Etapa I11. Testarea toxicologica a nanomaterialelor fabricate in vitro
Activitatea I11.1 Analiza morfologica a citoscheletului de F-actina

Activitatea I11.2 Analiza expresiei proteinelor zona ocludens (ZO-1) si occludin
Activitatea I11.3 Testul activarii complementului

Activitatea I11.4 Analiza nivelului caspazei-1 si a citokinelor proinflamatoare (I1L-14, /L-18, IL-2,
IL-6, IL-8 si TNF-a)

Activitatea 111.5 Analiza enzimatica si a expresiei proteice a metaloproteinazelor MMP-2 si MMP-
9

Activitatea I11.6 Analiza statistica a datelor gi interpretarea rezultatelor

Activitatea I11.7 Diseminarea rezultatelor
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Tn cadrul acestui studiu a fost utilizata linia celulara de fibroblaste pulmonare umane MRC-5, care
a fost mentinutd la 37°C in atmosferd de 5% CO si cultivati in mediul de culturd Minimum
Essential Medium (MEM) cu 10% ser fetal bovin. in vederea evaluirii analizelor toxicologice la
nivelul fibroblastelor pulmonare umane, celulele au fost expuse la nanoparticule de SiO> (NPs de
SiO2) cu concentratia de 62.5 pg/mL. Dupa 24, 48, si 72 ore de incubare cu nanoparticule, mediul
a fost colectat, celulele au fost spalate cu tampon fosfat salin (PBS) si prelucrate corespunzator
pentru fiecare test evaluat. Studiul de fata include modificari morfologice induse de internalizarea
NPs de SiO», evaluarea markerilor jonctiunilor stranse, evaluarea principalilor markeri inflamatori
si ale proteinelor implicate in remodelarea matrixului extracelular, precum si analiza activitatii
totale a complementului la nivelul liniei MRC-5 dupa intervale de 24, 48 si 72 de ore. Evaluarea
citokinelor proinflamatoare (IL-6, IL-8, IL-1pB, IL-2, IL-18 si TNF-a), evaluarea proteinelor
implicate in remodelarea matrixului extracelular ( MMP-2, MMP-9) cat si expresia proteinelor
zona occludens ZO-1, occludin si claudin-5 au fost analizate prin tehnica Western Blot folosind
kitul ,,Western Breeze Chromogenic Kit” de la Invitrogen. Activitatea caspazei-1 a fost
determinata colorimetric conform instructiunilor date de producator (AbNova), in timp ce
activitatea totala a caii complementului a fost analizata folosind kitul MicroVue CHso Eq EIA.
Rezultatele obtinute in cadrul acestui studiu au aratat ca nanoparticulele de silice induc un efect
inflamator asupra liniei celulare MRC-5, fapt demonstrat prin rezultatele prezentate. Datele
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si submiterea unui articol in jurnalul Scientific Reports. Tn concluzie, s-au realizat in totalitate

activitatile asociate Etapei Il1 din planul de activitate al proiectului: Alll.1, Alll.2, Alll.3, Alll.4,
AIlILS, AllLG6, AllL7.
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