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Introducere si obiectivele generale ale tezei

Medicina regenerativa, reprezintd una din ramurile medicinei dezvoltate in vederea
imbunatatirii calitdtii vietii pacientilor. Conform unei definitii din 2006, acest domeniu
interdisciplinar utilizeaza diverse abordéri tehnologice cum ar fi: administrarea de molecule
solubile, terapia genica, transplantul de celule stem, reprogramarea celulara si mai ales, ingineria
tisulara [Greenwood et al. 2006]. Johnson et al au efectuat o analiza a categoriile de activitati
privind cele mai bune abordari din domeniu, concluziondnd ca este necesard intelegerea si
controlul angiogenezei, alaturi de raspunsul imun al organismului, a comportamentului celulelor
stem si standardizarea utilizarii acestora, precum si capacitatea de producerea in masd a
constructilor de inginerie tisulard rezultati [Johnson et al. 2007]. Astfel, sinergia unor discipline
de baza cum ar fi: biologia celulara si stiintd materialelor au generat sisteme complexe tri-
dimensionale (3D) celule-biomaterial, implantatabile cu scopul de a regenera tesutul, dar si
sisteme exclusiv celulare, cum ar fi transplantul de celulele stem, sau bazate exclusiv pe
biomateriale, care in urma implantarii se integreaza la nivelul organismului [Muzzio et al. 2021].

Unul din principalii piloni care au sustinut dezvoltarea domeniului medicinei
regenerative, inclusiv a ingineriei tisulare, a fost stabilit acum mai bine de 50 de ani, cand
Friedenstein et al. au raportat izolarea unei populatii clonogene, multipotente, fibroblastoide,
derivate din maduva osoasd [Friedenstein et al. 1968]. Ulterior, aceste celule stromale
mezenchimale (MSC), considerate celule multipotente usor accesibile, au fost izolate din diverse
tesuturi umane adulte cum ar fi tesut adipos, sau prenatale: cordon umbilical, fluid amniotic.
MSC au fost evaluate in studii clinice sub forma de terapie celulara pentru diferite patologii:
precum infarctul miocardic acut, scleroza multipla sau forma acuta a bolii grefa versus gazda
rezistenta la steroizi [NCT00877903, NCT02239393, NCT02923375]. In ciuda potentialului de
diferentiere observat in vitro, efectele benefice obtinute in urma administrarii de MSC nu au fost
asociate cu grefarea acestor celule sau modificarea fenotipului catre unul specific tesutului tintit.
Mai mult, desi studiile preclinice au evidentiat rezultate promitatoare, efectele terapeutice nu au
fost reproduse si in cadrul studiilor clinice; de altfel, in Europa prima autorizatie de punere pe
piata pentru un produs pe bazi de MSC, s-a obtinut abia in 2018 [Galipeau si Sensebe, 2018]. In
acelasi timp, secretomul MSC, constituit din totalitatea factorilor solubili (chemokine, citokine,
factori de crestere) si veziculele extracelulare (microvesicule, exosomi) eliberate Tn mediul
extracelular, s-a evidentiat ca efector paracrin pentru actiunea beneficd observatd in cazul
administrarii acestor celule, conturandu-se astfel o noua abordare terapeutica ,cell-free”
[Praveen Kumar et al. 2019].

Pe de alta parte, domeniul stiintei materialelor s-a axat pe dezvoltarea unor compusi care
sa fie complementari actiunii MSC. Mai exact, pornind de la matricea extracelularda ca model
pentru fabricarea biomaterialelor, s-au propus diversi suporti tridimensionali (,,scaffolds”) care
sa sprijine proliferarea si diferentierea celulelor cu scopul de a promova regenerarea tisulara. In
general, pentru tesuturile moi s-au utilizat polimeri precum colagenul, alginatul, proteoglicanii,



.....

celulelor la nivelul lor. Totodata, 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 agenti antibacterieni care sa
asigure siguranta utilizarii biomaterialelor, prevenind infectiile locale [Hasan et al. 2018].

In lucrarea de fatd au fost propuse urmatoarele obiective:

1. evaluarea unor nanoparticule superparamagnetice pe baza de fier si polietilenimina (NP
Fe-PEI) obtinute printr-o metoda de sintezd blanda, care sd permita simultan incorporarea
de agenti terapeutici cu prezervarea actiunii lor, in scopul de a valida utilizarea acestor
nanoparticule ca vectori pentru eliberarea de principii active;

2. investigarea capacitatii secretomului celulelor stromale mezenchimale umane, de a
imbunatati performantele in vitro ale unei matrice de colagen poroase utilizate in
vindecarea ranilor cutanate;

3. selectia unor nanoparticule cu efecte antibacteriene pe baza de argint si polimeri, in
functie de actiunea lor biologica asupra principalelor tipuri celulare implicate in
vindecarea leziunilor pielii: keratinocite, fibroblaste dermale si celule endoteliale;

4. selectia exosomilor secretati de MSC izolate din doud surse: maduva osoasd si tesut
adipos, in vederea validarii acestora in Vvitro ca agenti terapeutici activi capabili sa
stimuleze regenerarea cutanata prin actiunea lor asupra principalelor etape din vindecarea
ranilor cutanate.

Structura tezei de doctorat

Lucrarea este structuratd in doua parti: prima parte- Stadiul actual al cunostintelor-
divizat in cinci capitole ce prezinta principalele caracteristici ale celulelor stromale
mezenchimale si potentialul lor terapeutic, structura pielii si etapele vindecdrii leziunilor
cutanate, urmate de aspecte legate de aplicatiile nanoparticulelor, biomaterialelor precum si a
secretomului pentru regenerarea cutanata. Ultimul capitol este dedicat exosomilor, continand
aspecte generale privind originea, izolarea si caracterizarea acestora, concentrandu-se apoi pe cei
secretati de MSC ca agenti terapeutici pentru vindecarea ranilor pielii. Partea a doua a lucrarii
include contributiile originale, organizate in patru capitole, corespunzatoare studiilor desfasurate
pentru atingerea obiectivelor tezei.

Primul studiu- Potentialul terapeutic al nanoparticulelor pe baza de fier ca vectori
pentru eliberarea controlata de principii active, a presupus investigarea biocompatibilitatii unor
nanoparticule superparamagnetice hibride pe baza de fier si polietilenimina (NP Fe-PEI) atat pe
celule umane normale cat si tumorale, a capacitatii acestor nanoparticule de a incorpora principii
active Tn urma agregarii In mediu de cultura si ulterior de a elibera substantd prin contact cu



celulele, precum si a efectului anti-tumoral al nanoparticulelor Fe-PEI cu cisplatina incorporata
n timpul sintezei hidrotermale, pe modele in vitro si in vivo.

Principalele rezultate originale (Fig. 1):

1. nanoparticulele hibride cu un raport masic Fe:PEI de 1:2 obtinute prin sinteza
hidrotermala la 100 atm si 40°C si resuspendate intr-o solutie de NaCl in prezenta de PAA (acid
poliacrilic) pentru stabilizare, au fost asociate cu o lipsa de toxicitate pe celulele stromale
mezenchimale (MSC) murine la aceleasi concentratii insd manifestind un efect citotoxic pe
celulele tumorale de glioblastom (linia U87);

2. nanoparticulele hibride Fe:PEI au agregat spontan in mediu de cultura, iar agregatele
astfel formate au Tncorporat substante active (Dil, valinomicina) prezente in solutie, pe care apoi
le-au eliberat prin contact direct cu celula, activitatea biologica a substantelor fiind prezervata;

3. nanoparticulele hibride Fe-PEI cu cisplatina incorporata in timpul sintezei au prezentat
o actiune anti-tumorald mai puternica comparativ cu medicamentul administrat ca atare la
aceeasi concentratie sau cu nanoparticulele cu cisplatina adaugatd dupa sinteza atat in vitro pe
linia U87 cét si in vivo pe modelul murin de xenogrefa heterotopica de glioblastom.

Fe;0, +PEI Fe;0,+ PEI + Cisplatin
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Figura 1. Reprezentare schematica sumarizand rezultatele prezentate Tn primul studiu privind
potentialul terapeutic al nanoparticulelor hibride Fe-PEI. Rezultatele prezentate in acest capitol
indica faptul ca NP Fe-PEI au incorporat molecule active prin incubarea in mediu de culturd, §i

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

asemenea, nanoparticulele cu cisplatina incorporata in timpul sintezei, au prezentat un efect



anti-tumoral mult mai puternic comparativ cu nanoparticulele la care s-a adaugat cisplatina in

aceeasi concentratie dupa sinteza.

Tn cadrul celui de-al doilea studiu- Potentialul secretomului derivat din celule stromale
mezenchimale umane in vederea dezvoltarii de terapii pentru vindecarea ranilor cutanate, S-a
evaluat imbunatatirea adusa unei matrici poroase de colagen bovin de tip I prin aditia unui agent
trofic potent- secretomul derivat de la celule stromale mezenchimale (MSC) umane sub forma
de mediu conditionat, in ceea ce priveste colonizarea cu keratinocite si fibroblaste dermale
umane, precum si efectul secretomului asupra proliferarii, migrarii celulare si angiogenezei in
vitro.

Principalele rezultate originale (Fig. 2):

1. secretomul MSC a promovat colonizarea matricei de colagen cu keratinocite si
fibroblaste, prin stimularea aderarii si proliferarii acestora;

2. secretomul MSC a modificat expresia genica a moleculelor implicate in sinteza si
degradarea matricei extracelulare (colagen de tip I si III, aSMA, TIMP-1, TIMP-2, MMP-9);

3. secretomul MSC a prezentat proprietiti pro-angiogene, fiind motogen si chemo-
atractant pentru celulele endoteliale.
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Figura 2. Reprezentare schematica sumarizand rezultatele prezentate cel de-al doilea studiu
privind potentialului terapeutic al secretomului derivat de la celulele stromale mezenchimale
izolate din maduva osoasa combinat cu o matrice poroasa de colagen pentru tratamentul
leziunilor cutanate.

Cel de-al treilea studiu inclus in teza de doctorat, se refera la selectia unor nanoparticule
de argint (NP Ag), in vederea utilizarii acestora ca agenti antibacterieni pentru incorporarea intr-
un compus pe baza de gel de fibrind pentru tratamentul ranilor cutanate. Alegerea NP Ag
adecvate a fost fundamentata de o serie de experimente, care pe langa efectul citotoxic asupra
viabilitatii keratinocitelor, fibroblastelor dermale si celulelor endoteliale, a urmarit si migrarea
celulara si dispunerea citoscheletului actinic, alaturi de actiunea antibacteriana.

Principalele rezultate originale (Fig. 3) :

1. concentratia maxima de nanoparticule pentru care viabilitatea celulara a keratinocitelor nu a
scazut fatd de control a fost de 40 pug/ml pentru NP Ag EG si EG/PVP, 25 pg/ml pentru NP Ag
PEG si respectiv, 30 ng/ml pentru NP Ag PEG PVP;

2. concentratia maximd de nanoparticule pentru care viabilitatea celulard a fibroblastelor si
celulelor endoteliale nu a scazut fata de control a fost de 30 pg/ml pentru NP Ag EG si EG/PVP,
20 pg/ml pentru NP Ag PEG si respectiv, 25 pg/ml pentru NP Ag PEG PVP;

3. concentratia maxima de NP Ag care nu a afectat migrarea celulara a fost de 25 pg/ml pentru
NP Ag EG si EG/PVP, si de 10 pg/ml in cazul NP Ag PEG si PEG/PVP, iar prezenta NP Ag a
indus o crestere a densitatii fibrelor de stres de actina.
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— U'=‘> ® NPAZEGPEG b iumetru hidrodinamic
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CMI- concentratia minimi inhibitorie
© NPAgPEG/PVP pentru efectul antibacterian

)

CMI NaOH+X [ — ’

NPAg PEG NPAg PEG/PVP
30 pg/ml [ 20 pg/ml J 25 pug/ml
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Figura 3. Reprezentare schematica a principalelor rezultate prezentate in cel de-al treilea studiu
privind activitatea biologica a nanoparticulelor pe baza de argint sintetizate prin metoda



chimica, ce presupune reducerea alcalina a azotatului de argint, si functionalizate cu etilen
glicol (EG), polietilenglicol (PEG), cu sau fara polivinilpirolidona (PVP). Dintre cele patru
tipuri de nanoparticule studiate din punct de vedere al viabilitatii,capacitatii de a interfera cu
migrarea celulara si a valorilor concentratiei minime inhibitorii pentru actiunea bacteriostatica,

rezultatele au sustinut utilizarea NP Ag EG/PVP pdna la concentratii de 25 ug/ml, fara a
compromite viabilitatea si motilitatea keratinocitelor, fibroblastelor dermale si a celulelor

endoteliale, fiind in acelasi timp eficiente impotriva bacteriilor frecvent intdlnite in infectile

cutanate.

Cel de-al patrulea studiu din partea de contributii originale, s-a concentrat pe exosomii
secretati de MSC, initial alegandu-se sursa cea mai adecvatd: MSC izolate din tesut adipos
(ADSC) sau maduva osoasa (BM-MSC). Exosomii astfel selectati au fost evaluati din punct de
vedere al actiunii stimulante asupra proliferarii si migrarii celulare, angiogenezei, a modificarii
expresiei genice si proteice In cadrul diferentierii fibroblastelor catre miofibroblaste, si a
capacitatii de a promova re-epitelizarea unei rani complete efectuate pe un model de cultura
organotipica cutanata umana.

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 iritatie ale pielii conform ISO 10993-23:2021-Partea 23.

Principalele rezultate originale (Fig. 4):

1. exosomii izolati prin centrifugare diferentiald din mediul conditionat secretat de MSC derivate
din maduva osoasa, au stimulat proliferarea si migrarea keratinocitelor si fibroblastelor umane;

2. exosomii 1n interactie cu fibroblastele dermale, chiar si in cazul unui mediu bogat in TGFp1,
nu au indus un fenotip pro-fibrotic, ci unul pro-vindecare, caracterizat de o crestere a expresiei
proteice pentru colagen de tip I, fibronectina, decorind, precum si de o imbunatatire a capacitatii
contractile, insotitd de o marire a expresiei enzimei lizil oxidaza, si nu a proteinei aSMA;

3. exosomii au continut factori cu actiune atat pro- cat si anti-angiogena: Ang-2, ET-1, EG-
VEGF/PK1, persefind, uPA si, respectiv, TSP-1, TIMP-1, PEDF, PAI-1, iar aceste nanovezicule
au stimulat migrarea si formarea de tubi a celulelor endoteliale;

4. exosomii au sustinut procesul de re-epitelizare pe un model de cultura organotipica cutanata
umand lezat pe toatd grosimea, similar cu mediu control pozitiv suplimentat cu factori de
crestere.
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Figura 4. Reprezentare schematica sumarizand principalele rezultate din cel de-al patrulea
studiu privind actiunea exosomilor secretati de BM-MSC asupra principalelor tipuri celulare

implicate in vindecarea ranilor cutanate [creat cu BioRender.com].

Astfel, Tn urma studiilor efectuate in cadrul programului de pregatire doctorald, s-au
obtinut urmatoarele rezultate originale:

1. Nanoparticulele superparamagnetice hibride pe baza de fier si poli(etilenimind), sintetizate
prin metoda hidrotermala in conditii ce suportd in acelasi timp incorporarea de principii active
fara a compromite activitatea lor terapeutica, au fost biocompatibile atét pe celule normale cat si
tumorale. Acest tip de nanoparticule au agregat spontan in mediu de culturd si permit
astfel incorporarea de substante active in structurile micrometrice rezultate, pe care apoi le-au
eliberat prin contact direct cu celulele. Tn cazul incorporirii in timpul sintezei a unui compus
anti-tumoral, precum cisplatina, la o concentratie fara efecte secundare, nanoparticulele au



prezentat un efect citotoxic asupra celulelor de glioblastom si o tendintd de scadere a
dimensiunii tumorii in vivo, sustinand utilizarea lor ca vectori pentru eliberarea controlata.

2. Secretomul, sub forma de mediu conditionat, provenit de la celulele stromale mezenchimale
(MSC) umane izolate din maduva osoasa, a avut efecte chemo-atractante si mitogene asupra
keratinocitelor si celulelor endoteliale, cultivate in sistemul clasic bidimensional. Mai mult, acest
secretom a promovat colonizarea matricelor tridimensionale poroase de colagen bovin de tip | cu
keratinocite si fibroblaste dermale; de asemenea, prezenta mediului conditionat a modulat
expresia genicd a moleculelor implicate in sinteza si degradarea matricei extracelulare (colagen
de tip I si III, aSMA, TIMP1, TIMP2, MMP14). Astfel, datele obtinute au sustinut fezabilitatea
combinarii matricei de colagen cu secretomul derivat de la MSC in vederea utilizarii sub forma
unui produs acelular disponibil ,,direct de pe raft” pentru vindecarea ranilor cutanate.

3. Nanoparticulele de argint (NP Ag) functionalizate cu etilen glicol, etilen glicol si
poli(vinilpirolidond), poli(etilenglicol), sau poli(etilenglicol) si poli(vinilpirolidond) sintetizate
prin metoda reducerii nitratului de argint, au prezentat nivele de citotoxicitate diferite pentru
keratinocite, fibroblaste dermale si celule endoteliale; cea mai mare concentratie care nu a afectat
viabiliatatea si capacitatea migratorie fiind inregistrata pentru NP Ag cu etilen glicol si
poli(vinilpirolidond)- 25 pg/ml, care, corelatd cu concentratia minima inhibitorie pentru efectul
antibacterian- 15,63 pg/ml, a sustinut utilizarea acestor nanoparticule pentru potentiale aplicatii
n cazul tratamentului leziunilor pielii.

4. Exosomii secretati de MSC izolate din maduva osoasa umana au avut un efect stimulator mai
puternic asupra migrarii keratinocitelor, comparativ cu cei secretati de MSC izolate din tesut
adipos; acesti exosomi selectati au promovat proliferarea Keratinocitelor si fibroblastelor
dermale, inducand un fenotip pro-vindecare la nivelul fibroblastelor diferentiate catre
miofibroblaste, caracterizat de o crestere a contractilitatii fard modificarea expresiei de aSMA.
De asemenea, aceste nanovezicule au sustinut migrarea celulelor endoteliale si formarea de tubi,
sugerand o actiune pro-angiogend, datorata cel mai probabil citokinelor si factorilor de crestere
identificati la nivelul acestora. Mai mult, tratarea cu exosomi a leziunilor efectuate pe culturilor
organotipice cutanate umane, care mimeaza structura pielii, a fost asociatd cu o re-epitelizare
completd, sprijinind astfel aplicarea acestui tip de vezicule extracelulare pentru terapia ranilor
tegumentului.
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