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Etapa 1. Prepararea amestecurilor si teste pentru realizarea de suporturi 3D prin
metode reproductibile

Scopul etapei | a proiectului I-a constituit realizarea de amestecuri polimerice care pot fi
transformate, prin diferite metode si tehnici (reticulare, liofilizare, bioimprimare), in suporturi
capabile sa sustind adeziunea si proliferarea celulara (celule specifice pielii).

Activitatile propuse in cadrul etapei I au fost realizate integral, prin corelarea aspectelor
stiintifice si tehnice pe parcursul perioadei de derulare.

Activitate 1.1. Obtinerea de amestecuri firi celule pentru realizarea de suporturi 3D
Modificarea chimica a gelatinei. Gelatina a fost modificata conform protocolului descris de
Camci-Unal si colaboratori sai, aducand unele ajustari metodei. Pentru cuantificarea gradului
de metacrilare s-au utilizat 2 metode: metoda TNBS si metoda cu ninhidrina. S-a obtinut
GelMA cu grade de substitutie cuprinse intre 52% si 66%, in functie de timpul reactiei de
modificare chimica.

Prepararea si caracterizarea amestecurilor cu GelMA. S-au realizat amestecuri pe baza de
gelatind metacrilatd (GelMA), cu diferite grade de metacrilare si poli(etilen glicol) diacrilat
pentru utilizare ca biocerneluri imprimabile prin tehnica de extrudare. S-au realizat
amestecuri omogene pe baza de GelMA, PEGDA, fotoinitiator biocompatibil; amestecurile s-
au caracterizat din punct de vedere reologic. Testele reologice au fost efectuate cu ajutorul
unui reometru MCR 302 Anton-Paar (Graz, Austria), echipat cu sistem Peltier pentru
controlul temperaturii. Pentru toate amestecurile, modulul elastic (G’) prezinta valori mai
mari In comparatie cu modulul vascos (G”), iar valorile tangentei de pierdere sunt mai mici
decét unitatea. Comportamentul reologic al materialelor GelMA este influentat atat de
adaugarea polimerului PEGDA cét si de gradul de metacrilare. Tn toate cazurile, gelurile care
incorporeaza doua tipuri diferite de polimeri (gelatina functionalizatd si PEGDA) sunt retele
cu proprietati reologice superioare in conditii de forfecare continud. Materialele pe baza de
GelMA, reticulate cu PEGDA, sunt formulari de biomaterial asemanatoare structurilor solide,
fiind adecvate pentru bioimprimarea pe baza de extrudare.

Activitate 1.2. Obtinerea de amestecuri cu celule pentru hidrogeluri si bioimprimare
Pentru obtinerea biocernelurilor cu celule s-a dizolvat GeIMA in DMEM complet (10% ser
fetal bovin si 1% amestec de penicilind, strepromicind si neomicind) la temperatura camerei
pentru a prepara o solutie de concentratie 20% (g/vol), dupa care a fost filtratad. S-a adaugat
cantitatea corespunzitoare de PEGDA si fotoinitiator. In gelul format s-a addugat 1 mL de
DMEM complet cu suspensie de fibroblaste (1x10"celule). Biocerneala obtinuti s-a introdus
in seringa imprimantei 3D, iar imprimarea s-a realizat intr-o placa de cultura cu 48 de
godeuri. Dupa procesul de bioimprimare, in fiecare godeu au fost adaugati 500nl de DMEM
complet si sistemele au fost incubate la 37°C, in atmosfera de 5%CO; timp de 48 de ore.



Pentru comparatie, din amestecul initial s-a realizat suport prin bioimprimare si s-a SUPUS
popularii cu celule.Atat in cazul suporturilor obtinute prin imprimarea amestecurilor
polimerice in care au fost incorporate celule cat si in cazul suporturilor populate ulterior cu
celule se observa existenta celulelor dupa 48 h de culturd. Rezultatele sunt promitdtoare, in
etapa a lla a priectului urménd a se realizeze studii suplimentare in vederea imbunatatirii
capacitatii de Tncorporare a celulelor.

Activitate 1.3 Teste preliminare privind obtinerea de suporturi de tip hidrogel si sisteme
realizate prin bioimprimare

1.3.1. Realizarea de suporturi tip hidrogel prin reticulare

S-au realizat hidrogeluri reticulate prin combinarea de polimeri naturali (chitosan, gelatina,
dextran si xantan) si polimeri sintetici (poli((acrilamida) si poli(N,N'-metilen-bisacrilamida)).
S-a studiat influenta metacrildrii polimerilor naturali si adaosul de monomeri sintetici
(acrilamida (Aam) si N,N’-metilen-bisacrilamida (BisAam)) in compozitie asupra
proprietatilor hidrogelurilor obtinute.

1.3.2. Realizarea de suporturi prin bioimprimare

Amestecurile obtinute la Activitatea I.1. au fost imprimate folosind o bioimprimanta 3D
Inkredible (Cellink, San Carlos, Statele Unite) care utilizeaza metoda extrudarii ca mecanism
de injectare a cernelurilor. Structuri cu forma patrata si grile (1xlcm), avand 4 straturi
grosime au fost proiectate in programul Celllnk Heartwave si extrudate printr-o duza conica
27G (dimensiune de 200um). Parametrii de imprimare au fost selectati in corelatie cu
vascozitatea fiecarui amestec. Matricile obtinute prin tehnica de bioimprimate au fost uscate
prin liofilizare (Labconco,SUA), timp de 48 de ore si supuse caracterizarii.

Activitatea 1.4 Caracterizarea suporturilor tip hidrogel si bioimprimate

Hidrogelurile obtinute prin reticulare au fost caracterizate din punct de vedere structural,
Studiul compozitiei chimice a confirmat polimerizarea monomerilor sintetici In prezenta
gruparilor metacrilice de pe polimerii naturali si formarea de retele tridimensionale.
Hidrogelurile prezinta o compozitie omogend si formeaza prin liofilizare structuri
macroporoase, cu porii interconectati, caracteristici deosebit de importante pentru
interactiunea cu celule si nutrienti. Hidrogelurile au o buna capacitate de umflare, in conditii
biologice simulate atingandu-se grade de umflare > 2000%. Testele in culturi celulare au
aratat faptul ca suporturile sunt citocompatibile si nu induc modificarea morfologiei celulare.

Suporturile obtinute prin tehnica de bioimprimare au fost liofilizate si supuse caracterizarii.
In conditii fiziologice simulate, suporturile 3D obtinute absorb fluide si stabilitatea lor a
crescut in prezenta PEGDA. Suporturile sunt degradate in prezenta colagenazei; gradul de
metacrilare si pozitia grupului metacrilat pe catena gelatinei influenteaza reactia cu PEGDA
si complexitatea structurii 3D, implicit comportarea la degradare. S-au realizat teste Tn culturi
celulare (fibroblaste si keratinocite) si s-a aratat ca materialele GelMA-PEGDA sunt
biocompatibile si nu au modificat morfologia si capacitatea de proliferare a celulelor. De
asemenea, materialele sunt bioadezive, proprietadtile fiind imbunatatite semnificativ atunci
cand PEGDA a fost implicat in formarea retelei 3D.



Activitatea 1.5. Management proiect, raportare etapa.Diseminarea rezultatelor
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