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Obiectivul general al proiectului REOSTEOKIT este de a imbunatati statusul de sanatate al
societdtii, prin introducerea unor abordari unice pentru medicina regenerativa osoasa, care nu numai
imbundtateste terapiile substitutive celulare existente pentru afectiunile grave precum fracturi osoase
intarziate si neunionale, dar asigurd tranzitia holistica de la medicina regenerativa conventionald catre
medicina integrativa personalizata. Obiectivul REOSTEOKIT este sd ofere un kit de reconstructie
osoasa, care imbine terapia eficientd din punct de vedere al costurilor si cu eficienta mult Tmbunatatita
fatd de solutiile conventionale de tratament utilizate pentru restaurarea defectelor osoase si un
dispozitiv fiabil de monitorizare in timp real a potetialului osteogenic a celulelor stem mezenchimale
umane: o misuri cantitativd a formarii de os. Indeplinirea cu succes a principalelor obiective tehnice va
genera publicatii 1n jurnale de top, prezentari la evenimente internationale care vizeaza diseminarea,
informarea si sustenabilitate prin Proprietatea Intelectuala generatd si cresterea vizibilitatii
internationale a cercetarii stiintifice romanesti.

In prima etapa a proiectului am avut in vedere Dezvoltarea formularilor printabile de baza (inkuri /
cerneluri); inkuri conductoare pe baza de grafena si inkuri pentru substituent osos (Activitatea 1 si am
efectuat experimente aferente subactivitatilor A1.1-A1.6. In cele ce urmeaza prezentam o parte dintre

rezultatele stiitifice aferente etapei.

In vederea identificarii componentelor cheie si avansarea unei serii de inkuri / cerneluri de baza
urmata de sinteza de inkuri / cerneluri nanocompozite prin amestecarea cu oxid de grafen (GO) exfoliat
corespunzator, testarii din punct de vedere reologic a inkurilor / cernelurilor si modularea vascozitatii,
urmatd de testarea preliminard pentru printare 3D (depunere prin injectie) dar si realizarea unor teste
fizico-chimice, morfo-structurale initiale am efectuat o serie de experimente iar rezultatele cele mai

promitatoare sunt raportate mai jos.
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I. Sinteza si caractierizarea de formulari printabile pe baza de gelatina metacrilata
(GelMA), gellan metacrilat(GGMA) si formulari printabile nanocompozite pe baza de
gelatina metacrilata (GelMA), gellan metacrilat(GGMA) si oxid de grafena (GO)

Sinteza GGMA.Sinteza de gellan functionalizat cu grupari metacrilat (GGMA) a fost realizata prin
reactia gelanului cu anhidrida metacrilicd conform protocolului descris in (1). Gradul de substitutiea
fost determinat 8% prin spectromerie' H-RMN, folosind ecuatia 1, unde semnalul caracteristic gruparii
metil de pe unitatea structurald, ramnoza a fost utilizata ca referinta (1,45 ppm).
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Eq 1: , unde Ipp reprezinta integrarea semnalului pentru dubla legatura(c), Icypsmam €ste integrarea
peakului de referinta (a), nHpp si NHcpsrham sunt numarul de protoni din legatura dubla si respectiv, din

grupa metil de pe ramnoza, si NOH ponomer €Ste numarul de grupe hidroxil reactive din Gelan.
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Fig. 1. Specretele' H-RMN pentru gelan si gelan metacrilat.
Obtinerea de formulari printabile si influenta GO. Pentru a studia influenta continutului de GO au
fost preparate formulari printabile de diferite concentratii. Dispersii de GO s-au obtinut prin procesul
de exfoliere la o concentratii de 0.6%, 1.2 si respectiv 2.4 wt/vol ce fost redispersata in suspensie CNF
(1.2% w/vol) pentru a obtine o concentratie de 0.25%, 0.5% si respectiv 1% w/w GO 1n suspensia de

CNF (*concentratia finala de GO raportata la masa de polimer in faza continua). Gelatina metacrilata



(GelMA, derivata din peste) (8% w/w) cu DM= 20% a fost adaugata in amestec si lasata sa se dizolve
sub agitare magnetica la 37°C. Apoi a fost addugat GGMA o concentratie de 2% w/w in amestec si
dizolvata la 37°C timp de 15 minute. Solutiestock de fotoinitiator LAP (Lithium phenyl-2,4,6-
trimethylbenzoylphosphinate) a fost preparata la 25mg/ml si adugata in formulare intr-oconcentratie de
0.3% wt/vol.

Tabel 2. Descrierea formularilorprintabile.

cod
Ink GG_000 GG_025 GG_050 GG_100
compozitie
GG-MA (%) 2 2 >
GelMA (%) 8 8 8
GO (%) 0.25 0.5 1

Evaluarea proprietatilor mecanice.Raspunsul mecanic al hidrogelurilor a fost investigat prin
experimente de compresiune uniaxiala (analizor de textura CT3 Brookfield). Esantioanele de testare au
fost obtinute prin turnare in matrita sub forma de cilindri de 10 mm si o indltime de 3 mm si reticulate
folosind radiatie UV (365nm). Esantioanele au fost analizate in triplicat prin comprimarea pana la o
deformare de 100%. S-a observat ca adaugarea de GO nu imbunatateste rezistenta la compresiune
atunci cand este adaugata intr-un procent de 0.25%, insa la un procent mai mare reteau polimerica
devine cu mult mai elastica. Acesta poate fi un indiciu ca GO inhiba procesul de reticulare in bulk

ducand la obtinerea unor retele mult mai mai elastice.
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Fig.2. Testele de compresie pana la rupere pentru esantioanele pe baza de GeIMA si GG cu si

fara GO (a); fotografii in timpul testelor de compresiune (b).
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Evaluarea proprietatilor de rehidratare. Cinetica si gradul de gonflare a fost evaluat in PBS
conform protocolului descris in (2). Experimentele au fost efectuate n triplicat in aceleasi conditii si au
fost raportate valorile medii. Proprietatile de rehidratare si capaciatatea de absorbtie de mediu apos ale
hidrogelurilor multicomponente au fost studiate luand in considerare in principal concentratia de GO.
Astfel, s-a observat ca cresterea continutului de grafena creste capacitatea de gonflare, toate
esantioanele atingand echilibrul dupa 4h cu exceptia probelor cu 1%GO care ating gradul maxim dupa
6h. Hidrogelurile obtinute prezintd o capacitate mare de gonflare, si se observa ca adaugarea de GO in
procent de 1% impacteaza semnificativ capacitatea de gonflare a materialelor inducand o crestere

seminificativa a valorilor
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Fig. 3. Cinetica de gonflare (a) si gradul maxim de gonflare (b) in PBS ale probelor pe baza de
GelMA si GG cu si fara GO.

Evaluarea proprietatilor de degradare in prezenta de colagenazia. Comportamentul de degradare in
vitro al hidrogelurile nanocomposite au fost studiate folosind metoda descrisa in(3) cu mentiunea ca s-a
utilizat o solutie de colagenaza de concentratie 120 U/ml. Fig. 4. Descrie rezultatele studiului de
degradare in vitro a hidrogelurile nanocompozite pentru o perioada de 7 zile. S-au observant diferente
semnificative ale comportamentului la degradare a materialelor in functie de compozitia acestora,
prezenta oxidului de grafena generand un grad mai scazut de degradare a sistemelor nanocompozite.
Odata cu cresterea continutului de GO 1n amestecurile de reactie initiale, scade si gradul de degradare.
Rezultatele obtinute sugereaza ca materialul multicomponent cu doar 0.25% GO in formulare a
prezentat o valoare reziduala GF de 34% la sfarsitul experimentului de degradare (7 zile). Aceasta
valoare corespunde unei degradari aproape totale a componentei proteice. Nivelul de degradarea
enzimatica a tuturor materialelor studiate a fost in acord cu compozitia, unde s-a observant clar ca rata

de degradare este mai mica atunci cand este prezent un continut mai mare de GO.
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Fig. 4.Cinetica de degradare in vitro a hidrogelurilor pentru o perioada de 7 zile.

Fabricarea de structuri simple si multimaterial/hibride prin printare 3D. Evaluarea

printabilitatii materialelor a fost efectuata folosind procesul de printare pe bazd de microvalva si

extrudare directa (bioprinter 3D Discovery RegenHU). Procesul de printare a structurilor 3D a fost

desfasurat la 37 °C pentru toate formularile. Toate cele 4 formulari au fost testate si optimizate pentru

cele doua tehnologii de printare. S-a observat ca ink-urile formeaza filament continuu (Fig.7a) atat

utilizand procesul de printare pe baza de microvalva si extrudare directa. Parametri optimi pentru

printare sunt prezentati tabelar.

Tabel 1. Parametri optimi pentru printareutilizand tehnologie bazate pr micro-valva

Ink Pressure Feed rate Valve openingtime, Valve closingtime, Dosingdistance(us) Printingdelay
(kPa) (mm/s) VOT (ps) VOT (ps) (ms)

GG_000 40+1 10 1000 1500 0.1 0

GG_025 404 10 1000 1800 0.1 0

GG_050 40+5 10 1000 2200 0.1 100

GG_100 40+8 10 800 2200 0.1 150

Tabel 2. Parametri optimi pentru printareutilizand extrudare directa

Ink Pressure (kPa) Feed rate (mm/s) Printingdelay (ms)
GG_000 55+1 10 0

GG_025 55+4 12 0

GG_050 6015 12 50

GG_100 6018 15 100

Software-ul BloCAM™ (Versiunea 1.0, RegenHU) a fost utilizat pentru a genera fisierul G-

code/protocolul de printareproiectate sub forma de structuri cubice cu 1=10 mm in 5 straturi in care
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altereaza doua tipuri de umplere, tip fagure (3) si tip rectilinar (2) (Fig 5.b) Structurile 3D au fost
depuse pe placi de sticla utilizand o microvalva tip contact (CF300 ID = 0,3/S = 0,1) si ac cu diametrul
interior de 0,3 mm (CF300 ID = 0,3/L = 2,4) iar pentru extrudare directa ac cu diametrul de 0.25 (G25
— ac cilindric cu lungime de 6.25). Structurile 3D au reticulate prin expunerea fiecarui strat la UV (365

nm) timp de 5s. Toate cele 4 formulari au generat structuri 3D cu fidelitate ridicata din punct de vedere

calitativ (Fig. 5.c).

a) b)

eD +Microvalva
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Fig 5. Fotografii ale filamentului generat prin extrudarea formularii martor (Extrudare directa
stanga-sus si extrudare prin microvalva dreapta-sus) si a formularilor nanocompozite(extrudare directa

stanga-jos) (a); Model CAD (b); Structuri printate 3D (c¢).



Obtinerea de structuri multimaterial/hibride folosind succesiv doua formulari diferite a fost
efectuata folosind procesul de printare pe baza de microvalva pentru printarea straturiloc cu GG_000si
extrudare directa pentru printarea straturilor cu formulari nanocompozite. Modelul CAD utilizat a fost
similar cu cel descris anterior cu mentiunea ca straturile cu umplere timp fagure sunt printare cu
GG _000 1ar straturile rectilinii cu formulare ce contine GO (Fig 6a). Au fost obtinute formulari cu o
excelenta rezolutie de printabilitate, mai ales considerand dimensiunile mici si complexitatea detaliilor
preproiectate. Din punct de vedere calitativ, structurile redau cu fidelitate modelul proiectat si prezinta

integritate structurala (Fig.8 b).

Fig. 6. Modelul CAD (a) si fotografii ale structurilor multimaterial printate 3D (b).

Evaluarea cantitativa a printabilitatii formularilor obtinute s-a realizat prin masurarea
diametrului filamentului depus si a ariei porilor folosindlmage] software. S-a observat ca
formularile GG 025 si GG_050 pezinta valori foarte apropiate de cele obtinute pentru modelul
teoretic, ceea ce indica faptul ca stucturile prezinta o fidelitate structurala excelenta. In plus, s-a
observat ca printabilitatea se imbuntateste atunci cand structurile sunt printate utilizand doua

formulari. In particular, valorile obtinute pentru structurile multimaterial GG_000+GG_050



indica faptul ca aceasta metoda de fabricare duce la obtinerea de structuri 3D cu cel mai inalt

grad de fidelitate.
Printability Evaluation
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Fig. 7. Evaluarea cantitativa a printabilitatii prin masurareadiamensiunii filamentului si a

porilor in comparatie cu modelul teoretic.

Evaluarea proprietatilor morfologice. Echipamentul de tomografie micro-computer de finalta
rezolutie Bruker CT 1272 a fost utilizat pentru a efectua examinarea morfologicd a probelor.
Morfologia probei selectate impreuna cu analiza dimensiunilor porilor sunt descrise in fig 9. Analiza
micro-CT a suporturilor 3D liofilizate a dovedit o structurd foarte poroasd, interconectata,cu pereti
subtiri. Analiza efectuatd pe GG_000+GG_050 a aratat ca porii ocupd aproximativ 80% din volumul
total al suportului, in timp ce dimensiunea medie a porilor a variat de la 30 = 3,2 pana la 750 = 55,9
um, cei mai mari pori fiind cei pre-proiectati in modelul 3D. S-a observat ca doar o parte din structura
cuprinde pori pre-proiectati ceea ce indica un colaps partial al structurii ce a avut loc fie Tnainte sau in

timpul procesului de liofilizare.



Fig. 9. Morfologia probei GG_000+GG_050impreuna cu analiza dimensiunilor porilor.
Indeplinirea cu succes a principalelor obiective tehnice va genera publicatii in jurnale de top, prezentiri

la evenimente internationale care vizeaza diseminarea, informarea si sustenabilitate prin Proprietatea

Un alt sistem studiat este a fost formularea caragenan-gelatina si formulari nanocompozite pe
baza de caragenan-gelatina si oxid de grafena (GO) principalele rezultate obtinute sunt prezentate
schematic mai jos. Obiectivul principal al studiului este de a investiga influenta concentratiei de oxid
de grafena (GO) in hidrogeluri obtinute din kappa-caragenan (kC) si gelatina de peste reticulate cu
genipin. Proteinele si polizaharidele joacd numeroase roluri 1n sistemele lor biologice native.
Abordarile biomimetice in ingineria tisulara se bazeazd, de obicei, pe amestecuri de proteine-
polizaharide cu bioactivitate crescuta derivata din sinergia celor doi compusi. In matricea extracelulara
(MEC) a tesuturilor animale, faza proteica dominantd este potentata de o faza minoritara de natura
polizaharidica, dar cu o implicatie remarcabild in ceea ce priveste suportul mecanic si a semnalizarea
celulara. Prin urmare, in proiectarea amestecurilor, selectarea materialelor complementare adecvate
este cruciald pentru producerea unei arhitecturi complexe care sa reproduca hidrofilicitatea, sarcinile de
suprafatd, structurarea matricei artificiale, etc. Amestecurile propuse sunt concepute astfel incat kC sa
aiba atat rolul de sustinere mecanica al retelei, cat si de componenta osteomodulatoare activa biologic,
datorita asemdnarii structurale cu constituentii de tip glicozaminoglicani (GAG) ai MEC din oase si
cartilajul uman. GO este, de asemenea, cunoscut drept un factor care stimuleaza osteogeneza, in
virtutea a doud motive, biocompatibilitatea intrinseca (din punct de vedere chimic) si asigurarea unor

stimuli micromecanici (domenii rigide distribuite uniform in matrice) detectabili de celule.
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Caracterizarea retelelor propuse este orientatd spre identificarea asemandrilor dintre formularile
proiectate st MEC a tesutului osos nativ.
Sinteza formularilor simple / compozite. S-au sintetizat 6 formuldri, obtinute Intr-un volum final de 100
ml in care concentratia totald de polimer de 5% m/v si raportul masic k-caragenan: gelatind de peste
este mentinut constant la 1:3. Continutul de oxid de grafena [cGO] a fost variat exponential pe baza
ecuatiei

cGO [%] = 1.25x,
unde x = {£ 7,5, £ 3,75, 1} si reprezintd procente masice raportate la masa totald de polimer.
Dispersiile de oxid de grafena au fost obtinute n apa dublu distilata (30 ml fiecare). Gelatina de peste a
fost dizolvata 1n dispersiile GO sub agitare constanta timp de 2 ore la 40 ° C. Solutiile de k-caragenan
(70 ml fiecare) au fost obtinute prin dizolvarea pulberii pana la solubilizarea complete si obtinerea unei
solutii limpezi, la 70 °C. Solutiile de k-caragenan au fost racite la 50 °C pe o baie de apa si amestecate
cu solutiile de gelatind de peste-GO sub agitare puternica timp de 1 ora, la 50 °C. Dupa omogenizarea
solutiilor, a fost adaugat genipinul iar omogenizarea acestuia a fost asigurata prin continuarea agitarii
mecanice timp de 30 de minute. Tabelul 1 rezuma compozitia celor 6 formulari.

Tabelul 1. Compozitia formularilor dublu-ranforsate

Gela Oxid
tina de peste K- de grafena

Proba [g] caragenan [g] [mg] Genipin [mg]

fGkC 3.75 1.25 0 0.03
fGxC GO1 3.75 1.25 0.009 0.03
fGkC GO2 3.75 1.25 0.022 0.03
fGxC GO3 3.75 1.25 0.063 0.03
fGxC GO4 3.75 1.25 0.115 0.03
fGxC GOS5 3.75 1.25 0.267 0.03

Gradul de gonflare. Studiile de gonflare au fost demarate pentru a determina capacitatea
amestecurilor sintetizate de a absorbi apa. Esantioanele au fost cantarite si imersate in 5 ml solutie
tampon fosfat (PBS, pH 7,4) la temperatura camerei. La intervale regulate, probele au fost indepartate

din mediul de incubare si cantarite dupa indepartarea excesului de apa.



11

Profilul de gonflare
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Figura 10. Profilul de gonflare a celor 6 formulari pe baza de gelatina de peste si k-caragenan
ranforsate cu oxid de grafena.

Transferul de nutrienti si metaboliti cétre celulele care populeaza un scaffold sunt influentate
semnificativ de capacitatea de gonflare. Comportamentul de gonflare al formularilor f{GkC deriva direct
din structura super-poroasd a hidrogelurilor. Deoarece porii sunt interconectati si functioneaza ca un
sistem capilar, materialele absorb cantitati semnificative de apa inca din primele minute de la imersare.
Toate formularile ating echilibrul in mai putin de douad ore de la imersie si absorb de la 8 pana la 15 ori
greutatea lor initiala. Aceste constatari se coreleaza cu studiile calitative si cantatative de pCT care au
aratat o interconectivitate crescutd a porilor in probele ranforsate cu GO, in particular la concentratii
mai mari de 1,25% m/m. Acest fenomen este cauzat de faptul cd GO permite modelarea unei retele de
macro si micro-canale, asigurand mai multd infiltrare a fluidelor.

Studiul de degradare enzimatica. Esantioane liofilizate de dimensiune egala (15 mg) au fost
incubate in 3 mL solutie tampon Tris-HCI (0,1 M, pH 7,4) imbogatita cu 0,005% (m/v) NaN3 si 5 mM
CaCl, timp de 1 ord. Dupa, 1 mL de solutie de colagenaza (15 pg/mL) a fost adaugat peste mediul in
care esantioanele erau incubate. Testul a fost efectuat la 37 °C pe cate trei esantioane pentru fiecare
formulare sintetizata iar rezultatele obtinute au fost mediate si raportate cu deviatie standard.
Degradarea probei a fost oprita prin inactivare chimica si termica dupa adaugarea a 0,5 ml de solutie
0,25 M de EDTA rece si racire pe baie de gheata. Dupa inactivarea colagenazei, probele au fost spdlate
cu Tris-HCI si apa distilata. Fractia de gel (GF) a fost determinata dupa uscarea probei in aer la 37 °C
utilizdnd urmatoarea ecuatie

GF (%) = (1-Wd /W) x 100,
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unde Wy, este masa probei uscate dupa timpul t de expunere la solutia de colagenaza si W} cse masa

esantionului uscat inainte de incubare in solutia de enzima.

Profilul de degradare enzimatica
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Figura 11. Fractia de gel a celor 6 formulari pe baza de gelatina de peste si k-caragenan

ranforsate cu oxid de grafena dupa diversi timp de incubare in solutie de colagenaza

Investigarea stabilitatii materialelor in medii fiziologice complexe simulate a fost efectuata la
1/2/4/6/12/24 de ore, 2/3/7 si 10 zile. Cea mai rapida degradare apare in primele 6-12 ore pentru
majoritatea formularilor, cu exceptia fGkC_GO4 si fGkC GOS5, unde pierderea masica nu depaseseste
20%. Cel mai probabil, aceasta pierdere abrupta se datoreaza indepartarii din retea a gelatinei de peste
insuficient fixata de genipin. Stabilitatea imbunatatita a compozitiilor f{GkC GO4 si f{GxC_GOS5 poate
fi pusa pe seama concentratiei ridicate de oxid de grafena care in reteaua hibrida, datorita gruparilor
functionale care contin oxigen asigura formarea unor legaturi suplimentare de hidrogen, interactiuni
care reprezinta contribuie la densificarea retelei. GO poate sa actioneze ca o bariera care sa
incetineasca difuzia colagenazei in intreaga retea polimerica si astfel sa decelereze procesul de
degradare. Totodata, profilul de degradare al celor 6 formulari se poate corela si cu caracteristicile
morfologice ale materialelor la timpi mai mari de 3 zile de incubare, in sensul in care stabilitatea
acestora poate fi diminuata de existent porilor de dimensiuni mari. La 7 zile, in compozitiile
fGkC GO4 si fGkC GOS, fractia de gel este la valori comparabile cu fractia de caragenan initiala, iar

la 10 zile toate probele sunt degradate 100%.
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Microtomografie computerizata (uCT). Tehnica de uCT a fost utilizata pentru a caracteriza
din punct de vedere calitativ si cantitativ morfologia unor esantioane liofilizate din cele 6 formulari.
Analiza a fost efectuata utilizand echipamentul de inalta rezolutie Bruker pCT 1272 iar scanarea a fost
efectuata fara filtru, tensiunea sursei a fost setata la 45 kV, intensitatea curentului la 200 pA, in timp ce
expunerea fost setatd la 550 ms. Scanarea a fost efectuata cu un pas de rotatie de 0,15°, la o rotire a
probelor de 180°. Fiecare captura 2D a fost rezultatul medierii a 3 achizitii. Pentru cele 6 probe,
dimensiunea pixelului imaginii a fost fixata la valoarea de 7 um. In softul NRecon au fost reconstruite
imaginile 3D ale probelor, in baza setului de date de tip radiografie 2D rezultat. In softul CTAn au fost
effectuate analizele calitative ale probelor (porozitate, evaluarea dimensiunii porilor) precum si
reconstructia porilor ca obiect pentru o mai buna intelegere a arhitecturii esantioanelor. Softurile
CTVox si DataViewer au fost utilizate la ilustrarea tomogramelor reconstruite (proba solida/pori).

Imagini representative ale esantioanelor se regasesc grupate in Figura 12.
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Figura 12. Capturi de ecran ale tomogramelor reconstruite si ilustrate in CTVox (figuri color)
cupland porii reconstruiti ca obiecte peste structurile poroase ale esantioanelor si reprezentari ale

intersectiilor planelor XY/XZ/ZY extrase din DataViewer (fuguri alb-negru).
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Prin analiza de tomografie computerizata, a fost pusa in evidenta porozitatea esantioanelor
liofilizate obtinute din cele 6 formulari, precum si caracterul interconectat al acesteia. Co-vizualizarea
tomogramelor obiectului si a porilor reconstruiti ca obiecte si ilustrati in coduri de culori in functie de
diametrul acestora ofera o imagine de ansamblu a felului in care porii de diferite dimensiuni sunt
distribuiti in volumul probelor. In particular, porii de dimensiuni sub 50 um au o distributie omogena in
probe, constituind o retea complexa, uniform structurata in volum, prin care aportul de nutrienti
esential pentru celule poate fi asigurat. Interconectivitatea porilor, precum si dimensiunile varibile ale
acestora in functie de contintul de GO al materialelor poate fi mai bine observant in capturile alb-negru

din softul DataViewer.

I1. Fabricarea inkurilor conductoare speciale pentru a afilia mecanisme de declansatorii
optime la anumite aspecte cheie: imbunétitirea sensibilitatii substratului si a

conductibilitatii electrice ridicate.

In vedere obtinerii de bisenzori primul pas a fost fabricarii inkurilor conductoare au fost
considerate diferite specii de material carbonice (diferite specii de grafena exp. oxid de grafena (GO),
nanotuburi de carbon cu pereti simpli (CNT) sau amestecuri ale acestora. Diferite concetratii au fost
considerate:0.3 mg/ml, 1mg/ml, 1.5 mg/ml si 2 mg/ml si au fost folosite pentru modificarea suprafetei
electrozilor serigrafiati pe baza de carbon cu GO, GO/CNT si nanoparticule de aur prin printare 3D

Pentru functionalizarea electrozilor serigrafiati pe baza de carbon s-au utilizat dispersii de GO si
SWCNT-COOH. Depunerea dispersiilor pe suprafata senzorului a fost efectuat folosind procesul de
printare pe baza de microvalva tip contact (micro-valva: CF300 ID = 0.15/S = 0.06/ ac: CF300
ID:0.15/L-2.4)(bioprinter 3D Discovery RegenHU). Procesul de printare a fost desfasurat la
temperatura camerei pentru toate formularile. Software-ulBioCAM ™ (Versiunea 1.0, RegenHU) a fost
utilizat pentru a stabili paternul de printarein 6 straturi si pentru a genera protocolul de printare.

Pentru stabilirea concentratiei optime de GO pentru printare au fost investigate 3 concentratii
diferite: 0.3, 1, 1.5 si 2 mg/mL in apa distilata, si s-a observat ca suspensia cu un continut de 1 mg/mL
genereaza depuneri continue si reproductibile in timp ce cresterea concentratiei de GO/CNT duce la

cresterea vascozitatii amestecului si in consecinta la formarea de picaturi.
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Fig 1. Teste de printabilitate si optimizare pentru supensii de GO de concentratii diferite: 1, 1.5 si 2

mg/mL in apa distilata.

Parametrii de printare pentru suspensiile de GO (1 mg/mL in apa distilata) si CNT-COOH
(2mg/mL in DMSO) au fost optimizati in urma testelor de printare si sunt prezentati in tabelul 1.

Tabel 1. Parametrii de printare pentru suspensiile de GO respectiv CNT-COOH.

Valve Valve . .
Feed rate . L. . L. Dosingdistance
Ink Pressure (kPa) (mm/s) openingtime, closingtime, (us)
VOT (us) VOT (us) 2
GO 1042 25 800 1300 0.1
CNT-COOH 8+4 30 800 1500 0.1

Astfel, electrozii serigrafiati pe baza de carbon au fost functionalizati cu GO/blank si GO/CNT.
In Figura 2. sunt descrise pattern-urile pentru printare impreuna cu forografii ale electrozilor
serigrafiati pe baza de carbon pe care au fost depuse dispersie de GO si GO/CNT-COOH. Ulterior,
acestia au fost caracterizati electrochimic prin intermediul voltametriei ciclice (CV) si a spectroscopiei
electrochimice de impedanta (EIS) cu scopul de a determina modificarile produse in raspunsul
electrochimic in urma fiecarei modificari. In cele ce urmeaza sunt descrise diferite modificari si este

prezentat rezultatul asociat.
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Fig2. A. Pattern 3D de modificare a electrozilor serigrafiati pe baza de carbon cu GO (a), si
GO/CNT (b) si B. fotografii ale electrozilor pe care a fost efectuata depunerea de GO (a)si
GO/CNT (b).

Primele teste au fost realizate pentru depunerea a unui monostrat de 0.3 mg/mL GO, oxid de
grafena intercalat cu 0.3 mg/mL nanotuburi de carbon (CNT) si GO intercalat cu 5 mM nanoparticule
de aur (AuNPs). Masuratorile electrochimice arata ca modificarea cu GO (Figura 1 a) nu a produs o
scadere semnificativa a conductivitatii, caracteristica specifica acestui nanomaterial. Masuratorile CV
arata o usoara scadere a intensitatii curentului (Figura 1 a), iar in EIS (Figura 1 b) se observa o crestere
a rezistentei la transfer de sarcina (Rct), insa rezultatele nu sunt comparabile cu rezultatele obtinute
prin alte metode de a modifica SPCE cu GO. In continuare a fost testat un electrod modificat cu GO si
CNT (Figura 2) intermitent. In acest caz, intensitatea picurilor de curent scade semnificativ (Figura 2a),
dar Rct in EIS nu creste pe masura scaderii intensitatii curentului (Figura 2b). In plus, introducerea
CNT in sistem ar trebui sa imbunatateasca conductivitatea electrica, prin urmare propunem efectuarea
unor teste aditionale. In final, pe SPCE au fost depuse cu ajutorul imprimantei 3D dispersie GO
intercalata cu AuNPs (Figura 3 a) pentru a verifica daca astfel putem imbunatati conductivitatea
electrozilor. Rezultaltele obtinute in acest caz arata ca acest lucru nu s-a intamplat, masurand in CV
(Figura 3a) o scadere a intensitatii picurilor redox si in EIS (Figura 3b) o crestere a semicercului
caracteristic rezistentei la transfer de sarcina, ceea ce inseamna ca nu a fost imbunatatita

conductivitatea electrica a SPCE si mai multe teste trebuie efectuate.
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Figura 1. CV (a) si grafic Nyquist EIS (b) inregistrate in 1 mM [Fe(CN)oJ>"*, 0.1M KCI, pentru SPCE
nemodificat si GO/SPCE.
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Figura 2.CV (a) si grafic Nyquist EIS (b) inregistrate in 1 mM [Fe(CN)6]3'/ * 0.1M KCI, pentru SPCE
nemodificat si GO-CNT/SPCE.
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Figura 3.CV (a) si grafic Nyquist EIS (b) inregistrate in 1 mM [Fe(CN)6]3‘/4', 0.IM KCI, pentru SPCE
nemodificat si GO-AuNPs/SPCE.

Urmatoarele experimente au fost realizate pe doua seturi a cate sase SPCE. Primul set a fost
modificat cu mai multe straturi de 2 mg/mL GO, in timp ce al doilea set a fost modificat cu mai multe
straturi de GO alternat cu 2 mg/mL CNT. In primul rand, a fost verificata reproductibilitatea metodei

de a depune GO pe electrozii serigrafiati. In acest sens, s-au realizat masuratorile electrochimice ce
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indica o buna reproductibilitate in CV (Figura 4a), cu o intensitate a picurilor de current relativ
asemanatoare pentru toti cei 6 electrozi. In schimb, cu tehnica EIS (Figura 4b) s-au obtinut proprietati
asemanatoare pentru SPCE 1 si SPCE 4, SPCE 3 si SPCE 8, respectiv SPCE 2 si SPCE 7, diferentele

intre perechile de electrozi fiind semnificative atunci cand ne referimla rezistenta la transfer de sarcina.
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Figura 4.CV (a) si grafic Nyquist EIS (b) inregistrate in 1 mM[Fe(CN)6]3‘/4', 0.IM KCI, pentru
GO/SPCE 1, GO/SPCE 2, GO/SPCE 3, GO/SPCE 4, GO/SPCE 7, and GO/SPCE 8.

In continuare, electrozii au fost supusi unor modificari aditionale. In primul rand, pe un electrod
modificat cu GO a fost imobilizat bioreceptorul, ce consta intr-o secventa monocatenara ADN (Figura
5). Rezultatele obtinute sunt promitatoare, astfel incat se observa in CV (Figura 5a) o scadere a
intensitatii curentului dupa modificarea cu GO, si o crestere a conductivitatii si formarea din nou a
picurilor de oxido-reducere dupa imobilizarea sondei AND pe suprafata. Masuratorile EIS (Figura 5b)
confirma rezultatele, aratand o crestere semnificativa a Rct pentru GO/SPCE si o scadere majora a
rezistivitatii dupa ce bioreceptorul a fost imobilizat. Desi schimbarile electrochimice sunt

semnificative, adsorptia sondei ADN pe electrozi ar trebui sa blocheze conductivitatea electrica, AND-

ul fiind o biomolecula de mari dimensiuni.
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Figura 5.CV (a) si grafic Nyquist EIS (b) inregistrate in 1 mM [Fe(CN)5]3’/4’, 0.1M KCI, pentru SPCE
nemodificat, GO/SPCE si DNAp-GO/SPCE.
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Un alt electrod din acest set a fost modificat cu GO prin printare 3D si redus electrochimic in
vederea caracterizarii prin spectroscopie fotoelectronica de raze X (XPS). Reducerea s-a realizat prin
aplicarea a zece cicluri CV in prezenta de clorura de potasiu, la un potential cuprins intre 0 si-1.5 V, cu
oviteza de baleiere a semnalului de 0.1 V/s. Proprietatile electrochimice inregistrate pe acest electrod
sunt caracteristice acestor modificari, aratand o crestere a picurilor de curent (Figura 6a) si o reducere

semnificativa a semicercului din EIS (Figura 6b), ceea ce inseamna o rezistivitate la transferul de

sarcina foarte scazuta.
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Figura 6. CV (a) si grafic Nyquist EIS (b) inregistrate in 1 mM [Fe(CN)6]3'/4‘, 0.1M KCI, pentru SPCE,
GO/SPCEsi RGO/SPCE.

In continuare, pe doi electrozi modificati cu GO si redusi electrochimic a fost imobilizata sonda
ADN. In acest caz, reducerea electrochimica a GO a generat proprietati neobisnuite, anume o curba de
voltametrie cu picuri nespecifice (Figura 7 a, Figura 8 a) si un grafic Nyquist (Figura 7 b, Figura 8 b) in
care semicercul se formeaza, dar tinde sa formeze o bucla de inductie. Pe ambii electrozi se observa
modificari in semnalul elecrochimic dupa imobilizarea sondei AND, insa rezultatele sunt dificil de

intrepretat din cauza buclei de inductie formata.
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Figura 7.CV (a) si grafic Nyquist EIS (b) inregistrate in 1 mM[Fe(CN)6]3‘/4', 0.IM KCI, pentru SPCE
nemodificat, GO/SPCE, RGO/SPCEsi DNAp-RGO/SPCE.
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Figura 8.CV (a) si grafic Nyquist EIS (b) inregistrate in 1 mM [Fe(CN)6]3'/ * 0.1M KCI, pentru SPCE
nemodificat, GO/SPCE, RGO/SPCEsi DNAp-RGO/SPCE.

Alti electrozi modificati cu GO au fost redusi electrochimic si functionalizati cu nanoparticule
de aur prin utilizarea metodei CV (aplicarea a cinci cicluri CV in prezenta de 0.5 mM acid sulfuricce
contine 5 mM acid cloroauric, la un potential cuprins intre +1 si -1 V, cu o viteza de baleiere de 0.05
V/s). In acest caz se observa din nou curbele de voltametrie carora le lipsesc picurile specifice
procesului de oxido-reducere, mai ales dupa functionalizarea cu AuNPs (Figura 9 a, Figura 10 a),
precum si formarea bulcelor de inductie in impedanta (Figura 9 b, Figura 10 b) dupa efectuarea pasului
de reducere electrochimica. Cu toate acestea, se observa din nou schimbari majore in semnalul
electrochimic dupa imobilizarea sondei monocatenare ADN pe electrodul de lucru, insa aceste
modificari sunt dificil de interpretat in aceste conditii. Mai multe teste sunt necesare pentru a formula

concluzii corecte.

600 ) : : : : : . ; : : Nyquist plot
>, a
< 4001 30/ D)
= .
200 . oy
B‘ o 5 ;o =5
2 : LB o AN
g p Lg/ : A =
-2 2001 7 + : :
= Bare SPCE 3 Y L B 4 Bare SPCE3
& 4004 ——GO/SPCE . . = GO/SPCE
= ——RGO/SPCE « RGOSECE
U 6001 AuNPs-RGO/SPCE 1 0 = AuNPs-RGO/SPCE
<00 ~DNAp-AuNPsRGO/SPCE . DNAp AuNPsRGO/SECE
02 00 02 04 06 0 25 50 75 100
Potential applied (V) Z'(KQ)

Figura 9. CV (a) si grafic Nyquist EIS (b) inregistrate in I mM [F e(CN)6]3'/ * 0.1IM KCI, pentru SPCE
nemodificat, GO/SPCE, RGO/SPCE, AuNPs-RGO/SPCE si DNAp-RGO/SPCE.
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Figura 10. CV (a) si grafic Nyquist EIS (b) inregistrate in 1 mM [Fe(CN)oJ>"*, 0.1M KCl, pentru
SPCE nemodificat, GO/SPCE, RGO/SPCE, AuNPs-RGO/SPCE si DNAp-RGO/SPCE.

Al doilea set de 6 electrozi a fost modificat prin intemediul printarii 3D cu mai multe straturi
intercalate de 2 mg/mL GO si 2 mg/mL CNT. In acest caz, reproductibilitatea este mai scazuta decat in
cazul modificarii doar cu dispersie GO, acest lucru fiind observat atat in CV (Figura 11 a), cat si in EIS
(Figura 11 b), unde se pot vedea caracteristicile destul de diferite intre cei sase SPCE si obtinerea

bulcelor de inductie in EIS pentru patru electrozi.
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Figura 11. CV (a) si grafic Nyquist EIS (b) inregistrate in 1 mM [Fe(CN)sJ>"™*, 0.1M KCI, pentru GO-
CNT/SPCE 5, GO-CNT/SPCE 6, GO-CNT/SPCE 9, GO-CNT/SPCE 10, GO-CNT/SPCE 11 si GO-
CNT/SPCE 12.

Un al experiment a vizat modificarea electrozilor cu GO-CNT, reducerea electrochimica si
functionalizare cu nanoparticule de aur. In acest caz sunt obtinute din nou proprietati usor diferite in
voltametrie, fiind observate in primul caz curbe CV carora le lipsesc picurile redox (Figura 16 a), in
timp ce al doilea SPCE prezinta aceste caracteristici (Figura 17a). Proprietatile electrochimice

determinate prin intermediul EIS de asemenea prezinta diferente intre cei doi electrozi, insa bucle de
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inductie sunt obtinute dupa reducerea GO in ambele cazuri (Figura 16 b,Figura 17 b). Din nou sunt

observate diferente semnificative in semnalul electrochimic dupa imobilizarea sondei pe electrozi, insa

mai multe teste si o reproductibilitate mai ridicata sunt necesare inainte de a formula concluzii clare.

- 600 a)
« 5004
= 400
& 300]
#2001 &
- Z £
00| :
ik e Bare SPCE 10
£ -200 ——GO-CNT
O -300 ——RGO-CNT
400 AuNPs RGO-CNT ]
500 ——DNAp-AuNPsRGO-CNT

02

00 02 04 06

Potential applied (V)

l: Nrguistplot
10y B 5 oamms
gul ; fred
S 1AL
17
Timey) -
_-' = Bare SPCE 10
V-" » GO-CNT
{ » RGO-CNT
04 AuNPsRGO-CNT
= DNAp-AuNPs-RGO-CNT
0 5 10 15 20
Z'(KQ)

Figura 16.CV (a) si grafic Nyquist EIS (b) inregistrate in I mM [Fe(CN)6]3'/ * 0.1IM KCI, pentru SPCE
nemodificat, GO-CNT/SPCE, RGO-CNT/SPCE, AuNPs-RGO-CNT/SPCE, and DNAp-AuNPs-RGO-
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Figura 17.CV (a) si grafic Nyquist EIS (b) inregistrate in I mM [Fe(CN)4] 4 0.1M KCl, pentru SPCE
nemodificat, GO-CNT/SPCE, RGO-CNT/SPCE, AuNPs-RGO-CNT/SPCE, and DNAp-AuNPs-RGO-

CNT/SPCE.
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Concluzii

In aceastsa etapa am realizat sinteza si caractierizarea de formulari printabile pe baza de

gelatina metacrilata (GelMA), gellan metacrilat(GGMA) si formulari printabile nanocompozite pe baza

de gelatina metacrilata (GelMA), gellan metacrilat(GGMA) si oxid de grafena (GO)

Un alt sistem studiat este a fost formularea caragenan-gelatina si formulari nanocompozite pe

baza de caragenan-gelatina si oxid de grafena (GO) principalele rezultate obtinute sunt prezentate

schematic mai jos.

.....

.....

promitatoare dar protocolul de modificare a suprafetei necesita imbunatatiri.
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