cu scopul de a optimiza printarea scaffoldurilor din diferiti polimeri.
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11.1.1.1. Concluzii:
Rezultatele obtinute In urma experimentelor reologice si a testelor de extrudare pentru gelatina

la concentratii cuprinse intre 1% si 10%, corelate ulterior cu valorile generate de platforma,
permit formularea unor concluzii importante in ceea ce priveste validarea modelelor
matematice implementate si aplicabilitatea lor in optimizarea procesului de bioprintare.

In primul rand, datele experimentale confirma comportamentul puternic dependent de
temperaturd al gelatinei, evidentiat printr-o crestere semnificativa a vascozitdtii pe masura ce
temperatura scade, fenomen observat in mod particular la concentratiile ridicate. De exemplu,
la 10% gelatind, vascozitatea masurata la 4 °C atinge valoarea de 0.2103 Pa-s, in timp ce la 24
°C aceasta scade la 0.0402 Pa-s, reducandu-se de peste cinci ori. Aceasta evolutie se reflecta
direct in presiunea necesard extrudarii, care creste de la 12 kPa la 24 °C pana la 22.3 kPa la 4
°C. Aceste valori demonstreaza importanta mentinerii unui control strict al temperaturii in
timpul procesului de printare, deoarece materialele termogelificabile reactioneaza accentuat la
variatiile termice.

Compararea valorilor experimentale cu cele generate de platforma aratda cd modelul
matematic implementat reproduce in mod consecvent tendintele generale ale datelor reale,
chiar daca magnitudinea valorilor nu este identica. De exemplu, pentru 5% gelatina la 4 °C,
presiunea experimentald este de 14.4 kPa, in timp ce platforma estimeaza 10.72 kPa; la 24 °C,
valorile sunt de 9 kPa experimentale si 4.59 kPa estimate. In cazul vascozititii, platforma
prezinta o subestimare sistematica a valorilor reale, dar pastreaza fidel trendul descrescator cu
temperatura. Astfel, pentru concentratia de 10%, valorile reale sunt de 0.2103 Pa-s la 4 °C si
0.0402 Pa-s la 24 °C, in timp ce platforma genereaza 0.08328 Pa-s, respectiv 0.01788 Pa-s.

Aceastd deviatie este explicabila prin faptul cd modelul implementat foloseste o
aproximare generald pentru polimerii termogelificabili, bazata pe un set limitat de constante
empirice si pe un termen de corectie al gelificarii simplificat. Cu toate acestea, in ciuda

diferentelor cantitative, corelatia dintre valorile reale si cele simulate ramane puternicd,
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deoarece traiectoriile de variatie sunt similare. Astfel, cresterea vascozitatii la temperaturi
scazute si scaderea acesteia la temperaturi ridicate sunt surprinse corect pentru toate cele patru
concentratii, ceea ce demonstreaza capacitatea modelului de a anticipa comportamentul general
al materialului in conditii variate.

Un alt aspect important este faptul ca si valorile reale prezintd abateri fatd de un trend
perfect liniar, in special la 3% si 5% gelatina, unde vascozitatile masurate la 28-36 °C oscileaza
usor in jurul valorilor asteptate. Astfel, la 3% gelatina, vascozitatea creste neasteptat la 36 °C
(0.0334 Pa-s), depasind valoarea de la 24 °C (0.0209 Pa‘s). Aceste comportamente reflecta
complexitatea retelelor de gelatind aflate in tranzitie termica si subliniaza dificultatea realizarii
unui model perfect predictiv pe baza unui set limitat de date. Este relevant faptul ca platforma
reproduce si aceste oscilatii moderate, unde valorile generate nu scad perfect monoton, ci
mentin acelasi profil global de variatie.

In ceea ce priveste presiunea de extrudare, diferentele intre valorile reale si cele
generate tind sa fie constante si proportionale, ceea ce sugereaza ca modelul implementat este
bine calibrat in ceea ce priveste forma functiei, dar necesitd ajustari suplimentare pentru
scalare. De exemplu, la 3% gelatina, presiunea reald la 12 °C este 10.4 kPa, in timp ce platforma
estimeaza 6.81 kPa, mentinand totusi aceeasi proportie intre temperaturile succesive. Acest
comportament demonstreaza ca forma potentiald a functiei P(n) este adecvata, insa valorile
constante ai, b1, a2 si bz pot fi recalibrate pentru a reproduce mai bine magnitudinea observata
in practica.

In ansamblu, se poate concluziona ci platforma reflecta in mod corect si robust
tendintele reologice si de extrudare ale gelatinei, oferind un instrument predictiv valoros in
fazele timpurii ale dezvoltarii formularilor pentru bioprintare. Cu toate cd valorile absolute
necesitd ajustari suplimentare, fidelitatea trendurilor permite utilizarea platformei pentru
selectia preliminard a intervalelor optime de temperaturd si concentratie, reducand numarul

experimentelor necesare. Tn contextul proiectului REOSTEOMI, acest lucru contribuie direct
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la accelerarea procesului de optimizare a hidrogelurilor destinate fabricarii scaffoldurilor
personalizate pentru regenerarea 0soasa.

In final, avand in vedere diferentele dintre valorile reale si cele predictibile, se
recomanda o etapd ulterioara de recalibrare a functiilor reologice, incluzand extinderea setului
de date experimentale, introducerea unui model shear-thinning dedicat gelatinei si ajustarea
constantelor empirice. Implementarea acestor optimizari va permite platformei sa genereze
valori mult mai apropiate de cele reale si sa devind un instrument predictiv si mai precis pentru

utilizarea in bioprintarea avansata.

Referinte:

[1] J. Malda et al., “25th Anniversary Article: Engineering Hydrogels for Biofabrication,”
Advanced Materials, vol. 25, no. 36, pp. 5011-5028, 2013.

[2] H. Ouyang, R. Yao, Y. Zhao, and W. Sun, “Effect of bioink properties on printability and
cell viability for 3D bioplotting of embryonic stem cells,” Biofabrication, vol. 8, no. 3, p.
035020, 2016.
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PARTEA 111
I11.1. CAPITOL 1

I11.1.1. Sinteza de formulari printabile adecvate pentru bioprintare 3D cu celule
Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.5. Studii preliminare de printare 3D pe 5 axe (penta-axiala)

formularilor printabile.

111.1.1.1. Introducere
Bioprintarea reprezintd o abordare avansata de biofabricare care permite generarea de

structuri tridimensionale adaptate aplicatiei, prin utilizarea unor bioformuldri printabile ce
integreaza celule vii si materiale cu proprietati biomimetice [1]. Aceasta tehnologie ofera un
control spatial precis asupra distributiei celulare si a componentelor materiale, aspect esential
pentru aplicatiile de inginerie tisulara, inclusiv In contextul regenerarii tesutului osos. Dintre
tehnicile disponibile, bioprintarea prin extrudare este utilizata pe scara larga datorita robustetii
si versatilitatii sale, procesul bazandu-se pe depunerea strat-cu-strat a bioformularilor pentru
obtinerea unor structuri implantabile [2]. Aceste constructe pot fi proiectate astfel incat sa
reproducad, intr-o masurd functionald, comparabile cu cele ale tesutului nativ, pentru a sustine
migrarea si proliferarea celulara, precum si difuzia eficienta a nutrientilor si a oxigenului [3].
Aceste caracteristici sunt determinante pentru sinteza si organizarea matricei extracelulare,
procese centrale in refacerea functionald a tesutului osos.arhitectura si comportamentul
mecanic ale osului afectat. Suporturile celulare destinate regenerarii osoase trebuie sa prezinte
o porozitate interconectatd, biocompatibilitate ridicata si proprietati mecanice comparabile cu
cele ale tesutului nativ, pentru a sustine migrarea si proliferarea celulard, precum si difuzia
eficientd a nutrientilor si a oxigenului. Aceste caracteristici sunt determinante pentru sinteza si

organizarea matricei extracelulare, procese centrale in refacerea functionald a tesutului osos

[4].
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Reticularea cu genipin si clorurd de calciu reprezintd o strategie combinata utilizata
frecvent pentru stabilizarea hidrogelurilor pe baza de polimeri naturali, in special in sisteme
destinate ingineriei tisulare. Genipinul, un agent de reticulare de origine naturald extras
din Gardenia jasminoides, reactioneaza predominant cu gruparile amino libere ale polimerilor
precum gelatina, colagenul sau chitosanul, formand legaturi covalente stabile. Acest tip de
reticulare conduce la cresterea rigiditatii mecanice si a rezistentei la degradare enzimatica,
mentinand in acelasi timp un profil de citotoxicitate semnificativ mai redus comparativ cu
agentii de reticulare sintetici clasici [5] .

Clorura de calciu (CaCly) actioneaza prin mecanism ionic, fiind utilizata in principal
pentru reticularea polimerilor anionici, precum alginatul, prin formarea de punti ionice intre
lanturile polimerice. Reticularea indusa de ionii Ca?* este rapida si reversibild, permitand
ajustarea find a proprietatilor reologice si structurale ale hidrogelurilor. Combinarea
genipinului cu clorura de calciu intr-un sistem hibrid permite obtinerea unor retele dublu-
reticulate, in care interactiile ionice asigura stabilizare initiala, iar legaturile covalente confera
integritate structurala pe termen lung. Aceastd abordare este deosebit de relevantd pentru
bioprintare si regenerare osoasd, unde sunt necesare atat fidelitate geometrica imediata, cat si
proprietati mecanice adecvate pentru sustinerea activitatii celulare [6] .

Utilizarea in formulari a oxidului de grafena functionalizat cu grupari carboxil (COOH-
GO) reprezintd o metoda de biofunctionalizare a materialelor. Aceastd functionalizare creste
hidrofilitatea si stabilitatea coloidald Tn medii apoase, facilitand dispersia uniformad in
hidrogeluri si bioink-uri utilizate in bioprintare [7]. Prezenta grupdrilor carboxil permite
interactii electrostatice si legaturi de hidrogen cu polimeri naturali sau sintetici, precum
gelatind, alginat sau polietilen glicol, contribuind la imbunatatirea proprietatilor mecanice si a
integritatii structurale a constructelor [8] . In aplicatii de inginerie tisulari, COOH-GO este

investigat ca agent de ranforsare si ca suport bioactiv, datorita capacitdtii sale de a modula
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adeziunea celulara si de a sustine diferentierea osteogenica, fard a compromite semnificativ
viabilitatea celulara la concentratii controlate [9] .

In acest raport prezentim obtinerea a trei compozitii bazate pe polimeri diferitie, fiecare
continand atat probe control, cat si formulari nanocompozite complexe. Prima compozitie
testatd s-a bazat pe o formulare de baza cu gelatina, K-caragenan si gelan, in care s-au adaugat
nanofibre de celulozd (CNF) si COOH-GO pentru imbunatitirea proprietatilor reologice,
mecanice si biologice. Pentru a doua compozitie s-a ales eliminarea gelanului din compozitia
anterioard datoritd necesitatii unor temperaturi mai de procesare pentru solubilizarea acestuia.
Cea de-a treia compozitia a prezentat o formulare de baza diferita, din alginat si K-caragenan,
unde s-a utilizat spirulina ca agent de imbunatatire a stabilitatii, vascozitatii si proprietatilor

biologice.

111.1.1.2. Materiale si sinteza

111.1.1.2.1. Formulare printabila pe baza de gelatina, K-caragenan, guma gelan,
nanofibre de celuloza, oxid de grafena functionalizat cu grupari carboxil si celule MG63
Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.5. Studii preliminare de printare 3D pe 5 axe (penta-axiala)

Materiale

Gelatina din piele de peste, guma gelan (GelzanTM CM), K-caragenanul, COOH-GO
au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich. CNF oxidate cu 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidinyloxy
(TEMPO) au fost achizitionate de la Novarials Co. (Woburn, MA).

Sinteza formularilor printabile

Pentru a testa capacitatea formularilor de a sustine bioprintarea alaturi de celule, s-au
selectat 3 formulari, avand la baza o compozitie de gelatind, guma gelan si K-caragenan. Pentru
modularea proprietatilor reologice, de stabilitate si biocompatibilitate, doud formulari au fost

modificate prin addugarea CNF-urilor (GGKC) si pri adaugarea unei combinatii de CNF-uri si
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COOH-GO (GGKC-GO). Codificarile si concentratiile utilizate sunt prezentate in Tabelul 1.

Toate probele obtinute vor fi reticulate succesiv cu clorura de calciu (CaCly) si genipin.

Tabelul 1. Codificarea probelor si concentratiile materialelor utilizate.

Proba Gelatina | Guma K- CNF COOH-GO* Reticulare cu | Reticulare
gelan | caragenan CaCl: cu genipin
2% 1%
GGK
6% 4% 1.2% - ’ 5 min 24 h
GGKC 6% 4% 1.2% 2.1% ’ 5 min 24 h
GGKC-
GO 6% 4% 1.2% 2.1% 0.125%* 5 min 24 h

* raportat la concentratia polimerilor

Procesul de sinteza s-a realizat integral in hota cu flux laminar vertical pentru a asigura

un mediu aseptic. De asemenea, toate materialele si ustensilele utilizate au fost sterilizate

anterior cu radiatie UV timp de 30 de minute pe fiecare suprafatd. Gelatina a fost adaugata in

solutiile cu CNF-uri sau COOH-GO dispersate prin ultrasonare pentru formularile GGKC si

respectiv GGKC-GO. Pentru solutia control, GGK, gelatina a fost adaugata direct in apa

ultrapura, iar omogenizarea timp de o ora s-a realizat la 40°C pentru toate formularile. Guma

gelan si K-caragenanul au fost addugate succesiv la temperatura de 50°C cu omogenizare o ora

dupa adaugarea fiecarei componente.

111.1.1.2.2. Formulare printabila pe baza de gelatina, K-caragenan, nanofibre de

celuloza, oxid de grafena functionalizat cu grupari carboxil si celule MG63
Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.5. Studii preliminare de printare 3D pe 5 axe (penta-axiala)
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Materiale

Gelatina din piele de peste, K-caragenanul, COOH-GO au fost achizitionate de la
Sigma-Aldrich. CNF oxidate cu TEMPO au fost achizitionate de la Novarials Co. (Woburn,
MA). De asemenea, linia celularda MG63 a fost achizitionata de la Cytion, Cell Line Service
(CLS; Eppelheim, Germany) si mentinutd prin pasaje succesive, precum s-a detaliat Tn
rapoartele anterioare. Mediul de culturd Dulbecco's Modified Eagle (DMEM), serul fetal bovin
(FBS), penicilina-streptomicina (P-S), albastrul tripan, tripsina si pachetele pentru obtinerea
solutiei saline cu fosfat (PBS) au fost furnizate de Thermo Scientific (Waltham, USA). Pentru
suplimentarea mediului de culturd s-a addugat o concentratie de 10% FBS s1 1% P-S. De
asemenea, PBS-ul obtinut a fost filtrat cu ajutorul unui filtru de 0.2 pm, pentru a asigura

sterilizarea acestuia.

Sinteza formularilor printabile

Pentru evaluarea capacitatii formularilor de a sustine procesul de bioprintare in prezenta
celulelor, au fost selectate doud formuldri bazate pe o compozitie de gelatina, K-caragenan si
din formulari va fi imbunatatitd prin adaugare de COOH-GO (GKC-GO). Codificarile si
concentratiile utilizate sunt prezentate in Tabelul 2. Toate probele obtinute vor fi supuse unei
reticuldri succesive cu clorurd de calciu (CaClz) si genipin.

Tabelul 2. Codificarea probelor si concentratiile materialelor utilizate.

Proba Gelatina K-caragenan CNF COOH-GO* Reticulare cu | Reticulare
CaCl: cu genipin
2% 1%
GKC 6% 1.2% 2.1% ) 5 min 24 h
G(I;g 6% 1.2% 2.1% 0.125%* 5 min 24 h

* raportat la concentratia polimerilor
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Procesul de sinteza s-a realizat integral in hota cu flux laminar vertical pentru a asigura
un mediu aseptic. De asemenea, toate materialele si ustensilele utilizate au fost sterilizate
anterior cu radiatie UV timp de 30 de minute pe fiecare suprafata. Gelatina a fost addugata intr-
0 solutie contindnd mediu de cultura complet si CNF-uri pentru probele GKC, iar pentru GKC-
GO intr-o solutie continand DMEM suplimentat, CNF-uri si dispersia COOH-GO.
Omogenizarea gelatinei timp de o ora s-a realizat la 40°C pentru toate formularile, iar K-

caragenanul a fost omogenizat la 50°C timp de o ora.

Pregatirea suspensiei celulare si insiméantare in formularile printabile

Pentru fiecare formulare printabild s-a utilizat un flacon de 75 cm? continand cultura
celulard MG63 ajunsa la confluenta. Din fiecare recipient s-a scos mediul de culturd continut
si s-au spalat cu 5 ml PBS de doud ori pentru a elimina complet mediul de cultura. Pentru
desprinderea celulelor aderente s-au adaugat cate 2 ml de tripsina si s-au incubat recipientele
in conditii standard (37°C, 5% CO2, 90% umiditate), timp de 3 minute. Dupa desprindere, s-au
adaugat cate 6 ml mediu suplimentat in fiecare flacon pentru inactivarea tripsinei si s-au
transferat suspensiile celulare in tuburi pentru centrifugare. Dupa centrifugarea la 1300 rpm
timp de 3 minute a suspensiilor celulare, s-a eliminat supernatantul si s-a adaugat 1 ml de mediu
suplimentat. Pentru determinarea numarului de celule continut, intr-un tub Eppendorf s-au
adaugat 10 pl suspensie alaturi de 10 pl albastru tripan. Am ales insdmantarea unei densitatii
celulare de 5 x 10° celule/formulare. Formularea printabila cu celule obtinuta a fost transferata
ntr-un cartus steril de 3 mL, cu un varf steril, protejat de un varf de micropipeta pentru a reduce

riscul contaminarii.

Bioprintarea 3D in conditii aseptice

Fiecare cartus contindnd formularea printabilda cu celule a fost transferat in

bioimprimanta 3D BIO X6 (Cellink, Gothenburg, Suedia). Pentru a garanta sterilitatea
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procesului, incinta bioimprimantei a fost sterilizatd inaintea testarii fiecarei formulari
printabile, utilizand radiatii UV timp de 30 de minute si o solutie de etanol 70%. Bioprintarea
a fost realizata direct in placi cu godeuri sterile. Pentru procesul de bioprintare s-au selectat
varfuri sterile cu un diametru interior de 330 um, la o temperatura controlata de 37°C. Modelul
selectat a fost de 10 x 10 x 1 mm cu o densitate de umplere de 25%. S-au folosit diferite variatii
ale presiunii de extrudare si vitezei de printare, ajustate pentru fiecare formulare pentru a
asigura formarea structurilor fara afectarea viabilitatii celulare. Parametrii de printare utilizati
sunt ilustrati in Tabelul 3. Pentru reticularea structurilor bioprintate, s-a ales o strategie de
dubla reticulare, cu CaClz 2% timp de 5 minute si Tn mediu cu 0.5% genipin timp de 24 h.
Astfel, structurile bioprintate au fost transferate in hota cu flux laminar vertical unde au fost
imersate in solutia de CaClz, iar apoi in DMEM suplimentat si continand 0.5% genipin, iar apoi
incubate in conditii standard pentru 24 de ore. Pentru proba control GKC s-a realizat un set

reticulat doat cu CaCly, pentru a investiga efectul genipinului asupra viabilitatii celulare.

Tabelul 3. Parametrii de bioprintare 3D a formularilor cu celule.

Cod Lungime x Litime x Iniltime Temperatura Presiune de Viteza de
(mm x mm x mm) (°C) extrudare printare
(kPa) (mms?)
GKC 80-150 7
10x10x1 37°C
GKC-GO 100-200 7

Testarea viabilitatii celulare prin Live/Dead

Testarea viabilitatii celulare s-a realizat la o zi de incubare a probelor in mediu prin
realizarea unui test Live/Dead. Din fiecare godeu a fost scos mediul de culturd, iar fiecare proba

a fost spalata cu 2 ml PBS de doua ori. S-a utilizat kitul Live/Dead furnizat de Thermo
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Scientific (Waltham, USA), iar pentru obtinerea solutiei s-au adaugat 5 pl calceind AM si 20
pl etidium homodimer-1 in 10 mL PBS. Astfel, s-a adaugat cate 2 ml solutie Live/Dead in
fiecare godeu si s-au incubat placile la temperatura camerei pentru 40 de minute. Dupa
incubare, solutia a fost scoasd din godeuri, probele s-au spalat cu PBS, iar in godeuri s-au
adaugat 2 ml PBS pentru a permite vizualizarea probelor marcate cu ajutorul microscopului cu

fluorescentda DMIL LED Fluo cu sistem DFC450-C (Leica, Germany).

111.1.1.2.3. Formulare printabila pe baza de K-caragenan, alginat, spirulina si celule
MG63

Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.7. Studiul biodisponibilitatii agentilor terapeutici si conservarea
caracteristicii 4D a formularilor printabile.

Materiale

K-caragenanul, alginatul de sodiu, CaCl: si clorura de potasiu (KCl) au fost
achizitionate de la Sigma-Aldrich, iar spirulina sub forma de pulbere uscata ce provine de la
compania Spring Markt, a fost procuratd de la o farmacie locald (Dr. Max). Linia celulara
MG63 a fost achizitionatd de la Cytion, Cell Line Service (CLS; Eppelheim, Germany) si
mentinutd prin pasaje succesive, precum s-a detaliat in rapoartele anterioare. Mediul de cultura
DMEM, FBS-ul, P-S, albastrul tripan, tripsina si pachetele pentru PBS au fost furnizate de
Thermo Scientific (Waltham, USA). Mediul de cultura complet suplimetat a fost obtinut prin
adaugarea unei concentratii de 10% FBS si 1% P-S, iar PBS-ul a fost sterilizat prin utilizarea

unui filtru de 0.2 pm.
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Sinteza formularilor printabile

In scopul evaluarii capacititii de bioprintare in prezenta celulelor MG63, s-au sintetizat
douad formulari polimerice pe baza de K-caragenan si alginat de sodiu (KA). Pentru a optimiza
caracteristicile reologice, stabilitatea fizicd si compatibilitatea biologicd, una dintre formulari
va fi imbunatatita prin incorporarea unei anumite cantitati de spirulina (KA/sp-0.5). Procesul
de sinteza s-a realizat integral Tn hota cu flux laminar vertical pentru a asigura un mediu aseptic.
De asemenea, toate materialele si ustensilele utilizate au fost sterilizate anterior cu radiatii UV
timp de 30 de minute pe fiecare suprafatd. Metoda de obtinere a formularilor printabile a
presupus solubilizarea separata a K-caragenanului si a alginatului de sodiu cu CaCl; in apa
ultrapura filtrata, timp de o ord; solubilizarile au avut loc pe bai de apa incalzite la 80°C pentru
solutia de K-caragenan, respectiv la 60°C pentru solutia de alginat de sodiu (Figura 4), apoi
solutiile astfel obtinute s-au amestecat in rapoarte bine stabilite pentru a obtine formularea
KA, apoi s-a dispersat spirulina sub forma de pulbere prin agitare magnetica pentru obtinerea
formularii KA/sp-0.5. Codificarile si concentratiile utilizate sunt prezentate in Tabelul 4.
Probele obtinute au fost supuse unei reticulari ionice prin imersare intr-o solutie ce contine 1%

CaCl: si 1% KCI timp de 10 minute.

Tabelul 4. Codificarea probelor si concentratiile materialelor utilizate.

Cod Lungime x Litime x iniltime Temperatura Presiune de Vlt_eza de
formulare (mm x mm x mm) (°C) extrudare printare
(kPa) (mms?)
KA 40-50 8-135
10x10x 0.5 37°C
KA/sp-0.5 40-75 10-145

* raportat la volumul solutiei
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Figura 4. Sinteza formularilor pe baza de alginat, K-caragenan si spirulina in conditii sterile pentru
bioprintare 3D.

Pregitirea suspensiei celulare si insimantare in formuldrile printabile

Pentru fiecare compozitie destinata bioprintarii a fost utilizata o cultura celulara MG63
cultivata intr-un flacon de 75 cm? pana la atingerea unei confluente avansate (90-95%). Pentru
pregdtirea suspensiei celulare s-a inlaturat mediul de cultura din fiecare recipient si s-a spalat
cu cate 5 mL PBS de doud ori in scopul eliminarii complete a mediului de culturd vechi. Pentru
a desprinde celulele aderente, s-au adaugat cate 2 mL tripsina si s-au incubat recipientele n
conditii standard, timp de 3 minute. Dupa ce s-a asigurat desprinderea celulelor, s-au adaugat
cate 6 mL mediu suplimentat in fiecare recipient pentru inactivarea tripsinei si s-au transferat
suspensiile celulare in tuburi de centrifuga. Centrifugarea s-a realizat la 1300 rpm timp de 3
minute, urmata de eliminarea supernatantului si adaugarea a 300 pL mediu suplimentat.
Determinarea numarului de celule continut s-a realizat prin adaugarea intr-un tub Eppendorf a
10 pl suspensie alaturi de 10 pl albastru tripan. S-a ales insdmantarea unei densitatii celulare
de 5 x 10° celule/formulare. Incorporarea celor 300 pL mediu cu continut de celule in
formuldrile printabile s-a efectuat in conditii blande de agitare magnetica pentru a minimiza
stresul mecanic, obtinandu-se un amestec omogen cu proprietati reologice adecvate pentru

procesul de bioprintare 3D. Formularea printabila cu celule a fost transferata intr-un cartus
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steril de 3 mL, prevazut cu un ac metalic steril, protejat de un varf de micropipeta pentru a

reduce riscul contaminarii.

Bioprintarea 3D in conditii aseptice

Fiecare cartus umplut cu formularea printabila ce contine celule a fost transferat in
bioimprimanta 3D BIO X6, a cdrei incintd a fost in prealabil curatata si dezinfectata cu o solutie
de etanol 70% si sterilizata utilizand radiatii UV timp de 30 de minute, inaintea testdrii fiecarei
formulari printabile, pentru a garanta sterilizarea procesului. Bioprintarea 3D s-a realizat direct
in placi cu godeuri sterile, la o temperatura controlata de 37°C, si pentru care s-au selectat ace
sterile cu un diametru interior de 330 pm. Modelul ales a corespuns unui pétrat cu dimensiunile
de 10 x 10 x 0.5 mm (2 straturi) si cu o densitate de umplere de 25%. Parametrii atribuiti
procesului de bioprintare precum presiunea si viteza de extrudare au fost optimizati pentru
fiecare formulare 1n parte, astfel incat sa se asigure formarea bio-structurilor printate fara
afectarea viabilitatii celulare. Intervalele de valori ale parametrilor de printare utilizati sunt
ilustrate Tn Tabelul 5. Pentru reticularea structurilor bioprintate, s-a ales o strategie de
reticulare ionicd, utilizdnd atat ioni de calciu, cat si ioni de potasiu, pentru a eficientiza procesul
de reticulare al ambelor polizaharide (K-caragenan si alginat de sodiu). Astfel, structurile
bioprintate au fost transferate in hota cu flux laminar vertical, unde au fost initial imersate in
solutia de 1% CaClz si 1% KCl timp de 10 minute si apoi in DMEM suplimentat, unde au fost

lasate la incubat in conditii standard pentru 24 de ore.

Tabelul 5. Parametrii de bioprintare 3D a formularilor cu celule.

Cod Lungime x Litime x iniltime Temperatura Presiune de Vlt.e zd de
formulare (mm x mm x mm) | (°C) extrudare prmta_re
(kPa) (mms?)
KA 40-50 8-135

10 x 10 x 0.5 37°C
KA/sp-0.5 40-75 10-14.5
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Testarea viabilitatii celulare prin Live/Dead

Viabilitatea celulara a fost evaluata dupa trei zile de incubare a probelor bioprintate in
DMEM suplimentat prin aplicarea testului calitativ Live/Dead. Din fiecare godeu a fost scos
mediul de cultura, iar fiecare proba a fost spalatd cu cate 2 mL PBS de doua ori. Pentru acest
test, s-a utilizat kitul Live/Dead, care a fost achizitionat de la Thermo Scientific, iar solutia
Live/Dead a fost preparata prin adaugarea a 5 pl calceind AM si 20 pl etidium homodimer-1
in 10 mL PBS. Din solutia astfel preparatd s-au adaugat cate 2 mL in fiecare godeu si s-au
incubat placile la temperatura camerei pentru 40 de minute. Dupa incubare, solutia a fost
indepartata din godeuri, probele s-au spalat cu PBS, apoi s-au adaugat cate 2 mL PBS in fiecare
godeu pentru a permite vizualizarea probelor marcate cu ajutorul microscopului cu fluorescenta

DMIL LED Fluo cu sistem DFC450-C.

111.1.1.3. Rezultate si discutii

Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.5. Studii preliminare de printare 3D pe 5 axe (penta-axiala)

Subactivitatea 1.7. Studiul biodisponibilitatii agentilor terapeutici si conservarea
caracteristicii 4D a formularilor printabile.

111.1.1.3.1. Formularea printabila pe baza de gelatina, K-caragenan, guma gelan,
nanofibre de celuloza, oxid de grafena functionalizat cu grupari carboxil si celule MG63
Cele trei formulari bazate pe compozitia cu gelatina, K-caragenan, guma gelan, CNF-
uri si COOH-GO au prezentat dificultati In timpul sintezei. Addugarea gumei gelan, pentru
imbunatatirea comportamentului regologic si a stabilitatii post-printare, a dus la formarea de
aglomerate care nu au permis extrudarea la presiuni scazute, asa cum este necesar Intr-un
proces de bioprintare cu celule. Gelanul, care a fost solubilizat la temperaturi mai ridicate, a
dus la o gelifiere rapida odatd cu scaderea temperaturii la 37°C pentru includerea celulelor.

Astfel, s-au format aglomerari ce nu au permis extrudarea materialului prin duzele de 330-510
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pm. Datoritd acestor rezultate s-a decis excluderea gumei gelan din formulérile printabile si

obtinerea unor noi sinteze de bioprintare.

111.1.1.3.2. Formularea printabili pe baza de gelatina, K-caragenan, nanofibre de
celuloza, oxid de grafena functionalizat cu grupari carboxil si celule MG63

Compozitia pe baza de gelatind, K-caragenan, CNF-uri si COOH-GO a fost testata
anterior pentru validarea proprietdtilor reologice si fidelitatii de printare. Rezultatele obtinute
au validat compatibilitatea sa pentru utilizarea in aplicatii de bioprinatre 3D. Cu toate acestea,
pentru a asigura o viabilitate celulara ridicata post-printare, s-a ales inlocuirea apei ultrapure
utilizata ca mediu de solubilizare cu DMEM suplimetat cu FBS si P-S. Prin excluderea gumei
gelan s-au obtinut formulari cu o viscozitate adecvata la temperatura de 37°C. Ambele
formulari, GKC si GKC-GO, au fost incarcate in cartusul de printare dupd addugarea celulelor
(Figura 5-A) in compozitie. In Figura 5-B se pot oberva cele doud cartuse contindnd
formularile printabile cu celule, care au fost montate in bioimprimanta 3D BIO X6 (Figura 5-
C). In timpul procesului de bioprintare viteza de printare a fost mentinuta constanti ( 7 mm s
1), 1ar presiunea de extrudare a fost variata pentru determinarea parametrilor optimi. Cu toate
acestea, S-au inregistrat dificultati in obtinerea unei fidelitdti de printare, pentru ambele
formulari, asa cum se poate observa in Figura 5-D. O posibila explicatie pentru modificarea
comportamentului de printare al formuldrilor comparativ cu testarile anterioare consta in
inlocuirea solventului initial, reprezentat de apa ultrapurd, cu mediul de cultura DMEM
suplimentat. Acest mediu complex contine saruri anorganice, aminoacizi, vitamine si proteine
serice, care pot influenta semnificativ interactiunile fizico-chimice dintre componentele
polimerice ale formularii. In special, prezenta ionilor divalenti si a proteinelor poate altera
gradul de hidratare si de asociere moleculara al gelatinei, K-caragenanului si CNF-urilor,
conducand la modificari ale vascozitatii si a comportamentului de tip shear-thinning. Tn plus
si grupdrile functionale din COOH-GO pot interactiona diferit cu constituentii mediului

DMEM comparativ cu apa ultrapura.
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Figura 5. Bioprintarea formularilor pe baza de gelatina, K-caragenan, CNF-uri, COOH-GO si celule
MG63. Celulele MG63 inainte de insamantarea in formularea printabilad (A). Cartusele continand cele
doud formulari insamantate cu celule (B). Montarea cartusului 1n instalatia de bioprintare Cellink (C).

Probele biorpintate cu cele doud formuléri (D).

Pentru formularea control, GKC, s-a obtinut un lot in care nu s-a folosit genipin pentru
reticulare pentru a se investiga efectul acestui agent asupra viabilitatii celulare post-reticulare.
Astfel, cele 3 seturi de probe au fost investigate prin marcare Live/Dead la o zi dupa bioprintare,
iar imaginile obtinute sunt prezentate in Figura 6. Analiza viabilitatii celulare nu a
evidentiat diferente semnificative intre cele trei seturi de probe investigate. Imaginile obtinute
prin marcare Live/Dead indicd o predominantd clard a celulelor viabile, evidentiate prin
coloratie verde, in timp ce un numar redus de celule neviabile, colorate in rosu, a fost observat
n toate probele analizate. Aceste rezultate sugereaza ca atat compozitia formularilor, cat si
parametrii selectati pentru procesul de bioprintare permit mentinerea unei viabilitdti celulare
ridicate. Mai mult, comparatia dintre probele reticulate cu genipin si cele nereticulate, indica
faptul ca procesul de reticulare cu 0.5% genipin in mediu de cultura nu induce un efect citotoxic

semnificativ asupra celulelor MG63 1n conditiile experimentale utilizate.
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Figura 6. Imaginile de microscopie de fluorescenta obtinute la 0 zi prin marcarea Live/Dead a
probelor pe bazi de gelatina, K-caragenan, CNF-uri, COOH-GO si celule MG63 (verde - celule vii;
rosu — celule moarte; scala de 200 pum).

111.1.1.3.3. Formularea printabild pe baza de K-caragenan, alginat, spirulina si celule
MG63

Cea de-a treia compozitie investigata, bazata pe K-caragenan, alginat si spirulina, a fost,
de asemenea, investigata anterior pentru validatea printabilitdtii acesteia. Rezultatele au indicat
un comportament reologic adecvat bioprintarii 3D, lucru care a fost validat prin studiul de tip
brevet stiintific inregistrat cu numarul A/00577. Datoritd modificarilor reologice observate

anterior odata cu utilziarea mediului DMEM ca solvent in loc de apa ultrapura, s-a ales
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utilizarea apei pentru acest experiment. Astfel, formularile KA si KA/sp-0.5 insamantate cu
celule au fost incarcate in cartuse (Figura 7-A) si montate in bioimprimanta 3D Cellink
(Figura 7-B).

Ambele formulari au prezentat o fidelitate de printare ridicatd, asa cum se poate observa
in Figura 7-C. Cu toate acestea, adaugarea de spirulind in formularea printabila pare sa
imbunatateasca printabilitatea, aceste probe prezentand o fidelitate la printare mai apropiata de
modelul de referinta. Toate probele au fost reticulate si incubate in mediu DMEM (Figura 7-
D), in conditiile standard de temperaturd si umiditate, insa probele control KA au indicat o
degradare rapida inca din prima zi de incubare. Testele anterioare au indicat o stabilitate scazuta
pentru formuldrile pe baza de alginat de sodiu si K-caragenan, fara spirulind. Astfel, evaluarea
stabilitatea pe termen lung.

Evaluarea viabilitatii celulare prin testul calitativ Live/Dead s-a realizat la 4 zile, dupa
ce mediul de culturd a fost schimbat la 2 zile pentru mentinerea viabilitatii celulare. Marcarea
fluorescentd a indicat o preponderentd a celulelor moarte (rosu colorate) pentru toate probele
KA/sp-0.5 testate (Figura 8). Avand in vedere compozitia formularii, care include exclusiv
polimeri biocompatibili si spirulind, recunoscuta pentru proprietatile sale biologic active, este
putin probabil ca viabilitatea celulard redusa sa fie atribuitd unui efect citotoxic intrinsec al
materialului. Tn schimb, acest rezultat poate fi asociat fie cu solicitirile mecanice impuse
celulelor in timpul procesului de bioprintare, fie cu utilizarea apei ultrapure ca mediu de
solubilizare, in detrimentul unui mediu de culturd complet, precum DMEM, pentru mentinerea
functiilor celulare. In consecinti, sunt necesare investigatii suplimentare pentru optimizarea
parametrilor de bioprintare si a conditiilor de formulare, in scopul obtinerii unor structuri

bioprintate care sa asigure o viabilitate celulara ridicata pe termen mediu si lung post-printare.
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KA/sp-0.5

Figura 7. Bioprintarea formularilor pe baza de K-caragenan, alginat, spirulina si celule MG63.
Cartusele continand cele doua formulari insdmantate cu celule (A). Montarea cartusului in
bioimprimanta Cellink si bioprintarea 3D (B). Probele bioprintate cu cele doud formulari (C).
Incubarea structurilor bioprintate in mediul de culturd si conditii standard de umiditate si temperatura

(D).

KA/sp-0.5 KA/sp-0.5 KA/sp-0.5

Figura 8. Imaginile de microscopie de fluorescenta obtinute la 4 zile prin marcarea Live/Dead a
probelor pe baza de K-caragenan, alginat, spirulina si celule MG63 (verde - celule vii; rosu — celule
moarte; scala de 200um).
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111.1.1.4. Concluzii

Prezentul studiu a avut ca obiectiv dezvoltarea, optimizarea si evaluarea unor formulari
printabile destinate bioprintarii 3D cu celule MG63, avand in vedere atat proprietatile reologice
si caracteristicile de fidelitate la printare, cat si mentinerea stabilitatii si a viabilitatii celulare
post-printare. Prin investigarea mai multor compozitii polimerice complexe, bazate pe
combinatii de gelatina, K-caragenan, guma gelan, CNF-uri, COOH-GO si respectiv alginat, K-
caragenan si spirulind, studiul evidentiaza provocarile asociate bioprintarii cu celule vii si
importanta echilibrului dintre proprietatile fizico-chimice ale materialelor si compatibilitatea
biologica.

Rezultatele obtinute pentru formularile care includ guma gelan au demonstrat limitarile
acestui polimer in contextul bioprintarii cu celule la 37°C. Desi gelanul este frecvent utilizat
pentru Tmbunatatirea comportamentului reologic si a stabilitatii structurale post-printare, n
cazul de fata, includerea sa a condus la o gelifiere rapida si necontrolata in timpul bioprintarii,
favorizand formarea de aglomerate incompatibile cu extrudarea prin duze cu diametre mici,
specifice bioprintarii celulare. Aceste observatii subliniaza faptul cd proprietatile reologice
favorabile determinate in conditii ideale pot impune dificultati in prezenta celulelor si la
temperaturi fiziologice, justificand excluderea gumei gelan din formularile ulterioare.

In contrast, formulirile pe bazi de gelatina, K-caragenan si CNF-uri, cu si fara adaos
de COOH-GO, au demonstrat o compatibilitate initiald cu cerintele reologice ale bioprintarii
3D, asa cum fusese validat anterior. Cu toate acestea, inlocuirea apei ultrapure cu mediu de
cultura. DMEM suplimentat, necesara pentru mentinerea viabilitatii celulare, a introdus
modificari semnificative ale comportamentului de printare. Compozitia complexa a mediului
DMEM, a influentat interactiunile intermoleculare dintre componentele polimerice, afectand
fidelitatea de printare si evidentiind impactul mediului de solubilizare asupra performantei
formularilor printabile. Evaluarea viabilitatii celulare a evidentiat rezultate favorabile pentru

compozitiile GKC si GKC-GO. Analiza Live/Dead efectuata la o zi post-bioprintare a indicat
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o predominanta clara a celulelor viabile, fara diferente semnificative intre probele reticulate si
cele nereticulate cu genipin. Aceste rezultate confirma faptul cd atdt compozitia formularilor,
cat si parametrii de bioprintare selectati permit conservarea integritatii si viabilitatii celulelor
MG63. De asemenea, procesul de reticulare cu genipin in concentratie de 0,5% nu a indus
efecte citotoxice detectabile, demonstrand compatibilitatea acestui agent de reticulare cu
aplicatiile de bioprintare 3D.

In ceea ce priveste formulirile pe bazi de gelatina, alginat si spirulina, studiul a
evidentiat un rezultat diferit. Utilizarea apei ultrapure ca solvent a permis mentinerea
proprietatilor reologice favorabile bioprintarii, iar ambele formulari investigate au prezentat o
fidelitate de printare ridicatd. Adaosul de spirulind a contribuit suplimentar la imbunatatirea
stabilitatii si acuratetei de printare. Cu toate acestea, stabilitatea pe termen lung a constructelor
s-a dovedit a fi dependenta de compozitie, probele control KA degradandu-se rapid in mediul
de cultura, in timp ce probele continand spirulina si-au mentinut integritatea structurala. In mod
surprinzator, evaluarea viabilitétii celulare la patru zile post-printare pentru formularile AK/sp-
0.5 a evidentiat o predominantd a celulelor moarte, in ciuda utilizarii unor componente
biocompatibile si bioactive. Acest rezultat sugereaza cad viabilitatea celularda nu este
determinatd exclusiv de natura materialelor utilizate, ci este influentata de conditiile de
procesare si de mediul initial de solubilizare. Utilizarea apei ultrapure ca solvent, in absenta
nutrientilor esentiali furnizati de mediul de culturd, precum si solicitdrile mecanice generate n
timpul extrudarii, pot contribui cumulativ la reducerea supravietuirii celulare pe termen mediu.

In ansamblu, diferentele observate intre formulirile investigate subliniazi importanta
alegerii mediului de solubilizare, a temperaturii de procesare si a parametrilor de printare
asupra performantei finale a constructelor bioprintate. De asemenea, studiul confirma ca
strategii aparent benefice din punct de vedere mecanic sau structural pot deveni limitative
atunci cand sunt introduse cerintele biologice. Perspectivele viitoare ale acestei cercetari includ

optimizarea suplimentard a formuldrilor prin ajustarea compozitiei polimerice si a
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concentratiilor, adaptarea parametrilor de bioprintare pentru reducerea stresului mecanic
asupra celulelor si integrarea mediilor de culturd compatibile care sd sustind viabilitatea

celulard pe termen lung.
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111 CAPITOLUL 2.

Sinteza gumei gellan metacrilate
Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.4. Printarea 3D cu formulari printabile 4D si formulari printabile 4D cu celule

111.1.2.1. Introducere

Hidrogelurile au atras un interes semnificativ n domeniul ingineriei tisulare datorita
capacitatii lor de a mima mediul tridimensional al matricei extracelulare native, caracterizat
printr-un continut ridicat de apa, permeabilitate pentru nutrienti si posibilitatea de incapsulare
celularad. Pentru a fi adecvate aplicatiilor biomedicale, aceste materiale trebuie sd indeplineasca
cerinte stricte privind biocompatibilitatea, stabilitatea in conditii fiziologice, proprietatile
mecanice si rata de degradare, parametri care trebuie adaptati in functie de tipul de tesut vizat
[1, 2].

Guma gellan (GG) este un polizaharid anionic de origine microbiand, alcatuit din unitéti
tetrasaharidice repetitive, care formeaza hidrogeluri prin mecanisme de reticulare fizica induse
deja aprobate 1n aplicatii alimentare si farmaceutice, GG a fost propus ca material promitator
pentru ingineria tisulard. Totusi, hidrogelurile de GG reticulate exclusiv ionic prezinta o
stabilitate limitata in mediul fiziologic, unde cationii divalenti pot fi inlocuiti de cationi
monovalenti, conducand la slabirea retelei polimerice si la pierderea integritatii structurale in
vivo [3, 4].

Pentru a depasi aceste limitdri, o strategie frecvent utilizatd constd in modificarea
chimica a lanturilor de gellan gum prin introducerea unor grupari reactive capabile de reticulare
covalentd. Metacrilarea gellanului, realizatd prin reactia gruparilor hidroxil cu anhidrida
metacrilicd, permite obtinerea unui polimer fotosensibil care poate fi reticulat prin

fotopolimerizare. Aceasta abordare oferd un control superior asupra densitatii de reticulare,
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proprietatilor mecanice si comportamentului de umflare si degradare al hidrogelurilor rezultate,
comparativ cu sistemele reticulate exclusiv fizic [5, 6].

Studiile raportate in literaturd arata ca gradul de metacrilare al gellanului influenteaza
direct rigiditatea hidrogelurilor, capacitatea de absorbtie a apei si rata de degradare enzimatica.
Prin combinarea mecanismelor de reticulare fizicd si chimica, se pot obtine hidrogeluri cu
proprietati ajustabile Intr-un interval larg, adecvate pentru diferite aplicatii de inginerie tisulara,
de la tesuturi moi pana la structuri cu cerinte mecanice mai ridicate. Mai mult, aceste
hidrogeluri modificate chimic au demonstrat o bund compatibilitate celulara, sustinand
adeziunea, proliferarea si viabilitatea celulelor in conditii in vitro [7, 8]. Tn acest context, sinteza
gellanului metacrilat reprezinta o etapa esentiald pentru dezvoltarea unor platforme hidrogelice
avansate, cu proprietdti controlabile, destinate aplicatiilor de bioprintare 3D si 4D in domeniul

ingineriei tisulare osoase.

111.1.2.2. Materiale si metode

Activitatea 1. Printarea 3D in conditii speciale de substituenti ososi personalizati.
Subactivitatea 1.4. Printarea 3D cu formulari printabile 4D si formulari printabile 4D cu celule

Materiale utilizate

Guma gellan comerciala, anhidrida metacrilica (MA), membrane de dializa de 14 kDa
si comprimatele cu solutie de tampon fosfat salin (PBS) au fost achizitionate de la Sigma-
Aldrich. Apa distilata si solutia de NaOH au fost preparate in laboratorul nostru.
Sinteza gumei gellan metacrilate

Sinteza gellanului metacrilat (GGMA) a fost realizata in vederea obtinerii unui polimer
fotosensibil, adecvat pentru aplicatii de inginerie tisulara. Procedura experimentald a avut ca
punct de plecare guma gellan comerciala, care a fost supusa unei reactii de metacrilare prin

functionalizarea gruparilor hidroxil cu anhidridd metacrilica, in conditii alcaline controlate.
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Protocolul a fost adaptat din literatura de specialitate [7, 8], cu ajustari privind cantitatile de
reactivi, pentru a corespunde necesitatilor experimentale din laborator.

Initial, 6 g de gellan gum comercial au fost dizolvate Tn 600 mL PBS, utilizand o baie
de apa mentinuta la 90°C, timp de 2 ore, pana la obtinerea unei solutii omogene. Pe parcursul
dizolvarii, pH-ul solutiei a fost monitorizat si ajustat in intervalul 8-8.5 prin addugarea
controlatd a unei solutii de NaOH 5 M, pentru a asigura conditii favorabile reactiei de
metacrilare.

Dupa omogenizare, s-au adaugat treptat, prin picurare, 24 mL de anhidrida metacrilica.
Aceastd etapa a fost insotitd de o tendinta de scadere a pH-ului, motiv pentru care solutia a fost
reajustata periodic cu NaOH 5 M, astfel incat pH-ul sa fie mentinut constant in intervalul 8—
8.5. Reactia de metacrilare a fost lasata sa se desfasoare timp de 3 ore, sub agitatie continud,
conducand la formarea derivatului metacrilat al gellanului, GGMA.

La finalizarea reactiei, procesul de metacrilare a fost oprit prin adaugarea a 200 mL
solutie PBS. Solutia obtinutd a fost supusa ulterior unui proces de purificare prin dializa,
utilizand membrane de 14 kDa. Dializa (Figura 1) a fost realizata timp de 3 zile n apa distilata,
cu Tnlocuirea mediului la fiecare 24 de ore, pentru eliminarea anhidridei metacrilice
nereactionate, a sarurilor si a altor compusi reziduali.

Dupa finalizarea dializei, solutia de GGMA a fost turnata in placute Petri si congelata,
fiind ulterior pregatita pentru procesul de liofilizare. Materialul obtinut sub forma solida va fi
utilizat in etapele experimentale ulterioare.

Dizolvarea gellanului comercial in solutie tampon fosfat salin la temperatura ridicata a
condus la obtinerea unei solutii omogene, fard agregate vizibile, indicand o hidratare completa
a lanturilor polimerice. Mentinerea pH-ului in intervalul 8-8,5 s-a dovedit esentiala pe intreaga
durata a reactiei, atat pentru favorizarea atacului nucleofil al grupdarilor hidroxil asupra

anhidridei metacrilice, cét si pentru prevenirea reactiilor secundare nedorite.
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Figura 1. Dializa solutiei de gellan metacrilat utilizind membrane de 14 kDa in apa distilata

Adaugarea anhidridei metacrilice a determinat o scadere imediata a pH-ului, fenomen
corectat prin ajustari succesive cu solutie de NaOH 5 M. Stabilitatea pH-ului pe durata reactiei
a permis desfasurarea eficienta a procesului de metacrilare, conducand la obtinerea derivatului
GGMA. Oprirea reactiei prin diluare cu solutie PBS a asigurat neutralizarea mediului si
limitarea reactiilor ulterioare.

Procesul de purificare prin dializa, utilizind membrane cu limitd de tdiere a masei
moleculare de 14 kDa, a permis indepartarea eficienta a reactivului nereactionat si a produselor
secundare cu masa moleculard mica. Schimbarea periodicd a mediului de dializa a fost necesara
pentru mentinerea gradientului de concentratie si pentru cresterea eficientei purificarii. Dupa
dializa, solutia de GGMA a prezentat un aspect clar, fara miros specific de anhidrida, sugerand

o purificare adecvata.
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Congelarea si liofilizarea au condus la obtinerea GGMA sub formd solida, usor
manipulabild si adecvata pentru depozitare si utilizare ulterioard. Confirmarea structurala a

functionalizarii chimice poate fi realizata ulterior prin tehnici spectroscopice, precum FTIR sau

RMN, prin evidentierea benzilor caracteristice gruparilor metacrilat.

111.1.2.3.Concluzii

Sinteza gellanului metacrilat a fost realizata cu succes prin metacrilarea gellanului
comercial Tn mediu alcalin, utilizdnd anhidridd metacrilicd ca agent de functionalizare.
Controlul strict al pH-ului si purificarea prin dializa au fost etape critice pentru obtinerea unui
produs final adecvat din punct de vedere chimic. GGMA obtinut prezintd potential pentru
utilizare ca precursor de hidrogeluri fotoreticulabile, fiind compatibil cu aplicatii ulterioare in

ingineria tisulard si procesarea prin tehnici de fabricatie aditiva.
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CONCLUZII GENERALE

Rezultatele obtinute in cadrul raportului stiintific consolidat pentru perioada
octombrie-decembrie 2025 evidentiaza un progres consistent al proiectului REOSTEOMi,
reflectat prin publicarea articolelor anexate, dezvoltarea de biomateriale avansate destinate
regenerdrii osoase $i integrarea rationala a acestora in fluxuri moderne de bioprintare 3D cu
celule, precum si in etape de validare biologica in vitro si in vivo. Activitatile desfasurate
confirmd faptul cd abordarea multidisciplinard adoptata, care combind chimia polimerilor

naturali, nanotehnologia, bioprintarea 3D/4D si evaluarea biologica in vitro i in vivo, permite
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obtinerea unor platforme functionale cu relevanta clinicd potentiald pentru gestionarea
complicatiilor osoase asociate mielomului multiplu.

In ceea ce priveste dezvoltarea scaffoldurilor polimerice, rezultatele demonstreaza in
mod clar ca performanta finald a materialelor este determinata de o corelare fina intre
compozitia formularilor printabile, parametrii de procesare si strategiile de reticulare utilizate.
Studiile sistematice efectuate asupra formularilor pe baza de gelatina, k-caragenan, nanofibre
de celulozd si COOH-GO au aratat ca variatii aparent minore ale temperaturii de lucru sau ale
concentratiei agentului de reticulare pot conduce la modificari majore ale comportamentului
reologic si, implicit, ale procesabilitatii. Fenomenele de gelificare prematura observate in
seturile initiale au evidentiat sensibilitatea sistemului la tranzitiile sol-gel ale k-caragenanului
si la cinetica reactiilor de reticulare chimica induse de genipin. Optimizarea progresiva a
protocolului a permis insa identificarea unei ferestre tehnologice stabile, materializata in setul
5, care a demonstrat o combinatie favorabild intre omogenitate, stabilitate reologicd si
reproductibilitate.

Formularile optimizate reflecta o integrare functionala a componentelor, fiecare avand
un rol bine definit In arhitectura finala a scaffoldului. Gelatina asigura un suport biocompatibil
si biofunctional, cu afinitate pentru adeziunea si proliferarea celulara, k-caragenanul contribuie
la stabilitatea structurald si la mentinerea integritdtii Tn medii apoase, iar nanofibrele de
celulozd consolideaza reteaua polimericd si limiteazd degradarea prematura. Introducerea
oxidului de grafena functionalizat cu grupari carboxil a adus un dublu avantaj, atat prin
imbundtdtirea proprietatilor mecanice si a interactiunilor interfaciale din matrice, cat si prin
furnizarea unei platforme reactive pentru functionalizare bioactiva ulterioara.

Strategiile de reticulare evaluate in cadrul acestei etape au evidentiat importanta alegerii
corecte a mecanismului de stabilizare a retelei polimerice. Comparativ cu reticularea ionica
utilizand tripolifosfat de sodiu, reticularea cu ioni Ca*" s-a dovedit net superioara, generand

punti ionice mai stabile si o structura tridimensionald mai bine organizata, adecvata implantarii.
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Combinarea reticuldrii ionice cu reticularea chimica blanda prin genipin a permis obtinerea
unui echilibru iIntre stabilitate pe termen lung si biocompatibilitate, evitdnd citotoxicitatea
asociata agentilor de reticulare conventionali. Etapele de inghetare si liofilizare au condus la
obtinerea unor structuri poroase bine definite, cu morfologie adecvatd pentru difuzia
nutrientilor si oxigenului, conditie esentiala pentru aplicatiile de inginerie tisulara osoasa.

Evaludrile biologice preliminare in vitro au confirmat ca scaffoldurile dezvoltate sunt
compatibile cu mediul celular si capabile sd sustind viabilitatea si proliferarea liniei celulare
MG-63. Absenta efectelor citotoxice semnificative, chiar si in prezenta unor cantitati reziduale
de genipin, indica stabilitatea chimica a retelei si eficienta etapelor de spalare. Cresterea
densitatii celulare observata dupa trei zile de incubare sugereaza ca materialele nu se limiteaza
la un rol pasiv de suport, ci contribuie activ la crearea unui microambient favorabil
interactiunilor celulare timpurii, aspect relevant pentru etapele ulterioare de osteogeneza.

Din perspectiva validarii in vivo, aceastd etapd marcheaza un pas important prin
tranzitia de la optimizarea materialelor la evaluarea comportamentului acestora Tntr-un sistem
biologic complex. Implantarea scaffoldurilor in modele murine, realizata conform standardelor
etice si metodologice, creeaza premisele pentru obtinerea unor informatii esentiale privind
toleranta locald si sistemicd, integrarea tisulard si raspunsul inflamator. Functionalizarea
scaffoldurilor cu BMP-2 prin legare covalenta folosind chimia EDC/NHS reprezinta un
element cheie al strategiei terapeutice, deoarece permite imobilizarea stabila a unui factor
osteoinductiv major, reducand riscul de difuzie necontrolata si maximizand eficienta locala.
Aceastd abordare deschide posibilitatea coreldrii directe intre datele obtinute in vitro si
performanta biologica in vivo, intr-un cadru experimental controlat.

Un aport semnificativ al acestei etape 1l constituie dezvoltarea platformei digitale pentru
predictia vascozitatii, parametrilor de printare si a scorului de printabilitate pentru hidrogeluri.
Integrarea datelor experimentale reologice cu modele matematice simplificate, dar coerente din

punct de vedere fizic, a permis obtinerea unui instrument capabil sa reproduca tendintele reale
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observate in laborator. Platforma faciliteaza selectia rationala a concentratiilor, temperaturilor
si parametrilor de extrudare, reducand necesitatea ciclurilor empirice extensive si accelerand
procesul de dezvoltare a formuldrilor printabile. Corelatia consistenta dintre valorile
experimentale si cele generate de platforma confirma utilitatea acesteia ca instrument predictiv
preliminar, cu potential de extindere catre alte sisteme polimerice si formulari bioactive.

Mai mult, Tn aceasta etapa au fost investigate mai multe formulari polimerice naturale
destinate bioprintarii 3D si regenerarii osoase, dezvoltate pentru a asigura un echilibru intre
procesabilitate, stabilitate structuralda si compatibilitate biologicd. Formularile pe bazd de
gelatind, k-caragenan, gellan, nanofibre de celuloza si grafend carboxilatd au demonstrat un
comportament reologic adecvat extrudarii si integritate structurala post-printare, n timp ce
variantele optimizate cu gelatind, k-caragenan, nanofibre de celuloza si grafena carboxilatd au
fost adaptate pentru evaluari biologice in vitro si in vivo. In paralel, a fost dezvoltati o
formulare bioactivd pe baza de alginat, k-caragenan si spirulind, in care spirulina a fost
integratd ca agent bioactiv natural, sustinand viabilitatea celulard si extinzand portofoliul de
scaffolduri functionale pentru aplicatii de regenerare osoasd. A fost realizatd de asemenea,
sinteza gelanului metacrilat, Tn vederea extinderii gamei de materiale fotoreticulabile utilizabile
in bioprintare. Functionalizarea gellanului cu grupari metacrilat a permis introducerea unor
situsuri reactive pentru reticulare fotoindusa, oferind un control sporit asupra proprietatilor
mecanice si stabilitatii structurale ale hidrogelurilor obtinute. GGMA obtinut prezinta potential
ca precursor pentru hidrogeluri fotoreticulabile, fiind compatibil cu aplicatii in ingineria
tisulara si cu procesarea prin tehnici de fabricatie aditiva.

Activitdtile de diseminare si protectie a proprietdtii intelectuale, inclusiv depunerea
cererii de brevet si publicarea articolelor stiintifice, confirmd maturitatea si relevanta
rezultatelor obtinute. Integrarea spirulinei ca agent bioactiv intr-o formulare printabild extinde

portofoliul de biomateriale functionale.
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In ansamblu, rezultatele prezentate in acest raport confirma ci obiectivele etapei au fost
atinse si cd proiectul REOSTEOMi se afla pe o traiectorie solida catre dezvoltarea unor
substituenti 0sosi avansati, personalizabili si biofunctionali. Convergenta dintre optimizarea
materialelor, validarea biologica si instrumentele digitale de predictie oferd un cadru integrat
pentru abordarea complexitatii regenerarii osoase in contextul mielomului multiplu. Etapele
urmatoare vor beneficia de baza experimentald si conceptuald construitd Tn aceasta perioada,
permitand aprofundarea studiilor in vivo, corelarea datelor structurale si biologice si avansarea

catre solutii cu potential real de aplicare biomedicala.
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