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Raport Stiintific si Tehnic in extenso 

Contract 65PCCDI/2018 

Abordari inovative avansate pentru medicina regenerativa predictiva (REGMED) 

Etapa I/2018 

Proiectele componente din cadrul Proiectului Complex 65PCCDI sunt: 

Proiect component 1: Osteoimunomodularea ca factor predictiv al eficientei regenerarii tesutului osos (BONE) 

Proiect component 2: Sistem biocompatibil pentru asistarea regenerarii nervilor periferici (NERVE) 

Proiect component 3: Mecanisme celulalare si moleculare implicate in procesele regenerative ale tesuturilor moi (SOFT) 

Proiect component 4: Modularea micromediului tumoral cu sisteme inteligente destinate reconstructiei mamare 

(TUMOR) 
 

I. Rezumatul etapei 

In etapa 1/2018, la nivelul consortiului 65PCCDI partenerii IC-UB, P1-UPB, P2-IVB si P3-IOCN au contribuit 

la realizarea activitatilor stiintifice propuse in cadrul fiecarui propiect component. Au fost realizati toti indicatorii de 

rezultat asumati (raport stiintific de etapa, 1 website, 1 comunicare stiintifica, 3 protocoale de lucru, imbunatatirea 

serviciilor de cercetare prin upgrade echipamente, 1 conferinta de consortiu), precum si contributii in plus (3 comunicari 

la conferinte nationale/internationale, precum si 4 publicatii in pregatire, aceptate sau deja publicate in jurnale cotate 

ISI). In privinta resursei umane de angajat, au fost organizate concursurile pentru pozitiile vacante (12), urmand ca in 

lunile decembrie si ianuarie sa fie validate si formalitatile de angajare sa fie definitivate. Serviciile de cercetare oferite 

de institutiile partenere in platforma ERRIS au fost imbunatatite prin achizitia unui echipament pentru masurarea 

cantitativa a performantelor motoare ale animalelor de laborator (CatWalk XT) (P2-IVB) si upgrade-ul echipamentului 

de microscopie confocala (A1 Nikon Eclipse) cu software adecvat (Software NIS Elements C) si alte componente 

necesare functionarii la parametri de performanta maxima (IC-UB). Rezultatele obtinute la nivel stiintific sunt sintetizate 

in continuare: 

In cadrul proiectului component 1 au fost sintetizate strategiile actuale de obtinere a unor biomateriale cu 

proprietati osteoimunomodulatoare favorabile. Partenerul UPB a proiectat acoperiri ale aliajului de magneziu selectat 

(AZ31) utilizand tehnici electrochimice si tehnica electrospinning. S-a optat pentru acoperirea aliajului de Mg cu 

polimeri conductori (polipirol) si polimeri degradabili (PLGA). Rezultatele testelor au relevat faptul ca acoperirea 

aliajului de magneziu cu film polimeric conduce la scaderea vitezei de coroziune, fapt dovedit atat prin spectroscopia 

electrochimica de impedanta, cat si prin testele de polarizare potentiodinamica. Evaluarea biocompatibilitatii 

materialelor de interes prin efectuarea testelor de citotoxicitate prin contact direct si indirect in conformitate cu normele 

ISO 10993-5 au fost evaluate folosind celule MC3T3-E1, prin examinarea viabilitatii si prin analiza proliferarii celulare. 

Testele de citotoxicitate indirecta au demonstrat biocompatibiloitatea aliajului de Mg simplu sau acoperit cu polimeri. 

Studiile prin contact direct au evidentiat insa ca acoperirea cu polipirol exercita efecte citotoxice, recomandata pentru 

studii viitoare fiind utilizarea PLGA pentru imbunatatirea comportamentului la coroziune a Mg, si, implicit a 

biocompatibilitatii. Testarea activitatii antibiofilm, realizata in aceasta etapa doar pe acoperirile pe baza de PLGA, a 

aratat o proliferare mai pronuntata pentru Staphylococcus aureus in cazul aliajului nemodificat sau acoperit cu PLGA 

comparativ cu suprafata modificata cu PLGA-ZnO. Prin prezenta nanoparticulelor de ZnO, efectul antibacterian a fost 

substantial imbunatatit.  

In cadrul proiectului component 2, a avut loc sinteza, caracterizarea si evaluarea in vitro a eficientei unui Sistem 

de Asistare a Regenerarii Nervilor periferici (SARN) in procesul de regenerare al nervilor periferici. Toate obiectivele 

propuse in cadrul acestei etape au fost atinse, respectiv obtinerea primei generatii de material cu aplicabilitate medicala. 

Testele de biocompatibilitate realizate pe model celular in vitro au confirmat biocompatibilitatea SARN fata de celule 

din cultura primara de neuroni, dar si fata de celule stem de natura mezenchimala; aceleasi teste au confirmat o relatie 

proportionala biocompatibilitatii cu concentratia de nanoparticule de nanodiamant din compozitia materialelor. Fluxul 

metodologic de testare pe model experimental in vivo (soarece) a fost optimizat. Achizitia de echipament destinata 

cresterii capacitatii institutionale a fost realizata si echipamentul a fost pus in functiune in cadrul etapei 1.  
In cadrul proiectului component 3 a fost obtinut un sistem de eliberare controlata (SEC) pe baza de polimeri 

microbieni cu inalta biocompatibilitate destinat regenerarii tesuturilor moi. Materialul obtinut contine Poli(3-

hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerianat)-ul (PHBHV), un polimer natural-sericina si un polimer sintetic cu caracter 

hidrofil ce ofera stabilitate dimensionala, poliacrilamida. Modificarea chimica prin oxidare a PHBHV  a fost pusa in 

evidenta prin analiza FTIR-ATR. Prin asocierea celor trei componente au rezultat 5 compozitii de testat in aceasta etapa. 

Testele de biocompatibilitate au aratat o viabilitate celulara mica in cazul compozitiilor PHBHV I.1, II.1 si II.4 fata de 

controlul experimental, precum si o rata crescuta a mortalitatii celulare, cu exceptia compozitiei PHBHV II.2. In 

consecinta, numai compozitia PHBHV II.2 poate fi considerata adecvata pentru optimizare ulterioara in vederea 

continuarii studiilor in vitro. De asemenea, au fost realizate teste au fost realizate teste de incapsulare si eliberare de 

medicament- sulfadiazina de argint, un compus cu proprietati antibiotice. 
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In cadrul proiectului component 4, au fost sintetizate doua generatii de materiale; Generatia 1 de materiale a 

avut la baza nanoceluloza (CN), pectina (P) sau alginat (A), in diverse proportii. Pe baza testelor de biocompatibilitate, 

a fost dertminat raportul optim intre componente la 1:3 (CN:P/A). Generatia a doua de materiale a vizat incorporarea 

unui agent antitumoral- 5fluorouracilul- in diferite concentratii in materiale si invetigarea efectului produsului eliberat 

asupra culturilor de celule de carcinom mamar. Rezultatele au indicat compozitiile 2B si 4B ca fiind cele mai eficiente 

in scaderea viabilitatii celulelor tumorale. A fost optimizata recoltarea probelor si imbogatirea fondului biobancii cu 

probe de tesut prelevat de la paciente cu carcinom mamar si au fost realizata si caracterizate sistemele terapeutice de 

transport (STR).  
 

 

 

II. Descrierea stiintifica si tehnica 

In cadrul proiectului 1, partenerii au fost implicati in realizarea urmatoarelor activitati: 
Act. 1.1 Stabilirea strategiei de obtinere a unor biomateriale cu proprietati osteoimunomodulatoare (IC-UB; P1-UPB; 

P2-IVB) 

Act. 1.2 Proiectarea de noi bo-interfete prin acoperirea si functionalizarea suprafetei unui aliaj biodegradabil de Mg (P1-

UPB) 

Act. 1.3 Obtinerea prin tehnici de tratare si acoperire (electrospinning, electrochimic) a suprafetelor capabile de a induce 

regenerare de tesut osos si caracterizarea lor avansata (P1-UPB) 

Act. 1.4 Acoperirea prin electrospinning a suprafetei aliajelor de Mg cu materiale hibride incarcate cu biomolecule ce 

accelereaza procesul de regenerare a tesutului osos si caracterizarea lor avansata (P1-UPB) 

Act. 1.5 Evaluarea standardizata in vitro a citocompatibilitatii si activitatii anti-microbiene si anti-biofilm a materialelor 

(IC-UB; P2-IVB) 

 

Act. 1.1 Stabilirea strategiei de obtinere a unor biomateriale cu proprietati osteoimunomodulatoare 
 

Biomaterialele destinate fabricarii implanturilor osoase determina un răspuns imun care este modulat de 

proprietatile materialului, precum topografia suprafetei, dimensiunea particulelor componente, porozitatea și 

dimensiunea porilor, ionii eliberati, etc. Componentele materialelor degradabile precum si semnalele moleculare 

rezultate din interacțiunea sistemului imunitar cu implanturile afectează în mod semnificativ comportamentul biologic 

al celulelor osoase, influentand astfel rezultatul regenerarii tesutului osos. Osteoimunomodularea (OIM) defineste 

procesul care implică interacțiunea dintre biomateriale, celulele imune și osteoblaste, subliniind astfel importanta 

celulelor imune in timpul osteogenezei mediate de biomateriale. Biomaterialele cu proprietati OIM adecvate pot crea 

un mediu imun care să stimuleze osteogeneza și sa moduleze adecvat activitatea osteoclaselor care participa la 

remodelarea osoasă. Astfel, biomaterialele cu proprietăți osteoimunomodulatoare devin un instrument eficient pentru a 

direcționa formarea țesutului osos, având un mare potențial în contextul proiectării avansate a materialelor de substituție 

osoasă. Dimpotriva, biomaterialele cu proprietati OIM slabe pot provoca inflamație excesivă și pot conduce la un 

dezechilibru intre osteoclastogeneza si osteogeneza. Pe viitor, studiile se vor concentra asupra determinării tipului de 

mediu imun care favorizează osteogeneza și osteointegrarea, oferind astfel un set de criterii de proiectare pentru 

modificarea biomaterialelor destinate implanturilor osoase. Înțelegerea modului în care biomaterialele modulează 

sistemul imunitar poate ghida dezvoltarea strategiilor de modificare a materialelor pentru a oferi biomateriale cu aplicatii 

in regenerarea tesutului osos avansate ce exercita proprietati OIM favorabile. 

Celulele imune, in special macrofagele prezinta un grad crescut de plasticitate facand astfel posibila modularea 

raspunsului imun prin manipularea compozitiei si structurii materialelor. Exemple de strategii de obtinere a unor 

biomateriale cu proprietati OIM includ: 

a) modificarea topografiei de suprafata a materialelor precum dimensiunea si rugozitatea - din studiile precedente 

s-a observant faptul ca suprafata materialelor ofera semnale biomimetice, ce sunt capabile sa altereze interactia dintre 

biomaterial si celule [1-3]; 

b) modificarea compozitiei chimice a suprafetei materialelor - s-a observat ca macrofagele cultivate pe materiale 

cu suprafete hidofobe/hidrofile au prezentat profile diferite ale expresiei de citokine si chemokine [4]; 

c) optimizarea marimii porilor si porozitatii suprafetelor – studiile au demonstrate faptul ca procesul de polarizare 

al macrofagelor spre fenotipul M2 este promovat de catre biomaterialele cu marimi ale porilor cu diametrul de 30 μm 

[5] pe cand biomaterialele non-poroase sau cu diametre neomogene promoveaza procesul de polarizare catre fenotipul 

M1 [6]; 

d) incorporarea elementelor nutritive – raspunsul imun poate fi manipulat prin combinarea unor elemente bioactive 

precum Ca, Mg, Sr, Co, Zn ce sunt eliberate de la nivelul implantului intr-o maniera controlata [7, 8]; 

e) incorporarea unor molecule bioactive – citokine precum IL-10, TNF-α, INF-γ si molecule inductoare ale 

activarii macrofagelor precum IL-4, LPS [9, 10]; 

f) cuplarea cu diferite medicamente imunomodulatoare [11, 12]. 

Este recomandat ca aceste strategii sa fie luate in considerare in momentul in care se doreste dezvoltarea unor noi 

biomateriale, deoarece combinarea lor poate conduce la manifestarea unor efecte sinergice. 
 

 



3 
 

Act. 1.2 Proiectarea de noi bo-interfete prin acoperirea si functionalizarea suprafetei unui aliaj biodegradabil de Mg 
 

Ţinând cont de proprietăţile şi avantajele pe care le oferă este de aşteptat ca utilizarea lichidelor ionice în procese 

de electrosinteză organică şi electropolimerizare să reprezinte o procedură tehnologică atractivă capabila să ofere 

caracteristici superioare filmelor polimerice formate. S-a constat ca, în general, filmele de polimeri conductori 

electrosintetizate din medii de lichide ionice sunt mult mai stabile din punct de vedere electrochimic, cu o morfologie 

mult mai uniformă şi omogenă şi cu o conductivitate superioară comparativ cu cazul în care ca electrolit sunt utilizate 

soluţiile apoase. În scopul obţinerii unor filme de polipirol – PPy cu bune proprietăţi fizice şi chimice, cât şi pentru a 

controla aceste proprietăţi, este importantă întelegerea mecanismelor care au loc la polimerizarea electrochimică a 

polipirolului. Una din principalele dificultăţi întâlnite in determinarea principalelor stadii ale reacţiei este cinetica foarte 

rapidă a procesului de polimerizare. În plus, insolubilitatea polipirolului cuplată cu natura sa non-cristalină creează 

dificultăţi în caracterizarea structurală şi analiza proprietăţilor fizice. În literatura de specialitate au fost studiate mediile 

ionice pe bază de imidazol pentru formarea electrochimică a filmelor de polimeri conductori. În schimb nu există 

investigaţii experimentale care să ia în considerare aplicarea lichidelor ionice pe bază de clorură de colină pentru 

obţinerea electrochimică a straturilor de pirol, care poate oferi avantajul operării inclusiv în prezenţa umidităţii 

atmosferice.  

Strategiile de limitare in vivo a vitezei de degradare include exploatarea de aliaje unice, strategii de procesare si 

aplicarea suprafetelor acestora. Prin imbunatatirea aliajelor se poate obtine o viteza de degradare mai lenta a aliajelor, 

dar de obicei nu se imbunatateste si bioactivitatea suprafetei implantului, care in final poate afecta osteointegrarea si 

cresterea de nou tesut osos. Acoperirile cu polimeri degradabili se pot folosi atat ca bariere ce previn coroziunea, dar 

pot fi utilizate si pentru administrarea de biomolecule active, factori de crestere si biomolecule cu activitate 

antibacteriana [13]. Printre nenumaratii polimeri naturali si sintetici, acidul polilactic co glicolidic (PLGA) este utilizat 

la acoperirea suprafetelor deoarece prezinta o biocompatibilitate crescuta, este aprobat de FDA pentru obtinerea de 

numeroase dispozitive, are o buna capacitate de a transporta medicamente si are capacitatea de a fi metabolizat [14]. 

Conform datelor din literatura, un strat mai subtire de film de PLGA duce la obtinerea de rezultate mai bune, din punct 

de vedere a citotoxicitatii decat  acoperirea aliajelor cu un strat polimeric mai gros [15]. 
 

Act. 1.3 Obtinerea prin tehnici de tratare si acoperire (electrospinning, electrochimic) a suprafetelor capabile de a 

induce regenerare de tesut osos si caracterizarea lor avansata 
 

Se vor prezenta o serie de investigaţii experimentale care au avut ca obiectiv electrosinteza straturilor de polipirol 

din electroliţi pe bază de lichide ionice de tip clorură de colină. Pentru realizarea experimentelor, aliajul de MgAlZn a 

fost tăiat în plăcuțe cu dimensiunile 2×2 cm, care au fost șlefuite folosind hârtie abrazivă SiC cu granulații crescătoare 

de până la 1200 de finisări și apoi au fost curățate și degresate utilizând alcool etilic vol. 96% timp de 10 minute în baia 

de ultrasonare. După cele 10 minute, probele au fost scoase și lăsate la uscat pe hârtie de filtru în atmosferă. Electrolitul 

suport (lichidul ionic) utilizat s-a obtinut prin amestecarea clorurii de colina  cu uree, ambele substante avand o puritate 

ridicata (99%). Prin amestecarea celor doi componenţi în raport molar 1:2, la o temperatură de aproximativ 80 0C timp 

de 30 min, s-a obţinut un lichid omogen transparent. În lichidul ionic a fost introdus 0.5M pirol. Celula electrochimica 

utilizata a fost una clasica cu trei electrozi, in care electrodul de lucru a fost aliajul de magneziu, electrodul de referinta 

un fir de Ag, iar ca si contraelectrod a fost utilizata o bara de Pt. Ca metode de polimerizare s-au folosit atât voltametria 

ciclică la diferite viteze de baleiere a potentialului cat si cronoamperometria la doua potentiale si timpi diferiţi. S-au 

efectuat teste preliminarii pentru a vedea stabilitatea filmelor obținute pe aliaj deoarece este bine cunoscut faptul că 

aliajelul de magneziu are un potențial foarte electronegativ, acestea conducând la apariția fenomenului de coroziune. 

Pentru testarea electrochimica a suprafeţelor acoperite cu polipirol au fost alese doua din probele cu aderenta buna pe 

suparafata aliajului de magneziu: PPY 2 obtinuta cronoamperometric din clorura de colina si uree cu 0.5M salicilat de 

sodiu si 0.2M pirol (PPY 2), cea de a doua din clorura de colina si uree cu 0.5M salicilat de sodiu si 0.5M pirol (PPY 

3). Pentru ambele probe potentialul a fost constant de 1V timpul de depunere fiind de 60 minute. Cele doua probe au 

fost comparate cu aliajul de magneziu neacoperit. Măsurătorile electrochimice de potenţial de electrod în circuit deschis 

au fost efectuate pe electrozii constituiti din aliaj de Mg cu si fara suprafata acoperita cu film de polimer obtinut din 

lichide ionice pe baza de clorura de colina. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Fig. 1. Dupa cum se poate observa, 

valoarea potentialului se stabilizeaza relativ repede (dupa aproximativ 50 s). 

Interfaţa electrod / electrolit poate fi investigată prin diferite metode bazate în esenţă pe aplicarea unui baleiaj sau a 

unei variaţii de potenţial sau curent continuu ale electrodului de lucru, care duc la scoaterea electrodului din starea de 

echilibru şi urmărirea răspunsului sistemului, care este de obicei, un semnal de tranziţie sau transient. Spectroscopia 

electrochimica de impedanta (EIS) s-a realizat la potenţial în circuit deschis (OCP), în domeniul de frecvenţă EIS 105– 

10-2 Hz, cu o amplitudine a tensiunii de ±10 mV. 

Spectrele obtinute au fost reprezentate sub forma de diagrame Nyquist si Bode (Fig. 2). 

Dupa cum se poate observa, pentru aliajul simplu, in diagrama Nyquist apare un semicerc capacitiv la frecvente mari, 

urmata de o parte inductiva la frecevente mici. In cazul aliajelor acoperite cu polimer, diametrul semicercului capacitiv 

creste.  Corespunzator, in diagrama Bode, apare un maxim al unghiului de faza la frecevente mari si un minim la 

frecvente mici. Maximul unghiului de faza are valori cuprinse intre 60 si 70 de grade indicand o comportare capacitiva 

a interfetei. În diagrame se pot observa trei constante de timp care sunt atribuite în continuare. Bucla capacitivă de la 
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frecvențe ridicate corespunde cu rezistența transferului de sarcină și a capacitanței stratului dublu. Bucla de la frecvențe 

medii indică relaxarea transportului de masă prin stratul format datorită degradării. Bucla inductivă de la frecvențe joase 

este o indicație a degradării localizate (pitting) la care este susceptibilă proba. 

Testele de polarizare potentiodinamica au constat în baleierea potenţialului pe un domeniu, începând din zona catodică, 

cu viteză foarte joasă 5 mV/s, pentru a permite procesului de coroziune studiat să se desfăşoare. Potenţialul electrodului 

de lucru a fost măsurat întotdeauna în raport cu electrodul de Ag/AgCl, KCl şi a fost reprezentat grafic prin raportare la 

curentul în circuitul exterior, obţinându-se astfel curbele de polarizare anodice şi catodice prezentate in Fig. 3. 

Degradarea ridicată a aliajului de MgAlZn din soluția de SBF provine din atacul agresiv al ionilor de clor (Cl). Ionii de 

Cl transformă suprafața Mg(OH)2 în MgCl2. Dizolvarea Mg(OH)2 face suprafața aliajului mai reactivă, scăzând astfel 

suprafața protejată și promovând și mai mult dizolvarea Mg. Se presupune de asemenea că ionii de Cl dizolvă Mg prin 

accelerarea reacției electrochimice de la Mg la ioni univalenți de Mg. Ionii de Cl absorbiți pe suprafață se combină cu 

Mg metalic pentru a slăbi legăturile dintre atomii metalici și pentru a accelera îndepărtarea din poziția lor inițială la ioni 

de Mg+. Așadar, Mg este atacat de sulfații, fosfații și carbonații din soluția de SBF. Testele electrochimice efectuate in 

SBF releva faptul ca, acoperirea aliajului de magneziu cu film polimeric conduce la scaderea vitezei de coroziune, fapt 

dovedit atat prin spectroscopia electrochimica de impedanta, cat si prin testele de polarizare potentiodinamica. 
 

Act. 1.4 Acoperirea prin electrospinning a suprafetei aliajelor de Mg cu materiale hibride incarcate cu biomolecule ce 

accelereaza procesul de regenerare a tesutului osos si caracterizarea lor avansata 

 

Tehnica electrospinning este o tehnica utilizata in obtinerea de filme ultrasubtiri, cu grosimi nano/micrometrice, 

prin depunerea de fibre continue cu dimensiuni cuprinse intre 5 si 1000 nm. In plus aceste membrane au o morfologie 

tridimensionala poroasa. Nanofibrele electrofilate sunt obtinute din solutie polimerica. Filarea este influentata de 

solubilitatea polimerului, repulsiile electrostatice dintre moleculele polimerice si conductivitatea solventului. 

Proprietatile mecanice, morfologice si diametrul fibrelor sunt influentate de multi parametrii ce se refera la proprietatile 

polimerilor (masa moleculara, viscozitate, concentratie), voltaj, debit de alimentare, diametrul acului [16]. 

Se vor prezenta o serie de investigatii experimentale 

ce au avut ca scop acoperirea aliajului de Mg AZ31 

cu diferite compozitii de PLGA. Pentru toate 

experimentele, folia de MgAlZn a fost tăiată în bare 

cu lungimea de 3 cm, grosime 1 mm si latime de 3 

mm. A fost obtinuta o solutie de PLGA 50:50 de 

concentratie 3% in acetona:chloroform 4:1. Pentru 

a mari adeziunea celulara a fost propusa obtinerea 

de fibre PLGA/PEG (polietilenglicol Mw=2500 

g/mol). Activitatea antibacteriana a acoperirii a fost 

imbunatatta prin introducerea de nanoparticule de 

ZnO (20-30 nm) in concentratie de 30 μg/ml. 

Fiecare bara de aliaj de Mg a fost acoperita cu 1 ml de solutie polimerica. In tabelul 1 sunt prezentate compozitiile si 

parametrii tehnici utilizati in procesul de electrospinning. 

Pentru caracterizarea probelor s-a utilizat un microscop optic Zeiss model AxioVert. In Fig. 4 sunt prezentate 

imaginile de microscopie optica pentru probele PLGA, PLGA/PEG1, PLGA/PEG2, PLGA/ZnO utilizand diferite 

obiective. Comparand imaginile din Fig. 4A si 4B se poate observa ca introducerea de PEG duce la obtinerea unui strat 

mai poros, care probabil ar duce la o degradare mai rapida a aliajului de Mg, dar si la o adeziune mai buna a celulelor 

[7]. In Fig. 4C, 4D si 4E sunt imaginile de microscopie optica pentru PLGA, PLGA/PEG1 si PLGA/PEG2 realizate cu 

obiectivul de 40x. Se poate observa ca suprafata tuturor probelor este rugoasa insa in cazul probelor ce contin PEG, 

sratul polimeric nu este uniform distribuit si de asemenea prezinta si o rugozitate mai accentuata odata cu cresterea 

concentratiei de PEG, in timp ce statul de PLGA simplu realizeaza o acoperire uniforma a aliajului de Mg. Adaugarea 

de nanoparticule ZnO (Fig. 4F) nu influenteaza morfologia stratului polimeric.  

In continuare s-a realizat analiza unghiului de contact. S-a constatat ca aliajul de Mg este cea mai hidrofila proba 

avand cel mai mic unghi de contact (Tabel 2). Acoperirea suprafetei aliajului cu oricare dintre compozitiile polimerice 

creste hidrofilia aliajului. Cea mai hidrofoba acoperire este cea care contine PLGA (CA= 120°) ce poate afecta adeziunea 

celulelor. Odata cu adaugarea si cresterea cantitatii de PEG acoperirile devin mai hidrofile fapt ce poate favoriza fixarea 

celulelor de suprafata materialului. In Tabelul 2 se poate observa 

de asemenea ca unghiul de contact variaza in timp, acesta 

scazand dupa 30 s in cazul probelor ce contin PEG. Probele ce 

contin numai PLGA au unghil de contact stabil. Acoperirea ce 

contine ZnO este cea mai hidrofoba suprafata. 
 

Act. 1.5 Evaluarea standardizata in vitro a citocompatibilitatii si 

activitatii anti-microbiene si anti-biofilm a materialelor 
 

Tabel 1. Compozitie solutii polimerice si parametrii de filare.  

Tabel 2. Unghiul de contact al aliajelor de Mg 

acoperite prin electrospinning. 
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Studiile biologice intreprinse in cadrul acestei etape a proiectului au urmarit evaluarea biocompatibilitatii unui aliaj 

de Mg comercial (Mg-3Al-1Zn – AZ31) pe care au fost depuse acoperiri polimerice in vederea imbunatatirii 

comportamentului la coroziune, si implicit, a biocompatibilitatii. Partenerul UPB a livrat probe in doua transe: prima 

constand din aliaj de Mg si aliaj acoperit cu polipirol (PPy), si a doua constand din aliaj de Mg, aliaj de Mg acoperit cu 

PLGA simplu sau avand incorporate nanoparticule de oxid de zinc. 

Testarea preliminară a biocompatibilitatii aliajului de Mg neacoperit si acoperit s-a realizat prin studii de contact 

indirect utilizând linia celulară de pre-osteoblaste MC3T3-E1. În vederea realizării testelor in vitro de 

biocompatibilitate-citotoxicitate, materialul de testat a fost menţinut în mediu de cultură DMEM suplimentat cu 80% 

ser fetal bovin timp de 24 h la 37 °C conform standardelor ISO 10993-5 (raportul dintre aria suprafeţei aliajului la 

volumul de mediu a fost 3 cm2/ml). Mediile de extracţie au fost recoltate, diluate (de 2, 4 şi 8 ori) şi adăugate peste 

monostratul de celule MC3T3-E1, crescute în prealabil timp de 24 h în mediu DMEM suplimentat cu 10 % SFB şi 1 % 

penicilina/streptomicina la 37 º C şi o atmosferă umedă cu 5 % CO2. O soluţie ce a conţinut DMEM + 5 % DMSO, care 

este considerate citotoxică, a servit drept control pozitiv de citotoxicitate, iar mediul de cultură standard cu 10 % SFB a 

fost folosit ca şi control negativ. 

Imagini digitale ale probelor supuse extractiei (Fig. 5) evidentiaza un comportament diferit la coroziune al acestora. 

Astfel, s-a inregistrat o emisie mai crescuta de hidrogen si o cantitate mare de sare a fost depozitată în godeurile ocupate 

cu suporturi de Mg ca atare sau acoperite cu PLGA, PLGA-ZnO cuprinse in transa a 2-a fata de cele livrate in prima 

transa. O posibila explicatie ar putea consta in modul diferit de procesare a aliajului de Mg, suporturile de dimensiuni 

mai mici, neslefuite, fiind probabil mai susceptibile la coroziune. S-a constatat de asemenea dezintegrarea stratului de 

PPy3 intr-un interval scurt de timp de mentinere in DMEM cu SFB.  

Viabilitatea celulelor a fost evaluata utilizand un kit de viabilitate/ citotoxicitate LIVE/DEAD (Molecular Probes, 

L-3224). La 24h de mentinere in extractele probelor de interes, pre-osteoblastele au fost spalate cu PBS si colorate cu 

calceina (2 µM) si homodimer de etidiu (4 µM)  timp de 10 minute pentru a investiga calitativ viabilitatea celulara.  

Celulele vii emit o fluorescenta verde datorita hidrolizei esterului de calceina AM la calceina, in timp ce celulele moarte 

emit o fluorescenta rosie din cauza legarii la ADN a homodimerului de etidiu in celulele cu membrane nucleare 

compromise.  

Dupa colorare, celule inalt viabile au fost observate in toate conditiile experimentale asociate probelor din prima transa 

(Mg, Ppy2 si Ppy), cu exceptia controlului pozitiv de citotoxicitate (Fig. 6). In schimb, toate esantioanele din transa a 

2-a, (Mg, PLGA, PLGA-ZnO) au condus la o scadere a viabilitatii celulare la dilutia de 2x, datorita formarii excesive 

de produsi de coroziune. 

 

Pentru cuantificarea numarului de celule metabolic active s-a realizat testul CCK-8, care se bazeaza pe reducerea 

de catre dehidrogenazele celulare a unei sari de tetrazoliu, WST-8 [2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-

(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt], la un formazan de culoare galbena solubil in mediul de cultura, 

care este evaluat spectrofotometric. Pe scurt, celulele au fost spalate cu PBS și s-a adăugat o solutie CCK-8 10% pe 

godeu. Dupa incubarea timp de 2 ore la 37° C, soluția a fost indepartata si densitatea optica a fost masurata la 450 nm. 

Intensitatea culorii obtinute este direct proporționala cu activitatea metabolica a populatiilor celulare si invers 

proporționala cu toxicitatea materialului si, in consecinta, cu extractul acestuia. In cazul probelor de Mg, PPy2 si PPy3, 

nu se remarcă o creştere evidenta a activităţii dehidrogenazelor mitocondriale pe măsură ce extractele provenite de la 

probele de Mg sunt mai concentrate, ceea ce sugereaza un potential citotoxic redus (Fig. 8). Totusi, extractele provenite 

de la suporturile de Mg, PLGA si PLGA-ZnO au indus la dilutia de 2x o scadere a viabilitatii de peste 40%, indicand 

prezenta unor concentratii crescute de produsi de coroziune cu efect advers asupra comportamentului celular (Fig. 9). 

Rezultatele testelor de citocompatibilitate evaluata cu pre-osteoblastele MC3T3-E1 conform normelor ISO 10993-5 au 

arătat că materialele investigate prezintă citotoxicități scazute care permit o investigație suplimentară in vitro. Astfel, in 

continuarea demersului experimental, au fost efectuate studii prin contact direct intre osteoblaste si suporturile de interes 

pentru a determina impactul direct al materialelor asupra viabilitatii celulare. Pe scurt, probele supuse extractiei au fost 

insamantate cu osteoblaste la densitatea de 20.000 celule/cm2 si mentinute in cultura timp de 24 h. Dupa acest interval 

de timp s-a realizat testul Live/Dead (Fig. 10).  Acesta a evidentiat celule viabile pe aliajul de Mg, si in mica masura si 

celule necrotice. Surprinzator, pe suprafața aliajului acoperit cu PPy majoritatea celulelor prezinta un marcaj dublu, ceea 

ce sugereaza faptul ca interactia directa cu polimerul are un efect profund nociv asupra viabilitatii celulare. Procesarea 

diferita a aliajului de Mg in cazul celui de-al 2-lea lot de probe a condus la corodarea mai rapida a materialului neacoperit 

cu consecinte negative asupra viabilitatii celulare. Astfel, un procent mare de celule moarte a fost observat pe aceasta 

proba. Suprafața acoperita cu PLGA a condus la cresterea numarului de celule viabile. Mai mult, adaugarea de ZnO la 

PLGA a îmbunătățit semnificativ adeziunea osteoblastelor la aliajul de Mg (Fig. 10). Gradul mai mare de etalare si 

numarul mai mare de celule observat pe acest suport ar putea fi legate de efectul benefic exercitat asupra stabilitatii și 

protectiei acoperirii.  

Colectiv, rezultatele testelor in vitro recomanda utilizarea PLGA pentru acoperirea aliajului de Mg. 
 

Pentru a evalua influența materialelor testate asupra creșterii microbiene în mediu lichid, in mediu nutritiv lichid s-

au inoculat suporturile (după sterilizate prin UV) cu suspensie bacteriană (0,5 McFarland). După incubare la 37⁰C timp 

de 24 de ore s-a determinat creșterea bacteriană prin însămânțarea pe agar a diluțiilor zecimale  realizate din mediul 

lichid. Cuantificarea s-a realizat prin determinarea unităților formatoare de colonii per mililitru (UFC/mL) în urma 
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numărării coloniilor dezvoltate. S-a observat ca aliajele testate au prezentat capacitatea de a influenţa dezvoltarea 

microbiană comparativ cu martorul pozitiv, cel mai eficient fiind aliajul de Mg (Fig. 11) 

 

Pentru cuantificarea influenţei materialelor testate asupra aderenței și formării biofilmelor bacteriene, materialele 

au fost puse în contact cu suspensia bacteriană, iar după 24 de ore au fost clătite ușor pentru a înlătura bacteriile neaderate 

şi au fost sonicate în ser fiziologic pentru a dispersa biofilmele formate pe suprafața lor. Cuantificarea s-a realizat prin 

determinarea UFC în urma însămânțărilor diluțiilor zecimale pe mediu agarizat. Aderenţa bacteriană reprezintă prima 

etapă în procesul formării biofilmelor microbiene, biofilme care conferă rezistență la substanțele antimicrobiene. De pe 

suprafața aliajului acoperit cu PLGA-ZnO s-a recuperat cel mai mic număr de UFC comparativ cu restul materialelor 

testate  (Fig. 12). 

Pentru evidenţierea efectului antimicrobian al materialelor în dinamică materialele sterilizate în prealabil prin UV 

(30 min pe fiecare parte) au fost puse în contact în mediul lichid (care asigură viabilitatea) cu o suspensie bacteriană şi 

incubate la 37⁰C sub agitare. După diferite perioade de incubare (imediat după contact, 1 oră, 2 ore, 4 ore, 6 ore şi 24 de 

ore)  s-a determinat numărul de unităţi formatoare de colonii (UFC). 

Analiza în dinamică a efectului antimicrobian al aliajelor testate a evidențiat instalarea precoce a activității inhibitoare 

a creșterii microbiene, dupa 6 ore de la punerea în contact, creșterea bacteriană fiind absentă pe toate eșantioanele testate. 

Efectul cel mai rapid a fost observat în cazul aliajului de magneziu, care a inhibat total dezvoltarea tulpinii de S. aureus 

testate la numai 2 ore de contact  (Fig. 13). 

 

Concluzii 

In cadrul acestei etape a proiectului s-au elaborat si caracterizat acoperiri pe baza de PPy, PLGA (ca formule unice 

sau compozite cu PEG nemodificate sau functionalizate cu nanoparticule de ZnO) pe aliajul de Mg AZ31 in vederea 

reducerii vitezei de coroziune si cresterii bioactivitatii sale. 

Studiile in vitro prin contact indirect cu linia celulara de pre-osteoblaste murine MC3T3-E1 au evidentiat ca aliajul 

acoperit cu PPy manifesta o mai buna biocompatibilitate decat cell acoperit cu polimeri pe baza de PLGA care au 

prezentat un nivel de citotoxicitate la dilutii de 2x. Totusi, studiile prin contact direct au demonstrat ca acoperirea pe 

baza de PLGA este cea mai stabila si mai biocompatibila.    

Studiile de evaluare a activitatii antimicrobiene fata de Staphylococcus aureus au evidentiat ca materialele testate 

au prezentat capacitatea de a influenţa dezvoltarea microbiană comparativ cu martorul pozitiv, cel mai eficient fiind 

aliajul de Mg dar si probele acoperite cu invelisuri pe baza de PLGA in ordinea Aliaj PLGA ZnO> Aliaj PLGA. In ce 

priveste aderenta bacteriei la substraturile dezvoltate pana in acest moment, aceasta scade in ordinea PLGA ZnO> 

AZ31> Aliaj PLGA.   

 

In cadrul proiectului 2, partenerii implicati au desfasurat urmatoarele activitati: 

Activitatea: A1.6 (P1- UB; P2-UPB) s-a referit la Optimizarea metodelor de lucru pentru testarea proceselor regenerative 

la nivelul nervilor periferici prin (a) Inducerea in vivo a unui defect de continuitate la nivelul nervilor periferici prin 

transectia/rezectia nervului sciatic; (b) Monitorizarea animalelor de experiment pentru confirmarea validitatii modelului 

experimental; (c) Definirea parametrilor de sinteza si functionare a Sistemului de Asistare a Regenerarii Nervilor 

periferici (SARN). 

Activitatea: A1.7 (P1- UB; P2-UPB; IC-IVB) care a cuprins (a) Sinteza/fabricarea componentelor SARN – Generatia 

1: (a1- Sinteza componentei Nano-SARN – Generatia 1 si a2- Fabricarea conductului nervos artificial 3D-Nerv – 

Generatia 1); (b) Caracterizarea avansată microstructurală, fizico-chimica și de stabilitate in condiții fiziologice 

relevante a componentelor Nano-SARN și 3D-Nerv – Generatia 1; (c) Testarea in vitro a capacitatii de eliberare de 

factori de crestere in sistem secvential de catre SARN – Generatia 1; (d) Validarea in vitro a biocompatibilitatii SARN 

– Generatia 1. 

 

In cadrul activitatii A1.6 (a) a fost realizata Inducerea in vivo a unui defect de continuitate la nivelul nervilor 

periferici prin transectia/rezectia nervului sciatic. Pentru aceasta activitate s-a realizat sub anestezie cu izofluran 

(conform Directivei UE 2010/63/EU) la sobolani Sprague Dawley, ♂, 200-300 g, un model de leziune ce a constat in 

transectia si rezectia unui fragment de nerv sciatic. Grosimea fragmentului de nerv sciatic rezecat a fost masurata sub 

stereomiscroscop pentru stabilirea diametrului SARN ce va conecta cele doua capete de nerv ramase dupa rezectie. 

Masuratorile au indicat ca diametrul SARN ar trebui sa aiba 1-1.1.mm diametru. Distanta pentru rezectie s-a stabilit a 

fi de 1 cm, luandu-se in considerare faptul ca SARN nu trebuie sa tractioneze nervul excesiv dupa operatie si astfel sa 

genereze durere suplimentara. De asemenea, distanta dintre capetele rezecate nu trebuie sa fie mai mare de 1 cm, 

deoarece aceasta ar presupune o compozitie a SARN care sa ii creasca rezistenta, dar care  ar putea interfera cu 

capacitatea de eliberare a HGF si NGF. In baza informatiilor obtinute s-a stabilit ca SARN va fi un conduct cilindric, 

intern = ~1 mm, perete = ~0,5 mm,  lungime = 2 cm (pentru a permite suturarea pe epinerv), permeabil, flexibil, cu o 

presiune interna de 2-3 mmHg.  

 Deoarece rezectia de nerv sciatic induce paralizia membrului inferior si fenomene de autofagie, animalele au 

fost cazate individual si au fost monitorizate timp de 3 luni conform activitatilor descrise in A1.6 (b). 
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A1.6 (b) Monitorizarea animalelor de experiment pentru confirmarea validitatii modelului experimental 

Conform planului de activitati monitorizarea animalelor s-a realizat cu un sistem achizitionat in premiera pe plan 

national, dar care este frecvent utilizat pe plan international in studiul coordonarii motorii incepand de la studii utilizate 

in geriatrie [17] pana la studii de neurodegenerare [18]. Metologia de testare a eficientei materialelor utilizate pentru 

regenerarea neuronala are la baza echipamentul CatWalk™ XT (Noldus, Olanda) (Fig. 14) achizitionat de IC-IVB. 

Echipamentul se bazeaza pe detectia in infra-rosu si are urmatoarele caracteristici:  

• Localizarea animalului de laborator care se deplaseaza are loc cu ajutorul transmitatorilor si receptorilor I/R, 

software-ul specific calculeaza coordonatele complexe ale deplasarii animalului  

• Activitatea care se inregistreaza poate sa fie orizontala (miscarea in plan) 

• Activitatea care se inregistreaza poate sa fie verticala (ridicarea din plan), alaturi de miscari discrete ale 

animalului  

• Software-ul analizeaza atat zona de actiune cat si intervalele temporale 

• Limitari: nu se poate utiliza pentru masurartori pe timp extins, animalulul poate fi distras de zgomot, lumina, 

obiecte familiar ca hrana, cusca proprie etc, echipamentul analizeaza modificari robuste de comportament  

Sistemul de Video detectie ne-a permis detectarea miscarii voluntare pe pasarela si stocarea acestor miscari, iar sistemul 

de analiza a datelor a analizat zonele, timpul de pasire si greutatea pasului individual.  

Pasarela pe care se misca voluntar animalele de laborator este dotata cu o tehnologie inovativa Illuminated 

Footprints care permite cuantificarea distributiei greutatii animalului pe cele 4 labute in timpul locomotiei. Aceste 

inregistrari sunt vizualizate in grafice 3D pentru fiecare labuta inregistrandudu-se atat dimensiunea cat si intensitatea 

fiecarui pas. Modulul Automatic Footprint Classification™ ofera posibilitatea clasificarii automate a fiecarui pas in 

cazul in care miscarea voluntara prin camera de inregistrare a avut cel putin 6 pasi. Pentru miscarile care au inregistrat 

si intoarceri ale animalului in zona de inregistrare video identificarea pasilor s-a realizat manual. In Fig. 15 este prezentat 

un exemplu de inregistrare video cu prelucraile aferente. 
 

Date complexe de inalta rezolutie 
• Utilizand miscarea voluntara a animalelor de laborator nu se introduc efecte secundare miscarii cum se pot 

introduce de catre o banda rulanta.  

• Datorita acestei miscari voluntare am inregistrat si achizitionat 5-6 treceri voluntare pentru fiecare animal de 

laborator pentru a elimina variabilitatea individuala experimentala.  

• Software-ul CatWalk XT poate sa elimine dintre aceste inregistrari toate miscarile neomogene (de ex. 

Intoarcerea animalului in zona video de achizitie, miscarea este frecventa la rozatoarele care isi exploreaza mediul). Cu 

ajutorul software-ului au putut fi explorata prin segmentare si aceste miscari. 

• Parametrii inregistrati au fost reprezentati de urma individuala lasata de fiecare labuta cu identificarea fiecareia 

(labuta stanga-spate; dreapta-spate, stanga-fata, dreapta fata), pozitia relativa a acestora, relatia temporala intre urmele 

lasate, desfasurarea degetelor individuale si unghiul de atac al podelei pentru fiecare pas. 

• Indicii ca Sciatic Functional Index (pentru identificarea recuperarii functionarii nervului sciatic) si indexul de 

coordonare membre se poate calcula.  

 

 A1.6 (c) Definirea parametrilor de sinteza si functionare a Sistemului de Asistare a Regenerarii Nervilor periferici 

(SARN). 

Definirea parametrilor de sinteza si functionare a SARN porneste de la o abordare bio-inspirata, utilizand ca materii 

prime biopolimeri (gelatina de peste de apa rece, fish gelatin – FG). Geometric, produsul este un conduct cilindric, 

Фintern = ~1 mm, h perete = ~0,5 mm, lungime = 2 cm (pentru a permite suturarea pe epinerv), permeabil si flexibil. 

SARN va fi obtinut utilizand tehnologia electrospinning si este destinat ghidarii regenerarii nervoase si eliberarii 

controlate si secventiale de factori de crestere.  

Pentru ghidarea regenerarii nervoase, topografia suprafeței interne a conductului este conceputa sub forma a doua tipuri 

de substraturi fibroase: (1) cu fibre submicronice distribuite dezordonat (FDD) sau cu fibre submicronice cu distributie 

aliniata (FDA).  

Aceasta morfologie/arhitectura a substraturilor fibroase permite verificarea influentei acestui parametru asupra 

comportamentului celular. Pentru modularea elasticitatii si permeabilitatii peretelui dar si ca suport pentru factorii 

trofici, fibrele au fost incarcate cu nanoparticule de nanodiamant (nDP), ca prima componenta a Nano-SARN, integrata 

deja in fibre. Compozitiile precursorilor investigati sunt descrise in tabelul 3 (CD = 2-Hidroxipropil-β-ciclodextrina, o 

oligozaharidă cu caracter amfifilic). Pentru eliberarea controlata, au fost fabricate particule de hidrogel alginat - 

nanoceluloza fibrilara (Alg-NCF) incarcate cu molecule model/factor de crestere si disponibile pentru imobilizare 

ulterioara in peretele conductului sau intraluminal, pentru ghidarea regenerarii. Pentru fabricarea conductului s-a utilizat 

tehnologia electrospinning pe colector cilindric cu diametrul dorit sau prin infasurare ulterioara a substratului fibros pe 

un colector cilindric ce este indepartat ulterior. Fig. 16 prezinta astfel de tuburi cilindrice fibroase vizualizate prin micro-

CT, fabricate din FG-NDP-0.5 si FG-NDP-1.  

 
Tabel 3. Precursori utilizati pentru obținerea structurilor fibroase 
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Probă FG (% w/v) 
ND (% 

w/v) 
CD(% w/v) *T (% w/v) 

FG 50 - - 50 

FG-ND-0.5 50 0.5 - 50.5 

FG-CD-ND-0.5 50 0.5 55 105.5 

FG-ND-1 50 1 - 51 

FG-CD-ND-1 50 1 54 105 

*T = continut total de solid, %wt 
 

In cadrul activitatii A1.7 (a) partenerul P2-UPB a realizat Sinteza/fabricarea componentelor SARN – 

Generatia 1. Pentru sinteza/fabricarea componentei din hidrogel a nano-SARN – Generatia 1 s-a elaborat un protocol 

in 2 etape: (1) generare de particule pe baza de alginat-nanoceluloza fibrilara (Alg-NCF), in camp electric, la temperatura 

camerei, urmata de (2) gelifiere ionica cu cationi Ca2+ (in baie de solutie CaCl2, 5% wt/v). S-au selectat 2 compozitii, 

precursorul continand 2% Alg si continut variabil de NCF (Alg:NCF, 12.5 si, respectiv, 5.55, wt/wt). Conditiile de 

fabricare au fost stabilite initial fara factori trofici, apoi cu o proteina model pentru controlul formei, dimensiunii si 

stabilitătii, ulterior cu NGF-7S. Substanta bioactiva model a fost omogenizata in gelul de NCF, ulterior fiind adaugat si 

Alg. Conductul artificial 3D-Nerv a fost fabricat prin electrospinning din biopolimeri (FG) asigurand asemanarea cu 

elemente compozitionale si arhitecturale/structurale ale ECM. Precursorii (Tabel 3) pentru fabricarea conductului au 

fost caracterizați reologic (Fig. 17) pentru optimizarea injectabilității. Parametrii de fabricare au fost stabiliți si sunt 

prezentati in Tabelul 4. 

Tabel 4. Parametrii de fabricare variabili în funcție de compozițiile soluțiilor precursoare 
 

Probă 
Tensiune 

(kV) 

Debit de 

injectare 

(μL/min) 

Conditii fabricare 

Temperatura constantă 25°C; Umiditate relativă 40% 

FG 21 5 Volumul total de soluție injectat:  300 μL;  

Dimensiunile colectorului: diametru de 20 mm, lungime de 200 mm; 

Viteza de rotație a colectorului: 150 rpm;  

Diametrul acului: 0,8 mm; 

Distanța dintre vârful acului și colector: 14 cm; 

Viteza de mișcare a acului de-a lungul colectorului: 5 mm/s. 

FG-ND-0.5 24 5 

FG-CD-ND-0.5 22 12.5 

FG-ND-1 24 5 

FG-CD-ND-1 22 12,5 
 

Activitatea A1.7 (b). Caracterizarea avansată microstructurală, fizico-chimica și de stabilitate in condiții fiziologice 

relevante a componentelor Nano-SARN și 3D-Nerv – Generatia 1 s-a realizat cu succes. Morfologia substraturilor 

fibroase a fost investigata initial prin microscopie optica (Fig. 17). Analiza microstructurala si de morfologie a fost 

realizata prin microtomografie computerizata (micro-CT) (Fig. 16), microscopie electronica de baleiaj (SEM) (Fig. 18) 

si microscopie electronica de transmisie (TEM) (Fig. 19). Fig. 16 este relevanta pentru morfologia substraturilor 

selectate, FDD si FDA (FG-NDPs 0.5, respectiv FG-NDPs 1) utilizate pentru testare in vitro. Se remarca uniformitatea 

fibrelor submicronice din punct de vedere al dimensiunii si aspectului. 

 
Fig. 17. Rezultate analiza reologica a precursorilor pentru substraturile fibroase; Imagini MO ale substraturilor fibroase 

obținute prin electrospinning pentru 3D-Nerv. 
 

Pentru stabilizarea conductului in vederea utilizarii sale in medii fiziologice si simulate apoase s-a elaborat o metoda de 

reticulare post-fabricare (cu aldehida glutarica). Atat substraturile fibroase cat si hidrogelul Alg-NCF au fost testate din 

punct de vedere al stabilitatii in conditii fiziologice simulate utilizand PBS, la pH 7.4 si 37°C (in regim static). 

Investigarea s-a realizat prin monitorizarea pierderii de masa si dozarea proteinei eliberate in mediul de testare (pentru 

substraturile fibroase), la intervale de timp predefinite. S-a confirmat stabilitatea                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

convenabila a substraturilor FG-NDP-0.5 si FG-NDP-1 care vor fi utilizate in continuare pentru fabricarea conductului.  

 

Testarea in vitro a capacitatii de eliberare controlata (activitatea A1.7(c)) s-a realizat prin dozarea proteinei eliberate 

(monitorizare Abs 562 nm, utilizand kit de detectie a proteinelor BCA, Sigma). S-au folosit ca martor particule de 

hidrogel fabricate fara NCF. Prin comparatie, s-a evidentiat potentialul NCF de a intarzia eliberarea factorilor trofici, 

cel mai probabil datorita unor interactiuni fizice intense (se va continua elucidarea mecanismului), eficienta depinde de 

compozitia precursorului (Alg:NCF). 

În cadrul activității 1.7(d) s-a urmarit validarea biocompatibilității in vitro a primei generații de materiale care să 

servească pentru regenerarea nervilor periferici (SARN). Inițial, materialele au fost însămânțate cu celule stem izolate 

din țesut adipos pentru evaluarea preliminară a citotoxicității acestora. Ulterior, un al doilea set a fost însămânțat cu o 

cultură primară de neuroni izolați din ganglioni spinali de șobolan și s-au realizat teste pentru evaluarea 

biocompatibilității acestor materiale. Pentru evaluarea biocompatibilității s-a utilizat testul cantitativ de viabilitate și 
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proliferare (MTT), testul de evaluare cantitativă a citotoxicității materialelor (LDH) și testul calitativ Live/Dead 

împreună cu microscopia de fluorescență. 

S-au realizat o serie de teste de biocompatibilitate pe aceste materiale cu două tipuri celulare diferite: 
 

I. Cultură de celule stem din țesut adipos 

Celulele au fost însămânțate pe materialele sterile obținându-se astfel un sistem bidimensional, care a fost 

menținut timp de 7 zile în condiții de cultură standard. Biocompatibilitatea a fost evaluată la 2, 4 și 7 zile. 

În urma testului MTT, s-a observat că celulele prezintă un profil de viabilitate bun pe aceste materiale (Fig. 20A).  

 La 2 zile de la însămânțare, între diferitele compoziţii se poate observa o creştere a viabilității celulare direct 

proporţională cu creşterea în procente a concentraţiei de particule de nano-diamant. O viabilitate celulară statistic 

semnificativ crescută (p<0.001) s-a observat pe materialul îmbogățit cu 1% nano-particule de diamant în comparație cu 

materialul care nu conține aceste particule. Între materialul FG 0 și FG 0,5 nu se observă o diferență semnificativă în 

ceea ce privește viabilitatea celulară.  

La 4 zile de la însămânțare, celulele si-au menținut viabilitatea și au început să prolifereze. Nu se pot observa 

diferențe semnificative între cele trei tipuri de biomateriale. Dacă comparăm rezultatele obținute la acest timp cu cele 

obținute la 2 zile, se poate observa o creștere semnificativă în ceea ce privește viabilitatea pe materialul FG 0.  
 

La 7 zile de la însămânțare, se poate observa o creștere statistic semnificativă (p<0.001) a proliferării celulare pe 

materialul FG 1 în comparație cu FG 0. De asemenea, o creștere semnificativă din punct de vedere statistic (p<0.01) a 

fost înregistrată și pe materialul FG 0,5 în comparație cu FG 0. Aceste rezultate  indică faptul că particulele de nano-

diamant au o influență pozitivă asupra viabilității și proliferării celulare.  

 În urma efectuării testului LDH (fig. 20B), se observă la 2 zile de la însămânțare cum mai ales pe materialul 

FG 0 s-a înregistrat un nivel de citotoxicitate statistic semnificativ mai crescut față de FG 0,5 și FG 1 (p<0.01, respectiv 

p<0.001).   

 La 4 zile de la incubare, nivelul de citotoxicitate a scăzut. La acest timp nu există diferențe semnificative între 

compoziții, însă dacă se face o raportare la primul timp, se observă cum nivelul de toxicitate este statistic semnificativ 

mai scăzut (p<0.05) pe materialul FG 0,5 la patru zile în comparație cu FG 0,5 la 2 zile.  

 La 7 zile de la însămânțare, pe materialul FG 0, cantitatea de celule moarte a scăzut semnificativ (p<0.001), în 

comparație cu valorile înregistrate la două zile de la însămânțare. Se observă cum rata de mortalitate la ultimul timp este 

cea mai scăzută. Nu s-au înregistrat niveluri  de citotoxicitate semnificative între cele trei compoziții la 7 zile. Cu ajutorul 

acestui test se poate observa cum materialele ce conțin particulele de nano-diamant au prezentat o cantitate mai mică de 

celule moarte.  

 Cu ajutorul microscopiei de fluorescență si a testului LiveDead s-au obținut imagini care au confirmat 

rezultatele obținute în urma testelor MTT și LDH, celulele crescând și proliferând de la ziua 2 la ziua 7 (fig.21).  

 Se poate observa cum la 2 zile, numărul de celule a crescut semnificativ, odată cu creșterea în procente a 

concentrației de particule de nano-diamant. Compoziția FG 0 prezintă cel mai mare număr de celule moarte. Mai mult, 

se poate observa cum celulele adoptă un aspect diferit în funcție de compoziția materialului. În timp ce pe FG 0 și FG 

0,5 acestea sunt mai mici și mai condensate, pe FG 1  au un aspect mai întins și prezintă prelungiri. Aceste prelungiri 

oferă celulelor posibilitatea de a forma grupuri, un aspect foarte important ce trebuie avut în vedere în cazul testării 

biocompatibilității, pentru că este dovada faptului că materialul oferă condiții optime  pentru viabilitate și proliferare.  

 Creșterea direct proporțională a numărului de celule cu concentrația de particule de nano-diamant se poate 

observa și în imaginile realizate la 7 zile de la însămânțare.  

La 7 zile, se pot observa grupuri celulare inclusiv pe compozitul FG 0. Pe materialul FG 0,5 se observă cum 

celulele s-au asociat și au format grupuri de la ziua 2 la ziua 7. Mai mult, se observă cum, după cele 5 zile de incubare 

celulele încep să prezinte prelungiri și pe FG 0,5. Pe materialul FG 1, numărul de celule a crescut de la ziua 2 la ziua 7, 

celulele menținându-și aspectul. La 7 zile se observă o grupare celulară mai clară în comparație cu același material 

vizualizat la 2 zile. 
 

II. Cultură primară de neuroni izolați din ganglioni spinali de șobolan 

Obtinerea culturii primare de neuroni din ganglioni spinali 

Pentru aceste teste au fost utilizati sobolani Sprague-Dawley, masculi, cu masa de 100-150 de grame. Animalele au fost 

sacrificate prin expunere la  CO2 100% timp de 1-2 minute, proces urmat de decapitare. 

Dupa decapitare, se elibereaza coloana vertebrala prin sectionari de o parte si de alta a acesteia. (Fig.22) Sub microscopul 

de disectie, se indeparteaza treptat maduva spinarii din canalul vertebral si se recolteaza ganglionii din fiecare jumatate 

a coloanei vertebrale. Dupa izolare, ganglionii spinali sunt tratati enzimatic cu un mix filtrat de 2 mg/ml dispaza (Gibco, 

17105041) si 1 mg/ml colagenaza IA (Sigma, C9891) in IncMix, timp de o ora in incubator la 37 ºC si intr-o atmosfera 

de 5% CO2,. Se indeparteaza ganglionii spinali din vasul Petri in care au fost incubati si se transfera intr-un tub de 15 

ml steril unde se adauga 0.5 ml NutMix. Se tritureaza de 10-15 ori folosind o pipeta Pasteur pentru o disociere eficienta 

a tesutului si apoi se adauga NutMix pana la 5 ml. Intreaga solutie celulara este filtrata printr-o membrana filtranta cu 

pori de 70 μm, iar apoi totul se centrifugheaza la 1000 rpm, timp de 10 min. Celulele se cultiva in vase de cultura tapetate 

cu poli-D-lizina pentru a facilita aderarea neuronala. 
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Celulele astfel obtinute au fost însămânțate pe materialele sterile la o densitate de 3,5 x 104 celule/cm2, 

obținându-se astfel un sistem bidimensional, care a fost menținut timp de 72 de ore în condiții de cultură standard. 

Biocompatibilitatea a fost evaluată la 24 și 72 de ore. S-au însămânțat celule și pe plastic, acestea servind drept control.  

 După 24 de ore, rezultatele testului MTT (fig. 23A) au indicat o viabilitate a celulelor pe aceste materiale, însă 

nu există diferențe statistic semnificative (p>0.05) în ceea ce privește cantitatea de celule vii pe diferitele compoziții.  
 

După 72 de ore de la însămânțare, celulele și-au menținut viabilitatea și au început procesul de proliferare. Se poate 

observa cum există o diferență statistic semnificativ (p<0.001) mai crescută a proliferării pe materialul FG 1_r în 

comparație cu FG 0_r. Același lucru se poate afirma și comparând materialul FG 0_a cu FG 1_a. Între materialul FG 

0_a și FG 0,5_a nu există diferențe semnificative în ceea ce privește proliferarea celulară.  

 Dacă se compară rezultatele obținute la cei doi timpi, se observă cum pe control și pe compoziția FG 1_a 

viabilitatea și proliferarea au crescut semnificativ din punct de vedere statistic (p<0.001) de la 24 la 72 de ore. În urma 

evaluării acestui test, se poate afirma că pe materialele îmbogățite cu 1% particule de nano-diamant s-a înregistrat cea 

mai mare cantitate de celule vii. 

 Rezultatele obținute în urma testului LDH (fig. 23B), la 24 de ore, indică un anumit nivel de citotoxicitate, însă 

acesta este statistic nesemnificativ.  

 După 72 de ore, nivelurile de toxicitate au crescut, pe control observându-se un nivel toxic statistic semnificativ 

(p<0.001) mai crescut în comparație cu compoziția FG 1_r. Între cele 3 compoziții, FG 0_r, FG 0,5_r și FG 1_r nu există 

diferență semnificativă a citotoxicității.  În ceea ce privește compozițiile FG 0,5_a și FG 1_a se poate observa cum pe 

cel din urmă cantitatea de celule moarte este statistic semnificativ (p<0.001) mai scazută în comparație cu FG 0,5_a.  

 De la 24 la 72 de ore, se poate observa cum rata de mortalitate a crescut semnificativ (p<0.001), atât pe control, 

cât și pe materialul FG 0,5_r. Pe materialele FG 0_a, FG 0,5_a și FG 1_a nu s-au înregistrat niveluri de toxicitate 

semnificative de la 24 la 72 de ore.   

 În urma analizei testului LDH se poate afirma faptul că cea mai mică rată de mortalitate se regăsește pe 

materialul îmbogățit cu 1% particule de nano-diamant, ceea ce demonstrează că și pentru acest tip celular, acesta este 

cel mai biocompatibil dintre toate compozițiile.  

 În urma testului Live/Dead (fig. 24) s-au obținut imagini cu celule vii (marcate în verde) și celule moarte 

(marcate în roșu) cu ajutorul microscopiei de fluorescență. Imaginile obținute nu coincid în totalitate cu rezultatele 

obținute în urma testelor MTT și LDH. Se poate observa diferența dintre imaginile obținute pe control și cele obținute 

pe diferitele materiale. Având în vedere că materialele sunt pe bază de gelatină, un compus autofluorescent, acesta a 

absorbit compusul fluorescent, emițând un semnal foarte puternic; din acest motiv detecția celulelor vii a fost dificilă.  

 Concluzii  

 În urma obținerii rezultatelor testului MTT, s-a observat un profil de viabilitate și proliferare bun atât pe 

materialele însămânțate cu celule stem din țesut adipos, cât și pe cele însămânțate cu neuroni. Rezultatele testului LDH 

au indicat o citotoxicitate scăzută a acestor compoziții. De menționat este faptul că, odată cu creșterea concentrației de 

particule de nano-diamant, cantitatea de celule vii a crescut, iar cea de celule moarte a scăzut.  

 Astfel, aceste teste au demonstrat biocompatibilitatea in vitro a acestor materiale, pe de o parte cu celule stem 

izolate din țesut adipos, iar pe de altă parte cu o cultură primară de neuroni izolați din ganglioni spinali de șobolan. Mai 

mult, prezența particulelor de nano-diamant influențează în mod pozitiv viabilitatea și proliferarea celulară, cel mai 

biocompatibil material fiind cel îmbogățit cu o concentrație de 1% particule de nano-diamant. 

 

In cadrul Proiectului 3- “Mecanisme celulare si moleculare implicate in procesele regenerative ale 

tesuturilor moi” (acronim SOFT), partenerii din proiect au fost implicati in realizarea urmatoarelor activitati 

corespunzatoare etapei 1/2018: 

Activitatea: A 1.8 - Optimizarea conditiilor de cultura pentru tipurile celulare care vor fi utilizate pentru testarile in 

vitro (IC-UB) 

Activitatea: A 1.9 - Stabilirea design-ului experimental adecvat reconstructiei tesuturilor moi in corelatie cu necesitatile 

existente in clinica (IC-UB) 

Activitatea: A 1.10 - Designul unui sistem cu eliberare controlata pe baza de polimeri microbieni cu inalta 

biocompatibilitate destinat regenerarii tesuturilor moi (SEC) (P1- UPB) 

Activitatea: A 1.11 - Obtinerea si caracterizarea suportului de baza cu morfologie controlata a sistemului cu eliberare 

controlata (P1- UPB) 

Activitatea: A 1.12 - Evaluarea in vitro a citocompatibilitatii componentelor sistemului SEC (IC-UB, P2- IVB) 

Activitatea: A 1.13 - Screening de doza pentru substantele active care vor fi eliberate secvential din sistemul SEC (IC-

UB) 

Activitatea: A 1.14 - Imbunatatirea infrastructurii UB prin upgrade echipament confocal si alte echipamente (IC-UB) 

Activitatea: A 1.15 - Optimizarea protocolului de lucru si a metodelor de analiză privind mecanismele 

posttranscripţionale implicate în regenerarea ţesuturilor (P3- IOCN) 
 

In cadrul activitatii A1.8, IC-UB a stabilit tipul de celule care vor fi utilizate pentru studiile in vitro din cadrul 

proiectului. Aceasta sursa de celule trebuie sa fie adecvata regenerarii tesuturilor moi si versatila, astfel incat sa poata 

diferentia in tipurile celulare care se regasesc la nivelul tesuturilor moi. Astfel, au fost selectate celulele stem izolate din 
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tesut adipos (hASCs) ca tip celular care indeplineste toate aceste criterii- sunt usor de utilizat, sunt aderente, au potential 

de diferentiere catre tesut adipos (tesut moale). 
  

Protocol de izolare celule stem din tesut adipos 

Au fost raportate mai multe abordări pentru izolarea celulelor din tesutul adipos, nu există o metodă 

standardizată. Protocolul descris în 2001 de către Zuk et al. [19], este încă metoda cea mai răspândită pentru izolarea 

hASC.  Metoda propusă de Zuk și colab., prevede că probele de tesut adipos sunt spălate intens cu volume egale de 

soluție salină tamponată cu fosfat (PBS) și apoi digerate la 37°C timp de 90 minute cu 0,1% colagenază, capabilă să 

degradeze joncțiunile strânse și componentele extracelulare matrice. Când se digeră enzimatic se elibereaza o populație 

celulara heterogenă (preadipocite, fibroblaste, celule musculare netede vasculare, celule endoteliale, celule tumorale de 

tip epitelial, monocite/macrofage rezidente, limfocite, celule stem), cunoscuta sub numele de fracție vasculară stromală 

(SVF). Activitatea enzimatica este apoi neutralizată prin adăugarea de mediu Dulbecco modificat Eagle (DMEM) care 

conține 10% FBS și suspensia celulară este centrifugată la 2400 rpm timp de 10 minute pentru a obține un  pellet SVF 

de înaltă densitate. Pellet-ul este apoi suspendat în mediu de cultura și celulele izolate sunt incubate peste noapte la 37°C 

și 5% CO2 in mediu standard (DMEM, 10% FBS, 1% soluție antibiotic / antimicotic). Celulele aderente sunt păstrate în 

condițiile de cultură standard până la atingerea subconfluenței (80-90%). 
 

Ulterior stabilirii protocolului de izolare a hASCs din tesut adipos- prin metoda enzimatica pe baza de 

colagenaza, au fost optimizate conditiile de cultura pentru cultura primara de hASCs. Mediul utilizat este Dulbecco 

Modified Eagle’s Medium (DMEM), suplimentat cu 10% ser fetal bovin (SFB) si 1% antibiotice. Conditiile de cultura 

au fost stabilizate la cele standard (37°C, 5% CO2 si umiditate adecvata). Cultura primara de hASCs obtinuta este 

ilustrata in fig.25. 

Activitatea A1.9 a constat in stabilirea design-ului experimental adecvat reconstructiei tesuturilor moi. 

Conceptul experimental a fost stabilit impreuna cu toti partenerii din proiect, dar si prin consultarea mediului clinic, care 

se confrunta cu diverse probleme in regenerarea tesuturilor moi; in urma acestor discutii, s-au stabilit urmatoarele 

necesitati: (i) materialul utilizat pentru regenerare sa fie un sistem cu eliberare controlata de substante active; (ii) 

materialul sa aiba duritatea adecvata pentru a sustine tesuturile moi; (iii) substantele eliberate sa stimuleze formarea de 

noi vase de sange, adeziunea, regenerarea la nivelul profund al dermului, dar si la nivelul epidermei. 

Activitatea A1.10 (P1-UPB), designul sistemului de eliberare controlata pe baza de polimeri microbieni 

pentru regenerarea de tesuturi moi urmareste dezvoltarea unor suporturi 3D hidrofile capabile sa incapsuleze si sa 

elibereze controlat diferite sisteme de substante active cu solutilitate scazuta in apa. Dezvoltarea unor astfel de platforme 

pe baza unor polimeri naturali de origine microbiana si polimeri naturali de origine ne-microbiana are la baza avantajele 

acestor categorii de polimeri. Aceste avantaje sunt prezente in literatura de specialitate ce urmareste aplicatiile medicale, 

dar si observate experimental in timpul altor sisteme deja dezvolate. Polimerii naturali microbieni din categoria 

Polihidroxialcanoatilor (PHAs) au atras cea mai mare atentie datorita proprietatilor fizice si chimice relativ similare cu 

cele ale materialelor plastice sintetice precum si o biocompatibilitate si biodegradabilitate ridicata. 

 Polihidroxialcanoații (PHAs) sunt poliesteri naturali secretati de bacterii/microorganisme (Pseudomonas, 

Ralstonia) ca o sursa de carbon intracelular si stocare de energie. PHAs pot constituii pana la 90% din masa uscata a 

celulei bacteriene, si se gasesc sub forma unor granule in prezenta unui exces de sursa de carbon si limitare ade alți 

nutrienti precum azotul, fosforul, oxigenul sau magneziul.  

Din categoria PHAs de origine bacteriana, Poli(3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerianat)-ul, este vizat pentru 

dezvoltarea sistemului de eliberare controlata propus in proiect. Poli(3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerianat)-ul 

(PHBHV) este unul dintre cei mai comuni poliesteri din categoria poli(β-hidroxialcanoatilor). PHBHV este un 

copolimer al poli(3-hidroxibutirat)-ului (PHB) produs in urma unui proces de fermentatie prin adaugarea de acid 

propionic alaturi de glucoza ca sursa de carbon. Rigiditatea si fragilitatea PHB este data de procentul ridicat de faza 

cristalina si structurii izotactice. Introducerea unitatilor de 3-hidroxivalerianat (HV) duce la scaderea temperaturilor 

specifice precum temperatura de tranzitie sticloasa (Tg) sau temperatura de curgere (Tcu), scade procentul de faza 

cristalina, imbunatateste procesul de prelucrare si scade timpul de degradare in conditii enzimatice. PHBHV este un 

poliester natural puternic hidrofob ce prezinta o buna dizolvare doar in solventi organici clorurati precum cloroformul 

sau diclormetanul. 

Pentru o mai buna compatibilitate cu ceilalti polimeri prezenti in designul platformei hidrofile de eliberare, se 

propune modificarea grupelor metilenice prezente PHBHV prin reactii de oxidare si generare de grupe carboxilice cu 

caracter hidrofil.  

Pe langa PHBHV de natura microbiana, se propune utilizarea unui alt polimer natural din categoria proteinelor, 

sericina. Aceasta glicoproteina este prezenta in structura coconilor virmulor de matase avand in special rol de adeziune 

si protectie pentru alta proteina. Utilizarea sericinei in aplicatii medicale era limitata in trecut la folosirea ei in diverse 

produse cosmetice precum unguente, creme, lotiuni, geluri pentru piele, par sau unghii deoarece are o proprietate de 

hidratare a pielii prin caracterul hidrofil. Recent, in literatura de specialitate au aparut numeroase studii care prezinta 

avantajele sericinei in aplicatiile medicale precum: caracterul hidrofil, biocompatibilitatea sau proprietatile antioxidante. 

Fiind un polimer hidrofil, sericina are avantajul de a se dizolva usor in apa la concentratii mici. Acest avantaj ii ofera, 
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pe langa biocompatililitate, postura de material natural corespunzator pentru dezvoltarea suportului de eliberare 

controlata propuse.  

A treia componenta a suportului de eliberare controlata este un polimer sintetic cu caracter hidrofil ce ofera 

stabilitate dimensionala, poliacrilamida.  In literatura de specialitate se gasesc diverse studii care prezinta obtinerea de 

hidrogeluri prin asocierea poliacrilamidei cu diferiti polimeri sintetici (proteine, polizaharide) pentru aplicatii medicale. 

 Acest polimer are de asemenea, avantajul de a fi solubil in apa si permite obtinerea unor platforme si suporturi 

hidrofile cu numeroase aplicatii in ingineria tisulara atat pentru refacerea de tesuturi moi cat si pentru refacerea de 

tesuturi dure. Stabilitea dimensionala oferita de poliacrilamida sa traduce prin obtinerea unei structuri 3D reticulate prin 

formarea de legaturi covalente cu stabilitate chimica ridicata. Structura 3D  permite manipularea suportului  prin 

proprietatile  mecanice dobandite in urma reactiei de reticulare si in acelasi timp nu mai permite dizolvarea materialului 

in medii apoase.  

Asadar, designul sistemului de eliberare controlata  se bazeaza pe dezvoltarea unui suport 3D hidrofil (hidrogel) 

de tip structura semi-interpenetrata ce beneficiaza  in acelasi timp de avantajele celor 2 polimeri naturali 

(biocompatibilitate, biodegradabilitate) si ale polimerului sintetic (stabilitate dimensionala, rezistenta mecanica). 

Suportul este dezvoltat pentru a avea o capacitate ridicata de incapsulare a unor substante active (factori de crestere, 

medicamente etc.) necesare pentru refacerea tisulara, care de cele mai multe ori sunt slab solubile in solutii apoase.  

 In cadrul activitatii A1.11, designul suportului pentru obtinerea sistemului de eliberare controlata presupune 

utilizarea a trei polimeri: poli(3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerianat) modificat, sericina si poliacrilamida. 

Modificarea chimica a poli(3-hidroxibutirat-co-3-hidroxivalerianat)-ului (PHBHV): Asa cum am mentionat 

anterior, este necesara modificarea chimica a polimerului de origine bacteriana pentru cresterea caracterului hidrofil si 

compatibilitatii cu ceilalti doi polimeri, avand in vedere faptul ca reactia de obtinere a suportului este in mediu apos. 

Modificarea chimica a polihidroxialcanoatului presupune reactia de oxidare specifica a grupelor metilice 

laterale in grupe carboxilice. Pentru a avea loc doar acesta reactie de oxidare specifica dorita fara alte modificari nedorite, 

se utilizeaza ca agent oxidant permanganatul de potasiu in mediu acid. In prealabil se obtine o solutie PHBHV de 

concentratie 3 % in cloroform, dupa care se adauga un volum egal de solutie apoasa  (1:1-v/v) de permanganat de potasiu 

de concentratie 0,8% in mediu acid (acid clorhidric). In urma reactiei se observa o slaba interactie intre cele 2 medii fara 

reactii de oxidare a PHBHV la interfata mediu apos-mediu organic. Analiza reactiei a fost facuta prin FTIR-ATR. 

Continuarea studiului presupune obtinerea unei solutii de PHBHV de concentratie 3% in toluen (desi nu este 

cel mai adecvat solvent pentru poliester) peste care se adauga un volum egal (1:1-v/v) de solutie apoasa de permanganat 

de potasiu de concentratie 0.8% in mediu acid (acid clorhidric). In urma reactiei se constata o modificare a PHBHV 

datorita unei mai bune interactii intre cele 2 medii. Modificarea chimica prin oxidare a PHBHV  a fost pusa in evidenta 

prin analiza FTIR-ATR. In urma modificarii se observa aparitia unei usoare solutilitati a PHBHV modificat in apa de 

aproximativ 15 mg la 100 mL apa. Figurile 26 si 27 prezinta maximele specifice atat pentru poliesterul nemodificat 

(PHBHV) cat si pentru cel oxidat (PHBHV-ox). Principale maxime de absorbtie comune celor doi poliesteri sunt: 

maximul de la 2878 cm-1 specific legaturii C-H simetric din gruparea metil laterala, maximul de la 2934 cm-1 specific 

legaturii C-H asimetric din catena principala, maximul de la 2977 cm-1 specific legaturii C-H asimetric din gruparea 

metil laterala, maximul de la 1723 cm-1 specific legaturii C=O din gruparea carbonil a legaturii esterice din catena 

principala.  Cele 2 maxime nou aparute, specifice poliesterului modificat, sunt: maximul de la 3382 cm-1 specific 

legaturii O-H din gruparea carboxil laterala formata si maximul de la 1556 cm-1 specific legaturii C=O din gruparea 

carboxil laterala formata. 

    Obtinerea suportului pe baza de polihidroxialcanoat: pentru obtinerea suportului, se pregatesc mai multe 

solutii apoase de PHBHV-ox (0,2%, 0,4%), sericina (0,2%, 0,4% si acrilamida (solutii 10 si 20%) peste care se adauga 

initiator persulfat de potasiu (KP) si agent de reticulare  metilenbisacrilamida (MBA).  Se obtin astfel patru tipuri de 

suport tip hidrogel:  

a) 0,4% PHBHV-ox:0.4% sericina:10% poliacrilamida (3% MBA fata de monomer  si 0,01 molar KP fata de 

monomer)- PHBHV I.1 

b) 0,2% PHBHV-ox:0,2% sericina:20% poliacrilamida (3% MBA fata de monomer  si 0,01 molar KP fata de 

monomer)- PHBHV I.2 

c) 0,2% PHBHV-ox:0,2% sericina:10% poliacrilamida (3% MBA fata de monomer  si 0,01 molar KP fata de 

monomer)- PHBHV II.4 

d) 0.4% PHBHV-ox:0.4% sericina:20% poliacrilamida (3% MBA fata de monomer  si 0,01 molar KP fata de 

monomer)- PHBHV II.2 

e) 0.1% PHBHV-ox:0.1% sericina:5% poliacrilamida (3% MBA fata de monomer  si 0,01 molar KP fata de monomer)- 

PHBHV II.1 
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Amestecurile finale se injecteaza in matrite si se lasa 24 de ore la 60 °C pentru reactie. Dupa reactie,  

hidrogelurile obtinute se scot si se imerseaza intr-un volum mare de apa timp de o saptamana la extras pentru 

indepartarea monomerului nereactionat. Hidrogelurile purificate se taie in bucati circulare si se usuca. 

In cadrul activitatii A1.12, IC-UB impreuna cu partenerul P2-IVB au realizat evaluarea in vitro a 

citocompatibilitatii componentelor sistemului SEC. In prima faza, au fost realizate teste preliminare pe diverse 

combinatii ale componentelor descrise anterior (S1-PHBHV, S2-Sericina, S3 – Poliacrilamida, S4-PHBHV-ox, S5 - 

0,4% PHBHV-ox:0.4% sericina:10% poliacrilamida (3% MBA fata de monomer  si 0,01 molar KP fata de monomer), 

S6 - 0,2% PHBHV-ox:0,2% sericina:20% poliacrilamida (3% MBA fata de monomer  si 0,01 molar KP fata de 

monomer); S7 - 0,2% PHBHV-ox:0,2% sericina:10% poliacrilamida (3% MBA fata de monomer  si 0,01 molar KP fata 

de monomer); S8 - 0.2% PHBHV-ox:0.2% sericina:20% poliacrilamida (3% MBA fata de monomer  si 0,01 molar KP 

fata de monomer)).  

 

Biocompatibilitatea suporturilor a fost testata in raport cu o cultura primara de hASCs. Evaluarea viabilitatii 

celulare s-a realizat prin microscopie de fluorescenta pe baza marcarii concomitente a celulelor vii si moarte cu 

componentele kitului LIVE/DEAD (Life Science, Invitrogen): acetometoxi calceina, respectiv bromura de etidiu. 

Rezultatele testelor de biocompatibilitate (fig. 28) au aratat o viabilitate buna a celulelor in contact cu suporturile 

pe baza de PHBHV si un potential incurajator de utilizare a acestor materiale in aplicatii biomedicale. Celulele cultivate 

au aratat o morfologie similara cu cele cultivate pe suprafete de cultura conventionale. 

Ulterior, au fost evaluate din punct de vedere al biocompatibilitatii suporturile de tip hidrogel pe baza de 

polihidroxialcanoat. Au fost realizate teste cantitative (MTT, LDH), precum si teste calitative (testul LiveDead, 

microscopie de fluorescenta).  

Rezultatele testului MTT (fig.29A) au indicat o viabilitate celulara mica in cazul compozitiilor PHBHV I.1, II.1 

si II.4 fata de controlul experimental- o cultura de hASC cultivata in sistem bidimensional. In schimb, o viabilitate 

celulara buna a fost inregistrata in contact cu materialul PHBHV II.2, avand o valoare de aproximativ 70% din 

viabilitatea controlului. O valoare scazuta a viabilitatii hASCs a fost raportata si pe compozitia PHBHV I.2, inregistrand 

mai putin de 50% din viabilitatea controlului. In consecinta, numai compozitia PHBHV II.2 poate fi considerata adecvata 

pentru optimizare ulterioara in vederea continuarii studiilor in vitro.  

Aceleasi rezultate au fost indicate si de testul LDH (fig. 29B). In acest caz, rezultatele cantitative indica o rata 

de mortalitate celulara semnificativ crescuta pe toate hidrogelurile studiate, cu exceptia PHBHV II.2, unde rata de 

mortalitate este comparabila cu cea din control.  

Pentru validarea rezultatelor cantitative obtinute, au fost realizate teste calitative in vederea observarii 

morfologie celulare prin microscopie in contrast de faza, precum si pentru realizarea raportului intre celulele vii si 

moarte din cultura. 

In acest sens, in figura 30 se observa morfologia celulara- alterata in cazul culturii realizate pe PHBHV I.1, II.1 

si II.4 (fig. 30 b, d, f) fata de control (a). Alterarea morofologiei corespunde celulelor moarte din cultura. Un fenotip 

similar controlului, insa cu o densitate celulara mai mica a fost observat pe PHBHV II.2 (30e). 

 

 

 

 

 

Similar, rezultatele marcarii fluorescente si a testului LiveDead (fig.31) au indicat un numar mare de celule moarte 

marcate cu rosu pe compozitiile PHBHV I.1, II.1 si II.4 si o viabilitate buna (celule vii marcate cu verde) in cazul 

compozitiei PHBHV II.2. 

 

In cadrul activitatii A1.13 au fost realizate teste de incapsulare si eliberare de medicament in materialele 

obtinute anterior. In acesta etapa, inacapsularea si eliberarea de sustante active presupune folosirea sulfadiazinei de 

argint, un compus cu proprietati antibiotice. Sulfadiazina argentica este un compus sulfonamidic utilizat pentru 

tratamentul si prevenirea infectiilor cauzate de arsuri severe si alte afectiuni ale epidermei cum ar fi ulcere varicoase sau 

pentru profilaxarea infectiilor in cazul grefelor de piele.  

Pentru analiza solubilitatii in mediu a sulfadiazinei argentice, a fost facute teste pentru cateva intervale de pH. 

Gradul de solubilitate cel mai ridicat a fost obtinut pentru pH 5, pH la care a fost realizata si curba de calibrare in solutie 

tampon necesara pentru analiza cantitativa a probelor eliberate. A fost determinata o concentratie maxima de 

sulfadiazina argentica de aproximativ 0,01%. 

Au fost alese doua seturi cu rapoarte diferite poliacrilamida:PHBHV-ox:sericina. Pentru fiecare set au fost alese 

cate trei probe pentru incapsulare si eliberare pentru reproductivitate. A fost obtinuta o solutie de sulfadiazina argentica 

in solutie tampon la pH 5 de concentratie 0,01 % pentru incapsulare. 
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 Cele sase probe ale celor doua seturi au fost imersate in solutia de sulfadiazina argentica pentru incapsulare 

timp de o saptamana.  Dupa incapsulare, probele au fost scoase si imersate in flacoane de eliberare cu solutie tampon cu 

aceeasi pH. 

Pentru eliberare, au fost prelevate probe de volum 5 mL din flacoanele de liberare de diferite intervale de timp, 

15 minute in prima ora si intervale de 30 minute dupa prima ora. Au fost analizate si solutiile flacoanelor in care au stat 

imersate probele pentru determinarea eficientei de incapsulare. Probele prelevate au fost analizate prin spectroscopie 

UV-VIS pe un aparat UV-3600 SHIMADZU. Rezultatele analizei UV-VIS (fig. 32) prezinta o eficienta de incapsulare 

de 60% pentru Proba 1, respectiv 45% pentru Proba 2, si o eficienta de eliberare de 78% pentru Proba 1, respectiv 39% 

pentru Proba 2.  Se observa o crestere a eficientei de incapsulare si eliberare pentru proba cu o concentratie mai mica de 

poliacrilamida, situatie in care densitatea de reticulare a suportului este mai mica si permite captarea unui volum mai 

mare de solutie tampon cu sulfadiazina. 

Activitatea A1.14 a presupus un upgade al sistemului de microscopie confocala Nikon A1 Eclipse din cadrul 

Departmentului (IC-UB) prin achizitia de componente performante care lipseau sistemului, precum si achizitia ultimei 

variante de soft pentru obtinerea de imagini in modulul confocal. Astfel, IC-UB a achizitionat (i) o camera color de 

achizitie imagini- Camera Digitala Nikon 5.9 MegaPixeli, model DS-Fi3; (ii) un condensator- TI-C-LWD LWD Lens 

System Condenser Turre; (iii) Placa de transmisie dedicata pentru microscopul confocal A1 si (iv) SOFTWARE NIS-

Elements C. Echipamentul de microscopie confocala cu acest upgrade se regaseste in oferta de dotari si servicii a IC-

UB pe erris. (https://erris.gov.ro/DMI-PCBE). 

In cadrul activitatii A1.15, partenerul P3- IOCN a optimizat protocolul de lucru si metodele de analiză privind 

mecanismele posttranscripţionale implicate în regenerarea ţesuturilor. 
Protocolul de miRNA este relativ simplu şi porneşte de la o cantitate de 100 ng ARN într-un volum de 1.5 µl, 

urmându-se etapele prezentate în fig. 33. Pentru ARN-ul extras din lizatul cellular se realizează o diluţie intermediară, 

sau concentrarea probelor (cum este cazul probelor de plasmă) pentru a se porni de la aceaşi cantitate de ARN total. 

Pregătirea probelor se realizează folosind kit-urile specifice miRNA microarray, oferite de producătorul întregii 

platforme, în cazul nostru, Agilent.  

Purificarea produşilor de amplificare se realizează cu ajutorul coloanelor micro spin, urmat de o etapă de uscare 

a probelor folosind o centrifugă cu vacuum timp de 2 ore. Peletul este resolubilizat în 18 ml apă după care a fost pregătit 

amestecul pentru hibridizare. Eficienţa marcării este obsevată prin prezenţa unui sediment roz rămas după aducerea la 

sec a probelor. 

Hibridarea se făce la o temperatura de 55°C timp de 20 ore.  Lamele sunt spălate cu soluţiile de spălare recomandate de 

producător dupa ce a fost adăugat Triton (Wash buffer 1 si Wash buffer 2). După uscare, lamele sunt scanate conform 

protocolului de scanare pentru miRNA cu scannerul Agilent. Analiza bioinformatica a datelor microarray este realizată 

cu programul Features Extraction si Gene Spring. 

 

 

In cadrul proiectului 4, partenerii IC-IOCN, P1-UB, P2-UPB si P3-IVB au desfasurat urmatoarele 

activitati: 

Activitatea: Act 1.16 - Armonizarea si optimizarea tehnicilor experimentale (IC-IOCN, P1-UB, P2-UPB si P3-IVB) 

Activitatea: Act 1.17 - Design-ul experimental si de material in vederea realizarii unui sistem cu eliberare controlata de 

natura poroasa (scaffold) tridimensional, care sa inglobeze componenta celulara, destinat reconstructiei tisulare post-

rezectie tumorala mamara, denumit substituent permanent (SP) (P1-UB, P2-UPB) 

Activitatea: Act 1.18 - Evaluarea biocompatibilitatii diferitelor compozitii de materiale SP in vederea selectiei celor mai 

eficiente sisteme de lucru (P1-UB) 

Activitatea: Act 1.19 - Evaluarea statusului inflamator al componentelor materialelor SP (P3-IVB) 

Activitatea: Act 1.20 - Recoltare probe biologice si realizarea biobăncii de țesuturi și celule (IC-IOCN) 

Activitatea: Act 1.21 - Realizarea si caracterizarea sistemelor terapeutice de transport (STR) (IC-IOCN) 
 

In cadrul activitatii A1.16, partenerii au optimizat tehnicile experimentale necesare in etapele ulterioare ale proiectului. 

Astfel, IC-IOCN a optimizat (1) protocolul pentru obtinerea de culturi primare de celule stem de tip mezenchimal din 

tesutul peritumoral si tesutul sanatos recoltat de la pacientele cu cancer mamar; (2) modalitati de evaluare a raspunsului 

la terapie in sisteme care mimeaza micromediul tumoral fie prin utilizare de inserturi, fie prin obtinere de sisteme 3D 

pentru co-cultura. P2-UPB a optimizat procesul de sinteza si compozitia unor materiale destinate reconstructiei tisulare 

post-rezectie tumorala mamara. P1-UB a optimizat metodele de evaluare a biocompatibilitatii in vitro pentru materialele 

sintetizate, precum si metodele de evaluare a efectului anti-tumoral al substantelor active inglobate in materiale. P3-IVB 

a optimizat metodele si protocolul pentru evaluarea profilului anti-inflamator al materialelor. 

IC-IOCN a elaborat in aceasta etapa optimizarea mai multor protocoale de lucru, descrise in continuare: 

a) Protocol- Metode de izolare a celulelor din populatii heterogene 

Izolarea (separarea) unui tip sau a mai multor tipuri de celule dintr-o populație heterogenă face parte integrantă 

din cercetarea biologică modernă și din diagnosticul și tratamentul clinic. Obtinerea unor populatii relativ pure este 
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esențială pentru cercetarea biologică a contributiei fiecarui tip celular in diferite patologii, dar si folosirea acestora in 

terapiile regenerative sau terapiile tintite. Principiul de baza al separării oricărui tip de celulă dintr-o populație este să 

utilizeze una sau mai multe proprietăți care sunt unice pentru acel tip de celulă. Cele mai utilizate tehnici de izolare și 

separare a celulelor pot fi clasificate pe larg în funcție de aderență, morfologie (densitate/mărime) și legare de anticorpi 

specifici acelor celule. Metode noi au aparut care folosesc microdisectia cu captura laser sau conceptual de 

microfluidica. In Tabelul 5 sunt prezentate pe scurt metodele de separare celulara. 
 

 

 

 

 

Tabel 5: Metode de separare a celulelor din populatii heterogene 

Tehnica Principiul Puritate Cantitate Tip cellular izolat 

adeziune la plastic incarcatura electrica a 

suprafetelor, adeziunea 

celulara 

scazuta +++ MSC 

monocite 

Centrifugare in 

gradient de densitate 

densitatea si marimea celulelor  scazuta +++ celulele sistemului imun, 

cellule tumorale  

Filtrare marimea celulelor scazuta +++ celulele mari-celule tumorale 

Sortare prin FACS legare specifica de antigene de 

suprafata 

crescuta (90%) + orice tip cellular in functie de 

anticorpii folositi 

Sortare imuno-

magnetica (MACS) 

legare specifica de antigene de 

suprafata 

crescuta (90%) ++ orice tip celular in functie de 

anticorpii folositi 

Legare de aptameri legare specifica de antigene de 

suprafata 

crescuta + orice tip cellular in functie de 

aptamerii folositi 

Culturi celulare cu 

medii selective  

fiziologia celulei medie/crescuta +/++ celule tumorale, cellule stem, 

celule endoteliale 
 

Metoda de separare prin centrifugare in gradient de densitate cu Percoll 

Acesta metoda poate fi aplicata dupa obtinerea fractiunii SVF ce cuprinde majoritatea celulelor prezente in tesutul 

conjunctiv si adipos din tumora si din patul peritumoral. Se foloseste o solutie de Percoll. Etapele centrifugarii in 

gradient de densitate și timpul de centrifugare sunt concepute astfel încât majoritatea celulelor sănătoase dintr-o 

populație să migreze de la o densitate mai mica la o interfaza cu densitate mai mare; celule moarte sau debriurile raman 

la suprafata datorita densitatii lor scazute.  Este frecvent utilizată ca o etapă inițială de îmbogățire pentru anumite 

populații de celule înainte de proceduri de izolare mai specifice, cum ar fi FACS, MACS.  Solutia de Percoll este 

preparata la rece si se fac 4 concentratii cea mai scazuta fiind la suprafata: 20%, 30%,40%,50%. Initial se prepara o 

solutie stock de Percoll (36ml Percoll+4ml PBS+0.4ml HEPES solutie 1M).  

Tabel 6. Prepararea diferitelor concetratii de Percoll [20] 

Conc   finala 

Percoll 

PBS 100% 

Percoll 

trypan blue 

20% 20ml 5ml  

30% 17.5ml 7.5ml 30µl 

40% 15ml 10ml  

50% 12.5ml 12.5ml 30ul 

Cu o pipeta de 1000µl se pipeteaza intr-un tub Falcon de 15 ml, cate 3 ml din fiecare solutie incepand cu cea mai 

concentrata. Suspensia de cellule se resuspenda in solutia de 20% Percoll si se pipeteaza prin prelingere ca ultim strat 

chiar inainte de centrifugare.  Centrifugarea se face la rece, timp de 30min la 2000g, cu turaţie5 si deturare 0. Se va 

observa formarea unui inel la limita dintre fazele  cu gradient osmotic diferit. Hamburger et al. (1985) au efectuat un 

studiu in care s-au analizat diferitele fractiuni celulare obtinute. Desi puritatea lor nu a fost de 100%, s-a observant ca 

fractiunea I era formata din 90% cellule tumorale, fractiunea II 82% macrophage, Fractiunea III 98% limfocite, 

fractiunea IV PMN.   (Fig. 34) Se recolteaza cu grija inelele de cellule formate in eprubete diferite se resuspenda in PBS 

si se centrifugheaza 5 min la 800g.  

b) Protocol- Izolarea si caracterizarea celulelor stem mezenchimale 
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Celulele izolate ca fracție vasculară stromală (SVF) obtinuta dupa digestia enzimatica a fragmentelor tisulare vor fi puse 

in cultura in mediu de celule stem standard care consta in mediu DMEM 4.5g/l glucose, F12-HAM, 15 % ser fetal bovin, 

100U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomicin, 2mM L-glutamina, 1% aminoacizi neesentiali,  1mM piruvat de sodiu, 

55μM β mercaptoethanol, atat ca suspensie celulara cat ca explante. Celulele stem vor fi primele care vor adera la 

suprafata de plastic, acest process avand loc din primele 3-7 zile. Au morfologie caracteristica de tip fibroblastoid-like, 

si dupa aderare incep sa prolifereze. In momentul atingerii subconfluentei vor fi pasate si inghetate. La pasajul 3-4 se 

efectueaza caracterizarea fenotipica pentru expresia markerilor de stemness specifici prin citometrie de flux. 

Protocol de marcare si analiza prin citometrie de flux 

Pentru citometria de flux, coloratia imunocitochimica se efectueaza pe celulele in suspensie. Se tripsinizeaza placile de 

cultura cu tripsin-EDTA timp de 5 min, se inactiveaza tripsina cu mediu complet cu 10% FBS, iar suspensia celulara 

este centrifugata timp de 5 min la 1100 rpm. Se numara celulele, si celulele se centrifugheaza din nou (de 2X) dupa ce 

sunt resuspendate in PBS pentru a elimina serul fetal din mediu. In tuburi de citometrie de flux se plaseaza anticorpii 

conjugati cu fluorocrom (FITC, PE sau Texas red) (5-20µl in functie de tipul de anticorp dupa recomandarile 

producatorului). Anticorpii folositi sunt: CD34 FITC, CD44 FITC, CD45 FITC (Becton Dickinson, dilutie 1:20) CD73 

PE, CD 105 PE, CD29PE, CD49e PE, CD 166 PE și CD117 PE (Santa Cruz Biotechnologies, dilutie 1:50). Se adauga 

apoi suspensia celulara (105celule/proba). Celulele se incubeaza timp de 30 min la 4°C. Urmeaza inca 2 spalari prin 

centrifugare cu PBS rece. Se analizeaza cu un citometru de flux BD FACS Canto II, flowcytometer cu 6 culori, utilizând 

software-ul BD FACSDiva.    
 

c) Protocol- Cultura de celule de tip epitelial (normale) in mediu selectiv 

Celulele obtinute din fractiunea I  la centrifugarea cu Percoll vor fi insamantate pe placi cu 6 godeuri acoperite cu 

colagen si fibronectina  intr-un mediu selectiv pentru celule de tip epitelial ce contine factori de crestere 30ng/ml EGF 

(Epidermal Growth Factor) si 20ng/ml basicFGF. Mediul DMEM/F-12 este suplimentat si cu 10% FBS, 50µg/ml toxina 

holerica, 10nM dexametazona, 1% ITS (insulin, transferina, selenium).   

Culturile celulare vor fi evaluate microscopic periodic, cu ajutorul unui microscop Zeiss Axiovert in faza inversata cu 

preluare de imagini cu ajutorul unei camere AxioCam MRC. Unde numarul de celule va fi suficient de marese vor 

ingheta celulele si vor fi stocate pentru experimentele ulterioare. In general rata de proliferare a acestor cellule este 

destul de scazuta si la pasaje isi pierd morfologia de cellule differentiate intrand in tranzitie epitelio-mezenchimala. Pot 

fi caracterizate pentru expresia de EpCAM si a unor citokeratine specific celulelor neoplazice prin coloratii 

imunocitochimice. 

d) Protocol- Izolarea si caracterizarea monocitelor si a celulelor dendritice  
 

Celulele obtinute din fractiunea II la centrifugarea cu Percoll sunt in majoritate de tip monocitar-macrofagic, care au 

proprietatea de aderare la suprafetele de plastic inca din primele ore de la demararea culturii. Mediul de cultivare consta 

in RPMI cu 20% FBS, 2mM L-gluatamina, 1% antibiotic, 55mM β mercaptoetanol, 1mM piruvat de sodiu. Monocitele 

se insamanteaza in placi cu 24 godeuri in 1.5 ml mediu. Caracterizarea monocitelor, a macrofagelor activate sia celulelor 

dendritice se poate realiza prin marcarea imunofenotipica cu anticorpi monoclonali si evaluarea expresiei acestor 

molecule prin citometrie de flux. populația majoră de monocite umane (90%) au o expresie de CD14 crescuta, dar fără 

expresie de CD16 (CD14 + CD16- sau CD14 + CD16). Pentru caracterizarea prin citometrie de flux a celulelor 

dendritice se va folosi un kit de colorare Mo-DC Differentiation Inspector ce contine un cocktail de anticorpi primari 

marcati fluorescent: CD14 FITC, CD 83 APC si CD209 PE. In plus se va determina expresia de CD14, CD16, Cd1b si 

CD1c. 

e) Protocol- Izolarea si caracterizarea populatiei limfocitare 

Populatia de limfocite este cuprinsa in fractiunea III a centrifugarii cu Percoll. Mediul de cultivare este smilar cu cel 

folosit pentru monocite: RPMI cu 20% FBS, 2mM L-gluatamina, 1% antibiotic, 55mM β mercaptoetanol, 1mM piruvat 

de sodiu. Tipurile de limfocite sunt importante in crearea micromediului tumoral de tip inflamator, astfel ca este necesara 

caracterizarea acestor limfocite prin imunofenotipare prin citometrie de flux. Populatiile posibile sunt limfocitele helper 

CD4 pozitive dar mai ales limfocitele citotoxice CD8 pozitive si limfocitele Treg  (CD4+, CD25+, FOXP3+) 

imunosupresoare. 

f) Protocol izolare ARN 

Extracția ARN din celule s-a realizat conform protocolului de extracție cu trizol. S-au determinat concentracțiile de 

ARN cu ajutorul nanodropului, urmând apoi realizarea diluțiilor corespunzătoare pentru protocolul de sinteză a ADN-

ului complementar. Mai departe, probele de cDNA s-au utilizat pentru tehnica qRT-PCR (fig.35). 

 Peste probele de tesut/celule izolate se pipeteaza 800 – 1000 ul TriReagent. Celulele sunt resuspendate in TriReagent 

si sunt inghetate imediat in azot lichid. Pentru extractia de ARN, probele sunt dezghetate la temperartura camerei timp 

de cateva minute. Peste TriReagent se adauga 160ul cloroform si tuburile se vortexeaza timp de 10 secunde pentru 

omogenizare. Probele sunt incubate la temperatura camerei timp de 15 minute si centrifugate la 4C 12000rpm. Dupa 

centrifugare se pot observa 3 straturi, in stratul superior se afla ARN, la mijloc ADN, iar jos proteinele. Stratul superior 

se transfera intr-un nou tub, peste care se adauga 800 ul propanol. Probele se incubeaza la temperatura camerei timp de 

10 minute si se centrifugheaza la 12000rpm timp de 15 minute. Supernatantul se elimina si peletul se spala cu 500 ul 
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etanol 75%. Se vortexeaza si se centrifugheaza 10 minute la 12000 rpm. Supernatantul se elimina, peletul este lasat sa 

se usuce si apoi se resuspenda in 20 ul apa libera de RN-ase.  

In cadrul activitatii A 1.17, P1-UB si P2-UPB au realizat design-ul experimental pentru a testa in vitro conditiile 

de regenerare a tesutului mamar dupa o posibile rezectie tumorala; In acest caz, este nevoie de o regenerare a tesutului 

mamar pe baza de materiale biocompatibile si celule adecvate care sa permita regenerarea de novo a tesutului. Partenerul 

UPB a realizat design-ul unor materiale (sisteme cu eliberare controlata) pentru reconstructie. Strategia de obtinere a 

suporturilor polimerice abordata de echipa UPB s-a bazat pe combinarea, in rapoarte diferite, a unor polizaharide 

naturale pentru a imbunatati proprietățile materialelor: 

a) nanoceluloza fibrilara (CN). Echipa UPB a obtinut o suspensie/ gel cu un 

continut de celuloza nanofibrilara de 1.05% (substanta uscata) pornind de la pulpa 

de celuloza (din lemn de esenta tare) care a fost supusa unui tratament complex de 

oxidare (TEMPO) in vederea introducerii cu grupari -COOH;  

b) pectina (P): o polizaharida naturala extrasa din mar, cu grad de metoxilare 75-

80% (disponibila comercial). Echipa UPB, a supus pectina comerciala unui proces 

de demetoxilare pentru a reduce gradul de metoxilare la ~20% care faciliteaza 

procesul de gelifiere (reticulare fizica) cu Ca2+; 

c) alginat de sodiu (Alg): o polizaharida naturala extrasa din alge brune 

(disponibila comercial). 

 
Utilizand acesti compusi macromoleculari naturali, echipa UPB a sintetizat doua generatii de materiale sub forma de 

membrane (neliofilizate) si respectiv matrici poroase (cu structura 3D obtinuta prin liofilizare). 
 

Generatia 1 de materiale: 

Echipa UPB a sintetizat patru tipuri de membrane de tip hidrogel pe baza de CN/P si CN/Alg prin dizolvarea P si 

respectiv Alg direct in suspensia de CN si reticularea ulterioara a acestor formulari in CaCl2. Astfel, au fost obtinute 4 

compozitii precursoare în raport de masă CN:P 1:1 și 1:3 si respectiv CN:Alg 1:1 și 1:3. Amestecul a fost turnat in vase 

petri (7.5 ml, diam 5.5 cm, gros. ~2 mm) si imersate in baia de reticulare de CaCl2 (conc. 3%, timp 10 min; 5 min 

reticulare suplimentara dupa indepartarea vasului petri). Membranele de tip hidrogel obținute au fost spălate cu apă 

distilată si sterilizate la UV timp de 12h. Membranele au fost apoi imersate timp de o ora în mediu de cultura DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle's medium) si au fost decupate esantioane (diam. 18 mm) in vederea realizarii testelor de 

viabilitate celulara.   

Generatia 2 de materiale: 

Echipa UPB a sintetizat 12 tipuri de matrici poroase ± medicament antitumoral (5-fluorouracil, abreviat in continuare 

5FU). Initial au fost obtinute membrane pe baza de CN/ pectina si CN/alginat conform protocolului descris la generatia 

1 de materiale, la care s-a adaugat 5FU ca si principiu bioactiv, in vederea testarii eficientei de incorporare si respectiv 

a eliberarii controlate in conditii in vitro acelulare (etapa 2/2019). Medicamentul a fost adaugat in amestec precursor in 

doua concentratii diferite (1mg/1,5ml si respectiv 5mg/1,5ml); omogenizarea s-a realizat la temperatura camerei, agitare 

magnetica, timp 10 min. Amestecurile au fost turnate in vase petri (50 ml, diam.10 cm, gros. ~ 4mm) si imersate in 

CaCl2 timp de 10 min, dupa care membranele au fost scoase din vasele petri si lasate inca 5 min in baie de reticulare.  

Membranele de tip hidrogel obținute au fost spălate cu apă distilată si supuse liofilizarii (Fig. 36).  

 

In continuare UPB a efectuat o caracterizare avansata pentru a investiga proprietatile fizico-chimice si morfologice. 

1. FTIR (spectrometru Vertex 70 Bruker, cu accesoriu ATR) – identificare grupe funcţionale Componentele 

polizaharidice sunt identificate (Fig. 37) prin benzile de absorbție în intervalul 3600-3100 cm-1, asociate cu υOH, benzile 

caracteristice vibratiilor COO- (1600 cm-1) si semnalul caracteristic vibratiilor inelului piranozic (1057cm-1). In spectrul 

FTIR al medicamentului (5FU) au fost identificate benzile caracteristice vibratiilor -NH in intervalul 2900-3100 cm-1, 

ale gruparilor carbonil la 1650 cm-1 si semnalul pentru vibratia C-F la 1245 cm-1. De asemenea sunt prezentate in 

continuare spectrele FTIR pentru matricile poroase martor (2, 4) si pentru probele cu continut mare de 5FU (2B, 4B). 

Comparand spectrele probelor 2/4 cu 2B/4B se poate observa suprapunerea semnalelor caracteristice, benzile asociate 

substantei active putand fi identificate in intervalul 2900 and 3100 cm-1 (vibratia -NH) si la 1245 cm-1 (vibratia C-F). In 

plus in intervalul 1600-1650 semnalul caracteristic vibratiilor gruparilor carbonil din 5FU este suprapus semnalului 

gruparilor COO-
 
 prezente in polizaharide. 

 

 

2. Teste de absorbtie – pentru determinare grad maxim de gonflare (maximum swelling degree - MSD) al materialelor 

poroase cu si fara medicament (Fig 38).  
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Pentru estimarea MSD probele au fost monitorizate aprox. 48 de ore, timp in care s-a observant ca materialele raman 

stabile insa, desi nu se dezintegreaza, se observa un anumit grad de fragmentare. In plus s-a constatat ca toate materialele 

cu structura 3D manifesta o absorbtie rapidă în primele minute de imersare atingand echilibrul in aprox. 10 min. 

Raportul dintre cele doua componente polizaharidice influenteaza in mod direct MSD, astfel ca un continut 

mai mare de Alg si respectiv de P conduce la o absorbtie mai mare de PBS: 520% (proba 1) si 710% (proba 2); 

710 % (proba 3) si 830% (proba 4). Acest fenomen este asociat cu hidrofilicitatea crescuta a celor doua 

heteropolizaharide folosite in combinatie cu CN (homopolizaharida): capacitate mai mare de absorbtie P in 

comparatie cu Alg. Adaugarea de 5FU are un efect antagonic asupra capacitatii de absorbtie de PBS: MSD scade 

in cazul probelor cu un continut echivalent de polizaharide si creste o data cu raportul dintre CN si Alg/P. Aceste 

valori ale MSD se pot corela cu morfologia probelor, fapt pentru in continuare s-a decis investigarea arhitecturii 

materialelor. 

3. Caracterizare morfologica prin analiza micro-tomografică computerizată (µ-CT) cu sistemul Skyscan 1272 

(Bruker) - s-a utilizat în vederea obținerii unor informații privind proprietățile microarhitecturale interne ale materialelor 

polimerice generate in urma procesului de liofilizare (Fig. 39).  

Fig. 39 prezinta reconstructia in CTVox a volumului probelor si ilustreaza atat morfologia de suprafata cat si in sectiune 

a probelor in vederea studierii modului de organizare structurala a materialelor liofilizate. Toate probele prezinta o 

suprafata usor rugoasa data cel mai probabil de organizarea nanofibrilelor de celuloza care se agrega in microfibrile din 

cauza procedeului de liofilizare la care au fost supuse probele. La probele martor (2 si 4, fara medicament) aceasta 

organizare fibrilara se observa mai clar, in timp ce dupa adaugarea de medicament (2A, 2B, 4A, 4B) structura fibrilara 

se estompeaza. In sectiune transversala, toate materialele prezinta o arhitectura interna sub forma de straturi suprapuse, 

aceste lamele fine sunt legate intre ele prin pereti subtiri ce definesc microporii. Prezenta medicamentului pare a 

contribui la o mai buna omogenitate structurala a materialului.  

Tomografiile reconstruite ale probelor martor (2 si 4 fara medicament) au fost incarcate in programul CTAn (Bruker) 

pentru cuantificarea valorilor numerice referitoare la porozitatea totala [%]. Pentru aceasta, au fost extrase trei esantioane 

reprezentative de forma paralelipipedica, din volumul fiecarei probe scanate. Materialele investigate prezinta un grad 

crescut de interconectivitate a porilor cu o valoare a porozitatii totale de aprox. 85%. 

Considerand variatiile importante ale arhitecturii structurale s-a confirmat faptul ca adaugarea celei de-a doua 

componente polizaharidice (alginat / pectina) cat si adaugarea medicamentului are un impact semnificativ asupra 

morfologiei probelor si implicit asupra rezultatelor testelor biologice.  

In urma caracterizarii fizico-chimice, echipa UPB a decis transmiterea catre UB in vederea efectuarii de teste biologice, 

a sase tipuri de probe: 2; 2A, 2B si respectiv 4, 4A, 4B. 
 

In cadrul activitatii A1.18, partenerul P1-UB a efectuat evaluarea biocompatibilitatii diferitelor compozitii de 

materiale SP in vederea selectiei celor mai eficiente sisteme de lucru. Intr-o prima etapa, a fost evaluata 

biocompatibilitatea in vitro fata de celule stem izolate din tesut adipos (hASCs) pentru Generatia 1 de materiale. Astfel, 

au fost analizate 4 tipuri de compozitii CN:P (CNP) 1:1 și 1:3 si respectiv CN:Alg (CNA) 1:1 și 1:3, atat prin teste 

cantitative, cat si calitative de biocompatibilitate. Rezultatele evaluarii calitative prin marcarea celulelor vii in verde 

(calceina) si a celulelor moarte in rosu (bromura de etidiu)- testul Live Dead si microscopie confocala (fig. 40) au indicat 

urmatoarele: (i) o rata de viabilitate celulara buna pe ambele tipuri de materiale, probabil datorita prezentei compusilor 

naturali alginat, respectiv pectina; (ii) o viabilitate celulara crescuta pe compozitia CNA 1:3 fata de CNA 1:1, precum 

si o proliferare celulara mai buna pe aceeasi compozitie dupa 6 zile de cultura; aceeaso observatie si pentru CNP 1:3 

fata de CNP 1:1. Acest lucru poate fi atribuit influentei compusului natural fata de compozitia globala a materialului, 

dat fiind raportul 3:1 pectina/alginat fata de CN; (iii) s-a remarcat o densitate celulara crescuta pe CNP fata de CNA 

dupa 6 zile de cultua in conditii standard, sugerand un raspuns celular mai bun al hASC la contactul cu pectina fata de 

alginat; (iv) a fost observata gruparea celulelor pe materialul CNP 1:3 fata de CNP1:1, ceea ce demonstreaza adeziunea 

si raspunsul pozitiv al celulelor la contactul cu aceasta compozitie. Toate materialele s-au dovedit a fi biocompatibile, 

cu o proportie foarte scazuta de celule moarte, insa raspunsul celular cel mai bun a fost obtinut in cazul materialelor cu 

continut mai inalt de alginat/pectina- CNA1:3, respectiv CNP 1:3. Din acest motiv, studiile ulterioare de 

biocompatibilitate si optimizarea materialului s-a desfasurat plecand de la aceste doua compozitii. 
 

Pentru Generatia a II-a de materiale (compozitiile 2; 2A, 2B si respectiv 4, 4A, 4B) (ale caror compozitii sunt 

prezentate in fig.36), s-au urmarit: (1) confirmarea biocompatibilitatii materialelor din generatia II si (2) evaluarea 

efectului anti-tumoral al 5-FU inglobat in compozitia materialelor fata de celule de carcinom mamar.  

(1) confirmarea biocompatibilitatii materialelor din generatia II- partenerul P1-UB a realizat studii de 

biocompatibilitate a materialelor 2; 2A, 2B si respectiv 4, 4A, 4B fata de celule normale din cultura primara 

hASCs. Rezultatele testului MTT (fig. 41A) au confirmat biocompatibilitatea mai buna a materialelor CNP 

fata de CNA pe parcursul celor 6 zile de cultura. Aditia de 5FU in compozitia 2A, 2B si 4A, 4B a scazut 

viabilitatea celulelor hASCs, dovedind efectul citotoxic al medicamentului si asupra celulelor normale. 

Viabilitatea a scazut fata de control pe toate compozitiile studiate, insa intr-o proportie relativ mica. Rezulatele 

testului LDH (fig. 41B) sustin aceleasi concluzii- o usoara citotoxicitate indusa de prezenta medicamentului.  
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(2) evaluarea efectului anti-tumoral al 5-FU- a fost evaluat fata de o linie de celule tumorale de carcinom mamar 

(MDA-MB-231) la 72 de ore de la punerea in contact a celulelor cu materialele.  

Rezultatele testului MTT (fig. 42A) au indicat in acest caz o scadere semnificativa a viabilitatii celulare in cazul 

compozitiilor 2A si 2B fata de controlul 2 si respectiv 4A si 4B fata de 4. Cele mai eficiente compozitii care au 

determinat scaderea viabilitatii celulelor tumorale au fost 2B si 4B, respectiv compozitiile cu un continut de 5 ori mai 

mare de 5-FU fata de 2A si 4A. Rezulatele testului LDH au confirmat o mortalitate celulara crescuta in cazul probelor 

cu 5-FU, indeosebi 2B si 4B (fig. 42B).  

Prin microscopie de fluorescenta au fost confirmate rezultatele si la nivel calitativ. Testul Live Dead a evidentiat un 

numar semnificativ crescut de celule moarte marcate in rosu in compozittile 2B si 4B fata de controalele 2 si 4, respectiv 

compozitiile cu o concentratie mai mica de 5FU incorporat- 2A si 4A (fig. 42) 

In cadrul activitatii A1.19, partenerul P3-IVB a efectuat evaluarea statusului inflamator al componentelor 

materialelor testate. Astfel, a fost evaluat nivelul citokinei pro-inflamatorii IL-6 in probe de nanoceluloza (CN), alginat 

(A) si pectina (P) prin metoda ELISA si prin microscopie de fluorescenta, fata de o cultura de macrofage (RAW) activate 

prin tratament cu LPS. Rezultatele prezentate in fig. 43 au indicat ca nici una din componente nu prezinta potential 

inflamator. Imaginile de microscopie de fluorescenta (fig. 43 a-d) arata prezenta Il-6 in controlul de macrofage activate 

cu LPS si o scadere a expresiei IL-6 cand materialele au fost puse in contact cu aceste celule. Nivelele de IL-d detectate 

prin ELISA au confirmat la nivel semi-cantitativ aceleasi concluzii (fig 43 e). 

In cadrul activitatii A1.20, partenerul IC-IOCN a realizat recoltarea probelor biologice și realizarea biobăncii 

de țesuturi și celule, in urmatoarele etape: 

(a) Inrolarea pacientilor- Participarea pacientelor cu cancer mamar diagnosticat si aflate in preterapie la acest studiu 

este voluntară si va fi dependentă de semnarea unui Consimțământ informat. Nu va afecta actul medical sau tratamentul 

lor. Pacientele vor fi incluse în studiu și vor primi un cod unic care va ajuta la protejarea datelor personale în conformitate 

cu legea româneasca 667/2001 cu privire la prelucrarea datelor personale și libera circulație a acestora, dar și la 

anonimizarea probei. 

(b) Recoltare probe tisulare- Pacientele cu cancer mamar diagnosticat prin metode clinice, imagistice si anantomo-

patologice care au indicatie de mastectomie sau sectorectomie de prima instanta vor fi inrolate in studiu. Intra-operator 

se vor recolta fragmente tisulare de mici dimensiuni (de maxim 0.5-1cm3) din urmatoarele localizari: (i) tesut tumoral, 

(ii) tesut adiacent tumorii (peritumoral), (iii) tesut sanatos din glanda mamara. 

Fragmentele tisulare vor fi plasate individual in tuburi sterile de tip Falcon de 15ml ce contin 5 ml mediu standard de 

cultivare: Mediu DMEM/F12 cu 10% ser fetal bovin (FBS), 1% antibiotic, 2mM L-gluatamina.  

c) Recoltare probe de sange 

De la fiecare pacienta inrolata in studiu se va recolta proba sange in timpul preoperator.  

Probele de sange vor fi recoltate de catre personalul medical de specialitate al Institutul Oncologic ”Prof. Dr. Ion 

Chiricuță”. Recoltarea se va face in eprubete ce contin un anticoagulant (EDTA) (2 eprubete) și o eprubetă de sânge 

fără anticoagulant.  

d.) Procesarea probelor tisulare 

Fragmentele tisulare vor fi transferate in placi Petri, spalate de mai multe ori cu PBS. Celulele eliberate prin 

dezagregarea mecanica (cu pense si foarfeci sterile, in mediu complet) sunt preluate cu o seringa si pentru obtinerea 

unei suspensii monocelulare vor fi filtrate cu filtre Filcons cu retea de 70µm si colectate in erubeta tip Falcon de 15 ml. 

Micile fragmente ramase vor fi supuse apoi unei digestii enzimatice pentru eliberarea celulelor prinse in reteaua 

conjunctiva. Digestia enzimatica (37°C, 30 min) consta in folosirea unui cocktail format din colagenaza IV 0.1% si 

dispaza (Sigma) 250μg/ml PBS, urmata de centrifugare la 1200 rpm, 7 min. Se determina viabilitatea celulelor prin 

coloratie cu tripan blue. 

In cadrul activitatii 1.21, IC-IOCN a efectuat realizarea si caracterizarea sistemelor terapeutice de transport 

(STR), parcurgand urmatoarele etape: 

a) Sinteza nanoliposomilor (fig. 44) - Un lipozom este un tip de agregat polimolecular format din molecule 

amfipatice, care este creat într-o soluţie apoasă. De obicei, au formă sferică, datorită presiunii osmotice şi un diametru 

între 50 nm şi 100 µm. Sunt formaţi din molecule compuse din două părţi, o parte hidrofobă şi o parte hidrofilă, ceea ce 

le dă caracterul amfipatic.  

Pentru sinteza liposomilor s-a utilizat metoda hidratării filmului lipidic, iar pentru reducerea sarcinii electrice de 

suprafață s-a utilizat un raport 1:3 amestec lipidic DOTAP:DOPE. Lipidele au fost dizolvate în cloroform, iar evaporarea 

solventului s-a realizat peste noapte la 50°C. Ziua următoarea s-a realizat hidratarea filmului lipidic cu apă ultrapure, 

urmată de vortexare și sonicare. Soluția a fost depozitată peste noapte la 4°C. 

Pentru obținerea nanolipozomilor, soluția s-a vortexat și s-a supus sonicării timp de 30 minute la 40°C. Suspensia 

lipozomală s-a păstrat la 4°C. 

b) Caracterizarea fizica a nanoliposomilor 

Concentrația lipozomilor și dimensiunea acestora s-a determinat utilizând Nanoparticle Tracking Analysis (NTA, 

NanoSight NS300, Malvern, UK). Concentrația detectată a fost de 7.75+11e particule/ml. Prin această analiză s-a 

detectat prezența a două populații de dimensiuni diferite în probă, o populație cu diametrul hidrodinamic de 95 nm, 

respectiv o populație cu diametrul hidrodinamic de 126 nm (fig. 45). 
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Cu ajutorul microscopiei de transmisie electronică (TEM HT7700, Hitachi, Japonia) s-a vizualizat aspectul 

nanolipozomilor sintetizați. 

Prin conjugarea anticorpilor monoclonari cu lipozomi nou-sintetizati dorim sa initiem o tintire mai mare a tipurilor 

celulare supuse terapiei regenerative, astfel încât acestea oferă o farmacocinetică mai bună a agentului încărcat, au un 

timp de circulație mai lung în fluxul sanguin și o retenție locală mai mare. 

Lipidele cationice pot fi incarcate cu miARN datorita interactiunilor chimice dintre cele doua sarcini. Totusi, din punct 

de vedere al aplicabilitatii in vivo se recomanda utilizarea unor nanosisteme neuter pentru a preveni toxicitatea 

moleculelor incarcate pozitiv, de aceea prin formularea sintetizata se urmareste echilibrarea sarcinilor si obtinerea unei 

incarcari neutre. De asemenea posibilitatea combinarii moleculelor de miARN cu diferiti agenti terapeutici intr-un 

nanosistem creste eficienta terapiei tintite si duce la diminuarea efectelor secundare des intalnite in terapia cu miARN, 

dar si in cazul chemoterapiei. 
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III. Modul de diseminare a rezultatelor  

In aceasta etapa, rezultatele au fost diseminate in interiorul consortiului prin organizarea unei conferinte de consortiu 

(23 mai 2018), precum si prin organizarea de intalniri si discutii pe platforme web (skype, email). Rezultatele stiintifice 

obtinute au fost diseminate catre mediul stiintific prin publicatii in jurnale cotate ISI (desi nu reprezentau un indicator 

de realizat in aceasta etapa) si prin comunicari la congrese si conferinte nationale/internationale, prezentate in tabelul 

de mai jos: 

Proiect 

component 

Tip diseminare Referinta 

P1 

Comunicare la 

conferinta 

 Samoila I., Serban M., Selaru A., Ignat S., Dinescu S., Ocando C., Averous L., 

Costache M., Effect of hydroxiapatite dopped with magnesium on the properties and 

biocompatibility of alginate materials in bone tissue engineering, Conferinta 

Internationala a SRBBM 2018, 05-07.09.2018, București, România 
 Simion T. V., Samoilă I., Dinescu S., Costache M., Studii preliminare de 

biocompatibilitate a unor materiale noi pe bază de chitosan și fosfat tricalcic, îmbogățite 

cu magneziu, destinate regenerării osoase, Sesiunea de comunicari a Facultatii de 

Biologie, 2018 

P2 

Articole ISI •            Manole E., Bastian A., Ristoiu V., Zurac S., Neagu M., The Effects of Exogenous 

Modulation on the Peripheral Nerve Regeneration after Injury and Primary Surgical 

Repair, , Biomed J Sci &Tech Res 4(3), 2018 (IF=0,548) 

• Constantin C., Lupu AR., Fertig TE, Gherghiceanu M., Pop S, Ion RM, Neagu 

M, Ga (III) phthalocyanine – a different photosensitizer in neuroblastoma cellular 

model, Journal of Cellular and Molecular Medicine, 2018;1–9. DOI: 

10.1111/jcmm.14009 (IF= 4.302) 

Comunicare la 

conferinta 

Stancu IC, Plenary lecture: Naturally-derived hydrogels and nanocomposites as building 

blocks of scaffolds for tissue regeneration la 27th Annual Conference of the Polish 

Society for Biomaterials 'Biomaterials in Medicine and Veterinary Medicine', Rytro, 

Polonia, 11-14 oct. 2018 

P3 

Articol ISI 

acceptat 

Dinescu S., Ignat S., Lazar A., Marin S., Danilă E., Marin M., Udeanu D. I., Ghica M. 

V., Albu-Kaya M. G., Costache C., 2018, Efficiency of multiparticulate delivery 

systems loaded with flufenamic acid designed for burn wound healing applications, 

Journal of Immunology Research, acceptat. 

Manuscris 

submis 

Ocando C., Dinescu S., Samoila I., Cucuruz A., Costache M., Avérous L. Alginate-

Hydroxyapatite Composites Based On Click Chemistry As Promising Materials For The 

Fabrication Of Tissue Scaffolds, submitted 

P4 

Comunicare la 

conferinta 

Lungu A., Cernencu A. I., Serafim A., Stancu I.-C., Iovu H. 3D printable nanocellulose-

pectin ink formulations, EMN Barcelona Meeting (10-14.09.2018, Barcelona-Spania) 

Manuscris in 

pregatire 

Cernencu A. I., Lungu A., Stancu I.-C., Serafim A., Heggset E., Syverud K., Iovu H. 

Bioinspired 3D printable pectin-nanocellulose ink formulations.  
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IV. Realizarea indicatorilor de rezultat 
 

In etapa 1/2018, consortiul 65PCCDI a avut de indeplinit indicatorii de rezultat listati mai jos, indicatori care au fost 

realizati in totalitate. Pe langa indicatorii obligatoriu de realizat pentru aceasta etapa, consortiul 65PCCDI a realizat si 

o serie de publicatii in jurnale ISI care nu reprezentau un indicator de rezultat pentru aceasta etapa si care se regasesc in 

tabelul de la punctul III. 

 

 
 

Proiect Indicator de 

rezultat 

Referinta realizare Grad de 

realizare 

Generale 

1 website 

proiect 

complex 

https://www.unibuc.ro/cercetare/promovarea-rezultatelor-cercetarii/proiecte-de-

cercetare/proiecte-cu-finantare-nationala/65pccdi-2018/ 

realizat 

1 conferinta de 

consortiu 

Intalnirea de inceput a Proiectului 65PCCDI a avut loc in data de 23 mai 2018 realizat 

imbunatatirea 

infrastructurii 

de cercetare 

prin achizitia 1 

software 

microscopie 

confocala 

IC-UB a achizitionat 1 software dedicat pentru microscopul confocal A1 Nikon din 

dotare SOFTWARE NIS-Elements C, impreuna cu alte componente. Echipamentul 

de microscopie confocala cu acest upgrade se regaseste in oferta de dotari si servicii 

a IC-UB pe erris. (https://erris.gov.ro/DMI-PCBE). 

Upgrade-ul este descris si in raport in cadrul activitatii A1.14. 

realizat 

P1 

1 raport 

stiintific de 

etapa 

Rezultatele raportate pentru proiectul component 1 se regasesc in prezentul raport 

A1.1- A1.5 

realizat 

o comunicare 

stiintifica 

Simion T. V., Samoilă I., Dinescu S., Costache M., Studii preliminare de 

biocompatibilitate a unor materiale noi pe bază de chitosan și fosfat tricalcic, 

îmbogățite cu magneziu, destinate regenerării osoase, Sesiunea de comunicari a 

Facultatii de Biologie, 2018 

realizat 

P2 

1 raport 

stiintific de 

etapa 

Rezultatele raportate pentru proiectul component 1 se regasesc in prezentul raport 

A1.6- A1.7. Acest raport contine: 

 1 Document tehnic ce descrie transectia nervului sciatic (descris in activitatea 

A1.6);  

 1 Document tehnic ce descrie parametrii de sinteza si functionare a SARN – 

Generatia 1 (descris in activitatea A1.7)  

 1 Document tehnic ce descrie caracteristicile fizico-chimice si de bio-

compatibilitate ale SARN - Generatia 1 (descris in activitatea 1.7) 

realizat 

P3 

1 raport 

stiintific 

Rezultatele raportate pentru proiectul component 1 se regasesc in prezentul raport 

A1.8- A1.15 

realizat 

1 protocol de 

lucru 

Protocolul de izolare si cultivare a celulelor stem din tesut adipos este descris in 

cadrul activitatii A1.8 

realizat 

P4 

2 protocoale 

de lucru 

6 protocoale de lucru au fost optimizate de P3-IOCN si sunt descrise in cadrul 

activitatii A1.16 

realizat 

Îmbogățirea 

fondului 

Biobăncii 

Recoltarea de probe in vederea imbogatirii fondului biobancii este descrisa in cadrul 

activitatii A1.20 

realizat 

 

V. Oferta de servicii de cercetare si tehnologice- platfoma ERRIS 

Oferta de servicii de cercetare pentru fiecare institutie partenera in proiect este prezentata la link-urile urmatoare: 

Institutie Link ERRIS Imbunatatirea ofertei prin 65PCCDI 

IC-UB https://erris.gov.ro/DMI-PCBE Echipament A1/A1R Confocal Laser Microscope 

System upgraded 2018/ Microscopy Services  

P1-UPB https://erris.gov.ro/APMG---UPB - 

P2-IVB https://erris.gov.ro/ivbro CatWalk™ XT System  https://erris.gov.ro/Laboratory-

animal-facility- 

P3-IOCN https://erris.gov.ro/Genomics-Center - 

 

VI. Locuri de munca sustinute prin program, inclusiv resursa umana nou angajata 
 

https://www.unibuc.ro/cercetare/promovarea-rezultatelor-cercetarii/proiecte-de-cercetare/proiecte-cu-finantare-nationala/65pccdi-2018/
https://www.unibuc.ro/cercetare/promovarea-rezultatelor-cercetarii/proiecte-de-cercetare/proiecte-cu-finantare-nationala/65pccdi-2018/
https://erris.gov.ro/DMI-PCBE
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In etapa I/2018 a proiectului 65PCCDI/REGMED au fost organizate majoritatea concursurilor pentru angajarea de 

resursa umana, dupa cum urmeaza: 

 

Resursa umana acceptata prin concurs 

Proiect Institutia 

care 

angajeaza 

Pozitia in lista de 

personal 

Numele persoanei Calitatea Pozitia de ocupat 

P1 IC-UB 41 Negrescu Andreea ACS Membru Doctorand (nou) 

P1 IC-UB 40 Nica Cristina ACS Membru Doctorand (nou) 

P2 IC-UB 39 Adriana ACS Membru Doctorand (nou) 

P2 IC-UB 38 Ciceu Alina ACS Membru Doctorand (nou) 

P3 IC-UB 37 Ignat Simona ACS Membru Doctorand (nou) 

P1 P1-UPB 56 Curti Filis ACS Membru Doctorand (nou) 

P2 P1-UPB 57 Elena Olaret ACS Membru Doctorand (nou) 

P1,P2, P3,P4 P2-IVB 67 Selaru Aida ACS Membru Cercetator (nou) 

P1,P2, P3,P4 P2-IVB 68 Balahura Roxana ACS Membru Cercetator (nou) 

 P3-IOCN 77 In desfasurare Doctorand Membru Doctorand (nou) 

 P3-IOCN 78 In desfasurare Doctorand Membru Doctorand (nou) 

 P3-IOCN 79 In desfasurare ACS Membru Cercetator (nou) 
 

Cercetatorii din lista de personal implicati in aceasta etapa au fost remunerati corespunzator conform raportarii 

financiare. 

Pozitiile vacante au fost scoase la concurs si la data raportarii a avut loc concursul, urmand ca in luna decembrie pozitiile 

sa fie validate de catre organele abilitate, iar incepand cu luna ianuarie vor intra in plata. Persoanele acceptate prin 

concurs se regasesc in tabelul de mai sus. 

Mentionam ca in cazul partenerului IVB, noii angajati cu norma intreaga (poz 67, 68) vor fi repartizati egal in toate cele 

4 proiecte component ale proiectului complex. Precizam ca in urma concursului desfasurat in cadrul IVB si a punctajului 

obtinut s-a hotarat ca si candidatul nr. 3 - Ionescu Adina Claudia sa fie angajata cu ½ norma pe functia de asistent 

cercetare in cadrul proiectului. In acest context, vom notifica autoritatea contractanta pentru suplimentarea listei de 

personal. 

 
 

VII. Prezentarea valorificarii/imbunatatirii competentelor /resurselor existente la nivelul 

consortiului (CEC-uri) 
Nu este cazul.  

Imbunantatirea competentelor si a resurselor existente la nivelul consortiului se va desfasura prin schimburi si vizite de 

lucru intre parteneri incepand cu etapa a II-a a proiectului. 

 

 

Director Proiect complex,  

Prof. Dr. Marieta Costache 


