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1. Domeniul tehnic in care poa'te fi folosita inventia 

Prezenta inventie se refera la dezvoltarea unor hidroge1uri bicomponente pe baza de gelatina 

metacrilamidata (Ge1MA) ~i 2-metacriloiloxi-etil fosforilcolina (MPC), sub forma de 

hidroge1uri foto-reticulate sau coating, ce pot fi folosite in aplicatii biomedicale, sub forma de 

suport pentru proliferarea celulara ~i regenerare/modulare tisulara, ~i, in particular, sub forma 

de coating pentru plasele folosite in tratarea herniei abdominale. Hidrogelurile bicomponente 

foto-reticulate au prezentat 0 stabilitate reglabila in conditii fiziologice normale (PBS, pH 7.4, 

37 grade), cu grade de gonflare intre 300 ~i 1000 %, dependente de gradul de substitutie al 

gelatinei ~i raportul GeIMA:MPC. Mai mult, suprafata unor plase de hernie de polipropilena a 

fost modificata cu hidrogeluri bicomponente de GeIMA-MPC foto-reticulate, pentru a obtine 

materiale hibride non-citotoxice, care stimuleaza a~area ~i proliferarea de celule fibroblaste, 

diminueaza adsorptia de proteine ~i pot fi folosite in tratarea herniilor abdominale, facilitfuld 

integrarea implantului in corpul uman. 

2. Descrierea stadiului actual 

Dezvoltarea de suporturi capabile sa permita at~area ~i proliferarea celulara, in vederea 

regenerarii sau modelarii tisulare, este la mare cautare in domeniul biomateriale1or. Materialele 

de origine biologica precum ge1atina, chitosanul, alginatul sunt considerate materiale ideale 

pentru astfel de suporturi. 

Gelatina este un compus natural, provenit din matricea extracelulara, obtinut direct din 

hidroliza colagenului. Acest lucru ii ofera 0 biocompatibilitate ridicata, fiind recunoscuta drept 

o substanta non-citotoxica cu proprietati ce1ulare excelente, ce permit ata~area ~i proliferarea 

celulelor, dupa cum a fost deja raportat in mai multe studii 1-4. Cu toate acestea, proprietatile 

mecanice slabe ~i capacitatea de ge1ifiere termoreversibila a ge1atiei impiedica folosirea 

acesteia ca atare, in absenta unei reticulari chimice. Astfel, 0 pseudo-reticulare a gelatinei are 

loc la temperaturi joase, prin recapatarea structurii initiale de triplu helix a colagenului, dar 

aceasta este 0 tranzitie sol-gel reversibila la schimbarile de temperatura, fiind principalul 
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impediment in folosirea gelatinei in aplicatii de implantologie, unde temperatura fiziologidi 

este 37°C (temperatura peste valoarea necesara pentru a stimula tranzitia sol-gel) 5. 

Impiedicarea acestei tranzitii spontane poate fi efectuata prin folosirea unor metode de 

reticulare ireversibile, folosind agenti de reticulare chimici, precum glutaraldehida, genipin ~i 

carbodiimide, sau enzimatici, precum transglutaminaza sau tirozinaza 5. Jnsa, marea lor 

majoritate din aceste metode de reticulare ireversibila sunt caracterizate de dezavantaje precum 

citotoxicitate ridicata, disponibilitate redusa asociata cu costuri ridicate ale agentului de 

reticulare, modificarea activitatii celulare sau timpi de reticulare indelungati 6-12. Alternativ, 

derivaji de gelatina modificata au fost dezvoltaji prin modificarea functionalitatilor multiple 

existente in structura gelatinei, pentru a facilita crearea de grupari polimerizabile, precum 

gruparile metacrilamidice in cazul gelatinei metacrilamidata. 

Peste 20 de milioane de interventii anuale la nivel global sunt efectuate pentru tratarea herniilor 

abdominale, 0 afectiune medicala comuna, caracterizata prin slabirea mu~chilor abdominali ce 

permit patrunderea prin peritoneu ~i peretele abdominal a organelor interne 13, 14. Tratamentul 

pentru hernie depinde in functie de severitatea acesteia. Astfel, in cazul herniilor de dimensiuni 

mici ~i de severitate redusa, care nu pun in pericol viata pacientului, medicul poate inclina spre 

atenta monitorizare a afecjiunii, pentru a impiedica agravarea herniei, lara alte interventii 15; in 

timp ce in cazul herniilor avansate este recomandata interventia chirurgicala, deschisa sau 

laparoscopica, prin implantarea unei plase chirurgicale pozitionata astfel incat sa acopere 

orificiul herniei ~i sa ofere rezistenta peretelui abdominal 15-17. La mai bine de 50 ani de la 

introducerea plaselor chirurgicale ca tratament pentru herniile abdominale, in ziua de astazi, 

sunt utilizate in peste 80% din interventii 17,18. In urma folosirii plaselor chirurgicale a fost 

observata 0 scadere semnificativa a ratei de reaparitie a herniilor, definita ca rata de recurenta, 

de la 25 - 50% in cazul tratamentelor clasice (supraveghere medicala, repaus la pat sau 

tratament medicamentos), la 4 - 24% pentru interventiile chirurgicale 15. Mai mult, riscul de 

infectie a scazut la aproximativ 1 - 8%, fiind influenjat de factori precum natura materialului, 

procedurile ~i tehnicile operative sau istoricul medical al pacientului 19. 

In prezent patru mari producatori: Ethicon, 0 filiala a companiei Johnson & Johnson, Covidien, 

Bard ~i Atrium comercializeaza la nivel international mai multe produse fabricate din materiale 

sintetice, biologice sau compozite, resorbabile sau nu. Goretex, Marlex, Parietene, Versatex 

sunt cateva exemple de plase comercializate din materiale sintetice precum 

politetrafluoroetilena sau polipropilena (PP), in timp ce AlloDerm, FlexHD, Permacol sunt 

plase comerciale fabricate din materiale biologice, iar Proceed sau Vypro sunt plase hibride, 

alcatuite din PP ~i compu~i biologici precum colagenuL 
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3. Problema tehnica 

o complicalie ce apare in cazul plaselor chirurgicale este aderarea fibrovasculara, ce are loc la 

aproximativ 50 - 90% dintre pacienli, cu grade diferite de severitate, prin formare de seroame 

(acumulari de lichid) sau hematoame (lezarea unor vase mari de sange) intre implant ~i peretele 

abdominal 20, formare de biofilm la suprafala implantului 15 sau chiar ocluzie intestinala ca 

urmare a aderarii implantului la organele viscerale 17. Mai mult, in cazul materialelor inerte 

precum PP trebuie considerata problema "raspunsului la corp strain" ("foreign body response", 

FBR) dupa implantare. In ciuda considerarii plaselor inerte de PP ca "standard de aur" ("golden 

standard") datorita biocompatibilitalii, non-citotoxicitalii ~i non-imunogenitalii, suprafala 

inerta a materialului duce la formarea unei capsule fibroase imprejurul implantului, datorita 

lipsei interacliunilor celulare dintre material ~i lesuturile inconjuratoare; astfel corpul uman 

izoleaza implantul, 11 considera "corp strain", ~i impiedica biointegrarea acestuia. Prin urmare, 

exista in continuare 0 cerere mare pentru dezvoltarea unei plase pentru tratarea hemiilor 

abdominale, adecvata ~i capabila sa suslina interaclii celulare ~i sa depa~easca provocarile ~i 

limitarile actuale. 

Prezentata pentru prima data in anul 2000 7, GelMA este un biomaterial relativ nou, care prin 

adaugarea de grupari laterale duble in lantului proteic al gelatinei, duce la obtinerea unui 

monomer macromolecular foto-polimerizabil 21, devenind un material ideal pentru formarea de 

hidrogeluri in urma unui proces simplu (care nu necesita condilii speciale, precum pH sau 

temperatura), u~or de controlat ~i ajustabil (in funclie de gradul de substitulie, iniliator ~i 

parametrii de foto-reticulare aplicati) 22. Imbinand avantajelor materialelor de origine natural a 

cu cele de origine sintetica, GelMA a fost utilizata in numeroase domenii, ca ~i scaffold pentru 

regenerarea lesutului osos sau cartilaginos 23, ca ~i pansamente pentru arsuri ~i afecliuni ale 

pielii, de sine statatoare sau in amestec cu alli compu~i precum celuloza 24,25, ca ~i material 

pentru aplicatii de printare 3D 26 sau ca ~i sistem pentru eliberarea controlata a substanlelor 

bioactive 27. 

In paralel, studii in vitro au aratat ca derivalii organici purtand lanturi laterale de oligo( etilen 

glicol) sau grupari zwitterionice precum fosforilcolina (PC) sau carboxibetaina formeaza 

materiale ce impiedica adsorblia de proteine 28-30. Proprietatile lor antiadezive incomparabile 

sunt datorate, printre altele, de proprietatea acestora de a atrage 0 cantitate mare de apa pe 

suprafata 31 ~i biocompatibilitatea lor sporita, PC fiind de altfel partea hidrofila a 

glicerofosfolipidelor, componentele principale a stratul dublu peptidic din membrana celulara. 

In plus, 0 stimulare a raspunsului imun a fost asociata cu unii derivali de PC. US 1 0028813B2 

31 

RO 138168 A2



prezinta folosirea unei plase de PP acoperita cu derivati de fosforilcolina, modificata prin 

imersare ~i un tratament termic sau chimic pentru a ingloba antibiotice precum minociclina sau 

rifampina, pentru a obtine un implant pelviv pentru tratarea infectiilor aparatului urinar. 

4. Solutia tehnica 

Solu/ia tehnicii propusii se bazeazii pe folosirea unor solu/ii apoase de gelatinii 

metacrilamidicii $i 2-metacriloiloxi-etil fosforilcolinii ca solu/ii precursoare care, fn prezen/a 

unui agent de foto-reticulare precum Irgacure 2959, duc la ob/inerea de 1) hidrogeluri 

bicomponente foto-reticulate, sau 2) coating, pentru a modifica la suprafa/ii plase sintetice, 

pre cum pIasa de polipropilenii, cu scopul de a forma suporturi biocompabile, non-citotoxice 

ce permit ata$area $i proliferarea celulelor $i diminuezii adsorp/ia proteinelor pe suprafa/ii. 

Tinarrd cont de cele mentionate mai sus, este de a~teptat ca pIasa hibrida de PP acoperita cu 

GelMA-MPC sa evidentieze beneficiile materialelor componente: rezistenta mecanica ridicata 

~i biocompatibilitate sporita (proprietati specifice materialului inert sintetic), combinate cu 

biointegritatea, stimularea interactiunilor celulare ~i accesibilitatea economica (caracteristici 

specifice materialelor biologice). 

Hidrogelurile de GelMA-MPC foto-reticulate in prezenta de Irgacure 2959, obtinute din 

GelMA cu grade de substitutie cuprinse intre 6 ~i 99%, sub forma de amestecuri de 

GelMA:MPC:Irgacure, post un tratament cu raze ultra-violete (UV) timp de 60 minute, au 

prezentat grade de gonflare de parra la 1000% dupa 4 ore de incubare in conditii fiziologice 

(PBS, pH 7.4, la 37 grade). 0 dependenta a gradului de gonflare ~i stabilitate a hidrogelurilor 

in vitro a fost observata in raport cu gradul de substitutie al GelMA ~i raportul componentilor 

GelMA:MPC, ceea ce indica posibilitatea customizarii proprietatilor hidrogelurilor in functie 

de aplicatia targetata. Hidrogeluri GelMA-MPC, cu 0 compozitie de 10:1 w/w ~i un grad de 

substitutie de peste 80% pentru GelMA, au prezentat 0 stabilitate in conditii fiziologice de 

minim 3 saptamfuli, non-citotoxicitate ~i interactiuni celulare, comparativ hidrogelurile 

obtinute dintr-o GelMA cu grad mediu de substitutie, sub 50%, hidrogeluri care au prezentat 0 

stabilitate de 1-2 saptamarri. 

Plase de PP acoperite cu hidrogeluri bicomponente de GelMA-MPC, formate in urma imersarii 

plasei, in absenta sau post un tratament de plasma, in solutii precursoare de 10% derivati de 

gelatina ~i MPC (raport 10: 1 w/w), impreuna cu un agent de foto-reticulare (raport 20: 1 w/w) 

~i supuse la UV la 0 lungime de unda de 365 nm, duc la formarea unui material hibrid hidrofil, 
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bio- ~i hemo-compatibil, care stimuleaza ata~area ~i proliferarea celulara, ~i reduce adsorbtia 

de proteine. 

5. Avantajele inventiei in raport en stadinl tehnieii 

In continuare sunt prezentate principalele avantaje a hidrogelurilor bicomponente GelMA­

MPC: 

a) 	 Produsul interactioneazajavorabil cu celulele datorita componentilor biologici, gelatina ~i 

fosforilcolina, derivati a colagenului ~i respectiv membranelor intraJextracelulare. 

b) Usurinta in manipulare a componentilor - toate substantele sunt utilizate in solutii apoase, 

prezentand 0 solubilitate ridicata in apa, ~i 0 toxicitate redusa (in cazul in care exista). 

c) 	 Simplitatea procesului de formare a unor hidrogeluri bicomponente de sine statatoare sau 

sub forma de coating, foto-reticulate, prin amestecarea solutiilor apoase precursoare, a 

agentului de foto-initiere ~i supunerea la raze de ultra-violete pentru a induce procesul de 

reticulare. 

d) Versatilitate in a crea hidrogeluri cu proprietati reglabile/adaptabile, datorita posibilitatii 

de modificare a gradului de substitutie a gelatinei modificate folosite (GelMA), a raportului 

GelMA:MPC folosit, a concentratiei agentului de foto-polimerizare sau a parametrilor de 

foto-polimerizare aplicati. 

e) Diversitatea de a folosi GelMA-MPC ca ~i coating, pentru a modifica suprafata plaselor 

sintetice, precum plasele de PP, prin simpla imersare in amestecul de solutii apoase 

precursoare ~i un agent foto-initiator pentru a forma un strat de hidrogel pe suprafata plasei 

post foto-reticulare. 

1) Eficienta biologica datorita posibilitatii hidrogelurilor de GelMA-MPC de a stimula 

interactiuni celulare ~i de a influenta adsorbtia de proteine, reducand reactiile inflamatorii 

care acompaniaza in general adsorptiile nespecifice. 

6. Deseriere detaliata a inventiei 

1. Hidrogeluri bicomponente, pe baza de GelMA ~i MPC, in raport masic de 10: 1, 1 0:2 ~i 1 :2, 

unde GelMA are un grad de substitutie (sau grad de inlocuire a gruparilor aminice din structura 

gelatinei cu grupan metacrilamidice) intre 6% ~i 99%, obtinute prin adaugarea unui agent de 

foto-initiere precum 1-[ 4-(2-Hydroxyethoxy)-phenyl]-2-hydroxy-2-methyl-I-propane-I-one 

(Irgacure 2959) in raport de 0.5% ~i supus unui tratament de iradiere cu raze ultraviolete timp 

de 60 min la lungimea de unda fixa de 365 nm. Hidrogelurile bicomponente foto-reticulate 
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astfel obtinute au prezentat 0 stabilitate reglabiUi in conditii fiziologice normale (PBS, pH 7.4, 

37 grade), cu grade de gonflare intre 300-1000 %, dependente de gradul de substitutie al 

gelatinei, raportul GeIMA:MPC ~i parametrilor de reticulare folositi. 

Exemplu 1. Obtinerea de hidrogeluri GeIMA-MPC 

Peste 0 solutie apoasa de GelMA cu 0 concentratie de 10% (w/v) s-a adaugat 2-metacriloiloxi­

etil fosforilcolina in raport masic de 10 : 1, ~i 1-[ 4-(2-hidroxietoxi)-fenil]-2-hidroxi-2-metil-1­

propane-I-one sau Irgacure 2959, agentul de fotoinitiere, 0.5 % in raport cu GeIMA. Amestecul 

a fost lasat sub agitare cel putin 30 minute, la temperatura de 40 grade, pana la omogenizare 

completa. Apoi, un volum de 5 mL din amestec a fost tumat in forme de aluminiu ~i supus unui 

tratament de UV, la lungimea de unda fixa de 365 nm, la 0 distanta de 10 cm, timp de 60 

minute. Similar au fost obtinute hidrogeluri foto-reticulate martor de GelMA, formate in 

absenta MPC, ~i hidrogeluri foto-reticulate de gelatina de tip B (GelB), in prezenta de MPC ~i 

Irgacure. 

GelMA folosita a fost obtinuta anterior prin modificarea de GelB cu anhidrida metacrilica, in 

solutie de tampon fosfat salin (PBS), la 40 grade, folosind metoda descrisa in [60], urmata de 

dializa in apa distilata timp de 72 ore, la 40 grade ~i liofilizare. Gradul de substitutie, care 

exprima procentul de amine primare inlocuite cu grupari metacrilamidice, a fost determinat 

prin analize spectrofotometrice in domeniul UV -VIS, la 340 nm, folosind metoda OPA descrisa 

de Greg T. Hermanson 32 ~i solutii de calibrare de n-butilamina (0.1 - 10 mM). GelMA cu 

grade de substitutie cuprinse intre 6 si 99 % au fost obtinute ~i stocate liofizate la temperatura 

camerei pana la folosire. Pentru u~urinta, tipurile de GelMA au fost impaqite in functie de 

gradele de substitutie in GelMA cu grade de substituie de 6%, intre 30-50%, intre 65-80% ~i 

peste 90%, notate cu denumirele GeiMAmic, GeiMAmijl, GelMAmare ~i respectiv 

GelMAmax. 

Hidrogeluri transparente, de culoare u~or galbena, au fost obtinute dupa iradiere cu UV, excetie 

fiind hidrogelurile formate din GelMA cu grad de substitutie peste 90%, care a dus la formarea 

de hidrogeluri semi-opace, de culoare alba laptoasa. Gradele de gonflare a hidrogelurilor 

bicomponente au fost evaluate in PBS, 10 mM, la 37 grade, prin metoda gravimetrica, po mind 

de la 0 masa de material uscat de masa cunoscuta ~i inregistrand masa hidrogelului gonflat 

umed, dupa indepi:ictarea excesului de mediu prin u~oare tamponare. 

6 11 

RO 138168 A2



-- -- - -- - -

- -

39 
In Tabelul 1 sunt prezentate gradele de gonflare a hidrogelurilor GeIMA-MPC reticulate ~i 

incubate In PBS, pH 7.4, la 37 grade timp de 4 ore ~i 0 saptamana. Valorile redate sunt media 

a 3 experimente ~i devia!iile standard aferente . 

label!. Gradele de gonflare a hidrogelurilor de GeIMA-MPC, obtinute gravimetric dupa 0 incubare in conditii relevant 
fiziologice (PBS, pH 7.4, la 37 grade) timp de 4 ore ~i 7 zile. 

Grad de substitutie, Grad de gonflare (%), 
GeIMA MPC GeIMA (0/.0 ) dupax 

Nr. Proba (w/w) 240 (min) 10080 (min) 
.1-

347 ± 11.8 477 ± 23.2GelMAmax 10:1 81 
547 ± 25.9 JGeIMAmax-MPC 10:1 81 386 ± 5.1 L~ 

3 GelMAmare 10:1 549 ± 31.8 I 569 ± 52.469 
4 ­ GeIMAmare-MPC 10:1 449 ± 77.0 I 509 ± 45.5 J69 

GelMAmijl 10:1 877 ± 17.85 48 972 ± 53.6 
GelMA Imijl-MPC 10:1 48 776 ± 33.8 828 ± 68.7I 6 

dizolvat7 GelB 10: I dizolvat0 
dizolvat JGelB-MPC 10:1 dizolvat8 0 

Exemplu 2. Modifiearea de suprafata a plaselor de PP ell hidrogeluri de GeIMA-MPC 

fotoretieulate 

Piasa de PP, comercializata de Sigma, a fost modificatli la suprafa!a cu 0 solutie apoasa de 

GeIMA, de concentratie 10% (w/v), impreuna cu 2-metacriloiloxi-etil fosforilcolina In raport 

masic de 10 : 1, ~i 1-[ 4-(2-hidroxietoxi)-fenil]-2-hidroxi-2-metil-l-propane-I-one (Irgacure 

2959, agentul de fotoini!iere), 0.5% fata de GeIMA. Bucati de piasa cu arie cunoscuta au fost 

imersate in amestecul de GeIMA:MPC:Irgacure, timp de 10 min la 40 grade, 'in prezen!a sau 

absenta unui tratament cu plasma (gaz dispersant C02, 1 min). Dupa incubare, piasa modificata 

a fost expusa la UV, Ia Iungimea de unda fixa de 365 run, timp de 20 min pe fiecare parte. La 

sfar~it, pIasa a fost spalata prin imersare de 10 ori in 15 mL de apa distilata, la 40 grade, pentru 

a Indeparta excesul de proteina ~i fosforilcolina. 

Integritatea coatingului a fost verificata folosind un transiluminator, cantitatea coatingului a 

fost determinata gravimetric, iar concentratia de proteina ~1 fosforilcolina in exces a fost 

determinata spectrofotometric din apele de spalare. 

label 2. Cantitatea de coating de pe plasele modificate de PP, determinata prin metoda gravimetrica. 

Grad de Masa coating (mg/mm2) 

Nr 

-
I 

f 2 
3 

.­

I GelMA:MP 
Proba C 

(vyj~)-
GelMAmax 10: 1 

GeIMAmax-MPC 10: 1 

GelMAmare 
 10: 1 

~- -....-.. _..- -_._-- . ...._. •• ' ~ _~M" ''''' •. ....•• 

su bstitutie, Tara plasma cu plasma 
IGelMA (%) 

- ­

81 21147 ± 9047.8 20088 ± 5844.0 
81 7667 ± 565.7 16367 ± 4667 .2 
69 n.a. n.a. 
- ­ _L-­ _ - .... ~ 
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4 GeIMAmare-MPC - - 10: 1 69 2168] ± 1,}}2) 14097 ± 2.0 
5 GelMAmijl 10: 1 48 7147 ± 1018.2 7147± 1018.2 
6 GelMA mi ·l-MPC 10: 1 48 12227 ± 783.7 8650 ± 1 126.4 
7 GelMAillic 10:1 6 18214 14987 ± 220.7 
8 GelMA mic-MPC 10: 1 6 n.a. 54076 ± 21702.2 
9 GelB 10:1 0 18588 ± 7392. 8 11233 ± 4111.8 
10 GeIB-MPC 10: 1 0 1142 ± 574.5 9098 ± 6437.8 

Hidrofilia suprafetelor modificate a fost evaluata prin determinarea unghiul de contact, folosind 

metoda picaturii, cu un volum de 2 ~L per picatura de apa distilata. Valoarea unghiului de 

contact (SCA) a fost inregistrata ca valoarea medie a picaturii , masurate timp de 10 secunde pe 

suprafata investigata, in triplicat pe cel putin 2 probe. 

FIGURA 1 

Modificarea suprafetelor cu GelMA-MPC a dus la 0 Imbunatatire semnificativa a hidrofiliei 

plasei de PP (p=0.01) de la 125 grade la valori sub 90 grade. Aplicarea tratamentului de plasma 

a avut ca rezultat obtinerea unei modificari de supra fat a uniforma pe Intreaga suprafata a plasei. 

o corelatie Intre unghiul de contact ~i gradul de substitutie a gelatinei modificate a fost 

observata, astfel cel mai mic unghi de contact fiind inregistrat In cazul derivatului de GelMA 

cu un grad de substitutie mare, peste 80%. 

Exemplu 3. Determinarea viabilWitii celulare ~i investigarea interactiilor celulare 

Celule fibroblaste murine L929 (cod 85011425 de la ECACC) au fost cultivate In mediu 

DMEM suplimentat cu 10% ser bovin fetal ~i antibiotice (penicilina 100 IU/mL ~i 

sterptomicina 1 00 ~g/mL). Plasele modificate au fost echilibrate initial in 1 00 ~L mediu 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM de la Lonza) la 37 grade. Dupa 0 ora, plasele au 

fost transferate In placi cu 96 godeuri (ultra low attachment plates , Costar 34 74) ~i pe suprafata 

lor au fost cultivate 10 000 celule I piasa, per godeu, ~i lasate la 37 grade, 5% C02. Celulele 

neaderate dupa 48 de ore au fost spalate cu mediu proaspat. Viabilitatea celulara a fost 

determinata dupa 0 incubare de 72 ore prin metoda MTT, urmand instruqiunile producatorului. 

Piasa de PP ca atare ~i celulele ata~ate direct pe placa multigodeu au fost folosite ca martori . 

In paralel, au fost Inregistrate poze pe plasele fixate cu 4% paraformaldehida in PBS timp de 2 

ore ~i spalate cu PBS. Pentru 0 mai bUlla vizualizare, plasele au fost montate in glicerol, iar 

celulele au fost marcate cu DAPI ~i faloidina-TRICT. Imaginile au fost inregistrate cu un 

microscop Nikon TE2000-led echipat cu 0 camera Nikon-DS-QI2, la magnificari de 4x ~i lOx. 
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FIGURA 2 

Toate variantele de plase, nemodificate sau modificate cu variatii de GelB, GelMA ~i MPC, au 

prezentat 0 viabilitate de peste 80%, dupa 72 de ore de incubare, demonstrand non­

citotoxicitatea materialelor investigate. Mai mult, dupa cum se poate vedea in Figura 2, celulele 

s-au ata~at pe toate plasele modificate, prezentand 0 morfologie elongata, cel mai probabil 

datorita interactiunilor celulare cu suprafata modificata. In comparatie, pe suprafata plaselor de 

PP nemodificata fibroblastele s-au gmpat in sferoizi, rara a coloniza suprafata, indicand 

disconfortul celulele in prezenta suprafetei inerte ~i preferinta acestora de a interactiona doar 

intre ele. 

Exemplu 4. Investigarea adsorptiei de proteine ~i hemocompatibilitatii 

Plase de PP, ca atare ~i modificate cu GelB, derivati de GelMA ~i MPC au fost folosite pentm 

a investiga influenta coatingului de GelMA-MPC asupra adsorptiei de proteine in conditii 

relevant fiziologice, folosind proteine model precum proteine marcate fluorescent de albumina 

bovina (BSA-FTIC) ~i imunoglobulina (IgG-FTIC). Astfel, plasele investigate au fost incubate 

in solutii de 1 mg/mL de proteina in PBS, timp de 24 de ore, la 37 grade, in conditii statice. 

Dupa incubare, plasele au fost spalate cu apa distilata (3 x 1 min incubare) ~i montate pe lamele 

de sticla pentm a fi vizualizate cu un microscop inversat Nikon Eclipse Ti echipat cu 0 camera 

monocroma Nikon DS-Qi2 ~i un filtm de fluorescenta verde (GFPHQ, Ex=455-485 nm). Au 

fost inregistrate 4 poze diferite la magnificare de 20x in fluorescenta, expunere 25ms, folosind 

filtm GFPHQ, ~i 0 poza in faza de contrast la magnificare 4x, 10 ms expunere. Intensitatea 

fluorescentei este redata ca media a 6 masuratori diferite. Imaginile au fost inregistrate ~i 

procesate folosind MicroManager ~i Fiji ImageJ softwares. 

In paralel, hemocompatibilitatea plaselor a fost investigata prin determinarea timpilor APTT !;'i 

a procentului de PT prin coagulometrie. In acest scop, plasele de PP nemodificate !;'i modificate 

au fost incubate la 37 grade in plasma, obtinuta prin centrifugare de sange la 2500 rpm timp de 

5 min. Dupa 4 ore de incubare, un coagulometm Start Max a fost folosit pentm a efectua testele 

APTT ~i PT folosind kiturile !;'i instructiunile oferite de producator. 

In Tabelul 3 sunt prezentate rezultatele obtinute. 0 reducere a absorptiei de proteine, atilt 

pentru BSA, dit ~i IgG, a fost inregistrata in cazul plaselor de PP modificate la suprafata cu 

derivati de MPC, mai ales in cazul folosirii de GeIMA-MPC, unde GelMA are un grad de 

substitutie sub 50%. In paralel, toate probe Ie investigate au prezentat 0 hemocompatibilitate 

ridicata, similara cu PP ~i controlul pozitiv, plasma. 
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Tabel 3. Rezultatele inregistrate pentru absorp~ia de proteine ~i factorii de hemocompatibilitate investigate pe plase de 
PP modificate cu GeIMA-MPC, post unui tratament de plasma in C02, unde GelMA are grade diferite de substitutie, 
piasa de PP nemodificata este considerat martor pozitiv, iar plasma de sange este considerata control pentru 
coagulometrie 

Grad de Adsorptie de proteina APTT PT 
Nr Proba GeIMA:MPC substitutie, (intensitate) (s) (%) 

(w/w) GelMA BSA IgG 
I 

I 
 (%) 


1 PP 
 - - 32.8 ±2.90 108.0 ± 12.021695 ± 19~~1 2289 ± 139.6I - 1-···· ­
2 Plasma simpl~ 32.5 ±3 .54 108.0 ±15.56 

3 GelMAmare­

- -
10:1 2300 ±272.3 1498±5.4 31.3 ± 2.69 105 .0±15 .56 

MPC 
4 

69 

GelMA mijl­ 10: 1 48 --­752 ±37.7 715 ±\6.6 34.4 ±3 .68 112.3 ±25.46 
MPC 


5 
 GelB-MPC 10:1 0 493 ±42.4 693 ±8.3 33 .7 ±3.04 116.3 ±31.82._.._ ....._...__...c-' ­ . .......__..__....... ­..- . - .. .. ...._- -'-.....•.._.._..._._.... .._----- ­

10 1 1 
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Revendicari 

Prin prezentul brevet solicitam dreptul de protectie asupra: 

1. 	 Hidrogelurile bicomponente GelMA-MPC degradabile dezvoltate conform revendicarii 1, 

caracterizate prin aceea ca pot fi folosite pentru a obtine materiale care stimuleaza 

interactii1e celulare ~i diminueaza adsorptia de proteine datorita componentilor biologici 

GelMA ~i MPC. 

2. 	 Procedeului de obfinere al unor hidrogeluri Joto-reticulate GeIMA-MPC degradabile 

conform revendicarii 1, caracterizate prin aceea ca pot fi obtinute lntr-un singur pas de 

sinteza, prin amesteearea eomponentilor biologici eu un foto-initiator ~i supus unui 

tratament de iradiere UV, la 365 nm, timp de 60 min; metodologia propusa este simpla ~i 

ofera versatilitate In reglarealadaptarea proprietalilor fizico-chimice a materialelor obfinute 

~i reproductibilitate In compozifia chimica a acestora. Grade diferite de substitutie a 

componentului GelMA ~i raportul masic GelMA-MPC folosit duc la obtinerea de 

hidrogeluri cu grade de gonflare diferite ~i stabilitate diferita. 

3. 	 Procedeului de obfinere al unor coatinguri de GelMA-MPC conform revendicarii 1 

caracterizate prin aceea ca sunt folosite pentru a modifica suprafata unor materiale inerte, 

precum pIasa de PP, prin imersare in solulia amestec de GeIMA:MPC:fotoinitiator timp de 

10 min ~i reticulare la UV, lungime de unda fixa de 365 nm, 20 min pe fiecare fala. 0 

imbunatatire a hidrofilicitalii suprafelelor este inregitrata dupa aplicarea de coating 

GelMA-MPC, pastrand non-eitotoxicitatea ~i hemocompatibilitatea materialului de baza, 

dar facilitand ata~area ~i proliferarea celulara ~i diminuarea adsorpliei de proteine pe 

coatingul rezultat. 
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Figura 1. Unghiurile de contact determinate pe suprafata plaselor de PP modificare cu derivati 
de GelMA ~i MPC, post un tratament cu plasma (C02, 1 min) sau In absenta tratamentului de 
plasma, unde pIasa de PP nemodificata a fost folosita ca martor, Impreuna cu modificarea cu 
gelatina de tip B (GeIB). Valorile redate sunt media a 3 masuratori, In duplicat. 

Figura 2. Imagini In faza de contrast a plasei de PP nemodificata (a), pIasa de PP modificata 
cu GelMAmare (B) ~i respectiv pIasa de PP modificata cu GeIMA-IVIPC (C), ~i imagini In 
fluorescenta a celulelor fibroblaste murine L929 dupa 0 incubare de 72 ore pe pIasa de PP (D), 
pIasa de PP modificata cu GeIB-MPC (E) ~i respectiv pIasa de PP modificata cu GelMAmare­
MPC (F). Toate plasele modificate au fost tratate cu plasma Inainte de modificare. Pentru 0 

mai buna vizualizare celulele L929 au fost marcate cu faloidina-TRIC, iar nuclee celulelor au 
fost marcate fluorescent cu DAPI. Pe proba D sunt evidentiati prin expunere In exces sferoizii 
celulari formati. 
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