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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate

Defectele osoase de diferitd origine (traumatica, tumorala, congenitald, etc.) initiaza la
nivelul organismului uman mecanisme naturale de regenerare si, de cele mai multe ori aceste
mecanisme sunt suficiente pentru recuperarea golului osos de dimensiuni mici [1].

Procesul de remodelare osoasa este calificat drept unul din cele mai complexe mecanisme.
Celulele osoase (osteocitele, osteoclastele, osteoblastele si celulele de captuseala osoasd) au o
comunicare complexa intre ele si orchestreaza in mod perfect procesul de vindecare (consolidare)
osoasd, adaptarea mecanica a scheletului si regleaza homeostazia calciului [2]. Cu toate acestea,
tratamentul defectelor osoase devine o adevarata provocare atunci cand vorbim despre defectele
osoase masive, in special cele dupa traumatisme grave, formatiuni tumorale masive, procese
infectioase localizate si agresive sau, defecte osoase congenitale. Pentru astfel de diagnostice,
metodele traditionale de tratament sunt la ordinea de zi, asa ca metoda Ilizarov, metoda membranei
induse, substituentii ososi, alogrefa osoasa si, desigur, ,,standardul de aur” autogrefa osoasa [3, 4,
5, 6, 7]. Cu toate acestea, pentru defectele osoase ce depasesc lungimea de 4-5 cm, procedurile
cunoscute de grefare osoasa pot fi insuficiente [8, 9].

Cererea crescutd pentru interventiile de recuperare a defectelor osoase de diferita etiologie,
induce abordarea problemei date la un alt nivel [1, 10, 11].

Astfel, alotransplantul osos (AO) a ajuns una din cele mai ambitioase idei ale secolului
XXI in domeniul chirurgiei reconstructive si IT. Utilizarea alogrefelor si xenogrefelor osoase
preconizeaza sa rezolve problema cantitatii limitate de autogrefe si sa simplifice tratamentul din
punct de vedere tehnic, prin excluderea etapei de prelevare a grefei [12].

Din analiza literaturii de specialitate, am identificat sute de cercetdri bazate pe studii
experimentale preclinice in vitro si in vivo care urmaresc descrierea metodelor de preparare,
conservare, combinare si utilizare a alogrefelor osoase cu scopul elimindrii necesitatii
imunosupresiei in tratamentul postoperator. Principalul beneficiu al unei alogrefe este efectul sau
osteoconductiv, deoarece actioneaza ca o carcasa pentru celulele osoase si reprezinta un suport
mecanic bun. Efectul osteoconductiv este mai accentuat la alogrefa spongioasa fata de cea corticala
si, depinde Tn mare parte de continutul factorilor de crestere. Cu toate acestea, aceastd proprietate
de osteoconductie scade intr-o alogrefa congelatd si depinde atat de donator cat si de metoda de
prelucrare a materialului osos. Teoretic, alogrefa proaspata si neprocesata are cel mai mare
potential osteoinductiv. Printre dezavantajele alogrefei se numara riscul potential de a transmite
bacterii, virusuri, ciuperci, prioni si celule maligne catre recipient. Printre alte riscuri relevante se

numara reactiile alergice si, desigur, raspunsul imun [13, 14].
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Raspunsul imun raméane a fi impedimentul de baza in utilizarea pe scara larga a alogrefelor
osoase vascularizate neprocesate [15, 16]. Problema respingerii transplantului se incearca a fi
rezolvata prin utilizarea pe termen scurt a terapiei imunosupresive sau excluderea din componenta
alogrefei a tuturor elementelor ce ar provoca un raspuns imun (osul este demineralizat,
decelularizat, deproteinizat) [17, 18]. Un studiu efectuat in 2010 (pe sobolani) de catre un grup de
medici din China aratd ca grefa osoasa vascularizata din cadrul alotransplantului compozit poate
crea chimerism si toleranta organismului recipient, acest proces fiind conditionat de utilizarea
preoperatorie a tratamentului imunosupresiv (iradiere corporald + administrarea globulinei
antilimfocitare) [19].

Comparativ cu rezultatele studiilor din 1983, unde savantii descriu in mod clar ca alogrefele
osoase (din componenta articulatiei genunchiului) sunt imunogene, iar utilizarea imunosupresiei
si iradierii (postoperator) nu creste semnificativ perioada de supravietuire a alogrefelor, studiile
recente raporteaza supravietuirea alogrefei (articulatiei genunchiului la iepuri) in conditiile
inducerii angiogenezei impreuna cu terapia imunosupresiva pe termen scurt [20, 21].

Grefele alogene sunt selectate, procesate si conservate in banci de tesuturi umane, unde sunt
supuse unui screening minutios pentru a exclude transmiterea maladiilor infectioase. In cele din
urmad, alogrefele colectate de la pacientii vii (ex.: capul osului femural dupa inlaturarea acestuia)
sau cei decedati, ajung sa fie disponibile sub forma de grefe osoase corticale, spongioase sau
matrice osoasa demineralizata in diverse forme si dimensiuni [13, 22]. Studiile clinice si
experimentale axate pe evaluarea alogrefelor si autogrefelor osteocondrale mari, avasculare,
efectuate de peste 30 de ani in urma, demonstreaza ca alogrefele osoase provoacd un raspuns imun
la nivelul organismului gazda si in cele din urma, acestea esueaza dupa transplantare din cauza
revascularizarii inadecvate si mineralizarii incomplete [23].

Pe parcursul ultimilor ani, s-a facut o claritate in ceea ce priveste imunogenitatea tesutului
0so0s, raspunsul ce-1 poate provoca la nivelul organismului gazda, si cum acesta poate fi controlat
prin procesarea alogrefelor osoase. In literatura de specialitate gasim date despre metodele simple
de prelucrare a tesutului osos alogenic, cum ar fi: inghetarea, formalinizarea, radio sterilizarea si
liofilizarea. Sun cunoscute si descrise la fel si complicatiilor care survin dupa astfel de tratamente,
complicatii precum: lipsa integrarii alogrefei, lipsa consolidarii osoase, rejetul alogrefei,
reabsorbtia acesteia in lipsa aparitiei tesutului osos nou, fracturarea segmentului transplantat [24,
25, 26]. Probabil ca din aceste considerente, cercetarile din ultimii ani abordeaza provocarea
transplantului osos din alt unghi de vedere. Tesutul osos este privit nu doar ca un material de
umplere, ci mai mult ca un material capabil sa ghideze umplerea golului 0s0s, cu alte cuvinte, o

carcasa (matrice) [27].
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Materialul optim pentru grefa (carcasa) destinatd stimularii regenerarii normale a osului
trebuie sd posede mai multe caracteristici esentiale. Acestea includ biocompatibilitatea,
biodegradabilitatea, capacitatea de a conduce cresterea osului, capacitatea de a stimula formarea
osului nou si, desigur, asigurarea unei rezistente mecanice adecvate. Printre avantajele utilizarii
unei matrice extracelulare (MEC) naturale comparativ cu una sintetica se numara, in primul rand,
similaritatea MEC natural cu tesutul osos in ceea ce priveste morfologia si structura
tridimensionald. Aceastd asemanare faciliteaza inlocuirea eficienta a tesutului osos deteriorat sau
pierdut cu tesut osos sanatos [28, 29].

Tesutul osos contine relativ putine celule si o cantitate mare de MEC. Matricea la randul séu,
reprezintd o retea structurald foarte dinamica ce poate oferi suport si ancorare celulelor, regleaza
dinamica si comportamentul celulelor, asigura supravietuirea, proliferarea, polaritatea,
diferentierea, aderenta, si migrarea celulard. Avand o structura complexa, predominant colagen de
tip I si proteine precum: osteocalcind, osteonectind, osteopontind, fibronectinda, sialoproteina II
0s0asa, proteine morfogenetice osoase, factori de crestere, proteoglicani mici bogati in leucina,
inclusiv decorina, biglican, lumican, osteoaderina si proteine serice, MEC ajunge sa fie implicata
irevocabil in procesele de crestere si regenerare [2, 29, 30].

Factorii de semnalizare moleculara inclusi in MEC stimuleaza activ diferentierea celulelor
precursoare sau progenitoare in celule osoase functionale. Aceste celule osoase, la randul lor,
regleaza formarea si remodelarea celorlalte componente ale osului. Prin urmare, osul natural este
recunoscut ca fiind osteoconductiv, osteoinductiv si osteogen, iar caracteristicile esentiale ce
trebuie luate in considerare pentru MEC osoasa includ rugozitatea suprafetei externe, porozitatea
+ dimensiunea porilor, capacitatea de degradare, proprietatile mecanice, si biocompatibilitatea [31,
32].

Constrangerile severe de ordin imunologic ce apar in domeniul transplantologiei au dus la
dezvoltarea larga a IT. Domeniul dat cuprinde multiple cunostinte interdisciplinare si are ca unul
din scopurile de baza crearea de tesut cu grad scazut, sau chiar nul de imunogenitate pe baza de
MEC [33, 34]. Ingineria tisulara in acest moment, are un impact urias asupra transplantului de
organe, promitand obtinerea si utilizarea pe scard larga a MEC de diferita origine, care vor oferi
posibilitatea inlocuirii oricarui organ sau segment de organ deteriorat sau nefunctional [11].

Incepand cu 1948, de cand a fost introdusa conceptul de decelularizare de citre Poel, s-au
efectuat numeroase studii privind aplicarea MEC decelularizate [35].

In 1995, echipa lui Badylak a utilizat MEC a submucoasei intestinale subtiri (SIS) pentru
repararea tendonului lui Ahile. De atunci, diverse schele biologice derivate din tesuturi
decelularizate, sau chiar organe intregi de origine diferita, au fost colectate in vederea utilizari lor

ulterioare in cercetari atat in vitro, cat si in vivo.
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Din acestea fac parte:

- pielea, corneea, vase sangvine (vene si artere), muschi, fascie, tendon, omentul, os;
- rinichi, plaman, ficat;

- segmente intregi de extremitati;

- valve cardiace, tesut cardiac, inima;

- nerv, creier, etc. [29, 35, 36, 37, 38, 39, 40].

Tn prezent, utilizarea MEC decelularizate sunt in mare parte la etapele experimentale, cu
toate acestea, exista si unele progrese 1n aplicatiile clinice. Un exemplu de acest tip este aprobarea
de catre administratia pentru alimente si medicamente (FDA), in 1970, a unei grefe vasculare
decelularizate, care a fost implantatd la peste 500.000 de pacienti pentru a fi utilizatd ca acces
pentru hemodializa sau ca bypass la nivelul extremitatilor inferioare [41]. MEC dermica este
utilizata in diverse domenii, cum ar fi chirurgie ortopedica, chirurgie reconstructiva, tratamentul
arsurilor, chirurgie oro-maxilo-faciala etc. Rapoartele timpurii despre MEC dermicd sunt
promitatoare, chiar daca sunt necesare cercetari suplimentare pentru a determina pe deplin viitorul
lor potentialul [42]. Un alt progres important in IT este utilizarea valvelor cardiace reinsamantate
cu celule autologe, Serghei Cebotari et al. au raportat pentru prima datd, in Republica Moldova,
implantarea de valve cardiace pulmonare repopulate cu celule progenitoare endoteliale autologe
la doi pacienti pediatrici, prezentand rezultate bune dupa mai mult de 3 ani de la interventie [43].

Scopul ingineriei tesutului osos este de a regenera/repara tesutul cu ajutorul unei grefe
(naturale sau sintetice) biocompatibila si biodegradabila. Luind in considerare cd osul este un tesut
foarte bine vascularizat, iar toate etapele sale de regenerare (dezvoltarea, maturarea, remodelarea)
depind de o reglare stricta a aportului de sange, este foarte important elaborarea de strategii care
sa urmareasca vascularizarea rapida si eficienta a grefei implantate [14, 44].

In Republica Moldova, istoria transplantului osos incepe in 1960 odati cu initierea
transplantului de segmente osoase tubulare si spongioase. Mai tarziu, In 1962, conform
recomandarilor profesorilor universitari Leonid Gladarevschi si Nicolae Testemitanu, a fost
infiintat in cadrul Statiei Republicane de Transfuzie Sanguind, Laboratorul de Prelevare si
Conservare a Tesuturilor. La 1 noiembrie 2011, pe baza Laboratorului de Prelevare si Conservare
a Tesuturilor s-a infiintat Banca de Tesuturi Umane in cadrul institutiei publice medico-Sanitare
Spitalul Clinic de Traumatologie si Ortopedie, sub conducerea profesorului Viorel Nacu. Conform
datelor nationale, tesutul musculoscheletal este cel mai transplantat tesut In Republica Moldova,
iar necesitdtile depasesc de 1,4 ori disponibilitatea de tesut. Chiar mai mult, conform unui sondaj
efectuat pe 161 de medici specialisti, dintre care 75 ortopezi-traumatologi din 16 institutii medicale
diferite, se determina o necesitate crescuta a grefelor osoase prelucrate prin alta metoda decat cea

de congelare [45, 46].
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In prezent, publicatiile din domeniul IT osoase discuti utilizarea grefelor osoase
decelularizate din diverse perspective, inclusiv metodele de conservare, utilizarea factorilor de
stimulare a consolidarii si aplicarea diferitelor tehnici de osteosintezda. Cu toate acestea, MEC
osoase sunt initial avasculare, iar hipoxia grefei implantate duce la sechestrarea acesteia. Lipsa
sursei de vascularizare si Intarzierea angiogenezei imediat dupa transplantare duc la resorbtia sau
necroza grefelor mari. Astfel, lipsa substituirii golului osos cu tesuturile recipientului sau
complicarea septica, ridicd multiple semne de intrebare referitoare la eficacitatea metodelor in
tratamentul defectelor osoase mari. Initierea acestui studiu experimental preclinic in vitro,
reprezintd o tentativa de elaborare si testare a unui protocol universal de decelularizare, in vederea
obtinerii unei alogrefe osoase decelularizate vascularizate (MECOV), ce ar putea fi utilizatd in
reconstructia defectelor osoase masive [4, 22, 47, 48, 49].

Scopul studiului

Elaborarea protocolului universal de decelularizare a tesuturilor cu divers grad de
mineralizare n scopul obtinerii grefelor osoase compozite vascularizate cu calititi imunogene
minime.

Obiectivele studiului

1. Elaborarea eseului chirurgical pentru obtinerea grefei osoase vascularizate a osului tibial la
animale de laborator;

2. Elaborarea protocolului de decelularizare a grefelor osoase (os tibial) cu pastrarea sursei de
vascularizare;

3. Testarea eficacitatii metodei de decelularizare a grefelor osoase prin metode calitative (H&E,
DAPI, SEM) si cantitative (cuantificarea ADN-ului);

4. Determinarea biocompatibilitatii matricelor extracelulare osoase vascularizate prin
recelularizarea in vitro utilizand diferite tipuri de celule.

Ipoteza de cercetare

O MEC calitativa (cu o arhitecturd pastratda si biocompatibild) poate dirija proliferarea
sdndtoasa a celulelor stem si poate facilita dezvoltarea unui nou tesut, suplinind in asa fel chiar si
defectele de dimensiuni mari. Necesitatea transportarii in interiorul MEC osoase a nutrientilor si
elementelor cu potential angiogenic stimuldnd astfel formarea retelei vasculare functionale si
sustinand viabilitatea ulterioara a MEC m-a adus Tn fata urmatoarelor ipoteze de cercetare:

1. pastrarea pediculului vascular va asigura patrunderea sangelui recipientului in interiorul MEC
0S0ase,
2. chiar si in conditiile obtinerii unui pedicul vascular decelularizat trombogen, sangele ajuns in

interiorul grefei in primele minute dupa anastomoza poate fi suficient pentru initierea
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procesului de angiogeneza in interiorul alogrefei osoase stimuland astfel regenerarea
segmentului transplantat din interior spre exterior.
Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese
Initierea studiului experimental in obtinerea MECOv, are la baza doud elemente majore,
cererea crescuta fatd de transplantul osos si dezvoltarea vertiginoasa din ultimii ani a domeniului
de IT. Acest studiu experimental a fost efectuat pe probe biologice preluate de la animale de
laborator (porci) si are la bazd mostre de tesut moale si tesut dur (vase sanguine de origine porcina
de trei diametre diferite, periost, grefe osoase avasculare, grefe osoase compozite vascularizate).
Pentru aprecierea eficacitafii protocolului de decelularizare, s-a efectuat analiza histologica
(coloratia H&E si DAPI) si cuantificarea ADN-ului.
utilizarea diferitor tipuri de celule: celulelor endoteliale umane venoase ombilicale (HUVEC)
pentru grefele vasculare si celule mezenchimale stem de origine alogena, din maduva osoasa (de
origine porcind) pentru grefele osoase avasculare si cele vascularizate.
Pentru aprecierea schimbarilor microscopice ce au avut loc la nivelul componentei osoase
a alogrefei, s-a efectuat microscopia prin scanare electronica (SEM) a mostrelor de os cortical si
spongios. Analiza probelor histologice si culturilor celulare s-a efectuat utilizand microscopul
optic, microscopul fluorescent si stereo microscopul.
Analiza statistica a datelor obtinute §i reprezentarea grafica a acestora a fost efectuatd cu
ajutorul programelor Excel si SPSS.
Inovatia si originalitatea stiintifica a rezultatelor obtinute
1. Am elaborat eseul chirurgical de obtinere a unei alogrefe osoase de os tibial in complex cu
sursa proprie vasculard pentru ulterioara decelularizare. In premiera acest model de gref3 a fost
utilizat ca materie prima pentru obtinerea de MEC;
2. Am elaborat si testat protocolul universal de decelularizare pentru obtinerea MEC osoase
compozite vascularizate;
3. Am analizat modificarile microscopice (SEM) ce au loc la nivelul osului cortical si spongios
dupa procesare;
4. Am obtinut alogrefe/MECOv biocompatibile in vitro, ceea ce denotd functionalitatea
protocolului universal testat;
5. Am realizat recelularizarea in vitro a MEC decelularizate prin insamantarea diferitor tipuri de
celule (HUVEC pentru MEC vasculare si BM-MSC pentru MEC osoase).
Problema stiintifica rezolvata
Studiul efectuat, reprezinta un argument pozitiv la intrebarea daca putem sau nu utiliza un

protocol universal de decelularizare in vederea obtinerii MEC osoase compozite vascularizate
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(tesut dus + tesut moale). Astfel, putem considera rezultatele obfinute, o puternica baza stiintifica
in elaborarea ulterioara a planului de actiune pentru proiectele de cercetarea in AO vascularizat pe
baza studiilor in vivo, utilizand MECOv obtinuta prin IT.
Valoarea aplicativa a lucrarii
Studiul dat reprezinta un pas important in sustinerea viitoarelor studii preclinice in vivo
pentru elaborarea unei noi metode chirurgicale in tratamentul defectelor osoase masive de diferita
genezd la nivelul aparatului locomotor, prin utilizarea alogrefelor osoase decelularizate
vascularizate (MECOV).
Implementarea inovatiei in practica
Rezultatele obtinute au fost utilizate in cadrul altui studiu experimental in vivo — ,,Plastia
defectelor osoase vaste prin allogrefaj osos vascularizat decelularizat inclus in circuitul vascular
adoptiv”. Astfel, preconizam implementarea in cadrul Laboratorului de Inginerie tisulara si culturi
celulare a USMF ,Nicolae Testemitanu”, a unui nou protocol de decelularizare pentru grefele
osoase compozite vascularizate.
Aprobarea rezultatelor stiintifice
Rezultatele studiului au fost prezentate la urmatoarele forumuri stiingifice:
1. MedEspera International Medical Congress for Students and Young Doctors, Chisinau,
Moldova, 3-5 mai, 2018;
2. Conferinta stiintifica anuala a cadrelor stiintifico-didactice, doctoranzi, masteranzilor,
rezidentilor si studentilor, USMF , Nicolae Testemitanu”. Chisindu, Republica Moldova, 16-
18 octombrie 2019;
3. 11" BAPRAS Congress, 12" National Congress of RSSH and 13" National Congress of
RSRM, Cluj-Napoca, Romania, May 9-11, 2019;
4. MedEspera International Medical Congress for Students and Young Doctors, Chisinau,
Moldova, 24-26 septembrie, 2020;
5. Conferinta stiintifica anuala a cadrelor stiintifico-didactice, doctoranzi, masteranzilor,
rezidentilor si studentilor, USMF , Nicolae Testemitanu”. Chisindu, Republica Moldova, 20-
22 octombrie 2021;
6. International european conferince on interdisciplinary scientific research. Warsaw, Poland,
August 8-9, 2021,
7. 19" National Congress of the Romanian Association of Plastic Surgeons, 14" National
Congress of the Romanian Society of Reconstructive Microsurgery, 13" National Congress of

the Romanian Society for Surgery of the Hand., Timisoara, Roméania, April 28-30, 2022,
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8. Conferinta stiintifica nationala a ortopezilor si traumatologilor din Republica Moldova, editia
a XVIll-a “Leziunile locomotorului — principii minim invasive de tratament”, Chisinau,
Republica Moldova, 25 iunie 2022;

9. National Scientific Conference with International Participation ,,Cells and tissues
transplantation. Actualities and perspectives” dedicated to the 10 anniversary of the founding
of the Human Tissue and Cells Bank and to the 15" anniversary of the founding of the
Laboratory of Tissue Engineering and Cells Culture of ,,Nicolae Testemitanu” State University
of Medicine and Pharmacy, Chisinau, Republic of Moldova, March 17-18™ 2023;

10. 6™ International Conference on Nanotechnologies and Biomedical Engineering — ICNBME-
2023. Chisinau, Republic of Moldova, September 20-23, 2023.
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I.  INGINERIA TISULARA iN OBTINEREA ALOGREFELOR OSOASE
DECELULARIZATE
1.1 Rolul ingineriei tisulare in regenerarea tesuturilor

IT reprezintd o ramurd promitatoare, cu o evolutie uimitoare n ultimii ani care are ca scop
regenerarea tesuturilor [44, 50, 51, 52]. IT se bazeaza pe trei elemente esentiale: (i) diferite tipuri
de celule, (ii) biomolecule si factori de crestere, (iii) matrici extracelulare. Scopul final al IT este
crearea grefelor de tesut pentru utilizarea efectivd in terapia de inlocuire a organelor sau
segmentelor nefunctionale, prin suplinire sau regenerare celulara [53, 54, 55, 56]. Fiind o ramura
a medicinii regenerative, IT combind cunostintele din diverse domenii stiintifice, inclusiv
biochimia, chimia, biologia, fizica, biofizica si ingineria aplicativa [57]. Astfel, metodele utilizate
in IT pot fi aplicate la toate organele si tesuturile din organismul uman [58]. Decelularizarea
segmentelor de organe sau tesuturi asigura obtinerea de matrice extracelulare tridimensionale care
poate fi utilizata ulterior ca materie prima in reconstructie [35, 59].

Studierea contextului de utilizare a MEC decelularizate, ofera o posibilitate unica si atractiva
de mimare a complexelor intregi de organe si segmente cu omiterea reactiei imune din partea
organismului gazda [35]. MEC joaca un rol esential in reglarea morfologiei tesuturilor, influentand
procese fundamentale precum aderenta celulara, diferentierea celulelor si migrarea acestora. MEC
furnizeazd suport structural si semnale biochimice care sunt cruciale pentru dezvoltarea si
organizarea corecta a tesuturilor incepand inca din perioada embrionara [60, 61]. IT poate oferi
solutii pentru crearea organelor artificiale, mentinere si Imbunatatirea functiei tesuturilor
contribuind astfel la rezolvarea problemelor legate de lipsa donarilor voluntare si cresterea listelor
de asteptare pentru transplantare [62]. In zilele noastre, asistim la o discrepant semnificativa intre
cererea si oferta de organe pentru transplant, iar obstacolele imunologice amplificd aceasta
problemad. Totusi, studii aprofundate si tintite, analize detaliate si implementarea tehnologiilor
avansate in IT si sub-disciplinele sale ofera oportunitati pentru o adevarata revolutie in domeniul
transplantologiei [63]. Tn ultimele decenii s-au depus eforturi mari in directia ingineriei structurilor
de tesuturi functionale si organe vascularizate. Dezvoltarea recenta a acestei ramuri a generat tot
mai multe strategii de inginerie microstructurala care pot ajuta supravietuirea celulelor si
imbunatatirea efectului terapeutic a grefelor obtinute prin IT [64, 65].

Relatia dintre IT si reconstructia sistemului osteoarticular se face prin varietatea de materiale
obtinute prin IT si utilizate ca Tnlocuitori pentru grefele osoase autogene. Cu toate acestea,
capacitatea regenerativd a acestora este inca limitata prin lacunele sale Tn revascularizare si
reintegrare dupa transplantare, Tn mod special atunci cand sunt utilizate in defectele osoase largi
[8]. Astfel, obtinerea unei alogrefe vascularizate neimunogene, ar putea deveni in viitor o

alternativa mai mult decat utila in tratamentul defectelor masive osoase [66].
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1.2 Ingineria tisulara in obtinerea matricelor extracelulare vasculare

Ingineria tesuturilor vascularizate implica dezvoltarea de structuri celulare tridimensionale
care contin vase de sange functionale. Aceastd abordare are aplicatii extinse in medicina
regenerativa, inclusiv n tratamentul bolilor cardiace, vindecarea arsurilor, stimularea cicatrizarii
si, regenerarea tesuturilor, inclusiv a tesutul 0sos [67, 68, 69]. IT este un domeniu in continua
dezvoltare, cu promisiuni semnificative pentru imbundtatirea tratamentelor medicale si a
recuperdrii pacientilor [70, 71, 72]. Primele mentiuni despre vasele sanguine decelularizate (de
origine animald) se intdlnesc in 1960, la aproximativ 10 ani de la primul transplant de organ
efectuat cu succes [73, 74]. Primul vas obtinut prin IT a fost gandit si proiectat la mijlocul anilor
‘80 de catre Weinberg si Bell, care au utilizat celule endoteliale din aorta bovina, celule musculare
netede si fibroblasti intr-o matrice inelara din colagen si celule musculare netede [75]. Desi autorii
au realizat atunci un vas cu proprietati mecanice slabe, acestia au pus baza protocolului ce este
utilizat pana si astazi in IT pentru obtinerea grefelor vasculare. Acesta are la baza trei elemente:
celule multipotente, carcasa sintetica sau naturala extracelulara si factorii de crestere [76].

Paradigma clasica a IT este insamantarea/inlocuirea celulelor intr-o carcasa organ inductoare
[73]. Studiile progresive din ultimii ani la acest capitol pot rezolva in viitorul apropiat problema
utilizarii la indicatii constranse a grefelor vasculare sintetice (utilizate in reconstructia defectelor
vasculare a vaselor cu un diametru >8mm) sau disponibilitatea limitata a autogrefelor vasculare
[77, 78, 79]. Cauzele principale ale esecului unei grefe vasculare obtinute prin IT pot fi de natura
trombogend, aterosclerotica sau infectioasd. Aceste probleme sunt adesea generate de calitatea
scizuti a MEC, care influenteazi aderarea, multiplicarea si functionarea celulelor. [74]. Tn mod
ideal, o grefa vasculard obtinutd prin IT ar trebui sd fie: disponibild, rentabild in obtinere si usor
de manevrat. Pentru aceasta, trebuie sa utilizim o MEC vasculara non imunogend, biocompatibila,
rezistenta la tromboze, stenoze, calcificari si infectii [52, 73, 80, 81, 82, 83, 84]. Studiile din ultimii
ani au ca scop obtinerea unei MEC vasculara cu perspectiva buna la utilizare in vivo [59, 76].
Regenerarea este un proces vascular dependent, iar angiogeneza este dependenta la randul sau de
celulele endoteliale, care fiind asezate intr-un singur strat captusesc din interior vasele sanguine
pe toatd lungimea lor formand in asa fel intima vasului [85]. In cele din urma, hiperplazia intimei
reprezintd cauza cea mai des intdlnitd in esecul grefelor vasculare obtinute prin IT, anume
modificarile la nivelul intimei favorizeaza aparitia complicatiilor [86, 87]. Pentru a face posibila
supravietuirea grefei, sunt utilizate o serie de terapii adjuvante pentru stimularea angiogenezei,
cum ar fi: factorii de crestere (cel mai des utilizat fiind VEGF — factor de crestere endotelial
vascular), terapia bazata pe celule (ex.: celulele stem), terapia acelulara (ex.: utilizarea exozomilor
— veziculelor extracelulare), utilizarea retelelor vasculare prefabricate, si alte strategiile

chirurgicale, cum ar fi spre exemplu incorporarea buclelor arteriovenoase (ax vascular format
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dintr-o vena si o artera care sunt anastomozate la o bucla arteriovenoasa) a recipientului in alogrefa
transplantata [88, 89, 90, 91].

Asa cum majoritatea cercetarile actuale sunt orientate spre obtinerea MEC vasculare
functionale in domeniul chirurgiei cardiovasculare, tin sd accentuez ca ideea studiului dat este
obtinerea grefei vasculare functionald ca parte componentd a MECOv. Altfel spus, anume
componenta osoasa reprezinta tinta studiului. Se mai cere specificat faptul ca termenul de ,,grefe
vasculare obtinuta prin IT” cuprinde in sine atat grefele obtinute pe baza unei carcase sintetice cat
si cele pe baza carcaselor biologice (figura 1). Astfel, zona de interes a studiului dat este strict
limitata la grefele vasculare decelularizate, de aceea, la fiecare utilizare a termenului de ,,MEC
vasculara” se va subintelege o matrice naturala, de origine animala, care a fost obtinuta prin

decelularizare.

Grefele vasculare obtinute prin IT

Sintetice — Hibrid «— Naturale
Pe baza de MEC Pe baza de MEC Pe bazd de MEC Pe bazi de
din polimer din polimer din polimer MEC naturale
degradabil de tip: nedegradabile de degradabil de tip:

l

tip:

!

Poly(lactic acid)/PLA

Poly(glycolic acid)/PGA
Poly(e-Caprolactona)/PCL
Poly(glycerol) sebacte/PGS

Etc.

Poliuretan/PU
Elastin sintetic

Etc.

Tereftalatum de polietilend/PET
Politetrafuoretilena expandatd/PTFE

Colagen

Elastina

Fibrina
Chitosan/CS
Fibroina din matase
Etc.

Obtinute prin
decelularizarea
segmentelor
vasculare de
origine animala
si umana (artere
si vene)

Figura 1. Clasificarea grefelor vasculare dupi originea MEC (zona rosie — zona de interes)
[73, 74, 76]

18



https://paperpile.com/c/hvT4yf/IClX+i9BB+SeSY+JGiK
https://paperpile.com/c/hvT4yf/gSVot+vsANi+1Fto2

1.3 Rolul ingineriei tisulare in dezvoltarea grefelor osoase

Grefele de origine autogena considerate standardul de aur in reconstructia osoasa, au o
aplicabilitate limitata 1n reconstructia defectelor osoase mari, intrucat cantitatea de os ce poate fi
colectata este uneori insuficienta pentru repararea acestor defecte, iar morbiditatea locului donator
poate incélca Tn unele cazuri unul din principiile de baza a chirurgiei reconstructive (beneficiile
metodei de tratament trebuie sa prevaleze asupra prejudiciilor) [92, 93]. Dupa unele surse, tesutul
osos este cel mai frecvent transplantat tesut, dupa sange. Grefele osoase reprezinta elementul de
bazd n marea parte a interventiilor chirurgicale reconstructive pe os. Optiunile curente, cele mai
des utilizate in reconstructia defectelor osoase sunt variate. Acestea includ utilizarea alogrefelor
osoase avasculare (prelucrate termic sau prin autoclavare), utilizarea protezelor, metoda
membranei induse sau metoda Ilizarov, fiecare cu avantajele si dezavantajele sale [94, 95].

Istoria alogrefelor osoase incepe cu utilizarea acestora dupa diverse metode de prelucrare,
precum prelucrarea termica, chimica sau liofilizarea. Aceste metode au fost dezvoltate pentru a
conserva proprietatile grefelor osoase si a reduce riscul de transmitere a bolilor infectioase, cum
ar fi HIV si hepatita B sau C. Cu toate acestea, chiar si In urma acestor metode de prelucrare,
ramane un risc semnificativ de raspuns imun din partea organismului gazda, deoarece tesutul osos
asemenea altor tipuri de tesuturi precum muschii, vasele sanguine, pielea si ligamentele, prezinta
proprietdti imunogene [23, 94, 96, 97, 98]. Alogrefele proaspete sunt foarte rar utilizate, deoarece
cresc semnificativ rata riscurilor enumerate mai sus [99]. Grefele congelate sunt similare cu grefele
proaspete in ceea ce priveste durabilitatea si osteoinductivitatea, dar prezinta un risc crescut legat
de raspunsul imun si transmiterea infectiilor. Pe de alta parte, grefele liofilizate au proprietati
mecanice reduse, insd sunt mai sigure in privinta riscurilor asociate raspunsului imun si
transmiterii infectiilor [94, 99]. Atfel, indicatiile clare pentru utilizare alogrefelor osoase, dupa
unele surse mai vechi, sunt: insuficienta grefelor autologe sau necesitatea unui suport structural
imediat [94].

Ca o alternativa grefelor enumerate, cercetarile din domeniul IT se concentreaza intens
asupra MEC osoase obtinute artificial sau din surse naturale, cum ar fi osul alogen sau xenogen,
osul deproteinizat sau decelularizat. Prelucrarea osului prin deproteinizare sau decelularizare
urmareste indepartarea celulelor si proteinelor imunogene, pastrand in acelasi timp structura si
functia MEC osoase. Aceste noi abordari pot oferi o durabilitate si osteoinductivitate comparabile
cu cele ale grefelor proaspete dar cu un risc redus de rdspuns imun si transmitere a infectiilor.
Aceste metode sunt utilizate Tn principal pentru prelucrarea grefelor osoase avasculare, contribuind
la crearea unor grefe biocompatibile si eficiente pentru diverse aplicatii clinice [1, 100, 101].

In final, procesul de regenerare osoasi poate fi descris ca un lant complex de reactii post-

transplantare, care sunt interdependente, dar si independente in acelasi timp. Raspunsul imun poate
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modifica durata procesului inflamator, prelungindu-1. in acelasi timp, inflamatia de lunga durati
poate influenta negativ procesul de revascularizare a grefei transplantate, iar lipsa unei
vascularizari adecvate poate opri proliferarea celulara responsabila de regenerare. Aici ar fi actual
sd ma opresc separat la fiecare etapa in parte. Respingerea transplantului incepe cu recunoasterea
antigenelor straine de catre celulele imune ale recipientului, ceea ce duce la activarea limfocitelor
T. Acestea din urma reprezintd la randul sdu un element de bazd in procesul inflamator, iar
inflamatia la randul sau reprezinta prima etapa a procesului de incorporare a alogrefei [23,97].

Etapele Incorporarii grefei osoase:

1. Inflamatia — are o duratd de 14 zile si este mult mai accentuata in cazul alogrefelor;

2. Vascularizatia — etapd 1n care are loc procesul de angiogeneza prin invadarea grefei de catre
vasele sanguine ale gazdei. Procesul este mai rapid la grefele spongioase comparativ cu cele
corticale. Inflamatia cronica este un factor care poate conduce la esuarea formarii noilor vase
sanguine;

3. Osteoinductia — incepe dupa finalizarea etapei inflamatorii si dureaza aproximativ pana la ziua
21. Este perioada in care are loc diferentierea celulelor multipotente in osteoblaste;

4. Osteoconductia — se caracterizeazd prin invazia pasiva a tesuturilor recipientului in grefa
transplantata (migrarea si proliferarea celulelor osteogene). Aceasta etapa poate dura luni de
zile 1n cazul grefei osoase spongioasa si pana la ani de zile 1n grefele corticale;

5. Remodelarea — procesul continuu prin care osul nou format este adaptat si remodelat in functie
de stresul mecanic si alte conditii [94].

In 1998, progresele in transplantarea osoasa au inceput odati cu utilizarea alotransplantului
vascularizat. Acest tip de transplant este considerat superior altor metode de tratament pentru
recuperarea defectelor osoase mari, deoarece furnizeaza tesut cu o sursa vasculard adecvata,
facilitdnd astfel revascularizarea imediata si o regenerare accelerata. Cu toate acestea, rejetul imun
ramane o problema majora, iar specialistii din domeniu sunt Tn cautarea solutiilor pentru a aborda
aceastd provocare. Anume aceastd provocare subliniaza conexiunile emergente intre chirurgia
reconstructiva si IT [96,102].

Dupa unele date, grefele osoase alogene au o cota de aproximativ o treime (1/3) din grefele
osoase de pe piata Americii de Nord, iar procedurile de decelularizare sunt necesare pentru
inlaturarea componentelor antigenice responsabile de reactia imuna [103]. Grefa osoasa obtinuta
prin IT se bazeaza pe aceleasi principii, si utilizeaza o matrice acelulara, biocompatibild. Aceasta
reprezinti in prezent o alternativa la grefele autologe [101,104]. in calitate de carcasa 3D de cele

mai multe ori se folosesc constructii de origine sintetica sau naturald, sau MEC obtinute in urma
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decelularizarilor segmentelor osoase [105]. Cele din urma pot oferi indicii biologici pentru
aderenta si multiplicarea celulara, pe langa suportul mecanic oferit si de catre MEC sintetice.

MEC osoasa este cea mai reusitd combinatie intre caracteristicile macro- si microscopice
arhitecturale unice [106]. Carcasele 3D dupa cum s-a mentionat anterior, joaca un rol important in
controlul functiei celulare si formarea noului tesut. Acestea ofera pentru inceput sprijin celulelor,
dupa care mediu natural adecvat pentru migrare, proliferare si diferentiere, iar in final, celulele
ajung sa produca propria MEC si o inlocuiesc pe cea transplantata [107]. Prin urmare, carcasele ar
trebui sa fie biocompatibile si biodegradabile [53, 105].

Utilizarea tehnicilor din IT in reconstructia osoasa incep cu implantarea MEC, asigurand in
asa mod un mediu adecvat celulelor pentru functionalitate in conditiile unui raspuns nul [93, 105].
Cerintele specifice fatd de o carcasd osoasd (3D) ce urmeaza a fi transplantatd (indiferent de

originea acesteia) sunt:

1. osteoconductivitatea = capacitatea de a asigura aderenta, supravietuirea si proliferarea
celulara;
2. osteogenitatea = capacitatea de formare a tesutului sanatos pentru vindecarea oaselor dupa

leziuni sau fracturi;
3. osteoinductivitatea = capacitatea de a induce celulele pluripotente spre diferentiere in
celule osoase [99, 108].

Problema de bazid a MEC osoase obtinute prin IT indiferent de originea lor, este
vascularizatia inadecvata. Acestd problema reprezinta de fapt una dintre principalele limite ale
tesuturilor obtinute prin IT: incapacitatea de a furniza suficient sange catre tesutul transplantat
pentru a mentine sau restabili viabilitatea tisulard in primele faze dupad transplantare.
Vascularizarea rapida este esentiala pentru restabilirea oxigenarii care reprezinta un moment critic
in metabolismul celular si initierea angiogenezei [53, 109]. Reiesind din faptul ca osteogeneza este
un proces vascular dependent, asigurarea vascularizatiei adecvate imediat dupd transplantarea
grefei este esentiald, in special pentru grefele de dimensiuni mari [110, 111]. Revascularizarea
MEC prin difuzie din patul vascular inconjurator, se realizeaza doar la primii max. 100-200 um
din stratul extern al grefei, iar regiunea interna a MEC fiind lipsita de vascularizatie urmeaza sa se
sechestreze prin necroza sau sa se reabsoarba ducand in ambele cazuri la esec [112, 113].

Asa cum in literatura de specialitate nu gdsim definitie pentru grefele osoase mari sau mici,
pot presupune ca prin termenul de ,,grefe mari” se subintelege grefele ce depasesc latimea sau/si
lungimea de 0.2 mm, adica grefele care pot recapata cu siguranta viabilitatea prin revascularizare.
Altfel spus, in organismul uman, marea parte a celulelor, nu se afla la o distanta mai mare de 100-
200 um de cel mai apropiat capilar, aceastd distanta fiind suficienta pentru asigurarea unei difuzii

de oxigen, nutrienti si reziduuri, mentindnd in asa mod viabilitatea tesuturilor. Recent, s-a
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determinat si importanta functiondrii adecvate a vaselor limfatice pentru cresterea noilor vase
sanguine, astfel, importanta angiogenezei si limfangiogenezei in medicina regeneratica este
indiscutabila, la fel ca si dependenta acestor procese de prezenta factorilor de crestere, celulelor
multipotente si factorilor de transcriptie. In concluzie, o MEC osoasa functionald din acest punct
de vedere (angiogenic si limfangeogenic) poate fi obtinuta prin alimentarea matricei cu factori
angiogenici, sau prin cresterea porozitatii grefei. Cu toate acestea, doar capilarele nu sunt
suficiente pentru o perfuzie adecvata, de aceea, un flux satisfacitor de sange catre o grefa de
dimensiuni mari poate fi posibila doar prin intermediul vaselor sanguine mari [111, 114, 115].

La fel ca si in cazul grefelor vasculare, grefele osoase obtinute prin IT sunt bazate pe carcase
de diferite origini (figura 2). Tn lucrarea dati, termenul de MEC osoasa se referd la matricea

obtinuta in urma procesului de decelularizare a grefei osoase de origine animala.

Grefa osoasa obtinuta prin IT
Sintetice Naturale
Pe baza de Pe bazi de Pe baza de Pe baza de Pe bazi de
MEC din MEC din MEC MEC MEC naturale
polimer polimer degradabile nedegradabile
degradabil nedegradabile de tip: de tip:
de tip: de tip: l l l
Metal Silk Hodroxiapatit Obtinute prin
Ceramica Coral decelularizarea
! Etc. )1:\1Ibr_1na segmentelor
. ginat osoase de
Poly(lactic acid)/PLA Colagen e
Poly(glycolic acid)/PGA Agarosd origine
Poly(e-Caprolactond)/PCL Gelatina animald si
Poly(glycerol) sebacte/PGS Chitosan/CS umana
Etc. Guma Gellan
Acid hialuronic
Etc.

Figura 2. Clasificarea grefelor osoase dupa originea MEC (zona rosie — zona de interes)
[53, 91, 92, 93, 105, 108, 116]
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1.4 Decelularizarea in obtinerea matricelor extracelulare osoase

Subcapitolul de fata cuprinde analiza metodelor si produselor pentru decelularizare in scopul
obtinerii unei carcase osoase pe pedicul vascular ce ar permite utilizarea ei ulterioard in contextul
recuperarii defectelor masive de os.

Tesutul osos poseda proprietati de autoregenerarea, Insa in situatiile cand se pierd segmente
circulare osoase (defecte osoase masive) autoregenerarea osoasa poate esua [1, 11, 12, 117]. La
moment, problema defectelor masive de os reprezintd unul din pilonii de bazd in cauzarea
handicapului functional [53]. Standardul de aur, care reprezinta in zilele noastre grefa autologa,
Nu-i nimic altceva decat o combinatie perfecta dintre MEC mineralizatd, maduva osoasa si celule
osteogenice, formand in asa mod cel mai osteogenic material disponibil, cu proprietati
osteoinductive si osteoconstructive. Totusi, cantitatea disponibild de astfel de material biologic
este limitata [92, 99, 103]. Per ansamblu, lipsa sau limitarea numericd de organe si segmente ce
pot fi transplantate este cauzat de numarul mare de cerinte VS numarului de organelor/segmentelor
disponibile, iar necesitate imunosupresiei constrange si mai mult indicatiile de utilizare a acestora,
accentul fiind pus pe organele cu importanta vitala (inima, rinichi, plamani, ficat) [53, 63]. Desi
existd multiple progrese in obtinerea organelor artificiale (in vitro), la moment, functionalitatea
inadecvata a acestora le fac inacceptabile pentru transplantare [118, 119].

Tncepand cu 1998 cand s-a realizat primul transplant de mani cu succes in Franta, in
chirurgia reconstructiva incepe sa fie tot mai mult utilizat termenul de alotransplant compozit
vascularizat [120]. Ca rezultat, o noua generatie de grefe au devenit disponibile pentru pacienti
[96]. In contextul progreselor obtinute incepind cu acea perioadi in domeniul tehnicilor
microchirurgicale si domeniul imunologiei, alotransplantul compozit vascularizat cunoaste un
progres enorm. Deja in 2014, doar in SUA existau peste 17 centre academice specializate in
alotransplantul de fata si extremitati [121]. Cu toate acestea, transplantul reconstructiv prin
utilizarea alogrefelor compozite vascularizate, procesual, este asemandtor cu transplantul de
organe solide, cu exceptia ca respingerea unei grefe poate fi mult mai usor de diagnosticat in toate
cele 3 tipuri de rejet (hiperacut, acut sau cel cronic) [122]. Dezbaterea etica si utilizarea terapiei
imunosupresoare pe tot parcursul vietii, a umbrit succesul acestor tipuri de grefe. In cele din umra,
s-a nascut O stransa colaborare ntre laboratoarele de inginerie tesulara si medicina regenerativa
pentru a crea noi tehnologii si a gasi metode efective ce ar simplifica utilizarea grefelor
vascularizate compozite in transplantologie si reconstructie. Una din directiile de interes sporit in
acest sens este utilizarea MEC a organelor si segmentelor de organe [96, 123, 124]. Tn ultimii 20
ani diverse tesuturi si organe ale donatorilor si animalelor de laborator, asa ca pielea, os, vase,
nervi, tendon, rinichi, valve aortice, inima, pldman, sau chiar intregi membre superioare, au fost

utilizate in scopul obtinerii matricelor extracelulare pentru o ulterioara utilizare in cadrul ingineriei
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biomedicale [110, 125]. Progresele tehnice de decelularizare din ultima perioada oferd o
alternativa promitatoare prin crearea MEC de organe/tesut. MEC cu pastrarea arhitecturii 3D si a
retelei vasculare ar putea permite ulterior schimbul de nutrienti si gaze in momentul transplantarii,
pastrandu-si astfel viabilitatea si functia in conditiile unui raspuns imun null din partea
organismului gazda [118, 126].

Decelularizarea in obtinerea MEC este un proces cheie in ingineria tesuturilor. Procesul de
decelularizare implicd, In general, urmatorii pasi:

1. colectarea tesutului: se colecteaza tesutul sau organul de la o sursa adecvata, cum ar fi animale
sau, n unele cazuri, de la donatori umani;

2. prelucrarea: celulele sunt eliminate prin tratarea tesutului cu substante chimice sau enzime
specifice. Aceste substante pot include detergenti, solutii saline, enzime proteolitice etc.
Scopul este de a sparge membranele celulare si de a elimina continutul celular lasand In urma
MEC intacta;

3. spalarea si sterilizarea: dupa indepartarea celulelor, MEC rezultatd este spalata pentru a
indeparta substantele chimice sau enzimele utilizate in procesul de decelularizare. De
asemenea, este important sa se sterilizeze materialul pentru a preveni infectiile.

In general, decelularizarea este o tehnica esentiald pentru a obtine MEC utilizabile in diverse
aplicatii medicale si biotehnologice, contribuind la avansarea cercetarilor in domeniul medicinei
regenerative si al ingineriei tesuturilo. Decelularizarea, este mai intai de toate importanta prin:
reducerea reactiilor imune, pastrarea structurii si componentelor MEC, compatibilitatea cu diferite
tipuri celulare, evitarea riscului de transmitere a bolilor, dezvoltarea de organe artificiale [34, 127,
128, 129].

Procesul de decelularizarea deschide oportunitati semnificative n avansarea medicinei
regenerative si a ingineriei tesuturilor, avand implicatii profunde in tratamentul bolilor,
regenerarea tesuturilor si dezvoltarea de terapii personalizate. Acest proces continud sd fie un
subiect intens de cercetare, iar progresele in acest domeniu au potentialul de a aduce beneficii
semnificative in imbundtatirea calitatii vietii pacientilor. Produsul final al decelularizarii este
carcasa extracelulara, o resursa valoroasa in medicina regenerativa si ingineria tesuturilor. Studiile
pe baza de MEC contribuie la dezvoltarea de solutii inovatoare pentru tratarea bolilor si refacerea
tesuturilor afectate, iar caracteristicile MEC pot varia in functie de tipul de tesut sau organ
decelularizat si de metoda specifica utilizata in procesul de decelularizare [130, 131, 132]. MEC
este consideratd scheletul structural esential pentru mentinerea structurii si functiei tesuturilor.

Caracterizarea MEC obtinute prin diverse metode de decelularizare implica evaluarea
compozitiei chimice, arhitecturii 3D si altor aspecte, pentru a confirma potrivirea acesteia in

vederea utilizarii Intr-o aplicatie specifica.

24


https://paperpile.com/c/hvT4yf/8ymi+mHrfb
https://paperpile.com/c/hvT4yf/7UVKb+2Agdz
https://paperpile.com/c/hvT4yf/PIiK4+sWzu+Y0zC+quk8
https://paperpile.com/c/hvT4yf/PIiK4+sWzu+Y0zC+quk8
https://paperpile.com/c/hvT4yf/ugOw+mdwp+Q0Ha

1.5 Caracteristicile generale ale matricelor extracelulare osoase decelularizate

Ce reprezinta de fapt o MEC si cum ar putea fi ea utilizatd drept material substituent al
oricarui segment sau organ nefunctional?

In structura osului, pe langd componenta celulari, avem alte doud componente de bazi:
sdruri anorganice si matrice organicd (MEC). Aceastd matrice la randul sdu este compusad din
proteine colagenoase in 90% (in mare parte colagen tip 1), proteine necolagenoase si o cantitate
mai mici de proteoglicani mici [2]. In domeniul medicinei regenerative, una din directiile de studiu
este decelularizarea organelor/segmentelor de organe, adicd componentele celulare sunt
indepartate pentru a produce o MEC care sunt numite altfel schele decelularizate [133]. Procesul
de decelularizare se refera la indepartarea (chimica, mecanicd, enzimaticd, etc.) totald sau partila
a componentelor celulare (imunomodulatoare) dintr-un anumit tesut. Unii autori, definesc MEC
drept o combinatie de proteine structurale si functionale, proteoglicani, lipide si cristale care are o
compozitie unica si proprietati fizice specifice pentru fiecare organ/tesut. Astfel, elementele
structurale ale MEC pastreazd partial functionalitatea segmentului chiar si in absenta
componentelor celulare vii [134].

Componentele structurale de baza ale MEC sunt:

- proteinele fibrilare structurale si de adeziune (colagen, elastind, vitronectina, fibronectina,
etc.);

- structuri proteice non-colagenice (osteocalcina, osteonectind, osteopontind, fibronectina si
sialoproteina IT osoasa, proteine morfogenetice osoase (BMP));

- proteoglicani bogati in leucind (glicozaminoglicani (GAG), decorina, biglican, lumican,
osteoaderina si proteine Serice);

- proteinele specializate (factorii de crestere, proteinele mici din componenta MEC, etc.) [2, 125,
135, 136].

MEC decelularizatda formeazd o carcasd biologica ideald pentru aderenta, cresterea si
diferentierea celulelor noi in procesul de remodelare a diferitelor tipuri de tesuturi sau organe atat
in vivo, cat si in vitro [126, 134, 137].

In acest fel, schelele biologice compuse din MEC decelularizate au o aplicabilitate pe scara
larga in repararea/reconstructia tisulara, atat in studiile preclinice pe animale de laborator, cat si In
unele aplicatii clinice [138, 139]. Este demonstrata eficacitatea procesului de decelularizare in
evitarea sau minimalizarea raspunsului imun la transplantarea de tesuturi procesate, in comparatie
cu tesuturile neprocesate [140, 141, 142, 143]. Tesuturile decelularizate ofera indicii bioactivi
necesari in absenta componentelor celulare, evitand astfel problemele imunologice [144]. Din
analiza studiilor efectuate pentru acest capitol, pot spune cu siguranta ca una dintre problemele de

baza in obtinerea unei MEC, nu este procesul propriu-zis ci rezultatul final care este adesea o
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matrice traumatizata, ceea ce ar putea compromite ulterior recelularizarea dupa transplantare.
Detergentii utilizati in prezent ca element de baza in procesul de decelularizare sunt adesea prea
agresivi, n special in cazul segmentelor complexe de os si vas, deoarece un detergent care nu
distruge structural osul poate afecta structural vasul, si invers, Un detergent care pastreaza
integritatea vasului poate sa nu ofere o decelularizare suficienta a segmentului oso [118, 126].

Cu toate acestea, nu am gasit in literaturd argumente suficiente pentru ineficacitatea
protocoalelor de decelularizare a vaselor asupra tesutului 0sos, nici argumente care sa sugereze ca
protocoalele pentru decelularizarea tesuturilor osoase ar fi distructive pentru vase. Decelularizarea
tesuturilor dure ramane un proces insuficient studiat, chiar si in contextul multiplelor metode
propuse pentru decelularizare [145, 146, 147].

Unii autori propun utilizarea organelor/segmentelor de organe pentru obtinerea MEC
utilizatd ulterior ca matrice In reconstructia tridimensionald a organelor artificiale. O reconstructie
tridimensionald corecta este elementul de baza pentru un organ functional, iar dezvoltarea optima
celulard apare atunci cand componenta arhitecturala a carcasei este similara structural cu matricea
organului nativ, permitadnd celulelor sa se diferentieze in linii celulare specifice [27, 119, 148].
Aceasta de fapt si reprezinta ideea de baza din ultimii ani dupa care se conduc specialistii din
medicina regenerativa, incercand sa utilizeze MEC nu pentru cultivarea organelor artificiale dar,
pentru elaborarea protocoalelor in vederea obtinerii ,,alotransplantului ideal”, adicd obtinerea
unui alotransplant ce nu ar necesita tratament imunosupresor dupa transplantare. Alte surse
vorbesc despre termenul de ,,reciprocitate dinamicd”, sugerand ca acesta este elementul de baza in
procesul de recelularizare. Acest termen reprezintd relatia de feedback dintre activitatea
metabolica a celulelor rezidente si structura MEC. Carcasa acelulard a organului se schimba
constant in urma activitatii metabolice curente a celulelor, astfel, vorbim despre o specificitate
structurala a fiecarui organ/segment din punct de vedere a ultrastructurii tridimensionale [149,
150]. Drept exemplu, MEC a ficatului este baza ideald pentru hepatocite iar MEC osoasa pentru
celulele osoase, regula fiind valabila pentru toate tipurile de tesut. Acest concept este un argument
avantajos major pentru utilizarea MEC naturale ca matrice in inginerie tisulara (pentru restaurarea
organelor/segmentelor) si nu a schelelor sintetice. Alti autori utilizeaza termenul de ,,reciprocitate
dinamica” pentru descrierea mai simpla a interactiunii dintre celulele rezidente cu MEC si
interdependenta dintre acestea. Chiar mai mult, aceiasi autori sustin ca de fapt in momentul
transplantariit MEC, nu este nevoie de anastomoza directd la recipient deoarece populatiile de
celule noi infiltrate, vor fi suficiente pentru a asigura schimbul de oxigen si nutrienti necesari
pentru supravietuirea segmentului transplantat pana la finisarea procesului de angiogeneza [151,

152]. Tntr-un final insa nu am gasit studii eligibile pentru confirmarea acestei teorii. Cu atit mai
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mult cd un argument de valoare in favoarea utilizarii grefelor osoase vascularizate ar fi
functionalitatea acestora inclusiv in defectele septice.

Reiesind din particularitatile diferitor tipuri de tesuturi, la moment nu exista un protocol unic
de decelularizare, iar metodele variaza in dependenta de tipul de tesut [153]. Metodele fizice,
chimice si enzimatice de decelularizare au fost dezvoltate si optimizate pentru a realiza obiectivul
de baza - indepartarea ADN-ului si a celulelor responsabile de respingerea hiperactiva la
organismul gazda [151, 154]. Un element important in crearea alogrefelor ideale este posibilitatea
generdrii retelelor vascular. Revascularizarea rapida in cateva zile de la implantarea este vitala
pentru functionarea grefei, asa cum difuzia sangelui din exterior care are loc Tn momentul
implantarii, este suficienta doar pentru asigurarea revascularizarii stratului extern a grefei (0.1-0.2
mm) [112, 113].

Astfel, multi autori analizeaza numeroase abordari urmarind refacerea structurilor vasculare
ale tesuturilor decelularizate [110]. Desi este cunoscut succesul in realizarea grefelor vasculare de
calibru mare, problema grefelor vasculare cu diametru mic (< 6 mm) ramane actuala. Studiile in
IT vasculara sunt axate pe obtinerea unei grefe biocompatibile, non trombogenica, non imunogena,
rezistentd la infectii, cu proprietati mecanice si fiziologice bune [82]. Paralel cu obiectivele
enumerate la conservarea vasului, se tin cont si de un sir de particularitati ale tesutului osos
(osteogene, osteoconductive si osteoinductive) pastrarea carora este la fel de importanta. Astfel, in
ultimele decenii cercetatorii si clinicienii fac tot mai multe incercari in dezvoltarea substantelor ce
ar ajuta la regenerarea osoasa cu pastrarea concomitenta a elementelor de baza [108].

La moment, nu exista un protocol universal de decelularizare. Astfel, metodele fizice,
chimice si enzimatice sunt adaptate si aplicate in mod particular dupa autor si organul
decelularizat, incercand in asa mod sa se gaseascda un echilibru intre indepartarea eficientd a
celulelor si afectarea minima a MEC [153].

La baza viabilitatii tesuturilor in organismul uman se afla distanta dintre celule. Distanta
dintre capilare nu depaseste 100-200 microni, si aceasta asigura difuzia suficientd de oxigen,
nutrienti si produse reziduale. Atfel, la moment nu este posibil crearea de tesuturilor functionale
cu o grosime ce depaseste cateva sute de microni in lipsa unei surse vasculare [32]. Din aceste
considerente, pentru supravietuirea organelor/segmentelor ce depasesc aceste dimensiuni se cer
actiuni suplimentare pana la transplantare. Una din abordarile de baza in solutionarea problemei
de supravietuirea a alogrefei transplantate este stimularea in vitro a functionalitatii grefei (carcasei
biologice). Stimularea poate fi obtinuta prin diverse tehnici precum utilizarea terapiei celulare,
utilizarea factorilor de crestere (VEGF, PDGF, etc.) sau, utilizarea de schelele (grefele) heparin
impregnate [115, 155, 156].
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Alt element ce poate ajuta la cresterea functionalitatii grefelor in vivo este cresterea
porozitatii MEC sau canalizarea grefelor. Un studiu in care se descriu doua loturi de grefe osoase
umane decelularizate In vederea potentialului de recelularizare, au caracterizat grefele de la
donatorii tineri (34-49 ani) si grefele de la donatorii inaintati in vastrd (72-84 ani). Una din
concluziile facute de autori a fost, ca de fapt, capacitatea osteogenica a alogrefelor osoase colectate
de la persoanele in varsta este mai mare, iar acest lucru poate fi legat cu porozitatea crescutd a
schelei osoase [10]. Un alt element angiogenic utilizat este potentialul nativ al organismului. Acest
potential este utilizat prin incorporarea diferitor tipuri de celule sau a buclelor arteriovenoase de la
recipient in timpul transplantarii alogrefelor [157, 158, 159, 160].

Ultimul deceniu a fost cel in care s-au cunoscut elementele de baza in formarea tesuturilor.
Astfel, au sporit cunostintele despre moleculele ce controleaza acest proces, despre izolarea
factorilor de crestere, s-au determinat caile de semnalizare transmembranare, s-au identificat chiar
si genele responsabile de cresterea, diferentierea si formarea tesuturilor. Cu toate acestea,
mecanismul responsabil de formarea tridimensionala tisulara raimane incomplet studiatd. Ceea ce
devine tot mai clar este faptul cd un rol important in acest proces complicat revine substantelor
chimice si fortelor mecanice. Matricea osoasd nu se depune la intdmplare, osul este o structura
dinamica in care remodelarea are loc datoritd actiunii osteoblastelor si osteoclastelor Intr-un
anumit fel, aceste celule trebuie sa fie capabile sa raspunda modificarilor fortelor mecanice astfel
incat sa remodeleze MEC a osului si intr-un final sa reduca stresul local, si cel mai important ar fi
faptul ca aceasta remodelare stres dependenta a MEC este specifica tuturor tesuturilor [32, 161].

Din cele studiate si mentionate mai sus, pot medita asupra faptului ca fiecare organism este
unic in felul sau prin structura tridimensionala a MEC.

La aceastd etapd a analizei, pot spune cu certitudine ca o directie de cercetare in IT este
reconstructia de organe/segmente cu ajutorul unui proces format din 2 etape:

1. decelularizarea organului/segmentului, cu pastrarea maxima a integritatii MEC;
2. recelularizarea carcasei (MEC) cu restabilirea retelei vasculare [162].

La etapa decelularizarii, cel mai important este crearea unei carcase (MEC) biocompatibile,
care sa poatd oferi urmatoarele functii de baza:

v' sd poatd oferi un mediu recunoscut pentru celulele rezident;
v sd poatd oferi un suport mecanic;
v' sa ofere substrat pentru adeziunea celulara [106].

Daca analizam cum o MEC isi indeplineste functiile atribuite mai sus, un grup de autori a
explicat acest proces inca din 2010. Hoshiba et al, au constatat in cadrul unei analize in vivo ca
celulele se ataseaza de MEC prin intermediul receptorilor, cum ar fi integrinele, prin urmare, MEC

isi indeplineste In asa mod functia arhitecturald de carcasa 3D.
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In ceea ce priveste reglarea functiei celulelor, exista doud mecanisme:

Activarea directa: interactiunea dintre proteinele MEC si receptorii celulari (de exemplu,
integrinele) activeaza semnalizarea intracelulard. Semnalul activat blocheaza apoptoza celulara,
facilitand supravietuirea si proliferarea lor.

Activarea indirectd: (i) reglarea activitatii citokinelor: MEC stocheazd si regleazd activitatea
citokinelor, un exemplu fiind procesul in care Decorina se poate lega de BMPs (proteinele
macrofage osoase) pentru a-si mari activitatea; (ii) transductia semnalelor mecanice: cultivarea
celulelor pe substraturi cu elasticitate diferita induce raspunsuri celulare diferite. De exemplu, cand
celulele stem mezenchimale sunt cultivate pe substraturi cu elasticitate similara oaselor, aceste
celule stem se diferentiaza in osteoblaste [107].

Un momentul important este ca compozitia matricei variaza si in dependenta anatomia
tesutului. Din aceste considerente, in crearea/proiectarea MEC se vor lua in calcul doar tesuturile
sandtoase pentru a evita o ulterioara mutatie celulara [163, 164].

Eliminarea celulelor dintr-un organ/segment, este bazatd pe abordari fizice, chimice sau
enzimatice. Procesul are la baza de cele mai multe ori combinarea acestor 3 metode pentru a obtine
rezultatul final dorit [165, 166].

Multi autori sustin ideea utilizarii tesuturilor alogene umane drept material de baza in crearea
MEC adecvate. Argumentul de baza fiind ca tesuturile xenogene ar putea transmite agenti biologici
si agenti imunogeni [100].

Dezvoltarea protocoalelor de obtinere a MEC biocompatibile, cu ulterioara recelularizare si
utilizare in vivo pot contribui la evolutia medicinei regenerative care in combinatie cu progresele
tehnice ar permite pentru viitor crearea MEC personalizate.

In continuare, am prezentat metodele si factorii fizici de bazi utilizati in procesul de
decelularizare. Factorii fizici (tabelul 1) in special deviatiile de temperaturd, sunt utilizati pe tot
parcursul procesului de decelularizare, chiar daca nu este metoda de baza [167, 168, 169, 170].
Ciclurile de inghet-dezghet este o metoda eficientd in reducerea necesitatii utilizarii altor agenti, cum
ar fi substantele chimice, pentru a realiza o decelularizare eficientd. Zemmyo et al. argumenteaza ca
metoda ciclurilor de inghet-dezghet are un efect redus in eliminarea structurilor celulare [171]. Tn
acelasi timp, exista opinii contradictorii care sugereaza eficacitatea metodei atunci cand este aplicata
in combinatie cu un detergent [172]. Mecanismul de bazi a acestei metode, este liza celulelor ce are
loc in urma ciclurilor de inghetare si dezghetare, numarul ciclurilor fiind dependent de tipul tesutului.
Studiile arata ca aceste variatii de temperatura nu modifica esential proprietatile mecanice ale MEC,
dar, in acelasi timp, sugereaza utilizarea unui crioprotector pentru a minimaliza si mai mult reactiile

adverse ale procesului [167, 169].
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Tabelul 1. Metodele fizice de decelularizare

Categoria Substanta/Tehnica Mecanismul de actiune
HHP Perturbarea celulelor din tesuturi,

spalarea lor ulterioara [167]

CO; supercritic Extragerea nucleelor celulari pe contul
CO, aplicat cu o presiune > 7.4 MPa
si 0 temperatura peste 31.1 °C [168]
Deviatiile de temperatura: | Are loc repetarea procesului de

Inghet - dezghet inghetare, la -80°C apoi revenirea la
temperatura biologica de 37°C pentru
Factorii fizici liza celulara [167]
Agitatia si imersiunea In combinatie cu solutiile chimice,

enzimatice sau/si detergenti [169]

NTIRE Creste permeabilitatea membranei
celulare fatd de ioni, ceea ce duce la
schimbari ireversibile si moarte
celulara [170]

Ultrasunetul Alterarea integritatii celulare prin
omogenizare, dispersare si
emulsificare [79]

Noti: HHP — Presiunea hidrostatica inalta; CO, — dioxidul de carbon supercritic; NTIRE —
Electroporare ireversibila non-termica.

Paralel, unele studii, ne vorbesc despre cresterea fragilitatii schelei obtinute prin procesarea
pe baza de deviatii de temperatura (inghet-dezghet) + sonicarea [172].

Agitatia si scufundarea tesuturilor, drept tehnici fizice, reprezintd cele mai comune manevre
pentru toate protocoalele de decelularizare existente. Scufundarea organelor/segmentelor in
diverse substante difera in dependenta de duritatea tesuturilor si variaza de la cateva ore pana la
cateva zile. Gradientii de presiune, la fel sunt utilizati pe scard largd pentru a creste eficacitatea
decelularizarii tesuturilor, prin propulsarea agentilor/solutiilor responsabile de lezarea celulara.
Studiile, arata eficacitatea mult mai inalta a proceselor de decelularizare bazate pe presiune fata de
cele bazate pe traditionala agitatie rotativa [169].

Alte studii, asa ca cel efectuat de cétre Park et al. pe inimi de sobolani, face comparatia intre
presiunea constanti a jetului din perfuzia detergentului si jetul cu presiune pulsatila. Intr-un final,
autorii au concluzionat cd decelularizarea este mult mai rapidd si mai eficienta atunci cand se
utilizeaza regimul pulsatil de perfuzarie [135]. Gasim si surse care vorbesc despre importanta
utilizarii presiunii hidrostatice inalte (HHP) si despre eficacitatea sa la inlaturarea componentelor
celulare. Utilizarea HHP pentru decelularizarea vaselor sanguine porcine si cornee prin utilizarea

HHP versus conditii atmosferice normale (in metoda pe baza de detergenti), a aratat o eficienta
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mai naltd a HHP. Aceastd metoda oferd o inlaturare mai calitativd a componentelor celulare si
poate fi utilizata pe scara larga ca o metoda de inalta calitate pentru decelularizare [135, 173, 174].

Zemmyo et al. vorbesc despre faptul ca HHP este utilizat in diferite aplicatii pentru diferite
tipuri de tesuturi. Grupul de autori fac referinte catre studii in care s-au obtinut decelularizarea
vaselor porcine la o amplitudine de 980 MPa a HHP, dupa care se specifica ca alte studii, vorbesc
despre distrugeri semnificative a colagenului din cadrul MEC la o aplicare a HHP in jurul valorilor
de 320 MPa. Intr-un final, concluzia autorilor este, ¢ de fapt, metoda are o eficacitate mai mare
la aplicarea ciclica fata de aplicarea statica a HHP in aceeasi magnitudine, sugerand eficacitatea
metodei la o magnitudine mai joasa (conservand astfel componentele de baza a MEC) cu aplicare
ciclica in decelularizarea efectiva a tesuturilor [171].

In ceea ce priveste metoda de decelularizare tisulara folosind fenomenul de electroporare,
aceasta constituie o modalitate de ablatie celulara. In acest proces, un camp electric de intensitate
relativ puternica este aplicat, determinand schimbari in stratul lipidic al membranei celulare si
provocand moartea acestora prin pierderea homeostaziei celulare [170].

In literatura sunt descrise diferite metode de producere a MEC utilizand electroporatia
ireversibild non-termina [175]. Protocoalele de utilizare a acestei metode au mai multi parametri
ce pot fi controlati, spre exemplu:

e lungimea impulsului;
e intensitatea + distributia cAmpului electric;
e numarul + frecventa campurilor electrice [170].

Prin urmare, protocoalele de electroporare pot fi adaptate in functie de structura organului
tinta, iar la moment este Inregistrata o eficacitate buna asupra decelularizarii tesutului cardio-
vascular (inimi de sobolani) [170].

O alta metoda recent descrisa este utilizarea fluidelor supercritice. Aceastd metoda este
intalnita frecvent in literatura de specialitate, iar dioxidul de carbon (scCO2) este cel mai des
mentionat produs , fiind caracterizat ca fiind unul sigur si non-toxic [176]. Viscozitatea scazuta si
caracteristicile de transport ridicate a unui astfel de fluid permite dezvoltarea protocoalelor simple
si rapide care indeparteaza celulele din unele tesuturi dupa numai 15 minute. Dioxidul de carbon
formeaza in anumite conditii (temperatura de 32°C si presiune de 7.4 MPa) un fluid critic care
poate realiza indepartarea celulelor cu pastrarea proprietatilor de baza a MEC [168, 169]. Cu toate
acestea, Gil-Ramirez et al. ne vorbesc despre efectul controversat al scCO2 la eliminare ADN-ului
celular din tesuturi, justificAnd acesta parere prin prezentarea rezultatelor discutabile a diferitelor
studii. Astfel, eficacitatea scCO2 la eliminarea ADN-ului poate varia in dependenta de originea,

tipul, grosimea precum si alte particularitati ale tesutului [176].

31


https://paperpile.com/c/hvT4yf/2mLJ5+UYtUB+VMg9
https://paperpile.com/c/hvT4yf/Q5LuZ
https://paperpile.com/c/hvT4yf/V3itE
https://paperpile.com/c/hvT4yf/RSwUS
https://paperpile.com/c/hvT4yf/V3itE
https://paperpile.com/c/hvT4yf/V3itE
https://paperpile.com/c/hvT4yf/24UyS
https://paperpile.com/c/hvT4yf/iTVLy+fyBad
https://paperpile.com/c/hvT4yf/24UyS

Utilizarea metodelor chimice de decelularizare, care sunt enumerate in tabelul 2, faciliteaza
mult procesul de eliminare a componentelor celulare din cadrul organelor/segmentelor si
reprezinta de fapt elementul de baza in majoritatea protocoalelor [34, 152, 167, 169, 171, 178, 179,
180, 181]. Daca ar fi sa discutam despre fiecare in parte, atunci dintre toti acizii si bazele, cel mai
des utilizat este acidul peracetic (PAA). Acesta, fiind implicat in proces de decelularizare nu
prezinta efecte adverse asupra proprietatilor mecanice ale MEC, pastrand in acelasi timp factorii
de crestere responsabili de adeziunea celulelara [178].

Utilizarea acizilor in concentratii inalte si expunere indelungatd, poate cauza deteriorarea
MEC, sau poate duce la denaturarea factorilor de crestere, colagenului si proteinelor din cadrul
componentelor structurale a MEC, din aceste considerente, Keane et al. recomand adaptarea
corectd a concentratiei si timpului de expunere in dependenta de structura tesuturilor (moi sau
dure) [169].

Reishig prezinta o metodda de decelularizare a tesutului sinovial utilizind PAA si
concluzioneaza eficacitatea acestuia 1n pastrarea integritatii matricei insd face accent asupra
eficacitatii reduse a acestuia in indepartarea AND-ului [182].

Alte studii recente, vorbesc despre utilizarea PAA in diferite concentratii combinat cu DNaza
pentru decelularizarea vaselor cu diametru mai mic decat 1 mm. Astfel, testarea in vivo (pe
sobolani) a vaselor decelularizate cu succes, au aratat o scddere a rezistentei vasculare la
transplantare, autorii vorbesc despre identificarea rupturilor vasculare la 1 cm distal de anastomoza
proximala si la 1 cm proximal de anastomoza distald. Cu toate acestea, la examinarea segmentului

central a grefei vasculare s-a determinat ca PPA nu intrerupe formarea neointimei vasculare [183].

Tabelul 2. Metodele chimice de decelularizare [34, 152, 167, 169, 171, 178, 179, 180, 181]

Categoria/subcategoria Substanta Mecanismul de actiune
Acidul citric Perturbarea celulara cu conservarea
Acidul acetic matricel s@:_ _
Factorii Acidul formic - Zolublllzarea mem_bdra:]e_l ceILIJIz_;lre
S oL . . - descompunerea acidului nucleic
chimici | Acizi si baze Acidul sulfuric P

- hidroliza componentelor

Acidul peracetic citoplasmatice

Acidul clorhidric
Hidroxidul de amoniu
Hidroxidul de calciu
Hidroxidul de sodiu
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Tabelul 2. Continuare

Categoria/subcategoria

Substanta

Mecanismul de actiune

lonici

SDS
SD
Triton X-200

- dizolvarea proteinelor asociate
ADN-ului si membranei

- solubilizeaza celulele, membranele
nucleice, lipidele si ADN-ul
cytoplasmatic

Neionici

Detergenti

Triton X-100

Proprietati biodegradabile cu capacitate

inalta de:

- distrugerea celulelor superficiale ale
ECM

- descompunerea legaturile lipid-
lipide, ADN-proteine, lipide-
proteine

- nu pot distruge legaturile protein-
proteina

Factorii
chimici

Bipolari

CHAPS
Sulfobetaina 10
Sulfobetaina 16

Proprietatile detergentilor ionici, si

celor neionici:

- dizolvarea proteinelor asociate
ADN-ului si membranei

- solubilizeaza celulele, membranele
nucleice, lipidele si ADN-ul
citoplasmatic

- distrugerea celulelor superficiale ale
ECM

- descompunerea legaturile lipid-
lipide, ADN-proteine, lipide-
proteine

- nu pot distruge legaturile protein-
proteina

Solutiile

Hipotonice
Hipertonice

Ruperea membranei celulare pe contul
socului osmotic, ceea ce duce la liza
celulara

Alcoolii

Glicerolul
Metanolul
Cloroform

Produc deshidratarea, eliminarea
lipidelor si liza celulei

Agentii de chelare

EDTA
EGTA

Separ ionii de Ca? si Mg?, ceea ce duce
la distrugerea conexiunilor celulare din
colagen si fibronectina

Solventii organici

TBP

Distruge structurile proteice

Nota: SDS — dodecil sulfat de sodiu; SD — deoxicolat de sodiu; CHAPS — surfactant zwitterioni;
EDTA — ethylene diamine tetraacetic acid; EGTA — ethylene glycol tetraacetic acid; TBP —

Fosfatul tributilic.

Referitor altor tipuri de acizi, Lin et al. compara puterea de decelularizare si conservare a

matricei cu pastrarea componentele sale de baza (studiu efectuat pe cornee de porc) intre acidul

formic, acidul acetic si cel citric. Autorii au concluzionat cd acidul formic aratda un rezultat mai

bun in comparatie cu acidul acetic si cel citric [177].
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Referitor detergentilor ionici, cel mai frecvent utilizat agent este dodecil sulfat de sodiu
(SDS). Cu toate acestea, desi puterea lui de decelularizare este mai mare in comparatie cu a altor
detergenti, efectele sale adverse (distructive) asupra ECM la fel sunt mai accentuate. Din aceste
considerente, Gerli et al. recomanda inlocuirea SDS-ului cu substante mai blande, spre exemplu
SD [178, 184]. SDS poate fi dificil de inlaturat din tesuturi dupa procesul de decelularizare si este
capabil in asa fel sa influenteze negativ citocompatibilitate. Din aceste considerente, acelasi grup
de autori (Gerli et al.) introduc in protocoalele sale de decelularizare spalari repetate cu apa
deionizata sau solutie salina (PBS) pentru a elimina cat mai eficient resturile de SDS sau, propun
dispozitive brevetate pentru spalarea efectiva a SDS din componenta schelelor [169, 184, 185].
Spalarile repetate a SDS-ului dupa utilizarea lui, este un moment foarte important, nu doar din
considerentul indepartarii resturilor de detergent dar si prin spalarea resturilor celulare, care pot
crea nu doar rejet imun, dar si calcificari semnificative in peretele vascular, influentdnd n agsa mod
negativ functionalitatea MEC [186]. Cu toate acestea, puterea de decelularizare a SDS-ului este
descrisd minutios in literatura de specialitate, in special in prelucrarea tesutului cardio-vascular
[187].

Deoxicolat de sodiu (SD-ul), reprezinta la randul sau un agent ionic ce poate fi utilizat de
unul singur, provocand aglutinarea ADN-ului, sau in combinatie cu alte solutii (spre exemplu
DNaza) pentru obtinerea unui efect mai bun. Spre deosebire de SDS, SD produce MEC mai
calitative, calitatea schelelor fiind apreciata prin gradul de activitate metabolica, aceasta fiind mai
mare la matricele decelularizate cu ajutorul SD fata de cele prelucrate cu SDS [58, 167, 188].

Astfel, detergentii anionici, sunt mai eficienti la indepartarea celulelor din tesuturile fine
(subtiri), pe cand cei ionici sunt eficienti in decelularizarea tesuturilor dense, desi prezintd unele
efecte negative prin eliminarea factorilor de crestere [189].

Cat despre detergentii bipolari, reiesind din mecanismul de actiune, acestia au efecte
distrugatoare asupra MEC in timpul decelularizarii [152].

Finisez caracterizarea detergentilor cu una din concluziile facute de catre un grup de autori,
care dupa parerea mea, este foarte actuald: scurtarea expunerii probelor biologice la actiunea
detergentilor in timpul decelularizarii, micsoreaza riscul de deteriorare a MEC [190].

Solutiile cel mai des utilizate in metodele enzimatice, conform tabelului 3, sunt adesea
combinate cu alte tehnici de decelularizare si sunt utile pentru descompunerea elementelor
imunogene, cum ar fi ADN-ul, ARN-ul, colagenul, elastina, etc. Scopul principal al solutiilor
enzimatice este Indepartarea definitiva a celulelor si reziduurilor celulare, pentru a reduce nivelul
de inflamatie la transplantarea MEC si pentru a sustine aderenta celulara [34, 152, 167, 169].

Componentele majore ale MEC pot fi vulnerabile la procesul de decelularizare pe baza de

tripsind [191]. Tripsina poate deteriora structura MEC prin degradarea colagenului din
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componenta matricei, si poate afecta negativ atasarea celulelor. Cu toate acestea, examinarea
porozitatii si microarhitecturii realizate prin SEM nu au aratat nicio modificdri majore a probelor
decelularizate cu utilizarea tripsinei in comparatie cu probele native [192]. Distrugerea structurilor
de colagen este specifica si pentru expunerile prelungite la prelucrarile cu dispase. Expunerea
prelungita poate elimina componentele ECM, cum ar fi fibronectina si colagenul IV.

Colagenaza, la randul sau poate fi utilizata doar in situatiile cand conservarea ultrastructurii
3D a MEC si pastrarea maxima de colagenului nu sunt importante [34].

Nucleazele, sunt o optiune eficientd pentru decelularizare, acesti agenti ajuta la indepartarea
completa a celulelor si promoveaza aderenta celulara. Desi utilizarea doar a nucleazelor nu asigura
o indepartare eficienta a celulelor [193, 194].

Utilizarea enzimelor 1n procesul de decelularizare reprezintd o metoda eficientd si versatila
pentru Indepartarea reziduurilor celulare din tesuturi. Enzime sunt de cele mai multe ori combinate
cu alte tehnici de decelularizare si sunt utile in descompunerea elementelor imunogene, mentinand
totodata integritatea MEC. Aceastd abordare permite obtinerea unui schele biocompatibile, care
poate fi utilizata in diverse aplicatii medicale, cum ar fi inlocuirea si regenerarea tesuturilor, fara
a induce o reactie imuna.

Tabelul 3. Metodele enzimatice de decelularizare [34,152,167,169]

Categoria Substanta Mecanismul de actiune
Tripsina Clivarea legaturilor peptidice

DNase Catalizeaza hidroliza lanturilor
Nucleazele RNase de ADN si respectiv ARN

Factorii enzimatici

Dispase Clivarea anumitor peptide, in
special fibronectina si colagenul
de tip IV
Colagenaza Clivarea legaturilor peptidice din

colagen

Nota: DNase — dezoxiribonucleaza; RNase — Ribonucleaza; AND — acidul dezoxiribonucleic;
ARN — acidul ribonucleic.

Reiesind din gama largd de metode si solutii propuse pentru procesul de inlaturare a
componentelor celulare din cadrul organului/segmentului, nu avem cu certitudine un protocol de
orientare, fiecare autor venind cu o sugestie sau idei despre utilizarea unui algoritm anumit format
din combinatia diferitor procese [145, 195]. Unii autori propun combinarea a mai multor solutii in
protocolul de decelularizare [127, 196]. Eyre et al. sugereaza utilizarea protocoalelor fara
detergenti si enzime [36], iar Granato et al. ne vorbesc despre rezultatul ineficient a protocoalelor
unde se utilizeaza doar un singur detergent [36, 84]. Cu siguranta ca in fiecare caz, fiecare autor

are dreptate Tn momentul in care tesuturile utilizate pentru decelularizare sunt de consistenta
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diferita (os, vas, creier). Ideea studiului nostru, intr-un final, ar fi sa gasim acel protocol de mijloc,
ce ar ajuta la decelularizarea grefelor compozite. Este evident ca, indiferent de metoda utilizata,
etapele fizice, chimice si enzimatice vor afecta atat calitatea decelularizarii cat si structura MEC
intr-o egala masura. Prin urmare, este crucial sd se mentind sau sa se gaseascd un echilibru in
durata fiecarui pas si concentratia solutiilor, astfel incat sa se atinga obiectivul principal cu un
Impact minim asupra integritatii MEC. Acest lucru este esential pentru a asigura, mentinerea

In mod ideal, metoda utilizata la decelularizarea pentru grefelor osoase, ce urmeaza si poate
fi aplicata 1n ingineria tesuturilor trebuie sa intruneasca urmatoarele functii:
1. sd decelularizeze grefa complet (sau maxim posibil);

2. sd inactiveze agentii patogeni daunatori;

3. s mentina stabilitatea biomecanica,

4. sa prezinte proprietati osteoconductive si osteoinductive;

5. sa nu prezinte toxicitate [12].

1.6 Biocompatibilitatea matricelor extracelulare osoase decelularizate

Eficacitatea decelularizarii se refera nu doar la inldturarea componentelor celulare, dar si la
calitatea MEC, dupa cum am mentionat anterior, iar o MEC traumata nu poate fi considerata
aplicabild. Biocompatibilitatea la randul sau reprezintd una din caracteristicile de baza a unei
schele aplicabile [84]. Biocompatibilitatea se refera la capacitatea unui material de a interactiona
favorabil cu tesuturile si celulele organismului fard a provoca reactii adverse. MEC naturala este
considerata superioard altor tipuri de MEC 1in primul rind pe contul proprietatilor sale
biomecanice. MEC de origine naturald este adaptata la cerintele fiecarui tip de tesut, aceasta
asigurd o compatibilitate mecanicd adecvata, oferind suport structural si elasticitate necesara,
actionand ca un ghid pentru celulele care sintetizeaza propria lor MEC, aceasta din urma
contribuind la mentinerea integritatii si functionalitatii tesutului [197, 198, 199].

MEC naturald contine molecule semnalizatoare si site-uri de recunoastere care permit
celulelor sd interactioneze si sd comunice cu mediul lor inconjurator. Aceastd recunoastere
faciliteazd aderenta celulard, migrarea si diferentierea celulara in mod coordonat. Astfel,
biocompatibilitatea MEC este esentiala pentru a asigura o reparare adecvatd a tesutului fard
declansarea unui raspuns inflamator sau a respingerii imune. In domeniul medicinei regenerative
si al ingineriei tesuturilor, biocompatibilitatea MEC este un aspect crucial. Pentru matricile
extracelulare, biocompatibilitatea este, de asemenea, esentiald pentru asigurarea succesului
aplicarilor lor clinice. Studiile si testele riguroase sunt necesare pentru a evalua biocompatibilitatea
MEC inainte de utilizarea lor clinica. Aceste investigatii asigura ca aceste materiale sunt sigure si

eficiente 1n sustinerea regenerdrii tesuturilor fard a provoca efecte secundare semnificative.
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Biocompatibilitatea MEC reprezinta o preocupare centrald in dezvoltarea terapiilor regenerative si
in aplicarile in vivo. Una din metodele de testare a biocompatibilitatii MEC este testul de
proliferare celulara: se analizeaza capacitatea celulelor de a se multiplica si de a creste in prezenta
matricii extracelulare. Aceasta oferd informatii despre modul in care matricea influenteaza
diviziunea celulara si cresterea [200, 201, 202].

celulelor pluripotente sau diferentiate extrase din maduva osoasa, tesut adipos sau sange periferic,
asa ca:

celulele mononucleare;

celulele endoteliale;

v

v

v celulele mezenchimale;
v" celule stromale din maduva osoasa;

v" maduva osoasa proaspata [93, 203, 204].

1.7 Imunogenitatea grefelor osoase de origine alogena

Grefele osoase de origine alogena sunt percepute ca "non-self" de catre sistemul imunitar si
initiaza in asa mod o reactie imuna la nivelul organismului gazda [98, 122].

Intelegerea raspunsului imun la transplantarea alogrefelor osoase, implici o recapitulare a
etapelor raspunsului imun. Acesta are la baza cateva procese cheie:

1. raspunsul imun initial: dupa implantare, alogrefele sunt supuse unui atac imun imediat.
Macrofagele si celulele dendritice, vor prelua si vor prelucra antigenii de pe grefd, vor migra cétre
ganglionii limfatici i, vor activa limfocitele T helper, declansand un raspuns imun celular;

2. raspunsul inum celular: imfocitele T citotoxice (CD8+) la rindul sau, pot distruge direct celulele
grefei, considerate ca fiind "strdine", pe cind limfocitele T helper (CD4+) coordoneaza si regleaza
raspunsul imun, contribuind la activarea limfocitelor B si la producerea de anticorpi;

3. raspunsul umoral: limfocitele B pot produce anticorpi Impotriva antigenilor strdini de pe grefa,
contribuind la distrugerea tesutului transplantat [205].

La om, a fost demonstratd prezenta anticorpilor specifici anti-HLA (Human leukocyte
antigens) impotriva alogrefelor osoase liofilizate si cele proaspdt congelate. Alogrefa proaspat
congelata poate genera in continuare reactii imune, In timp ce alogrefele liofilizate prezinta o
imunogenitate mai mica, dar si o integritate structurald mai mica. Acest raspuns imun poate avea
un efect negativ asupra incorporarii grefei si poate creste riscul respingerii [206].

Alegerea unei schele corecte necesita intelegerea interactiunii sale cu sistemul imunitar al
gazdei. Ca exemplu, dupd introducerea schelelor sintetice in corpul uman, sistemul imunitar
raspunde la corpul stréin, initiind migrarea neutrofilelor si macrofagelor, urmat de producerea de

citokine inflamatorii la locul de implantare. Astfel, in cateva zile, macrofagele formeaza celule
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gigante multinucleate de corp strdin, care elibereaza enzime puternice si accelereaza degradarea

grefei. In consecintd, majoritatea grefelor sintetice sunt acoperite cu o capsula fibroticd densa si

izolate de corpul uman. Acest radspuns imun raméane activ atat timp cat grefa este complet degradata

sau indepartata [207].

Importanta de baza a proceselor de decelularizare, este Indepartarea elementelor imunogene
din alogrefe si xenogrefe cu pastrarea intactd a componentelor MEC, astfel incat sa reducem la
minim eliberarea moleculelor asociate leziunilor dupa transplantare. Pot spune cu certitudine ca
interactiunea dintre antigeni si anticorpi in momentul transplantirii unei MEC deteriorata,
insuficient decelularizata, toxica sau sterilizata insuficient, activeaza in continuare cascada imuna
si creeazi un cerc vicios ce finalizeaza cu esecul transplantirii. In pofida rezultatelor incurajatoare
privind aplicabilitatea MEC, imunogenicitatea lor poate fi o bariera ce necesita abordata.
Cunoasterea factorilor care contribuie la declansarea rdpunsului imun din partea unei MEC va
permite gasirea solutii pentru fabricarea de schele cu biocompatibilitate favorabila si raspuns imun
null [34, 207].

Atfel, drept concluzie catre capitolul dat o sa enumar in continuare cateva din cele mai
imporatante aspecte ce pot influenta rezultatele clinice la transplantarea MEC osoase obtinute prin
IT:

1. tipul MEC: materialele utilizate in ingineria tesuturilor pot declansa diferite niveluri de reactii
imune. Tipul de prelucrarea a grefelor la fel por influenta nivelul raspunsului imun declansat
[207];

2. structura MEC: proteinele MEC afecteaza profund functionarea fiziologica la nivel celular prin
modificarea producerii de mediatori inflamatori si citokine [209];

3. imunosupresie localizata: monitorizarea inflamatiei in timpul si dupa implantare, este
importanta [17];

4. biocompatibilitate MEC: materialele biocompatibile sunt concepute pentru a minimiza

inflamatia si pentru a facilita integrarea tesutului obtinute prin IT in organism.

38


https://paperpile.com/c/hvT4yf/ag4P
https://paperpile.com/c/hvT4yf/ag4P+Y0zC
https://paperpile.com/c/hvT4yf/ag4P
https://paperpile.com/c/hvT4yf/1fxk
https://paperpile.com/c/hvT4yf/dwS2

2. MATERIALE SIMETODELE DE CERCETARE
2.1 Prezentarea generala a studiului

Lucrarea data relateazd un studiu experimental, preclinic, efectuat pe material biologic
preluat de la animale de laborator. Studiul a fost aprobat de Comitetul de Etica a Cercetarii USMF
,.Nicolae Testemitanu”, cu emiterea avizului favorabil nr. 71 in data de 21.05.2018.

Studiul dat a fost efectuat in cadrul Laboratorului de Inginerie tisulara si culturi celulare a
USMF ,Nicolae Testemitanu”, Chisinau, Republica Moldova si Laboratorului de cercetare
Leibniz de biotehnologie si organe artificiale (LEBAO), Scola de Medicina din Hannover (MHH),
Germania, Tn perioada anilor 2017-2022. Materialul biologic (grefele vaculare, grefele osoase
avasculare, grefele osoase compozite vascularizate) a fost colectat de la animale de laborator, porci
(femele si masculi) cu o varsta de aproximativ 3 luni, masa corporala intre 35-40 kg.

Obiectivul de baza a capitolului dat, reprezintd descrierea detaliatd a materialului si
metodelor care au fost utilizate pe parcursul studiului experimental de obtinere a matricei
extracelulare osoase compozite vascularizate (MECOV), prin descrierea: (i) eseului chirurgical de
obtinere a grefelor vasculare, grefelor osoase avasculare si a grefelor osoase pe pedicul vascular,
(i1) protocolului de decelularizare utilizat, (iii) metodelor calitative (histologice) si cantitative (de
cuantificare) utilizate la testarea eficacitatii protocolului, (iv) metodei utilizate la testarea
2.2 Eseul chirurgical de prelevare a grefelor

Toate grefele au fost prelevate n cadrul Laboratorului de cercetare Leibniz de biotehnologie
si organe artificiale (LEBAO) al Scolii de Medicina din Hannover (MHH), Germania.

Disectia membrului posterior la purcel, in prima ora dupa eutanasiere, a fost ghidata de
reperele anatomice (localizarea si traiectul pediculului nutrient major, situat pe marginea posterior-
laterala a tibiei ) descrise n literatura de specialitate [210, 211]. Astfel, dezarticularea membrului
inferior (de la nivelul articulatiei soldului) am efectuat-o, dupa care am colectat segmentului
posterior femur-gamba. Disectia a fost efectuatd pe 8 membre posterioare, de la 8 purcei diferiti.
cu respectarea regulilor de asepsie si antisepsie, dupa cum urmeaza (figura 3 si figura 4):

- cu o incizie liniara, am vizualizat fascia superficiald a muschilor;

- am continuat disectia cu excizia si inlaturarea dermului in bloc cu hipodermului;

- am expus compartimentele musculare pe ambele segmente (coapsa si gamba);

- cu un abord chirurgical anterior, am dezgolit articulatia genunchiului prin inldturarea rotulei;

- cu acces anterior, am dezarticulat gamba de la nivelul articulatiei genunchiului;

- cu abord chirurgical posterior am vizualizat si protejat pediculului vascular (artera poplitee) de

la nivelul articulatiei genunchiului;
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- am continuat disectia anatomica pe traiectul vasului (pentru a evita traumatizarea lui);

- am preparat vasul sanguin pana la vizualizarea bifurcatiei acestuia (bifurcatia arterei poplitee are
loc la nivelul metafizei si continua cu ramura sa artera nutrientd, care penetreaza osul tibial printr-
un orificiu situat in treimea proximala a diafizei tibiale);

- cu abord anteromedial, am efectuat disectia muschilor compartimentului dat, am vizualizat,
protejat si finisat disectia arterei tibiale (figura 4B);

- dupa vizualizarea structurilor vasculare de baza, am inlaturat lamboul muscular cu pastrarea
integritatii periostului pe tot parcursul osului tibial;

- am efectuat osteotomia (cu ajutorul beschiei manuale) proximala si distala a osului cu obtinerea

grefei osoase compozite vascularizate (figura 5).

Segmantul FEMUR | FIBULA u TIBIA |
\ colectat '

Figura 3. Disectia anatomica primara a membrului posterior la animal de laborator (porc).

(A) aspect macroscopic a membrului posterior, (B) reperele anatomice de baza

artera Tibiala caudala

ARTERA POPLITEE

Figura 4. Disectia gambei. Model animal de laborator (porc). (A) osul tibial + mansonul

muscular anterior, (B) vizualizarea bifurcatiei arterei poplitee, (C, D) bifurcatia arterei poplitee
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Figura 5. Grefa osoasa vascularizata. Disectia anatomica. (A) osteotomia osului tibial, (B)

disectia arterei tibiale caudale

Dupa obtinerea grefelor osoase compozite vascularizate, acestea au fost depozitate la 4°C in
solutie PBS + antibiotic. Solutia a fost schimbata la fiecare 72 h pentru grefele care necesitau o
pastrare mai indelungata.

Pentru a testa functionalitatea si permeabilitatea pediculului vascular, am perfuzat grefa
0so0asa cu o solutie ce contine albastru de metilen pentru 24 h, cu ajutorului perfuzomatului (figura
6). Dupa perfuzie, am evaluat gradul de colorare a segmentului de interes, acest lucru poate fi
realizat prin compararea intensitatii si extinderii colordrii in albastru intre diferite segmente ale
grefei. Segmentul care prezintd cea mai intensa si extinsa colorare cu albastru de metilen poate fi
considerat segmentul perfuzat, acest lucru indica faptul ca solutia perfuzanta a ajuns in acest
segment si ca fluxul sanguin este activ in aceasta zona, un moment extrem de important in alegerea

corecta a dimensiunii grefei.corecta a dimensiunii grefei.

Figura 6. Testul de perfuzie arteriald cu albastru de metilen. (A) cateterizarea arterei

poplitee, (B) parametrii perfuzomatului

2.3 Decelularizarea grefelor vasculare si a grefelor osoase avasculare
Procesarea grefelor vasculare de origine porcina

Un protocol [212] pentru decelularizarea grefelor osoase avasculare mici (tesut dur), a fost
preluat si adaptat pentru decelularizarea grefelor vasculare (fesut moale) in vederea obtinerei unei
MEC vasculara biocompatibila. Initial, am folosit artera carotida porcina, congelata la -80°C in
tuburi de 15 ml pe care am dezghetat-0 la temperatura camerei, am separat-o in 3 segmente si am

procesat-o dupa pasii protocolului, utilizand un agitator digital cu miscari oscilante (figura 7):
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Solutia isotonicad (0.1 % EDTA + PBS). Grefa a fost spalatd pentru 1 h in solutie isotonica,
care s-a obtinut din diluarea a 0.5 ml de 0.5 mM (echivalentul a 0.1 g de 372.24 g/mol) EDTA
(acid etilendiaminotetraacetic /Ethylenediamine tetraacetic acid) pentru 100 ml solutie PBS
(solutie tampon salina cu fosfat/Phosphate Buffered Saline);

Agentul de chelare (0.1 % EDTA + Tris buffer). Prelucrarea grefei pentru 16 h cu o solutie ce
contine un agent de chelare, care s-a obtinut din diluarea a 0.5 ml de 0.5 mM (echivalentul a
0.1g de 372.24 g/mol) EDTA pentru 100 ml TRis buffer 10 mM cu ph 7.5;

Grefa a fost spalata pentru 1h cu solutie PBS, fiind pregatitd pentru urmatorul pas;
Detergentul anionic (0.5 % SDS). Prelucrarea pentru 24 h cu o solutie ce contine un detergent
anionic obtinuta prin dizolvarea a 0.5 gr SDS (Dodecil sulfat de sodiu/Sodium dodecyl sulfate)
n 100 ml Tris buffer 10 mM cu ph 7.5;

Spalarea cu solutie PBS pentru 7 h, cu schimbarea solutiei la fiecare 1h;

Detergent non-ionic (1 % Triton X-100). Prelucrarea pentru urmatoarele 24 h cu o solutie ce
contine un detergent non-ionic care s-a obtinut prin diluarea a 1 ml Triton X-100 pentru 100
ml Tris buffer 10 mM cu ph 7.5;

grefa a fost spalata din nou cu solutie PBS, fiind lasata peste noapte, cu schimbarea solutiei de
7 ori in prima ora;

Sol Enzimatica (DNaza 300 U/ml). La aceasta etapa de prelucrare enzimatica, grefa a fost
plasata pentru 48 h intr-o solutie ce contine DNaza 300 U/ml, solutia fiind schimbata la fiecare
24 h. Sol de DNaza 300 U/ml s-a obtinut prin diluarea a 1 mg DNaza cu activitatea de 5279
U/mgin 17.5 ml PBS si 17.5 pul 1 M MgCI2. Aceasta etapa de prelucrare s-a efectuat la 37°C,
utilizand un termomixer. Pentru a reduce costurile acestei etape prin utilizarea rationala a
volumului de solutiei, grefele de tesut au fost plasate in tuburi Eppendorf 2 ml (figura 8). La

finisarea protocolului, grefa a fost depozitata la 4°C in solutie PBS + antibiotic. Solutia a fost

schimbata la fiecare 72 h pentru grfele ce au necesitat o pastrare mai indelungata.

Figura 7. Decelularizarea grefei vasculare (artera carotida). (A) grefa vasculara nativa, (B)
aspectul macroscopic a grefei decelularizate, (C) paramentrii agitatorului digital cu miscari

oscilante

42



7\\ | =
Figura 8. Procesarea enzimatica a grefei vasculare. (A) scufundarea grefei in sol. enzimatica,

(B) paramentrii incubatorului oscilant

Grefele de calibru mediu (diametre diferite), artera femurala si artera tibiala caudala, de
origine porcind, au fost obtinute respectand acelasi protocol chirurgical de disectie si au fost
prelucrate respectand in totalitate pasii protocolului de decelularizare. Artera femurala superficiala
a fost clasificata drept vas cu diametru mediu iar artera tibiald caudald clasificata drept arterd de

calibru mic) — figura 9.

| artera femurala & artera tibiala
superficiala caudala

Figura 9. Grefa vasculari cu diametru mediu (artera femurala superficiali) si mic (artera

tibiala caudala). Aspect macroscopic

Procesarea grefelor osoase avasculare de origine porcina

In vederea testarii variantei de protocol adaptati tesutului vascular, am continuat studiul
experimental cu decelularizarea tesutului osos avascular, cortical si spongios. Periostul fiind
decelularizat ca parte componenta a grefei osoase. Pentru acesta, osul tibial obtinut prin acelasi
protocol operator, a fost fragmentat in fragmente mai mici (cu ajutorul beschiei manuale).

Segmentele osoase au cuprins toata circumferinta osului si au avut o laime de aproximativ 1-2 cm
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(figura 10). Segmentele osoase au cuprins toatd circumferinta osului si au avut o latime de

aproximativ 1-2 cm (figura 10).

Figura 10. Grefa osoasa avasculara. Disectia anatomica. (A) osteotomia primara a osului

tibial, (B, C) grefele osoase avasculare

Grefele osoase au fost plasate in tuburi Eppendorf de 50 ml, iar decelularizarea a fost
efectuatd folosind un mixer de tip rulou. Dupd decelularizare, pentru ulterioara examinare
histologica, un segment din fiecare grefa a fost transferat in vase sterile si inmuiat intr-o solutie
decalcifianta, pentru decalcifiere, utilizand un mixer magnetic. Partea ramasa a grefelor a fost
depozitata la 4°C in solutie PBS + antibiotic. Solutia a fost schimbata la fiecare 72 h.

2.4 Decelularizarea grefelor osoase compozite vascularizate

Acelasi protocol, utilizat pentru decelularizarea grefelor vasculare de calibru diferite (mare,
mediu §i mic) precum si pentru decelularizarea grefelor osoase corticale si spongioase, a fost
utilizat si pentru decelularizarea grefelor osoase compozite vascularizate (os cortical §i spongios

+ periost + pedicul vascular) (figura 11).

Figura 11. Grefa osoasi vascularizata. Aspect macroscopic. (A) lungimea grefei, (B, C)

traiectul si bifurcatia pediculului vascular

Grefele osoase compozite au fost colectate si decelularizate ulterior urmand aceeasi pasi ai
protocolului, iar pentru perfuzarea solutiilor, s-a utilizat pompa peristaltica cu un circuit inchis a

solutiilor si cu o viteza de 15 ml/h (figura 12) si 2 cai de perfuzare (figura 13).
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Figura 12. Sistema de perfuzie pentru decelularizarea grefelor osoase vascularizate. (A)

pompa peristaltica, (B) circuitului inchis a sistemei de perfuzie

Perfuzarea a fost aleasa in acest studiu pentru a obtine o distributie uniforma a solutiei de
decelularizare. Aceastd metodd permite controlul precis al timpului si intensitatii perfuziei,
optimizand eficienta procesului. Prin perfuzare se pdstreaza structura tridimensionala a grefei
osoase, esentiald pentru functionalitatea si biocompatibilitatea acesteia. Dimensiunile grefei, care
au fost ajustate dupa testul de perfuzie cu solutia ce contine albastru de metilen, a constituit

aproximativ 5 cm lungime (am selectat segmentul osos colorat cel mai intens in albastru).

Figura 13 Perfuzia solutiilor de decelularizare pentru grefa osoasi vascularizata. (A)

perfuzia prin artera poplitee, (B) perfuzia prin diafiza osului tibial

Tn a 8-a etapa de prelucrare a grefei, unde s-a utilizat solutia enzimatici, am aplicat masuri
de rationalizare a costurilor cercetarii (micsorarea volumului solutiei utilizate) si de reducere a
numarului de animale necesare studiului (utilizarea replicatelor tehnice). Astfel, am colectat 3
probe de os din segmentul spongios al grefei si 3 probe de os din segmentul cortical (dimensiunile
grefei au permis acest lucru). Replicatele tehnice au fost colectate cu ajutorul beschiei manuale
(figura 14) si plasate in tuburi de 50 ml, la 37°C, fiind supuse prelucrarii enzimatice cu ajutorul
unui agitator digital tip rulou. Ulterior, probele au fost examinate calitativ si cantitativ. Grefa
ramasa a fost depozitatd la 4°C 1n solutie PBS + antibiotic pentru examinari ulterioare. Solutia a

fost schimbata la fiecare 24 h pentru grefele care au necesitat o pastrare mai indelungata.
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Figura 14. Procesarea enzimatica a MECOv. Colectarea replicatelor tehnice.

Aditional, am testat acelasi protocol pentru decelularizare grefei 0soase compozite
vascularizate marind concentratia detergentului SDS de la 0.5% la 1%. Grefa care a fost
decelularizatd prin acest protocol a fost procesata perfuzand solutiile protocolului prin artera
poplitee si a fost examinata la cuantificarea ADN-ului.

2.5 Aprecierea eficacitatii decelularizarii

Eficacitatea protocolului de decelularizare a fost testatd cu ajutorul examinarii histologice
calitative si cantitative, precum si a testului de biocompatibilitate in vitro. Dupa finisarea
decelularizarii, grefele vasculare, periostul si grefele osoase avasculare au fost examinate calitativ.
Pentru examinarea histologica calitativdi am efectuat coloratia H&E si coloratia DAPI care a
permis vizualizarea nucleilor celulari si a ADN-ului. Histologia am efectuat-o in paralel pentru
probele de tesut decelularizat vs tesut nativ. Tesutul nativ I-am colectat de la aceeasi grefa pana la
inceperea procesului de prelucrare si, a fost utilizata ca probd de control. Pentru grefele osoase
avasculare am efectuat aditional testul de cuantificare a ADN-ului. Grefele osoase vascularizate
le-am examinat cantitativ (cuantificarea ADN-ului) si calitativ (SEM) separat pentru segmentul
cortical a grefei si segmentul spongios (nativ vs decelularizat). Testul de biocompatibilitate in vitro
[-am efectuat pentru MEC vasculara, MEC osoasa avasculara si MECOw.

2.6 Examinarea histologica calitativa (H&E, DAPI)
Coloratia histologica H&E

Coloratia cu H&E a fost utilizatd in acest studiu ca una din metodele de baza in histologie
pentru evidentierea si examinarea microscopicd a structurilor celulare si tisulare. Hematoxilina
coloreazd in nuante de albastru-violet nucleii celulari iar eozina ofera citoplasmei nuante de roz-
rosu. Astfel, coloratia cu H&E a fost utila in procesul de decelularizare pentru a evalua eficacitatea
indepartarii celulelor si pentru a confirma pastrarea matricei extracelulare. Sectiunile de tesut
decelularizat ar trebui sa arate o lipsa a nucleilor celulelori, care sunt colorate cu hematoxilina, in
timp ce structura MEC poate fi observata datorita coloratiei cu eozina.

Coloratia histologica H&E pentru probele de tesut moale
Probele de tesut au fost fixate cu ajutorul sol. Paraformaldehida 4 %, pentru 2 zile la

temperatura camerei. Dupa care s-a efectuat deshidratarea grefelor cu ajutorul unui deshidrator
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(HistoCore Pearl, Leica), care a folosit o serie de etape programabile si computerizate de
deshidratare, pe baza de xilol si etanol. Dupa etapa de deshidratare, grefele de tesut moale au fost
fixate in parafina, fiind puse initial in forme cu parafind calda si lasate sa se solidifice peste noapte
cu ajutorul tavii metalice pentru inghet. Probele incorporate in parafind au fost sectionate cu
ajutorul microtomului rotativ semimotorizat (Leica RM 2245) in sectiuni de 4 um, acestea din
urma fiind plasate pe lame de microscop si uscate peste noapte cu ajutorul tavii metalice pentru
uscare. Dupa fixarea si plasarea probelor de tesut pe lame, acestea au fost rehidratate si colorate
dupa schema protocolului prezentat in tabelul 4. Sectiunile colorate au fost acoperite cu lame de
protectie folosind corbit balsam si au fost ldsate sa se usuce peste noapte. Analiza probelor a fost
efectuatd cu un microscop cu lumina transmisa.
Coloratia histologica H&E pentru probele de tesut dur

Probele de tesut osos cortical si spongios au fost initial fixate fiind puse 1n sol.
Paraformaldehida de 4% la temperatura camerei pentru 2 zile. Dupa fixare, probele au fost supuse
procesului de decalcifiere timp de 1 luna, cu ajutorul solutiei pentru decalcifiere (Decalcifier soft,
Solvagreen®) si agitatorului magnetic (RCT basic, IKA LABORTECHNIK). Probele decalcifiate
si congelate au fost sectionate folosind un Microtome HM 560 Cryostat in sectiuni de 5 pm si
plasate pe lame peste noapte la -80°C. Dupa fixarea si plasarea probelor de tesut pe lame, acestea
au fost rehidratate si colorate dupa aceeasi schema (tabelul 4). Sectiunile colorate au fost acoperite
cu lamele de protectie folosind solutia pe baza de Xilen, dupa care lamele au fost lasate sa se usuce

peste noapte. Analiza probelor a fost efectuata cu un microscop cu lumina transmisa.

Tabelul 4. Protocolul pentru colorarea histologica H&E. (A) etapele rehidratarii probelor

histologie, (B) colorarea H&E a propriu-zisa

30 min in cuptor la temperatura de 60°C 8 min 1n sol Hematoxilina

10 min in sol. Xilol x 2 10 min in apa calda de la robinet, cu
schimbarea apei la fiecare 2 min

10 min Tn sol. Etanol 100 %
10 scufundari in sol. Etanol 95 %

2 min Tn sol. Etanol 90 %
20 sec in sol. Eozina

2 min Tn sol. Etanol 80 %
5 min in sol. Etanol 95 %

2 min Tn sol. Etanol 70 %
10 min in sol. Etanol 100 %

clatire rapida a probelor in H20 distilata
A B 5 min in sol. Xilol x 2
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Coloratia histologica DAPI

Coloratia DAPI a probelor de tesut nativ vs procesat a fost utilizata in acest studiu fiind o
tehnica des utilizata in microscopia fluorescenta pentru a vizualiza si identifica ADN-ul celular.
DAPI este un colorant albastru fluorescent care se leagd de ADN, permitand astfel observarea
structurilor nucleare si a cromozomilor la microscopul fluorescent. La microscopul fluorescent,
ADN-ul in celulele colorate cu DAPI va emite fluorescenta albastrd atunci cand este excitat cu
lumina ultravioletd sau albastrd. Aceastd fluorescentd permite vizualizarea si identificarea
structurilor nucleare, cum ar fi nucleul si cromozomii, in celulele tesuturilor cercetate. Astfel
tesutul ce contine celule (material genetic) va prezenta fluorescentd albastra, pe cand tesutul
decelularizat nu va emite niciun semnal (camp negru).
Coloratia histologica DAPI pentru probele de tesut moale

Probele de tesut au fost fixate cu ajutorul sol. Paraformaldehidd 4 % peste noapte. Probele
de tesut fixat si congelate, au fost sectionate folosind un Microtome HM 560 Criostat, in sectiuni
de 5 um si plasate pe lame peste noapte la -80°C. Ulterior, acestea au fost fixate in acetona la -
20°C timp de 8 min. Sectiunile au fost incercuite folosind carioca (Dako Pix), dupd care a urmat
spalarea sectiunilor de 3 ori timp de 5 min fiecare Intr-o cuva de sticla care contine PBS, dupa care
au fost incubate timp de 15 min cu DAPI (0.33 pg/ml in PBS). La final, sectiunile au fost spalate
de 3 ori timp de 5 min fiecare In PBS si acoperite cu lamele de protectie folosind montura
fluorescentd Shandon Immumount mediu. Probele colorate au fost analizate cu microscopul
fluorescent Axio Observer Al.
Coloratia histologica DAPI pentru probele de tesut dur

Probele de tesut osos (tesut nativ vs procesat) au fost initial fixate cu ajutorul sol.
Paraformaldehida de 4 % la temperatura camerei pentru 2 zile. Dupa fixare, probele au fost supuse
procesului de decalcifiere, timp de 1 lund, cu ajutorul solutiei pentru decalcifiere (Decalcifier soft,
Solvagreen®) si agitatorului magnetic (RCTbasic, IKA LABORTECHNIK). Probele decalcifiate
si congelate au fost sectionate folosind un Microtome HM 560 Cryostat, in sectiuni de 5 pm si
plasate pe lame peste noapte la -80°C. Ulterior, pasii au coincis cu cei pentru colorarea tesutului
moale.
2.7 Cuantificarea ADN-ului

Testul de cuantificare a ADN-ului a fost utilizat in acest studiu pentru evaluarea cantitativa
a materialului genetic ramas 1n grefa osoasa decelularizata. Aceasta analiza a permis determinarea
gradului de decelularizare a grefei prin masurarea continutului de ADN rezidual comparativ cu

tesutul nativ. Aceasta evaluare cantitativa este importanta pentru asigurarea calitatii decelularizarii

.....
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Pentru grefele osoase vascularizate, cuantificarea ADN-ului a fost efectuata separat pentru
segmentele de os cortical si spongios. Segmente de os nativ spongios si cortical, prelevate de la
aceeasi grefa, pana la inceperea procesului de prelucrare au fost folosite ca proba de control.

Probele de os nativ si cele de os procesat/decelularizat au fost inghetate cu ajutorul azotului
lichid si macinate utilizdnd un dispozitiv de macinare tip sonicator. Praful osos a fost ulterior
liofilizat. Praful de os cortical si spongios a fost liofilizat timp de 22-23 h la 0.018 mbar (Alpha 1-
2 LD plus), dupa care a fost cantarit intre 2-10 mg si transferat in tuburi de reactie cu blocare sigura

a cate 1.5 ml fiecare (figura 15). Fiecare proba a fost testata in triplicate tehnice.
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Figura 15. ADN cuantificarea. (A, B) repartizarea probelor liofilizate in tuburi de reactie cu

blocare sigura, a cate 1.5 ml fiecare

La fiecare tub s-a adaugat 200 ul de apa sterila, dupa care probele au fost fierte timp de 10
min. Probele au fost lasate sa se raceasca la temperatura camerei, dupa care in fiecare tub a fost
adaugat 790 pl de 10 mM Tri (pH = 7.5) si 10 pl de proteinaza K (20 mg/ml in glicerol 40 %,
activitate = 850.85 mAnsonU/ml). Dupa aceasta, probele au fost lasate peste noapte ntr-un
termomixer compact (Eppendorf®) la 60°C si 1000 rpm, pentru a digera tesutul. Probele digerate
au fost tratate conform metodei de cuantificare dupa cum urmeaza:

1. s-amixat 100 pl de proba digerata + 900 pl sol tampon de dilutie a ADN;

2. s-a pregatit sol tampon ADN de dilutie 1n sol. tampon martor ADN, incepand cu 20 pg/ml
ADN din sperma de somon;

3. s-a plasat cate 100 pl de sol. standard si sol. proba in fiecare godeu al unei placi cu 96
godeuri;

4. am adaugat 100 pl de Hoechst 33258 solutie (1 pg/ml in 200 mM NaCl, 10 mM TRIS, pH
=7.5) la fiecare proba in placa cu 96 de godeuri;

5. am masuram intensitatea fluorescentei la 465 nm cu o lungime de unda de excitatie = 360
nm;

Toate solutiile, componentele si standardele utilizate in testul de ADN cuntificare sunt

enumerate n tabelul 5. Valorile de cuantificare au fost interpolate cu ajutorul curbei standard
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(figura 16) si normalizate la greutatea lor uscata. Interpretarea datelor dupa cantitatea procentuala

. o . Proba 1— Proba 2
de descrestere s-a realizat dupa formula: % descresterii = p— x 100

Analiza statistica a rezultatelor colectate s-a efectuat cu ajutorul programului Excel din
Microsoft Office versiunea 2017. Cu ajutorul aceluiasi program, variabilele continue au fost
exprimate ca medie + DS. Prelucrarea statistica a fost efectuata cu ajutorul programului SPSS
(versiunea 17.0). Compararea si aprecierea diferentelor statistice semnificative intre valorile medii
ale parametrilor evaluati s-a efectuat cu ajutorul testului parametric independent t-Test.
Interpretarea valorilor p s-a facut astfel: p<0.05, legatura statistica este semnificativa (S, intervalul
de incredere 95 %), p<0.01, legatura statistica este semnificativa (S, intervalul de incredere 95 %),
p<0.001, legatura statistica este 1nalt semnificativa (HS, intervalul de incredere 99.9 %), p>0.05,

legdtura statistica este nesemnificativa (NS).

Tabelul 5. ADN cuantificarea. Solutiile, componentele si standardele utilizate

Standardul utilizat Sperma de somon

Diluant solutie DNA tampon, incepand cu 20 pg/ml

Solutie tampon pentru dilutia ADN 200 mM NacCl

10 mM TRIS

20 ul of 0.5 % SDS

880 ul of 200 MM NaCl/10 mM TRIS

Solutie tampon martor ADN 200 mM NacCl
10 mM TRIS
40 mM Glycine
0.01 % SDS
1.0x10%84
8.0x1007+
6.0x10%7+
£ 40x10074
é 2.0x10%74
E 0 : J J : : concentratia (ug/ml
0 5 10 15 20 25 ia (ug/ml)

Figura 16. Curba standard pentru cuantificarea ADN-ului. Curba realizata dintr-0
concentratie cunoscuta a spermei de somon (concentratie initiala = 20 pg/ml) diluata in raport

1:1 cu solutie ADN tampon martor [84]
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2.8 Microscopia prin scanare electronica

Microscopia prin scanare electronicd (SEM) am utilizat-o Tn acest experiment pentru a
examina structura osului nativ si dupa procesul de decelularizare. Aceasta tehnica a oferit o vedere
detaliata a suprafetei osului la nivel microstructural, permitand evaluarea modificarilor induse de
decelularizare. Prin SEM, se pot observa detaliile fine ale matricei extracelulare a osului, inclusiv
fibrilele de colagen si alte componente structurale. Procesul de decelularizare ar trebui sa
indeparteze celulele osului, permitand vizualizarea matricei extracelulare ramase si a modificarilor
structurale care ar putea sa apara in timpul acestui proces. SEM poate fi util pentru a evalua gradul
de traumatizare a matricei extracelulare. Segmentele de os cortical si spongios, nativ si
decelularizat, cu dimensiuni de aprozimativ 0.5 x 0.5 cm au fost tdiate si prelucrate dupd cum
urmeaza. Probele taiate, au fost plasate intr-un tub Falcon de 50 ml in care s-a turnat 5 ml de
glutaraldehida 2.5 %. Probele, au fost pastrate pentru 24 h, la temperatura camerei in aceasta
solutie, dupa care, solutia a fost inlocuitd cu 5 ml de natrium cacodilat 0.1 M. Solutia a fost
indepartata din tubul Falcon si inlocuitd cu acetond 30 % timp de 10 minute, 50 % acetona timp
de 10 minute, 70 % acetond timp de 10 minute, 90 % acetond timp de 10 minute si 100% acetona
pentru alte 10 min. Toate solutiile au fost diluate cu apa. Dupa aceasta, probele de os cortical si
spongios (nativ si decelularizat) au fost mutate intr-un suport de proba si plasate in dispozitiv de
uscare cu punct critic. Dupa uscare, probele au fost improscate cu particule de aur si vizualizate in
ziua urmatoare pe microscopul electronic de scanare.

Probele, au fost pregatite si vizualizate de catre personalul autorizat, din cadrul Institutului
de Scanare Microscopica a Universitatii de Medicina, Hannover, Germania.
2.9 Testul de biocompatibilitate in vitro
Biocompatibilitatea MEC vasculare, decelularizate

Testul de biocompatibilitate a matricelor extracelulare vasculare a fost efectuat cu ajutorul
celulelor endoteliale umane ombilicale (HUVEC). Celulele HUVEC utilizate in acest studiu au
fost transpuse prin transductie lentivirala cu 0 proteina ce exprima fluorescenta verde (GFP),
crioconservate si pastrate la - 80°C. Un flacon de GFP-HUVEC congelate a fost dezghetat.

Pentru a testa biocompatibilitatea MEC vasculara naturala de origine porcina (decelularizata
si depozitata la 4°C in PBS), aceasta a fost preparata prin taierea longitudinala, deschiderea si
plasarea ntr-o placa de culturi celulare cu 12 godeuri, cu partea luminala in exterior. Vasul a fost
imobilizat cu ajutorul inelelor metalice (0.5 cm diametru interior) si au fost incubate
(preconditionate) timp de 72 h in mediu EGM-2 + serum fetal de bovina la temperatura de 37°C.

Din intentia de a simplifica procesul de insamantare celulard, prin scurtarea perioadei de
preconditionare, alte doua MEC vasculare au fost incubate pentru o perioada de 24 h vs 72 h cu

respectarea ulterioara a tuturor pasilor descrisi ulterior.

51



1 ml de mediu celular EGM-2 (Endothelial growth medium (EGM-2) Lonza, Basel,
Switzerland) a fost folosit pentru a dilua celulele si a le muta intr-un tub de reactie de 50 ml. Am
continuat cu adaugarea altor 8 ml de EGM-2. Tubul cu solutie a fost centrifugata la 300 x g timp
de 5 min. Lichidul supernatant a fost substituit cu 20 ml de mediu EGM-2. Suspensia celulara a
fost mutata intr-un flacon de cultura celularda T175 si incubata la 37°C. La a 3-a zi de incubare,
celulele GFP-HUVEC au fost detasate din flaconul de culturi celulare prin clatirea lor cu PBS si
incubate timp de 2 min la 37 °C cu 10 ml de sol celulara pe baza de enzime recombinate (TrypleE
Select (Gibco™). La 2 min de incubare, s-au adaugat 10 ml de mediu EGM-2 pentru a dilua solutia
de celule TrypleE Select. Celulele au fost centrifugate timp de 5 minute la 300 x g, lichidul
supernatant a fost aruncat, iar peletul celular a fost diluat in 3 ml de EGM-2. 250 pl de suspensie
celulara au fost amestecati cu 250 pl de PBS si numarul de celule a fost determinat cu ajutorul
dispozitivului Vi-celITMXR Cell Viability Analyzer.

Numarul de celule insdmantate a fost aproximativ egal cu 8x10 mil celule/ml. Imaginile
microscopice pentru monitorizarea celulard au fost facute la fiecare 2 zile cu ajutorul
stereomicroscopului Discover V8.

Biocompatibilitate MEC osoase avasculare decelularizate

Testul de biocompatibilitate a matricei extracelulare osoase, a fost efectuat cu ajutorul
celulelor mezenchimale stem din maduva osoasa de origine porcina (BM-MSC).

Celulele mezenchimale stem alogene, au fost izolate din maduva osoasa colectatd de la
nivelul osului stern de origine porcina si izolate dupa protocolul de izolare (tabelul 6).

Dupa izolare, culturile celulare au fost pastrate in mediu celular specific in flacoane celulare
T75 la 37°C cu schimbarea mediului celular la fiecare 3 zile pana la atingere confluentei de 95%.
Mediului celular a avut urméatoare componenta (pentru 500 ml):

v Earle mediu 199 (PAA: numar de catalog E15-003);
Mediul de cultura celulara suplimentat cu ser fetal de vitel (FCS) 10%;
Penicilind/Streptomicina 1%;
L-Glutamin 1% (Gibco: numarul de catalog 25030);
Acid ascorbic 25 mg;

NN

Factorul de crestere a fibroblastelor umane de baza recombinant (rh-bFGF, Immuno

Tools: numarul de catalog 11343625, 50 pg) se adauga 10 ng/ml.
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Tabelul 6. Protocolul de izolare a celulelor stem mezenchimale din miaduva osoasa

maduva osoasa este spalatd cu sol. PBS respectand raportul de 1:2
intr-un Falcon Tub de 50 ml se adauﬁ12-15 ml solutie de separare Biocoll

maduva osoasa diluata cu sol. PBS este adaugata peste sol. Biocoll, foarte lent, pentru a evita
amestecul acestora

tubul este centrifugat, 800 x jfo min, temperatura camerei
colectare celulelor care s-au separat (aprozimativ 22 ml)

celulele colectate sunt puse intr-un Falcon tub de 50 m. si sunt diluate cu sol. PBS pana la
umplerea flaconului

tubul este centrifugat, 300 x ﬁlo min. temperatura camerei

lichidul supernatant a fost aruncat, iar celulele au fost diluate in mediu celular MSC si plsate in
flacoane celulere T75 sau T175, la 37°C.

Mediul celular, a fost schimbat la fiecare a 5-a zi. La a 6-a zi, celulele au fost divizate, din
flaconul de culturi celulare T75 prin clatirea lor cu PBS si incubate timp de 2 min la 37°C cu 10
ml de sol celulard pe baza de enzime recombinate (TrypleE Select (Gibco™). La 2 min de
incubare, s-au addugat 10 ml de mediu MSC pentru a dilua solutia de celule TrypleE Select si
celulele au fost mutate intr-un tub de culturi celulare de 15 ml. Celulele au fost centrifugate timp
de 5 min la 1200 rpm, lichidul supernatant a fost aruncat, iar peletul celular a fost diluat in 7 ml de
mediu MSC, dupa care, 1 ml din suspensia celulara a fost transferata intr-un flacon celular T175
la care s-a adaugat alte 9 ml mediu celular MSC. A 2-a zi de la separarea celulelor (la al 2-a pasaj
celular) % din cultura celulara a flaconul T174 a fost transferat in flacon pentru medii celulare T74,
iar % din cultura celulard rdmasa, a fost congelatd in ser bovin fetal (FBS) + Dimetilsulfoxid 10%
(DMSO) si depozitat 1a -80°C.

La al 2-a pasaj, celulele au fost marcate utilizdind setul PKH26 Rosu pentru etichetarea

fluorescentd a membranei celulare (tabelul 7).
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Tabelul 7. Protocolul pentru colorare PKH26 Rosu. Solutia de colorant etanolic PKH26 (Nr.
Cat. P9691)

suspensia care contine 20 mil celule, este pusa intr-un tub cu fund conic si se spala o data
folosind mediu fara ser

celulele sunt centrifugate timp de 5 min, 400 x g

dupa centrifugarea celulelor, se aspira cu atentie supernatantul,
avand grija sa nu indepartam nici o celuld, dar sa nu lasam
mai mult decat ZﬁL de supernatant

preparam o suspensia celulara (sol. nr. 1) adaugand 1 ml de Diluant C (Numar de catalog
CGLDIL) in paleta celulara si mixam bland cu pipeta asigurdnd o dispersie completa.

prepardm solutia de colorare (sol. nr. 2) in Diluantul C prin addugarea a 4 uL de PKH26
(Numar de catalog P9691) la 1 mL de Diluant C intr-un tub de centrifugd si mixam bine pentru
a obtine dispersia.

Adaugam rapid 1 ml de suspensie celulard nr. 1 la
1 ml de solutie de colorant nr 2 si amestecam imediat
proba prin pipetare

Suspensia de celule si colorant se incubeaza pentru
5 min la 37°C cu amestecare periodica

oprim colorarea adaugand un volum egal (2 ml) de
ser sau alta solutie adecvata de proteine (de exemplu, 1% BSA)
si se incubeaza timp de 1 min pentru a permite legarea excesului de colorant

centrifugam celulele la 400 x g timp de 10 min
si iIndepartam cu grija supernatantul. Diludm paleta celulard in 10 ml de mediu, centrifugam
din nou la 400 x g timp de 5 min si, diludm din nou paleta celulara de inca 2 ori cu 10 ml de
mediu pentru a asigura indepartarea colorantului nelegat.

La a 3-a zi de la etichetarea, celulele au fost detasate din flaconul de culturi celulare prin
clatirea lor cu PBS si incubate timp de 2 min. la 37°C cu 10 ml de sol. celulard pe baza de enzime
recombinate (TrypleE Select (Gibco™). La 2 min de incubare, s-au adaugat 10 ml de mediu MSC
pentru a dilua solutia de celule TrypleE Select si celulele au fost mutate 1intr-un tub de 50 ml
Celulele au fost centrifugate timp de 5 min la 1200 rpm, lichidul supernatant a fost aruncat, iar
peletul celular a fost diluat Tn 3 ml de mediu MSC. 250 pL de suspensie celulard au fost amestecati
cu 250 pl de PBS si numarul de celule a fost determinat cu ajutorul dispozitivului Vi-cellITMXR

Cell Viability Analyzer. Numarul de celule insdméantate a fost egal cu 1 mil celule/ml.
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PKH26 este un colorant fluorescent utilizat pentru marcarea si urmarirea celulelor in diferite
aplicatii, inclusiv in studiile privind celulele stem mezenchimale din maduva osoasd. Acest
colorant are capacitatea de a penetra membrana celulara si de a se integra in fosfolipidele acesteia,
dand astfel posibilitatea de a colora in mod eficient membranele celulare. Odata ce este introdus
in membrana celulara, PKH26 se distribuie in mod uniform in toatd membrana, permitand
urmarirea si identificarea celulelor marcate. Utilizarea PKH26 in acest studiu a permis urmarirea
celulelor marcate in interiorul MEC osoase avascule precum si in interiorul MECOw.

Pe tot parcursul testului de biocompatibilitate (6 zile), grefa osoasd a fost {inuta in incubator,
la 37°C. Mediul celular a fost schimbat la a 3-a zi.

Pentru a testa biocompatibilitatea, matricea extracelulara osoasa (decelularizata si depozitata
la 4°C in PBS) a fost plasata in placa de culturi celulare cu 6 godeuri. MEC osoasa avasculara a
fost preconditionata timp de 72h in mediu MSC (mediu celular pentru celule mezenchimale stem

din maduva osoasd) la temperatura de 37°C (figura 17).

Figura 17. MEC osoasa avasculara. Testul de biocompatibilitate.

(A) aspectul macroscopic a MEC osoase, (B) preconditionarea MEC in mediu celular specific

Celulele native mezenchimale stem precum si cele etichetate au fost examinate si
fotografiate (pana la insamantare) cu ajutorul microscopului fluorescent Axio Observer Al (figura
18). Verificarea celulelor, dupa insamantare precum si imaginile, au fost facute la fiecare 2 zile cu
ajutorul stereomicroscopului Discover V8.

Asa cum MEC osoasa avasculard avea o lungime de aprimativ 2 cm, a fost important testarea
puncte diferite (P1, P2, P3), respectiv urmarirea cresterii celulare a avut loc in fiecare punct
separat.

Una din caracteristicile colorantului PKH26 Red, este scaderea impulsului in timpul
multiplicarii celulare. Scaderea este determinatd de diluarea progresivd a acestuia in timpul
diviziunii celulare succesive. Aceastd diluare poate afecta vizibilitatea si precizia urmaririi

celulelor pe parcursul multiplicarii. Astfel, la ziua a 6-a de la insamantare, s-a efectuat
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coloratiasuplimentara a celulelor cu solutie Calcein pentru aprecierea exacta a numarului total de

celule viabile.

Figura 18. Celule stem primare (BM MSC). Coloratia PKH26. (A) imaginea celulelor
obtinute in cAmpul luminos, (B) imaginea celulelor obtinute in spectrul de absorbtie si emisie ale
fluorescentei Cy3 (oferd un auriu stralucitor), (C) imaginea celulelor obtinute in cdmpurile

suprapuse (luminos + Cy3). Scala. A, B, C: 50 um

Coloratiacu calcein (tabelul 8) este utila pentru evaluarea viabilitatii celulare si
monitorizarea celulara in timp real. Aceasta colorare a fost utilizata in studiu dat pentru a evalua
viabilitatea celulelor si pentru a face distingerea intre numarul celulelor vii si cele moarte
(calceinul nu poate patrunde in membranele celulare compromise si nu poate fi hidrolizat in
interiorul acestora). Astfel, celulele viabile emit fluorescenta verde intensa si pot fi usor vizualzate
la microscopul fluorescent. Aceasta examinare poate fi utila si la determinarea gradului de
toxicitate a unei MEC.

Tabelul 8. Protocolul pentru colorarea Calcein AM

Dezghetam un tub de Calcein AM la temperatura camerei, protejat de lumina.

Se adauga 2 pul de solutie (Calcein AM) de stoc la 198 pl PBS pentru a face o solutie de lucru
Se adauga imediat 10 pl de solutie de lucru la fiecare mL de suspensie celulard. Amestecam
proba si incubam celulele timp de 15 minute la temperatura camerei, protejam de lumina.

Analizam celulele colorate prin citometrie in flux utilizind excitatia/emisia 488/520 nm pentru
Calcein AM.

Testul de biocompatibilitate pentru MECOv

Un flacon de celule mezenchimale stem din maduva osoasa, congelat anterior (la colectarea
primara a celulelor) a fost dezghetat. Pentru aceasta, 1 ml de mediu celular specific MSC mediu,
a fost utilizat pentru a dilua celulele si a le muta intr-un tub de reactie de 50 ml. Am continuat cu
addugarea altor 8 ml de MSC mediu, tubul cu solutie a fost centrifugatd la 1200 rpm timp de 5

min. Lichidul supernatant a fost aruncat iar cu ajutorul altor 20 ml de mediu s-a solubilizat paleta
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celulara. Suspensia celularda a fost mutata intr-un flacon de culturd celulara T175 si incubata la
37°C.

Mediul celular a fost schimbat la a 3-a zi. La a 4-a zi s-a efectuat etichetarea celulard cu
ajutorul PKH26 Rosu (tabelul 7). La a 3-a zi de la etichetarea celulelor, acestea au fost insamantate
la nivelul grefei osoase compozite vascularizate. Numarul de celule a fost determinat cu ajutorul
dispozitivului Vi-celITMXR Cell Viability Analyzer. Numarul de celule insdmantate a fost egal
cu 2 mil celule/ml. Celulele stem au fost examinate si fotografiate (cu ajutorul microscopului

fluorescent Axio Observer Al) pana la coloratiacu PKH26 si dupa (figura 19 si figura 20).

Figura 19. Celule stem native din maduva osoasa. (A) campul luminos, (B) campul Cy3, (C)

campurile suprapuse (luminos + Cy3). Scala. A, B, C: 500 um

Lipsa semnalului fluorescent la examinarea celulelor in spectrul de absorbtie si emisie ale
fluorescentei Cy3 (figura 19B) denota lipsa coloratiei ceulare cu PKH26, la fel ca si imaginile la
suprapunerea campurilor (figura 19C). Celulele colorate cu PKH26 emit la examinarea sub

microscopul fluorescent semnalul celular care este inregistrat intr-o culoare aurie (figura 20).

Figura 20. BM MSC-PKH26. Examinarea microscopica. (A) campul luminos, (B) campul

Cy3, (C) campurile suprapuse (luminos + Cy3). Scala. A, B, C: 200 um

Semnalul fluorescent al BM MSC-PKH26 (inregistrat intr-o culoare aurie) pote fi usor
vizualizate dupa examinarea celulelor in campul Cy3 al microscopul fuorescent (figura 20B si

figura 20C).
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Pentru a face mai confortabila Tnsamantarea celulelor pe suprafata MECOv (depozitata dupa
decelularizare la 4°C in PBS), acesta a fost preparata prin taierea unei margini osoase, in vederea
obtinerii unei suprafete plate de aderare celulara (figura 21). Celulele stem marcate cu PKH26, au
fost insamantate pe suprafata plata a grefei (in 3 puncte diferite) precum si in interiorul pediculului
vascular. In final, pe suprafata plati a grefei au fost insamantate 3 ml de suspensie celulari, ceea
ce a reprezentat 6 mil celule. In interiorul pediculului vascular, a mai fost injectat 1 ml solutie,
adica 1 mil celule. Astfel, cresterea celulelor a fost monitorizatd separat pentru fiecare punct de
insamantare: suprafata osoasa, periostul si suprafata externd a pediculului vascular. La ultima zi
de urmarire, depiculul vascular a fost sectionat, iar lumenul vasului a fost examinat la prezenta

celulelor.

. C

Figura 21. MECOv. Aspect macroscopic. (A) grefa osoasa nativa, (B) grefa osoasa

decelularizata, (C) osteotomia laterala

Preconditionarea MECOWV a avut loc dupa acelasi protocol utilizat anterior. Grefa compozita
vascularizatd a fost plasata intr-un vas de sticla steril, incubata la 37°C in mediu specific MSC,

pentru 72 h (figura 22).

)

Figura 22. Testul de biocompatibilitate. Preconditionarea MECOv. (A) MECOv in mediu
specific MSC, (B) MECOW la finalizarea testul de biocompatibilitate

Deoarece intensitatea fluorescentei la celulelor marcate cu PKH26 Rosu scade cu fiecare
multiplicare celulard, la ziua a 6-a de la Tnsamantare s-a efectuat coloratia celulelor cu solutie
Calcein pentru aprecierea numarului exact de celulelor viabile. Coloratia a fost efectuata si pentru
celulele din interiorul pediculului vasului dupa sectionarea acestuia. Grefa osoasa a fost pastratta
in incubata la 37°C, timp de 6 zile, mediul fiind schimbat la a 3-a zi. Imaginile au fost facute in
fiecare zi, cu ajutorul stereomicroscopului Discover V8.
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3. REZULTATELE STUDIULUI
3.1 Rezultatele testului de permeabilitate vasculara pentru grefa osoasa vascularizata

Aceasta metoda de testare a functionalitatii pediculului vascular a fost utilizata pentru a
evalua perfuzia segmentului osos specific pediculului vascular ntr-un mediu controlat in vitro,
ceea ce Inseamna ca dimensiunile grefei osoase au fost ajustate in dependenta de gradul de colorare
in albatru a grefei. A fost pastrata zona colorata cel mai accentuat.

Deoarece vascularizarea osului tibial este asiguratda din mai multe surse (artera tibiala,
periostul, reteaua vasculara epifizara si metafizard), nu am asteptat o coloratia completa a grefei
in albastra. Monitorizarea atentd a perfuziei a permis observarea modului in care solutia perfuzanta
patrunde in interiorul osului. Atfel, la finisarea celor 24 ore de perfuzie, am determinat o colorare
mai intensa in 1/3 proximala a grefei comparativ cu 1/3 distala, iar dimensiunile grefei osoase au
fost ajustate de la 8 cm lungime la 5 cm lungime (figura 23). Dupa osteotomie, in regiunea diafizei
S-a observat o colorare palida, neuniforma 1n albastru a corticalei osoase din interior (figura 23 E).
Aceasta colorare fina a marginii interne a sugerat patrunderea colorantului in interiorul grefei, iar

lipsa culorii albastre in maduva osoasa a indicat necesitatea inlaturarii acesteia.

Figura 23. Rezultatele testului de perfuzie arteriala. (A) prima ora de la perfuzia solutiei pe
baza de albastru de metilen, (B) coloratiaepifizei la 24 h de la perfuzie, (C) coloratiaperiostului la
24 h de la perfuzare, (D) ajustarea dimensiunilor grefei prin osteotomia distala, (E)

coloratiadiafizei grefei la 24 h de la perfuzare

3.2 Evaluarea calitativa a eficacitatii decelularizarii pentru grefe cu divers grad de
mineralizare
Protocolul de decelularizare a fost testat initial pe 3 loturi de grefe vasculare, grefe cu

diametru diferit.
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N.B. In vederea elimindrii confuziei ulterioare, intrucit majoritatea datelor din literaturd
utilizeaza termenul de ,,vase sanguine cu diametru mic” pentru arteriole, voi utiliza combinatia
de cuvinte ,,vas cu diametru mare” pentru artera carotida, ,,vas cu diametru mediu” pentru artera
femurala si ,,vas cu diametru mic” pentru artera tibiala caudala. Consider aceasta clasificare
reald, deoarece in unele surse, clasificarea arterelor dupa diametru utilizeaza termenul de ,,vas
de calibru mic” pentru vasele cu un diametru de la 0.3 mm pana la 10 um.

Din dorinta simplificarii protocolului ales, prima grefa vasculara a fost tratatd pana la etapa
de DNaza (ultima etapa de protocol, solutia enzimatica utilizata la degradarea ADN-ului). Aceasta
prelucrare a demonstrat o eficienta partiald, sustinand mecanismul de actiune al SDS-ului, care a
solubilizat membrana celulard, facilitand distrugerea lipidica a acesteia, dar nu a avut o actiune
directd asupra degradarii ADN-ului celular. Astfel, am determinat lipsa nucleilor celulari in grefa

procesatd la coloratia H&E (figura 24C) dar prezenta din abundentd al ADN-ului la coloratia
DAPI (figura 24D).

Grefa nativa

Grefa procesata

Figura 24. Grefa vasculara cu diametru mare (artera carotidid). Examinarea histologica

calitativa. Coloratia H&E (A, C) si coloratia DAPI (B, D). Scala. A, B, C, D: 200 um

Pentru a obtine degradarea ADN-ului Tn grefele procesate, am continuat experimentul

respectand toate etapele protocolului. Astfel, dupa prelucrarea cu DNaza a grefelor vasculare, am

60



demonstrat eficacitatea decelularizarii prin lipsa nucleilor celulari si a ADN-ului, evidentiata prin
coloratiile H&E si DAPI pentru toate cele trei loturi de grefe:
1. grefele cu diametru mare (figura 25)

Grefa nativa

Grefa decelularizata

Figura 25. Grefa vasculara decelularizata (artera carotidi). Coloratia H&E. Grefa nativa (A,

B) si grefa decelularizatd (C, D). Scala. A, B, C: 200 pm; D: 100 pm

Coloratiacu H&E pentru grefa vasculara cu diametru mare, a reprezentat o MEC conservata,
cu absenta celulelor nucleate. Structura generala a peretelui arterial a fost pastrata indicand
integritatea structurala pentru MEC a grefei.

Pastrarea structurii matricei dupa decelularizare efectiva a fost evidentiatd de organizarea
distincta a fibrelor de colagen si elastind in sectiunile histologice. Aceastd structurd fibrilara
conservata poate oferi suport si rezistentd structurald esentiale pentru functionarea adecvata
precum si mediu corespunzator celulelor pentru o diferentiere specifica, edoteliala.

2. Grefa cu diametru mediu (figura 26)

In cazul grefei de calibru mediu am obtinut aceeasi pastrare a structuri peretelui arterial, cu
toate acestea nu s-a reusit pastrarea in totalitate a structurii MEC. Imaginile histologice au aratat o
structurd mai dezorganizata a fibrelor de colagen si elastind. Acest lucru poate indica o degradare

a MEC 1n timpul procesarii.
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Grefa nativa

Grefa decelularizata

Figura 26. Grefa vasculara decelularizati (artera femurala superficiali). Coloratia H&E.
Grefa nativa (A, B) si grefa decelularizata (C, D). Scala. A: 200 pm; B: 50 um; C: 100 pm,;
D: 50 pm

3. Grefa cu diametru mic (figura 27)
Imaginile histologice a grefelor de calibru mic aratd un rezultat asemanator cu grefele de
calibru mare: absenta celulelor nucleate cu pastrarea in totalitate a structurii peretelui celular si

structurii MEC.
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Grefa nativa

Grefa nativa

Figura 27. Decelularizarea completa a grefei cu diametru mic. Coloratia H&E. (A, B) grefa

nativa, (C, D) grefa decelularizata. Scala. A, C: 200 um; B: 100 pm; D: 50 pm

Rezultatele obtinute la coloratia histologici H&E au fost incurajate si de catrd lipsa
materialului de ADN la coloratia DAPI, pentru toate grefele vasculare cu diametre diferite (anexa
1, anexa 2, anexa 3). Examinarea microscopica a probelor colorate DAPI, au fost efectuate in 3
campuri de lumini diferite (cAmpul luminos, campul DAPI si intr-un final, cdmpurile au fost
suprapuse). Astfel de reproducere sunt si in toate figurile cu examinarea data, aceasta fiind util nu
doar la examinarea prezentei/absentei de ADN, dar §i structura propriu-zisd a matricei
extracelulare vasculare.

Am continuat studiul experimental cu testarea eficacitatii protocolului pentru decelularizare
grefelor osoase avasculare in complex cu periostul.

Intrucat tesutul osos reprezinti tesut dur, in vederea efectudrii examinrii histologice, a fost
nevoie sd efectudm decalcifierea tesutului osos, atit pentru grefele native, cat si pentru cele
decelularizate. Am continuat cu examinarea separatd a probelor osoase corticale si spongioase.

La examinarea histologica a probelor osoase corticale si spongioase (H&E si DAPI),
protocolul utilizat, s-a dovedit a fi eficient la etapa de eliminare a celulelor nucleate (osteocitelor)

si ADN.
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Examinarea probelor histologice pentru grefelor avasculare corticale (figura 28) denota
pentru grefele native prezenta unei MEC dense, osteocite inglobate 1n lacune si sisteme osteone.
Pe de alta parte, osul decelularizat prezinta o pastrare a MEC intacta dar fard celule nucleate in

interiorul lacunelelor osoase.

Nativ Decelularizat

Figura 28. Grefa osoasa avasculara corticala. Coloratia H&E. Grefa nativa (A, B) si grefa
decelularizata (C, D). Scala. A, C: 100 um; B, D: 50 pum;

Diferentele in densitatea si organizarea intre osul spongios si osul cortical contribuie la
stabilitatea diferitd a acestora in timpul sectiondrii pentru histologie. Osul spongios, cu o structura
mai poroasd, este mai susceptibil la deteriorare in comparatie cu osul cortical, care are o structura
compacti si mai densa. In imaginile histologice a grefei osoase spongioasi (figura 29), observim
mici deteriordri a zonelor ma poroase, aceasta se poate explica prin specificul sectiondrilor subtiri
de 5 um. Cu toate acestea, aceasta deteriorare a fost observata mai mult probelor native si nu a
reprezentat o piedica in interpretarea imaginilor histologice.

Astfel, am determinat 0 MEC bine pastrata dupa decelularizare, lipsa nucleilor celulari si

structuri de colagen bine organizate.
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Nativ Decelularizat

Figura 29. Grefa osoasa avasculara spongioasa. Coloratia H&E. Grefa nativa (A, B, C) si grefa
decelularizata (B, E F). Scala. A, B: 100 um; C, D, E: 50 um; F: 20 pm

Examinarea calitativa a decelularizarii prin coloratia DAPI pentru grefa osoase avasculara a
demonstrat lipsa ADN-ului in probele de tesut decelularizate, cu o patrarea perfecta a structurii
MEC osoase (figura 30). Deoarece sectionarea de 5 um a probelor spongioase cu porozitate mare
s-a dovedit a fi una traumatica care nu a oferit imagini informative (calitative) la colorarea DAPI
si examinarea microscopicd, examinarea DAPI pentru grefele osoase avasculare a fost efectuata

pe baza brobelor de os corticospongios.
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Nativ Decelularizat
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Figura 30. Grefa osoasi avasculari corticospongioasi. Coloratia DAPI. Grefa nativa (A, B, C)
si grefa decelularizata (D, E, F). Camp luminos (A, D), camp DAPI (B, E) si campurile
suprapuse (C, F). Scala. A, B, C, D, E, F: 100 um

Periostul la randul sdu, a fost decelularizat in componenta grefei osoase, dupa care a fost
detasat si examinat histologic asemanator tesuturilor de grefe vasculare, fiind considerat un tesut
moale. Probele pentru examinarea H&E, au fost taiate dinspre stratul extern (stratul fibros bogat
in fibroblaste) spre intern (stratul osteogen, bogat in celule progenitoare ce se dezvoltd in

osteoblaste). Astfel, am obtinut lipsa celulelor nucleate la coloratia H&E si o pastrare bunda a MEC
(figura 31).
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Nativ Decelularizat

Figura 31. Periost. Coloratia H&E. Periost nativ (A, B) si periost decelularizat (C, D).
Scala. A, C: 100 um; B, D: 100 um

Examinarea histologica DAPI a periostului, a fost efectuatd in complex cu grefa osoasa si a
determinat lipsa ADN-ului dupa procesare (figura 32).

Este important sd mentionez cd coloratia DAPI este o tehnica calitativa utilizatd pentru
evidentierea ADN-ului 1n celulele fixate. Cu toate acestea, existd limitdri in capacitatea sa de a
determina intreaga cantitate de ADN prezenta intr-o proba biologica, cum ar fi o grefa osoasa.
Penetrarea DAPI in straturile de tesut osos poate fi incompleta, in special in cazul tesuturilor mai
dense, ceea ce poate afecta evaluarea totala a ADN-ului.

De asemenea, DAPI ofera informatii despre prezenta nucleilor celulari si densitatea acestora,
dar nu furnizeaza date cantitative precise despre cantitatea de ADN. In aceste conditii, un test
suplimentar, precum cuantificarea ADN-ului, este recomandat pentru a obtine o estimare exacta a

cantitatii de ADN prezent in proba.
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Nativ Decelularizat
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Figura 32. Periost. Coloratia DAPI. Periost nativ (A, B, C) si periost decelularizat (D, E, F).
Scala. A, B, C: 200 um; D, E, F: 100 um

In concluzie citre acestd etapi de prezentare a rezultatelor, pot spune cu siguranti ci
protocolul de decelularizare elaborat pentru grefele osoase poate fi adaptat si utilizat cu succes
pentru decelularizarea grefelor vasculare, fard a pune in pericol integritatea macroscopica si
microscopicd a alogrefei. Astfel, acest protocol poate fi aplicat in mod sigur si eficient pentru
decelularizarea grefelor compozite, care includ tesut osos, periost si vase de sange, asigurand un
proces uniform si reproductibil.

Studiul a continuat cu decelularizarea grefelor osoase vacularizate. Aceste grefe au fost
examinate doar la cuantificarea ADN-ului, aceastd decizie a fost luata din mai julte considerente:
(1) eficacitatea protocolului prin examinarea calitativa a fost demontrata pe grefele avasculare, (i1)
rationalizarea timpului: decalcifierea probelor osoase pentru examinarea histologica dureaza o

luna, iar conditiile de pastrarea a grefelor pentru o perioada tat de lunga, pentru efectuarea testului
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de biocompatibilitate in vitro nu au fost elaborate, (iii) cuantificarea ADN-ului reprezinta o metoda

suficient de informativa referitor eficacitatii protocolului de decelularizare.

3.3 Evaluarea cantitativa a eficacitatii decelularizarii pentru grefele osoase vascularizate
Cuantificarea ADN-ului

Analiza statisticd a rezultatelor obtinute, a demonstrat (dupa decelularizare) o scadere
nesemnificativ statistic al ADN-ului in toate grefele pentru componenta corticala (p>0.05, 11 95%)
si o scadere semnificativ statistic al ADN-ului pentru componenta spongioasa la toate grefele
(p<0.05, Tl 95%).

Cuantificarea ADN-ului in grefa osoasa (nevascularizatd) corticospongioasa a aratat ca
tesutul osos nativ, a continut in medie 4.459+0.458 pg/mg ADN (medicana Me = 4.54733, 11 95%,
I1Q = 3.32100 - 5.59878). Dupa decelularizare, cantitatea ADN-ului a constituit 3.614+0.430
ng/mg (Me =3.676, 11 95 %, 11Q = 2.54492 - 4.68308), ceea ce constituie o scidere nesemnificativ
statistic de 20% (p=0.080). Valorile si rezultatele pentru grefa corticospongioasa la cuantificarea

ADN-ului fiind prezentate in tabelul 9 si figura 33.

Tabelul 9. Cuantificarea AND-ului pentru grefa corticospongioasa avasculara

Tipul de tesut Concentratia de ADN (ng/mg), media triplicatelor
tehnice
Proba | Proba Il Proba Il
0s corticospongios nativ 3.964 4.547 4.868
0s corticospongios decelularizat 3.156 3.676 4.01
1 p=0.080
g 4,000 T

T T
Os corticospongios nativ Os corticospongios decelularizat

Lot

Figura 33. Cuantificarea ADN-ului pentru grefa osoasa avasculara corticospongioasi nativa

vs decelularizata. Datele prezentate Tn diagrama Boxplot
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Cuantificarea ADN-ului Tn MECOv procesata prin perfuzarea solutiilor prin pedicolul
vascular a ardtat o cantitate de ADN 1in tesutul osos cortical nativ in medie 2.49922+1.415 pg/mg
(Me = 2.64733, 11 95%, 11Q = -1.01746 - 6.01591). Dupi decelularizare, cantitatea ADN-ului a
constituit 3.25922+1.153 pg/mg (Me = 3.70600, Tl 95%, 11Q = 0.39495 - 6.12349), ceea ce
constituie o crestere nesemnificativ statistic de 23%, p = 0.511 (tabelul 10, figura 34).

Cantitate de ADN 1n tesutul osos spongios nativ a constituit in medie 8.35422+1.527 pg/mg
(Me = 8.510, T1 95% 11Q = 4.55937 - 12.14908), dupi decelularizare, cantitatea ADN-ului a
constituit 0.77339+0.252 pg/mg (Me = 0.86267, 1l 95%, 11Q = 0.14525 - 1.40153), ceea ce

constituie o scadere semnificativ statistic de 91%, p = 0.012 (tabelul 10, figura 34)

Tabelul 10. Cuantificarea AND-ului pentru MECOV decelularizata dupa perfuzarea prin

artera poplitee

Tipul de tesut Concentratia de ADN (ng/mg), media triplicatelor
tehnice
Proba I Proba Il Proba 111
NATIV cortical 1.015 2.647 3.835
spongios 9.978 6.654 8.51
DECELULARIZAT | cortical 1.949 3.706 4,122
spongios 0.862 0.488 0.969
10,000 p:0012
£
z " p=0.511
=

T T T T
Mativ cortical Decelularizat cortical Mativ spongios Decelularizat spongios

Lot

Figura 34. Cuantificarea ADN-ului pentru MECOVv perfuzata pentru decelularizare prin

artera poplitee. Datele prezentate in diagrama Boxplot
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Cuantificarea ADN-ului in MECOV procesata prin perfuzarea solutiilor prin diafiza osului,
a aratat o cantitate de ADN 1in tesutul osos cortical nativ in medie 1.36633+0.393 ug/mg (Me =
1.5640, 11 95%, 11Q = 0.38766 - 2.3450), dupa decelularizare, cantitatea ADN-ului a constituit
0.96311+0.222 pg/mg (Me =1.08633, 95% 11Q=0.40982 - 1.51640), ceea ce constituic o scadere
nesemnificativ statistica de 30%, p = 0.198 (tabelul 11, figura 35).

Cantitate ADN-ului in tesutul osos spongios nativ a constituit in medie 4.09656+0.544
ng/mg (Me = 3.93133, 11 95%, 11Q = 2.74282 - 5.45030), dupa decelularizare, cantitatea ADN-
ului a constituit 1.03089+0.070 ug/mg (Me = 1.06967, 11 95%, 11Q = 0.85464 - 1.20714), ceea ce
constituie o scadere semnificativ statistic de 75%, p = 0.001 (tabelul 11, figura 35)

Tabelul 11. Cuantitatea ADN-ului in MECOV decelularizata dupa perfuzarea diafizara

Tipul de tesut I1 Concentratia de ADN (ng/mg), media triplicatelor
tehnice
Proba | Proba Il Proba Il
NATIV cortical 0.912 1.622 1.564
spongios 4.705 3.931 3.653
DECELULARIZAT cortical 0.706 1.086 1.097
spongios 0.949 1.069 1.074
5,000 é p:OOOl
4
g”””‘ p=0.198
1,000 ;I ? =

T T T T
Mativ cortical Decelularizat cortical Mativ spongios Decelularizat spongios

Lot

Figura 35. Cuantitatea ADN-ului in MECOV decelularizata dupa perfuzarea diafizara.

Datele prezentate in diagrama Boxplot
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Cuantificarea ADN-ului in MECOv procesata prin perfuzia solutiilor protocolului prin
pediculul vascular, utilizdnd o concentratie mai mare (1%) de detergent, a aratat o cantitate de
ADN in tesutul osos cortical nativ in medie 2.82144+0.831 pg/mg (Me = 2.6380, 11 95% 1IQ =
0.75592 - 4.88697), dupa decelularizare, cantitatea de ADN a constituit 2.97889+1.741 ug/mg (Me
=3.89967, 95% 11Q =-1.34788 - 7.30566), ceea ce constituie o crestere nesemnificativ statistica
de 5.5%, p = 0.894 (tabelul 12, figura 36).

Cantitate de ADN in tesutul osos spongios nativ a constituit in medie 19.97322+0.528 pg/mg
(Me = 20.1320, T 95%, 11Q = 18.65987 - 21.28657), dupa decelularizare, cantitatea ADN-ului a
constituit 4.60111+1.117 pg/mg (Me = 4.64567, Tl 95%, 11Q = 1.82592 - 7.37631), ceea ce

constituie o scadere semnificativ statistic de 77%, p = 0.001 (tabelul 12, figura 36).

Tabelul 12. Cuantificarea AND-ului pentru MECOVv decelularizata dupa perfuzarea prin

artera poplitee cu o concentratie de 1% SDS

Tipul de tesut Concentratia de ADN (ng/mg), media triplicatelor
tehnice
Proba | Proba Il Proba Il
NATIV cortical 2.097 2.638 3.729
spongios 20.132 19.383 20.404
DECELULARIZAT cortical 0.970 3.899 4.067
spongios 3.462 4.645 5.695
p=0.001
20,000 ?
H
E e p=0.894
= ¢

T T T T
Mativ cortical Decelularizat cortical Mativ spongios Decelularizat spongios

Lot

Figura 36. Cuantificarea AND-ului pentru MECOV decelularizata dupa perfuzarea prin
artera poplitee cu o concentratie de 1% SDS. Datele prezentate in Boxplot
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Cuantificarea ADN-ului in MECOvV procesata prin perfuzia solutiilor protocolului prin
pediculul vascular si utilizata ulterior pentru testul de biocompatibilitate, a fost in tesutul osos
cortical nativ in medie 4.47389+0.494 ug/mg (Me = 4.50833, 11 95%, 11Q = 3.24449 - 5.70329),
dupi decelularizare, cantitatea de ADN a constituit 4.29933+0.996 ug/mg (Me = 4,52033, 11 95%,
11Q = 1.82417 - 6.77450), ceea ce constituie o scddere nesemnificativ statisticd de 4.5%, p=0.799
(tabelul 13, figura 37).

Cantitate ADN-ului in tesutul osos spongios nativ a constituit in medie 9.36667+0.859
ug/mg (Me = 9.72233, 11 95%, 11Q = 7.23135 - 11.50199), dupa decelularizare, cantitatea ADN-
ului a constituit 2.37078+0.485 ng/mg (Me = 2.13467, 11 95%, 11Q = 1.16587 - 3.57569), ceea ce
constituie o scadere semnificativ statistic de 75%, p=0.001 (tabelul 13, figura 37).

Tabelul 13. Cuantificarea AND-ului pentru MECOV decelularizata dupa perfuze prin

artera poplitee si utilizata ulterior pentru recelularizare

Tipul de tesut Concentratia de ADN (pg/mg), media
triplicatelor tehnice
Proba | Proba Il Proba Il

NATIV cortical 4.950 3.962 4.508
spongios 9.991 8.386 9.722

DECELULARIZAT cortical 5.166 4.520 3.211
spongios 2.134 2.928 2.049

? p=0.001

8,000

p=0.799

6,000

2,000~

Cantitate ADN pg/mg

=

T T T T
Nativ cortical Decelularizat cortical Mativ spongios Decelularizat spongios

Lot

Figura 37. Cuantificarea AND-ului pentru MECOV decelularizata dupa perfuzare prin

artera poplitee si utilizata ulterior pentru testul de biocompatibilitate. Datele prezentate n

Boxplot
73



Catre finalul acestui compartiment, pot face urmatoarele concluzii preliminare:

Comparativ cu osul spongios nativ, osul cortical nativ contine o cantitate mult mai mica de
ADN, chiar mai mult, Tn unele cazuri cantitatea ADN-ului Tn osul nativ cortical a fost mai mica
decat in osul spongios decelularizat. Tn concluzie, pot spune ci eliminarea ADN-ului din
componenta corticala poate fi consideratd mai putin importantd decat eliminarea ADN-ului din
componenta spongiosa.

Deoarece literatura nu furnizeaza date precise despre raportul dintre cantitatea ADN-ului
prezent in grefa transplantatd si raspunsul imun provocat, presupunem ca cantitatea de ADN
ramasa 1n grefa compozitd vascularizatd decelularizata poate fi insuficientd pentru a declansa un
raspuns imun si, implicit, o rejectie acutd sau cronica a implantului osos compozit vascularizat. Cu
toate acestea, confirmarea definitiva a acestui lucru poate fi obtinuta doar in urma studiilor in vivo.

In ceea ce priveste rezultatele care indica o crestere nesemnificativa a cantitatii de ADN in
componenta corticald a grefei compozite la perfuzarea solutiilor de decelularizare prin artera
poplitee, presupun ca aceaste rezultate nu reprezinta o eroare. Pentru 3 grefe diferite, prelevate de
la 3 animale diferite, decelularizate cu perfuzarea solutiilor prin artera poplitee, am determinat
cresterea nesemnificativd a ADN-ului in zona corticala la 2 grefe. Acest fenomen poate fi explicat
prin spalarea celulelor/componentelor celulare de-a lungul structurii osoase, ceea ce a condus la
migrarea ADN-ului din regiunea spongiosa in timpul prelucrarii grefei.

Avand in vedere consideratiile de mai sus, presupun ca modalitatea de perfuzare a solutiilor
de decelularizare prin artera poplitee, ofera un rezultat mai bun la indepartarea ADN-ului din grefa
osoasd vascularizata dupa decelularizare.

3.4 Caracterizarea tesutului osos nativ vs decelularizat utilizand SEM

Examinarea prin scanare electronica a fost efectuatd pentru analiza impactul solutiilor
utilizate pentru decelularizare asupra tesutului osos. In urma procesului de analizi, fragmentele
osoase corticale, care au fost supuse acestor solutii de decelularizare, au demonstrat ca structura
lor microscopica este identicad cu cea a fragmentelor native de os. Aceastd constatare sugereaza ca
procesul de decelularizare nu a modificat Tn mod semnificativ structura MEC osoase, confirmand
eficacitatea si conservarea integritatii structurale a osului in timpul tratamentului de decelularizare
(anexa 2, figura 1).

In ceea ce priveste probele osoase spongioase, s-a constatat ci acestea sunt mai sensibile la
procesarea de decelularizare. Aceastd sensibilitate s-a manifestat prin observarea unei suprafete
mai rugoase la probele procesate in comparatie cu probele native de os spongios. In plus, structura
o0soasa si-a pierdut uniformitatea conturului pe intreaga suprafatd examinata, indicand o modificare
a aspectului microstructural al tesutului osos spongios in urma procesului de decelularizare (anexa

2, figura 2).
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3.5 Testului de biocompatibilitate in vitro pentru MEC vasculara si MEC osoasa avasculara
si MECOv
Recelularizarea in vitro a MEC vasculare

Biocompatibilitatea MEC vasculare a fost testatd prin Tnsamantarea pe MEC vasculara a
celulelor HUVEC-GFP. Celulele primare, cum ar fi HUVEC, sunt mai susceptibile la efectele
toxice ale reactivilor de transductie comparativ cu liniile celulare. De aceea, plasmidele care
exprima GFP sunt utilizate pentru transducerea celulelor HUVEC, asigurand astfel o viabilitate
adecvata pe toata durata testelor ulterioare. Celulele HUVEC-GFP emit o fluorescenta verde
intensd atunci cand sunt excitate de lumina albastra sau ultravioleta utilizatd Tn microscopia
fluorescentd. Astfel, cand GFP este exprimata in aceste celule, ele apar in campul vizual al
microscopului Tntr-o nuanta vibranta de verde fluorescent. Avantajul de baza al HUVEC-GFP este
mentinerea semnalului fluorescent dupa multiplicarea celulara. Datorita stabilitatii si persistentei
fluorescentei GFP, nu a fost necesara utilizarea altor coloranti suplimentari in testul de
biocompatibilitate a MEC vasculare. Acest aspect este important, deoarece permite monitorizarea
continud a viabilitatii celulare pe intreaga durata a testului.

Astfel, insdmantarea si monitorizarea celulard a demonstrat ca grefa vasculara decelularizata
prin protocolul utilizat, permite atasarea si sustine viabilitatea si multiplicarea celulelor
insamantate. S-a observat ocrestere progresiva a numarului de celule pe MEC vasculara timp de 8
zile, perioada pentru care s-a efectuat cresterea celulara (figura 40).

Cresterea celulelor HUVEC-GFP de la nivelul MEC vasculare au fost examinate in doua
puncte diferite si comparate cu lotul celular control, care a reprezentat culturi celulare de aceeasi
geneza (HUVEC-GFP) cultivate doar in mediu celular in unul din godeurile paletei celulare in care
a fost incubata MEC propriu-zisa (figura 38).

Atfel, cresterea celulara a Inregistrat o multiplicare pozitiva din a 2-a zi de cultivare, fara
semne de suferintd celulara (semnalul fluorencent fiind unul puternic) — figura 38A si figura 38B.
Tendinta de crestere si multimplicare satisfacaaore a fost pastrata si in ziua a 3-a si ziua a 4-a de
la insamantare.

Catre ziua a 8-a nuU S-a observat nici o diferenta semnificativa intre intensitatea fluorescentei
emisd de catre celulele de la nivelul MEC si celulele din lotul de control, ceea ce ne poate
demonstra ca MEC vasculara reprezintd o matrice biocompatibild in vitro, cu un nivel minim de

toxicitate pentru celulele Tnsamantate.
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MEC vasculara Lotul control

1000 pm

1000 pm

Figura 38. Recelularizarea MEC vasculare. Preconditionarea — 72 h. Celulele HUVEC-GFP
pe lumenul MEC vasculare. (A, B, C) ziuaa 2-a, (D, E, F) ziua a 4-a, (G, G, J) ziuaa 6-a, (K, L,
M) ziua a 8-a. Scala. A, D, G, J: 1000 um; B, C, E, F, H, I, L: 200 um; K: 100 um

La fel catre ziua a 8-a, la examinare h ansamblu a MEC (figura 38J) au fost determinate
zone In care intensitatea celulard parea a fi scazutd. Cu toate acestea, marind amplificatia de
examinare de la 1000 um la 100 um (figura 38K) s-a determinat ca de fap aceste zone erau populate
de celule, doar ca acestea aveau un semnal mai slab. Explicatia pentru acest femomen este ca, la a
8-a zi de crestere, numarul celular era prea mare si spatiul de extindere insuficient, fapt pentru care
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o parte din celule reprezentau semne de suferintd, adica un semnal fuorescent scazut. Fapt pentru
care testul a fost Intrerupr cétre aceasta zi.

MEC vascular, pentru care am incercat sa scurtez perioadade preconditionare, a demonstrat
de fapr importanta acestui proces. Preconditionarea MEC reprezintd o etapa imporatntd in
pregatirea grefei pentru insamamtarea celulelor. Pregatirea grefei intr-un mediu de cultura adecvat,
in conditii controlate, suplimentarea cu factori de crestere, inainte de insdmantarea celulelor a avut
ca scop optimizarea mediului pentru supravietuirea si functionarea celulelor insdmantate.
Scurtarea acestei pregatiri de la 72 h la 24 h s-a dovedit a fi insuficienta si, a dus la moarte celulara

a 2-a zi dupa insamantare — lipsa semnalului fuorescent verde vs lotul celular control (figura 39).

MEC vasculara Lotul control

ziua a 2-a

ziua a 5-a

Figura 39. Esecul recelularizarii MEC vasculare. Preconditionarea — 24 h. Celulelor
HUVEC-GFP pe lumenul MEC vasculare. (A, B, C) ziua 1, (D, E, F) ziua a 2-a. Scala. A, B, C,
E, F: 500 pm; D: 1000 um

Obtinerea recelularirarii in vitro a MEC osoase avasculare

Biocompatibilitatea matricei extracelulare osoase avasculare, a fost testatad prin insdmantarea
celulelor mezenchimale STEM marcate PKH26 pe grefa osoasa, in 3 puncte diferite (P1, P2, P3).
Coloratia PKH26 rosu, ne ajutd sa obtinem o culoare rosie a nucleilor celulari la examinarea
microscopicd fluorescentd. Cresterea celulard de la nivelul MEC osoase, a fost examinata in

comparatie cu lotul celular control, care a reprezentat culturi celulare (de aceeasi geneza) puse
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doar Tn mediu celular in unul din godeurile paletei celulare in care a fost incubata MECO propriu-
zisd. Am demonstrat cd grefa osoasd decelularizata prin protocolul ales, permite atasarea si
multiplicarea celulelor insamantate.

Astfel, s-a observat o crestere progresiva a numarului de celule pe carcasa extracelulara

osoasd, incepand cu ziua a 2-a a testului de biocompatibilitate (figura 40).

| P1 | P2 | P3 | lot control |

Ziua a 2-a

ziua a 4-a

Figura 40. Recelularizarea MEC osoase avasculare. Vizualizarea MB MSC-PKH26. Ziua 2
si ziua 4. (A-D) ziua a 2-a, (A, B, C) MEC osoasa, (D) lotul control. (E-H) ziua a 2-a. (E, F, G)
MEC osoasa, (H) lotul control. Scala: 100 um

Cresterea celulara a Inregitrat rezultat pozitiv si in urmatoarele zile (figura 41). Astfel, la fel
ca in cazul MEC vasculare, testul de biocompatibilitate a durat 8 zile. Catre ziua a §-a, nu s-au
observat mari diferente intre numarul celular si semnalul celulare inregistrate de la nivelul MEC
osoase si lotul celular control, ceea ce ne poate demonstra ca MEC osoasa reprezinta o matrice
biocompatibild, cu un nivel minim de toxicitate pentru celulele insamantate.

Asa cum am mentionat in capitolul anterior, coloratia PKH26 isi pierde din intensitatea
fluorescentei la fiecare multiplicare celulara. Din acest motiv, in ultima zi de cultivare celulara, s-
a mai efectuat coloratiacelulelor cu Calceina (test pentru aprecierea viabilitatii celulare), aceasta

ne oferd imagini cu nucleii celulari colorati in verde (figura 411-L).
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P1 p2 P3 lotul control

Ziua a 6-a

Ziua a 8-a

ziua a 8-a, celulele colorate in calcein

Figura 41. Recelularizarea MEC osoase avasculare. Vizualizarea MB MSC-PKH26. Ziua 6

si ziua 8. (A-D) ziua a 6-a, (A, B, C) MEC osoasa, (D) lotul control. (E-H) ziua a 8-a. (E, F, G)

MEC osoasa, (H) lotul control. (I-L) ziua a 8-a, coloratiaCalcein, (I, J, K) MEC osoasa, (L) lotul
control. Scala: 100 pm

Recelularizarea in vitro a MECOv

Biocompatibilitatea MECOyv, a fost testatd prin Tnsdmantarea celulelor mezenchimale stem
din maduva osoasd marcate PKH26. Celulele au fost insaméntate pe suprafata creata prin
osteotomie in doud puncte diferite reprezentate in imaginea grefei din figura 46 prin punctele ,,A”
si,,B”.

Suplimetar, ceulele au fost insamantate la nivelul periostului si in interiorul pediculului
vascular. Celulele insemantate pe carcasa osoasa au fost cultivate 4 zile. In ziua a 2-a au fost

determinate un numar satisfacétor de celule (figura 42).
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C soom | D 200,m,
Figura 42. Recelularizarea MECOv. Celulele MB MSC-PKH26 la ziua a 2-a. (A, C)
celulele din punctul ,,A” al MECOv, (B, D) celulele din punctul ,,B” a MECOv. Scala. A, B, C:
500 pm; D: 200 um

Dupd cum am mentionat anterior, celulelor colorate cu PKH26 emit un semnal rosu la
examinarea cu microscopul stereo. Astfel, putem observa in toate imaginile din figura 44 celulele
viabile, vizualizate sub forma de puncte de un rosu fluorescent.

Catre ziua a 4-a, s-a determinat o scadere usoara a numarului celular de pe suprafata externa
a MECOv, din aceste considerente am examinat prezenta/absenta celulelor pe un punct
suplimentar de pe suprafata externa (figura 43).

Aditional, din aceleasi considerente enumerate anterior (scaderea impulsului fluorescent
pentru PKH26 si testarea viabilitatii celulare), am efectuat coloratiasuplimentara a celulelor cu
Calcein.

Un moment important determinat in timpul testului, a fost prezenta celulelor viabile in

interiorul grefei, chiar daca celulele nu au fost Tnsdmantate in interior. La fel, in ultima zi a testarii,
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am determinat celule viabile la nivelul periostului si pe suprafata externa a pedicului vascular

(figura 44).

ziua a 4-a, colorarea PHK26

=

200 pm |

ziua a 4-a, colorarea Calcein

Figura 43. Recelularizarea MECOv. Celulele MB MSC-PKH26 la ziua a 4-a. (A, D, G)
celulele din punctul ,,A” al MECOv, (B, E, H) celulele din punctul ,,B” a MECOv, (C, F, I)
celulele din punctul ,,C” a MECOv. Scala. G, I: 500 um; A, B, C, D, E, F, H: 200 um
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Vizualizarea celulelelor Vizualizarea celulelelor
insimantate la nivelul insamantate la nivelul
periostului pediculului vascular (*)

interiorul grefei

zZiua a 4-a, celulele colorate cu PKH26

E 100 ym, F 100 pro

ziua a 4-a, celulele colorate cu Calcein

G 200 pm |

Figura 44. Recelularizarea MECOVv. Coloratia PKH26 si Calcein. Celulele la ziua a 4-

a. (A, D, G) celulele la nivelul periostului, (B, E, H) celulele la nivelul pediculului vascular, (C,
F, 1) celulelele din interiorul grefei. Scala. A, D, G, H, I: 200 um; B, C, E, F: 100 um

Colorarea suplimentara cu Calcein a permis vizualizarea celulelor tinere (figura 46G, figura
44H si figura 441), care nu contin PKH26 si respectiv nu pot fi vizualizate. Semnalul emis de
celulele viabile, colorate suplimentar cu calcein pot fi vizualizate sub forma de puncte fluorescente
verzi. Astfel, observam mai multe celule in interiorul grefei (figura 441) vs exteriorul grefei (figura
44G si figura 44H).

Catre ziua a 5-a, am examinat cresterea celuara doar la nivelul pedicolului vascular. Pentru
a avea o imagine mai clara asupra rezultatului, intucat celulele insamantate au fost injectate in
interiorul vasului, acesta a fost sectionat si deschis.Astfel, am determinat celule viabile la nivelul

tunicii externe si un numar mic de celule viabile (aglomerate celulare) la nivelul lumenului
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vascular (figura 45). Suplimentar, am efectuat colorare celulelor cu Calcein pentru intima vasului

(figura 45H si figura 451), cu toate acestea nu am determinat un numar mare de celule viabile.

ziua a 5-a, tunica vasculara

Figura 45. Recelularizarea MECOVv. Celulele de la nivelul pediculului vascular, ziua a
5-a de. Coloratia PKH26 si Calcein. (A, B, C) tunica vasculara, (D, E, F) intima vasculara. (A,
B, C, D) coloratia AKH26, (E, F) coloratia calcein. Scala. A, D, F: 200 um; B, C: 100 pm; E:
100 pm

In concluzie preliminara dupa analizarea rezultatelor acestui test, pot spune ci obtinerea
recelularizarii MEC indica faptul ca protocolul utilizat, este eficient nu doar la indepartarea
eficientd a componentelor celulare din tesut, dar si la conservarea MEC vasculare si osoase
nevascularizate. Acest protocol permite obtinerea de MEC cu grad scazut de toxicitate, care
faciliteaza cresterea si multiplicarea celulelor de origine alogena.

Existd 1nsa unele aspecte care genereaza curiozitati, In special in ceea ce priveste capacitatea
de migratie a celulelor insamantate in interiorul alogrefei compozite. Pot presupune astfel ca
celulele sunt capabile sa ajunga in interiorul MECOvV nu doar prin intermediul fluxului sanguin
dirijat de pediculul vascular, ci si prin difuzia directd, datoritd porozitatii ridicate a componente
spongioase din grefa. Acest lucru este sugerat de observatia ca celulele Tnsdmantate au patruns
usor de pe suprafata grefei In interiorul acesteia, indicand o posibild cale de difuziune prin porii

grefei.
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4. DISCUTII

Studiul dat a fost realizat pe baza elabordrii si testarii unui protocol universal de
decelularizare. Un protocol universal din considerentul ca poate fi aplicat pentru decelularizarea
tesuturilor cu diferit grad de mineralizare (tesut dur si tesut moale). Produsul final dupa obtinerea
unui astfel de protocol a fost o matrice extracelulard osoasa compozitd, biocompatibila,
vascularizata de catre pediculul sau vascular.

Elementul de baza al studiului a fost nu doar eliminarea componentelor imunogene din
compartimentul osos, vascular si periostal al grefei, dar si obtinerea unei MEC vasculare si osoase
calitative, adica cel putin biocompatibila din punct de vedere morfologic si functional. Vorbind in
ansamblu despre proprietatile trombogene ale vaselor sanguine decelularizate si despre
incapacitatea de revascularizare calitativa a segmentelor mari osoase decelularizate, studiul pare a
fi unul extrem de dificil. Totusi, sumand rezultatele obtinute si consolidand aceste rezultate cu
altele din cadrul ultimelor studii la nivel mondial, cred ca aduc un aport important in elaborarea
protocoalelor de obtinere a alogrefelor osoase compozite vascularizate obtinute prin inginerie
tisulara, care ar putea fi utilizate in tratamentul defectelor masive de os. Momentul crucial pentru
aplicarea clinica si prevenirea esecului in utilizarea osului prelucrat prin inginerie tisulara depinde
in intregime de capacitatea de neovascularizare a grefei sau constructiei [213]. Din intentia de a
scadea raspunsul imun si inflamator impotriva alogrefelor tranplantate, sunt utilizate diverse
metode de decelularizare. Cu toate acestea, anume acest tip de prelucrare altereaza cel mai mult
potentialul de neovascularizarea in vivo a grefei [214]. Din ideile expuse mai sus, studiul efectuat
a fost proiectat dupa urmatorii pasi:

1. Alegerea materiei prime pentru obtinerea MEC;

2. Determinarea metodei de prelucrare/obtinere a MEC;

3. Verificarea eficacitatii metodei de prelucrare;

4. Testarea biocompatibilitatii prin recelularizarea in vitro a MEC obtinute.
Alegerea materiei prime pentru obtinerea MEC

Studiul dat a fost efectuat pe baza de MEC naturala. Disponibilitatea si potentialul
angiogenic a MEC naturale au fost doua din argumentele de baza catre alegerea facuta.

Potentialul angiogenic a unei MEC este in mare parte proportional cu capacitatea sa de a
ancora celulele si a le ofert mediu corespunzator cétre diferentiere {intita.

Terapia celulara, ca terapie adjuvanta transplantarii in vivo a MEC, a fost propusa drept
solutie pentru a imbunatati supravietuirea celulelor si integrarea matricei, oferind de altfel rezultate
incurajatoare. Se considera ca prin proiectarea matricelor semisintetice sau sintetice cu proprietati
fizice si biochimice corecte, celulele incapsulate sunt directionate pentru un fenotip mai

angiogenic.
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Cu toate acestea, atasarea celulelor endoteliale la constructiile sintetice este slaba, si necesita
0 serie de manevre suplimentare pentru ca acestea sa ajunga la diferentiere [89, 215]. Astfel,
evitarea etapelor suplimentare a fost un alt argument pentru alegerea unei schele naturale. Chiar
mai mult, posibilitatea obtinerii la grefa selectata a unui pedicul vascular cu o lungime de peste 3
cm si un diametru de aproximativ 3 mm, o face usor manevrabila pe tot parcursul procesului de
prelucrare, iar porozitatea mare a componentei spongioase simplifica difuzia, atasarea celulelor si
face posibila revascularizarea mai rapida [216, 217]. Grefele tisulare de mari dimensiuni au esuat
in trecut In mare parte din cauza penetrdrii lente a vascularizatiei gazdei, ducand in cele din urma
la necroza in regiunea centrala a grefelor osoase obtinute prin IT [218]. Asa cum studiul efectuat
reprezintd un studiu experimental in vitro, lungimea si diametru satisfacator al pediculului vascular
este un mare avantaj, oferind un acces sigur al sangelui in interiorul grefei la transplantarea in vivo.

Din cele expuse mai sus, primul moment important al tezei este considerat elaborarea unui
protocol anatomic de obtinere a grefei osoase de os tibial (1/3 proximald) cu pastrarea pediculului
sau vascular incepand de la artera poplitee. Aceasta grefa a fost utilizatd in premierd ca materie
primd pentru IT in obtinerea MEC osoase vascularizate. Protocolul propus permite pastrarea
maxima/utila a lungimii pediculului si poate servi ca prototip pentru efectuarea altor studii.

Un studiu in vivo descrie o disectie anatomica asemanatoare in contextul alotransplantului
0sos vascularizat in combinatie cu tratamentul imunosupresor. Dimitra Kotsougiani si echipa,
descriu protocolul operator cu preparare grefei osoase (os tibial, 1/3 proximala), la care s-a
pastrarea pediculului vascular (artera nutritivd) cu o lungime de 2.7+0.6 mm si un diametru de
1.2+0.1 mm, aceasta a fost transplantatd ulterior sub forma de alogrefd fara nici o prelucrare
prealabila [219].

Lungimea grefei nu a fost nici ea selectata intamplator. Pe langa faptul ca am avut nevoie de
o grefa care sa fie aplicabild, pentru repararea defectelor masive de os, pastrarea proprietatilor
mecanice nu era mai putin important. Asa cum la initierea studiului, metoda de prelucrare nu era
selectata, etapa anatomica a studiului a avut ca scop obtinerea unei grefe rezistente la diferite
metode. Din considerentele ca osul spongios este mai putin rezistent, am simgit nevoia includerii
in componenta grefei si a unei potiuni corticale, asigurand grefei o carcasd mai rezistenta. Astfel,
am determinat ca grefa cortico-spongioasa este o grefa rezistenta, iar diafiza osului (componenta
corticald), fiind inclusa in grefd poate oferi o altd optiune decat pediculul vascular pentru
perfuzarea solutiilor de decelularizare. Acest moment poate fi extrem de important pentru
viitoarele studii in vivo, la care metoda de decelularizare a grefei prin diafiza osului poate fi
selectatd pentru a pdstra maxim posibil integritatea pediculului vascular.

In cele din urma, studiul ce sti la baza tezei, s-a realizat utilizand tesuturi de origine porcina

care pot fi prelucrate In contextul numeroaselor metode, cea mai populara fiind indepartarea
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continutului celular si nuclear, iar schelele obtinute fiind biocompatibile pentru insdmantare cu

anumite populatii de celule [220].

Determinarea metodei de prelucrare/obtinere a MEC

MEC este o structurd functionald complicata, esentiald in dezvoltarea, homeostazia si
repararea tesuturilor, iar metoda de decelularizare aleasa trebuie sa fie una care sa pastreze maxim
posibil toate aceste caracteristici [221, 222]. Fiecare tip de tesut solicitd o anumitd metoda de
prelucrare. In cele din urma, au fost dezvoltate diferite metode de decelularizare, fiecare dintre
acestea fiind adecvatd pentru indepartarea celulelor dintr-un anumit tip de tesut, in conditii
specifice [223]. Pornind de la ideea ca o grefa compozita necesita un protocol/metoda de prelucrare
eficienta si comuna pentru tesutul osos si vascular, analiza datelor din literatura a fost axata pe
selectarea protocoalelor ce pot indeparta eficient componenta celulard din os si pastra in acelasi
timp integritatea pediculului vascular. In urma analizei, am determinat ci metodele de
decelularizare pentru alogrefele compozite vascularizate (in special extremitati), variaza usor intre
studii [224]. Majoritatea rapoartelor folosesc aceeasi concentratie de detergent si aceiasi pasi de
prelucrare: spalare, detergent, spalare, enzime, spalare, sterilizare. Dodecil sulfat de sodiu (SDS)

s-a dovedit a fi cel mai utilizat detergent pentru decelularizare.

Din necesitatea adaptarii unui protocol pentru ambele tipuri de tesut, am analizat repetat
fiecare structura din componenta grefei:

1. 0sspongios — os poros, care poate fi usor decelularizat pe contul difuziei usoare a solutiilor.
Cu toate acestea, are o concentratie mai mare de celule vs osul cortical iar la prelucrari
indelungate 1si poate pierde structura tridimensionala, ceea ce soldeaza cu o MEC deteriorata.
De asemenea, acest tip de grefe mai pot fi sensibile la prelucrari termice, prelucrari chimice si
enzimatice indelungate (2, 3 saptamani) [225].

2. 0s cortical — os compact, cu un numar mai redus de celule, dar care se supune mai greu
procesului de decelularizare. Chiar si asa, raspunsul imun ce poate fi declansat de cétre celulele
prezente in osul cortical este 1n discutii, (asta a demonstrat pana si studiul efectuat: cantitateal
ADN-ului Tn osul cortical nativ nu depasea cu mult sau chiar era aproape de cantitatea ADN-
ului Tn osul spongios decelularizat). Grefele corticale mici se considera a fi rezistente, se
decelularizeaza usor iar in prezenta unei surse sigure de vascularizare ofera regenerare. Lipsa
vascularizatiei, duce la integrare intarziatd si necroza, in special pentru segmentele mari
osoase. Cu toate acestea, la utilizarea terapiilor adjuvante, precum factori de crestere sau
terapia celulara, sunt considerate grefe cu potential neoangiogenic accentuat atat in vivo cat si
in vitro [226, 227].

3. artere de calibru diferit — diferenta principala intre acestea se face pe contul functiei si structurii

peretelui vascular, de la 3 straturi bine dezvoltate pentru artere, pana la un singur strat de celule
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endoteliale pentru capilare [228, 229]. Decelularizarea grefelor vasculare de calibru mic este
una foarte traumatica si de cele mai multe ori duce la obtinerea MEC vasculare trombogene.
IT pentru vasele cu diametru < 6 mm este ingreunatd de permeabilitatea redusa si tonusul
scazut. Succesul limitat al materialului sintetic a dus la dezvoltarea larga a MEC naturale.
Grefele vasculare decelularizate ofera cele mai bune rezultate in transplantare, iar importanta
pastrarii arhitecturii originale 3D a grefei vasculare este extrem de importantd pentru
diferentierea celulara/recelularizarea grefei [228, 230].

4. periost — periostul este esential pentru formarea si regenerarea oaselor, are o capacitate de
regenerare remarcabild si este recunoscut pe scard largd ca fiind esential pentru procesul de
remodelare osoasa ca o sursa de celulelor progenitoare si factorilor de crestere. IT a periostului
ofera noi oportunitati pentru dezvoltarea terapiei tesutului osos [231, 232]. Grefele periostale
s-au dovedit promitatoare in regenerarea defectelor osoase masive prin stimularea
osteogenezei. Disponibilitatea lor limiteaza aplicarea clinicd pe scard larga iar in literatura
sunt raportate un numar mic de constructii pe baza de periost prelucrat prin IT. Realizarea unei
structuri pe baza de periost se asteapta sa raspunda nevoilor clinice de reparare a osului in mod
mai eficient [233, 234].

Facand in cele din urma o aranjare ierarhica finald a componentelor grefei in functie de
cantitatea de material celular/genetic ce trebuie indepartat, importanta componentei in procesul de
revascularizare dupa decelularizare, precum si gradul de distrugere/degradare a tesutului in timpul
prelucrarii, am stabilit cd componenta cea mai importantd a grefei este cea spongioasd, urmata de
componenta vasculara si periost, iar apoi de componenta corticala.

Analizand multitudinea de metode descrise in literaturd la capitolul decelularizarii
tesuturilor, solutiile ce sunt utilizate si actiunea acestora asupra componentelor celulare si
extracelulare, am determinat ca o metoda destul de populara pentru prelucrarea grefelor osoase
este demineralizarea, cu toate acestea, pe langa indepartarea componentelor celulare, osul isi
pierde si proprietatile mecanice. Din dorinta de a pastra functia de baza a osului, aceastd metoda
de prelucrare a fost exclusa din start. La prelucrarea osului cu acizii, anumite componente ale MEC
se pot solubiliza ceea ce duce din nou la demineralizarea carcasei osoase. De asemenea,
prelucrarea termicd sau/si cu acizi poate creste toxicitatea matricei [235, 236, 237]. Intr-un final
am optat pentru un protocol in care avem o solutie izotonica, un agent de chelare, un detergent si
o solutie enzimatici. In mod specific, aceasti combinatie faciliteazd o decelularizare eficients,
mentindnd concomitent integritatea colagenului si a calciului fosfat in grefele osoase spongioase
[212, 238].

Utilizarea solutiei de EDTA ca primul pas in protocol a fost realizat pe contul efectului sau

de chelare. Chelarea calciului este importanta pentru slabirea legéturilor dintre celulele din tesut,
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facilitand astfel indepartarea lor ulterioara mai usor. Fiind totusi un acid, durata de expunere a fost
una scurtd pentru a preveni distrugerea colagenului. Detergentul de baza, SDS, a fost ales in
concentratie de 0,5% din intentia de a minimaliza efectul secundar asupra MEC vasculare.

SDS este descris in literatura in concentratii diferite, variind pentru tesutul osos intre 0,5% -
3% [236, 238, 239]. Incercarea de a mari concentratia de detergent, dublu (de la 05% la 1%), cu
scopul de a obtine un rezultat mai bun, nu a schimbat semnificativ cantitatea de ADN rezidual
(figura 36), din aceste considerente am pastrat concentratia minima a detergentului ncercind sa
minimalizez efectele secundare asupra componentei vasculare si spongioase a MECOwv.

Triton X-100 a fost aplicat dupa SDS in acest studiu deoarece este un detergent neionic care
poate perturba interactiunile lipid-lipid si lipid-proteind, indepartand grasimea din grefa. Absenta
grasimii reziduald va preveni absorbtia proteinelor si va incuraja aderenta celulelor [225, 240].

Spre deosebire de solutiile de baza utilizate in decelularizare, PBS-ul este o solutie tampon
utilizata in mare parte pentru spalare si indepartarea reziduurilor celulare, mentinerea homeostaziei
osmotice (prin mentinerea pH-ul si concentratia de saruri la niveluri constante) si neutralizarea
substantelor chimice folosite in procesul de decelularizare. Acestd spalare reprezinta un pas
important in pregatirea pentru utilizarea ulterioare, deoarece majoritatea solutiilor utilizare pot
influenta intr-un mod negativ biocompatibilitatea MEC prin cresterea toxicitatii acestora [241].

Utilizarea solutiei enzimatice (DNaza) a jucat un rol important in eliminarea fragmentelor
mici de ADN celular restante in MEC vasculara (figura 24). Aceste fragmente pot fi o sursa
potentiala la declansarea reactiei imune. DNaza este selectiva tintit pentru ADN si nu afecteaza
structura 3D a MEC, aceasta a demonstrat-o chiar si examinarile histologice din acest studiu, in
care structura MEC poate fi usor vizualizata (figura 25, figura 26, figura 27, anexa 1). Prin urmare,
utilizarea DNazei permite mentinerea integritatii si functionalitatii MEC iar absenta ADN-ului
celular (anexa 1) reduce riscul de reactii imune si permite o integrare mai eficientd a celulelor
insamantate (optimizarea biocompatibilitatii) [34, 167, 242]. Fiind analizate si metodele propriu-
zise de realizare a protocolului, perfuzarea solutiilor vs centrifugarea acestora, am constatat ca de
fapt fluxul pulsatil al solutiilor este mai benefic decat fluxul continuu pentru perfuzia tisulara [34,
81, 135]. Astfel, am optat pentru perfuzarea pulsatila a solutiilor protocolului de decelularizare,
pentru grefa osoase compozita vascularizata.

Testarea protocolului s-a initiat pe tesut moale, grefe sanguine cu diferite diametre, acest
moment fiind crucial pentru atingerea obiectivului principal al studiului. Tn literatura de
specialitate, se mentioneaza despre sensibilitatea crescutd a vaselor de mic calibru (cu diametrul
mai mic de 6 mm conform unor surse, sau mai mic de 4 mm conform altora) fata de protocoalele
de decelularizare. Acestea sunt mai predispuse la traumatizare in timpul procesarii si, in

consecinta, pot deveni bioincompatibile, trombogene si insuficient de rezistente la stresul mecanic.
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Prin urmare, in cazul in care protocolul se dovedea a fi prea agresiv, rezultand intr-un pedicul
vascular incompatibil pentru anastomoza microchirurgicald, continuarea studiului pe baza acestui
protocol ar fi devenit imposibila [82, 243].

Aprecierea eficacitiatii metodei de decelularizar

Unul din criteriile cele mai simple de apreciere a eficacitatii decelularizarii sunt schimbarile
caracteristicilor macroscopice (culoarea, consistenta, rezistenta, etc.). De cele mai multe ori,
tesutul procesat capatd o culoare palida. Cu toate acestea, doar aspectul macroscopic este
insuficient pentru a determina eficienta si amploarea decelularizarii. Desi nu existd un consens
universal pentru criteriile de decelularizare, au inceput tot mai mult sa apara criteriile de baza
pentru 0 MEC standard. Esecul decelularizarii unui tesut duce la rezultate negative la implantarea
in vivo, cum ar fi un raspuns proinflamator exagerat si fibroza ulterioara [40]. S-au propus anumite
criterii de baza, relativ stricte, pentru a stabili o decelularizare suficienta, dintre acestea fac parte:
(1) lipsa materialului nuclear vizibil in analiza histologica cu H&E sau DAPI, (ii) o cantitate <50
ng de ADN dublu catenar per mg de tesut procesat, (iii) prezenta fragmentelor de ADN in tesutul
procesat <200 bp n lungime [34].

Asa cum studiul nostru a fost initiat cu decelularizarea grefelor vasculare, coloratia H&E a
fost efectuata pentru probele vasculare native si cele decelularizate. Cu toate acestea s-a observat
o sensibilitate limitata a coloratia H&E fatd de materialul nuclear, chiar daca acesta era lipsa in
grefele procesate fara prelucrarea cu DNaza (figura 24C) la coloratia DAPI s-a determinat material
nuclear din abundenta (figura 24D), din aceste considerente am decis continuarea protocolului cu
utilizarea solutiei enzimatice eliminand in asa mod toate componentele celulare.

Pentru examinarea histologica, tesutul 0sos a suportat o prelucrare suplimentara,
decalcifierea. Aceasta etapa a fost una necesard pentru a face posibila sectionarea tesutului osos
(dupa inldturarea componentelor minerale) si fixare pe lame pentru ulterioara colorare histologica.
Cel mai des utilizat agent pentru decalcifiere este EDTA, acest agent a stat si la baza solutiei
utilizate in acest studiu, {in sa mentionez ca decalcifierea nu influenteazd procesul de
decelularizare, astfel rezultatele examinarii histologice efectuate pentru probele osoase pot fi
interpretate ca fiind veridice, iar procesul de decalcifiere efectuat dupa decelularizare, pana la
examinarea histologica, nu afecteaza rezultatele propriu-zise [244, 245]. In cele din urma, am
demonstrat ca solutiile protocolului pot decelulariza calitativ tesutul moale (grefe vasculare si
perios) precum si tesut dur (tesutul osos) prin analiza histologicd a probelor native vs cele
procesate. Acestea au aratat lipsa materialului celular la coloratia H&E si DAPI.

Rezultatele cuantificariit ADN-ului pentru probelor osoase corticale si spongioase native VS
procesate s-au dovedit a fi mai mare mare decét cele recomandate (<50 ng de ADN dublu catenar

per mg de tesut procesat). Astfel de rezutate s-au determinat si in alte studii, aceasta fiind explicat
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prin faptul ca metodele utilizate pentru cuantificare au fost diferite. De cele mai multe ori, ADN-
ul este izolat din tesut si apoi cuantificat cu un test numit Pico Green, 1n acest studiu ADN-ul a
fost masurat direct in tesutul digerat cu Hoechst 33258, ceea ce ar putea duce la un fon mai mare
din cauza interferentei cu materialul digerat [84]. Cu toate aceste, interpretarea cantitativa
(statisticd) a rezultatelor obtinute la cuantificare ADN-ului a aratat o scadere nesemnificativa
statistic la nivelul osului cortical si o scadere semnificativ statistic la nivelul osului spongios
(figura 33, figura 34, figura 35, figura 36, figura 37). Gasim mai mult decat logic interpretare
datelor, intrucat osul cortical se caracterizeaza ca fiind un os dens, cu un numar de celule mult mai
scazut vs osul spongios. Tn unele probe de os cortical nativ s-a determinat o cantitatea de ADN
aproape egala cu cantitatea de ADN 1n osul spongios decelularizat (figura 35, figura 36), dar asa
cum am mentionat anterior, osul cortical contine o MEC densd, bogatd in colagen si saruri
minerale, ceea ce reprezintd un bun suport mecanic pentru MECOv [246].

Examinarea SEM a fost utilizta in acest studiu ca cel mai versatil instrument de examinare a
morfologiei microstructurii osoase. Am determinat modificari minore la nivelul componentei
spongioase a grefei vs lipsa schimbarilor la nivelul componentei corticale (anexa 2). Astfel, deduc
din consecutivitatea evenimentelor ca osul spongios supus modificarilo se poate reabsoarbi mai
usor in timpul transplantarii, asigurdnd astfel o altd proprietate importantda a MEC ideale,
biodegradarea [247].

Testarea biocompatibilitatii prin recelularizarea in vitro a MEC obtinute

Asa cum elementul de baza a unei grefe obtinute prin IT este ulterioara aplicare cu succes in
vivo, testul de biocompatibilitate efectuat in vitro este util pentru aprecierea potentialului de
aderenta si multiplicare celulara. Din momentul in care initierea angiogenezei si vasculogenezei
sunt provocarile de baza pentru astfel de tesuturi (obtinute prin IT), utilizarea celulelor endoteliale
este incurajatd. Ca sursda de celule endoteliale Tn aces studiu am utilizat celulele HUVEC, iar
mediului endotelial celular specific a fost utilizat pe toata durata testului de biocompatibilitate
(inclusiv pentru 72h de pregatire prealabila/preconditionare a MEC) si are ca scop sustinerea
proliferarii celulare [248]. Utilizarea serului fetal bovin (FBS) in componenta mediului celular
ajutd aderenta si proliferarea celulard, iar preconditionarea grefelor cu mediu celular + FBS este
utilizatd in unele lucrari ca metoda la inlaturarea ADN-ului rezidual [84, 249].

Termenul de ,,preconditionare” este utilizat pentru procesul de pregatire a MEC in intentia
de a imbunatati biocompatibilitate MEC. Aceasta etapa este o practica comuna pentru a stimula
conditiile reale pe care MEC le-ar putea intalni in vivo si pentru a asigura un rezultat maxim posibil.
Durata si intensitatea preconditiondrii variaza in functie de tipul MEC si metoda utilizata pentru
decelularizare. De cele mai multe ori, pentru preconditionarea MEC naturale si a celulelor, sunt

utilizate medii celulare speciale, factori de crestere, temperaturi specifice sau anumiti factori
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traumatici precum hipoxia indusa [250, 251]. Preconditionarea in studiul dat a fost realizata prin
incubarea MEC vasculare si osoase in mediu specific + FBS la temperatura de 37°C. Tncercarea
de a scurta perioada de incubare de la 72 h la 24 h, a aratat un rezultat negativ cu moarte celulara
la a 5-a zi dupa insamantare (figura 39), aceste rezultate au demonstrat importanta preconditionarii
grefelor.

Alegerea celulelor pentru insamantare a fost una logica. Celulele stem din maduva osoasa
Potentialul lor regenerativ — BM MSC au capacitatea de a se diferentia in multiple linii celulare,
inclusiv celule osoase si celule endoteliale. Astfel, capacitatea acestor celule de a se diferentia Tn
celule specifice necesare pentru regenerarea osoasa si vasculard este cruciald pentru evaluarea
MSC sunt adaptate structurilor osoase si au capacitatea de a interactiona cu acesta in mod natural.
Utilizarea acestor celule 1n testele de biocompatibilitate ofera informatii valoroase despre modul
n care MEC osoasa se integreaza cu celulele stem in procesul de regenerare; (iii) Disponibilitatea:
BM MSC pot fi obtinute si cultivate relativ usor [252].

Celulele HUVEC reprezinta candidatul perfect pentru MEC vasculare in primul rand din
considerentele ca sunt celule endoteliale, adica celule care captusesc intima vaselor. Aceste celule
sunt esentiale pentru formarea si mentinerea vaselor de sange [246].

Rezultatele pozitive la cresterea celulelor pe grefele osoase avasculare vs cresterea mai putin
abundenta la nivelul grefei compozite vascularizate ne poate sugera cd metoda de Insdnsamantare
celulard variazd in dependentd de tipul MEC (avasculard sau pe pedicul vascular). Metoda de
insdmantare este discutata si cercetatd intens in ultimii ani, fiind considerata la fel de importanta
precum tipul de celule si calitatea MEC. Alegerea metodei corecte poate dicta la randul sau
proliferarea, migrarea si fenotipul celulelor pe masura dezvoltarii unui nou fesut. Sunt puse in
discutie cateva momente de baza ce tine de acest proces. Spre exemplu obtinerea unei distributii
uniforme a celulelor viabile este extrem de importanta si se poate dovedi o provocare, in special
pentru structurile vasculare tubulare sau structurile 3D. Sunt investigate diferite tehnici de
insamantare, si cea mai utilizatd este picurarea suspensiei de celule pe suprafata schelei, o metoda
simpla, sigura si utila pentru grefele cu suprafete plate [253]. Eficacitatea metodei o putem observa
si in studiul dat la rezultatele testului de biocompatibilitate pentru MEC osoase si vasculare (figura
39, figura 41, figura 42).

Pentru MECOV in acest studiu, am utilizat combinarea metodelor de insamantare, adica
picurarea suspensiei cu celule pe suprafata uniformd a grefei (obtinute prin osteotomie) +
injectarea celulelor Tn pediculul vascular, fara utilizarea sistemului de perfuzie. Warren et all.

sugereazd ca perfuzia solutiilor celulare, in special rata de perfuzie imbunatateste radical numarul
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de celule, distributiile celulare si cantitatile proteinelor si mineralelor in grefele osase obtinute rin
IT vs cresterea densitatii de insamantare (celule/ml) care nu influenteaza in mod semnificativ toate
aceste caracteristici [254]. Cu toate acestea, consider ca unul din factorii care au limitat dezvoltarea
celulara pe MECOv pentru un termen mai lung decat 4 zile a fost numarul mic de celule
insamantate (1 mil celule/mil), total - 3 ml solutie. Consider aceasta cantitate insuficienta, deoarece
unele surse oferd o cantitate de 1 mil/cm?2 pentru a obtine o crestere celulara buna [256].

Tn final, pot considera destul de biocompatibilitate in vitro unul pozitiv. Aceasta ne vorbeste
despre pastrarea structurii MECOv dupa decelularizare, lipsa toxicitatii, si potentialul acestei
MECOv de a sustine aderenta, cresterea si diferentierea celulara.

Astfel, rezultatele obtinute Tn urma acestui studiu ne-au incurajat sa continudam Ccu
transplantarea in vivo a MECOV decelularizate prin protocolul testat, drept o urmatoare etapa in

cercetarea metodelor noi de tratament a defectelor mavise de os [9, 59, 66, 139, 257].
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CONSLUZII GENERALE

Treimea proximald a osului tibial reprezintd o sursd promititoare pentru dezvoltarea
alogrefelor osoase compozite vascularizate. Aceste grefe pot servi ca platforma pentru
studierea proceselor de obtinere a matricei extracelulare osoase vascularizate si decelularizate.
Metoda optima de decelularizare a grefei osoase cu pastrarea sursei de vascularizare, poate fi
un protocol pe bazda de detergent SDS cu o concentratie de 0.5% si o solutie enzimatica
(DNaza). Acest protocol permite obtinerea matricelor extracelulare osoase vascularizate,
pastrand integritatea pediculului vascular.

Utilizarea metodelor calitative (H&E, DAPI, SEM) si a celor cantitative (cuantificarea ADN-
ului) este obligatorie pentru testarea eficacitatii metodei de decelularizare a grefelor osoase
compozite vascularizate. Doar interpretarea in ansamblu a rezultatelor obtinute poate prezice
biocompatibilitatea in vivo a alogrefei.

Utilizarea celulelor HUVEC si a celulelor stem din maduva osoasa reprezinta o sursa valoroasa
de celule pentru testarea in vitro a potentialului de recelularizare a matricei extracelulare
vasculare si osoase. Obtinerea recelularizarii in vitro a MECOv poate sugera un potential

imunogen scdzut si un grad ridicat de biocompatibilitate a alogrefei.
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RECOMANDARI PRACTICE

Recomandarile ce pot fi utile pentru viitoarele studii preclinice, sunt:
Utilizarea treimei proximale a tibiei ca material sigur pentru testarea in vitro a metodelor de
obtinere a matricelor extracelulare osoase vascularizate decelularizare;
Utilizarea solutiei enzimatice in protocolului de decelularizare pentru eliminarea eficienta al
ADN-ului din componenta grefei;
Utilizarea metodelor de preconditionare a matricei extracelulare decelularizate pentru
accentuarea proprietatile de baza a acesteia si sustinerea viabilitatii, aderentei si multiplicarii
celulare;
vascularizate obtinute prin decelularizate;
Aprecierea gradului de integrare in vivo prin evaluarea procesului de remodelare a alogrefei
osoase vascularizate decelularizate si testarea rezistentei mecanice a acesteia dupa

transplantare utilizand testele functionale si imagistice.
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LISTA DE ANEXE
Anexa 1.
Examinarea calitativa a grefelor vasculare native vs decelularizate (DAPI)

Grefa nativa Grefa decelularizata

Figura 1. Grefa vasculara cu diametru mare (artera carotidi). Coloratia DAPI. Grefa nativa
(A, B, C) si grefa decelularizata (D, E, F). Camp luminos (A, D), camp DAPI (B, E) si

campurile suprapuse (C, F). Scala: 100 pm
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Grefa nativa Grefa decelularizata

Figura 2. Grefa vasculari cu diametru mediu (artera femurali superficiald). Coloratia DAPI.
Grefa nativa (A, B, C) si grefa decelularizata (D, E, F). Camp luminos (A, D), cdmp DAPI (B, E)
si campurile suprapuse (C, F). Scala: 100 pm
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Grefa nativa Grefa decelularizata

Figura 3. Grefa vasculara cu calibru mic (artera tibiala caudald). Coloratia DAPI. Grefa
nativa (A, B, C) si1 grefa decelularizata (D, E, F). Camp luminos (A, D), camp DAPI (B, E) si
campurile suprapuse (C, F). Scala. A, C, E: 100 um; B, D, F: 50 um
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Anexa 2.
Examinarea calitativa a grefelor osoase native vs decelularizate (SEM)

Nativ Decelularizat

1BO ATIF

1BO B.TIF

SE
#21362
18.221

Figura 1. Grefa osoasi corticala. SEM. Grefa osoasa nativa (A, B, C) si grefa osoasa
decelularizata (D, E, F). Scala. A, D: 500 pum; B, E: 100 um; C, F: 50 um
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Nativ Decelularizat

Figura 2. Grefa osoasa spongioasa. SEM. Grefa nativa (A, B, C) si grefa decelularizata (D, E,
F). Scala. A, D: 500 um; B, E: 100 pm; C, F: 50 um
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has participated at the 6" INTERNATIONAL
CONFERENCE ON NANOTECHNOLOGIES AND BIOMEDICAL
ENGINEERING - ICNBME-2023
Chisinau, Republic of Moldova, on September 20-23th, 2023

Alina Stoian presented the paper The Critical Size Bone Defects - In-vivo Experimental Method of the Treatment with the
Decellularized Vascularized Bone Allografts by Elena Pavlovschi, Alina Stoian, Grigore Verega, and Viorel Nacu, at the 6"
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ICNBME - 2023

We hereby certify that
Alina STOIAN

has participated at the 6" INTERNATIONAL
CONFERENCE ON NANOTECHNOLOGIES AND BIOMEDICAL
ENGINEERING - ICNBME-2023
Chisinau, Republic of Moldova, on September 20-23th, 2023

Alina Stoian presented the paper Effectiveness of Tissue Engineering in Obtaining the Extracellular Composite
Vascularized Bone Matrix by Alina Stoian, Elena Pavlovschi, Nicolae Capr os, Grigore Verega, Viorel Nacu, at the 6%

International Conference on Nanotechnologies and Biomedical Engmee
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Co-chair of ICNBME-2023 7
Esin == EE +

Mo WY ] e S = T

126



LIT &=

Laboratory of Tissue Engineering and Cells Cultures

J MD, PhD,ﬁ‘o’!ﬂr' -
cated m ersagy of Nicolae Testemitanu State University of Medecine and Pharmacy Q
sﬂiu,RepulLé oldova, the 19" of October, 2023 o x

=

CERTIFICATE

This certificate is proudly presented to

Dr. Stocare Alina

in oral and technical presentation,
recognition and appreciation of research contributions to

4TH INTERNATIONAL EUROPEAN CONFERENCE
ON INTERDISCIPLINARY SCIENTIFIC RESEARCHES
AUGUST 8-9, 2021 / WARSAW, POLAND
with the paper entitled

THE VASCULARIZED BONE ALLOTRANSPLANTATION- IN VIVO EXPERIMENT.
PRELIMINARY REPORT

P b

4 [=] [ ,
g PROF. DR. KINGA FLAGA-GIERUSZYKSKA

Honorary President of the Conference

WWW. eucongress org
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EACCME

European Accreditation Council for Continuing Medical Education

Certificate

3in1 Joint Congress

Timisoara, Romania, 28/04/2022-30/04/2022

has been accredited by the European Accreditation Council for Continuing Medical Education (EACCME®)
for a maximum of 20 European CME credits (ECMEC®s).

Each medical specialist should claim only those credits that he/she actually spent in the educational activity.

The EACCME® is an institution of the European Union of Medical Specialists (UEMS), www.uems.eu.
Through an agreement between the European Union of Medical Specialists and the American Medical Association,
physicians may convert EACCME® credits to an equivalent number of AMA PRA Category 1 Credits™. Information on the
process to convert EACCME® credits to AMA credits can be found at www.ama-assn.org/education/earn-credit-
participation-international-activities.

Live educational activities occurring outside of Canada, recognised by the UEMS-EACCME® for ECMEC® credits are deemed
to be Accredited Group Learning Activities (Section 1) as defined by the Maintenance of Certification Program of the Royal
College of Physicians and Surgeons of Canada.

Dr. ALINA STOIAN

has been awarded [20] European CME Credits (ECMEC®s)
for his/her attendance at this event

Prof. Cristian Radu Jecan, MD, PhD AT NN —
President, Romanian Association of Plastic Surgeons

Assoc. Prof. Zorin Crainiceanu, MD, PhD = J«,./y-
President, Romanian Association of Hand Surgery // =
Alexandru Nistor, MD, PhD 18
President-elect, Romanian Association for Reconstructive Microsurgery ‘Al

56 /30.04.2022
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29th Congress of the
European Association
of Tissue and Cell Banks

October 22, 2021
Virtual Congress
eatcbcongress.org

CME CERTIFICATE

This is to confirm that

Prof./Dr./MS./Mr.

ALINA STOIAN

has participated in the

29t Congress of the
European Association of Tissue and Cell Banks

and has been awarded the following amount of CME Credits (ECMEC®s)

7 CME Credits

For the Congress Office

//Z P
e fy ;
EATCB 2021, c/o wnﬁf GmbH

Alser Strasse 4
A-1090 Vienna, Austria

CME Credit Information:

The 29*" Conference of the European Association of Tissue and Cell Banks (EATCB 2021) has been accredited
the European Accreditation Council for Continuing Medical Education (EACCME®) for a maximum of 7 European
CME credits (ECMEC®s). The EACCME is an institution of the European Union of Medical Specialists (UEMS),
www.uems.net.

Through an agreement between the European Union of Medical Specialists and the American Medical
Association, physicians may convert EACCME® credits to an equivalent number of AMA PRA Category 1

Credits™. Information on the process to convert EACCME® credits to AMA credits can be found at www.ama-
assn.org/education/earn-credit-participation-international-activities.

Live educational activities occurring outside of Canada, recognised by the UEMS-EACCME® for ECMEC® credits
are deemed to be Accredited Group Learning Activities (Section 1) as defined by the Maintenance of
Certification Program of the Royal College of Physicians and Surgeons of Canada.

Congress Office: WMA GmbH, Alser Strasse 4, A - 1090 Vienna, Austria
Tel: +43 140513 83 18 - Fax: +43 1 405 13 83 918 - e-mail: organisation@eatcb.org - w: www.eatcbcongress.org
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ISAPSWORLD

The sun never sets on ISAPS.

Certificate of Attendance
Alina Stoian
attended ISAPS World
on March 27 - 28, 2021

Caguse Cunkecs (Qn@w

Nazim Cerkes, MD, PhD Ozan Sozer, MD
ISAPS President Education Council Chair

ATATII AL REPUBLICHH MOLDOVA
S TAT DE MEDICINA SI FARMACIE

JBLICA MOLDOVA

DE PARTICIPARE
STOIAN ALINA

Conferinta stiintifica XVIII
“Leziunile locomotorului, — principii minim invaz

Presedinte al Asociatiei
ortopezilor-traumatologi
din Republica Moldova
profesor universitar
Nicolae Capros
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CERTIFICATE

awarded to

Alina Stoian

certifying the completion of 42 hours of the Training Course on Intellectual Property Protection and Technology Transfer
during 1 October — 19 December 2020
organised in the framework of the Horizon2020 project “NanoMedTwin”

Project Manager
Acad. Ion Tiginyanu
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- Horizon 2020 This project has received funding from the European Union’s Horizon 2

Programme research and innovation programme under grant agreement No 810652

v
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CERTIFICATE

awarded to

Alina Stoian

certifying the completion of training visit in the Leibniz Research Laboratories for Biotechnology and Artificial Organs
(LEBAO) at the Hannover Medical School (MHH), Germany during 1 Oct 2020 — 31 Mar 2021
organised in the framework of the Horizon2020 project “NanoMedTwin”

Group leader-Tissue engineering
Andres _Hilfiker, PhD

A

Horizon 2020 L1is project has received funding from the European Union’s Horizon 2020
Programme  research and innovation programme under grant agreement No 810652
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UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE
g »NICOLAE TESTEMITANU” DIN REPUBLICA MOLDOVA

hr

HR EXCELLENCE IN RESEARCH

DIPLGMA

Se decerneaza

Doamnei Alina STOIAN
Pentru prezentarea lucrarii: Principii de decelularizare a
grefelor osoase vascularizate
Grupul de autori: Stoian Alina, Pavlovschi Elena, Nacu Viorel,
Sanja Sladic, Birgit Andre, Hilfiker Andres, Verega Grigore

CBNFERINTA STIINTIFICA ANUALA

CERCETAREA IN BIOMEDICINA SI SANATATE:
CALITATE, EXCELENTA SI PERFORMANTA

octombrie

Chisindau, Republica Moldova

Rector " W Prorector pentru activitate
Emil Ceban, de cercetare

profesor universitar, dr. hab. st. med., B s S 3

presedinte al Comitetului e Stanislav Groppa,

organizatoric al Conferintei profesor universitar, dr. hab. st. med., §
academician al ASM,
presedinte al Biroului Comitetului
stiintific al Conferintei
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E UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE
»NICOLAE TESTEMITANU” DIN REPUBLICA MOLDOVA

IPLOM

DE ONOARE
.g)/'c Jaa; . “J:/:A/J
pentru prezentarea lucrarii 4 rieRed W Sruchid

Oép’ve RE  Qq apcqceﬁ&( 0S0ase _ vosoularfyare
- .

Se decerneaza Dnei/Dlui

ExpERIMenTn! g

in cadrul Conferintei stiintifice anuale a cadrelor stiintifico-didactice,
doctoranzilor, masteranzilor, rezidentilor si studentilor

16-18 octombrie 2019

o UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE
»NICOLAE TESTEMITANU"” DIN REPUBLICA MOLDOVA

I CERTIFICAT

DE PARTICIPARE
!\ Se acord Dnei/Dlui 6@”7 B %7/&

‘ pentru participare activa la Zilele Universitatii
si Conferinta stiintifica anuala a cadrelor stiintifico-didactice,
1 doctoranzilor, masteranzilor, rezidentilor si studentilor
15-19 octombrie 2018
|

12 ore
|
|

de educatie medicala continud
,:";“ -
el )i
_ N\  .‘

-y >, %

R Qi PIEO e Rojnoveanu,
o | H i

. prorector pentru activitate stiingifica,

profesor universitar, dr. hab. st. med.
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. UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE
,NICOLAE TESTEMITANU” DIN REPUBLICA MOLDOVA

CERTIFICAT

DE PARTICIPARE
Se acorda Dnei/Dlui Stoian Alina

pentru participare activa la Zilele Universitatii
si Conferinta stiintifica anuala consacrata aniversarii a 90-a
de la nasterea ilustrului medic si savant Nicolae Testemitanu
18-20 octombrie 2017

12 ore
de educatie medicald continua
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INFORMATIE PERSONALA

Stoian Alina

EXPERIENTA PROFESIONALA

16/10/2023 — prezent

02/2020 — prezent

2020 -2023

12.2021 - 02.2022

2015-2019

Curriculum Vitae Stoian Alina

9 Republica Moldova

24 drstoianalina@gmail.com

® htips://imww.facebook.com/.alina.stoian.1694?mibextid=L QQJ4d

Sexul: F
Cetatenia: MD/RO

Cercetator stiintific

Reteaua de Sanatate Universitard, Institutul de Cercetare a Spitalului General
din Toronto, Strada College 101, Toronto, ON, M5G, 1L
Siba.haykal@yale.edu (MD, PhD, FRCSC, FACS, PI - investigator principal).

Asistent universitar
Departamentul de ortopedie si traumatologie. Clinica de Chirurgie Plastica,

Reconstructiva si Microchirurgie a Aparatului Locomotor,

Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”,
str. Stefan cel Mare 165, Chisinau, Republica Moldova MD-2004
natalia.lupu@usmf.md (resurse umane).

Cercetator stiintific stagiar

Laboratorul de Inginerie Tisulard si Culturd Celulard, Universitatea de Stat de
Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”,

str. Stefan cel Mare 165, Chisindu, Republica Moldova MD-2004.
viorel.nacu@usmf.md (MD, PhD, Profesor, sef laborator)

Cercetator stiintific voluntar

Centrul Avansat de Cercetare si Dezvoltare in Medicind Experimentala
(CEMEX), ,,Grigore T. Popa”, Universitatea de Medicind si Farmacie, lasi,
Romaénia. str. Mihail Kogalniceanu 9-13, Iasi 700259, Romania.
cemex(@umfiasi.ro

Medic rezident,

Specialitatea Chirurgie Plastica, Estetica si Microchirurgie Reconstructiva.
Institutul de Medicina de Urgenta,

str. Toma Ciorba nr.1, Chisinau MD-2004, Republica Moldova
grigore.verega@usmf.md (MD, PhD, Profesor, conducator de rezidentiat).
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STUDII

2022 -2023

2017 -2022

2014 -2019

2008 — 2014

2005 — 2008

FORMARE

Programul formarii profesionale continue

Psihopedagogie (Modulul psihipedagogic)

Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”,
str. Stefan cel Mare 165, Chisinau, Republica Moldova.

Doctorat

Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”,
str. Stefan cel Mare 165, Chisinau, Republica Moldova MD-2004
phdschool@usmf.md

Medic specialist

Specialitatea Chirurgie Plastica, Estetica si Microchirurgie Reconstructiva
Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”,

str. Stefan cel Mare 165, Chisinau, Republica Moldova MD-2004
rezidentiat@usmf.md

Medic

Facultatea Medicina Generala,

Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”
str. Stefan cel Mare 165, Chisinau, Republica Moldova MD-2004
contact@usmf.md

Elev

Profil real,

Liceul teoretic ,,Mihai Eminescu”, str. Mihai Eminescu 48, Cimislia MD-4101,
Republica Moldova

mihaieminescu@yandex.com

13.06.2022 — 16.06.2022
08.08.2022 — 12.08.2022

01.10.2020 — 31.03.2021

01.10.2020 - 19.12.2020

26.04.2017

21.06.2017 —24.06.2017

Stagiu clinic in augumentarea mamara,
Spitalul Polisano, 1A str. Izvorului, Sibiu, Romania
hsiclovan@gmail.com (supervisor)

Cercetator stagiar (mobilitate de Doctorat)

Scoala de Medicind din Hanovra, Laboratoarele de Cercetare Leibniz pentru
Biotehnologie si Organe Artificiale. Sectia Chirurgie Cardiotoracica, Transplant
s1 Vasculara. Strada Calr-Neuberg nr. 1, 30625, Hanovra, Germania.
Andree.Birgit@mh-hannover.de (PhD, supervisor)

Curs de instruire "Protectia proprietatii intelectuale si transferul de tehnologie"
(proiectul Horizon2020 nanoMedTwin), Chisinau, Republica Moldova.

AAHS (American Association for Hand Surgery) pre-congres curs avansat n
chirurgia manii

Cluj-Napoca, Romania.

Curs ISAPS (International Society of Aesthetic Plastic Surgery). Scoala de Vara

pentru Rezidenti in Chirurgie Plastica,
Poiana Brasov, Romania.
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23.06.2017-24.06.2017  Cursul didactic a Societatea Internationala de Chirurgie Plastica, Poiana Brasov,
Romania.

13.11.2017-26.11.2017  Stagiu clinic in Chirurgie Plastica, Estetica
Dr. Gustavo Abrile-Cirurgia Plastica & Spa, Av. Gdor. Roca 960, N3300NOC
Posadas, Misiones, Argentina
gustavoabrile@gmail.com (superviser)

09.11.2016 Seminar AOTrauma - Principiile actuale ale managementului fracturilor
Roadshow editia Moldova, Chisinau.

01.04.2016 - 03.04.2016  Curs ISAPS (International Society of Aesthetic Plastic Surgery). Scoala de Vara
pentru Rezidenti in Chirurgie Plastica, Poiana Brasov, Romania.

COM PETENTE PERSONALE
Limba materna Romana
Alte limbi straine INTELEGERE VORBIRE SCRIERE
cunoscute Participare la
Ascultare Citire pare Discurs oral
conversatie
Engleza Cl Cl Cl Cl B2
Rusa Cl Cl1 Cl1 Cl B2

INFORMATII SUPLIMENTARE
Conferinte/Congrese

5-6 April 51% Annual Toronto Aesthetic Plastic Surgery Symposium, Toronto, Canada.

4 April 21 Toronto Breast Surgery Symposium

3-4.11/2023 National Lymphedema Conferince, Toronto, Canada.

21-24.09.2022 ISAPS (International Society of Aesthetic Plastic Surgery) World Congress, Istanbul,
Turcia.

28-30.04.2022 3inl Joint Congress. 19" National Congress of the Romanian Association of Plastic
Surgeons. 14" National Congress of the Romanian Society of Reconstructive Microsurgery. 13" national
Congress of the Romanian Society for Surgery of the Hand, Timisoara, Romania.

22.10.2021 29" Congress of the European Association of Tissue and Cell Banks (online).
20-22.10.2021 Annual Conference SUMPh “Nicolae Testemitanu”, Chisinau, Republic of Moldova.
8-9.07.2021 4™ International European Conference on Interdisciplinary Scientific Researches, Warsaw,
Poland.

27-28.03.2021 ISAPS (International Society of Aesthetic Plastic Surgery) World Congress (online).
16-18.05.2019 International Molecular Medicine Symposium by the Bosphorus. Istanbul, Turcia.
09.05.2019- 11.05.2019 11th BAPRAS Congress, 12th National Congress of RSSH and 13th National
Congress of the RSRM, Cluj-Napoca, Romania.

16.05.2018- 19.05.2018 XV ™ Congress of the Romanian association of plastic surgeons, XII"™ Congress
of the Romanian Aesthetic Surgery Society, XX ™ Meeting of the euro mediteranean burns Council, Cluj-
Napoca, Romania.

11.05.2018-13.05.2018 10th edition of the international Medical Congress of Anti-Aging, Bucharest,
Romania.
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3-5.05.2018 7" edition of International Medical Congress for Students and Young Doctors. Chisinau,
Republic of Moldova.

24.08.2017-27.08.2017 9™ European Plastic Surgery Research Council Bucharest, Romania.
21.06.2017-24.06.2017 Romanian Aesthetic Society Natioanal Conference, Poiana Brasov, Romania.
26.04.2017-29.04.2017 The 12th National Congress of the Romanian Society for Reconstructive
Microsurgery. The National Conference of the Romanian Association of Plastic Surgeons, Cluj-Napoca,
Romania

26.04.2017-29.04.2017 The 11th National Congress of the Romanian Society for Surgery of the Hand.
Cluj-Napoca, Romania.

12.10.2016-14.10.2016 VIII ™ National Congress of the Traumatology and Orthopedy, Republic of
Moldova.

2.06.2016-11.06.2016 XIV ™ Congress of ROAPS, X ™ Congress of RASS, Bucharest Romania.
8.06.2016-11.06.2016 XIV ™ Congress of ROAPS, X Congress of RASS, Bucharest, Romania.
12.10.2016-14.10.2016 VIII ™ National Congress of the Traumatology and Orthopedy, Republic of
Moldova.

Publicatii/Articole

Two Decades of Advances and Limitations in Organ Recellularization. Alina Stoian, Aisha Adil,
Felor Biniazan, Siba Haykal. Curr. Issues Mol. Biol. 2024, 46(8), 9179-9214;
https://doi.org/10.3390/cimb46080543

Adipose-Derived Stem Cells: Angiogenetic Potential and Utility in Tissue Engineering. F
Biniazan™, A Stoian”, S Haykal. Int. J. Mol. Sci. 2024, 25(4), 2356;
https://doi.org/10.3390/ijms25042356.

Effectiveness of tissue engineering in obraining of the vascularized composite bone extracellular
matrix. Experimental study. Stoian A., Pavlovschi E., Capros N., Verega Gr., Nacu V. In:
Tiginyanu I., Sontea V., Railean S. (eds). Springer, Cham, 6th International Conference on
Nanotechnologies and Biomedical Engineering. ICNBME 2023.
https://doi.org/10.1007/978-3-031-42775-6_39

The Critical Size Bone Defects - In-Vivo Experimental Method of the Treatment with the
Decellularized Vascularized Bone Allografts. Pavlovschi E., Stoian A., Verega Gr., Nacu V. In:
Tiginyanu |., Sontea V., Railean S. (eds). Springer, Cham, 6th International Conference on
Nanotechnologies and Biomedical Engineering. ICNBME 2023.
https://doi.org/10.1007/978-3-031-42775-6_37

In vivo experimental study of the arterial supply of the rabbit posterior limb. E Pavlocschi, A
Stoian, Gr. Verega, V. Nacu. Moldovan Medical Journal. 2021.
https://doi.org/10.52418/moldovan-med-j.64-6.21.05

Evolution of the efficacy of decellularization treatment in preparing decellularized umbilical cord
artery. Malcova T., Globa L., Vascan A., Tugui E., Stoian A., Nacu V. In: Tiginyanu I., Sontea
V., Railean S. (eds). Springer, Cham, 4th International Conference on Nanotechnologies and
Biomedical Engineering. ICNBME 2019.

https://doi.org/10.1007/978-3-030-31866-6_105

Surgical treatment of infected bone defect in distal femur using island fibular flap. lordachescu,
A. Stoian, V. Mihaluta, O. catarau, M. Crudu, Gr. Verega. In: Arta Medica. ISSN 1810-1852. 2017
https://repository.usmf.md/bitstream/20.500.12710/9657/1/lordachescu_Rodica_Stoian_Alina
Mihaluta_Viorica. TRATAMENTUL CHIRURGICAL AL _DEFECTULUI OSOS_INFECTA

T.pdf
Plasty of Achilles region with propeller tendon-fasciocutaneous peroneal artery perforator flap
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after radical excision of a neglected squamous cell carcinoma. Mihaluta, V., Stoian, A.,
Iordachescu, R., Pavlovschi, E., Cociug, A., Bors, E., Smolenschi, S.,Verega, G. (2018). Archive
of Clinical Cases, 5(3), Arch Clin Cases 2018; 5(3):104-108.
https://doi.org/10.22551/2018.20.0503.10136

Some peculiarities of migration of the island fibular flap in the proximal direction bellow calf
borders. R. lordachescu, A. Stoian, V. Mihaluta, 1. Stegarescu, G. Verega. Bompocsr
PEKOHCTPYKTUBHOM U TutacTudeckoi xupypruu Ne 3 (62) centsiops’2017.
https://journals.tsu.ru/uploads/import/1627/files/02.pdf

Abstracte in cadrul congreselor si conferintelor stiintifice

Tratamentul chirurgical al defectului osos infectat la nivelul extremitatii femurale distale prin
plastie cu lambou fibular insular. R. lordachescu, A. Stoian, V. Mihaluta, O. catarau, M. Crudu,
Gr. Verega. In: Arta Medica. ISSN 1810-1852. 2017.

Managementul defectelor osoase mari prin metoda membranei induse. i
RAISCHI, Ion; STOIAN, Alina; IORDACHESCU, Rodica; DUMNAZEYV, Ruslan; CEMIRTAN. In:
Cercetarea in biomedicind si sanatate: calitate, excelentd si performanta. 2023. Chisinau, Republica
Moldova.

Evaluarea optiunilor chirurgicale si impactul acestora in maladia dupuytren: rezultate si consideratii.
FORTUNA, Elvira; CEBOTARI, Dana; ZABUTNAIA, Maria; STOIAN, Alina, MIHALUTA,
Viorica; BUZU, Dumitru. In: Cercetarea in biomedicina si sanatate: calitate, excelentd si performanta.
2023. Chisindu, Republica Moldova.

Utilizarea alogrefelor de nerv decelularizate in reconstructia defectelor de nerv periferic.
ANTON, Doina-Cezara; VEREGA, Grigore; STOIAN, Alina; NACU, Viorel. In: Cercetarea in
biomedicind si sanatate: calitate, excelenta si performanta. 2023. Chisinau, Republica Moldova.

Amniotic membrane as a source of treatment in trophic ulcer of the lower limb.
MIHALUTA, Viorica; STOIAN, Alina; VEREGA, Grigore; NACU, Viorel. In: Cells and tissues
transplantation. Actualities and perspectives. 2023. Chisinau. Republica Moldova.

Membrana amniotica decelularizatd in tratamentul ulcerelor la pacientii diabetici.

MIHALUTA, Viorica; STOIAN, Alina; IGNATOV, Olga; VEREGA, Grigore; NACU, Viorel. In:
Cercetarea In biomedicind si sandtate: calitate, excelenta si performantd. 2023. Chisinau, Republica
Moldova.

Membrana amniotica decelularizatd in tratamentul ulcerelor la pacientii diabetici.
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