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. Introduction

This external evaluation report was drafted by Prof. Sokratis Katsikas, Norwegian University of Science
and Technology. It reports on the findings and assessment of the doctoral study domain “Computers and
Information Technology” at Academia Romana that resulted from the periodic external evaluation of
doctoral study domains. The evaluation was carried out in the period 25 October — 19 November 2021 -
see Annex | - in a mixed manner (all meetings were held online, and a site visit was paid by the coordinator
of the evaluation committee). The committee consisted of Prof. Mircea Popa (coordinator), Prof. Sokratis
Katsikas (international expert), and Radu Dumitru Antohi (PhD student).

The doctoral study domain “Computers and Information Technology” is part of the School of Advanced
Studies of the Romanian Academy (SCOSAAR), and it is developed in two specialized research institutes
of the Romanian Academy, namely the “Mihai Draganescu” Research Institute for Artificial Intelligence
(ICIA), and the “Simion Stoilow” Institute of Mathematics of the Romanian Academy (IMAR). The mission
of the doctoral study domain “Computers and Information Technology” is “development of highly
specialized human resources by research for research-development-innovation, competent within the
reporting range, capable of insertion on the highly qualified labour market by ensuring a creative,
deontological framework, adequate to academic studies, advanced scientific researches, interdisciplinary
approaches and promotion of scientific collaborations at national and international level".

The themes of interest of the doctoral study domain “Computers and Information Technology” are:
1. artificial intelligence and processing of natural written and oral language;
corpus linguistics and management of large volumes of data;
automatic learning and intelligent agents;
intelligent systems for decision assisting;
intelligent management of knowledge and document storage with knowledge elements (libraries);
designing of efficient infrastructures for communication and exploitation of knowledge elements;
learning methods for active visual recognition;
8. large-scale models for three-dimensional recognition of visual objectives
with potential applicability in various fields.
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The doctoral study domain “Computers and Information Technology” has had 18 doctoral students
enrolled in the period 2016-2020. In the same period, 9 students defended their PhD thesis. There are 4
doctoral supervisors affiliated with the doctoral domain.

The students of the doctoral study domain “Computers and Information Technology” are affiliated with the
ICIA or the IMAR. Quality assurance follows the regulations of the SCOSAAR.

Il. Methods used

This evaluation is based on data, information and findings derived from:

- The analysis of the internal evaluation report of the doctoral study domain “Computers and
Information Technology” and its Annexes;

- The analysis of documents, data and information available on the websites of the Academia Romana,
the ICIA, and the IMAR, in electronic format;

- Meeting/discussions with one doctoral student in the doctoral study domain “Computers and
Information Technology”;

- Meeting/Discussions with one graduate of the doctoral study domain “Computers and Information
Technology”;

- Meeting/Discussions with the doctoral advisors in the doctoral study domain “Computers and
Information Technology”;

- Meeting/Discussions with the Directors of the ICIA and of the IMAR;

- Additional information provided in the form of responses to clarification questions posed by the
members of the evaluation team (Annex Il).

Most of the aforementioned sources are in Romanian. The writer of this report has no knowledge of the
language, hence he is in many cases unable to accurately assess the extent to which the content of a
document satisfies the requirements set out be the respective standard(s).
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lll. Analysis of ARACIS’s performance indicators

Domain A. INSTITUTIONAL CAPACITY

Criterion A.1. The administrative, managerial institutional structures and the financial

resources

Standard A.1.1. The institution organizing doctoral studies (IOSUD) has implemented the effective
functioning mechanisms provided for in the specific legislation on the organization of doctoral studies.

Performance Indicator A.1.1.1. The existence of specific requlations and their application at the level of
the Doctoral School of the respective university doctoral study domain:

a.
b.

the internal regulations of the Doctoral School;

the methodology for conducting elections for the position of director of the Council of doctoral school
(CSD), as well as elections by the students of their representative in CSD and the evidence of their
conduct;

the methodologies for organizing and conducting doctoral studies (for the admission of doctoral
students, for the completion of doctoral studies);

the existence of mechanisms for recognizing the status of a Doctoral advisor and the equivalence of
the doctoral degree obtained abroad;

functional management structures (Council of the doctoral school), giving as well proof of the
regularity of meetings;

the contract for doctoral studies;

internal procedures for the analysis and approval of proposals regarding the training for doctoral study
programs based on advanced academic studies.

SCOSAAR has in place regulations for carrying out doctoral activity in the doctoral study domain
“Computers and Information Technology” as follows:

a.

b.

e.

the doctoral school regulations are available at https://acad.ro/scosaar/doc2013/doc2013-
0910Regulament.pdf;

a Doctoral School Council (CSD) does not exist, hence a methodology for conducting the election for
the position of director of the Doctoral School Council (CSD), and the election by the students of their
representative in the CSD does not exist, and no evidence of effort towards developing such was
offered;

methodologies for admitting doctoral students and for completing doctoral studies are available at
https://acad.ro/scosaar/doc2021/doctorateAdmitere2021-2022/MetodologieAdmitere-Doctorat.pdf
and https://acad.ro/scosaar/doc2021/MetodologiiScosaar/2Metodologi-
SustinereTezaDoctorat/2METODOLOGIE .pdf respectively;

mechanisms for recognizing the quality of doctoral supervisors and the equivalence of doctorates
obtained in other states are available at
https://acad.ro/scosaar/doc2021/MetodologiiScosaar/6MechanismsRecunoastereCalitataeConducat

orDoctorat.pdf ;
as already mentioned in (b), a Doctoral School Council does not exist;
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f. the templates for the contract for doctoral studies are available at
http://www.imar.ro/organization/activities/phDProgs/templates/Contract-de-studii-universitare-de-
doctorat-cu-bursa-stipendiu.pdf and at
http://www.imar.ro/organization/activities/phDProgs/templates/Contract-de-studii-universitare-de-
doctorat-fara-bursa-stipendiu.pdf;

g. internal procedures for analysis and approval of proposals regarding the training program based on
advanced academic studies are available at
https://acad.ro/scosaar/doc2021/MetodologiiScosaar/8Metodologie-AnalizaAprobare Tematici.pdf.

Recommendations:

1. The Doctoral Study Council must be established, and procedures for electing its director, its
membership, and student representative(s) in it must be developed and applied.

2. The CSD to be established must meet regularly and evidence of its meetings (e.g. in the form of
minutes) must be maintained.

3. Allregulations and procedures regarding the doctoral study should be also made available in English,
in the interest of informing Academia Romana’s international doctoral students.

The indicator is partially fulfilled.

Performance Indicator A.1.1.2. The doctoral school’s Regulation includes mandatory criteria,
procedures and standards binding on the aspects specified in Article 17, paragraph (5) of the Government
Decision No. 681/2011 on the approval of the Code of Doctoral Studies with subsequent amendments
and additions.

The criteria, procedures and mandatory standards for the aspects specified in art. 17 para. (5) of the Code
of doctoral studies are regulated, but not entirely, within the SCOSAAR Regulation for the organization
and conduct of doctoral studies. The new regulation, which is to be approved, will explicitly include issues
related to the acceptance of new doctoral supervisors, as well as regulations on how a doctoral supervisor
can be revoked as a member of the doctoral school; the decision-making mechanisms regarding the
appropriateness, structure and content of the training program based on advanced university studies; the
procedures for changing the doctoral supervisor of a certain doctoral student and the procedures for
mediating conflicts; the conditions under which the doctoral program may be interrupted; ways to prevent
fraud in scientific research, including plagiarism; ensuring access to research resources.

Recommendations:
1. Ensure that the new regulation to be adopted will address all of the above issues.

The indicator is partially fulfilled.

Standard A.1.2. The IOSUD has the logistical resources necessary to carry out the doctoral studies’
mission.

Performance Indicator A.1.2.1. The existence and effectiveness of an appropriate IT system to keep
track of doctoral students and their academic background.
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As the IER did not provide sufficient information on this indicator, the evaluation team submitted a request
for clarifications. The response included a printscreen of a software that appears to keep track of the
results of the similarity check of the theses of doctoral students, upon their submission. The writer was
unable to establish the functionality of the system and to assess its effectivess, as he did not participate
in the site visit.

Recommendations:

1. Develop a software system for keeping track of the doctoral students and of their academic
background.

The indicator is partially fulfilled.

Performance Indicator A.1.2.2. The existence and use of an appropriate software program and evidence
of its use to verify the percentage of similarity in all doctoral theses.

Academia Romana makes use of the Sistemantiplagiat platform. Examples of the use of this system, that
serve as evidence of such use, have been provided as part of the answers to the request for clarifications
submitted by the evaluation team.

Recommendations: None

The indicator is fulfilled.

Standard A.1.3. The IOSUD makes sure that financial resources are used optimally, and the revenues
obtained from doctoral studies are supplemented through additional funding besides governmental
funding.

Performance Indicator A.1.3.1. Existence of at least one research or institutional / human resources
development grant under implementation at the time of submission of the internal evaluation file, per
doctoral study domain under evaluation, or existence of at least 2 research or institutional development /
human resources grant for the doctoral study domain, obtained by doctoral thesis advisors operating in
the evaluated domain within the past 6 years. The grants address relevant themes for the respective
domain and, as a rule, are engaging doctoral students.

According to the IER, during the assessment period, several grants relevant to the doctoral study domain
“Computers and Information Technology” were awarded. These grants address relevant themes of the
domain. A list of doctoral students engaged with these grants is available in Annex 4.2 of the |IER.
Recommendations: None

The indicator is fulfilled.

Performance Indicator *A.1.3.2. The percentage of doctoral students active at the time of the evaluation,
who for at least six months receive additional funding sources besides government funding, through
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scholarships awarded by individual persons or by legal entities, or who are financially supported through
research or institutional / human resources development grants is not less than 20%.

According to Annex 4.2 of the IER 8 PhD students undergoing doctoral training (out of a total number of
18) were financially supported by funded research projects. Accordingly, at the time of evaluation, the
percentage of PhD students who benefit from sources other than government funding through research
grants, is 44.4%.

Recommendations: None

The indicator is fulfilled.

Performance Indicator *A.1.3.3.7 At least 10% of the total amount of doctoral grants obtained by the
university through institutional contracts and of tuition fees collected from the doctoral students enrolled
in the paid tuition system is used to reimburse professional training expenses of doctoral students
(attending conferences, summer schools, training, programs abroad, publication of specialty papers or
other specific forms of dissemination etc.).

Academia Romana has not concluded an institutional contract for doctoral grants and does not collect
tuition fees for the doctoral study domain in “Computers and Information Technology”. Accordingly, this
indicator does not apply.

Recommendations: None

The indicator is not applicable.
Criterion A.2. Research infrastructure

Standard A.2.1. The I0SUD has a modern research infrastructure to support the conduct of doctoral
studies’ specific activities.

Performance Indicator A.2.1.1. The venues and the material equipment available to the doctoral school
enable the research activities in the evaluated domain to be carried out, in line with the assumed mission
and objectives (computers, specific software, equipment, laboratory equipment, library, access to
international databases etc.). The research infrastructure and the provision of research services are
presented to the public through a specific platform. The research infrastructure described above, which
was purchased and developed within the past 5 years will be presented distinctly.

The research activity in the doctoral study domain “Computers and Information Technology” is carried out
in ICIA and IMAR. The writer did not participate in the site visit, therefore first hand knowledge of the

1 The indicators marked with an asterisk (*) hold a special status, referring exclusively to the evaluation of doctoral studies
domains, as per Article 12 from the annex No.1 of the Order of the minister of education No. 3651/12.04.2021 approving the
Methodology for evaluating university doctoral studies and the system of criteria, standards and performance indicators used
in the evaluation. In case they are not met, the Agency extends a period of maximum 3 years to IOSUD to correct the respective
deficiencies.
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alignment of the venues and of the material equipment available to the doctoral school to the requirements
of the assumed mission and objectives has not been acquired. However, according to information
available at http://relate.racai.ro, http://corola.racai.ro and in the documents entitled “ICIA research
infrastructure.pdf” and “http://www.imar.ro/ organization / activities / phDProgs / scEMSC /
Infrastructure.pdf’ that have been provided to the evaluation team following a request for clarifications,
both ICIA and IMAR have infrastructure that is in line with the mission and objectives of the doctoral study
domain and enables carrying our highly quality research.

Recommendations: None

The indicator is fulfilled.
Criterion A.3. Quality of Human Resources

Standard A.3.1. At the level of each domain there are sufficient qualified staff to ensure the conduct of
doctoral study program.

Performance Indicator A.3.1.1. Minimum three doctoral thesis advisors within that doctoral domain, and
at least 50% of them (but no less than three) meet the minimum standards of the National Council for
Attestation of University Degrees, Diplomas and Certificates (CNATDCU) in force at the time when the
evaluation is carried out, which standards are required and mandatory for obtaining the enabling
certification.

All four doctoral advisors affiliated with the doctoral study domain “Computers and Information
Technology”, namely academician Dan loan Tufis, academician Gheorghe Tecuci, academician Florin
Gheorghe Filip, and Dr Cristian Sminchisescu, meet the minimum standards of the National Council for
Attestation of University Degrees, Diplomas and Certificates (CNATDCU) in force at the time when this
evaluation was carried out.

Recommendations: None

The indicator is fulfilled.

Performance Indicator *A.3.1.2. At least 50% of all doctoral advisors have a full-time employment
contract for an indefinite period with the IOSUD.

According to Annex 4.5 of the |ER, two out of the four doctoral advisors, namely Acad. Dan loan Tufis
and Dr Cristian Sminchisescu, are employed full-time, on an indefinite period employment contract.

Recommendations: None

The indicator is fulfilled.

Performance Indicator A.3.1.3. The study subjects in the education program based on advanced higher
education studies pertaining to the doctoral domain are taught by teaching staff or researchers who are
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doctoral thesis advisors / certified doctoral thesis advisors, professors/CS | or lecturer / CS Il, with proved
expertise in the field of the study subjects they teach, or other specialists in the field who meet the
Standards established by the institution in relation with the aforementioned teaching and research
functions, as provided by the law.

According to the IER, the training program for ICIA consists of 4 courses (5 courses in 2018), and that for
IMAR of 7 courses. However, insufficient information has been provided in the IER and in the responses
to the evaluation team’s requests for clarifications regarding the exact structure and content of the courses
in the training programme. Based on this limited information, it can be inferred that the responsible
professor for each course of the training component is among the doctoral advisors of the programme.

Recommendations: None

The indicator is fulfilled.

Performance Indicator *A.3.1.4. The percentage of doctoral thesis advisors who concomitantly
coordinate more than 8 doctoral students, but no more than 12, who are themselves studying in doctoral
programs? does not exceed 20%.

According to Annex 4.7 of the IER, there is no doctoral advisor that coordinates more than 8 doctoral
students.

Recommendations: None

The indicator is fulfilled.

Standard A.3.2. The Doctoral advisors within the domain are carrying out a scientific activity visible at
international level.

Performance Indicator A.3.2.1. At least 50% of the doctoral thesis advisors in the evaluated domain
have at least 5 Web of Science- or ERIH-indexed publications in magazines of impact, or other
achievements of relevant significance for that domain, including international-level contributions that
indicate progress in scientific research - development - innovation for the evaluated domain. The
aforementioned doctoral thesis advisors enjoy international awareness within the past five years,
consisting of: membership on scientific boards of international publications and conferences; membership
on boards of international professional associations; guests in conferences or expert groups working
abroad, or membership on doctoral defense commissions at universities abroad or co-leading with
universities abroad. For Arts and Sports and Physical Education Sciences, doctoral thesis advisors shall
prove their international visibility within the past five years by their membership on the boards of

2 3 years for the doctoral university studies with the duration stipulated at Article 159, paragraph (3), respectively 4 years for
the doctoral university studies with the duration stipulated at Article 174, paragraph (3) of the Law of national education
No.1/2011 with subsequent amendments and additions, with additional extension periods approved as per Article 39,
paragraph (3) of the Code of doctoral studies approved by the GD No. 681/2011 with subsequent amendments and additions.

8



ARACIS

professional associations, membership in organizing committees of arts events and international
competitions, membership on juries or umpire teams in artistic events or international competitions.

According to Annex 4.8 of the IER, all doctoral advisors meet the requirements set out in this performance
indicator.

Recommendations: None

The indicator is fulfilled.

Performance Indicator *A.3.2.2. At least 50% of the doctoral thesis advisors in a specific doctoral study
domain continue to be active in their scientific field, and acquire at least 25% of the score requested by
the minimal CNATDCU standards in force at the time of the evaluation, which are required and mandatory
for acquiring their enabling certificate, based on their scientific results within the past five years.

According to Annex 4.9 of the IER, all doctoral advisors meet the requirements set out in this performance
indicator.

Recommendations: None

The indicator is fulfilled.

Domain B. EDUCATIONAL EFFECTIVENESS

Criterion B.1. The number, quality and diversity of candidates enrolled for the admission
contest

Standard B.1.1. The institution organizing doctoral studies has the capacity to attract candidates from
outside the higher education institution or a number of candidates exceeding the number of seats
available.

Performance Indicator *B.1.1.1. The ratio between the number of graduates of masters’ programs of
other higher education institutions, national or foreign, who have enrolled for the doctoral admission
contest within the past five years and the number of seats funded by the state budget, put out through
contest within the doctoral domain is at least 0.2 or the ratio between the number of candidates within the
past five years and the number of seats funded by the state budget put out through contest within the
doctoral studies domain is at least 1,2.

Academia Romana does not offer Master's programmes of study. Accordingly, all the candidates for the
competition for admission to doctoral studies within SCOSAAR come from other higher education

institutions in Romania and abroad. Therefore, this indicator does not apply.

Recommendations: None
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The indicator is not applicable.

Standard B.1.2 Candidates admitted to doctoral studies demonstrate academic, research and
professional performance.

Performance Indicator *B.1.2.1. Admission to doctoral study programs is based on selection criteria
including: previous academic, research and professional performance, their interest for scientific or
arts/sports research, publications in the domain and a proposal for a research subject. Interviewing the
candidate is compulsory, as part of the admission procedure.

Admission at doctoral studies is regulated by the pertinent regulations, available at
https://acad.ro/scosaar/doc2013/doc2013-0910Requlament.pdf, and by applying the methodology
available at  https://acad.ro/scosaar/doc2021/doctorateAdmitere2021-2022/MetodologieAdmitere-
Doctorat.pdf, which describes the selection criteria for admission. These include the academic
performance during the master's studies, the research and professional performance of the candidates,
their interest in scientific research, publications in the field and a research topic proposal. The process
includes an interview.

Recommendations: None

The indicator is fulfilled.

Performance Indicator B.1.2.2. The expelling rate, including renouncement / dropping out of doctoral
students 3, respectively 4, years after admission3 does not exceed 30%.

According to Annex 4.7 of the IER, in the evaluation period 18 PhD students were admitted. Of these 1
was expelled and 3 withdrew after 3 and 2 years after their admission. Accordingly, the expulsion /
withdrawal rate was 22%.

Recommendations: None

The indicator is fulfilled.
Criterion B.2. The content of doctoral programs

Standard B.2.1. The training program based on advanced university studies is appropriate to improve
doctoral students' research skills and to strengthen ethical behavior in science.

Performance Indicator B.2.1.1. The training program based on advanced academic studies includes at
least 3 disciplines relevant to the scientific research training of doctoral students; at least one of these
disciplines is intended to study in-depth the research methodology and/or the statistical data processing.

3 3 years for the doctoral university studies with the duration stipulated at Article 159, paragraph (3), respectively 4 years for
the doctoral university studies with the duration stipulated at Article 174, paragraph (3) of the Law of national education No.
1/2011 with subsequent amendments and additions.
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As noted previously under indicator A.1.3.3, insufficient information has been provided in the IER and in
the responses to the evaluation team’s requests for clarifications regarding the exact structure and content
of the courses in the training programme. Specifically, only information of the topics covered and of one
textbook used in some of the courses was provided, whereas information on the learning outcomes, the
employed didactic methods, the methods of assessment, a reading list, the number of ECTS, etc. that
should form part of a proper course syllabus has not been identified. Therefore, the assessment of the
relevance of the courses to the scientific research training of doctoral students can basically only rely on
the titles of the courses; these appear to be relevant. However, in view of the absense of proper course
syllabi, this assessment may be precarious. No course on research methodology exists. When discussing
this issue with one of the doctoral advisors, the view was expressed that the doctoral students are exposed
to research methods through their interaction with their supervisors when working on scientific papers.

Recommendations:

1. Develop and apply proper course syllabi for all courses in the training programme

2. Develop and offer a course on research methodology

3. Make the course syllabuses available in English and publish them on the institutional website

The indicator is partially fulfilled.

Performance Indicator B.2.1.2. At least one discipline is dedicated to Ethics and Intellectual Property in
scientific research or there are well-defined topics on these subjects within a discipline taught in the
doctoral program.

The training component includes one such course. However, as noted previously, no syllabus for this
course was identified.

Recommendations:
1. Develop and apply a proper course syllabus for the Ethics in Research course

The indicator is fulfilled.

Performance Indicator B.2.1.3. The IOSUD has mechanisms to ensure that the academic training
program based on advanced university studies addresses ,the learning outcomes”, specifying the
knowledge, skills, responsibility and autonomy that doctoral students should acquire after completing each
discipline or through the research activities?,

No such explicit mechanism exists. It is claimed that the learning outcomes are achieved through the
results obtained in scientific research.

Recommendations:

4 Or by what the graduate should know, understand and to be able to do, according to the provisions of the Methodology of 17
March 2017 regarding inscription and registration of higher education qualifications in the National Register of Qualifications
in Higher Education (RNCIS) approved by the Order No.3475/2017 with subsequent amendments and additions.

11
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1. Develop and apply proper course syllabi for all courses in the training programme, such syllabi to
explicitly include methods for assessing the level of achievement of the learning outcomes of each
course.

The indicator is partially fulfilled.

Performance Indicator B.2.1.4. All along the duration of the doctoral training, doctoral students in the
domain receive counselling/guidance from functional guidance commissions, which is reflected in written
guidance and feedback or reqular meeting.

Doctoral candidates are counselled by a supervision committee, which consists of their doctoral advisor
and four other members with expertise in the research area of each candidate. Feedback and guidance
is provided regularly, albeit not in writing. The doctoral student and the graduate of the programme that
the evaluation committee met confirmed their satisfaction with their interaction with their doctoral advisors.

Recommendations: None

The indicator is fulfilled.

Performance Indicator B.2.1.5. For a doctoral study domain, the ratio between the number of doctoral
students and the number of teaching staff/researchers providing doctoral guidance must not exceed 3:1.

According to Annex 4.10 of the IER, the number of active doctoral students is 18, whilst the number of
teachers / researchers providing guidance is 18. Accordingly, the ratio is 5/18 = 0.28, well below the
specified threshold.

Recommendations: None

The indicator is fulfilled.

Criterion B.3. The results of doctoral studies and procedures for their evaluation.

Standard B.3.1. Doctoral students capitalize on the research through presentations at scientific
conferences, scientific publications, technological transfer, patents, products and service orders.

Performance Indicator B.3.1.1. For the evaluated domain, the evaluation commission will be provided
with at least one paper or some other relevant contribution per doctoral student who has obtained a
doctor’s title within the past 5 years. From this list, the members of the evaluation commission shall
randomly select 5 such papers / relevant contributions per doctoral study domain for review. At least 3
selected papers must contain significant original contributions in the respective domain.

A list of 26 such papers has been provided in Annex 4.11, and copies of five papers have been provided
to the evaluation team, following a pertinent request. Based on this information, it follows that each of the
9 PhD students who was awarded the PhD in the assessment period has published at least one article.
Most of these publications contain significant original contributions in the respective domain.

12
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Recommendations: None

The indicator is fulfilled.

Performance Indicator *B.3.1.2. The ratio between the number of presentations of doctoral students
who completed their doctoral studies within the evaluated period (past 5 years), including posters,
exhibitions made at prestigious international events (organized in the country or abroad) and the number
of doctoral students who have completed their doctoral studies within the evaluated period (past 5 years)
is at least 1.

According to Annex 4.12 of the IER, the number of oral / poster presentations, made by doctoral students
who defended their thesis in the last 5 years, at prestigious international events (held in Romania or
abroad) is 21. Accordingly, the ratio is 2.33.

Recommendations: None

The indicator is fulfilled.

Standard B.3.2. The Doctoral School engages a significant number of external scientific specialists in the
commissions for public defense of doctoral theses in the analyzed domain.

Performance Indicator *B.3.2.1. The number of doctoral theses allocated to one specialist coming from
a higher education institution, other than the evaluated IOSUD should not exceed two (2) in a year for the
theses coordinated by the same doctoral thesis advisor.

According to Annex 4.13 of the IER, in 2018, 4 doctoral theses supervised by Dr Cristian Sminchisescu,
were defended. The examination committees included Prof. Sergiu Nedevschi of the Technical University
of Cluj Napoca and Prof. Alexandru Cristian Telea of the University of Groningen, the Netherlands.

Recommendations:
1. Involve more external experts in the examination committees of doctoral theses.

The indicator is not fulfilled.

Performance Indicator *B.3.2.2. The ratio between the doctoral theses allocated to one scientific
specialist coming from a higher education institution, other than the institution where the defense on the
doctoral thesis is organized, and the number of doctoral theses presented in the same doctoral study
domain in the doctoral school should not exceed 0.3, considering the past five years. Only those doctoral
study domains in which minimum ten doctoral theses have been presented within the past five years
should be analyzed.

In the past five years 9 doctoral theses in the doctoral study domain “Computers and Information
Technology” were defended. Accordingly, the indicator does not apply.
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Recommendations: None.

The indicator is not applicable.

Domain C. QUALITY MANAGEMENT

Criterion C.1. Existence and periodic implementation of the internal quality assurance
system

Standard C.1.1. There are an institutional framework and procedures in place and relevant internal quality
assurance policies, applied for monitoring the internal quality assurance.

Performance Indicator C.1.1.1. The Doctoral school in the respective university study domain shall
demonstrate the continuous development of the evaluation process and its internal quality assurance
following a procedure developed and applied at the level of the IOSUD, the following assessed criteria
being mandatory:

the scientific work of Doctoral advisors;

the infrastructure and logistics necessary to carry out the research activity;

the procedures and subsequent rules based on which doctoral studies are organized;

the scientific activity of doctoral students;

the training program based on advanced academic studies of doctoral students;

social and academic services (including for participation at different events, publishing papers etc.)
and counselling made available to doctoral students.

D QO T D

The I0SUD has established and observes a number of regulations and procedures enabling the internal
quality assurance and assessment of all the items listed in the description of the performance indicator,
save item (e) regarding the training program.

Recommendations:
1. Develop and apply a process for evaluating and quality assuring the training programme

The indicator is fulfilled.

Performance Indicator *C.1.1.2. Mechanisms are implemented during the stage of the doctoral study
program to enable feedback from doctoral students allowing to identify their needs, as well as their overall
level of satisfaction with the doctoral study program in order to ensure continuous improvement of the
academic and administrative processes. Following the analysis of the results, there is evidence that an
action plan was drafted and implemented.

Such mechanisms consist of regular appointments with the doctoral students. Evidence of an action plan
drafted and implemented to address the findings of these mechanisms has not been identified.

Recommendations:
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1. Establish a mechanism for formulating and implementing an action plan to address issues identified
in student-provided feedback, and ensure that this is communicated to the students.

The indicator is partially fulfilled.
Criterion C.2. Transparency of information and accessibility of learning resources

Standard C.2.1. Information of interest to doctoral students, future candidates and public interest
information is available for electronic format consultation.

Performance Indicator C.2.1.1. The IOSUD publishes on the website of the organizing institution, in

compliance with the general regulations on data protection, information such as:

the Doctoral School requlation;

the admission regulation;

the doctoral studies contract;

the study completion regulation including the procedure for the public presentation of the thesis;

the content of training program based on advanced academic studies;

the academic and scientific profile, thematic areas/research themes of the Doctoral advisors within

the domain, as well as their institutional contact data;

g. the list of doctoral students within the domain with necessary information (year of registration;
advisor);

h. information on the standards for developing the doctoral thesis;

i.  links to the doctoral theses’ summaries to be publicly presented and the date, time, place where they
will be presented; this information will be communicated at least twenty days before the presentation.

"D Q0 TR

All the information prescribed in the performance indicator is available at the SCOSAAR, ICIA and IMAR
websites. Unfortunately, not much of it is available in English, and locating the information on the websites
is not easy.

Recommendations:
1. Make all this information available in English on the websites
2. Improve the navigation plan of the websites

The indicator is fulfilled.

Standard C.2.2. The IOSUD/The Doctoral School provides doctoral students with access to the resources
needed for conducting doctoral studies.

Performance Indicator C.2.2.1. All doctoral students have free access to one platform providing
academic databases relevant to the doctoral studies domain of their thesis.

All doctoral students have access to the ANELIS+ platform. It appears, however, that the platform does
not provide access to IEEE publications; these are very relevant to the doctoral study domain “Computers
and Information Technology”.

Recommendations:
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1. Explore the possibility of enlarging the pool of sources made available to the doctoral students and to
staff.

The indicator is fulfilled.

Performance Indicator C.2.2.2. Each doctoral student shall have access, upon request, to an electronic
system for verifying the degree of similarity with other existing scientific or artistic works.

Following a request made by the doctoral student, which needs to be approved by the doctoral supervisor,
the doctoral student is granted access to the sistemantiplagiat.ro system, which allows an assessment of
the degree of similarity of the doctoral thesis to existing scientific works.

Recommendations:

1. Allow the doctoral students unconditional access to the electronic systems of plagiarism checking
available at Academia Romana at all times. Doctoral students should have unrestricted access to
these resources; limits on the use may, if absolutely necessary, be imposed.

The indicator is fulfilled.

Performance Indicator C.2.2.3. All doctoral students have access to scientific research laboratories or
other facilities depending on the specific domain/domains within the Doctoral School, according to internal
order procedures.

According to the SCOSAAR regulations, PhD students who are employed in the institution (referred to as
internal PhD students) have equal rights with the other researchers, including direct and unrestricted
access all the facilities of the institute. On the other hand, external doctoral students have controlled
access, through credentials, to these facilities.

Recommendations: None

The indicator is fulfilled.
Criterion C.3. Internationalization

Standard C.3.1. There is a Strategy in place and it is applied to enhance the internationalization of doctoral
studies.

Performance Indicator *C.3.1.1. I0SUD, for every evaluated domain, has concluded mobility
agreements with universities abroad, with research institutes, with companies working in the field of study,
aimed at the mobility of doctoral students and academic staff (e.g., ERASMUS agreements for the
doctoral studies). At least 35% of the doctoral students have completed a training course abroad or other
mobility forms such as attending international scientific conferences. IOSUD drafts and applies policies
and measures aiming at increasing the number of doctoral students participating at mobility periods
abroad, up to at least 20%, which is the target at the level of the European Higher Education Area.
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The nature of the evaluated institution does not lend itself to concluding ERASMUS type mobility
agreements. Instead, according to Annexes 4.11 and 4.15 of the IER, the mobility of doctoral students
consists in participation in international conferences. Specifically, 7 students out of a total of 18 benefited
from such mobility opportunities.

Recommendations:
1. Leverage the international contacts of the doctoral advisors to make arrangements for doctoral
students to attend courses abroad.

The indicator is fulfilled.

Performance Indicator C.3.1.2. In the evaluated doctoral study domain, support is granted, including
financial support, to the organization of doctoral studies in international co-tutelage or invitation of leading
experts to deliver courses/lectures for doctoral students.

According to Annex 4.16 of the IER, during the assessment period a number of international experts
delivered lectures, some of which relevant to the doctoral study domain “Computers and Information
Technology”, which doctoral students of the domain could freely attend. No doctoral theses were co-
supervised in a co-tutelle context within the assessment period.

Recommendations:
1. Leverage the international contacts of the doctoral advisors to arrange co-supervision of doctoral
theses with academics in foreign Universities.

The indicator is fulfilled.

Performance Indicator C.3.1.3. The internationalization of activities carried out during the doctoral
studies is supported by IOSUD through concrete measures (e.g., by participating in educational fairs to
attract international doctoral students; by including international experts in guidance committees or
doctoral committees etc.).

No participations in educational fairs or other relevant events to attract international doctoral students
have been reported. Moreover, no international experts have been members of the supervising committee
of any doctoral student. Only one international expert, namelyb Prof. Alexandru Cristian Telea of the
University of Groningen, the Netherlands, has participated in the examination committee of several
doctoral theses.

Recommendations:

1. Increase the international visibility of the doctoral study programme and enhance its promotion, by
participating in educational fora and by improving the quality of the programme website, and keeping
it up-to-date

2. Involve international experts in the supervising and examination committees of the doctoral students

3. Organize high calibre scientific conferences

The indicator is partially fulfilled.
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IV. SWOT Analysis

Strengths:
Affiliation with research centers of high quality
and standing;
Doctoral advisors active in research;
Quality assurance mechanisms in place;
Existence of modern research infrastructure;
High quality of research output (publications).

Weaknesses:
Few doctoral students;
No international doctoral students;
Inadequate internationalization of the doctoral
study programme;
Little information on the programme is
available in the English language;
Restrictions/limitations on the use of the
similarity check and plagiarism control
services;
No international experts participate in
supervision committes of doctoral students,
and only one has participated in examination
committees;
Little attention to and appreciation of the
importance of the training programme;
Lack of fully developed quality assurance and
improvement mechanisms;
Limited strategic collaboration with other
institutions in Romania and abroad.

Opportunities:
Existence of a good number of high quality
academic and research institutions active in
the domain, to build strategic alliances with;
Highly reputed institution.

Threats:
Existence of strong academic competitors
nationally and internationally;
Unattractiveness of advanced (PhD level)
studies as compared to employment in
industry.
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V. Overview of judgments awarded and of the recommendations

No. Type of indicator Performance indicator Judgment Recommendations
(C)
1 c A1.141 Partially Yes
Fulfilled
2 C A1.1.2 Partially Yes
Fulfilled
3 c A1.21 Partially Yes
Fulfilled
4 C A1.22 Fulfilled No
5 C A1.31 Fulfilled No
6 * A1.3.2 Fulfilled No
7 * A133 Not No
applicable
8 c A211 Fulfilled No
9 c A3.11 Fulfilled No
10 * A3.1.2 Fulfilled No
11 C A313 Fulfilled No
12 * A314 Fulfilled No
13 C A.3.21 Fulfilled No
14 * A3.2.2 Fulfilled No
15 * B.1.1.1 Fulfilled No
16 * B.1.2.1 Not No
applicable
17 C B.1.2.2 Fulfilled No
18 C B.2.1.1 Partially No
Fulfilled
19 c B.2.1.2 Fulfilled Yes
20 C B.2.1.3 Partially Yes
Fulfilled
21 c B.2.1.4 Fulfilled No
22 C B.2.1.5 Fulfilled No
23 c B.3.1.1 Fulfilled No
24 * B.3.1.2 Fulfilled No
25 * B.3.2.1 Not Yes
Fulfilled
26 * B3.2.2 Not No
applicable
27 C C.1.141 Fulfilled Yes
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28 * C.1.1.2 Partially Yes
fulfilled
29 C C.2141 Fulfilled Yes
30 C C.2.21 Fulfilled Yes
31 C C.2.2.2 Fulfilled Yes
32 C C.2.23 Fulfilled No
33 * C.3.141 Fulfilled Yes
34 C C.3.1.2 Fulfilled Yes
35 c C313 Partially Yes
Fulfilled
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VI. Conclusions and general recommendations

The doctoral advisors in the study domain “Computers and Information Technology” are highly qualified
researchers, by international standards. This provides sufficient guarantees that the quality of the
research output remains high. However, training doctoral students to become good researchers takes
more than merely giving them the opportunity to work under the supervision of accomplished researchers
in the field. The doctoral study domain lacks important elements of quality, including a well structured
training programme and mechanisms for quality assuring it; international collaboration and mobility
activities; and an internationalization strategy and action plan. Additionally, there exist some overarching
structural weaknesses, that traverse all doctoral programs in Academia Romana, most notable among
them the lack of the required management structures and of procedures for composing them. It is
expected that the doctoral study domain will be able to timely address these shortcomings and
consequently to fullfill the relevant indicators that are currently only partially fulfilled.

Prof. Sokratis K. Katsikas
24 November 2021
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VIl. Annexes

Annex |: The detailed schedule of the evaluation visit.

Annex |I: Additional information provided in the form of responses to clarification questions posed by the
members of the evaluation team
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AGENTIA ROMANA DE ASIGURARE A CALITATII IN iINVATAMANTUL SUPERIOR
Membrd in Asociatia Europeand pentru Asigurarea Calittii in Invatsmantul Superior - ENQA
Inscriss in Registrul European pentru Asigurarea Calittii in Invétaméntul Superior - EQAR

TNTALNIRI PRELIMINARE / PRELIMINARY MEETING

Vizita de evaluare institutionald - IOSUD / domenii de studii universitare de doctorat a
ACADEMIA ROMANA

The institutional evaluation visit - I0SUD / doctoral study domains of the
ROMANIAN ACADEMY

Data/ora
Date/hour
(Bucharest

time)

Activitate / Activity

Participanti /
Participants

Observatii/ Responsabil
Observations/ Responsible

EVALUAREA STUDIILOR UNIVERSITARE DE DOCTORAT / DOCTORAL STUDIES EVALUATION

October 22
4pm-—6pm

Tntalnirea echipei de
evaluare pentru
discutarea
principalelor aspecte
metodologice legate
de activitatea de
evaluare a studiilor
universitare de
doctorat

Meeting of panel
members for
discussing main
methodological
aspects related to
the evaluation of
doctoral studies

Toti membrii echipei
de evaluare

All evaluation panel
members

platforma ZOOM ARACIS
ARACIS ZOOM platform

Join Zoom Meeting

https://us02web.zoom.us/j/84451409630?pw
d=Y0JZamRIZDduTUF2cC8zenlIZEJIUT09

B-dul Marasti nr. 59, sect. 1, Bucuresti, tel. 021.206.76.00, fax 021.312.71.35

Email: office@aracis.ro, www.aracis.ro



mailto:office@aracis.ro
https://us02web.zoom.us/j/84451409630?pwd=Y0JZamRlZDduTUF2cC8zenllZEJIUT09
https://us02web.zoom.us/j/84451409630?pwd=Y0JZamRlZDduTUF2cC8zenllZEJIUT09
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Evaluarea Externa Periodica a domeniului

Nr..../....2021

Programul? vizitei de evaluare institutionald - IOSUD / domenii de studii universitare de doctorat a

ACADEMIEI ROMANE

The timetable of the institutional evaluation visit - IOSUD / doctoral study domains at the

ROMANIAN ACADEMY

Perioada de derulare a vizitei: 25.10.2021 - 19.11.2021
The evaluation period: 25.10.2021 - 19.11.2021

de studii

Calculatoare si Tehnologia Informatiei
Periodical External Evaluation of the doctoral study domain Computers and
Information Technology

universitare de doctorat

Observatii/
Interva Responsabil
lul orar Activitate / Activity Participanti / Participants
/ Hour Commen.ts/
Responsible
Luni / Monday, 25.10.2021
17:00 - | intdlnire preliminard online | Comisia de evaluare IOSUD/domenii Tnregistrare
17:45 pentru pregitirea si | I0SUD evaluation panel audio-
armonizarea  etapelor de video/
evaluare, in modul mixt, la | - toti membrii echipei de evaluare platforma
nivel de domenii de doctorat si | @/ evaluation panel members ARACIS
IOSUD Z00M
Online preliminary meeting for | J0in Zoom Meeting Audio-video
the preparation and ) recording /
harmonization of evaluation https://us02web.zoom.us/j/82045255623?pwd=WVI ARACIS
steps, in hybrid mode, of aUGKk2NTI3MEJXZklzbndUTnkwQT09 ZOOM
doctoral study domains and platform
10SUD
18:00 - | intalnire online a comisiei de Comisia de evaluare IOSUD si domenii nregistrare
18:45 | experti evaluatori cu I0SUD and domains evaluation panels audio-

reprezentantii conducerii
Academiei si ai CSUD

Online meeting with
representatives of the
Academy and of the Council for
Academic Doctoral Studies

- toti membrii echipei de evaluare
all evaluation panel members

- reprezentanti ai conducerii
representatives of the Academy's management

- reprezentanti ai CSUD si ai scolii doctorale

representatives of the CSUD and of the Doctoral

video/platfo
rma Zoom
Academia
Romana
Audio-video
recording /
Romanian

11n perioada vizitei, pot fi solicitate si alte intalniri, pentru eventuale clarificari.

During the visit, other meetings may be requested for possible clarifications.
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Observatii/
Interva Responsabil
lul orar Activitate / Activity Participanti / Participants
/ Hour Commer?ts/
Responsible
(CSUD) School Academy
Zoom
- persoana de contact I0SUD/domenii platform
the contact person for IOSUD / doctoral domains
Join Zoom Meeting
https://us02web.zoom.us/j/83758740684?pwd=cEh)J
ZmYwemJ1b0k4eC9FRGt5bnNpZz09
Marti / Tuesday, 26.10.2021
16:00 - | Activitati de evaluare Comisia de evaluare IOSUD/domenii Inregistrare
16:45 Evaluation activities I0SUD/domains evaluation panel audio-
- toti membirii echipei de evaluare video/
intalnire online cu membrii | all evaluation panel members platforma
Comisiei pentru Evaluarea si Zoom
Asigurarea Calitatii (CEAC) / | - reprezentanti ai CEAC/ Academia
Departamentul de asigurare a | Departament AC Romana
calitatii representatives of Commission for Quality Evaluation | Audio-video
Online meeting with the | and Assurance (CEAC) / Quality Assurance recording /
Commission for Quality | Department Romanian
Evaluation and  Assurance Academy
(CEAC) members / Quality | Join Zoom Meeting Zoom
Assurance Department https://us02web.zoom.us/i/81960904549?pwd=alV | platform
LMWES5ZmVQeUhLeTBEQnNUbkcrdz09
Miercuri / Wednesday, 27.10.2021
10:00- | Continuarea activitatilor de | Comisia de evaluare Domeniu Se lucreaza
12.45 | evaluare a domeniilor de studii | Domain evaluation panel separat.
universitare de doctorat Independent
Continuation of the doctoral | - 12 nivel de domenii de doctorat evaluation
study  domain  evaluation | At doctoral study domain level activities.
activities
Joi/ Thursday, 28.10.2021
16:00- | Continuarea activitdtilor de | Comisia de evaluare Domeniu Se lucreaza
17.45 | evaluare a domeniilor de studii | Domain evaluation panel separat.
universitare de doctorat Independent
Continuation of the doctoral | - 12 nivel de domenii de doctorat evaluation
study  domain  evaluation | 9t doctoral study domain level activities.
activities
Marti/ Tuesday, 2.11.2021
12:00 - | Reuniuni de lucru fata in fatd?, | - coordonatorul de domeniu, un student doctorand | Vizit3
15.00 | vizitarea bazei  materiale | evaluator ACADEMIE
didactice si de cercetare Site visit to

2 Expertii evaluatori la nivelul domeniilor de studii universitare de doctorat pot stabili independent programul vizitei la
fata locului, de comun acord cu persoana de contact de la domeniul evaluat si respectand programul intalnirilor comune
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Observatii/
Interva Responsabil
lul orar Activitate / Activity Participanti / Participants
/ Hour Commer?ts/
Responsible
the Domain coordinator evaluation panel, one | the
Face-to-face working | student Academy
meetings, visiting the
educational  and  research | - reprezentanti ai Academiei
infrastructure Academy's representatives
18:00 - | intdlnire online cu membrii | Comisia de evaluare I0SUD si domenii Tnregistrare
18:45 Comisiei de Eticd a Academiei | /OSUD and domains evaluation panels audio-
video/
Online meeting with  the | - toti membrii echipei de evaluare platforma
members of the Ethics all evaluation panel members Zoom
Commission -membrii Comisiei de Etica Acad?n,‘,'a
. .. Romana
Ethics Commission members B
Audio-video
Join Zoom Meeting recordl.ng
. . Romanian
https://us02web.zoom.us/j/86321759099?pwd=U|B Academy
ZMkcwZzR0eGZ0bzNxU3hYcWdodz09 Zoom
platform
Miercuri/ Wednesady, 3.11.2021
09:00 - | Intalnire tehnics online, pentru | Comisia de evaluare IOSUD si domenii Tnregistrare
09:45 identificarea aspectelor | /0SUD and domains evaluation panels audio-
specifice care trebuie video/
clarificate, daca este cazul, pe | - toti membrii echipei de vizita platforma
parcursul vizitei la fata locului all evaluation panel members Z00M
Online technical meeting to ARACIS
identify specific issues that | Join Zoom Meeting Audio-video
need to be clarified, if | https://usO2web.zoom.us/j/827919699862pwd=axd | recording /
necessary, during the on-site | 5OTdSOFROUNVANFIXR1IvL3Itdz09 ARACIS
visit Zoom
platform
10:00 — | Reuniuni de lucru fata in fata3, | - coordonatorul de domeniu, un student doctorand | Vizit3
17.45 | vizitarea bazei  materiale | evaluator ACADEMIE
didactice si de cercetare Site visit to
the Domain coordinator evaluation panel, one | the
Face-to-face working | student Academy
meetings, visiting the
educational  and  research | - reprezentanti ai Academiei
infrastructure Academy's representatives

cu restul membrilor echipei de evaluare. The evaluators at doctoral study domain level can independently establish the
program of the on-site visit, in agreement with the contact person for the evaluated domain and respecting the schedule
of joint meetings with the rest of the evaluation panel members.
3 Expertii evaluatori la nivelul domeniilor de studii universitare de doctorat pot stabili independent programul vizitei la
fata locului, de comun acord cu persoana de contact de la domeniul evaluat si respectand programul intalnirilor comune
cu restul membrilor echipei de evaluare. The evaluators at doctoral study domain level can independently establish the
program of the on-site visit, in agreement with the contact person for the evaluated domain and respecting the schedule
of joint meetings with the rest of the evaluation panel members.
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Observatii/
Interva i
.. . .. . .. Responsabil
lul orar Activitate / Activity Participanti / Participants
Comments/
[ Hour )
Responsible
Joi / Thursday, 4.11.2021
15:00 - | Activitati de evaluare Comisia de evaluare domeniu Inregistrare
15:45 | Evaluation activities Domain evaluation panel audio-
video/
Domeniu: intilnire online a -membrii comisiei de experti evaluatori domeniu platforma
comisiei de experti evaluatori | Members of domain evaluation panel Zoom
cu responsabilul domeniului de Academia
studii universitare de doctorat | - responsabilul domeniului de studii universitare de | Romana
evaluat si cu echipa care a doctorat evaluat si echipa care a realizat raportul de | 4, 4i0-video
realizat raportul de evaluare | evaluareinternd recording /
e The doctoral studies domain contact person and the | romanian
Domain: Online meeting with | t€am who drafted the internal evaluation report Academy
the contact person for the _ Zoom
doctoral study domain under https://us02web.zoom.us/j/82673166920?pwd=clZw platform
review and the team who | RH BXbFdPTTUzNkhYVDF5YVAyZz09
drafted the internal evaluation
report
16:00 - | Activitati de evaluare Comisia de evaluare domeniu nregistrare
16:45 | Evaluation activities Domain evaluation panel audio-
video/
Domeniu: intalnire online a | “Mmembrii comisiei de experti evaluatori domeniu platforma
comisiei de experti evaluatori | Members of domain evaluation panel Zoom
cu perﬁona.\lul ek sz -cadre didactice cu titlul de conducator de doctorat Acadﬁerr:|a
domeniului evaluat ) Romana
} . . . Doctoral coordinators L
Domain: Online meeting with Audio-video
the academic staff . recording /
. https://us02web.zoom.us/|/88648618653?pwd=MW .
corresponding to the doctoral S0k " p e Romanian
study domain ZKM2pkUHYXMktXWHd1MzZHRGI0Zz Academy
Zoom
platform
17:00 - | Activitati de evaluare Comisia de evaluare Domeniu Tnregistrare
17.45 | Evaluation activities Domain evaluation panel audio-
~ video/
Domeniu: Intalnire online cu - membrii comisiei de experti evaluatori domeniu platforma
directorii/ responsabilii members of domain evaluation panel Zoom
centrelor/ laboratoarelor de ) B Academia
cercetare aferente domeniului | -directorii centrelor / laboratoarelor de cercetare Romans
de studii universitare de directors of research centers/ laboratories Audio-video
doctorat ;
Domain: Online meeting with https://us02web.zoom.us/|/86288131302?pwd=S2V ;ecordlr?g/
Ao nke Ik omanian
the Directors/persons in 1RNNgenNEVHhNNWFMVmV2UmwxZz09 Academy
charge of the research Zoom
centers/laboratories within the platform
doctoral study domain

Vineri/ Friday, 5.11.2021

16:00 - | intalnire tehnicd online, pentru | Comisia de evaluare IOSUD si domenii

| inregistrare
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Observatii/
Interva Responsabil
lul orar Activitate / Activity Participanti / Participants P
Comments/
/ Hour )
Responsible
17:45 identificarea si  clarificarea | IOSUD and domains evaluation panels audio-
unor aspecte specifice video/
Online technical meeting to | - toti membrii echipei de vizita platforma
identify and clarify specific | all evaluation panel members Z00M
issues ARACIS
Audio-video
recording /
ARACIS
Zoom
platform
Luni / Monday, 8.11.2021
15:00 - | Activitati de evaluare Comisia de evaluare Domeniu nregistrare
15.45 | Evaluation activities Domain evaluation panel audio-
video/
Domeniu: intalnire online a | - Membrii comisiei de experti evaluatori domeniu platforma
comisiei de evaluare cu | members of domain evaluation panel ARACIS
studentii doctoranzi . . Z00M
. . . | - studentii doctoranzi e
Domain: Online meeting with Audio-video
PhD students .
PhD students recording
/ARACIS
https://us02web.zoom.us/j/89464001839?pwd=TDJ | zOOM
CRStZaXNWeHYrVXNQNE5SLMIBSUT09 platform
16:00 - | Activitati de evaluare Comisia de evaluare domeniu Tnregistrare
16.45 | Evaluation activities Domain evaluation panel audio-
video/
Domeniu: intalnire online a | - Membrii comisiei de experti evaluatori domeniu platforma
comisiei de evaluare cu | members of domain evaluation panel Zoom
reprezentanti ai absolventilor - . Academia
o - reprezentanti ai absolventilor .
domeniului . Romana
} . . . representatives of doctoral graduates o
Domain: Online meeting with Audio-video
i oy iz .respect/ve https://us02web.zoom.us/j/83049715270?pwd=SCt5 record//?g/
doctoral study domain RGNV @ T e Pl Romanian
eua2q mZKQ3p pVorzdz Academy
Zoom
platform
17:00 - | Activitati de evaluare Comisia de evaluare domeniu nregistrare
17.45 | Evaluation activities Domain evaluation panel audio-
video/
Domeniu: Intdlnire online a | - membrii comisiei de experti evaluatori domeniu platforma
comisiei de evaluare cu | members of domain evaluation panel Zoom
reprezentanti ai angajatorilor Academia
absolventilor domeniului - reprezentanti ai angajatorilor Romana
Domain: Online meeting with | employers' representatives Audio-video
employers of Doctoral recording /



https://us02web.zoom.us/j/89464001839?pwd=TDJCRStZaXNWeHYrVXNQNE5LMlBSUT09
https://us02web.zoom.us/j/89464001839?pwd=TDJCRStZaXNWeHYrVXNQNE5LMlBSUT09
https://us02web.zoom.us/j/83049715270?pwd=SCt5eUQ2QVU0MmZKQ3pVTVVpV3Fzdz09
https://us02web.zoom.us/j/83049715270?pwd=SCt5eUQ2QVU0MmZKQ3pVTVVpV3Fzdz09

ARACIS

Observatii/
Interva Responsabil
lul orar Activitate / Activity Participanti / Participants
/ Hour Commer?ts/
Responsible
graduates in the domain https://us02web.zoom.us/j/84760201784?pwd=Yzcl | Romanian
VktINzcOODZzTUdueDVPbTJOQTO09 Academy
Zoom
platform
Vineri / Friday, 19.11.2021
09:00 - | Finalizarea documentelor Comisia de evaluare IOSUD si domenii Se lucreaza
11:00 Completion of the evaluation | IOSUD and domains evaluation panels separat.
documents Independent
- la nivel de I0SUD evaluation
at I0SUD level activities.
- la nivel de domenii de doctorat
at doctoral study domain level
16:00 - | intalnire online pentru | Comisia de evaluare I0SUD si domenii nregistrare
16:45 | concluzii audio-
Online meeting for conclusions | IOSUD and domains evaluation panels video/
platforma
- toti membrii echipei de evaluare Z200M
all evaluation panel members ARACIS
Audio-video
recording
/ARACIS
Z00M
platform
17:00 - | intdlnire finald online in | Comisia de evaluare I0SUD si domenii nregistrare
17:45 vederea prezentarii | IOSUD and domains evaluation panels audio-
principalelor constatari video/
rezultate Tn urma evaluarii | - toti membrii echipei de evaluare platforma
IOSUD si a recomandarilor de | all evaluation panel members Zoom
mbunatatire a calitatii Academia
Meeting with representatives | - reprezentantii Academiei Romana
of the institution under review | Academy's representatives
to discuss on the conclusions of Audio-video
the evaluation process and the recording
main reccomandations Romanian
Academy
Zoom
platform

Prof. univ. dr. ing. Mircea POPA

Coordonator domeniu

Acad. loan-Aurel POP

Presedinte



https://us02web.zoom.us/j/84760201784?pwd=Yzc1VktINzc0ODZzTUdueDVPbTJOQT09
https://us02web.zoom.us/j/84760201784?pwd=Yzc1VktINzc0ODZzTUdueDVPbTJOQT09

ANNEX I



Request for clarifications

1. For the indicator A.1.1.1: please indicate where the documents
corresponding to points b, d, e, f and g may be found.

All of the relevant information is to be found at
https://acad.ro/scosaar/scosaar.html/

2. For the indicator A.1.2.1: please provide an excerpt of the database
with the records for the PhD students.

The excerpt will be provided as an annex to this document. For RACAI, one
can also consult web https.//www.racai.ro/research-activities/programe-
doctoriale/

3. For the indicator A.1.2.2: please provide an example of report
obtained by using the platform for establishing the degree of originality of
a doctoral theses.

The assessment is performed by the IT service of AR with a special
software. Here are some links:

https://mail7.imar.ro/service/home/~/?
auth=co&loc=en US&id=48907&part=5

https./mail7.imar.ro/service/home/~/?
auth=co&loc=en US&id=48907&part=6

Additional such reports can be provided on demand.

4. For the indicator A.1.3.3: please specify which are the financial
resources for the doctoral activity and what are the amounts used for the
professional training of the PhD students.

All of the financial resources required for the PhD students’ activities have
been funded through external budgetary sources (including participation
fees, accomodation, transport, etc) for participation in conferences,
summer schools or research internships.

5. For the indicator B.2.1.1: please specify which discipline is intended
for the in-depth study of the methodology of research and / or statistical
processing of data from the Curricula of the doctoral program in the field
of Computers and Information Technology for both ICIA and IMAR research
institutes.



The doctoral progammes are adapted to the topics of the proposed theses
and to the evolution of the field of study. The research methodology
assumes in-depth study of linguistics or computer vision techniques,
fundamental algorithms for large-scale data and, recently, the fundaments
of deep networks.

6. For the indicator C.1.1.1: please specify where concrete and focused
information is found on criteria a, b, ¢, d, e and f.

Information on criteria a and b can be found on the web pages of the
institutes, while information on criterion ¢ are to be found both on the web
page of the institute and that of SCOSAAR. The scientific activities of the
PhD students are demonstrated by their publications (listed also on the
webpages of the institutes) and their participation in the research projects.
The fulfillment of the criteria is monitored through the participation of the
PhD students in national and international conferences and international
summer schools for which the institutes pay the participation fees,
including the international scientific events where the students’ papers are
presented. The costs are supported by the institutes from external
budgetary sources.

Criterion f is satisfied by the fact that all the papers of the PhD students
are reviewed (analyzed, corrected and improved) by the PhD advisor.
When errors or incorrect interpretations are spotted in the papers, the PhD
advisor holds separate sessions for discussing these aspects. The reviews
of the rejected articles are analyzed togheter with the students and the
relevant/pertinent problems are discussed at length.

7. For the indicator C.1.1.2: please specify some examples of the needs
and satisfaction of PhD students resulting from the application of
evaluation mechanisms as well as an example of a plan of action resulting
from the responses of PhD students.

The most frequent requirement of the PhD students concerns the review of
the paper drafts. Advising on experiments and result evaluation is also
very common. The main satisfaction comes from the acceptance of the
papers, especially when the presented results outperform state-of-the-art
results.

8. For the indicator C.2.1.1: please specify the links corresponding to
points a, b, ¢, d, eand f.

This information is available on the SCOSAAR site and the contracts used
by the institutes when hiring the students.The digests of the theses are
also published on the institution sites.

9. For the indicator C.2.2.3: please provide information for this
indicator.



The PhD students hired by the institutes are entitled to the same rights of
access to the computing infrastructure of the institutes as any other
researcher. For the external PhD students, access credentials are granted
for the development servers and the public infrastructure of the institute.

10. For the indicator C.3.1.1: please present a list of mobility
agreements with universities from abroad, with research institutes, with
companies that carry out activities in the field of Computers and
Information Technology that aim at the mobility of doctoral students and
teachers.

Mainly, the PhD mobility has been linked to the participation in
international conferences.There have been also agreements with foreign
universities (Strasbourg University, Barcelona University - a posdoc
scholaship, University of Zagreb).

11. For the indicator C.3.1.3: please indicate the international experts
included in the commissions for guiding and/or defending doctoral thesses
from the field of Computers and Information Technology.

So far, the theses defense committes have not included international
experts.



Annex

Excerpt of the database with the records for the
PhD students
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Second request for clarifications

1. For the indicator A.1.2.2: please provide an example of report
obtained by using the platform for establishing the degree of originality of
a doctoral theses.

A: The assessment is performed by the IT service of AR with a special
software. A few examples will be provided as separate documents.

2. For the indicator A.2.1.1: according to the indicator the research
infrastructure for the doctoral activity must be presented publicly through
a profile platform. Please specify the corresponding links (for both research
institutes).

A:
ICIA
Hardware infrastructure

Please see attachements.

Software infrastructure

RELATE platform http.//relate.racai.ro

CoRolLa platform http.//corola.racai.ro

IMAR

http.://www.imar.ro/organization/activities/phDProgs/scEMSC/Infrastructure.
pdf

3. For the indicator A.3.1.3: please provide the syllabi of all courses
offered in the education program. (Also to be used for assessing
compliance with indicator B.2.1.1).

A: They will be attached to this document.

4. For the indicator B. 3.1.1: according to the indicator the members of
the evaluation panel have to choose 5 papers from the list containing the
publications of the PhD students (Annex 4.11 in this case) and to review
them. Please provide us the full texts of papers 5, 13, 14, 15 and 18.

A:

Art. 5 https://www.google.com/url?
sa=t&rct=|&g=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUK



https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiHmvr6n4v0AhWzh_0HHRb5D8MQFnoECAYQAQ&url=https%3A%2F%2Faclanthology.org%2FL18-1191.pdf&usg=AOvVaw0h_XrGJveufYT2H_vrygRi
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiHmvr6n4v0AhWzh_0HHRb5D8MQFnoECAYQAQ&url=https%3A%2F%2Faclanthology.org%2FL18-1191.pdf&usg=AOvVaw0h_XrGJveufYT2H_vrygRi
http://www.imar.ro/organization/activities/phDProgs/scEMSC/Infrastructure.pdf
http://www.imar.ro/organization/activities/phDProgs/scEMSC/Infrastructure.pdf
http://corola.racai.ro/
http://relate.racai.ro/

EwiHmvrén4vOAhWzh OHHRb5D8MQFnoECAYQAQ&url=https%3A%2F
%?2Faclanthology.org%2FL18-
1191.pdf&usg=A0vVaw0Oh_XrGJveufYT2H_vrygRi

Art. 13 https://sic.ici.ro/wp-content/uploads/2016/06/SIC_2016-2-Artl-1.pdf
Art. 14 https://hal.inria.fr/hal-01615794/document or
https://hal.inria.fr/IFIP-AICT-488/hal-01615794

Art. 15 https://ieeexplore.ieee.org/document/8390473

Art 18 https://www.google.com/url?
sa=t&rct=j&qg=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwi-
08j8nYVOAhXM8bsIHRFKCCcQFNoECAMQAQ&url=https%3A%2F
%2Fopenaccess.thecvf.com%2Fcontent cvpr 2018%2FCameraReady
%2F2240.pdf&usg=A0vVaw0w22GDu9sQ8-sDpPqZCPY7

5. For the indicator C.1.1.1: please provide specific links to information
on criteria a, b, c.

A:
a)
ICIA

https://www.racai.ro/about-us/racai-staff/tufis/

https://academiaromana.ro/cv2006/birou_viceO2Filip.htm

IMAR
www.imar.ro/clvp/clvp-lab/people.php?ID p=1
http.://www.imar.ro/organization/people/PRS/PRS 58.php?PAG=PhD

http.://www.imar.ro/clvp/clvp-lab

b)
ICIA

Hardware infrastructure

Please see attachements.

Software infrastructure


http://www.imar.ro/clvp/clvp-lab
http://www.imar.ro/organization/people/PRS/PRS_58.php?PAG=PhD
http://www.imar.ro/clvp/clvp-lab/people.php?ID_p=1
https://academiaromana.ro/cv2006/birou_vice02Filip.htm
https://www.racai.ro/about-us/racai-staff/tufis/
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwi-o8j8nYv0AhXM8bsIHRFkCCcQFnoECAMQAQ&url=https%3A%2F%2Fopenaccess.thecvf.com%2Fcontent_cvpr_2018%2FCameraReady%2F2240.pdf&usg=AOvVaw0w22GDu9sQ8-sDpPqZCPY7
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwi-o8j8nYv0AhXM8bsIHRFkCCcQFnoECAMQAQ&url=https%3A%2F%2Fopenaccess.thecvf.com%2Fcontent_cvpr_2018%2FCameraReady%2F2240.pdf&usg=AOvVaw0w22GDu9sQ8-sDpPqZCPY7
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwi-o8j8nYv0AhXM8bsIHRFkCCcQFnoECAMQAQ&url=https%3A%2F%2Fopenaccess.thecvf.com%2Fcontent_cvpr_2018%2FCameraReady%2F2240.pdf&usg=AOvVaw0w22GDu9sQ8-sDpPqZCPY7
https://ieeexplore.ieee.org/document/8390473
https://hal.inria.fr/IFIP-AICT-488/hal-01615794
https://hal.inria.fr/hal-01615794/document
https://sic.ici.ro/wp-content/uploads/2016/06/SIC_2016-2-Art1-1.pdf
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiHmvr6n4v0AhWzh_0HHRb5D8MQFnoECAYQAQ&url=https%3A%2F%2Faclanthology.org%2FL18-1191.pdf&usg=AOvVaw0h_XrGJveufYT2H_vrygRi
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiHmvr6n4v0AhWzh_0HHRb5D8MQFnoECAYQAQ&url=https%3A%2F%2Faclanthology.org%2FL18-1191.pdf&usg=AOvVaw0h_XrGJveufYT2H_vrygRi

RELATE platform http.//relate.racai.ro

CoRoLa platform http.//corola.racai.ro

IMAR

http://www.imar.ro/organization/activities/ohDProgs/scEMSC/Infrastructure.
paf

C)
SCOSAAR

https://www.racai.ro/research-activities/programe-doctoriale/

https.//www.google.com/url?
sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwi 10gEOfzzAhV
R7rsIHbohAucQFnoECAKQAQ&uUrI=https % 3A%2F%2Facad.ro%2Fscosaar
%2Fdoc2013%2Fdoc201 3-
0910Regulament.pdf&usg=A0vVaw3IAKa20srSsoCZEAfzrtms

IMAR

http://www.imar.ro/organization/activities/ohDProgs/scEMSC/ohDProgs.php

6. For the indicator C.1.1.2: please provide an example of a plan of
action resulting from the responses of PhD students.

A:
ICIA

No such plan was defined, as there were no specific needs beyond the
usual ones (explaining reading material, discussing rewiers’s comments,
monitoring writing of research papers, etc).

IMAR

Based on the feedback form below, the students are able to convey to the
doctoral school their concerns and needs. In particular, Phd students
expressed the interest to better connect with more experienced
researchers in other universities or in industry. As a result we set up a
plan for them to meet such researchers at conferences and by means of
scientific visits at their laboratories. In the long run that measure led to a
broader perspective for the doctoral students as well as joint research
papers with co-authors at other European universities (please see our
publication list, ), or from industry.


http://www.imar.ro/organization/activities/phDProgs/scEMSC/phDProgs.php
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwi_1OqE0fzzAhVR7rsIHbohAucQFnoECAkQAQ&url=https%3A%2F%2Facad.ro%2Fscosaar%2Fdoc2013%2Fdoc2013-0910Regulament.pdf&usg=AOvVaw3IAKa20srSsoCZEAfzrtms
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwi_1OqE0fzzAhVR7rsIHbohAucQFnoECAkQAQ&url=https%3A%2F%2Facad.ro%2Fscosaar%2Fdoc2013%2Fdoc2013-0910Regulament.pdf&usg=AOvVaw3IAKa20srSsoCZEAfzrtms
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwi_1OqE0fzzAhVR7rsIHbohAucQFnoECAkQAQ&url=https%3A%2F%2Facad.ro%2Fscosaar%2Fdoc2013%2Fdoc2013-0910Regulament.pdf&usg=AOvVaw3IAKa20srSsoCZEAfzrtms
https://www.racai.ro/research-activities/programe-doctoriale/
http://www.imar.ro/organization/activities/phDProgs/scEMSC/Infrastructure.pdf
http://www.imar.ro/organization/activities/phDProgs/scEMSC/Infrastructure.pdf
http://corola.racai.ro/
http://relate.racai.ro/

http://www.imar.ro/organization/activities/standalone/ohDProgs/Formular-
feedback.pdf

7. For the indicator C.2.1.1: please specify the links corresponding to
points a, b, ¢, d, e and f.

A:
ICIA

a,b,c,d e r) https://www.racai.ro/research-activities/programe-doctoriale/

IMAR
a), b) The doctoral school and admission procedures and regulations

https://www.google.com/url?
sa=t&rct=j&qg=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwi_10qEOQfzzAhV
R7rsIHbohAucQFnoECAKQAQ&url=https%3A%2F%2Facad.ro%2Fscosaar
%2Fdoc2013%2Fdoc2013-
0910Regulament.pdf&usg=A0vVaw3IAKa20srSsoCZEAfzrtms

b) Admission methodology

http://www.imar.ro/organization/activities/standalone/phDProgs/Metodologi
eAdmitere-Doctorat.pdf

c) PhD contract

https://www.google.com/url?
sa=t&rct=j&qg=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwihid380fzzAhUL
7rsIHQD5CtUQFNoECAgQAQ&url=http%3A%2F%2Fwww.acad.ro
%2Fscosaar%2Fdoc2014%2FContractStudiiUnivStipendiuAR-2014-
2015.pdf&usg=A0vVaw3salGplfRtYDam330zxlli

Also

http://www.imar.ro/organization/activities/phDProgs/templates/Contract-
for-university-doctoral-studies-with-scholarship.pdf

d) See regulations of the doctoral school above, Cap. VII A

Also


http://www.imar.ro/organization/activities/phDProgs/templates/Contract-for-university-doctoral-studies-with-scholarship.pdf
http://www.imar.ro/organization/activities/phDProgs/templates/Contract-for-university-doctoral-studies-with-scholarship.pdf
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwihid380fzzAhUL7rsIHQD5CtUQFnoECAgQAQ&url=http%3A%2F%2Fwww.acad.ro%2Fscosaar%2Fdoc2014%2FContractStudiiUnivStipendiuAR-2014-2015.pdf&usg=AOvVaw3sa1Gp1fRtYDam330zxIli
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwihid380fzzAhUL7rsIHQD5CtUQFnoECAgQAQ&url=http%3A%2F%2Fwww.acad.ro%2Fscosaar%2Fdoc2014%2FContractStudiiUnivStipendiuAR-2014-2015.pdf&usg=AOvVaw3sa1Gp1fRtYDam330zxIli
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1. [KORAP Linux version 3.10.0-327.36.3.el7.x86_64|Corpusul reprezentativ al limbii romane contemporane
Ciutare in volume mari de date  |(builder@kbuilder.dev.centos.org)  (gcc  version  4.8.5|COROLA

(text si oral), lingvistica

20150623 (Red Hat 4.8.5-4) (GCC) ) #1 SMP Mon Oct 24
16:09:20 UTC 2016

corpusului
2. |HEIMDALL XenServer 6.5 Masini Virtuale:
Tehnologia vorbirii, tehnologia BRAT, NOENSIS/NOEMA, nlptools, slave1, slave2,
informatiei, filozofia cunoasterii webserver, worker1, worker-fs
3. |IKHUFU Ubuntu 14.04.5LTS Mail, Samba, Nfs
Tehnologii comunicare
electronica
4. |HELIOS, dev.racai.ro Ubuntu 16.04.4 LTS WEB, SAMBA, MYSQL, POSTGRESAQL, JAVA, RPC, FTP
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tehnici de programare
5. |BACKUP Ubuntu 16.04.4 LTS
Siguranta informationala
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128Gb RAM, GPU Nvidia Quadro RTX 5000
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8 Windows 10, Ubuntu 14.04.4 LTS

Office, LibreOffice
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Computer Vision course

1. Cameras, geometric models, calibration

N

. Radiometry, sources, shadows, shading & color

w

. Linear filters

N

. Edge detection

ul

. Multiple views geometry

)]

. Stereopsis

~J

. Structure from motion

(o0]

. Image segmentation

<=}

. Tracking with linear dynamic models

10. Geometric methods for high-level vision

11. Probabilistic and inferential methods for high-level vision
12. Object recognition

Textbook:

Computer Vision: A Modern Approach
David A. Forsyth and Jean Ponce
Prentice Hall

Upper Saddle River, NJ, 07458

USA



Machine learning course

1. Introduction

N

. Probability Distributions

3. Linear Models for Regression

4. Linear Models for Classification

5. Kernel Methods

6. Graphical Models

7. Mixture Models and EM

8. Deep Neural Networks

9. Optimization for Training Deep Models

10. Convolutional Networks

11. Sequence Modeling: Recurrent and Recursive Nets
12. Structured Probabilistic Models for Deep Learning
Textbooks:

Pattern Recognition and Machine Learning
Christopher M. Bishop

Springer

Deep Learning

Ian Goodfellow, Yoshua Bengio, Aaron Courville
MIT Press



Optimization course

1. Introduction

2. Convex sets

3. Convex functions

4. Convex optimization problems

5. Duality

6. Approximation and fitting

7. Statistical estimation

8. Geometric problems

9. Numerical linear algebra background
10. Unconstrained minimization

11. Equality constrained minimization

12. Interior-point methods

Textbook:

Convex Optimization

Stephen Boyd, Lieven Vandenberghe
Cambridge University Press
Cambridge, United Kingdom



Parallel and distributed computing course

1. Introduction

2. Parallel Algorithm Complexity

3. Models of Parallel Processing

4. PRAM and Basic Algorithms

5. Shared-Memory Algorithms

6. Mesh-Based Architectures

7. Numerical 2D Mesh Algorithms

8. Hypercubes and Their Algorithms

9. Data Storage, Input, and Output

10. Shared-Memory MIMD Machines

11. Message-Passing MIMD Machines

12. Data-Parallel SIMD Machines

Textbooks:

Introduction to Parallel Processing Algorithms and Architectures
Behrooz Parhami

PLENUM SERIES IN COMPUTER SCIENCE

Introduction to Parallel Algorithms and Architectures: Arrays, Trees, Hypercubes

Frank Thomson Leighton
Morgan Kaufmann Pub
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Introducere si obiectivele tezei

Medicina regenerativa, reprezinta una din strategiile explorate in vederea imbunatatirii

calitatii vietii pacientilor. Conform unei definitii din 2006, acest domeniu interdisciplinar

utilizeaza diverse abordari tehnologice cum ar fi: administrarea de molecule solubile, terapia
genica, transplantul de celule stem, reprogramarea celulara si mai ales, ingineria tisulara
[Greenwood et al. 2006]. In 1987, Y.C. Fung, considerat un pionier in domeniul bioingineriei, a
propus prima definitie pentru ingineria tisulara, iar 20 de ani mai tarziu, Johnson et al au efectuat
0 analiza a categoriile de activitati privind cele mai bune abordari din domeniu, concluzionand ca
este necesara intelegerea si controlul angiogenezei, alaturi de raspunsul imun al organismului, a
comportamentului celulelor stem si standardizarea utilizarii acestora, precum si capacitatea de
producerea in masa a constructilor rezultati [Johnson et al. 2006]. Astfel, sinergia unor discipline
de baza cum ar fi: biologia celulara si stiinta materialelor au generat sisteme complexe tri-
dimensionale (3D) celule-biomaterial, implantatabile cu scopul de a regenera tesutul, dar si
sisteme exclusiv celulare, cum ar fi transplantul de celulele stem, precum si sisteme exclusiv
bazate pe biomateriale, care in urma implantarii se integreaza la nivelul organismului [Muzzio et
al. 2021].

Unul din principalii piloni care au sustinut dezvoltarea domeniului medicinei

regenerative, inclusiv a ingineriei tisulare, a fost stabilit acum mai bine de 50 de ani, cand
Friedenstein et al. au raportat izolarea unei populatii clonogene, multipotente, fibroblastoide,
derivate din maduva osoasa [Friedenstein et al. 1968]. Astfel, au aparut celulele stromale
mezenchimale (MSC), considerate celule multipotente usor accesibile, ce pot fi obtinute din
diverse tesuturi umane adulte: maduva osoasa, tesut adipos, sau prenatale: cordon umbilical,
fluid amniotic. MSC au fost evaluate in studii clinice sub forma de terapie celulara pentru diferite
patologii: precum infarctul miocardic acut, scleroza multipla sau forma acuté rezistenta la
steroizi a bolii grefa versus gazda [NCT00877903, NCT02239393, NCT02923375]. In ciuda
potentialului de diferentiere observat in vitro, efectele benefice obtinute in urma administratii
MSC nu au fost asociate grefarii acestor celule sau modificarii fenotipului catre cel specific
tesutului tintit. Mai mult, desi studiile preclinice au evidentiat rezultate promitatoare, efectele
terapeutice nu au fost reproduse si in cadrul studiilor clinice; de

altfel, in Europa prima autorizatie de punere pe piata pentru un produs pe baza de

MSC , obtinandu-se abia in 2018 [Galipeau si Sensebe, 2018]. In acelasi timp, secretomul MSC,
constituit din totalitatea factorilor solubili (chemokine, citokine, factori de crestere) si veziculele
extracelulare (microvesicule, exosomi) eliberate in mediul extracelular, a

fost evidentiat ca efector paracrin

pentru actiunea terapeutica observata in cazul administrarii acestor celule. Astfel s-a conturat

0 noua abordare terapeutica ,cell-free” care sa evite dezavantajele transplantului celular,
precum calea de administrare si variabilitatea sursei, dificultatea producerii

pe scara larga si disponibilitatea [Praveen Kumar et al. 2019].
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Pe de alta parte, domeniul stiintei materialelor s-a ocupat cu dezvoltarea unor compusi

care sa fie complementari actiunii MSC. Mai exact, pornind de la matricea extracelulara ca
model pentru fabricarea biomaterialelor, s-au propus diversi suporti 3D ( ,scaffolds” ) care sa
sprijine proliferarea si diferentierea celulelor cu scopul de a promova regenerarea tisulara. In
general, pentru tesuturile moi s-au utilizat polimeri precum colagenul, alginatul, proteoglicanii,
chitosanul, datorita biocompatibilitatii si actiunii bioactive ce permite aderarea si cresterea
celulelor la nivelul lor. Totodata domeniul nanomaterialelor a contribuit la dezvoltarea
domeniului medicinei regenerative, mai exact prin varietatea nanoparticulelor (NP) ce pot fi
utilizate fie ca vectori pentru eliberarea de principii active, fie ca agenti antibacterieni care sa
asigure siguranta utilizarii biomaterialelor, prevenind infectiile locale [Hasan et al. 2018].
Astfel, considerand cele prezentate mai sus, in lucrarea de fata au fost propuse

urmatoarele obiective:

1. evaluarea unor nanoparticule superparamagnetice pe baza de fier si polietilenimina (NP
Fe PEI) obtinute printr-o metoda de sinteza blanda, care sa permita simultan incorporarea
de agenti terapeutici cu prezervarea actiunii lor, in scopul de a valida utilizarea NP ca
vectori pentru eliberarea de principii active;

2. investigarea capacitatii secretomului MSC de a imbunatati performantele in vitro ale unei
matrice de colagen poroase utilizatein vederea vindecarii ranilor cutanate;

3. selectia unor nanoparticule cu efecte antibacteriene pe baza de argint si polimeri, in
functie de actiunea lor biologica asupra principalelor tipuri celulare implicate in

vindecarea leziunilor pielii: keratinocite, fibroblaste dermale si celule endoteliale;

4. selectia exosomilor secretati de MSC izolate din doua surse: maduva osoasa si tesut
adipos, in vederea validarii lor in vitro ca agenti terapeutici activi capabili sa stimuleze
regenerarea cutanata prin actiunea lor stimulanta asupra principalelor etape din

vindecarea ranilor.
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PARTEA |- STADIUL ACTUAL AL COUNOSTINTELOR
PRIVIND CELULELE STROMALE MEZENCHIMALE SI
IMPLICAREA ACESTORA IN REGENERAREA CUTANATA



I.1. CELULELE MEZENCHIMALE STEM/STROMALE ADULTE

DERIVATE DIN MADUVA OSOASA SI TESUT ADIPOS

Peste 50 de ani au trecut de la publicarea primei lucrari ce raporta capacitatea unor celule
progenitoare izolate din maduva osoasa de soarece, de a se diferentia in alte tipuri celulare de
orgine mezodermica [Friedenstein et al., 1966, 1968, 1970]. Termenul de celule stem
mezenchimale, abreviate MSC- a fost introdus de Arnold Caplan [Caplan, 1991], in cadrul
grupului sau fiind izolate, expandate si caracterizate pentru prima daté aceasta populatie din tesut
uman, mai exact din maduva osoasa [Haynesworth si colab, 1992a si 1992b]. In anii 90,
studiile in vitro privind MSC au concluzionat ca aceste celule adera si prolifereaza in cultura,
exprima pe suprafata CD73, CD90, CD105, CD44, CD124, si se pot diferentia, in conditii
specifice, catre linii de orgine mezodermica [Barry et al. 1999 si 2001, Simmons si Torok-Storb
1991, Grontos et al. 1994, Waller et al. 1995]. In continuare, studiile s-au focusat si pe
explorarea altor surse potentiale de MSC precum tesut adipos [Zuk et al. 2002, Xu et al. 2005,
Rodeheffer et al. 2008], pulpa dentara [Gronthos et al. 2000], cordon umbilical [Romanov et al.
2003], muschi scheletic [Zheng et al. 2007], concluzionandu-se ca, in general, tesuturile
vascularizate contin populatii de MSC [Crisan et al. 2008].

I.1.1. Caracteristicile celulelor stem derivate din cele doua surse

Societatea Internationala pentru Terapie Celulara (ISCT) a propus patru criterii minimale
pentru definirea MSC umane, cu utilizare in cercetarea stiintifica [Dominici et al. 2006]:
Aderenta la suprafata de plastic;

Expresia urmatorilor antigeni in proporttie de peste 95%: CD105, CD90 si CD73;

Expresia urmatorilor antigeni sub 2%: CD45, CD19, CD14. CD11b, Cd34, CD79a si

HLA-DR;

Capacitatea de diferentiere triliniara in vitro catre osteoblaste, condrocite si adipocite
demonstrata prin coloratii specifice (Alizarin Red/von Kossa, Alcian Blue/colagen I, si
respectiv Oil Red.

Aceste criterii sunt aplicabile MSC cultivate in laborator si utilizate doar in scopul

cercetarii stiintifice; Tn cazul celor destinate pentru studii clinice, mai ales cele care se bazeaza
pe proprietatile imunomodulatoare ale acestor celule, membrii comitetului ISCT MSC au sugerat
in 2019 si introducerea unor studii functionale standardizate robuste care sa demonstreze secretia
de factori trofici, capacitatea de a modula raspunsul celulelor imune, si de a promova
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angiogeneza, in functie de aplicatia terapeutica vizata, cu scopul de a facilita translatia

administrarii acestor celule catre pacienti [Viswanathan et al. 2019]. De asemenea, o alta

dezbatere stiintifica a fost declansata de nomenclatura acestor celule, propunandu-se mentinerea
abrevierii- MSC si inlocuirea cuvantului stem cu stromal [Horwitz et al. 2005] pentru a descrie 0
populatie heterogena ce include fibroblaste, miofibroblaste si celule stem/progenitoare, din care

sunt absente celule endoteliale si hematopoietice. Totodata, se recomanda specificarea sursei in
momentul folosirii abreviatii- de exemplu BM-MSC pentru MSC derivate din maduva osoas3,

ADSC pentru cele izolate din tesut adipos etc.

Maduva osoasa reprezinta un rezervor heterogen de populatii celulare stromale cu diferite

morfologii, rate de crestere, abilitati de diferentiere, mecanisme migratorii si efecte paracrine si
imunomodulatorii [Bianco et al. 2001].

In functie de protocoalele de izolare si expandare, se pot obtine celule multipotente cudiverse
proprietati, progenitori dedicati sau celule diferentiate terminal. Celulele stem hematopoietice si MSC Tsi
au originea n celule precursoare din stroma maduvei osoase; MSC reprezentand doar 0,001-0,01% din
celulele nucleate, fiind practic de 10 ori mai putin abundente decat celulele stem hematopoietice
[Krebsbasch et al. 1999]. Un studiu recent bazat pe secventierea ARN de tip single cell, a identificat 6
tipuri diferite de celule stromale cu 17 subseturi distincte, din maduva osoasa de soarece adult: MSC,
celulele osteoprogenitoare derivate din MSC, condrocite, fibroblaste, celule endoteliale si pericite, acesta
tehnica permitand distinctia intre MSC, fibroblaste si pericite in functie de semnatura expresiei genice
[Baryawno et al. 2019]. Acelasi grup a publicat un alt studiu in care a raportat, folosind citometria de
masa bazata pe analiza proteica de tip single cell, ca doar 3 din subseturile de celule stromale din maduva,
persista in cazul iradierii animalelor, sugerand o remodelare puternica a stromei in urma unei agresiuni
genotoxice [Severe et al. 2019].

1.1.2. Potentialul terapeutic al celulelor stem derivate din cele doua surse

Capacitatea de diferentiere a BM-MSC catre linii mezenchimale precum osteogena,

condrogena, adipogena, dar si alte linii- tendocite, astrocite, a fost demonstrata extensiv in

literatura [Boxal si Jones 2012, Pittenger et al. 2001 si 2019]. In cadrul vindecarii cutanate, BM-

MSC joaca un rol important in procesul inflamator, depunderea de matrice- in special colagen |

si lll, angiogeneza, precum si in recrutarea celulelor endogene pentru regenerarea epidermei si
dermului. Re-epitelizarea si repopularea dermului sunt asigurate de celulele sanatoase de la

periferia leziunii, pe cand infiltrarea timpurie cu celule inflamatorii si fibroblaste Tsi are originea

in maduva osoasa [Rea et al. 2009]. Sursa celulara principala pentru depunerea de colagen este
reprezentata de celule rezidente ale pielii, celulele derivate din maduva osoasa avand o

contributie partiala in timpul fiborogenezei [Higasuyama et al. 2011, Seppanen et al. 2013].

Potentialul terapeutic al BM-MSC pentru tratamentul unor defecte ale pielii precum

ranile cronice si arsurile, se bazeaza pe urmatoarele observatii experimentale asociate

administrarii acestor celule: inchiderea accelerata a ranii, diferentierea BM-MSC catre

keratinocite evidentiata prin expresia de keratina 14, stimularea angiogenezei prin secretia de
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VEGEF si recrutarea de celule endoteliale, inclusiv progenitoare, promovarea regenerarii anexelor
sub actiunea unor factori de crestere precum EGF si KGF, si modularea celulelor inflamatorii
prin eliberarea de citokine precum MIP-1 si MCP [Wu et al. 2010]. Exista doua teorii privind
mecanismul prin care BM-MSC contribuie la vindecarea accelerata a ranilor: recrutarea celulelor
endogene si secretia de factori de crestere si citokine, fara incorporarea efectiva in tesutul nou



format [Fathke et al. 2004, Javazon et al. 2007] sau diferentierea directa, care se bazeaza cel mai
probabil pe fibrocite [Sasaki et al. 2008, Wu et al, 2007a,b]. Fibrocitele sunt celule
mezenchimale inactive in conditii normale, derivate din progenitori din maduva osoasa si care
constituie un procent de 0.1-0.5% din celule sanguine periferice; ele circula in vasele sanguine
periferice si sunt capabile sa secrete componente ale matricii cum ar fi colagen | si lll, precum si
sa se diferentieze catre un fenotip matur de fibroblast, miofibroblast sau adipocit. De asemenea,
pot elibera citokine inflamatorii, factori de crestere, chemokine si pot contribuie la fibroza [Fan

si Liang, 2010].

Un studiu pe sobolani cu rani profunde a aratat ca injectarea intradermica a BM-MSC .
duce la o vindecare mai rapida comparativ cu administrarea sistemica [El Sadik et al., 2015]. In
acelasi timp, BM-MSC pot induce un fenotip pro-fibrotic in fibroblastele din zona adanca a
dermului si astfel, pot fi implicate in patogeneza cicatricelor hipertrofice [Ding et al. 2013, Wang
et al. 2008]. De asemenea, BM-MSC secreta nivele inalte de VEGF, factor asociat cu cicatrici
keloide in pacientii susceptibili [Wilgus et al. 2008]. Majoritatea dovezilor privind aplicarea BM-
MSC pentru vindecarea ranilor provin din studii pe modele animale, existand deocamdata un
numar relativ modest de studii clinice publicate. Intr-un prim raportat din 2003, aspiratul

medular precum si 3 administrari de BM-MSC cultivate au fost aplicate pentru rani cronice,
tratementele fiind asociate cu scadearea ariei leziunii, cresterea vascularizarii si grosimii dermale
[Badiavas si Falanga, 2003]. Patru ani mai tarziu, acelasi grup a raportat ca aplicarea topica de
BM-MSC autoloage expandate in vitro incluse intr-un spray pe baza de fibrina aplicatin cazul
ranilor chirurgicale acute (n=5) si a leziunilor greu vindecabile de la extremitatile inferioare

(n=8), a determinat o vindecare accelerata a ranilor acute si o scadere a leziunii pentru ulcerele
diabetice venoase cronice. Experimentele incluse in aceeasi publicatie si efectuate pe model
murin de rana cutanata au sugerat ca, intrucat BM-MSC marcate fluorescent au fost rare pe
preparatele histologice analizate, celulele administrate participa la procesul de vindecare prin
secretia de citokine si stimularea populatiilor rezidente [Falanga et al. 2007].

Intr-un alt studiu pe subiecti umani- 20 de pacienti cu leziuni dificile: arsuri severe,

ulcere ale membrelor inferioare, escare (ulcere de decubit), carora li s-a aplicat o grefa compozita
pe baza de burete de colagen (Pelmac) impregnat cu BM-MSC autoloage, s-a observat o
vindecare completa la 90% (18) din pacienti [Yoshikawa et al. 2008]. Dash si colaboratorii, in
cadrul unui studiu randomizat pe 24 de pacienti privind administratea topica precum si injectarea
intramusculara de BM-MSC autoloage cultivate, la pacienti cu ulcere greu vindecabile, au
raportat o scadere a dimensiunii ranii precum si a durerii asociate ulcerului la 12 saptamani de la
transplantarea celulelor, comparativ cu tratamentul standard [Dash et al. 2009]. Un alt studiu

11

randomizat controlat, pe 41 de pacienti cu membre inferioare ischemice diabetice bilateral si
ulcer al picioarului a urmarit comparativ efectele injectarii intramusculare de BM-MSC

autoloage expandate in vitro, celule mononucleare derivate din maduva osoasa si solutie salina.
In cazul ambelor terapii celulare, s-a observat o crestere a fluxului sanguin nsotit de o diminuare
a durerii in repaus si mers, cu un efect mai potent pentru BM-MSC. Mai multi autorii evidentiaza
o alta diferenta importanta pentru cele 2 tipuri celulare administrate: 30 ml de aspirat medular
sub anestezie locala pentru BM-MSC comparativ cu 300 ml de aspirat medular recoltat sub
anestezie epidurala pentru mononucleare, necesari pentru a obtine numarul adecvat de celule
pentru transplant [Lu et al. 2011].

Astfel, BM-MSC au aratat potential terapeutic in ceea ce priveste administrarea lor in

cazul pacientilor cu rani cronice, insa trebuie mentionat ca pentru o doza de 100-150 de milioane
de celule este necesar recoltarea invaziva (dureroasa si uneori asociata cu infectii si hemoragii) a
25 ml de aspirat medular si expandarea in cultura a celulelor timp de aproximativ 3 saptamani
[Pittenger et al. 2001]. Mai mult, exista o variabilitate n functie de donor in ceea ce priveste
potentialul de diferentiere, numarul de celule recoltat depinzand de varsta, iar cantitatea limitata,
care obliga la o expansiune intensa, putand determina senescenta celulara [Rao si Matson, 2001,
Barry si Murphy 2004]. Prin urmare, surse alternative care sa permita o recoltare minim

invaziva, cu obtinerea unei cantitati importante de celule dupa izolare, si lipsita de controverse
etice, sunt reprezentate de tesutul adipos precum si de tesuturile neonatale precum cordonul
umbilical. Celele mezenchimale stromale derivate din tesut adipos- ADSC prezinta caracteristici
biologice, imunogenicitate si potential de diferentiere similare cu BM-MSC [Zuk et al. 2001,
Puissant et al. 2005, Hsiao et al. 2012].

Avand in vedere accesibilitatea tesutului din care se izoleaza ADSC si de abundenta

acestora: BM-MSC reprezinta intre 0,001-0,01% din totalul celulelor nucleate din maduva [134],
pe cand cantitatea de ADSC este de aproximativ 500 de ori mai mare [Hass et al. 2011, Fraser et
al. 2006], ADSC par a fi o sursa preferata pentru aplicatiile clinice, putand fi utilizate chiar si

fara a necesita manipularea lor ex vivo (expandarea in vitro). De altfel, unele studii au folosit
direct fractia stromala vasculard (SVF- stromal vascular fraction, un amestec de celule
endoteliale, pericite si macrofage) autoloaga eliminand pasii aditionali de purificare si cultivare a
ADSC [Riordan et al. 2009, Casteilla et al. 2011, Yoshimura et al. 2008]. Din punct de vedere

al al imunofenotipului, BM-MSC si ADSC sunt identice in proportie de cel putin 90% [Zuk et al.
2002, Gimble et al. 2007], existand diferente minore cum ar fi: prezenta glicoproteinei CD34 la
pasajele timpurii in cazul ADSC, dar nu si BM-MSC. De asemenea exista diferente raportate si
intre specii; astfel, Sengenes si colab. au aratat ca fractia pozitiva pentru CD34 din SVF umana
contine ADSC, pe cand, in cazul tesutului adipos murin, fractia negativa pentru CD34 era
imbogatita in ADSC dupa cum s-a demonstrat prin studiile de diferentiere in vitro si pe un model
de picior ischemic Tn vivo [Nakagami et al. 2005].
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Tn ceea ce priveste potentialul de diferentiere, capacitatea superioara a unui tip

comparativ cu celalalt a fost intens dezbatuta. Intuitiv, unele studii au aratat o diferentiere
adipogena mai pronuntata in cazul ADSC fata de BM-MSC [Sakaguchi et al. 2005, Pachon-Pena



et al. 2011], si similar pentru linia osteogena- o diferentiere mai pronuntata in cazul BM-MSC
[Noel et al. 2008, Bochev et al. 2008]. Pe de alta parte, in alte publicatii s-a raportat ca aceste
diferente nu ar fi semnificative [De Ugarte et el. 2003, Kern et al. 2006]. Totodata s-au observat
deosebiri in functie de genul donorului: potentialul osteogen al ADSC recoltate de la barbati este
mai mare decéat in cazul celor recoltate de la femei, mai mult capacitatea de diferentiere
osteogena scade cu varsta in cazul femeilor, pe cand cea adipogena raméane neschimbatéa [Aksu et
al. 2008, Zhu et al. 2009]. Intr-un studiu din 2018, in cadrul caruia s-a comparat ADSC si BM-
MSC de la acelasi donor (n=9, varsta 8-14 ani), din punct de vedere morfologic, imunofenotipic
si al potentialului de diferentiere, s-a concluzionat ca ADSC prezinta o expresie crescuta pentru
CD49a si scazuta pentru Stro-1. ADSC au manifestat o proliferare si o diferentiere adipogenica
mai intense comparativ cu BM-MSC, care la randul lor s-au remarcat printr-un potential de
diferentiere osteogen si condrogen mai ridicat. De mentionat ca proliferarea si capacitatea de
diferentiere au prezentat variabilitate mare intre donori [Mohamed-Ahmed et al 2018]. In
general, datele din literatura par conflictuale, cel mai probabil din cauza diferentelor la nivel de
sursa-donor, conditii de izolare si de cultivare ( in prezenta sau absenta de ser fetal bovin), si a
faptului ca unele conditii optimizate pentru diferentierea BM-MSC nu au acelasi efect si in cazul
ADSC [Estes et al. 2006, Kim HJ si Gi IM 2009].

In ciuda acestor discrepante, dupa cum se poate observa in Tabelul 1, studiile preclinice

pe diverse modele animale sugereaza ca administrarea locald de ADSC cét si de BM-MSC
prezinta potential terapeutic pentru tratamentul leziunilor cutanate. In ultimii ani, datorita
accesibilitatii tesutului adipos, ADSC au fost intens utilizate n studii clinice [Casteilla et al
2011, Monsarrat et al. 2016].
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Tabel 1. Studii pe animale utilizand terapii cu MSC pentru tratarea leziunilor cutanate. BM-
MSC- MSC izolate din maduva osoasa, ADSC- MSC izolate din tesut adipos, BMP2- proteina
morfogena osoasa 2.

Soarece .
Injectie locala Imbunatatirea reepitelizarii,
granulatiei si vascularizarii

Javazon et
al., 2007

Sobolan
Injectie
subcutana

Reducerea inflamatiei si
imbunatatirea vindecarii
Kuo et al,,

2011

Sobolan

Injectie

intramusculara

Stimularea angiogenezei si
formarii tesutului de
granulatie

Wan et al.
2013

Soarece

Injectie

intradermica
Reducerea inflamatiei
asociata cu iradierea
Linard et

al. 2015



ir|

ie
re

Sobolan

Injectie

locala+BMP2

Vindecarea accelerata si
imbunatatirea angiogeneza
Francois et

Soarece

Injectie

intradermica

locala

Inhibarea formarii escarelor Motegi et
al. 2017

Onwo>»

Porc mic

Injectie

intradermica

locala

Vindecare fara necroza si
durere



Riccobono
etal. 2012

Sobolan

Transplant sub

forma de “cell

sheet”

Vindecare accelerata si
vascularizatie

Kato et al.

2015

Soarece

Injectie

subcutana locala
Inchiderea accelerata a
ranii, reducerea inflamatiei,
adipogeneza crescuta,
imbunatatirea arhitecturii
Strong et

al. 2015
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tesutului

Porc

Yorkshire

Injectare

sistemica dupa

grefare

Accelerarea vindecarii

leziunii

Foubert et

al. 2018

I.2. Procesul de vindecare al ranilor cutanate

1.2.1. } Structura pielii

Pielea reprezinta cel mai mare organ al corpului uman, constituind 16% din greutatea

unei persoane si acoperind o suprafata medie de aproximativ 1,8 m

2

. Organ metabolic activ,

pielea are o varietate de functii necesare mentinerii homeostaziei: actioneaza ca o bariera pentru
corpului, functioneaza ca un organ senzorial, fiindtotdodataimplicata in producerea vitaminei D
si a peptidelor antimicrobiene [Telser et al. 2007, Charruyer et Ghadially 2009]. De asemenea,
tegumentul se continua cu membranele mucoase la nivelul sistemului ocular, auditiv, respirator,
digestiv si urogental, si include urmatoarele anexe: fanerele (unghiile, parul) si glandele
(sudoripare, sebacee si mamare).

Din punct de vedere structural, pielea este constituita din 3 straturi: epiderma, dermul si
hipodermul. Stratul superficial reprezentat de epiderma are o grosime variabila in functie de zona
anatomica: intre 0,05 mm la nivelul pleopelor si pana la 1,55 mm in cazul talpilor, de exemplu, si
este alcatuit dintr-un epiteliu scuamos stratificat, ortokeratinizat, ce contine preponderent
keratinocite (80%), alaturi de melanocite, celule Langerhans si celule Merkel.

Epiderma este preponderent formata din keratinocite aflate in diverse stadii de diferentiere, sunt
dispuse n 4 straturi: bazal, spinos, granulos si cornos, in cazul palmelor si talpilor existant un al
cincilea strat- lucidum, intre cel granulos si cornos (Figura 1). Astfel, stratul bazal, denumit si
germinativ, este alcatuit din celule mici cuboidale, usor columnare atasate de membrana bazala,
cu putina citoplasma bazofila (datorita numerosilor ribosomi angajati Tn sinteza keratinelor ce



vor fi asamblate ulterior in filamente), ceea ce confera la microscop aspectul unui strat celular cu
nucleii foarte apropiati. Celulele sunt conectate intre ele prin desmosomi, iar atasamentul la
membrana bazala se realizeaza prin intermediul hemidesmosomilor (ce implica interactiunea
filamentelor intermediare de la nivelul citoscheletului cu lamina bazalad) dar si al adeziunilor

focale (filamenetele de actina se ancoreaza de componentele laminei bazale). Unele dintre aceste
celule reprezinta de fapt celule stem care se divid lent, iar restul- celule progenitoare (de
amplificare tranzitorie) care se divid rapid rezultand astfel keratinocite ce urmeaza a se

diferentia, avansand spre straturile superioare [Alberts et al, 2002]; in general, pielea umana se
regenereaza la fiecare 28 de zile. Diferentierea terminala a keratinocitelor, care incepe cu
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diviziune la nivelul stratului bazal, este considerata o forma specializata de apoptoza. Astfel,
celulele din stratul granulor prezinta o morfologie nucleara apoptotica, incluzand fragmentarea
ADNului, dar fara a se realiza si fragmentarea celulara; in schimb, celulele devin pline de
filamente de keratina. Prin urmare, reinnoirea epidermei este asigurata de 3 procese majore:
diviziunea celulelor bazale in stratul germinativ, differentierea si moartea programata pe masura
ce keratinocitele se deplaseaza spre stratul cornos, si pierdearea celulara prin exfoliere la nivelul
suprafetei tegumentului- Figura 2. Totodata, celulele bazale produc proteine antimicrobiene
esentiale pentru exercitarea rolului protector al sistemului tegumentar cum ar fi B-defensine si
catelicidine, iar expresia acestora creste pe masura ce keratinocitele se diferentiaza [Frohm et al.
1997, Sorensen et al. 2003, Braff et al. 2005]

Figura 1. Coloratie hematoxilina-eozina reprezentand piele umana, marire 40x si insert 60x:

CC- celule clare, Ep- epiderma, DP- derm papilar, DR- derm reticular, SB- stratul bazal, SS-
stratul spinos, SG- stratul granulos, SSc- stratul scuamos. Sagetile indica procesele spinoase ce
corespund zonei extracelulare a desmosomilor.

De asemenea, la nivelul stratului bazal se gasesc distribuite si melanocite, cu un raport la
keratinocite de 1:4 pana la 1:40, in functie de zona corpului. Din punct de vedere embrionar,
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aceste celule dendritice sunt derivate din creasta neurala, iar procesele celulare emise se extind in
stratul spinos, fara a realiza atasamente desmozomale cu keratinocitele invecinate. Aceste celule
produc si distribuie melanina cu rol de protectie impotriva efectelor nocive ale radiatiei
ultraviolete; pigmentul rezulta printr-o serie de reactii enzimatice bazate pe oxidarea tirozinei la
D-3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) de catre tirozinaza, la nivelul premelanozomilor (structuri
membranare inrudite cu lizozomii), derivati din aparatul Golgi. Pe masura ce melanozomii se
deplaseaza spre varful proceselor dendritice se produce maturizarea acestora, proces evidentiat
prin microscopie electronica sub forma veziculelor clare pana la complet opace spre finalul
terminatiilor.

Procesul de transfer al melaninei catre keratinocite se realizeaza prin secretie citocrina deorece,
odata cu melanozomul este fagocitata si o0 mica cantitate de citoplasma. La nivelul
keratinocitului, melanozomii sunt eliberati in citoplasma si distribuiti preponderent in jurul
nucleului astfel incat sa asigure protectia materialului genetic impotriva actiunii radiatiilor
ultraviolete. Melanozomii si continutul acestora sunt degradati prin macroautofagie cu viteze
diferite in functie de individ: de exemplu, persoanele cu piele mai inchisa prezinta o degradare
mai lenta. Sinteza melaninei este reglata de hormonul de stimulare a melanocitelor, produs de
lobul anterior al glandei pituitare, hormon capabil de a lega receptorul melanocortin-1 la nivelul
melanocitelor si declansand prin intermediul cascadei de semnalizare a proteinei G cresterea
activitatii tirozinazei.

Tot la nivelul stratului germinativ, asociate cu lamina bazala, se gasesc celulele Merkel
reprezentand mecanoreceptori tactili, derivate de asemenea din creasta neurala, intalnite mai ales
la nivelul epidermei palmare si plantare, dar si a buzelor. Nucleul acestui tip de celula este
neregulat, iar citoplasma contine granule cu neurotrasmitatori. Aceastea stabilesc jonctiuni de tip
desmozom cu keratinocitele adiacente si vin in contact cu o fibra nervoasa mielinizata de la
nivelul dermului. Axonul este demielinizat pe segmentul care traverseaza lamina bazala si se
expandeaza intr-o terminatie senzoriala aplatizata- placa nervoasa, ce stabileste contactul cu
celula Merkel.

Stratul supraiacent celui germinativ este reprezentat de stratul spinos care include mai multe
randuri de keratinocite poliedrice mari ce prezinta procese citoplasmatice vazute sub forme de
spini la microscop (artefacte aparute in urma procesului de fixare cand celulele se micsoreaza
usor, rezultand mici spatii intre ele). Astfel, aceste structuri sunt de fapt componenetele
extracelulare ale desmosomilor ce asigura fixarea stransa intre celule asigurand rezistenta
mecanica a epidermei. La acest nivel, citoplasma keratinocitelor prezinta filamente intermediare
(denumite si tonofilamente) asociate desmosomilor. Stratul spinos impreuna cu cel bazal
formeaza stratul Malpighi la nivelul caruia se regasesc celulele Langerhans- celule dendritice
periferice apartinand sistemului imun, capabile sa migreze la nivelul nodulilor limfatici pentru a
prezenta antigeni celulelor T, declansand astfel un raspuns inflamator.
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Urmatorul strat cuprinde mai putine randuri de keratinocite, aceste insa avand un continut ridicat
de granule de keratohialina (ce contin proteine asociate filamentelor intermediare, filagrina si
tricohialina) si corpi lamelari (bogati in glicosfingolipide, fosfolipide si ceramide, precum si
proteaze- catepsina D, glicozidaze) in citoplasma, motiv pentru care acest strat este denumit
stratul granulos. Filagrina si tricohialina promoveaza agregarea filamentelor de keratina in
tonofibrile (procesul de keratinizare), initiind astfel conversia celulelor granulare in corneocite.

La acest nivel, celulele devin aplatizate paralel cu suprafata pielii, iar nucleul incepe sa se
fragmenteze, fenomene asociate si cu o scadere a pHului de la 7,17 catre 4,5-6. Fiecarui stagiu de



diferentiere i corespund markeri moleculari diferiti care se utilizeaza de obicei pentru

identificarea keratinocitele specifice fiecarui strat prin imuno-histo(cito)chimie. Astfel, pentru
keratinocitele bazele se utilizeaza keratinele 5 si 14, pentru cele suprabazale ( stratul spinos)-
keratinele 1 si 10, iar pentru stratul granulos si cel scuamos: involucrina, filagrina si loricrina.
Celule stem epidermale sunt identificate cu urmatorul set de markeri: keratinele 5 si 14, integrina
a6pB1 si p63.

Continutul corpilor lamelari este eliberat prin exocitoza in spatiul intercelular dintre stratul

cornos si cel granulos, pentru a forma bariera epidermala ce previne pierderea de lichide. Aceasta
bariera este constituita practic din 2 elemente: anvelopa celulara formata din proteine (cistatina,
desmoplakina, elafina, envoplakina, filagrind, involucrina, keratine, loricrind) depozitate prin
reticulare la suprafata interioara a plasmalemei avand o grosime de aprox 15 nm, si anvelopa
lipidica formata din ceramide (sfingolipide, colesterol si acizi grasi liberi) cu o grosime de 5 nm.
Importanta barierei epidermale este evidenta in cazul arsurilor cu afectare mare a suprafetei
corpului asociate cu o mortalitate crescuta.

Stratul cornos este alcatuit din celule scuamoase anucleate, lipsite de organite celulare si pline de
filamente de keratina, care se exfoliaza regulat sub influenta unui proces proteolitic ce
degradeaza desmosomii cu ajutorul serin peptidazelor de tip kalikreina dependente de pH. Astfel,
la pH neutru un serin proteaza inhibitor (LEKTI- lymphoepithelial Kazal-type inhibitor) previne
clivarea desmosomilor, dar pe masura ce pHul scade in zona superficiala a stratului cornos,
inhibitorul elibereaza progresiv peptidaza care astfel favorizeaza desprinderea keratinocitei.
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Figura 2. Diagrama schematica pentru diferitele stadii ale diferentierii keratinocitelor. La

nivelul stratului bazal, keratinocitul incepe sinteza de filamente intermediare- keratine, iar pe
masura ce avanseaza in stratul spinos, aceasta sinteza continua. In partea superioara a stratului
spinos, keratinocitul produce granule de hialina ce contin proteine de asociere a filamentelor
intermediare, si corpi lamelari continand glicolipide. La nivelul stratului granulos, keratinocitul
secreta in spatiul intercelular continutul corpilor lamelari contribuind astfel la formarea

barierei epidermals, citoplasma contine granulele de keratohialina care impreuna cu
tonofilamentele formeaza anvelopa celulara. Suprafata keratinocitului devine keratinizata
datorita anvelopei celulare ingrosate si a manunchiurilor de tonofilamente incluse intr-o matrice
specializata. Descuamarea celulei la nivelul stratului cornos este dependenta de pH, care
controleaza activitatea serin proteazelor KLK (peptidaze asociate cu kalikreina) si interactia cu
inhibitorul de tip kazal limfoepitelial epidermic- LEKTI. Keratinocitele pozitionate in apropierea

19

stratului granulos sunt expuse unui pH neutru care mentine jonctiunile desmosomale si
interactiunea dintre KLK si LEKTI din matricea extracelulara. Pe masura ce pHul se acidifiaza
catre suprafata pieliii, LEKTI si KLK disociaza, proteinaza devenind activa si digerand astfel
proteinele desmosomale, ceea ce determina desprinderea celulelelor din zonele superficiale
(adaptat dupa Ross et al.2003).

Dermul este derivat din mezoderm, cu exceptia celui de la nivelul capului si a zonei

anterioare a gatului care deriva din ectodermul crestei neurale, avand o grosime cuprinsa intre
0,3 mm (pleoape) si 3 mm (dorsal). Se disting 2 straturi: dermul papilar caracterizat de un tesut
conjunctiv lax situat imediat sub jonctiunea dermo-epidermica, si dermul reticular format dintr-
un tesut conjunctiv mai dens. La nivelul jonctiunii dermo-epidermice se remarca numeroase
protruzii digitiforme de tesut conjunctiv numite papile dermice carora le corespund protruzii
epidermice denumite crestele rete. Papilele dermice contin terminatii nervoase precum si reteaua
de vase sanguine si capilare. De asemenea membrana bazala, care de fapt reprezinta o zona de
aderenta intre keratinocitele bazale si matricea extracelulara subiacenta, este formata, conform
studiilor de microscopie electronica, din keratinocitele bazale, lamina lucida, lamina densa si
sublamina densa corespunzatoare dermului papilar superficial. Astfel, la nivelul keratinocitelor
bazale se gasesc filamentele intermediare ce intra in componenta hemidesmosomilor alaturi de
urmatoarelor proteine: antigenul pemfigoid bulos 1 (BPAG1e), plectina, integrinele a6p4 si
a3B1, colagen XVII si tetraspanina CD151. Lamina lucida (artefact ce apare in urma
deshidratarii specimenului) este alcatuita din numeroase filamente de ancorare pe baza de
laminine- preponderent 332 dar si 311 si 511, precum si din portiunile extracelulare ale
colagenului XVII (BPAG2), integrinei a6B4 si CD151. Lamina densa prezinta alaturi de cele

trei tipuri de laminine mentionate anterior, colagenul IV, glicoproteina nidogen (entactina) si
proteoglicanul perlecan. Sublamina densa contine fibrilele de ancorare formate din colagen VII.
Originea componentelor zonei membranei bazale se regaseste in Tabelul 2.

Tabel 2. Originea componentelor ce alcatuiesc zona membranei bazale in piele

Keratinocite Bazale Fibroblaste Dermale

Filamentele intermediare Lamininele 322, 311 si 511

BPAG1e Colagen IV

Plectina Colagen VII

Colagenul XVII

Integrinele a6B4 si a3p1

CD151

Nidogenul

Perlecanul
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Colagenul VII

Componentele principale ale dermului sunt reprezentate de fibrele colagenice (70%) si
elastice, impreuna cu matricea extrafibrilara, toate fiind secretate exclusiv de fibroblaste. Stratul



papilar este compus din manunchiuri subtiri de colagen | si lll, fibre elastice, celule si fibrile de
ancorare din colagen VII, iar stratul reticular- preponderent din manunchiuri mari, dens
impachetate de colagen | (ajungand pana la 100um Tn diametru), organizate sub forma de plasa
tesuta paralel cu suprafata pielii ce are scopul de a oferi rezistenta la solicitarile tangentiale.
Fibroblastele de la nivelul pielii se constituie Th subpopulatii distincte- fibroblaste papilare,
reticulare si cele de la nivelul jonctiunii dermo-hipodermice, cu o semnatura moleculara
specifica in ceea ce priveste proteinele matricei extracelulare [Ghetti et al. 2017, Haydont et al,
2020].

Colagenul de tip | este alcatuit din 2 lanturi a1(l) si un lant a2(1); din cei aproximativ

1000 de aminoacizi din secventa polipeptidica, peste 600 sunt inclusi in secventele de triplet
(tripeptide de tipul Gly-Pro-X si Gly-Y-Hyp, unde X si Y pot fi orice aminoacid)) care se repet

in tandem. Aceste trei lanturi polipeptidice avand o conformatie de tip a helix, se rasucesc unul
in jurul altuia rezultdnd o structura superhelicala stabilizata de punti de hidrogen stabilite intre
reziduurile de glicina care se repeta la fiecare a treia pozitie. Molecula colagenului de tip |
denumita si procolagen, este caracterizata de o lungime de 300nm si o grosime de 1,5nm,
rezultand astfel o structura lunga cilindrica. Reticularea acestor molecule de procolagen este
realizata de enzime extracelulare cum este lisil oxidaza (LOX- EC 1.4.3. 13) dependenta de
cupru, ce oxideaza gruparea €-amino a catenelor laterale ale lizinei la &-aldehida, rezultand
alizina; aceasta formeaza legaturi covalente- aditie nucleofila spontana- atat cu gruparile e-amino
ale altor lizine cét si cu atomii de carbon & ale gruparilor aldehidice din alte alizine de la nivelul
aceleiasi superhelix sau a moleculelor de tropocolagen alaturate, rezultand astfel fibrilele de
colagen. [Messerchmidt, 2010]

Elastina nu prezinta o structura secundara ordonata ca cea a colagenului, dar reticularea
moleculelor se realizeaza tot cu ajutorul unei lizin amino oxidaze care converteste catenele
laterale ale lizinei din secventele —Lys-Ala-Ala-Lys- si —Lys-Ala-Ala-Ala-Lys- la alizina. Astfel,

3 alizine si o lizina nemodificata din regiuni diferite ale lantului polipeptidic reactioneaza

formand structuri heterociclice ce reticuleaza lanturile in retele de elastina.

Fibronectina plasmatica este secretata de hepatocite regasindu-se in sange, pe cand

varianta celulara este produsa atat de fibroblaste cat si de alte tipuri celulare, fiind incorporata
intr-o retea fibrilara la suprafata celulei. Dimerul secretat de celule este compus din subunitati
conectate prin puncti disulfurice, ce prezinta modulele repetitive- |, Il si lll cu situsuri de legare
atat pentru alte proteine extracelulare, inclusiv pentru alte molecule de fibronectina, cat si pentru
celule. Mai mult, aceste situsuri pot fi sau nu expuse (situsuri criptice) in functie de modificarile
conformationale ale fibronectinei- in forma globulara acestea sunt inac cesibile, iar polimerizarea
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fibronectinei in fibre le face accesibile pentru interactiunea cu integrinele de exemplu [Gao et al.
2003]. Asamblarea matricei de fibronectina este un proces ce depinde de integrine, in principal

de integrina a5B1 ce interactioneaza cu secventa RGD (arginina-glicina-acid aspartic) din

modulul lll, conectand astfel proteina la citoscheletul de actina [Mao si Schwarzbauer, 2005]. De
altfel, exista o reactie de reciprocitate intre polimerizarea fibronectinei si organizarea
citoscheletului actinic, care sta la baza formarii si stabilitatii adeziunilor celula- matrice fibrilara:
rententia colagenului | si trombospindinei-1 (proteina secretata de keratinocitele bazale si depusa
la nivelul membranei bazale) in structuri fibrilare necesita o matrice intacta de fibronectina

[Sottile si Hocking, 2002].

Matricea extrafibrilara umple spatiul dintre fibre si este de fapt un gel de mucopolizaharide pe
baza de proteoglicani si hialuronan, care poate sa lege o cantitate de apa de pana la 1000 de ori
masa sa. Astfel, acest hidrogel pe langa faptul ca faciliteaza miscarea fluidelor, solutilor si
celulelor inflamatorii, asigura rezistenta tesutului la compresie. Fibrele de colagen | si lll ofera
suport celulelor rezidente, rezistenta la tensiunile mecanice, regleaza adeziunea si migrarea
celulara. Fibronectina, a doua proteina caabundenta, prezinta numeroase situsuri de legare pentru
moleculele de colagen, fibrina si proteoglicani, facilitand astfel coeziuneacomponentelor
extracelulare precum si adeziunea celulara. Fibrele elastice avand un miez de elastind acoperit de
glicoproteine (microfibriline) asigura revenirea tesutului la formainitialain urmasolicitarilor
mecanice repetate.

Gelul viscoelastic amorf pe baza de glicozaminoglicani (GAG)- lanturi de polizaharide

puternic hidrofile: acid hialuronic, dermatan sulfat, condroitin-6-sulfat, keratan sulfat, heparan
sulfat, este produs si degradat de fibroblaste dar si de mastocite. Dintre acesti glicozminoglicani,
acidul hialuronic nu intra Tn componenta proteoglicanilor (PG)- complecsi macromoleculari

formati prin asocierea covalenta a GAG cu o proteina miez. Localizarea PG la nivelul pielii se
regaseste in tabelul 3.

Tabel 3. Proteoglicanii din componenta pielii. CS- condroitin sulfat, KS- keratan sulfat, HS-
heparan sulfat, NG-2 antigen 2 nerv-glial, CSPG- condroitin sulfat proteoglican, TGH@}- factorul

de crestere transformator beta. (adaptat dupa Smith si Melrose, 2015)

Proteoglican Masa proteinei miez

GAG Localizare
Extracelulari
Versican izofoma V0 373 CS Epiderm si derm,
vasculatura si retele

elastice din piele

Versican izofoma V1 265 CS

Versican izofoma V2 180 CS

Versican izofoma V3 72 absent
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Agregan CS/KS Absent in pielea
normala, se acumuleaza



n cicatrici

Perlecan 467 HS Asociat pericelular si
component matrice,

membrana bazala

Decorina 36 CS/DS Matrice extracelulara,
asociata fibrilelor de

colagen

Biglican 38 CS/DS Asociat matricei si
celulelor

Fibromodulina 42 KS Asociat fibrilelor de
colagen

Lumican 38 KS Asociat fibrilelor de
colagen

Asociati cu celulele

Glipican-1 56 HS matricea pericelulara a
keratinocitelor

Sindecan 1 33 HS, CS/DS Componenta
pericelulara a

keratinocitelor,

fibroblastelor, endoteliu

capilar si celule

glandulare

NG2/CSPG-4 251 CS Transmembranar in
celule progenitoare/stem

ale epidermei

Intracelulari

Serglicin 10-19 HS, CS, DS Intracelular la nivelul
granulelor secretorii ale

mastocitelor, celulelor

endoteliale,

neutrofilelor,

limfocitelor T citotoxice
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Co-receptori

CD44 37-81 CS/DS sau HS Receptor
transmembranar pentru

HA

Betaglican 110 HS/CS Co-receptor de tip IlI
pentru TG

Endoglina 68 HS/CS Co-receptor pentru
TGF

Hipoderma sau tesutul adipos subcuticular, se regaseste intre derm si muschi, fiind

compusa din adipocite dispuse sub forma de lobuli delimitati de structuri de colagen continue cu
colagenul din derm, alaturi de vase de sange si o parte din anexele pielii: foliculii pilosi, neuronii
senzoriali. Principalele functii ale hipodermei includ protectia termica, amortizarea in cazul
traumatismelor, stocarea de energie si secretia de hormoni- adipocine precum leptina si
adiponectina. Hipoderma nu este considerata strict ca facand parte din piele dar are un rol
important in asigurarea functiilor acesteia.

1.2.2. Etapele vindecarii ranilor cutanate

Procesul de vindecare a ranilor cuprinde 4 etape ce se suprapun: hemostaza, inflamatie,
proliferare si remodelare (Fig. 3), iar rezultatul oricarei dintre aceste etape poate influenta
vindecarea plagii ce poate fi o cicatrizare normala sau patologica (hipertrofica, keloida) sau poate
bloca evolutia refacerii tesutului cutanat, rezultand o rana cronica.

24

Figura 3. Cele 4 etape din procesul de vindecare a ranilor cutanate: hemostaza, inflamatie,
proliferare si remodelare, incluzand procesele majore si principalele celule impreuna cu
citokinele, factorii de crestere si componentele matricei extracelulare implicate. IL- interleukina,
TNF|aj- factor de necroza tumorala alfa, PDGF- factor de crestere derivat plachetar, TGF@-
factor de crestere transformator beta, KGF- factor de crestere keratinocitar, FGF- factor de
crestere fibroblastec, IGF1- factor de crestere al insulinei 1, GM-CSF- factorul de crestere
granulocitor/monocitar, MMP- metaloproteinaze matriciale, TIMP- inhibitorii MMP, EGF-

factor de crestere epidermal, HB-EGF- factor EGF legat de heparina, TGF@- factor de crestere
transformator alfa, VEGF- factor de crestere endoteliala vascular, GAG- glicozaminoglicani,
Coll/Col llI- colagen de tip I/Colagen de tip Ill, Fn- fibronectina, Vn- vitronectina, TGH@|1-

factor de crestere transformator beta 1(adaptat dupa Rosca et al. 2020)

Hemostaza (uneori considerata ca parte din etapa inflamatorie) are scopul de a impiedica
pierdearea de sange in urma lezarii peretilor vaselor sanguine, prin contrictia acestora si activarea
adeziunii plachetelor (via factorul von Willebrand), precum si a mecanismelor de agregare
urmate de initierea cascadei de coagulare. In final, dupa depunerea si stabilizarea cheagului de
fibrina (prin conversia fibrinogenului sub actiunea trombinei), orice séangerare

ulterioara esteprevenita [Golebiewska si Poole, 2015]. In acelasi timp, etapa de hemostaza
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activeaza procesul inflamator, prin actiunea chemo-atractanta a factorilor eliberati de plachete,



preum TGF), IL-1, TNFal, PDGF, PF4 (CXCL4), care stimuleaza influxul de neutrofile (celule
polimorfonucleare) cu rolul de a indeparta potentialii patogeni. De asemenea, o alta

chemokina secretata de plachete- CXCL12 (SDF1) promoveaza recrutarea celulelor progenitoare
si proliferea celulelor stem epidermale locale [Guo et al. 2015]. Neutrofilele sunt primele celule
ale sistemului imun Tnnascut ce ajung la nivelul leziunii cutanate, cel mai mare numar atingandu-
se n primele 12 ore, si au rolul de aparare impotriva infectiilor si de indepartare a debriurilor,

prin intermediul actiunii proteazelor (MMP2, 8, 9 si 25), ROS (specii reactive de oxigen) si a
peptidelor antimicrobiene (lizozime, mieloperoxidaze, defensine, azurodine). In acelasi timp,
neutrofiele elibereaza multiple citokine si factori de crestere care amplifica in continuare
raspunsul inflamator [Wilgus et al. 2013]. Mai mult, neutrofilele activeaza si celule non-imune
locale precum fibroblastele [Su et al. 2008] si celulele endoteliale- prin secretie de VEGF

[Gaudry et al. 1997].

Urmatorul tip celular imun ce ajunge la nivelul plagii este reprezentat de monocite care se
diferentiaza in macrofage in momentul migrarii din torentul sanguin in tesut. Pe I&anga rolul
imunologic- prin recunoasterea, fagocitoza si distrugerea microorganismelor patogene, precum si
indepartarea debriurilor celulare si a celulelor apoptotice, macrofagele manifesta si un rol trofic,
Willneborg si colab. demonstrand ca subtipul care secreta VEGF-A este important pentru
angiogeneza timpurie [Willenrborg et al. 2012]. De asemenea, macrofagele rezidente de la
nivelul anexelor pielii se activeaza in cazul ranirii cutanate via TLR (Toll-like receptors) si

secreta mediatori pro-inflamatori (TNF@, IL-1B, IL-6) ce consolideaza raspunsul imun prin
atragerea neutrofilelor si monocitelor [Krzyszczyk et al. 2018]. In faza timpurie a inflamatiei,
macrofagele de tip M1 (pro-inflamatorii) se infiltreaza in tesut pentru a indeparta agentii

patogeni, debriurile si celulele moarte, iar pe masura ce procesul de vindecare evolueaza, acestea
tranzitioneaza catre fenotipul M2 (anti-inflamator) asociat cu stimularea migrarii si proliferarii
fibroblastelor, keratinocitelor si celulelor endoteliale [Muray et al. 2011] . Cu toate acestea,
trebuie mentionat ca populatia de macrofage este heterogena si diferita in timp, astfel incat nu se
suprapune perfect cu profilurile M1si M2 observate in vitro [Novak et al. 2013]. De asemnea,
studii pe animale au aratat cu ranile diabetice greu vindecabile sunt asociate cu o tranzitie
defectuasa a macrofagelor de la fenotipul M1 catre M2 [Mirza si Koh, 2011].

Ultimele celule imune care migreaza din vasele de sange (prin diapedeza) sunt leucocitele, dintre
care limfocitele sunt responsabile in generalpentru raspunsul imun adaptativ. Cu toate acestea, in
organele de bariera precum piele si mucoase, pe langa celulele Langerhans (celule dentritice), se
gasesc si limfocite rezidente ce pot actiona rapid, fara prezentarede antigen. Mai exact, la nivelul
jonctiunii epidermo-dermale, a anexelor pielii precum si in apropierea vaselor sanguine, se
gasesc celule T capabile sa secrete factori de crestere si citokine implicate in activarea si
proliferarea altor tipuri celulare [Schaerli et al. 2004]. Pe langa celulele T, celule B sunt de
asemenea implicate in faza inflamatorie a vindecarii unei rani: astfel, limfocitele conventionale

B2 oscileaza intre vasele de sange si tesuturile limfoide, fiind implicate in raspunsul imun

26

adaptativ prin producerea de anticorpi. Limfocitele B1 ( “innate-like” ) raspund activarii TLR si
declanseaza raspunsuri rapide la anticorpi independent de celulele T- fagocitoza si efecte anti-
microbiene, in acelasi timp secretand citokine specifice raspunsului imun nnascut precum G-
CSF (granulocyte colony stimulating factor) [Rauch et al. 2012].

Etapa proliferativa dubuteaza dupa maxim o zi de la producerea leziunii, cu migrarea
keratinocitelor din zona periferica cu scopul de a restabili integritatea epidermei printr-un proces
denumit re-epitelizare ce se poate extinde pe durata a cateva saptamani. Totodata, la nivelul
dermului, fibroblastele si celule endoteliale sunt implicate Tn procesul de refacere a acestui strat
prin fibroplazie si angiogeneza- vizual acest fenomen se observa prin aparitia tesutului de
granulatie rosiatic compus din fibroblaste si matrice produsa de acestea precum si din noile vase
de sange formate [Li et al. 2007]. Procesul de re-epitelizare cuprinde urmatoarele etape: migrarea
keratinocitelor adiacenteranii, proliferarea si diferentierea acestora in epiteliu stratificat, precum
si restabilirea membranei bazale intre compartimentul epidermic si cel dermic. Activarea
keratinocitelor la marginea ranilor este asociata cu expresia unor keratine specifice: Ker 6, 16 si
17 sub influenta citokinelor IL-1 si TNF@. Pe de alta parte, TGF@ secretat de fibroblaste in
special, induce expresia de Ker 5 si 14, specifice celulelor epiteliale bazale [Freedberg et al.
2001]. Migrarea keratinocitelor la nivelul plagii implica o tranzitie epitelio-mezenchimala, iar
studiile in vitro au aratat ca citokina inflamatorie TNRa| induce aceasta tranzitie via BMP (bone
morphogen protein) atat in keratinocitele din ranile acute cat si din cele fibrotice [Yan et al.
2010]. Considerat si o tranzitie epitelio-mezenchimala partiala, procesul de re-epitelizare
presupune reducerea complexelor jonctionale (dezmosomi si jonctiuni aderente), modificarea
filamentelor intermediare- pierderea keratinei, si expresia unor markeri mezenchimali precum
FSP1 si vimentina, insotite de o morfologie aplatizata a celulelor [Haensel si Dai, 2018]. Asfel,
pe langa detasarea de substrat si de celulele invecinate, keratinocitele trebuie sa treaca prin
matricea de fibrina nou formata, ceea ce necesita actiunea unor MMP (1,2,3,10, 14, 19 si 28)
precum si a inhibitorilor acestora, astfel incat un echilibru fin intre acestea poate dirija
vindecarea ranii catre o varianta cronica [Muller si colab. 2008, Caley et al. 2015]. Citokine
precum IL-3, 6 si 8, GM-CSF secretate atat de fibroblaste cat si de keratinocite, au fost dectate in
fluidul recoltat din rani, acestea actionand ca factori mitogeni si motogeni asupra celulelor
epiteliale, stimuland astfel procesul de re-epitelizare [Grimstad et al. 2011]. De asemenea,
numerosi factori de crestere: HB-EGF, EGF, TGF@, memobri ai superfamiliei FGF ( FGF2,
FGF7/KGF1, FGF10/KGF2 si FGF22), si citokine: IL-1, IL-6, TNFRa(, actioneaza sinergic pentru
a asigura migrarea adecvata a keratinocitelor [Paster et al.2014].

In conditii normale, proliferarea si diferentierea keratinocitelor constituie un proces

continuu, aceasta capacitate regenerativa a epidermei datorandu-se in principal popolatiilor
locale de celule stem epidermale ce se gasesc in nise specfice: foliculi pilosi, stratul bazal al
epidermei interfoliculare, precum si baza glandelor sebacee. Mascre si colab. au aratat c3, in
cadrul procesului de vindecare, celulele progenitoare joaca un rol discret, contributia majora
avand-o celule stem cu ciclu incet de mitoza ( “slow-cycling” ) din epiderma interfoliculara
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[Mascre et al. 2012]. Restabilirea zonei membranei bazale reprezintd de asemenea un pas
important in procesul de vindecare a ranilor cutanate, intrucat aceasta structura ofera suport
pentru keratinocitele bazale si stabilizeaza acest compartiment la dermul subiacent. Recent,
laminina-y2 a fost evidentiata ca substratul preferat de keratinocite in cazul ranilor umane, pe
cand colagenul de tip IV si VIl a fost depus dupa inchiderea leziunii [Fisher si Rittie, 2018].
Fibroplazia presupune proliferarea si migrarea fibroblastelor, precum si producerea
componentelor matricei extracelulare. Aproximativ in a patra zi de la ranire, fibroblastele de la
periferie incep sa migreaza in cheagul de fibrina, unde secreta o matrice pe baza de colagen ce
include si proteoglicani si fibre de elastina.O parte din factorii chemotactici necesari pentru
aceasta etapa- precum PDGF si TGHB|, sunt secretati de macrofage, pe cand mediul hipoxic (in
special din zona centrala a plagii), impreuna cu EGF si FGF, stimuleaza proliferarea
fibroblastelor. De asemenea, studii pe modele animale sugereaza ca adipocitele intradermale sunt
implicate n recrutarea fibroblastelor prin secretia de PDGF [Schmidt si Horsely 2013]. O data
ajunsi la nivelul plagii, fibroblastele capata initial un fenotip secretor- implicat in sinteza de
matrice, iar ulterior unul contractil- miofibroblaste, ce asigura contractia leziunii. Matricea nou
sintetizata este abundenta in colagen de tip Ill- denumit si colagen imatur- implicat in reglarea
maturarii fibrelor de calagen; pe masura ce procesul de vindecare avanseaza, raportul dintre
colagenul de tip | si cel de tip lll, se modifica in favoarea primului. Persistenta semnificativa a
colagenului Il dupa inchiderea ranii, se regaseste in cicatricile keloide si hipertrofice [Gauglitz

et al. 2011, Oliveira et al. 2009].

Vasele capilare de la nivelul dermului initiaza procesul de angiogeneza, prin activarea

celulelor endoteliale, degradarea membranei bazale a vasului, inmugurire si proliferare inspre
zona lezata rezultand astfel formarea de tubuli si maturarea acestora. Pe langa elementele
celulare, toate stadiile depind de prezenta citokinelor precum si de componentele si organizarea
matrici extracelulare nou formate. Celulele inflamatorii elibereaza factori chemotactici si

mitogeni pentru celulele endoteliale: mai exact, plachetele si macrofagele secreta factori de
crestere precum PDGF, TGF@, IL-8,bFGF si VEGF, pe cand fibroblastele sintetizeaza o matrice
bogata in colagen, glicozaminoglicani, fibronectina si vitronectina, care constituie substratul
pentru elongarea vaselor si formarea de tubi [Werner si Grose, 2003, Eming et al. 2007, Eming et
al. 2011].

Faza de remodelare incepe in primele 2-3 saptaméani de la producerea leziunii si poate

dura pana la un an sau chiar mai mult; in final, tesutul rezultat prezintd maxim 80% din rezistenta
mecanica initiald. Dimensiunea cicatricii scade n aceasta etapa prin contractia leziunii si
rezistenta la tensiuni creste prin depunerea de colagen I. In cazul ranilor pentru care procesul de
re-epitelizare dureaza mai mult de 3-4 saptamani, exista o predispozitie pentru dezvoltarea unei
cicatrici vizibile, lipsite de anexele pielii, mult mai sensibila la radiatia ultravioleta si cu o
rezistenta mecanica mult diminuata [Tziotzios et al. 2012]. Matricea laxa initiala pe baza de
colagen Il, fibrina, fibronectina si acid hialuronic, ce a permis migrarea, proliferarea si
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angiogeneza este substituita cu colagen de tip I, care in mod normal reprezinta 80% din derm. Pe
parcursul procesului de vindecare, matricea extracelulara trece prin cicluri de sinteza si
degradare modulate de MMP si TIMP. Miofibroblastele cuplate prin adeziuni focale mediate de
integrina, la componentele matricii, induc forte contractile pentru a trage de marginile ranii,
astfel minimizand leziunea [Xue si Jackson 2015]. Activarea fibroblastelor pentru a se diferentia
in miofibroblaste depinde de prezenta TGF@1 si de rigiditatea substratului [van de Water et
al.2013, Hinz et al 2019]. Granato si colab. au aratat in vitro, ca in cazul cultivarii
miofibroblastelor in sferoizi, deci intr-un sistem tridimensional, acestia se pot deactiva si
recapata fenotipul contractil in momentul trecerii lor in sistemul de cultura bidimensional,
evidentiind astfel importanta mediului asupra fenotipului celular [Granato et al. 2017]. La
sfarsitul procesului de vindecare cutanata normala, miofibroblastele dispar prin apoptoza,
persistenta acestui tip celular fiind asociata cu cicatricile hipertrofice si keloide [Darby et al.
2016]

Tn concluzie, procesul de vindecare a ranilor cutanate este constituit din 4 etape ce se
suprapun: hemostaza, inflamatie, proliferare si remodelare, toate acestea fiind orchestrate de
celule rezidente ale pielii, cat si de precursori si celule imune atrase la nivelul leziunii, si fin
reglate de citokinele si factorii de crestere eliberate de aceste celule, precum si de componentele
matricei extracelulare care sunt continuu modificate pentru a obtine refacerea structurii si
functiilor pielii.

1.3. Aplicatiile nanoparticulele si biomaterialelor in regenerarea

tisulara

1.3.1. Nanoparticule pe baza de fier

Nanoparticulele, inclusiv cele cu proprietati superparamagnetice, considerate

pentru medicina regenerativa trebuie sa indeplineasca o serie de criterii:

1. biocompatibilitate (lipsa citotoxicitatii) [Park et al. 2010]

2. biodegradabilitate

3. sa nu afecteze caracteristicile celulelor stem [Kim et al. 2010]

4. eficiente la doze terapeutice

5. transfer minim sau inexistent de produsi secundari catre tesuturile si celulele din jur
[Frangioni si Hajjar 2004]

6. stabilitate chimica in conditii fiziologice

Acest tip de nanoparticule sunt compuse dintr-un miez de magnetita (Fe304), hematita
(Fe203) sau maghemita (y-Fe203), acoperit cu un polimer biocompatibil organic/inorganic [Hou
et al. 2020]. Miezul nanoparticulelor este in mod normal feromagnetic, iar pe masura ce
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dimensionea scade sub 30 nm, acesta isi pierde magnetismul permanent si devine
superparamagnetic [Mahmoudi et al. 2012].

Nanoparticulele pe baza de oxid de fier (NP Fe) sunt adecvate pentru aplicatii biologice si
datorita naturii lor superparamagnetice ce implica faptul ca particulele nu se vor atrage intre ele,
riscul de aglomerare minimizandu-se astfel. De asemenea, intrucat fierul este un metal care se
regaseste in mod normal in organismul uman, deci este considerat un compus endogen (sub
forma de feritind, de exemplu), Fe NP sunt biocompatibile, organismul metabolizandu-le [Bulte
JW. 2009, Berry CC. 2005]. Utilizarea NP Fe in medicina regenerativa se bazeaza pe aplicatiile
acestora ca agenti de contrast RMN [Dulinska-Litewka et al. 2019], cum ar fi Endorem (Feridex)
disponibil deja commercial. Acest tip de compusi au o dimensiune cuprinsa intre 120 si 180 nm,
cu un miez de oxid de fier si 0 sarcina globala negativa, fiind acoperiti cu dextran ce le asigura
biocompatibilitatea [Grootendorst et al. 2013].

Incorporarea de NP Fe la nivelul celulelor permite manipularea acestora de la distanta cu
ajutorul unui gradient de cAmp magnetic, si astfel determina pozitionarea precisa a celulelor in
functie de zona care trebuie regenerata, fara a le compromite functia [Kim et al. 2009]. De
asemenea, Hsiao et al au incubat timp de 24 de ore, MSC umane cu NP Fe (Ferucarbotran).
Autorii au raportat ca preluarea de nanoparticule nu a fost asociata cu moficari in ceea ce
priveste viabilitatea, proliferarea, productia de specii reactive de oxigen sau capacitatea de
diferentieres mai mult, nanoparticulele au fost dectectate la nivel de celula singulara folosind o
rezonanta magnetica de 1,5 T [Hsiao et al. 2007]. Principial, aplicatia NP Fe pentru urmarirea
celulelor a fost demonstrata prin conjugarea cu un fluorocrom a nvelisului nanoparticulelor si
urmarirea evolutiei fluorescentei in experimente de tip ,pulse-chase” pe celule neurale
[Willmann A. Si Dringen R. 2018]. Aditional, urmarirea in vivo a celulelor MSC transplantate la
nivelul rinichilor soarecilor, a fost posibila datorita incubarii in prealabil cu NP Fe acoperite cu
heparina nefractionata [Lee et al. 2012]. De mentionat ca migrarea in vivo a celulelor
transplantate este necesara pentru determinarea eficientei terapiei celulare, deci utilizarea NP Fe
impreuna cu tehnica RMN permitea urmarirea celulelor transferate intrucéat fierul intracelular
perturba campul magnetic, si astfel celulele pot fi vizualizate [Cromer et al. 2011].

Procesul de mecanotransductie, care presupune conversia strimulilor mecanici in semnale
biochimice ce activeaza procese biologice precum: proliferare, diferentierea sau migrarea
celulelor stem [Argentati et al. 2019], poate fi stimulat cu ajutorul nanoparticulelor magnetice.
Astfel, Kirkham et al. au aratat ca utilizarea de particule magnetice functionalizate cu secventa
RGD (peptida motiv acid arginilglicilaspartic) ce permite atasarea acestora la receptori sau
canale ionice de pe suprafata MSC, determina o polarizare a membranei precum si activarea
mesagerilor secundari pe calea de semnalizare [Kirkham et al. 2010]. Mai mult, mecano-
activarea de la distanta folosind NP Fe functionalizate, a promovat diferentierea MSC din
maduva osoasa prin stimularea ciclica a PDGF@ si B, catre un fenotip cu o expresie crescuta de
@SMA [Hu et al. 2014].
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Transferul terapeutic de gene in vederea dezvoltarii terapiei cu celule stem modificate

genetic, are in vederea modificarii potentei celulelor stem, sau a organelor rezultate din celulelor
stem modificate. Astfel este necesar un sistem stabil si eficient de transfectie, care sa permita
livrarea genelor fara a compromite functia acesteia. NP Fe, asa numitele sisteme nano-
magnefect, acoperite cu acizi nucleici sunt cacapible sa creasca randamentul transfectiei prin
ghidarea lor catre membrana cu ajutorul unui cdmp magnetic, fiind apoi preluate prin endocitoza
[Fouriki et al. 2014, Subramanian et al. 2013].

Astfel, aceste aplicatii relevante pentru medicina regenerativa ale nanoparticulelor

magnetice pe baza de fier: marcarea, urmarirea si transfectarea celulelor, necesita internalizarea
sau legarea la suprafata membranei celulare fie prin integrina sau anticorpi specifici.

Polimerii utilizati pentru acoperirea NP Fe pot fi naturali sau sintetici (structura de tip

.core-shell” ), dupa cum se poate observa in tabelul 4, si alaturi de surfactanti asigura stabilizarea
si dispersarea particulelor in suspensie. Cele mai intalnite metode de sinteza pentru
nanoparticulele pe baza de fier sunt reprezentate, in general, de metode chimice precum: co-
precipitare, descompunere termala, reactie hidrotermala, precipitare sol-gel si microemulsie.
Metoda hidrotermala utilizata pentru obtinerea nanoparticulelor hibride pe baza de fier studiate
in capitolul Il., produce compusi cu marime si forma controlabile, si o distributie dimensionala
relativ ampla. Solutii apoase de saruri metalice precursoare (nitrat deric, clorura ferica, oxalat
feros sau ferocianura de potasiu), alaturi de surfactanti sau agenti de capping ( sodiu
dodecilsulfat- SDS, sodiu dodecilbenzen sulfonat- DBS, polivinilpirolidona- PVP) sunt adaugate
intr-un autoclav la temperatura ridicata ( 130-2500C) si presiune mare (0,3-0,4 Mpa) in
atmosfera inerta (argon). Morfologia si dimensiunea particulelor depind de o serie de parametri
de reactie precum: temperatura, presiunea, pH+ul, tipul si concentratia precursorului [Majidi et
al. 2016]. Astfel, concentratia de precursor mareste dimensiunea particulelor, acest paramentru
insa fiind mult mai sensibil la timpul reactie [Hao si Teja 2003].

Tabel 4. Principalii compusi utilizati pentru stabilizarea NP Fe in suspensie. PAA- poli(acid

acrilic), PEG- poli(etilenglicol), PVP- poli(vinilpirolidona), PEI- poli(etilenimina).
Compus Avantaje Ref
N

a

tu

ra

I

Chitosan Polimer liniar cationic biocompatibil Costello et al. 2015
Perez et al 2020

Gelatina Biocompatibil, emusifiant hidrofil si agent

de gelare

Gaihre et al. 2009
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Dextran Stabilizeaza solutia coloidala si creste
timpul de circulatie in sdnge

Berry et al. 2003

Naha et al. 2019

Acizi grasi Stabilizeaza solutia coloidala si prezinta
grupari terminale carboxil functionale

Sahoo et al. 2001

Tiar et al. 2020

Polipeptide Permit tintirea catre anumite tipuri
celulare

Lewin et al. 2000

Chee et al. 2018

Fosforilcolina Stabilizeaza solutia coloidala
Permite preluarea de caatre celule stem
Derizot et al. 1999

Peacock et al. 2012

S

in

te

ti

c

PAA Stabilizeaza solutia coloidala, contribuie
la bioadeziune si la cresterea
biocompatibilitatii

Couto et al. 2016

Giraldo-Villegas et

al. 2019

PEG Creste eficienta internalizarii, timpul de
circulatie in sdnge si imbunaatateste
biocompatibilitatea

Khandhar et al. 2017

Lazaro-Carrillo et al.

2020

PVP Stabilizeaza solutia coloidala si creste
timpul de circulatie in sdnge

Lee et al. 2008

Kermanian et al.

2021

PEI imbunatateste biocompatibilitatea si
stabilitatea solutiei coloidale

Duan et al. 2014

Yang et al. 2018

PEI este un polimer cationic (polication), care induce un raspuns imun scazut, cu grade

diferite de ramificare si usor modificabil. De asemenea, acest compus este capabil sa lege si sa
condenseze acizi nucleici, fiind introdus in 1995 ca un vector non-viral pentru transferul de
gene. PEI| ramificat se formeaza prin polimerizarea deschisa in inel pornind de la aziridina, pe
cand PEl liniar prin hidroliza acida sau aminica la nivelul polioxazalinei, ce prezinta amine
secundare [Zakeri et al. 2018]. Acest polimer protejeaza acizii nucleici impotriva degradarii
enzimatice si non-enzimatice, mediaza transferul prin membrana celulara si promoveaza
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eliberarea lor intracelulara, fiind un vector atractiv pentru livrarea in vivo atat de ADN cat si de
ARN, local sau sistemic [Whitehead et al. 2009, Hobel etal. 2013]. Astfel, aplicatile NP Fe
acoperite cu PEI- poli(etilenimina)- NP Fe PEI s-au focusat pe utilizarea lor ca nanoplatforme
pentru transferul de acizi nucleici [Steitz et al. 2007, Liu et al. 2011], dar potentialul lor in
biomedicina, datorat dimensiunii, proprietatilor magnetice si biocompatibilitatii, raméane inca
neexplorat.
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1.3.2. Nanoparticule pe baza de argint

Cele mai utilizate nanoparticule metalice pentru domeniul medical sunt cele pe baza de

argint (NP Ag), in principal datorita proprietatilor antibacteriene [Rai et al. 2009]. Avand in
vedere consecintele infectarilor plagilor precum si a constructelor de inginerie tisulara sau a
dispozitivelor prostetice [Morton si Phillips 2016, Colenci si Abbade 2018, Kuijer et al. 2007,
Beam. si Osmon D. 2018], folosirea NP Ag pentru combaterea dezvoltarii microorganismelor
patogene, inclusiv a celor rezistente, s-a conturat ca o strategie fezabila in locul antibioticelor,
inclusiv in domeniul medicinei regenerative. De altfel, compusii pe baza de argint au fost
utilizati inca din Antichitate, si exista deja produse comerciale ce utilizeaza fie argintul in forma
sa ionica, fie metalica, precum: acoperire pentru catetere (Covidien) sau pansamente pentru rani
(Silvercel, Tegaderm Alginate Ag, Acticoat) [Sim et al. 2018]. Mai mult, in contextul global
actual, nanocompusi pe baza de argint au fost eficienti impotriva SARS-CoV-2 [Jeremiah et al.
2020].



Nanoparticulele de argint pot fi sintetizate pe diferete cai: fizice [Khayati et al. 2012,

Brobbey et al. 2017], chimice [Laghrib et al. 2019, Naik et al. 2019], fizico-chimice [Liu et al.
2017] sau biologice- asa numita sinteze verde (mediate de bacterii de exemplu [Klaus et al.
1999]). Cea mai utilizata, considerand facilitatea, reproductibilitatea, costul si siguranta, este
metoda de reducere chmica a sarilor de argint cu citrat de sodiu sau borohidrat de sodiu
[Quintero-Quiroz et al. 2019]. Pe langa aceste componente este necesara si prezenta unui
stabilizator ce poate fi anorganic precum acidul ascorbic, sau organic (polimeri ca de exemplu
PVP- poli(vinilpirolidona), PEI- poli(etilenimina), PEG- polietilenglicol, sau proteine: albumina
bovina serica) [Bhatie et al. 2016, Xu et al. 2016, Pinzaru et al. 2018, Kim et al. 2021]. In
principiu, acoperirea NP Ag cu un astfel de stabilizator determina cresterea stabilitatii acestora si
scaderea aglomerarii, dar mai ales, diminueaza efectul citotoxic asupra celulelor mamaliene.
Actiunea antibacteriana a NP Ag are la baza eliberarea ionilor de argint- Ag

+

in mediu

apos pentru a interactiona cu microorganismele. Astfel, Ag

+

pot reactiona cu gruparile ce contin

sulf sau fosfor din strucutura proteinelor de la nivelul membranei sau peretelui celular bacterian,
determinand functionarea deficitara a acestora. De asemenea, Ag

+

se pot lega la gruparile

negative de la nivel membranar, rezultand astfel gauri prin care se poate scurge continutul
citoplasmatic, gradientul de protoni se disipeaza si, in final, apare moartea celulara. O data
ajunsi in interiorul celulei, Ag

+

pot interfera cu functia lantului transportor de electroni [Jung et

al., 2008; Slavin et al. 2017]. Mai mult, Ag

+

pot interactiona cu ADNul si ARNul bacterian, R

inhiband diviziunea celulara [Yang et al. 2009; Hsueh et al. 2015]. In general, mecanismul de
actiune al NP Ag include urmatoarele fenomene [Arya et al. 2019]:

1. Atasarea la nivelul suprafetei peretelui celular

2. Inducerea modificarilor structurale si afectarea integralitatii membranei

3. Formarea de gauri si acumularea NP Ag la suprafata celulara
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4. Perturbarea gradientului electric

5. Inhibarea refacerii peretului celular

6. Prevenirea preluarii si schimbului de ioni fosfat, cu eliberarea de manitol, si proteine

7. Formarea de radicali liberi si specii reactive de oxigen

8. Atasarea la subunitatea ribozomala 30S si inhibarea procesului de translatie

9. Intercalarea intre bazele de AND si impiedicarea procesului de transcriptie

10. Interactiunea cu gruparile tiol de la nivelul enzimelor si proteinelor

11. Afectarea activitatii enzimatice de la nivelul lantului respirator bacterian

12. Inactivarea enzimelor implicate in producerea de ATP

13. Modificarea profilului de fosforilarea si deci inhibarea caii de transductie a semnalelor
celulare.

Tabel 5. Compusi pe baza de NP Ag, in stadiul preclinic de dezvoltare pentru vindecarea ranilor

Pansament de
colagen si
chitosan cu NP

P. aeroginosa

S. aureus

HUVEC: proliferare
crescuta, scadere
secretie de citokine
inflamatorii si
stimulare secretie
factori de crestere
Vindecare accelerata
pe un model murin de
rana provocata prin
arsura

Li et al.

2020

Film de chitosan

cu NP Ag

stabilizate cu
chitosan

E.coli - Vindecare accelerata
cu stimularea
angiogenezei pe un
model murin de rana



provocata prin
abraziune

Pansara et

al. 2020

Hidrogel de

chitosan si
glucomannan

E. coli

S. aureus

Lipsa citotoxicitate
pe fibroblaste
Vindecare accelerata
cu raspuns inflamator
scazut pe un model
Jiang et al.

2020
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konjac cu NP Ag murin de rana
excisionala infectata
Hidrogel de

galacto-

xiloglucan dopat

cu NP Ag

E. coli

S. aureus

C. albicans
Imbunatatire

adeziune si

proliferare fibroblaste
(3T3 L1)

Efect anti-inflamator
pe macrofage
RAW264.7
Imbunatatire
angiogeneza si
depunere colagen,
vindecare si efect
bactericid pe un model
de soarece cu rana
excizionala

Preethi et

al. 2020

Film de sericina

si chitosan cu

NP Ag si

moxifloxacin

E.coli

P. aeruginosa

S. epidermidis
S.aureus MRSA

- Vindecare accelerata
insotita de
imbunatatirea
reorganizarii
colagenului,
neovascularizarii si re-
epitelizarii pe un
model murin cu rana
provocata prin arsura
Shah et al.

2019

Hidrogel de

chitosan si
poli(etilenglicol)

E.coli

P. aeruginosa

S. aureus

- Vindecare accelerata
pe un model de iepure
diabetic cu rana
excizionala asociat cu
0 mai buna remodelare
a matricei de colagen
Masood et

al. 2019
Adeziv-hidrogel

de

poliacrilamida,



hialuronan
metacrilat si

gelatina cu NP

Ag

E.coli

S. aureus

Adeziune plachetara
crescuta, fara a
induce hemoliza

Activitate hemostatica
Imbunatatire vindecare
pe model murin de
rana excizional3,
asociat cu reducerea
citokinelor

inflamatorii,

Nthumba

et al. 2020
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promovarea
neovascularizarii si
depunerea de colagen
Membrana nano-
fibroasa de

chitosan si
poli(etilenoxid)

cu NP Ag

S.aureus - Imbunatatirea
vindecarii pe un model
murin de rana
excizionala

Shao et al.

2019

NP Ag incluse in
manofibre de

PVA, PVP,

pectina si

mafenid acetat
E.coli

P. aeruginosa

S. aureus

Lipsa toxicitatii
asupra fibroblastelor
(HSF-PI1 18)
Vindecare
imbunatatita pe un
model de iepure cu
rana excizionala
Alipour et

al. 2019

Film nanofibros

de acetat de
celuloza si
poliuretan cu NP

Ag si oxid de

grafen

S. aureus
Pseudomonas

Lipsa toxicitatii
asupra fibroblastelor
Vindecare
imbunatatita pe un
model murin de rana
excizionala

Esmaeili et

al. 2020

Hidrogel de
chitosan

cuaternizat cu

NP Ag

E.coli

P. aeruginosa

S. aureus

Lipsa toxicitatii
asupra fibroblastelor
(L929)



Vindecare
imbunatatita pe un
model murin de rana
infectata provocata
prin arsura, asociata cu
scaderea citokinelor
inflamatorii

Chen et al.

2021

Tn cazul aplicarii NP Ag pentru tratamentul rénilor cutanate ca agent antibacterian,

acestea sunt sintetizate naintea incorporarii lor in diversi suporti sub forma de hidrogel, matrice
poroase, sau fibre obtinute prin electrospinning (nanofibre). Cei mai recenti astfel de compusi
hibrizi studiati sunt prezentati in tabelul 5., observandu-se astfel gradul mare de versatilitate a NP
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Ag combinate cu (bio)materiale Th vederea obtinerii unui construct hibrid pentru vindecarea
leziunilor pielii.
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1.3.3. Substituentii cutanati pe baza de biomateriale

In functie de suprafata afectata si profunzimea ranilor cutanate, managementul clinic al
acestora poate include administrarea de agenti antibacterien i, aplicarea de pansamente uzuale pe
baza de hidrogeluri si hidrocoloizi pana la debridarea chirugicala si utilizarea grefelor sau a
pansamentelor cu celule. Cele mai problematice leziuni ale pielii raman arsurile si ranile cronice,
care reprezinta o povara atat pentru pacient cat si pentru sistemul de sanatate, fiind asociate cu
morbiditate si mortalitate ridicate [Sen et al. 2009].

Substituentii cutanati constituie constructi obtinuti prin inginerie tisulara cu scopul de a

restaura structura si functia pielii, fiind o alternativa mai costisitoare decat pansamentele inerte
din alginat, spume sau hidrofibre [Han et al. 2017], dar cu un raport cost-eficienta mai bun.
Acesti biosuporti evita dezavantajele grefelor in ceea ce priveste discomfortul donorului,
limitarea locurilor de recolate si riscul de ciactrice. Substituentul cutanat ideal ar trebui sa
previna infectarea plagii, sa nu fie imunogen, sa asigura un mediu umed si sa promoveze toate
fazele vindecarii ranilor descrise in Capitolul???, cum ar fi atragerea celulelor relevante pentru
sinteza matricei extracelulare si neovascularizatie, fiind in acelasi timp biodegradabil si
asigurand depunerea adecvata de matrice, promovand migrarea si proliferarea celulelor locale
[Gould 2016, Haddad et al. 2017].

Pana acum, o serie de substituti cutanati au fost lansati comercial, fiind fie suporti

celularizati precum Apligraf, Dermagraft si TheraSkin sau acelulari fabricati din polimeri

naturali: Oasis, Integra, DermACELL, compoziti- Hyalomatrix sau exclusiv sintetici: NovoSorb
[Dickinson si Gerecht 2016].

APLIGRAF (Organogenesis, Inc) reprezinta un substituent bistratificat alogen dedicat
tratamentului ulcerelor venoase si piciorului diabetic, care nu raspund la terapiile conventionale.
Astfel, acest construct include un strat epidermal de keratinocite umane si un strat dermal din
colagen bovin de tip | cu fibroblaste umane incorporate [Curran si Plosker 2002]. Un studiu
recent pe ulcere venoase de la nivelul membrelor inferioare, a aratat ca utilizarea acestui
substituent induce o modificarea a profilui cronic catre unul acut, prin modularea nivelului de
citokine inflamatorii, activarea keratinocitelor pacientului si reglarea semnalizarii pe calea
Whnt/B-catenina, implicata in perturbarea nisei celulelor stem in aceasta patologie [Ston et al.
2017].

TheraSkin (Soluble Systems, LLC, LifeNet Health) este de fapt o alogrefa umana
crioprezervata, avand un strat epidermal si unul dermal, cu un continut ridicat de colagen si
suplimentat cu factori de crestere, dedicat tratamentul ulcerelor venoase cronice. Aceasta
alogrefa se recolteaza la 24 de ore post-mortem, fiind crioprezervata pana la maxim 5 ani si
disponibila in trei marimi in functie de suprafata afectata. Un studiu comparativ intre Apligraf si
TheraSkin a demonstrat ca beneficiile sunt similare, dar costul pentru cohorta care a primit grefa
este mai scazut [Towler et al. 2018].
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DERMAGRAFT (Organogenesis, Inc) este un substituent dermal uman, indicat de

asemenea pentru tratamentul ulcerelor diabetice de la nivelul membrelor inferioare, fiind alcatuit
dintr-o matrice bioresorbabila tridimensionala de poliglactina cu fibroblaste dermale derivate

din piele recoltata de la nou-nascut. Astfel, aceasta varianta suporta sinteza de componente ale
matricei extracelulare si asigura citokinele si factorii de crestere necesari pentru vindecarea
leziunii [Harding et al. 2013].

StrataGraft (Stratech Corporation) a fost introdus in 2017, iarfaza 3 de studiu clinic

pentru tratarea arsurilor cu elemente dermice intacte a fost finalizata recent, avand rezultate mai
bune comparativ cu tratamentul standard- autogrefa [Gibson et al. 2012]. Acest substituent
alogen, considerat un tesut complet diferentiat, este format dintr-o epiderma complet stratificata
(derivata din linia NIKS- near diploid immnortalized keratinocyte S, conforma GMP) si un derm
pe baza de colagen si fibroblaste.

Substituentii dermici acelulari dubli precum Integra si Nevelia sunt alcatuiti dintr-un strat

gros de colagen bovin de tip | si un strat exterior subtire din silicon, fiind utilizati in cazul
arsurilor ne-infectate, uneori in combinatie cu grefe epidermice pentru a regenera structura pielii
[De Angelis et al. 2018]. De asemenea, amnionul intern si corionul extern sunt folosite ca
pansament in oftalmalogie, iar in ultimii ani, produse comerciale derivate din amnion uman au
fost aplicate si Tn cazul ranilor cronice, fie sub forma crioprezervata (Amniofix) fie



deshidradata/liofilizata (Epifix, Integra Biofic, NEOX FLO) [Swan J. 2014, llic et al. 2016].
Beneficiile aduse de aceste produse au la baza prezenta citokinele si factorilor de crestere din
membranele amniotice care pot modula inflamatia si promova vindecarea leziunilor pielii.
DermACELL (lifeNet Health) reprezinta o matrice dermala acelulara recomandata pentru
tratarea ranilor cronice [188], folosita de asemenea si prentru reconstructile mamare intrucat
ofera suport la nivelul tesurilor moi. Acest substituent este obtinut de la donori post-mortem, prin
decelularizare, rezultand astfel o matrice cu un continut de ADN sub 3% fara a compromite
componentele majore precum colagen,elastina sau factori de crestere. DermACELL este
furnizata ca un produs steril, la temperatura camerei si comparativ cu alte matrice dermale
acelulare umane precum Alloderm, beneficiile sunt similare, dar costurile- cu 15-35 % mai
scazute [Zenn MR si Salzberg CA. 2016].

Desi pe piata medicala exista o serie de substituenti cutanati, precum cei descrisi anterior,
ineficienta acestora in cazul unor leziuni severe precum arsuri Si rani cronice, sugereaza
necesitatea unei abordari interdisciplinare in acest domeniu, biomaterialele avand in continuare
un rol major. Dintre polimerii naturali, cei mai intens studiati raman colagenul, gelatina,

alginatul si chitosanul [Sheikhloleslam et al. 2018]. Din cauza caracteristicilor mecanice modeste
precum si a degradarii rapide, a fost nevoie de introducerea materialelor compozite, care includ
si polimeri sintetici cu proprietati fizice ajustabile.

Din cadrul tipurilor de celule mezenchimale multipotente adulte, cele derivate din

maduva osoasa (BM-MSC), au fost printre cele mai utilizate inclusiv pentru aplicatii in
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regenerarea cutanata, intrucat a fost demonstrat ca, in conditii adecvate, se pot diferentia catre
keratinocite [Ma et al. 2009]. Una dintre abordarile propuse pentru regenerarea cutanata consta
in combinarea BM-MSC modificate genetic cu matrice bioactive. Astfel, membrane amniotice
deshidratate disponibile comercial au fost insamantate cu BM-MSC exprimand tranzient TGF@3
si utilizate pe un model de rana excizionala pe sobolani. Grupul care a primit acest tratament, a
prezentat, la nivelul tesutului nou-format, fibre de colagen mai organizate cu o dispozitie paralela
cu suprafata pielii, si, per total, o reducere a cicatricei [Samadikuchaksaraei et al. 2016].

O alta alternativa la modificarea genetica a BM-MSC, este reprezentata de introducerea
vectorilor in vederea unei transfectii in situ pentru diversi factori de crestere relevanti pentru
procesul de vindecare cutanata. Astfel, Kolakshyapati et al. au utilizat o matrice compozita de
colagen si chitosan incarcata cu complexe de Lipofectamina si plasmide ADN codante pentru
EGF (epidermal growth factor), insaméntata cu BM-MSC. Studiile in vitro au aratat rezultate
modeste pentru diferentierea glandelor sudoripare, dar in cazul transplantarii matricei cu celule
pe un model murin, pe langa vindecarea mai rapida, la 8 saptaméani, tesutul nou-format prezenta
structuri asemanatoare glandelor sudoripare pozitive pentru keratinele 8 si 14 [Kolakshyapati et
al. 2017].

De asemenea, substituenti pe baza de polimeri sintetici cum este poli(caprolactona)

insamantati cu celule stromale mezenchimale derivate din tesut adipos (ADSC) promoveaza in
mai mare masura re-epitelizarea pe un model de rana excizionala, comparativ cu materialul fara
celule, sugerand faptul ca acest tip de celula multipotenta poate favoriza o mai buna regenerare
cutanata [Bayati et al. 2017]. Un alt substituent incluzand celule stem de la nivelul foliculilor
pilosi combinate cu celule izolate din papilele dermice (o populatie mixta de celule
mezenchimale ce include si celule multipotente), insamantate pe o matrice dermala acelulara de
origine porcina, a fost evaluat pe un model de rana excizionala pe soareci imunodeficienti
[Leiros et al. 2014]. Studiul a aratat ca prezenta celulelor din papila dermica, a fost asociata cu o
mai buna neovascularizatie si cu structuri similare bulbilor pilosi embrionari comparativ cu
substituentul cu fibroblaste.

Utilizarea celulelor stem/multipotente adulte, precum cele derivate din maduva osoasa

sau tesut adipos, implica o procedura invaziva, astfel incat, celulele derivate din tesuturile
placentale si umbilicael au aparat ca o alternativa fiabila pentru terapia celulara, din acest punct
de vedere. Un studiu care a comparat efectul unui construct pe baza de substituent dermal
comercial (Matriderm) insamantat cu celule stromale mezenchimale izolate din urmatoarele
surse: amnion, corion si gelatina Wharton, asupra vindecarii ranii excizionale pe un model
murin, a aratat ca toate cele trei tipuri celulare stimuleaza similar procesul de regenerare
cutanata, inclusiv la nivel de neovascularizatie [Ertl et al. 2018].

Tehnologia inovatoare precum printarea 3D, ce permite o mai buna rezolutie spatiala

pentru componentele construtului de inginerie tisuluara, poate contribui semnificativ la
imbunatatirea performantei acestuia, prin incorporarea de tipuri celulare multiple si ajustarea
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proprietatilor bioink-ului pentru a Tndeplini cerintele mecanice ale pielii [Yan et al. 2018].
Majoritatea modelelor de piele printate 3D utilizeaza celule complet diferentiate: keratinocite si
fibroblaste, precum si melanocite, alaturi de componentele bioinkului precum colagen, gelatina,
fibrind, alginat sau matrice decelularizate.

Figura.4. Schema ce prezinta principalele cerinte pentru materialul utilizat in cadrul
substituentilor cutanati

Principalele tehnici de bioprintarea sunt microextruzia, depunerea electrodinamica (e-jet),
depunerea bazata pe picaturi (inkjet) sau asistata de laser. Materialul din care este compus
bioinkul ar trebui sa indeplineasca cerintele din Figura???, asemanator celor pentru substituentii
dermali clasici, in acelasi timp avand proprietati reologice ce permite printarea. Intrucat polimerii
naturali precum colagenul sunt asociati cu o contractare a constructului, este necesar ca bioinkul
ales sa fie reticulat, chimic sau fizic (UV) [Augustine R. 2018]. Constructul printat poate fi lasat
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la maturat in vitro, in conditii statice sau in bioreactor, sau poate fi grefat pentru a se diferentia in
vivo. Un prim studiu din 2012, folosind bioprintarea in situ a unui construct pe baza de fibrina si
colagen, cu BM-MSC si ADSC umane, a sugerat faptul ca efectele benefice observate pe soarecii
imunodeficienti, s-au datorat factorilor trofici secretati de aceste celule, ADSC favorizand mai
bine formarea de noi vase de sange [Skardal et al. 2012]. Datorita acuratetii topologice ce poate
fi obtinuta prin bioprintarea 3D, pe modele animale s-a obtinut si incorporarea de anexe ale
pielii- prezenta acestora de altfel fiind necesara pentru o regenerare cutanata autentica. Astfel,
Huang et al. au dezvoltat un bioink compus din gelatina si alginat in care au incorporat celule
progenitoare epiteliale si omogenate dermale, precum si EGF. Constructul astfel creat cu un
printer pe baza de extrudere, a reprezentat un suport adecvat care sa mimeze nisa stem pentru
diferentierea glandelor sudoripare dupa cum s-a demonstrat atat pe experimentele in vitro cat si
pe modelul murin de arsura [Huang et al. 2016].

Cubo et al. au dezvoltat un echivalent cutanat prin microextrudere, folosind fibrina si

celule diferentiate: keratinocite umane si fibroblaste dermale. Acest sistem a fost capabil sa
genereze 100 cm2 de construct in aproximativ 35 de minute si atat echivalentii maturati in vitro
cat si cei in vivo au prezentat o arhitectura similara cu pielea nativa [Cubo et al. 2016]. Un alt
substituent cutanat studiat a fost compus dintr-o matrice tridimensionala fibrilara de
poli(caprolactona) si celulozéa bacteriana, obtinuta prin tehnica electrodinamica ,inkjet” si
insamantata cu ADSC. In cazul aplicarii pe o rana excizionala, tesutul nou-format a prezentat o
morfologie similara pielii normale, incluziv prezenta anexelor [Huang et al. 2019].

Fezabilitatea bioprintarii robotice in situ asistate de un scanner laser pentru reconstructia
cutanata direct la nivelul leziunii, a permis insamantarea fiecarui tip celular: keratinocite si
fibroblaste porcine, intr-o matrice mixta colagen-fiboronogen polimerizata cu trombina, toate
componentele fiind depuse printr-o duza separata a dispozitivului [Albanna et al. 2019].
Autogrefa astfel obtinuta a fost testata pe un model excizional de rana cutanata si a demonstrat o
mai buna performata in ceea ce priveste inchiderea leziunii, contractia si re-epitelizarea
comparativ cu alogrefa printata 3D. Acest studiu a deschis astfel calea catre printarea 3D de
structuri complexe, bazate pe experienta anterioara a substituentilor realizati manual, cat si pe
potentialul diferitelor tipuri celulare, inclusiv a celulelormultipotente.
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I.4. Contributia secretomului celulelor stromale mezenchimale

adulte in regenerarea cutanata

Capacitatea de diferentiere a MSC observata in vitro, a stat la baza utilizarii lor in

abordarile de medicina regenerativa, numeroase studii evidentiind un efect terapeutic in lipsa
grefarii si diferentierii celulelor administrate [Wu et al. 2007, Dinsmore si Dib 2008, Karp si

Leng 2009, Liu et al. 2016, Fitzsimmons et al. 2018, Robb et al. 2019]. Astfel, s-a concluzionat
ca de fapt actiunea benefica observata se datoreaza unui mecanism paracrin exercitat prin
intermediul secretomului MSC [Kichenbrand et al. 2019, Ling et al 2019, Kim et al. 2019]; acest
mecanism sta la baza actualei abordari terapeutice ,cell-free” sau acelulare, avand o serie de
avantaje fata de terapia celulara, cum ar fi: evitarea compatibilitatii imune, a tumorigenicitatii, a
riscului de formare de embolli si de transmitere a infectiilor si furnizarea tratamentului sub forma
unui produs ,,off the shelf’ pentru administrare rapida.

Secretomul MSC este constituit din componentele solubile (factori de crestere, citokine si
chemokine) si componente veziculare, mai exact veziculele extracelulare, care la randul lor
includ corpii apoptotici, microparticulele si exosomii. Prin tehnici precum ELISA si LC-MS, s-

au evidentiat o serie de factori prezenti in mediul conditionat (MC) secretat de MSC. Aceste
proteine identificate pot influenta diferite functii celulare dupa cum se poate observa in Tabelul
X.2. Astfel, administrarea mediului conditionat s-a implementat in cadrul unor tratamente
regenerative.

In continuare, vor fi prezentate studiile care au investigat efectul mediului conditionat

secretat de BM-MSC si ADSC, in regenerarea cutanata. Intr-un prim studiu din 2008, s-a
raportat ca mediul conditionat secretat de BM-MSC (MC-BM-MSC) contine diferite citokine si
chemokine la un nivel mai ridicat comparativ cu mediul conditionat secretat de fibroblaste [Chen
et al. 2008]. Aceste molecule: VEGF-q, IGF-1, EGF,, KGF, Ang-1, SDF-1, MIP-1q,
eritropoietina, sunt relevante pentru vindecarea ranilor cutanate. Astfel, aplicarea MC-BM-MSC
a determinat o crestere a migrarii keratinocitelor, macrofagelor si celulelor endoteliale, precum si
a proliferarii keratinocitelor si celulelor endoteliale. De asemenea, experimentele in vivo pe
model murin de rana excizionald, au relevat o vindecare accelerata in cazul tratamentului cu MC-
BM-MSC vs MC-fibroblaste, precum si o prezenta mai mare a macrofagelor CD4/CD80

+

alaturi R

de celule progenitoare endoteliale la nivelul leziunilor. In 2010, Walter et al. au aratat cu
secretomul de la BM-MSC sub forma de mediu conditionat (DMEM/F12 fara ser incubat 72h cu
BM-MSC) stimuleaza in vitro migrarea keratinocitelor (linia HaCaT) si a fibroblastelor (linia
L929) [Walter et al. 2010]. Totodata, autorii au evidentiat, prin spectrometrie de masa, prezenta
urmaroarelor proteine: colagen de tip I, V, VI si XIlI, fibronectind, SPARC (osteonectina sau
BM-40) si IGFBP-7, iar prin ELISA, a unor factori de crestere/chemokine: IL-6, IL-8, TGF@1,
MCP-1 si Rantes, ca potentiale componente ale secretomului raspunzatoare pentru efectul
benefic raportat.
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Un alt studiu care a prezentat o accelerare a vindecarii cutanate pe model murin, folosind
mediu conditionat de la BM-MSC @MEM fara ser, incubat 48 de ore), s-a focusat pe rolul
citokinei IL-6, gasita la un nivel ridicat in secretom, alaturi de IL-8 si CXCL-1, factori ce sunt
secretati prin activarea caii p38 MAPK la nivelul BM-MSC starvate [Yew at al. 2011]. Eficienta
administrarii BM-MSC versus MC-BM-MSC incorporate intr-un gel de fibrina a fost de
asemenea studiata, mai exact, pe un model de sobolan cu rana excisionala, observandu-se o



scadere a marimii ranii similar pentru cele doua conditii, asociata cu un procent mai mare de
colagen si mai multe macrofage CD68

+

infiltrate la nivelul leziunii, comparativ cu controlul

[Mehanna et al. 2015]. De asemenea, din punct de vedere al functionalitatii pielii vindecate,
autorii au raportat o imbunatatire in rezistenta mecanica si functia de bariera la un nivel apropiat
pentru ambele conditii, sugerand astfel ca efectele regenerative observate se datoreaza
componentelor secretate de BM-MSC.

Pe langa vindecarea ranilor in conditii normale, MC-BM-MSC a imbunatatit si evolutia
leziunilor diabetice, realizate pe sobolani diabetici, prin cresterea densitatii colagenului, a
numarului de microvase, scaderea numarului de neutrofile si macrofage la un nivel similar cu cel
din controlul non-diabetic [Saheli et al. 2020]. In plus, studiile in vitro pe fibroblaste dermale
mentinute Tn mediu cu glucoza crescuta, au demonstrat ca tratamentul cu MC-BM-MSC
imbunatateste viabilitatea si migrarea celulara, readucand nivelul expresiei genice pentru bFGF
si PDGEF la cel din fibroblastele normale.

Park et al. au observat ca aplicarea locala de secretom izolat de la ADSC accelereaza
vindecarea leziunilor cutanate pe model murin comparativ cu secretomul provenit de la
fibroblaste [Park et al. 2018]. Prin urmare au investigat in vitro posibilele mecanisme celulare
care ar putea sta la baza efectului raportat in vivo. Astfel, secretomul izolat de la ADSC sub
forma de mediu conditionat (obtinut prin incubarea ihn DMEM fara ser, pentru 48 de ore, a
celulelor confluente Tn proportie de 70%) a stimulat proliferarea si migrarea tipurilor celulare
relevante pentru vindecarea ranilor cutanate: keratinocite, fibroblaste si celule endoteliale prin
intermediul cailor de semnalizare PI3k/Akt sau FAK-ERK1/2. Mai mult, autorii au evidentiat
prezenta a numerosi factori implicati in repararea tisulara precum: FGF2 (bFGF), EGF, HGF,
IGFBP-6 si TGF@, primii trei fiind prezenti la un nivel mai mare in mediul conditionat de la
ADSC comparativ cu secretomul fibroblastelor. De asemenea, capacitatea migratorie marita a
celulelor tratate cu secretom de la ADSC a fost asociata cu o crestere a expresiei MMP2 si
MMP9, enzime importante pentru reglarea migrarii celulare.

Principalii factori de crestere identificati la nivelul secretomului celor doua tipuri

celulare, precum si functia pe care acestia o pot controla sunt prezentate in tabelul 6.
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Tabelul 6. Principalii factori secretati de MSC si functia celulara pe care acestia o pot influenta.
Functia Celulara Factori Secretati

SDF-1a BM-MSC Park et al. 2015
IL-8

ADSC

BM-MSC

Lee at al. 2010,

Park et al. 2015

MIP-3a BM-MSC Park et al. 2015
Supravietuire celulara/efecte
antiapoptotice

FGF-2

ADSC Rehman et al. 2004

Sadat et al. 2007

TGF[B| Rehman et al. 2004
Proliferare

FGF-1

BM-MSC

Wu et al. 2013

SIP Sassoli et al. 2014

HGF ADSC Park et al. 2020
Sinteza de matrice/diferentiere
celulara

FGF-2 ADSC Rider et al. 2008
HGF

ADSC

BM-MSC

Ma et al. 2020

Song et al. 2020

IGF-1 BM-MSC

Wang et al. 2018,

Joseph et al. 2020

TSP-2 BM-MSC
Hankenson et al.

2002

HGF

BM-MSC

Di Nicola et al. 2002



Liu et al. 2012IL-10
TGF{g/ ADSC
Manferdini et al.
2013
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I.5. Exosomii secretati de celulele stromale mezenchimale derivate

din maduva osoasa si tesut adipos pentru regenerarea cutanata

Veziculele extracelulare (EV) reprezinta structuri incapsulate de un strat bilipidic,

heterogene, eliberate de numeroase celule incepand cu cele procariote pana la eucariote, si care
au rolul de a transporta molecule precum proteine, diferite tipuri de ARN precum si ADN si

lipide, importante pentru comunicarea intercelulara. Raportati pentru prima data in 1946, ca
particule derivate din plachetele procoagulante din plasma normala [Chargaff et al 1946], EV
sunt in general clasificate in functie de origine si marime astfel: exosomi- Exo (de origine
endozomala, 50-150 nm), microvezicule (cunoscute si ca microparticule sau ectosomi, 50-1000
nm) si corpi apoptotici (eliberati de celulele aflate in procesul de apoptoza, 500-<5000nm) [van
Niel 2018, Coccoza 2020]. Desi in ultimul document de pozitie publicat de Societatea
Internationala pentru Vezicule Extracelulare (ISEV), autorii recomand sa se evite aceasta
clasificare intrucat nu exista inca un consens privind markerii specifici pentru fiecare subtip de
EV mentionat anterior, avand in vedere ca aceasta nomenclatura este inca utilizata Tn lucrarile de
cercetare publicate, in cele ce urmeaza, se va pastra denumirea folosita de fiecare autor [Thery et
al 2018]. In ceea ce priveste principalele metode de izolare si tehnici utilizate pentru
caracterizarea/cuantificarea EV, aceastea sunt prezentate schematic in Fig. 5. Trebuie mentionat
ca translatarea clinica a exosomilor depinde de simplificarea procedurilor de extractie/izolare, cu
un randament ridicat, si de capacitatea de a diferentia eficient intre exosomi si celelalte subtipuri
de EV, cum ar fi microveziculele.
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Figura 5. Reprezentare schematica pentru metodele cele mai utilizate de izolare, caracterizare si
cuantificarea EV. MSC pot fi izolate din diverse surse precum cordon umbilical, placenta,
maduva osoasa si tesut adipos. Celulele sunt expandate in vitro, iar mediul conditionat
(secretomul) este colectat pentru izolarea de EV prin diverse metode bazate pe separare in
functie de densitate sau marime, precipitare sau pe baza de afinitate. Fractiile imbogatite in EV
obtinute astfel sunt apoi caracterizate sau cuantificate prin diverse tehnici: microscopie
electronica, NTA- nanopaticle tracking analysis, DLS- dynamic light scattering, citometrie de

flux si western blot (adaptat dupa [Veridou-Minasian S. si Lorenowicz M.J., 2020]).

Dezvoltarea exponentiala a domeniului veziculelor extracelulare, incluzand exosomii, ce

se poate observa in ultima decada atét la nivel de publicatii dar si de companii comerciale (Fig.
6), a determinat o revizuire a recomandarilor emise de Societatea Internationala pentru Vezicule
Extracelulare in 2014 [Lotvall et al. 2014], sub forma unui ghid publicat in 2018 [Thery et al.
2018], avand scopul de a stimula reproductibilitatea si fiabilitatea studiilor pe aceste
nanovezicule cu potential terapeutic si in diagnostic.
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Figura 6. Harta privind locatia si anul de infiintare a principalelor companii din industria
terapeutica si de diagnostic care se bazeaza pe exosomi
[https://bicinformant.com/product/exosome-market-analysis/].

1.5.1.Biogeneza si Compozitia Exosomilor

Veziculele extracelulare (EV) reprezinta structuri incapsulate de un strat bilipidic,

heterogene, eliberate de numeroase celule incepand cu cele procariote pana la eucariote, si care
au rolul de a transporta molecule precum proteine, diferite tipuri de ARN precum si ADN si

lipide, importante pentru comunicarea intercelulara. Raportati pentru prima data in 1946, ca
particule derivate din plachetele procoagulante din plasma normala [Chargaff et al 1946], EV
sunt in general clasificate in functie de origine si marime astfel: exosomi- Exo (de origine
endozomala, 50-150 nm), microvezicule (cunoscute si ca microparticule sau ectosomi, 50-1000
nm) si corpi apoptotici (eliberati de celulele aflate in procesul de apoptoza, 500-<5000nm) [van
Niel 2018, Coccoza 2020]. Desi in ultimul document de pozitie publicat de Societatea
Internationala pentru Vezicule Extracelulare (ISEV), autorii recomand sa se evite aceasta
clasificare intrucat nu exista inca un consens privind markerii specifici pentru fiecare subtip de
EV mentionat anterior, avand in vedere ca aceasta nomenclatura este inca utilizata in lucrarile de
cercetare publicate, in cele ce urmeaza, se va pastra denumirea folosita de fiecare autor [Thery et
al 2018].

Corpii multiveziculari si endosomii tarzii reprezinta un subset de compartimente

endosomale specializate, imbogatite in vezicule intraluminale ce contin proteine specifice, lipide
si componente citosolice. Astfel, dupa cum se poate observa in Fig.7 in cadrul caii endosomale,
compusii internalizati (1), sunt sortati in endosomii timpurii (2), care apoi se matureaza in
endosomii tarzii sau corpii multiveziculari (3). Aceste compartimente endosomale specializate
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prezinta numeroase vezicule intraluminale, la nivelul carora sunt circulate componente de la
reteaua trans-Golgi (4) si din citosol. Corpii multivesiculari sunt transportati la nivelul

membranei plasmatice prin intermediul retelei citoscheletice si a microtubulilor, unde se
ancoreaza si fuzioneaza cu aceasta- proces mediat de proteinele Rab si Ral GTPaze, SNARE si
sintaxina (5), apoi veziculele intraluminale fiind eliberate in spatiul extracelular sub forma de
exosomi.



Figura 7. Biogeneza exosomilor si principalele componente ale acestora.

Mecanismul complexului de sortare endosomala necesar pentru transport- ESCRT

( ,endosomal sorting complex required for transports” ) are un rol major in procesul de formarea a
corpilor multiveziculari si in biogeneza veziculelor intraluminale. Componentele ESCRT (ce
includ aproximativ 20 de proteine) sunt clasificate in patru sisteme: ESCRT-O0, -, -l si -lll cu
proteinele asociate precum ALIX (Apoptosis-linked gene 2-interacting protein X), VTA1

(Vesicle Trafficking 1), VPS4 (Vacuolar protein sorting-associated protein 4) si TSG101

(Tumor susceptibility gene 101 protein) [Colombo et al. 2013, Hessvik et al. 2018]. In cadrul
biogenezei corpilor multiveziculari, complexul ECSRT-0 este recrutat de cargoul ubiquitilat, la
nivelul membranei endosomale, si la randul sau, recruteaza ESCRT-I prin intermediul TSG101.
ESCRT-I si -1l determina deformarea membranei pentru inmugurire si separa continutul, ulterior
complexul ESCRT-IIl asigurand inmugurirea si desprinderea veziculele de membrana
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citoplasmatica inspre interiorul corpului multivezicular [Hurley et al. 2010, Schoneberg et al.
2017]. De asemenea, in cadrul acestei cai canonice intervin sintenina si ALIX care leaga cargoul
de VPS32 (vacuolar protein sorting associated protein 32)- parte din ESCRT-III [Baietti et al
2012]. Totodata, ALIX interactioneaza cu sindecanul (un proteoglican), prin intermediul
sinteninei. Astfel, TSG101 si ALIX sunt componente ale caii ESCRT si se regasesc adesea Tn
compozitia exosomilor.

Exosomii pot fi secretati si independent de ESCRT, printr-un proces ce necesita formarea

de ceramide prin hidrolizarea sfingomielinei de catre sfingomielinaza neutra de tip Il [Trajkovic
et al. 2008]. Ceramidele se asociaza si permit formarea de subdomenii membranare, ce determina
spontan curbarea negativa a membranelor. Alternativ, ceramidele pot fi metabolizate la
sfingozin-1-fosfat (S1P) pentru a activa receptorii S1P cuplat cu proteina Gi care este esential
pentru sortarea cargoului in vezicule intraluminale [Kajimoto et al. 2013]. De mentionat ca
importanta biogenezei exosomilor dependenta de lipide variaza in functie de tipul celular, in
cazul celulelor de melanom, de exemplu, producerea de exosomi nefiind afectata de blocarea
productiei de ceramide [van Niel G et al. 2011]. De asemenea, proteine din familia
tetraspaninelor: CD9, CD63, CD81, CD82, pot controleaza sortarea endosomala independenta de
ESCRT [Buschow et al. 2009, Charrin et al. 2014]. Mecanismul prin care aceste proteine
actioneaza, presupune formarea de grupari ( “clusters” ) si platforme membranare dinamice atat
intre ele cat si cu alte proteine transmembranare si citosolice, moduland astfel formarea de
microdomenii care urmeaza sa inmugureasca. De exemplu, tetraspanina CD81 prezinta o
structura conica, cu o cavitate intramembranara ce poate acomoda colesterolul. Gruparea mai
multor CD81 ar putea astfel induce o inmugurire spre interior a microdomeniului, determinand
formarea de corpi intraluminali [Zimmerman et al. 2016]. Biogeneza exosomilor mediata de
tetraspanine presupune interactiunea cu lipide complexe ca de exemplu intre CD9 si CD81 cu
ceramide pentru a secreta in exosomi (-catenina, proteina importanta pentru adeziunea celula-
celula si expresia genica [Chairoungdoua et al. 2010].

Secretia exosomilor este asigurata de GTPazele Rab, cea mai abundenta din superfamilia
GTPazelor Ras, acestea avand un rol important in transportul vezicular intracelular [Blanc et al.,
2018]. In general, modularea secretiei exosomilor de catre proteinele Rab este heterogena, in
functie de tipul celular si de cargo. GTPazele Rab si proteinele SNARE interactioneaza
asigurand ancorarea corpilor multiveziculari la nivelul plasmalemei, in vederea fuziunii acestora
si eliberarea continutului. RAL-1 (omologul GTPazelor Ras) impreuna cu T-SNARE sintaxina 5
si 0 V-SNARE, regleaza atat formarea corpilor multiveziculari cat si fusiunea acestora cu
membrana plasmatica [Hyene et al. 2015].

Referitor la componentele exosomilor, lista din baza de date dedicata acestora
(www.exocarta.org, accesata pe 13.07.2021) contine 9769 de proteine si 1116 lipide, alaturi de
3314 ARNmesager si 1424 microARN (miARN), raportate din 286 de studii. Proteinele
exosomale sunt ubiquitinate pentru a fi recunoscute de ESCRT-0, dar inca nu s-a demonstrat ca
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uniquitinarea este obligatorie pentru sortarea proteinelor in exosomi [Moreno-Gonzalo et al.
2018]. Proteinele identificate la nivelul exosomilor pot fi clasificate astfel:

a. proteine implicate in transportul membranar si fuziune: anexine, GTPaze Rab, proteine
chaperon din clasa HSP (heat shock protein) cum ar HSP60, HSP70 si HSP90

b. tetraspanine precum CD9, CD63, CD81, CD82, CD106, Tspan9, ICAM (molecula de
adeziune intracelulara)

c. proteine specifice corpilor multiveziculari: ALIX, TSG101

c. alte proteine precum integrine, actina si miozina

In ceea ce priveste lipidele, majoritatea studiilor sugereaza o imbogatire de 2-3 ori la

nivelul exozomilor comparativ cu plasmalema pentru colesterol, sfingomielina, glicosfingolipide
si fosfatidilserina [Skotland et al. 2020]. Tipul de ARN mic necodant reprezentativ este miARN
cu o lungime de 20-22 nucleotide, ce mediaza silentierea post-transcriptionala a genelor, in
general prin legarea regiunii “seed” (secventa de 8 nucleotide de la capatul 5°) la regiunea 3

UTR ( “untranslated region” ) a mARNului tinta, inducand fie degradarea acestuia (prin
intermediul complexului RISC), fie inhibarea translatiei. Ferguson et al. au ales o abordare
sistemica pentru analiza miRNA de la nivelul exosomilor secretati de BM-MSC umane
[Ferguson et al. 2018] . Astfel, au identificat 23 de miRNA cu nivel de expresie inalt, ce au fost
asociati urmatoarelor cai de semnalizare si procese biologice: dezvoltarea cardiovasculara,
angiogeneza si formarea de tubi (miR-23-3p si miR-130a-3p de exemplu), moarte Si crestere
celulara, fibroza (prin calea Wnt, PDGF si TGF[E]). In continuare, autorii au ales miR-130-3p
pentru studii in vitro privind efectul pro-angiogen al exosomilor imbogatiti in acest miRNA, si
au observat ca efectul se datoreaza scaderii expresiei genelor antiangiogene GAX si HOXAS5.



miARNurile difera in exosomii secretati de MSC izolate din diferse surse. Baglio et al. au aratat,
prin secventiere, ca miARNurile preponderente in exosomii derivati din ADSC sunt miR-486-5p,
miR-10a-5p, miR-10b-5pm nuR-191-5p si miR-222-3p, iar din BM-MSC: miR-143-3p, miR-

El 10b-5p, miR-486-5p, miR- 22- 3 p si miR- 21-5p [Baglio et al. 2015]. Astfel, exosomii secretati de
MSC pot tinti diverse gene prin intermediul miRNA continuti, Tn functie de sursa celulara, si
astfel tratand patologii diferite.

1.5.2. Metode de Izolare a Exosomilor

Corpii multiveziculari si endosomii tarzii reprezinta un subset de compartimente

endosomale specializate, imbogatite Tn vezicule intraluminale ce contin proteine specifice, lipide
si componente citosolice. Astfel, dupa cum se poate observa in Fig.A, in cadrul caii endosomale,
compusii internalizati (1), sunt sortati in endosomii timpurii (2), care apoi se matureaza in
endosomii tarzii sau corpii multiveziculari (3). Aceste compartimente endosomale specializate
prezinta numeroase vezicule intraluminale, la nivelul carora sunt circulate componente de la
reteaua trans-Golgi (4) si din citosol. Corpii multivesiculari sunt transportati la nivelul

membranei plasmatice prin intermediul retelei citoscheletice si a microtubulilor, unde se
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ancoreaza si fuzioneaza cu aceasta- proces mediat de proteinele Rab si Ral GTPaze, SNARE si
sintaxina (5), apoi veziculele intraluminale fiind eliberate in spatiul extracelular sub forma de
exosomi.

Mecanismul complexului de sortare endosomala necesar pentru transport- ESCRT

( ,endosomal sorting complex required for transports” ) are un rol major in procesul de formarea a
corpilor multiveziculari si in biogeneza veziculelor intraluminale. Componentele ESCRT (ce
includ aproximativ 20 de proteine) sunt clasificate in patru sisteme: ESCRT-O0, -I, -l si -Ill cu
proteinele asociate precum ALIX (Apoptosis-linked gene 2-interacting protein X), VTA1

(Vesicle Trafficking 1), VPS4 (Vacuolar protein sorting-associated protein 4) si TSG101

(Tumor susceptibility gene 101 protein) [Colombo et al. 2013, Hessvik et al. 2018]. In cadrul
biogenezei corpilor multiveziculari, complexul ECSRT-0 este recrutat de cargoul ubiquitilat, la
nivelul membranei endosomale, si la randul sau, recruteaza ESCRT-I prin intermediul TSG101.
ESCRT-I si -l determina deformarea membranei pentru inmugurire si separa continutul, ulterior
complexul ESCRT-III asigurand inmugurirea si desprinderea veziculele de membrana
citoplasmatica inspre interiorul corpului multivezicular [Hurley et al. 2010, Schoneberg et al.
2017]. De asemenea, in cadrul acestei cai canonice intervin sintenina si ALIX care leaga cargoul
de VPS32 (vacuolar protein sorting associated protein 32)- parte din ESCRT-III [Baietti et al
2012]. Totodata, ALIX interactioneaza cu sindecanul (un proteoglican) prin intermediul
sinteninei. Astfel, TSG101 si ALIX sunt componente ale caii ESCRT si se regasesc adesea Tn
compozitia exosomilor.

Exosomii pot fi secretati si independent de ESCRT, printr-un proces ce necesita formarea

de ceramide prin hidrolizarea sfingomielinei de catre sfingomielinaza neutra de tip Il [Trajkovic
et al. 2008]. Ceramidele se asociaza si permit formarea de subdomenii membranare, ce determina
spontan curbarea negativa a membranelor. Alternativ, ceramidele pot fi metabolizate la
sfingozin-1-fosfat (S1P) pentru a activa receptorii S1P cuplat cu proteina Gi care este esential
pentru sortarea cargoului in vezicule intraluminale [Kajimoto et al. 2013]. De mentionat ca
importanta biogenezei exosomilor dependenta de lipide variaza in functie de tipul celular, in
cazul celulelor de melanom, de exemplu, producerea de exosomi nefiind afectata de blocarea
productiei de ceramide [van Niel G et al. 2011]. De asemenea, proteine din familia
tetraspaninelor: CD9, CD63, CD81, CD82, pot controleaza sortarea endosomala independenta de
ESCRT [Buschow et al. 2009, Charrin et al. 2014]. Mecanismul prin care aceste proteine
actioneaza, presupune formarea de grupari ( “clusters” ) si platforme membranare dinamice atat
intre ele cat si cu alte proteine transmembranare si citosolice, moduland astfel formarea de
microdomenii care urmeaza sa inmugureasca. De exemplu, tetraspanina CD81 prezinta o
structura conica, cu o cavitate intramembranara ce poate acomoda colesterolul. Gruparea mai
multor CD81 ar putea astfel induce o inmugurire spre interior a microdomeniului, determinand
formarea de corpi intraluminali [Zimmerman et al. 2016]. Biogeneza exosomilor mediata de
tetraspanine presupune interactiunea cu lipide complexe ca de exemplu intre CD9 si CD81 cu
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ceramide pentru a secreta in exosomi B-catenina, proteina importanta pentru adeziunea celula-
celula si expresia genica [Chairoungdoua et al. 2010].

Secretia exosomilor este asigurata de GTPazele Rab, cea mai abundenta din din

superfamilia GTPazelor Ras, aceste avand un rol important in transportul vezicular intracelular
[Blanc et al., 2018]. In general, modularea secretiei exosomilor de catre proteinele Rab este
heterogena, in functie de tipul celular si de cargo. GTPazele Rab si proteinele SNARE
interactioneaza asigurand ancorarea corpilor multiveziculari la nivelul plasmalemei, in vederea
fuziunii acestora si eliberarea continutului. RAL-1 (omologul GTPazelor Ras) impreuna cu T-
SNARE sintaxina 5 si 0 V-SNARE, regleaza atat formarea corpilor multiveziculari cat si
fusiunea acestora cu membrana plasmatica [Hyene et al. 2015].

Referitor la componentele exosomilor, lista din baza de date dedicata acestora
(www.exocarta.org, accesata pe 13.07.2021) contine 9769 de proteine si 1116 lipide, alaturi de
3314 ARNmesager si 1424 microARN (miARN), raportate din 286 de studii. Proteinele
exosomale sunt ubiquitinate pentru a fi recunoscute de ESCRT-0, dar inca nu s-a demonstrat ca
uniquitinarea este obligatorie pentru sortarea proteinelor in exosomi [Moreno-Gonzalo et al.
2018]. Proteinele identificate la nivelul exosomilor pot fi clasificate astfel:

a. proteine implicate in transportul membranar si fuziune: anexine, GTPaze Rab, proteine
chaperon din clasa HSP (heat shock protein) cum ar HSP60, HSP70 si HSP90

b. tetraspanine precum CD9, CD63, CD81, CD82, CD106, Tspan9, ICAM (molecula de
adeziune intracelulara)

c. proteine specifice corpilor multiveziculari: ALIX, TSG101


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8245637/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8245637/
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c. alte proteine precum integrine, actina si miozina

In ceea ce priveste lipidele, majoritatea studiilor sugereaza o imbogatire de 2-3 ori la

nivelul exozomilor comparativ cu plasmalema pentru colesterol, sfingomielina, glicosfingolipide
si fosfatidilserina [Skotland et al. 2020]. Tipul de ARN mic necodant reprezentativ este miARN
cu o lungime de 20-22 nucleotide, ce mediaza silentierea post-transcriptionala a genelor, in
general prin legarea regiunii “seed” (secventa de 8 nucleotide de la capatul 5°) la regiunea 3

UTR ( “untranslated region” ) a mARNului tinta, inducand fie degradarea acestuia (prin
intermediul complexului RISC), fie inhibarea translatiei. Ferguson et al. au ales o abordare
sistemica pentru analiza miRNA de la nivelul exosomilor secretati de BM-MSC umane

[Ferguson et al. 2018] . Astfel, au identificat 23 de miRNA cu nivel de expresie inalt, ce au fost
asociati urmatoarelor cai de semnalizare si procese biologice: dezvoltarea cardiovasculara,
angiogeneza si formarea de tubi (miR-23-3p si miR-130a-3p de exemplu), moarte si crestere
celulara, fibroza (prin calea Wnt, PDGF si TGF@). In continuare, autorii au ales miR-130-3p
pentru studii in vitro privind efectul pro-angiogen al exosomilor imbogatiti in acest miRNA, si

au observat ca efectul se datoreaza scaderii expresiei genelor antiangiogene GAX si HOXA5. De
asemenea, miARNurile difera in exosomii secretati de MSC in functie de sursa utilizata pentru
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izolarea acestora. Baglio et al. au aratat, prin secventiere, ca miARNurile preponderente in
exosomii derivati din ADSC sunt miR-486-5p, miR-10a-5p, miR-10b-5pm nuR-191-5p si miR-
222-3p, iar din BM-MSC: miR-143-3p, miR- 10b-5p, miR-486-5p, miR- 22- 3 p si miR- 21-5p
[Baglio et al. 2015]. Astfel, exosomii secretati de MSC pot tinti diverse gene prin intermediul
miRNA continuti, in functie de sursa celulara, si astfel tratand patologii diferite [Hu et al. 2018].
Similar cu precipitarea acizilor nucleici folosind etanol, polimerii inalti hidrofili

interactioneaza cu moleculele de apa din jurul exosomilor pentru a crea un mediu hidrofob,
rezultand astfel precipitarea veziculelor. Polietilenglicolul (PEG) reprezinta cel mai utilizat
polimer in acest scop, remarcandu-se prin lipsa toxicitatii (fiind deja utilizat ca excipient in
industria farmaceutica) si stand la baza a numeroase kituri comerciale precum: ExoQuick
(System Biosciences, SUA), miRCURY (Exigon, Danemarca), ExoPrep (HansaBioMed,

Estonia), Total Exosome Isolation Reagent (Invitrogen, SUA). Aceasta metoda de izolare este
asociata cu un randament crescut comparativ cu ultracentrifugarea diferentiala si ultrafiltrarea,
dar posibilitatea contaminarii cu acizi nucleici, lipoproteine, este destul de mare [Kalra et al.
2013, Patel et al. 2019].

Metodele conventionale bazate pe proprietatile fizice ale exosomilor (marime si

densitate) sau pe solubilitatea diferita (precipitarea chimica) descrise anterior, au fost dezvoltate
pentru procesarea supernatantului celular (mediu conditionat) si ajustate pentru probe biologice
precum plasma si urind, in vederea descoperirii de noi biomarkeri pentru diagnostic. De
asemenea, raportarea a numerosi markeri exosomali precum proteine transmembranare, proteine
de soc termic (HSP- heat shock proteins), proteine de fusiune membranara ( flotiline, anexine,
GTPaze), fosfolipaze, receptori ale factorului de crestere derivat din plachete [Zhang Y.et al.
2019, Smolarz et al. 2019, Brzozowski et al. 2018] a deschis calea utilizarii acestora, mai exact a
celor transmembranare precum Rab5, CD9, CD63, CD81, CD82, anexina si Alix pentru izolarea
selectiva a exosomilor [Zoraida si Yanez-Mo, 2014, Simpson et al. 2008]. Mai mult, kituri

precum Exosome isolation and analysis kit (Abcam, SUA), Exosome-human CD63 isolation
reagent (Thermofisher) si Exosome Isolation Kit CD81/CD63 (Miltenyi Biotec) au la baza

captura veziculelor prin imuno-afinitate via acesti markeri. Deocamdata insa, aceste platforme nu
se preteaza pentru aplicatii la scara larga, si exista problema selectiei doar a unei subpopulatii de
exosomi care prezinta proteina recunoscuta de anticorp [Yu et al. 2018]

1.5.3.Tehnici de Cuantificare si Caracterizare a Exosomilor

Studiul exosomilor- vezicule cu dimensiuni in domeniul 30-150 nm, necesita tehnici

capabile sa detecteze si analizeze cu mare sensitivitate la nivel nano. In urma unui sondaj recent
coordonat de Subcomitetul pentru Rigoare si Standardizare a Societatii Internationale pentru
Vesiculele Extracelulare (ISEV- International Society for Extracellular Vesicles), s-a observat ca
numarul tehnicilor utilizate de cercetatorii din domeniul veziculelor extracelulare a crescut de la
2-31n 2016 [Gardiner et. 2016] la 4-6 in 2020 [Royo et al. 2020]. In general, ISEV propune
utilizarea de tehnici complementare care sa ofere atat informatii morfologice- dimensiune,
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aspect, cat si de continut- prezenta anumitor proteine specifice pentru veziculele extracelulare
mici si absenta contaminantilor din alte compartimente subcelulare.

Microscopia electronica de transmisie (TEM) sau de baleiaj (SEM), este utilizata pentru a
confirma calitatea suspensiei de exosomi izolata, putand furniza date privind dimensiunea
veziculelor datorita lungimii de unda scurte a electronilor. Avantajul consta in combinarea cu
imunomarcarea cu aur, ce permite deterctarea prezentei unor molecule de interes pe suprafata
veziculelor [Vonk et al. 2018]. Din pacate, procesarea probelor este destul de lunga, fiind
asociata cu pierderi mari de material. De asemenea, cuantificarea folosind TEM este destul de
laborioasa, si deci greu de aplicat in clinica. Pe de alta parte, microscopia crioelectronica (cryo-
EM) nu necesita o cantitate mare de vezicule, iar morfologia si marimea se pot analiza direct prin
aplicarea suspensiei pe grila, urmata de vitrifiere, probele fiind astfel mai apropiate de starea lor
nativa.

Analiza de urmarire a nanoparticulelor- NTA ( "nanoparticle tracking analysis" ) permite
determinarea concentratiei si distributiei marimii veziculelor, intr-un interval cuprins intre 10-
2000 nm (dispozitiv Nanosight, Malvern Analytics). Tehnica este relativ recenta, fiind
standardizata in 2012 pentru studiul nanoparticulelor [ASTM, 2012], si se bazeaza pe
proprietatile imprastierii luminii si a miscarii browniene pentru a obtine distributia dimensiunilor
particulelor dintr-o suspensie lichida. Mai exact, un laser trece printr-o sticla platala un unghi de
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incidenta astfel incat, la interfata dintre sticla si lichid, laserul sa se refracte intr-o raza
compresata cu un profil redus si o putere mare. Particulele din suspensie care se gasesc pe calea
laserului vor Tmprastia lumina astfel incat sa poata fi vizualizate cu un obiectiv de marire 20x
atasat unui microscop optic conventional prevazut cu o camera CCD/CMOS ce capteaza un
video cu 30 de cadre per secunda pentru particulele aflate Th miscare browniana, intr-un camp de
100 ym x 80 ym x 10 yum. Programul software patentat analizeaza fiecare cadru si determinca
distanta de deplasare a fiecarei particule pe axele x-y, rezultand astfel coeficientul de difuzie al
particulei de la care, in baza ecuatiei Stokes-Einstein, se poate calcula diametrul hidrodinamic
[Hope et al. 2013]. De asemenea, cunoscand volumul analizat, programul determina numarul de
particule din campul respectiv si astfel, concentratia suspensiei.

Imprastierea/difuzia dinamica a luminii- DLS (dynamic light scattering) permite

determinarea diametrului hidrodinamic al particulelor tot prin intermediul ecuatiei Stokes-
Einstein, similar tehnicii NTA. In acest caz insa, laserul ilumineaza intreaga proba, iar analiza
intensitatii fluctuatiilor luminii imprastiate de catre particulele suspendate in lichid va determina
dimensiunea acestora. Ultimele modele de aparate bazate pe DLS, cum este Zetasizer Ultra
(Malvern) au incluse un modul aditional- MADLS (multi-angle dynamic light scattering) ce

permite calcularea concentratiei fiecarei populatii de particule din dispersia analizata.
Masuratorile obtinute atat prin NTA cat si prin DLS, pot fi compromise de o proba foarte
heterogena, prezenta particulelelor mari sau a contaminantilor putand afecta acuratetea
determinarilor.
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Citometrele Tn flux conventionale permit detectarea particulelor cu un diametru mai mare

de 300 nm pe baza luminii imprastiate Tnainte (FSC- forward scattered light), si astfel analiza
directa a exosomilor in suspensie (avand diametrul intre 30-150 nm) ) nu este fezabila. Pentru a
depasi aceasta limitare, se utilizeaza ca suport solid detectabil de aparat, bile magnetice
micrometrice (2-6 um) acoperite cu anticorpi pentru proteine ce se regasesc, de obicei, pe
suprafata exosomilor, cel mai frecvent, tetraspanine precum CD63, CD81, CD9. In general,
acestea se comercializeaza sub forma de kit, incluzand bilele magnetice de captura,

anticorpii primari de detectie- tot din grupa tetraspaninelor, tampoanele de spalare si blocare,
precum si anticorpii secundari marcati fluorescent. Astfel, in vederea analizei markerilor de
suprafata pentru o suspensie de exosomi utilizand un citometru conventional este nevoie de
imuno-captura exosomilor pe bilele magnetice prin intermediul unei tetraspanine, urmata de un
protocol clasic de imunomarcare pentru unul sau mai multi markeri de suprafata specifici
exosomilor. Citometrul de flux cu posibilitatea de imagistica - “imaging flow cytometry

platform” cum ar fi sistemul ImageStream

X

, combina citometria de flux cu microscopia de

fluorescenta si permite astfel asocierea determinarilor morfologice cu cele fluorescente. Relevant
pentru domeniul exosomilor, este faptul ca acest dipozitiv poate analiza particule marcate
fluorecent cu dimensiuni intre 20 nm- 1 ym [Headland et al. 2014]. In 2012, s-au pus bazele
citometriei de flux de Tnalta rezolutie prin publicarea unui protocol ce utiliza un citometru
comercial modificat cu un laser puternic, un detector sensibil pentru particule mici (FSC), si o
presiune a lichidului “sheath” mult mai mica, astfel incat sa distinga particule fluorescente intre
100-200nm [van der Vlist, 2012]. Actualmente, exista un citometru de flux de inalta rezolutie
disponibil comercial cum este Apogee A60 Micro-PLUS ce poate analiza lipozomi cu diametrul
de minim 50 nm, fiind deci capabil sa caracterizeze vezicule extracelulare mici pana in 150 nm
[Padda et al. 2019].

Tehnica Western blot permite evidentierea proteinelor prezente in suspensia de exosomi
rezultate Tn urma procedurii de izolare alese [Kowal et al. 2017], cele mai comune fiind
tetraspaninele CD9, CD63 si CD81 implicate in producerea exosomilor, precum si absenta unor
proteine din compartimente subcelulare ce ar putea contamina probele precum: calnexina
(reticulul endoplasmatic), citocromul C (mitocondrie) sau GM130 (aparatul Golgi).

1.5.4. Efectele exosomilor secretati de celule stromale mezenchimale asupra

procesului de vindecare a ranilor cutanate

O serie de articole au raportat vindecarea accelerata in cazul administrarii de exosomi,
microparticule sau a intregii populatii de vezicule extracelulare, pe modele murine (soarece sau
sobolan) de rani cutanate. Aceste rezultate sunt constante indiferent de metoda de izolare folosita
de cercetatori. Pentru a explica aceste efecte benefice observate in vivo, s-au realizat o serie de
studii in vitro implicand principalele tipuri celulare relevante pentru procesul de vindecare a
leziunilor cutanate. Hu et al. au investigat efectele Exo izolate din mediul conditionat secretat de
ADSC, pe fibroblaste dermale (Fb), si au gasit o imbunatatire in proliferare si migrare, asociate
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cu o crestere a expresiei genice pentru o serie de proteine: N-cadering, ciclina-1, PCNA-
antigenul nuclear de proliferare, colagen de tip | (Col I) si lll (Col 1) [Hu et al. 2016]. Un an

mai tarziu, acelasi grup consolideaza potentialul terapeutic al acestui tip de vezicule
extracelulare, observand o crestere pentru doua rapoarte importante: Col Ill/Col | si
TGF@3/TGF@1 in cazul fibroblastelor dermale [Wang et al. 2017]. De asemenea, o scadere a
expresiei @SMA, sugereaza ca tratementul fibroblastelor cu ADSC Exo ar putea induce un
fenotip similar celor fetali, caracterizat de raporturi mari Col 11l/Col | 5i TG 3/TGF@1, Si
asociat cu o vindecare fara cicatrice. De asemenea, analiza histologica precum si cuantificarea
acestor proteine prin Western blot au aratat aceleasi modificari la nivelul tesutului lezional
recoltat de la soareci (Balb/C) care au primit tratamentul ADSC Exo pentru rana

excisionala dorsala. Mai mult, autorii au gasit o crestere a raportului MMPs/TIMPs, nivelul
ridicat de MMP3 (stromelisina-1) fiind dependent de activarea caii de semnalizare ERK/MAPK.
O populatie de vezicule extracelulare mici (cu dimensiune medie de 135 nm, pozitivi

pentru Alix si CD9) prezentand caracteristici de exosomi, izolata din mediul conditionat secretat



de ADSC, au prezentat de asemenea, rezultate promitatoare pentru vindecarea ranilor cutanate.
Mai exact, testele in vitro realizate pe keratinocite si fibroblaste incubate cu ADSC Exo au
relevat o stimulare a migrarii si proliferarii celulare, efecte corelate cu o crestere a fosforilarii
histonei H3 si activarii caii de semnalizare AKT, independent de miR205. Aceste rezultate ar
putea explica vindecarea accelerata observata pe sobolanii cu rani excisionale tratati cu un gel de
hidroxietilcelulaza cu ADSC Exo incorporati, comparativ cu gelul simplu [Fereira et al 2017].

De asemenea, fractia imbogatita Tn exosomi izolata din mediul conditionat secretat de

ADSC a indus o imbunatatire in proliferarea celulara- prin cresterea numarului de celule aflate in
faza S a ciclului celular, precum si in migrarea fibroblastelor dermale umane, intr-un mod
depedent de doza aplicata [Choi et al. 2018]. Tratamentul cu ADSC Exo a fost asociata cu o
crestere a expresiei genice pentru colagenul de tip |, KGF (keratinocyte growth factor) si
elastina, dar si a expresiei de CD34 care in general este atribuita fibroblastelor originare din
fibrocitele derivate din maduva osoasa, ce sunt relevanti pentru procesul de vindecare a leziunii
cutanate [ Diaz-Flores et al. 2014]. Mai mult, analiza microarray a Exo secretati de ADSC, a
aratat prezenta unor miRNA cu tinte implicate in diminuarea senescentei celulare (miR4484),
inhibarea expresiei genelor asociate cu imbatranirea (miR619), care ar putea astfel promova
regenerarea tisulara.

Faza inflamatorie joaca un rol important in vindecarea cu succes a ranilor, prin urmare,

actiunea imunomodulatorie a veziculelor extracelulare a fost de asemenea investigata. Cho et al.
au urmarit efectul administrarii exosomilor- atat subcutanat cat si intravenos, pe un model murin
de dermatita atopica, si au observat o reducerea a numarului de celule inflamatorii precum si a
expresiei genice pentru citokinele relevante in acest context: IL-4, IL-23, IL-31 si TNF-q, intr-un
mod dependent de doza si similar pentru ambele rute de administrare [Cho et al. 2018]. Actiunea
anti-inflamatorie a exosomilor a fost validata si in vitro, pe celule RAW246.7 stimulate cu LPS,
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pentru care productia de oxid nitric a fost scazuta in cazul incubarii cu ADSC Exo pentru 24 de
ore, cea mai mare concentratie de vezicule inducand un nivel similar tratamentului cu
dexametazona.

BM-MSC reprezinta o alta sursa importanta de vezicule extracelulare cu potential

terapeutic, aceste celule per se exercitand efecte pozitive asupra vindecarii leziunilor cutanate,
inclusiv a celor cronice [ Badiavas et al. 2017, Otero-Vinas si Falanga, 2016]. Shabir et al. au
investigat efectele exosomilor secretati de BM-MSC atat asupra fibroblastelor dermale normale
cét si izolate de la pacienti diabetici cu ulceratii, si au observat o stimulare a proliferarii si
migrarii ambelor tipuri celulare, intr-o maniera depedenta de doza de vezicule testata. Pentru a
studia mecanismele din spatele acestor observatii, autorii au analizat expresia genica pe
fibroblaste normale starvate si tratate cu BM-MSC Exo pentru 24 de ore. O serie de proteine
implicate Tn proliferarea celulara: c-MYC, ciclinele-A1 si D2, precum si factori de crestere si
cytokine potente: HGF, IGF1, NGF, SDF1, IL-6 au prezentat o crestere a expresiei genice in
probele tratate cu exosomi. Mai mult, aceste gene pot fi activate de STAT3, BM-MSC Exo fiind
imbogatiti in STATS3, iar aceasta proteina fiind si activa transcriptional la nivelul veziculelor
[Shabbir et al. 2015].

BM-MSC Exo sunt capabili sa stimuleze si proliferarea keratinocitelor (linia HaCaT), pe

langa cea a fibroblastelor dermale primare, accelerand vindecarea leziunilor excizionale pe un
model murin [Jiang et al. 2020]. In cazul leziunilor tratate cu BM-MSC Exo, vindecarea
accelerata a fost insotita decresterea zonelor pozitive pentru@SMA si VEGF, precum si de
stimularea expresiei pentru TGF@3 si Smad7, si scaderea expresiei pentru TGF@L Smad 2,3 si 4,
sugerand astfel un posibil mecanism pentru vindecarea fara cicatrici observata pentru acest
tratament.

In scopul de a imbunatati performanta exosomilor pentru vindecarea leziunilor cutante,
McBride et al. au izolat o fractie de vezicule extracelulare imbogatite Tn CD63 din mediul
conditionat secretat de o linie de BM-MSC supraexprimand Wnt3a- ligand canonic Wnt care
poate declansa transcriptia genelor implicare in regenerarea pielii [Widelitz, 2008]. Acest tip de
exosomi a fost izolat printr-o combinatie de tehnici: ultracentrifugare, precipitare cu PEG si
ultracentrifugare pe banda de sucroza cu scopul de a pastra activitatea Wnt3a exprimat la
exteriorul exosomilor CD63 pozitivi (CD63

+

). Experimentele in vitro realizate pe fibroblaste

dermale au aratat ca exosomii CD63

+

derivati din BM-MSC supraexprimand Wnt3a, au avut un

efect mai puternic in ceea ce priveste proliferarea si migrarea celulara, comparativ cu exosomi
izolati din BM-MSC netrasfectate. Aceeasi tendinta s-a observat si in cazul proprietatilor
angiogenice investigate prin tehnica formarii de tubi Tn Matrigel [McBride et al. 2017].

O alta strategie pentru a imbunatati proprietatile regenerative ale BM-MSC consta in
preconditionarea acestor celule prin cultivarea lor intr-un mediu hipoxic. Astfel, Ding et al. au
evaluat potentialul angiogenic al exosomilor secretati de BM-MSC tratate cu un agent ce
mimeaza hipoxia- deferoxamina (DFO) la o concentratie de 200@M, timp de 48 de ore [Ding et
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al. 2019]. Proliferarea, migrarea, iar capacitatea de a forma tubi in Matrigel a celulelor
endoteliale (linia HUVEC) au fost crescute in cazul incubarii cu cu DFO-Exo comparativ cu Exo
recoltati de la BM-MSC netratate. Mai mult, la nivelul DFO-Exo s-a gasit un nivel ridicat de
miRNA126 (implicat in agiogeneza), iar efectul pro-angiogen indus de aceste vezicule
extracelulare a fost indus pe calea de semnalizare PI3K/AKT. Testele in vivo pe modele de rana
excizionala efectuate pe sobolani diabatici, au aratat ca procesul de vindecare a fost accelerat
pentru grupul tratat cu exosomi, iar DFO-Exo a prezentat cea mai mare rata si cea mai mica
dimensiune a cicatricii. Aceste observatii au fost corelate cu o densitate mai mare a vaselor



sanguine $i un numar mai mare de vase mature pentru animalele tratate cu DFO-Exo.

In general, diferite strategii de preconditionare a sursei celulare utilizate pentru izolarea
veziculelor extracelulare pot fi relevante pentru o serie de patologii. De exemplu, administrarea
de exosomi secretati de BM-MSC pretratate cu melatonina, a indus o recuperarea mai buna pe un
model de sobolan cu leziune renala de ischemie-reperfuzie [Alzahrani et al. 2019]. Acelasi tip de
exosomi a indus o accelerare a vindecarii leziunilor cutanate excizionale pe sobolani diabetici,
imbunatatind procesul de angiogeneza si sinteza de colagen, in acelasi timp crescand raportul
macrofagelor polarizate M2/M1 via calea de semnalizare PTEN/AKT [Liu et al, 2020], Acest
efect imunosupresiv a fost observat si in vitro, pe celule RAW264.7 stimulate cu LPS, care au
secretat nivele mai scazute de citokine pro-inflamatorii: IL-1B si TNF[(__x] si mai crescute pentru IL-
10 (citokina anti-inflamatorie), in cazul tratamentului cu exosomii secretati de BM-MSC
pretratate cu melatonina comparativ cu cei proveniti de la BM-MSC netratate.

Capacitatea imunomodulatorie a exosomilor secretati de BM-MSC in lipsa oricarei
preconditionari, a fost de asemenea evaluata. Astfel, administrarea sistemica de BM-MSC Exo,
in cazul soarecilor cu leziune cutanata excizionala, a determinat o crestere a numarului de celule
pozitive pentru CD68 si RELM-a, a expresiei argininei-1 si 0 scadere a secretiei de TNF@ la
nivelul leziunii, per total, fiind asociata cu o vindecare accelerata a ranii [He et al., 2019].

Studiile in vitro pe monocite derivate din sange periferic, pe langa preluarea exosomilor de catre
aceste celule, au aratat modificarea catre fenotipul M2 in cazul tratamentului cu BM-MSC Exo.
Aceasta modificarea a fost inhibata in cazul utilizarii exosomilor izolati de la BM-MSC cu
miR223 blocat, sugerand ca microARNurile continute de aceste vezicule sunt raspunzatoare, cel
putin partial, pentru activitatea lor imunomodulatorie.

Pe langa celulele stromale mezenchimale adulte derivate din tesut adipos si maduva

0soasa, aceste surse fiind considerate tesuturi recoltabile si regenerabile, un alt rezervor usor
disponibil este reprezentat de cordonul umbilical. Astfel, capacitatea regenerativa a exosomilor
secretati de MSC neonatale izolate din cordon umbilical- UCMSC, a fost de asemenea
investigata. Un prim articol privind utilizarea UCMSC-Exo pentru tratamentul inflamatiei
sistemice asociate cu arsurile extinse a aratat ca aceste vezicule pot reduce procesul inflamator
prin scaderea semnalizarii pe calea TLR4 [Li et al. 2016]. Mai exact, studiile in vivo pe sobolani
cu arsuri pe 30% din suprafata totala a corpului, asociate cu o inflamatie severa, au prezentat o
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reducerea a numarului de celule imune, a nivelurilor serice de TNF@ si IL-1B, o crestere pentru
IL-10, precum si o reducere a numarului de neutrofile si macrofagelor la nivelul leziunilor Tn
primele 24 de ore, pentru animalele carora li s-a administrat sistemic UCMSC-Exo comparativ
cu cele care au primit Exo secretati de fibroblaste. Aceste rezultate au fost asociate cu o scadere a
expresiei proteice pentru TLR4, fard modificari la nivel de ARN mesager, sugerand astfel
implicarea unui mecanism post-transcriptional. Intrucat miR181c a fost abundent in UCMSC-
Exo, autorii au confirmat prin studii in vitro pe macrofage RAW264.7 stimulate cu LPS,

inhibarea TLR4 prin tratamentul cu exosomi, iar veziculele provenite de la UCMSC transfectate
cu miR181c au avut cel mai puternic efect in acest caz.

Un studiu recent a investigat comparativ efectele exosomilor derivati din MSC izolate din

3 surse majore: maduva osoasa, tesut adipos si cordon umbilical, asupra procesului de vindecare
cutanata, indicand prezenta de factori relevanti la nivelul veziculelor extracelulare secretate de
cele trei tipuri de surse, precum: VEGF-A, FGF-2, HGF si PDGF-BB, majoritatea la niveluri
diferite [Thi et al. 2020]. VEGF-A a fost identificat la concentratii apropiate in cele 3 tipuri de
exosomi, cea mai mare concentratie de FGF-2 regasindu-se in BM-MSC-Exo, iar cea mai mica
in UCMSC-Exo, ADSC-Exo au fost cei mai imbogatiti in HGF, iar UCMSC-EXO au fost

singurii care au continut TGF[[:S]. Autorii au investigat efectele celor trei tipuri de exosomi asupra
proliferarii si migrarii keratinocitelor (linia HaCaT) si fibroblastelor. Astfel, in ceea ce priveste
proliferarea celulara, BM-MSC-Exo au avut cel mai puternic efect asupra fibroblastelor, in timp
ce pentru keratinocite, toate trei tipurile de exosomi au avut o actiune de stimulare intr-o maniera
dependenta de doza. Mai exact, pentru cea mai mica concentratie utilizata, BM-MSC-Exo a
prezentat un efect modest comparativ cu ADSC-Exo si UCMSC-Exo, dar acesta tendinta a
disparut la concentratii mai mari. Capacitatea migratorie a fibroblastelor dermale a fost crescuta
cel mai mult sub actiunea UCMSC-EXxo la concentratii scazute (1 ug), pe cdnd ADSC-Exo si
BM-MSC-Exo au prezentat un efect major la doze mai mari- 10 si 20 ug. In cazul

keratinocitelor, UCMSC-Exo au indus cea mai mare viteza de migrare pentru doza minima si
maxima folosita ( 1 si 20 pg), iar la doza intermediara de 10 pg, efectul a fost similar pentru cele
trei tipuri de exosomi.

Dupa cum se poate observa din tabelul 7, desi concentratiile de exosomi folosite n

studiile mentionate anterior variaza destul de mult, efectele benefice au fost raportate atat pe
experimente in vitro cat si in vivo, sugerand ca aceste vezicule extracelulare mici prezinta un
potential terapeutic pe un interval larg de dozare. Mai mult, exosomii sunt capabili sa influenteze
favorabil procese importante precum proliferarea si migrarea celulara, angiogeneza, depunerea
de matrice extracelulara si raspunsul imun, ceea ce determina un rezultat pozitiv in cazul ranilor
cutanate dificile.

Tabel 7. Sumarul studiilor in vitro si in vivo privind potentialul terapeutic al exosomilor pentru
vindecarea ranilor cutanate. cf- centrifugare, TEM- microscopie electronica de transmisie, NTA-
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analiza de urmarire a nanoparticulelor, WB- western blot, Fb- fibroblaste, PCNA-, Col-
colagen, Ker- keratinocite, SFB- ser fetal bovin, NO- oxid nitric.
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Partea a ll-a: CONTRIBUTII ORIGINALE

Capitolul II.1. Potentialul terapeutic al nanoparticulelor pe baza

de fier ca vectori pentru eliberarea controlata de principii active

11.1.1. Introducere gi obiective

In general, nanoparticulele (NP) prezinta un urias potential pentru aplicatiile biologice,

cele pe baza de oxid de fier (Fe304) si dendrimeri ocupand un loc proeminent datorita capacitatii
lor de a functiona atat ca agenti de contrast cat si ca sisteme de eliberare de medicamente. In
plus, pe langa proprietatile magnetice, NP pe baza de oxid de fier superparamagnetice se remarca
printr-o buna biocompatibilitate si posibilitatea acumularii tintite la nivelul tesutului de interes,
fiind astfel propuse pentru tratamentul localizat prin hipertermie, eliberare controlata, ghidare si
manipulare magnetica [Kandasamy ti Maity 2015, Shi et al. 2008, Hola et al. 2015, Ito et al.
2005]

Desi initial considerate ca au o tendinta redusa de agregare, nanoparticulele pe baza de

oxid de fier simple, fara niciun fel de acoperire, prezinta atat aglomerare in solutie cat si
instabilitate chimica in aer. Astfel, acoperirea suprafetei nanoparticulelor cu diversi compusi:
surfactanti, silice, sau polimeri hidrofili biocompatibili, este asociata cuimbunatatirea stabilitatii

in mediile apoase, precum si a capacitatii de functionalizare, o mai buna biocompatibilitate si
preluare de catre celule [Cristea et al. 20017, Neuberger et al. 2005]
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Dintre polimeri, o serie de clase de polizaharide (agaroza, alginat, chitosan, dextran) au

fost utilizati pentru acoperirea nanoparticulelor de oxid de fier. De exemplu, nanoconjugati
magnetici Fe304 pe baza de chitosan si curcumina au fost studiati ca sisteme multifunctionale,
avand proprietati antibacteriene, antiproliferative si de eliberare de medicament [Tran et al,
2011]. De asemenea, dintre dendrimeri- o alta clasa de polimeri- se remarca polietilenimina
(PEI) ca agent de acoperire cu sarcina pozitiva pentru nanoparticule cu aplicatii in terapia genica,
datorita capacitatii de a creste preluarea de catre celule a nanosistemului de eliberare, polimerul
ca atare fiind deja disponibil comercial ca agent de transfectie [Xia et al. 2009, Xun et al. 2014].
Cercetari substantiale pentru cerintele privind designul nanoparticulelor necesar pentru
depasirea barierelor biologice si eliberarea eficienta principiilor active, a stabilit o serie de
parametri pentru dimensiune, forma si proprietati chimice- sarcina suprafetei nanoparticulei,
degradabilitatea etc. Cu toate acestea, testarile in vivo pe diverse prototipuri de nanoparticule
trebuie precedate de o evaluare a modificarilor induse de interactiunea cu mediul de cultura ce
constituie o solutie complexa bogata in proteine. De altfel, cel mai comun fenomen detectat in
urma adaugarii nanoparticulelor in mediu de cultura este tocmai formarea coroanei de proteine
care poate determina atat cresterea dimensiunii cat si agregarea lor Tn structuri micronice Tn
functie de tipul de mediu si prezenta serului fetal bovin [Petri-Fink et al, 2008; Lesniak et al,
2010; Maiorano et al 2010].

Cisplatina- cis-PtCI2(NH3)2, este un cunoscut citostatic folosit pentru tratamentul

tumorilor solide, iar acesta substanta hidrofoba devine activa in interiorul celulei prin legarea la
ADN, inhiband mitoza si inducand un raspuns apoptotic [Dasari si Tchounwou, 2014]. Din
pacate, administrarea cisplatinei este asociata cu o serie de efecte secundare grave [Siddik et al,
2003], motiv pentru care se urmareste tintirea tumorei si reducerea dozei necesare pentru a
obtine un efect terapeutic.

Tinand cont de cele mentionate anterior, obiectivele acestui studiu au urmarit evaluarea:

1. biocompatibilitatii nanoparticulelor hibride pe baza de oxid de fier si polietilenimina (Fe-PEI)
atat pe celule umane normale cét si tumorale;



2. capacitatii acestor nanoparticule de a incorpora principii active in urma agregarii in mediu de
cultura si ulterior de a elibera substanta prin contact cu celulele;
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3. efectului anti-tumoral al nanoparticulelor Fe-PEI cu cisplatina incorporata in timpul sintezei
hidrotermale, pe modele in vitro si in vivo.

11.1.2. Materiale si metode

I1.11.2.1. Sinteza si caracterizarea fizico-chimica a nanoparticulelor hibride Fe-

PEI

Nanostructurile hibride pe baza de oxid de fier si PEI au fost preparate si caracterizate din

punct de vedere fizico-chimic in cadrul unei colaborari cu Institul National de Cercetare-
Dezvoltare pentru Metale Neferoase si Rare. Astfel, hidratul de clorura de fier lll (FeCI3-6H20) a
fost amestecat cu o solutie de amoniu de concentratie 25%, rezultand o suspensie puternic
alcalina (pH=10), care a fost apoi spalata intensiv pentru a atinge un pH ~7, Thainte de adaugarea
solutiei de PEI comercial (Sigma Aldrich St Louis, SUA, MW~25 kDa) concentratie 10%, asfel
incat raportul masic Fe:PEI sa fie de 0,5 [Popescu et al 2015]. Amestecul obtinut a fost transferat
in autoclav pentru reactia hidrotermalala 40°C si 100 atm. Structurile hibride astfel rezultate au
fost liofilizate cu ajutorul liofilizator Martin Christ Alpha 1-2LD la o temperatura de -50°C, in
vederea obtinerii nanopulberilor de Fe-PEI. In continuare, acestea au fost resuspendate fie Intr-o
solutie de clorura de sodiu 0,001M (Chimactiv, Bucuresti, Romania) cu 50% acid poliacrilic
(Sigma Aldrich St Louis, SUA) la pH fiziologic ajustat cu o solutia de NaOH 2M, sub agitare
continua si stabilizate prin sonicare timp de 30 de minute, in tampon fosfat salin (PBS) la pH
fiziologic.

in vederea evaluarii capacitétii nanoparticulelor hibride Fe-PE| de a incorpora

medicamente, s-a ales substanta activa cisplatina- cis-diaminodicloroplatinum(ll)- citostatic
indicat pentru o serie de tumori maligne (tumori testiculare, tumori ovariene, tumori ale vezicii
urinare, tumori epiteliale de la nivelul capului si gatului, cancer pulmonar si cancer de col

uterin). Au fost realizate 2 tipuri de probe pentru a evalua actiunea terapeutica a aceleiasi
concentratii de cisplatina: mai exact pulberea de cisplatina a fost adaugata inaintea de reactia
hidrotermala- probele notate Cis-Fe-PEI, presupunanad ca in timpul sintezei la temperatura si
presiune ridicata,medicamentul se va lega de nanoparticule, iar pentru al doilea tip de probe- Fe-
PEI+Cis, citostaticul a fost adaugata Tn solutia de Fe-PEI NP imediat dupa sinteza hidrotermala,
astfel incat s& se obtina un amestec de nanoparticule si cisplatina fara legéturi fizici sau chimice
intre cele doua componente. In continuare, s-au folosit urmatorul set de probe:
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- Fe-PEI- nanoparticulele hibride simple

- Cis-Fe-PEI- nanoparticule hibride cu cisplatina adaugat inainte de sinteza hidrotermala

- Fe-PEI+ Cis- nanoparticule hibride cu cisplatina addugat dupa de sinteza hidrotermala

In continuare, pulberile de nanoparticule atat cele de oxid de fier cat si cele hibride Fe-

PEI au fost caracterizate prin diferite tehnici analitice. Pentru spectroscopia FT-IR (Fourier-
Transform Infrared) pudrele de nanoparticule au fost dispersate in pelet de KBr si utilizand
spectrometru MB 3000 (ABB, Montreal, Canada) cu lungimi de unda intre 4000 si 550 cm

-1

, CU

o rezolutie de 4cm

-1

, datele obtinute au fost procesate automat cu software-ul HorizonMB.

Analiza termogravimetrica (DSC-TG) a fost efectuata cu ajutorul dispozitivului Setsys
Evolution (Setaram Instrumentation, Caluire, France): aproximativ 10mg din fiecare proba au
examinate pe un interval de termperatura curprins intre 200-600 °C, cu o viteza de incalzire de
10°C/min, in creuzet de alumina iar analiza datelor a fost efectuata cu software-ul Calisto.
Pentru evaluarea dimensiunii nanoparticulelor prin tehnica difuziei dinamice a luminii

(DLS) s-a utilizat instrumentul Zetasizer ZS90 (Malvern Instruments, Malvern, UK).In ceea ce
priveste morfologia nanoparticulelor determinata prin microscopie electronica de inalta rezolutie
(HRTEM), pulberile de nanoparticule au fost dispersate in alcool etilic si dispuse pe grile de
cupru acoperite cu carbon care au fost vizualizate la microscopul Tecnai G2 F30 (FEI,
Maastricht, Olanda).

11.1.2.2. Linii Celulare

Pentru studiile in vitro au fost utilizate urmatoarele tipuri celulare: celule primare
stem/stromale mezenchimale izolate din maduva osoasa de soarece (MSC), celule endoteliale
progenitoare izolate din cord umbilical uman (EPC) precum si o linie umana tumorala
comerciala de glioblastom U87-Luc care exprima luciferaza (Perkin Elmer, Kristiansand,
Norvegia). MSC si EPC au fost cultivate conform protocoalelor publicate anterior, iar U87 in
acord cu instructiunile comerciantului. Pe scurt, MSC au fost cultivate in DMEM (Gibco) cu
10% SFB (HyClone, ThermoScientific) si insamantate cu o densitate de 5000/cm2, iar EPC au
fost crescute Tn mediu EGM2 suplimentat cu factori de crestere- Bullet kit (Lonza) si 10% SFB,
fiind Tnsamantate cu o densitate de 6000/cm2. Celulele U87 au fost expandate in DMEM cu
10% SFB inactivat (HyClone, ThermoScientific) si insamantate cu split 1:6. Toate celulele
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prezentate anterioar au fost cultivate in prezenta de antibiotice: penicilina 100U/ml si
streptomicina 100U/ml si antimicotic: amfotericina 0.25 ug/ml (Antibiotic-Antimycotic 100x,
ThermoScientific).

11.1.2.3. Coloratia Albastru de Prusia pentru evidentierea fierului

Aceasta coloratie se bazeaza pe chelarea fierului de catre ferocianura, cu formarea
ferocianurii ferice de culoare albastra. Celulele de interes au fost cultivate pe lamelede sticla in



placi de 24 godeuri, fixare cu 4% paraformaldehida timp de 10 minute la termperatura camerei si
apoi incubate cu un amestec de acid clorhidric 20% si solutie de ferocianura de potasiu 10% in
raport 1:1 pentru o perioada de 20 minute. Ulterior, lamelele au fost spalate cu PBS si examinate
la microscopul optic.

I1.11.2.4. Interactiunea NP Fe-PEI marcate fluorescent cu MSC

Nanoparticulele hibride E] au fost lasate sa agrege timp de 24 de ore in DMEM continand o
molecula fluorescenta: Dil (1,1-Dioctadecyl 3,3,3,3-tetrametil indodicarbocianina Molecular
Probes, 30 ug/ml) fie in godeuri cu aderenta scazuta (ULA- ultra low adherence) care nu permit
adeziunea agregatelor de placa, fie in godeuri tratate pentru culturi care sustin aderarea. Ulterior,
agregatele au fost colectate si spalate pentru a indeparta moleculele de Dil neincapsulate, si
folosite pentru interactiunea cu MSC. Celulele au fost insdmaéntate pe sisteme de tip camera cu
lamela (Lab-Tek Il CC2, Nunc, Rochester, SUA) in 2 variante: fie direct peste agregatele
fluorescente de nanoparticule Fe-PEI formate si aderate, fie in prezenta suspensiei de agregate
pre-formate in placile ULA. Incorporarea de Dil la nivelul MSC s-a evaluat dupa 24 de ore

astfel: celulele au fost spalate cu PBS, fixate cu 4% paraformaldehida pentru 10 minute la
temperatura camerei, incubate cu WGA Oregon Green (Molecular Probes, care se leaga selectiv
la acidul sialic si reziduurile de zaharuri N-acetilglucozaminil, de la nivelul membranei celulare)

si Hoechst 33258 (care se leaga de ADN ) pentru 10 minute. In continuare, lamelele au fost
spalate cu PBS si montate cu Prolong antifade (ThermoScientific) in vederea examinarii lor la
microscopul confocal TCS-SP5 Leica.

Pentru evaluarea fluorescentei prin citometrie de flux, MSC au fost insamantate pe placi

de diametru 6 cm si incubate fie cu Dil adaugat direst in mediu de culturd, fie cu agregatele Dil-
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Fe-PEI. Dupa tripsinizare, intensitatea semnalului fluorescent a fost analizata cu citometru de
flux Gallios (Beckman Coulter).

I1.11.2.5. Imagistica de bioluminiscenta pe celule in cultura

Celulele de glioblastom U87 fiind tranfectate cu luciferaza permit evaluarea viabilitatii

prin cuantificarea bioluminescentei emise ca urmare a reactiei acestei enzime si a substratului
corespunzator- luciferina. Astfel, in vederea determinarii viabilitatii celulare in urma interactiei

cu NP Fe-PEl, celulele U87 au fost insamantate in placi cu 96 de godeuri si dupa 24h au fost
incubate cu NP Fe-PEI adaugate in mediu de cultura la dilutii corespunzatoare urmatoarelor
concentratii de PEI: 110, 330 si 660 ug/ml, timp de 3 zile. Dupa acest interval de timp, celulele
au fost incubate cu luciferind 150ug/ml, iar semnalul de bioluminiscenta rezultat a fost
cuantificat cu ajutorul sistemului IVIS Spectrum CT (Perkin Elmer, Kristiansand, Norvegia).
Viabilitatea celulara a fost exprimata sub forma de procent din semnalul de bioluminiscenta emis
de celulele control cultivate in absenta nanoparticulelor.

11.11.2.6. Microscopia de trasmisie electronica (TEM)

Agregatele de nanoparticule Fe-PEI generate prin incubare in DMEM au fost

caracterizate morfologic prin TEM astfel: 5|yl de suspensia continand agregatele de nanoparticule
a fost adaugata pe o grila carbonatata. Dupa uscare, s-a efectuat o contrastare cu acid
fosfotungstic 1%, 30 secunde si apoi s-a spalat cu apa distilata. Dupa uscare, grila a fost
examinata la microscopul electronic TECNAI Spirit Biotwin, FEI, Maastricht, Olanda).

11.1.2.7. Masurarea potentialului membranar mitocondrial m)

Aceasta metoda implica utilizarea probei fluorescente cationice lipofile JC-1 (Invitrogen,

Paisley, UK) caracterizata de o acumulare depedenta de potential la nivelul mitocondriei. Astfel,
in cazul unui potential membranar intact, JC-1 se acumuleaza sub forma de agregate fluorescente
in rosu. Pierderea potentialului membranar genereaza o reducere a fluorescentei in rosu
concomitent cu o crestere a fluorescentei in verde data de forma monomerica a moleculelor de
JC-1. MSC cultivate pe lamele au fost expuse agregatelor de nanoparticule Fe-PEI cu
valinomicina (antibiotic care destabilizeaza echilibrul ionic la nivelul membranei mitocondriale)
timp de 24 ore. Aceste agregate au fost obtinute similar celor cu Dil prin mentinerea
nanoparticulelor in mediu de culturd ] cu valinomicina timp de 24 de ore. Dupa expunerea
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celulelor la agregatele Fe-PEI timp de 24 de ore, s-a adaugat JC-1 5ug/ml, iar dupa 10 minute,
lamelele au fost spalate si vizualizate la microscopul de epifluorescenta Leica DMI6000,
Weltzlar, Germania).

11.1.2.8. Determinarea dimensiunii agregatelor de nanoporticule

Distributia dimensiunii nanoparticulelor Fe-PEI ih mediu de cultura a fost determinata cu

ajutorul aparatului Nicomp 380 (Port Richey, Florida, SUA), tin&nd cont de urmatorii parametri
pentru analiza: viscozitatea lichidului de 1.05 cP, indicele de refractie de 1,33, punctul de
intensitate setat de 300kHz, primul canal folosit- 2, latimea canalului setata automat si optiunea
de particule solide.

11.1.2.9. Evaluarea biocompatibilitatii NP Fe PEI cu aparatul xCelllgence

Dispozitivul xCelligence permite monitorizarea in timp real a comportamentului celular

prin masurarea impedantei electrice de la nivelul electrozilor integrati pe placa de cultura
speciala de tip E-plate. Astfel, pentru a evalua biocompatibilitatea nanoparticulelor, celulele EPC
au fost insamantate pe placile speciale E-plate Tn mediul EGM2. Dupa 24 de ore, mediul s-a
schimbat cu EGM2 continand Fe-PEI NPs echivalente la o concentratie de PEI de 330ug/ml.
Probele control au fost EPC crescute in EGM2 fara nanoparticule.

11.1.2.10. Testul de hemoliza

Eritrocitele au fost izolate prin centrifugarea la 1000g, 15 minute, la 4°C a probelor de

sange recoltate in EDTA (Sigma-Aldrich) de la soareci. Peletul astfel obtinut a fost spalat in PBS
si resuspendat n acelasi volum de PBS ca volumul de sange din care a provenit. S-a distribuit Tn
tuburi eppendorf cate 10(@I de suspensie de eritrocite si apoi s-a centrifugat din nou pentru a
peleta eritrocitele. Fiecare pelet a fost resuspendat in 10(0ujl de PBS continand nanoparticule Cis-
Fe-PEl in diferite dilutii: 1/10, 1/20 si 1/50, stocul din care s-a diluat avand o concentratie de


https://ro.ovalengineering.com/antifibrotic-effects-magnesium-lithospermate-b-hepatic-stellate-cells-747539
https://ro.ovalengineering.com/antifibrotic-effects-magnesium-lithospermate-b-hepatic-stellate-cells-747539

13[uM PEI si 10M cisplatina. Controlul pozitiv a fost reprezentat de eritrocite in apa distilata —
100% hemoliza si cel negativ- eritrocite resuspendate in PBS. Dupa incubarea eritrocitelor cu
probele respective timp de 1 ora la 37°C, suspensiile celulare au fost centrifugate din nou, iar
supernatantul a fost colectat si citit la spectrofotometrul TECAN Infinite M200Pro (Mannedorf,
Elvetia) la o lungime de unda de 540 nm. Raportarea s-a facut la controlul pozitiv considerat
100% hemolizat.
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11.1.2.11. Evaluarea in vivo pe un model de xenogrefa heterotopica de

glioblastom pe soareci imunodeficienti

Soarecii NSG au fost adapostiti si utilizati conform reglementarilor nationale si europene

pentru experimentele pe animale (Directiva UE 63/2010 a Parlamentului European), iar toate
procedurile efectuate au fost aprobate de Comitetul de Etica al Institutului de Biologie si
Patologie Celulara “N. Simionescu” . Tumorile au fost induse prin injectarea subcutanata la
nivelul regiunii interscapulare a 2x10

6

celule U87 resuspendate in 50@ DMEM. Dupa 2 zile, s-a

administrat intratumoral per grup de 5 soareci cate 5(u| de suspensie continand: Fe-PEI NO cu
cisplatina incorporata in timpul sintezei (Cis-Fe-PEI), nanoparticule fara cisplatina si respectiv
cisplatina in concentratia corespunzatoare celei din sinteza de NP- 500nM. Administrarea s-a
efectuat o data pe saptamana, de 3 ori. Evolutia tumorii a fost urmarita pana la 1 luna dupa
administrari astfel: soarecilor anesteziati cu isofluran li s-a administrat intraperitoneal luciferina
(150 mg/kg corp) si dupa 10 min, au fost analizati cu sistemul IVIS Spectrum system in vederea
cuantificarii semnalului de bioluminescenta emis de xenogrefa alcatuita din celulele U87
transfectate cu luciferaza. Intensitatea semnalului bioluminiscent (IBL) corespunzator regiunii de
interes (tumora) a fost raportata ca p/s/cm

2

Isr (fotoni/ secunda/centimetrupatrat/steradian).

11.1.3. Rezultate

11.1.3.1. Selectia si caracterizarea fizico-chimica a NP Fe-PEI

Conditiile optime de sinteza au fost stabilite prin evaluarea comportamentului NP in

mediul de cultura, atat in prezenta cat si in absenta unor tipuri celulare diverse (celule
endoteliale, macrofage din linia RAW264.7-ATCC, celule stem/stromale mezenchimale de
soarece- MSC, celule tumorale de glioblastom-U87). In acest scop, o serie de conditii de sinteza
au fost analizate care presupuneau variatii i raportul masic Fe:PEI (1:2, 1:1 si 3:2), in conditiile
de sinteza hidrotermala ( 100 versus 1000atm, si 1, 3 sau 5 ore), si in tipul de mediu de dispersie
(PBS versus PAA). Selectia s-a bazat pe lipsa de citotoxicitate a nanoparticulelor, precum si
stabilitatea si capacitatea acestora de a forma agregate in mediul de cultura. Astfel, o serie de
experimente preliminarii (Figurile 8 si 9) au condus la selectarea urmatoarelor conditii: raport
masic Fe:PEI de 1:2, sinteza hidrotermala la 40°C si 100 atm timp de ora, urmata de
resuspendarea liofilizatului in solutie de clorura de sodiu si PAA pentru stabilizare. Pentru aceste
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probe de nanoparticule, proliferarea celulara nu a fost afectata (Figura 9.a), iar nanostructurile s-
au acumulat pe suprata celulara sub forma de agregate micronice.

Figura 8. Viabilitatea celulelor U87 cultivate in mediu cu nanoparticule FePEI resuspendate in
PBS (FeP41) sau in NaCI/PAA (FeP41 bis) evaluata prin cuantificarea semnalului
bioluminescent. Se observa un efect citotoxic in cazul utilizarii PBS ca mediu dispersant
comparativ cu cel pe baza de NaCl si PAA .

Figura 9.a.. Imagine de microscopie optica pentru celulele EPC incubate cu nanoparticule, ce
arata o morfologie normala a acestora cu acumulare de nanoparticule sub forma de agregate
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sferice pe suprafata celulara; b. Analiza xCELLigence pentru evolutia in timp a indicelui celular
care arata ca nanoparticulele FePEI nu afecteaza morfologia, aderenta si proliferarea celulara.
Cele trei NP: FeP 24,30 si 35 au fost sintetizate in transe diferite, dar in aceleasi conditii: raport
masic Fe:PEIl de 1:2, reactie hidrotermala la 40°C, timp de o ora si stablizare in solutie de
NaClI-PAA.

In ceea ce priveste citotoxicitatea acestor nanoparticule selectate anterior, aceasta a fost
evaluata prin cuantificarea viabilitatii celulare cu ajutorul testului XTT, dupa 3 zile de cultivare
in prezenta nanoparticulelor Fe-PEl la diverse dilutii. Astfel, pentru MSC murine, la
concentratiile studiate de nanoparticule (raportate prin concentratia de PEI) nu s-a observat o
afectare a viabilitatii (Figura 10). In cazul celulelor tumorale umane de glioblastom s-a evidentiat
un usor efect citotoxic dependent de doza, asociat unei reduceri cu 40% a viabilitatii celulare
pentru o concentratie de nanoparticule corespunzatoare la1,3uM PEI.

Figura 10. Viabilitate celulara evaluata prin intermediul testului XTT si raportata ca procent din
control pentru celulele stem mezenchimale murine (MSC) si celule tumorale umane (U87)
cultivate timp de 3 zile in prezenta nanoparticulelor Fe-PEl la diverse concentratii.

Referitor la caracterizarea fizico-chimica a nanoparticulelor Fe-PEI alese anterior,

spectrul FT-IR este prezentat in Figura 11a,. in comparatie cu cel al dendrimerului simplu- PEI si
al nanoparticulelor de oxid de fier (Fe304). Astfel, in nanostructurile hibride se observa
existenta unor peakuri caracteristice pentru PEI cum ar fi vibratia de intindere a gruparii C-H
(2810 cm-1) si vibratia de indoire a gruparii N-H (1586 cm-1) usor deplasate la 2834 cm-1 (v C—
H) si respectiv,la 1546 cm-1 (8 N-H). De asemenea, peakurile caracteristice pentru oxidul de



fier cum ar fi vibratia de indoire H20 (1626 cm-1), Fe—O—H (890 cm-1) si cea specifica de
intindere pentru Fe—O (595 cm-1) au fost de asemenea usor deplasate: la 1658 cm-1 (& H20),
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842 cm-1 (5 Fe—O-H) si respectiv la 562 cm-1 (v Fe—O) in cazul nanopulberilor de Fe-PEI. In
cazul vibratiei de intindere pentru moleculele de apa adsorbite, acesta a fost deplasata de la
3302-3420 cm—1 in oxidul pur la 3166—3062 cm-1 in NP Fe-PEI (Figura 11.a)

Termograma DSC-TG pentru nanostructurile hibride prezinta 3 peakuri endotermice

(Figura 11.b). Primul peak observat la 74-78°C corespunde pierderii umiditatii din proba, al

doilea cuprins intre 390-420°C- poate fi atribuit degradarii PEI, pierderea masica de 20-30%
reprezentand descompunerea polimerului. Temperatura mai joasa inregistrata in acest caz pentru
descompunerea PEI, care pentru substanta pura are loc la 500-600°C este cauzata de
incorporarea sa in nanostructura hibrida. Cel de-al treilea peak inregistrat la 570°C reprezinta
descompunerea de PEI rezidual nereactionat.

Figura 11. Spectrul FT-IR pentru PEI si nanoparticulele hibride Fe-PEI; b. Termograma DSG-
TG pentru NP Fe-PEI prezentand 3 peakuri endotermice; c. Distributia dimensiunii particulelor
pentru NP Fe-PEl; d. Imagini HRTEM pentru NP hibride, insertul prezentand distantele

interplanare corespunzatoare indicilor Miller caracteristice pentru nanoparticule de magnetita.

76

Dimensiunea medie a nanoparticulelor hibride Fe-PEI determinata in suspensie apoasa a

fost de 154,4 nm cu un indice de polidispersitate de 0,074 (Figura 11.c). De asemenea, imaginile
de microscopie electronica de Tnalta rezolutie (HRTEM) au aratat ca dimensiunea cristalelor
anorganice au dimensiunea intre 2-5 nm, cu distante interplanare de 2.53 A corespunzator
indicilor Miller pentru nanoparticulele de oxid de fier. De asemenea, tiparul SAED (Selected
Area Electron Diffraction) caracteristic pentru Fe304 s-a regasit si in cazul NP Fe PEI (Figura
11.d).

11.1.3.2. Agregarea NP Fe-PEI in mediul de cultura

Incubarea NP Fe-PEI in mediu de cultura, in absenta celulelor a determinat asamblarea

lor in agregate cu un diametru hidrodinamic de 1431+£171 nm (Figura 12.a). Acest fenomen a
aparut si in cazul suplimentarii mediului cu 10% SFB, dar in aceasta conditie, dupa 24 de ore de
incubare, nu s-au obtinut structuri de dimensiuni apropiate (Figura 12.b).
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Figura 12. Distributia dimensiunii particulelor obtinuta cu ajutorul aparatului NICOMP pentru

NP Fe-PEI mentinute 24 de ore in mediu fara ser (a) si in mediu cu 10% SFB (b).

Vizualizarea agregatelor, atat prin microscopie optica (Figura 13.a), cat si prin

microscopie electronica (Figura 13.b) a evidentiat organizarea nanoparticulelor in urma incubarii
in mediu de cultura, sub forma unor structuri sferice cu dimensiuni cuprinse intre 200 nm si

2 um. Aceasta proprietate a nanoparticulelor a fost utilizata in continuate pentru incorporarea de
diverse molecule. Pentru o prima validare, s-a ales o molecula fluorescenta lipofila Dil si prin
microscopie confocala s-a observat o distributie uniforma a fluorescentei pe axa Z (Figura 13.c),
sugerand posibilitatea incoporarii de compusi activi in agregate prin simpla adaugare a acestora
in mediu de cultura.

Figura 13. a. Imagine de microscopie optica Tn contrast de faza reprezentand agregatele de NP
FeP formate prin incubarea acestora in mediu fara ser; b. Imagine de microscopie electronica
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pentru agregatele FeP; c. Sectiuni ortogonale de microscopie confocala pentru agregatele FeP
obtinute prin incubarea nanoparticulelor in mediu cu Dil.

De asemenea, procesul de incorporare si stabilitatea in timp privind mentinerea

fluorocromului o data incorporat s-au evaluat prin prelevarea de probe de supernatant incepand
cu ziua 0 (la 1h de la incubare) si apoi la 24, 48 si 72 ore de ore si citirea acestora la
spectrofluorimetru. Astfel, s-a concluzionat ca incorporarea de Dil are o eficienta de peste 90%
dupa 24 de ore (Figura 14.a) si, totodata, acest proces este stabil in timp, intrucat dupa 24, 48 si
72 de ore de la incubare, in supernatantul recoltat, nu s-a mai detectat semnal fluorescent (Figura
14.b).

Figura 14.a. Diagrama ilustreaza cuantificarea fluorescentei pentru supernatantul recoltat la

ora dupa adaugarea nanoparticulelor in mediu de cultura, cu si fara rosu fenol, suplimentat cu
Dil, si la 24 de ore raportata ca procent din fluorescenta initiala; b. Evolutia in timp a
fluorescentei pentru probele de supernatant recoltate dupa incubarea nanoparticulelor in mediu
de cultura cu Dil.

11.1.3.3. NP Fe-PEI cu Dil incorporat in timpul agregarii sunt capabile sa

elibereze fluorocromul prin contact direct cu celulele

In continuare, s-a urmarit eliberarea de fluorocrom in urma interactiunii cu celule stem
mezenchimale (MSC). Pentru aceasta, s-au analizat doua situatii experimentale (reprezentate
schematic In Figura 16): i) adaugarea celulelor peste agregatele pre-formate in placa de cultura si
ii) adaugarea suspensiei cu agregate pre-formate pe placi ULA peste celule aderate. Dupa 24 de
ore de interactiune, cu ajutorul microscopului confocal, s-a observat ca fluorocromul s-a
transferat eficient in primul caz (Figura 15.a), iar in cazul introducerii suspensiei de agregate
peste MSC deja aderate, incorporarea fluorocromului nu a fost uniforma, evidentiindu-se celule
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nemarcate (Figura 15.b). Astfel, preluarea de fluorocrom a fost asociata cu stabilirea unui contact
direct agregate-celula, sugerand faptul ca nu exista eliberare de fluorocrom decéat in acest caz.

Figura.15. Reprezentare schematica pentru cele 2 scenarii experimentale n care: a. MSC au
fost Tnsamantate peste agregatele fluorescente FePEI cu Dil incorporat si b., agregatele
fluorescente au fost addugate peste MSC insamantate cu 24 de ore inainte, insotite de imaginile
de microscopie confocala aferente: rosu-Dil, verde- WGA cuplat cu Oregon Green (membrana
celulara) si albastru- Hoechst (nucleul).

Folosind designul experimental schematizat in Figura 16, am observat ca unele MSC nu
prezinta fluorescenta, sprijinand faptul ca nu exista scurgeri de fluorocrom si ca transferul de
molecule fluorescente este specific si mediat de contactul direct agregate Fe-PEI si celule. De
asemenea, prin cuantificarea semnalului fluorescent cu ajutorul citometriei de flux, s-a obtinut un
preak ingust de intensitate mare pentru MSC incubate cu Dil adaugat direct in mediu de cultura
si un peak mai larg pentru MSC incubate cu Dil Fe PEI agregate corespunzator unui semnal
variabil pentru fiecare celula analizata (Figura 16). Astfel, aceste experimente confirma faptul ca
transferul de molecule fluorescente incorporate in agregatele Fe-PEI are loc doar prin contact
direct si se coreleaza cu numarul de agregate ce interactioneaza cu fiecare celula.
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Figura 16.a. Imagini de microscopie de fluorescenta pentru MSC incubate cu Dil adaugat in
mediu de cultura (MSC+Dil) si MSC incubate cu agregate Fe-PEI ce au incorporat Dil in
prealabil (MSC+ Dil-Fe-PEl); b. Histograma reprezentand numarul de evenimente (numarul de
celule) si semnalul fluorescent corespunzator pentru cele 2 tipuri de probe.

11.1.3.4. NP Fe-PEI cu substante incorporate in timpul agregarii sunt capabile

sa le elibereze prin contact direct cu celulele

Pentru a studia in continuare capacitatea de a incorpora prin agregare si ulterior de a

elibera prin contact direct principii active, am utilizat valinomicina- un ionofor de potasiu lipo-
solubil, ce induce permeabilizarea membranei mitocondriale si disiparea potentialui
electrochimic dupa internalizarea sa la nivel celular. Eficienta valinomicinei incorporata in
agregatele Fe-PEI a fost evaluata prin intermediul potentialului membranar mitocondrial la
nivelul MSC cu ajutorul probei JC1. Dupa cum se poate observa in Figura 17, ulterior expunerii
timp de 24 de ore, la agregate Fe-PEI continand valinomicina incorporata in prealabil, pontialul
membranar mitocondrial de la nivelul MSC a fost destabilizat similar cu celulele expuse direct
la valinomicina.
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Figura 17. Imagini de microscopie confocala ce ilustreaza MSC marcate cu JC-1 (rosu-
portocaliu pentru agregatele JC1 si verde pentru monomeri JC1) inainte (stdnga) si dupa
expunerea la valinomicina fie incorporata in agregatele Fe-PEI (mijloc), fie adaugata direct in
mediu de cultura (dreapta). Mitocondriile intacte apar ca structuri punctiforme (fluorescenta
rosu-portocalie), iar in cazul destabilizarii potentialului membranar mitocondrial se observa o
fluorescenta verde difuza la nivelul intregii celule.

11.1.3.5. Incorporarea de cisplatina in NP Fe-PEI in timpul sintezei

hidrotermale este asociata cu o eficienta crescuta a medicamentului

Inainte de a evalua efectul terapeutic al nanoparticulelor Fe-PEI cu cisplatina (Cis-Fe-

PEI) incorporat in timpul sintezei, am urmarit efectul citotoxic al acestui medicament anti-
tumoral pe linia de glioblastom U87. Astfel, in vitro, s-a observat ca efectul citotoxic apare
incepand cu o concentratie de 5@M, viabilitatea scazand cu aproximativ 50% pentru 10@M.
(Figura 18). Tindnd cont de acest fapt, s-au realizat doua seturi de probe de nanoparticule cu Cis
incorporat in timpul sintezei- Cis-Fe-PEl si cu Cis incorporat dupa sinteza- Fe-PEI +Cis,
substanta bioactiva avand aceeasi concentratie in ambele cazuri- 10@M, de aprox. 10

5

ori mai

mica decat doza terapeutica administrata in vivo [Aston et al. 2017], si respectiv nanoparticulele
simple Fe-PElI.
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Figura 18. Viabilitatea celulara pentru U87 cultivate in prezenta de cisplatina in diverse
concentratii, raportata ca procent din control (celule netratate).

In urma studiilor in vitro s-a observat ca nanoparticulele FePEI adaugate in mediul de

cultura se acumuleaza pe suprafata celulelor U87, granulele observate prin microscopie

optica (Figura 19.a), fiind pozitive pentru ionul feric ce se regaseste in NP FePEI dupa cum s-a
evidentiat prin coloratia citochimica cu Albastru de Prusia (Figura 19.b).

Figura 19. Imagini de microscopie optica pentru celulele U87 incubate cu NP FePEl (a) si
coloratie citochimica cu Albastru de Prusia ce ilustreaza prezenta ionului feric (albastru) in
acumularile de nanoparticule.

Eficienta nanoparticulelor Fe-PEI cu cisplatina incorporata in timpul sintezei Cis-Fe-PEl,

pe celulele de gliblastom U87-Luc a fost evaluata prin cuantificarea semnalului bioluminescent
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cu ajutorul aparatului IVIS. Astfel, dupa 3 zile de cultivare in prezenta acestui tip de
nanoparticule s-a observat un efect citotoxic dependend de doza mult mai puternic decat in cazul
incubarii celulelor U87 in prezenta cisplatinaului in concentratiile aferente din probele cu Cis-Fe-
PEIl,mai exact, pentru Cis-Fe-PEI cu concentratie de 0,5u/M cisplatina s-a obtinut o reducere cu



50% Tn viabilitate, iar in cazul aceleiasi concentratii de cisplatina adaugate direct, viabilitatea
celulelor tumorale nu a fost afectata (Fig. 20.a).

Avand in vedere ca efectul citotoxic al nanoparticulelor Cis-Fe-PEI pe celulele U87-Luc

s-ar putea datora partial prezentei nanoparticulelor, s-a evaluat comparativ urmatoarele probe
sintetizate Tn aceleasi conditii: Fe-PEI, Fe-PEI+Cis si Cis-Fe-PEIl. Dupa cum se poate observa in
Figura 20.b, cuantificarea semnalului bioluminescent cu raportarea lui la control (celulele
netratate) a aratat ca nanoparticulele simple Fe-PEI prezinta intr-adevar un efect citotoxic la doze
mai mari de 0.65 @M concentratie PEI, dar nu la fel de potent ca in cazul nanoparticulelor cu
cisplatina incoporata in timpul sau dupa sinteza (Cis-Fe-PEI si Fe-PEI+Cis).
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Figura 20. Viabilitatea celulor U87 exprimata ca procent din control, comparatie intre efectele
nanoparticulelor cu cisplatina incorporata in timpul sintezei- Cis-Fe-PEI si aceeasi
concentratie de cisplatina adaugata direct in mediu (a) si respectiv nanoparticulele fara
cisplatina -Fe-PEI si cele cu cisplatina adaugaa dupa sinteza- Fe-PEI+Cis (b).

Mai mult, pentru concentratii de Fe-PEI la care viabilitatea nu este afectata (0,26@M),

doar nanoparticulele Cis-Fe-PEI au fost asociate cu scaderea viabilitatii celulare, confirmand
astfel, faptul ca livrarea eficienta a medicamentului este mai eficienta in cazul incorporarii
acestuia Tn timpul sintezei.

De asemenea, potentialul citotoxic al nanoparticulelor a fost evaluat si printr-un test de
hemoliza pe eritrocite murine, care a demonstrat ca nanoparticulele Cis-Fe-PEI sunt
hemocompatibile la concentratiile studiate anterior (Figura 21).

Figura 21. Procentul de hemoliza raportat la controlul pozitiv pentru eritrocite murine expuse la
diferite concetratii de nanoparticule.

Pentru evaluarea in vivo a potentialului terapeutic al nanoparticulelor Cis-Fe-PEl, s-a

utilizat un model de xenogrefa heterotopica de glioblastom indus pe soareci imunodeficienti prin
injectarea subcutana in zona interscapulara a 2x10

6

celule umane tumorale U87-Luc. Acest tip de

model tumoral se dezvolta in timp, dupa cum se poate observa din evolutia intensitatatii
semnalului bioluminescent generat de celulele U87-Luc, cuantificat cu ajutorul aparatului IVIS
(Figura 22).
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Figura 22, Evolutia in timp a semnalului bioluminiscent generat de tumorile formate din celulele
U87-luc injectate subcutan in zona interscapulara a soarecilor NSG- (a) si cuantificarea
aferenta a intensitatii semnalului bioluminescent- IBL- (b).

Dupa dezvoltarea tumorilor timp de 21 de zile, soarecilor li s-a administrat intratumoral

un total de 4 doze de nanoparticule a cate 50|l la un interval de 7 zile fiecare, iar evoluatia
tumorilor a fost evaluata prin cuantificarea semnalului bioluminescent (IBL) cu aparatul IVIS. Pe
durata tratamentului nu s-au observat modificari ale greutatii animalelor si nici inflamatie la
nivelul zonei de administrare, ceea ce sprijina faptul ca nanoparticulele sunt biocompatibile.
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Figura 23. Intensitatea semnalului bioluminescent pentru tumorile induse in soareci NSG la
intervalele de timp corespunzatoare admnistrarii de nanoparticule simple (Fe-PEl),
nanoparticule cu cisplatina incorporata in timpul sintezei (Cis-Fe-PEl) si solutie de cisplatina
(Cis) In concentratia corespunzatoare celei din nanoparticule.

Administrarea nanparticulelor cu cisplastina adaugata in timpul sintezei- Cis-Fe-PEI

continand 0,5@M agent antitumoral, echivalentul a 4ng/kg corp- doza de 10

5

ori mai mica decéat

doza uzuala terapeutica, a fost asociata cu o reducere a progresiei tumorei (Figura 23). Desi
aceasta scadere nu a fost semnificativa statistic, trebuie tinut cont de faptul ca doza de agent
tumoral din nanoparticule este mult mai mica decét cea terapeutica si ca efectul anti-tumoral al
cisplatinei este mult mai pronuntat in cazul incorporarii lui in nanoparticule comparativ cu
administrarea lui ca atare la aceeasi concentratie.

11.1.4. Discutii si concluzii partiale

Diversi polimeri cationici au fost utilizati pe scara larga in componenta nanomaterialelor

pentru a promova absorbtia celulara de principii active prin interactiunea electrostatica intre
sarcina lor pozitiva si suprafata negativa a membranei celulare. Dintre acestia, PEI se remarca
prin faptul ca formeaza complexe cationice cu eficienta mare de absorbtiei la nivelul celulelor
tinta, fie prin transport pasiv sau endocitoza activa [Evans et al. 2011]. In literatura, s-au raportat
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diverse metode de preparare a nanoparticulelor hibride Fe-PEI pentru o gama larga de aplicatii,
inclusiv ca agenti de contrast pentru RMN, sisteme de administrare a medicamentelor sau
transfer de gene, prezentand o toxicitate minima pentru celule [Hola et al. 2015]. Mai mult,
proprietatile magnetice ale acestui tip de nanoparticule au fost exploatate recent in alte domenii
emergente, cum ar fi hipertermia [Arias et al. 2018; Ling et al. 2019] datorita posibilitatii de a
tinti si trata cancerul pe cai non-invazve.

Conditiile blande utilizate in sinteza hidrotermica a NP Fe-PEI, precum si adeziunea

puternica a acestora la celule, a permis introducerea de medicament anti-tumoral- cisplatina, in
timpul procesului de sinteza, pentru a evalua capacitatea acestor structuri hibride de a functiona
ca platforma pentru administrarea de medicamente. Cisplatina este un medicament hidrofob



utilizat Tn clinica pentru tratamentul unei varietati de tumori solide, cum ar fi glioblastomul,
tumorile mamare metastatice, cancerul ovarian si testicular, sarcomul osteogen si
neuroblastomul. Substanta devine activa numai in interiorul celulei, unde se leaga de ADN,
inhiband mitoza si inducand un raspuns apoptotic [Dasari si Tchounwou, 2014]. Administrarea

de cisplatina este asociata frecvent cu grave efecte secundare, cum ar fi hepatotoxicitatea,
cardiotoxicitatea si nefrotoxicitatea [Galluzzi et al. 2014] Prin urmare, este necesara o abordare
terapeutica care diminueaza efectele secundare printr-o reducere a dozei de cisplatina, asigurand
in acelasi timp o absorbtie celulara suficientad pentru actiunea medicamentului.

In acest capitol, am caracterizat proprietatile biologice ale NP Fe-PEI obtinute prin

sinteza hidrotermala urmarind performanta lor in mediul de cultura, in prezenta si absenta
celulelor, precum si capacitatea lor de a incorpora diversi factori biologic activi (agent anti-
tumoral- cisplatina, valinomicina si colorant fluorescent Dil). Rezultatele prezentate

demonstreaza ca NP Fe-PEI pot incorpora moleculele active in prezenta mediului de cultura si le
pot livra la nivelul MSC prin contact direct.

Astfel, experimentele in vitro si in vivo privind biocompatibilitatea nanoparticulelor Fe-

PEI precum si capacitatea acestora de a actiona ca agenti de eliberare a diverselor principii active
au condus la urmatoarele rezultate originale, sumarizate in Figura 24:

1) nanoparticulele hibride cu un raport masic Fe:PEI de 1:2 obtinute prin sinteza

hidrotermala la 100 atm si 40°C si resuspendate ntr-o solutie de NaCl in prezenta de PAA
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pentru stabilizare, au fost asociate cu o lipsa de toxicitate pe celulele stem mezenchimale (MSC)
murine la aceleasi concentratii insa manifestand un efect citotoxic pe celulele tumorale U87;

2) nanoparticulele Fe:PEI agrega spontan in mediu de cultura, iar agregatele astfel

formate pot incorpora substante active (Dil, valinomicina) prezente in solutie, pe care apoi le pot
elibera prin contact direct cu celula, activitatea biologica a substantelor fiind prezervata;

3) nanoparticulele hibride cu cisplatina incorporata in timpul sintezei prezinta o actiune
anti-tumorala mai puternica comparativ cu medicamentul administrat ca atare la aceeasi
concentratie sau cu nanoparticulele cu cisplatina adaugate dupa sinteza atat in vitro pe linia U87
cét si in vivo pe modelul murin de xenogrefa heterotopica de glioblastom.

Figura 24. Reprezentare schematica a potentialului terapeutic al nanoparticulelor hibride Fe-
PEI. Rezultatele prezentate Tn acest capitol indica faptul ca NP Fe-PEI pot incorpora molecule
active prin incubarea in mediu de cultura, si pot ulterior elibera aceste substante prin contact
direct cu celulele stem mezenchimale. De asemenea, nanoparticulele cu cisplatina incorporata
in timpul sintezei au un efect anti-tumoral mult mai puternic comparativ cu nanoparticulele la
care s-a adaugat cisplatina in aceeasi concentratie dupa sinteza.
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Capitolul II.2. Potentialul secretomului derivat din celule

stem/stromale mezenchimale umane in vederea dezvoltarii de

terapii pentru vindecarea ranilor cutanate

11.2.1. Introducere si obiective

Dezvoltarea domeniilor medicinii regenerative- bazate pe celule stem- si a ingineriei

tisulare- bazate pe combinarea materialelor inovatoare cu celule- a dus la aparitia de noi strategii
terapeutice pentru tratamentul ranilor cronice si a arsurilor, ce reprezinta inca o provocare atéat
din punct de vedere medical cat si economic. Aceste noi strategii se bazeaza pe celule stem si
suporturi (matrici) biomimetice. Desi initial s-a considerat ca efectele benefice observate Tn

studii preclinice cu celule stem sunt datorate capacitatii de diferentiere a acestora evidentiata in
vitro, ulterior, s-a dovedit ca nu doar diferentierea dar inclusiv grefarea lor este limitata, iar
rezultatele pozitive inregistrate se datoreaza activitatii secretorii care include numeroase citokine,
chemokine si factori trofici. [Park et al, 2018]

In cazul substituentilor cutanati, exploatarea celulelor stem pentru dezvoltarea ingineriei

tisulare folosind biomateriale suport ( “scaffolds” ) are ca scop obtinerea unui produs final care sa
poata fi usor stocat preferabil in forma in care urmeaza sa fie si aplicat, si care sa nu depinda de
aditia de ser animal sau uman. Colagenul- principala componenta proteica din tesuturile
conjunctive- este utilizat in practica clinica pentru arsuri si rani cronice sub diferite forme: gel,
burete, film sau pasta [Matthews 2011], datorita biocompatibilitatii ridicate asociate cu
biodegradabilitate, precum si disponibilitatii de purificare din variate surse atat mamaliene
(porcine, bovine) cat si marine (piele de peste, meduza, alge). Pe de alta parte, terapia celulara
cu celule stem are la baza o serie de proprietati ale acestui tip celular cum ar fi: capacitatea de
diferentiere, imonogenicitatea scazuta si secretia de factori trofici care promoveaza migrarea,
angiogeneza si formarea tesutului de granulatie [Hu et al, 2018]. Dezavantajele acestei abordari
terapeutice include necesitatea expandarii acestora in vitro- proces indelungat, precum si
variabilitatea donatorilor. Acestea pot fi depasite prin utilizarea secretomului celulelor stem sub
forma de mediu conditionat care poate fi standardizat la scara larga ca un produs disponibil de pe
raft [Bhang et al, 2014; Visozo et al., 2017; Zhou et al. 2020].

Scopul acestui studiu a fost sa exploreze daca potentialul terapeutic al unei matrici

poroase realizate din colagen bovin de tip | poate fi imbunatatit prin aditia unui potent agent
terapeutic trofic, sub forma secretomului- mediu conditionat (CM) izolat de la celule stromale
mezenchimale (MSC), in vederea aplicarii acestui construct ca substituent cutanat acelular pentru
vindecarea ranilor cutanate.
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11.2.2. Materiale si metode

11.2.2.1. Sinteza si caracterizarea matricei de colagen tridimensionale
Gelul de colagen de tip | a fost extras din piele de vitel prin tratamente acide si alcaline



[Trandafir et al, 2007; Albu et al, 2010]. Apoi, gelul cu o concentratie de 1,2% colagen si pH 7,4
a fost reticulat cu glutaraldehida 0,5% (Merck, Germania), urmat de liofilizare la -40°C timp de 4
ore, cu ajutorul aparatului Delta 2-24 LSC Christ (Germania). Formele poroase astfel obtinute
denumite in continuare matrici au fost caracterizate din punct de vedere ultrastructural folosind
microscopul electronic de baleiaj- Quanta Inspect F SEM, cu o rezolutie de 1,2nm. Pentru
testarile in vitro, matricile au fost sterilizate cu metanol 70%, spalate intens cu PBS, si mentinute
in DMEM fara ser minim 12 ore inainte de Tnsamantarea celulelor.

11.2.2.2. Tehnici de culturi celulare

Celulele stromale/stem mezenchimale (MSC) derivate din maduva osoasa au fost izolate

din aspirat medular conform unui protocol stabilit in cadrul grupului nostru si publicat anterior
[Titorencu et al., 2007]. Celulele au fost cultivate cu o densitate de insaméantare de 10

5

/cm

2

in

DMEM cu glucoza 4,5 g/L suplimentat cu 1% acizi neesentiali (Sigma-Aldrich, Germania), 15%
ser fetal bovin (SFB), penicilina 300UIl/ml, streptomicina 150mg/ml si neomicina 150mg/ml, si
mentinute in incubator la 37°C si 5% CO2. Celulele obtinute au fost caracterizate conform
criteriilor stabilite de Societatea Internationala pentru Transplant Celular [Dominici et al., 2006].
Astfel, potentialul de diferentiere triliniara: adipogenic, osteogenic si condrogenic a fost

testat in medii specifice dupa cum urmeaza:

pentru diferentierea adipogena, culturi pre-confluente de MSC au fost incubate in mediu

de inductie adipogen (DMEM cu 10% SFB, dexametazona 10

-6

M, indometacin 100 [uM,

indomethaci and supliment insulin-transferina-selenit 1%, de la Sigma Aldrich). Dupa 3
saptaméani, acumularea de lipide a fost evidentiata folosind coloratia Oil RED O (Sigma
Aldrich)

pentru diferentierea osteogena: culturi confluente au fost incubate in mediu de inductie
osteogen (DMEM cu 10% FBS, dexametazona 10

7

M, B-glicerofosfat 10 mM si acid

ascorbic 0,3 mM ). Dupa 3 saptamani, depozitele de calciu au fost evidentiate folosind
coloratia von Kossa (Sigma Aldrich).

pentru diferentierea condrogena, 250 000 de celule au fost mentinute in tuburi Falcon de
15ml continand 500@ mediu de inductie condrogen (DMEM, dexametazona 10

-7

M,

50pg/ml ascorbat-fosfat, 40@f/ml prolina, 100ug/ml piruvat, 50ug/ml supliment insulin-
transferina-selenit si 10ng/ml TGFB[3). Dupa 3 saptamani, agregatele au fost incluse in
parafina si sectiuni de 5um au fost obtinute cu ajutorul unui microtom Leica.
Acumularea de mucopolizaharide acide a fost evidentiata folosind coloratia Alcian Blue
(Sigma Aldrich).
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Pentru colectarea mediului conditionat, culturile pre-confluente de MSC la pasajele 4-7

au fost spalate intensive cu PBS si incubate in DMEM suplimentat cu acizi neesentiali 1% timp

de 24 de ore. Dupa aceasta perioada, mediul E] a fost colectat si centrifugat la 2000 g, 25 minute,
4°C, iar supernatantul denumit in continuare mediu conditionat (CM) a fost pastrat la -80°C.
Fibroblastele dermale umane (Fb) au fost izolate din tesut cutanat uman provenit de la

subiecti sanatosi ce au efectuat operatii estetice mamare. Mai exact, folosind tehnica explantului
s-au obtinut culturi ce au fost caracterizate pentru expresia urmatoarelor proteine: vimentina,
colagen de tip | si fibronectina. Fibroblastele au fost insaméntate cu 10

5

celule/cm

2

si cultivate n

DMEM cu glucoza 4,5 g/L suplimentat cu acizi neesentiali 1% (Sigma-Aldrich, Germania), ser
fetal bovin (SFB) 10%, penicilina 300Ul/ml, streptomicina 150mg/ml si neomicina 150mg/ml.
Pentru experimente, au fost utilizate celule la pasajele 4-10.

Keratinocitele umane din linia HaCaT (CLS GmbH) si celulele endoteliale umane din

linia Ea.hy926 (ATCC CRL-2922) au fost cultivate conform instructiunilor producatorului, fiind
crescute in DMEM suplimentat cu 10% fetal bovine serum (FBS), 1% acizi neesentiali,
penicilina 300Ul/ml, streptomicina 150mg/ml si neomicina150mg/ml.

11.2.2.3. Caracterizarea MSC prin citometrie de flux

MSC au fost detasate de placa de cultura cu acutaza (Sigma-Aldrich) si incubate cu
urmatorii anticorpi alesi confrom criteriilor minimale pentru definirea MSC: markeri negativi-
CD45, CD34 cuplati cu FITC si markeri pozitivi; CD44, CD73, CD90, CD105 cuplati cu PE
(ficoeritrind), de la BD Bioscience. Probele continand 10

5

celule au fost analizate folosind

citometrul Beckman Coulter Gallios cu 3 lasere, iar datele au fost prelucrate cu programul
Summit v4.3 (Cytomation Inc.).

11.3.2.4. Caracterizarea fibroblastelor dermale umane prin imunocitochimie

Fibroblastele dermale umane au fost cultivate pe lamele de sticla si apoi fixate si
permeabilizate cu paraformaldehida 4% si Triton X 0,1%. Dupa blocare cu albumina bovina
serica (BSA) 1%, celulele au fost incubate cu anticorpi pentru vimentina (Sigma-Aldrich),
fibronectina (Sigma-Aldrich) si collagen de tip | (Abcam) pentru 1h, la 37°C. Dupa spalari,
celule au fost incubate cu anticorpi secundari conjugati cu Alexa 488 sau Alexa 568 (Thermo


https://voluntarii.ro/pierdere-in-greutate-gsh-720827.php
https://voluntarii.ro/pierdere-in-greutate-gsh-720827.php

Scientific), urmat de montare cu DAPI Fluoroshield (Thermo Scientific) si vizualizare la
microscopul Zeiss Observer D1.

11.2.2.5. Evaluarea capacitatii matricelor de colagen de a fi colonizate cu

keratinocite si fibroblaste umane

Keratinocitele (Ker) si fibroblastele dermale (Fb) au fost insdmantate pe matricile de
colagen (3x10

5

si respectiv 2x10

5

) si cultivate Tn mediu complet la 37°C si 5% CO2. Matricile cu

celulele au fost spalate cu PBS, fixate in paraformaldehida 4%, incluse in Shandon Cryomatrix
(Thermo Scientific) si criosectionate cu ajutorul criotomului Leica pentru a obtine sectiuni de
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4um grosime. Sectiunile au fost supuse unor serii de coloratii: hematoxilina-eozina, DAPI,
eozina-Hoechst si Ayoub-Shklar. Pentru hematoxilina-eozina, sectiunile au fost mentinute 7
minute in hematoxilina si 5 minute in eozina Y, montate cu glicerol si vizualizate la
microscopoul Zeiss Observer D1. Pentru coloratia eozina-Hoechst, dupa o incubare de 2 minute
in eozina Y, sectiunile au fost diferentiate cu alcool 70%, spalate cu apa distilata si colorate cu
Hoechst 1mg/ml pentru 10 minute. Coloratia Ayoub-Shklar a presupus incubarea sectiunilor in
fucsina acida 5% timp de 5 minute, urmat de 45 minute intr-o solutie de anilina blue-orange G.
De asemenea, keratinocitele si fibroblastele au fost marcate fluorescent cu CellTrackerTM
Red CMTPX (Thermo Scientific) nainte de a fi insaméntate pe matricile de colagen, iar dupa 3
zile, acestea au fost spalate cu PBS si vizualizate folosind sistemul VIS Spectrum CT System
(Perkin Elmer, Caliper, LifeSciences).

11.2.2.6. Evaluarea calitativa a viabilitatii keratinocitelor si fibroblastelor

umane cultivate pe matrici de colagen

Keratinocitele si fibroblastele dermale cultivate timp de 3 zile pe matricile 3D de colagen

in mediu complet au fost colorate cu kitul Live/Dead Viability/Citotoxicity (Thermo Scientific).
Astfel, dupa spalare cu PBS cald, matricile au fost incubate timp de 30 de minute cu o solutie
continand calceina-AM 2@M si homodimer-1 de etidiu 4@M. Ulterior, acestea au fost fixate in
paraformaldehida 4%, incluse in Shandon Cryomatrix (Thermo Scientific) si criosectionate.
Sectiunile de 4um grosime au fost montate cu DAPI Fluoroshield (Thermo Scientific) si
examinate folosind microscopul Zeiss Observer D1.

11.2.2.7. Evaluarea efectului MSC-CM asupra aderarii si proliferarii

keratinocitelor si fibroblastelor umane cultivate Tn sistem 2D si pe matricile

3D de colagen

Evaluarea influentei MSC-CM asupra procesului de aderare celulara n placi de cultura
clasice- sistem 2D si pe matrici de colagen- sistem 3D a presupus insamantarea keratinocitelor si
fibroblastelor in mediu complet (C+), mediu fara ser (C-) si mediu conditionat (CM) dupa cum
urmeaza: 5x10

4

Ker si 2,5x10

4

Fb per godeu in placa de 96 de godeuri si respectiv 10

celule per

matrice ajustata pentru placa de 96 godeuri, in triplicat pentru fiecare conditie. Dupa 24 de ore de
incubare Th mediul aferent, s-a efectuat testul XTT (Molecular Probes) conform indicatiilor
producatorului. Rezulatele sunt prezentate ca procent din controlul pozitiv-mediu suplimentat cu
ser (C+).

Efectul mediului conditionat asupra dinamicii aderarii celulelor in sistem de cultura

classic- 2D a fost evaluat cu ajutorul sistemul xCelligence RTCA (Acea Biosciences, Inc),
folosind placi dedicate (E-plates 16) prevazute cu microelectrozi de aur care permit masurarea
impedanteielectrice in timp real si transformarea acesteia prin intermediul unui algortim, Tn index
celular. Astfel, 5x10

4

Ker au fost insamantate per godeu in mediu control pozitiv, control negativ

si respectiv CM in triplicat, indexul celular fiind masurat pentru 24 de ore.
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n ceea ce priveste evaluarea proliferarii, celulele au fost insdmantate in mediu complet:
3x10

3

Ker/Fb per godeu in placa de 96 de godeuri si respectiv 10

5

celule per matrice ajustata

pentru placa de 96 godeuri, in triplicat pentru fiecare conditie. Dupa 24 de ore de la insamantare,
mediul cu ser a fost indepartat, culturile au fost spalate cu PBS cald si incubate in mediile
corespunzatoare: mediu complet (C+), mediu fara ser (C-) si mediu conditionat (CM), timp de 5
zile. La final, s-a efectuat testul XTT si rezultatele au fost raportate ca procent din controlul
pozitiv.

11.2.2.8.. Evaluarea capacitatii de migrare prin metoda “scratch test”

Celulele- Ker, Fb si celulele endotiale au fost cultivate in placa de 96 de godeuri, iar dupa

ce au atins confluenta, stratul uniform de celulele a fost lezat cu un varf de pipeta steril.
Godeurile au fost spalate cu PBS cald pentru a indeparta debriurile celulare si apoi s-au adaugat
mediile corespunzatoare: mediu complet (C+), mediu fara ser (C-) si mediu conditionat (CM).
Imediat dupa schimbarea mediului s-au realizat poze cu ajutorul unei camere atasate la un



microscopul optic- considerate t0. Dupa 8 ore pentru celulele endoteliale si 16h pentru Fb si Ker,
au fost efectuate din nou poze reprezentand momentul tf. Suprafata leziunii a fost cuantificata
cu ajutorul programului Image J (NIH), iar migrarea a fost evaluata prin intermediul ariei
acoperite calculate ca procent din aria lezata initial: [(suprafata la t0- suprafata la tf)/suprafata la
t0]*100.
11.2.2.9. Evaluarea expresiei genice folosind tehnica PCR cantitativ in timp real
(QPCR)
ARNul total a fost extras din Fb cultivate timp de 5 zile folosind reactivul TRIzol
(Thermo Fisher Scientific), iar ADNul complementar a fost sintetizat pornind de la 1ug de ARN
total cu ajutorul kitului de sinteza SENSIFAST cDNA (Bioline). Tehnica de PCR cantitativ a
fost realizata cu kitul SensiFAST SYBR Hi-ROX (Bioline) si aparatul Vii7 (Applied
Biosystems), iar secventele primerilor utilizati sunt redate in tabelul de mai jos. Analiza a fost
efectuata folosind metoda comparativa 2

CT
, B-actina (ACTB) fiind considerata ca referinta
pentru normalizare.
Tabel 8. Secventele de primeri utilizati
Gena Secventa primeri
Colagen |
Forward: 5- GTCACCCACCGACCAAGAAACC -3
Reverse: 5- AAGTCCAGGCTGTCCAGGGATG -3’
Colagen lli
Forward: 5- GGTGTCCCAGGGAAAGATGG -3
Reverse: 5- TATACCTGGAAGTCCGGGGG -3’
@SMA Forward: 5- GGCAAGTGATCACCATCGGA -3’
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Reverse: 5- GTGGTTTCATGGATGCCAGC -3’
TIMPA1

Forward: 5- ACTGATGGTGGGTGGATGAG -3’
Reverse: 5- ATGGTGGGTTCTCTGGTGTC -3’
TIMP2

Forward: 5’- TGAGAAGGAAGTGGACTCTGG -3’
Reverse: 5- CCTTTCCTGCAATGAGATATTCC -3’
MMP2

Forward: 5- ACTACAACTTCTTCCCTCGCA -3
Reverse: 5- GGCATCATCCACTGTCTCTG -3’
MMP9

Forward: 5- GCCACTACTGTGCCTTTGAG -3’
Reverse: 5- CAGAGAATCGCCAGTACTTCC -3’
MMP14

Forward: 5’- TGAGGATCTGAATGGAAATGAC -3’
Reverse: 5- GGGTTTATCAGGAACAGAAGG -3’
ACTB (B-actina)

Forward: 5- ACTCTTCCAGCCTTCCTTC -3’
Reverse: 5- GATGTCCACGTCACACTTC -3

1123.2.10 Testarea efectului chemo-atractant al MSC-CM

Proprietatile chemo-atractante ale MSC-CM au fost evaluate cu ajutorul sistemului

xCelligence RTCA (Acea Biosciences, Inc) folosind placile speciale (CIM plates) sub forma de
camere duble. Astfel pentru fiecare tip celular: Ker, Fb si celulele endoteliale, s-au insaméantat
10

5

celule in camera superioara prevazuta cu o membrana cu pori de 8 ym si microelectrozi a
caror impedanta se modifica Tn contact cu celulele care migreaza spre compartimentul inferior ca
urmare a actiunii chemoatractante a mediului de la acest nivel. Mediile testate: mediu complet
(C+), mediu fara ser (C-) si mediu conditionat (CM) au fost adaugate in compartimentul inferior
al placii CIM si migrarea celulelor prin membrana a fost monitorizata in timp real pana la 24 de
ore.

11.2.2.11. Evaluarea profilului citokinelor din MSC-CM

Profilul citokenelor prezente in MSC-CM a fost analizat cu ajutorul Human Angiogenesis

Array (R&D Systems), conform instructiunilor producatorului. Pe scurt, membranele de
nitroceluloza au fost incubate cu mediul conditionat amestecat cu cocktailul de anticorpi
biotinilati, si apoi spalate si incubate cu Straptavidina-HRP. Detectia citokinelor s-a realizat cu
aparatul Luminescent Image analyzer LAS-3000 (FujiFilm), iar densitatea pixelilor a fost
cuantificata cu programul TotalLab Quant.
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11.2.2.11. Analiza statistica

Datele obtinute au fost analizate cu programul GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software,

Inc) si prezentate ca mediatdeviatia standard din cel putin 3 experimente independente.
Comparatia in cazul mediilor mai multor grupe s-a realizat cu testul ANOVA, iar pentru 2
grupuri cu testul t Student. O probabilitate (p) mai mica de 0,05 a fost considerata semnificativa
(*- p<0,05, **- p<0,01, ***- p<0,001 si ns- nesemnificativ).

11.2.3. Rezultate

11.2.3.1. Caracterizarea MSC derivate din maduva osoasa ti a fibroblastelor

dermale

Caracterizarea MSC izolate din aspirat medular s-a realizat conform indicatiilor Societatii



Internationale pentru Transplant Celular. Astfel, analiza datelor obtinute prin citometrie de flux,
a aratat ca aceste celulele sunt negative pentru markeri hematopoietici- CD34 si CD45 (sub 1%)
si peste 95% pozitive pentru CD44, CD73, CD90 si CD105 (Figura 25).

Figura 25. Determinarea expresiei markerilor de suprafata specifici pentru MSC prin citometrie
de flux.

In ceea ce priveste diferentierea triliniara, celulele prezinta abilitatea de a se diferentia

adipo-, osteo- si condrogen dupa cum se poate observa din Figura 26. Astfel, prin coloratia Oil
Red s-a confirmat acumularea de lipide, prin von Kossa- prezenta depozitelor de calciu si prin
Alcian Blue- sinteza mucopolizaharidelor acide.
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Figura 26. Coloratie Oil Red, von Kossa si Alcian Blue ce confirma diferentierea adipogena
(Ad), osteogena (Os) si condrogena (Con) a celulelor izolate din aspirat medular cultivate in
mediile specifice.

Fibroblastele dermale izolate prin tehnica explantului din tesut cutanat uman, au fost
caracterizate morfologic prin microscopie optica- observandu-se aspectul fusiform specific, si
prin imunocitochimie, pentru prezenta urmatorilor markeri: vimentina, colagen de tip | si
fibronecting; @SMA desi exprimata nu este organizata in fibre de stres (Figura 27)

Figura 27. Imagini de microscopie optica (a) si fluorescenta (b) pentru vimentina, colagen I,

SMA si fibronectina pe fibroblaste dermale (nuclei colorati cu DAPI).
11.2.3.2. Matricea de colagen poroasa permite colonizarea cu Ker si Fb
Matricea de colagen sintetizata pentru acest studiu prezinta o structura poroasa, cu pori
interconectati avand dimensiuni variabile cuprinse intre 75-150 uym, dupa cum s-a observat din
imaginile obtinute cu ajutorul microscopului electronic de baleiaj (Figura 28.a). Experimentele
au fost efectuate pe acest tip de matrice adaptata pentru placa de 96 godeuri, avand un diametru
de aproximativ 6 mm si o inaltime de aproximativ 4 mm (Figura 28.b).
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Figura 28. Imagine de microscopie electronica de baleiaj (a) si aspectul macroscopic (b) al
matricei de colagen , pre-incubata in DMEM si adaptata dimensional pentru placa de 96
godeuri.

Pe matricile pre-conditionate in DMEM fara ser, au fost insamantate Ker si Fb marcate
fluorescent cu CMTPX, iar dupa 72 de ore de la insaméantare, semnalul fluorescent emis de
structurile de colagen cu celule a fost cuantificat. Pentru matricile populate cu keratinocite,
semnalul emis nu a fost semnificativ statistic in comparatie cu cel pentru matricile fara celule,
care prezinta o autofluorescenta —Figura 29. In cazul fibroblastelor insa, prezenta acestora pe
matrice s-a putut evidentia printr-un semnal fluorescent dublu fata de cel emis de matricea per
se.

De asemnea, dupa 5 zile de la insamantare, celulele ai caror nuclei au fost colorati cu

DAPI, s-au regasit pe fibrele de colagen ale structurii poroase. Astfel, atat Ker cat si Fb au fost
prezente la nivelul matricei de colagen, sustinandu-se astfel capacitatea acestui tip de construct
de a fi colonizat cu celule- Figura 30.
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Figura 29. Imagini de fluorescenta achizitionate cu ajutorul aparatului IVIS Spectrum pentru
matricile de colagen fara celule (Col), populate cu keratinocite (Col+Ker) si populate cu
fibroblaste (Col+Fb) precum si cuantificarea semnalului fluorescent aferent.

99

Figura 30. Imagini de fluorescenta pentru matricile populate cu keratinocite (Ker) si fibroblaste
dermale (Fb) evidentiate prin coloratie nucleara cu DAPI

Totodata, celulele evidentiate astfel sunt viabile dupa cum s-a observat cu ajutorul unui

kit de citoxicitate, pe baza de calceina-AM care devine fluorescenta in verde sub actiunea
esterazelor intracelulare din celulele viabile, si homodimer-1 de etidiu (EthD-1) ce coloreaza in
rosu nucleul celulelor moarte. Mai exact, pe sectiunile de matrice populate fie cu keratinocite, fie
cu fibroblaste, s-au identificat rare celule moarte, pozitive pentru EthD-1 (Figura 31).
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Figura 31. Imagini de fluorescenta pentru matricile populate cu keratinocite (a) si fibroblaste
dermale (b) reprezentand cu verde celulele viabile si cu rosu celulele moarte.
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11.2.3.3. MSC-CM influenteaza proprietatile Ker si Fb in sistemul clasic 2D de

cultura

Tnainte de a testa influenta MSC-CM asupra colonizarii matricelor de colagen cu celule

ale pielii, am evaluat capacitatea secretomului de a sustine aderarea, proliferarea si migrarea Ker
si Fb, precum si efectul chemoatractant al acestuia in sistemul clasic de cultura 2D. Astfel, MSC-
CM a sustinut aderarea keratinocitelor (96,5 + 4,5%) similar controlului pozitiv (aderenta 100%),
asa cum se arata in Figura 32.

Figura 32. Imagini de microscopie optica pentru keratinocite aderate in mediu cu ser (control
pozitiv), mediu fara ser (control negativ) si mediu conditionat (MSC-CM) si graficul



reprezentand cuantificarea viabilitatii keratinocitelor dupa 24 de ore de la insamantare.

Tinand cont de faptul ca keratinocitele sunt celule care adera lent, am examinat impactul
MSC-CM asupra procesului de aderare in timp real folosind sistemul xCELLigence. Rezultatele
au aratat ca MSC-CM a fost capabil sa induca atasarea Ker de substrat mai rapid decat controlul
pozitiv (Figura 33). Astfel, desi la 8 ore dupa Tnsaméantare, indicele celular pentru Ker incubat Tn
CM nu atinge nivelul celui aferent controlului pozitiv, se poate observa o dinamica diferita, mai
exact In primele 2 ore mai multe celule adera in CM Tn comparatie cu mediul suplimentat cu SFB
(indice celular 1,4 + 0,4 vs. 0,6 + 0,03), sugerand astfel ca secretomul accelereaza atasarea
initiala a Ker de substrat.

Figura 33. Diagrama reprezentativa pentru evaluarea in timp real a procesului de aderare a
Ker incubate Tn mediu cu ser (control pozitiv), mediu fara ser (control negativ) si mediu
conditionat (MSC-CM) (sténga) si cuantificarea indexului celular la 2 si 8 ore de la insamantare
(dreapta).
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In ceea ce priveste proliferarea Ker, efectul cultivarii in MSC-CM a fost similar cu cel al
controlului pozitiv (90 £ 14% fata de 100%) si semnificativ mai mare decat controlul negativ (45
1 14,2%)- Figura 34.

Figura 34. Imagini de microscopie optica pentru keratinocite cultivate in mediu cu ser (control
pozitiv), mediu fara ser (control negativ) si mediu conditionat (MSC-CM) pentru 5 zile si

graficul reprezentand cuantificarea viabilitatii acestora.

De asemenea, efectul chemoatractant al MSC-CM asupra keratinocitelor a fost examinat

cu ajutorul sistemului de monitarizare in timp real xCelligence, folosing camere duble. Dinamica
migrarii spre compartimentul inferior in care s-au adaugat mediile de interes a fost diferita pentru
MSC-CM in comparatie cu mediul suplimentat cu ser (control pozitiv)- Figura 35. Astfel, in
primele 24 de ore secretomul a exercitat o puternica atractie asupra Ker, indicele celular masurat
fiind de aproximativ 3 ori mai mare (3 £ 0,3 fata de 0,95 £ 0,1) comparativ cu controlul pozitiv.

Figura 35. Diagrama reprezentativa pentru evaluarea in timp real a procesului de chemo-
atractie a mediului cu ser (control pozitiv), mediului fara ser (control negativ) si mediului
conditionat (MSC-CM) (stanga) asupra keratinocitelor si cuantificarea indexului celular la 24 si
48 de ore.

Intrucat migrarea keratinocitelor in etapa de re-epitelizare joaca un rol decisiv pentru
vindecarea completa a ranilor cutanate, am urmarit in sistem 2D efectul CM asupra acestui
proces folosind tehnica ,scratch test” , ce presupune lezarea unui strat confluent de celulele si
urmarirea in timp a migrarii celulare, prin raportarea ariei acoperite de celule la final ca procent
din aria initiala dupa lezare. Dupa cum se poate observa in Figura 36, secretomul a indus o
acoperire de 45 + 4% in comparatie cu 29 + 9.7% pentru controlul pozitiv si 19 + 6.5% pentru
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controlul negativ. De mentionat ca, pentru controlul pozitiv s-a ales suplimentarea cu factorul de
crestere EGF (epidermal growth factor) la o concentratie de 5 ng/ml, aceasta citokina fiind
cunoscuta ca un puternic pentru motogen pentru keratinocite.

Figura 36. Imagini de microscopie optica pentru keratinocite in mediu suplimentat cu EGF
(control pozitiv), mediu fara ser (control negativ) si mediu conditionat (MSC-CM) imediat dupa
realizarea leziuni (t0) si la finalul experimentului (tf=14 ore) si graficul reprezentand
cuantificarea ariei acoperite de celule ca procent din aria lezata initial.

In ceea ce priveste efectul MSC-CM asupra aderarii, proliferarii, migrarii si

chemoatractiei fibroblastelor in sistemul de cultura 2D, rezultatele au indicat ca, desi fara
semnificatie statistica, secretomul a promovat aderarea fibroblastelor la suprafata de cultura,
procentul de celule viabile fiind mai mare decét pentru controlul negativ: 95 £ 19,8% fata de 77
+ 15% (Figura 37).

Figura 37. Imagini de microscopie optica pentru fibroblaste dermale aderate in mediu cu ser
(control pozitiv), mediu fara ser (control negativ) si mediu conditionat (MSC-CM) si graficul
reprezentand cuantificarea viabilitatii acestora.

Cu toate acestea, testul de proliferare efectuat dupa 5 zile in cultura in prezenta MSC-CM

a indicat clar lipsa impactului factorilor eliberati de MSC asupra proliferarii fibroblastelor: 40 +
6% pentru celulele incubate in MSC-CM fata de 40 + 2% pentru controlul fara ser (Figura 38).
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Figura 38. Imagini de microscopie optica pentru fibroblaste cultivate in mediu cu ser (control
pozitiv), mediu fara ser (control negativ) si mediu conditionat (MSC-CM) pentru 5 zile si

graficul reprezentand cuantificarea viabilitatii acestora.

Deasemenea, datele obtinute prin testul xCELLIgence sugereaza un efect chemo-atractant
modest asupra fibroblastelor dermice (Figura 39). Astfel, la 4 ore, indicele celular masurat pentru
controlul pozitiv a fost maxim, in timp ce indicele pentru MSC-CM a fost redus de 2 ori fata de
controlul pozitiv, aproape de cel pentru controlul negativ (diferenta dintre proba MSC-CM si
controlul negativ la 5 ore nefiind relevanta statistic).

Figura 39. Diagrama reprezentativa pentru evaluarea in timp real a procesului de chemo-
atractie a mediului cu ser (control pozitiv), mediului fara ser (control negativ) si mediului
conditionat (MSC-CM) (stanga) asupra fibroblastelor dermale si cuantificarea indexului celular.
Cu toate acestea, secretomul MSC a avut un impact puternic asupra motilitatii



fibroblastelor, deoarece dupa 14 h de incubare in MSC-CM, celulele au acoperit 64 + 2% din aria
lezata initial, comparativ cu 54 + 4% pentru controlul pozitiv si 37 + 5,7% pentru control
negativ- Figura 40.
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Figura 40. Imagini de microscopie optica pentru fibroblaste in mediu cu ser (control pozitiv),
mediu fara ser (control negativ) si mediu conditionat (MSC-CM) imediat dupa realizarea
leziuni (t0) si la finalul experimentului (tf=14 ore) si graficul reprezentand cuantificarea ariei
acoperite de celule ca procent din aria lezata initial.

11.2.3.4. MSC-CM promoveaza colonizarea matricilor de colagen cu Ker si Fb

Avand in vedere efectul incurajator al MSC-CM asupra celulelor pielii, observat in sistemul de
cultura 2D, am evaluat efectul MSC-CM asupra colonizarii matricei de colagen. Asa cum se
arata Tn Figura 41.a, MSC-CM sustine aderarea keratinocitelor la matrice (75 + 4,2% versus
100% 1n controlul pozitiv). Mai mult, proliferarea keratinocitelor cultivate pe matricile
tridimensionale in prezenta MSC-CM a fost similara cu cea pentru controlul pozitiv (98,4 +
8,8%), indicand un efect mitogen puternic (Figura 41.b).

Figura 41. Grafice reprezentand cuantificarea aderarii keratinocitelor la 24h de la insamantare
(a) si a proliferarii acestora la 5 zile (b) pe matricele de colagen Tn cazul cultivarii in mediu cu
ser (C+), mediu fara ser (C-) si mediu conditionat (CM).

De asemenea, colonizarea keratinocitelor in cazul cultivarii acestora in MSC-CM a fost
evidentiata prin coloratiile DAPI-eozina (Figura 42.a) si Ayoub-Shklar (Figura 42.b), care au
relevat prezenta acestor celule atasate pe fibrele de colagen, atat la suprafata, cat si in interiorul
structurii poroase.
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Figura 42. Imagini de microscopie de fluorescenta si corespondentele acestora in contrast de
faza — coloratie eozina-DAPI (a)- detaliu reprezentand o keratinocita atasata de fibra de
colagen, si imagini de microscopie optica pentru zona centrala- coloratie Ayoub-Shklar (b) a
matricilor de colagen cu keratinocite cultivate in mediu cu ser si mediu conditionat (MSC-CM)
timp de 5 zile.

In ceea ce priveste aderenta fibroblastelor dermice, asa cum se arata in Figura 43.a, MSC-

CM a sustinut acest proces (91,5 + 10,5% din controlul pozitiv), similar cu rezultatele obtinute n
sistemul de cultura 2D. In ceea ce priveste efect proliferativ, valoarea celulelor incubate MSC-
CM a fost 88,4 + 14,4% si 74,6 + 15,8% pentru control negativ, fara o statistica relevanta (Figura
43.b), indicand doar un usor efect mitogen pe fibroblaste.
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Figura 43. Grafice reprezentand cuantificarea aderarii fibroblastelor la 24h de la insamantare

(a) si a proliferarii acestora la 5 zile (b) pe matrice de colagen in cazul cultivarii in mediu cu ser
(C+), mediu fara ser (C-) ti mediu conditionat (CM).

In timpul procesarii histologice, am observat ca matricile colonizate cu fibroblaste

prezentau un aspect deteriorat, in special pentru probe cu MSC-CM (Figura 44). Prin urmare, am
investigat efectul secretomului asupra capacitatii fibroblastelor de a contribui la remodelarea
matricei extracelulare.

Figura 44. Coloratie hematoxilina-eozina pe sectiuni din matrice populate cu Ker si Fb

mentinute Tn cultura in prezenta MSC-CM timp de 7 si 14 zile.

Rezultatele de PCR cantitativ (QPCR) au indicat ca MSC-CM a influentat puternic

expresia genica pentru colagen | si lll, metaloproteinaze (MMP) si inhibitorii acestora (TIMP),
atat in sistem de cultura 2D cét si 3D. Mai exact, desi transcrierea genelor pentru colagen | si
colagen Ill a fost indusa in cultura 2D de catre MSC-CM (de 2 si respectiv 3 ori mai mare fata de
mediu cu ser), asa cum se arata in Figura 45.a, mecanismul opus a fost observat pe matricile de
colagen (Figura 45.b). Raportul dintre ARNm de colagen Ill si | a fost de 2 ori mai mare pentru
fibroblastele cultivate pe matricile tridimensionale in prezenta CM comparativ cu mediul cu ser.
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Figura 45. Grafice reprezentand cuantificarea expresiei genice pentru colagen I, colagen lll si a
raportului dintre acestea Collll/Col | in cazul fibroblastelor cultivate in 2D (a) si 3D (b).

Ulterior, s-a evaluat efectul MSC-CM asupra expresiei de @SMA, un marker timpuriu al
diferentierii fibroblastului catre miofibroblast- fenotipul raspunzator de contractia leziunii in
procesul de vindecare. In general, cultivarea pe substratul rigid din vasul de culturé induce un
fenotip de proto-miofibroblast, asociat cu expresia de@SMA (a smooth muscle actin). In cazul
de fata, prin imunocitochimie (Figura 46.a), fibroblastele dermale au exprimat/g/SMA in
conditiile de cultura standard, fara organizarea acestei proteine in fibre de stres. Datele de qPCR
au indicat faptul ca in timp ce MSC-CM nu a modificat expresie genica pentru a-SMA in cultura
2D in comparatie cu mediu cu ser, cultivarea pe matricile tridimensionale de colagen a fost
asociata cu o crestere de 2 ori a expresiei genice de@SMA in cazul fibroblastelor mentinute in
CM (Figura 46.b si c).
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Figura 46. Imagine de fluorescenta @SMA- rosu si nuclei marcati cu DAPI- albastru)
reprezentand fibroblaste cultivate in 2D si cuantificarea expresiei genice pentru@SMA in cazul
fibroblastelor cultivate in 2D- b si 3D- c.

In ceea ce priveste expresia genica a MMP si TIMP, in sistemul de cultura clasic 2D,



MSC-CM a modificat expresia genelor TIMP1 si 2, MMP14 si, de asemenea, MMP2 si MMP9
(Figura 52). Pentru fibroblaste cultivate pe matricile tridimensionale de colagen in prezenta
MSC-CM, atat expresia TIMP (1 si 2) cat si a MMP14 a fost crescuta, in timp ce expresia
gelatinazelor MMP2 si MMP9 nu a fost semnificativ modificata in comparatie cu mediul cu ser
(Figura 47).

Figura 47. Grafice reprezentand cuantificarea expresiei genice pentru TMP 1 si 2, precum si
MMP 14, 2 si 9 in cazul fibroblastelor cultivate in 2D (a) si 3D (c).

In concluzie, pentru fibroblastele cultivate pe matricea de colagen, MSC-CM faciliteaza
participarea acestora in procesul de remodelare a matricei extracelulare prin cresterea raportului
expresiei genice pentru Col Ill/Col I, prin marirea de 2 ori a expresiei genice pentru a-SMA, si
prin inducerea expresiei genice pentru TIMP1 si 2, precum si pentru MMP-14, aceasta
metaloproteinaza din urma fiind implicata in degradarea colagenului fibrilar.

11.2.3.5. MSC-CM prezinta proprietati pro-angiogene si contine factori mito- si

motogeni, precum si modulatori ai angiogenezei

Luand in considerare importanta angiogenezei in procesul de vindecare a ranilor, si in

vederea studierii MSC-CM ca adjuvant terapeutic, coroborat cu datele obtinute anterior pe
keratinocite si fibroblaste, am evaluat in continuare efectul acestuia asupra celulelor endoteliale.
Astfel, MSC-CM a prezentat o actiune chemo-atractanta relevata printr-un index celular mai
mare decét Tn cazul mediului cu ser (control pozitiv)- Figura 53. Mai mult, acesta a stimulat
migrarea celulelor endoteliale dupa cum s-a observat folosind tehnica ,scratch test” , suprafata
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acoperita in cazul incubarii cu MSC-CM fiind de 56,4 £ 7,2% fata de 49,1 + 4,5% pentru
controlul pozitiv si 31 + 3% pentru controlul negativ- Figura 48.

Figura 48. Diagrama reprezentativa pentru evaluarea in timp real a procesului de
chemoatractie a mediului cu ser (control pozitiv), mediului fara ser (control negativ) si mediului
conditionat (MSC-CM) (stanga) asupra celulelor endoteliale si cuantificarea indexului celular.

Figura 49. Imagini de microscopie optica pentru celule endoteliale in mediu cu ser (control
pozitiv), mediu fara ser (control negativ) si mediu conditionat (MSC-CM) imediat dupa
realizarea leziunii (t0) si la finalul experimentului (tf=8 ore) si graficul reprezentand
cuantificarea ariei acoperite de celule ca procent din aria lezata initial.

Fenotipul secretor al MSC a fost evaluat folosind un kit special (Human Angiogenesis

Citokine Array) pentru a identifica potentialii factorii de crestere implicati in efectele observate
pentru MSC-CM asupra proliferarii keratinocitelor si fibroblastelor- Figura 49. Astfel, factorii de
crestere care traditional stimuleaza proliferarea keratinocitelor: EGF (epidermal growth factor) si
KGF (keratinocyte growth factor), au avut niveluri scazute in secretomul MSC (Figura 50). Prin
urmare, efectul proliferativ asupra keratinocitele ar putea fi explicat prin prezenta HGF
(hepatocyte growth factor), cunoscut ca avand proprietati mitogene si de stimulare a motilitatii
celulare [Sato et al. 1995, Chmielowiec et al 2007, Seeger si Paller, 2015].
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Figura 50. Detectarea diferitelor citokine din compozitia MSC-CM cu ajutorul kitului Human
Angiogenesis Citokine Array sub forma de spoturi pe membrana de nitroceluloza (sus) si
cuantificarea acestora (jos).

Mai mult, MSC-CM a prezentat un nivel scazut pentru membrii din familia FGF

(fibroblast growth factor), corelat cu lipsa de impact asupra proliferérii fibroblastelor. Tn plus, au
fost identificati factori cu actiune atat pro- (angiogenina, CXCL16, endothelin-1, HGF, IGFBP-2
si 3, IL-8, MCP-1, PIGF, uPA, VEGF- -A) cat si anti-angiogena (endostatlna pentraxina 3, serpin
E1, serpina F1, TIMP-1 , trombospondina-1), fapt ce sugereaza ca MSC-CM ar putea fi implicat
in modularea procesului angiogen prin mentinerea unui echilibru intre acesti factori.

I1.2.4. Discutii si concluzii partiale

Abordarea terapeutica ideala pentru ranile cronice trebuie sa fie rentabila,

usor disponibila facil, cu aplicatie topica a si sa ofere rezistenta mecanica precum si factorii
adecvati pentru promovare vindecarii leziunilor [Gould LJ 2016]. Substituentii cutanati
disponibili momentani au diverse limitari, cum ar fi costurile semnificative , microstructura
anormala a pielii si esecul grefei [Chocarro-Wrona et al. 2019]. Mai mult, studii clinice au
raportat rezultate similare atat pentru substituentii celulari cat si pentru cei acelulari [Lev-Tov et
al. 2013] Mai mult, un studiu clinic finalizat recent, care a comparat un substituent celular-
Dermagraft si unul acelular Oasis, versus tratamentul standard pentru pacientii cu ulcer diabetic,
a inregistrat o vindecare completa pentru 78% dintre cei care au primit produsul Oasis
comparativ cu 57% pentru cei care au primit Dermagraft (NCT01450943). Astfel, in lipsa unui
rezultat terapeutic superior, utilizarea substituentilor acelulari constituie o alternativa de
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tratament mai promitatoare fata de matricele complexe celularizate care sunt asociate cu un cost
mult mai mare si o valabilitate foarte mica (cateva zile).

Prin urmare, Tn acest studiu am propus explorarea potentialului terapeutic al unei matrici
poroase de colagen imbunatatita prin adaugarea unui agent trofic potent sub forma mediului
conditionat secretat de MSC. Astfel, s-a optat pentru utilizarea unei matrici de colagen de tip |,
avand in vederea abundenta si disponibilitatea acestui biomaterial, care este implicat in
modularea unor proprietati si functii celulare atat in cazul fibroblastelor cat si a keratinocitelor,
cum ar fi forma, adeziunea, diferentierea si migrarea [Dong si Lv 2016]. Pe de alta parte, MSC
au fost propuse ca principalul pilon pentru dezvoltarea medicinei regenerative. Desi prezinta o
capacitate de diferentiere, studiile recente au demonstrat ca mecanismul care sta la baza



regenerarii tisulare asociate cu administrarea de MSC consta in secretia de factori bioactive
capabili s moduleze raspunsul imun local, s& promoveze angiogeneza, sa previna apoptoza si sa
stimuleze supravietuirea, proliferarea si diferentierea celulelor rezidente [Zarei et al. 2018
Pawitan et al. 2014; Ferreira et al. 2018, Cunningham et al. 2018].

Combinarea proprietatilor unui biomaterial si a secretomului MSC cu scopul de a obtine

un efect terapeutic superior a fost aplicata cu succes in special pentru regenerarea tesutului osos.
Astfel, experimente in vivo realizate pe sobolani ce au presupus folosirea unui gel de agaroza cu
MSC-CM pentru repararea unui defect calvarial, au prezentat un rezultat mai bun comparativ cu
acelasi gel combinat cu MSC [Osugi et al. 2012]. De asemenea, un alt studiu pe substituenti de
colagen combinati cu mediu conditionat a raportat un rezultat similar pentru regenerarea
tesutului osos [Katagiri et al. 2013]. Mai mult, o structura printata 3D pe baza de nanofibre de
carbon functionalizata cu MSC-CM a fost asociata cu o imbunatatire in adeziune, proliferare si
migrare celulara in vitro, actionand ca o nisa biomimetica pentru regenerare osoasa Si
cartilaginoasa [Garcia-Ruiz et al., 2017]. O alta abordare ce a folosit o matrice 3D pe baza de
acid polilactic (PLA) si mediu conditionat derivat de la MSC de origine gingivala a prezentat o
capacitate osteogenica superioara pentru repararea defectelor osoase craniene pe un model
animal [Diomede et al. 2018].

In urma cautarilor in bazele de date stiintifice, prezentul studiu este primul care

investigheaza combinarea unei matrici de calogen cu mediu conditionat pentru vindecarea
leziunilor cutanate. Datele prezentate anterior arata ca secretomul MSC: (i) promoveaza
colonizarea matricei de colagen cu keratinocite si fibroblaste, (ii) modifica expresia genica a
moleculelor implicate in sinteza si degradarea matricei extracelulare si (iii) prezinta proprietati
pro-angiogene. De mentionat ca fibroblastele dermale cultivate pe substratul poros
tridimensional au prezentat o crestere a raportului din colagen Il si colagen | la nivel de ARNm,
precum si a expresiei genice pentru@SMA, TIMP1, TIMP2 si MMP14, dar nu si pentru
gelatinazele MMP2 si MMP9, comparativ cu controlul cu ser. Aceste modificari pot fi

importante in cazul ranilor cronice diabetice, care prezinta fibroblaste disfunctionali caracterizati
printr-o scadere a sintezei de colagen, o crestere a MMP-9 si global, o perturbare a echilibrului
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MMP-TIMP ce duce la o distrugere excesiva a matricei extracelulare, impiedicand vindecarea
leziunii [Lerman et al. 2003, Cullen et al. 2002]

Datele obtinute sustin capacitatea MSC-CM de a induce un fenotip care sa favorizeze
vindecarea ranii ce necesita contractia plagii prin activarea|gSMA, formarea tesutului de
granulatie, prin cresterea raportului colagen lll/colagen | si biodegradarea substitutului sub
actiunea MMP-14.

In concluzie, acest studiu a demonstrat ca suplimentarea unui matrici poroase de colagen

cu secretomul derivat de la celule stromale mezenchimale reprezinta o potentiala abordare
terapeutica superioara prin efectul chemoatractant crescut asupra keratinocitelor si celulelor
endoteliale, contribuind in acelasi timp la procesele de re-epitelizare, remodelare a matricei si
angiogeneza (Figura 51). In acelasi timp, terapia propusa este disponibila ,direct de pe raft”
pentru tratamentul leziunilor cutanate intrucat atat matricea cat si mediul conditionat pot fi
obtinute Tn avans si stocate corespunzator.
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Figura 51. Reprezentare schematica sumarizand rezultatele prezentate in acest capitol privind
potentialului terapeutic al secretomului derivat de la celulele stromale mezenchimale izolate din
maduva osoasa combinat cu o matrice poroasa de colagen pentru tratamentul leziunilor
cutanate.
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Capitolul II.3. Potentialul terapeutic al nanoparticulelor pe baza

de argint pentru tratamentul ranilor cutanate

11.3.1. Introducere si obiective

In general, compusii pe baza de argint (Ag) au fost utilizati de-a lungul timpului in

domeniul biomedical datorita proprietatilor antibacteriene cu spectru larg [Alexander J.W, 2009,
Le Ouay B. si Stellaci F., 2015]. Cu toate acestea, aplicatiile locale ale unor compusi precum
nitratul de argint sau sulfadiazina de argint- sunt asociate cu abnormalitati cosmetice si pot
interfera cu procesul fiziologic de vindecare. Interesul pentru compusii pe baza de argint a
crescut o data cu intensificarea rezistentei antimicrobiene, nanoparticulele continand ioni de
argint- NPAg fiind deja utilizate pentru acoperirea protezelor si a instrumentelor chirurgicale
[Acosta et. al. 2012, Ro et al. 2008, Mali et al. 2013]. Astfel, o data cu raspandirea NPAg in
domeniul biomedical, inclusiv in dermatologie pentru tratamentul ranilor si arsurilor [Paladini F
si Pollini M, 2019], directia cercetarii privind acesti compusi se concentreaza tot mai mult pe
siguranta lor [Hadrup et al. 2014, Botelho et al. 2016, Yang et al. 2017].

Ca si in cazul altor nanoparticule pe baza de compusi de fier, cum sunt cele studiate in
capitolul X, pentru a imbunatati stabilitatea coloidala a NPAg si a inhiba agregarea acestora, se
folosesc diferiti agenti, in special polimeri, capabili sa formeze un invelis protector pentru miezul
de argint sau actionand ca un purtator incarcat cu NPAg pe suprafata lor. De asemenea, tipul de
polimer si agent stabilizator influenteaza proprietatile fizico-chimice ale nanoparticulelor,
precum si pe cele biologice.

Studiul prezentat in continuare face parte dintr-un proiect mai amplu ce are ca scop
dezvoltarea unui construct pe baza de fibrina, cu proprietati antibacterine- prin inglobarea de
nanoparticule hibride pe baza de Ag si regenerative- prin includerea de exosomi derivati din
celule stem/stromale mezenchimale. Prin urmare, in acest capitol vor fi prezentate rezultatele
investigatiilor privind selectia unor nanoparticule compozite pe baza de Ag, prin evaluarea
citotoxicitatii acestora urmarind efectul asupra viabilitatii principalelor tipuri celulare din piele:



keratinocite (Ker), fibroblaste (Fb) si celule endoteliale (EC), precum si asupra procesului de
migrare celulara si angiogeneza, ce au implicatii majore in procesul de vindecare a unei leziuni
cutanate.

11.3.2. Materiale si metode

11.3.2.1. Sinteza si caracterizarea fizico-chimica a nanoparticulelor hibride pe

baza de argint

Nanoparticulele pe baza de argint au fost preparate printr-o metoda ce are la baza

reducerea nitratului de argint (AgNO3) in solutie alcalina. Astfel, 1 g de AQNO3 a fost dizolvat in
300 ml apa ultrapura rezultand solutia de azotat de argint. Cea de-a doua solutie necesara pentru
sinteza a constat in dizolvarea a 20 g de NaOH si 3g de monomer/polimer (EG- etilen glicol,
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PEG- polietilenglicol, simplu sau in amestec cu PVP- polivinilpirolidona) in 400 ml de apa
ultrapura, sub agitare, la 800C. Solutia de azotat de argint a fost adaugata in solutia de polimer
prin picurare si sub agitare continua, rezultand o dispersie maro. Nanoparticulele astfel obtinute
au fost spalate cu apa distilata si centrifugate de trei ori, uscate la temperatura camerei si apoi
resuspendate la o concentratie de 1 mg/ml.

Pentru caracterizarea fizica, pulberile de nanoparticule au fost analizate prin microscopie
electronica de transmisie-TEM. Astfel, probele au fost dispersate in etanol si aplicate pe grile de
curpu acoperite cu carbon ce au fost vizualizate folosind un microscop FEI TECNAI G2 F30 S-
TWIN, la 300 kV.

Pentru caracterizarea chimica s-a efectuat analiza termica: DTG-TA, in vederea estimarii
cantitatii de monomer/polimer ce interactioneaza cu nanoparticulele de argint. Probele cantarite
(10 mg) au fost incalzite de la 250C la 9000C, cu o viteza de 100C/minut, modificarea masei in
functie de termperatura analizandu-se cu ajutorul echipamentului DSC Jupiter, STA 449C. De
asemenea, tot pentru caracterizarea chimica a nanoparticulelor s-a utilizat spectrofotometrul
Nicolet iS50 ce permite analiza FTIR- (Fourier Transform Infrared Transfor)- sprectroscopia de
infrarosu cu transformata Fourier. Astfel, pentru fiecare proba s-au inregistrat 32 de scanari cu
lungimea de unda intre 4000 si 400 cm

, convertite in spectre de absorbanta folosind programul

OMNIC.

11.3.2.2. Linii Celulare

Pentru studiile in vitro au fost utilizate urmatoarele tipuri celulare umane: keratinocite (Ker)-
linia HaCaT, fibroblaste dermice (Fb) si celule endoteliale (EC)- linia EAhy926, considerate
relevante pentru aplicatia nanoparticulelor in tratamentul ranilor cutanate. Celulele HaCaT (CLS,
Germania) si EAhy.926 (ATCC, SUA) au fost insamantate cu 10.000/cm

2

si cultivate in DMEM

(Dulbecco’s modiefied Eagle’s medium) suplimentat cu 10% SFB, in conditii standard de
cultura- 5% CO2, 37°C, conform instructiunilor furnizorului. Fibroblastele au fost izolate prin
tehnica explantului din probe de tesut dermal provenit de la subiecti sanatosi, conform unui
protocol aprobat de Comisia de Etica a Institului de Biologie Celulara si Moleculara “Nicolae
Simionescu” . Celulele au fost insamantate cu 10.000/cm

2

si utilizate pentru experimente intre

pasajul 3-9.

11.3.2.3. Evaluarea viabilitatii celulare

Viabilitatea celulelor cultivate in prezenta nanoparticulelor a fost evaluata prin intermediul
testului XTT (Thermo Fischer Scientific, USA) ce reprezinta o sare de tetrazolium care indica
intensitatea activitatii metabolice ca o masura a viabilitatii celulare. Solutia de XTT este usor
galbena, iar atunci cand are loc reducerea XTT la formazan sub actiunea enzimerlor din
mitocondriile celulelor active metabolic, solutia devine portocalie. Modificarea culorii si deci
reducerea XTT necesita un reactiv de activare- PMS (N-metil dibenzopirazina metil sulfat) care
mediaza aceasta reactie. Celulele au fost insamantate cu o densitate de 10 000 celule/cm

2

, Si dupa
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24 de ore, mediul a fost schimbat addugandu-se suspensiile de nanoparticule diluate in mediul de
cultura. In final, dupa 5 zile de cultivare in prezenta probelor pentru Ker si Fb si 3 zile pentru
EC, s-a efectuat testul XTT. Absorbanta s-a masurat ] cu ajutorul spectrofotometrul TECAN
Infinite M200Pro (Mannedorf, Elvetia) la o lungime de unda de 450 nm cu referinta la 650nm.
Valorile au fost apoi raportate ca procent din control- celulele cultivate in absenta
nanoparticulelor.

11.3.2.4. Evaluarea capacitatii de migrare prin metoda “scratch test”

Celulele au fost cultivate Tn placa de 96 de godeuri, iar dupa ce au atins confluenta, stratul
uniform de celulele a fost lezat cu un varf de pipeta steril. Godeurile au fost spalate cu PBS cald
pentru a indeparta debriurile celulare si apoi incubate cu dilutiile de nanoparticule in mediu de
cultura complet. Celulele incubate cu mediu de cultura fara nanoparticule au fost considerate ca
probe control. Imediat dupa schimbarea mediului s-au realizat poze cu ajutorul unei camere
atasate la un microscop optic Zeiss AxioVert- moment considerat t0. Dupa 18 ore, au fost
efectuate din nou poze reprezentand momentul tf. Suprafata leziunii a fost cuantificata cu
ajutorul programului Image J, iar capacitatea de migrare a fost cuantificata prin intermediul
procentului de confluenta a leziunii astfel: confluenta leziunii= [(suprafata la tO- suprafata la
tf)/suprafata la t0]*100. Rezultatele au fost raportate ca procent din control.

11.3.2.5. Evaluarea efectului apoptotic indus de NP Ag

Pentru cuantificarea apoptozei s-a utilizat kitul Alexa Fluor 488 annexin V/Dead Cell Apoptosis



(Thermo Fisher Scientific,USA), conform instructiunilor producatorului. Astfel, dupa

tripsinizare, celulele HaCaT au fost incubate cu solutia de anexina cuplata cu Alexa 488-care

marcheaza celulele apoptotica si Pl (iodura de propidiu)- care marcheaza celulele moarte,

pentru 15 minute la termperatura camerei. Dupa spalrea, celulele au fost citite la citometrul de

flux Gallios (Beckman Coulter) pentru determinarea emisiei fluorecenta. Controlul pozitiv de

moarte celulara prin necroza (pozitive pentru Pl) a fost reprezentat de celule incubate in metanol.

11.3.2.6. Marcare fluorescenta a actinei filamentoase

Celulele cultivate pe lamele au fost fixate cu PFA 4% si permeabilizate cu Triton X 0,1%, pentru

15 minute, la temperatura camerei. Dupa blocare cu BSA 1%, lamelele au fost incubate cu

faloidina conjugata cu Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific, SUA)- care marcheaza actina

fibriliara, timp de 30 minute la temperatura camerei si apoi spalate cu PBS. Dupa montare cu

Fluoroshield cu DAPI (Sigma-Aldrich), lamelele au fost vizualizate cu ajutorul microscopului de

fluorescenta Zeiss Observer D1.

11.3.2.7. Formarea de tubi in GELTREX

Celule endoteliale din linia EAhy926 au fost insamantate cu o densitate de 45.000/cm2 pe
odeuri acoperite cu un strat gelificat de matrice extracelulara comerciala- GELTREX (50
I/godeu), in mediu suplimentat cu VEGF la o concentratie de 50 ng/ml. Suspensiile de
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nanoparticule s-au diluat de asemenea in mediu suplimentat cu VEGF. Dupa 18h, godeurile au
fost fotografiate cu microscopul Zeiss Axio Vert A1, pentru a evalua formarea retelei de tuburi in
prezenta nanoparticulelor.

11.3.2.8. Testarea microbiologica- metoda microdilutiilor binare Th bulion

Au fost utilizate urmatoarele tulpini: Stafilococcus Aureus (ATCC25923 betalactamaze negativ),
si varianta rezistenta (MRSA) izolata de la un pacient, Escherichia coli (ATCC 25922,
betalactamaze negativ) si Pseudomonas aeruginosa rezistenta (sensibila doar la Colistin) izolata
deasemenea de la un pacient. Fiecare fiecara tulpina testata a fost insdmantata pe mediu nutritiv
solid (geloza-sange), incubata 24 ore la 370C, pentru a obtine colonii izolate. In mediu lichid-
bulion cu sau fara nanoparticule, s-au resuspendat 4-5 colonii, si s-a lasat la temperatura camerei
pana ce densitatea suspensiei ajustandu-se astfel incat sa coresponda la 108 UFC/ml prin
comparatie cu standardul McFarland. Aceeasi concentratie de bacterii s-a adaugat in bulion
Mueller-Hinton continand dilutii seriate de nanoparticule, in placi de 96 godeuri, folosindu-se de
asemenea un martor negativ, fara bacterii, si unul pozitiv, fara substanta antibacteriana. Dupa
agitare, placa s-a incubat 24 ore, la 370C. Cu ajutorul unui spectrofotometru s-a masurat
absorbanta la 520 nm. Folosind o curba standard de crestere pentru absorbanta si densitate
celulara, s-a putut determina astfel concentratia minima inhibitorie (CMI) de nanoparticule care
nu permite cresterea celulelor microbiene comparativ cu martorul pozitiv (fara substanta
antibacteriana).

11.3.3. Rezultate

11.3.3.1. Caracterizarea fizico-chimica a NP Ag

Diamentrul hidrodinamic al celor patru tipuri de NP Ag a fost sub 200 nm, dupa cum se

poate observa in Figura 52, prezenta PEG fiind asociata cu o crestere a dimensiunilor in cazul
NP Ag EG/PVP si NP Ag PEG/PVP. De asemenea, analiza termogravimetrica efectuata in
vederea evidentierii si estimarii masei monomerului/polimerului ce intra in componenta
nanoparticulelor la finalul sintezei. Astfel, in cazul probei NP Ag EG, in cadrul etapei principale
de descompunere intre 340-420:C, are loc o pierdede de masa de 12,96%, ce poate corespunde
fie descompunerii EG legat de nanoparticule, fie ruperii legaturilor EG-Ag, masa reziduala fiind
de 84,57%. Analiza termica este asemanatoare pentru celelalte 3 probe, masele reziduale fiind de
84,28% pentru NP Ag EG/PVP, 84,17% pentru NP Ag PEG si, respectiv, 83,81% pentru NP Ag
PEG/PVP.
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Figura 52. Distributia dimensiunii nanoparticulelor in suspensie determinata la Nanosizer si
tabelul cu valoarea medie a diametrului hidrodinamic in functie de intensitate (Z-average)
pentru fiecare proba analizata.

Figura 53.Derivatograme inregistrate pentru NP Ag Eg- a, NP Ag EG/PVP- b, NP Ag PEG- ¢, si
NP PEG/PVP-d.
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11.3.3.2. Evaluarea citotoxicitatii NP Ag

In urma incubarii diferitelor tipuri celulare umane: keratinocite (linia HaCaT)- Ker,

fibroblaste dermale primare- Fb, si celule endoteliale (linia EAhy.926)- EC cu diverse
concentratii de nanoparticule pentru 5/3 zile, urmata de aprecierea aspectului culturii la
microscopul optic si a viabilitatii celulare prin testul XTT, s-au observat urmatoarele:

1. pentru keratinocite, concentratia de NP fara efect citotoxic este de maxim: 40 ug/ml pentru
Ag EG si Ag EG/PVP, 25 ug/ml pentru Ag PEG si 30 yg/ml pentru Ag PEG/PVP (Figura 54 si
55.a). In scopul de a verifica daca citotoxicitatea observata este cauzatd de monomerul sau
polimerii utilizati, acestia s-au testat la concentratiile echivalente din nanoparticule. Astfel, doar
in cazul EG si PEG s-a observat o scadere a viabilitatii la o concentratie mai mare de 10 ug/ml si
respectiv, 50 ug/ml (Figura 55.b) Prin urmare, efectul citotxic observat in cazul NP Ag nu este
asociat cu prezenta monomerului/polimerilor utilizati;

2. pentru fibroblaste, concentratia de NP fara efect citotoxic este de maxim: 30 ug/ml pentru Ag
EG si Ag EG/PVP, 20 ug/ml pentru Ag PEG si 25 ug/ml pentru Ag PEG/PVP, rezultate ce se
coreleaza cu imaginile de microscopie optica a fibroblastelor cultivate in prezenta probelor
(Figura 56);



Figura 54. Imagini de microscopie optica reprezentand keratinocite umane incubate pentru 5
zile la diverse concentratii de NP Ag (marire 5x).
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Figura 55. Grafice reprezentand cuantificarea activitatii metabolice cu ajutorul testului XTT
pentru keratinocite (Ker) mentinute timp de 5 zile Tn cultura in prezenta NP Ag (a) si a
monomerului/polimerilor aferenti la concentratiile corespunzatoare din nanoparticule. Datele
sunt prezentate ca media £SD si n=3.
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Figura 56. Imagini de microscopie optica reprezentand fibroblaste umane (Fb) incubate pentru

5 zile la diverse concentratii de NP Ag (marire 5x) si grafic reprezentand cuantificarea

activitatii metabolice cu ajutorul testului XTT pentru fibroblaste mentinute timp de 5 zile in
cultura, in prezenta NP Ag la diverse concentratii. Datele sunt prezentate ca media £SD si n23.
Astfel, obsevand o sensibilitate mai mare a fibroblastelor dermale la NP Ag si avand in

vedere, ca aplicarea acestora pe o rana deschisa va duce la un prim contact al acestui tip celular

123

cu NP Ag, intervalul de concentratie testat pentru celulele endoteliale (EC) a fost ajustat
corespunzator. Rezultatele testelor XTT efectuate pe EC au fost in acord cu cele obtinute pe
fibroblaste, astfel incat, concentratiile de 30 ug/ml pentru Ag EG si Ag EG/PVP, 20 ug/mli
pentru Ag PEG si 25 ug/ml pentru Ag PEG/PVP au permis cultivarea acestor celulelor, nefiind
asociate cu o scadere scaderea a viabilitatii (Figura 57).
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Figura 57. Imagini de microscopie optica reprezentand celule endoteliale (EC) incubate pentru
5 zile la diverse concentratii de NP Ag (marire 5x) si grafic reprezentand cuantificarea

activitatii metabolice cu ajutorul testului XTT pentru fibroblaste mentinute timp de 5 zile in
cultura, in prezenta NP Ag la diverse concentratii. Datele sunt prezentate ca media £SD si n=3.
Pentru a determina mecanismul care duce la scaderea viabilitatii celulelor cultivate in

prezenta diverselor tipuri de nanoparticule, am urmarit abilitatea acestora de a induce apoptoza
celulara prin marcarea pentru Anexina V/PI (iodura de propidiu) urmata de cuantificare prin
citometrie de flux. De exemplu, pentru o cultura sanatoasa de keratinocite s-a putut diferentia o
populatie apoptotica timpurie (pozitiva pentru Anexina V si negativa pentru PI) reprezentand
aproximativ 2,45% din total, o populatie apoptotica tardiva (dublu pozitiva)- 9,32%, si o .
populatie necrotica (negativa pentru Anexina V si pozitiva pentru PI)- 2,62% (Figura 58.a). In
cazul tratarii keratinocitelor cu metanol- aceasta inducand necroza si deci, fiind considerat
control pozitiv pentru PI, s-a obtinut o populatie pozitiva (necrotica) in proportie de 95,96%.
Pentru dozele de NP Ag testate- considerate biocompatibile inh urma evaluarii citotoxicitatii, s-a
observat o crestere a procentului de keratinocite aflate in apoptoza tarzie si necroza comparativ
cu celulele netratate (control), in special pentru variantele NP Ag PEG si PEG/PVP.

Astfel, dupa mentinerea keratinocitelor in cultura timp de 5 zile cu diverse doze de NP Ag, s-au
observat urmatoarele (Figura 58.b):

1. pentru NP Ag EG, procentul de celule aflate in apotoza tarzie in cazul concentratiei celei mai
mari de 40ug/ml, a fost similar cu cel pentru celulele netratate: 8,6+3,3% vs. 8,44+2.4%

2. pentru NP Ag EG/PVP, procentul de celule aflate Tnh apoptoza tarzie pentru concentratia de
40 pg/ml a fost mai mare decéat in control: 10.6+4.5%.

3. pentru NP Ag PEG, la concentratia de 25 ug/ml, procentul de celule apoptotice tardive a fost
de 14,146.1%

4. pentru NP Ag PEG/PVP, la concentratia de 30ug/ml, procentul de celule apoptotice tardive a
fost de 13,7+6.1%.

Prin urmare, concentratia cea mai mare non-citotoxica pe keratinocite pentru NP Ag EG

nu este asociata cu inducerea apoptozei, o usoara crestere a procentului de celule apoptotice
observandu-se insa pentru NP Ag EG/PVP, iar cele mai mari procente inregistrandu-se, la un
nivel asemanator, pentru NP Ag PEG si PEG/PVP, in cazul concentratiile maxime
biocompatibile.
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Figura 58. Diagrame de puncte Anexina V versus Pl reprezentative pentru subpopulatiile ce
apar n cazul controlului pozitiv pentru Pl (keratinocite necrotice) si cele pentru celulele
netratate (a) si graficul reprezentand cuantificarea fiecarei subpopulatii pentru celulele
netratate (control) si celulele incubate 3 zile cu NP Ag. Rezultatele sunt prezentate ca
media+SD.

In continuare, avand in vedere importanta migrarii celulare in cadrul procesului de
vindecare a leziunilor cutanate (dupa cum a fost descris in subcapitolul 1.2.2), am urmarit
influenta prezentei NP Ag asupra motilitatii celor trei tipuri celulare, folosind tehnica “scratch
test” . Pentru keratinocite, s-a observat o potentare a migrarii celulare in cazul prezentei NP Ag
EG, EG/PVP si PEG/PVP pe intervalul de concentratie 10-40 ug/ml. NP Ag PEG au inhibat
migrarea celulara pentru concentratii mai mari de 25ug/ml (Figura 59).
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Figura 59. Imagini de microscopie optica reprezentative pentru evolutia in timp a leziunii

stratului de keratinocite (Ker) mentinute in prezenta celor patru tipuri de nanoparticule, si
cuantificarea confluentei leziunii ca procent din control. Rezultatele sunt prezentate ca media



1+SD, n23.

in ceea ce priveste fibroblastele dermale, capacitatea migratorie a acestora a fost crescuta

sau similara fatd de control pentru NP Ag EG si EG/PVP la concentratii cuprinse intre 10-

30 pg/ml si respectiv intre 10-25 ug/ml, pe cand NP Ag PEG si NP Ag PEG/PVP au fost

asociate cu o scadere a migrarii celulare incepand cu cea mai mica concentratie testata: 10 pg/ml
(Figura 60).
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Figura 60. Imagini de microscopie optica reprezentative pentru evolutia in timp a leziunii
stratului de fibroblaste (Fb) mentinute in prezenta celor patru tipuri de nanoparticule, si
cuantificarea confluentei leziunii ca procent din control. Rezultatele sunt prezentate ca media
+SD, n23.

De asemenea, celulele endoteliale (EC) mentinute in prezenta NP Ag EG si Ag EG/PVP

la concentratiile non-citotxice 10-30 pg/ml, au migrat similar celor din control, iar pentru NP Ag
PEG si PEG/PVP, s-a observat o scaderea a migrarii incepand cu concentratii mai mari de

10 ug/ml (Figura 61).
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Figura 61. Imagini de microscopie optica reprezentative pentru evolutia in timp a leziunii

stratului de celule endoteliale (EC) mentinute in prezenta celor patru tipuri de nanoparticule, si
cuantificarea confluentei leziunii ca procent din control. Rezultatele sunt prezentate ca media
+SD, n23.

Tinand cont de faptul ca migrarea celulara este in general un proces depedent de

reorganizarea continua a citoscheletului actinic, am evaluat aspectul actinei filamentoase in cazul
celor trei tipuri celulare cultivate in prezenta NP Ag timp de 3 zile. Astfel, in cazul

keratinocitelor, care prezinta filamentele actinice dispuse cortical, s-a observat rearanjarea actinei
sub forma de fibre de stres ce traverseaza citoplasma, in cazul concentratiei mai mari de NP Ag
EG, EG/PVP si PEG/PVP (30 ug/ml), aceeasi concentratie de NP Ag PEG fiind citotoxica

(Figura 62). Similar, in cazul fibroblastelor, prezenta NP Ag a fost asociata cu dispunerea masiva
a actinei filamentoase in fibre de stres transversale comparativ cu fibroblastele control care nu au
prezentat aceasta aranjare uniform pentru toate celulele (Figura 63). Mai mult, in cazul celulelor
endoteliale, pentru care in mod normal, actina filamentoasa organizata sub forma de fibre de
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stres, se suprapune peste regiunea nucleara, s-a evidentiat distribuirea acestor structuri si la
nivelul citoplasmei in cazul incubarii celulelor cu doze non-citotoxice de NP Ag (Figura 64).

Figura 62. Imagini de microscopie de fluorescenta pentru keratinocitele cultivate in prezenta NP
Ag timp de 3 zile: actina filamentoasa marcata cu faloidina conjugata cu Alexa-488 (verde) si
nucleii cu DAPI (albastru).
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Figura 63. Imagini de microscopie de fluorescenta pentru fibroblastele cultivate in prezenta NP
Ag timp de 3 zile: actina filamentoasa marcata cu faloidina conjugata cu Alexa-488 (verde) si
nucleii cu DAPI (albastru).
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Figura 64. Imagini de microscopie de fluorescenta pentru celulele endoteliale cultivate n
prezenta NP Ag timp de 3 zile: actina filamentoasa marcata cu faloidina conjugata cu Alexa-488
(verde) si nucleii cu DAPI (albastru).

Capacitatea celulelor endoteliale de a forma tubi atunci cand sunt cultivate pe matrice
extracelulara izolata din sarcom Engelbreth-Holm-Swarm de soarece (cum ar fi Matrigel sau
Geltrex), reprezinta o metoda in vitro de evaluare a angiogenezei, acest proces fiind important
pentru vindecarea ranilor cutanate. Prin urmare, efectul NP Ag asupra angiogenezei a fost
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evaluat prin adaugarea acestora in mediul de cultura suplimentat cu VEGF (factor de crestere
pro-angiogen) a EC cultivate pe Geltrex. Dupa cum se poate observa in Figura 65, chiar de la
concentratia cea mai mica, organizarea celulelor endoteliale sub forma de tubi in prezenta VEGF
a fost inhibata de toate cele patru tipuri de NP Ag.

Figura 65. Imagini de microscopie optica pentru dispunerea in structuri de tip tub a celulelor
endoteliale cultivate pe un strat de matrice extracelulara, in lipsa (control) si prezenta
nanoparticulelor de argint (marire 5x%).
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Intrucat rezultatele obtinute pe culturi celulare trebuie sa fie corelate cu efectul

antibacterien al nanoparticulelor, acesta a fost evaluat prin metoda microdilutiilor binare in
bulion asupra germenilor sensibili si rezistenti, frecevent implicasi in dezvoltarea infectiilor
acute si cronice ale tegumentului, cum ar fi de exemplu S. aureus si P. aeruginosa [Revati et al.
1998, Vindenes si Bjerknes, 1995, Karchmer si Gibbons, 1994, Pathare et al. 1998]. Astfel, din
tabelul 9, se poate observa ca valorile CMI (concentratia minima inhibitorie) inclusiv pentru
bacteriile rezistente la antibiotic, coincid cu intervalul biocompatibil obtinut ih urma studiilor pe



culturi celulare, doar in cazul NP EG/PVP; acest tip de nanoparticule prezinta o activitate
bacteristatica, unde CMI cea mai mare este de 15,63 ug/ml, doza la care nu este perturbata
viabilitatea sau migrarea celulara (maxim 30 pug/ml).

Tabel 9. Concentratiile minime inhibitorii (CMI) de nanoparticule pentru culturile bacteriene
cele mai frecvent implicate in infectiile cutanate.

CMI [ug/ml]

NP Ag EG NP EG/PVP NP PEG NP PEG/PVP

Staphillococcus Aureus 7,84 3,91 31,25 1,95

Staphillococcus Aureus

MRSA (rezistent)

62,5 15,63 31,25 15,63

E. coli 3,91 1,95 1,95 1,95

Pseudomonas aeruginosa

rezistent

15,63 1,95 1,95 1,95

11.3.4. Discutii si concluzii partiale

Dezvoltarea de nanoparticulele pe baza de argint pentru aplicatii biomedicale prezinta un
interes major al cercetarii actuale, datorita proprietatilor fizico-chimice si biologice ale acestor
compusi [Marambio-Jones C si HoeK E, 2010, Cai et al. 2015]. Pe de alta parte, impactul
expunerii organismului pe diverse cai la acest tip de nanoparticule, este de asemenea intens
urmarit, intrucat efectul citotoxic poate fi depasit de efectul benefic, reprezentat de actiunea
antibacteriana [Dos Santos et al. 2014, Ferdous Z. si Nemmar A., 2020]. In general, efectele
citotoxice asupra diverselor organe, depind de o serie de parametri cum ar fi dimensiunea, forma,
doza si functionalizarea nanoparticulelor pe baza de argint [Alessandrini et al. 2017, Akter et al.
2017].

Metodele de sinteza ale NP Ag- fizice, cum ar fi ablatia cu laser a materialului, iradirea

gamma sau ultrasonica, evaporarea-condensarea, precum si cele chimice, care au la baza
reducerea nitratului de argint, determina de fapt formarea unui coloid cu particule de argint
nanometrice. Metoda de reducere reprezinta cea mai utilizatda metoda de sinteza datorita
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simplicitatii, costului redus si capacitatii mari de productie. in vederea stabilizarii si controlarii
dimensiunilor si agregarii nanoparticulelor formate prin aceasta metoda, se utilizeazé agenti, cum
ar fi polimerii precum PVP, PVA, celuloza.[Chou et al. 2000, Manikam et al. 2011, Magdassi et
al. 2003].

In acest capitol, am investigat efectele biologice a patru tipuri de nanoparticule hibride pe

baza de argint cu diversi agenti de stabilizare: EG, EG/PVP, PEG si PEG/PVP, obtinute prin
metoda reducerii nitratului de argint, in vederea selectiei variantei cele mai adecvate pentru
dezvoltarea unui compus destinat tratamentului leziunilor cutanate, pe baza de gel de fibrina,
exosomi cu proprietati regenerante si nanoparticule cu efect antibacterian.

Astfel, experimentele de viabilitate efectuate pe trei tipuri celulare umane relevante

pentru procesul de vindecare cutanata: keratinocite (linia HaCaT), fibroblaste dermale primare si
celule endoteliale (EAHyY926), au condus la urmatoarele rezultate originale (Figura 66):

1) concentratia maxima de nanoparticule pentru care viabilitatea celulara a keratinocitelor nu
scade fata de control este 40 ug/ml pentru NP Ag EG si EG/PVP, 25 ug/ml pentru NP Ag PEG si
respectiv, 30 pg/ml pentru NP Ag PEG PVP;

2) concentratia maxima de nanoparticule pentru care viabilitatea celulara a fibroblastelor si
celulelor endoteliale nu scade fata de control este 30 pg/ml pentru NP Ag EG si EG/PVP, 20
pg/ml pentru NP Ag PEG si respectiv, 25 pug/ml pentru NP Ag PEG PVP.

Prin urmare, rezultatele acestor experimente sustin ca cea mai mare concentratie non-

citotoxica ce poate fi utilizata este de 30 ug/ml pentru NP Ag EG si EG/PVP, 20 ug/ml pentru

NP Ag PEG si 25 pg/ml pentru NP Ag PEG PVP. De asemenea, aceasta concentratie pentru in
cazul ambelor tipuri de nanoparticule, nu induce o crestere a procentului de celule apoptotice sau
necrotice comparativ cu controlul. Anterior, in literatura, un alt tip de nanoparticule de argint,
functionalizate cu PVP, a indus o reducere a viabilitatii keratinocitelor sub 90% pentru
concentratia de 40 ug/ml [Ahlberg et al. 2014]. De asemenea, NP Ag acoperite cu PEG s-au
dovedit superioare celor cu citrat din punct de vedere al toxicitatii testate pe HaCaT [Bastos et al.
2016]. De mentionat ca, pe langa agentii de stabilizare utilizati, trebuie tinut cont si de influenta
dimensiunii nanoparticulelor in interpretarea rezultatelor: mai exact NP AgEG si EG/PVP au un
diametru hidrodinamic mai mare decat NP Ag PEG si PEG/PVP, si astfel pot exercita un efect
citotoxic moderat [Liu et al. 2010].

Considerand importanta motilitatii celulare pentru vindecarea leziunilor cutanate

[Laplante et al. 2001, Eming et al. 2014, Shaw si Martin, 2016], si in vederea selectiei adecvate a
compusilor, s-a analizat capacitatea de migrare a keratinocitelor, fibroblastelor si celulelor
endoteliale in prezenta celor patru tipuri de nanoparticule comparativ cu controlul, Astfel,
rezultatele au sustinut utilizarea unei concentratii de 25 ug/ml pentru NP Ag EG si EG/PVP, iar
in cazul NP Ag PEG si PEG/PVP doar a dozei celei mai mici de 10 ug/ml. Desi intr-o prima
etapa, testele de citotoxicitate bazate pe evaluarea viabilitatii celulare, au indicat folosirea unui
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anumit interval de concentratii, valorile acestuia s-au redus in urma experimentelor privind
migrarea celulara.

Organizarea citoscheletului, mai precis, a componentei actinice cu rol important in

procesul de migrare celulara si vindecare a ranilor [Abreu-Blanco et al. 2012], a fost de
asemenea influentata de prezenta nanoparticulelor, ce au indus, Tn general, o crestere a densitatii
fibrelor de stres de actina.

In cazul utilizarii de nanoparticule de argint simple, sintetizate tot prin metoda chimica,



dar in absenta unui agent de stabilizare, s-a raportat o alterarea a citoscheletului actinic de la
nivelul fibroblastelor incubate timp de 3 zile cu nanoparticule [Huang et al. 2014]. Prin urmare,
este posibil ca prezenta polimerilor sa atenueze aceste efecte negative ale NP Ag, iar fibrele stres
care au fost evidentiate sa contribuie la cresterea motilitatii celulare raportata pentru
concentratiile non-citotoxice de NP Ag EG, EG/PVP (25 pg/ml), PEG si PEG PVP (10 pg/ml).

In ceea ce priveste procesul de angiogeneza, necesar pentru vindecarea leziunilor pielii
[Tonnesen et al., 2000], desi prezenta nanoparticulelor studiate nu afecteaza negativ migrarea
celulelor endoteliale, ele inhiba organizarea acestora in tubi atunci cand sunt cultivate pe substrat
adecvat, chiar si la cea mai mica concentratie si in prezenta unui factor pro-angiogen (VEGF).
Acest rezultat poate parea problematic pentru utilizarea lor in aplicatii care implica regenerare
tisulara, pretandu-se mai degraba pentru terapii anti-canceroase. De altfel, in literatura exista un
consens deja privind efectul anti-angiogen al nanoparticulelor pe baza de argint [Cameron et al.
2018]. Cu toate acestea, consideram ca nanoparticulelor prezentate in acest capitol pot fi aplicate
in tratamentul vindecarii leziunilor cutante, intrucat acest proces este posibil si la un nivel
moderat de angiogeneza; mai mult, dezvoltarea robusta de retele capilare fiind corelata cu
aparitia cicatricelor keloide [Mogili et al. 2012]. De asemenea, constructul de fibrina in care se
vor ingloba nanoparticulele, contine si exosomi cu efect stimulant asupra angiogenezei.

In concluzie, coreland concentratia maxima biocompatibila pentru cele trei tipuri

celulare: keratinocite, fibroblaste si celule endoteliale, cu concentratiile minime inhibitorii pentru
culturile bacteriene frecvent intalnite la nivelul leziunilor cutanate, nanoparticulele de argint
functionalizate cu etilen glicol si polivinilpirolidona (NP Ag EG/PVP) au fost selectionate pentru
inglobarea in gelul de fibrina cu exosomi.

136

Figura 66. Reprezentare schematica a principalelor rezultate prezentate in acest capitol privind
activitatea biologica a nanoparticulelor pe baza de argint sintetizate prin metoda chimica, ce
presupune reducerea alcalina a azotatului de argint, si functionalizate cu etilen glicol (EG),
polietilenglicol (PEG), cu sau fara polivinilpirolidona (PVP). Dintre cele patru tipuri de
nanoparticule studiate din punct de vedere al viabilitatii, capacitatii de a interfera cu migrarea
celulara si a valorilor concentratiei minime inhibitorii pentru actiunea bacteriostatica,

rezultatele sustin ca NP AgEG/PVP pot fi utilizate pana la concentratii de 25 ug/ml, fara a
compromite viabilitatea si motilitatea keratinocitelor, fibroblastelor si a celulelor endoteliale,
fiind Tn acelasi timp eficiente impotriva bacteriilor frecvent intalnite in infectile cutanate.
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Capitolul I.4. Evaluarea efectelor exosomilor eliberati de celule

stromale mezenchimale asupra celulelor pielii, in vederea

dezvoltarii unui tratament pentru vindecarea ranilor cutanate

11.4.1. Introducere si obiective

Ranile pielii reprezinta inca o provocare terapeutica, prin formele acute precum arsurile si
plagile extinse, precum si leziunile cronice asociate cu diabet si obezitate [Sen CK 2019, Guest
et al. 2020]. Procesul complex prin care o leziune cutanata se vindeca, consta in faze partial
suprapuse ce includ: inflamatia, proliferarea si remodelarea, orchestrate de diferite tipuri celulare
cum ar fi macrofage, keratinocite, fibroblaste si celule endoteliale [Wilkinson et al. 2020].

In ultimii ani, aplicatiile terapeutice ale celulelor stromale mezenchimale s-au reorientat

de la transplant celular catre terapie acelulara, ca urmare a dovezilor privind mecanismul de
actiune al acestor celulele, mai exact prin intermediul factorilor secretati. Studii anterioare,
inclusiv cel prezentat in Capitolul 11.3, sprijina utilizarea mediului conditionat secretat de MSC
pentru vindecarea ranilor cutanate, datorita proprietatilor stimulatorii asupra unor procese
biologice cheie precum proliferarea, migrarea si angiogeneza [Sun et al. 2019, Ding et al. 2019,
Hu et al 2019, Tutuianu et al. 2020, Joseph et al. 2020, Zhang et al. 2021]. Pe langa factori de
crestere si citokine, secretomul (sub forma de mediu conditionat) contine si veziculele
extracelulare, care la randul lor se clasifica in diverse subtipuri: exosomi, microvezicule (sau
microparticule) si corpi apoptotici. Din acesta populatie heterogena, exosomii se remarca ca
veziculele cele mai mici (30-150 nm), fiind de origine endosomala si actionand ca nanovezicule
capabile sa transfere usor si eficient continutul lor (ARN mesager, microARN, proteine) la
nivelul celulelor tinta [Joo et al. 2020, Wu et al. 2018].

In acest studiu am investigat efectele benefice ale exosomilor secretati de MSC asupra
urmatoarelor patru tipuri de celule umane relevante pentru procesul de vindecare a leziunilor
cutanate: macrofage, keratinocite, fibroblaste dermale si celule endoteliale. Pentru aceasts, initial
am ales sursa de MSC cea mai adecvata: tesut adipos sau maduva osoasa. Ulterior, exosomii
selectati au fost evaluati din punct de vedere al actiunii stimulante asupra proliferarii celulare,
angiogenezei, a modularii expresiei genice si proteice in cadrul diferentierii fibroblastelor catre
miofibroblaste, si a capacitatii de a promova re-epitelizarea unei rani complete pe un model de
cultura organotipica cutanata umana.
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11.4.2. Materiale si metode

11.4.2.1. |zolarea si caracterizarea celulelor stromale mezenchimale din tesut

adipos subcutan (ADSC)

Probele de tesut adipos subcutan au provenit de la un subiect sanatos, in urma unei
abdominoplastii. Dupa recoltare, toate procedurile au fost efectuate steril. Astfel, s-au indepartat
tesutul fibros si vasele de sange, grasimea a fost maruntita si repartizata in tuburi Falcon de 50
ml impreuna cu un volum egal de solutie de colagenaza. Digestia enzimatica s-a realizat la 37°C,
cu agitare, pentru 30 de minute. Dupa inhibarea cu mediu cu 10% ser fetal bovin (SFB), probele
au fost centrifugate 10 minute la 3700rpm. Supernatantul a fost indepartat, iar peletul
resuspendat in mediu complet. Suspensia a fost trecuta printr-un filtru cu pori de 70um si apoi



repartizata in placi de cultura. Celulele au fost cultivate in DMEM (glucoza 1g/L) cu 10% SFB,
1% acizi neesentiali (Sigma-Aldrich, Germania), penicilinad 300Ul/ml, streptomicina 150mg/ml
si neomicinad 150mg/ml, la 37°C si 5% CO2 si pasate la 80-90% confluenta.

Caracterizarea fenotipica a celulelor s-a realizat, conform criteriilor stabilite de catre
Societatea Internationala pentru Transplant Celular, prin citometrie de flux cu un kit dedicat-
human Mesenchymal Stem Cell Verification Flow kit (R&D Systems), care contine anticorpi
pentru markeri pozitivi: CD90, CD73 si CD105, si un cocktail de anticorpi pentru markeri
negativi: CD45, CD34, CD11b. CD79A, HLA-DR, alaturi de controlul pentru de izotipuri.
Potentialul de diferentiere triliniara adipogenic, osteogenic si condrogenic a fost evaluat
conform protocoalelor descrise in Cap. I1.3. sectiunea 11.3.2.2 pentru BM-MSC.

11.4.2.3. Izolarea si caracterizarea exosomilor

Metodele de izolare si caracterizare au fost insusite in cadrul unui stagiu de pregatire
desfasurat sub coordonarea dnei. Dr. Magdalena Lorenowicz, MSC Biology Group,
Regenerative Medicine Center Utrecht, Olanda.

Celule aflate intre pasajele 5-8 au fost insaméantate cu 10

5

/em

2

si cultivate timp de 3 zile

pentru ADSC si respectiv 4 zile pentru BMSC in mediu complet, dupa care au fost spalate intens
cu PBS cald si incubate in DMEM fara ser. Dupa 24 de ore, celulele au fost tripsinizate si
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numarate, iar mediul a fost colectat si supus unei serii de centrifugari preparatorii astfel: 200g, 10
min si 500g, 10 min, de doua ori fiecare, la 4°C, supernatantul colectat a fost trecut prin filtre cu
pori de 0,22um si apoi ultracentrifugat folosind rotorul Ti50.2, la o viteza medie de 100.000g,
timp de 18 ore, 4°C. Peletul astfel obtinut a fost resuspendat in PBS si ultracentrifugat ca mai
sus, timp de 4 ore, in timp ce supernatantul a fost colectat si stocat la -80°C, fiind considerat
mediu conditionat depletat de exosomi (CM ExoD). Peletul obtinut dupa spalare, considerat o
fractie imbogatita in exosomi si notata conform sursei din care deriva: BM-MSC Exo si respectiv
ADSC Exo, a fost resuspendat insi stocat la -80°C pentru testele functionale. De asemenea,
pentru analiza markerilor exosomali prin Western Blot, peletul a fost impartit in mod egal:
jumatate fiind lizat cu tampon Laemmli si cealaltd jumatate fiind purificatad pe un gradientde
sucroza. Astfel, peste suspensia de exosomi s-a adaugat un volum de 15Qu|l de sucroza 2,5M. In
continuare s-a construit gradientul prin adaugarea de solutii de sucroza cu o concentratie scazuta
progresiv: 2M, 1,886M, etc pana la 0,4M, totalizand 15 fractii. Dupa o ultracentrifugare cu o
viteza medie de 200.000g, 18h, 4°C, fractiile au fost colectate in tuburi separate. Pentru fiecare
din fractiile colectate s-a determinat indicele de refractie si aceste valori s-au corelat cu
densitatea corespunzétoare, Tnainte de a fi lizate cu tampon Laemmli pentru western blot.

In vederea determinarii dimensiunii, Tnainte de stocare, s-au pastrat 1Qu|l din suspensia de
exosomi care au fost diluati in PBS filtrat (volum final 1ml) si analizati prin tehnica difractiei cu
laser cu ajutorul aparatului Nanosizer SZ (Malvern Analytics).

Pentru analiza expresiei markerilor exosomali, s-a optat pentru 2 tehnici: citometrie de

flux si Western Blot. Astfel, pentru analiza prin citometrie de flux, suspensiile de exosomi au

fost incubate peste noapte, la 4°C, sub agitare cu microbile ( “beads” ) conjugate cu CD63
(ThermoScientific) care permit selectia populatiilor pozitive pentru acesta. In continuare,
microbilele magnetice cu exosomi au fost incubate cu anticorpi primari pentru CD69, CD63 si
CD81, urmate de analiza la citometrul Beckman Coulter Gallios.

De asemenea, lizatele de exosomi (atat cel total cat si cele provenite din fractiile de

sucroza) precum si lizatul celular de la la care a provenit mediul conditionat din care s-au izolat
exosomii, au fost incarcate pe geluri SDS-PAGE (10%)- 10ug/lane, si supuse electroforezei,
urmate de transferul proteinelor separate pe membrane activate de PVDF. In

continuare, membranele au fost blocate in TBS (Tris buffered saline) cu 0,05% Triton X si 5%
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lapte, timp de o ora, urmat de incubarea cu anticorpii primari pentru: calnexina, CD9 si CD81
(ThermoScientific) peste noapte, la 4°C. Dupa spalari, membranele au fost incubate cu anticorpii
secundari conjugati cu HRP, diluati in tamponul de blocare, pentru o ora, la temperatura camerei,
iar apoi spalate din nou cu 0,05% Triton X in PBS. Bloturile au fost vizualizate prin evidentierea
chemiluminescentei cu kitul ECL (Millipore) cu ajutorul aparatului ImageQuant LAS500 (GE
Healthcare).

Pentru analiza TEM, s-au reunit fractiile de sucroza de pe intervalul 1,072-1,0899g/mL si
1.1082-1.972 g/mL, fiind reluate apoi in PBS si ultracentrifugate cu o viteza medie de 100.000g,
peste noapte, la 4°C. Peletul a fost fixat cu 2% paraformaldehida si montat pe grile acoperite cu
carbon. In continuare, suspensia de exosomi a fost incubata cu anti-human CD63, urmat de
anticorpul secundar corespunzator si Proteina A cuplata cu aur coloidal de 10 nm. Constrastarea
s-a realizat cu uranil oxalat si apoi grilele au fost incluse intr-un amestec de metil celuloza 2% si
uranil acetat 4%, in vederea vizualizarii la 80kV cu microscopul electronic de transmisie Tecnai
T-12 (FEI).

11.4.2.3. Testarea functionala comparativa a exosomilor in vederea selectiei

unei surse adecvate prin tehnica ,scratch test”

Keratinocite umane imortalizate- linia N/tert-1(Ker) au fost insamantate in K-sfm (Life
Technologies) suplimentat cu extract de glanda pituitara 25ug/ml, EGF 0,2ng/ml (epidermal
growth factor) si CaCl2 0,4mM. Pentru a atinge confluenta, dupa 48h de la insaméantare, Ker au
fost crescute intr-un amestec de K-sfm si DF-K in raport de 1:1. DF-K este compus din
DMEM/F12 suplimentat cu glutamind 200mM, extract de glanda pituitara 25 pg/ml BPE, EGF
0,2ng/ml si CaCl2 0,4mM. Intrucat perioada de dublare a populatiei pentru aceste celule este
mai mare de 24 de ore, nu a fost nevoie de starvare. Stratul confluent a fost lezat cu ajutorul unui



varf aferent pipetei de 200@. Dupa spalari cu PBS cald, celulele au fost incubate in K-sfm-
considerat control, K-sfm cu suspensie de exosomi- Exo, mediu conditionat-CM din care s-au
izolat exosomii si respectiv, mediu conditionat depletat de exosomi-CM ExoD. Mediile
conditionate si exosomii s-au adaugat astfel incat raportul intre celulele acceptor si cele donor sa
fie de 1:7. S-au realizat poze la microscopul optic la momentul initial dupa adaugarea mediilor-
t0 si la momentul final- tf=19h, cuantificandu-se apoi confluenta leziunii atfel: (suprafata lezata
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la t0- suprafata lezata la tf)/suprafata lezata la t0. Rezultatele au fost raportate ca procent din
control (K-sfm).

Keratinocitele din linia HaCaT au fost insamantate in placa de 96 de godeuri, si dupa ce

au ajuns la la confluenta, au fost starvate peste noapte si apoi, cu ajutorul unui varf aferent
pipetei de 200/, s-a realizat o leziune de-a lungul godeului. Dupa spalari cu PBS cald, celulele
au fost incubate in DMEM cu 10% SFB- considerat control pozitiv, DMEM fara ser considerat
control negativ, DMEM cu EGF 5ng/ml, DMEM cu suspensie de exosomi- Exo, mediu
conditionat-CM din care s-au izolat exosomii si mediu conditionat depletat de exosomi-CM

ExoD. In continuare s-a procedat ca in cazul Ker (prezentat mai sus), fotografiile fiind facute la
Oh si 16h pentru acest tip celular, iar rezultatele fiind raportate ca procent din controlul pozitiv
(DMEM cu ser).

I1.4.2.4. Evaluarea viabilitatii si proliferarii celulare

Celulele au fost insamantate in placi de 96 godeuri in mediu complet, si dupa 24 de ore,

acestea au fost spalate cu PBS cald, si incubate cu DMEM fara ser cu 1% aminoacizi neesentiali
(control negativ), acelasi mediu suplimentat cu 10% SFB (control pozitiv), sau exosomi (Exo), in
doua doze crescatoare, in functie de raportul celule donor la celule acceptor: 7:1 (1x) si respectiv
14:1 (2x). Dupa 3 zile, evaluarea proliferarii celulare a fost efectuata cu ajutorul kitului de
proliferare XTT (Thermo Scientific), conform indicatiilor producatorului si rezultatele au fost
raportate ca procent din controlul pozitiv.

11.4.2.5. Preluarea exosomilor de catre fibroblaste

Exosomii au fost marcati cu kitul PKH67Green Fluorescent Cell Linker (Sigma Aldrich),

conform instructiunilor producatorului. Dupa izolarea prin ultracentrifugare (descrisa anterior), o
proba de exosomii resuspendati in PBS si o proba de mediu fara ser (control negativ) au fost
incubate cu 1 ml Diluant C si 6@ PKHG67 pentru 5 minute. Excesul de colorant a fost legat cu 2
ml de BSA 10% si diluat cu mediu fara ser, dupa care o solutie de sucroza 0,971M a fost
adaugata incet in tub, urmata de o ultracentrifugare la 190.000g, timp de 2h, la 40C. Peletii astfel
obtinuti au fost resuspendati in PBS si transferati pe coloane de filtrare de 10 kDa MWCO
(Amicon, Merck-Millipore), centrifugate la 3000g, 30 minute pana la un volum final de 1 ml.
Fibroblastele au fost cultivate pe lamele de sticle timp de 24 de ore in mediu complet, spalate cu
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PBS si apoi incubate cu mediu suplimentat cu exosomii marcati cu PKH67 sau cu controlul
negativ, timp de 4 ore, dupa care procesate pentru evidentierea vimentinei prin imunocitochimie.
11.4.2.6. Imunocito- si imunohistochimie

Celulele crescute pe lamele de sticla au fost fixate si permeabilizate cu 4% PFA si 0,1%

Triton X, iar apoi blocate cu 1% BSA, Tnainte de a fi incubate cu anticorpi primari

pentru colagen de tip | (PA5-29569, ThermoFisher Scientific), fibronectina (PA5-29578,
ThermoFisher Scientific), @SMA (14-9760-82, Invitrogen,), Ki67 (PA5-19462, Invitrogen), si
vimentina (V2258, Sigma Aldrich). Dupa spalari, celulele au fost marcate cu anticorpii
secundari conjugati cu Alexa 488 sau Alexa 568 (Thermo Scientific). Lamelele au fost montate
cu lichidul Fluoroshield cu DAPI (Thermo Scientific) si vizualizate la microscopul de
fluorescenta Zeiss Observer D1.

In cazul culturilor organotipice cutanate (OTC) si a pielii umane, criosectiuni de 5 ym au

fost fixate Tn metanol rece, blocate cu 1% gelatina si apoi marcate pentru keratina 5 (MA5-
16372), keratina 10 (MA1-06312), keratina 14 (MA5-11599), si filagrina (MA5-13440), toate de
la Thermo Scientific, in continuare procedura desfasurandu-se ca mai sus.

11.4.2.7. Tehnica PCR cantitativ (QPCR)

ARN total a fost extras din fibroblaste folosing reactivul TRIzol (Thermo Fisher

Scientific), iar cADN a fost sintetizat pornind de la 1ug de ARN total folosing kitul de sinteza
SENSIFAST cDNA (Bioline) in conditii de amplificare optimizate pe sistemul Applied
Biosystems ViiA7 Real Time PCR. Experimentele au fost efectuate de trei ori, in triplicat pentru
fiecare gena. Analiza a fost efectuata folosind metoda comparativa Ct, GAPDH fiind considerata
ca referinta pentru normalizare. Secventa primerilor se gaseste in tabelul 8, si completata cu
tabelul de mai jos pentru cele doua gene aditionale:

Tabel 10. Secventele de primeri utilizati

Gena Secventa primeri

MMP13

Forward: 5’- GCAAACTTGACGATAACACCT -3’

Reverse: 5- TCGCCATGCTCCTTAATTCC -3

EMMPRIN Forward: 5’- GCTACTGCCATCCAATCGAG -3’
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Reverse: 5°- TCTTTCTTGGTCTGCATTCAC -3’

GAPDH

Forward: 5- CGCTCTCTGCTCCCTCCTTGT -3’
Reverse: 5- CCATGGTGTCTGAGCGATGT -3’

11.4.2.8. Western blot
Celulele au fost lizate folosind tamponul Laemmli (Sigma Aldrich) continand amestec de



inhibitori de proteaze. O cantitate de 10ug/ml de proteina a fost separata pe gel de 10%
poliacrilamida prin SDS-PAGE, rumat de transfer pe membrana de PVDF (Merck-Millipore)
activata cu metanol. Dupa blocare cu 5% lapte degresat timp de o ora la temperatura camerei,
membranele au fost incubate cu anticorpii primari: colagen de tip | (PA5-29569, ThermoFisher
Scientific), fibronectina (PA5-29578, ThermoFisher Scientific), (@SMA (14-9760-82,

Invitrogen), LOX (??7?) si B-actina (A5441, Sigma Aldrich), peste noapte, la 4°C. A doua zi,
dupa o serie de trei spalari in PBST, membranele au fost incubate cu anticorpii secundari
corespunzatori: goat a-mouse HRP say goat a-rabbit HRP (Thermo Scientific) timp de o ora, la
temperatura camerei. Ulterior, membranelor au fost developate cu substratul Immobilon Forte
HRP Substrate (Millipore) folosind analizorul FUJIFILM Luminescent Image analyzer LAS-
3000. Expresia proteica relativa a fost cunatificata prin analiza densitometrica cu ajutorul
programului Scion Image software.

11.4.2.9. Tehnica contractiei gelului de colagen

Fibroblastele pretratate conform protocolului descris in 11.4.2.2, au fost incorporate in

geluri de colagen comercial (extras din coada de sobolan, Merck-Millipore) la o concentratie
finala de 1 mg/ml, conform unui protocol publicat anterior [Ngo et al. 2006]. Astfel, SO@I de
gel de colagen continand 5x10

4

fibroblaste au fost depusi in triplicat pentru fiecare conditie, in

placi de 24 de godeuri. Dupa solidificare, gelurile au fost incubate in DMEM cu 0,5% SFB
depletat de exosomi si disociate de peretii godeurilor cu un varf de pipeta, astfel incat sa
pluteasca in lichid. Gelurile au fost fotografiate la 0 si 24 de ore, pentru a determina aria
acestora, folosind programul ImagedJ. Contractia a fost raportata conform formulei: A0 — Af)/AQ
%100, unde AO- aria initiala si Af- aria finala a gelului.
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11.4.2.10. Cuantificarea nivelului de TNF@ prin tehnica ELISA

Celulele monocitare umane din linia U937 au fost diferentiate spre macrofage astfel:

5x10

5

celule/ml au fost cultivate in RPMI cu 10% SFB inactivat si 100 ng/ml de PMA (phorbol-

12 myristate 13-acetate), pentru 48 de ore. Apoi celulele aderate au desprinse usor cu ajutorul
unui politist si tratate cu 100 ng/ml LPS (Sigma Aldrich) pentru 10 minute. Celulele astfel
stimulate, cat si controlul nestimulat, au fost insdméantate si incubate cu exosomi, dexametazona
sau vehicul- PBS (control) timp de 18 ore, dupa care mediul a fost colectat. Concentratia de
TNFo| secretata de aceste celule a fost cunatificata folosind kitul human TNFia] Quantikine
ELISA kit (R&D Systems).

11.4.2.11. Formarea de tubi in Matrigel

Celulele endoteliale umane din linia Eahy926 au fost insamantate pe placi de 96 de

godeuri acoperite cu 50 |yl de gel de matrice extracelulalara comercial (Sigma Aldrich) la o
densitate de 45.000 celule/cm

2

fie iTn mediu bazal fara ser (control negativ), suplimentat cu 50

ng/ml VEGF (control pozitiv) sau cu exosomi (Exo). Pozele au fost facute dupa 16 ore de la
insamantare cu un microscop Zeiss Axiovert (marire 5x) si procesate cu programul ImageJ.
11.4.2.12. Modelul de cultura organotipica cutanata (OTC)

Cultura organotipica cutanata umana fost stabilit avand la baza protocoale publicate

anterior [Stark et al. 1999, Maas-Szabowski et al. 2003]. Echivalentul dermic a fost obtinut prin
amestecarea unei parti de SFB continand 3,75x10

5

fibroblaste dermale/ml cu o parte tampon

Hank 10x concentrat (Sigma Aldrich) si 8 parti colagen de tip | de origine bovina (Millipore),
neutralizat cu 2M NaOH. Gelurile astfel formate au fost turnate pe inserturi de policarbonat
corespunzatoare placilor de 24 de godeuri, iar in ambele compartimente a fost adaugat DMEM
cu 10% SFB. Dupa 24 de ore, 10

5

keratinocite (HaCaT) au fost insamantate peste gel si cultivate

timp de 4 zile, dupa care insertul a fost ridicat la interfata aer-lichid, doar in compartimentul
superior adaugandu-se mediu de cultura complet suplimentat cu 2ng/ml TGF@, 100 ng/ml GM-
CSF, si 50 mg/ml acid ascorbic. Dupa 7 zile, folosind un ac de biopsie de 2mm, s-a efectuat o
leziune totala prin strapungerea constructului si amplsarea lui pe un nou strat de colagen
continand fibroblaste. Echivalentii cutanati au fost fixati in 4% PFA, imediat, precum si la 3 zile
dupa ranire si procesati pentru criosectionare si colorare cu hematoxilina-eozina.
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11.4.2.13. Analiza []SMA prin citometrie de flux

Fibroblastele cultivate conform 11.4.2.2 au fost detasate cu tripsind ] si fixate cu 4% PFA

timp de 10 minute, urmate de permeabilizare cu metanol rece pentru alte 10 minute. Celulele au
fost spalate cu PBS contindnd 2% SFB si 2mM EDTA, blocate cu 10% SFB pentru 15 minute si
apoi incubate cu anticorpul primar pentru@SMA, timp de 30 de minute. Dupa spélare, a urmat
incubarea cu anticorpul secundar conjugat cu Alexa 568, 30 de minute. In final, probele
continand 10

5

celule au fost analizate cu citometrul Beckman Coulter Gallios si programul

Summit v4.3 (Cytomation).

11.4.2.14 Caracterizarea si testarea functionala a gelului de fibrina cu

nanoparticule si exosomi

Pentru procedeul de obtinere a hidrogelului polimeric biodegradabil a fost depus un


https://ro.biomedicalhouse.com/3404268-siegesbeckia-pubescens-makino-inhibits-pam-3-csk-4-induced-inflammation-in-raw-2647-macrophages-through-suppressing-tlr1tlr2-mediated-nf-b-activation
https://ro.biomedicalhouse.com/3404268-siegesbeckia-pubescens-makino-inhibits-pam-3-csk-4-induced-inflammation-in-raw-2647-macrophages-through-suppressing-tlr1tlr2-mediated-nf-b-activation
https://ro.biomedicalhouse.com/3404268-siegesbeckia-pubescens-makino-inhibits-pam-3-csk-4-induced-inflammation-in-raw-2647-macrophages-through-suppressing-tlr1tlr2-mediated-nf-b-activation
https://ro.biomedicalhouse.com/3404268-siegesbeckia-pubescens-makino-inhibits-pam-3-csk-4-induced-inflammation-in-raw-2647-macrophages-through-suppressing-tlr1tlr2-mediated-nf-b-activation
https://ro.biomedicalhouse.com/3404268-siegesbeckia-pubescens-makino-inhibits-pam-3-csk-4-induced-inflammation-in-raw-2647-macrophages-through-suppressing-tlr1tlr2-mediated-nf-b-activation

brevet cu numarul de inregistrare A/00370/25.06.2021. intr-un prim pas, gelul de fibrina se
obtine prin amestecarea fibrinogenului uman- 85%, cu suspensia de nanoparticule pe baza de
argint: NP Ag EG/PVP- 4% si suspensia concentrata de exosomi- 10%, urmate detrombina-1 %,
toate componentele fiind la 40C. Gelurile astfel obtinute au fost furnizate spre caracterizare prin
microscopie electronica de transmisie in cadrul colaborarii cu Universitatea Politehnica
Bucuresti din proiectul PCCDI-2017-0749 (NANO-LIFE). Pentru evaluarea functionala, gelurile
simple, cu NP Ag, exosomi precum si NP Ag+Exo au fost adaugate peste stratul de keratinocite
lezat conform protocolului descris in Il. 4.2.3, in vederea investigarii efectului asupra motilitatii
celulare.

11.4.2.15. Analiza statistica

Datele sunt prezentate ca mediatdeviatia standard (SD) din cel putin trei experimente
independente, masurate in triplicat per conditie, analiza statistica pentru compararea mediilor
grupurilor fiind realizata cu programul GraphPad Prism 6, prin analiza de varianta unifactoriala
(ANOVA) cu test post-hoc Bonferroni, unde *- p<0.05, **- p<0.01, ***- p<0.001, ns-
nesemnificativ.
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11.4.3. REZULTATE

11.4.3.1. Caractarizarea celulelor stromale mezenchimale izolate din tesut

adipos si maduva osoasa

Celulele stromale mezenchimale izolate din tesut adipos (ADSC) si maduva osoasa (BM-
MSC) au indeplinat criteriile minimale propuse de Societatea Internationala pentru Transplant
Celular. Desi caracterizate si anterior, BM-MSC au fost supuse unei noi fenotipari folosind
acelasi kit ca in cazul ADSC, iar diferentierea triliniara s-a realizat in paralel pentru cele doua
tipuri de cultura.

Atat BM-MSC céat si ADSC au fost pozitive pentru cocktailul de markeri hematopoietici

ce contine anticorpi pentru: CD45, CD34, CD11b, CD79A, HLA-DR intr-o proportie de 0,6% si
respectiv 2,3%- Figura 67. De asemenea ambele culturi au exprimat markerii pozitivi CD73 si
CD105 in proportie de peste 90%, iar CD105- 89% pentru BM-MSC si 94% pentru ADSC.

Figura 67. Determinarea expresiei markerilor de suprafata specifici pentru celulele
stem/stromale mezenchimale prin citometrie de fluxS BM-MSC (a) si ADSC (b).

In ceea ce priveste capacitatea de diferentiere triliniara, atat BM-MSC cat si ADSC

prezinta aceasta abilitate in cazul cultivarii lor Tn mediile specifice de inductie, dupa cum s-a
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evidentiat prin coloratiile specifice: von Kossa- diferentiere osteogena, Oil Red-diferentiere
adipogena, si Alcian Blue- diferentiere condrogena (Figura 68). De observat, ca in cazul
diferentierii adipogene, ADSC prezinta acumulari de picaturi lipidice mai mari comparativ cu
BM-MSC, sugerand o predispozitie a acestora catre aceasta linie, fenomen raportat de altfel si in
literatura [Mohamed-Ahmed et al, 2018].

Fiura 68. Diferentierea triliniara: osteogena (coloratie von Kossa), adipogena (coloratie Oil
Red) si condrogena (coloratie cu Alcian Blue) pentru BM-MSC (a) si ADSC (b).

11.4.3.2. Caracterizarea exosomilor izolati prin ultracentrifugare

Protocolul de izolare a fractiei imbogatite Th exosomi (Exo) din mediul conditionat

colectat de la celule stromale mezenchimale umane a fost insusit in cadrul unui stagiu de
pregatire, prin care a fost posibila si vizualizarea prin microscopie electronica de transmisie a
veziculelor extracelulare obtinute. Astfel, s-au putut observa structuri sferice sau sub forma de
cupa (artefact specific TEM atribuit colapsarii lumenului Tn urma procesarii), cu dimensiuni sub
100 nm, similar cu cele descrise in literatura [Thery et al. 2009, Gyorgy et al.2011]. De
asemenea, veziculele cu dimensiuni mai mici au fost in general pozitive pentru markerul
exosomal CD63- Figura 69 .
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Figura 69. Imagini de microscopie electronica de transmisie pentru exosomi izolati din mediu
conditionat secretat de celule stromale mezenchimale derivate din maduva osoasa. Veziculele au
fost imuno-marcate pentru markerul exosomal CD63 evidentiat prin particule de aur de 10 nm.
Prin tehnica DLS, cu ajutorul aparatului Nanosizer, s-a evidentiat o populatie

preponderenta de nanovezicule cu diametrul hidrodinamic mediu sub 150 nm, mai exact de
aproximativ 125 nm pentru BM-MSC Exo si respectiv 139 nm pentru ADSC Exo- Figura 70. De
mentionat ca aceasta tehnica permite determinarea diametrului hidrodinamic al veziculelor in
suspensie, acesta fiind mai mare decat cel observat prin microscopie electronica, caz in care
suspensia de vezicule se lasa la uscat pe grila.
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Figura 70. Dimensiunile popultiilor identificate la Nanosizer si histogramele aferente generate
de aparat pentru suspensia de exosomi proventi din cele doua surse celulare: BM-MSC (a) si
ADSC (b).

Intrucéat exosomii liberi au dimensiuni care nu permit detectia lor prin citometrie de flux,
veziculele extracelulare izolate prin ultracentrifugare au fost captate pe microbile magnetice
(4,5um) cuplate cu CD63. Astfel, veziculele extracelulare izolate din mediu conditionat colectat
atat de pe BM-MSC cat si de pe ADSC au fost pozitive pentru CD63 si CD9- Figura 71.
Prezenta celui de-al treilea marker exosomal- CD81, a fost analizata prin tehnica Western
Blot, atat pentru intregul pelet de exosomi, cat si pentru fractiille izolate pe gradient de sucroza
din acesta, in vederea identificarii intervalului de densitate la care se regasesc exosomii.
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Figura 71. Histograme reprezentative de citometrie de flux ce arata prezenta markerilor
exosomali CD9 si CD63 pe exosomii izolati din cele 2 surse: BM-MSC (a) si ADSC (b) cuplati
cu microbile magnetice.

Dupa cum se poate observa din Figura 72, in cazul ambelor surse celulare, s-au izolat
vezicule extracelulare pozitive pentru CD81 atat in peletul final- Exo, cat si in fractiile derivate
din acesta corespunzatoare intervalului de densitate 1,13-1,16g/cm

3

pentru BM-MSC si respectiv

1,08-1,16g/cm

3

pentru ADSC, ce se suprapun, conform literaturii, cu densitatile flotante a

exosomilor [Raposo et al., 1997]. Puritatea exosomilor, mai exact lipsa contaminantilor din alte
compartimente celulare, cel mai frecvent fiind de la nivelul reticulului endoplasmatic, a fost
evidentiata prin absenta calnexinei (Cnx), aceasta regasindu-se doar in lizatul celular.

Figura 72. Analiza Western Blot pentru markerul exosomal CD81 si markerul de reticul
endoplasmatic- calnexina (CNX) pentru lizatul celular, peletul de exosomi (Exo) si fractiile
izolate din acesta, pentru cele 2 surse celulare: BM-MSC (a) si ADSC (b).

11.4.3.3. Testarea functionala comparativa a exosomilor in vederea selectiei

unei surse adecvate

Tinand cont de rezultatele anterioare privind actiunea stimulativa a secretomului asupra
migrarii celulare, am decis ca evaluarea functionala a exosomilor sa fie efectuata intr-o prima
etapa cu ajutorul tehnicii ,scratch test” in vederea selectarii sursei adecvate pentru urmatoarele
experimente.
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Astfel, keratinocitele umane din linia Ntert-1 incubate cu exosomii adaugati in mediul

complet, au prezentat o acoperire a suprafetei lezata de ~177% din control pentru BM-MSC Exo,
mult mai mare comparativ cu exosomii izolati din mediul conditionat secretat de ADSC (ADSC-
Exo)- ~28% din control (Fig.ura 73). De asemenea, mediile conditionate provenite de la ambele
tipuri celulare- BM-MSC CM si ADSC CM, au avut un efect puternic stimulator asupra

motilitatii keratinocitelor. Astfel, desi secretomul de la ADSC s-a remarcat printr-o triplare a
suprafetei acoperite comparativ cu controlul, atat mediul depletat de exosomi- ADSC CM ExoD,
cat si exosomii- ADSC-Exo nu au stimulat migrarea celulelor.

Figura 73. Imagini de microscopie optica (marire 5x) reprezentand evolutia in timp a suprafetei
lezate (a) si cuantificarea migrarii keratinocitelor din linia Ntert-1 (b).

Intrucét keratinocitele din linia Ntert-1 nu au permis efectuarea testelor de migrarea in

mediu fara supliment de factori, s-a urmarit efectul acelorasi probe: mediu conditionat, mediu
conditionat depletat de exosomi si exosomi pe keratinocite umane din linia HaCaT, pentru care
s-a putut evalua motilitateacomparativatat fata de un control pozitiv- mediu cu ser cat si fata de
un control negativ- mediu fara ser, aditional folosindu-se si EGF- factor cunoscut pentru efectul
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sau motogen asupra acestui tip celular. Astfel, s-a observat ca ambele medii conditionate din care
provin exosomii stimuleaza migrarea celulelor, in cazul BM-MSC CM nivelul fiind similar cu

cel aferent conditiei cu EGF — Figura 74. In ceea ce priveste exosomii, similar cu rezultatele
obtinute pe keratinocitele Ntert-1, BM-MSC Exo au prezentat un efect stimulator evident
comparativ cu mediul fara ser, mai mare decit ADSC Exo, atingadnd o valoare similara cu cea
pentru controlul pozitiv ~112%. Astfel, pentru experimentele ulterioare s-au selectat exosomii
secretati de BM-MSC, fiind in continuare abreviati Exo.

Figura 74. Imagini de microscopie optica (marire 5x) reprezentand evolutia in timp a suprafetei
lezate (a) si cuantificarea migrarii keratinocitelor din linia HaCaT (b).

11.4.3.4. Efectele biologice ale exosomilor secretati de BM-MSC asupra

principalelor celule implicate in vindecarea ranilor cutanate

In vederea evaluarii aspectului morfologic al Exo, s-au realizat doua tipuri de contrastari

pentru vizualizarea acestora la microscopul electronic de transmisie. Dupa cum se poate observa
in Figura 75, atat coloratia cu acid fosfotungstic (Figura 75.a) cat si cea cu uranil acetat (Figura
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75.b) au evidentiat structuri sferice cu membrana bilipidica si un diametru intre 30 si 100 nm,
confirmand caracteristicile morfologice tipice pentru acest tip de vezicule extracelulare.

Figura 75. Imagini de microscopie electronica de trasmisie pentru suspensiile de exosomi izolate
din mediul conditionat secretat de BMSC (Exo) contrastate cu acid fosfotungstic (a) si uranil
acetat (b).

Proliferarea keratinocitelor din linia HaCaT, mentinute timp de 3 zile in prezenta a doua

doze crescatoare de exosomi, a fost de 54+8% si, respectiv, 80+4%, mai mult decat dublu fata de
controlul negativ si cel de vehicul (16+£4%), dupa cum se poate observa in Figura 76. De
asemenea, efectul stimulator asupra proliferarii keratinocitelor a fost confirmat si prin
cuantificarea nucleilor marcati cu Ki67 prin imunocitochimie (Figura 77). Astfel, incubarea
celulelor cu exosomi a fost asociata cu un procent mai mare de celule pozitive pentru Ki67:
38+7% comparativ cu 20+4% pentru controlul pozitiv (mediu cu ser) si 12+4% pentru controlul



negativ (mediu fara ser).
Similar cu efectul observat pe keratinocite, proliferarea fibroblastelor a fost de asemenea mai
mare Tn prezenta unor concentratii crescatoare de exosomi: 47+6% si 52+7% versus 38+2%
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pentru controlul negativ (Figura 78). De asemenea, matilitatea fibroblastelor dermale a fost
stimulata de prezenta exosomilor, ce au indus o migrare de 52+5% versus 29+12% epntru
controlul negativ, fara insa a atinge nivelul obtinut pentru incubarea cu EGF: 105+3% (Figura
79). Cu toate acestea, influenta exosomilor asupra proliferarii si migrarii fibroblastelor a fost
moderata comparativ cu cea observata in cazul keratinocitelor. Din acest motiv, s-a verificat
prezenta exosomilor la nivelul fibroblastelor dermale, pentru a elimina posibilitatea unei preluari
deficitare pentru aceste nanovezicule in conditiile experimentale studiate. Dupa cum se poate
observa, in Figura 80, exosomii marcati fluorescent cu PKH67 au fost evidentiati la nivelul
fibroblastelor dupa o incubare de numai 4 ore, sustinand astfel faptul ca efectul stimulator
modest asupra fibroblastelor nu este corelat cu o preluare deficitara a veziculelor.

Figura 76. Imagini de microscopie optica (a)- marire 5x, reprezentand aspectul culturii de
keratinocite inainte de cuantificarea viabilitatii acestora (b).

In vederea explorarii efectelor exosomilor asupra fibroblastelor dermale, s-a utilizat un

model relevant pentru ranile cutanate, la nivelul carora se gaseste un mediu imbogatit in TGF[B]1:
importanta citokina ce atinge nivele mari de concentratie in cadrul procesului de vindecare a
leziunilor si determina schimbarea fenotipului fibroblastelor catre miofibroblast (MyoFb) [Frank
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et al. 1996]. Efectul exosomilor asupra inducerii fenotipului de miofibroblast a fost evaluat prin
incubarea simultana a fibroblastelor dermale cu TGF@J1 si exosomi.

In primul rand, s-a urmarit expresia genica a principalelor componente ale matricei
extracelulare secretate de fibroblaste si miofibroblaste: colagen de tip | (COL1A1) si de tip Il
(COL3A1), precum si fibronectina (FN1)- Fig.ura 81.a, b si c. In cazul fibroblastelor (Fb),
exosomii (Exo) au indus o scadere semnificativa (~ 30%) a expresiei genice pentru colagen de
tip I, fara a influenta expresia pentru colagen de tip Ill sau fibronectina. Dupa cum era de
asteptat, la nivelul miofibroblastelor, cele doua tipuri de colagen au prezentat o crestere de ~2
ori, si fibronectina de 3,4 ori. Co-incubarea MyoFb cu Exo a prevenit cresterea expresiei genice
atat pentru colagenul de tip |, cat si pentru cel de tip Il (cu ~ 25%), fara a influenta expresia
fibronectinei.
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Figura 77. Imagini de microscopie de fluorescenta pentru keratinocite marcate pentru Ki67
(verde) si DAPI (albastru)- (a), si cuantificarea celulelor pozitive pentru Ki67 din numarul total
de celule (b).

Figura 78. Imagini de microscopie optica (a)- marire 5x, reprezentand aspectul culturde
fibroblaste dermale nainte de cuantificarea viabilitatii acestora (b).

In ceea ce priveste metalaproteinazele matriceale (MMP), expunerea fibroblastelor la Exo

nu a modificat nivelul de ARNm pentru MMP2, MMP13 si MMP14. Diferentierea acestor celule
prin tratamentul cu TGF@1, a dus la o crestere de 1,5 ori pentru MMP2, de 8 ori pentru MMP13
si, respectiv, de 1,5 ori pentru MMP14. Tratamentul cu Exo in cadrul diferentierii fibroblastelor
catre miofibroblaste, a indus o scadere a expresiei genice pentru MMP2 si MMP14 cu 13% si
respectiv 16%, si o crestere de 1,7 ori pentru MMP14, comparativ cu fibroblastele incubate doar
cu TGF@)1 (Fig.ura 81.d,e si ).
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Figura 79. Imagini de microscopie optica (marire 5x) reprezentand evolutia in timp a suprafetei
lezate (a) si cuantificarea migrarii fibroblastelor dermale (b).

Mai mult, nivelul expresiei genice pentru inhibitorii tisulari ai metaloproteinazelor

(TIMP) 1 si 2, care regleaza activitatea MMP, a scazut de 1,7 ori si, respectiv, 1,3 ori in cazul
fibroblastelor tratate cu exosomi. Diferentierea in miofibroblastelor prin incubare cu TGF@1, a
fost deasemenea scazuta de 3,7 ori pentru TIMP1 si 1,8 ori pentru TIMPZ2, iar tratamentul cu
exosomi nu a influentat aceasta tendinta (Fig.ura 81.g si h).

Prezenta exosomilor a dus de asemenea la scaderea de 1,2 ori a expresiei genice pentru
EMMPRIN (BSG sau CD147), care in conditii patologice, cum ar fi invazia tumorala determina
cresterea productiei de MMP. In cazul diferentierii catre miofibroblast, nivelul de ARNm pentru
EMMPRIN a scazut de 2 ori, iar co-incubarea cu exosomi nu a modificat acest efect (Figura
81.i).
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Figura 80. Imagini de microscopie de fluorescenta pentru distributia filamentelor de vimentina
(rosu) de la nivelul fibroblastelor si a exosomilor marcati cu PKH67 (verde).

In continuare, s-a urmarit expresia genica a actinei musculare netede a (ACTA2),

responsabile pentru proprietatile contractile ale miofibroblastelor. Dupa cum se poate observa in
Fig.ura 81.j, TGF[[:S]1 a indus o crestere semnificativa de 12 ori mai mare decat in fibroblastele
control. Exosomii nu au modificat expresia ACTAZ2 la nivelul fibroblastelor normale, dar au
scazut cresterea Tn timpul diferentierii catre miofibroblaste cu 25%.
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Figura 81. Grafice reprezentand nivelul relativ de ARNm obtinut in urma cuantificarii datelor de
gPCR pentru fibroblaste dermale cultivate Tn conditii normale (control- Fb), fibroblaste
diferentiate catre miofibroblaste cu TGF@1 (MyoFDb), fibroblaste incubate cu Exo (Fb+EXxo) si
miofibroblaste tratate cu Exo (MyoFb+Exo). Datele reprezinta mediatSD (n=3).
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Expresia unor proteine componente ale matricei celulare precum si a proteinei contractile
@SMA la nivelul fibroblastelor dermale ca atare céat si a celor diferentiate catre miofibroblaste
prin tratamentul cu TGF@1, a fost evaluata prin Western blot. Citokina TGF@1 a indus o crestere
de 2,6 ori fatad de control pentru colagenul de tip |, iar expunerea fibroblastelor la exosomi nu a
dus la o modificare a expresiei acestei proteine. In cazul fibroblastelor diferentiate catre
miofibroblaste si incubate cu exosomi, nivelul colagenului | a fost de 1,7 ori mai mare
comparativ cu miofibrablastele netratate (Figura 82.a si b).

In continuare, s-a cuantificat expresia decorinei- proteoglican din matricea extracelulara
asociata colagenului, atat in forma glicozilata (100 kDa) cat si neglicozilata (50 kDa).
Rezultatele au aratat ca exosomii induc o crestere semnificativa de 4,5 ori in fibroblaste, fara a
influenta expresia acesteia in miofibroblaste (Fig.ura 82.c). Dimpotriva, expresia formei
neglicozilate intracelulare a fost puternic scazuta in miofibroblaste ( de 0,12 ori), iar acest efect
nu a fost prevenit de incubarea cu exosomi, dupa cum se poate observa atat din rezultate de
Western blot (Fig.ura 82.d) cat si din cele de imunocitochimie (Figura 83).

Figura 82. Imagini de Western blot reprezentative (a) si cuantificarea fata de 3-actina pentru
colagen de tip | (b), decorina (c si d), fibronectina (e) $i@SMA (f).

In ceea ce priveste fibronectina, toate tratamentele (TGF@1, exosomi cat si combinatia

dintre acestea) au determinat o crestere a expresiei proteice de ~3, ~1,9 si respectiv 2,7 ori, fata
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de fibroblastele netratate, dupa cum s-a evidentiat in Figura 82.e si Figura 84. Pentru aceasta
proteina, exosomii nu au influentat expresia ei la nivelul miofibroblastelor.

Figura 83. Imagini de microscopie de fluorescenta indicand modificarea expresiei decorinei
(verde) de la nivelul fibroblastelor tratate cu TGF@|1 (MyoFb), exosomi (Fb+Exo), si TGF|1 si
exosomi (MyoFb+Exo), precum si distributia in raport cu reticulul endoplasmatic evidentiat de
calnexina (rosu).

Dupa cum era de asteptat, tratamentul fibroblastelor cu TGFEB]1 a indus o crestere
semnificativa a expresiei ajSMA (de ~19 ori). Incubarea cu exosomi nu a modificat expresia
acestei proteine si nici nu a prevenit cresterea acesteia in cazul diferentierii catre miofibroblaste
(Figura 82.f). Organizarea |og/SMA in fibre de stres, dupa cum s-a observat prin imunocitochimie,
nu a prezentat diferente intre fibroblastele diferentiate cu TGF@1 si cele expuse atat citokinei cat
si exosomilor (Figura 84). Mai mult, faptul ca exosomii nu modifica expresia@SMA atat la
nivelul fibroblastelor normale cat si a miofibroblastelor s-a confirmat si prin citometrie de flux,
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procentul de celule @SMA high fiind similar: 8% vs 9% pentru Fb si 70% vs 61% pentru MyoFb
(Figura 85).

Figura 84. Imagini de microscopie de fluorescenta ce arata organizarea@SMA (rosu) in fibre de
stres si fibronectina (verde), in cazul fibroblastelor tratate cu TGAB1 (MyoFb), exosomi
(Fb+Exo), si TGFEB]1 si exosomi (MyoFb+Exo).
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Figura 85. Analiza expresiei@SMA prin citometrie de flux, la nivelul fibroblastelor dermale
stimulate cu exosomi (Exo), TGF@1 (Myofb) si TGF[E]1+Exo.

In plus, pentru a evalua din punct de vedere functional efectul exosomilor asupra

contractilitatii fibroblastelor, s-a efectuat testul de contractie a gelului de colagen (Figura 86).
Rezultatele au indicat c& expunerea fibroblastelor la exosomi este asociaté cu o contractie
similara cu cea pentru probele control: 35+4% versus 310,5%. In cazul miofibroblastelor insa,
prezenta nanoveziculelor a marit contractilitatea acestor celule, printr-o reducere mai mare a
suprafetei gelului: 62+1% fata de 53+2% pentru miofibroblastelor netratate.

Figura 86. Imagini ale gelului de colagen in care au fost incorporati fibroblaste, miofibroblaste,
fibroblaste tratate cu exosomi si miofibroblaste tratate cu exosomi, la momentul initial si dupa
24 de ore (a), si cuantificarea contractiei gelului ca procent din aria initial& (b).

Intrucat nivelul de |[@/SMA identificat pentru miofibroblastele incubate cu si fara exosomi

a fost similar, s-a verificat expresia lizil oxidazei (LOX)- enzima responsabila pentru reticularea
colagenului. Rezultatele de Western blot au aratat o crestere semnificativa a expresiei acestei
enzime: 17,4 ori pentru forma imatura (pro-LOX) si 8,4 ori pentru cea matura, in cazul

164

miofibroblastelor tratate cu exosomi comparativ cu miofibroblastele control (Fig.ura 87),
sugerand astfel explicatia pentru cresterea contractilitatii observate in cazul fibroblastelor
diferentiate cu TGF[[:S]1 si incubate exosomi.

Figura 87. Imagini de Western blot reprezentative (a) si cuantificarea fata de 3-actina pentru



cele doua forme ale enzimei lizil oxidaza: imatura (proLOX) si matura (LOX)- (b).

Avand in vedere ca, in cadrul procesului de vindecare a leziunilor cutanate, mai exact a

fazei proliferative, angiogeneza reprezinta o etapa importanta, am investigat efectul exosomilor
asupra migrarii celulelor endoteliale. Rezultatele obtinute prin tehnica ,scratch test” au aratat ca
exosomii stimuleaza capacitatea migratorie, inducand o acoperire a suprafetei zgariate de
110+31% fata de 47+13% pentru controlul negativ (Figura 88). Mai mult, abilitatea celulelor
endoteliale de a forma tubi prin cultivarea pe un substrat de tip gel de matrice extracelulara, a
sustinut un puternic efect pro-angiogen, numarul de jonctiuni si retele, precum si lungimea totala
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a tubilor, atingand nivele similare cu cele pentru controlul pozitiv cu VEGF, in contrast cu
controlul negativ in care structurile de tip tubi au fost complet absente (Figura 89 ).

Figura 88. Imagini de microscopie optica reprezentand evolutia in timp a suprafetei lezate (a) si
cuantificarea migrarii celulelor endoteliale (b).

Aceste efecte evidentiate prin cele doua tipuri de teste efectuate pe celule endoteliale:

formarea de tubi si ,scratch test” , pot fi corelate cu citokinele prezente in exosomi, relevante
pentru procesul de angiogeneza, avand o actiune atat stimulatorie: angiopoietina-2 (Ang-2),
endotelina (ET-1), factorul uman de crestere vascular derivat din glanda endocrina (EG-
VEGF/PK1), persefina, activatorul plasminogenului de tip urokinaza (uPA), cat si inhibitorie:
trombospondina-1 (TSP-1), TIMP-1, serpina-F1 (PEDF), serpina-E1 (PAI-1), dupa cum se poate
observa in Fig.11.4.24.
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Figura 89. Imagini reprezentative de microscopie optica (marire 5x) reprezentand formarea de
tubi a celulelor endoteliale cultivate pe gel matrice extracelulara (a) si cuantificarea acestora
prin numarul de jonctiuni, numarul de retele si lungimea totala a tubilor (b).

Figura 90. Imaginea blotului de arie de citokine ce evidentiaza compozitia exosomilor privind
factorii pro- si anti-angiogeni abundenti, indicati prin dreptunghiuri rosii si, respectiv, negre.
Pentru a determina daca exosomii au un rol in etapa inflamatorie declansata in cadrul
procesului normal de vindecare a leziunilor cutanate, s-a cuantificat nivelul de TNF@ secretat de
macrofagele stimulate cu LPS. Dupa cum se arata in Figura 91, concentratia acestei citokine
inflamatorii a atins un nivel ridicat in cazul celulelor stimulate: 265+12 pg/ml comparativ cu
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controlul nestimulat: 355 pg/ml. Aditia exosomilor nu a dus la o scadere semnificativa a
nivelului de TNFja| Tn comparatie cu celule control (LPS): 247+8 pg/ml versus 265+12 pg/ml.

Figura 91. Cuantificarea prin tehnica ELISA a nivelului de TNF@ din supernatantul

macrofagelor stimulate cu LPS si incubate fie cu dexametazona, fie cu exosomi.

In scopul de a valida rezultatele pozitive obtinute pe keratinocite si fibroblaste cultivate

in sistem clasic 2D, s-a utilizat un model organotipic cutanat (OTC), constand dintr-o co-cultura
de keratinocite umane crescute peste fibroblaste dermale inglobate intr-o matrice de colagen.
Constructul rezultat a prezentat o grosime adecvata a epidermei, celulele de la acest nivel
exprimand markeri pentru keratinocite bazale: keratine 5 si 14, precum si pentru diferentiere
timpurie: keratina 10 si tarzie: filagrina, Tn cadrul procesului de maturare a culturii, similar cu
pielea umana (Figura 92).

Pe aceste modele organotipice cutanate s-au efectuat cate o leziune pe toata grosimea (de

tip ,full-thickness” ), implicand atat echivalentul epidermic cat si pe cel dermic, dupa cum se
poate observa Tn Figura 93.a si b. Dupa ranire, co-culturile s-au plasat pe un nou strat de colagen
si in partea inferioara a camerei duble s-au adaugat mediile corespunzatoare: control negativ-
mediu fara factori de crestere si SFB, control pozitiv- mediu complet cu factori de crestere,
mediu conditionat din care s-au izolat exosomii, si mediu suplimentat cu exosomi. Dupa 3 zile de
la ranire, s-a observat prin coloratie cu hematoxilina eozina a criosectiunilor de OTC, c3, atat in
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cazul exosomilor cat si a mediului conditionat, leziunea s-a inchis la fel ca pentru controlul
pozitiv (Fig.ll. 4.27c). Astfel, aceste rezultate pe culturi organotipice cutanate au validat datele
obtinute in sistemul clasic 2D, accentuand efectul regenerativ al exosomilor asupra
keratinocitelor.

Figura 92. Coloratie cu hematoxilina-eozinp si poze de imunofluorescenta pentru criosectiuni de
piele umana si cultura organotipica cutanata (OTC), la diferite intervale de maturare. FLG-
filagrina, KRT5- keratina 5, KRT14- keratina 14, KRT10- keratina 10.
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Figura 93. Poze pentru o cultura organotipica cutanata (OTC) aflata in godeul superior al
camerei duble, Tnainte si dupa ranire (a); coloratie hematoxilina-eozina pentru criosectiuni
dintr-o OTC imediat dupa ranire (b), si la 3 zile dupa ranire, cu incubare in mediu fara ser (C-),
mediu complet (C+), mediu conditionat (CM) si exosomi (Exo).

Astfel, dupa validarea efectelor regenerative ale exosomilor pentru vindecarea ranilor

cutanate, si tindnd cont de rezultatele prezentate in capitolul anterior, privind selectia unor
nanoparticule pe baza de argint cu efecte antimicrobiene, s-a evaluat efectul sinergic al acestora
prin incorpararea intr-un gel de fibrina. Dupa cum se poate observa in Figura 94, acest gel



analizat prin microscopie electronica de transimisie, a prezentat o microstructura fibroasa in a
carei retea s-au putut identificat exosomii incorporati.
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Figura 94. Imagini reprezentative de microscopie electronica de transmisie pentru gelul de
fibrina cu exosomi incorporati.

Din punct de vedere functional, gelurile de fibrina in care s-au incorporat NP Ag EG/PVP si
exosomii secretati de celule stromale mezenchimale izolate din maduva osoasa, au stimulat
migrarea keratinocitelor cu aproximativ 30% mai mult fata de control (mediu cu ser)- Figura 95,
sustinand astfel utilizarea lor pentru regenerarea cutanata.

Figura 95. Imagini de microscopie optica reprezentand evolutia in timp a suprafetei lezate (a) si
cuantificarea migrarii keratinocitelor mentinute in mediu cu ser (control), gel de fibrina, gel de
fibrind cu nanoparticule de argint, gel de fibrina cu exosomi si gel de fibrina cu nanoparticule

de argint si exosomi..

11.4.4. Discutii si concluzii partiale

Medicina regenerativa de tip ,cell-free” s-a concentrat in ultima perioada pe utilizarea
exosomilor secretati de celule stromale mezenchimale, ca principali efectori ai actiunii paracrine
exercitate de acestea. La momentul redactarii prezentei teze, aproximativ 14 studii clinice ce
includeau administrarea de exosomi se aflau in derulare, pentru diferite patologii, de la
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sindroame respiratorii la afectiuni cerebrovasculare (http://clinicaltrials.gov). In ceea ce priveste
vindecarea leziunilor cutanate, aceste vezicule extracelulare mici sunt luate in considerare
datorita capacitatii de a livra usor continutul lor (acizi nucleici, proteine, lipide) catre celulele
tinta, influentand astfel procese biologice cheie pentru regenerarea pielii [Wu et al 2018, Yin et
al 2019, Nikfarjam et al. 2020, Ha et al. 2020].

Intr-unul din capitolele anterioare (11.2), am raportat faptul ca utilizarea secretomului

celulelor stromale mezenchimale derivate din maduva osoasa reprezinta o posibila strategie
terapeutica pentru vindecarea leziunilor pielii. Pornind de la aceste rezultate, am urmarit rolul
specific al unui subtip de vezicule extracelulare regasite in acest secretom: exosomii, in cadrul
fazelor de vindecare: proliferare, inflamatie si maturare.

Populatia de vezicule extracelulare izolate a prezentat un diametru hidrodinamic sub 150

nm, si a fost pozitiva pentru markeri exosomali: CD9 si CD63. Mai mult, fractiile exosomale
corespunzatoare intervalului de densitate cuprins intre 1,13-1,16 g/cm

3

au fost pozitive pentru

CD81, fara a fi contaminate cu particule provenite din reticulul endoplasmatic. Aceste date au
validat izolarea eficienta a unei populatii de vezicule extracelulare cu caracteristici tipice pentru
exosomi, conform datelor din literatura [Thery et al. 2006, Jeppesen et al. 2019]. Pentru a selecta
sursa adecvata de MSC pentru izolarea exosomilor, am comparat efectul stimulator a exosomilor
secretati de BM-MSC si ADSC, asupra migrarii keratinocitelor umane din doua linii

stabilizate, rezultatele indicand un efect stimulator superior pentru BM-MSC Exo. In continuare,
acest tip de exosomi, a fost utilizat pentru evaluarea efectelor biologice asupra principalelor
tipuri celulare implicate in procesul de vindecare a ranilor: macrofage, keratinocite, fibroblaste si
celule endoteliale.

Prin urmare, in acest studiu am evidentiat faptul ca exosomii selectati stimuleaza

proliferarea si migrarea keratinocitelor si fibroblastelor, rezultate ce se coreleaza cu alte rapoarte
din literatura [Da Ferreira et al. 2017, Ma et al 2019, Yang et al. 2020]. Este cunoscut faptul ca,
in cazul ranilor cronice, celulele de la periferia leziunii prezinta o capacitate

proliferativa limitata si o motilitate redusa [Telgenhoff et al. 2005], astfel incat tratamentul cu
exosomi ar contribui la expansiunea si migrarea acestora.
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De asemenea, faza de maturare din cadrul procesului de vindecare a leziunii, este, in

principal, orchestrata de fibroblaste si miofibroblaste, care asigura depunerea si remodelarea
matricei, precum si contractia ranii [Darby et al. 2016]. Dintre citokinele identificate la nivelul
plagii in timpul desfasurarii acestor procese, TGF@1, prototipul familiei TGF[[:S], este considerat
ca are un rol major in regenerarea tesutului [Kane et al. 1991, Crowe et al 2000, Barrientos et al.
2008], fiind implicat in tranzitia fibroblast-miofibrobaslt. Intrucat raspunsul exagerat la

stimularea cu citokina fibrogenetica TGF@1 poate induce un fenotip aberant de miofibroblast
implicat Tn formarea cicatricelor [Wynn et al 2008], am urmarit modul in care exosomii ar putea
contribui la un astfel de efect secundar nedorit. Rezultatele au aratat ca, in cazul fibroblastelor
normale, exosomii au un efect modest sau inexistent asupra expresiei genice pentru colagenul de
tip I si lll, scazand partial transcriptia acestora in cazul diferentierii miofibroblastelor. In ceea ce
priveste expresia proteica pentru colagenul de tip | la nivelul miofibroblastelor, exosomii au
determinat o crestere semnificativa comparativ cu acelasi tip celular netratat.

Fibronectina este implicata in toate fazele vindecarii ranilor cutanate [Lenselink et al.

2015], dar depunerea excesiva a acesteia poate contribui la formarea de cicatrici [Xue et al.
2015]. Experimentele prezentate Tn acest capitol, au aratat ca expresia genica pentru fibronectina
nu se modifica prin tratamentul cu exosomi. Cu toate acestea, expresia proteica a crescut
semnificativ in cazul incubarii fibroblastelor cu exosomi, sugerénd inducerea unui fenotip pro-
vindecare. In acelasi timp, prezenta exosomilor nu a modificat nivelul fibronectinei produse de
miofibroblate, indicand faptul ca nu induce un fenotip aberant pentru acest tip celular. Decorina
este un proteoglican ce previne fibroza tisulara si promoveaza regenerarea [Jarvinen TA si
Ruoslahti E, 2013], fiind esentiala pentru asamblarea corecta a matricei extracelulare
[Jarveldinen et al 2006]. Tratamentul cu exosomi a dus la cresterea expresiei proteice pentru



forma glicozilata in cazul fibroblastelor normale. Astfel, aceste date indica faptul ca exosomii
sprijina un proces normal de vindecare, prin efectele pozitive asupra fibroblastelor.

Proteaze specifice, cum ar fi MMP- metaloproteinazele matriceale, mediaza remodelarea
matricei colagenice in cadrul procesului de vindecarea a leziunilor cutanate [Wall et al 2002].
Rezultatele prezentate au aratat ca tratamentul cu exosomi nu modifica expresia genica pentru
MMP2, 3 si 14 la nivelul fibroblastelor, modificand insa tendinta de crestere indusa de TGF[E]1 in
cadrul diferentierii catre miofibroblaste. Astfel, in cazul MMP2 (gelatinaza A, regasita la nivele
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crescute in ranile cronice [Wysocki et al 1993]) si MMP14 (MMP membranara de tip |, enzima
colagenolitica responsabila pentru remodelarea colagenului), exosomii au prevenit partial
cresterea nivelului lor de ARNm; pentru MMP13 (colagenaza interstitiala, capabila sa mareasca
motilitatea si forta contractila a fibroblastelor [Toriseva et al. 2012]), exosomii au promovat
transcriptia acesteia comparativ cu miofibroblastele netratate. De mentionat faptul ca, pentru
TIMP1 si 2, care inhiba aceste trei MMP, expresia genica a fost scazuta in cazul fibroblastelor
tratate cu Exo, si a ramas nemodificata in cazul diferentierii miofibroblastelor. Aceste rezultate
sugereaza ca exosomii In interactie cu fibroblastele dermale, chiar si in cazul unui mediu bogat n
:I'GF@L nu inclina balanta catre un fenotip pro-fibrotic, ci mai degraba catre unul pro-vindecare.
In ceea ce priveste proteina contractila @SMA, considerata un marker al diferentierii
miofibroblastelor, tratamentul cu exosomi nu a avut niciun efect atat la nivel de gena cat si de
proteina in cazul fibroblastelor normale, prevenind insa partial cresterea nivelului de ARNm in
cazul miofibroblastelor. Acesta tendinta nu a fost observata si la nivel de proteina, sugerand ca
exosomii nu interfera cu contractia si inchiderea ranii, si nici nu promoveaza un fenotip pro-
fibrotic chiar si in absenta TGF@1. Mai mult, s-a observat o crestere a contractilitatii in cazul
stimularii miofibroblastelor cu exosomi comparativ cu acelasi tip celular netratat, efect ce s-ar
putea explica prin cresterea expresiei proteice a lizil oxidazei, enzima implicata in reticularea
fibrelor de colagen si contractia ranii [Cai et al 2017].

Angiogeneza reprezinta o etapa critica din faza proliferativa a vindecarii ranilor pielii.
Rezultatele prezentate anterior au aratat ca exosomii stimuleaza atat formatea de tubi cat si
migrarea celulelor endoteliale, similar cu alte rapoarte din literatura privind efectul exosomilor
secretati de MSC izolate din cordonul umbilical [Shabbir et al. 2015, Zhang et al 2015]. De
asemenea, exosomii au continut atat factori cu actiune pro- cat si anti-angiogena: Ang-2, ET-1,
EG-VEGF/PK1, persefina, uPA si, respectiv, TSP-1, TIMP-1, PEDF, PAI-1, rezultatele indicand
faptul ca aceste nanovezicule pot modula procesul angiogenic. De mentionat ca unele dintre
citokinele identificate precum TSP-1 si Ang-2, implicate Tn maturarea si stabilizarea vaselor de
sénge, sunt prezente la un nivel scazut in cazul ranilor diabetice [Okonkwo et al. 2020], astfel
incat tratamentul cu exosomi pentru aceasta patologie poate fi extrem de benefic.

O serie de studii au raportat actiunea regenerativa a exosomilor derivati din MSC izolate

din diverse surse, inclusiv maduva osoasa, pe modele animale de leziuni cutanate pe intreaga
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grosime a pielii sau arsuri [Zhang et al 2015, He et al. 2019, Li et al. 2018, Wang et al. 2017]. Cu
toate acestea, trebuie tinut cont ca experimentele au fost efectuate pe rozatoare, soarece sau
sobolan, ce prezinta o concordanta diminuata cu rezultatele observate pe oameni in general, din
cauza diferentelor anatomice si fiziologice [Parnell et al 2019]. Prin urmare, am ales sa validam
rezultatele obtinute pe culturile celulare clasice in sistem 2D, pe un model 3D relevant clinic: o
cultura organotipica cutanata umana (OTC). De mentionat ca acest tip de model ce include o
epiderma reconstituita este deja utilizat ca standard pentru testele de iritatie ale pielii conform
ISO 10993-23:2021-Partea 23. Rezultatele obtinute au aratat ca exosomii stimuleaza procesul de
re-epitelizare pe OTC lezat pe toata grosimea, similar cu mediu control pozitiv suplimentat cu
factori de crestere, sprijinind astfel utilizarea acestor vezicule extracelulare mici pentru
regenerarea cutanata.

Coroborand aceste rezultate privind actiunea benefica a exosomilor secretati de celulele
stromale mezenchimale izolate din maduva osoasa umana (Figura 96), cu cele obtinute pentru
selectia unor nanoparticule pe baza de argint cu actiune antibacteriana, am validat efectul celor
doua componente prin incorporarea intr-un gel de fibrina care sa permita livrarea eficienta a
acestora pentru tratarea leziunilor cutanate. Rezultatea obtinute au aratat ca acest tip de construct
prezinta o microstructura fibroasa ce inglobeaza stabil exosomii, iar interactiunea acestuia cu
keratinocitele potenteaza motilitatea acestora.
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Figura 96. Reprezentare schematica sumarizand rezultatele privind actiunea exosomilor
secretati de BM-MSC asupra principalelor tipuri celulare implicate in vindecarea ranilor
cutanate [creat cu BioRender.com].
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CONCLUZII GENERALE

In cadrul studiilor efectuate, s-au obtinut urmatoarele rezultate originale:

1. Nanoparticulele superparamagnetice pe baza de fier si poli(etilenimina), obtinute prin metoda
hidrotermala in conditii ce permit in acelasi timp incorporarea de principii active fara a
compromite activitatea lor terapeutica, au fost biocompatibile atat pe celule normale cat si
tumorale. Acest tip de nanoparticule au agregat spontan in mediu de cultura si au permis

astfel incorporarea de substante active in structurile micrometrice rezultate, pe care apoi le-au
eliberat prin contact direct cu celulele. In cazul incorporarii in timpul sintezei a unui compus
anti-tumoral, precum cisplatina, la o concentratie fara efecte secundare, nanoparticulele au avut
un efect citotoxic asupra celulelor de glioblastom si au prezentat o tendinta de scadere a



dimensiunii tumorii in vivo, sustinand fezabilitatea utilizarii lor ca vectori pentru eliberarea
controlata.

2. Secretomul, sub forma de mediu conditionat, provenit de la celulele stromale mezenchimale
(MSC) umane izolate din maduva osoasa, a avut efecte chemoatractante si mitogene asupra
keratinocitelor si celulelor endoteliale, cultivate clasic in sistemul bidimensional. Mai mult, acest
secretom a promovat colonizarea unei matrice tridimensionale poroase de colagen bovin de tip |
cu keratinocite si fibroblaste dermale; de asemenea, prezenta secretomului a modulat expresia
genica a moleculelor implicate in sinteza si degradarea matricei extracelulare (colagen de tip | si
I, @SMA, TIMP1, TIMP2, MMP14). Astfel, datele obtinute sustin fezabilitatea combinarii

matricei de colagen cu secretomul derivat de la MSC in vederea utilizarii ca un produs acelular
disponibil ,direct de pe raft” pentru vindecarea ranilor cutanate.

3. Nanoparticulele de argint (NP Ag) functionalizate cu etilen glicol, etilen glicol si
poli(vinilpirolidona), poli(etilenglicol), sau poli(etilenglicol) si poli(vinilpirolidona) sintetizate

prin metoda reducerii nitratului de argint, au prezentat nivele de citotoxicitate diferite pentru
keratinocite, fibroblaste dermale si celule endoteliale; cea mai mare concentratie care nu a afectat
viabiliatatea si capacitatea migratorie a fost inregistrata pentru NP Ag cu etilen glicol si
poli(vinilpirolidona)- 25 ug/ml, care, corelata cu concentratia minima inhibitorie pentru efectul
antibacterian- 15,63 pg/ml, a sustinit utilizarea acestor nanoparticule pentru potentiale aplicatii in
cazul tratamentului leziunilor pielii.

4. Exosomii secretati de MSC izolate din maduva osoasa au avut un efect stimulator mai puternic
asupra migrarii celulare, comparativ cu cei secreati de MSC izolate din tesut adipos; acesti
exosomi selectati au augmentat proliferarea fibroblastelor si keratinocitelor, inducand un fenotip
pro-vindecare la nivelul fibroblastelor dermale diferentiate catre miofibroblaste, caracterizat de o
crestere a contractilitatii fara modificarea expresiei de | @/SMA. De asemenea, aceste nanovezicule
au sustinut migrarea celulelor endoteliale si formarea de tubi, sugerand o actiune pro-angiogena,
datorata cel mai probabil citokinelor si factorilor de crestere identificati la nivelul acestora. Mai
mult, tratarea cu exosomi a leziunilor efectuate pe culturilor organotipice cutanate care mimeaza
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structura pielii, a fost asociata cu o re-epitelizare completa, sprijinind astfel aplicarea acestui tip
de vezicule extracelulare pentru tratamentului ranilor tequmentului.
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Introducere

"Si toate astea chiar s-au intamplat?” , m-a intrebat sotia mea dupa ce i povestisem despre planul Securitatii
de a-l rapi pe unul dintre agentii secreti de la Viena si, sarind la un alt episod, despre o statie de emisie-receptie
ascunsa la marginea orasului Sinaia, in vederea folosirii de catre una dintre echipele parasutate in tara la
inceputul anilor *50. De aproape de sase ani imi ascultase relatarile despre spioni si retele informative,
cerneala simpatica si note cifrate, parasutisti si calauze terestre pe care le descopeream in arhivele fostei
Securitati. Si totusi, la un moment dat, chiar si ei i se parea de necrezut ca in primii ani ai comunismului
romanesc a existat 0 asemenea efervescenta de actiuni secrete si, deopotriva, spectaculoase duse din exil
impotriva regimului de la Bucuresti.

Stiu ca nu este poate cea mai conventionala introducere pentru o teza de doctorat, insa, in acelasi timp, sunt
sigur ca pentru fiecare cititor al urmatoarelor capitole, va exista un moment in care Tsi va pune aceeasi
intrebare. De altfel, la inceputul cercetarii, nici eu nu am crezut ca au existat atatea operatiuni secrete planuite
din occident impotriva puterii instaurate in tara dupa cel de-al Doilea Razboi Mondial. Aveam cateva cunostinte
despre existenta unor grupuri de parasutisti trimise in Romania la inceputul anilor 50, insa nu banuiam ca
dincolo de aceste actiuni punctuale si temerare a existat o structura principala, formata pe calapod militar,
adiacenta (cel putin initial) Comitetului National Roman condus de generalul Radescu si sprijinitd de serviciile
secrete vestice. In fond, aceasta este si ipoteza de lucru pe care o voi demonstra in cuprinsul tezei de doctorat:
in primii ani ai Razboiului Rece, exilul romanesc a construit un serviciu informativ prin care a desfasurat o serie
de actiuni concrete impotriva regimului comunist din tara. lar n jurul acestei structuri - uneori intr-o forma de
colaborare, alteori independent - s-au coagulat si alte celule operationale sau actiuni individuale care si-au
propus sa duca operatiuni secrete contra puterii instaurate la Bucuresti.

Subiectul cercetarii a fost descoperit din intamplare: in 2015 faceam un studiu asupra detinutilor politici
executati la Jilava. Descoperind fisa matricola a lui Gheorghe Serbu, am fost intrigat de faptul ca un profesor
din Bucuresti a fost condamnat la moarte pentru tradare si impuscat in 1952 in Valea Piersicilor din perimetrul
Fortului 13. Am cerut la CNSAS dosarul sau si am primit un singur dosar din fondul Informativ, cu un singur
volum si numai cateva file. Potrivit documentelor, respectiva persoana se incadrase Tn invatamant dupa
terminarea Razboiului si cochetase cu masoneria. Nimic insa despre presupusele fapte de "tradare” care au
condus la o sentinta capitala. Abia dupa cateva luni, am primit Tnstiintarea ca a fost identificat un dosar penal cu
opt volume in care era cuprins si numele lui Serbu. Asa am descoperit povestea retelei informative creata de la
Paris de catre Mihail Opran prin intermediul Paulei Ventzel si a Lyei Popescu, doua femei care avusesera relatii
apropiate cu fostul comandor, si care era folosite ca veritabile "capete de pod” pentru construirea in tara a unor
retele de informatori. Din acel moment, am continuat sa studiez dosarele celor care, ca agenti propriu-zisi sau
simpli colaboratori, s-au implicat in operatiunile secrete desfasurate de catre exilul romanesc in primii ani
postbelici. Fiecare raspuns genera multe alte intrebari, fiecare pista cercetata dezvaluia noi fire narative si
fiecare operatiune analizata aducea la lumina oameni necunoscuti si fapte de necrezut. Astfel, am descoperit o
activitate bogata, complexa, incitanta si, nu in ultimul rand, tragica, prin epilogurile sale, dusa intre serviciile
secrete din exil si cele din tara.

Subiectul tezei de doctorat este unul inedit, deoarece in istoriografia romana a fost tratat rareori si, cu
precadere, numai tangential. Unul dintre motive este dat de faptul ca istoria serviciilor secrete roméanesti este
dominata de doua teme majore: perioada "romantica” a spionajului romanesc (cuprinsa de cele doua Razboaie
Mondiale) si febrilitatea captivanta a epocii Ceausescu, marcata de reusitele spectaculoase ale Mihai Caraman
si de seismul institutional generat de defectiunea generalului Mihai Pacepa. Primul interval este marcat de
figurile lui Mihail Moruzov[1], considerat intemeietorul Serviciului Special de Informatii (SSI), prima structura de
intelligence romaneasca, si Eugen Cristescu[2], cel care a condus institutia in perioada celui de-al Doilea
Razboi Mondial, ambele personalitati fiind subiectul unor cercetari intreprinse de Cristian Troncota[3]. Tot n
acest capitol pot fi incluse si memorialistica[4] si studiile[5] despre actiunile de spionaj intreprinse pe teritoriul
Romaniei in timpul sau in preajma celor doua conflagratii mondiale. Chiar daca a doua tema tinde sa
acapareze, in linii mari, intreaga perioada comunista, in realitate vizeaza mai degraba anii in care Nicolae
Ceausescu a condus Romania. Intervalul 1965-1989 a fost marcat de devoalarea retelei Caraman[6], care a dat
o grava lovitura Organizatiei Tratatului Atlanticului de Nord (NATO) prin sustragerea de documente[7], timp de
aproape un deceniu, din sediul francez al aliantei, de actiunile violente duse[8] sau proiectate[9] impotriva unor
membri marcanti ai exilului romanesc, precum si de defectarea generalului lon Mihai Pacepa[10], care a produs
grave prejudicii structurilor informative din occident ale Securitatii si a fortat regimul comunist la ampla o
reconfigurare a retelelor de agenti. Dupa 1990, au fost publicate, de asemenea, si lucrari care studiaza
structurile informative romanesti in ansambilul lor, analiza unora dintre ele acoperind nu numai perioada Nicolae
Ceausescu, ci si (macar o parte din) cele doua decenii in care Gheorghe Gheorghiu-Dej s-a aflat la conducerea
tarii[11]. Cu toate acestea, aproape fiecare a acordat o atentie redusa primilor ani postbelici, iar razboiul dus -
pe plan informativ - intre exilul romanesc si structurile de la Bucuresti este aproape n totalitate absent. Primele



informatii publice[12] despre activitatea informativa a unor organisme institutionale create de exilul romanesc,
cu sprijinul aliatilor occidentali, au fost incluse in lucréarile de memorialistica publicate de cei implicati direct in
lupta secreta dintre structurile de informatii ale regimului de la Bucuresti[13] sau ale exilului[14]. In ultimii ani, au
inceput sa fie publicate studii[15] sau volume[16] dedicate activitatii unor membri ai serviciului de informatii din
exil, insa tema este departe de a fi epuizata, personaje-cheie din angrenajul structurii, precum generalul
Dumitru Petrescu[17], Constanta Magos[18], comandorii Mihail Opran si Mircea Patru[19] ori agentul llie
Rada[20] fiind si astazi intr-un con de umbra, la fel ca si actiunile in care au fost implicati. Nu in ultimul rand,
chiar daca despre anumite operatiuni secrete duse de exilul roménesc in primii ani Razboiului Rece au
beneficiat de oarecare atentie din partea cercetatorilor, studiile fie nu respecta intru totul adevarul istoric[21], fie
nu ofera o viziune completa a temei (asa cum, spre exemplu, este cazul parasutarilor de la inceputul anilor 50,
despre care nu exista o cercetare n detaliu)[22].

Totodata, trebuie punctat ca exista in literatura de specialitate occidentala un numar semnificativ de lucrari care
abordeaza palierul spionajului in cadrul Razboiului Rece[23]. Cu exceptia unei scurte mentiuni a grupului
Saplacan intr-o lucrare a istoricului britanic Dennis Deletant[24], tema actiunilor informative si contrainformative
duse de exilul romanesc in primii ani postbelici nu exista. De altfel, aceeasi lipsa documentara se resimte si in
subiectul celorlalte emigratii est-europene, nefiind gasite documente sau studii care sa ateste un corespondent
al SIMRE in cadrul exilului polonez, maghiar, bulgar, ceh, slovac, sarb sau ucrainean. In cadrul cercetérii, am
contactat diferite institutii si ONG-uri central si est-europene, din domeniul cercetarii istorice, precum Institutul
National al Memoriei (Instytut Pamieci Narodowej) din Varsovia, Casa Terorii (Terror Haza) din Budapesta,
Institutul de Studii Istorice din cadrul Academiei Bulgare de la Sofia, Institutul de Istorie Recenta al Serbiei de la
Belgrad si Institutul de Istorie al Academiei Cehe de Stiinte, insa fie nu am primit niciun raspuns, fie mi s-a
comunicat ca nu exista informatii sau studii despre aceste subiecte de nisa.

Un alt motiv care poate ca a descurajat cercetarea activitatii SIMRE si a celorlalte proiecte informative ale
exilului romanesc |-a constituit presupusa dificultate a identificarii si consultarii surselor istorice. In fata
dificultatilor de studiere a arhivelor occidentale si a disparitiei propriei arhive a structurii informative a exilului
romanesc, singura optiune este datd de documentele pastrate in arhiva Securitatii. La o prima vedere, exista
riscul analizarii dintr-o singura perspectiva. Insa in urma cercetarii, am ajuns la concluzia ca resursele
documentare din fondurile Penal, Informativ si SIE ale CNSAS sunt mai mult decat suficiente pentru o imagine
foarte detaliata, atat din exterior, cat si din interior a activitatilor informative duse de exilul romanesc.
Securitatea (si predecesorul sau, SSI-ul) au reusit sa fie, de cele mai multe ori, cu cel putin un pas Thaintea
serviciilor secrete ale emigratiei romanesti. Mai mult de atat, au reusit sa infiltreze ih 1949-1951 cel putin doi
agenti si o calauza, sa rapeasca pe unul dintre oamenii de incredere ai conducatorului de facto al SIMRE, sa
captureze mai multi agenti parasutati sau trimisi in tara si sa il convinga pe unul dintre sefii de departament sa
se repatrieze. De la fiecare dintre acestia, oflteru de la Bucurest| au obtinut ample rapoarte si declaratii care
oferd detaliate priviri din interior. Tn plus fiecare cadere a antrenat numeroase alte arestari, astfel ca in arhiva
fostei Securitati exista zeci de dosare cu informatii despre organizarea si activitatea SIMRE, majoritatea nefiind
valorificate |stor|ograf|c Mai mult de atat, pe Ianga informatiile obtinute "la cald” Tn anii de activitate informativa
a structurii de la Paris si a rezidentelor sale din alte orase, Securitatea si-a intregit bagajul documentar prin
notele informative si rapoartele pe care le-a obtinut de la nceputul anilor 60, atunci cand a fost demarata o
campanie de contactare a fostilor oponenti, actiune care a avut rezultate destul de diferite. Astfel, arhiva
CNSAS a reprezentat principala sursa de documentare pentru subiectul tezei. Trebuie mentionat ca peste trei
sferturi dintre dosarele pe care le-am parcurs erau consultate pentru prima data, astfel ca cercetarea mea este,
si un argument pentru istorie factuald: nu putem analiza procesele istorice si mecanismele in ansamblul lor
daca nu cunoastem faptele si oamenii care stau, de fapt, la baza. In plus, aceeasi deficienta documentara am
intdmpinat-o atunci cadnd am incercat sa studiez servicii similare ale celorlalte emigratii est-europene: cu toate
ca am intalnit indicii rezonabile ca si exilul bulgar sau maghiar au avut structuri secrete, in istoriografia tarilor
respective nu am identificat nicio resursa bibliografica.

Cu toate ca cercetarea este un apel pentru istorie factuala, de-a lungul tezei am cautat sa pun in context
evenimentele, sa reconstitui legaturile care au existat si care au determinat anumite decizii si sa incerc sa
inteleg motivele care au stat la baza implicarii unor oameni Th asemenea actiuni de film. Chiar daca nucleul
operativ din Paris era format din fosti militari, o buna parte a informatorilor, a sprijinitorilor sau a colaboratorilor
erau de fapt oameni obisnuiti: marinari, functionari, profesori, femei casnice, tarani etc. Din intdmplare sau din
proprie vointa, asumat sau inconstient, acestia s-au gasit in mijlocul unui razboi intre serviciile secrete aflat de
o parte si de alta a Cortinei de Fier.

Tot din punct de vedere metodologic, trebuie sa precizez ca, la fel ca in orice subiect legat de spionaj, exista si
un gram (sau mai multe) de incertitudine: este greu de spus uneori daca informatiile sunt reale sau, de fapt,
constituie o legenda menita sa ascunda adevarata desfasurare a evenimentelor. Nu exista o solutie general
valabila pentru aceasta problema, asa ca singura solutie a fost sa tratez datele cu reticenta, sa le pun constant
sub semnul intrebarii, sa confrunt permanent declaratiile intre ele si sa tin cont de contextul in care au fost
acordate sau redactate. Ceea ce urmeaza este rezultatul unei indelungate analize, iar atunci cand am ales o
varianta in detrimentul alteia am avut argumente sa o fac, insa nu intotdeauna si certitudinea ca asa s-a
intamplat. In fond, un spion bun poate spune minciuni intr-un mod foarte convmgator iar in cadrul SIMRE si al
celorlalte structuri adiacente au activat unele persoane cu adevarat remarcabile.

Un alt obstacol in redactarea temei I-au reprezentat intervalele temporale pe care le-am analizat. Ca puncte de
referinta, am ales 1947 ca moment de inceput al inchegarii unor nuclee operationale la Paris si Viena, din care,
mai apoi, se va edifica SIMRE, deoarece atunci Bazil Ratiu[25] isi incepe cu certitudine activitatea secreta n
capitala Frantei, iar Gelu Belu[26] ajunge n Austria. Cealalta borna a fost mult mai simplu de identificat: ih 1957
moare subit, intr-un accident de masina, colonelul Dumitru Neferu[27], iar odata cu disparitia sa se stinge si
orice tentativa de continuare a existentei oficiale a SIMRE. Cu toate acestea, pe masura ce studiam dosarele
fostilor lideri ai structurii romanesti din exil, am considerat ca si ceea ce se intdmpla ulterior momentului 1957
este relevant pentru intreaga poveste. Pentru unii dintre ei, spionajul nu a murit niciodata, fiind legati prin fire
nevazuta de aceasta lume obscura. Totodata, pentru majoritatea celor din emigratie, umbra activitatii secrete i-
a urmarit mereu, fie printr-o trauma personala, fie printr-o reputatie in randul celorlalti romani, fie printr-o
supraveghere din partea Securitatii. lar pentru toti cei ramasi in tara, efectele au fost tragice si fara sfarsit,
implicarea sau simpla sprulnlre a actlumlor secrete bulversandu-le radical viata.

Teza este formata din cinci capitole, la care se adauga cel introductiv si cel de concluzii. in primul capitol
urmaresc modul de coagulare a unor initiative informative in exil care Tsi propuneau sa aiba o activitate
impotriva regimului (pro)comunist din tara, de la constituirea unor filiere transfrontaliere prin care sa fie scoase
din tara persoanele aflate intr-o situatie delicata ori care isi plateau drumul catre lumea libera la celei dintai
operatiuni secrete propriu-zise. Totodata, urmaresc si modul de edificare a SIMRE-ului, de la primele discutii Tn



acest sens pana la cristalizarea sa ca structura functionala si independenta.

Al doilea capitol este dedicat primilor doi ani si jumatate de activitate a SIMRE, interval in care conducerea a
fost asigurata de generalul Dumitru Petrescu, secondat (in mod oficial) de comandorul Mihail Opran. Este
perioada in care structura se profesionalizeaza si beneficiaza de o organigrama clara, prin definirea birourilor
ofensiv si contrainformativ, precum si prin punerea in functiune a unor rezidente (ori chiar includerea unor
celule deja functionale, precum cea de la Viena). Totodata, mi-am propus sa urmaresc si principalele doua
actiuni informative: retelele Lya Popescu - Paula Ventzel (a carei activitate se impleteste cu misiunea in tara a
lui Mihail Tantu) si Secara - Suter. De asemenea, am analizat legaturile dintre SIMRE si celelalte structuri
informative care vizau emigratia romaneasca sau care aveau ca obiectiv informativ teritoriul roménesc, precum
CIC-ul american, celula din Turcia ori Miscarea Legionara. Am acordat o atentie evenimentelor care au dus la
seismul institutional din 1952, de la rapirea Constantei Magos la rivalitatile interne. Nu n ultimul rand, am inclus
in acest capitol si o reconstituire a activitatii grupului Saplacan, prima echipa de agenti secreti parasutati in tara
si capturata de Securitate, eveniment care avea sa prefigureze amplele caderi din 1953.

Al treilea capitol urmareste perioada 1952 - 1957, cand la conducerea SIMRE a fost numit Neagu Djuvara[28],
iar profilul activitatilor s-a modificat radical, prin diminuarea operatiunilor contrainformative in favoarea unor
actiuni directe, acest ultim aspect fiind marcat de misiunea grupului "Fiii Patriei” . In paralel, rezidenta de la
Viena a structurii secrete a cunoscut o efervescenta notabila, ceea ce a dus atat la unele reusite informative,
precum si la unele infrangeri catastrofale in confruntarea cu Securitatea. Am cautat, de asemenea, sa urmaresc
si activitatea fostilor membri ai SIMRE, care, cu toate ca nu mai faceau parte din organigrama structurii, au
ramas in sfera activitatilor de spionaj. Ar fi fost imposibil de analizat modificarile survenite dupa 1953 in
dinamica SIMRE daca nu ar exista o aplecare si asupra grupurilor de parasutisti pregatiti pe filiera legionara si
capturati Tn 1953. Procesul acestora a reunit atat persoane implicate in aceste echipe, cat si unele care
avusesera legatura cu grupul pregatit de SIMRE, iar efectele evenimentelor din acel an s-au rasfrans asupra
intregului peisaj al structurilor secrete ale emigratiei romanesti.

Cu toate ca ar putea parea eterogen, capitolul IV pleaca de la scurta conducere a SIMRE de catre colonelul
Dumitru Neferu si exploreaza ecourile informative ale disparitiei principalului serviciul secret al exilului
romanesc. Nici operatiunile fostilor agenti de la Viena si Paris nu au incetat si nici munca contrainformativa si
de dezinformare a Securitatii nu s-au oprit dupa moartea lui Neferu.

Ultimul capitol este dedicat destinelor tuturor celor implicati in actiune SIMRE sau in alte operatiuni de spionaj
conexe. Efectele dramatice nu au incetat niciodata si au putut identificate diferite tipologii, in functie de locul in
care se afla persoana respectiva, de presiunile la care a fost supus(a) ori de traumele suferite.

Atunci cand se discuta despre rezistenta anticomunista, in ansamblul sdu, se are in vedere aproape exclusiv
planul intern, cu grupurile armate din munti si sprijinitorii lor din rural si urban[29]. Este evident ca centrul de
greutate al acestui act de opozitie fatd de regimul comunist cade in mod firesc pe cei care si-au asumat riscuri
uriase, platind nu de putine ori cu viata alegerea facuta. Insa in acest subiect al rezistentei anticomuniste
trebuie mentionate si actiunile duse de exilul romanesc. Departe de a-si fi devoalat toate povestile, Serviciul de
Informatii al Militarilor Romani din Exil constituie astfel nu doar una dintre cele mai intrigante aspecte ale
emigratiei romanesti, ci ale opozitiei fata de regimul instalat la Bucuresti dupa 1945. Actiunile sale din emigratiei
si operatiunile sale din tara sunt reconstituite si analizate in aceasta teza, oferind o latura mai putin cunoscuta a
istoriei recente.

1. Constituirea si organizarea Serviciului de Informatii al Militarilor Romani din Exil. 1946-1950

Odata cu instaurarea treptata a regimului comunist la Bucuresti, societatea roméneasca a cautat modalitati de a
se Tmpotrivi actiunii de transformare radicala a tarii sub influenta puterii comuniste. Cele mai cunoscute forme
au fost opozitia democratica dusa de partidele istorice in contextul alegerilor din 1946, larga sustinere din
partea populatiei a Regelui Mihai | (vazut de majoritatea romanilor drept o contrapondere la guvernul condus de
dr. Petru Groza), organizarea de varii grupuri anticomuniste (constituite in special din tineri, dar nu exclusiv) si,
fara indoiala cea mai directa si mai ne-echivoca, rezistenta armata din munti. Toate aceste forme de opozitie au
constituit rdspunsul celor rdmasi din tara. Pentru cei care reprezentau exilul romanesc (indiferent ca era vorba
de persoane aflate in strainatate dinainte de instaurarea regimului antonescian, care se stabilisera in vest in
timpul celui de-al Doilea Razboi Mondial sau care fugisera dupa 6 martie 1945), optiunile erau mult mai limitate,
dar, la fel de adevarat, si riscurile mult mai reduse. Opozitia anticomunista a celor aflati la vest de Cortina de
Fier[30] s-a manifestat prin incercarile (mai mult sau mai putin reusite) de constituire a unei reprezentari politice
alternative la regimului comunist de la Bucuresti, care sa fie reflectia fortelor democratice interzise in tara (PNL,
PNT, PSD-Titel Petrescu etc), infiintarea de asociatii care sa coaguleze comunitatea romaneasca, sa
promoveze cauza nationala (prin intermediul manifestarilor culturale ori a publicatilor tiparite) si sa duca o
campanie de informare a opiniei publice occidentale cu privire la situatia din tara. Cu toate acestea, niciuna
dintre optiunile de mai sus nu erau indreptate direct catre puterea comunisté de la Bucuresti si nici nu puteau
produce vreun efect real asupra starii din interiorul Romaniei. In anii imediat urmatori incheierii celui de-al
Doilea Razboi Mondial, tarile occidentale s-au ferit de actiuni fatise contra fostului aliat sovietic si, inerent,
contra satelitilor sai din Europa central-estica. Teama izbucnirii unui noua conflict global, la scurt timp dupa un
razboi care a durat sase ani si a ravasit batranul continent, Iasand inh urma zeci de milioane de morti si atrocitati
de neinchipuit pana atunci, si frica unei catastrofe totale, in urma posibilei utilizari a recent aparutei bombe
nucleare, au Tmpins guvernele vestice la o politica de "appeasement” fata de Moscova[31]. Pentru est-europenii
aflati Tn exil, aceasta atitudine s-a tradus printr-o sustinere publica moderata (recunoasterea oficiala a unor
comitete reprezentative si nu a unor guverne legitime fortate sa functioneze in afara tarilor de origine) si un
sprijin logistic limitat. Dar chiar si atunci cand razboiul nu poate fi purtat in mod direct, exista un palier in care
confruntarile continua, iar acesta este asa numitul "razboi secret” , in care sunt implicate serviciile de informatii.
Bazandu-se pe asistenta structurilor de intelligence francez si american, exilul romanesc a dezvoltat un
organism institutional care a incercat sa isi asume un rol in prima linie in aceasta confruntare aprinsa a
razboiului rece. Procesul nu avea sa fie unul simplu si predictibil, ci, in mare masura, rezultatul unor actiuni in
care cunostintele unor profesionisti s-au imbinat cu diletantismul si entuziasmul vremurilor, uneori cu rezultate
tragice.

1.1 Preambul unui proiect indraznet. 1946-1948

Aparitia Serviciu de Informatii al Militarilor Romani din Exil avea sa fie precedata de un lung sir de colaborari
mai mult sau mai putin reusite intre membrii exilului romanesc si serviciile de informatii occidentale, proces
marcat de idealism, naivitate si improvizatii. In primii ani postbelici, structurile de intelligence ale puterilor
vestice au preferat sa racoleze fosti membri ai spectrului politic sau fosti ofiteri care, la randul lor, sa creeze
retele informative sau sa controleze calauze capabile sa aduca din tara oameni si informatii. Totusi, toate



aceste proiecte s-au facut fara o strategie clara, cu un spectru mult prea larg al scopurilor care ar fi trebuit
urmarite, osciland de la scoaterea din Romania a unor persoane de interes sau trimiterea de ajutoare materiale
familiilor celor arestati pe motive politice la crearea de retele de spionaj si sprijinirea grupurilor de rezistenta din
munti. Aceasta prima perioada, cuprinsa intre 1946-1948, este caracterizata de entuziasmul de a actiona in
orice mod posibil impotriva regimului de la Bucuresti, proiectele fiind nu de putine ori implementate in pripa si
fara o temeinica pregatire prealabild. Confruntati cu asteptari ridicate (si uneori nerealiste) ale reprezentantilor
serviciilor de informatii occidentale, oamenii de legatura din exilul romanesc au incercat sa le dovedeasca
partenerilor vestici ca refugiatii romani pot executa misiuni periculoase si se pot achita cu succes de sarcinile
trasate. Acest idealism avea Tnsa sa se rasfranga intr-un numar alarmant de arestari si condamnari la ani grei
de inchisoare ale agentilor trimisi dincolo de Cortina de Fier, in limitarea severa a posibilitatilor de contactare a
celor ramasi Tn tara si, mai ales, in constrangerea serviciilor de informatii francez si american de a-si reevalua
strategia cu privire la Romania comunista.

Astfel, coagularea structurii informative roméanesti la Paris a fost rezultatul unor circumstante istorice create de
sfarsitul celui de-al Doilea Razboi Mondial si, ap0| de declansarea Razboiului Rece. Indreptarea refugiatilor
poI|t|C| catre Franta a venit, intr-o oarecare masura, in virtutea unei traditii: la sfarsitul anilor "40, societatea
romaneasca era inca, in buna masura, francofila, iar unii dintre cei care aveau sa formeze Serviciul de
Informatii al Militarilor Roméani din Exil sau sa grawteze in jurul sau erau vorbitori de franceza ori, precum
generalul Dumitru Petrescu, chiar studiasera in Franta. in plus, la Paris exista deja o comunitate romaneascé si
practica uzuala a functionarii unor organizatii care sa-i reuneasca pe membrii acesteia (bazate cu precadere pe
considerente culturale sau religioase), astfel ca exista o infrastructura institutionala ce s-a augmentat dupa
1945, favorizand sosirea si acomodarea unui mare numar de romani. Un alt aspect care a contat in atragerea
refugiatilor romani catre capitala Frantei - in special diplomati sau politicieni - au fost lucrarile Conferintei de
Pace din 1946, cand Alexandru Cretzianu si Grigore Gafencu au incercat sa formeze un grup de lucru care sa
faca lobby in favoarea cauzei romanest|[32]

in al doilea rand, politica guvernului de la Paris fatd de refugiatii poI|t|C| era sensibil mai deschisa si mai
toleranta Th comparatie cu cea a Londrei ori a Washmgtonulw, care Ti treceau printr-un lung sir de verificari si
interogatorii pe cei ajunsi in lagarele din Austria[33] (locul predilect de traversare a Cortinei de Fier). Atitudinile
guvernelor centrale se reflectau totodata si in strategiile serviciilor de informatii. Britanicii aveau o atitudine
rezervata[34], nu incercau sa racoleze noii-veniti, asteptand ca posibilii informatori sau agenti sa faca ei primul
pas si sa caute o legatura, plecand astfel in posibila colaborare de pe o pozitie inferioara de negociere. In plus,
contactul cu Intelligence Service presupunea o lunga perioada de ancheta, candidatii fiind verificati cu
scrupulozitate si tratati cu raceala[35]. Americanii erau, in majoritatea cazurilor, interesati strict de informatie i
nu de informator, platind datele care le erau furnizate si rareori oferind un venit constant unei persoane. In
schimb, serviciile franceze nu posedau capacitatile logistice ale partenerilor occidentali, astfel ca nu respingeau
ideea crearii unei structuri nationale, care sa functioneze, in linii mari, independent si care doar sa livreze
rezultate operative si informatii in schimbul stipendiului[36].

De asemenea, nu trebuie pierdut din vedere si un aspect practic: Franta era mai aproape decat Marea Britanie
ori Statele Unite ale Americii. Pentru un refugiat, sosit de dincolo de Cortina de Fier adeseori fara bani sau alte
posibilitati materiale[37], era mult mai accesibil sa ajunga la Paris decéat sa treaca oceanul Atlantic ori Canalul
Manecii. Germania nu constituia o reala optiune, deoarece la sfarsitul anilor *40 era inca puternic devastata de
experienta celui de-al Doilea Razboi Mondial, astfel ca sansele de a-si construi 0 noud viata erau sensibil mai
mici decat Tn alte tari din occident. In acelasi timp, nici Spania nu era o varianta pentru multi, atat din cauza
costul mai mare de a ajunge Tn peninsula Iberica, cat si a regimului politic autoritar al generalului Francisco
Franco (de aceea, o parte semnificativa a celor ajunsi in Spania in primii ani ai comunismului romanesc erau
legionari[38] sau, cel putin, simpatizanti ai dreptei nationaliste[39]).

In lipsa mijloacelor de consultare a arhivelor serviciilor de informatii din occident, identificarea modurilor in care
s-a conturat ideea unei colaborari intre membirii exilului roméanesc si serviciile de informatii occidentale in
vederea unor actiuni impotriva guvernului (pro)comunist de la Bucuresti poate fi numai dedus prin actiunile
ulterioare. Conform datelor identificate pana in prezent, primele proiecte in acest sens par sa se fi petrecut in
primavara lui 1946, iar intermediarul a fost Alexandru Cretzianu[40], care |-a contactat pe maiorul Bazil Ratiu.
Acesta din urma fusese numit la data de 1 septembrie 1944 in pozitia de atasat militar adjunct la reprezentanta
dlplomatlca din Ankara a Regatulw Roman[41]. Tn prlmele luni, a fost subordonat direct colonelului Lupescu,
insa, odata cu rechemarea in tara a superiorului sau, maiorul Ratiu a preluat, cu titlu interimar, functia de
conducere a biroului militar din cadrul ambasadei. Ca urmare a inceperii epurarilor din armata, la 1 iulie 1945,
maiorul Ratiu a primit ordin de rechemare in tara, insa, folosindu-se de tertipuri tehnice si financiare, ofiterul a
amanat plecarea din Turcia pana la inceputul anului urmator, cand, confruntat cu un ultim termen de revenire la
unitatea de care apartinea, si-a Tnaintat demisia din cadrul armatei[42]. Cu toate ca de jure nu mai facea parte
din reprezentanta diplomatica romana, Bazil Ratiu a continuat sa fie considerat de facto un reprezentant al
Romaéaniei, fisa biografica din dosarul de urmarire deschis peste ani de Securitate mentionand ca "dupa
terminarea oficiala, definitiva, a functiei de atasat militar adjunct in Turcia, maior Ratiu a mai ramas in Ankara
cateva luni, continuand sa frecventeze cercurile diplomatice din Ankara si in special atasatii militari: englez,
american, francez, grec, elvetian si atasatii militari polonez si iugoslav” [43].

Momentul de cotitura in destinul maiorului Ratiu, I-a constituit solicitarea intempestiva a lui Cretzianu de a se
intalni la Istanbul, la inceputul lui iunie 1946[44]. Subiectul discutiilor dintre Alexandru Cretianu si Bazil Ratiu
poate fi numai intuit, avandu-se in vedere colaborarea discreta, dar de lunga durata, a celor doi, precum si
faptul ca, imediat dupa ce s-a intors la Ankara, Ratiu a Tnaintat autoritatilor turce si celorlalte reprezentante
diplomatice instiintarile protocolare privind plecarea sa din Turcia. Cel mai probabil, fostul ministru Ti solicitase
implicarea in activitatea exilului romanesc din Franta, mai ales ca in acea perioada se deschideau lucrarile
Conferintei de Pace de la Paris. La numai doua zile dupa intoarcerea la Ankara, Bazil Ratiu si sotia sa
paraseau capitala Turciei, cu destinatia Istanbul, de unde, pe 19 iulie, aveau sa plece cu vaporul catre
Franta[45]. Fostul ofiter s-a stabilit la Paris, unde, in primele luni, a lucrat sub coordonarea lui Grigore Gafencu
si a lui Viorel Tilea[46] in vederea tiparii si raspandirii de articole si memorii favorabile Romaniei. In acest
interval sunt identificate primele informatii care concorda spre stabilirea unor legaturi intre maiorul Ratiu si
serviciile de informatii occidentale. Aceste contacte s-au petrecut fie prin intermediul colonelului
Tomoroveanu[47], fie prin abordarea directa de catre Robert Frick[48], care era considerat unul dintre oamenii
cu legaturi la nivelul Marelui Stat Major francez[49]. Penuria de variante din randul exilului romanesc capabile
sa se implice Tn actiuni de intelligence, precum si solida pregatirea militara a lui Bazil Ratiu, |-au adus pe acesta
nu numai in vizorul serviciilor de informatii franceze, ci si al celor americane. Astfel ca in acelasi interval
temporal - sfarsitul anului 1946 si inceputul anului 1947 - in care se afla in discutii cu reprezentantii Parisului,
maiorul Ratiu a fost contactat de un emisar al serviciului de spionaj al Washingtonului in vederea punerii



bazelor unei retele informative in Roméania. Bazil Ratiu avea insa sa decline oferta primita din partea structurii
americane[50], preferand, pentru moment, sa intre in serviciul structurii franceze.

Inca din aceasta perioada incipienta a actiunilor de spionaj Tn care erau implicati membrii exilului romanesc, se
poate distinge o divizare a activitatii: maiorul Bazil Ratiu era omul legatura de legatura al serviciilor de informatii
din Hexagon, dar rolul sau viza mai degraba coordonarea sectorului ofensiv, adica trimiterea de oameni in tara,
identificarea de rute de trecere clandestina si creare de retele de informatori. Palierul contrainformativ, cel al
verificarii romanilor care veneau Tn Franta si al obtinerii de date de la acestia, pare sa fi fost in subordinea lui
lon Tomoroveanu a carui carte de vizita cu siguranta avea sa-I recomande pentru aceste responsabilitati.
Nascut la Ploiesti in 1899, intr-o familie cu traditie militara, a urmat scoala primara in orasul natal si apoi Liceul
Militar din lasi. A intrat in 1916 la Scoala de Artilerie, Geniu si Marina si, imediat dupa absolvirea sa precipitata
in primavara anului urmator, a fost aruncat direct in luptele de la Marasesti unde s-a remarcat prin vitejia si
capacitatile sale, fiind decorat personal de generalul Scerbacev cu Crucea "Sfantul Gheorghe” . Cariera a
cunoscut o schimbare esentiala peste mai bine de doua decenii, cand la 1 aprilie 1941 cand a fost numit atasat
militar al Legatiei roméane de la Vichy. Pe langa sarcina sa oficiala, de coordonare a respectarii contractelor de
inzestrare cu armament francez si de receptie a materialului ce urma sa fie trimis in tara, Tomoroveanu a primit
si indatoriri de a activa in domeniul informativ. Locotenent-colonelul (avansat in 1943 la gradul de colonel) s-a
achitat foarte constiincios de misiunea sa secreta, superiorii ierarhici considerand ca

Materialul informativ procurat consta in studii si multiple note. Prezentate in mod impecabil ca fond si formula,
darile de seama si diferitele rapoarte si documente trimise au excelat prin obiectivitate, justetea observatiilor,
seriozitatea gandirii, importanta problemelor tratate si realismul concluziilor. Totdeauna complete - desi foarte
sintetice - si cu date concrete asupra starilor de fapt, ele au pus M. St. M. in mod precis si permanent la curent
cu situatia politica, economica si militara a Frantei[51].

Este neclar de cand a inceput conlucrarea Ilui Tomoroveanu cu serviciile secrete franceze si cu care dintre ele
lucra de fapt. Inceputa foarte probabil mai devreme, colaborarea exista cu siguranta in 1948 cand, la revenirea
sa in Franta, Constanta Magos il gasise pe Tomoroveanu in stransa legatura cu un serviciu secret din
Hexagon, fara sa isi poata da seama exact despre care structura este vorba[52]. De asemenea, si liderii
taranisti cunosteau faptul ca, aproape intotdeauna, cuvantul lui Tomoroveanu era cel care conta in analizele
facute de autoritatile de la Paris refugiatilor romani.

Daca in Franta se coagula comunitatea roméneasca, mult mai efervescent si mai atractiv, din punct de vedere
al datelor, era insa spatiul austriac, impartit la acel moment in patru zone de ocupatie (sovietic, american,
francez si britanic). Motivul era unul cat se poate de simplu: proximitatea fatd de granita roméaneasca il
transforma in destinatia predilecta a celor ce fugeau din tara, via Ungaria, fiind practic primul popas Tn drumul
spre lumea libera. Comandamentul militar francez din capitala austriaca, condus de colonelul Lafaille si
secondat de capitanii de Ravegnel[53] si Maurice Manjan[54], functiona ca o umbrela pentru serviciul de
informatii francez aflat in coordonarea lui Pierre Boullen[55]. Daca despre primii doi informatiile sunt foarte
sumare, despre Maurice se cunoaste ca a avut un rol central in ajutorarea refugiatilor romani, si Tn special a
national-taranistilor, care soseau din tara in perioada 1947-1948, furnizandu-le acestora documente de
calatorie si facilitandu-le drumul spre vest. O buna parte dintre ei s-au stabilit la Paris, ceea ce nu a insemnat si
incheierea relatiei dintre Maurice (deseori consemnat in documentele Securitatii drept "Moris” ) si liderii politici
taranisti, ci dimpotriva, agentul francez fiind cel care, in anii urmatori, furniza informatii din tara[56] lui Virgil
Veniamin[57] si lui Romulus Boila[58]. Activitatea lui nu s-a limitat numai la munca informativa in Austria, ci a
intreprins si 0 lunga misiune secreta in Romania, in 1947, in cadrul careia a calatorit la Timisoara, Bucuresti si
Constanta, unde a strans numeroase date despre capacitatile militare si dispozitivele de aparare, atat din zona
capitalei, cat si de la malul marii[59]. O serie de schimbari radicale s-au petrecut in 1948 in celula operationala
franceza: in vara, linia militara a fost dublata de una civila, iar In toamna, aceasta din urma avea sa ramana
singura functionald, rolul principal in coordonarea activitatii informative din domeniul emigratiei romanesti
avandu-l Pierre Boulen[60]. Acesta lucra cu numele conspirativ Pierre Bissot, sub legenda ca fi membru al
reprezentantei diplomatice al guvernului de la Paris. In realitate, Boulen avea misiunea de a identifica refugiatii
romani, de a-i interoga si verifica, iar pe cei care treceau de aceste probe, sa le faciliteze obtinerea de
documente de identitate. Cu toate ca era un bun cunoscator al limbii romane si al societatii romanesti (in
mijlocul careia traise cea mai mare parte a vietii), Boulen se sprijinea masiv pe Gelu Belu, mai ales ca acesta
din urma vorbea fluent maghiara, germana si franceza.

Totusi, in 1947 si primele luni ale anului urmator, mai ales pana la aparitia si cresterea in importanta a liniei
civile, serviciile de informatii franceze din Viena au apelat |la Liviu Bodolea[61]. Fost locotenent in Armata
Regala Roména si anticomunist convins, era cunoscut drept una dintre calduzele de incredere, deosebit de
energic in activitatea sa de scoatere din tara a persoanelor care cautau sa fuga in vest. Pe langa increderea de
care se bucura in randul membrilor exilului si al personalului de legatura din Hexagon, aspectul care
individualiza pe Bodolea, in raport cu alte calauze, era completul sau dezinteres fata de posibilele castiguri
materiale rezultate din actiunile sale transfrontaliere. Conform datelor identificate pana in acest moment,
obiectivele lui Liviu Bodolea constau in stabilirea unei rute functionale de trecere clandestina a frontierei precum
si de sondare a opiniei publice referitoare la starea politica din Romania, urmand ca aceste informatii sa fie
transmise partii franceze prin note scrise dupa fiecare sosire din tara[62].

Spre deosebire de Bodolea, care era considerat un om de actiune pe teren, Gelu Belu era mai degraba un
agent de birou, iar rolul sdu avea sa creasca si sa se consolideze o data cu disparitia lui Bodolea, devenind unul
dintre cel mai activi si importanti agenti secreti est-europeni din Viena anilor 1948-1955. Belu s-a nascut in
1916 in comuna Dileul Vechi din Mures, insa a copilarit Tn Aiud, unde tatal sau era preotul confesor al inchisorii
din localitate, prin intermediul acestuia cunoscand pe unii dintre legionarii incarcerati in penitenciarul
transilvanean. Absolvent al Facultatii de Chimie din Cluj, Belu a fost incorporat in armata roména, participand la
luptele de pe frontul de antisovietic[63], iar dupa razboi a fost implicat in diferite afaceri falimentare. Chiar daca
nu era inscris propriu-zis in Partidul National Taranesc, colabora cu persoane din conducerea principalului
oponent democratic al comunistilor, Belu si cumnatul sau fiind cei care i-au pus la dispozitie lui llie Lazar
masina cu care politicianul s-a deplasat la Tamadau[64]. Dupa scoaterea in afara legii a PNT-ului si valurile de
arestari din vara lui 1947, Gelu Belu a inteles ca poate veni oricand si randul sau sa fie retinut de Siguranta, asa
ca a decis sa plece clandestin din tara[65], reusind acest in noiembrie 1947, cu ajutorul lui Bodolea[66], si tot
prin intermediul acestuia a fost incadrat in structurile franceze din Viena. Activand sub identitatea conspirativa
de "capitanul Joseph Fabre” , Belu avea sa devina, in scurt timp de la sosirea sa in capitala austriaca, omul de
legatura al autoritatilor franceze si americane. Rolul sau principal era de a participa la interogarea nou-venitilor
romani si de a-i asista pe anchetatori in procesul de verificare a legendelor oferite de cei cercetati, pentru a
preveni eventualele infiltrari ale unor agenti trimisi de autoritatile roméne. Totodata, avea misiunea de a procura



de documente de identitate noilor veniti[67], asa cum a cazul lui Mihail Tantu[68] sau al lui Silviu Craciunas[69].
Din 1949, pozitia sa se va consolida odata cu edificarea structurii informative romanesti de la Paris, devenind
reprezentantul ei de la Viena, in timp ce libertatea sa de actiune s-a marit: s-a implicat in identificarea de
calauze, a supervizarea pe teritoriul austriac al agentilor care urmau sa treaca sau trecusera granita austriaco-
maghiara, si a incercat sa recruteze marinari roméani care efectuau curse pe Dunare[70] pentru a-i utiliza ca
informatori ori curieri. Practic, in angrenajul SIMRE, Gelu Belu va fi responsabilul pentru sectorul austriac, prima
plasa a noilor veniti si ultima zona de protectie a celor care plecau catre Roméania.

1.2 Primele "batalii” ale "razboiului secret”

La Tnceputul anului 1948, ideea unui serviciu de informatii romanesc de sine-statator, care sa functioneze in
relatie cu structurile similare occidentale, nici nu era luata in calcul. Atat autoritatile franceze, cat si cele
americane, angajau sau se foloseau de diferite persoane din cadrul exilului romanesc pentru firavele actiuni
informative care vizau palierul romanesc. Ceva mai mult interes pentru un astfel de demers venea din partea
comunitatii romanesti, insa conflictele interne care macinau exilul si intérziau crearea unui organism politic cu
rol de reprezentare, asa cum avea sa fie Comitetul National Roman, nu faceau altceva decat sa amane
discutiile in acest sens. Pe de alta parte, lipsa resurselor umane isi spunea cuvéantul, deoarece inchiderea
granitelor si sporirea controlului la frontiera au limitat numarul celor care incercau sa paraseasca tara. In plus,
dintre cei care totusi reuseau in aceste actiuni deosebit de riscante, prea putini aveau cunostintele tehnice
necesare implicarii intr-un proiect de intelligence ori disponibilitatea de a se alatura unei actiuni care i-ar fi adus
din nou in situatii ce i-ar fi expus unor primejdii deloc neglijabile. Nu in ultimul rand, exista inca o perceptie ca
autoritatile din tara sunt inca prea putin consolidate pentru a putea contracara efectiv activitatile intreprinse din
exil catre sau pe teritoriul romanesc, astfel ca orice actiune va avea rezultate. Desfasurarea tragica a
evenimentelor ii va obliga insa pe cei din occident sa isi reevalueze optiunile, dupa o serie de agenti pierduti in
misiuni Si numeroase obiective nerealizate.

Prima lovitura suferita de catre exilul romanesc care colabora cu structurile de informatii occidentale, si in
special cu cel francez, a fost reprezentata de caderea lui Liviu Bodolea. Acesta plecase in tara, la inceputul lui
aprilie 1948[71], trecand prin Ungaria, avand misiunea de a-l contacta pe inginerul Grigore (numele conspirativ
al lui Silviu Craciunas) cu care discutase la precedenta sa venire, cu doua luni mai devreme, despre
posibilitatea stabilirii unei legaturi printr-o statie de emisie-receptie pe care Craciunas sa o utilizeze in vederea
transmiterii de informatii. Echipamentul era in posesia unui preot francez care il ascunsese intr-o groapa si
care ar fi urmat sa i-I dea lui Bodolea, Tn schimbul unei parole. Pentru siguranta, cifrul necesar comunicarii
fusese trimis in tara pe o alta ruta: Gelu Belu il daduse ofiterului englez Montgomery care urma sa plece in
Romaénia[72], iar militarul trebuia sa il dea unei tinere din Bucuresti pe care avea sa o recunoasca in urma unui
schimb de replici prestabilite. Abia aceasta era cea care avea misiunea de a-l transmite lui Craciunas sau lui
Bodolea, incheind astfel cercul necesar punerii in functiune a statiei de emisie-receptie[73]. De asemenea, la
inapoierea catre Austria, Bodolea urma sa il ia cu el si pe scriitorul Pavel Chihaia[74] caruia ii promisese ca il va
ajuta sa iasa din tara. Este cert faptul ca Liviu Bodolea a ajuns in tara, dovada fiind cartea postala codificata pe
care a trimis-o la jumatatea lunii aprilie catre o adresa postala de legatura din Budapesta, precum, declaratiile
llenei Belu[75] despre vizita facuta familiei de catre acesta[76], precum si reintalnire lui Bodolea cu francez Katz
la Statuia Aviatorilor din Bucuresti, petrecuta in jurul datei de 15 aprilie, ocazie cu care agentul de la Viena se
plangea ca nu reuseste sa-l gaseasca pe Craciunas[77]. Ce s-a intdmplat cu exact in primavara acelui an este
acoperit de multe semne de intrebare. Silviu Craciunas a fost descoperit si arestat la 7 aprilie, moment din care
a inceput sa le furnizeze anchetatorilor sai declaratii ample despre actiunile secrete si despre legaturile cu
diferite persoane din exil, printre care si Bodolea. Probabil ca acesta din urma a aflat de retinerea lui Craciunas,
astfel a decis ca misiunea sa in tara s-a incheiat si trebuie sa se intoarca in exil (totusi fara Chihaia). Nu avea
insa sa mai ajunga niciodata la Viena: o nota din dosarul intocmit de Securitate pe numele lui Liviu Bodolea
mentioneaza ca agentul ar fi fost ucis pe 24 aprilie 1948, pe raza comunei Sanmartin, in timp ce incerca sa
treaca granita in Ungaria[78].

Tot in 1948, centrul de la Paris a reusit racolarea a doi tineri care ajunsesera in capitala Frantei si se aflau in
cautarea unei stabilitati financiare si a unor perspective de viitor. luliu Simandan si Coriolan Gherman se
incadrau Tn profilul aventurierilor care aparusera in haosul postbelic. Motivele pentru fiecare parasise tara, fara
a fi vreo legatura prealabila intre cei doi, tineau mai degraba de aspectele mundane ale tineretii decat de
climatul socio-politic din tara. Simandan avea 29 de ani atunci cand, aflandu-se intr-o bar din Arad, a facut
cunostinta cu Mircea Paduraleanu[79], si impreuna cu acesta a luat ad-hoc decizia de a trece granita clandestin
si de a ajunge n Franta[80], unde avea un frate stabilit inca din 1945. Planul a fost pus in aplicarea in noaptea
de 3 februarie 1948, iar locul ales pentru trecerea granitei romano-maghiare a fost Nadlac. La Budapesta,
grupul s-a marit prin venirea lui Leon Paduraleanu[81], fratele lui Mircea Paduraleanu, iar toti trei au reusit sa
treaca granita in Austria, ajungand la Steyr, in sectorul de ocupatie american. La scurt timp dupa prezentarea
in lagarul de refugiati, acestia au fost supusi unui interogatoriu dus de seful CIC[82] din Steyr, fiind chestionati
"daca sunt rusi multi, [despre - n.m.] situatia economica, daca nu stiu unde sunt trupe rusesti, ce ministri sunt in
quvern, daca este aviatie rusa, daca sunt multi condamnati politici, daca este armata multd roméaneasca,
deportéri daca se mai fac” [83]. In fata anchetatorilor, luliu Simandan a declarat ca temeiul gestului de a péarasi
clandestin Romania a fost "ca n-am gasit de lucru nicaieri si nu ma acomodam cu regimul actual[84]” . In
realitate, situatia sa familiala si financiara l-au determinat sa plece din tara[85], in timp ce referinta la situatia
politica era utilizata pentru a-i conferi statutul de refugiat politic si de a-i asigura un sprijin din partea autoritatilor
americane. De la Steyr a calatorit impreuna cu Bazil Livian[86] la Innsbruck, in sectorul francez, unde a fost din
nou supus unui interogatoriu (in care nu a fost implicat Gelu Belu), iar apoi a plecat singur catre lagarul de
refugiati de la Freiburg, ca ulterior sa ajunga la Paris, unde I-a contactat pe fratele sau.

Esecul in amor, lipsuri materiale si nesiguranta zilei de maine se regasesc si in cazul lui Coriolan Gherman, cel
de-al doilea tanar racolat de centrul embrionar de la Paris. Nascut in 1925, |la Careii Mari, in familia unui prefect,
Coriolan Gherman a devenit, dupa 1945, student la Facultatea de Medicina din Cluj. Atractiile orasului si-au pus
amprenta pe stilul sdu de viata, iar traiul luxos |-a facut s& acumuleze datorii considerabile, dobandind in acelasi
timp si o boala venerica. In plus, performantele scolare au scazut continuu, ajungand sa fie nevoit sa repete
anul de studiu, ceea ce i-a cauzat puternice certuri cu tatal sau. In acest context, Coriolan Gherman a
cunoscut-o pe tanara evreica Aurelia Streiker, dar, constient ca din cauza situatiilor materiala si universitara nu
va fi bine primit in familia Streiker, Gherman a cautat sa isi indrepte imaginea in ochii parintilor fetei. lar nevoile
sale au corespuns la fix celor ale capului familiei Streiker. Acesta din urma era la curent cu dorinta lui Willy
Filderman[87] de a parasi clandestin Romania, iar prin mijlocirea plecarii liderului Uniunii Comunitatilor Evreiesti
din Romania, si-ar fi intarit prestigiul in cadrul comunitatii mozaice din regiune. In plus, batranul Streiker ar fi
reusit sa isi contacteze fiul aflat la Paris (care ar fi primit un ajutor banesc pentru serviciul mijlocit de tatal
sau[88]), iar Coriolan Gherman si-ar fi refacut situatia financiara prin plata pe care ar fi primit-o pentru serviciile



de calauza. Ar fi fost practic o afacere din care fiecare participant avea de castigat. Astfel, realitatea socio-
politica a epocii si schimbarea radicala a societatii romanesti, in urma instaurarii comunismului, reprezentau
numai imaginea de ansamblu pe care se asezau motivele majore pentru care Gherman a decis sa aleaga o
viata aventuroasa si sa se implice in actiuni de trecere clandestina a frontierei. Resorturile deciziei sale sunt
confirmate chiar de Coriolan Gherman intr-unul dintre interogatoriu luate Tn octombrie 1948:

ii mintisem [pe parinti - n.m.] in ultimul timp cat priveste examenele. Si acum imi era imposibil sa suport marea
rusine de a ma sti dat inapoi cu ani de studii si cu o boala de aceasta natura pe deasupra. Apoi ma temeam ca
in scurt timp sa nu afle de toate acestea si Aurelia Stricker si familia ei. Acestea au fost motivele hotaratoare ale
gestului meu de plecare[89].

Pentru testarea rutei Resighea[90] - Nyirbator[91], aflata in zona in care copilarise si pe care o cunostea foarte
bine, Coriolan Gherman a decis sa efectueze doua incercari, care I-ar fi ajutat s& acumuleze experienta si sa i
amelioreze starea financiara. In primul caz, i-a ajutat pe un anume Gruber[92] si pe partenera acestuia sa
ajunga pe teritoriul maghiar. Actiunea, petrecuta la inceputul anului 1948, s-a desfasurat fara probleme, iar
dupa trecerea frontierei, calauza s-a intors in tara. Al doilea grup a fost constituit din lonel Rotbert, Martin
Rotbert si Oscar Monblatt, iar trecerea a fost una reusita, Gherman intorcandu-se inca o data in Romania. A
treia trecere a granitei avea insa sa fie cea mai riscanta, dar si cea mai profitabila. Grupul era cel mai consistent
si era format dintr-un barbat si trei femei: doctorul Wilhelm Filderman, sotia acestuia, doamna Zanea si nepoata
sa Wicki, iar in cazul ajungerii in siguranta in Austria, liderul comunitatii evreiesti ii promisese calauzei ca ii va
facilita drumul catre Paris, unde Gherman intentiona sa Tsi reia studiile medicale.

Dupa sosirea in siguranta la Viena, Coriolan Gherman a fost luat in primire de catre serviciile de informatii
americane si franceze care l-au supus obisnuitului interogatoriu aplicat oricarui nou-venit din estul Europei[93].
Avand insa protectia lui Filderman, Gherman nu a mai trecut prin lagarele din Austria ori Germania, asemenea
lui Simandan, ci a ajuns direct in capitala Frantei la 16 august 1948[94].

Sosirea lui luliu Simandan si a lui Coriolan Gherman la Paris au fost aproape concomitente. Si unul si celalalt
au mers in Rue Jean de Bauvais nr. 9, unde functiona Comitetul de Asistenta Roman (CAROMANJ[95]), pentru
obtinerea documentelor necesare sederii in Franta, a unei locuinte temporale si a unui sprijin material. Institutia
romaneasca de ajutor a refugiatilor era condusa de un comitet format din Virgil Micu[96] si Constantin "Tache”
Stancescu[97], insa cel care se afla in relatii cu maiorul Bazil Ratiu era Micu. Mai intai, acesta din urma i-a
convins pe Simandan si Gherman sa accepte sa se intoarca in tara si sa scoata - contra cost - o serie de
persoane pentru care rudele aflate Tn occident vor plati[98]. Conform intelegerilor stabilite la Paris, luliu
Simandan trebuia sa-i aduca din Romania pe Elisabeta Simandan (sotia sa), pe sotia si copilul lui Virgil Micu,
precum si alte persoane (daca familiile din occident puteau obtine, in timp util, banii necesari - aspect ce se va
dovedi crucial in desfasurarea ulterioara a misiunii), iar Coriolan Gherman pe o anume doamna Baraf si cei trei
copii ai sai, precum si pe cei doi copii ai lui Rica Georgescu[99]. Modificarea caracterului actiunii pe care cei doi
tineri urmau sa o efectueze in tara s-a petrecut treptat. Mai intai, Virgil Micu a mijlocit o intalnire intre Gherman,
Simandan si Horatiu Comaniciu[100], acesta din urma cerandu-le calauzelor ca atunci cand se vor afla in tara,
sa se intereseze de soarta Liviu Bodolea, Silviu Craciunas si un anume Breazu, iar in cazul in care vreunul
dintre ei reuseste sa 1i intalneasca, sa preia de la acestia rapoarte scrise pe care sa le aduca la Paris. Atat
Simandan, cat si Gherman au acceptat fara rezerve aceasta rugaminte, chiar daca nu ii cunosteau pe vreunul
dintre cei trei, iar singurul mod n care ar fi putut intra in legatura cu acestia ar fi fost prin intermediul surorii lui
Virgil Micu, a carei adresa le-a fost constant repetata de secretarul CAROMAN.

Compromisul facut fata de Micu a dat nastere unuia si mai amplu: prin intermediul reprezentantului comitetului
de pe Rue Jean de Bauvais, Gherman si Simandan au facut cunostinta cu Bazil Ratiu, "creierul” structurii
incipiente din Paris. Fostul ofiter le-a cerut sa colaboreze cu centrul de informatii si, in urma acceptului tacit al
celor doi, le-a trasat urmatoarele sarcini:

sa ne interesam si prima data numai sa facem legatura la granita pentru alte treceri. Ne-a mai spus sa
observam daca sunt trupe rusesti si unde, sa vedem daca sunt masate trupe rusesti la granita lugoslaviei, sa
vedem indicativele la misiunile rusesti, sa ne interesam de situatia economica din tara, daca sunt rusi civili,
daca poporul si In special taranimea este nemultumita, sa cautam sa gasim oameni de incredere care sa
primeasca bani si ajutoare pentru detinuti de prin inchisori si familiile acestora.[101]

Directivele trasate de catre maiorul Ratiu reflecta perspectiva celor din exil asupra situatiei din tara si prioritatile
in materie de strangere de date. Tensiunea dintre puterile occidentale si lagarul estic se afla in 1948 la cote
ridicate, astfel ca perspectiva unui conflict militar intre cele doua blocuri domina orizontul de asteptare imediat,
captand atentia strategilor militari si a structurilor secrete. Accentul informativ al misiunii este pus pe
cunoasterea desfasurarii de forte a Armatei Rosii pe teritoriul romanesc si, in special, pe dispunerea trupelor pe
granita iugoslava, motivul fiind dat de recenta disidenta a lugoslaviei lui Tito fata de politica Moscovei. De
asemenea, datele despre starea populatiei erau necesare pentru intelegerea reverberatiilor pe care le-au avut
in societatea romaneasca masurile recente luate de regimul comunist de la Bucuresti (desfiintarea partidelor
democratice de opozitie, abolirea monarhiei, arestarea lui Lucretiu Patrascanu sau promulgarea noii constitutii a
Republicii Populare Romane). In 1948, strategia centrului de la Paris era, asadar, una mai degraba prudents,
de testare a populatiei, de strangere de date militare, "vandabile” catre serviciile de informatii occidentale, si de
stabilire a unor canale de aprovizionare cu ajutoare a celor afectati de represiunea politica dusa de institutiile de
forta ale regimului comunist, in speranta supravietuirii pana la o asteptata rasturnare a puterii de la Bucuresti.
De punctat este faptul ca atat luliu Simandan, cat si Coriolan Gherman, au ajuns in mod conjunctural in

postura de agenti ai serviciilor de informatii occidentale. Nici unul nu plecase din tara din cauza comunismului Si
nici unul nu se intorcea in tara pentru a lupta impotriva sistemului impus in Roméania de Moscova, prin
intermediul Armatei Rosii si al Partidului Comunist. Imboldurile care au stat la baza acceptarii cererilor venite
din partea lui Micu, Comaniciu si, mai ales, Ratiu sunt mai degraba de ordin financiar si practic decat ideologic.
Asa cum aveau si anchetatorii romani sa constate, unul dintre principalele motivele a fost facilitatea drumului
Paris - Viena si retur[102], ceea ce i-ar fi scutit de dificultatile logistice (procurarea documentelor si aprobarilor
aferente) si de presiunea financiara (nemaiavand, in acest mod, nevoie sa cheltuie bani cu transportul). In plus,
in perspectiva stabilirii in occident, a finalizarii studiile si a gasirii unui loc de munca, relatiile pe care Micu si
Ratiu le aveau puteau juca un rol esential, astfel ca acceptarea cererilor celor doi putea insemna ca si acestia,
la randul lor, le-ar putea intoarce favorul.

Cel putin aparent, Ratiu nu intentiona ca trimiterea in tara a lui Gherman si a lui Simandan sa fie o misiune
ocazionala. La finalul discutiei pe care a avut-o cu cei doi agenti, fostul ofiter le-a comunicat ca dupa doua sau
trei misiuni reusite, vor beneficia de stagii de pregatire in domeniul spionajului si al sabotajului in cadrul unor
centre de instructii din Elvetia sau Marea Britanie[103]. Cu toate ca la o prima vedere pare ilogica trimiterea in



misiuni riscante a unor agenti neantrenati, motivatia ar putea tine fie de amatorismul abordarii de catre centrul
de la Paris, fie de verificare a capacitatilor, precum si a onestitatii celor doi. De asemenea, in lipsa altor
documente de arhiva, este imposibil de stabilit daca promisiunea unei instructii intr-un centrul al serviciilor
britanice sau elvetiene era o fabulatie menita a le ridica moralul si a le da incredere lui Gherman si lui Simandan
intr-o colaborare de lunga durata, daca era un deziderat propriu al lui Ratiu sau daca existasera discutii
prealabile cu structurile occidentale in acest sens. Actiunea, in ansamblul sau, s-a desfasurat sub obladuirea
serviciului de informatii francez, dovada fiind faptul ca de la Paris la Innsbruck, unde au facut cunostinta cu
maiorul Blondel[104], cei doi agenti au calatorit cu avionul, in uniforme militare franceze, iar, la Viena, Gelu
Belu le-a mijlocit o intalnire cu ofiterul Morris[105] de la Biroul 2 care le-a retrasat exact aceleasi sarcini pe care
le primisera si la Paris de la Bazil Ratiu[106], ceea ce atesta ca maiorul Ratiu actiona in colaborare cu structura
franceza. Totodata, Belu i-a indicat lui Coriolan Gherman si o serie de persoane din familia sa[107] (precum
inginerul loan Boros[108], cumnatul agentului de la Viena) pe care putea sa le contacteze daca misiunea i-o
cerea.

Dupa o perioada de asteptare in capitala austriaca cauzata de intarzierea primirii unor sume de bani de catre
luliu Simandan pentru scoaterea anumitor persoane, Gherman a decis, la sfarsitul lunii septembrie 1948, sa
plece singur, intrand Tn tara prin acelasi loc pe unde fugise cu aproape jumatate de an inainte. Intreaga sa
activitate din urmatoarele zile avea sa stea sub semnul absentei unei minime conspirativitati, a neglijentei fata
de posibila deconspirare a prezentei sale, a neadaptarii la noul climat socio-politic din tara si a lipsei de interes
fata de sarcinile primite de la maiorul Ratiu ori de la Maurice Manjan. Cu toate ca nu avea acte false, cu ajutorul
carora sa scape de eventualele perchezitii, Coriolan Gherman a calatorit cu trenul de la Baia Mare la Cluj, unde
s-a reintalnit cu doctorii Garoiu si luliu Pop, doi dintre prietenii s&i apropiati, cu care avea sa petreaca ostentativ
si luxos. Intre timp, a trecut pe la familia lui Gelu Belu, unde avea sa ramana timp de doua nopti, pentru a le
aduce vesti despre agentul de la Viena[109] si pentru a avea o intalnire de circa 30 de minute cu episcopul
greoc-catolic loan Suciu, intrevedere mijlocita de lleana Belu. Ulterior, s-a deplasat in capitala, cazandu-se la
hotelul Athenee Palace din centrul Bucurestilor, iar deplasarea la Arad, unde a luat contact cu familia lui Rica
Georgescu, a efectuat-o cu avionul. Scopul sau personal - acela de a scoate contra cost persoane din tara -
parea ca va fi atins, macar partial: s-a intalnit cu doamna Baraf pe care trebuia sa o duca in Austria, impreuna
cu cei trei copii, primind de la aceasta banii stabiliti[110] (cu care a petrecut la Bucuresti alaturi de prietenii
sai[111]), insa soacra lui Rica Georgescu a refuzat sé isi lase nepotii intr-o actiune atat de periculoasa precum
trecerea clandestina a frontierei. In ceea ce priveste misiunea primita din partea lui Bazil Ratiu, Gherman
aproape ca a evitat-o cu totul: singurul aspect de care s-a achitat a fost contactarea superficiala, in data de 4
octombrie, a Malvinei Alexandrescu, sora lui Virgil Micu. Scopul a fost mai degraba unul de sondare, din
curiozitate, a situatiei:

I-am spus ca va veni cineva (Simandan) dupa sotia lui Micu si i-am cerut sa ma ajute in legatura cu Craciunas
sau Bodolea. A parut asa de ingrozita incat m-a speriat si pe mine.

Mi-a spus ca si ea a fost arestata tot din cauza acestora si ca ei sunt cautati de toata politia si ca nu a mai auzit
de ei. Eu am plecat spunandu-i ca voi veni inca si daca totusi afla ceva o sa-mi comunice. De fapt, eu
intentionam sa las Tn grija lui Simandan aceasta chestiune.[112]

Dezinteresul propriu si atitudinea terifiata a Malvinei Alexandrescu au avut un puternic impact asupra lui
Coriolan Gherman, care a decis sé& renunte cu totul la achitarea de oricare sarcina trasatd de maiorul Ratiu,
Iasand indeplinirea misiunii in responsabilitatea celuilalt agent. In aceeasi zi in care Gherman trecea pentru
prima data pragul casei de pe strada Petre Poni numarul 18, luliu Simandan intra in Romania si ajungea la
Arad, producand consternare, uimire si teama atunci cand s-a prezentat la locuinta familiei sale. Spre deosebire
de Gherman, care nu a trimis nicio comunicare catre Gelu Belu sau Bazil Ratiu, Simandan a anuntat centrul din
Viena de reusita trecerii sale in Romania, trimitand la o adresa conspirativa din capitala Austriei o carte postala
cu mesajul "Loulon a ajuns cu bine” [113].

Primul dintre agentii ce urma sa se intoarca la Viena a fost Coriolan Gherman, care a stabilit ca pe 9 octombrie
sa plece din tara, impreuna cu doamna Baraf si cei trei copii ai sai[114]. Curiozitatea si lipsa de prevedere
aveau insa sa-i schimbe planurile, deoarece in seara de 8 octombrie, Gherman a decis sa o viziteze din nou pe
Malvina Alexandrescu pentru a afla daca luliu Simandan a ajuns in tara si daca a contactat-o[115]. Imobilul fiind
sub supraveghere, Gherman a fost urmarit si arestat in Piata Palatului Regal. A doua zi, cdnd Gherman ar fi
trebuit sa plece din Bucuresti catre granita, in capitala sosea luliu Simandan care a mers direct la locuinta
Malvinei Alexandrescu, pentru a se interesa, la randul sau, de Liviu Bodolea si Silviu Craciunas, fiind arestat
imediat dupa ce a iesit din imobil[116]. Prima actiune a centrului embrionar de la Paris aflat in colaborare cu
serviciile de informatii franceze se incheia abrupt, nu numai fara a reusi vreun rezultat notabil, dar chiar cu
anihilarea propriilor agenti. Nici Gherman si nici Simandan nu au obtinut informatii despre starea de spirit a
populatiei, despre situatia economica ori despre dispunerea trupelor sovietice in interiorul tarii ori pe granita
iugoslava, si nici nu au incercat sa creeze o ruta prin care sa fie trimise din occident ajutoare materiale familiilor
celor incarcerati politic. Lipsa de pregatire profesionala, amatorismul celor doi agenti si contactarea unor
persoane neverificate au dus la caderea celor doi.

Actiunea Gherman - Simandan a pus in evidenta nu numai absenta unei structuri capabila sa ofere ajutorul
logistic necesar unor misiuni cu risc ridicat, ci si scurt-circuitele dintre grupul roman si structurile franceze.
Relatia dintre cele doua parti avea sa fie caracterizatd nu numai de lupta impotriva unui dusman comun, ci si de
neincredere si de incercarea fiecareia de a profita de cealalta. Intr-un interogatoriu din 4 noiembrie 1948,
Simandan rememora una dintre ultimele discutii avute cu Virgil Micu si Bazil Ratiu Thainte de a parasi Parisul:
"Inca de la plecare Micu si Ratiu ne-au spus ca ceva informatii tot o sa trebuim (sic!) sa dam atéat francezilor de
la Viena, cat si celor de la Innsbruck, dar sa le dam eventual numai informatii mai putin importante, adica: de
ordin militar, iar nu chestiuni politice sau interne ale tarii noastre” [117]. Pozitia partii roméane fata de serviciile
franceze de informatii era, asadar, inca din 1948 una rezervata si precauta in legatura cu amploarea
colaborarii. De asemenea, o alta deficienta in materie de buna desfasurare a activitatii o reprezenta
prioritizarea céastigurilor materiale proprii in detrimentul necesitétilor informative de cétre membrii viitoarei
structuri. Intr-una dintre declaratii, Simandan afirma despre reprezentantul centrului din Viena urmatoarele: "cu
Belu discutam toata ziua si jucam de dimineata pana seara biliard, imi spunea ca sa nu mai fiu prost si s aduc
persoane si el le va trimite mai departe la Paris, dandu-i si lui un castig. Imi spunea sa nu fiu idealist ca mor de
foame” [118]. Pe de alta parte, in mod ironic si tragic, chiar actiunile trasate de maiorul Ratiu si serviciile de
informatii franceze lui Coriolan Gherman si luliu Simandan aveau proportia lor de idealism.

1.3 Contraatacul Bucurestiului

Capturarile lui Simandan si a lui Gherman au adus SSI-ului[119] primele date despre posibila organizare de
catre membirii exilului a unor structuri informative, legaturile din tara pe care contau acestia, precum si unele



dintre obiectivele serviciilor de informatii franceze. Este de punctat faptul ca autoritatile de la Bucuresti au cautat
sa duca o campanie de dezinformare a structurilor din occident, prin acuzarea lui Simandan si a lui Gherman
doar de trecerea frauduloasa a frontierei, nu si de conexiuni cu serviciile de spionaj de la Paris. Intr-o nota
strict-secreta catre colonelul Misu Dulgheru[120], cel care a coordonat anchetarea celor doi, acesta era
informat ca "ei [luliu Simandan si Coriolan Gherman - n.m.] se fac vinovati si de alte fapte, ihsa vor fi trimisi Tn
judecata si aspru pedepsiti numai pentru delictul de treceri clandestine peste granita” [121]. Cea mai probabila
explicatie este ca autoritatile romane incercau sa induca oponentilor sai din vest ideea ca nu ar fi aflat despre
implicarea structurilor de informatii franceze si nici despre misiunile in sine pe care cei doi le aveau. Cu toate
acestea, este greu de crezut ca cei din lumea libera ar fi putut considera ca, odata cazuti Tn mainile politiei
politice din Romania, ale carei metode brutale de ancheta deja erau cunoscute in occident[122], Simandan si
Gherman nu ar fi fost constransi sa declare intreaga lor activitate din lunile precedente. Cu toate acestea,
aceasta practica de dezinformare (sau, macar, tentativa sa) s-a pastrat si in anii urmatori, un exemplu fiind
procesele publice ale echipelor de parasutisti trimise Tn tara in 1953, in care numele lui Neagu Djuvara, seful
SIMRE la acel moment si direct implicat in pregatirea unitatilor, nu este deloc mentionat[123], probabil pentru a
nu se trada cunoasterea de catre Bucuresti a ocupatiei reale a fostului diplomat.

Dar Serviciul Special de Informatii al regimului de la Bucuresti, al carui scop, printre altele, era "patrunderea in
sanul reactiunii romanesti din strainatate si depistarea activitatii, intentiilor si legaturilor ei cu serviciile de
spionaj imperialiste” [124], inregistrase de-a lungul anului 1948 si alte reusite, iar una dintre cele mai notabile a
fost arestarea la 7 aprilie a lui Silviu Craciunas. Fost lider legionar repozitionat dupa 1944 ca national-taranist,
Craciunas devenise in 1947 calauza care scosese din tara persoane ca Romulus Boil&d, Horatiu Comaniciu,
Virgil Veniamin sau lon lliu[125]. In timpul anchetei, a redactat un plan de masuri care prevedea trimiterea unui
agent al SSl-ului Tn occident, pentru a se infiltra Tn structurile exilului romanesc, dovedind inteligenta, experienta
in domeniul clandestinitatii si o rapida schimbare de optica fata de regimul comunist. Utilizarea unui agent ca
Silviu Craciunas nu era atractiva numai prin prisma activitatii sale din anii precedenti sau a informatiilor cu care
le putea obtine cu privire la activitatea exilului roménesc sau a rutelor de trecere clandestina a granitei, dar se
putea dovedi deosebit de benefica pe termen lung datorita increderii depline din partea unor persoane-cheie de
la varful emigratiei[126]. Acest ultim motiv pare sa fi cantarit decisiv in deschiderea pe care Petre
Goncearuc[127], Mircea Tigoiu[128] si lonel Munteanu[129] au avut-o, in aprilie-mai 1948, fata de ideea lui
Craciunas de a intra in serviciul SSl-ului si de a fi trimis in Franta pentru a se infiltra in exilul romanesc.

Astfel ca Silviu Craciunas a fost eliberat si gazduit intr-o casa conspirativa a SSl-ului, iar intre decembrie 1948 -
februarie 1949 a trecut prin instructia necesara activitatii de spionaj, proces care a vizat mai multe paliere:
instruirea ideologica a agentului, prin parcurgerea mai multor carti de marxim-leninism si insusirea reperelor
ideologice comuniste, stabilirea modurilor de comunicare cu autoritatile de la Bucuresti sau cu rezidentele SSI
din occident, precum si crearea unei legende care sa acopere perioada care a urmat arestarii sale din 7 aprilie
1948[130], legenda care va fi asumata de Craciunas inclusiv in biografia sa publicata in 1961 in Marea Britanie.
Dat fiind atat stadiul incipient de organizare al exilului romanesc si lipsa de informatii a SSl-ului din cauza
inexistentei unei retele informative care sa lucreze in slujba regimului comunist, misiunea lui Silviu Craciunas
era una generala. Acesta trebuia sa intre Tn contact cu reprezentantii tuturor partidelor politice, dar si cu liderii
diferitelor asociatii apolitice, s& sondeze reactiile lor, s& cunoascé proiectele acestora si sa se infiltreze in cat
mai multe structuri. In al doilea rand, trebuia sa creeze o ruta transfrontaliera pe care sa o utilizeze structurile
romanesti din exil (si, preferabil, si serviciile de informatii occidentale), dar care sa se afle sub atenta
supraveghere a autoritatilor din tara. Lasand impresia stabilirii unei conspirativitati viabile, SSI-ul si Securitatea
puteau atrage un numar mai mare de agenti vestici in tara, pe care ii puteau aresta si interoga, si, de
asemenea, putea identifica oamenii de legatura din interior pe care cei din occident intentionau sa se bazeze.
Nu Tn ultimul rand, Silviu Craciunas avea misiunea de a-l intalni pe maiorul Bazil Ratiu, care, la inceputul lui
1949, era considerat de SSI drept roméanul care coordona activitatea de spionaj dusa de serviciile occidentale
impotriva Republicii Populare Romane[131]. Craciunas urma sa se foloseasca de prestigiul sau de luptator
anticomunist pentru a fi cooptat de Ratiu in activitatea sa, intrand astfel in contact cu informatii referitoare la
viitoarele actiuni de spionaj si sabotaj.

Nu la fel persuasiv a fost insa si Mihai Tantu, al doilea agent de influenta important racolat de catre autoritatile
romane si care va avea un rol esential in activitatea SIMRE. Fiul unui semnatar[132] al unirii Basarabiei cu
Regatul Roméan, comandant al primelor unitati de parasutisti militari din tara si membru in Miscarea Nationala
de Rezistenta pana la arestarea sa in 1946, Mihai Tantu a avut nevoie de aproape doi ani si jumatate pentru a
castiga increderea autoritatilor comuniste[133] si a deveni agent al Bucurestiul cu rolul de a se infiltra in
structurile din exil. Intr-o masura chiar mult mai larga decéat Silviu Craciunas, Tantu si-a conceput propriul plan
de masuri, incepand de la inscenarea evadarii, construirea unei legende veritabile privind perioada petrecuta in
tara si terminand cu modalitatile de trecere a frontierei. In toamna lui 1948, Mihail Tantu deja era pus in
libertate, cu scopul de a fugi pe cont propriu din tara, in timp ce misiunea lui Craciunas avea sa inceapa in
primele saptamani ale anului urmator.

Tot in noiembrie, pe cand Tantu "evada” din Palatul Ministerului de Interne, cu ajutorul unui ofiter de Securitate,
iar Craciunas se pregatea sa isi inceapa instructajul, Gherman[134] si Simandan incercau sa joace aceeasi
carte, a schimbarii taberei si a trecerii de partea regimului de la Bucuresti. Anchetatorii comunisti lasau
senzatia, cel putin in prima instanta, ca ar fi dispusi sa accepte "intoarcerea” agentilor si luau in calcul trimiterea
lor in occident:

Domnule sef anchetator,

Subsemnatul, Simandan luliu, detinut, cu respect raportez urmatoarele

In ceea ce priveste chestiunea reabilitarii si libertatii mele, pe care am discutat-o impreuna cu Dvs., marti 15
a.c., si anume in a aduce de vreo cateva ori informatii din Franta, care ar putea sa va serveasca, garantand cu
parintii Si sotia mea, la care tin, n-as crede ca v-ati gandi ca odata ajuns in Franta sa nu ma mai reintorc, in
primul rand ai mei ar fi la discretia Dvs., pe urma omul sarac, ori aicea, ori acolo, tot una e, ca sa plec si sa
raman in Franta fara un ban si sa dorm pe jos si alte mizerii, apoi n-ar avea niciun rost, pe cand aici eventual in
cel mai rau caz mi-as ispasi pedeapsa si tot am un camin si parinti unde asi (sic!) putea primi o bucata de paine
si un loc de dormit, iar pe de alta parte odata ajuns la Paris, ar trebui s& ma gandesc la ziua de maine unde voi
dormi si ce voi ménca, ca s-0 incep iar de la inceput sa vin in tara si sa caut persoane pe care le-asi (sic!)
putea trece, castigand astfel bani, ca apoi iarasi sa risc mai mult ca acum sa fiu prins, ca pe urma sa fiu arestat,
dandu-mi-se o pedeapsé indoita, iar parintii mei sa fie si ei expusi, n-ar avea nici un rost.

In alt ordin de idei, cred ca asi (sic!) putea aduce mai multe foloase si informatii cu mai putin risc decéat eventual
un altul, pe motiv ca am cunostinte si am intrat deja in cercul lor avand incredere in mine, astfel putandu-va
servi mai usor si eventual cu mai mult folos.[135]



Tn ciuda tuturor staruintelor si a tuturor rudelor si apropiatilor puse drept gaj autorittilor comuniste, propunerile
lui Simandan si Gherman au fost refuzate, cei doi fiind condamnati la opt ani de inchisoare corectionala[136],
respectiv zece ani de inchisoare corectionala[137]. O nota aparte a cunoscut-o parcursul carceral al lui Coriolan
Gherman, care avea sa fie implicat in actiunea violenta de reeducare de la Pitesti, unde, torturat la 25
noiembrie 1949, a devenit unul dintre agresorii implicati Tn bataile de la camera 4-spital[138]. Ulterior, a trimis la
Peninsula, unde s-a numarat printre detinutii care au incercat sa porneasca o actiunile violenta similara celei
din penitenciarul de unde fusesera adusi.

Cu toate ca Mihail Tantu si-a inceput actiunea de trecere a granitei catre Ungaria (si apoi, mai departe spre
Austria) cu aproape patru luni inainte de celalalt agent, Silviu Craciunas a fost primul care a reusit s& ajunga
dincolo Cortina de Fier. In noaptea de 21/22 februarie 1949, sub indrumarea unor calauze ale SSl-ului,
Craciunas parasea clandestin Roméania, alaturi de Maria Leibovici[139] si fata sa, cele doua nestiind ca sunt
folosite ca martori pentru intarirea legendei cu care agentul Victor[140] urma sa se infilireze in exilul romanesc.
Beneficiind de sprijinul discret al ofiterului Vasilescu din cadrul rezidentei SSI din Budapesta, Craciunas si cele
doua femei au reusit dupa aproape o luna, pe 26/27 martie 1949 sa treaca granita in Austria, ajungand in cele
din urmé la Viena, unde agentul roman si-a facut cunoscuté prezenta. in foarte scurt timp, Silviu Craciunas a
reusit sa castige increderea lui Gelu Belu, care nu numai ca |-a protejat in fata autoritatilor franceze,
menajandu-l astfel pe agentul regimului de la Bucuresti de rigoarea verificarilor de securitate, ci i-a facut ample
dezvaluiri despre activitatea sa si a spionajului francez. Reusitele imediate ale spionului venit din tara nu s-au
oprit insa aici: prin intermediul lui Belu, Craciunas l-a cunoscut si pe Pierre Boullen de la care si-a putut
completa imaginea asupra activitatii spionajului occidental din Austria, precum si a obiectivelor pe termen mediu
si lung, obtinand chiar si cateva piste pe care autoritatile de la Bucuresti le-au putut exploata pentru
identificarea retelelor si puncte de sprijin din tara. Penetrarea de catre SSI a sectorului din Viena a serviciilor de
informatii franceze era, la acel moment, mult mai acuta de atéat: in aprilie 1949, Boullen nu era incadrat de un
singur agent, ci de doi. In lunile dinaintea plecarii din tara, Pierre Boullen se indragostise de Emilia Corteanu,
functionara in cadrul legatiei franceze de la Bucuresti, iar cei doi intentionau sa paraseasca Romania si sa se
casatoreasca odata ajunsi in Franta. Autoritatile de la Bucuresti au sesizat oportunitatea de a o racola pe
Corteanu (care isi dorea mai degraba sa traiasca in occident decat sa fie a treia sotie a lui Boullen), iar la
sfarsitul lui 1947 aceasta a semnat un angajament de colaborare cu SSI-ul[141]. Exploatarea informativa
ulterioara a sefului structurii franceze de la Viena a esuat. Pe de o parte, odata ajunsa la Viena, Emilia
Corteanu nu a mai furnizat informatii promise, iar in acelasi timp nici SSI-ul nu a facut presiuni asupra ei ca sa
isi onoreze angajamentul. In al doilea rand, date fiind amploarea organizarii exilului romanesc din Franta, a
ofertelor de colaborare primite si a anticipatei coagulari a unei structuri informative, la 12 mai 1949, Silviu
Craciunas avea sa paraseasca Viena cu destinatia Innsbruck, care era mult mai bine conectata cu ce se urmau
sa se petreaca la Paris.

Parcursul lui Mihail Tantu avea sa fie Tnsa mult mai dificil si mai solicitant decét al lui Craciunas. Dupa ce n
noiembrie si decembrie nu reusise sa treaca clandestin frontiera[142], una dintre incercari fiind la un pas de a
se Incheia tragic (au fost descoperiti de granicerii romani, iar companionul care ar fi trebuit sa-i asigure legenda
- echivalentul femeilor Leibovici din cazul lui Craciunas - ucis in apropierea liniei de demarcatie), fostul capitan
de parasutisti a fost trimis la Budapesta cu un avion al autoritatilor romane[143]. Abia in aprilie 1949, a incercat
sa isi continue drumul din capitala maghiara spre vest pe cont propriu, alegand ca varianta o filiera sionista
care scotea tineri evrei din tarile est-comuniste pentru a-i trimite in Palestina. Drumul sau s-a dovedit nsa unul
deosebit de periculos si de anevoios, grupul fiind redirectionat spre Cehoslovacia, unde fiecare membru a fost
supus unor controale medicale si religioase. Scapand la limita de a fi deconspirat pe motive anatomice, a fost
arestat si incarcerat la Bratislava, unde, in ciuda torturilor la care a fost supus, nu s-a relevat adevarata
identitate[144] Prin intermediul informatorului din celula, a reusit sa contacteze autoritatile penitenciarului
carora le-a cerut sa transmita Bucurestiul ca Teodor Mazilu (una dintre identitatile sale consplratwe) este
incarcerat. Stratagema saa functlonat iar la numai cateva zile distanta a fost pus in libertate. in cele din urma,
prin intermediul unei prostituate, Mihail Tantu a reusit sa identifice un loc unde Dunarea se putea trece Tnot,
ajungand la Viena la 28 mai 1949[145]. Bataile si suferintele indurate de-a lungul periplului sau prin
Cehoslovacia aveau insa sa-i cimenteze legenda de fugar si sa-i sporeasca imaginea de luptator anticomunist,
caci, asa cum concluziona ofiterul de Securitate care a redactat raportul asupra activitatii lui Tantu din prima
parte a anului, "cativa pumni incasati nu strica cu nimic unei legende” [146]. Sosirea sa in capitala austriaca,
anuntata in urma inregistrarii sale la IRO[147], a produs valva in comunitatea romaneasca, dar si in randul
structurilor de informatii american si francez (cel britanic asteptand ca Tantu sa faca primul pas spre o
colaborare, pentru a putea astfel negocia de pe o pozitie forte). In cele din urma, tot Gelu Belu este cel care
reuseste sa il racoleze pe fostul capitan de parasutisti, ajutandu-l sa isi procure documente de identitate,
oferindu-i sprijin material si locativ si, cel mai important, destainuindu-i amanunte despre modurile de activitate
ale structurilor informative si despre planurile de construirea a unui serviciu romanesc la Paris. Cu toate ca
Mihail Tantu fusese trimis de autoritatile de la Bucuresti cu rolul de a supraveghea organizatia legionara din
exil, datele obtinute de la Belu aveau sa-i modifice ad-hoc viitoarea activitate, acceptand sa intre in tratative la
Innsbruck cu reprezentantii acestei viitoare structuri.

1.4 Spionaj la umbra hainei militare

La finalul anului 1948, serviciile de informatii occidentale si colaboratorii sai roméani se gaseau intr-o situatie
deosebit de dificila: trei agenti trimisi in tara cazusera (Simandan, Gherman si Bodolea), unul dintre oamenii de
baza din interior disparuse (Craciunas), iar centrul din Paris nu avea o strategie clara in privinta actiunii
informative pe linia romaneasca si se afla intr-o penurie acuta de cadre capabile sa pe care sa le utilizeze n
aceasta directie. In plus, activitatea de pana acum, prin legaturi individuale, isi aratase limitele logistice, astfel
ca devenise evidenta necesitatea crearii unei structuri de sine-statatoare capabile sa isi asume rolul de serviciu
de intelligence cu obiectiv principal teritoriul romanesc, fara insa a neglija totodata si activitatea comunitatilor
romane din exil.

Constituirea de facto a acestui serviciu avea sa se petreaca la inceputul anului 1949, cand se observa si o
divizare a sprijinul occidental in raport cu emigratia din jurul Comitetului National Roman. Din acest moment,
serviciile americane de informatii se vor concentra pe spatiul german si pe sectorul propriu de ocupatie din
Austria (cu centre la Salzburg si in Bavaria), unde vor finanta celule de lucru, create in jurul unor agenti care
urmau sa livreze informatii, fara ca superiorii americani sa se implice in actiunile propriu-zise de contactare si
recrutare. Structurile franceze, in schimb, aveau sa caute construirea unui organism centralizat, organizat si
structurat, condus de romani, dar in atenta subordonare a autoritatilor de la Paris si care sa functioneze in
capitala Frantei. Motivele erau date de lipsurile materiale si de infrastructura proprie, precum si de consistentele
comunitati de exilati aflate in Hexagon. Asa cum sublinia si un raport al Securitatii, in 1949 "serviciul francez
era singurul care se prezenta nu ca un recrutor de agenti, ci ca un organ tehnic si politic preocupat de



problemele nationale ale tarilor din sud-estul european, gata a colabora cu organisme centrale, inchegate, care
ar reprezenta in mod cert necesitatile, vederile si tendintele tarilor respective” [148].

Se punea firesc intrebarea cine ar putea face acest lucru. Contextul era unul cat se poate de nefericit, exilului
romanesc gasindu-se intr-o situatie delicata. Tensiunile, disputele si orgoliile din sénul emigratiei pusesera
comunitatea romaneasca intr-o lumina cel putin defavorabila. Rivalitatile dintre membrii partidelor istorice, dintre
cei inregimentati politic si cei apolitici, dintre cei virulent anticomunisti si cei suspectati de pact cu puterea de la
Bucuresti macinasera orice incercare de front comun impotriva regimului comunist din tara. Starea financiara
precara agravase certurile, iar problema fondului administrat de Alexandru Cretzianu nu facuse altceva decat
sa sporeasca conflictele din sanul comunitatii[149]. Nu este astfel de mirare ca atitudinea si comportamentul
unora dintre refugiatii romani fusesera departe de asteptarile francezilor, mai ales in contextul dificil al primilor
ani ai Razboiului Rece, caci "toti romanii emigrantii trecuti pe acolo [sector de ocupatie francez din Austria -
n.m.] s-au prezentat zgomotos, cu palmares de mari rezistenti, cu emfaza de mari oameni politici, mari
specialisti in problemele romanesti si comuniste, militari autoinaltati cu cate doua-trei grade. Au incasat bani
grei, dupé care s-au desumflat la adevérata lor valoare” [150]. Tn acest caz, atitudinea aliatilor occidentali nu
putea fi decat una rezervata. Elocventa pentru perspectiva francezilor a fost explicatia data de cétre Pierre
Boullen agentului dublu Silviu Craciunas, in cadrul uneia dintre intalnire petrecute la Viena, in vara lui 1949,
inainte ca acesta din urma sa isi continue drumul spre Paris:

Consulul Boullen mi-a <<marturisit>> ca Franta este <<deceptionatd>> de vechii politicieni romani, care
vorbesc mult si nu au forta de a lupta in mod real pentru eliberarea tarii lor, care traiesc numai intr-o <<intriga
politica>> care i-a situat la nivelul de jos Tn comparatie cu grupul din Cehoslovacia, Ungaria, Bulgaria si
lugoslavia, care sunt mult mai uniti si nu se cearta ca politicienii roméani.[151]

Totusi, cea mai plastica descriere a situatiei a oferit-o Gelu Belu, aproximativ in acelasi timp cu Boullen, cand,
intdmpinandu-l pe Mihail Tantu, cel care avea sa fie unul dintre pionii de baza ai nou-infiintatei structuri, dar si
una dintre cele mai grave infrangeri din intreaga existenté& a serviciului, i-a marturisit pe sleau: "batrane, te-a
trimis cerul! Ai venit tocmai la timp, pentru ca curvasaria politica a facut de ras Neamul Romanesc” [152]. In
aceste conditii, serviciile de informatii de la Paris au cautat sa construiasca o structura formata din persoane
neinregimentate politic ori ideologic (cu toate ca Blondel, reprezentantul ofiterilor francezi din spatiul austriac
responsabili de emigratia romaneasca, aprecia combativitatea si spiritul de sacrificiu al legionarilor[153]), bine
instruite si capabile sa se achite constiincios de responsabilitatile activitatilor informative. Singura categorie
care raspundea acestor asteptari era cea a fostilor ofiteri si subofiteri. O analiza de la inceputul anilor *50
descria foarte plastic pozitia aparte pe care si-au asumat-o in comunitatea exilatilor cei care erau militarii de
cariera: .

In linii generale ei (ofiterii - n.m.) participa la evolutia pasnica a masei refugiatilor In linii generale nici ei nu au
fost scutiti de entuziasmele |ntempest|ve de desamagm si triste resemnairi in fata neputmtelor Dar numai n
linii generale In particular insa ei posed& anumite caractere care le sunt proprii, care tind sa se opuna
desagregarii si ajuta dimpotriva la mentinerea legaturilor mai mult ca in alte medii. Cele mai importante din
aceste caractere sunt:

1. o formatie spirituala si morala uniforma, inceputa in scolile militare si continuata ani de-a randul Tn unitati;
2. o conceptie cu totul speciala despre rolul ofiterului in societate si o repugnanta marcata de a se manifesta in
viata publica;

3. o credinta Tn Tnalta valoare a juramantului depus si in demnitatea obligatiunilor ce decurg din acest
juramant[154].

Era firesc asadar ca francezii sa se indrepte catre edificarea structurii informative pe scheletul militarilor aflati in
exil. Dar dincolo de unitatea mai solida din cadrul acestui grup si de lipsa de simpatii politice sau de atasamente
ideologice, fostii ofiteri romani constituiau o resursa dezirabila pentru un proiect precum cel imaginat de
serviciile franceze: erau bine pregatiti profesional, majoritatea aveau experienta combativa si manifestau
disponibilitate sa fie angrenati in misiuni periculoase (filari, treceri clandestine a frontierelor, parasutari in tara,
organizare de sabotaje etc). Pentru acestia, colaborarea cu o structura informativa din occident reprezenta, de
foarte multe ori, singura sansa de a castiga un venit pe baza pregatirii lor profesionale, deoarece, din cauza
formarii ostasesti, cu greu isi puteau gasi un loc de munca intr-o alta tara, iar atunci cand o faceau, erau
constransi sa accepte posturi derizorii ori remuneratii insuficiente[155]. Viata n exil era o adevarata drama,
caci, asa cum aceeasi sinteza privea retrospectiv cu o dureroasa claritate,

ofiterii sunt singurii care traiesc o dubla personalitate. In cariera lor ei nu gasesc nicio intrebuintare care sa le
asigure existenta. Sunt astfel obligati sa-si creeze o alta indeletnicire si cum studii de specialitate sunt posibile
numai pentru o mica parte, majoritatea a trebuit sa se declaseze, lucrand prin fabrici sau birouri in slujbe cu
totul inferioare, prost platiti, fara siguranta viitorului, fara legaturi sau afinitati cu mediul, ducand o viata care nu
are nicio legatura cu viata lor anterioara sau cu pregatirea lor. Pe aceasta ei nu pot si nu vor s-o uite, iar pe cea
noua ei o socotesc un provizorat, pana cand, probabil infranti de timp si de nevoi, vor merge din cedare in
cedare, din renuntare in renuntare si vor pierde si ei si ca ofiteri si poate si ca romani. Timpul joaca aici rolul
principal.[156]

Ofiterii constituiau, asadar, o mana de lucru disponibilé calificata si accesibila, iar in primii ani postbelici erau
inca, intr-un mare numar, foarte increzatori in necesitatea organizarii si luptei impotriva regimul comunist din
tara a carui existenta efemera trebuia sa fie incheiata cat de curand de indelung asteptatul rézboi. In plus, la
Paris se gasea un grup consistent de ofiteri a carui coagulare s-a facut, la fel ca cea a intregii comunitati de
exilati romani, in trei valuri distincte. Primul era acela al celor pe care evenimentele de la 23 august 1944 fi
gésisera in occident si au decis s& nu se mai intoarc in tara ocupaté acum de trupele Armatei Rosii. in aceasta
categorie se numarau ofiterii incadrati in cadrul reprezentan'gelor diplomatice, precum lon Tomoroveanu sau
loan Dragu[157], ori tinerii ofiteri sau subofiteri aflati in Germania la diferite cursuri de specializare. Al doilea
grup era dat de legionarii fugiti din tara dupa infrangerea Rebeliunii din ianuarie 1941 sau care, asemenea
generalului Platon Chirnoaga, parasisera tara in contextul schimbarii de alianta din 1944 si fusesera incadrati in
armata guvernului de la Viena, de sub comanda lui Horia Sima. lar ultima categorie, destul de consistenta in
raport cu celelalte, era a ofiterilor care parasisera clandestin tara dupa acapararea puterii de catre comunisti.
Acest grup, continuu "alimentat” cu noi sosiri pana spre inceputul anilor "50, era constituit din militari care
cunoscusera personal efectele instaurarii comunismului, fiind martori directi ai transformarilor radicale din
societatea roméaneasca. Unii chiar suportasera diferite forme ale represiunii - de la simpla epurare din armata la
perioade de detentie n tara -, multi altii au trecut prin inchisori si lagare de refugiati inainte de a ajunge in
occident, dar aproape toti traisera riscurile fugii din tara, indiferent ca trecusera tnot Dunarea spre tarmul



iugoslav, se tarasera printre sdrmele ghimpate ce delimitau granitele maghiare si austriece ori zburasera spre
Turcia sub teama permanenta de a fi reperati, ajunsi din urma si doborati de aviatia de vanatoare.

Aceasta a treia categorie avea sa fie cea care va dinamiza actiunea de inchegare a corpului ofiteresc din exil si
va fi utilizata in demersul de organizare a unui serviciu informativ, mai ales ca bazinul de recrutarea incepea sa
fie mai consistent. Chiar daca au existat legaturi indisolubile, trebuie facuta o separatie intre cele doua
demersuri; crearea unei asociatii a militatorilor romani din exil si edificarea unei structuri informative formata
aproape in totalitate din fosti ofiteri. Prima era o actiune fireasca de organizare a comunitati din exil, pe baza
unei apartenente profesionale. Asa cum, spre exemplu, fostii avocati sau fostii ziaristi s-au constituit in asociatii
distincte ale romanilor din exil, si militarii au avut acelasi deziderat, mai ales ca sperau ca va veni ziua in care
vor fi chemati din nou sub arme pentru a lupta |mpotr|va comunistilor din tara si a Moscovei, pentru eliberarea
Romaniei. In schimb, serviciul de informatii, a fost rezultatul colaborérii dintre un grup de ofiteri romani si
structurile secrete franceze, sub obladuirea strict initiala, si mai degraba simbolica, al CNR- ului. Acestla au
folosit Tnsa asociatia atat ca un paravan oficial pentru activitatea lor informativa, cat si pentru a strange date ori
pentru a identifica si recruta noi colaboratori pe care sa-i utilizeze fie in actiunile contrainformative din exil, fie in
misiunile din tara. Fiind vorba de aceleasi persoane care s-au aflat la conducerea celor doua structuri, mai ales
in primii ani, planurile s-au suprapus adeseori, fiind uneori ambiguu daca demersul viza numai regruparea
militarilor sau incadrarea lor in actiuni secrete.

Primele Tncercari de creare a unei asociatii care sa-i reuneasca pe militarii roméani din exil s-au petrecut in
1948, fiind conduse de generalul Radescu, cu sprijinul lui Tomoroveanu, insa proiectul a esuat pe fondul
certurilor aparute din cauza manifestarilor antimonarhice ale fostului presedinte al Consiliului de Ministri. A doua
tentativa a avut loc in mai 1949, cand generalul Gheorghe Bagulescu[158], fostul ambasador la Tokyo, a pus
bazele unei asociatii similare, insa, din cauza problemelor de sanatate ale fondatorului, organizatia a murit
fnainte de a se naste propriu-zis. Abia a treia tentativa avea sa fie una reusita, atat datorita sprijinului acordat
de Regele Mihai I, care facea presiuni pentru organizarea exilului militar roménesc, cat si prin sosirea in Franta
a persoanei considerate potrivita pentru acest demers: generalul Dumitru "Puiu” Petrescu. Nascut la 29
octombrie 1890 Tn Buzau, intr-o familie influenta in politica romaneasca (tatal sau, Dimitrie Petrescu, fusese
ambasador al Romaniei la Sofia, Constantinopol si Paris[159], iar unchiul sau, Emil Petrescu, ocupase in doua
randuri functia de primar al capitalei, intre 1914-1916 si in primele luni de dupa eliberarea de la sfarsitul lui
1918[160]), Dumitru Petrescu avusese parte de o temeinica pregatire academica. Urmase liceul Louis de
Grand din Paris si, intors in tara, a absolvit in 1914 al Scoala Militare de Artilerie si Geniu, cu gradul de
sublocotenent. Mobilizat in cadrul Regimentului 22 Artilerie, participase in timpul Primului Razboi Mondial la
luptele din Dobrogea, de la Dragoslavele, Soveja si Rachitoasa, fiind decorat cu Steaua Romaniei cu spade si
panglica de Virtutea Militara[161]. La |nceputul anilor "20 si-a desavarsit studiile la Scoala Militara de Artilerie
de la Fontenbleau, din Franta[162], fiind apoi repartizat la ‘Centrul de Instrucne al Artller|e|[163] in 1926 a
devenit profesor la Scoala Superioara de Razboi din Bucuresti, functie pe care a ocupat-o timp de doisprezece
ani, pana in 1938 cand a fost a fost avansat la gradul de colonel, inclus in Statul Major si apoi numit atasat
militar al Legatiei romane de la Washington. Cariera sa avea perspective promitatoare, generalul Sanatescu
descriindu-I pe Petrescu drept un "ofiter inteligent si cu o prea frumoasa cultura militard” [164]. ins& schimbarile
politice din toamna lui 1940 si apropierea Romaniei de axa Roma-Tokyo-Berlin au determinat incheierea
misiunii lui Petrescu la Washington si rechemarea sa in tara, unde a ajuns cu numai o sdptdména inainte de
izbucnirea Rebeliunii legionare. In 1941, a primit comanda unor unitati de artilerie, iar intre 15 martie 1942 si 15
ianuarie 1943 a fost trimis pe front, ca membru al Marelui Stat Major al armatei romane. Inaintat la gradul de
general de brigada, in primavara lui 1943 a fost repartizat la conducerea Armatei a 3-a, in subordinea lui
generalului Petre Dumitrescu, iar dupa instalarea guvernului Radescu adus la presiunile lui Septimiu
Pretorianu[165] in cadrul Ministerului Apararii Nationale ca subsecretar de stat[166]. Deblocat din armata in
1947, a inteles ca zilele sale de libertate sunt numarate, iar singura sansa de scapare este sa ia calea exilului.
Asa ca in noaptea de 24 octombrie 1948[167], impreuna cu sotia sa, Tutu Antoniu si Serban Darvari, au trecut
clandestin granita Tn lugoslavia si, dupa o sedere de cateva luni in lagarele de la Kovacita[168] si Zrenjanin si
intr-un centru de triere de la Triest, ajunsese n cele din urma la Paris. Dumitru Petrescu avea sa fie
recomandarea lui Nicolae Radescu nu numai pentru pozitia de sef al asociatiei ofiterilor roméani, cat si pentru
postul de conducator al structurii informative a militarilor, atat pentru ca ii cunostea personal competentele
(fusese subsecretar de stat la Ministerul Apararii Tn timpul ultimului guvern democrat[169]), cat si pentru ca se
bucura de o reala autoritate morala in randul militarilor din exil: era ofiterul cu cel mai inalt grad (bineinteles, cu
exceptia lui Radescu care avea o functie politica si a lui Platon Chirnoaga care era insa prea legat de legionari)
si beneficia de prestigiul participarii efective la luptele de pe frontul de est.

Denumita "Asociatia fostilor combatanti” [170], organizatia trebuia sa ii reuneasca pe fostii militari romani aflati
in emigratie, cu scopul atat de a fi o voce a acestui grup profesional aparte, cat si de a reprezenta osatura
viitoarei armate de eliberare a tarii. Totodata, urma sa fie si un paravan pentru activitatea informativa in care
trebuiau sa fie implicati fostii of|ter|[171] In ciuda sprljlnulm initial, membrii CNR-ului a privit cu raceala,
dezinteres si poate chiar dlspreg ideea unei asociatii a militarilor romani din exil. Romulus Boila chiar avea unele
replici indiscrete la adresa ofiterilor care se reuneau in acest scop, Constanta Magos amintind cum politicianul
taranist, afland de intentia fostilor combatanti, a raspuns cu desconsiderare "oare ce mai vor sa organizeze Si
astia?” [172]. Cu toate insusi Regele Mihai subliniase necesitatea aparitiei acestei organizatii, CNR reactiona cu
lentoare fata de cererile sectorului militar al exilului romanesc. Primele propuneri de creare a asociatiei au fost
inainte de generalul Petrescu la sfarsitul lui noiembrie 1949, cand la sedinta Comitetului National de la
Washington s-a luat act de "memoriul intocmit de dl. gen. Petrescu cu privire la organizarea militara a exilatilor”
[173]. Actul fusese de fapt redactat de Mihail Opran si de fratele sau Nicolae Opran[174], dar era rezultatul
intalnirii de la Roma, din iulie 1949, dintre Regele Mihai, pe de o parte, si generalul Petrescu si comandorul
Opran pe de cealalta, ofiterii prezentandu-i suveranului un proiect de organizare a militarilor din exil, ideea fiind
acceptata de principiu de catre monarh[175]. Mai bine de jumatate de an mai tarziu de la Thaintea
documentului, proiectul sefului SIMRE inca nu fusese analizat de catre liderii politici ai exilului, ceea ce nu a
facut decat sa sporeasca nemultumirile generalului Petrescu fata de acestia[176]. In tot acest timp, Petrescu si
Opran au efectuat mai multe vizite in lagarele de refugiati din Austria, Italia, Germania de Vest sau chiar
Suedia, cautand fosti militari romani pentru a le propune sa intre in aceasta structura. De multe ori, raspunsul
era unul negativ si zeflemitor, dar oarecum de inteles pentru niste oameni care de luni sau poate chiar de ani
se aflau intr-o situatie incerta, fara perspective, dar primeau propunerea de a adera la o organizatie care nu
raspundea nevoilor lor imediate si stringente. De aceea unii refuzau "sa se inscrie in asociatie cerand in
prealabil sa fie scosi din lagar si sa li se dea de lucru si apoi se vor inscrie in <<asociatie>>" [177]. Datele lor
(nume, prenume, gradul, ultimul domiciliu din tara si alte detalii importante) erau luate pentru a fi incluse in baza
de date pe care o construia Mihail Opran pentru activitatea informativa si care avea sa devina unul dintre cele



mai ravnite secrete ale exilului roméanesc.

Exasperat probabil de lipsa de sprijin a liderilor politici, Petrescu I|-a vizitat in mai-iunie 1950 pe Regele Mihai
pentru a-i prezenta proiectul de constituire a asociatiei si de a-i aduce la cunostinta blocajul intdmpinat in
demersurile sale[178]. Acest lucru a deblocat partial impasul birocratic si, in noiembrie 1950, la un an de la
primirea memoriului, CNR-ul se decidea sa faca primii pasi in acest sens, cerand, in mod protocolar, aprobarea
Regelui Mihai pentru numirea lui Dumitru Petrescu in fruntea asociatiei[179], raspunsul afirmativ al suveranului
venind dupa numai o saptaméana[180]. Trecuse aproape un an de la infiintarea structurii informative cand
asociatia-paravan fusese, in sfarsit, creata in mod oficial, dovada ca cele doua puteau functiona foarte bine in
paralel. De altfel, cu toate ca multi dintre cei ce faceau parte din asociatie activau si in SIMRE, inca o dovada
ca cele doua ramaneau structuri distincte, unde punctele comune ramaneau vechiul statut militar dinaintea
parasirii tarii al membrilor si pozitia anticomunista a acestora. Cel mai bun exemplu este al lui lon
Tomoroveanu, care parasise in toamna lui 1949 proiectul SIMRE-ului, insa ramasese membru al "Asociatiei
fostilor combatanti” , participand activ la reuniunile sale[181].

Daca asociatia destinata tuturor militarilor romani din exil se nascuse cu multa intarziere si cu multiple greutati
intdmpinate pe parcurs, Serviciul de Informatii al Militarilor Romani in Exil a aparut mult mai rapid, demersul
nefiind insa scutit la randul sau de o serie intreaga de dificultati, piedici si opozitii. Chiar daca activitatea sa nu
urma sa fie coordonata de Comitetul National Roman sau de alt organism politic care-si asuma
reprezentativitatea emigratiei romane, partea franceza nu a pornit acest proiect in mod complet independent
fata de liderii din exil. Au existat unele negocieri preliminare cu privire la stabilirea conducerii viitorului serviciu,
care tineau in primul rand de o legitimitate a structurii, R&descu (si probabil si Regele Mihai) avand un cuvant
de spus Tn (re)confirmarea lui Puiu Petrescu ca lider oficial al SIMRE. n plus CNR-ul a asigurat si unele
capitole de finantare, precum cel al biroului de mobilizare[182] condus de colonelul Dumitru Neferu secondat
de locotenentii Nicolaescu[183] si Dumitrescu[184], la care s-a alaturat apoi si fostul marinar Radu Niculescu,
fugit din tara in 1948, si stabilit la Paris, unde a locuit pentru o vreme Tn apartamentul lui Opran[185]. Acest
departament avea rolul de a crea o evidenta a tuturor barbatilor din emigratie, aflati in Europa occidentala, pe
care s-ar fi putut conta Tn cazul in care era nevoie constituirea unei unitati militare a exilul romanesc[186].
Asadar, rolul sau se suprapunea, partial (in privinta intocmirii evidentelor), pe cel al Asociatiei Fostilor
Combatanti, rezultatele muncii biroului fiind utile CNR-ului.

Dar cel mai importanta implicare a Comitetului in intregul ansamblu de miscari si repozitionari pe care I-a
presupus crearea efectiva a Serviciului de Informatii al Militarilor Romani in Exil a fost data de scrisoarea
trimisa in aprilie 1949 de Alexandru Cretzianu lui Bazil Ratiu, prin care acesta din urma era informat ca fusese
numit in mod oficial consilier militar al CNR-ului si ca este nevoie de prezenta sa in Germania pentru a conlucra
cu serviciile de informatii americane[187]. Maiorul a acceptat noul rol, mai ales ca, dupa colaborarea din lunile
precedente cu serviciile de informatii franceze, era de parere ca acestea sunt nepregatite si neserioase, ducand
activitatea informativa in mod amatoricesc[188]. Plecarea sa din capitala Frantei a intarziat insa din ratiuni
economice, avand de lichidat ferma pe care o cumpérase si care fi asigura o protectie conspirativa a adevaratei
sale activitati, ceea ce i-a facilitat insa contactul in august 1949 cu Silviu Craciunas, sosit la Paris cu sprulnul lui
Virgil Veniamin si al lui Romulus Boila. In cele din urmé&, maiorul Ratiu avea sa se stabileasca in Germania, in
toamna aceIU|a$| an, atragandu-l dupa el si pe agentul trimis de autorlta'glle de la Bucuresti.

Motivul pentru care CNR-ul, prin intermediul lui Cretianu, il transferase pe Bazil Ratiu din Franta in Germania
era de a elibera rolul de om de legatura al serviciilor de informatii franceze cu membrii exilului romanesc. Pozitia
urma sa-i revina lui Mihail Opran[189], cel care ramane si astazi o personalitate aproape necunoscuta a
peisajului emigratiei romanesti postbelice, in ciuda influentei cruciale pe care acesta a avut-o in culisele exilului
romanesc din primii ai Razboiului Rece. Caci daca general Petrescu urma sa fie conducatorul de jure al
proiectatei structuri, comandorul de aviatie Mihail "Misu” Opran avea sa fie liderul de facto al serviciului de
informatii al exilului romanesc si cel in jurul caruia s-a edificat structura informativa. Nascut la Craiova in 1909,
Mihail Opran a urmat cariera tatalui sau[190] imbracand haina militara si absolvind in 1929 Scoala Militara de
Ofiteri Naviganti de Aviatie ca sef de promotie. Ulterior, a fost incadrat ca ofiter in cadrul Flotilei 2 Aviatie de la
Cluj urcand pana la rangul de capitan-comandor. Inca din timpul cursurilor scolii pregatitoare de aeronautica,
viitorul ofiter a fost remarcat de catre profesorii sai pentru inteligenta, spiritul analitic si curajul pe care le
manifesta. Peste ani, calitatile sale aveau sa fie evidentiate din nou de superiorii ierarhici, in foile calificative din
apropierea celui de-al Doilea Razboi Mondial:

Cu alese aptitudini militare. Energic, cu un bun temperament de comandant. Are foarte mult calm si dovedeste
in toate chestiunile militare deosebit spirit de prevedere, initiativa si hotarare. [...] Educatie militara: Disciplinat.
Dotat cu multa bunévointa in indeplinirea misiunilor ce primeste. Bun camarad, poseda in gradul superlativ
simtul onoarei si curajul raspunderii. Are un desavarsit spirit militar. Intelege sa se dedice cu totul carierei alese,
prin devotamentul si spiritul de sacrificiu pe care este gata a-l dovedi oricand. Este un ofiter cu calitati alese.
Loial, demn, integru, maniera si cu 0 mare doza de modestie.[191]

Drumul sau profesional a cunoscut insa o cotitura esentiala la sfarsitul anilor *30, cand, in paralel cu pozitia de
membru in comisia de receptie a armamentului ce era livrat din Franta Mihail Opran a fost incadrat si in
SSI[192], fiind in relatie apropiatd cu Mihail Moruzov. in timpul razb0|uIU| a executat atat misiuni militare pe
front, cat si actiuni informative in cadrul serviciilor de informatii. In 1942 a fost detasat definitiv in cadrul SSI-
ului, rimanand insa in pe front, fiind implicat in interogarea aviatorilor sovietici cazu';l prizonieri si in redactarea
de sinteze despre aviatiile aliate si inamice. Schimbarea de regim din Roméania avea sa se rasfranga in mod
tragic si asupra sa, retezandu-i perspectivele unei cariere in cadrul Marelui Stat Major sau al Serviciului Special
de Informatii. Epurat din armata la 6 august 1946, comandorul Opran a cautat sa se implice in organizarea unor
grupuri de actiune impotriva regimului (pro)comunist de la Bucuresti[193]. Avand o situatie precara si confruntat
cu un riscul (din ce Tn ce mai acut) de a fi arestat de Siguranta, Mihail Opran a decis sa continue din exil lupta
impotriva sistemului comunist, astfel ca, impreuna cu Nicolae Opran, fratele sau, si alte cateva persoane, s-au
imbarcat in avionul Junkers 34 deturnat de aviatorul de vanatoare lon Profir[194] si, dupa un zbor riscant[195],
au aterizat in Turcia, fiind imediat internati de catre autoritatile de la Ankara. Daca ceilalti au primit in
saptamanile urmatoare dreptul de a parasi inchisoarea si chiar de a calatori in afara granitelor, Opran a fost
incarcerat pana la inceputul anului 1949[196], in urma denunturi[197] ale lui fostului comisar de Siguranta Petre
Vasilache[198], stabilit in Turcia, care I-ar fi acuzat ca este agent comunist. In prima instanta, presiunile pentru
eliberarea sa au fost |ntrepr|nde de Renée Bruneau[199], insa raspunsul autoritatilor turce a fost de fiecare data
negativ. In cel din urma, punerea in libertate s-a facut in urma interventiilor[200] facute de CAROMAN, avand,
foarte probabil, sprijinul serviciilor secrete franceze. Astfel ca la inceputul anului 1949, Mihail Opran a parasit
Turcia si, dupa o scurta trecere prin Italia, a ajuns in primavara la Paris, unde, avand acordul partii franceze, a
trecut imediat la crearea si organizarea unui serviciu de informatii.



Alegerea lui Opran ca ax in jurul caruia sa se construiasca structura[201] pare sa nu fi fost una intdmplatoare, ci
s-a bazat pe negocieri avute de serviciile de la Paris cu ofiterul romén inca dinainte ca acesta sa ajunga in
Franta. Inceputurile relatiei dintre Mihai Opran si institutiile franceze de intelligence sunt insa neclare: cea mai
timpurie supozitie este ca acestea datau de la sfarsitul anilor 30, cand ofiterul facea parte dintr-o comisie de
receptie a armamentului ce trebuia livrat Roméaniei de catre Franta. In sprijinul acestei teorii este relatia pe care
Opran a avut-o cu Renée Bruneau inca dinaintea celui de-al Doilea Razboi Mondial si pe care a reinnodat-o
dupa fuga sa din tara, in 1947. Bruneau avea sa fi fie alaturi in anii exilului parizian, sacrificAndu-si viata
personala si stabilitatea financiara pentru a-i fi alaturi ofiterului roman in activitatea informativa, ajungand sa fie
cunoscuta drept singura persoana in care Opran avea incredere deplina[202]. O alta posibilitate este ca
discutiile dintre serviciile franceze si comandorul roman sa fi inceput in timpul detentiei in Turcia, odata cu
demersurile lui Mihail Opran de a se stabili in Europa occidentala. In lipsa punerii in oglinda a surselor
documentare franceze, este imposibil de stabilit inceputul acestei colaborari care va defini relatia pe plan
informativ dintre structurile franceze si partea romana. Cert este ca in mai 1949, la momentul in care Mihail
Opran a ajuns in Franta, detaliile colaborarii erau deja stabilite, fapt relevat de Constanta Magos (cea care avea
sa i fie, In urmatorii doi ani, unul dintre cei mai apropiati colaboratori) intr-una dintre numeroasele sale
declaratii: "mi-a spus ca imediat ce va fi organizat sub forma de serviciu, ma va lua secretara la el. Toate aceste
propuneri mi le-a facut dupa ce a sosit la Paris, el avea deja intelegerea cu francezii” [203]. Venirea lui Opran la
Paris si incadrarea sa in acel post central al actiunilor informative si contrainformative, practic de om al
serviciilor secrete franceze, a insemnat si debarcarea lui lon Tomoroveanu si marginalizarea sa spre
colaborarea cu alte structuri secrete. Fostul atasat militar de la Vichy a fost astfel "retrogradat” spre statutul de
agent pentru comunitatea romaneasca al Prefecturii de politie din capitala Frantei, miscare pe Tomoroveanu nu
avea sa i-o ierte lui Opran, asteptand sa 1i achite politele atunci cand contextul i-o va permite.

Un rol controversat si inca foarte neclar, avea insa sa il joace Renée Bruneau, partenera franceza a lui Mihail
Opran. Cu toate ca demersurile sale pentru eliberarea comandorului Opran si acordarea vizei nu au avut sorti
de izbanda, Bruneau i-a fost mereu alaturi in actiunea informativa, fiind direct implicata in activitatea structurii
romanesti. La fel ca in cazul multor altor persoane angrenate - vizibil sau discret - in cadrul Serviciului de
Informatii al Militarilor Romani din Exil, biografia lui Renée Bruneau este una lapidara, putand fi reconstituita
partial cu ajutorul informatiilor oferite de Constanta Magos sau, mai tarziu, de informatori trimisi la Paris.
Bruneau I-a cunoscut pe comandorul Mihai Opran la finele perioadei interbelice, pe cand acesta fusese detasat
la Paris in cadrul unei comisii a armatei regale de receptie a materialelor necesare dezvoltarii aviatiei romane.
Dupa cel de-al Doilea Razboi Mondial, si-a infiintat o firma care, in scurt timp, ajunsese intr-o stare financiara
precara. Salvarea a venit in 1948, cand I-a angajat pe Nicolae Opran, fratele comandorului, acesta reusind nu
numai sa salveze compania de la faliment, ci chiar sa o genereze profituri considerabile. Asumarea de catre
Nicolae Opran a conducerii de facto a companiei i-a permis lui Bruneau sa se dedice, din mai 1949, sprijinirii lui
Mihail Opran Tn activitatea sa in cadrul SIMRE. Renée Bruneau, care invatase romaneste, era cea care
tehnoredacta rapoartele si indeplinea diferite sarcini administrative in perioadele in care Opran parasea
Parisul[204]. Apropierea sa de fostul comandor si sprijinul neconditionat acordat activitatii SIMRE au dat
nastere ideii conform careia Bruneau ar fi fost agenta a serviciilor franceze de informatii care ar fi folosit-o
pentru a-l verifica si controla pe Mihail Opran. In lipsa consultarii arhivelor franceze, ipoteza nu poate fi
acreditata, insa, n acelasi timp, nu poate fi discreditata ca falsa.

Inca din primele zile petrecute la Paris, Opran a stiut ca, pentru a avea succes in activitatea sa, trebuie sa si-o
apropie pe femeia care avea trecere la aproape toate personalitatile exilului roméanesc, fiind nodul tuturor
barfelor, zvonurilor, intimitatilor sau secretelor. Cu o inteligenta patrunzatoare, o memorie fantastica si o
minutiozitate de necrezut a detaliilor, Constanta Magos era un adevarat tezaurul de informatii al exilului
romanesc si cheia catre nenumarate alte usi. La fel ca multe alte persoane care si-au jucat destinul in ruleta
serviciilor secrete din primii ani ai Razboiului Rece, si destinul ei era, fara indoiala, iesit din comun, mai ales ca,
la momentul in care o aborda pentru prima data Opran, povestea ei de viata, deja plina de multe situatii limita,
mai avea inca multe capitole de scris. Nascuta la 11 martie 1909 in satul Cubin din Banatul iugoslav,
Constanta Olariu a fost singurul copil al unei familii burgheze instarite. Tanara avea si o dubla descendenta cu
incarcatura istorica: doi dintre strabunicii paterni fusesera panduri in oastea lui Tudor Vladimirescu, in timp ce
mama ei, Sofia Olariu, era urmasa directa a lui Closca[205]. Dupa absolvirea Liceului de fete "Carmen Sylva”
din Timisoara s-a inscris la Facultatea de Litere de la Sorbona, Thsa anul urmator s-a transferat la Grenoble
unde a studiat timp de trei ani, obtinand Tn 1932 o licenta franco-germana. Pentru Constanta Olariu, anii
studentiei au reprezentat cea mai frumoasa perioada a vietii sale, amintirea lunilor traite in orasul din sud-estul
Frantei, a semestrului din 1931 in care a studiat la Berlin, a verilor petrecute la Kiel si la Travemunde, pe malul
Marii Baltice[206], insotind-o neincetat de-a lungul anilor de incercari si suferinte pe care avea sa ii traiasca in
tara. La scurt timp dupa revenirea n tara, s-a casatorit cu inginerul Dumitru Magos[207], cuplul stabilindu-se in
orasul de pe Bega. Prima cotitura a destinului sau s-a petrecut in preajma izbucnirii celui de-al Doilea Razboi
Mondial, cand Dumitru Magos a fost transferat la conducerea unei fabrici din Caransebes, astfel ca cei doi soti
au lasat agitatia Timisoarei pentru viata linistita a micului oras din Banat. Numai ca in aceeasi localitate se afla
si un penitenciar in care erau incarcerati detinuti politici comunisti care, o parte dintre ei, lucrau in uzina
condusa de inginerul Magos. Judecéand din prisma optiunilor ulterioare ale celor doi soti, este greu de crezut ca
vreunul dintre ei avea vreo simpatie pentru miscarea de extrema-stanga, insa odata cu schimbarea cursului
razboiului, Dumitru Magos a inceput sa aiba o oarecare deschidere fata de acestia, gandindu-se c3, in cazul in
care cei care acum erau Tncarcerati vor avea in viitor un cuvant de spus in politica romaneasca, este bine sa
pregateasca terenul si sa si-i apropie. Astfel, le-a construit o baraca in curtea uzinei, le facilita primirea unor
pachete, a intervenit in favoarea unor dintre ei atunci cand erau pasibili de a fi pedepsiti pentru mici incalcari ale
regulamentelor si, pe cativa, printre care si Teohari Georgescu, viitorul ministru de interne, chiar ii ducea
personal cu masina de la inchisoare la uzina si inapoi[208].

Lunile treceau si frontul continua sa se apropie de tara. Chiar daca razboiul parea inca departe, tensiunea
crestea si se zvonea ca in curand vor incepe si bombardamentele asupra oraselor romanesti. Dar nimeni nu
credea ca perspectiva aceasta avea sa isi gaseasca concretizarea intr-o zi primavaratica, din ultimele parte a
postului Pastelui. La 4 aprilie 1944, zeci de avioane americane au lansate sute de bombe explozive asupra
zonei Garii de nord din capitala[209]. Sute de cladiri au fost afectate, vagoane intregi au ars, mii de oameni au
murit surprinsi de raidul aerian pe peroanele garii ori in garniturile cu care fugisera din calea ofensivei Armatei
Rosii si venisera in refugiu departe de linia frontului. Nesansa a facut ca in acea zi, Constanta Magos sa fie
chiar in Bucuresti, iar teribilul bombardament a prins-o in cladirea Garii de Nord. Femeia a supravietuit fara rani
fizice majore, ins& trauma celor cateva zeci de minute de explozii, tipete si ganduri ca moarte poate veni in
orice secunda i-au provocat un soc endocrin si a albit pe loc[210]. Intelegand ca vremurile incep sa se schimbe,
Constanta si Dumitru Magos au decis sa se mute in Bucuresti, cumparandu-si in 1945 un apartament la etajul 6



al unui bloc modernist de pe strada Brezoianu numarul 51, in spatele Palatul Regal. Insa viata fireasca a celor
din vechea burghezie incepea sa dispara in urmatorii ani, si la fel avea sa se intample si cu linistea familiei
Magos. Erau timpuri in care multi sperau s& aiba macar o sansa de a parasi tara, pentru a ramane in exil si a
scapa de regimul comunist instalat la Bucuresti. In acei ani, Constanta Magos a plecat in Franta nu o data, ci
de doua ori. Prima datéa s-a petrecut in 1947, cand a obtinut aprobarea sa plece cu avionul[211] la Paris pentru
a se trata de probleme endocrinologice cauzate de trauma teribila cauzata de bombardamentul din 1944. In
secret, femeia a facut demersuri pentru a reinscrie la Facultatea din Grenoble pentru a obtine a patra certificare
(ultima care ii mai lipsea) si a sonda posibilitatea ca sotul sau sa fie transferat in Canada, de compania pentru
care lucra in Canada, si sa poata fi astfel scos - sigur si legal - din Roméania[212]. Demersul sau insa nu a
functionat, iar Constanta Magos s-a vézut pusa in fata unei dileme: [§ sa nu se mai intoarca in tara si sa
caute o modalitate de a-l scoate clandestin pe Dumitru Magos sau sa revina si sa spere ca atat ea, cat si sotul,
vor putea obtine pasapoartele de calatorie? Aproape toti romanii pe care i-a intalnit la Paris au rugat-o sa nu
piarda sansa de a fi reusit sa plece din tara si sa nu revina intr-o tara aflata din ce in ce mai tare sub controlul
sovietic[213]. Dar Constanta Magos nu i-a ascultat si, in acelasi an, se urca in avionul care decola de pe un
aeroport parizian si ateriza cateva ore mai tarziu pe pista de la Baneasa[214].

Revenita in tara, femeia a descoperit ca Romania pe care o lasase in urma cu cateva luni nu mai era aceeasi:
Regele fusese fortat sa abdice, republica fusese proclamata, liderii opozitiei democratice aflau la inchisoare si
peste tot se auzea de noi si noi arestari. Vechea lume burgheza, din care facea si ea parte, disparea, inlocuita,
sub obladuire sovietica, de cea a proletariatului. In aceste conditii, sotii Magos au luat decizia sa incerce sa
plece din tara, dar amandoi, pe cale legala, nu ar fi reusit. Cele mai mari sanse de a obtine pasaport le avea
Constanta Magos care tocmai fusese plecata la Paris si ar fi avut posibilitatea sa ramana in exil, dar nu a facut-
o. Planul celor doi a fost, cel mai probabil, ca sotia sa plece legal in occident, de unde sa trimita pe cineva sau
gaseasca o alta modalitate de a-l scoate clandestin si sotul ei. Dar in primul rand trebuiau obtinute actele pentru
plecarea Constantei Magos si, chiar daca pentru majoritatea celor care voiau sa plece acest deziderat era mai
degraba o utopie, pentru ea exista o solutie: o favoare din partea lui Teohari Georgescu, ministrul de interne la
acea data. Liderul comunist avea o datorie morala fata de familia Magos: in timpul razboiului, pe cand era
incarcerat la penitenciarul Caransebes, lucra la fabrica condusa de inginerul Dumitru Magos, fiind uneori dus la
intreprindere chiar de acesta din urma, cu masina personala. Asa ca acum rolurile se schimbare si era randul
lui Dumitru Magos sa astepte o favoare din partea lui Teohari Georgescu. La audienta avuta, ministrul de
interne i-a semnat personal pasaportul Constantei Magos si I-a intrebat pe Dumitru Magos daca nu vrea si el
pasaport pentru a fi alaturi de sotia sa in perioada cat va fi la Paris. Era scenariul pe care nici unul dintre soti nu
I-ar fi sperat: practic unul dintre liderii comunisti il intreba pe inginer daca vrea sa aiba posibilitatea de a pleca si
el legal. Acele secunde si acel raspuns aveau sa decida soarta fiecaruia si a familiei in sine. Dar Dumitru
Magos a spus "nu” [215]. A banuit ca intrebarea este de fapt o capcana. I-a fost teama ca daca ar fi spus "da” ,
ar fi parut suspect si ar riscat nu doar sa nu primeasca el pasaportul, dar si sotiei sale sa i se retraga si
documentul care i-ar fi permis sa paraseasca legal si sigur tara. Ea putea sa plece in occident, iar el alesese sa
ramana garantia, stiind ca destinul sau trebuie sa fie altul si ca va avea de infruntat, probabil, riscurile trecerilor
clandestine de frontiera. Asa ca la 16 aprilie 1948, Constanta Magos pleca din nou spre Paris, de data aceasta
cu trenul[216]. Scopul oficial al calatoriei in Franta era definitivarea studiilor la Universitatea din Grenoble, insa
in realitate planul era ca, dupa ce sotul ar fi reusit sa ajunga si el in occident, sa plece impreuna mai departe si
sa se stabileasca in Canada sau in Argentina[217]. Ajunsa la Paris, a fost asaltata de diferite personalitati ale
exilului roménesc, de la Nello Manzatti[218] la lon Tomoroveanu si de la Traian Borobaru la Romulus Boila,
ultimii doi fiind vechi cunostinte: liderul legionar crescuse in acelasi sat cu Constanta Olariu si fusese sprijinit
financiar de tatal ei pentru a-si continua studiile, iar politicianul taranist ii fusese prieten inca din anii de liceu.
Aceste legaturi i-au permis sa aiba raporturi foarte bune atat cu legionarii, cat si cu cei din partidele istorice, iar
angajarea sa ca secretara a lui Boila la publicatia La Nation Roumaine i permisese sa fie la curent cu tot ce se
intdmpla in exilului romanesc. In acest context a intalnit-o in primavara lui 1949 Mihail Opran, femeia
aducandu-si aminte ca "mi-a spus ca imediat ce va fi organizat sub forma de serviciu ma va lua secretara cu
legatura la el. Toate aceste propuneri mi le-a facut a doua zi seara dupa ce a sosit la Paris, [cand] el avea deja
intelegerea cu francezii” [219]. Magos a acceptat fara rezerve propunerea lui Opran, mai ales ca acesta fi
promitea rezolvarea problemei care i-a marcat acesteia toti anii exilului: scoaterea din tara a sotului sau. Dupa
céateva luni, colaborarea intre cei doi sa se solidifice pe alte baze: comandorul o scapase pe Constanta Magos
de riscul expulzarii din Franta si ii rezolvase favorabil denunturile care o vizau, iar aceasta il ajuta acum si din
recunostintd morald, nu doar din interesul de a-i aduce sotul din tara.

Asadar, echipa SIMRE incepea sa se contureze: conducerea oficiala era incredintata lui Dumitru Petrescu, iar
creierul din umbra al structurii era Mihail Opran care deja isi construia o retea de colaboratori de incredere cu
care putea construi mai departe. Insa serviciul nu exista inca propriu-zis si mai erau multe aspecte de stabilit,
mai ales ca, in ciuda unui sprijin evident, in unele privinte viziunea francezilor si cea a romanilor erau cat se
poate de contradictorii.

1.5 Definitivarea edificarii SIMRE

La mijlocul anului 1949, discutiile privind edificarea Serviciului de Informatii al Militarilor Romani in Exil intrau in
linie dreapta. Maiorul Beaumont, considerat responsabilul serviciilor de informatii franceze pentru Europa
Centrala si de Est, 1i marturisea lui Silviu Craciunas ca autoritatile de la Paris, dezamagite de elementele politice
ale emigratiei romane, au decis construirea unui serviciu apolitic, format din tehnicieni dispusi sa actioneze
impotriva regimului comunist din Romania. Afirmatia sa era adevarata numai n parte (bluf bine sesizat de catre
agentul serviciilor de la Bucuresti[220]): exista o conducere a preconizatei structuri, insa lipseau aproape cu
desavarsire oamenii care sa formeze corpul propriu-zis si existau inca detalii logistice care nu fusesera bine
stabilite. Fondurile erau asigurate aproape in totalitate de catre SDECE[221] (confundat frecvent in
documentele Securitatii cu Biroul 2[222]), ridicandu-se la suma de 24 000 000 de franci francezi, dar unele
aspecte (precum biroul de mobilizare) erau acoperite fie printr-un mic sprijin banesc din partea Comitetului
National Roman[223], fie prin diferite afaceri ilicite duse de membrii SIMRE si tolerate de catre autoritatile
franceze. Rolul acestei structuri era de a functiona ca un organism institutional de intelligence al exilului
romanesc. O problema spinoasa aparuta inca din timpul negocierilor dintre partea franceza si cea romana a
fost raportul dintre SIMRE si SDECE. Generalul Petrescu a insistat pentru o colaborare pe picior de egalitate, in
care serviciul francez asigura resursele necesare bunei desfasurari a activitatii, era informat punctual despre
contactele structurii romanesti, iar la final primea informatiile obtinute de aceasta din urma. Nu puteau insa sa
cunoasca legaturile agentilor SIMRE, detaliile actiunilor desfasurate de serviciul roman si nici sa restrictioneze
in vreun fel activitatea. Un aspect important era ca agentii SIMRE trebuiau sa fie considerati agenti ai unui
serviciu independent romanesc, si nu agentii serviciului de spionaj francez. Demersul lui Dumitru Petrescu a
fost sustinut intrutotul de Mihail Opran, cu toate ca statutul sdu este unul ambivalent, atat de lider al unui
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serviciu de sine statator, cat si agent al SDECE, de la care primea un salariu de 40.000 de franci lunar. Partea
franceza a acceptat, declarativ si de principiu, acest statut, cu toate ca nu convenea autoritatilor de la Paris,
care, de altfel, erau si neincrezatoare in capacitatea militarilor romani de a se ridica la nivelul cerut de
confruntarile secret pe plan informativ ale Razboiului Rece.

De principiu, activitatea SIMRE urma sa se desfasoare pe doua paliere: ofensiv si defensiv. Primul viza
organizarea de retele informative pe teritoriul romanesc, identificarea de calauze sigure si determinarea de rute
prin care puteau fi scosi oameni din tara sau introdusi agenti (inclusiv stabilirea unor puncte de sprijin pe
trasee), instruirea de echipe capabile sa fie parasutate in tara pentru a executa diferite misiuni informative si de
a sprijini rezistenta armata din munti, identificarea unor radiotelegrafisti care sa opereze aparatele care ar fi
urmat sa fie expediate in tara si, nu in ultimul rand, organizarea de actiuni de sabotaj impotriva regimului
comunist. De asemenea, Tn climatul politic al anului 1949, Tn care speranta unui razboi intre blocul vestic si
lagarul estic era aproape omniprezenta in randul refugiatilor politici est-europeni, un capitol aparte al palierului
ofensiv era si constituirea unei unitati militare. Aceasta trebuia sa cuprinda aproximativ 5000 de oameni,
urmand sa fie formata in nordul Africii pentru a putea fi capabila sa intre in actiune pe teritoriul romanesc in
scurt timp de la momentul iminent al izbucnirii ostilitatilor[224]. Totusi, in 1950, cu toate ca razboiul din Coreea
reprezenta o escaladare a tensiunii dintre Washington si Moscova ce parea ca urmeaza sa se transpuna si in
teatrul european, ideea a fost abandonata din cauza ca, in cel mai bun caz, generalul Petrescu s-ar fi putut
baza pe maximum o mie de militari, din care 15% reprezenta corpul ofiteresc[225].

Al doilea sector - cel defensiv - avea rolul de a proteja exilul romanesc de posibilele infiltrari ale autoritatilor
comuniste. Conducerea sa a fost incredintata, de la bun Thceput, comandorului Opran, iar acesta a dispus, in
primul rand, organizarea de echipe de filaj care sa urmareasca persoanele suspecte, avand posibilitatea, in
acord cu SDECE, de a opera retineri, in cazurile care necesitau actiuni rapide. Mai mult de atat, toate
denunturile primite de autoritatile franceze privind presupusa apartenenta comunista a unor membri ai exilului
romanesc erau redirectionate catre Mihail Opran care conducea cercetarile si, in cazul in care suspiciunile erau
rezonabile sau exista chiar certitudinea ca respectiva persoana este agent al Bucurestiului, pe baza referatului
sau, serviciile de la Paris luau masurile necesare[226].

In conditiile Tn care palierul defensiv ar fi trebuit sa supervizeze activitatea intregului exil din Franta, Mihail
Opran s-a intalnit in toamna anului 1949 cu liderii taranisti din exil: Virgil Veniamin, Romulus Boila si Augustin
Popa. Cei patru au stabilit o colaborare intre principalul partid democrat si structura informativa condusa de
comandor. In eventualitatea deschiderii formatiunii catre noi adeziuni ale celor din exil, SIMRE avea sa
functioneze ca o plasa de control a gruparii politice, in timp ce aceasta din urma - inclusiv liderii sai - se angajau
sa nu intreprinda nicio actiune in tara (trimitere de persoane, contactare unor legaturi, etc) sau sprijinire a unor
noi-veniti fara instiintarea si aprobarea lui Mihail Opran[227]. Totusi, raportarea liderilor taranisti la Opran si la
activitatea sa informativa, in folosul PNT-ului era foarte divergenta: daca Boila era deschis fata de fostul
comandor si conlucrau si fdceau schimb de informatii despre romanii din exil, Veniamin il privea cu raceala, nu
ca pe un colaborator, ci strict ca pe un "politist” care lucra pentru ei. Desconsiderarea era atat de pregnanta,
incat Virgil Veniamin nici nu dorea sa discute cu Opran, iar cand era ceva de comunicat, o facea prin
intermediul lui Boila[228]. Din 1950, unii dintre liderii taranisti avea sa-I considere tradator pe Mihail Opran,
deoarece lucra si cu legionarii[229], politicienii neacceptand ca, in acel context, obtinerea de informatii era mai
presus de rivalitatile politice. Nici din partea cealaltd sentimentele nu erau cele mai sincere si mai deschise:
seful SIMRE avea indoielile sale legate de sinceritatea liderilor taranisti si, mai ales, a lui Boila, chiar daca cu el
lucra cel mai indeaproape[230]. La scurt timp dupa stabilirea colaborarii, intelegerea avea sa fie incalcata de
Augustin Popa, care i-a mijlocit Soranei Gurian[231], recent sosita la Paris, o interventie la un post de radio.
Provenind dintr-o familie evreiasca, Gurian suferise in timpul razboiului persecutiile antisemite ale administratiei
Antonescu, iar dupa intrarea rusilor in capitala, viata sa se schimbare radical: nu numai ca avea din nou dreptul
sa publice, dar articolele si volumele sale au avut parte de o foarte buna receptare in noul climat politic. In plus,
timp de mai bine de doi ani, facuse parte din noua conducere a ziarului Universul, principalul cotidian al vremii,
care adoptase o pozitie favorabila puterii sovietice. In aceste conditii, nu este de mirare ca Sorana Gurian era
suspectata de a fi 0 agenta comunista[232], astfel ca Opran a descins la sediul postului si, cu zece minute
inainte de inceperea transmisiei, a impiedicat-o sa intre in direct[233]. A doua sincopa a fost ignorarea de catre
Virgil Veniamin a avertismentelor lui Opran ca Petre Manolescu[234], recent sosit la Paris, ar fi de fapt agent
comunist[235]. Politicianul taranist I-a primit calduros pe Manolescu, invitdndu-l sa adere la mai multe
organizatii ale emigratiei romanesti, iar mai tarziu, si cu concursul lui Boil&, s intre in redactia La Nation
Roumaine. In ciuda acestui episod, se poate afirma ca mult mai bine a decurs colaborarea personala dintre
Boila si Opran: primul ii oferea informatii din baza de date a ziarului La Nation Roumaine, iar celalalt 1i facea
diferite servicii, asa cum a fost blocarea publicarii in presa franceza a unui articol despre luliu Maniu semnat de
Camil Ring[236]. Materialul il portretiza pe liderul politic transilvanean deceptionat si neincrezator in aliatii
occidentali, iar aparitia textului le-ar fi periclitat taranistilor din exil actiunile de propaganda pe langa autoritatile
vestice. Scurt-circuitele dintre seful SIMRE si liderii taranisti au continuat sa apara si in lunile ce au urmat,
ducand, printre altele, la esecul din fasa al unui proiect ce ar fi putut scoate din tara cateva persoane. Avand la
dispozitie un avion francez, Opran avea de gand sa utilizeze pentru o actiune rapida si temerara: aparatul de
zbor, la mansa caruia ar fi trebuit sa fie Max Manolescu[237], urma sa decoleze din Turcia ori lugoslavia, sa
aterizeze pe un teren de langa Turda, unde sa fie asteptat de o cateva persoane contactate din vreme. Dupa o
imbarcare grabita, avionul decola din nou si, Thainte sa fie interceptat de aviatiile de vanatoare romane si
sovietice, parasea spatiul aerian romanesc, apoi cel bulgaresc, ajungand in cele din urma la baza de unde
plecase. Numai ca planul lui Opran nu s-a mai materializat niciodata: odata pentru ca Manolescu a refuzat
misiunea care se anunta extrem de riscanta, recomandand un alt pilot care ar fi tradat proiectul, iar a doua oara
pentru ca taranistii au facut unele indiscretii care au dus la pierderea conspirativitatea actiunii[238].

Daca n vara lui 1949, palierul defensiv avea, cel putin, stabilitd conducerea si, inerent, o schita a modului de
operare, in privinta laturii ofensive a preconizatului serviciu, situatia era una mai delicata, deoarece lipseau
persoanele capabile sa intreprinda misiuni in tara. Sosirile lui Craciunas si Tantu aveau insa sa suplineasca
acest gol. Agentul Victor a fost primul ajuns la Innsbruck, la 13 mai 1949 si timp de aproape trei luni, in care, in
paralel, a fost supus si unor interogatorii si verificari, a purtat discutii cu Blondel, Mihail Opran[239] si chiar cu
maiorul Beaumont[240], in urma carora, formal, a acceptat sa lucreze in serviciul SIMRE. Ajuns insa la Paris,
Silviu Craciunas a intrat in contact cu Bazil Ratiu care I-a dirijat spre spatiul german si, inerent, spre
colaborarea cu serviciile americane, in detrimentul proiectului francezo-roman.

Mult mai consistenta avea sa fie implicarea lui Mihail Tantu in cadrul SIMRE, n special in sectorul ofensiv, dar
si in alte activitati precum cifrare-supracifrare, interogatoriile luate nou-venitilor ori filarea unor persoane
desemnate de Opran. Avand faima unei activitati anticomuniste ferme, pentru care suferise in inchisoare, Tantu
poseda o excelenta pregatire militara, fusese implicat in Miscarea Nationala de Rezistenta, activase in



ilegalitate, evadase din sistemul concentrationar comunist si trecuse clandestin granita. In acest context, in 10
iulie 1949, a avut loc la castelul din Innsbruck o intalnire intre comandantul Pellet si maiorul Blondel, pe de o
parte, Mihail Tantu pe de cealalta, intermediar fiind, la fel ca in cazul lui Craciunas, Nicolae Tanase[241]. Rolul
acestei discutii a fost de a tatona terenul in perspectiva unei implicari a fostului ofiter in crearea si in activitatea
prognozatei structuri informative roméanesti. Tantu, care nu si dezvaluise adevaratul statut, fiind practic, la acel
moment, agent comunist cu rol de infiltrare Tn emigratia romaneasca, a adoptat o pozitie de expectativa,
spunand interlocutorilor sai exact ceea ce voiau sa auda: era antrenat de dorinta de a se implica intr-un proiect
apolitic, profesionist si independent care sa duca actiuni concrete impotriva regimului de la Bucuresti. Bazandu-
se pe datele culese de la Gelu Belu, fostul capitan de parasutisti a anticipat corect principiile de functionare ale
preconizatului serviciu de informatii, sustinand ca structura trebuie sa urmareasca doua paliere: defensiv (cu
rolul de a contracara actiunile din exil ale agentilor infiltrati ai regimului de la Bucuresti[242]) si ofensiv (cu
misiunea de a intreprinde actiuni de spionaj in tara). Primele contacte dintre Mihail Tantu si reprezentantii
serviciilor franceze i-au convins pe acestia din urma de oportunitatea si de viabilitatea implicarii fostului capitan
de parasutisti in structura roméneasca. Astfel ca, la 20 iulie, Tantu revenea la castelul din Innsbruck unde, timp
de trei zile, a discutat cu un anume maior Jores, din partea serviciilor franceze, si cu Mihail Opran, din partea
structurii romanesti, despre activitatea palierului ofensiv care urma sa ii revina lui Tantu. Opran si Tantu se
revedeau dupa patru ani: cei doi se cunoscusera la Lucenek, la sfarsitul lui ianuarie 1945. Primul era seful
Biroului 2 al Corpului Aerian stationat in localitatea slovaca, in timp ce al doilea era incerca sa 1i gaseasca si sa
ii elibereze pe presupusii sai subordonati Rugan si Barsan[243], al caror avion se prabusise in apropiere si se
aflau In custodia sovieticilor. Timp de cateva zile, cei trei au discutat modul de organizare al sectorului ofensiv
si despre pregatirile logistice si militare necesare.

Plecandu-se la propunerile formulate de Tantu inca de la prima intalnire (si care corespundeau atat de mult
ideilor serviciilor franceze incat reprezentatii acestora s-au intrebat daca nu cumva existase o scurgere de
informatii), s-a decis ca pregatirea membrilor palierului ofensiv sa se faca de instructori proprii ai SIMRE (la
fnceput rolul fiind asumat de Tantu), in acord insa cu tehnica franceza. Totodata, autoritatile de la Paris urmau
sa creeze legende conspirative pentru fiecare dintre cei implicati, asigurandu-le posturi fictive la diferite
companii franceze. Soldele erau asigurate din fondul SDECE acordat structurii romanesti, iar cuantumul lor era
unul satisfacator, pentru a preveni racolarea de catre alte structuri de informatii. Cel mai important aspect era
insa compartimentarea ridicata a sectorului ofensiv: agentii nu trebuiau sa se cunoasca intre ei, iar retelele
create de fiecare sa functioneze independent, pentru a limita posibilitatea deconspirarii.

Din cauza lipsei de resurse umane si a atitudinii oscilante a partenerilor francezi, consolidarea SIMRE inca nu
se incheiase, desenarea arhitecturii institutionale fiind inca departe de a fi finalizat, iar recrutarea de oameni de
incredere si potriviti pentru aceasta activitate era abia la inceput. In toamna anului 1949, alaturi de generalul
Petrescu si de comandorul Opran, la conducerea structurii a fost cooptat si Mircea Patru, cel care avea sa fie
unul dintre cei mai indelungati sefi ai structurii, dar si una dintre cele mai contradictorii personalitati. In ochii
viitorului subordonat Alexandru Lavergne[244] era un tip tacut si calculat[245], in timp ce pentru lon Ratiu
trecea ca neimpresionat, dar "totusi, bun roméan” [246]. Unele note ale Securitatii creeaza imaginea unui om
curajos si diplomat, in timp ce alte descrieri il surprind temator, indecis si indiscret. Pentru unul dintre superiorii
militari din anii razboiului, Patru dovedea "cultura generala bogata, spirit de initiativa dezvoltat, inteligenta vie”
[2471, in timp ce Neagu Djuvara, cu care a lucrat indeaproape intre 1952-1954, il caracteriza drept "un agitat,
un fricos si-un invartit’ [248] care a creat numeroase probleme SIMRE-ului. Mircea Patru (al carui nume initial
era Petrescu) s-a nascut la 4 august 1909 in comuna Ciupercenii Vechi, din apropierea Calafatului, aflata pe
unul dintre coturile pe care Dunérea le face in serpuirea intre malurile roménesc si bulgar, intr-o familie de
tarani. In 1922 a devenit elev al Liceului Militar "D.A. Sturdza” din Craiova, iar din 1928 a urmat cursurile Scolii
Militare de Artilerie din Timisoara, pe care a absolvit-o la 9 iunie 1930, completandu-si pregatirea intre 1931-
1932 la Scoala Speciala de Artilerie[249]. Ulterior, a fost repartizat la unitati de artilerie grea din orasul de pe
Bega, Alba lulia si Craiova. Intr-o fisa de evaluare din 1931, Patru era caracterizat de superiorul sau drept
foarte tanar, are nevoie de indrumare n serviciu si supraveghere, mai ales in relatiile sociale. De altfel promite
a se forma n bine (...) nu e destul de rezistent, nu poate suporta prea mari oboseli (...) Tinuta ingrijita, se
prezinta destul de bine in fata trupei. li trebuie mai multa vointa, trebuie s& munceasca mai mult in serviciu.
Bune cunostinte generale, cele profesionale la inaltimea gradului. Destul de disciplinat, adesea vorbeste prea
mult gesticuland. Nu executa ordinele cu tragere de inima si constiinta, trebuie sa fie condus si supravegheat.
[250]

Momentul de cotitura al carierei sale avea sa se petreaca in 1936, cand a fost detasat la Flotila Aviatiei de
Garda, unde a descoperit frumusetea aviatiei, energia si adrenalina oferite de noul arma, dar si prestigiul aparte
de care se bucurau ofiterii acestei branse. Asa ca Mircea Patru se decide sa renunte la artilerie si sa treaca la
aviatie, urmand in acest sens cursurile Scolii de perfectionare in zbor de la Buzau, il pe care a absolvit-o in
1937, iar un an mai tarziu a fost transferat din nou la Flotila 1 Aviatie. Cariera sa de pilot avea sa se
sfarseasca abrupt in urma unui accident aviatic in urma caruia a ramas cu o semi-paralizie a unui brat,
invaliditatea fizica[251] punandu-l in imposibilitatea de a se mai urca la mansa vreunui avion. De aceea, la 15
decembrie 1940 a fost transferat la Directia Aviatiei Civile, iar dupa intrarea Romaniei in razboi, impotriva
Uniunii Sovietice, a fost numit la conducerea Biroului 4 al Corpului Aerian Roman[252]. in paralel si-a
desavarsit studiile prin absolvirea Scolii Superioara de Razboi din Bucuresti. Chiar daca nu mai putea pilota,
Patru nu a renuntat la dorinta de a zbura si de a participa la operatiunile militare, asa ca a urmat cursuri de
observatori aerieni pentru echipajele de bombardiere. A fost in cele din urma mobilizat in primavara lui 1944, in
cadrul Corpului 1 Aerian, unde a indeplinit diferite functii precum cea de ajutor de sef (si, ulterior, sef) al Biroului
3 operatii, si a luat parte la campania din Ungaria. Serviciul pe front a fost insa de scurta durata, caci dupa
jumatate de an petrecut in apropierea teatrelor de operatiuni, a fost rechemat la Bucuresti, fiind incadrat in
structurile centrale ale armatei[253]. Maturizarea sa, anii de pregatire profesionala si experienta razboiului par
sa nu fi reusit sa Ti Indrepte carentele surprinse n evaluarile facute la inceputul carierei militare. In 1945, unul
dintre superiorii ierarhici din Corpul Aerian Roméan il descria pe capitanul aviator Mircea Patru ca fiind
perseverent si cu multa putere de munca, nu destul de hotarat. Inteligent, judecata buna, nu are suficient spirit
de metoda. Temperament vioi, are inclinatie spre a se precipita atat in gandire si vorbe, cat si in actiuni.
Trebuie sa-si supravegheze aceasta latura deoarece il poate duce la acte si gesturi pripite.[254]

La fel ca multi alti ofiteri romani care au luat parte la operatiunile militare antisovietice sau care aveau optiuni
politice anticomuniste, Mircea Patru a fost epurat din armata in iunie 1946[255] avand gradul de capitan-
comandor. In ciuda dificultatile financiare in care fusese aruncat (ajunsese sa se ocupe cu comertul Iegumelor
pe care le aducea din satul natul si le vindea la Bucuresti), Patru s-a implicat in diferite actiuni care aveau sa-|



aduca in vizorul noilor autoritati de la Bucuresti. A incercat sa puna bazele "Asociatiei fostilor ofiteri luptatori” ,
un proiect rezultat probabil in urma discutiilor pe care le avea cu alii ofiteri epurati, la restaurantul Dunarea, de
la parterul blocului omonim de Ianga Universitate. In acest grup se afla si Mihail Opran, cel care 1i fusese amic
inca din timpul razboiului, pe cand frecventau cursurile Scolii de Razboi din dealul Cotrocenilor. Constient ca
masurile represive ale regimului de la Bucuresti urmau sa il vizeze in curand, Mircea Patru a decis sa fuga din
tara. Hotararea sa a fost intarita si de dezamagirea ca Opran deja parasise clandestin tara, in toamna lui 1947,
fara sa-l instiinteze de planul sau ori sa-i propuna sa i se alature[256]. Fire oscilanta, Patru s-a decis in cele din
urma sa fuga din RPR abia in toamna lui 1948, optand initial pentru un plan alaturi de ofiterul lonescu
Fanel[257] (pe care I-a convins sa nu mai plece pe cont propriu in Turcia, ci sa 1l insoteasca spre granita
iugoslava) si de avocatul Mihai Rautu[258] (care urma sa asigure costurile legate de calauze si gazde). Fiindu-i
teama sa incerce trecerea granitei si nemultumit de discutiile cu lonescu, Mircea Patru a abandonat grupul, iar
peste cateva zile a parasit clandestin teritoriul romanesc, impreuna cu Gheorghe Bostangiu[259], o ruda
indepartata din satul natul, si Patru Parvan[260], un cioban din zona Calafatului. Cei trei au trecut granita in
lugoslavia, insa au fost prinsi de graniceri care i-au internat in lagarul de refugiati de la Kovacita[261], de unde
fostul ofiter a fost mutat intr-un alt centru de detentie din vestul Jugoslaviei, iar mai apoi i s-a permis apoi sa
ajunga la Triest[262]. Dupa o scurta trecere prin Italia, comandorul Mircea Patru a ajuns la Paris in septembrie
1949, unde trebuie sa-I fi regasit pe Mihail Opran, dar a intrat Tn discutii si cu colonelul lon Tomoroveanu, fata
de care s-a laudat ca ar putea conta pe legaturile utilizate in fuga sa pentru stabilirea unei filiere de contact cu
tara. Insa Opran, fostul sdu camarad de discutii de la Dunérea, devenit acum seful SIMRE, a reusit s&-I
deturneze de la colaborarea cu fostul atasat militar de la Vichy si sa-| incadreze in structura informativa care se
edifica, numindu-l pe Mircea Patru in conducerea serviciului. In acelasi timp, comandorul a devenit si un
colaborator foarte apropiat al lui Puiu Petrescu, indeplinind Tntr-un fel functia de secretar al generalului, caruia Ti
oferea constant informari despre comunitatea romaneasca din Franta.

Daca in toamna lui 1949 Mircea Patru tocmai se alaturase SIMRE-ului, fiind cooptat in conducerea sa, serviciul
suferea si prima criza interna: lon Tomoroveanu, deja deranjat de aparitia lui Opran, care practic il inlocuise in
pozitia de "om de incredere” al francezilor, dar si de faptul ca fusese ostracizat in demersurile de infiintare a
structurii, i ceruse comandorului sa-i aloce o parte din fondurile puse la dispozitie de francezi pentru activitatea
informativa. Cererea sa nu a fost insa acceptata de Mihail Opran, nefiind totusi clar daca noul lider ar fi fost
dispus sa-i dea o suma mai mica sau l|-a refuzat cu totul. Cert este ca in urma acestui fapt, Tomoroveanu s-a
despartit definitiv de proiectul condus de Petrescu si Opran, trecand probabil la colaborarea cu un alt serviciu
secret francez, purtandu-le celor doi o ranchiuna bine ascunsa si asteptand momentul potrivit pentru a-i plati
polita lui Mihail Opran[263].

La finalul lui 1949, SIMRE facuse pasi importanti spre conturarea sa definitiva ca o structura functionala: se
cristalizase o conducere formata din generalul Petrescu, ca lider oficial, secondat de Mircea Patru, Mihail Opran
ca sef al sectorului contrainformativ, dar de facto creierul intregii structuri, si Mihail Tantu Tn pozitia de
coordonator al sectorului ofensiv. Pe langa principalele doua paliere principale - ofensiv si defensiv -, a caror
organizare avea sa se incheie abia anul urmator, cuprindea un birou de mobilizare, in subordinea colonelului
Dumitru Neferu, si un oficiu de propaganda[264] condus de lon Dragu, fostul consilier de presa al legatiei de la
Vichy. Celula aflata in subordinea lui Dragu avea rolul de a redacta articole impotriva regimului de la Bucuresti,
de a sustine conferinte si de a plasa materialele in diferite ziare ale exilului sau chiar in presa de limba
franceza. In lunile urmatoare, fostul atasat de presa de la Vichy avea sa organizeze in capitala franceza
conferinte prin care indemna la unitatea exilului, dincolo de convingerile anterioare politice, si sa faca demersuri
pentru initierea si coordonarea unei propagande prin intermediul orelor de emisie in limba romana de la
posturile de radio occidentale[265].

De asemenea, activitatea SIMRE nu avea sa cum sa limiteze numai la Paris, ci trebuia sa aiba ecou in toate
zonele de interes, in care se aflau sau ajungeau refugiati romani. Cum filiera Romania-Ungaria-Austria era
principala ruta a celor care fugeau din tara, era firesc ca primele avanposturi ale structurii sa fie in spatiul
austriac, unde agentii SIMRE trebuiau sa ajunga primii la romanii care treceau Cortina de Fier. Intr-un fel,
"rezidentele” [266] de la Viena (condusa de Gelu Belu) si de la Innsbruck (unde responsabil era Nicolae
Tanase[267], secondat de un anume Basarabescu[268]) precedasera crearea SIMRE-ului, fiind functionale inca
din 1947-1948. Odata cu infiintarea structurii de la Paris, ele au trecut din colaborarea cu francezii in
subordinea directa a echipei Petrescu-Opran[269], carora le raportau direct (uneori pe filiere necunoscute
partenerilor francezi, asa cum era, spre exemplu, comunicarea cu Viena prin intermediul Olgai Pirscher, o
apropiata de incredere a lui Belu) si de la care prlmeau salariul[270]. In rest, activitatea lor a continuat pe
aceleasi directii: identificarea a refugla'gllor romani, strdngerea de informatii si, in cazul cel mai fericit, recrutare a
colaboratorilor. Se preconiza crearea, in limita posibilitatilor, a unor alte rezidente la Madrid, unde legionarii
reprezentau singurele optiuni, numele vehiculat initial fiind cel al doctorului Musatescu[271], in spatiul german,
de care trebuia sa raspunda aviatorul lon Profir, si la Trieste si nordul Italiei[272] de a carui organizare urma sa
se ocupe in priméa faza Mircea Patru, insa toate acestea din urma au ramas la stadiul de proiect.

Tn ciuda tuturor eforturilor, a recrutarilor de membrii si a muncii asidue dusa de liderii s&i, SIMRE inc& nu era
considerat un serviciul independent si complet operaponal Partea franceza intarzia sa-si onoreze toate
obligatiile discutate de principiu cu Petrescu si Opran si ii privea pe militarii romani cu un scepticism evident si o
neincredere acuta n capacitétile lor de a-si asuma rolul de serviciu de informatii al exilului romanesc. Asa ca
singura modalitate prin care SIMRE Tsi putea castiga independenta, drepturile si statutul la masa serviciilor
secrete occidentale era livrarea unor rezultate concrete si imediate partenerilor francezi. Daca in domeniul
contrainformativ erau slabe sanse sa se inregistreze un succes spectaculos, singura optiune venea din
executarea cu succes unei a misiuni in tara, actiune pe Petrescu si Opran sa o utilizeze propagandistic ca
dovada a capacitatilor SIMRE. Pregatirea in acest scop a unei celule a sectorului ofensiv a inceput in
septembrie 1949, dupa alte intarzieri provocate de neonorarea de catre partea franceza a obligatiilor privind
sprijinul logistic si material al SIMRE[273]. Condus de Mihail Tantu, grupul urma sa fie compus si din Stefan
Copilu[274] (fost sergent parasutist, pe care I-a intalnit la Linz), George Schwab[275], Gheorghe Neamtu[276]
si Gheorghe Istoc[277]. Cu toate ca initial numai Tantu trebuia sa parcurga instructia privind tehnica franceza,
urmand ca el sa o predea mai departe subordonatilor sai[278], in cele din urma toti au participat la acelasi
stagiu care a vizat trageri cu armament american intr-un poligon din apropierea Versailles-ului, salturi cu
parasuta pe timp de zi si pe timp de noapte pe un aerodrom din centrul Frantei, demonstratii de pliere,
distrugere si camuflare a echipamentului si exercitii de balizaj[279]. Reveniti la Paris, cei cinci au fost impartiti in
doua echipe care au urmat pregatiri de specialitate in mod separat: Neamtu, Istoc si Schwab au luat cursuri de
radiotransmisiuni, in timp ce Tantu si Copilu s-au dedicat studierii tehnicii foto sia utilizarii cernelii simpatice.
intre tlmp, la inceputul lunii octombrie 1949, intr-un restaurant din Saint Germain a avut loc o receptie restransa
data in onoarea generalului Radescu, recent sosit in capitala Frantei. In cadrul evenimentului, Jores, uzitand de



pozitia inalta pe care o avea in cadrul serviciilor de informatii franceze, a dat asigurari atat participantilor
romani, cat si reprezentantilor serviciilor similare american si britanic ca Parisul va sustine eforturile exilului
romanesc de a crea un organism institutional capabil sa duca o activitate de spionaj impotriva regimului
comunist de la Bucuresti. Daca Radescu - aflat deja intr-o incapacitate fizica evidenta[280] - a raspuns
entuziast discursului francez (care nu a fost dublat de unul britanic sau american, cu toate ca erau prezenti si
reprezentanti ai acestor structuri), impresia celorlalti a fost una contrara asteptarilor. La scurt timp dupa
eveniment, generalul Petrescu afirma ca partea franceza este neincrezatoare in organizarea romanilor si ca
"intentia lor [a francezilor, dar nu trebuie neglijata nici partea americana - n.m.] este ca sa-I fluture ca pe o
flamura, recrutand prin el diferite elemente, in cap cu cele ce afirma insusi Serviciul romanesc si indeosebi
comitetul de actiune” . Oricat de conspirationista ar putea péarea, la o prima vedere, pozitia lui Dumitru Petrescu,
aceasta era, de fapt, una intemeiata. Inca din perioada petrecuta la Innsbruck, chiar dupa discutiile avute cu
Opran, in care se stabilise implicarea sa in preconizatul serviciu, Mihail Tantu primise atat o alta oferta de a
lucra direct in interiorul serviciului francez, precum si o alta mai tentanta, venita pe filiera lui Titi Constantinescu,
de a deveni agent al ClA-ului, impreuna cu o echipa pe care o putea alege personal, fiecare membru avand
salariul asigurat[281]. Ambele propuneri au fost refuzate, fiind vorba, cel mai probabil, de un dublu motiv: pe de
o parte, acceptarea unei alte colaborari, in timp ce discutiile privind implicarea in serviciul romanesc erau
avansate, ar fi creat imaginea oportunistului, dispus sa schimbe taberele in functie de interesul financiar sau
personal, iar pe de alta parte, posibilitatile informative - din punct de vedere al statutului sau de spionaj al
serviciilor romanesti - erau considerabil mai mari in cadrul structurii conduse de Opran, unde si Tantu ar fi facut
parte din conducere, decat in alte servicii, unde ar fi fost un simplu agent.

Confruntati din ce in ce mai tare cu neincrederea serviciilor franceze, generalul Petrescu si Mihail Opran au
decis ca fragila lor structura trebuie sa treaca la fapte cat mai repede si sa inregistreze o victorie care sa le
confirme statutul de structura functionala[282]. Fusesera demarate cateva actiuni informative in tara, insa
primele rezultate urmau sa fie inregistrate cel mai devreme in primavara, daca nu chiar in vara anului urmator.
Asa ca singura optiune era ca unul dintre membirii sectorului ofensiv condus de Tantu trebuia sa fie trimis in
tara, unde sa culeaga informatii si sa puna bazele unei retele informative, si apoi sa se intoarca in siguranta la
vest de Cortina de Fier. Versiunile indicate asupra originilor acestei prime actiuni ofensive sunt insa
contradictorii: intr-un raport care viza intalnirea din 20-22 iulie 1949 cu Jorel si Opran, Mihail Tantu afirma ca el
a avansat ideea ca, inainte de a prelua conducerea palierului ofensiv al SIMRE, sa realizeze o misiune
informativa in tara, motivand ca cine vrea sa conduca trebuie sa treaca, mai intai, prin toate etapele[283]. Intr-o
alta declaratie, acelasi Tantu afirma ca, imediat dupa receptia data de Nicolae Radescu la Paris, generalul
Dumitru "Puiu” Petrescu, intr-o discutie confidentiala, i-a incredintat misiunea de a pleca clandestin in tara,
unde urma sa creeze o retea informativa, iar apoi sa se Intoarca in siguranta la Paris[284]. Intr-o alta marturie,
Tantu afirma ca doar Opran stia de viitoarea sa plecare n tara, comandorul chiar atentionandu-I sa nu
dezvaluie nimic generalului Petrescu la prima si singura intalnire avuta cu acesta din urma nainte de prima
tentativa de a pleca in tara[285]. Cert este ca niciunul dintre ceilalti patru oameni din grupul lui Tantu nu mai
erau disponibili: sotia lui Stefan Copilu nascuse de curand, iar Istoc, Schwab si Neamtu disparusera din
Paris[286]. Generalul Petrescu a facut demersuri ca cei trei sa fie returnati SIMRE-ului, insa omologii francezi
au raspuns ca acestia plecasera pe cont propriu si nu au putut fi opriti. Aproape sigur, Istoc, Schwab si Neamtu
au primit, la fel ca Tantu, oferta din partea serviciilor americane, insa, spre deosebire de seful lor, nu au
refuzat-o. Cei trei au ajuns la Salzburg, in centrul zonei de ocupatiei americana din Austria, iar ulterior s-a aflat
ca Gheorghe Neamtu fusese racolat[287] de catre Petre "Titi” Constantinescu care lucra ca agent
american[288].

Intreaga organizare a actiunii lui Tantu din decembrie 1949 s-a facut in pripa. "Ca misiune in tara” , nota un
raport al Securitatii, "Mihail Tantu avea una singura: sa recruteze cat mai multi oameni, pentru ca quantumul
informatiilor sosite sa fie cat mai considerabil, deci posibilitatile de comercializare cat mai ample. Tehnica,
organizarea, recrutarea erau lasate cu totul la latitudinea lui” [289]. Cum SIMRE nu dispunea inca de calauze
cu puncte de sprijin de-a lungul traseului, sarcina a revenit serviciilor franceze, iar Blondel a gasit o calauza,
recomandata drept fost capitan in armata maghiara, dispusa sa il preia pe Tantu din zona franceza de ocupatie
a Austriei si sa-1 duca pana la Timisoara. Pentru a se pastra secretul misiunii, masuri conspirative s-au luat
chiar de la plecarea din Paris: Mihail Tantu si-a schimbat frizura si si-a pus ochelari, iar in avionul care I-a dus
din capitala Frantei pana la Innsbruck a calatorit in cabina pilotilor[290]. Dar chiar si asa, odata ajuns n orasul
austriac, s-a intalnit pe strada cu un alt fugar roméan, ceea ce putea duce la deconspirarea prezentei sale pe
drumul catre frontiera romaneasca. In cele din urma, plecarea din Innsbruck s-a facut la 5 decembrie 1949,
insa chiar inainte de a trece granita in Ungaria, fostul capitan de parasutisti si-a surprins colegul de drum
discutand amical cu o santinela sovietica. Teméandu-se ca va fi tradat, Mihail Tantu a abandonat imediat
misiunea, revenind intempestiv la Innsbruck[291], unde Blondel nu i-a crezut povestea, banuind ca, de fapt,
agentul roman nu a fost capabil sa se angajeze intr-o astfel de actiune. Aceeasi pozitie a avut-o si centrala de la
Paris, care manifesta rezerve sa-i asigure transport inapoi in Franta, astfel ca Tantu a decis sa riste, anuntand
Salzburgul ca este dispus sa renunte la colaborarea cu partea franceza in favoarea celei americane. Atitudinea
sa intransigenta a avut efectul scontat, iar la 15 decembrie agentul roman revenea la Paris, unde era primit cu
caldura de catre colegii sai din SIMRE. Cinci zile mai tarziu, situatia lua o turnura neasteptata: la Innsbruck a
avut loc un atentat caruia ii cade victima chiar unul dintre colaboratorii maghiari ai lui Blondel, iar unul dintre cei
trei atentatori capturati este chiar fosta calauza a lui Tantu, dovedindu-se astfel flerul agentului roman[292]
Chiar si fara sa-si atinga scopul initial, misiunea agentului roman fusese un succes pentru liderii SIMRE in lupta
lor pentru constituirea definitiva a structurii. Asa ca au decis sa forteze mana partenerilor francezi, organizand
in ianuarie 1950, In apartamentul din Rue Albert Samain al generalului Petrescu, o sedinta la care participa
Dumitru Petrescu, Mihail Opran, Mircea Patru din partea SIMRE[293] si Jores, Beaumont, Lambert, Grenier si
capitanul Grandet din partea serviciilor franceze. Cererile partii romane sunt clare si punctuale: serviciul sa
furnizeze numai informatii, nu si agenti (numai in cazurile exceptionale si cu acordul sefilor SIMRE se putea
dezvalui identitatea agentilor din tara sau a curierilor); sa nu existe nicio legatura directa in personalul SIMRE si
cei ai structurilor de informatii occidentale, conditia fiind pusa pentru a preintdmpina racolarile directe din partea
SDECE ori a altor servicii similare; francezii sa pregateasca din punct de vedere tehnic misiunile agentilor
trimisi in tara (prin instructaj de specialitate), sa le finanteze si sa le acorde echipamentul necesar, de la
cerneala simpatica la aparate foto; agentii roméani sa aiba libertatea ca, pe langa misiunile stabilite de SIMRE in
colaborare cu partea franceza, sa poata prelua si actiuni pe cont propriu, care sa le aduca un castig personal;
nu n ultimul rand, agentii romani urmau sa aiba un salariu egal cu cel al omologilor francezi, in functie de grad
si de vechimea in munca[294]. Practic cereau francezilor sa-si onoreze promisiunile facute de-a lungul anului
1949 si sa asigure sprijinul necesar functionarii structurii romanesti, a carei independenta de actiune sa o
accepte fara rezerve. Continuand linia din lunile precedente, francezii au evitat un raspuns clar si un



angajament ferm si direct, astfel ca, frustrat de colaborarea inconsecventa si de neincrederea cronica
manifestata de autoritatile de la Paris, generalul Petrescu a amenintat cu ruperea legaturilor si cu trecerea
intregii structuri romanesti in relatie cu serviciul american, cu care se pare ca deja demarasera tratative. Dupa
ce i-au subestimat-o continuu de-a lungul anului lui 1949, liderii francezi au fost surprinsi de abordarea facuta
de liderii SIMRE si, pusi in fata unei situatii de criza, au decis sa faca un pas in spate si sa accepte toate
doleantele, contand insa pe loialitatea lui Mihail Opran pe care il considerau agentul lor din interior (supozitie
care, cu timpul, avea sa le fie infirmata). Dupa luni intregi de eforturi asidue de organizare si planificare, dublate
de o permanenta tensiune a raporturilor cu Paris, sefii structurii informative romanesti isi atinsesera obiectul:
ianuarie 1950 este momentul din care Serviciul de Informatii al Militarilor Romani din Exil functioneaza deplin,
cu buget propriu si cu independenta completa de actiune. Urmau ani de sperante, de proiecte indraznete, de
actiuni vaste si riscante, dar si de caderi spectaculoase si infrangeri crunte din partea Securitatii.

2. Vremea sperantelor. Conducerea Petrescu-Opran (1950-1952)

Odata rezolvata problema regimului de functionare si a raporturilor dintre SIMRE si partenerii francezi,
generalul Petrescu si Mihail Opran s-au putut dedica exclusiv activitatii propri-zise a structurii. Era inca de
vreme pentru operatiuni complexe, insa comandorul de aviatie si cativa dintre colaboratorii sadi incepusera deja
sa planuiasca si sa faca primii pasi concreti inspre edificarea unor retele secrete de agenti. Rezultatele era insa
asteptate abia peste luni bune. In paralel, atentia conducerii SIMRE se indrepta spre consolidarea organizarii
interne a structurii si extinderea capacitatilor sale operationale.

2.1 Rezidentele SIMRE

Una dintre primele urmari ale intrunirii din ianuarie 1950 a fost continuarea eforturilor pentru crearea unor
rezidente in alte zone ale Europei, in afara de Austria, unde functionau deja celulele lui Gelu Belu si Nicolae
Tanase[295]. Interesul lui Opran s-a indreptat prima data spre Trieste, Roma si nordul Italiei, mai ales ca
localitatea aflata Tn apropierea granitei iugoslave avea o valoare informativa comparabila cu cea a oraselor
austriece, fiind punctul de intrare Tn lumea libera a celor care alegeau sa fuga prin teritoriul controlat de Tito, Si
care, de multe ori, era singura alternativa la drumul conventional prin Ungaria. Misiunea a fost incredintata lui
Mircea Patru care s-a deplasat la Roma unde I-a recrutat pe lon Epuran[296], la randul sau refugiat trecut prin
lagarele si inchisorile iugoslave, urméand ca acesta sa se prezinte la Paris pentru un |nstructaj amanuntit
efectuat de Opran[297] In schimb, din cauza lipsei de cadre de care suferea SIMRE, singura optiune pentru
Trieste avea sa fie, cel putin pentru moment, lon Tantareanu[298], care avea insa experienta muncii
informative, numai ca performantele acestuia au fost modeste, principalul motiv fiind ca lucra si pentru UDB-ul
iugoslav[299], colaborare pe care o prioritiza in detrimentul celei cu Parisul.

Celelalte rezidente preconizate nu s-au mai putut materializa din diferite motive: spatiul german se afla oricum
in supravegherea serviciilor americane, iar lon Profir, persoana pe care Opran intentiona sa o repartizeze in
acest post, nu avea flerul, discretia si perspicacitatea necesare muncii informative. Mai mult de atat,
neadaptarea sa la viata exilului si deziluzia traita din cauza indiferentei occidentalilor fata de cei ce luptasera in
est, impotriva comunlsmulw dar alaturi de Reich-ul german, il aruncasera intr-o depre3|e care isi punea efectul
asupra pSIhICUlUI sau. In Spania, rezidenta nu a mai fost creata din lips& de oameni pe care liderii SIMRE s se
poata baza, mai ales ca Musatescu, cel vehiculat initial pentru acest post, continua sa-i fie devotat lui Horia
Sima, ramasese la Paris si nu plecase din Franta la fel ca majoritatea legionarilor si, mai ales, intrase in
domeniul activitatii secrete ca reprezentant al Miscarii Legionare. Asa ca aproape orice informatie ar fi avut
nevoie Opran de la o rezidenta din Spania putea spera sa procure direct de la doctorul Musatescu din Paris.
Singurele rezidente care au continuat sa functioneze, avand deja o vechime operationala mai indelungata
decat insasi existenta SIMRE-ului, au fost cele de la Innsbruck si de la Viena, ultima avand, de departe, cea mai
complexa, ampla si palpitanta activitate.

2.1.1. Viena: prima linie E] de aparare, intaiul front de atac

Dupa incheierea celui de-al Doilea Razboi Mondial, teritoriul austriac a fost impartit in patru zone
ocupatie: americana, britanica, franceza si sovietica. Evident, cea sub controlul Moscovei se afla in estul tarii,
la granita cu Ungaria si Cehoslovacia, insa in interiorul sau se afla Viena, acel veritabil calcai al lui Ahile pentru
sovietici, deoarece, asemenea Berlinului, si capitala austriaca era impartita in patru sectoare controlate de
puterile aliate. Practic, zona orasului aflata sub controlul puterilor occidentale era locul unde aproape orice
refugiat roman, care scapase din tara trecand prin Ungaria, spera sa ajunga, fiind garantia ca se afla in "lumea
libera” . Viena se afla asadar in prima linie a muncii informative din perioada postbelica, vazuta deopotriva ca
un avanpost al serviciilor secrete occidentale utilizat in trimiterea de calauze si recrutarea de spioni, dar si ca
cea dintai plasa de siguranta impotriva agentilor veniti din tara. Era locul unde s-au desfasurat unele dintre cele
mai aprige confruntari intre structurile secrete, nelipsind intalnirile conspirative, tentativele de rapire, notele
informative sau arestarile inopinate lar multe dintre aceste actiuni I-au avut protagonist pe Gelu Belu, cel care
avea sa conduca sau, mai bine zis, séa reprezinte el insusi reZ|denta SIMRE.

Insa asa cu cum am ar&tat mai devreme, activitatea sa secreta a mceput inca de la sfarsitul lui 1947, de indata
ce a venit din tara, si a crescut in importanta anul urmator, dupa disparitia in misiune a i Bodolea, dar mai
ales dupa perioada de verificare ( "timp in care a fost verificat prin diferite metode si gasit <<curat>>" [300]) si
cea de instructie care au durat aproape un an. Chiar daca Belu lucra pentru francezi, situatia complexa si
delicata din Viena nu permitea un sectarism al structurilor secrete occidentale, ci, dimpotriva, in primii ani a
existat o evidenta intrepatrundere a activitatii CIC-ului american, SDECE-ului francez si I1S-ului britanic, chiar si
paternitatea misiunilor fiind una destul de fluida. Pana in 1949, cea mai clara colaborare a fost cea cu agentii
americani, in special cu George Neagoe[301] si Silviu "Niki” Bertini[302]. Neagoe ii intermedia vanzarea
informatiilor pe care Gelu Belu le obtinea de la refugiatii romani ajunsi la Viena sau pe care le procura din
vizitele pe care le facea in lagarele din Austria si Germania (odata fiind Tnsotit de Augustin Popa, pentru
castigarea increderii celor cu simpatii national-taraniste), dar 1i era si partener in diferite afaceri de contrabanda,
foarte banoase in contextul postbelic. Chiar daca statul lor era diferit, Belu fiind un angajat al serviciilor
franceze si colaborator ocazional al celor americane, in timp ce Neagoe era ofiter deplin al CIC-ului, cei doi
lucrau uneori cot la cot, asa cum s-a intdmplat in afacerea Puiu Dumitrescu - Tanda Caragea[303]. Si mai
apropiat era Bertini, care avea o pozitie ierarhica similara cu cea a lui Gelu Belu, din colaborarea lor rezultand
unele reusite spectaculoase, asa cum au fost cele doua furturi din Legatia roméana din Viena. Primul s-a
petrecut la finalul lui 1948, cand Niki Bertini a intrat in reprezentanta diplomatica, pretextand ca este un
muncitor care vrea sa afle cum se poate repatria. Miscarea era una extrem de riscanta, avand in vedere ca
plecase clandestin din tara si, totodata, era colaborator al serviciului secret american. Lovitura a fost una foarte
rapida: Bertini a fost invitat la biroul secretarei, iar la un moment dat, profitdnd ca aceasta fusese chemata de
seful sau, a cautat prin documente, subtilizand corespondenta cu un ofiter sovietic, ca mai apoi sa declare ca
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trebuie sa plece, dar ca va reveni cu prima ocazie, ceea ce bineinteles nu s-a mai petrecut. Reusita lui Belu a
fost ceva mai elaborata si, cu siguranta, i-a impresionat pe superiorii sai: prin intermediul legionarului Ghita
Stoia, a recrutat pe cineva din echipa de curatenie a cladirii, iar persoana respectiva a furat cateva stampile ale
legatiei. Acestea erau utilizate mai apoi pentru prelungirea vizelor pasapoartelor pe care le obtineau de la evreii
veniti legal din tara, cu scopul de a ajunge in Palestina, si carora Belu le facilita plecarea spre Franta in
schimbul informatiilor si contactelor din tara, intreaga afacere fiind mijlocita de Bertini. Odata identificare
persoane din interior care ar fi fost dispuse sa colaboreze pe linie informativa, Bertini Ti aborda, corespondenta
in ambele sensuri fiind trimisa si primita de Belu, prin curierul diplomatic francez, filiera pusa la dispozitie de
Pierre Boulen[304].

Schimbari au inceput sa apara de la mijlocul lui 1949, pe masura conturarii la Paris a SIMRE-ului si a stabilirii
unei legaturi intre Opran si Belu, acesta din urma intrand practic in subordinea comandorului din capitala
franceza. Odata cu aceasta reasezare institutionala, urmata de esecul din toamna aceluiasi an a discutiilor
franco-romano-americane cu privire la un efort informativ comun, intre Gelu Belu, pe de o parte, si Bertini si
Neagoe, de cealalta parte, s-a instalat o oarecare distantare: existau colaborarile punctuale, dar, la fel de bine,
se instalasera si o raceala si o competitie in exploatarea putinelor resurse disponibile. Abia dupa 1951-1952 se
pare ca Belu s-a reapropiat de colaborarea cu CIC-ul, in sprijinul ipotezei fiind echipamentul de provenienta
americana pe care l-ar fi avut la dispozitie, potrivit ofiterului de contraspionaj de la Bucuresti, Neagu
Cosmal[305].

La fel ca structura centrala de la Paris, care avea un dublu rol - defensiv, prin misiunea sa contrainformativa de
a proteja exilul de infiltrarile agentilor comunisti, si ofensiv, datorat actiunii de creare de retele informative si
trimiterii de curieri in tara -, si rezidenta din Viena indeplinea acelasi dublu sablon de responsabilitati. In primul
rand, asa cum reflecta si activitatea sa inca din 1947, era prima plasa de siguranta a emigratiei roméanesti si
primul filtru de verificare contrainformativa al celor veniti de dincolo de Cortina de Fier. Sau, din perspectiva
opusa, constituia "primul baraj si prima capcana pentru refugiatii din Est” , dupa cum o descria Silviu Craciunas
intr-o nota trimisa Bucurestiului. Cei veniti din tara erau supusi unor interogatorii luate de catre Gelu Belu si
Pierre Boulen (care se prezenta intotdeauna cu numele conspirativ Bissot), declaratiile fiind ulterior
dactilografiate, inventariate si trimise mai departe la Innsbruck si Paris pentru a fi exploatate. In schimb,
refugiatii primeau documente de identitate si li se facilita calatoria spre vestul continentului, fiind in general
"dirijati” spre colaborarea cu asociatiile sau partidele politice ale emigratiei romanesti.

Mult mai spectaculoasa si mai efervescenta era latura ofensiva, mai ales ca Viena era cel mai estic punct din
Austria care putea folosit in filierele terestre ale calauzelor si, totodata, orasul era legat direct de tara prin
intermediul circulatiei fluviale pe Dunare. Asadar, activitatea se facea pe aceste doua paliere si viza, in linii mari
aceleasi actiuni: identificarea de persoane care pot asigura legatura cu tara, deplasandu-se fie clandestin, fie
legal in Romania, unde pot livra pachete si de unde pot aduce informatii, stabilind contacte si contribuind la
edificarea unor retele informative. Metoda de lucru era insa usor diferita, fiind adaptata la cei implicati propriu-
zis. ldentificarea celor care calatoreau legal la Viena si recrutarea lor era o misiune de care se achita aproape
exclusiv Belu, deoarece nu era nevoie ca si alte agenti ai structurii informative sa intre in contact cu persoanele
respective. Cu céat era mai putini oameni care aveau cunostinta de aceste legaturi, cu cat riscul deconspirarii
era mai mic. In general, aceasta latura viza marinarii care calatoreau pe ambarcatiunile de marfa ce navigau pe
Dunare, capitala austriaca fiind vazuta de contraspionajul comunist de la Bucuresti drept o "<<mare
inghesuiala>> de dughene si oficii care acopereau oamenii diverselor servicii informative occidentale
specializate pe tari - Romania, Ungaria (...)" , care ar fi exploatat faptul ca "marinarii romani din flota dunareana
ofereau sansa cea mai mare: slab remunerati, pregatire culturala precara, dornici de castiguri suplimentare, unii
dintre ei robiti bauturii” [306]. In privinta actiunilor terestre, Gelu Belu avea misiunea de a recruta calauze
dispuse sa acorde agentilor SIMRE sprijinul necesar trecerii in siguranta a granitelor si intrarea nedetectata in
interiorul tarii, rutele luate in calcul fiind prin Ungaria si Cehoslovacia[307]. Conform uzantelor, aceste persoane
erau verificate prima data de Belu, apoi supuse unui alt control, in colaborare cu partenerii francezi si, in cele
din urma, interogate personal de Opran care isi folosea de fiecare data identitatea conspirativa de "domnul
Grigorescu” . Ulterior, rezidenta din Viena avea sarcina de a asigura sprijinul logistic necesar misiunilor, fiind
ultimul baza de aprovizionare inainte de trecerea in spatiul est-comunist, dar si primul punct de asistenta al
celor reveniti din tara. Nu in ultimul rand, Gelu Belu avea si sarcina de a stabili o legatura cu emigratia straina
din Viena, in special cu cea maghiara, relatie care se dovedea necesara in actiunile calduzelor[308], precum si
grupurile de sasi si svabi. In aceasta ultima privinta, Gelu Belu a izbutit sa intre in contact cu doctorul
Bodendorfer, reprezentantul sasilor transilvaneni din Austria, care a acceptat o colaborare in domeniul
informativ. Astfel, urmau sa fie create trei subcentre destinate etnicilor germani originari din Romania: unul la
Viena, al doilea in Austria superioara, fie in zona de ocupatie franceza, fie in cea engleza, si al treilea in
Bavaria, la Minchen[309]. Coordonarea celulei revenea unui cate unui sas platit cu salariu fix de 2000 de silingi
lunar, la care se adauga o indemnizatie zilnica de 45 de silingi, dublat de un agent roméan. Scopurile urmau sa
fie strangerea de informatii de la cei veniti din tara, precum si asigurarea unei legaturi cu ajutorul germanilor
care puteau calatori in Romania (in acest aspect fiind deja convins sa colaboreze un comerciant austriac,
membru al partidului comunist, care facea calatorii periodice in Transilvania). Singurele nume stabilite erau
pentru capitala Austriei, unde sarcina urma sa fie preluata de Bodendorfer, supervizat de Belu. Intreaga
operatiune a fost planuita de rezidenta in acord cu Petrescu, nefiind clar daca Opran avea sau nu cunostinta de
acest demers. Toate datele obtinute urmau sa fie exclusiv in proprietatea SIMRE-ului, numai conducerea de la
Paris avand dreptul de a decide daca sunt vandute si altor structuri secrete[310]. Indepartarea generalului de la
conducerea SIMRE a insemnat insa si oprirea finantarii, astfel ca intreaga directie de actiune a incetat inainte
séa produca efecte concrete.

In anii in care structura informativa romaneasca a fost condusa de catre Opran si Petrescu, activitatea lui Gelu
Belu s-a concentrat, in special, pe trierea refugiatilor roméani ajunsi la Viena si exploatarea lor informativa,
precum si pe gasirea unor calauze si stabilirea unor filiere terestre prin care sa se asigure legatura cu tara.
Chiar daca primele contacte cu marinarii romani aflati in misiuni pe Dunare sunt inregistrate inca din 1950-
1951, aceasta cale de a obtine informatii si de a trimite pachete in RPR s-a dezvoltat cu adevarat abia din 1952,
pe fondul reducerii semnificative a posibilitatilor de trecere clandestina a frontierelor. Este foarte probabil ca
Gelu Belu sa fi dispus in primii ani de activitate ai SIMRE de legaturi cu mai multe calauze, insa datele
disponibile pana in prezent nu sunt suficiente pentru o imagine de ansamblu. Totusi, biografia singurei calauze
identificate pana in prezent suplineste aceasta carenta, atat prin amploarea colaborarii cu Belu si Opran,
precum si prin dedesubturile legaturilor sale cu Bucurestiul si Parisul.

Gigi Saramet - spionul loial lui insusi

Trecut cu succes de toate filtrele contrainformative, Gheorghe "Gigi” Saramet parea sa fie calauza providentiala
pe care o cauta Gelu Belu in primavara lui 1950, atunci cand seful rezidentei de la Viena primise de la Opran



sarcina de a gasi o persoana capabila si dispusa sa-l ajute pe Mihail Tantu in viitoare deplasare in tara. Cum
controalele la granite se inasprisera, conducand la numeroase caderi, cei care se ocupau cu scoaterea
clandestina de persoane din tara aproape ca disparusera cu totul: fie abandonasera aceasta activitate extrem
de riscanta, fie li se pierduse urma, fara sa se cunoasca faptul ca unii fusesera arestati - precum Simandan ori
Gherman -, iar altii, precum Bodolea, predecesorul lui Belu, fusesera ucisi la trecerea granitei. Practic,
calauzele erau inexistente, iar aceasta situatie punea in impas trimitea agentilor in tara. Asa ca aparitia lui
Saramet produsese senzatie, uimire si satisfactie pentru rezidenta de la Viena, dar si pentru liderii de la Paris,
care, in sfarsit, pareau sa fi gasit omul de care aveau nevoie pentru misiunea pe care o aveau in plan pentru
vara lui 1950.

Inalt si bine facut, cu parul valvoi si aspru, cu ochi negri patrunzatori si un zambet debordant, Gigi Saramet stia
sa se faca imediat placut de cei din jur, avand o dezinvoltura ce inspira siguranta si incredere in sinceritatea
cuvintelor sale. Dotat cu inteligenta izvorata mai degraba dintr-o siretenie innascuta decat dintr-o pregatire
profesionald, dublata de o uimitoare versatilitate, Saramet castigase simpatie ofiterilor din SIMRE, mai ales ca
trecuse cu bine de verificarile facute de Opran si subalternii sai. Seful structurii informative romanesti nu a aflat
niciodata adevarata poveste a lui Saramet, dar probabil ca si daca ar fi facut-o, ar fi fost cea mai greu de digerat
infrangere din intreaga sa activitate, fiind omul in care s-a increzut atat puternic si s-a inselat atat de grav.
Nascut la 2 februarie 1924 in Piatra Neamt, intr-o familie relativ modesta, Gigi Saramet si-a impartit copilaria si
tineretea intre desele relocari cauzate de transferurile tatalui sau, militar de cariera, rezultatele scolare
oscilante, drama pierderii neasteptate a mamei sale si micile bisnite care i-au deschis apetitul spre traiul la
limita legii. Fara sa aiba vreo optiune politica definita, la 22 de ani a luat hotararea sa fuga din tara, sperand sa
gaseasca n occident modalitati prin care sa castige bani cat mai multi, cat mai repede si cat mai usor. Asa ca
in 1946 a plecat clandestin prin intermediul unei filiere evreiesti care facilita tinerilor de religie mozaica drumul
spre Palestina. Numai ca Saramet s-a oprit la Milano unde s-a ocupat de traficul de persoane din Franta in
Italia, largindu-si apoi aria de activitate Tn Austria si Ungaria. Prins de autoritatile maghiare si incarcerat pentru
scurt timp, Saramet s-a decis sa incerce o alta afacere care se anunta a fi mai riscanta, dar si mai banoasa:
aducerea de persoane din tara. lar o vreme chiar a functionat, pana in 1948, cand, afland de activitatea sa,
autoritatile romane i-au intins o cursa si l-au arestat. Cu toate ca pentru multe calauze acesta era punctul final
al actiunilor lor, pentru Saramet incredibila sa poveste de viata era abia la inceput: cercetarea a fost preluata nu
de catre Siguranta ori Serviciul Special de Informatii, ci de catre Prefectura Politiei Capitalei (PPC). Spre
deosebire de primele doua, in aceasta din urma nu avusese inca o completa eliminare a vechilor cadre ce
supravietuisera epurarilor din primii ani ai comunismului. Marea sansa a lui Saramet a fost ca anchetatorul sau
sa fie Dumitru Dumitrescu[311], un tanar ajutor de comisar cu optiuni anticomuniste care cauta o modalitate de
a fugi din tara. Fusese asadar o intalnire providentiala: Dumitrescu a decis clasarea cazului si eliberarea celui
arestat, iar Saramet |-a trecut granitele pana in zona occidentala a Austriei, fostul politist stabilindu-se in cele
din urma in Franta.

Destinul sau parea sa fie sub zodia norocului si nimic sa nu-I poata dobori pe tanarul care se aventura cu
dezinvoltura printre frontiere, politisti, sarma ghimpata, graniceri si reflectoare. Faptul ca scapase pana si din
temnita de pe Calea Victoriei, din inima Bucurestiului, parea sa-I faca invincibil in fata oricarui pericol, asa ca a
decis sa faca un nou drum in Roméania. Numai ca norocul ii expirase de ceva timp, iar in noaptea de 25-26 iulie
este arestat la granita austriaco-maghiara de granicerii unguri si predat autoritatilor romane[312]. Timp de trei
saptamani[313] este incarcerat la Oradea[314], dupa care, in noaptea de 25-26 august, a fost transferat in
capitald, unde, asa cum isi amintea cativa ani mai tarziu, "dupa ancheta facuta mi s-a aratat de domnii
anchetatori drumul gresit facut de mine si ca fiind un om constient imi pot indrepta greselile facute. Atunci am
fost cooptat sa lucrez pentru serviciul de informatii[315] al Republicii” [316]. Gigi Saramet, devin acum agentul
"lon” , parasea inchisoarea la 15 noiembrie 1948 si isi incepea viata de spion al puterii comuniste. Dupa cateva
mici actiuni interne, la inceputul anului urmator a primit prima misiune externa: la 25 februarie 1949 pleca din
Gara de Nord cu un tren ce avea destinatia Oradea, impreuna cu un barbat despre care nu stia nimic si nici
acesta nu cunostea despre calduza sa decat ca se numeste Pista[317]. In realitate, cel pe care Saramet avea
s& il duca la Viena era Mircea Vlasto[318], unul dintre avocatii care il aparasera pe Corneliu Zelea Codreanu la
procesul acestuia din 1938 si care fusese recrutat de SSI pentru a fi infiltrat n structurile exilului romanesc. In
ciuda unui sprijin local discret pana la granita romano-maghiara, intreaga misiune si succesul sau au cazut in
totalitate in responsabilitatea lui Gheorghe Saramet care a reusit insa sa-si duca in siguranta "clientul” in zona
occidentala a Vienei, revenind fara probleme la Bucuresti. Atitudinea sa discreta si achitarea de sarcini fara
incidente i-au Tntarit lui Saramet pozitia favorabila in raport cu ofiterul SSI de legatura si i-au adus o noua
recompensa baneasca, precum si o locuinta pe strada dr. Pasteur din Cotroceni.

Au urmat apoi alte misiuni in tara (identificarea de persoane care favorizau trecerea clandestina a frontierei ori
marsrutizarea in grupul de prieteni al angajatilor legatiei britanice), iar in decembrie 1949 a fost trimis, din nou,
la Viena pentru testarea posibilitatilor informative si strangere de date. Cu aceasta ocazie, a intrat in legatura cu
Nicki Bertini, fostul ziarist roman care lucra pentru CIC. Acesta i-a propus sa intre in serviciul structurii
informative americane, doar ca, pentru a fi acceptat, Saramet trebuia sa execute o misiune in tara, de unde sa
aduca la Viena o persoana desemnata de Bertini. Infiltrarea nu a reusit din cauza unor grave erori strategice a
serviciilor secrete romane, Gigi Saramet reusind insa sa evite deconspirarea cu pretul unei alte detentii in
inchisorile maghiare.

Actiunea a fost repetata in aprilie 1950, atunci cand Saramet revenea la Viena impreuna cu inginerul Aristide
Stefanescu pe care il scosese din tara. Acesta din urma nu stia insa ca libertatea sa fusese ingaduita de
contraspionajul comunist, el fiind de fapt garantia lui Saramet in vederea castigarii increderii lui Bertini, pentru
ca agentul roman sa se infiltreze in cercurile exilului si sa aiba contact cu oamenii de legatura ai serviciilor de
informatii occidentale. Probabil ca nici Saramet nu intuia cat de mult avea sa-i schimbe viata aceasta noua
deplasare la Viena. Gelu Belu aflase deja de sosirea lui Stefanescu, prin intermediul sotiei franceze a
inginerului si era deosebit de entuziasmat sa intdlneasca o calauza care inca mai activa si care reusise cu
succes sa treaca toate frontierele, cu obstacolele aferente, dintre Romania si zona occidentala a capitalei
austriece. Si pentru Saramet a fost o intalnire norocoasa: intr-o dimineata, la scurt timp dupa ce ajunsesera in
capitala austriaca, Aristide Stefanescu a disparut fard urma si, mai ales, fara sa-i achite calauzei suma de bani
promisa. In acest context, intalnirea cu Gelu Belu i-a permis lui Saramet sa primeasca un stipendiu care |-a
ajutat sa supravietuiasca pana la gasirea unei noi colaborari.

Colaborarea dintre CIC si SIMRE a fost totusi limitata, caci la scurt timp dupa sosirea Saramet la Viena, atat
structura americana, cat si cea roméano-franceza, au inceput demersurile pentru a-I recruta pe tanarul venit din
tara. Intr-una dintre zilele de la finalul lui aprilie, Bertini I-a condus la o vild de la periferia Vienei, unde calauza
romana a facut cunostinta cu Paul Lynes, ofiter CIC si superior al lui Bertini. In spiritul pragmatic si direct al
serviciului de informatii american, Lynes i-a pus pe masa o oferta concreta de lucru, dupa finalizarea afacerilor



personale in Viena: mutarea la Salzburg si angajarea in cadrul CIC cu un salariu deloc neglijabil de 2000 de
dolari pe luna in schimbul unei misiuni lunare in Romania, indiferent ca era vorba de trimiterea unor
echipamente, scoaterea unor persoane sau simpla obtinere de informatii din Romania[319]. Saramet a evitat un
raspuns clar, intuind ca o propunere avea sa vina si din cealalta parte, mai ales ca Belu il prevenise ca
persoane sus-puse urmau sa soseasca de la Paris pentru a discuta "chestiuni importante” , recomandandu-i
totodata sa se fereasca sa mai discute cu reprezentantii CIC-ului, implicit si cu Bertini. lar calculul a fost, inca o
data, unul corect: spre finalul lunii mai soseau la Viena Mihail Opran, liderul de facto al SIMRE, si Mihail Tantu,
responsabilul pentru sectorul ofensiv al structurii romanesti si cel care urma sa fie trimis in tara si avea nevoie
de calauza. La intalnirea decisiva, care a avut loc intr-un restaurant stabilit de seful rezidentei vieneze a
SIMRE, au participat Opran, Tantu, Belu si Saramet, primii doi folosind pentru moment identitatile conspirative
de Puiu Grigorescu, respectiv Miki Condrita. Datele obtinute in prealabil de Belu fusesera comunicate la Paris,
asa ca Mihail Opran deja il verificase pe noul venit si, in urma analizarii informatiilor, nu il banuia ca ar fi fost in
serviciul regimului de la Bucuresti. Astfel ca i-a propus sa imbine afacerile sale de trecere a clandestina a
granitei cu actiuni in sprijinul serviciului romanesc. "Opran i-a vorbit lui Saramet despre activitatea romaneasca”
, rememora Mihail Tantu, peste cateva luni, in fata anchetatorilor de Securitate, "despre necesitatea luptei, ca
nu poate considera pe el drept o simpla calauza platita, ci, in situatia speciala de fata, un roman ce prin
experienta ce o are, pune umarul si participa si el’ [320]. Constient probabil ca si americanii incercau in paralel
sa-l angajeze, fapt intarit in discutie de Belu, care a amintit de legatura cu Bertini, liderul serviciului roman a
cautat sa-l indeparteze pe Saramet de o eventuala colaborare cu CIC-ul, afirmand despre oamenii care lucrau
pentru acesta ca sunt "lipsiti de orice patriotism si totul fac numai din afaceri” [321]. Si pentru a-l atrage definitiv
de partea sa, i-a promis ca va interveni pentru gasirea lui Stefanescu si recuperarea datoriei, ceea ce, in mod
neasteptat, chiar s-a intdmplat in perioada urmatoare, inginerul achitandu-i 5000 de dolari célauzei sale.

Intre o intrare Tn slujba structurii americana, care ii aducea bani si minime informatii, si o colaborare cu serviciul
romanesc de informatii, creatie a exilului, care 1i permitea sa isi pastreze propriile afaceri, cu misiuni mai rare,
dar cu posibilitati de a obtine date deosebit de interesante pentru SSI, si, nu in ultimul rand, care i-ar fi favorizat,
in viitor, stabilirea in occident, Saramet nu a ezitat sa aleaga imediat oferta lui Opran. Prima misiune avea sa
aiba loc Tn mai-iunie 1950, noul colaborator urmand sa il duca pe Tantu in tara, sa verifice starea retelei creata
prin intermediul Lyei Popescu si sa aduca in occident fosta iubita a lui Opran si pe cei doi copii ai femeii.
Recrutarea lui Saramet si utilizarea sa intr-un proiect cu atat de multe persoane implicate avea sa duca la una
dintre cele mai severe infrangeri ale serviciului roman de intelligence, cu zeci de colaboratori arestati, un
membru-cheie capturat si "stors” de informatii, iar intregul sector ofensiv complet bulversat. Privit invers,
infiltrarea Iui "lon” constituia o reusita formidabila pentru contraspionajul de la Bucuresti, agentul reusind sa
sesizeze uriasa oportunitate ivitda, sa mearga pe usa deschisa si sa intre in centrul unui dintre cei mai importanti
oponenti ai structurii pentru care lucra. Chiar daca, retrospectiv, situatia poate parea in alb si negru, in realitate
desfasurarea ulterioara urma sa aduca multe nuante, unele dintre ele dificil de explicat si greu de inteles, caci
Gigi Saramet avea sa fie, vreme indelungata, unul dintre cei mai de incredere colaboratori ai lui Opran si Belu.
2.2 Biroul contrainformativ

Mare parte din activitatea SIMRE era concentrata in munca biroului contrainformativ infiintat in ultima parte a
anului 1949. Rolul sau era de obtine a obtine si centraliza informatii de la refugiatii roméani si de a identifica
agentii comunisti aflati In Franta, protejand astfel comunitatea roméaneasca de persoanele marsrutizate de catre
serviciile de la Bucuresti. Structura era condusa direct de Opran, cu ajutorul initial al lui Mihail Tantu (din cauza
penuriei de oameni pregatiti si de incredere, fiecare era nevoie sa-si depaseasca aria atributiilor stabilite la
inceput), iar pe langa cei doi Ti mai cuprindea, in prima faza, si pe Teodor Bazga, Tiberiu Petriscu, lon
Jurita[322], Teodor Vlad, Romeo Balaceanu[323] si Stefan Copilu. Ulterior, in departament a fost repartizati si
altii: Oancea, Dima, Nicolau[324], Galea, Mihai Dodoloi[325], capitanul Gheorghiu, subofiterul Ghinescu si
Dumitru Neferu (in paralel cu munca sa la biroul de mobilizare), acesta din urma fiind cel care i-a si tinut locul
lui Opran cand comandorul a fost grav bolnav in martie 1950[326]. Primul care a parasit compartimentul a fost
Copilu, acesta fiind detasat, alaturi de Tantu, in celula care urma sa fie instruita pentru a fi trimisa in tara. O
discutie similara I-a vizat si pe Balaceanu (angajat pe un salariul de 10 000 de franci lunar), care fusese recrutat
de Tantu pentru a fi folosit in actiunile ofensive, insa rolul acestuia a fost schimbat de Opran, care a decis sa-
utilizeze exclusiv Tn actiuni de filare. Probabil ca seful serviciului defensiv nu voia sa riste trimiterea lui
Balaceanu in tara sau utilizarea sa in misiuni in afara Parisului datorita legaturii apropiate pe care o avea cu
Thory de Vessly, despre care Opran o suspecta ca ar avea activitate comunista[327]. In schimb, in 1951 avea
sa fie recrutat Dumitru Mitu[328], recent sosit din tara pe filiera iugoslava, care a fost utilizat in special pentru
dactilografierea notelor informative si a analizarii rapoartelor militare obtinute din tara[329].

Militarii care puteau fi platiti cu norma intreaga raméaneau sa lucreze exclusiv in domeniul informativ. Pentru
altii, trebuiau gasite alternative, tot Mihail Opran fiind cel care si-a asumat aceasta sarcina. Nu era vorba numai
de sentimentul de camaraderie, de dorinta sincera de a-i ajuta pe ceilalti ofiteri si subofiteri aruncati de destin
intr-un exil pe care niciodata nu-I luasera in planurile lor. Seful biroului contrainformativ al SIMRE urmarea ca
prin plasarea acestora in serviciul unor persoane cu influenta, oamenii sa-i ramana indatorati si sa continue
astfel sa-i furnizeze informatii, mai ales prin prisma pozitiilor pe care urmau sa le aiba. De aceea, inca de la
sfarsitul lui 1949, Opran a platit cursurile de sofer pentru circa zece fosti militari romani pe care, dupa obtinerea
permiselor, a incercat sa-i angajeze pe langa diferiti ofiteri occidentali de rang inalt. Reusita de care era cel mai
incantat era un tanar ofiter roman - a carui instructie i-o achitase el - intrat ca sofer la unul dintre atasatii militari
americani din Paris si devenit apoi secretarul sau personal, dupa ce i-a castigat increderea oficialului[330]. Altii,
care fie aveau pregatire marinareasca, fie au acceptat aceasta reconversie profesionala, au fost plasati pe
diferite vase comerciale, asa cum avea sa fie ulterior cazul comandorului Dima. Banii pentru gazduirea si
instructia militarilor, precum si unele stipendii, proveneau probabil din fondurile puse la dispozitie de catre
SDECE, dar si din diferite afaceri ilicite pe care le coordona Opran, de la contrabanda cu lentile Zeiss si ace de
seringa ori de masina de cusut la intermedieri de contracte internationale, precum vanzarea de echipament
militar si armament pentru autoritatile iugoslave[331].

Activitatea celulei contrainformative a SIMRE era oarecum usurata de faptul ca majoritatea persoanelor vizate
trecusera deja printr-un filtru informativ: imediat dupa ce ajungeau dincolo de Cortina de fier, erau supuse unor
verificari la Trieste, in lagarele din nordul Italiei, in zonele de ocupatie ale Austriei ori in taberele de refugiati din
spatiul german. Dupa ce treceau de aceste prime verificari, primeau o adeverinta pe baza careia obtineau
pasaportul IRO si erau lasate sa-si continue drumul spre vest. In general, autoritatile franceze erau informate
atunci cand refugiatii intrau in Hexagon, mai ales ca acestia aveau obligatia sa-si declare la politie prezenta in
maximum doua saptamani de la trecerea frontierei, iar Instiintarea era transmisa ulterior catre SIMRE, care, Tn
masura posibilitatilor, 1i supunea unui nou interogatoriu pentru a obtine informatii economice, politice, sociale si,
chiar, militare din tara. Daca biografia oferita de refugiat starnea unele semne de intrebare, atunci respectivii



erau plasati in supraveghere si verificare continua in mod secret. Serviciilor de informatii franceze erau
deosebit de vigilente si de atente la acest flux de persoane venite din estul Europei, printre care, cu siguranta,
se puteau ascunde si agenti ai statelor comuniste, reusind sa depisteze refugiatii chiar Thainte ca acestia sa-si
declare prezenta in Franta. Un asemenea caz |-a reprezentat Adam Gluck[332], un evreu din Oradea, care a
fugit din Romania n aprilie 1950, trecand granita in Ungaria, iar de acolo continudndu-si drumul prin Austria,
Germania si, in cele din urma, Franta. Odata trecuta clandestin granita din zona alsaciana, a cunoscut in tren
un francez care I-a gazduit intr-un sat aflat la circa 80 de kilometri de Paris. Serviciile secrete din Hexagon erau
deja informate despre prezenta lui Gluck, transmitand SIMRE-ului date despre acesta, iar Opran i-a dat lui
Tantu Tnsarcinarea de a-l gasi si contacta cu mult inainte ca evreul sa se prezinte la politia franceza[333].

Cel putin in primele luni, din 1949 si 1950, volumul de munca a fost unul realmente coplesitor pentru o structura
aflata in deficit de oameni si fara mari posibilitati financiare ori logistice. Ulterior, fluxul de refugiati a tot scazut,
astfel ca si verificarile s-au redus proportional. Informatiile despre persoanele urmarite si rezultatele
investigatiilor sunt disparate si singurele date in aceste sens provin din declaratiile celor arestati ulterior de
Securitate, dar chiar si asa putem avea o perspectiva asupra a ceea ce a insemnat munca contrainformativa a
SIMRE si a modului in care se intra in vizorul biroului condus de Opran. Uneori, activitatea unor persoane ridica
foarte usor semne de intrebare: spre exemplu, Nicolae Pacuraru fugise din tara in 1948 si ajunsese in Franta,
stabilindu-se la Paris. Cand a aflat ca Tantu se afla si el in acelasi oras, a cautat sa ia legatura cu acesta,
propunandu-i sa colaboreze in crearea de filiere prin care sa fie scosi oameni din Romania, cerandu-i in acest
sens fostului capitan sa-i destainuie ce legaturi are in tara, oameni care ar putea fi folositi in aceasta actiune.
Oferta abrupta si, oarecum, prea intruziva a parut suspecta atat lui Tantu, cat si lui Opran, liderul sectorului
contrainformativ plasandu-l deja pe Pacuraru in categoria suspectilor de a fi agenti comunisti. Neprimind
raspunsurile asteptate, Nicolae Pacuraru a decis sa abandoneze contactarea SIMRE-ului si sa-si ofere
serviciile direct structurilor franceze, carora, la randul lor, li s-a parut suspect. Asa ca Opran a decis ca
refugiatul este, foarte probabil, un agent marsrutizat de Bucuresti in comunitatea romaneasca pariziana si a
cerut expulzarea sa, ceea ce s-a si petrecut in februarie 1950[334]. La fel a stat situatia si in privinta Norei
Kisch, o femeie de origine maghiara fugita din tara dupa 23 august 1944 si stabilita la Paris. Fara a avea o
sursa de venit clara, Kisch ducea o viata cel putin confortabila si frecventa cercurile romanesti de unde era
banuita ca obtine informatii pe care apoi le preda unei alte structuri secrete (si care o platea pentru aceste
servicii), mai ales ca era adesea vazuta in compania lui Apostolof, un bulgar suspectat ca ar avea activitate
informativa. La finalul lui mai 1950, datele nu erau suficiente pentru a se trage o concluzie, dar stilul de viata al
celor doi I-a determinat pe Opran s& continue sé& aloce semnificative resurse pentru urmarirea lor, fara a se
cunoaste rezultatul investigatiei. Insa pentru alti trei romani aflati in occident, Nicolae Petrescu, Gheorghe
Petrescu si Mimi Sterescu, seful SIMRE a considerat ca datele avute la dispozitie sunt de ajuns pentru a trage
o concluzie. Pe langa optiunile declarat favorabile regimului de la Bucuresti, cei trei aveau si dese deplasari
neelucidate Tn Tarile de Jos ori Tn Germania, asa ca Opran a opinat ca este foarte probabil ca acestia sa fie
agenti comunisti si a cerut expulzarea lor, propunerea fiind aprobata fara rezerve de autoritatile franceze[335].
Nu toate actiunile de filare erau rezolvate atat de repede pe cat ar parea. Au fost si persoane a caror urmarire a
durat luni de zile pana cand s-au strans dovezi clare si suficiente pentru a se trage concluzia ca lucreaza pentru
regimul de la Bucuresti. Un astfel de caz, cu urmari nefaste pentru roméanii din emigratiei care depindeau de
ajutoarele oferite de diferite institutii caritabile, s-a petrecut in mai-iunie 1950. In toamna anului precedent
sosise la Paris nepotul proprietarului restaurantului "Costel” din apropierea palatului Hétel de Ville, unul dintre
cele doua localuri (alaturi de "Leul si Carnatul” din rue Monsieur le Prince) unde biserica baptistda dadea mese
gratuite refugiatilor romani. Tanarul venise pe cale legala, sub legenda ca are nevoie de tratament specializat
pentru o afectiune la ureche. Asa ca respectivul a cerut ajutorul doamnei Laudeau, pe care o cunostea din
vremea in care aceasta locuise in Romania, iar femeia |-a pus in legatura cu Romulus Boila. Politicianul taranist
nu a suspectat nimic si nici nu I-a semnalat lui Opran (nu este exclus nici ca intalnirea sa fi avut loc nainte de
intelegerea dintre seful SIMRE si liderii politici), ci I-a Tndrumat spre doctorul Traian Stoicoiu[336]. Abia medicul
a fost primul care a sesizat ca barbatul venit cu pasaport din tara ar putea avea si o misiune ascunsa si l-a
avertizat pe Opran. Seful biroului contrainformativ I-a pus sub filajul catorva dintre ofiterii din cadrul
departamentului sau si, la sfarsitul primaverii, acestia I-au prins luand notite dupa discutiile exilatilor romani
care frecventau restaurantul "Costel” , i-au aplicat o corectie si i-au confiscat documentele, instiintandu-l pe
seful SIMRE care, apoi, |-a dat pe cel retinut pe mainile serviciilor franceze[337].

Chiar daca unele parti ale biografiei oferite de un nou-venit din tara erau confirmate din alte surse informative,
verificarea nu se oprea si suspiciunile nu erau cu totul inlaturate pana ce biroul contrainformativ al SIMRE nu
aveau indicii rezonabile ca intreaga poveste veridica. Asa a fost cazul legionarului Stoian Braila[338], care a
fost de altfel ultima persoana investigata de Mihail Tantu inainte de plecarea acestuia in misiunea fatidica in
tara, din 1950. La fel ca multi alti camarazi ai sai, Braila fugise din tara dupa infrangerea rebeliunii si se
refugiase in Germania. A facut parte dintr-un grup parasutat in tara in toamna lui 1944, cu misiunea de a
reorganiza Miscarea Legionara si a contribui la readucerea Romaniei de partea Axei, fiind arestat in primavara
anului urmator si anchetat de serviciile de contrainformatii sovietic si roman. Apoi a fost trimis la inchisoarea din
Constanta, unde a fost incarcerat singur in celula pana in primavara lui 1947, cand, in urma acordului incheiat
intre Nicolae Petrascu si liderii comunisti romani, a fost eliberat. Scapat de valul de arestari din mai 1948, Braila
a trecut granita pe la Jamul Mic, ajungand in lugoslavia, unde a fost internat intr-un lagar al UDB-ului, de unde
evadeaza si ajunge la Trieste. Petrece cateva luni intr-un alt lagar de refugiati, aflat de aceasta data la Milano,
iar in mai 1950 trece granita franceza si ajunge la Paris[339]. Mihail Tantu reuseste sa confirme ca cele relatate
despre activitatea din lugoslavia, Italia si Franta sunt adevarate, fara insa sa poata verifica si informatiile
anterioare. La finalul primaverii lui 1950, investigatia continua, fiind preluata de Opran.

Dar nu de fiec