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1. MOTIVAREA CERCETARII

independents, risc redus de boali grefa-contra-gazdi, posibilitatea utilizirii alogenice si profil
de siguranti imbunitatit. Generarea de celule CAR-NK din linii celulare stabilizate (NK-92)
sau din celule mononucleare din sdnge periferic (PBMC) reprezints Strategii promititoare
pentru dezvoltarea de terapii "off-the-shelf" accesibile si scalabile.

Exozomii, vezicule extracelulare nanometrice (30-150 nm) secretate de toate tipurile
celulare, s-au remarcat ca mediatori esentiali aj comunicarii intercelulare, transportind
proteine, acizi nucleici si lipide bioactive, Recent, exozomii derivati din celulele CAR-T si
CAR-NK (CAR-Exo0) au atras un interes stiintific crescut datoritd potentialului lor de a
reproduce efectele citotoxice ale celulelor de origine, oferind simultan avantaje semnificative-
profil de sigurants Imbunititit, penetrabilitate crescutd in micromediul tumoral, posibilitatea
productiei "off-the-shelf" $1 cost redus. Aceasti abordare acelulara ("cell-free") ar putea
reprezenta o paradigma terapeutici alternativi, depasind limitzrile terapiilor celulare clasice.

Desi terapiile CAR-T au obtinut aprobari clinice remarcabile pentru neoplaziile
hematologice, aplicabilitatea lor in cazul tumorilor solide rdmane o provocare majora.
Micromediul tumoral Imunosupresiv, heterogenitatea antigenici si barierele fizice limiteaza
eficacitatea acestor terapii. In acest context, explorarea mecanismelor citotoxice ale exozomilor
derivati din celule CAR reprezinté o directie de cercetare inovatoare.

Prezenta tezi de doctorat is1 propune si investigheze potentialul citotoxic al exozomilor
proveniti de la limfocitele CAR-T 1 CAR-NK, abordand astfe] un domeniu de interes major
pentru oncologia translationals, Ipotezele de lucru postuleazi ci: celulele mononucleare din

transductiei; celulele CAR-NK9?2 generate prin tehnici de transductie non-viralj exprimi
receptori CAR functionali: exozomii CAR-NK92 pistreazi receptori functionali si molecule
efectorii pe suprafafa lor; exozomii CAR-NK 92 se leagd specific de celulele Her2-pozitive si
exercitd efecte citotoxice superioare exozomilor wild-type.

Cercetarea a utilizat o abordare comprehensivi integrand tehnici de inginerie celular,
biologie moleculars st evaluare functionals. Celulele mononucleare din sange periferic au fost
izolate, stimulate diferentiat (microsfere anti-CD3/CD28 sau citokine) si transduse lentiviral







2. LISTA DE LUCRARI CARE FAC PARTE INTEGRANTA DIN TEZA DE
DOCTORAT

Publicatii ISI/'WOS indexate:

1. Tirziu, A.; Bojin, F M.; Gavriliuc, O.L; Faur, C.l; Paunescu, V. From CAR-T Cells 1o
Exosome-Based Immunotherapy: Exploring the Frontiers of Cell-Free T, argeted
Cancer T, herapeutics. Cells, 2026, 15,70. DOI: https://doi.org/ 10.3390/()611315010070.
[Indexat IS/'WOS (Factor de Impact = 5,2)]

2. Tirziu, A.; Bojin, F.M.: Gavriliuc, O.1; Buzan, R.M.; Zbircea, L.E.; Grijincu, M. ; Paunescu,
V. Anti-Her2 CAR-NK9? Cells and Their Exosomes: Generation, Characierization,
and Selective - Yioloxicity Against Her2-Positive Tumor Cells. International Journal
of Molecular Sciences, 2025, 26, 7648. DOLI: https://doi.org/ 10.3390/ijms26157648
[Indexat IS/WOS (Factor de Impact = 4,9)]

3. Tirziu, A.: Gavriliue, O.-1. ; Bojin, M.-F.; Paunescu, V. Exploring CAR-PBMCs: A4 Novel
Strategy Against EGFR-Positive T; umor Cells. Biomedicines, 2025, 13, 264. DOI:
https://doi.org/ 10.339O/bi0medicinesl3020264. [Indexat ISI/'WOS (Factor de
Impact = 3,9))

Publicatii BDI:

4. Tirziu, A.; Plesca D.; Anghel S.; Panaitescu C.; Paunescu V. Exosomes as valuable players
in health and diseases. Fiziologia — Physiology, 2021, 3 1(1):101, 4-12. [Indexat BDI)

Total: 3 articole indexate IS/WOS (FI total cumulat = 14,0) + 1 articol indexat BDI=4
publicatii totale rezultate direct din teza de doctorat,




3. DATE DESPRE EVOLUTIA CERCETARII — CON GRESE §1 CONFERINTE

nationale si internationale, contribuind la fundamentarea, validareg si consolidarea directiilor
de investigare asumate in prezenta teza.

Datele din teza de doctorat au fost prezentate in cadrul urmatoarelor manifestiri stiintifice
nationale si internationale:

2. Simpozionul STOP Cancer - 23-2¢ aprilie 2025 — Bucuresti, Romaniq

Tirziu A, Bojin FM, Gavriliuc OI, Buzan RM, Zbircea LE, Grijincu M, Paunescu V.
Engineering Anti-Her2 CAR-NK92 Cells and Their Exosomes for T, argeting Breast Cancer
Cells — prezentare orali

3. Sesiunea Academiei de Stiinte Medicale din cadrul Zilelor UMFT - 5 decembrie
2024, T imisoara, Romdnia
Paunescu V, Tirziu A Engineered CAR-PBMCs against EGFR-positive tumor cells -
prezentare orali

4. Simpozionul STOP Cancer - 20-22 aprilie 2023 — Bucuresti, Romaniq
Paunescu V, Tirziu A. Cancer Vaccines — prezentare oral

Cercetarea doctorali s-a desfasurat in perioada 20212026, cu o progresie tematici coerenti:
de la revizuirea sistematici a biologiei exozomilor (2021), elaborarea unor protocoale de
transductie celulars, selectie a celulelor CAR-pozitive, izolare sl caracterizare exozomali
(2022-2023), Ia generarea si caracterizarea celulelor CAR-PBMC anti-EGFR (2024) si
culmindnd cu generarea, caracterizarea si testarea functionali a celulelor CAR-NK92 anti-Her2
§1 a exozomilor derivati (2025-2026).

4. APRECIEREA CONDUCATORULUI DE DOCTORAT

"INvestigarea mecanismelor citotoxice anti-Tumorale mediate de Exozomii proveniti de la

Doctorandul a demonstrat capacitate remarcabili de sintez3 si integrare a cunostintelor
din domenii diverse: biologie celularj si moleculard, inginerie geneticd, citometrie de flux,

3

analiza in timp real a citotoxicitatii si de caracterizare a veziculelor extracelulare. Rezultatele




experimentale obtinute sunt coerente, reproductibile si sustin ipotezele de lucru formulate Ia
debutul cercetiirii.

Teza este construiti in jurul a patru studii, dous de tip review si dous de tip cercetare
originald, care exploreazi biologia exozomilor, tehnicile de transfectie a celulelor imune in
vederea obtinerii de celule purtatoare de receptori himerici de antigen (CAR), analizeazi
expresia proteici in cadrul populatiilor de exozomi eliberati de celulele imune, §i evidentiaza
efectul citotoxic al acestor vezicule extracelulare.

Primul studiu (Exosomes as valuabie players in health and diseases), publicat in anul
2021, oferd o analiza comprehensivi a exozomilor, a ciilor de sinteza, a rolurilor multiple de
semnalizare intercelulara in diverse stiri fiziologice si patologice si descrie tehnicile de izolare
§i caracterizare pentru aceste vezicule extracelulare.

Al doilea studiu (Exploring CAR-PBMCs: A Novel Strategy Against EGFR-Positive
Tumor Cells), publicat in anul 2024, descrie un protocol de generare a celulelor purtatoare de
CAR provenind din celule mononucleare din sdnge periferic, in vederea obtinerii unei populatii
eterogene de celule CAR-pozitive cu potential disruptiv asupra barierei hemato-tumorale. In
continuarea acestui studiu, exozomii eliberati de aceste celule au fost caracterizati din punct de
vedere al continutului proteic, iar efectyl citotoxic anti-tumoral a fost evidentiat prin
experimente de tip real-time cell analysis (RTCA).

Cel de-al treilea studiu (Anti-Her2 CAR-NK92 Cells and Their Exosomes: Generation,
Characterization, and Selective Cytotoxicity Against Her2-Positive Tumor Cells), publicat in
anul 2025, a rezolvat o limitare cunoscuti in literatura referitoare la transductia lentivirali a
celulelor NK. Utilizand tehnica de transductie non-virald prin electroporare a transpozonilor
din sistemul PiggyBac, eficienta transfectiei a crescut semnificativ, permitind expansiunea si
generarea unei culturi celulare omogene CAR-NK anti-Her2, cu efect citotoxic marcat asupra
liniei celulare tumorale Her2+ SK-BR3.

Ultimul articol (From CAR-T Cells to Exosome-Based Immunotherapy: Exploring the
Frontiers of Cell-Free Targeted Cancer Therapeutics), publicat in anul 2025, sintetizeazi
ultimele progrese referitoare 1la dezvoltarea exozomilor derivati din celule CAR ca
nanovezicule bioactive care exprimi CAR la suprafatd si pot vehicula incircituri citotoxice si
imunomodulatoare, inducénd liza antigen-specifici a celulelor tumorale cu profil de toxicitate
mai redus dect terapia celulard CAR clasici.

Publicarea a trei articole in reviste IS/WOS cu factori de impact cumulati de 14,0
puncte, aldturi de un articol in revista BDI, demonstreazi ci rezultatele tezei au atins
standardele internationale de calitate si au fost validate de comunitatea stiintificd prin procesul
de peer-review. Prezentirile la congresele nafionale si internationale reflectd angajamentul
doctorandului fati de diseminarea si valorificarea rezultatelor cercetirii.

Rezultatele cercetarii sunt sustinute de date solide $i sunt corelate cu literatura de
specialitate, oferind informatii valoroase despre biologia exozomilor eliberati de celulele
imune purtitoare de receptor himeric de antigen. Concluziile acestei teze au potential de
aplicabilitate clinic, putind contribui Ia tratamentul pacientilor oncologici.




Apreciez in mod deosebit originalitatea abordiri prin combinarea tehnicilor de
transductie lentivirald (pentru CAR-PBMC anti-EGFR) cu cele de transductie non-virali
bazata pe sistemul de transpozoni piggyBac (pentru CAR-NK92 anti-Her2), demonstrand
flexibilitate metodologica si capacitate de adaptare la cerintele specifice ale fiecirei platforme
celulare. Caracterizarea comprehensivi a exozomilor derivati din celulele CAR-NK92 — prin
Western Blot, MACSPlex si teste functionale de citotoxicitate — constituie o contributie de
referinta in domeniu.

Consider cé prezenta tezi de doctorat constituie o contribufie semnificativi in domeniul
imunologiei anti-tumorale, aducand elemente de originalitate si perspective relevante pentru
aplicabilitatea clinica. Aceasta tezi indeplineste toate criteriile academice si stiintifice necesare
pentru sustinerea publici si acordarea titlului de Doctor in Medicind al Universititii de
Medicina si Farmacie ,,Victor Babes” din Timigoara.
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