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Continuand directiile de cercetare dezvoltate in etapele anterioare ale proiectului,
orientate spre obtinerea si caracterizarea unor biomateriale inovatoare cu potential aplicativ in
regenerarea osoasd, etapa actuald urmareste aprofundarea acestor rezultate prin integrarea
tehnologiilor de printare 3D cu celule si prin extinderea evaludrii biologice a scaffoldurilor
dezvoltate. Proiectul REOSTEOMi are ca obiectiv dezvoltarea unor solutii terapeutice
avansate pentru gestionarea complicatiilor osoase asociate mielomului multiplu (MM), o
afectiune complexa a maduvei osoase care afecteaza sever structura si functionalitatea tesutului
0s0s, cu impact major asupra calititii vietii pacientilor. In acest context, proiectul urmareste
dezvoltarea unor substituenti ososi care sa ofere suport structural, stabilitate si un raspuns
biologic favorabil, astfel incat sa poata fi utilizate in strategii moderne de regenerare si reparare
osoasd. Un obiectiv central al acestei etape il reprezintd dezvoltarea unor scaffolduri cu
arhitecturd controlata, adaptate atat pentru evaludri in vitro, cat si pentru validari in vivo. Aceste
structuri sunt concepute astfel incat sa reproducd, intr-o maniera cat mai apropiata,
caracteristicile morfologice si functionale relevante ale tesutului osos si sd ofere un
microambient favorabil pentru mentinerea viabilitatii celulare, adeziunea si proliferarea
celulelor. In acelasi timp, arhitectura lor trebuie si permita difuzia eficienta a nutrientilor si a
oxigenului, aspect esential atat pentru testdrile biologice in vitro, cat si pentru integrarea
tisulara ulterioara in modelele experimentale in vivo. Din aceastd perspectiva, evaluarea
comportamentului celular in contact cu aceste materiale reprezintd un pas esential pentru
anticiparea performantei lor biologice ulterioare.

In cadrul Etapei 11 a proiectului, desfasurati in perioada ianuarie-martic 2026,
activitatile de cercetare au fost orientate spre dezvoltarea si optimizarea unor formulari

polimerice destinate obtinerii de substituenti 0sosi cu celule pentru regenerare osoasa. Au fost



Finantat de
Uniunea Europeana
NextGenerationEU

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

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STIINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

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

MINISTERUL CERCETARI >I » Planul National
NOVARIL §1 DIGITALIZARII de Redresare si Rezilienta

investigate scaffolduri si formulate bio-cerneluri destinate printarii si bioprintarii 3D, pe baza
de alginat, k-caragenan si spirulind, in diferite compozitii si concentratii, cu sau fard osteoblaste
MC3T3-El, acestea fiind ulterior printate si evaluate din punct de vedere al viabilitatii celulare
prin teste de tip Live/Dead. In paralel, au fost initiate si extinse culturile celulare pentru liniile
RPMI 8226, hMSC-BM si MC3T3-E1, necesare pentru evaluarea biologicd a materialelor
dezvoltate si pentru etapele experimentale ulterioare. Totodata, a fost realizata sinteza gelatinei
metacrilate (GeIMA), in vederea obtinerii unui precursor polimeric fotoreticulabil, adecvat
dezvoltarii de hidrogeluri pentru aplicatii de inginerie tisulard. A fost realizata pregatirea
GellanMA si diferite concentratii de GO, prin teste de tip Live/Dead, pentru investigarea
raspunsului celular in contact cu aceste sisteme. In aceeasi etapa, au fost obtinuti substituenti
ososi destinati validarii biologice in vitro si in vivo, in vederea evaluarii potentialului lor pentru
aplicatii In regenerarea osoasa.

Prin rezultatele obtinute, aceastd etapd consolideaza baza experimentald a proiectului si
completeazd in mod direct directiile de cercetare deja dezvoltate in REOSTEOM1, oferind noi
date privind relatia dintre compozitia materialelor, comportamentul lor la printare si raspunsul
biologic asociat. Prin urmare, activitatile de cercetare desfasurate in aceasta etapa sunt integrate
in mod strategic in etapele urmatoare ale planului de realizare al proiectului:

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi

Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi Tn modele de soarece.

- Sinteza de formulari printabile pe baza de alginat si K-caragenan (teste preliminare).

- Experimente de (bio)printare 3D cu celule osteoblaste MC3T3-E1 si formulari printabile pe
baza de alginat si K-caragenan.

- Initierea culturilor celulare pentru liniile RPMI 8226, hMSC-BM si MC3T3-E1.

- Pasaje celulare pentru liniile RPMI 8226, hMSC-BM si MC3T3-El.

- Sinteza gelatinei metacrilate.
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- Pregatirea culturii celulare MG 63 pentru realizarea experimentelor de biocompatibilitate a
structurilor din GelMA, GellanMA si diferite concentratii de GO, prin testare Live/Dead.

- Obtinerea de substituenti ososi pentru validare in vitro si in vivo pentru reticulare cu ion bem
(la puteri de 2 eV si 10 eV).

- Pregatirea si suplimentarea mediilor de culturd celulard cu ser fetal bovin, penicilind—
streptomicina si factori de crestere, pentru initierea liniilor celulare MC3T3-E1, hMSC-BM si
RPMI 8226.

- Elaborarea capitolului ”Commonly used algorithms” pentru articolul review draft ”Advances
in Artificial Intelligence for 3D Printing Tissue Regeneration: A State-of-the-Art Review".

- Elaborarea articolului tip review-,,Multiple Myeloma and Osteosarcoma through in silico
lens, an era of adapting and learning systems” si inaintarea cdtre publicare la revista
International journal of molecular sciences cu factor de impact 4.9.

- Elaborarea capitolului ”Bioprinting for tissue engineering” pentru articolul review draft
”Advances in Artificial Intelligence for 3D Printing Tissue Regeneration: A State-of-the-Art
Review". Participarea la experimente de modificare a gelatinei cu grupari metacrilice
(GelMA).

- Elabotrarea si inaintarea abstractului cu titlul ”Recent Progress in AI-Driven 3D (Bio)Printing
for Tissue Engineering” catre AI4X - Accelerate Conference 2026.

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

- Sinteza de formulari printabile pe baza de alginat, K-caragenan si spirulina .

- Experimente de (bio)printare 3D cu celule osteoblaste MC3T3-E1 si formulari printabile pe
baza de alginat, K-caragenan si spirulina.

-Elaborarea articolului de tip review intitulat: Photophysical and quenching principles
governing fluorescence-based (nano)biosensors: materials, mechanisms, and analytical

performance, si inaintarea spre publicare catre jurnalul Light: Science& Application cu factor
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de impact 23.1.

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

- Prelucrarea rezultatelor obtinute in urma sintezei de scaffolduri din formulari printabile pe
baza de alginat si K-caragenan adecvate pentru (bio)printare 3D cu celule osteoblaste MC3T3-
El.

- Prelucrarea rezultatelor obtinute in urma experimentelor de bioprintare 3D utilizand formulari
printabile pe baza de alginat, K-caragenan si spirulind cu celule osteoblaste MC3T3-EI.

- Redactarea lucrarii stiintifice de tip brevet ce are la baza studiile, analizele, si experimentele
pe bioprintare cu formuldri printabile pe baza de alginat si K-caragenan adecvate pentru
(bio)printare 3D cu celule osteoblaste MC3T3-E1.

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

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

- Analiza scaffoldurilor obtinute din formulari printabile pe baza de alginat si K-caragenan
adecvate prin (bio)printare 3D cu celule osteoblaste MC3T3-E1.

- Analiza scaffoldurilor obtinute in urma experimentelor de bioprintare 3D utilizand formulari
printabile pe baza de alginat, K-caragenan si spirulina cu celule osteoblaste MC3T3-E1.

- Analiza structurilor din GelMA, GellanMA si diferite concentratii de GO, prin testare
Live/Dead.

- Elaborarea cover letter-ului si a raspunsului catre editor si recenzenti, care detaliaza
modificarile si clarificrile aduse manuscrisului ,Nanostructural Modulation of
GelMA/GellanMA 3D Printed Scaffolds by Graphene Oxide: Implications for Printability and
Cellular Response”, In vederea publicarii in jurnalul Materials Today Advances cu fact de

impact 8.0.
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PARTEA 1
I.1. CAPITOL 1

I.1. Sinteza de formulari printabile pe baza de alginat si K-caragenan

adecvate pentru (bio)printare 3D cu celule osteoblaste MC3T3-E1

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

a custilor ADN la nivel sistemic in modele de soarece BALB/c cu MM indus
Subactivitatea 3.3. Investigarea in vivo a inducerii formarii de tesut osos in soareci osteoporotici de
catre factorii terapeutici rezultati din Activitatile 1 si 2.
Subactivitatea 3.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 3.
I.1.1. Introducere

Printarea 3D reprezintd o tehnologie de fabricatie aditivd care permite realizarea de
structuri tridimensionale complexe prin depunerea controlata strat cu strat a materialelor, pe
baza unor modele digitale. O extensie importanta a acestei tehnologii este bioprintarea 3D, care
implica utilizarea de bio-cerneluri ce contin materiale biocompatibile si celule vii, cu scopul
de a crea structuri biomimetice pentru aplicatii in ingineria tisulard, medicina regenerativa si
studiul in vitro al tesuturilor [1].

In contextul bioprintirii, selectia materialelor joaci un rol esential in asigurarea

.....

biopolimer natural derivat din alge brune, larg utilizat in Dbioprintare datorita

.....

acestea, alginatul prezintd limitari legate de proprietatile mecanice si de lipsa motivelor de

adeziune celulard [2]. K-caragenanul, un alt biopolimer natural extras din alge rosii, este



Finantat de NERY, o " z
Uniunea Europeana - @ B GRS BIC AL ARG >I = Planul Nat,'onal. =
NextGenerationEU QXY de Redresare si Rezilienta

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

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

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STIINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

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

apreciat pentru capacitatea sa de a forma geluri stabile, pentru rigiditatea structurala si pentru
proprietdtile sale reologice favorabile proceselor de printare [3].

Combinarea alginatului de sodiu cu K-caragenanul reprezintd o strategie promitatoare
pentru obtinerea unor bio-cerneluri cu proprietati imbunatatite. Sinergia dintre cei doi polimeri
permite ajustarea vascozitatii, a comportamentului reologic si a stabilitatii mecanice a
suporturilor printate, contribuind totodata la o mai bun fidelitate geometrica. In acest context,
pregelifierea alginatului inainte de procesul de bioprintare este deosebit de importanta,
deoarece permite cresterea vascozitatii si obtinerea unui comportament pseudoplastic adecvat,
esential pentru extrudarea controlata si mentinerea formei structurilor depuse [4].

Dupa procesul de bioprintare, stabilizarea finald a structurilor se realizeaza prin
gelifiere ionica, cel mai frecvent utilizand clorura de calciu (CaCl.). lonii de calciu joaca un
rol esential in formarea legaturilor ionice intre lanturile de alginat, conducand la obtinerea unei
retele tridimensionale stabile. Concentratia si timpul de expunere la solutia de CaCl:
influenteaza direct proprietdtile mecanice, porozitatea si stabilitatea hidrogelului, avand un
impact semnificativ asupra mediului celular incapsulat [5].

In ceea ce priveste componenta biologici, linia celulari MC3T3-El, derivati din
osteoblaste precursoare, este frecvent utilizata ca model in vitro pentru studiul osteogenezei si
al regenerarii osoase. Integrarea celulelor MC3T3-E1 in formulari printabile pe baza de alginat
pentru aplicatii Tn ingineria tesutului osos [6]. Astfel, dezvoltarea si caracterizarea unor bio-
cerneluri adecvate pentru bioprintarea 3D a celulelor osteoblastice reprezintd un pas important
in directia obtinerii unor suporturi biomimetice functionale.

1.1.2. Materiale si sinteza

1.1.2.1. Materiale
Alginatul de sodiu (A), K-caragenanul (K) si clorura de calciu (CaClz) au fost
achizitionate de la Sigma-Aldrich. Linia celulara MC3T3-E1 a fost achizitionatd de la Cytion,
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Cell Line Service (CLS; Eppelheim, Germany) si mentinuta prin pasaje succesive, asa cum s-
a detaliat n rapoartele anterioare. Mediul de culturda Alpha-Minimum Essential Medium (a-
MEM), serul fetal bovin (FBS), penicilina-streptomicina (P-S), colorantul Albastru Tripan,
tripsina si pachetele pentru obtinerea solutiei saline cu fosfat (PBS) au fost furnizate de Thermo
Scientific. Mediul de culturd complet suplimentat a fost obtinut prin adiaugarea unei
concentratii de 10% FBS si 1% P-S, iar PBS-ul a fost sterilizat prin utilizarea unui filtru de 0.2

pm.
1.1.2.2. Sinteza formularilor printabile acelulare si procesul de printare 3D

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi

Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi in modele de soarece.

In scopul evaludrii capacititii de printare 3D, s-a optimizat compozitia formularii
printabile acelulare, sintetizindu-se mai multe amestecuri polimerice pe bazd de alginat de
sodiu si K-caragenan (AK), in care s-au variat fie concentratia de A, fie concentratia de K, fie
cea de CaClz din etapa de pregelifiere, fie raportul masic dintre cei doi polimeri, conform

tabelului 1.

Tabelul 1. Codificarea probelor, concentratiile solutiilor utilizate si optimizarea parametrilor

de printare

Lungime x

Raportul Conc. <5 Presiune -
Cod formulare Conc. | Conc. masic CaCL* Ifrz:;;lt?rerl: de V;tieilz;f:
A (%) K (%) @ dintre Asi pregelifiere ’ extrudare p 1
’ (mm X mm X (mm s™)
K (%) (kPa)
mm)
5A2K21-0.3 5.0 2.0 2/1 0.3 80-90 6-7
3A2K21-0.3 3.0 2.0 1/2 0.3 70 — 80 9-10
3A2K11-0.3 3.0 2.0 1/1 0.3 75 9
10 x 10 x 1
3A2K11-0.2 3.0 2.0 1/1 0.2 50-60 8—10
1.5A1.5K11 1.5 1.5 /1 0.0 85-90 10-12
1.5A1.5K11-0.1 1.5 1.5 /1 0.1 75 -80 6
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* raportat la volumul solutiei

Metoda de obtinere a formuldrilor printabile acelulare detaliate in tabelul 1 a presupus
amestecarea celor doud solutii de polimeri (care au fost solubilizati in volume de apa separate)
in rapoarte bine stabilite. Solubilizarea separata a celor doi polimeri s-a realizat astfel: alginatul
de sodiu (1.5 — 5.0%) a fost dizolvat intr-o solutie apoasa cu concentratii mici de CaCl2 (0.1 —
0.3%) sub agitare magnetica timp de o ord, pe o baie de apa incalzitd la 60°C, in timp ce K-
caragenanul s-a solubilizat in apa ultrapura cu agitare magnetica viguroasd timp de aproximativ

o ord, pe o baie de apa incalzita la 80°C (figura 1).

Figura 1. a) Cartusul de 3 mL prevazut in partea superioara cu piston si in partea inferioara

cu ac metalic de 330 um, incarcat cu formularea printabild SA2K21-0.3; b) Cartusul prevazut
cu toate accesoriile montat la capatul de printare cu dispersare directd a bioimprimantei 3D

Discovery; ¢) Procesul de printare 3D a suportului SA2K21-0.3.

Formularile astfel obtinute au fost turnate in cartuse de 3 mL prevazute cu ac metalic

cu diametru interior de 330 um si mentinute in frigider, la temperatura de 3°C timp de 30
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minute, ulterior putand fi utilizate in procesul de printare 3D, dupa ce parametrii de printare au
fost in prealabil atent optimizati (tabelul 1). Procesul de printare 3D s-a realizat prin depunerea
materialului in manierd strat cu strat pe o lama de sticla, sub actiunea presiunii pneumatice,
utilizand echipamentul de printare 3D Discovery (RegenHU, Villaz-St-Pierre) si software-ul
BioCAD care a generat protocolul de printare sub forma codului G. Probele printate 3D au fost
supuse unei gelifieri ionice prin imersarea acestora intr-o solutie apoasa de 2% CaCl., unde au
fost mentinute timp de 10 minute. Ulterior, probele au fost spalate cu apa ultrapurd pentru a

indeparta ionii de Ca** nereactionati, putand fi utilizate in analizele urmatoare.
1.1.2.3. Sinteza formularilor printabile celulare

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi 1n modele de soarece.

In scopul evaluirii capacititii de bioprintare in prezenta celulelor osteoblaste MC3T3-
El, s-au sintetizat doua formulari polimerice pe baza de alginat de sodiu si K-caragenan in care
s-a variat raportul masic dintre cei doi polimeri. 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 radiatii UV timp de 30 de minute pe fiecare
suprafata. Metoda de obtinere a formularilor printabile a presupus solubilizarea separata a K-
caragenanului si a alginatului 1n solutie apoasa cu 0.3% CaClz, timp de o orad (figura 2 a);
solubilizarile au avut loc pe bdi de apa incalzite la 80°C pentru solutia de K-caragenan,
respectiv la 60°C pentru solutia de alginat, apoi solutiile astfel obtinute s-au amestecat in
rapoarte bine stabilite pentru a obtine formularile SA2K21-0.3 si 5A2K12-0.3 (figura 2 b).
Codificérile si concentratiile utilizate sunt prezentate in tabelul 2. Probele printate au fost
supuse unei gelifieri ionice prin imersare intr-o solutie de 2% CaClz, unde s-au mentinut timp

de 10 minute.
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Figura 2. a) Solubilizarea alginatului, respectiv a K-caragenanului pe bai de apa incalzite;

b) Sinteza formularilor pe baza de alginat si K-caragenan omogenizate in rapoarte masice
diferite pentru printarea 3D; ¢) Inliturarea mediului de culturd vechi pentru desprinderea
celulelor; d) Transferarea suspensiilor celulare in tub de centrifuga pentru sedimentarea
celulelor; e) Celulele MC3T3-E1 inainte de insamantarea in formularea printabila; f) Tubul
cu continut de colorant Albastru Tripan folosit pentru numararea celulelor; g) Camera de
numarare Neubauer pentru determinarea numarului de celule; h) Imagine optica cu celulele

MC3T3-E1 in camera de numarare.
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Tabelul 2. Parametrii de bioprintare 3D a formularilor celulare.

Conc.  Raport Lungime x
Conc. Conc. o . A
. K- ul Latime x Presiune de Viteza de
Cod Alginat . CaCL* PN Tempera .
caragen  masic . Inaltime o extrudare printare
formulare (A) . pregelifiere tura (°C) 1
(%) an (K) dintre (%) (mm X mm X (kPa) (mm s™)
(%) AsiK mm)
5A2K21 5 2 2/1 0.3 25 50-80 10-12
5A2K21 5 2 2/1 0.3 10x10x1 | 55,apoi4 75 - 80 7-10
5A2K12 5 2 12 0.3 4 75 -85 6-38

* raportat la volumul solutiei
1.1.2.4. Pregatirea suspensiei celulare si insaiméantare in formularile printabile

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

Pentru fiecare compozitie destinata bioprintdrii s-a utilizat o culturd celulara MC3T3-
E1l cultivatd intr-un flacon de 75 cm? pana la atingerea unei confluente avansate (90-95%).
Pentru pregatirea suspensiei celulare s-a inlaturat mediul de culturd din fiecare recipient (figura
2 ¢) si s-a spalat cu cate 5 mL PBS de doua ori in scopul elimindrii complete a mediului de
culturd vechi. Pentru a desprinde celulele aderente, s-au adaugat cate 2 mL tripsind si s-au
incubat recipientele Tn 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 centrifugd (figura 2 d).
Centrifugarea s-a realizat la 1300 rpm timp de 3 minute, urmatd de eliminarea supernatantului
si addugarea a 200 pL. mediu suplimentat. Determinarea numdrului de celule continut s-a
realizat prin adaugarea intr-un tub Eppendorfa 10 pl suspensie celulara alaturi de 10 pl colorant
Albastru Tripan, din care s-au addugat cateva picaturi in hemocitometru (camera de numarare
a celulelor) si numararea celulelor (figura 2 f, g, h). S-a ales insamantarea unei densitatii

celulare de 8 x 10° celule/formulare. Incorporarea celor 200 uL mediu cu continut de celule in
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formularile printabile (figura 2 e) s-a efectuat in conditii blande de agitare magnetica pentru a
minimiza stresul mecanic, obtinandu-se un amestec omogen cu proprietdti reologice adecvate
pentru procesul de bioprintare 3D. Formularea printabila cu celule a fost transferata intr-un
cartus steril de 3 mL, prevazut cu un ac metalic steril, protejat de un varf de micropipeta pentru

a reduce riscul contaminarii.
1.1.2.5. Bioprintarea 3D in conditii aseptice

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

Fiecare cartus umplut cu formularea printabila ce contine celule a fost transferat in
bioimprimanta 3D BIO X6, a carei incinta a fost in prealabil curatata si dezinfectata cu o solutie
de etanol 70% si sterilizata utilizand radiatii UV timp de 30 de minute (figura 3), inaintea
testarii fiecarei formulari printabile, pentru a garanta sterilizarea procesului. Bioprintarea 3D
s-a realizat direct in placi cu godeuri sterile, la temperatura de 25°C, respectiv 4°C, pentru care
s-au selectat ace sterile cu un diametru interior de 330 um. Modelul ales a corespuns unui patrat
cu dimensiunile de 10 x 10 x 1 mm (3 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 in parte, astfel incat sa se asigure formarea bio-structurilor printate
fara afectarea viabilitatii celulare. Intervalele de valori ale parametrilor de printare utilizati sunt
ilustrate in tabelul 2. Pentru reticularea structurilor bioprintate, s-a ales o strategie de gelifiere
ionici, utilizand ioni de Ca?*. Astfel, structurile bioprintate au fost transferate in hota cu flux
laminar vertical, unde au fost initial imersate in solutia de 2% CaClz timp de 10 minute si apoi
in a-MEM suplimentat cu o concentratie de 10 mM CaClz, unde au fost lasate la incubat in

conditii standard pentru 24 de ore.
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Figura 3. Sterilizarea bioimprimantei 3D BIO X6 inainte de bioprintarea formularilor.
1.1.2.6. Analiz a viabilitatii celulare prin Live/Dead

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 3.
Viabilitatea celulard a fost evaluata dupd 1, 2, 3 si 7 zile de incubare a probelor

bioprintate in a-MEM suplimentat cu 10 mM CaClz prin aplicarea testului calitativ Live/Dead.
Din fiecare godeu a fost scos mediul de culturd, iar fiecare proba a fost spalata 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 preparatd prin adaugarea a 5 uLL calceind AM
s1 20 pL etidium homodimer-1 in 10 mL PBS. Din solutia astfel preparata s-au adaugat cate 2
mL in fiecare godeu si s-au incubat placile in conditii de intuneric, 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 suplimentat cu 5 mM CacCl: in fiecare godeu, pentru
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a permite vizualizarea probelor marcate cu ajutorul microscopului cu fluorescentda DMIL LED

Fluo cu sistem DFC450-C (Leica, Germany).
I.1.3. Rezultate si discutii
I.1.3.1. Optimizarea sistemului si a timpului de gelifiere ionica

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi in modele de soarece.
Subactivitatea 3.3. Investigarea in vivo a inducerii formarii de tesut osos in soareci osteoporotici de
catre factorii terapeutici rezultati din Activitatile 1 si 2.
Gelifierea ionicd a suporturilor printate 3D cu formularea 5SA2K21-0.3 a fost evaluata

utilizand solutii apoase de CaClz cu concentratii cuprinse intre 2 — 4% pentru timpi de expunere
intre 10 — 30 minute (tabelul 3). Analiza comparativa a proprietdtilor structurale obtinute a
indicat rezultate similare intre conditiile testate, fara diferente semnificative in stabilitatea si

integritatea suporturilor.

Tabelul 3. Conditiile de gelifiere ionicd cu Ca** a suporturilor printate 3D.

Concentratia
de CaClz
A 10 minute 20 minute 30 minute

Timpul

de

expunere
CaCl, 2% (m/v) v v v
CaCl, 3% (m/v) v v v
CaCl, 4% (m/v) v v v

Avand in vedere aceste observatii, a fost selectatd conditia de CaCl> 2% pentru 10
minute, reprezentand cea mai blandd combinatie dintre cele evaluate, suficientd pentru
obtinerea gelifierii ionice dorite. Aceasta alegere a fost realizata in acord cu principiul reducerii

expunerii la concentratii ionice ridicate si timpi prelungiti, In special in contextul studiilor
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ulterioare care implica Inglobarea de celule osteoblaste, unde concentratii crescute de Ca?* sau
timpi de expunere mai mari pot afecta negativ viabilitatea celulara si functionalitatea biologica

a materialului printat.
1.1.3.2. Analiza stabilititii in vitro in diferite medii a suporturilor acelulare printate 3D

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi

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

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

Stabilitatea in vitro a suporturilor printate 3D acelulare provenite din formularea
codificata SA2K21-0.3, a fost evaluatd in conditii care imitd mediul fiziologic, utilizdnd o
solutie de PBS cu pH 7.4, 1a 37°C (figura 4). Imediat dupa imersarea probelor in acest mediu,
s-a observat o pierdere rapidd a integritatii structurale, manifestatd prin dezintegrarea
structurilor incd din primele 5 minute de incubare. Acest comportament poate fi atribuit
fenomenului de schimb ionic dintre ionii Ca®" implicati in gelifierea alginatului si ionii

monovalenti (Na") prezenti in PBS.

Gelifiere ionica

10 min{20 min}30 min.

CaCl2 2%

CaCls 3% |
CaCls 4%

Figura 4. Evaluarea stabilitatii suporturilor acelulare printate 3D codificate SA2K21-0.3 in

PBS pH 7.4 1a 37°C, dupa a) 5 minute, b) 15 minute, ¢) 30 minute.
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Pentru a permite evaluarea stabilititii pe termen mai lung, mediul de incubare a fost
schimbat cu o solutie Tris 10 mM, in care suporturile printate si-au mentinut integritatea
structurala si stabilitatea pe intreaga durata a experimentului de 7 zile. De asemenea, stabilitatea
probelor a fost analizatd si in mediul de cultura a-MEM; totusi, prezenta ionilor de Na* in acest
sistem a condus la un comportament similar celui observat in cazul PBS-ului, datorat aceluiasi

mecanism de schimb ionic, rezultand compromiterea stabilitatii structurilor printate.

in vederea reducerii fenomenului de schimb ionic, mediul de culturd a-MEM a fost
suplimentat cu CaClz In concentratii de 2 mM si 4 mM, insd acestea nu au fost suficiente pentru
a preveni degradarea structurilor printate. In schimb, utilizarea unui mediu a-MEM completat
cu 10 mM CaClz a condus la mentinerea integritatii si a stabilitdtii structurale a probelor

printate pe parcursul mai multor zile de incubare.
1.1.3.3. Evaluarea printabilitatii formularilor polimerice acelulare

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi

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

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

Printabilitatea formularilor polimerice pe baza de alginat si K-caragenan cu concentratii
diferite de alginat, K-caragenan si CaClz in etapa de pregelifiere, dar si cu rapoarte masice
variate ntre cei doi polimeri, a fost evaluata din punct de vedere calitativ, analizand morfologia
filamentului depus, ludnd in considerare atat omogenitatea si uniformitatea diametrului
filamentului, cat si continuitatea extrudarii si capacitatea de mentinere a fidelitatii geometrice
dupd depunerea materialului pe lame de sticld atat intr-un singur strat, cat i in 5 straturi (figura

5).

Dintre toate formularile printabile testate, formularea SA2K21-0.3 a prezentat cea mai
buna printabilitate si a fost consideratda optima din punct de vedere al mentinerii fidelitatii

formei dupa printare, odata cu cresterea in inaltime a suportului printat (cresterea numarului de
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straturi), fiind caracterizata prin omogenitatea, continuitatea si uniformitatea filamentului dupa
depunerea acestuia pe suportul de sticla. Aceastd formulare a permis un echilibru optim intre
proprietdtile reologice necesare extrudarii si stabilitatea structurald necesard pastrarii formei
printate. Performanta superioara a formularii SA2K21-0.3 poate fi atribuita unui raport optim
intre concentratia de alginat si concentratia de CaCl. utilizata in etapa de pregelifiere, care a
condus la formarea unei retele polimerice partial reticulate, suficient de stabild pentru

mentinerea formei, dar suficient de fluida pentru a permite extrudarea continua.

In schimb, formularile cu concentratii mai mici de alginat si de CaCl> (3A2K11-0.3,
3A2K21-0.3,3A2K11-0.2, 1.5A1.5K11, 1.5A1.5K11-0.1) au prezentat o printabilitate redusa,
manifestatd prin filamente discontinue, neomogene si neuniforme. Acest comportament se
poate explica printr-o gelifiere necontrolata si neuniforma, determinata de difuzia rapida si
localizati a ionilor Ca?" in matricea polimerici. La concentratii reduse de alginat, densitatea
lanturilor polimerice este insuficientd pentru formarea unei retele tridimensionale continue,
ceea ce conduce la zone cu gelifiere excesiva locala si zone slab gelifiate. Acest dezechilibru
determind aparitia unor agregate pregelifiate, care afecteaza fluxul materialului prin acul de
printare si duc la extrudare discontinud si neuniforma. Asadar, rezultatele indica faptul ca
printabilitatea este guvernatd nu doar de prezenta agentilor de gelifiere, ci si de controlul
cineticii de gelifiere. Formularea SA2K21-0.3 asigura un compromis optim intre stabilitate si
extrudabilitate, in timp ce formuldrile cu concentratii mai mici suferd de gelifere neuniforma si

proprietati reologice neadecvate procesului de printare.
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| strat 5 straturi

5A2K21-0.3

3A2K11-0.3

3A2K21-0.3

3A2K11-0.2

1.5A1.5K11

1.5A1.5K11-O.1.

Figura 5. Evaluarea calitativa a printabilitatii formularilor polimerice acelulare depuse pe

suporturi de sticla In 1 si 5 straturi.
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1.1.3.4. Bioprintarea formularilor pe baza de alginat, K-caragenan si celule MC3T3-E1

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi

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

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

Compozitiile pe baza de alginat si K-caragenan 1n diverse rapoarte masice au fost testate
anterior pentru validarea proprietatilor reologice si a fidelitdtii formei la printare. Rezultatele
obtinute au validat compatibilitatea pentru utilizarea acestora in aplicatii de bioprintare 3D.
Ambele formulari, SA2K21 si 5A2K12, au fost incarcate in cartuse de printare dupd adaugarea
celulelor in compozitie. In figura 6 a) se pot observa cele doui cartuse continand formularile
printabile cu celule, care au fost montate pe rand in bioimprimanta 3D BIO X6 (figura 6 b).

In cazul formularii SA2K21, in timpul procesului de bioprintare la temperatura de 25°C,
viteza a variat intre 10 — 12 mm s’ iar presiunea de extrudare a fost oscilata intre 50 — 80 kPa,
pentru determinarea parametrilor optimi. Cu toate acestea, s-au Inregistrat dificultati in
obtinerea unei fidelitati de printare, asa cum se poate observa in figura 6 c), cel mai probabil
din cauza fluiditatii crescute a materialului induse de temperatura de printare de 25°C, care
determina colapsarea straturilor printate.

In continuare, se observi ci printarea aceleiasi formulari, SA2K21, dar riciti la 4°C, a
condus la o printabilitate si fidelitate geometricad superioare comparativ cu 25°C. Acest
comportament este atribuit gelifierii termice partiale a K-caragenanului la temperaturi scazute,
care determind o crestere a vascozitatii si a modulului elastic al materialului imediat dupa
extrudare, ceea ce a impus utilizarea unor presiuni mai ridicate (75 — 80 kPa) si viteze de
printare mai scidzute (7 — 10 mm s™'). Stabilizarea rapidd a filamentului reduce colapsul
structural si fuziunea intre straturi, ducand la o reproducere mai precisd a geometriei
structurilor printate. Desi temperaturile scazute pot induce stres celular pe termen lung, in cazul
de fatd expunerea a fost limitata la etapa de printare, permitand obtinerea unui compromis

favorabil intre printabilitate si viabilitate celulara.
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5A2K21 -4°C 5A2K21 -25°C

SA2K12 -4°C

Figura 6. Bioprintarea formularilor pe baza de alginat, K-caragenan si celule MC3T3-E1. a)
Cartusele continind cele doua formulari insdmantate cu celule; b) Procesul de bioprintare a
formularii n placa cu godeuri sterile; ¢) Probele bioprintate cu cele doua formulari variind

temperatura cartusului.
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Pentru formularea 5A2K12, cu o proportie crescutd de K-caragenan, bioprintata la 4°C,
au fost necesare presiuni de extrudare usor mai ridicate (75 — 85 kPa) si viteze de printare mai
reduse (6 — 8 mm s!). Explicatia consti in faptul cd K-caragenanul formeazi rapid structuri
helix-helix, iar cresterea fractiei sale amplificd gelifierea termicd partiala deja prezenta in
sistem. Astfel, materialul prezintd o recuperare structurala foarte rapida dupa extrudare,
favorabila fidelitatii geometrice, dar care necesita parametri de printare mai conservatori pentru

a evita discontinuitati ale filamentului.
I.1.3.5. Analiza calitativa a viabilitatii celulare utilizind testul Live/Dead

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi

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

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

Evaluarea viabilitatii celulare a celor 2 seturi de formuldri prin testul calitativ
Live/Dead s-arealizatla 1, 2, 3 si 7 zile de incubare dupa bioprintare, dupa ce mediul de cultura
a fost schimbat la 2 zile pentru mentinerea viabilitatii celulare. Imaginile optice obtinute sunt
prezentate in Figura 7.

Analiza viabilitdtii celulare a evidentiat diferente semnificative intre formularea
5A2K21 bioprintatd la 25°C si apoi la 4°C. Pentru probele bioprintate la 25°C, analiza
imaginilor optice obtinute indicd o viabilitate celulara relativ echilibrata in primele 2 zile.
Totusi, la intervale de timp mai Indelungate (zilele 3 si 7), se evidentiaza o crestere progresiva
a proportiei de celule moarte, evidentiate prin coloratie rosie, in detrimentul celor viabile
colorate in verde, concomitent cu o reducere a populatiei de celule vii. Avand in vedere
compozitia formularii, care include exclusiv polimeri biocompatibili, este putin probabil ca
viabilitatea celulard redusa sa fie atribuitd unui efect citotoxic intrinsec al materialului. In

schimb, acest rezultat poate fi asociat cu utilizarea apei ultrapure ca mediu de solubilizare, in
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detrimentul unui mediu de culturd complet, precum a-MEM, pentru mentinerea functiilor
celulare.

In schimb, in cazul bioprintarii formularii SA2K21 la 4°C, scaderea drastica a
viabilitatii celulare observata incd din prima zi de incubare poate fi corelatd cu expunerea
tranzitorie si neintentionata la temperaturi de 55°C, survenita ca urmare a unei cresteri termice
necontrolate a echipamentului de bioprintare, care a inclus si cartusul ce continea celulele.
Aceastd variatie de temperatura a reprezentat un factor experimental neplanificat, care a condus
la stres termic celular, cunoscut pentru impactul negativ asupra integritdtii si functionalitatii
celulare. Testul Live/Dead nu s-a putut efectua decat la o zi dupad bioprintare, deoarece
marcarea fluorescenta a indicat o preponderenta a celulelor neviabile pentru proba SA2K21 —
4°C, inca din prima zi de incubare.

Imaginile optice obtinute prin marcare Live/Dead a probei bioprintate SA2K12 la 4°C
indica o predominanta clard a celulelor viabile, in timp ce un numar extrem de redus de celule
neviabile, a fost observat in probele analizate. Aceste rezultate sugereaza ca atat compozitia,
cat si parametrii selectati pentru procesul de bioprintare, inclusiv temperatura de 4°C, permit
mentinerea unei viabilitati celulare ridicate in primele 2 zile de incubare. Totusi, se observa o
scadere progresiva a viabilitatii celulare incepand cu ziua 3, care poate fi asociata cu densitatea
crescuta si rigiditatea matricei, ce pot limita difuzia nutrientilor si a oxigenului si pot induce
stres mecanic asupra celulelor osteoblaste MC3T3-El. In plus, caracterul bioinert al
hidrogelului, lipsit de motive de adeziune celulara, precum si absenta degradarii si remodelarii

matricei pot contribui la diminuarea progresiva a supravietuirii celulare pe termen mediu.
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1z

2 zile

3 zile

7 zile

Figura 7. Imaginile de microscopie de fluorescenta obtinute la 1, 2, 3 si 7 zile de incubare,
prin marcarea Live/Dead a probelor pe bazé de alginat, K-caragenan si celule osteoblaste

MC3T3-El (verde - celule vii; rosu — celule moarte; scala de 200um).

24



Finantat de
Uniunea Europeana
NextGenerationEU

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

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STIINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

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

MINISTERUL CERCETARI >I » Planul National
NOVARIL §1 DIGITALIZARII de Redresare si Rezilienta

1.1.4.Concluzii

Prezentul studiu a avut ca obiectiv dezvoltarea, optimizarea si evaluarea unor formulari
printabile acelulare si celulare, cu continut de celule osteoblaste MC3T3-E1, destinate
(bio)printarii 3D, avand in vedere atat proprietatile reologice si caracteristicile de fidelitate la
printare si stabilitate Tn diferite medii, cat si mentinerea stabilitatii si a viabilitatii celulare post-
printare. Prin investigarea mai multor compozitii polimerice, bazate pe combinatia dintre
alginat si K-caragenan in diverse concentratii si rapoarte, studiul evidentiaza provocdrile
asociate (bio)printarii 3D si importanta echilibrului dintre proprietatile fizico-chimice ale
materialelor si compatibilitatea biologica.

Optimizarea procesului de gelifiere ionicd a demonstrat ca utilizarea unei solutii de
CaCl2 2% pentru un timp de expunere de 10 minute reprezintd o conditie adecvata pentru
stabilizarea suporturilor printate, asigurand integritatea hidrogelului fara a supune materialul
unor conditii ionice excesive. Aceastd abordare este deosebit de relevantd in contextul
bioprintdrii celulare, unde mentinerea unui mediu cit mai bland este esentiald pentru
conservarea viabilitatii celulelor osteoblaste inglobate in matricei polimerica.
solutiei Tris 10 mM ca mediu de incubare permite mentinerea integritatii structurale a
structurilor printate pe o perioada de cel putin 7 zile. In ceea ce priveste printabilitatea,
formularea 5SA2K21-0.3 s-a remarcat ca fiind optimd, prezentand o fidelitate geometrica
superioard, o bund omogenitate si continuitate a filamentului, precum si o stabilitate crescuta
odata cu cresterea numarului de straturi printate.

In cazul formularilor celulare, sciderea temperaturii de printare la 4°C a condus la o
imbunatatire semnificativa a printabilitatii si a fidelitdtii geometrice, efect atribuit gelifierii
termice partiale a K-caragenanului.

Rezultatele testului Live/Dead au indicat o viabilitate ridicata a celulelor osteoblaste

MC3T3-El in primele 2 zile post-bioprintare, urmata de o scadere progresiva, probabil asociata
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cu densitatea si rigiditatea matricei hidrogelului. In ansamblu, rezultatele obtinute sustin
potentialul formularilor pe baza de alginat si K-caragenan pentru aplicatii de bioprintare 3D,
subliniind totodatd necesitatea optimizarii suplimentare a compozitiei si a proprietatilor
matricei pentru mentinerea viabilitatii celulare pe termen mai lung.
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1.2. CAPITOL 2

I.2. Initierea culturilor celulare pentru liniile RPMI 8226, hMSC-BM si
MC3T3-E1

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

1.2.1. Introducere

Initierea si mentinerea liniilor celulare reprezintd etape critice in cercetarea
biomedicala, iar succesul acestora depinde in mod direct de respectarea stricta a protocoalelor
experimentale si a reglementarilor de lucru aseptic. Tehnica aseptica are rolul de a preveni
contaminarile microbiologice (bacterii, fungi, micoplasme), care pot compromite viabilitatea
celulard, pot altera fenotipul si pot conduce la rezultate experimentale eronate sau
ireproductibile [1], [2].

Respectarea conditiilor sterile, utilizarea corecta a hotei cu flux laminar, manipularea
adecvata a materialelor si controlul mediului de culturd sunt esentiale pentru asigurarea
integritatii biologice a culturilor celulare. Aceste principii sunt deosebit de importante in cazul
initierii liniilor celulare, etapa in care celulele sunt mai vulnerabile la stres si contaminare.
Aplicarea riguroasa a protocoalelor standardizate garanteazd reproductibilitatea
experimentelor, siguranta personalului si validitatea rezultatelor obtinute [3], [4].

MC3T3-E1 este o linie celulara de osteoblaste precursoare de origine murina, utilizata
pe scara larga in studiul osteogenezei si al metabolismului osos. Fiind o linie aderentd, MC3T3-
E1 necesitd manipulare atenta pentru a evita stresul mecanic si contaminarea in timpul initierii
culturii. Respectarea conditiilor sterile si a protocolului standard este esentiald pentru

mentinerea morfologiei, viabilitatii si capacitatii de diferentiere osteogenica a acestor celule

[51, [6].
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Celulele stem mezenchimale derivate din maduva osoasd umana (hMSC-BM) sunt
celule primare cu capacitate de auto-reinnoire si diferentiere multipotenta. Aceste celule sunt
extrem de sensibile la conditiile de culturd si la contaminare, iar tehnica aseptica riguroasa este
indispensabild pentru pastrarea potentialului lor biologic. Initierea corecta a culturii hMSC-
BM este cruciala pentru obtinerea unor rezultate reproductibile 1n studiile de regenerare tisulara
st inginerie celulara [7], [8].

Linia celulara RPMI 8226 este o linie tumorald umana derivata din plasmocite, utilizata
frecvent ca model experimental pentru studiul mielomului multiplu. Aceste celule cresc in
suspensie si necesitd conditii de culturd atent controlate, inclusiv mediu adecvat si manipulare
protocolului de initiere si Intretinere este esentiald pentru mentinerea viabilititii si a

caracteristicilor specifice liniei [9], [10].

I1.2.2. Matertiale si metode
Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi

Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi Tn modele de soarece.

11.2.2.1. Materiale

Liniile celulare MC3T3-E1, RPMI 8226 si hMSC-BM au fost furnizate de
Cytion (GmbH, Heidelberg, Germania). Celulele MC3T3-E1l au fost cultivate in mediu o-
MEM cu ribonuclezide si deoxiribonucleozide (Sigma Aldrich Merck, Darmstadt, Germany),
suplimentat cu 10% ser fetal bovin (FBS; Gibco™, Thermo Fisher Scientific) si 1% solutie de
Penicilina-Streptomicina (P-S; Gibco™, Thermo Fisher Scientific). Celulele hMSC-BM au
fost cultivate in mediu a-MEM fara ribonuclezide si deoxiribonucleozide (Sigma Aldrich
Merck, Darmstadt, Germany), suplimentat cu 10% FBS, 1% solutie P-S si 0.1 pg fibroblast
growth factor (bFGF; Sigma Aldrich Merck, Darmstadt, Germany). Celulele rpmi 8226 au fost

cultivate in mediu RPMI 1640 cu glutamina (Cytion, Darmstadt, Germany), suplimentat cu
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10% FBS, 1% solutie P-S. Solutiile de tampon fosfat salin (PBS) si de dimetilsulfoxid (DMSO)
a fost furnizate de Sigma Aldrich Merck (Darmstadt, Germany), iar tripsina de Thermo Fisher

Scientific (Waltham, MA, SUA)

11.2.2.2. Dezghetarea si initierea liniilor celulare

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

11.2.2.2.1. Dezghetarea si initierea liniei celulare MC3T3-E1

Linia celularda MC3T3-E1 a fost initiatd in culturd folosind mediu a-MEM suplimentat
cu ribonucleozide si deoxiribonucleozide, 10% FBS si 1% P-S. Criotubul continand celulele a
fost dezghetat rapid intr-o baie cu bile metalice la 37°C, dezinfectat cu etanol 70% si transferat
in hota cu flux laminar. Suspensia celulara a fost omogenizatd prin pipetare usoara, iar
continutul criotubului (1,5 mL) a fost transferat intr-un tub de centrifugare de 15 mL continand
8 mL de mediu complet, pentru a reduce concentratia agentului crioprotector.

Suspensia celulara a fost centrifugata la 300 rpm timp de 6 minute. Dupa indepartarea
supernatantului, celulele au fost resuspendate in 1 mL de mediu complet si insdmantate in 2
flask-uri T25 pentru celule aderente. Flask-urile au fost incubate in conditii standard de cultura
(37°C, 5% CO., atmosfera umidificatd), favorizdnd aderarea celularda si proliferarea

osteoblastelor precursoare.

11.2.2.2.2. Dezghetarea si initierea liniei celulare hMSC-BM

Celulele stem hMSC-BM au fost dezghetate si cultivate utilizdnd mediu a-MEM fara
ribonucleozide si deoxiribonucleozide, suplimentat cu 10% FBS, 1% P-S, 0.1 pg bFGF.

Criotubul a fost dezghetat la 37°C, dezinfectat cu etanol 70% si introdus 1n hota cu flux laminar.
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Suspensia celulara a fost omogenizata, iar continutul de 1,5 mL a fost transferat intr-un tub de
continand 8 mL de mediu complet, pentru diluarea progresiva a crioprotectorului.

Celulele au fost centrifugate la 500 rpm timp de 4 minute, dupa care supernatantul a
fost indepartat, iar sedimentul celular a fost resuspendat in 1 mL de mediu complet. Suspensia
celulard a fost distribuita in 2 flask-uri T25 pentru celule aderente, care contineau mediu
complet preincdlzit. Toate flask-urile au fost incubate la 37°C si 5% CO-, permitand aderarea

celulara si mentinerea caracteristicilor biologice specifice celulelor stem mezenchimale.
11.2.2.2.3. Dezghetarea si initierea liniei celulare RPMI 8226

Linia celulara RPMI 8226 a fost initiata cultura utilizand mediu RPMI 1640 complet,
suplimentat cu 10% FBS si 1% solutie de P-S. Criotubul continand celulele a fost dezghetat
intr-o baie cu bile metalice la 37°C, urmat de dezinfectarea exteriorului cu etanol 70% si
transferul acestuia n hota cu flux laminar pentru manipulare aseptica. Suspensia celulara a fost
omogenizata prin pipetare usoard, iar continutul criotubului (1,5 mL) a fost transferat intr-un
tub de centrifugare, care continea 8 mL de mediu RPMI 1640 complet, adaugat lent pentru a
preveni stresul osmotic si aglomerarea celulara.

Suspensia celulara a fost centrifugata la 600 rpm timp de 4 minute, pentru sedimentarea
celulelor si indepartarea agentului crioprotector. Dupa centrifugare, supernatantul a fost
eliminat, iar sedimentul celular a fost resuspendat in 1 mL de mediu complet proaspat. Celulele
au fost transferate intr-un flask T25 destinat culturilor in suspensie, continand mediu RPMI
1640 complet, si incubate la 37°C, in conditii standard, pentru a permite reluarea proliferarii

celulare.

11.2.2.3. Pasajul celular

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi in modele de soarece.
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11.2.2.3.1. Pasajul celular MC3T3-E1

Pasajul celular al linieit MC3T3-E1 a fost realizat in conditii sterile, utilizind mediu a-
MEM suplimentat complet. Toate manipularile au fost efectuate in hotd cu flux laminar, iar
culturile au fost mentinute in incubator la 37°C, intr-o atmosfera umidificata cu 5% CO..
Inainte de initierea procedurii, mediul de cultura, solutia PBS si solutia de detasare enzimatici
(tripsina) au fost preincalzite pentru a preveni stresul termic asupra celulelor. Mediul de cultura
a fost indepartat din flask-urile confluente, iar monostratul celular a fost spalat usor cu 3 mL
PBS pentru a elimina resturile de ser si metabolitii reziduali care ar putea inhiba activitatea
enzimatica. Ulterior, s-a addugat 1 mL de tripsina in fiecare flask, iar culturile au fost incubate
timp de 3 minute la 37°C, pand la detasarea completd a celulelor de pe suprafata de cultura.
Procesul de detasare a fost oprit prin addugarea a 3 mL de mediu complet, iar suspensia celulara
a fost omogenizatd prin pipetare repetatd pentru a obtine o distributie uniforma a celulelor.
Continutul celor doua flask-uri initiale a fost redistribuit in cate sase flask-uri noi, rezultand un
total de 12 flask-uri, fiecare contindnd 4 mL de mediu complet proaspat. Flask-urile au fost
incubate in conditii standard de culturd pentru a permite reatasarea si proliferarea celulelor.
Schimbarea mediului s-a realizat dupa 2-3 zile pentru a asigura conditii optime de viabilitate
st functionalitate celulara. Aceastd procedura a permis atat mentinerea culturilor sdndtoase, cat
si pregdtirea acestora pentru teste experimentale ulterioare. Pasajul celular s-a repetat de fiecare

daté cand celulele au ajuns la confluentd pani la obtinerea de 24 de flask-uri de 75 cm?.
11.2.2.3.2. Pasajul celular hMSC-BM

Pasajul celular al h(MSC-BM a fost efectuat in conditii strict aseptice, utilizand mediu
0-MEM fari ribonuclezide si deoxiribonucleozide si suplimentat complet. inainte de initierea
procedurii, toate solutiile utilizate, inclusiv mediul de cultura, PBS-ul si tripsina au fost
preincalzite la temperatura de lucru pentru a preveni stresul termic asupra celulelor. Mediul de

cultura a fost indepartat din flask-uri, iar monostratul celular a fost spalat usor cu 4 mL PBS
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pentru Indepartarea resturilor de ser si a metabolitilor reziduali. Ulterior, in fiecare flask s-a
adaugat 1 mL de tripsind, iar culturile au fost incubate timp de aproximativ 3 minute la 37°C,
pana la detasarea completa a celulelor. Inactivarea tripsinei s-a realizat prin addugarea a 5 mL
de mediu complet, iar suspensia celulara a fost omogenizata prin pipetare repetata.

Suspensia celulara obtinuta a fost transferata in tuburi de 15 mL si centrifugata la 1000
rpm timp de 5 minute, pentru sedimentarea celulelor. Dupa centrifugare, supernatantul a fost
indepartat, iar sedimentul celular a fost resuspendat in 1 mL de mediu complet proaspat.
Celulele au fost numarate, determinandu-se o concentratie totala de aproximativ 1,2 % 10°
celule/mL. Pe baza numarului celular determinat, suspensia a fost diluatd corespunzator, iar
cate 2 x 10° celule au fost insdmantate in flask-uri noi (de 25 cm?), fiecare contindnd 5 mL de
mediu complet. Flask-urile au fost ulterior incubate in conditii standard de culturd, pentru a
permite reatasarea si proliferarea celulelor hMSC-BM. Mediul de culturd a fost inlocuit la
intervale de 2-3 zile, in vederea mentinerii conditiilor optime necesare supravietuirii $i
activitatii functionale a celulelor, precum si pentru pregdtirea acestora in vederea
experimentelor ulterioare. Etapele pasajului celular s-au repetat atunci cand cultura a ajuns la

confluentd pana la atingerea unui numar de 12 flask-uri de 75 cm?.

11.2.2.3.3. Pasajul celular RPMI 8226

Pasajul celular al liniei RPMI 8226, o linie tumorala umana care creste 1n suspensie, a
fost realizat utilizand mediu RPMI 1640 complet suplimentat. Toate etapele au fost efectuate
in conditii sterile, iar mediul de cultura a fost preincalzit inainte de utilizare pentru a asigura
conditii optime de manipulare celulara. Suspensia celulard a fost colectatd prin transferul
intregului volum de culturd din flask intr-un tub de centrifugare de 15 mL, obtinandu-se un
volum total de aproximativ 11,5 mL. Suspensia a fost supusa centrifugarii la 1000 rpm timp de

3 minute, pentru sedimentarea celulelor si separarea acestora de mediul uzat. Dupa
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centrifugare, supernatantul a fost indepartat cu atentie, iar sedimentul celular a fost resuspendat
in 1 mL de mediu RPMI 1640 proaspat, obtinandu-se o suspensie celulard omogena.

Pentru evaluarea densitatii celulare si a viabilitatii, un volum de 20 pL din suspensia
celulard a fost amestecat cu 20 pL de solutie de albastru tripan, iar celulele au fost numarate
utilizand o cameri de numarare. In urma acestei analize, s-a determinat o concentratie celulara
de aproximativ 6 x 10° celule/mL. Pe baza acestei concentratii, suspensia celulara a fost diluata
corespunzator, iar cate 5 x 10° celule au fost insamantate in fiecare dintre cele 11 flask-uri T25,
fiecare contindnd 5 mL de mediu complet proaspat. Flask-urile au fost incubate la 37°C, iar
schimbarea periodicd a mediului de cultura, s-a realizat la fiecare 2—3 zile, pentru asigurarea
unui microambient favorabil viabilitatii si functionalitatii celulare, contribuind totodata la
stabilizarea culturilor inainte de realizarea testelor experimentale. Pasajul celular a fost repetat
de fiecare data cand celulele au ajuns la confluentd pana la obtinerea de 22 de flask-uri de 75

cm?.

11.2.2.4. inghetarea culturilor celulare

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

11.2.2.4.1. inghetarea culturii celulare MC3T3-E1

Procedura de crioconservare a fost realizata in conditii sterile, sub hota cu flux laminar
vertical. Inainte de inceperea experimentului, s-a stabilit numarul de criotuburi necesare,
fiecare fiind etichetat corespunzator cu denumirea liniei celulare, data si numarul pasajului.
Pentru fiecare flask de 75 cm? au fost pregitite doud criotuburi. DMSO-ul a fost filtrat steril,
iar ulterior s-a preparat mediul de crioconservare, contindnd 10% DMSO in mediu complet a-
MEM. Pentru crioconservarea celulelor provenite din 23 de flask-uri T75, a fost preparat un
volum total de 69 ml mediu cu DMSO. Mediul de culturd a fost indepartat din flask-uri, iar

celulele au fost spalate de doud ori cu cate 5 ml PBS. Ulterior, s-au addugat 2 ml tripsind in
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fiecare flask, ldsandu-se pand la detasarea completd a celulelor. Reactia a fost stopatd prin
addugarea de mediu complet. Suspensia celulard a fost colectatd si centrifugata la 1300 rpm
timp de 3 minute. Dupa centrifugare, supernatantul a fost indepartat, iar pelletul celular a fost
resuspendat in mediul de crioconservare, utilizdndu-se 1,5 ml mediu cu DMSO pentru fiecare
criotub. In total, au fost pregatite 46 de criotuburi. Suspensia celulari a fost omogenizati cu
atentie, iar cate 1,5 ml au fost distribuiti in fiecare criotub. Capacele criotuburilor au fost
dezinfectate cu etanol, dupa care acestea au fost depozitate la -80°C pentru crioconservare.

Toate criotuburile au fost depozitate in conditii de congelare conform protocolului standard.
11.2.2.4.2. inghetarea culturii celulare A(MSC-BM

Pentru cultura celulard hMSC-BM s-au pregitit pentru fiecare flask de 75 cm? cate trei
criotuburi. DMSO-ul a fost filtrat, dupa care s-a preparat mediul de crioconservare, avand in
compozitie 80% FBS, 9% mediu complet a-MEM, 1% P-S si 10% DMSO, pana la un volum
final de 100 ml. Mediul de cultura a fost indepartat din flask-uri, iar celulele au fost spalate de
doua ori cu cate 5 ml PBS. Ulterior, in fiecare flask s-au adaugat 2 ml tripsina, iar celulele au
fost lasate la incubat pana la detasarea completa. Reactia a fost neutralizatd prin adaugarea de
mediu complet. Suspensia a fost colectata si centrifugata la 1300 rpm timp de 3 minute. Dupa
centrifugare, supernatantul a fost indepartat, iar pelletul celular a fost resuspendat in mediul de
crioconservare, utilizdndu-se 1,5 ml pentru fiecare criotub. In total, au fost pregitite 33 de
criotuburi. Capacele criotuburilor au fost dezinfectate cu etanol, pozitionate vertical intr-o cutie

adecvata si depozitate la -80°C pentru crioconservare.
11.2.2.4.3. Inghetarea culturii celulare RPMI 8226

Procedura de crioconservare a liniei celulare RPMI 8226 a fost realizatd conform
protocolului standard de inghetare celulard utilizand mediu suplimentat cu DMSO. La

inceputul procedurii, a fost stabilit numarul necesar de criotuburi, fiecare fiind etichetat cu
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denumirea liniei celulare, data efectudrii si numarul pasajului. Pentru fiecare flask de 75 cm?
au fost alocate doud criotuburi. DMSO-ul a fost filtrat, dupa care s-a preparat mediul de
crioconservare contindnd 10% DMSO in mediu complet RPMI. Au fost crioconservate
celulelor provenite din 21 de flask-uri T75, utilizandu-se 1,5 ml suspensie celulara per criotub.
Supernatantul de cultura a fost indepartat din flask-uri, iar suspensia celulara a fost colectata si
centrifugata la 1300 rpm timp de 3 minute. Dupa centrifugare, supernatantul a fost eliminat,
iar pelletul celular a fost resuspendat in mediul de crioconservare, utilizandu-se 1,5 ml pentru
fiecare criotub. Suspensia celulard a fost omogenizata cu atentie, iar cate 1,5 ml au fost
distribuiti in 42 de criotuburi sterile. Capacele criotuburilor au fost dezinfectate cu etanol, iar
criotuburile au fost pozitionate vertical intr-o cutie adecvata si depozitate la -80°C pentru
crioconservare. Toate criotuburile au fost stocate in conditii de congelare conform protocolului

experimental.

I1.2.2.5. Evaluarea viabilititii celulare dupa initierea si inghetarea liniilor celulare

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

Evaluarea viabilitétii celulare dupa initierea culturii si crioconservare a fost realizata pe
liniile celulare RPMI 8226, MC3T3-E1 si hMSC-BM, utilizdnd protocoale standardizate de
decongelare si reculturare celulara. Pentru fiecare linie celulara a fost utilizat mediul de cultura
specific, adaptat cerintelor biologice ale acesteia. Linia celulara RPMI 8226 a fost mentinuta
in mediu complet RPMI 1640, suplimentat cu 10% FBS si 1% P-S. Pentru linia MC3T3-E1 s-
a utilizat mediu complet o-MEM suplimentat cu ribonucleozide si deoxiribonucleozide, 10%
FBS si 1% P-S, iar pentru linia hMSC-BM s-a utilizat mediu complet a-MEM fara
ribonucleozide si deoxiribonucleozide, suplimentat identic cu FBS si P-S, dar si cu bFGF.

Decongelarea celulelor a fost realizatd din criotuburi contindnd suspensii celulare
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crioconservate, utilizand tuburi sterile de centrifugare de 15 ml, flask-uri de 25 cm? pentru
culturi aderente sau in suspensie, precum si consumabile sterile specifice culturii celulare.

Criotuburile au fost extrase din congelator si introduse imediat intr-o baie termostatata
cu bile pentru a permite decongelarea rapida a suspensiei celulare. Dupa dezghetate, suprafata
exterioara a criotuburilor a fost dezinfectatd cu etanol 70%, iar acestea au fost transferate in
hota cu flux laminar pentru manipulare asepticd. Continutul fiecarui criotub a fost omogenizat
usor, iar volumul total de 1,5 ml a fost transferat lent Intr-un tub steril de 15 ml, care continea
anterior § ml de mediu complet corespunzator fiecarei linii celulare. Transferul suspensiei a
fost realizat gradual, de la baza tubului spre suprafata, pentru a reduce stresul mecanic asupra
celulelor.

Suspensiile celulare astfel obtinute au fost centrifugate la 1300 rpm timp de 3 minute,
cu scopul indepartarii agentului crioprotector (DMSO). Dupa centrifugare, supernatantul a fost
eliminat, iar sedimentul celular a fost resuspendat in 1 ml de mediu complet proaspat. Celulele
au fost ulterior transferate in flask-uri de 25 cm?, utilizandu-se flask-uri pentru culturi aderente
in cazul liniillor MC3T3-E1 si hMSC-BM si flask-uri dedicate culturilor in suspensie pentru
linia RPMI 8226. Dupa insamantare, culturile celulare au fost mentinute in conditii standard
de incubare.

Viabilitatea celulara si capacitatea de recuperare post-dezghetare au fost evaluate prin
microscopie opticd. Imagini reprezentative au fost inregistrate imediat dupa decongelare,
precum si la 24 de ore de culturd, pentru a urmari morfologia celulard, atasarea celulelor
aderente si dinamica generald a culturilor, oferind astfel informatii relevante privind succesul

procesului de crioconservare si recuperare celulara.
I1.2.3. Rezultate si discutii

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi Tn modele de soarece.
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Viabilitatea celulard si capacitatea de recuperare dupa procesul de crioconservare au
fost evaluate prin analiza morfologica la microscop optic, imediat dupa dezghetare si la 24 de
ore de la initierea culturii. Observatiile efectuate au evidentiat o recuperare eficientd a tuturor
liniilor celulare investigate, confirmand succesul etapelor de crioconservare, dezghetare si
reculturare.

Imediat dupa dezghetare, celulele din toate cele trei linii au prezentat o morfologie
rotunda, specifica starii de suspensie tranzitorii si procesului de adaptare la noul mediu de
cultura. La 24 de ore de incubare 1n conditii standard (37°C, 5% CO-), s-au observat diferente
morfologice conforme cu caracteristicile biologice specifice fiecarei linii celulare (Figura 1).

MC3T3-E1 _ hMSC-BM 4 'RPMI 8226

3
TR

dupa
dezghetare

dupa 24 ore

Figura 1. Imagini de microscopie optica ale celulelor recultivate pentru evaluarea viabilitatii

post-crioconservare imediat dupa dezghetare si la 24 de ore (scala um).

Pentru linia celulara MC3T3-E1, celulele au prezentat o morfologie tipic osteoblasta,
alungitd, cu extinderi citoplasmatice evidente si organizare in monocouche aderentd la

suprafata flask-ului. Gradul crescut de atasare si distributia uniforma indica o buna capacitate
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de aderenti si reluare a proliferdrii post-dezghetare. In cazul liniei AMSC-BM, s-a observat o
morfologie caracteristica celulelor stem mezenchimale, cu aspect fusiform, contur celular bine
definit si atasare ferma la substrat. Prezenta celulelor aderente, cu morfologie specifica si fara
semne evidente de fragmentare sugereaza mentinerea integritatii structurale si a viabilitatii

post-crioconservare.

Pentru linia celulara RPMI 8226, specifica culturilor in suspensie, celulele au ramas
distribuite uniform in mediu, mentindnd morfologia sferica caracteristica. Absenta agregatelor
masive sau a fragmentelor celulare abundente indica o ratd buna de supravietuire si adaptare la
conditiile de culturd post-dezghetare. Comparativ cu momentul imediat post-decongelare, la
24 de ore s-a constatat o clarad stabilizare morfologica si adaptare la mediul specific fiecarei
linii, evidentiind capacitatea celulelor de a-si relua functiile biologice normale. In cazul liniilor
aderente (MC3T3-E1 si h(MSC-BM), procesul de atasare a fost complet in intervalul analizat,

iar pentru linia RPMI 8226 s-a mentinut comportamentul tipic de culturd in suspensie.
I1.2.4. Concluzii

Studiul de fata a avut ca obiectiv initierea, mentinerea, crioconservarea si evaluarea
viabilitatii post-dezghetare pentru trei linii celulare distincte: MC3T3-E1, hMSC-BM si RPMI
8226, utilizand protocoale standardizate si medii de culturd adaptate cerintelor biologice
specifice fiecarei linii. Rezultatele obtinute demonstreaza cd procedurile aplicate pentru
dezghetare, pasaj celular si crioconservare au fost eficiente, asigurand mentinerea integritatii
structurale si a caracteristicilor fenotipice ale celulelor. Evaluarea morfologica realizatd prin
microscopie optica a evidentiat o recuperare adecvata a culturilor la 24 de ore post-dezghetare,
confirmand succesul procesului de stocare la temperaturi scazute si al reludrii culturii.

In cazul liniilor aderente MC3T3-E1 si hMSC-BM, celulele au prezentat o morfologie
specificd si o capacitate optima de reatasare la substrat, cu formarea unui monostrat celular

uniform si absenta semnelor evidente de deteriorare sau fragmentare. Aceste observatii indica
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mentinerea potentialului proliferativ si a proprietétilor biologice caracteristice osteoblastelor
precursoare si celulelor stem mezenchimale. Pentru linia RPMI 8226, cultivata in suspensie, s-
a constatat pastrarea morfologiei sferice si distributia uniforma a celulelor in mediu, fara
formarea de agregate excesive sau detritus celular semnificativ. Acest comportament confirma
o ratd buna de supravietuire si adaptare post-crioconservare, precum si stabilitatea culturii in
conditii standard de incubare. In ansamblu, datele obtinute valideazi protocoalele utilizate
pentru manipularea, pasajul si crioconservarea celor trei linii celulare, demonstrand cd acestea

permit conservarea viabilitatii si a caracteristicilor morfologice specifice.
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PARTEA all-a
Capitolul 1

I1.1. Bioprintarea formularilor pe baza de alginat, K-caragenan si spirulina

in amestec cu celule osteoblaste MC3T3-E1

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

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

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

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

I1.1.1. Introducere

Printarea 3D este o tehnologie de fabricatie aditiva care creeazd structuri
tridimensionale complexe prin depunerea controlata, strat cu strat, a materialelor pe baza unor
modele digitale. O extensie a acesteia, bioprintarea 3D, utilizeazd bio-cerneluri ce contin
materiale biocompatibile si celule vii, pentru a obtine structuri biomimetice destinate ingineriei

tisulare, medicinei regenerative si studiilor in vitro [1].

In bioprintare, alegerea materialelor este cruciali pentru a garanta o buni printabilitate,

stabilitate structurald si compatibilitate biologica. Alginatul de sodiu, un biopolimer natural

.....

gelifiere rapida prin mecanism ionic si usurintei in procesare. Totusi, acesta prezintd anumite
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limitdri, In special in ceea ce priveste proprietatile mecanice si absenta motivelor de adeziune
celulara [2]. Pe de alta parte, K-caragenanul, o altd polizaharida naturald extrasa din alge rosii,
este valoros pentru abilitatea sa de a forma geluri stabile, rigiditatea structurala si
comportamentul reologic adecvat proceselor de printare [3]. In acest context, spirulina poate fi
integratd In matricea polimericd alcatuitd din alginat si K-caragenan, pentru a imbunatati
functionalitatea biologica, datoritd continutului sau ridicat de proteine si compusi bioactivi,
care pot prezenta efect antiinflamator si antialergic, dar pot sustine si viabilitatea celulara [4].
De asemenea, prezenta sa poate influenta proprietatile reologice si structurale ale formularii,

contribuind la optimizarea procesului de printare si a stabilitatii structurii obtinute.

Combinarea alginatului de sodiu cu K-caragenanul constituie o abordare eficientd
pentru dezvoltarea unor formulari printabile cu performante superioare. Interactiunea sinergica
dintre cei doi polimeri permite reglarea vascozitatii, a proprietatilor reologice si a stabilitatii
mecanice, favorizand in acelasi timp o fidelitate geometrica mai ridicata. In plus, pregelifierea
alginatului creste vascozitatea si asigurd comportamentul pseudoplastic necesar pentru

extrudare controlatd si pastrarea formei structurilor printate [5].

Dupa bioprintare, structurile sunt stabilizate prin gelifiere ionicd, cu clorura de calciu
(CaClz). Ionii de Ca*" formeaza legaturi intre lanturile de alginat, generdnd o retea
tridimensionala stabild. Parametrii precum concentratia si timpul de expunere la CaCl.
influenteaza proprietdtile mecanice, porozitatea si stabilitatea hidrogelului, afectand implicit

mediul celular incapsulat [6].

Linia celulara MC3T3-E1, provenita din precursori osteoblastici, este utilizatd ca model

in vitro pentru studiul osteogenezei. Integrarea acestor celule in formulari pe baza de alginat,

.....

ingineria tesutului osos [7]. Astfel, dezvoltarea unor formulari printabile adecvate pentru
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bioprintarea 3D reprezintd un pas important in obtinerea unor structuri biomimetice

functionale.
I1.1.2. Materiale, sinteza si metode

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

.....

si a custilor ADN la nivel sistemic in modele de soarece BALB/c cu MM indus
Subactivitatea 3.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 3.
I1.1.2.1. Materiale

Alginatul de sodiu (A), K-caragenanul (K) si clorura de calciu (CaClz2) au fost
achizitionate de la Sigma-Aldrich. Spirulina sub forma de pulbere uscatd provine de la
compania Spring Markt, iar linia celulara MC3T3-El a fost achizitionatd de la Cytion, Cell
Line Service (CLS; Eppelheim, Germany) si mentinutd prin pasaje succesive, asa cum s-a
detaliat in rapoartele anterioare. Mediul de culturd Alpha-Minimum Essential Medium (a-
MEM), serul fetal bovin (FBS), penicilina-streptomicina (P-S), colorantul Albastru Tripan,
tripsina si pachetele pentru obtinerea solutiei saline cu fosfat (PBS) au fost furnizate de Thermo
Scientific. Mediul de culturd complet suplimentat a fost obtinut prin addugarea unei
concentratii de 10% FBS si 1% P-S, iar PBS-ul a fost sterilizat prin utilizarea unui filtru de 0.2

pm.
I1.1.2.2. Sinteza formularilor printabile acelulare si procesul de printare 3D

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

si a custilor ADN la nivel sistemic in modele de soarece BALB/c cu MM indus
In scopul evaludrii capacititii de printare 3D, s-a optimizat compozitia formulirii

printabile acelulare, sintetizandu-se mai multe amestecuri polimerice pe baza de alginat de

sodiu, K-caragenan (AK) si spirulind, in care s-au variat fie concentratia de A, fie concentratia

43



Finantat de ,f:-': MINISTERUL CERCETARII Planul National
- N?:Z"ffq.::(;f,ea"a R oy o ' i » > de Redresare si Rezilienta
NextGeneratc \ -/,/

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

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

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STIINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

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

de K, fie cea de CaCl: din etapa de pregelifiere, fie raportul masic dintre cei doi polimeri,

conform tabelului 1.

Tabelul 1. Codificarea probelor, concentratiile solutiilor utilizate si optimizarea parametrilor

de printare

Lungim
e x
Conc. Raportul Conc. Conc. Latime Presiune de Viteza
Cod Conc. Pl CaClL* A x de
o masic dintre . Spiruli | & . . extrudare .
formulare (%) K (%) AsiK pregelifiere ni (%) Inaltime (kPa) printare
¢ ’ (%) ° (mm x (mm s)
mm X
mm)
3AIKI11 3 1 1:1 0,125 - 30 810
3A1K21 3 1 2:1 0,125 - 20-30 8—-10
3A2K11 3 2 1:1 0,125 - 50 8
3A2K21 3 2 2:1 0,125 - 40 -50 8
4A1K11 4 1 1:1 0,125 - 40 8
4A1K21 4 1 2:1 0,125 - 30-40 8
4A2K11 4 2 1:1 0,125 - 50 8
4A2K21 4 2 2:1 0,125 - 1010 50 8
x 1
4A2K11-1.0 4 2 1:1 0,125 1 40 8
4A2K21-1.0 4 2 2:1 0,125 1 40 8
4A1K11 4 1 1:1 0,250 - 65 7
4A1K21 4 1 2:1 0,250 - 65 7
4A2K11 4 2 1:1 0,250 - 60 — 65 7
4A2K21 4 2 2:1 0,250 - 55-65 7-8
4A2K11-1.0 4 2 1:1 0,250 1 60 — 65 6
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4A2K21-1.0 4 2 2:1 0,250 1 65 6

* raportat la volumul solutiei

Metoda de obtinere a formularilor printabile acelulare detaliate in tabelul 1 a presupus

amestecarea celor doua solutii de polimeri in rapoarte bine stabilite.
Solubilizarea separata a polimerilor s-a realizat astfel:

- alginatul de sodiu (6% si 8% m/v) s-a solubilizat in 10 mL apa ultrapurd, sub agitare
magnetica, la 60°C si in prealabil, 0.250%, respectiv 0.500% (m/v) CaCl2 s-a
dizolvat intr-un alt volum de 10 mL apa ultrapura, apoi peste solutiile de alginat de
sodiu (6%, respectiv 8%), s-au adaugat in picatura cei 10 mL solutie CaCl2 0.250%,
respectiv 0.500% sub agitare magneticd viguroasa, pentru a obtine un volum final
de 20 mL solutie cu concentratia finald de 3%, respectiv 4% (m/v) alginat de calciu
pregelifiatd cu un continut de 0.125% - 0.250% (m/v) CaClz, conform tabelului 1;

- K-caragenan (1% si 2% m/v) s-a solubilizat in 20 mL apa ultrapura cu agitare
magnetica viguroasa timp de aproximativ o ord, pe o baie de apa incalzitd la 80°C.

Formularile astfel obtinute au fost turnate in cartuse de 3 mL prevazute cu ac metalic

cu diametru interior de 330 um si mentinute in frigider, la temperatura de 3°C timp de 30
minute, ulterior putand fi utilizate in procesul de printare 3D, dupa ce parametrii de printare au
fost optimizati (tabelul 1). Procesul de printare 3D s-a realizat prin depunerea materialului in
maniera strat cu strat pe o lama de sticld, sub actiunea presiunii pneumatice, utilizand
echipamentul de printare 3D Discovery (RegenHU, Villaz-St-Pierre) si software-ul BioCAD

care a generat protocolul de printare sub forma codului G.

Probele printate 3D au fost supuse unei gelifieri ionice prin imersarea acestora intr-o
solutie apoasd de 1% CaCl., unde au fost mentinute timp de 5 minute. Ulterior, probele au fost

spilate cu api ultrapuri pentru a indeparta ionii de Ca®" nereactionati.
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I1.1.2.3. Sinteza formularilor printabile celulare

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

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

In scopul evaluirii capacititii de bioprintare in prezenta celulelor osteoblaste MC3T3-
El, s-au sintetizat mai multe formulari polimerice pe baza de alginat, K-caragenan si spirulina,
in care s-a variat raportul masic dintre cei doi polimeri si concentratia de spirulina raportata la
volumul final al amestecului. 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 radiatii UV timp de 30 de minute pe fiecare suprafata.
Metoda de obtinere a formularilor printabile a presupus solubilizarea separatd a celor doi
polimeri, astfel:

- 8% (m/v) alginat de sodiu s-a solubilizat in 10 mL apa ultrapura, sub agitare
magnetica, la temperatura de 60°C, timp de doua ore si 0.5% (m/v) CaClz s-a dizolvat intr-un
alt volum de 10 mL apa ultrapura, apoi peste solutia de 8% alginat de sodiu, s-au addugat in
picaturd cei 10 mL solutie 0.5% CaCl2 sub agitare magneticd viguroasd, pentru a obtine un
volum final de 20 mL solutie cu concentratia finald de 4% (m/v) alginat de calciu pregelifiata
cu un continut de 0.25% (m/v) CaClz;

- 2% (m/v) K-caragenan s-a solubilizat in 20 mL apa ultrapura, cu agitare magnetica
viguroasa la 80°C timp de aproximativ o ora;

- 0.5%, respectiv 1.0% (m/v) spirulind raportata la volumul amestecului final, a fost
addugata prin omogenizare magnetica, la temperatura de 40°C.

Ulterior, solutiile astfel obtinute s-au amestecat in rapoarte bine stabilite pentru a obtine
formuldrile prezentate in tabelul 2, unde sunt specificate si codificarile, concentratiile si
parametrii de bioprintare utilizati. Probele printate au fost supuse unei gelifieri ionice prin

imersare intr-o solutie de 1% CaClz, unde s-au mentinut timp de 5 minute.
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Tabelul 2. Parametrii de bioprintare 3D a formularilor celulare

Conc. Conc. K-  Raport Conc Conc. Lungime x Presiune
Alginat = caragen = masic Spir li.n CaCL* Latime x de Viteza de printare
formulare (A) an (K) intre A ;; (l:/) pregelifiere inﬁlgime (mm extrudare (mm s™)
(%) (%) si K 0 (%) X mm X mm) (kPa)
4A2K11 4 2 1:1 - 0.250 45 - 65 7-8
4A2K21 4 2 2:1 - 0.250 45 -65 85-10
4A2K11-1.0 4 2 1:1 1.0 0.250 55-65 6—-6.5
4A2K21-1.0 4 2 2:1 1.0 0.250 55-60 6-17.5
4A2K21 10>10 1
4 2 2:1 - 0.250 60 — 85 7
(repetare)
4A2K21-0.5 4 2 2:1 0.5 0.250 75 -80 7
4A2K21-1.0
4 2 2:1 1.0 0.250 75 -100 6.5
(repetare)

* raportat la volumul amestecului final
I1.1.2.4. Pregatirea suspensiei celulare si insamintare in formulirile printabile

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

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

Pentru fiecare compozitie destinata bioprintdrii s-a utilizat o cultura celulara MC3T3-
El cultivatd intr-un flacon de 75 cm? pana la atingerea unei confluente avansate (90-95%).
Pentru pregatirea suspensiei celulare s-a inlaturat mediul de cultura din fiecare recipient si s-a
spdlat cu cate 5 mL PBS de doua ori, in scopul elimindrii complete a mediului de cultura vechi.
Pentru a desprinde celulele aderente, s-au addugat cate 2 mL tripsind si s-au incubat recipientele
in conditii standard, timp de 3 minute. Dupa ce s-a asigurat desprinderea celulelor, s-au adaugat

cate 6 mL mediu suplimentat 1n fiecare recipient pentru inactivarea tripsinei si s-au transferat
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suspensiile celulare in tuburi de centrifuga. Centrifugarea s-a realizat la 1300 rpm timp de 3
minute, urmatd de eliminarea supernatantului si addugarea a 200 pL mediu suplimentat.
Determinarea numarului de celule continut s-a realizat prin adaugarea intr-un tub Eppendorf a
10 pl suspensie celulara alaturi de 10 pl colorant Albastru Tripan, din care s-au adaugat 10 ul
in hemocitometru (camera de numadrare a celulelor) si numdrarea celulelor. S-a ales
insamantarea unei densitatii celulare de 8 x 10° celule/formulare. incorporarea celor 200 pL
mediu cu continut de celule in formularile 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 printabild cu celule a fost
transferata Intr-un cartus steril de 3 mL, prevazut cu un ac metalic steril, protejat de un varf de

micropipetd pentru a reduce riscul contaminarii.
I1.1.2.5. Bioprintarea 3D in conditii aseptice

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

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

Fiecare cartus umplut cu formularea printabila ce contine celule a fost transferat in
bioimprimanta 3D BIO X6, a carei incintd a fost in prealabil curatata si dezinfectata cu o solutie
de etanol 70% si sterilizatd utilizand radiatii UV timp de 30 de minute (figura 1), inaintea
testarii fiecarei formulari printabile, pentru a garanta sterilizarea procesului. Bioprintarea 3D
s-a realizat direct 1n placi cu godeuri sterile, la temperatura de 25°C, pentru care s-au selectat
ace sterile cu un diametru interior de 330 um. Modelul ales a corespuns unui patrat cu
dimensiunile de 10 x 10 x 1 mm (latime x lungime x indltime; 3 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 in parte, astfel incat sa se asigure formarea

bio-structurilor printate fara afectarea viabilitatii celulare. Intervalele de valori ale parametrilor
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de printare utilizati sunt ilustrate in tabelul 2. Pentru reticularea structurilor bioprintate, s-a
ales o strategie de gelifiere ionicd, utilizand ioni de Ca’. Astfel, structurile bioprintate au fost
transferate In hota cu flux laminar vertical, unde au fost initial imersate in solutia de 1% CaClz
timp de 5 minute si apoi in a-MEM suplimentat cu o concentratie de 10 mM CacClz, unde au

fost ldsate la incubat 1n conditii standard pentru 24 de ore.

Figura 1. Sterilizarea bioimprimantei 3D BIO X6 inainte de bioprintarea formularilor
I1.1.2.6. Testarea viabilitatii celulare prin marcarea fluorescenta Live/Dead

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 3.
Viabilitatea celulara a fost evaluata dupa 1, 2 si 5 zile de incubare a probelor bioprintate

in a-MEM suplimentat cu 10 mM CaClz prin marcarea fluorescentd Live/Dead. Din fiecare
godeu a fost scos mediul de cultura, iar fiecare proba a fost spalata cu cate 2 mL PBS de doua
ori. Pentru acest test, s-a utilizat kitul Live/Dead, iar solutia Live/Dead a fost preparata prin

adaugarea a 15 pL calceind AM si 60 pL etidium homodimer-1 in 30 mL PBS. Din solutia
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astfel preparata s-au adaugat cate 2 mL in fiecare godeu si s-au incubat placile in conditii de
intuneric, 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 suplimentat cu 5
mM CaClz in fiecare godeu, pentru a permite vizualizarea probelor marcate cu ajutorul

microscopului cu fluorescentd Dmi8 (Leica, Germania).
I1.1.2.7. Testarea viabilitatii celulare prin testul cantitativ MTS

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 3.

Pentru evaluarea cantitativa a viabilitatii celulare s-a utilizat testul MTS la 1, 2 51 5 zile
dupd incubare. Mediul de cultura a fost indepartat din fiecare godeu si pentru fiecare proba s-
au addugat cate 2 mL solutie MTS de concentratie 20% in mediu de cultura. Dupd incubarea
probelor cu MTS timp de o ord in conditii standard, s-au realizat masurdtori la
spectrofotometrul DeNovix (Wilmington, DE, SUA) pentru determinarea densitatii optice
(O.D.) la lungimea de unda de 490 nm. Rezultatele au fost obtinute in triplicat pentru fiecare

proba si au fost exprimate ca medie + deviatie standard (SD).
I1.1.3. Rezultate si discutii

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

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

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

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

I1.1.3.1. Evaluarea printabilitatii formularilor polimerice acelulare

Printabilitatea formularilor polimerice pe baza de alginat, K-caragenan si 1% spirulina,

cu concentratii diferite de alginat (3 si 4%), K-caragenan (1 si 2%) si CaCl2 in etapa de
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pregelifiere (0.125 si 0.250%), dar si cu rapoarte masice variate intre cei doi polimeri (1:1 si
2:1), a fost evaluata din punct de vedere calitativ, analizand atat morfologia filamentului depus,
cat si capacitatea de mentinere a fidelitatii geometrice dupa depunerea materialului intr-unul si
5 straturi (figura 2).

In cazul formularilor printabile pentru care s-a utilizat o concentratie de 0.125% CaCl>
in etapa de pregelifiere a alginatului, se observa ca sistemele care contin 2% K-caragenan
(3A2K11, 3A2K21, 4A2K11, 4A2K21) prezinta o fidelitate superioara a formei la printare,
comparativ cu cele care contin 1% K-caragenan. Acestea genereaza un filament mai omogen
si mai uniform, indicand o printabilitate imbunatatita, atat pentru formularile cu 3% alginat, cat
si pentru cele cu 4%. Nu se evidentiazd diferente semnificative de printabilitate intre
concentratiile de 3% si 4% alginat, sugerand cd parametrul determinant in acest sistem este
reprezentat de concentratia de K-caragenan, in concordanta cu observatiile anterioare. Dintre
toate formuldrile printabile cu continut de 0.125% CaClz evaluate, materialul 4A2K21 a
demonstrat cea mai buna performantd de printare, fiind considerat optim din punct de vedere
al mentinerii fidelitatii formei odatd cu cresterea numarului de straturi depuse. Acesta se
caracterizeaza printr-un filament continuu, omogen si uniform dupa extrudarea si depunerea
pe suportul de printare. Performanta sa poate fi atribuitd unui echilibru adecvat intre
proprietatile reologice necesare procesului de extrudare si stabilitatea structurald necesara
pastrarii formei printate, inclusiv in conditiile adaugarii unei concentratii de 1.0% (m/v)
spirulina in compozitie.

In cazul formulirilor cu un continut de 0.250% CaCl: utlizat in etapa de pregelifiere a
alginatului, au fost selectate pentru procesul de printare 3D exclusiv materialele bazate pe o
concentratie de 4% alginat, conform rezultatelor obtinute anterior. Aceasta alegere se justifica
prin capacitatea crescuta a alginatului, la aceastd concentratie, de a forma o retea polimerica
suficient de stabila in prezenta ionilor de Ca**, ceea ce conduce la imbunatétirea proprietatilor

mecanice si a fidelitatii structurale a filamentelor extrudate.
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0.125% CaCl, 0.250% CaCl,

1 strat 5 straturi 5 straturi

—

3A1K11 4A1K11

3A1K21 4A1K21

3A2KI11

3A2K21

4AI1K11

4A1K21

4A2K11

4A2K21

4A2K11-1.0

4A2K21-1.0

Figura 2. Evaluarea calitativa a printabilitatii formularilor polimerice acelulare depuse pe

lame de sticla in 1 si 5 straturi
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De asemenea, se observa mentinerea aceluiasi trend de imbunatatire a printabilitétii
odata cu cresterea concentratiei de K-caragenan de la 1% la 2%; acest comportament poate fi
explicat prin contributia K-caragenanului la cresterea vascozitatii si la formarea unei structuri
gelificate suplimentare prin interactiuni intermoleculare, care stabilizeazd matricea
hidrogelului in timpul extrudarii. Raportul optim dintre alginat si K-caragenan s-a confirmat a
fide 2:1, ceea ce sugereaza un echilibru favorabil intre proprietatile reologice ale alginatului si
cele ale K-caragenanului. Acest raport permite obtinerea unui material cu comportament
pseudoplastic adecvat, caracterizat prin scdderea vascozitdtii la forfecare si recuperarea rapida
a structurii dupa extrudare. Adaugarea unei concentratii de 1% spirulina a condus la o crestere
suplimentard a printabilitatii, probabil datoritd cresterii vascozitdtii si a interactiunilor dintre
particulele de spirulind si matricea polimerica. In plus, prezenta spirulinei poate actiona ca
agent de umplere, contribuind la rigidizarea structurii si la imbunatatirea stabilitatii formelor
printate.

I1.1.3.2. Bioprintarea formularilor pe baza de alginat, K-caragenan, spirulina si celule
MC3T3-El

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

si a custilor ADN la nivel sistemic in modele de soarece BALB/c cu MM indus
Subactivitatea 3.3. Investigarea in vivo a inducerii formarii de tesut osos in soareci osteoporotici de
catre factorii terapeutici rezultati din Activitatile 1 si 2.

Compozitiile pe baza de alginat, K-caragenan si spirulind au fost testate anterior pentru
validarea proprietatilor reologice si a fidelitdtii formei la printare. Rezultatele obtinute au
validat compatibilitatea pentru utilizarea acestora in aplicatii de bioprintare 3D. Formularile
4A2K21, 4A2K21-0.5, 4A2K21-1.0 au fost incarcate in cartuse de printare dupa adaugarea
celulelor in compozitie. In figura 3 a) se pot observa cartusele continand formularile printabile

cu celule, care au fost montate in bioimprimanta 3D BIO X6 (figura 3 b).
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4A2K21-0.5
4A2K21-1.0

Figura 3. Bioprintarea formularilor pe baza de alginat, K-caragenan, spirulina si celule
MC3T3-El. a) Cartusele continind cele trei formulari insdmantate cu celule; b) Procesul de
bioprintare a formularii in placa cu godeuri sterile; ¢) Probele bioprintate cu cele trei

formulari.
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In cazul formularii control (4A2K21), in timpul procesului de bioprintare la temperatura de
25°C, viteza s-a pastrat constanta la 7 mm s, iar presiunea de extrudare a oscilat intre 60 — 85
kPa, pentru determinarea parametrilor optimi. Se observa o usoard tendintd de colapsare a
straturilor printate (figura 3 ¢), cel mai probabil din cauza fluiditatii crescute a materialului
induse de temperatura de printare de 25°C, dar cu toate acestea, s-a pastrat morfologia porilor
formati la intersectia filamentelor. In continuare, aceleasi observatii s-au remarcat si in cazul
formularilor 4A2K21-0.5 si 4A2K21-1.0, pentru care s-a impus utilizarea unor presiuni usor
mai ridicate comparativ cu proba control (75 — 80, respectiv 75 — 100 kPa), viteza de printare
variind intre 6.5 — 7 mm s!. Acest lucru poate fi corelat cu cresterea vascozititii formularilor
odata cu adaosul de spirulina. Spirulina, prin continutul sdu ridicat de proteine, polizaharide si
alte molecule bioactive, determind intensificarea interactiunilor intermoleculare in cadrul
matricei polimerice, conducand la formarea unei structuri mai dense si mai rezistente la

curgere.
I1.1.3.3. Analiza calitativa a viabilitatii celulare prin marcarea fluorescenta Live/Dead

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi

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

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

Evaluarea viabilitatii celulare a celor 3 seturi de formulari prin marcarea fluorescentd
Live/Dead s-a realizat la 1, 2 si 5 zile de incubare dupa bioprintare, dupa ce mediul de cultura
a fost schimbat la 2 zile pentru mentinerea viabilitatii celulare. Imaginile optice obtinute sunt
prezentate in Figura 4.

Imaginile de microscopie fluorescentd Live/Dead captate la o zi de incubare evidentiaza
diferente semnificative intre proba control (4A2K21) si formularile cu adaos de spirulina,
4A2K21-0.5 si 4A2K21-1.0. In cazul probei 4A2K21, se observi un numar mai mare de celule

viabile, distribuite relativ uniform, alaturi de un numar redus de celule neviabile, ceea ce indica
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o viabilitate celulari ridicata. in schimb, pentru probele 4A2K21-0.5 si 4A2K21-1.0 se remarci

o scadere accentuatd a numarului de celule vii, fiind foarte evidentd densitatea celulara redusa,

sugerand o viabilitate celulara mai scazuta.

4A2K21-0.5 4A2K21-1.0

2 zile

5 zile

Figura 4. Imaginile de microscopie de fluorescenta obtinute la 1, 2 si 5 zile de incubare, prin
marcarea Live/Dead a probelor pe baza de alginat, K-caragenan, spirulina si celule

osteoblaste MC3T3-E1 (verde - celule vii; albastru — celule moarte; scala de 100pm).
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Dupa 2 zile de incubare, in proba 4A2K21 se mentine o populatie celulara relativ densa,
dar creste usor proportia celulelor moarte. in formularile cu spirulin, distributia celulelor vii
devine mai uniformad, iar semnalul albastru (celule moarte) ramane redus, sugerdnd o buna
mentinere a viabilitatii. La 5 zile de incubare, proba 4A2K21 prezintd in continuare un numar
mare de celule viabile, insa cu o crestere evidentd a celulelor moarte. In contrast, probele cu
spirulind, in special 4A2K21-1.0, indica o viabilitate celulard mai buna pe termen lung, chiar
daca densitatea totalad este mai mica, ceea ce sugereaza un posibil efect protector sau favorabil
al spirulinei asupra supravietuirii celulare.

In ansamblu, aceste rezultate sugereaza ci adaosul de spirulini contribuie la mentinerea
viabilitatii celulare pe termen mai lung, chiar daca este asociat cu o densitate celulara initiala
mai redusa.

I1.1.3.4. Analiza cantitativa a viabilitatii celulare prin testul MTS
Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.3. Investigarea in vivo a inducerii formarii de tesut osos 1n soareci osteoporotici de

catre factorii terapeutici rezultati din Activitatile 1 si 2.
Subactivitatea 3.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 3.

Testul MTS reprezintd o metoda colorimetricd utilizatd pentru evaluarea viabilitatii
celulare si a activitatii metabolice. Acesta se bazeaza pe capacitatea celulelor vii de a reduce
compusul tetrazolic MTS intr-un produs colorat, numit formazan, solubil in mediul de cultura.
Graficele prezentate in Figura 5 evidentiaza evolutia viabilitatii celulare testate la 1, 2 si 5 zile
de incubare a probelor 4A2K21, 4A2K21-0.5 si 4A2K21-1.0 fara celule (bare albastre) si a
celor cu continut de celule MC3T3-E1 (bare verzi), determinatd prin testul MTS, confirmand

specificitatea metodei pentru evaluarea activitatii metabolice.
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Valorile obtinute reflectad activitatea metabolica celulard, fiind direct proportionale cu
numarul de celule viabile. Se observa o tendinta de crestere a viabilitatii in timp pentru toate

probele, mai pronuntatd in cazul formularilor cu spirulina.
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Figura 5. Evaluarea cantitativa a viabilitatii celulare prin testul MTS pentru probele 4A2K21,
4A2K21-0.5 s1 4A2K21-1.0 fara celule (albastru) si cu celule MC3T3-E1 (verde — contin

termenul ’bio” in denumire), la 1, 2 1 5 zile.

In cazul probelor fard continut de celule, se observi valori reduse ale semnalului MTS
la toate intervalele de timp analizate, cu o usoard crestere in timp. Aceasta variatie poate fi
atribuita interferentelor minore ale materialului sau compusilor din compozitie cu reactivul
MTS, insa valorile raman semnificativ mai mici comparativ cu probele care contin celule.

Pentru probele cu continut de celule, se remarcd o crestere evidentd a viabilitatii
celulare in timp, de la ziua 1 panad la ziua 5, ceea ce indicd proliferarea si adaptarea celulelor in
matrice. Comparativ cu proba control 4A2K21, formularile cu spirulina (4A2K21-0.5 si
4A2K21-1.0) prezintd valori mai ridicate ale absorbtiei MTS, 1n special la 2 si 5 zile de
incubare, sugerand un efect benefic al spirulinei asupra activitatii metabolice celulare.

De asemenea, se observa o diferentd intre cele doud concentratii de spirulind, proba
4A2K21-1.0 inregistrand cele mai mari valori ale semnalului MTS la 2 zile de incubare, ceea
ce indica un posibil efect dependent de concentratie. in ansamblu, rezultatele confirma ca
adaosul de spirulina nu doar sustine viabilitatea celulara, ci poate stimula activitatea metabolica

st proliferarea pe termen mediu.

I1.1.4. Concluzii

Prezentul studiu a avut ca obiectiv dezvoltarea, optimizarea si evaluarea unor formulari
printabile acelulare si celulare, cu continut de celule osteoblaste MC3T3-El, destinate
(bio)printdrii 3D, avand in vedere atat proprietatile reologice si caracteristicile de fidelitate la
printare, cat si mentinerea viabilitdtii celulare post-printare. Prin investigarea mai multor
compozitii polimerice, bazate pe combinatia dintre alginat, K-caragenan si spirulind in diverse

concentratii si rapoarte dintre polimeri, studiul evidentiaza provocarile asociate (bio)printarii
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3D si importanta echilibrului dintre proprietatile fizico-chimice ale materialelor si
compatibilitatea biologica.

Rezultatele microscopiei de fluorescenta Live/Dead au evidentiat faptul ca formularile
cu spirulina (4A2K21-0.5 si 4A2K21-1.0) au mentinut o viabilitate mai stabild pe termen lung,
cu mai putine celule moarte. Astfel, spirulina tinde s aiba un efect benefic asupra supravietuirii
celulare, mai degraba decat asupra proliferdrii initiale. De asemenea, rezultatele testului
toate probele, mai pronuntata in formularile cu spirulind, care prezinta valori superioare fatd de
proba control 4A2K21, sugerand un efect stimulativ dependent de concentratie asupra

proliferarii si metabolismului celular.
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I1.2. Captiolul 2
I1.2. Initierea culturilor celulare pentru liniile RPMI 8226, hMSC-BM si
MC3T3-E1

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

11.2.1. Introducere

Din cauza unor defectiuni tehnice aparute la nivelul sistemului de stocare criogenicd, a
fost necesara dezghetarea tuturor liniilor celulare stocate si reluarea procesului de cultivare a
acestora in conditii standard de culturd. Scopul acestei etape a fost asigurarea proliferarii
celulare pana la atingerea unei densitdti adecvate pentru reinitierea procedurilor de
crioconservare, in vederea restabilirii stocurilor de lucru. In consecinti, toate etapele
experimentale asociate manipuldrii si intretinerii liniilor celulare au fost reluate, incluzand
dezghetarea, Tnsamantarea, cultivarea in medii specifice si monitorizarea proliferarii celulare.
Aceste proceduri au fost realizate conform protocoalelor standard utilizate anterior.

Culturile celulare constituie un instrument fundamental in cercetarea biomedicala, iar
initierea si mentinerea acestora implica o serie de proceduri experimentale care trebuie realizate
in conditii strict controlate. Integritatea si stabilitatea culturilor depind in mare masura de
aplicarea riguroasd a tehnicilor de lucru aseptic, menite sd prevind contaminarea
microbiologicd cu bacterii, fungi sau micoplasme. Astfel de contaminari pot compromite
viabilitatea celulard, pot induce modificari fenotipice si pot afecta semnificativ
reproductibilitatea rezultatelor experimentale. In acest context, manipularea materialelor in
hota cu flux laminar, utilizarea echipamentelor sterile si monitorizarea constantd a conditiilor
de culturd reprezinta elemente esentiale pentru mentinerea unor culturi celulare stabile si
biologic relevante [1], [2].

In studiul de fatd au fost utilizate mai multe tipuri de linii celulare, selectate datorita

relevantei lor pentru modelele experimentale investigate. Linia celulara MC3T3-El,
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reprezentand preosteoblaste murine, este frecvent utilizata in studiile privind osteogeneza si
metabolismul osos si, fiind o linie aderenta, necesitd manipulare atentd pentru mentinerea
morfologiei, viabilitatii si capacitatii de diferentiere osteogenicd [3]. De asemenea, au fost
utilizate celule stem mezenchimale derivate din maduva osoasda umand (hMSC-BM),
caracterizate prin potential multipotent de diferentiere, dar sensibile la variatiile conditiilor de
cultura si la contaminare, ceea ce impune aplicarea unor proceduri experimentale riguroase [4].
In plus, a fost inclusa linia celulara RPMI 8226, derivati din plasmocite tumorale umane si
utilizatd pe scard largd ca model experimental pentru studiul mielomului multiplu, care prezinta

crestere In suspensie si necesitd conditii de culturd atent controlate pentru mentinerea

.....

I1.2.2. Materiale si metode

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

Liniile celulare MC3T3-E1, RPMI 8226 st hMSC-BM au fost achizitionate de la Cytion
(GmbH, Heidelberg, Germania). Celulele MC3T3-E1 au fost cultivate In mediu a-MEM
suplimentat cu ribonucleozide si deoxiribonucleozide (Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt,
Germania), completat cu 10% ser fetal bovin (FBS; Gibco™, Thermo Fisher Scientific) si 1%
solutie penicilind—streptomicind (P-S; Gibco™, Thermo Fisher Scientific). Celulele hMSC-
BM au fost mentinute in mediu a-MEM fara ribonucleozide si deoxiribonucleozide (Sigma-
Aldrich Merck, Darmstadt, Germania), suplimentat cu 10% FBS, 1% solutie P-S si 0.1 pg/mL
fibroblast growth factor (bFGF; Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt, Germania). Linia celulara
RPMI 8226 a fost cultivata in mediu RPMI-1640 cu glutamina (Cytion, Darmstadt, Germania),
suplimentat cu 10% FBS si 1% solutie P-S. Solutiile de tampon fosfat salin (PBS) si
dimetilsulfoxid (DMSO) au fost furnizate de Sigma-Aldrich Merck (Darmstadt, Germania), iar
tripsina a fost achizitionata de la Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, SUA).
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I1.2.3. Dezghetarea si initierea liniilor celulare

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

11.2.3.1. Dezghetarea liniei celulare MC3T3-E1

Linia celulara MC3T3-E1 a fost reinitiatd in culturd utilizdnd mediu o-MEM
suplimentat cu ribonucleozide si deoxiribonucleozide, 10% FBS si 1% P-S. Criotuburile
continand celulele a fost dezghetate rapid intr-o baie cu bile metalice la 37°C, dezinfectaet
extern cu etanol 70% si transferat in hota cu flux laminar. Suspensia celulara a fost omogenizata
prin pipetare usoara, iar intregul volum din criotuburi (1,5 mL) a fost transferat intr-un tub de
centrifugare de 15 mL contindind 8 mL de mediu complet, pentru diluarea agentului
crioprotector. Ulterior, suspensia a fost centrifugata la 1300 rpm timp de 3 minute,
supernatantul a fost indepartat, iar sedimentul celular a fost resuspendat in 1 mL de mediu
complet. Celulele din fiecare criotub au fost apoi insdmantate in cite doua flask-uri T75 pentru
culturi aderente si incubate in conditii standard (37°C, 5% CO.), pentru a permite aderarea si

proliferarea celulelor preosteoblastice.

11.2.3.2. Dezghetarea si initierea liniei celulare hMSC-BM

In cazul celulelor stem hMSC-BM cultivarea s-a realizat utilizind mediu a-MEM fara
ribonucleozide si deoxiribonucleozide, suplimentat cu 10% FBS, 1% P-S si 0.1 pg/mL bFGF.
Criotuburile continand celulele a fost dezghetate rapid la 37°C, dezinfectate extern cu etanol
70% si transferate n hota cu flux laminar. Suspensia celulara a fost omogenizatd prin pipetare
usoard, iar volumul de 1,5 mL a fost transferat intr-un tub de centrifugare de 15 mL continand
8 mL de mediu complet, pentru diluarea agentului crioprotector. Suspensia celulard a fost
centrifugatd la 1300 rpm timp de 3 minute, dupd care supernatantul a fost indepartat, iar

sedimentul celular a fost resuspendat in 1 mL de mediu complet. Celulele din fiecare criotub

64



Finantat de NERY, o " z
Uniunea Europeana - @ B GRS BIC AL ARG >I = Planul Nat,'onal. =
NextGenerationEU QXY de Redresare si Rezilienta

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

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

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STIINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

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

au fost apoi distribuite in doua flask-uri T75 pentru culturi aderente, contindnd mediu complet
preincalzit, si incubate in conditii standard (37°C, 5% CO.) pentru a permite aderarea celulara

si mentinerea proprietatilor biologice caracteristice celulelor stem mezenchimale.

11.2.3.3. Dezghetarea si initierea liniei celulare RPMI 8226

Linia celulara RPMI 8226 a fost initiatd in culturd utilizand mediu RPMI 1640 complet,
suplimentat cu 10% FBS si 1% P—S. Criotuburile continand celulele a fost dezghetate intr-o
baie cu bile metalice la 37°C, dezinfectate si transferate in hota cu flux laminar pentru
manipulare aseptica. Suspensia celulard a fost omogenizatd, iar volumul criotubului a fost
transferat in tuburi de centrifugare continand 8 mL de mediu RPMI 1640 complet. Suspensia
celulard a fost centrifugatd la 1300 rpm timp de 3 minute pentru sedimentarea celulelor si
eliminarea agentului crioprotector. Dupd indepartarea supernatantului, sedimentul celular a
fost resuspendat in 1 mL de mediu complet proaspat, iar celulele au fost transferate intr-un
flask T25 destinat culturilor in suspensie, continand mediu RPMI 1640 complet. Cultura a fost

incubatd in conditii standard pentru reluarea proliferarii celulare.

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

11.2.4.1. Pasajul celular MC3T3-E1

Subcultivarea liniei MC3T3-El a fost efectuatd in conditii strict aseptice, utilizand
mediu o-MEM complet suplimentat. Toate etapele au fost realizate in hota cu flux laminar, iar
culturile au fost mentinute in incubator la 37°C, intr-o atmosfera umidificata cu 5% CO., pentru
a asigura conditii fiziologice optime. La atingerea confluentei, mediul a fost indepartat, iar
monostratul celular a fost spalat cu PBS pentru eliminarea reziduurilor de ser si a metabolitilor

care pot interfera cu activitatea enzimatica. Ulterior, s-a adaugat solutie de tripsina, iar celulele
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au fost incubate scurt la 37°C pana la detasarea completd de pe suprafata de cultura. Reactia
enzimatica a fost neutralizatd prin adaugarea de mediu complet, iar suspensia celulara a fost
resuspendata pentru obtinerea unei distributii omogene. Celulele au fost apoi redistribuite in
recipiente noi, contindnd mediu proaspat, si incubate in conditii standard pentru reatasare si
proliferare. Mediul a fost inlocuit la intervale de 2-3 zile pentru mentinerea viabilitatii si a
functionalitatii celulare. Procedura de pasaj a fost repetatd la fiecare confluentd, pana la

obtinerea de 24 de flask-uri de 75 cm?.
11.2.4.2. Pasajul celular \MSC-BM

Subcultivarea celulelor hMSC-BM a fost realizatd in conditii strict aseptice, utilizand
mediu a-MEM fard ribonucleozide si deoxiribonucleozide, suplimentat corespunzator. La
atingerea confluentei, mediul a fost indepartat, iar monostratul celular a fost spalat cu PBS
pentru eliminarea reziduurilor de ser si a componentelor care pot interfera cu procesul
enzimatic. Detasarea celulara a fost realizata prin incubare cu tripsind la 37°C, iar reactia a fost
opritd prin adaugarea de mediu complet. Suspensia celulard a fost colectatd in tuburi de
centrifugare si procesatd prin centrifugare la 1300 rpm timp de 3 minute pentru sedimentare.
Supernatantul a fost indepartat, iar celulele au fost resuspendate in mediu proaspat. Culturile
au fost incubate in conditii standard pentru reatasare si proliferare, iar mediul a fost schimbat
la intervale de 2-3 zile pentru mentinerea viabilitatii si a functionalitatii celulare, in vederea
utilizarii ulterioare in experimente.Etapele pasajului celular s-au repetat atunci cand cultura a

ajuns la confluenti pani la atingerea unui numdr de 16 flask-uri de 75 cm?.

11.2.4.3. Pasajul celular RPMI 8226

Subcultivarea liniei celulare RPMI 8226, o linie tumorald umand cu crestere in

suspensie, a fost realizata utilizand mediu RPMI 1640 complet suplimentat, In conditii strict
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aseptice. Intregul volum de cultura a fost transferat intr-un tuburi de centrifugare si procesat
prin centrifugare la 1300 rpm timp de 3 minute, pentru sedimentarea celulelor si separarea
acestora de mediul uzat. Dupa indepartarea supernatantului, sedimentul celular a fost
resuspendat iIn 1 mL de mediu proaspat, obtindndu-se o suspensie omogend. Concentratiile
initiale au fost diliuate pentru a asigura proliferarea celulara. Culturile au fost mentinute la
37°C, iar mediul a fost schimbat la intervale de 2-3 zile pentru mentinerea unui microambient
adecvat proliferarii si stabilizarii celulare Tnaintea experimentelor ulterioare. Pasajul celular a
fost repetat de fiecare datd cand celulele au ajuns la confluenta pana la obtinerea de 10 de flask-

uri de 25 cm?.

I1.2.5. inghetarea culturilor celulare

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

I1.2.5.1. inghetarea culturii celulare MC3T3-E1

Crioconservarea celulelor a fost realizatd in conditii strict aseptice, sub hotad cu flux
laminar vertical. Inainte de initierea procedurii, au fost pregitite si etichetate corespunzitor
criotuburile necesare, indicand linia celulara, data si numarul pasajului. Pentru fiecare flask de
75 cm? au fost alocate doud criotuburi. Mediul de crioconservare a fost preparat prin
suplimentarea mediului complet a-MEM cu 10% DMSO, iar volumul total a fost calculat in
functie de numarul de flask-uri procesate (24 de flask-uri T75). Celulele au fost detasate prin
indepartarea mediului de culturd, urmata de doud spalari succesive cu PBS si tratament cu
tripsind pana la desprinderea completd. Reactia enzimatica a fost opritd prin addugarea de
mediu complet, iar suspensia celulara a fost colectata si centrifugata la 1300 rpm timp de 3
minute. Dupa indepartarea supernatantului, pelletul celular a fost resuspendat in mediul de
crioconservare, utilizdndu-se 1,5 mL per criotub, rezultind un total de 48 de criotuburi.

Suspensia a fost omogenizata cu atentie, distribuita in criotuburi, iar acestea au fost dezinfectate
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extern si transferate la -80°C pentru depozitare conform protocolului standard de

crioconservare.
11.2.5.2. inghetarea culturii celulare hMSC-BM

Crioconservarea celulelor hMSC-BM a fost realizata in conditii aseptice, sub hotd cu
flux laminar. Pentru fiecare flask de 75 cm? au fost alocate doua criotuburi. Mediul de
crioconservare a fost preparat prin suplimentarea unui amestec contindnd 80% FBS, 9% a-
MEM, 1% P-S si 10% DMSO. Celulele au fost detasate prin indepartarea mediului de cultura,
urmatd de spaldri cu PBS si tratament cu tripsind pand la desprinderea completd. Activitatea
enzimatica a fost neutralizatd prin addugarea de mediu complet, iar suspensia celulara a fost
colectatd si centrifugata la 1300 rpm timp de 3 minute. Dupa indepartarea supernatantului,
pelletul celular a fost resuspendat in mediul de crioconservare, utilizandu-se 1,5 mL per
criotub, rezultand un total de 32 de criotuburi. Criotuburile au fost dezinfectate extern,
pozitionate corespunzdtor si depozitate la -80°C conform protocolului standard de

crioconservare

11.2.5.3. inghetarea culturii celulare RPMI 8226

Crioconservarea liniei celulare RPMI 8226 a fost realizatd conform protocolului
standard, utilizaind mediu suplimentat cu 10% DMSO. Inainte de initierea procedurii, au fost
pregatite si etichetate corespunzator criotuburile necesare. DMSO-ul a fost filtrat steril, iar
mediul de crioconservare a fost preparat prin suplimentarea mediului complet RPMI cu 10%
DMSO. Pentru fiecare flask de 25 cm? au fost alocate doud criotuburi, fiind procesate celule
provenite din 10 de flask-uri T25. Mediul de cultura a fost indepartat, iar celulele au fost
colectate si centrifugate la 1300 rpm timp de 3 minute. Dupa eliminarea supernatantului,

pelletul celular a fost resuspendat in mediul de crioconservare, utilizindu-se 1,5 mL per
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criotub, rezultdnd un total de 20 de criotuburi sterile. Criotuburile au fost dezinfectate si

depozitate la -80°C conform protocolului standard de crioconservare.
11.2.4. Concluzii

In urma defectiunilor tehnice apérute la nivelul sistemului de stocare criogenici, a fost
necesard reluarea completd a proceselor de decongelare, cultivare, pasaj si crioconservare
pentru liniile celulare utilizate in cadrul studiului. Aplicarea riguroasa a protocoalelor standard
de cultura celulara si a tehnicilor aseptice a permis restabilirea culturilor viabile, mentinerea
caracteristicilor fenotipice specifice fiecdrei linii celulare si asigurarea conditiilor optime
pentru proliferare. Reinitierea si extinderea culturilor pentru liniile MC3T3-E1, hMSC-BM si
RPMI 8226 au fost realizate cu succes, prin utilizarea mediilor de culturd adecvate fiecarui tip
celular, monitorizarea atenta a parametrilor de incubare si efectuarea pasajelor la confluenta.
De asemenea, crioconservarea a fost efectuatd conform protocoalelor standardizate, utilizand
medii specifice fiecarei linii celulare si concentratii controlate de DMSO, ceea ce a condus la
obtinerea unui numdr adecvat de criotuburi pentru fiecare tip celular. Depozitarea la -80°C a
fost realizatd in conditii corespunzdtoare, asigurand mentinerea viabilitatii celulare pe termen
lung. In concluzie, activititile desfisurate au permis restabilirea completd a infrastructurii
biologice necesare cercetdrii, garantand continuitatea experimentald, stabilitatea culturilor
celulare si conformitatea cu standardele de bune practici In manipularea si conservarea liniilor

celulare.
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I1.3. Capitolul 3

Sinteza gelatinei metacrilate

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

Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi in modele de soarece.

11.3.1. Introducere

Hidrogelurile reprezinta o clasa de biomateriale frecvent investigate in ingineria tisulara
datorita capacitdtii lor de a reproduce anumite caracteristici esentiale ale mediului
tridimensional al matricei extracelulare. Structura lor, caracterizata printr-un continut ridicat de
apa si o retea polimericd poroasa, permite difuzia nutrientilor si a produselor metabolice,
precum si Incapsularea si sustinerea celulelor in interiorul materialului. Pentru integrarea in
aplicatii biomedicale, aceste sisteme trebuie proiectate astfel incit sa indeplineascad cerinte
riguroase legate de biocompatibilitate, stabilitate in mediul fiziologic, proprietdti mecanice
adecvate si un profil de degradare controlat. Ajustarea acestor parametri este necesara pentru a
corespunde particularitatilor structurale si functionale ale diferitelor tipuri de tesut [1], [2].

Gelatina este un biopolimer derivat din colagen, obtinut prin hidroliza partiala a
acestuia, care pastreazd o parte din secventele bioactive responsabile de interactiunea cu
celulele. Datorita originii sale naturale, biodegradabilitatii si prezentei motivelor de adeziune
celulard, gelatina a fost utilizata pe scara larga 1n ingineria tisulard ca material pentru formarea
de hidrogeluri. Structura sa proteica permite absorbtia unor cantitati mari de apa si formarea
unor retele tridimensionale poroase, favorabile difuziei nutrientilor si transportului produselor
metabolice. Cu toate acestea, hidrogelurile de gelatina formate exclusiv prin gelificare termica

prezintd o stabilitate limitatd la temperatura fiziologicd, deoarece tranzitia sol-gel este

71



MINISTERUL CERCETARI >I » Planul National
NOVARIL §1 DIGITALIZARII de Redresare si Rezilienta

Finantat de
Uniunea Europeana
NextGenerationEU

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

Codul proiectului: 213

Contract de finantare nr. 760093/23.05.2023

Beneficiar: UNIVERSITATEA NATIONALA DE STIINTA SI TEHNOLOGIE
POLITEHNICA BUCURESTI

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

reversibild si structura retelei polimerice se destabilizeaza la aproximativ 37 °C, ceea ce
restrictioneaza utilizarea lor in aplicatii biomedicale pe termen lung [3], [4].

Pentru a depasi aceste limitari, gelatina poate fi modificatd chimic prin introducerea
unor grupari functionale capabile de reticulare covalentd. Metacrilarea gelatinei reprezinta una
dintre cele mai utilizate strategii, fiind realizatd prin reactia gruparilor amino si hidroxil
prezente 1n structura proteinei cu anhidridd metacrilica. Produsul rezultat, gelatina metacrilata
(GelMA), este un polimer fotosensibil care poate forma hidrogeluri stabile prin
fotopolimerizare In prezenta unor fotoinitiatori. Aceastd metoda permite formarea rapida a unei
retele polimerice covalente si oferda un control precis asupra proprietatilor structurale ale
hidrogelurilor obtinute [5], [6].

Proprietatile hidrogelurilor GeIMA pot fi ajustate prin variatia gradului de metacrilare,
a concentratiei polimerului si a conditiilor de fotopolimerizare. Modificarea acestor parametri
influenteazd densitatea de reticulare, rigiditatea mecanicd, dimensiunea porilor si
comportamentul de umflare al retelei polimerice. In plus, deoarece structura gelatinei pastreaza
secvente bioactive derivate din colagen, hidrogelurile GeIMA sustin adeziunea, proliferarea si
diferentierea celulard fard necesitatea introducerii unor peptide suplimentare de adeziune.
Aceste caracteristici au condus la utilizarea extinsa a GeIMA 1n aplicatii de inginerie tisulara,
inclusiv in modele de culturd celulara tridimensionald, regenerare tisulara si sisteme de livrare
controlata a factorilor bioactivi [7].

Literatura de specialitate indicd faptul ca hidrogelurile GeIMA prezintd proprietati
mecanice si biologice care pot fi adaptate pentru diferite tipuri de tesuturi, de la tesuturi moi
pana la structuri cu cerinte mecanice mai ridicate. Compatibilitatea lor cu tehnologiile de
bioprintare 3D permite fabricarea de constructe hidrogelice cu arhitecturi controlate si
distributii spatiale precise ale celulelor. In acest context, sinteza si caracterizarea gelatinei
metacrilate reprezintd o etapd importantd in dezvoltarea unor biomateriale hidrogelice

avansate, destinate aplicatiilor de inginerie tisulara si medicina regenerativa [8].
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I1.3.2. Materiale si metode
Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOM i.

Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi in modele de soarece.

11.3.2.1. Materiale utilizate
Gelatind comerciald din piele de peste, anhidrida metacrilica (MA), membrane de
dializa de 14 kDa si comprimatele cu solutie de tampon fosfat salin (PBS), hidroxidul de sodiu

(NaOH) au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich.

I1.3.3. Sinteza gelatinei metacrilate
Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOM i.

Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi in modele de soarece.

Sinteza GelMA a fost realizatd pentru obtinerea unui polimer fotosensibil destinat
aplicatiilor de inginerie tisulard. Procedura experimentala a utilizat gelatind comerciald ca
material de baza, supusa unui proces de metacrilare prin reactia gruparilor amino libere, si intr-
o masurd mai redusd a gruparilor hidroxil, cu anhidridd metacrilicd in conditii alcaline
controlate. Aceasta reactie conduce la introducerea gruparilor metacrilat pe lanturile
polipeptidice ale gelatinei, permitdnd ulterior formarea unei retele polimerice stabile prin
fotopolimerizare in prezenta unui fotoinitiator [9], [10]. Metodologia experimentald a fost
adaptatd pe baza unor protocoale raportate in literatura recentd, cu ajustarea cantitatilor de
reactivi In functie de conditiile experimentale utilizate in laborator.

In etapa initiala a sintezei, 60 g de gelatind au fost dizolvate in 1200 mL de solutie
tampon PBS, utilizdnd o baie de apa mentinuta la 50 °C. Procesul de dizolvare a fost realizat
pe o durata de 2 ore, pana la obtinerea unei solutii omogene. Pe parcursul acestei etape, pH-ul
sistemului a fost monitorizat constant si ajustat la valoarea 7,4 prin addugarea controlata a unei
solutii de NaOH 5 M, pentru a asigura conditiile adecvate desfasurarii ulterioare a reactiei de

metacrilare. Dizolvarea gelatinei comerciale n solutie tampon fosfat salin la temperatura
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ridicatd a condus la obtinerea unei solutii omogene, fara agregate vizibile, indicand o hidratare
completa a lanturilor polimerice. Mentinerea pH-ului in intervalul 7,4 s-a dovedit esentiald pe
intreaga durata a reactiei, atit pentru favorizarea atacului nucleofil al gruparilor hidroxil asupra
anhidridei metacrilice, cét si pentru prevenirea reactiilor secundare nedorite.

Dupa obtinerea solutiei omogene de gelatind, s-au adaugat treptat, prin picurare, 2,235
mL de anhidrida metacrilica. In timpul acestei etape s-a observat o tendintd de scidere a pH-
ului, determinata de desfasurarea reactiei de metacrilare. Pentru mentinerea conditiilor optime
de reactie, pH-ul solutiei a fost monitorizat si reajustat periodic prin adaugarea unei solutii de
NaOH 5 M, astfel incat valoarea acestuia sa fie mentinuta in intervalul 7,4—7,8. Reactia a fost
lasata sd se desfasoare timp de 3 ore, sub agitatie continud, conducand la formarea derivatului
metacrilat al gelatinei, GelMA.

La finalul reactiei, procesul de metacrilare a fost oprit prin addugarea a 300 mL de
solutie PBS. Oprirea reactiei prin diluare cu solutie PBS a asigurat neutralizarea mediului si
limitarea reactiilor ulterioare. Solutia rezultata a fost supusa ulterior unui proces de purificare
prin dializa, utilizand membrane cu masa moleculara de tdiere de 14 kDa. Dializa s-a desfasurat
pe o perioada de 3 zile 1n apa distilatd, cu inlocuirea mediului la intervale de 24 de ore, pentru
indepartarea anhidridei metacrilice nereactionate, a sarurilor si a altor compusi reziduali.

Dupa finalizarea etapei de dializa, solutia de GelMA a fost transferata in placute Petri
si congelatd, fiind ulterior supusa procesului de liofilizare. Materialul obtinut in forma solida a
fost colectat si pastrat pentru utilizare in etapele experimentale ulterioare. Procesul de
purificare prin dializa, utilizind membrane cu limita de tdiere a masei moleculare de 14 kDa, a
permis indepartarea eficientd a reactivului nereactionat si a produselor secundare cu masa
moleculard micd. Schimbarea periodica a mediului de dializd a fost necesara pentru mentinerea
gradientului de concentratie si pentru cresterea eficientei purificarii. Dupa dializa, solutia de
GelMA a prezentat un aspect clar, fard miros specific de anhidridd, sugerand o purificare

adecvata. Confirmarea structurald a functionalizarii chimice poate fi realizatd ulterior prin
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utilizarea tehnicii de rezonantd magneticd nucleara (RMN), prin evidentierea benzilor

caracteristice gruparilor metacrilice.

I1.3.4. Concluzii

Gelatina metacrilata a fost obtinuta prin modificarea chimica a gelatinei comerciale in
mediu alcalin, folosind anhidrida metacrilica drept agent de functionalizare. Mentinerea pH-
ului in limite controlate si etapa de purificare prin dializd au avut un rol esential in eliminarea
reactivilor reziduali si In obtinerea unui produs cu proprietati chimice corespunzatoare.
Materialul rezultat, GeIMA, poate fi utilizat ca precursor pentru formarea de hidrogeluri cu
capacitate de fotoreticulare si prezinta potential pentru aplicatii in ingineria tisulara, inclusiv in

procese de fabricatie aditiva.
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PARTEA III
II1.1. Capitolul 1

I11.1. Pregatirea culturii celulare si evaluarea biocompatibilitatii
structurilor din GeIMA, GellanMA si diferite concentratii de GO, prin
testare Live/Dead

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 3.

II1.1.1. Introducere

In ingineria tisulari si dezvoltarea biomaterialelor, interactiunea dintre celule si
biomaterial reprezintd un factor determinant pentru succesul aplicatiilor biomedicale. Dincolo
de supravietuire, raspunsul celular este influentat de proprietitile fizico-chimice ale
materialului, cum ar fi topografia, rigiditatea sau compozitia chimica, care pot modula
comportamentul celular la nivel molecular si structural. Astfel, analiza raspunsului celular
devine un instrument esential pentru Intelegerea modului in care aceste materiale pot fi utilizate
in aplicatii regenerative sau de substitutie tisulara [1], [2].

Metodele actuale de evaluare celulard pun accent nu doar pe determinarea viabilitatii,
ci si pe observarea directd a organizdrii celulare si a interactiunilor celuld -biomaterial.
Tehnicile bazate pe fluorescenta permit vizualizarea In timp real a morfologiei celulare, oferind
indicii despre integritatea membranei si despre distributia acestora in cadrul structurii analizate.
Aceste informatii contribuie la caracterizarea performantei biomaterialelor intr-un mod mai
complex decat simpla cuantificare a celulelor vii [3], [4].

In acest studiu, au fost investigate scaffold-uri concepute pentru a oferi un mediu
favorabil dezvoltarii celulare, urmarindu-se influenta compozitiei asupra comportamentului

celular. Analiza a fost realizata pe probe pe baza de gelatina metacrilata (GelMA), guma gellan
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metacrilatd (GellanMA) si diferite concentratii de oxid de grafend (GO), evaluate la 1 si 3 zile

prin test Live/Dead.
I11.1.2. Matertiale si metode

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 3.

1I1.1.2.1. Materiale

Cultura celularda MG-63 (CLS Cell Lines Service GmbH, Heidelberg, Germania) a fost
utilizatd pentru toate experimentele. Aceasta a fost cultivatd iIn mediu Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM; Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SUA), cu 10%
ser fetal bovin (FBS; Gibco™, Thermo Fisher Scientific) si 1% solutie de Penicilind-
Streptomicinad 100x (Gibco™, Thermo Fisher Scientific). Pentru evaluarea raspunsului celular
s-a utilizat kitul comercial Live/Dead Viability/Cytotoxicity Kit, for mammalian cells
achizitionat de la Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, SUA). Solutia de
tampon fosfat salin (PBS) a fost furnizata de Sigma Aldrich Merck (Darmstadt, Germany), iar
tripsina de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, SUA)

I11.1.2.1. insiiméntarea celulelor si pregitirea probelor

Pentru evaluarea interactiunilor dintre celule si biomaterial, au fost selectate cate 4
probe pentru fiecare tip de structurd, acestea fiind ulterior plasate in placi Petri. In vederea
asigurarii unui mediu aseptic, probele au fost introduse intr-o hotd cu flux laminar vertical si
supuse unui proces de sterilizare cu radiatii UV, timp de o ora pentru fiecare suprafata, cu
scopul elimindrii eventualelor contamindri microbiene. Pregatirea suspensiei celulare a
implicat detasarea celulelor cu ajutorul tripsinei. Initial, mediul de cultura din flask-uri a fost
indepartat, iar suprafetele au fost spalate de doua ori cu cate 5 ml de PBS. Ulterior, s-au adaugat

2 ml de solutie de tripsind, iar celulele au fost incubate timp de 3 minute pentru a facilita
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desprinderea acestora de pe substrat. Dupa detasare, celulele au fost resuspendate in 6 ml de
mediu complet s1 omogenizate usor, iar suspensia rezultata a fost transferata intr-un tub de 50
ml. Aceasta a fost centrifugatd la 1300 rpm timp de 3 minute, dupa care supernatantul a fost
indepartat.

Celulele astfel detasate au fost resuspendate in 1 ml de mediu complet, iar densitatea
celulara a fost determinatd prin metoda colorarii cu albastru tripan. Suspensia celulara a fost
ulterior ajustatd prin dilutie pana la atingerea concentratiei dorite, iar pe fiecare proba au fost
insamantate 250 000 de celule. Plicile au fost incubate in conditii standard, in prezenta a 2
ml/placd de mediu complet, asigurandu-se astfel un contact adecvat intre celule si biomaterial.

Viabilitatea celulara a fost evaluata dupa 1 si 3 zile de cultura.

I11.1.2.2. Evaluarea viabilitatii celulare prin maracare Live/Dead la 1 si 3 zile

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 3.

Pentru determinarea viabilitdtii celulare pe suprafetele biomaterialelor a fost realizat
testul Live/Dead, o metoda bazatd pe utilizarea unor coloranti fluorescenti care permit
diferentierea celulelor viabile de cele neviabile. In etapa initiald, solutia de PBS a fost adusi la
temperatura de 37°C, iar reactivii kit-ului, respectiv Calcein AM si Ethidium homodimer, au
fost mentinuti la temperatura camerei pentru a preveni aparitia socului termic. Intreaga
procedura experimentald a fost realizata in intuneric, in scopul evitdrii degradarii fotochimice
a colorantilor.

Solutia de lucru a fost preparatd intr-un tub de 15 ml prin combinarea a 10 ml PBS cu
5 pl de Calcein AM si 20 pl de Ethidium homodimer. Placile de cultura celulara au fost scoase
din incubator, mediul de culturd a fost indepartat din godeuri, iar acestea au fost spalate de
doua ori cu cate 1 ml PBS pentru eliminarea reziduurilor de mediu. Ulterior, in fiecare godeu

a fost adaugat 1 ml din solutia Live/Dead, dupa care placile au fost acoperite cu folie de
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aluminiu si incubate timp de 40 de minute 1n absenta luminii, pentru a permite o colorare
eficientd si uniforma a celulelor.

La finalul incubadrii, solutia de colorare a fost indepartatd, iar godeurile au fost
completate cu 1 ml PBS pentru etapa de vizualizare. Analiza a fost realizata cu ajutorul unui
microscop de fluorescentd (Dmi8 Leica, Germania), utilizand filtrele corespunzétoare
lungimilor de unda specifice fiecarui colorant. Aceasta abordare permite aprecierea directd a
viabilitatii celulare si ofera informatii relevante privind biocompatibilitatea materialelor

investigate.

ITI.1.3. Rezultate si discutii

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.4. Controlul functional si de calitate al componentelor Activitatii 3.

Evaluarea viabilitatii celulelor MG-63 cultivate pe scaffold-urile 3D a evidentiat o
capacitate favorabila de adaptare si proliferare, sustinand compatibilitatea biomaterialelor cu
linia celulara utilizatd. Dupd 24 de ore de culturd (Figura 1), s-a constatat un nivel ridicat de
viabilitate celulara, insa majoritatea celulelor se aflau incd intr-o etapa incipientd de atasare la
substrat. Din punct de vedere morfologic, acestea prezentau o formd usor rotunjita,
caracteristicd fazei de acomodare si fixare pe suprafata materialului. Numarul redus de celule
neviabile, evidentiate prin coloratie rosie, indica faptul ca etapele de manipulare si insdmantare

nu au generat un stres semnificativ asupra culturilor celulare.
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Figura 1. Imagini de micrscopie de fluorescenta a celulelor MG-63 dupa 24 de ore de contact

cu scaffold-urile cu diferite concentratii de GO. (A) Magnificatie 5x si scald de 100 pm. (B)

Celulele de pe suprafata scaffold-urilor la magnificatie 20x si scald de 100 um.

La 3 zile de incubare (Figura 2) s-a observat o crestere evidenta a populatiei de celule
viabile, marcate in verde, acestea prezentand o morfologie tipica, alungita, asociatd cu o
adeziune eficientd la suprafata scaffold-urilor cu un continut de GO mai mic de 0.25%. La
ambele intervale de timp studiate, se observa o relatie intre viabilitatea celulara si concentratie
de GO, insd dupa 3 zile aceasta relatie devine mult mai evidentd. Astfel, celulele aflate in
contact cu probele contindnd 0.50% GO, au indicat o viabilitate mai scizutd dupa 3 zile. in
contrast, scaffold-urile cu 0.125% GO au indicat o viabilitate celualrd ridicata, cu o morfologie
specifica celulelor osteoblaste aderate. In ansamblu, rezultatele obtinute indica faptul ca
biomaterialele analizate sustin in mod diferentiat comportamentul celular, in functie de
concentratia de GO, evidentiind existenta unui prag optim care favorizeaza atat viabilitatea, cat

si adeziunea si organizarea morfologica a celulelor MG-63.
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Figura 2. Imagini de micrscopie de fluorescenta a celulelor MG-63 dupa 3 zile de contact cu

scaffold-urile cu diferite concentratii de GO. (A) Magnificatie 5x si scald de 100 um. (B)

Celulele de pe suprafata scaffold-urilor la magnificatie 20x si scalda de 100 um.
I11.1.4. Concluzii

Rezultatele obtinute in cadrul acestui studiu evidentiaza faptul ca scaffold-urile 3D
investigate prezintd un potential semnificativ pentru aplicatii in ingineria tisulara, demonstrand
o bund biocompatibilitate in raport cu linia celulara osteoblastica MG-63. Protocolul
experimental adoptat, care a inclus etape riguroase de sterilizare, manipulare si insdimantare
celulard, a permis obtinerea unor conditii optime pentru evaluarea interactiunii dintre celule si
biomaterial. In urma testelor de viabilitate celulard de tip Live/Dead, s-a observat ca, dupa 24
de ore de culturd, majoritatea celulelor au rdmas viabile, Insad se aflau intr-un stadiu incipient
de adeziune, caracterizat printr-o morfologie rotunjitd. Acest aspect este In concordantd cu
etapele initiale ale procesului de atasare celulara, in care celulele isi adapteazd structura la
suprafata substratului. Procentul redus de celule neviabile indica faptul ca biomaterialele nu au
indus efecte citotoxice imediate, iar procesul de manipulare nu a afectat semnificativ
integritatea celulara. Dupa 3 zile de cultura, s-a evidentiat o evolutie clard a comportamentului
celular, manifestata prin cresterea numarului de celule viabile si prin modificari morfologice

sugestive pentru o adeziune stabild si initierea proliferdrii. Celulele au prezentat o forma
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alungita, specificd osteoblastelor bine fixate pe substrat, iar distributia lor uniforma pe
suprafata scaffold-urilor indica o interactiune favorabila intre celule si arhitectura materialului.

Un aspect esential evidentiat de acest studiu 1l reprezinta influenta concentratiei de GO
asupra viabilitatii celulare. Rezultatele indica existenta unei corelatii directe Intre concentratia
de GO si raspunsul celular, aceasta relatie devenind mai pronuntatd in timp. Scaffold-urile cu
un continut redus de GO (0,125%) au demonstrat cea mai bund performantd biologica,
sustinand o viabilitate celulard ridicatd si o morfologie caracteristica celulelor osteoblaste
aderente. In schimb, cresterea concentratiei de GO la 0,50% a condus la o diminuare a
viabilitatii dupa 3 zile, sugerand un posibil efect inhibitor sau citotoxic la concentratii mai mari.
In concluzie, studiul demonstreazi ci biomaterialele pe bazi de GelMA, GellanMA si
functionalizate cu concentratii optime de GO, pot sustine eficient viabilitatea si dezvoltarea
celulelor osteoblaste, deschizand perspective favorabile pentru utilizarea acestora in domeniul

biomedical.
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I11.2. Captiolul 2

II1.2. Obtinerea de substituenti ososi pentru validare in vitro si in vivo
Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi in modele de soarece.

I11.2.1. Introducere

Obtinerea de substituenti ososi cu rezistentd mecanicd adecvatd si proprietati
functionale capabile sa sustina regenerarea tisulard, n special in patologii complexe precum
mielomul multiplu, a necesitat dezvoltarea unor sisteme biomateriale avansate care sa asigure
atat stabilitate structurald, cat si un rispuns biologic favorabil in mediul fiziologic. In acest
sens, selectia materialelor reprezintd un pas critic, deoarece acestea trebuie sa fie
biocompatibile, sd permitd interactiuni eficiente cu celulele si sa prezinte proprietati mecanice
apropiate de cele ale tesutului osos, fard a induce raspunsuri adverse. De asemenea, este
necesara proiectarea unor structuri poroase si interconectate, care sd faciliteze migrarea
celulara, vascularizarea si schimbul de nutrienti, aspecte esentiale pentru formarea de tesut nou.
In cazul sistemelor hidrogelice, proprietitile initiale ale materialelor sunt adesea insuficiente
pentru a asigura stabilitatea in mediul biologic, ceea ce impune utilizarea unor strategii de
reticulare. Reticularea permite formarea unei retele tridimensionale stabile, cresterea
rezistentei mecanice si controlul degradarii in timp, contribuind la mentinerea integritatii
structurale a scaffoldului pe durata procesului de regenerare. In plus, ajustarea compozitiei si a
gradului de reticulare ofera posibilitatea de a regla fin proprietatile fizico-chimice si biologice
ale materialului, astfel incét acesta sa raspunda cerintelor specifice ale aplicatiei. Prin urmare,
combinarea selectiei adecvate a materialelor cu strategii eficiente de stabilizare structurald

reprezintd o etapa esentiala in dezvoltarea unor substituenti ososi performanti.
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In acest context, in acestd etapd au fost concepute formuldri compozite bazate pe
gelatina metacrilata (GelMA) si gellan metacrilat (GGMA), materiale cunoscute pentru
biocompatibilitate, capacitate de reticulare si versatilitate In procesare. Integrarea oxidului de
grafena (GO, 0,125% din masa polimerului) a urmarit imbunatatirea proprietatilor mecanice,
cresterea rigiditatii retelei si modularea interactiunilor cu biomoleculele, inclusiv prin efecte
asupra adeziunii si diferentierii celulare. Stabilizarea initiald a structurilor s-a realizat prin
fotoreticulare UV (405 nm) in prezenta unui fotoinitiator (LAP, 0,15% raportat la masa
polimerului), conducand la formarea rapida a unei retele polimerice stabile, compatibild cu
mentinerea formei dupa procesul de printare.

Pentru a extinde controlul asupra proprietatilor finale ale substituentilor ososi, aceste
sisteme au fost proiectate pentru etape suplimentare de reticulare si modificare structurala prin
iradiere fiind transferate cétre partenerii din China de la Peking University. Acolo probele
obtinute vor fi supuse tratamentelor cu fascicul de electroni (electron beam) la energii diferite
(de exemplu, 2 MeV si 10 MeV), cu dimensiuni ale probelor ajustate in functie de adancimea
de penetrare, precum si iradierii cu fascicul ionic pentru modificari la nivel de suprafatad .
Aceste tratamente permit inducerea de reticulari suplimentare, reorganizarea retelei polimerice
si ajustarea proprietatilor mecanice si de suprafata, fard introducerea unor agenti chimici
suplimentari. Ulterior iradierii, substituentii ososi vor fi evaluati printr-un set extins de
caracterizari structurale si functionale, incluzand tehnici precum SEM, FTIR, XPS, Raman sau
XRD pentru analiza compozitiei si morfologiei, precum si teste mecanice de tip nanoindentare
pentru determinarea rigidititii. In paralel, sunt previzute studii de degradare, umflare si
evaludri biologice in vitro (viabilitate si diferentiere celulard), care vor permite corelarea
modificarilor induse de iradiere cu raspunsul biologic.

I11.2.2. Materiale si tipuri de probe ce au fost preparate

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi Tn modele de soarece.
I11.2.2.1. Materiale
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Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi in modele de soarece.

Gelatina din piele de peste de apa rece (teleostean, BioReagent, solida, lot SLCC7087,
G7041-500), guma gellan (Gelzan™ CM, G1919-250G, M = 1.000 kg mol™!), pulberea de GO
(CxOyHz, 796034, 15-20 straturi, 4-10% oxidare la margini), litiu fenil-2,4,6-
trimetilbenzoilfosfinat (LAP, >95,0%, 900889-1G, pulbere cristalind) si anhidrida metacrilica
([H2C=C(CH5)CO]-0, >94%, CAS 760-93-0, 154,16 g mol ™) au fost achizitionate de la Sigma-
Aldrich (Darmstadt, Germania). Toti reactivii sunt de puritate analitica si au fost utilizati ca

atare. Pentru toate etapele apoase se utilizeaza apa ultrapura.
I11.2.2.2. Prepararea formularilor pe baza de GeIlMA -GGMA / GO

Substituirea grupdrilor amino ale gelatinei cu grupari metacriloil se va realiza prin
dizolvarea a 20 g de gelatind in 400 mL PBS (pH = 7.,4), la 50°C, sub agitare continua intr-o
baie de apa timp de 2 ore. Ulterior, se vor adauga picatura cu picatura 0,745 mL de anhidrida
metacrilicd, mentinand pH-ul in intervalul 7,4-7,7 prin addugare de NaOH 5M. Dupa 4 ore de
reactie sub agitare, aceasta va fi oprita prin adaugarea a 100 mL PBS, iar solutia va fi transferata
in membrane de dializa (MWCO = 14000 Da) si dializata impotriva apei deionizate timp de 3

zile. Ulterior, solutia va fi colectata si liofilizata pentru utilizare ulterioara.

In mod similar, GellanMA va fi obtinut prin substituirea gruparilor hidroxil din unittile
repetitive ale gumei gellan cu grupdri metacrilice. Mai intai, 5 g de guma gellan vor fi dizolvate
in 500 mL PBS la 90°C timp de 2 ore. pH-ul solutiei va fi mentinut in intervalul 8,0—-8,5 Tnainte
si dupd adaugarea treptatd a 20 mL de anhidrida metacrilica. Reactia va fi mentinuta timp de 4
ore si opritd prin addugarea a 100 mL PBS. Solutia va fi apoi dializata impotriva apei
deionizate, utilizand membrane cu prag de tdiere de 14000 Da, timp de 3 zile, inainte de

liofilizare. In ambele procese, apa deionizata utilizata pentru dializa va fi inlocuita zilnic.
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Sinteza formularilor va incepe prin dispersarea GO 1n apa ultrapurd. Mai intai, dispersia
de GO, la concentratia indicatd in Tabelul 1, va fi supusa ultrasonarii (ultrasonicator VCX 750,
Sonics & Materials, Inc., Newton, CT, SUA) timp de 2 ore, la o amplitudine de 25%, cu un
regim de impuls/pauza de 15 s/5 s, intr-o baie de gheata. Ulterior, se va adauga GellanMA 1n
concentratie de 6% (m/v) 1n dispersie, sub agitare magnetica, la 90°C, intr-o baie de apa, si se
va lisa la dizolvat timp de 1 ora. In continuare, temperatura baii va fi redusi la 40°C, iar
GelMA, 1n concentratie de 24% (m/v), va fi addugat lent si omogenizat timp de 1 ora sub agitare
continud. LAP va fi utilizat drept fotoinitiator, la o concentratie de 0,15% (m/m) raportata la

concentratia totala de polimer.

Pentru fiecare formulare vor fi turnate atat structuri 3D, cét si filme obtinute prin
dropcasting, utilizand metodele prezentate mai jos. Pentru realizarea structurilor 3D turnate in
petriuri de plastic. Procesul de reticulare va fi realizat cu ajutorul unei bioprintere 3D BIO X6
(Cellink, Gothenburg, Suedia), echipatd cu un sistem de control al temperaturii. Dupa turnare,
scaffoldurile vor fi reticulate cu lumina ultravioleta (UV) la 405 nm, timp de 6 minute pentru
probele turnate si 60 secunde pentru probele care sunt film. In ceea ce priveste filmele obtinute
prin turnare, amestecurile vor fi turnate cu grija pe matrite plane din material plastic inert, intr-
un volum de 0,2-0,5 mL, ajustat astfel incat sa se obtind o grosime finala tintd de aproximativ
10-50 um. Evaporarea solventului va fi realizata in conditii ambientale controlate, timp de 48-
72 ore, pentru a permite formarea unor filme subtiri uniforme. Filmele rezultate vor fi desprinse
usor de pe substrat, iar grosimea finala va fi masurata cu ajutorul unui dispozitiv de masurare
a grosimii, confirmand o valoare medie de aproximativ 10-50 um. Filmele obtinute vor fi

ulterior fotoreticulate utilizand un fascicul UV cu lungimea de unda de 405 nm.

In concluzie, vor fi obtinute doua tipuri de probe: structuri 3D printate si filme obtinute prin
turnare. Ambele tipuri de probe vor fi preparate utilizand patru formulari hidrogelice (Tabelul

1), compuse din GeIMA si GellanMA, in prezenta sau absenta GO.
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Tabel 1. Concentratiile componentelor utilizate in formularile de bioink multicomponent

Hydrogel GelMA GGMA GO Reticulare LAP
Composition wiv%)  (wiv%)  (w/w %din  (UV405nm) (W/w %
masa de din masa
polimer) de
polimer)
1. GelMA + GGMA 24% 6% - Yes 0.15%
2. GelMA + GGMA 24% 6% - No 0
3. GelMA + 24% 6% 0,125% Yes 0.15%
GGMA+ GO
4. GelMA + 24% 6% 0,125% No 0
GGMA+ GO
5. GelMA (control 1) 24% 0% - Yes 0.15%
6. GelMA (control 2) 24% 0% - No 0

2.4. Formatele probelor

Pentru fiecare formulare vor fi  preparate urmatoarele tipuri de probe:
* structuri printabile de forma patratd, cu dimensiunile 10 X 10 x 3 mm (L % 1 x h)

» filme subtiri, cu grosimi cuprinse intre 10-50 pm si/sau 100-500 pm
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I11.2.3. Rezultate si discutii

Activitatea 3. Validarea in vivo a eficientei dispozitivelor REOSTEOMi
Subactivitatea 3.1. Validarea substituentilor ososi in modele de soarece.
Scopul acestei activitdti a fost prepararea si furnizarea unui set de substituenti

ososi/structuri biofunctionale pe baza de GeIMA si GGMA, obtinute atat sub forma de structuri
tridimensionale, cat si de filme realizate prin turnare, in variante reticulate si nereticulate, cu
grosimi controlate. Aceste tipuri de probe au fost concepute astfel incat sa permita modificarea
lor ulterioara prin fascicul de electroni, in cazul structurilor 3D mai groase (10 MeV), si prin
fascicul ionic, In cazul filmelor subtiri (2 MeV), in cadrul experimentelor planificate in
laboratorul dumneavoastra. S-a realizat de asemenea sinteza unor formulari GelIMA-GGMA,
cusi fard GO, utilizand metoda turnari pentru stucturi si metoda de drop-casting pentru filme,
Ulterior, aceste formulari vor fi supuse iradierii cu scopul de a induce legaturi covalente intre
lanturile polimerice si de a evalua modul in care tipul de iradiere, doza aplicatd si conditiile
experimentale influenteaza gradul de reticulare la scara moleculara.

Rezultatele initiale obtinute in urma iradierii, inclusiv prin utilizarea ionilor de carbon
si oxigen, vor contribui la investigarea formarii de legaturi intre doua, trei sau mai multe lanturi
peptidice de gelatind, oferind astfel informatii importante privind mecanismele de conectare
intermolecularda induse prin radiatie. Aceste date vor permite identificarea celor mai
promitatoare formulari si vor constitui baza pentru conturarea unei posibile aplicatii comune
de proiect. In acest context, cercetarea va furniza, in primul rand, protocoale de procesare
pentru fabricarea unor structuri 3D si a unor filme subtiri pe baza de hidrogeluri GelMA-
GGMA/GO. In al doilea rand, va genera date privind raspunsul la doza pentru tratamentele cu
fascicul de electroni si fascicul ionic aplicate materialelor obtinute. In final, va permite

selectarea formularilor cu cel mai mare potential pentru dezvoltarea ulterioara a unor directii
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comune de cercetare. Mai specific, activitatea experimentald a condus la obtinerea
hidrogelurilor GelMA-GGMA si GeIMA-GGMA cu 0,125% GO (m/m), atat reticulate si
nereticulate, precum si fabricarea acestora sub forma de structuri 3D si filme subtiri (tabel 2).
Dupa sinteza probelor acestea au fost congelate si apoi liofilizate pentru o manipulare adecvata

pentru depozitare si transportare mai usoara.

Astfel, in Figura 1 sunt prezentate probele obtinute in urma sintezei, fiind evidentiate
aspectul macroscopic, forma finald, in functie de compozitia formularii si metoda de obtinere.
Aceste probe vor fi ulterior trimise catre Universitatea Peking din China, unde vor fi supuse
unor teste suplimentare, In vederea evaludrii comportamentului lor in conditii experimentale
specifice si a validarii performantei acestora.

Intr-o etapa viitoare, aceste probe vor putea fi utilizate pentru investigatii mai avansate,
menite sd evidentieze impactul modificdrilor induse prin iradiere asupra proprietatilor
structurale si functionale ale materialelor. In acest context, caracterizarea fizico-chimica
initiala va putea fi realizata in laboratorul dumneavoastra, pentru a permite compararea directa
cu rezultatele obtinute dupa modificarea prin fascicul de electroni si fascicul ionic. In paralel,
vor fi investigate efectele moleculare ale iradierii prin utilizarea unor tehnici de caracterizare
precum fractia gel, gradul de umflare, FT-IR si spectrometria de masa (peptide mapping), cu
scopul de a identifica intervalele de doza care favorizeaza formarea de legaturi intre douad, trei
sau mai multe lanturi peptidice. Aceste analize vor permite, totodatd, diferentierea intre
grefarea pe un singur lant si reticularea intre mai multe lanturi, iar semnaturile moleculare astfel
obtinute vor fi corelate ulterior cu proprietitile mecanice macroscopice ale materialelor. In
perspectiva, aceste rezultate vor sta la baza extinderii studiului catre evaludri biologice si

functionale mai avansate, precum si catre optimizarea formularilor pentru aplicatii specifice.
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Tabel 2. Tipurile de probe obtinute si caracteristicile lor dimensionale

Proba Tip proba
Film Structura
GelMA + P
GGMA+LA
P
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GelMA +
GGMA
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GelMA +
GGMA+
GO+LAP
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GelMA +
GGMA+
GO
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GelMA
(control
1)+LAP

GelMA
(control 2)

111.2.4. Concluzii

In cadrul acestei etape, s-au obtinut cu succes hidrogeluri pe bazi de GelMA si
GellanMA, atat in absenta, cat si In prezenta oxidului de grafena (GO), in variante reticulate si

nereticulate, demonstrand posibilitatea ajustarii compozitiei si a starii de reticulare in functie
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de aplicatia vizata. De asemenea, s-au realizat doua tipuri distincte de probe, respectiv structuri
tridimensionale si filme subtiri, utilizand metode complementare de procesare, ceea ce a permis
obtinerea unor materiale cu geometrii si grosimi controlate. Procesele de sinteza, turnare si
fotoreticulare au condus la formarea unor structuri stabile, cu integritate macroscopica buna si
manipulabilitate adecvata. Integrarea oxidului de grafena n matricea polimerica a demonstrat
fezabilitatea obtinerii unor formulari compozite, cu potential de imbunatatire a proprietatilor
mecanice si de interactiune cu biomoleculele. Totodata, utilizarea fotoreticularii UV a permis
stabilizarea rapidd a retelei polimerice, mentindnd forma structurilor obtinute. Probele
preparate au fost pregatite corespunzator pentru etapele ulterioare de modificare prin iradiere,
fiind supuse proceselor de congelare si liofilizare pentru a facilita depozitarea si transportul.
Acestea vor fi transmise catre partenerii de la Universitatea Peking, unde vor fi supuse
tratamentelor cu fascicul de electroni si fascicul ionic, in vederea investigarii modificarilor
structurale induse. In ansamblu, rezultatele obtinute au demonstrat reproductibilitatea
procesului de preparare si versatilitatea sistemelor hidrogelice dezvoltate, constituind o baza
solidd pentru studiile ulterioare privind reticularea indusd prin iradiere, caracterizarea

moleculara si corelarea cu proprietdtile mecanice si biologice ale materialelor.

CONCLUZII GENERALE

Activitatile desfasurate in perioada ianuarie-martie 2026 au contribuit semnificativ la
avansarea obiectivelor propuse in cadrul proiectului REOSTEOMIi, prin dezvoltarea si
optimizarea unor sisteme biomateriale destinate regenerarii osoase, precum si prin consolidarea
etapelor experimentale necesare validarii lor biologice ulterioare. Rezultatele obtinute in
aceasta etapa arata ca cercetarea a urmadrit atat partea de formulare si procesare a materialelor,
cat si componenta biologica necesara pentru utilizarea lor in aplicatii relevante din domeniul
medicinei regenerative.

Un rezultat important al acestei etape a fost obtinerea si evaluarea unor formulari printabile pe
baza de alginat si k-caragenan, destinate atat printdrii 3D, cét si bioprintdrii 3D cu celule
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osteoblaste MC3T3-El. Studiile efectuate au ardtat ca performanta acestor sisteme depinde in
mod direct de compozitia formuldrii, de conditiile de pregelifiere si de parametrii de printare
utilizati. Modificarea concentratiei polimerilor, a raportului dintre acestia si a conditiilor de
gelifiere a influentat clar comportamentul materialului in timpul extrudarii, fidelitatea formei
obtinute si stabilitatea suporturilor dupa printare. Aceste rezultate au evidentiat faptul ca
obtinerea unei bio-formuldri eficiente necesita un echilibru atent Intre vascozitate, stabilitate si
compatibilitate biologica.

Dintre formuldrile analizate, anumite compozitii au prezentat un comportament
superior din punct de vedere al printabilitatii, permitdnd obtinerea unor structuri mai uniforme,
mai stabile si cu o fidelitate geometrici mai buni. In acelasi timp, rezultatele au aritat ca
procesul de gelifiere ionica are un rol esential in stabilizarea suporturilor printate, iar alegerea
conditiilor eficiente, este foarte importantd mai ales atunci cand materialul este destinat
obtinerea unor structuri suficient de stabile pentru testele ulterioare, fara a introduce un stres
suplimentar inutil asupra sistemului biologic.

Un alt aspect relevant urmarit in aceastd etapa a fost evaluarea stabilitatii structurilor
printate in medii diferite. Rezultatele au aratat ca hidrogelurile dezvoltate prezinta sensibilitate
la mediile care contin ioni monovalenti, ceea ce poate conduce la pierderea rapida a integritatii
structurale. Totusi, prin ajustarea compozitiei mediului de incubare, in special prin
suplimentarea cu ioni de calciu, a fost posibild Tmbunatatirea semnificativd a stabilitatii
probelor. Acest lucru este important deoarece aratd ca performanta acestor sisteme nu depinde
doar de compozitia biomaterialului, ci si de mediul in care acesta este utilizat si evaluat.

Rezultatele obtinute in cadrul bioprintarii au aratat, de asemenea, ca temperatura de
procesare influenteazd in mod direct comportamentul formularilor si calitatea structurilor
obtinute. S-a observat ca lucrul la temperaturi mai scazute a favorizat mentinerea formei dupa

extrudare si a Imbunatatit fidelitatea geometricd a structurilor, datoritd cresterii stabilitatii
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materialului imediat dupa depunere. In acelasi timp, aceste observatii au subliniat importanta
controlului atent al parametrilor de lucru, deoarece chiar si mici variatii experimentale pot
influenta atat calitatea suportului obtinut, cét si raspunsul biologic al celulelor incluse in sistem.

Din punct de vedere biologic, rezultatele au aratat ca formularile dezvoltate pot sustine
viabilitatea celulara pe termen scurt, ceea ce confirma compatibilitatea lor de baza cu modelul
celular osteoblastic utilizat. Testele de viabilitate au indicat prezenta unui numar important de
celule vii in primele zile dupa bioprintare, sugerand cd materialele si conditiile de procesare
alese sunt potrivite pentru mentinerea initiald a celulelor in interiorul matricei. Scdderea
progresiva a viabilitdtii observata la intervale mai mari de incubare sugereaza insa ca sistemul
necesitd optimizdri suplimentare, in special in ceea ce priveste difuzia nutrientilor, schimbul
de oxigen, rigiditatea matricei si interactiunea celule material. Aceste observatii sunt
importante deoarece aratd clar directiile In care formularile trebuie Tmbundtatite pentru a
sustine functionalitatea biologica pe termen mai lung.

In paralel cu aceste studii, o contributie importanti a acestei etape a fost si dezvoltarea
unor formulari noi, imbunatétite prin integrarea unor componente bioactive, precum spirulina.
Rezultatele preliminare au sugerat cd introducerea acestei componente poate influenta
favorabil atat comportamentul materialului in timpul printarii, cat si raspunsul biologic al
celulelor. Formularile care au inclus astfel de componente au aratat un potential crescut pentru
obtinerea unor structuri mai bine adaptate cerintelor din ingineria tisulara osoasd. Acest aspect
este relevant deoarece indicd faptul cd dezvoltarea substituentilor ososi nu trebuie sa
urmareasca doar obtinerea unei structuri stabile, ci si crearea unui microambient mai favorabil
pentru celule si pentru procesele de regenerare.

Un alt rezultat important al perioadei raportate a fost consolidarea bazei biologice
necesare continudrii experimentelor. Initierea, extinderea si mentinerea culturilor celulare
pentru liniille MC3T3-E1, hMSC-BM si RPMI 8226 au fost realizate cu succes, ceea ce a

permis pregatirea modelelor celulare relevante pentru etapele urmatoare ale proiectului.
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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

Aceastd etapd a avut o importan{d practici majord, deoarece asigurarea unor culturi celulare
stabile, viabile §i reproductibile este esenfiala pentru desfasurarea corectd a tuturor
experimentelor ulterioare. In acelasi timp, acest progres experimental contribuie direct la
crearea cadrului necesar pentru investigarea interacfiunii dintre biomaterialele dezvoltate si
sistemele biologice relevante pentru regenerarea osoasd §i pentru complicafiile asociate
mielomului multiplu.

in ansamblu, rezultatele obfinute in aceasti etapa arati ci activitatea de cercetare s-a
desfisurat intr-o manieri integrati si bine directionatd, generand date experimentale valoroase
pentru continuarea proiectului. Au fost facufi pasi importanti atat in optimizarea formularilor
biomateriale, cat si in pregitirea si validarea conditiilor experimentale necesare pentru testarea
lor biologica. Toate aceste rezultate susin potentialul sistemelor dezvoltate pentru aplicatii
viitoare in regenerarea osoasi §i oferd o bazi solidd pentru etapele urmitoare de validare

functionald, evaluare in vivo i rafinare a substituentilor ososi dezvoltati in cadrul proiectului.

intocmit de membrii echipei de implementare, Avizat de responsabilul de proiect,

Ing. Dobrigan Mihaela-Raluw\S)\J\ Prof. Dr. Ing. Mariana IONITA Q/

Dr. Ghiti Alina-loana % VB@\‘Q\U é}a
Drd. Ing. Toader Georgian Alin %(}5:- Data: 31.03.2026 /

Dr. Ing. Ghighina Elena (Cojocaru) ;&—-

.}
Ing. Zsunkuly Andrea-Carolina M ,%

Data: 31.03.2026
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