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Proiectele componente din cadrul Proiectului Complex 65PCCDI sunt:

Proiect component 1: Osteoimunomodularea ca factor predictiv al eficientei regenerarii tesutului
0sos (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)

Rezumatul etapei

In etapa 11/2019, la nivelul consortiului 65PCCDI partenerii IC-UB, P1-UPB, P2-1VB si P3-
IOCN au contribuit la realizarea activitatilor stiintifice propuse in cadrul fiecarui propiect
component. Rezultatele obtinute la nivel stiintific sunt sintetizate in continuare:

In aceasti etapa a proiectului component 1 s-au realizat si caracterizat acoperiri pe aliajul de
Mg (AZ31) ce au la bazd fibre de policaprolactona (Mg-PCL indicat si CPO) depuse prin
electrospinning, care au fost supuse si functionalizdrii cu o substanta activa - cumarina (Mg-
PCL_cumarina indicat si CPO_1) sau cu ZnO (Mg-PCL_ZnO indicat si CPO_2) si cu ambii
compusi simultan (Mg-PCL_cumarina_ZnO indicat si CPO_3). De asemenea au fost realizate
acoperiri hibride polimer sintetic/polimer natural (PCL/chitosan) ce constau din trei straturi de
polimer sintetic cu glutaraldehida utilizata pentru a reticula urmatorul strat ce contine polimer
natural (PCL-GA-CS). La randul lor, acoperirile hibride au fost incarcate cu ZnO (PCL-GA-CS-
ZnO). Aceste BM au fost supuse caracterizarii biologice prin analiza activitatii lor antimicrobiene
si mediulului osteoimun generat prin interactiunea cu o linie de MFG, RAW 264.7. Aceste studii
au avut n vedere analiza morfologiei (marcare fluorescenta a actinei), proliferarii celulare (testele
LIVE/DEAD, CCK-8), dozarea NO eliberat in mediu (cu reactivul Griess), a citokinelor pro- si
anti-inflamatorii prin teste ELISA, evaluarea nivelului ROS celular (cu 2',7'-diclorofluorescein
diacetate), analiza activarii procesului de autofagie, si evaluarea prin RT-qPCR a nivelului de
expresie genicd a unor factori osteogenici si osteoclastogenici. Pentru a analiza impactul
micromediului imun creat de BM dezvoltate asupra procesului de osteogeneza s-au realizat studii
comparative pe pre-osteoblaste cultivate in mediul standard de cultura si in mediul conditionat al
macrofagelor expuse la biomaterialele selectate, analizdndu-se activitatea fosfatazei alcaline
(ALP), sinteza colagenului prin coloratia cu Sirius Red, si expresia unor gene specifice exprimate
in cursul diferentierii osteoblastelor (OB) (osteopontin, osteocalcin si osteonectin).



In cadrul proiectului component 2, a avut loc sinteza, caracterizarea si evaluarea in vitro si in
vivo a eficientei Sistemului de Asistare a Regenararii Nervilor Periferici (SARN) — Generatia 2 in
procesul de regenerare al nervilor periferici. Toate obiectivele din cadrul acestei etape au
fost atinse, respectiv, sinteza/fabricareaconductului nervos artifical 3D si testarea capacitatii
acestuia pentru a sustine regenerarea in vivo (sobolani) a nervului sciatic lezat. Rezultatele
obtinute 1n urma testelor de biocompatibiliate in vitro au demontrat faptul ca SARN - Generatia 2
a fost compatibil atat cu celulele din cutura primara de neuroni, cat si cu celule stem umanede
natura mezenchimala. De asemenea, s-a demonstrat si faptul ca SARN — Generatia 2 prezinta
activitateantimicrobiana. S-au obtinut studii prelimiare in ceea ce priveste capacitatea SARN —
Generatia 2 de a sustine regenerarea nervilor periferici. Rezultatele obtinute au fost diseminate
prin publicarea in reviste de specialitatesi prin participarea la conferinte nationale si internationale.

In cadrul proiectului component 3, au fost dezvoltate noi sisteme pe baza de patru tipuri de
materiale: polimeri sintetici (poli(2-hidroxietilmetacrilat), poli(2-acrilamido-2-metil-1-acid
propansulfonic) (PHEMA/PAMPSA)), polimeri naturali (fibroina si sericina), argile hidrofile de
tip hidroxizi dublu stratificati (LDHSs) si biomolecule active (factori de crestere, factori de adeziune
si factori chemotractanti). Hidrogelurile rezultate au fost caracterizate din punct de vedere fizico-
chimic si morfologic. Testele de evaluare a biocompatibilitatii au indicat rezultate bune pentru
materialele sintetizate si doua au fost selectate pentru studiile urmatoare. Cele doua hidrogeluri
prezinta activitate antimicrobiana testata pe tulpinile microbiene Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, si Pseudomonas aeruginosa. De asemenea, a fost evaluat profilul inflamator
indus de aceste materiale prin protein microarray. In ultima etapa, cele doua hidrogeluri au fost
evaluate din punct de vedere al potentialului de a sustine diferentierea adipogenica, atat la nivel
genic, cat si la nivel proteic.

In cadrul proiectului component 4, au fost imbunatatite proprietatile materialelor din generatia
2, ce a constat 1n sase tipuri de probe, pe bazd de nanoceluloza (CN), alginat (A) sau pectina (P),
imbogitite cu doud concentratii diferite de medicament (1% respectiv 5%). Evaluarea efectului
agentului anti-tumoral a fost evaluata prin observarea profilului inflamator, ce a indicat o ratd mai
ridicata a piroptozei, in sistemele 3D compuse din materialele propuse si celulele tumorale, in
compartie cu controalele efectuate pe celulele normale. Capacitatea materialului de a sustine
diferentierea adipogenicd a hASC, atat in absenta cat si In prezenta conditiilor tumorale, a fost
urmaritd prin capacitatea de acumulare a lipidelor neutre in citoplasma, prin evaluarea profilului
de expresie al perilipinei si PPARy2. Rezultatele au indicat faptul ca diferentierea adipogenica este
sustinutd cu un randament mai mare de materialul CNP. Profilul de expresie genica al p53 si NFkp,
prezentat de catre celulele liniei MDA-MB 231 expuse la tratamentul Tncorporat in materialele
propuse, a indicat o crestere semnificativa a p53 si NFkP in probele ce prezentau cea mai mare
concentratie de medicament. Evaluarea micromediului tumoral dupa interactiunea cu sistemul
hASC-SP a confirmat efectul citotoxic, avand loc scaderea viabilitatii celulelor hASC si celulelor
de carcinom mamar.

In cadrul proiectului 1, partenerii au fost implicati in realizarea urmatoarelor activitati:

Activitatea: Act. 2.1 Monitorizarea stabilitatii si degradarii aliajelor modificate si nemodificate in
medii fiziologice (SBF, PBS) (P1-UPB)



Activitatea: Act. 2.2 Evidentierea profilelor de eliberare a biomoleculelor utilizate la
functionalizarea acoperirilor (P1-UPB)

Activitatea: Act. 2.3 Selectarea acoperirilor optime din punct de vedere al performantelor la
eliberarii de molecule active biologic (IC-UB; P1-UPB)

Activitatea: Act. 2.4 Raspunsul inflamator al MFG la BM selectate (IC-UB)

Activitatea: Act. 2.5 Productia de ROS si NO ca urmare a interactiei MFG-BM (1C-UB)
Activitatea: Act. 2.6 Activarea autofagiei in macrofage (IC-UB)

Activitatea: Act. 2.7. Expresia de factori osteogenici si osteoclastogenici de catre MFG expuse
BM (I1C-UB)

Activitatea: Act. 2.8 Evaluarea prin studii de biochimie, biologie celulara si moleculara a implicari
celulelor imune in modularea osteogenezei de catre BM de interes (IC-UB)

Activitatea: Act. 2.9 Optimizarea procedurilor de implantare a biomaterialelor cu potential de
osteointegrare (P2-1VB)

Activitatea: Act. 2.10 Diseminarea rezultatelor obtinute in proiect (IC-UB; P1-UPB; P2-1VB)

In cadrul proiectului 2, partenerii au fost implicati in realizarea urmatoarelor activitati:

Activitatea: Act. 2.11 — (IC- UB; P1-UPB; P2-1VB) Sinteza/fabricarea componentelor SARN —
Generatia 2: (a) Sinteza componentei Nano-SARN — Generatia 2; (b) Fabricarea conductului
nervos artificial 3D-Nerv — Generatia 2; (c¢) Caracterizarea avansatd microstructurald, fizico-
chimica si de stabilitate in conditii fiziologice relevante a componentelor Nano-SARN si 3D-Nerv
— Generatia 2; (d) Testarea in vitro a capacitatii de eliberare de factori de crestere in sistem
Generatia 2; (f) Validarea in vitro a capacitatii antiseptice a SARN — Generatia 2.
Activitatea: Act. 2.12 — (IC- UB; P1-UPB; P2-1VB) Studii preliminare pentru evaluarea in vivo a
capacitatii de facilitare a regenerarii nervilor periferici cu ajutorul SARN: (a) Optimizarea etapelor
de implantare a SARN simplu la model animal; (b) Evaluarea regenerarii nervilor periferici asistata
de SARN la nivel histologic; (c) Evaluarea regenerarii nervilor periferici asistata de SARN prin
investigarea gradului de exprimare al genelor asociate cu procesul de regenerare.

In cadrul proiectului 3, partenerii au fost implicati in realizarea urmatoarelor activitati:
Activitatea: Act. 2.13 - Asamblarea componentelor SEC prin incarcare cu factori de crestere,
factori de adeziune si factori chemoatractanti (P1-UPB)

Activitatea: Act. 2.14 - Caracterizare fizico-chimica si morfologica a platformei SEC (P1-UPB)
Activitatea: Act. 2.15 - Demonstrarea functionalitatii platformei SEC prin teste de eliberare in
medii specifice (P1-UPB)

UB)

Activitatea: Act. 2.17 - Evaluarea proprietatilor antimicrobiene ale SEC (IC-UB)

Activitatea: Act. 2.18 - Evaluarea in vitro a eficientei antiinflamatorii a SEC (1C-UB)
Activitatea: Act. 2.19 - Investigarea in vitro a capacitatii SEC de a sustine procesul de diferentiere
a hASC si regenerare a tesuturilor moi. (IC-UB)

Activitatea: Act. 2.20 - Evaluarea mecanismelor posttranscriptionale implicate in procesele de
regenerare a tesuturilor moi (P3-IOCN)

Activitatea: Act. 2.21 Diseminare rezultate (IC-UB, P1-UPB, P2-1VB, P3-IOCN)



Tn cadrul proiectului 4, partenerii au desfasurat urmatoarele activitati:
Activitatea: Act 2.22 - Sinteza si caracterizarea de materiale polimerice destinate reconstructiei
permanente (SP) a tesutului mamar utilizand compusi macromoleculari naturali/sintetici.
Optimizarea stabilitatii pentru caracterul permanent al implantului. Imobilizarea compusi
bioactivi. Teste de eficientd a bioactivarii si eliberarea controlata a principiilor bioactive in conditii
in vitro acelulare (P1-UPB)
adipos destinate reconstructiei mamare
Activitatea: Act 2.24 — Evaluarea profilului inflamator al materialului SP (P2-1VB)
Activitatea: Act 2.25 — Investigarea capacitatii materialului SP de a sustine diferentierea
adipogenica a hASC (sist hASC-SP) (IC-UB)
Activitatea: Act 2.26 — Caracterizarea statusului inflamator din tesutul prelevat in urma
masectomiei (P3-IOCN)
Activitatea: Act 2.27 — Expunerea sistemului hASC-SP la micromediul tumoral derivat din
carcinom mamar si analiza modificarilor profilului de expresie genica si inflamator in urma
interactiei (IC-UB, P2-1VB)
Activitatea: Act 2.28 — Evaluarea micromediului tumoral dupa interactiunea cu sistemul hASC-
SP (P1-UB, IC-IOCN)
Activitatea: Act 2.29 — Integrare si analiza de date experimentale (P3-10OCN, IC-UB, P1-UPB, P2-
IVB)
Activitatea: Act 2.30 — Diseminarea rezultatelor

Modul de diseminare al rezultatelor

In aceasta etapi, rezultatele stiintifice au fost diseminate catre mediul stiintific prin 8
publicatii in jurnale cotate ISI, 1 capitol de carte international Si prin 17 comunicari la congrese si
conferinte nationale/internationele.



