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1. Scopul proiectului conform proiectului depus la concurs (obligatoriu)

Scopul proiectului consta in demonstrarea potentialului terapeutic al exosomilor derivati din
celule T reglatoare (Treg) in tratamentul a doua boli autoimune distincte, scleroza midtipla
(modelul murin EAE) si psoriazisul (modelul murin indus de imiquimod). Prin administrarea
sistemica si locald, se urmarestefurnizarea unui concept inovator de tratament bazatpe
exosomi, precum si investigarea schimbarilor microbiotei intestinale si cutanate asociate
tratamentului.

2. Obiectivele (obligatoriu)

1

Izolarea si caracterizarea exosomilor derivati din celule Treg policlonale si antigen-
specifice

Sortarea celulelor CD4+Foxp3+ din soareci raportori Foxp3 YFP.

Izolarea si caracterizarea exosomilor prin tehnici precum microscopie electronica i
citometrie de flux.

Evaluarea eficacitatii terapeutice a exosomilor derivati din celule Treg

Administrarea profilactica si terapeutica a exosomilor in modele murine EAE pentru a
evalua ameliorarea simptomelor bolii si procesul de demielinizare.

Testarea locald a exosomilor (topic si intradermic) in modelul de psoriazis indus de
imiquimod pentru a evalua inflamatia si regenerarea cutanata.

Analiza schimbarilor microbiotei asociate tratamentului cu exosomi

Caracterizarea microbiotei intestinale si cutanate la soarecii tratati, utilizand tehnici de
izolare a ADN-ului microbian si analize metagenomice.

3. Actiunile planificate pentru realizarea scopului si obiectivelor proiectului (obligatoriu)

1

Izolarea si caracterizarea exosomilor derivati din celule Treg policlonale si antigen-
specifice

Izolarea celulelor CD4+Foxp3+ din ganglionii limfatici si splinad de la soareci raportori
Foxp3 YFP.

Extinderea celulelor Treg prin incubare cu kitul de expansiune Miltenyi Treg.

Izolarea exosomilor din supematantul culturilor de celule Treg activate si caracterizarea
acestora prin microscopie electronica (SEM), citometrie de flux si analize proteice
(Western Blot, Zetasizer).

Testarea eficacitatii terapeutice a exosomilor in modele murine de boli autoimune
Administrarea exosomilor Tn regim profilactic (inainte de debutul bolii) si terapeutic
(dupa debutul bolii) in modelul murin de scleroza multipla indusa de MOG35-55.
Evaluarea severitatii bolii prin scorarea clinica EAE, analiza demielinizarii (coloratie
Luxol Fast Blue) si caracterizarea infiltratelor celulare din SNC prin citometrie de flux.
Aplicarea exosomilor topic si intradermic in modelul murin de psoriazis indus de
imiquimod.

Evaluarea inflamatiei cutanate prin PASI, histopatologie, citometrie de flux si RT-PCR.
Investigarea modificarilor microbiotei asociate tratamentului cu exosomi

Colectarea probelor intestinale si dermice de la soarecii tratati.



Izolarea ADN-ului microbian si realizarea analizei metagenomice pentru caracterizarea
microbiotei intestinale si cutanate.
Corelarea modificarilor microbiotice cu efectele terapeutice observate.

4. Actiunile realizate pentru atingerea scopului si obiectivelor proiectului (obligatoriu)

1

Izolarea si caracterizarea celulelor Treg si exosomilor derivati

Celulele CD4+FOXP3+ au fost izolate din ganglionii limfatici si splina soarecilor
raportori Foxp3YFP utilizdnd sortatorul FACSAria 1ll. Celulele au fost extinse si
activate Tn pléci de 96 de godeuri acoperite cu CD3/CD28, iar exosomii au fost izolati
din supematant utilizand kitul ExoQuick-TC.

Caracterizarea exosomilor a fost realizatda prin microscopie electronica cu scanare
(SEM), analizd de urmarire a nanoparticulelor (NTA) si citometrie de flux pentru
markerii specifici CD63, CD9 si CD81.

Testarea eficacitatii terapeutice a exosomilor

Exosomii au fost administrati in regim profilactic si terapeutic in modele murine de
scleroza multipla (EAE) si psoriazis indus de imiquimod.

in cazul modelului EAE, evolutia bolii a fost monitorizatd prin scorarea clinica,
evaluarea demielinizarii (coloratie Luxol Fast Blue) si analiza infiltratelor celulare din
SNC prin citometrie de flux.

in modelul de psoriazis, severitatea leziunilor a fost evaluata utilizdnd indicele PASI,
histopatologie si analize de expresie genica prin RT-PCR.

Evaluarea modificarilor microbiotei asociate utilizarii exosomilor

Probe fecale si dermice au fost colectate de la soarecii tratati. ADN-ul microbiotei a fost
izolat utilizdnd kituri specifice (DNeasy® PowerSoil® Pro Kit), iar analiza
metagenomica este in desfasurare.

Diseminarea rezultatelor

A fost publicat un articol in revista cu IF 4.8

Sunt in curs de redactare pentru publicare Tn reviste indexate articole stiintifice in Web
of Science si SCOPUS.

5. Rezultatele obtinute (descriere narativa 3-5 pagini) (obligatoriu)

Proiectul a demonstrat potentialul terapeutic al exosomilor derivati din celule T reglatoare
(Treg) in tratamentul a doua boli autoimune provocate experimental: scleroza multipla (model
murin de EAE) si psoriazisul (model murin indus cu imiquimod).

I. lzolarea si caracterizarea celulelor Treg si a exosomilor

A fost elaboratd si implementatda metoda de stimulare, izolare si caracterizare a

exosomilor derivati din celule Treg antigen specifice (act de implementare din 15.12.2023).

1 lzolarea celulelor Treg din ganglioni limfatici si splina

Limfocitele CD4+ si FOXP3+ au fost izolate din ganglionii limfatici si splina soarecilor raportori
Foxp3YFP. Ganglionii limfatici si splina au fost recoltate in conditii sterile si transformate in
suspensii celulare prin utilizarea unui filtru celular de 70 pm (BD Falcon Cell Strainer). Numarul

celulelor obtinute a fost determinat utilizand o camerd Thoma. Celulele au fost sortate prin



citometrie de flux utilizand dispozitivul FACSAria Ill, conform protocoalelor stabilite n
laboratorul GENKOK Flow. Datele privind sortarea celulelor - numarul de celule din ganglioni si
splind, precum si numarul celulelor CD4+ si FOXP3+ izolate - sunt prezentate in Tabelul 1

Number
of mice

1

N N NN b R W

LN Cell
Count

32.000.000
27.000.000
44.800.000
20.000.000
19.457.012
34.320.000
30.600.00
35.264.000
33.468.000

Tabelul 1. Numarul celulelor in specimene

LN SORT LN SORT

CD4+
3.900.000
2.148.610
8.273.100
2.200.000
1.287.556

944.274
3.100.600
3.400.312
3.500.000

FOXP3+
660.000
288.700

2.614.170
312.453
227.979
186.209
656.000
702.684
689.000

Spleen Cell
Count

56.000.000
64.000.000

115.000.000
103.576.423
15.840.000
86.000.000
112.000.000
88.600.000

Spleen

SORT CD4+

1.100.000
2.300.000

9.300.648
4.623.266

8.122.456

7.643.986

Spleen SORT
Foxp3+

274.884
855.806

1.834.354
816.340

1.453.412

1.234.866



2. Rata de conversie a celulelor FOXP3-negative in Treg

Celulele Treg au fost diferentiate in vitro din celule CD4+FOXP3-, utilizadnd placi de cultura
acoperite cu CD3 (2 pg/ml) si CD28 (1 tig/ml), in prezenta TGF-P (5 ng/ml) si IL-2 (50 ng/ml).
Dupa 5 zile de cultura, rata de diferentiere a celulelor Treg a fost determinata prin citometrie de
flux. Datele sunt reprezentate grafic Tn figura 1 (pentru ganglionii limfatici) si figura 2 (pentru
splind), unde se arata procentele de Treg obtinute. Rata de conversie a fost de 61,6% pentru
celulele izolate din ganglioni si 68,8% pentru cele din splind, confirméand eficienta procesului
experimental.

Figura 1 Procentele de diferentiere ex vivo ale celulelor Treg din celule CD4+FOXP3- obtinute
din ganglionii limfatici ai soarecilor, dupa 5 zile de culturd, utilizand citometria de flux.

Figura 2. Procentele de diferentiere ex vivo ale celulelor Treg din celule CD4+FOXP3- obtinute
din splina soarecilor, dupa 5 zile de culturd, utilizdnd citometria de flux.

3. Obtinerea exosomilor din celulele Treg

Dupa extinderea celulelor Treg pe placi de cultura timp de 5 zile in mediu complet fara ser,
exosomii au fost izolati din supernatant utilizdnd kitul ExoQuick-TC (System Bio Sciences,



SUA). Optimizarile au indicat ca timpul optim de incubare pentru producerea exosomilor a fost de
12 ore. Concentratia exosomilor a fost determinata cu kitul ExoCet, cu o medie de 74,04 x 10A7
exosomi/ml.

4. Caracterizarea exosomilor

Exosomii au fost analizati morfologic utilizdnd microscopie electronica cu scanare (SEM, Zeiss
GEMINI 500). Rezultatele aratd dimensiuni caracteristice nanoparticulelor (aproximativ 100 nm),
detaliate in figura 3a si figura 3b, care prezintd imagini ale exosomilor produsi din celulele Treg
izolate din splind si ganglioni limfatici. Dimensiunile particulelor au fost confirmate suplimentar
prin analiza de urmarire a nanoparticulelor (NTA). Expresia markerilor de suprafatd specifici
CD63, CD9 si CD81 a fost determinata prin citometrie de flux (figura 4).

Figura 3. a) Dimensiunea exosomilor Treg produsi din celulele splinei de soarece analizata prin
SEM. b) Dimensiunea exosomilor Treg produsi din celulele ganglionilor limfatici de soarece
analizata prin SEM (bara de scala 200 nm)
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Figure 4.a) Rezultatul expresiei CD9 prin citometrie de flux.



Figure 4.b) Rezultatul expresiei CD63 prin citometrie de flux.
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Figure 4.c) Rezultatul expresiei CD81 prin citometrie de flux.

Il. Evaluarea eficacitatii terapeutice si profilactice a exosomilor pe modele de scleroza
multipl& si psoriazis

1 Eficacitatea in scleroza multipla (model EAE)

Modelul experimental de encefalomielitd autoimuna experimentala (EAE), un model murin pentru
scleroza multipld, a fost indus utilizdnd peptide MOG35-55 si adjuvant CFA completat cu
Mycobacterium tuberculosis. Exosomii derivati din celulele Treg au fost administrati in regim
profilactic (zilele 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, si 21) si terapeutic (zilele 12, 15, 18, si 21).

Rezultatele clinice si histologice

Progresia bolii a fost monitorizata zilnic utilizand un scor clinic standardizat. Datele au aratat o
reducere semnificativa a severitatii bolii Tn grupul profilactic comparativ cu grupul de control
(EAE netratat), conform figurii 5, care evidentiaza diferentele in scorurile bolii intre grupurile
tratate si netratate.



EAE-CTRL
EAE-Prophylactic
EAE-Therapeutic

Figura 5. Reducerea semnificativa a scorurilor bolii in grupul profilactic comparativ cu grupul de
control (EAE), fara efecte notabile Tn grupul terapeutic.

Histologia maduvei spinarii a fost efectuata utilizand coloratia Luxol Fast Blue, pentru a evidentia
zonele de demielinizare. Rezultatele histologice, prezentate in fig. 6, demonstreaza o reducere
semnificativd a demielinizérii Tn grupul tratat profilactic cu exosomi, comparativ cu grupul de
control, unde demielinizarea a fost severa.

Control

Profilactic

Terapeutic

Figura 6. Sectiuni ale maduvei spinarii la animalele din loturile experimentale.

Evaluari imunologice

Limfocitele izolate din SNC (creier si maduva spinarii) au fost analizate prin citometrie de flux.
Cresterea proportiei de celule Treg si reducerea limfocitelor pro-inflamatorii in grupurile tratate



indica eficienta imunomodulatoare a exosomilor. Rezultatele detaliate sunt prezentate in figura 7,
unde sunt ilustrate frecventele celulelor imune din SNC.
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Figura 7. Celulele T CD3/CD4/CD8 in SNC.

Tratamentul profilactic si terapeutic a redus semnificativ procentul de celule CD4+ producatoare
de citokine inflamatorii precum IFN-y, IL-6 si IL-17 (fig. 8). in acelasi timp, s-a observat o
crestere a procentului de celule CD4+ producatoare de IL-2 si IL-22, citochine antiinflamatoare.
Atitt lotul profilactic, cét si cel terapeutic, demonstreaza reducerea citokinelor inflamatorii (IFN-y,
IL-6, IL-17) si cresterea celor antiinflamatoare (IL-2, 1L-22), cu un efect mai pronuntat ih grupul
profilactic, sugerand eficienta administrarii timpurii a exosomilor.
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Figura 8. Cantitatea de citokine produse de celulele CD4+ din SNC.

2. Eficacitatea in psoriazis

Modelul de psoriazis a fost indus prin aplicarea topica de crema Aldara (5% imiquimod) pe o
zona delimitata de 2x2 cm de pe spatele soarecilor timp de sapte zile. Exosomii au fost
administrati prin aplicare topica si injectii intradermice Tn regim zilnic. S-a determinat ca
exozomii derivati din celulele T-reg expandate policonal au potential Tn modelele preclinice de
psoriazis murin si au micsorat indicii clinici, moleculari, histologici si imunologici ai bolii:

Evaluarea severitatii leziunilor cutanate s-a realizat utilizdnd indicele PASI (Psoriasis Area and
Severity Index), care cuantifica eritemul, descuamarea si induratia pielii. Conform figurii 9,
tratamentele cu exosomi (topice si intradermice) au redus semnificativ scorurile PASI, comparativ

cu grupul netratat.
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Figura 9. Administrarea exosomilor a determinat scoruri mai mici ai PASI si a dimensiunilor
splinei comparativ cu lotul control.

Sectiunile de piele au fost examinate histologic utilizand coloratia hematoxilin-eozind (H&E).
Rezultatele sunt prezentate in figura 10, care evidentiaza reducerea grosimii epidermale, absenta
microabcesele Munro si imbunatatirea generala a arhitecturii pielii in grupurile tratate cu exosomi.

Figura 10. Histologic s-a determinat o severitate scazuta a psoriazisului la animalele tratate cu
exosomi.



La nivel sistemic, administrarea exosomilor a determinat o reducere semnificativa a citokinelor
proinflamatorii din ser, precum IL-6, IL-17A si IL-17F, asociate cu progresia inflamatiei. in
paralel, nivelurile de citokine reparatoare, cum ar fi IL-22, au fost crescute, indicand un efect
protector si de refacere a homeostaziei.

in ganglionii limfatici, s-a observat o reducere a activarii celulelor T conventionale CD4+ si
CD8+, sugerand ca exosomii moduleazd raspunsul inflamator prin suprimarea activarii
limfocitelor T. Tn acelasi timp, exosomii au crescut proportia celulelor Treg, marcate prin FOXP3,
si au redus expresia CD25 pe celulele T conventionale, indicAnd o reglare a echilibrului intre
celulele proinflamatorii si cele reglatoare.

in piele, exosomii au redus nivelurile citokinelor proinflamatorii IL-6, IL-17A si IL-17F,
concomitent cu cresterea nivelurilor de 1L-22 si IL-13, citokine asociate cu regenerarea tisulara si
efectele antiinflamatorii. Analiza expresiei genelor a confirmat aceste observatii, evidentiind o
reducere a expresiei genelor proinflamatorii precum TNF-a, IL-23 si IL-1 @3si 0 crestere a genelor
asociate tolerantei imune, cum ar fi IL-35, 1L-10 si FOXP3.

Astfel, utilizarea exosomilor a demonstrat un efect imunomodulator complex, prin reducerea
inflamatiei sistemice si locale, promovarea unui raspuns imun reglator si sustinerea regenerarii
tisulare. Aceste rezultate evidentiaza potentialul exosomilor ca tratament inovator in afectiuni
autoimune, precum psoriazisul.

I1l. Analiza modificarilor microbiotei

Probele intestinale si cutanate au fost colectate de la soarecii din grupurile tratate si de control
pentru a evalua impactul terapiei cu exosomi asupra compozitiei microbiotei in modelul murin de
psoriazis. Secventierea shotgun a probelor pentru analiza metagenomica este in desfasurare, iar
cercetdrile continua pentru a determina eficacitatea terapiei.

6. Diseminarea rezultatelor la foruri stiintifice (obligatoriu)

Pe parcursul implementarii proiectului, echipa de cercetare a planificat participarea la
foruri stiintifice pentru a disemina rezultatele obtinute. Cu toate acestea, participarea a fost
limitatd din cauza constrangerilor financiare. Bugetul proiectului nu a permis acoperirea
costurilor de célatorie si participare la conferinte internationale, resursele financiare alocate
fiind prioritizate pentru achizitia de materiale si reactivi necesari experimentelor complexe.

Expozitia Internationala de Inovare si Transfer Tehnologic EXCELLENT IDEA - 2023. 19-21
septembrie 2023, Chisinau. HEYDARI, Z., PESHKOVA, M, GONEN, Z.B., CORETCHII, I., EKEN,
A., YAY, AH., DOGAN, M.E., GOKCE, N., AKALIN, H., KOSHELEVA, N., GALEA-ABDUSA,
D., ULINICI, M., VOROJBIT, V., SHPICHKA, A., GROPPA, S,, VOSOUGH, M., TODIRAS, M,
BUTNARU, D., OZKUL, Y., TIMASHEV, P. EVs vs. EVs: MSCs and Tregs as a source of invisible
possibilities {poster, medalie de argint)

7. Impactul stiintific, social si/sau economic al rezultatelor stiintifice obtinute in cadrul
proiectului (obligatoriu)



Rezultatele obtinute Tn cadrul proiectului au un impact semnificativ in domeniul
stiintific, social si economic, elucidand potentialul utilizarii exosomilor derivati din celule T
reglatoare (Treg) 1in tratamentul unor afectiuni autoimune. Cercetdrile au evidentiat
eficacitatea exosomilor n reducerea inflamatiei si ameliorarea simptomatologiei in modele
experimentale de scleroza multipld si psoriazis, confirmand capacitatea lor de a modula
raspunsul imunologic cu scaderea infiltrarii celulelor pro-inflamatorii si cresterea proportiei de
celule Treg. Rezultatele sunt fundamentate de date solide obtinute prin tehnici avansate de
citometrie de flux, microscopie electronica si analize moleculare, contribuind astfel la
extinderea cunostintelor in domeniul utilizarii terapeutice a exosomilor.

Din perspectiva sociald, rezultatele obtinute Tn cadrul proiectului au un potential
considerabil de a Tmbunéatati calitatea vietii pacientilor prin introducerea, dupa desfasurarea
studiilor clinice respective, a unor tratamente noi mai sigure si mai eficiente pentru unele
afectiuni autoimune. Tn acelasi timp, a oferit oportunitdti valoroase pentru formarea de
specialisti, instruind tineri cercetatori Th metode de cercetare biomedicald avansatd. La nivel
economic, implementarea clinica a exosomilor ar putea reduce costurile asociate tratamentelor
traditionale si ar sprijini dezvoltarea infrastructurii de cercetare biomedicald din Republica
Moldova. Metodele de cercetare dezvoltate Tn cadrul proiectului creeaza premise pentru
extinderea colaborarilor internationale si atragerea de noi finantari. Acest proiect nu doar ca a
produs rezultate stiintifice importante, dar a si stabilit o baza solida pentru cercetari viitoare,
contribuind astfel la cresterea vizibilitatii Republicii Moldova n cadrul cercetérii biomedicale
internationale.

8. Colaborare la nivel national in cadrul implementarii proiectului (optional)
9. Colaborare la nivel international in cadrul implementarii proiectului (optional)

Implementarea proiectului s-a bazat pe o colaborare internationald strénsa intre echipa
din Republica Moldova, partenerii din Turcia si, panad la declansarea razboiului in Ucraina, cu
partenerii dinFederatia Rusa. Aceasta colaborare a fost esentiald pentru desfasurarea activitatilor
experimentale complexe si a contribuit semnificativ la succesul proiectului.

Laboratorul GENKOK de la Universitatea Erciyes din Turcia a furnizat expertiza
avansata si acces la echipamente de ultima generatie, precum sortatorul FACSAria lll,
microscopul electronic cu scanare (SEM) si sistemele pentru analiza nanoparticulelor (NTA). in
acest centru s-au desfasurat activitati cheie, inclusiv izolarea si caracterizarea exosomilor derivati
din celule Treg si evaluarea lor in modele murine de scleroza multipla si psoriazis. Colaborarea cu
GENKOK a permis optimizarea protocoalelor experimentale si obtinerea unor rezultate de Tnalta
calitate.

Echipa din Republica Moldova a adus o contributie semnificativa prin expertiza sa in
imunologie si cercetare preclinicd, coordonand activitatile si sintetizand rezultatele obtinute. Prin
aceasta colaborare, echipa locald a avut oportunitatea de a participa la schimburi de experienta si
tehnologie, consolidand astfel capacitatile nationale de cercetare.



10.

11.

Dificultatile Tn realizarea proiectului: financiare, organizatorice, legate de resursele umane
etc. (optional)

Pe parcursul implementarii proiectului, echipa din Republica Moldova s-a confruntat cu o
serie de dificultati care au influentat desfasurarea optimd a activitatilor planificate.
Principalele provocari au fost legate de resursele financiare limitate, efectele pandemiei de
COVID-19 si a catastrofelor naturale din Turcia, impactul conflictului din Ucraina si
dificultatile specifice procesului de achizitii pentru cercetare in Republica Moldova.

Recomandari, propuneri (optional).

Pe baza experientei acumulate Tn implementarea proiectului si a provocarilor intdmpinate, se
formuleaza urméatoarele recomandari si propuneri pentru imbunatatirea eficientei cercetarilor
viitoare:

Cresterea alocarilor financiare pentru cercetare - este necesar sa se asigure un buget adecvat
pentru proiectele de cercetare, in special pentru echipele din tarile cu resurse limitate, cum
este Republica Moldova. Fondurile suplimentare ar facilita achizifia de materiale si
echipamente de calitate si ar sprijini participarea la evenimente internationale pentru
diseminarea rezultatelor.

Simplificarea procesului de achizitii - se recomanda optimizarea procesului de achizitii
publice pentru cercetare in Republica Moldova. Proceduri mai rapide si mai eficiente, cu
reducerea birocratiei si eliminarea dependentei de intermediari, ar imbunatati semnificativ
ritmul si calitatea implementarii proiectelor.

Crearea unor mecanisme de urgentd pentru continuitatea proiectelor - se propune elaborarea
unor strategii de gestionare a crizelor in cadrul proiectelor de cercetare, pentru a atenua
impactul unor situatii precum pandemii, conflicte armate sau dificultati logistice.



Anexa 1 (obligatoriu)

Lista lucrarilor stiintifice, stiintifico-metodice si didactice
publicate in cadrul proiectului

Prophylactic and therapeutic use of regulatory T cell derived exosomes in murine models of
multiple sclerosis and psoriasis

4. Articole n reviste stiintifice

4.1. in reviste din bazele de date Web of Science si SCOPUS (cu indicarea factorului de
impact IF)

HEYDARI, Z., PESHKOVA, M, GONEN, Z.B. etal. EVs vs, EVs: MSCs and Trees as a source
of invisible possibilities.J Mol Med 101, 51-63 (2023). https://doi.Org/l1 0.1007/s00109-022-
02276-2. (IF 4.8)

9. Brevete de inventii si alte obiecte de proprietate intelectuald, materiale la saloanele de
inventii

CORETCHI, 1., GALEA-ABDUSA, D., TODIRAS, M., VOROJBIT, V., ULINICI, M.
(2023). Procedure for stimulation, isolation, and characterization of antigen-specific T-reg cells
derived exosomes. Implemented at the Genome and Stem Cell Center (GENKOK), Erciyes
University, within the ERA-NET project "Prophylactic and Therapeutic Use of Regulatory T Cell
Derived Exosomes in Murine Models of Multiple Sclerosis and Psoriasis". Nicolae Testemitanu
State University of Medicine and Pharmacy, Chisindu, Moldova, {act de implementare)

i


https://doi.Org/l_0.1007/s00109-022-02276-2
https://doi.Org/l_0.1007/s00109-022-02276-2

Anexa 2 (obligatoriu)

Rezumatul activitatii si a rezultatelor obtinute in proiect

Proiectul ,,Prophylactic and Therapeutic Use of Regulatory T Cell Derived Exosomes in Murine
Models of Multiple Sclerosis and Psoriasis” a avut drept scop evaluarea potentialului terapeutic
al exosomilor derivati din celule Treg in douda modele murine distincte de boli autoimune:
scleroza multipla si psoriazisul. Tn cadrul activitatilor desfasurate, celulele Treg au fost izolate
din ganglionii limfatici si splina soarecilor raportori Foxp3YFP, utilizdnd tehnici avansate de
sortare celulara prin FACS. Exosomii derivati din aceste celule au fost izolati si caracterizati
utilizand microscopie electronica cu scanare (SEM), analiza de urmarire a nanoparticulelor
(NTA) si citometrie de flux, confirmand prezenta markerilor specifici CD63, CD9 si CD8L1.
Testarea exosomilor pe modele murine a demonstrat o eficacitate terapeuticd semnificativa. in
cazul sclerozei multiple, administrarea profilacticd si terapeutica a exosomilor a redus
demielinizarea, inflamatia si severitatea simptomelor clinice, evidentiate prin histopatologie si
analiza imunologica. Tnh modelul de psoriazis, administrarea topica si intradermica a exosomilor
au redus grosimea epidermica, inflamatia cutanata si expresia citokinelor pro-inflamatorii, cum
ar fi IL-17 si TNF-a. Analizele preliminare ale microbiotei intestinale si cutanate au aratat o
diversificare si o imbunatatire a compozitiei microbiotei la Soarecii tratati cu exosomi.
Rezultatele proiectului au fost prezentate in cadrul unui eveniment stiintific, a fost publicat un
articol cu IF 4.8, iar doua articole sunt Tn curs de pregatire pentru publicare. Proiectul a
contribuit la dezvoltarea implementarea unor metode noi de cercetare si transferul de cunostinte
in domeniul tratamentelor inovatoare pentru bolile autoimune, promovéand colaborarea
internationald. Rezultatele obtinute oferd o bazad solida pentru continuarea cercetarilor i,
potential, desfasurarea studiilor clinice cu utilizarea exosomilor n tratamentul bolilor autoimune.

The project “Prophylactic and Therapeutic Use of Regulatory T Cell Derived Exosomes in
Murine Models of Multiple Sclerosis and Psoriasis” aimed to evaluate the therapeutic potential
of exosomes derived from Treg cells in two distinct murine models of autoimmune diseases:
multiple sclerosis and psoriasis. During the activities carried out, Treg cells were isolated from
the lymph nodes and spleens of Foxp3YFP reporter mice using advanced cell sorting techniques
with FACS. Exosomes derived from these cells were isolated and characterized using scanning
electron microscopy (SEM), nanoparticle tracking analysis (NTA), and flow cytometry,
confirming the presence of specific markers such as CD63, CD9, and CD81. Testing the
exosomes in murine models demonstrated significant therapeutic efficacy. In the case of multiple
sclerosis, prophylactic and therapeutic administration of exosomes reduced demyelination,
inflammation, and the severity of clinical symptoms, as evidenced by histopathology and
immunological analysis. In the psoriasis model, topical and intradermal administration of
exosomes reduced epidermal thickness, cutaneous inflammation, and the expression of pro-
inflammatory cytokines such as IL-17 and TNF-a. Preliminary analyses of intestinal and skin
microbiota revealed diversification and improvement in microbiota composition in mice treated
with exosomes. The project results were presented at a scientific event, one article with an



impact factor of 4.8 was published, and two articles are currently in preparation for publication.
The project contributed to the development and implementation of new research methods and the
transfer of knowledge in the field of innovative treatments for autoimmune diseases, fostering
international collaboration. The results obtained provide a solid foundation for further research
and the potential implementation of clinical studies involving the use of exosomes in the
treatment of autoimmune diseases.

Conducatorul de proiect CORETCHI lanos
Data: pty, /2-, it
LS



Anexa 3 (obligatoriu)
Volumul total al finantarii proiectului (pe ani)

Cifrul proiectului 21.80013.8007.2M.

Anul Finan';arez_i_ plt_anificaté Finan'gare?L Executaté Cofinantare
(mii lei) (mii lei) (mii lei)

2021 325,2 314,208 -

2022 35,1 22,9 -

2023 - - -

2024 - - -

Total 360,3 337,108

Rector CEBAN Emil

Economist sef LUPASCO Svetlana

Conducdtorul de proiect CORETCHI lanos

Data: *f

LS



Anexa 4 (obligatoriu)

Componenta echipei conform contractului de finantare
Cifrul proiectului 21.80013.8007.2M.

Echipa proiectului conform contractului de finantare (la semnarea contractului)
Nume, prenume

Nr (conform contractului Anul Titlul muhlgérlrggn?ce) m Data Data

de finantare) nasterii stiintific contractului angajarii  eliberarii
1 Coretchi lanos 1984  Dr.st.med. Fara remunerare
2. Todiras Mihail 1966  Dr.hab.stmed Fara remunerare
3. Vorojbit Valentina 1964  Dr.st.med. Fard remunerare
4. Galea-Abdusa Daniela 1988  Dr.st.biol. Fard remunerare
5. Ulinici Mariana 1987 . Fard remunerare
6. Toma Alina 1992 Fard remunerare :
7. Malcova Tatiana 1992 . Fard remunerare . -

Modificari in componenta echipei pe parcursu proiectului
Norma de
Nr Nume, prenume Anul nasterii  Titlul stiintific munca Data angajarii
' conform
contractului

1
Rector CEBAN Emil
Economist sef LUPASCO Svetlana
Conducatorul de proiect CORETCHI lanos
Data: 2, A
LS
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UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA NICOLAE TESTEMITANUSTATE UNIVERSITY

SI FARMACIE ,NICOLAE TESTEMITANU” OF MEDICINE AND PHARMACY
DIN REPUBLICA MOLDOVA OF THE REPUBLIC OF MOLDOVA
CONSILIUL STIINTIFIC SCIENTIFIC COUNCIL

MD-2004, Chisindu, bd. Stefan cel Mare si Sfant, 165, tel.: 022 205 106; e-raail: consiliul,stiindfic@ usmf.md

EXTRAS DIN DECIZIE

09.12.2024 nr. 8/1i

Cu privire la aprobarea rapoartelor anuale (etapa 2024) si finale
de implementare a proiectelor multilaterale, din cadrul apelului
ERA.Net RUS Plus 2019 pentru perioada 2021-2024

in conformitate cu prevederile Ordinului Agentiei Nationale pentru Cercetare si

Dezvoltare nr. 99 din 5 noiembrie 2020 cuprivire la aprobarea Instructiunii privind raportarea
anuala a implementarii proiectelor din domeniile cercetarii si inovarii, precum si in rezultatul
audierii publice a rapoartelor anuale de implementare a proiectelor din cadrul apelului ERA.Net
RUS Plus 2019 pentru perioada 2021-2024, Consiliul stiintific

A DECIS:

1

2.

A lua act de informatia prezentata.

A aviza pozitiv raportul stiintific anual (etapa 2024) si final de implementare a proiectului
multilateral din cadrul apelului ERA.Net RUS Plus 2019 pentru perioada 2021-2024
,Prophylactic and Therapeutic Use of Regulatory T Cell Derived Exosomes in Murine
Models of Multiple Sclerosis and Psoriasis”, cifrul 21.80013.8007.2M, conducadtor de
proiect dl lanos Coretchi, dr. st. med., conferentiar universitar.

A prezenta raportul stiintific anual (etapa 2024) si final de implementare a proiectului
multilateral din cadrul apelului ERA.Net RUS Plus 2019 pentru perioada 2021-2024
,Prophylactic and Therapeutic Use of Regulatory T Cell Derived Exosomes in Murine
Models of Multiple Sclerosis and Psoriasis”, cifrul 21.80013.8007.2M, conducator de
proiect dl lanos Coretchi, dr. st. med., conferentiar universitar, Agentiei Nationale pentru
Cercetare si Dezvoltare.

Secretar al Consiliului stiintific, Diana Calaras
dr. st. med., conf. univ.

IUSMFJNicolae Testemitanu' confirma
i Semnatura.

SDepartament Resurse Umani
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