Realizari in cadrul INTERA-2/ Etapa |, An 2018: “Realizarea unor matrici 3D biocompatibile,
functionalizate cu celule valvulare”

(i) Angajarea a 3 tineri cercetatori (unul in IBPCNS si doi in ICMPP);
(ii) Publicarea unui articol;

(iii) Publicarea unui capitol de carte;

(iv) Dintre cele mai importante rezultate stiintifice mentionam:

a. Obtinerea hidrogelurilor celuloza-dextran:

In Tabelul 1 sunt prezentate gradele de umflare, randamentul de obtinere si marimea medie a porilor,
date caracteristice hidrogelurilor pe baza de celuloza si dextran. Dupa cum se observa, gradul maxim de
umflare al acestor hidrogeluri creste cu cresterea cantitatii de dextran din biomatrice. In acest sens,
hidrogelul din celuloza are o valoare a gradului de umflare de 1706%, pentru ca la un raport
celuloza:dextran=50/50, gradul de umflare sa fie 2746%, ajungand la o valoare de 5072% pentru
hidrogelul obtinut numai din dextran.

Valorile obtinute pentru randamentul de obtinere a hidrogelurilor arata ca acesta devine cu atat
mai mic cu cat creste cantitatea de dextran din sistem.

Tabelul 1. Caracteristi ale hidrogelurilor celuloza-dextran

Proba Qmax, % n Media dimensiunii porilor, um
CD1 5072 83,33 11,95
CD2 4313 92,62 8,53
CD3 3099 83,40 21,39
CD4 2746 92,96 24,25
CD5 2366 98,73 26,87
CD6 2251 98,94 34,62
CcD7 1706 99,50 27,32

Fig. 1. Imagini SEM ale hidrogelurilor celuloza-dextran cu compozitii diferite



Imaginile SEM obtinute pentru hidrogelurile pe baza de celuloza-dextran arata ca
microarhitectura lor este omogena, prezinta pori care au dimensiuni uniforme si sunt interconectati, un
criteriu important in vederea cresterii si dezvoltarii celulare (Figura 1).

b. Obtinerea membranelor electrofilate:

Membranele electrofilate din PMMA, au fost supuse analizei SEM unde s-a putut observa ca
membranele obtinute prezinta o morfologie fibroasa, cu fibre cu diametre de aproximativ 1 micrometru
(Fig 2).
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Fig. 2. Imagini SEM ale fibrelor de PMMA electrofilate in solutie de dimetilformamida.
¢. Incapsularea celulelor umane in hidrogeluri de celuloza-dextran si in matricile electrofilate

Testarea fenotipului celular dar si a biocompatibilitatii biomatricilor 3D s-a realizat prin
vizualizarea celulelor insamantate pe hidrogeluri si prin teste de viabilitate. Inainte de cultivarea pe
criogelurile celuloza-dextran, celulele au fost colorate cu calceina, un colorant comercial care
marcheaza fluorescent celulele vii (fiura 3).

Fig. 3: Celule fibroblaste umane colorate cu
calceina si cultivate pe hidrogeluri din celuloza-
dextran; stanga - imagine focalizata pe planul
din interiorul hidrogelului; dreapta - imagine
focalizata sub material.
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In experimentele in care celulele umane valvulare au fost cu cultivate pe membranele electrofilate
celulele au fost fixate, permeabilizate si colorate cu faloidina-TRITC/DAPI (Figura 4).



(a)CE-EA (b) VEC (c) VIC

Figura 4. Imagini de microscopie de a membranelor electrofilate si populate cu: (a) celule endoteliale
EAhy926 CE-EA, (b) celule endoteliale valvulare - VEC si (c) celule interstitiale valvulare (VIC): rosu- actina
colorata cu phaloidina, albastru nucleii colorati cu DAPI.

Dupa cum se observa, celulele endoteliale (CE-EA si VEC) adera la membranele electrofilate si
fac monostrat iar celulele iterstitiale valvulare (VIC) sunt compatibile cu membrana prezentand o
morfologie alungita, specifica tipului celular. Mai mult, se observa ca aceste celule se interconecteaza si
formeaza retele celulare, sugerand aderenta si compatibilitatea cu membrana.
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Obiectivul etapei | al subproiectului P1-INTERA a fost indeplinit in totalitate:
Indicatori de realizare au fost atinsi:

(i)

(ii)
(iii)
(iv)
(v)

(vi)
(vii)

Au fost selectate mai multe tipuri de polimeri naturali (dextran, gelatina, colagen, celuloza) si
sintetici (polimetilmetacrilat-PMMA, alcool polivinilic), precursori in realizarea ulterioara a
criogelurilor si membranelor electrofilate;

Testele de viabilitate au demonstrat biocompatibilitatea hidrogelurilor obtinute cu celulele
umane endoteliale, fibroblaste si interstitiale valvulare;

S-au stabilit liste cu combinatiile optime de polimeri, atat pentru cazul hidrogelurilor pe baza de
celuloza-dextran, cat si pentru membranele electrofilate;

Criogelurile si membranele electrofilate obtinute au fost caracterizate prin stabilirea gradului de
umflare, a morfologiei acestora (microscopie SEM) si a cristalinitatii probelor (difractie cu raze X).
S-a analizat morfologia celulelor care au populat matricile obtinute si s-a constat ca membrana
electrofilata favorizeaza dezvoltarea fenotipului specific celulelor cultivate in timp ce criogelurile
nu permit o aderare totala si astfel un fenotip specific celulelor care il populeaza.

Au fost angajati 3 tineri, unul in IBPC “N. Simionescu” (Mihaila Andreea Cristina) si a doi tineri in
INCDFM (Apostol Mariana Mihaela si Sandu Alexandra).

Au fost publicate: un articol ISlsi un capitol de carte.



