Academia Romana

Institutul de Biochimie

Rezumat al tezei de doctorat:

Interactia compusi biologic activi - celule Tn
procesul de regenerare tisulara

Conducitor stiintific,

Dr. Elena Ganea

Doctorand,

Alexandra Gaspar-Pintiliescu

Bucuresti

2016



CUPRINS

INTRODUCERE $1 SCOPUL TEZEI 8

CAPITOLUL 1. MECANISME IMPLICATE iN REPARAREA SI
REGENERAREA LEZIUNILOR PIELIL. ROLUL COMPUSILOR NATURALI iN

ACEST PROQCES ...ttt ettt 12
1.1. Structura si functiile pielii 12
1.2. Fazele procesului de VINABCANE ...........cooiiiiiiiiiieieeie e 13
1.2.1. Hemostaza §i faza inflamatorie ......................ccccocoeviviiiiiiiiiiiieiniiiessiee e 14
1.2.2. Re-epitelizarea leziunilor §i formarea tesutului de granulatie .......................... 15
1.2.3. Remodelarea matricei extracelulare ..., 16
1.3. Mediatori implicati Tn procesul de regenerare ............eceeeecveesecsecssesssesssecsassaesans 19
1.3.1. FACLOFITL de CPESIEIe .....................vvveeeiiiee et 19
1.3.2.MetaloproteiNazele ... 21
1.4. Matrici utilizate in vindecarea ranilor 23
1.4.1. Matrici pe bazd de polimeri naturali §i Sintetici .....................ccc.ccccoovvvernneennn. 23
1.4.2. Matrici imbogatite cu compusi bioactivi din plante. Modularea procesului de
vindecare de catre polifenoli i polizaharide ..........................cc.cocoviviiiiniiiiiiiiiieen, 27
1.4.2.1. Proprietatile antioxidante ale polifenolilor §i polizaharidelor ..................... 29
1.4.2.2. Proprietatile antiinflamatoare ale polifenolilor .................cccocvveiiinicnnnnns 32
1.4.2.3. Potentialul imunomodulator al polizaharidelor ............c..ccccocvvvviiiiiiiiienennnn, 33
1.4.2.4. Activitatea antimicrobiana a polifenolilor si polizaharidelor ....................... 34
1.4.2.5. Potentialul angiogenic al polifenolilor §i polizaharidelor............................. 34
1.4.3. Substituenti naturali si artificiali de piele .......................c.ccccoocvviiiiiiininonnne. 35

CAPITOLUL 2. CELULE STEM IN REPARAREA SI REGENERAREA

TESUTULUI DERMAL ....uuuiiiiinuinnnnnsnensnesssnnsnssssessssssssesssassssssssnssssssssassssssiinssnissies 39
2.1. Celule stem — aSpPecte generale ..o 39
2.2. TIpuri de CelUIE STEBM .....c.eiiii e 39
2.3. Celule stem mezenchimale/stromale (MSC) ..o 40
2.4. Mecanismele prin care celulele stem mezenchimale contribuie la vindecarea
FANILOT aeviiirueiiiraninnsnnisssencsssenesssnnessssssssssssssssssssssssssasssssassssssssssssssssssssssssssssasssssasssssanssssssssnns 44
2.4.1. Actiunea paracrina a celulelor stem .........................c.ccoccvvviiiiiiiiiiiicn i, 47
2.4.2. Diferentierea si transdiferentierea celulelor stem .................................ocoen. 50
2.5. Modalitiati de livrare a celulelor stem cultivate ex vivo la nivelul leziunilor
............................................................................................................................................ 53
CAPITOLUL 3. MATERIALE SI METODE .......ccuiiinnvnriicissnriccsssnsnecssssnssesssssssecs 58
L IMAALETIAIE ... 58
3.2. Metode de caracterizare a extractelor vegetale de Artemisia absinthium ........... 58
3.2.1. Tehnici de extractie ....................ccccoouviiiiiiiiiiiiiiiii 58
3.2.2. Determinarea continutului de compusi biologic activi ...................................... 60
3.2.2.1. Metode SPeCtrOfOtOMELIICE ........couveiiiiiiie et 60
3.2.2.2. Cromatografia de lichide de inalta performanta (HPLC) ............ccccoveueennn. 61
3.2.2.3. Electroforeza capilara .................ccccooeuiiiiiiiiiiiiiiicii s 61



3.2.3. Metode de determinare a activitatii antioxidante ..............................c..coovennn, 62

3.2.3.1. Capacitatea de absorbtie a radicalului oxigen (ORAC) ..........ccccovvvvviiinnnnnn. 62
3.2.3.2. Echivalentul Trolox al capacitatii antioxidante (TEAC) .........ccccoceveeuenennnne. 62
3.2.3.3. Capacitatea antioxidantd de reducere a ionului feric (FRAP) ...................... 63
3.2.3.4. Capacitatea de inhibare a radicalului DPPH ............cccooiiiiiiiiiiiecieceee 63
3.3. Metode MICrobIOIOgICE .......cviiiiiiei e s 64
3.4. Metode specifice de caracterizare a biomaterialelor destinate vindecarii ranilor
............................................................................................................................................ 65
3.4.1. Obtinerea variantelor de biomateriale ................................c.ccoviiiiiiinininnns 65
3.4.2. Determinarea POYOZIALIL ..................ccccvviiiiiiiiiiiii s 65
3.4.3. Determinarea gradului de gonflare ... 65
3.4.4. Analiza gradului de biodegradare ............ccccoeivieiieieiic e 66
3.4.5. Evaluarea stabilititii biomaterialelor in timp ........................c..cooooeiiiiinnnnn, 66
3.5. Metodologia de lucru aplicata pe linia celulara de fibroblaste murine (NCTC)
............................................................................................................................................ 66
3.5.1. Cultura celulara si testarea viabilitatii extractelor de A. absinthium ............... 67
3.5.1.2. MICTOSCOPIA OPFICA ... s 67
3.5.1.3. TeStul ROSU NEULTLL .........oeeeieiieeeeeiiiee e et e e e e e rtte et taae e e s e e e e enres 67
3.5.1.4. Testul lactat dehidrogenazei (LDH) ........cccooiiiiininiiiieecse e 67
3.5.2. Inducerea stresului oxidativ in cultura celulard si tratamentul cu extract de A.
ADSINTNIUM Lot 68
3.5.2.1. Analiza ciclului CelUlar ............ccooiiiiii e 68
3.5.2.2. Evaluarea metaloproteinazelor matriciale(MMP) ..........ccooeiiiiiiniiiiieen, 69
3.5.3. Biocompatibilitatea variantelor de materiale .............cccccoevveieive e, 69
3.5.3.1. TESIUL MTT oottt nneeeenree e 70
3.6. Metodologia de lucru aplicatd pe linia celulara de monocite umane (THP 1)
............................................................................................................................................ 70
3.6.1. Cultura celulara si evaluarea activitatii antiinflamatoare a extractelor de A.
ADSINTNIUM Lo bbbt 70
3.6.1.2. Determinarea interleukinelor IL-1f si IL-6 .............ccccccoevveiieeiiieeceeiienn, 71
3.6.1.3. Analiza productiei de oxid nitric (NO) ...........ccccoeiiiiiiiiiiie e 71
3.7. Metodologia de lucru aplicata pe culturi celulare ale pielii (fibroblaste dermale
si Keratinocite UIMANE) ...........ccooiiiiiiii e 71
3.7.1. Cultivarea celulelor n variantele de biomaterial selectate ..............cc.ccoeevrenee 72
711 TESIUL MTS ettt nre e eraenneeneeas 72
3.7.1.2. TEStUl LIVE/DEAA ........ceuviiiiiieiitisiieeee e 72
3.7.2. Evaluarea sintezei proteinelor matriceale ... 73
3.7.2.1. Dozarea colagenului Tn culturi de celule ..........cccooovvieeiiciiiecc e 73
3.7.2.2. Dozarea fIDroneCtinel ..........cocoveiiiiiices e 73
3.7.3. Evaluarea capacititii antioxidante in vitro .........................cccccocviiiiiiininnnnn, 74
3.7.3.1. Determinarea cantitativa a glutationului total si a activitatii catalazei §i
QIUtAtION-S-trANSTEIAZET ....ccvviiii e 74
3.7.3.2. Determinarea CONfinUtUIUL DFOLEIC ..........ccooueiiieeiieiiii e 76
3.8. Metodologia de lucru aplicata pe cultura de celule stem mezenchimale umane
............................................................................................................................................ 76



3.8.1. Izolarea si cultivarea celulelor stem mezenchimale din tesut adipos uman

(NASC) et b e b bbb r e 76
3.8.2. Imunofenotiparea hASC prin citometrie Tn fluX ..., 76
3.8.3. Evaluarea potentialului adipogenic al hRASC .................cccocovioiiiiiinininnnn, 77
3.8.4. Evaluarea potentialului osteogenic al hASC .......................c.cccoooiiiiiiiiiniinnnn, 77

3.8.4.1. Microscopia de fIUOFeSCENLA ........cc.cuvuiiiiiuiiiiiii i 77
3.8.5. Evaluarea potentialului epidermal al hASC in sistem 2D ................................ 78
3.8.5.1. Extractia ARN total si reactia de polimerizare in lant prin revers transcriere

(RT=PCR) ettt b ettt ne e st e e bt e reesbeenbeeneenreesteeneenreas 78
3.8.6. Evaluarea potentialului epidermal al hASC in sistem 3D ............................... 79

3.8.6.1. Microscopia electronica de transmisie (TEM) .......ccoovviiiniiiiic e 80
3.8.6.2. Microscopia electronica de baleiaj (SEM) ............ccccooviioiiniiiiiieniiiiicnce 80
3.8.7. Elaborarea sistemelor de CO-culturd .................ccccouvenioiineiiiiiiciiiseeeene 80

3.9. Evaluarea activitatii biologice in vivo a variantei de biomaterial selectat .......... 82

3.10. ANAliza StAtiStICA ...coueeveesuiererisensunisensissaicsensesssissessessstssssssesssssssssssssssssssssesssssssssaes 82

CAPITOLUL 4. REZULTATE SI DISCUTII ....ccceininsuisrensecsuncsessaecssnssssssesssessnssassnns 83

4.1. Obtinerea si caracterizarea chimica si biochimica a unor extracte de Artemisia
absinthium cu potential antioxidant, antiinflamator, citoprotector si antimicrobian

............................................................................................................................................ 83
4.1.1. Determinarea continutului de compusi biologic activi din extractele de A.
ADSTNTNIUM Lo 84
4.1.2. Evaluarea activitatii antioxidante a extractelor de A. absinthium bogate in
polifenoli (Pf) si in polizaharide (Pg) ...............cccccccoooviiiiiiiiiiiiii 91
4.1.3. Evaluarea citotoxicititii extractelor Pf si Pz de A. absinthium ......................... 93
4.1.4. Evaluarea activitatii antiinflamatoare a extractelor Pf si Pz de A. absinthium
............................................................................................................................................ 97
4.1.5. Evaluarea capacitatii antioxidante a extractului Pf de A. absinthium utilizind
un model de stres oxidativ iNdUS IN VITrO ........c.cooeiiirieiinineeeeese e 100
4.1.5.1. Efectul tratamentului cu extract Pf asupra ciclului celular al fibroblastelor
IMUTINE .ottt et R et b ettt r e et r e en e b nn e 104
4.1.5.2. Efectul tratamentului cu extract Pf asupra expresiei/activitatii MMP......... 106
4.1.6. Evaluarea efectului antimicrobian al extractului Pf de A. absinthium .......... 108
A. 1.7, CONCIUZIT .o s 110

4.2. Demonstrarea utilitatii si functionalitatii unor variante de biomateriale 3D
multifunctionale in procesul regenerativ de vindecare a ranilor pe modele

experimentale in VItro $i N VIVO ... s 112
4.2.1. Obtinerea si caracterizarea unor variante de biomateriale ............................. 113
4.2.1.1. Caracterizarea fizico-chimica si ultrastructurald ..................cc.coeevueeen.nn. 115
4.2.1.2. Evaluarea gradului de biodegradabilitate ...........c.cccccoovviiiiiiiiiii e, 121
4.2.1.2.Evaluarea stabilitatii materialelor in timp .............c.cccoeeviieniiniicnieiiecnn 122
4.2.1.3. Evaluarea citotoXiCitatii il VIIFO .........cccccouvveiiiiiiiiiiieii e 123
4.2.2. Evaluarea activitdtii biologice in vitro a variantelor de biomateriale in sisteme
2D FE 3D ..ot 126
4.2.2.1. Efectul biomaterialelor asupra productiei de proteine ale matricei
extracelulare in culturi 2D de fibroblaste dermale si keratinocite ..............c..cccoeveune..e. 126



4.2.2.2. Interactia variantelor de biomateriale cu fibroblaste dermale si keratinocite

TNUSISTEM 3D . 129
4.2.2.3. Efectul biomaterialelor asupra nivelului de glutation redus si a activitatii
enzimatice a catalazei si glutation-S-transSferazel .........c.ococvevevieiiv i 135
4.2.3. Evaluarea activitdtii biologice in vivo a variantei de biomaterial selectat ......137
4.2.4 CONCIUZIT vt 140

4.3. Izolarea celulelor stem mezenchimale umane din tesut adipos (hASC) si
diferentierea lor in celule epidermale. Interactia hASC cu keratinocite umane in
SIStEME de CO-CUMULA .uuueeuereeennncnnnenennnenssessnsaen e 142

4.3.1. Caracterizarea NASC ... 143
4.3.1.1. Analiza morfologiei CelUlare ...........cccoviiiiiiii 143
4.3.1.2. Determinarea imunofenotipului hASC ..., 144
4.3.1.3. Evaluarea potentialului de multidiferentiere in vitro al hASC .................... 145

4.3.2. Capacitatea de diferentiere in vitro a hASC n celule epidermale Tn sisteme 2D

L5 7 ) PP U TP URRPPPURTPR 147
4.3.2.1. Analiza morfologiei celulare T SiStem 2D ........cccoovevevieiice e, 147
4.3.2.2. Analiza secretiei markerilor specifici prin imunofluorescenta in sistem 2D

.......................................................................................................................................... 148
4.3.2.3. Analiza expresiei markerilor specifici prin RT-PCR in sistem 2D .............. 148
4.3.2.4. Investigarea diferentierii hASC n sistem 3D n mediu inductor epidermal

DVIN TEM ST SEM ... 150
4.3.2.5. Investigarea expresiei markerilor specifici prin RT-PCR in sistemul 3D

.......................................................................................................................................... 154

4.3.3. Interactia celulelor hASC si HaCaT in sisteme de co-culturi ........................ 155
4.3.3.1. Analiza proliferarii celulare in sistemul indirect de co-cultura hASC-HaCaT

.......................................................................................................................................... 156
4.3.3.2. Analiza interactiei celulare in sistemul direct de co-cultura hASC-HaCaT

.......................................................................................................................................... 157

4,34, CONCIUZIT oottt bbb 160

CONCLUZII GENERALE ... s 162

BIBLIOGRAFIE ... ettt 164

LISTA DE LUCRARI ...uueuuinrinnsennenssssssssssnssenssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 195

ABREVIERI ...ttt et nree s 197



INTRODUCERE $1I SCOPUL TEZEI

Pielea reprezinta principala bariera de protectie a organismului impotriva agresiunilor din
mediul inconjurator. Radiatiile solare, toxinele, temperaturile extreme, invazia
microorganismelor patogene sau traumele mecanice pot afecta integritatea pielii
producand leziuni superficiale sau profunde la nivelul acesteia. Vindecarea rapida a
acestor leziuni este esentiald pentru restabilirea functiilor tesutului afectat si consta intr-0
cascada de evenimente celulare, a caror evolutie depinde in special de caracteristicile
ranii.

Tratamentul standard in cazul ranilor profunde il reprezinta transplantul cu grefe de piele
autologe, insd accesul pacientilor la acest tratament este intr-o mare masura limitat.
Domeniul ingineriei tisulare ofera insa alternative promitatoare, prin realizarea unor
substituenti echivalenti de piele sau a unor matrici acelulare biocompatibile si resorbabile
de tipul pansamentelor, menite sa accelereze procesul de vindecare al ranilor. Desi o
parte dintre aceste produse se comercializeaza deja, existd o preocupare intensa pentru
dezvoltarea altor materiale destinate regenerdrii tisulare care sa compenseze
dezavantajele produselor existente.

Cele mai multe materiale folosite in prezent au la baza biopolimeri naturali de tipul
colagenului, acidului hialuronic, chitosanului, alginatilor sau elastinei, substante naturale
care ulterior pot fi asimilate de organism, atunci cand noul tesut este regenerat. De cele
mai multe ori aceste produse regenerative pot incorpora Tn compozitia lor antibiotice,
peptide, factori de crestere, plasmad imbogatita cu trombocite (PRP), celulele stem proprii
pacientului sau extracte de origine vegetala.

Compusii naturali, izolati din plante au un potential mare Tn regenerarea tisulara, insa
utilizarea lor conform medicinei traditionale, necesita validare stiintifica pentru
elucidarea principiilor active si mecanismelor prin care acestea stimuleaza vindecarea
ranilor. Eficienta plantelor in tratamentul ranilor se datoreaza in special activitatii
antimicrobiene i antioxidante atribuite fitoconstituentilor de tipul triterpenelor,
alcaloizilor, flavonoidelor, taninurilor, saponinelor sau polizaharidelor, prezenti in
extractele vegetale.

Un alt domeniu de interes pentru regenerarea tisulara il reprezintd cel al terapiilor

celulare, unde celulele stem ies in evidenta datorita perspectivelor promitatoare de



utilizare la nivel clinic. Celulele stem sunt celule nediferentiate cu o capacitate
proliferativa extinsa, cu posibilitatea de auto-reinnoire si de diferentiere in diferite tipuri
celulare.

In prezenta tezi de doctorat, ne-am propus realizarea unor matrici bioresorbabile pe bazi
de componente naturale de origine animala si vegetala destinate regenerarii pielii lezate,
cu rol de pansament si/sau transportor de celule la situsul leziunii tegumentului. Tn acest
scop au fost studiate urmatoarele aspecte:

> Determinarea principalelor clase de compusi biologic activi din extracte vegetale
bogate in polifenoli si polizaharide obtinute din specia Artemisia absinthium.

» Evaluarea activitatilor biologice: antioxidante, antiinflamatoare, citoprotectoare si
antimicrobiene a extractelor vegetale obtinute.

> Elaborarea unor biomateriale poroase 3D pe baza de colagen si agaroza
imbogatite cu extracte polifenolice si polizaharidice izolate din specia Artemisia
absinthium precum si caracterizarea acestora din punct de vedere ultrastructural,
biochimic si biologic.

» Demonstrarea functionalitatii variantelor de biomateriale ca potentiale
pansamente in repararea $i regenerarea tesutului dermal utilizand teste asociate procesului
de vindecare in vitro si in vivo.

» Obtinerea unei culturi de celule stem din tesut adipos uman, cu caracteristici
specifice celulelor mezenchimale (MSC).

» Elaborarea unui protocol de diferentiere al celulelor stem mezenchimale in celule
epidermale in sistem 2D (placa de cultura) si 3D (matrice de colagen imbogatita cu
extract vegetal de Artemisia absinthium).

» Evaluarea interactiei celulelor stem mezenchimale cu keratinocite epidermale
umane 1n sisteme de co-cultura in vederea elaborarii unui model experimental in vitro
menit sa reproduca cat mai fidel mediul in vivo.

Toate experimentele realizate au urmarit selectia variantelor de structuri tridimensionale
optime pentru repararea si regenerarea tesutului dermal lezat, acestea putand functiona ca
pansament pentru rani, dar si ca sistem de cultivare ex vivo a celulelor, respectiv

transportor celular la nivelul leziunii tegumentului.



Lucrarea este constituita din 4 capitole, Tn primele doua sunt prezentate cele mai noi date
din literatura legate de strategiile abordate in prezent in tratamentul ranilor pielii, iar
urmatoarele doua cuprind partea originala a tezei si anume materialele si metodele
utilizate n studiul experimental precum si rezultatele si discutiile aferente.

Primul capitol prezinta mecanismele implicate in repararea si regenerarea leziunilor
pielii precum si principalii mediatori implicati in acest proces. Sunt sintetizate apoi cele
mai noi date din literatura de specialitate referitoare la matricile utilizate Tn vindecarea
ranilor, punandu-se accent n special pe cele care au in compozitie compusi de origine
vegetala de tipul polifenolilor si polizaharidelor si modalitatea prin care acestia pot
modula repararea sau regenerarea tegumentului lezat.

Capitolul al doilea cuprinde aspecte generale ale celulelor stem mezenchimale, fiind
prezentate de asemenea mecanismele de actiune ale acestora in procesul de vindecare cu
exemple concrete ale cercetarilor actuale.

Tn capitolul al treilea sunt descrise materialele si metodologia de lucru utilizate n

studiul experimental.

CAPITOLUL 4. REZULTATE SI DISCUTII

4.1. Obtinerea si caracterizarea chimica si biochimica a unor extracte de Artemisia
absinthium cu potential antioxidant, antiinflamator, citoprotector si antimicrobian
Cercetari privind potentialul extractelor de A. absinthium in repararea si regenerarea
tesutului pielii lezate nu au fost realizate pana in prezent astfel ca in capitolul de fata s-a
realizat un studiu fitochimic al unor extracte de A. absinthium L. (pelin) bogate n
polifenoli si polizaharide, urmarindu-se in acelasi timp si evaluarea activitatii lor
antioxidante, antiinflamatoare, citoprotectoare si antimicrobiene.

S-au stabilit tehnici extractive optime pentru obtinerea a doud tipuri de extracte vegetale
bogate in polifenoli si patru fractii polizaharidice de A. absinthium. Tn urma
determindrilor cantitative a principalilor constituenti, au fost selectate doud tipuri de
extracte, unul bogat in compusi polifenolici (Pf) si altul bogat in polizaharide (Pz). Tn
continuare, cele doud extracte Pf si Pz au fost analizate pentru identificarea si dozarea
principalilor compusi polifenolici, respectiv. monozaharidici. Rezultatele obtinute

evidentiaza ca extractul Pf este bogat in quercetina, luteolina, apigenina si acid cafeic in



timp ce extractul Pz contine cantitati semnificative de xiloza, glucoza, ramnoza si acid
glucuronic. Cele doua extracte au fost apoi evaluate din punct de vedere al capacitatii
antioxidante exercitate. Activitatea antioxidantd este parametrul cheie utilizat in
caracterizarea diferitelor produse nutritionale, plantelor sau componentelor lor bioactive.
Evaluarea comparativa a capacitatii antioxidante a celor doua extracte prin 4 metode
complementare (ORAC, TEAC, FRAP, DPPH) a demonstrat ca valorile activitatii
antioxidante a extractului Pf sunt mai mari comparativ cu cele ale extractului Pz.

Tn prezent, testele in vitro pe culturi celulare reprezinta punctul de plecare n cercetarea
farmacologica a plantelor. Testarea in vitro a extractelor Pf si Pz de A. absinthium pe o
linie celulara stabilizata de fibroblaste (NCTC) a permis selectarea domeniului de
concentratii necitotoxice cuprins Tintre 10-500 pg/mL, concentratii utilizate Tn
experimentele ulterioare. Activitatea antiinflamatoare a extractelor vegetale selectate a
fost evaluata pe o linie celulara de promonocite umane THP-1, determinandu-se cantitativ
nivelul de interleukine pro-inflamatoare si productia de oxid nitric. Rezultatele au
evidentiat faptul ca tratamentul cu extract Pf si Pz aplicat pe celulele THP-1 stimulate cu
LPS a indus inhibarea productiei de citokine pro-inflamatoare IL-6 si IL-1p eliberate in
mediul de cultura, indicand capacitatea imunomodulatoare exercitatd la nivel celular de
aceste extracte vegetale. De asemenea, concentratiile de 100 si 300 pg/mL extract Pf,
respectiv Pz au inhibat productia de oxid nitric.

Tn continuare a fost evaluat efectul citoprotector al extractului bogat in polifenoli pe un
model experimental in vitro de inducere a stresului oxidativ cu peroxid de hidrogen,
urmarindu-se  influenta asupra  viabilitatii, ciclului  celular i activitatii
metaloproteinazelor matriciale (MMP). Au fost propuse 2 modele experimentale: in
primul, celulele au fost tratate simultan cu peroxidul de hidrogen si diferite concentratii
de extract Pf (co-tratament) si in cel de-al doilea, celulele au fost tratate cu diferite
concentratii de extract Pf, timp de 24 h si, apoi, au fost expuse peroxidului de hidrogen
(pre-tratament). Luand Tn considerare valorile viabilitatii celulare determinate prin testul
Rosu Neutru si cele ale activitatii LDH obtinute in cadrul celor doua modele
experimentale, s-a demonstrat ca, doar in cazul pre-tratamentului, extractul de pelin a
reusit sa protejeze celulele fibroblaste de toxicitatea H,O,, sugerand potentialul preventiv

al acestuia in tratamentul celulelor afectate de speciile reactive de oxigen (Figura 19, 20).
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Figura 19. Efectul extractului Pf de A. absinthium asupra culturii de fibroblaste
stresate dupa co-tratament si pre-tratament, evaluat prin testul Rosu Neutru.
Analiza rezultatelor prin Student’s paired t-test a prezentat diferente statistic
semnificative ale viabilitatii celulare, comparativ cu proba control (#p<0,01) si

proba cu peroxid de hidrogen (*p<0,05, **p<0,01).
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Figura 20. Efectul extractului Pf de A. absinthium asupra culturii de fibroblaste
stresate dupa co-tratament si pre-tratament, evaluat prin metoda LDH. Analiza
rezultatelor prin Student’s paired t-test a prezentat diferente statistic semnificative
ale eliberarii enzimei LDH comparativ cu proba control (#p<0,01) si proba cu
peroxid de hidrogen (*p<0,05, **p<0,01).

10



Cele doua modele experimentale au fost monitorizate si morfologic cu ajutorul
microscopiei optice. Celulele co-tratate cu diferite concentratii de extract de pelin si 50
MM H,0, prezinta o morfologie alterata, cu un aspect degenerat (Figura 21 B), fiind
foarte asemanatoare cu cele tratate doar cu H,O, (Figura 21 A) (Craciunescu si colab.,
2012).

In schimb, fibroblastele pre-tratate cu concentratii de extract Pf pana in 300 pg/mL
prezintd un aspect morfologic normal, alungit, avand o distributie omogena 1n placa de
cultura (Figura 21 D), asemanatoare martorului de culturd netratat (Figura 21 C)
(Craciunescu si colab., 2012). Nu s-au evidentiat corpi apoptotici, iar unele celule se afla

n procesul de diviziune celulara.
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Figura 21. Imagini de microscopie optica care prezinta aspecte morfologice ale
fibroblastelor NCTC tratate cu H,O, (A), co-tratate cu Pf 10 pg/mL si H,O, (B),
netratate (C) si pre-tratate cu Pf 300 pg/mL (D). Coloratie Giemsa (10x).

In cazul pre-tratamentului, rezultatele au aratat mentinerea viabilitatii celulare la valori

mai mari de 80%, secretia de LDH sub 10%, distributia fazelor ciclului celular similara
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martorului si inhibarea activitatii gelatinazelor. Toate aceste date au demonstrat
capacitatea antioxidanta a extractului Pf de A. absinthium si potentialul acestuia de a fi
utilizat in tratamentul ranilor tesutului dermal.

Rezultatele obtinute Tn urma testarii activitatii antimicrobiene a extractului Pf de pelin au
indicat ca acesta prezinta activitate microbiostatica la concentratia de 13 mg/mL asupra
majoritatii culturilor microbiene aflate in suspensie, inclusiv asupra tulpinii de Candida
albicans. Tn schimb, culturile microbiene aderate sub forma de biofilme au fost moderat
inhibate de catre extractul de pelin, cele mai susceptibile tulpini fiind cele de S. aureus si

B. cereus.

4.2. Demonstrarea utilitatii si functionalititii unor variante de biomateriale 3D
multifunctionale in procesul regenerativ de vindecare a ranilor pe modele
experimentale in vitro si in vivo

Tn subcapitolul de fata, s-a urmarit obtinerea si caracterizarea ultrastructurala, fizica si
biochimica a unor noi variante de biomateriale pe baza de colagen si agaroza Tmbogatite
cu componente vegetale extrase din specia A. absinthium, destinate regenerarii tesutului
dermic lezat. Biocompatibilitatea matricilor colagenice a fost evaluata pe o linie
stabilizata de fibroblaste murine, iar efectul acestora asupra sintezei de proteine ale MEC
a fost studiat pe culturi de fibroblaste dermale si keratinocite umane. De asemenea, s-a
determinat gradul de proliferare al celor doua tipuri celulare caracteristice pielii umane,
cultivate in sistem 3D, prin injectare in biomaterialele obtinute. In plus, variantele de
biomateriale au fost testate pe un model experimental de stres oxidativ in vitro pe culturi
de celule specifice pielii

S-au obtinut 6 variante de biomateriale pe baza de colagen si 2 pe baza de agaroza
Tmbogatite cu extracte vegetale izolate din specia A. absinthium, respectiv C2Pf, C5Pf,
C10Pf, C20P, C10Pf20Pz, C20Pz, C2Ag si C2Agl0Pf. Acestea au fost conditionate sub
forma de structuri poroase 3D si au fost reticulate prin expunere la radiatii UV, timp de 4
h (Figura 24).

12



Figura 24. Material poros pe baza de colagen si extract Pf de A. absinthium, vedere

laterala (stanga), vedere de sus (dreapta).

Biomaterialele 3D obtinute au fost caracterizate fizico-chimic prin determinarea gradului
de gonflare si a porozitatii, precum §i biochimic, prin evaluarea rezistentei matricilor la
actiunea colagenazei. Variantele de probe studiate au prezentat valori ale porozitatii si
dimensiunii porilor mai mici, comparativ cu proba de COL. De asemenea biomaterialele
poroase au prezentat dimensiuni variabile ale porilor, in domeniul 50-200 pm, dimensiuni
ce faciliteaza migrarea si aderarea celulelor in interiorul structurii acestora. In schimb
evaluarea gradului de gonflare al materialelor a aratat ca acesta a fost dependent de
cantitatea de compusi activi din extractele vegetale adaugate astfel ca toate variantele
asociate cu extracte vegetale au prezentat un grad de gonflare mai mare decat cel al COL,
avand o capacitate mare de absorbtie a lichidului.

Stabilitatea materialelor colagenice s-a evaluat in urma incubarii acestora cu colagenaza
bacteriana (izolata din Clostridium hystoliticum). Rezultatele obtinute au indicat faptul ca
ca asocierea colagenului cu extractele de A. absinthium a determinat cresterea rezistentei
biomaterialelor la degradarea enzimatica, imbunatatind stabilitatea lor Tn timp. Cele mai
putin susceptibile probe la actiunea colagenazei au fost cele care au avut in compozitie
cantitati semnificative de extract Pf, respectiv C2Pf, C5Pf si C1OPf. S-a aratat de
asemenea, ca eliberarea compusilor biologic activi de catre variantele testate a avut loc Tn
decursul a 3 zile, reflectdnd functia activa prelungita a acestor materiale.

etapa fundamentala in stabilirea sigurantei si aplicabilitatii produselor respective. Testele
de biocompatibilitate realizate Tn conformitate cu standardul SR-EN-ISO 10993-5
(destinat evaluarii biologice a dispozitivelor medicale) au indicat faptul ca variantele de
biomateriale obtinute CS5Pf, C10Pf, C20Pf, C20Pf, C20Pz, C10Pf20Pz, C2Ag si
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C2Ag10Pf nu sunt citotoxice, cu exceptia variantei C2Pf care s-a dovedit citotoxica in
cultura de fibroblaste NCTC (Figura 29).
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Figura 29. Viabilitatea fibroblastelor cultivate cu extractul variantelor de materiale,
evaluata prin testul MTT. Analiza rezultatelor prin Student’s paired t-test a
prezentat diferente statistic semnificative (*p<0,05) ale viabilitatii celulare,

comparativ cu proba control.

Aplicabilitatea materialelor nou obtinute in repararea si regenerarea tesutului dermal a
fost testata in vitro pe culturi de celule ale pielii. Studiul pe culturi 2D de fibroblaste
dermale si keratinocite a demonstrat ca probele C10Pf si C10Pf20Pz au stimulat sinteza
de proteine specifice matricei extracelulare, colagen tip I, colagen tip IV si fibronectina.
In cazul injectdrii celulelor in materialele 3D poroase, fibroblastele dermale si
keratinocitele au proliferat intens in variantele C10Pf, C10Pf20Pz si C2AglOPf dupa 5
zile de incubare. Imaginile de microscopie de fluorescenta au relevat faptul ca celulele au
populat toate materialele, pastrandu-si morfologia tipica cu prelungiri citoplasmatice in
cazul fibroblastelor si forma poligonala pentru keratinocite.

Tn procesul de regenerare tisulara, un rol esential 1l au antioxidantii endogeni, atat cei ne-
enzimatici de tipul glutationului (GSH), acidului ascorbic sau vitaminei E, cét si cei
enzimatici reprezentati de enzime de tipul catalazei (CAT), superoxid dismutazei (SOD),

glutation-S-transferazei (GST) sau glutation peroxidazei (GPX). Mentinerea unui nivel
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ridicat al acestor antioxidanti ar putea accelera procesul de vindecare a leziunilor pielii. In
studiul de fata, a fost determinat nivelul de GSH total, precum si activitatea enzimatica a
CAT si GST secretate de fibroblastele dermale si keratinocitele incubate cu variantele de
materiale si expuse ulterior, unui stres oxidativ generat de adaugarea peroxidului de
hidrogen. Rezultatele obtinute au aratat ca variantele de materiale Tmbogatite cu extract
Pf de A. absinthium au aratat cd acestea au protejat celulele impotriva stresului oxidativ
indus de peroxidul de hidrogen, stimuland antioxidantii endogeni GSH, CAT si GST,
probabil prin intermediul fitoconstituentilor prezenti in extractul de pelin.

Tn studiul de fata, varianta optima de material, C10Pf a fost evaluati in vivo pe un pacient
voluntar prezentand o ulceratie cronica, la nivelul fetei posterioare a gambei dreapte.
Rana pacientului tratatd cu pansament pe baza de colagen si pelin, C10Pf a fost
examinata, iar contractia ranii a fost masurata la 0, 7, 14, 21, 28, 35 zile de la inceperea

tratamentului (Figura 38).
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Figura 38. Contractia ranii evaluata in procente pe perioada tratamentului cu
varianta C10Pf.

S-a observat reducerea defectului tegumentar treptat, prin epitelizare marginala din ziua
7, pe tot parcursul tratamentului, pana in ziua 35 cand leziunea a fost inchisa complet.
Rezultatele au demonstrat ca proba C10Pf a stimulat procesul de vindecare, fara

complicatii si fara riscuri de infectii microbiene.
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4.3. Izolarea celulelor stem mezenchimale umane din tesut adipos (hASC) si
diferentierea lor in celule epidermale. Interactia hASC cu keratinocite umane n
sisteme de co-cultura

Obiectivul prezentului subcapitol I-a reprezentat izolarea celulelor stem mezenchimale
din tesut adipos uman (hASC), caracterizarea acestora din punct de vedere
imunofenotipic, evaluarea potentialului adipogenic si osteogenic, precum si diferentierea
in vitro a acestora in celule epidermale n sistem 2D si 3D. In plus, a fost investigata si
interactia dintre hASC si keratinocite umane Tn sisteme de co-cultura, in vederea evaluarii
rolului acestor celule n stimularea procesului de vindecare a ranilor pielii.

Analiza morfologiei celulare a aratat ca celulele obtinute din tesut adipos au aderat la
suprafata placii de cultura formand colonii si au atins confluenta dupa aproximativ 14 zile
de la cultivare, prezentand o morfologie alungita, de tip fibroblast. Tn continuare, celulele
izolate au fost testate prin citometrie in flux pentru evaluarea proprietatii acestora de a
exprima antigene de suprafata specifice MSC. Rezultatele analizei fenotipului celular au
aratat ca hASC izolate sunt pozitive pentru markerii CD73, CD90 si CD105 si negative
pentru markerul hematopoietic CD34 (Gaspar si colab., 2016).

Toate aceste date au aratat ca celulele izolate din tesut adipos au prezentat caracteristicile
specifice MSC, aderand la suprafete din plastic, formand colonii si exprimand markeri de

suprafata tipici.

Capacitatea de diferentiere in vitro a hASC in celule epidermale in sisteme 2D si 3D

In studiul de fata, procesul de diferentiere a hASC in celule epidermale, de tip
keratinocite a fost initiat utilizand un mediu de cultura suplimentat cu un amestec de
substante stimulatoare: CaCl,, insulina, hidrocortizon, EGF si KGF. In plus, a fost
investigata capacitatea de diferentiere a hASC dupa injectare intr-un material 3D poros
(varianta optima de material C1OPf) si cultivare in mediul inductor specific.

Expresia proteinelor specifice celulelor epidermale, citokeratina 19 (CK19) si involucrina
(IVL) in celulele diferentiate a fost evaluata prin tehnici de imunofluorescenta. S-a
observat ca celulele stem cultivate Tn mediu de diferentiere epidermald, timp de 21 de zile
au fost pozitive pentru cei doi markeri, la fel ca si keratinocitele liniei HaCaT (Figura
44). n schimb, celulele stem cultivate in mediu de culturd normal nu exprima cei doi

markeri (Figura 44). Vimentina, o proteina specifica celulelor cu fenotip mezenchimal, a
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fost identificatd doar in celulele stem crescute in mediu de culturd normal (Figura 44).
Keratinocitele liniei HaCaT, precum si celulele diferentiate nu au exprimat vimentina
(Figura 44), acest lucru indicand faptul ca fenotipul mezenchimal a fost inlocuit cu cel
epidermal (Gaspar si colab., 2016).

La nivel de gena, analizele RT-PCR au aratat ca celulele stem cultivate in mediu de
diferentiere au exprimat cei doi markeri specifici keratinocitelor, CK19 si IVL, spre
deosebire de celulele stem crescute in mediu normal in care acestia nu au fost identificati

(Figura 45) (Gaspar si colab., 2016).

HaCaT Celule diferentiate hASC

CK19 ---
i — —
IVL -H-H-H

VIM --
— —

Figura 44. Detectia markerilor specifici keratinocitelor, CK19 si IVL (bara

reprezinta 50 um) si a markerului specific celulelor mezenchimale, VIM (bara
reprezinta 100 um), prin imunofluorescenta in culturi celulare de HaCaT, hASC si

hASC cultivate Tn mediu de diferentiere epidermala, timp de 21 de zile.
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Figura 45. Analiza expresiei markerilor CK19 si IVL de catre celulele stem cultivate
Tn mediu de diferentiere epidermala, in mediu normal de cultura (hASC) si de catre
keratinocite HaCaT, evaluata prin RT-PCR.

Expresia markerilor CK19 si IVL, specifici keratinocitelor a fost analizata prin RT-PCR
pentru celulele stem inglobate in sistemul 3D (C10P) si cultivate in mediu de diferentiere
epidermala. Cei doi markeri au fost detectati in celulele diferentiate, nivelul expresiei lor
fiind diferit (Figura 49). CK19, fiind un marker timpuriu al diferentierii a fost mai

pronuntat comparativ cu IVL, care este un marker terminal de expresie.

GAPDH

CK19

INV

Figura 49. Analiza expresiei markerilor CK19 si IVL in celulele stem in sistemul 3D,

cultivate n mediu de diferentiere epidermali, evaluata prin RT-PCR.
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Dupa 21 de zile de cultivare, imaginile SEM au evidentiat celule cu o morfologie
rotunda, apropiate fenotipului epidermal, cu dimensiuni cuprinse intre 10-15 pm si
prelungiri citoplasmatice in timp ce imaginile TEM, au prezentat un aspect polimorf,
evidentiindu-se celule poligonale, rotunde sau fibroblastice precum si filamente
distribuite n citoplasma celulara, o caracteristica specifica keratinocitelor.

Studiul de fata demonstreaza ca celulule stem izolate din tesut adipos uman incubate in
mediu de cultura inductor specific se diferentiaza Tn keratinocite atat in sistem 2D, cét si
n sistem 3D. Spre deosebire insa de sistemul 2D, materialul 3D are avantajul ca poate

servi si ca transportor de celule la situsul unei eventuale leziuni.

Interactia celulelor hASC si HaCaT in sisteme de co-cultura

Sistemele de co-cultura Tncearca sa reproduca cat mai mult nisa celulara existenta la
nivelul tesuturilor vii, utilizandu-se n special in studiul interactiunilor celulare, unde se
monitorizeaza dinamica migrarii, proliferarii, inhibarii sau diferentierii celulare. Tn
studiul de fata, s-au utilizat doua sisteme de co-cultura al celulelor stem hASC cu celulele
HaCaT, unul ce utilizeaza contactul indirect prin intermediul unui sistem Transwell si
altul ce foloseste contactul direct.

Tntr-o prima etapa, s-a evaluat proliferarea celulara a celor doua populatii de celule aflate
in fiecare compartiment al sistemului Transwell, folosind testul MTT. Rezultatele au
aratat o crestere semnificativa a proliferarii celulelor HaCaT co-cultivate cu hASC
comparativ cu celulele HaCaT control, la 24, respectiv 72 h de cultivare (Gaspar si
colab., 2016). Mai mult, in cazul celulelor stem hASC co-cultivate s-a observat o
proliferare celulara foarte intensa, comparativ cu proba control, la 24 h de la inceperea
experimentului.

In cel de-al doilea experiment s-a utilizat un sistem de co-cultura direct al hASC-HaCaT
si s-a investigat distributia ciclului celular prin citometrie n flux al celor doua populatii,
dupa 24, respectiv 72 h de co-cultivare. Rezultatele au aratat o dublare a numarului de
celule aflate in faza G2/M, atét pentru celulele stem cat si pentru keratinocite, comparativ
cu probele control. Acest lucru indica faptul ca factorii solubili secretati in mediul de
cultura de fiecare tip celular, au avut un efect pozitiv asupra proliferarii celulare. Efectul
stimulant al celulelor stem asupra proliferarii keratinocitelor co-cultivate a fost evidentiat

si Tn cazul sistemului Transwell utilizat.
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Figura 51. Histogramele corespunzitoare continutului de ADN, rezultate in urma
prelucriirii in softul de analizi MODFIT™™. Analiza rezultatelor prin Student’s

paired t-test a prezentat diferente statistic semnificative intre perechi proba-control

(*p<0,05).

Toate aceste date au demonstrat ca interactiunea in vitro dintre celulele stem

keratinocite ar putea stimula procesul de vindecare in vivo.

CONCLUZII GENERALE
Obiectivele propuse in acest studiu au fost Tndeplinite in intregime, conducénd
urmadtoarele concluzii:

v' Extractele polifenolice (Pf) si polizaharidice (Pz) de A. absinthium utilizate la
obtinerea biomaterialelor au fost analizate, demonstrandu-se prezenta unor cantitati
semnificative de acizi polifenolici si flavonoide (acid cafeic, quercetina, luteolina si
apigenind), respectiv acizi uronici si glucide (acid glucuronic, xiloza, glucozad si
ramnoza), compusi responsabili cel mai probabil de activitatile antioxidante,
antiinflamatoare, citoprotectoare si antimicrobiane. Proprietatile biologice atribuite
extractelor vegetale ar putea explica mecanismele prin care acestea actioneaza in
procesul de reparare a leziunilor pielii, indicand in cazul de fata potentialul regenerativ
al extractului Pf. Pana in prezent, nu a fost mentionat in literatura de specialitate
efectul antiinflamator si citoprotector exercitat de extractele de A. absinthium in vitro.

v" Noile variante de materialele compozite, pe baza de colagen si agaroza,

imbogatite cu extracte de A. absinthium au prezentat proprietati considerabil

si

la
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imbundtdtite, comparativ cu proba de colagen neasociat, favorizand astfel infiltrarea
celulara, posibilitatea de drenare a exudatului ranii, precum si stimularea formarii de
tesut nou, caracteristici importante in functionarea unui produs destinat vindecarii
ranilor pielii.

v n prezenta biomaterialelor a fost stimulat metabolismul fibroblastelor dermale
si keratinocitelor, celule cheie implicate Tn vindecarea leziunilor, fiind favorizata
secretia de proteine specifice matricei extracelulare precum si productia de
antioxidanti endogeni.

v S-a demonstrat capacitatea variantei optime de material colagenic imbogitit cu
extract Pf de a servi ca pansament in vivo, dar si ca transportor de celule in cazul
injectarii hASC Tn matricea polimerica si incubarii in mediu inductor epidermal.

v’ Capacitatea de diferentiere a celulelor stem mezenchimale izolate din tesut
adipos in celule epidermale precum si abilitatea lor de a crea un mediu stimulant
pentru celulele endogene prin productie de factori bioactivi, sugereaza posibilitatea
utilizarii lor in terapiile celulare destinate reparirii si regenerdrii tegumentului lezat. in
datele din literatura nu am identificat nici un studiu care sa compare diferentierea
hASC in celule epidermale in sistem 2D si 3D. In plus, protocolul de diferentiere a
fost utilizat pentru prima data pe celule de origine umana.

Rezultatele obtinute in aceastd lucrare aduc o contributie importantd la dezvoltarea de
noi biomateriale destinate medicinei regenerative si la evaluarea potentialului lor
terapeutic pe modele experimentale in vitro. De asemenea, au fost extinse metodele de
validare a compusilor terapeutici de origine vegetald, incurajand utilizarea lor ca
adjuvanti alaturi de tratamentele medicale consacrate, valorificand in acelasi timp

resursele naturale.
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