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Introducere și obiectivele generale ale tezei 

Medicină regenerativă, reprezintă una din ramurile medicinei dezvoltate în vederea 

îmbunătățirii calității vieții pacienților. Conform unei definiții din 2006, acest domeniu 

interdisciplinar utilizează diverse abordări tehnologice cum ar fi: administrarea de molecule 

solubile, terapia genică, transplantul de celule stem, reprogramarea celulară și mai ales, ingineria 

tisulară [Greenwood et al. 2006]. Johnson et al au efectuat o analiză a categoriile de activități 

privind cele mai bune abordări din domeniu, concluzionând că este necesară înțelegerea și 

controlul angiogenezei, alături de răspunsul imun al organismului, a comportamentului celulelor 

stem și standardizarea utilizării acestora, precum și capacitatea de producerea în masă a 

construcților  de inginerie tisulară rezultați [Johnson et al. 2007]. Astfel, sinergia unor discipline 

de bază cum ar fi: biologia celulară și știință materialelor au generat sisteme complexe tri-

dimensionale (3D) celule-biomaterial, implantatabile cu scopul de a regenera țesutul, dar și 

sisteme exclusiv celulare, cum ar fi transplantul de celulele stem,  sau bazate exclusiv pe 

biomateriale, care în urmă implantării se integrează la nivelul organismului [Muzzio et al. 2021]. 

Unul din principalii piloni care au susținut dezvoltarea domeniului medicinei 

regenerative, inclusiv a ingineriei tisulare, a fost stabilit acum mai bine de 50 de ani, când 

Friedenstein et al. au raportat izolarea unei populații clonogene, multipotente, fibroblastoide, 

derivate din măduvă osoasă [Friedenstein et al. 1968]. Ulterior, aceste celule stromale 

mezenchimale (MSC), considerate celule multipotente ușor accesibile, au fost izolate din diverse 

țesuturi umane adulte cum ar fi țesut adipos, sau prenatale: cordon umbilical, fluid amniotic. 

MSC au fost evaluate în studii clinice sub formă de terapie celulară pentru diferite patologii: 

precum infarctul miocardic acut, scleroza multiplă sau forma acută a bolii grefă versus gazdă 

rezistentă la steroizi [NCT00877903, NCT02239393, NCT02923375]. În ciuda potențialului de 

diferențiere observat in vitro, efectele benefice obținute în urma administrării de MSC nu au fost 

asociate cu grefarea acestor celule sau modificarea fenotipului către unul specific țesutului țintit. 

Mai mult, deși studiile preclinice au evidențiat rezultate promițătoare, efectele terapeutice nu au 

fost reproduse și în cadrul studiilor clinice; de altfel, în Europa prima autorizație de punere pe 

piață pentru un produs pe bază de MSC, s-a obținut abia în 2018 [Galipeau și Sensebe, 2018]. În 

același timp, secretomul MSC, constituit din totalitatea factorilor solubili (chemokine, citokine, 

factori de creștere) și veziculele extracelulare (microvesicule, exosomi) eliberate în mediul 

extracelular, s-a evidentiat ca efector paracrin pentru acțiunea benefică observată în cazul 

administrării acestor celule, conturându-se astfel o nouă abordare terapeutică „cell-free” 

[Praveen Kumar et al. 2019].  

Pe de altă parte, domeniul științei materialelor s-a axat pe dezvoltarea unor compuși care 

să fie complementari acțiunii MSC. Mai exact, pornind de la matricea extracelulară ca model 

pentru fabricarea biomaterialelor, s-au propus diverși suporți tridimensionali („scaffolds”) care 

să sprijine proliferarea și diferențierea celulelor cu scopul de a promova regenerarea tisulară. În 

general, pentru țesuturile moi s-au utilizat polimeri precum colagenul, alginatul, proteoglicanii, 



 

 

 

 

chitosanul, datorită biocompatibilității și acțiunii bioactive ce permite aderarea și creșterea 

celulelor la nivelul lor. Totodată, domeniul nanomaterialelor a contribuit la dezvoltarea 

domeniului medicinei regenerative, mai exact prin varietatea nanoparticulelor (NP) ce pot fi 

utilizate fie ca vectori pentru eliberarea de principii active, fie ca agenți antibacterieni care să 

asigure siguranța utilizării biomaterialelor, prevenind infecțiile locale [Hasan et al. 2018]. 

În lucrarea de față au fost propuse următoarele obiective: 

1. evaluarea unor nanoparticule superparamagnetice pe bază de fier și polietilenimina (NP 

Fe-PEI) obținute printr-o metodă de sinteză blândă, care să permită simultan încorporarea 

de agenți terapeutici cu prezervarea acțiunii lor, în scopul de a valida utilizarea acestor 

nanoparticule ca vectori pentru eliberarea de principii active; 

2. investigarea capacității secretomului celulelor stromale mezenchimale umane, de a 

îmbunătăți performanțele in vitro ale unei matrice de colagen poroase utilizate în 

vindecarea rănilor cutanate; 

3. selecția unor nanoparticule cu efecte antibacteriene pe bază de argint și polimeri, în 

funcție de acțiunea lor biologică asupra principalelor tipuri celulare implicate în 

vindecarea leziunilor pielii: keratinocite, fibroblaste dermale și celule endoteliale; 

4. selecția exosomilor secretați de MSC izolate din două surse: măduva osoasă și țesut 

adipos, în vederea validării acestora in vitro ca agenți terapeutici activi capabili să 

stimuleze regenerarea cutanată prin acțiunea lor asupra principalelor etape din vindecarea 

rănilor cutanate. 

Structura tezei de doctorat 

 Lucrarea este structurată în doua părți: prima parte- Stadiul actual al cunoștințelor-  

divizat în cinci capitole ce prezintă principalele caracteristici ale celulelor stromale 

mezenchimale și potențialul lor terapeutic, structura pielii şi etapele vindecării leziunilor 

cutanate, urmate de aspecte legate de aplicațiile nanoparticulelor, biomaterialelor precum și a 

secretomului pentru regenerarea cutanată. Ultimul capitol este dedicat exosomilor, conținând 

aspecte generale privind originea, izolarea și caracterizarea acestora, concentrându-se apoi pe cei 

secretați de MSC ca agenți terapeutici pentru vindecarea rănilor pielii. Partea a doua a lucrării 

include contribuțiile originale, organizate în patru capitole, corespunzătoare studiilor desfășurate 

pentru atingerea obiectivelor tezei.  

 Primul studiu- Potenţialul terapeutic al nanoparticulelor pe bază de fier ca vectori 

pentru eliberarea controlată de principii active, a presupus investigarea biocompatibilitatii unor 

nanoparticule superparamagnetice hibride pe baza de fier si polietilenimina (NP Fe-PEI) atât pe 

celule umane normale cât și tumorale, a capacității acestor nanoparticule de a încorpora principii 

active în urmă agregării în mediu de cultură și ulterior de a elibera substanță prin contact cu 



 

 

 

 

celulele, precum și a efectului anti-tumoral al nanoparticulelor Fe-PEI cu cisplatina încorporată 

în timpul sintezei hidrotermale, pe modele in vitro și in vivo.  

Principalele rezultate originale (Fig. 1): 

1. nanoparticulele hibride cu un raport masic Fe:PEI de 1:2 obținute prin sinteză 

hidrotermală la 100 atm și 40°C și resuspendate într-o soluție de NaCl în prezența de PAA (acid 

poliacrilic) pentru stabilizare, au fost asociate cu o lipsă de toxicitate pe celulele stromale 

mezenchimale (MSC) murine la aceleași concentrații însă manifestând un efect citotoxic pe 

celulele tumorale de glioblastom (linia U87); 

2. nanoparticulele hibride Fe:PEI au agregat spontan în mediu de cultură, iar agregatele 

astfel formate au încorporat substanțe active (DiI, valinomicina) prezente în soluție, pe care apoi 

le-au eliberat prin contact direct cu celula, activitatea biologică a substanțelor fiind prezervată; 

3. nanoparticulele hibride Fe-PEI cu cisplatină încorporată în timpul sintezei au prezentat 

o acțiune anti-tumorală mai puternică comparativ cu medicamentul administrat ca atare la 

aceeași concentrație sau cu nanoparticulele cu cisplatina adăugată după sinteză atât in vitro pe 

linia U87 cât și in vivo pe modelul murin de xenogrefă heterotopică de glioblastom. 

 

Figura 1. Reprezentare schematică sumarizând rezultatele prezentate în primul studiu privind 

potențialul terapeutic al nanoparticulelor hibride Fe-PEI. Rezultatele prezentate în acest capitol 

indică faptul că NP Fe-PEI au încorporat molecule active prin incubarea în mediu de cultură,  şi 

au eliberat ulterior aceste substanţe prin contact direct cu celulele stem mezenchimale. De 

asemenea, nanoparticulele cu cisplatină încorporată în timpul sintezei, au prezentat un efect 



 

 

 

 

anti-tumoral mult mai puternic comparativ cu nanoparticulele la care s-a adăugat cisplatină în 

aceeaşi concentraţie după sinteză. 

 În cadrul celui de-al  doilea studiu- Potenţialul secretomului derivat din celule stromale 

mezenchimale umane în vederea dezvoltării de terapii pentru vindecarea rănilor cutanate, s-a 

evaluat îmbunătățirea adusă unei matrici poroase de colagen bovin de tip I prin adiția unui agent 

trofic potent- secretomul derivat de la celule stromale mezenchimale (MSC) umane  sub formă 

de mediu condiționat, în ceea ce priveşte colonizarea cu keratinocite și fibroblaste dermale 

umane, precum și efectul secretomului asupra proliferării, migrării celulare și angiogenezei in 

vitro.  

Principalele rezultate originale (Fig. 2): 

1. secretomul MSC a promovat colonizarea matricei de colagen cu keratinocite și 

fibroblaste, prin stimularea aderării și proliferării acestora; 

2. secretomul MSC a modificat expresia genică a moleculelor implicate în sinteză și 

degradarea matricei extracelulare (colagen de tip I si III, αSMA, TIMP-1, TIMP-2, MMP-9); 

3. secretomul MSC a prezentat proprietăți pro-angiogene, fiind motogen și chemo-

atractant pentru celulele endoteliale. 

 



 

 

 

 

Figura 2. Reprezentare schematică sumarizând rezultatele prezentate cel de-al doilea studiu 

privind potențialului terapeutic al secretomului derivat de la celulele stromale mezenchimale 

izolate din măduvă osoasă combinat cu o matrice poroasă de colagen pentru tratamentul 

leziunilor cutanate. 

 Cel de-al treilea studiu inclus în teza de doctorat, se referă la selecția unor nanoparticule 

de argint (NP Ag), în vederea utilizării acestora ca agenți antibacterieni pentru încorporarea într-

un compus pe bază de gel de fibrină pentru tratamentul rănilor cutanate. Alegerea NP Ag 

adecvate a fost fundamentată de o serie de experimente, care pe lângă efectul citotoxic asupra 

viabilității keratinocitelor, fibroblastelor dermale și celulelor endoteliale, a urmărit și migrarea 

celulară și dispunerea citoscheletului actinic, alături de acţiunea antibacteriană. 

Principalele rezultate originale (Fig. 3) : 

1. concentrația maximă de nanoparticule pentru care viabilitatea celulară a keratinocitelor nu a 

scăzut față de control a fost de 40 µg/ml pentru NP Ag EG și EG/PVP, 25 µg/ml pentru NP Ag 

PEG și respectiv, 30 µg/ml pentru NP Ag PEG PVP;  

2. concentrația maximă de nanoparticule pentru care viabilitatea celulară a fibroblastelor și 

celulelor endoteliale nu a scăzut față de control a fost de 30 µg/ml pentru NP Ag EG și EG/PVP, 

20 µg/ml pentru NP Ag PEG și respectiv, 25 µg/ml pentru NP Ag PEG PVP; 

3. concentrația maximă de NP Ag care nu a afectat migrarea celulară a fost de 25 µg/ml pentru 

NP Ag EG și EG/PVP, și de 10 µg/ml în cazul NP Ag PEG si PEG/PVP, iar prezența NP Ag a 

indus o creștere a densității fibrelor de stres de actină. 

 

Figura 3. Reprezentare schematică a principalelor rezultate prezentate în cel de-al treilea studiu 

privind activitatea biologică a nanoparticulelor pe bază de argint sintetizate prin metoda 



 

 

 

 

chimică, ce presupune reducerea alcalină a azotatului de argint, și funcționalizate cu etilen 

glicol (EG), polietilenglicol (PEG), cu sau fără polivinilpirolidonă (PVP). Dintre cele patru 

tipuri de nanoparticule studiate din punct de vedere al viabilitatii,capacitatii de a interfera cu 

migrarea celulară si a valorilor concentrației minime inhibitorii pentru acțiunea bacteriostatică, 

rezultatele au susținut utilizarea NP Ag EG/PVP până la concentrații de 25 µg/ml, fără a 

compromite viabilitatea și motilitatea keratinocitelor, fibroblastelor dermale și a celulelor 

endoteliale, fiind în același timp eficiente împotriva bacteriilor frecvent întâlnite în infecțile 

cutanate. 

 Cel de-al patrulea studiu din partea de contributii originale, s-a concentrat pe exosomii 

secretati de MSC, inițial alegându-se sursa cea mai adecvată: MSC izolate din țesut adipos 

(ADSC) sau măduva osoasă (BM-MSC). Exosomii astfel selectați au fost evaluați din punct de 

vedere al acțiunii stimulante asupra proliferării și migrării celulare, angiogenezei, a modificării 

expresiei genice și proteice în cadrul diferențierii fibroblastelor către miofibroblaste, și a 

capacității de a promova re-epitelizarea unei răni complete efectuate pe un model de cultură 

organotipica cutanata umană.  

Modelul de cultura organotipica umana dezvoltat in cadrul programului de pregatire 

doctorala, reprezinta o alternativa la studiile pe animale, care, in cazul ranilor pielii, isi pierd din 

relevanta pentru translatia spre faza clinica, din cauza diferentelor majore anatomice si 

fiziologice fata de om [Parnell et al 2019]. De altfel, un model similar este deja utilizat pentru 

testele standard de iritație ale pielii conform ISO 10993-23:2021-Partea 23. 

Principalele rezultate originale (Fig. 4): 

1. exosomii izolați prin centrifugare diferențială din mediul condiționat secretat de MSC derivate 

din maduvă osoasă, au stimulat proliferarea și migrarea keratinocitelor și fibroblastelor umane; 

2. exosomii în interacție cu fibroblastele dermale, chiar și în cazul unui mediu bogat în TGFβ1, 

nu au indus un fenotip pro-fibrotic, ci unul pro-vindecare, caracterizat de o creștere a expresiei 

proteice pentru colagen de tip I, fibronectină, decorină, precum și de o îmbunătățire a capacității 

contractile, însoțită de o mărire a expresiei enzimei lizil oxidaza, și nu a proteinei αSMA; 

3. exosomii au conținut factori cu acțiune atât pro- cât și anti-angiogenă: Ang-2, ET-1, EG-

VEGF/PK1, persefină, uPA și, respectiv, TSP-1, TIMP-1, PEDF, PAI-1, iar aceste nanovezicule 

au stimulat migrarea și formarea de tubi a celulelor endoteliale; 

4. exosomii au susţinut procesul de re-epitelizare pe un model de cultură organotipică cutanată 

umană lezat pe toată grosimea, similar cu mediu control pozitiv suplimentat cu factori de 

creștere.  



 

 

 

 

 

Figura 4. Reprezentare schematică sumarizând principalele rezultate din cel de-al patrulea 

studiu privind acțiunea exosomilor secretați de BM-MSC asupra principalelor tipuri celulare 

implicate în vindecarea rănilor cutanate [creat cu BioRender.com]. 

 Astfel, în urma studiilor efectuate în cadrul programului de pregătire doctorală, s-au 

obținut următoarele rezultate originale: 

1. Nanoparticulele superparamagnetice hibride pe bază de fier și poli(etilenimină), sintetizate 

prin metoda hidrotermală în condiții ce suportă în același timp încorporarea de principii active 

fără a compromite activitatea lor terapeutică, au fost biocompatibile atât pe celule normale cât și 

tumorale. Acest tip de nanoparticule au agregat spontan în mediu de cultură și permit 

astfel încorporarea de substanțe active în structurile micrometrice rezultate, pe care apoi le-au 

eliberat prin contact direct cu celulele. În cazul încorporării în timpul sintezei a unui compus 

anti-tumoral, precum cisplatina, la o concentrație fără efecte secundare, nanoparticulele au 



 

 

 

 

prezentat un  efect citotoxic asupra celulelor de glioblastom și o tendință de scădere a 

dimensiunii tumorii in vivo, susținând utilizarea lor ca vectori pentru eliberarea controlată. 

2. Secretomul, sub formă de mediu condiționat, provenit de la celulele stromale mezenchimale 

(MSC) umane izolate din măduva osoasă, a avut efecte chemo-atractante și mitogene asupra 

keratinocitelor și celulelor endoteliale, cultivate în sistemul clasic bidimensional. Mai mult, acest 

secretom a promovat colonizarea matricelor tridimensionale poroase de colagen bovin de tip I cu 

keratinocite și fibroblaste dermale; de asemenea, prezenţa mediului condiţionat  a modulat 

expresia genică a moleculelor implicate în sinteză și degradarea matricei extracelulare (colagen 

de tip I și III, αSMA, TIMP1, TIMP2, MMP14). Astfel, datele obținute au susținut fezabilitatea 

combinării matricei de colagen cu secretomul derivat de la MSC în vederea utilizării sub forma 

unui produs acelular disponibil „direct de pe raft” pentru vindecarea rănilor cutanate. 

3. Nanoparticulele de argint (NP Ag) funcţionalizate cu etilen glicol, etilen glicol și 

poli(vinilpirolidonă), poli(etilenglicol), sau poli(etilenglicol) și poli(vinilpirolidonă) sintetizate 

prin metoda reducerii nitratului de argint, au prezentat nivele de citotoxicitate diferite pentru 

keratinocite, fibroblaste dermale și celule endoteliale; cea mai mare concentrație care nu a afectat 

viabiliatatea și capacitatea migratorie fiind înregistrată pentru NP Ag cu etilen glicol și 

poli(vinilpirolidonă)- 25 µg/ml, care, corelată cu concentrația minimă inhibitorie pentru efectul 

antibacterian- 15,63 µg/ml, a susţinut utilizarea acestor nanoparticule pentru potențiale aplicații 

în cazul tratamentului leziunilor pielii. 

4. Exosomii secretați de MSC izolate din măduva osoasă umană au avut un efect stimulator mai 

puternic asupra migrării keratinocitelor, comparativ cu cei secretati de MSC izolate din țesut 

adipos; acești exosomi selectați au promovat proliferarea keratinocitelor și fibroblastelor 

dermale, inducând un fenotip pro-vindecare la nivelul fibroblastelor diferențiate către 

miofibroblaste, caracterizat de o creștere a contractilitatii fără modificarea expresiei de αSMA. 

De asemenea, aceste nanovezicule au susținut migrarea celulelor endoteliale și formarea de tubi, 

sugerând o acțiune pro-angiogenă, datorată cel mai probabil citokinelor și factorilor de creștere 

identificați la nivelul acestora. Mai mult, tratarea cu exosomi a leziunilor efectuate pe culturilor 

organotipice cutanate umane, care mimează structura pielii, a fost asociată cu o re-epitelizare 

completă, sprijinind astfel aplicarea acestui tip de vezicule extracelulare pentru terapia rănilor 

tegumentului. 
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