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ADNOTARE

Cobzac Vitalie: ,,Grefe combinate in restabilirea defectului experimental
de cartilaj articular”, tezi de doctor in stiinte medicale.
Chisinau, 2023.

Lucrarea este expusa pe 170 pagini de text electronic si include: introducere, 6 capitole,
concluzii generale si recomanddri practice. Indicele bibliografic citeaza 255 surse literare.
Materialul ilustrativ este reprezentat in 12 tabele si 59 figuri. Rezultatele obtinute sunt publicate
in 62 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: celule stem, condrocite, grefe combinate, grefe ierarhic bifazice, tesut
osteocondral, demineralizare, decelularizare, transplantare, cartilaj hialin, populare celulara.

Scopul lucrarii: Restabilirea defectului experimental de cartilaj in articulatia genunchiului
prin utilizarea grefelor osteocondrale combinate obtinute prin inginerie tisulara.

Obiectivele cercetarii: elaborarea si optimizarea metodelor de izolare si cultivare a
celulelor cu potential condroprogenitor din tesuturi autologe - cartilaj hialin si maduva osoasa;
conceperea unei grefe osteocondrale pentru recuperarea defectelor de cartilaj articular;
transplantarea grefelor combinate cu celule cu potential condroprogenitor in defectele
experimentale; determinarea potentialului de regenerare a defectelor critice experimentale de
cartilaj articular create la nivelul suprafetei portante a articulatiei prin utilizarea grefelor
combinate, comparativ cu lotul martor.

Noutatea si originalitatea cercetirii: in premierd au fost elaborate si implementate in
practica de laborator mai multe tehnici de lucru inovationale, metode de procesare si dispozitive
ca: tehnica de prelevare a maduvei osoase pentru izolarea de celule stem, pentru realizarea
testelor in vivo cu celule autologe; metoda de cultivare a CSM, ce a permis obtinerea in primul
pasaj a unei culturi de CSM cu o puritate Tnaltd, pentru transplantare; reducerea semnificativa a
duratei izoldrii unui numar mare de condrocite cu o viabilitate inaltd si elaborarea unei noi
modalitati de izolare a celulelor prin utilizarea de explante; elaborarea i testarea a diverse tipuri
de grefe osteocondrale obtinute prin tehnici de inginerie tisulara din tesut alogen pentru
combinare cu celule autologe; elaborarea si aplicarea unui dispozitiv pentru combinarea grefelor
de dimensiuni mici cu celule; stabilirea cantitatii reale si viabilitatii celulelor la momentul
transplantarii; elaborarea unui scor histologic special pentru evaluarea obiectiva a rezultatelor
obtinute; simplificarea modalitatii de identificare a celulelor izolate prin colorarea histochimica
specifica pentru tesutul cercetat.

Problema stiintifica solutionata in teza: constad in elucidarea potentialului de regenerare
a grefelor combinate obtinute din tesut osteocondral alogen procesat prin tehnici de inginerie
tisulara si celule condroprogenitoare, dar si toate masurile suplimentare necesare pentru
realizare.

Semnificatia teoretica: rezultatele cercetarii vor servi drept dovezi stiintifice in procesul
de obtinere si utilizare a grefelor combinate, constituite din celule autologe cu potential
condroprogenitor — condrocite si celulele stem mezenchimale din maduva osoasd, cu o grefa
obtinuta prin demineralizarea si decelularizarea tesutului osteocondral alogen.

Valoarea aplicativa a lucrarii: experienta dobandita in procesul obtinerii de celule cu
potential condroprogenitor, de grefe ierarhic bifazice ce au fost testate in vitro, dar si a grefelor
combinate cu ulterioara lor testare in vivo, este utilizata ca baza in executarea lucrarilor similare
in cadrul laboratorului, de asemenea, poate fi utilda in ghidarea clinicienilor in pregatirea si
transplantarea grefelor similare.

Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele studiului experimental obtinute sunt
implementate in cadrul Laboratorului de Inginerie tisulara si culturi celulare, in procesul de
efectuare a altor teze de doctorat, in procesul de instruire a studentilor, rezidentilor si medicilor
la Catedra de anatomie si anatomie clinica, la cursul de Medicina Regenerativa in cadrul USMF
“Nicolae Testemitanu”.



AHHOTANIUA

Ko03ak Burammii: « KoMOMHMpPOBaHHBIE TPAHCIIAHTATHI VISl BOCCTAHOBJICHMSI
IKCIEPUMEHTAIBHOIO0 AeeKTa CyCTABHOIO XPSAIIa», IUCCEPTALMNS HA COMCKAHUE YUEeHO
CTeNeH! KaHauAaTa MeAuuHCcKUX HayK. Chisinau, 2023.

Pabota nznoxxena Ha 170 cTpaHuIiax 3J€KTPOHHOTO TEKCTA U COACPIKUT: BBEACHHE, 6 TJIaB,
o01ye BbIBOABI U MPAaKTHYECKHUe pekoMeHaanun. budamnorpadpuueckuit ykasarenb ccbliaeTcs Ha
255 nutepaTypHbIX HMCTOYHHMKA. Jluccepramusi MONOJHEHA WJUTIOCTPATHUBHBIM MaTEpUaioM B
Buge 12 tabmui u 59 rpadukoB. IlomydyeHHble pe3yibTaThl MpENCTaBICHBl B 62 Hay4YHBIX
MyOJUKAIUSX.

KamoueBble  cjioBa:  CTBOJOBBIE  KJIETKH,  XOHJIPOIMUTH,  KOMOHWHHPOBAHHBIC
TpaHCIUIAaHTaThl, JABYyX(a3Hble HepapXUUeCKHe TPaHCIUIAHTaThl, KOCTHO-XpSIIEBas TKaHb,
JeMUHEepaIn3anus, TEeTeIUTIONSIPU3aIIHS, TpaHCIUIAHTAIHS, THATMHOBBIN XS,

TKaHEWHKEHEPHBINA XPSILLL.

Leab ucciieqoBaHusi: BOCCTAHOBIEHUE YKCIIEPUMEHTATBLHOTO Ae(eKTa Xpsia KOJICHHOTO
cycTaBa KOMOMHUPOBAHHBIMH KOCTHO-XPSIIEBBIMU TPaHCIUIAHTATaMH, MOJTYYEHHBIMU METOJIOM
TKaHEBON UHKEHEPUH.

3agaun  ucciaenoBaHusi: pa3paboTka UM ONTUMHU3ALMS METOAOB  BBIACIEHUS U
KYJTbTUBHUPOBAHUS KJIETOK C XOHIPOMPOTCHUTOPHBIM TOTEHIIMAIOM; pa3paboTKa KOCTHO-
XpAILIEBOr0  TpPAHCIUIAaHTaTa; TPAHCIUIAHTAlUMs KOMOWHHUPOBAHHBIX  TPAHCIJIAHTAaTOB B
AKCIIEPUMEHTANbHBIC Je(DEKTHI; OINpeAeTeHHe MOTEHIMaNa PereHepaluy dKCIePUMEHTAIBHBIX
KPUTHYECKHUX Je(PEKTOB CYCTAaBHOT'O XpsIIlia, C IOMOIbI0 KOMOMHUPOBAHHBIX TPAHCILIAHTATOB.

HoBu3Ha ¥ Hay4yHasi OPUTHHAJBHOCTB: BIIEPBbIC ObUIM Pa3paOOTaHBI U BHEAPEHBI B
71a060paTOPHYIO MPAKTUKY MHHOBALMU KaK HOBBIN METOJ] 3a00pa KOCTHOT'O MO3Ta JIsl BBIJCJICHUS
CTBOJIOBBIX KJIETOK W MIpPOLEAypa UX OYMILEHUS OT KOHTAMUHAI[MOHHBIX KJIETOK; 3HAYUTEIHHO
COKpAaTUJIOCh BpeMS BBbIAEICHHS OOJBIIOT0 KOJWYECTBA XOHJPOLUTOB M pa3padoTaH HOBBIN
crioco0 BBIJENICHUSI KIIETOK C WCIOJIb30BAaHUEM JKCIUTAHTATOB; Pa3pabOTKa pa3UYHBIX THUIIOB
KOCTHO-XPSILEBbIX TPAHCIJIAHTATOB, OJYYEHHBIX METOJaMH TKaHEBOM MHXKEHEPHUH; pa3paboTKa
U TPUMEHEHHE YCTpPOMCTBA [JJsl UEUIIOJISIPU3ALMUA  MajOpa3MEPHBIX TPAHCIUIAHTATOB;
YCTaHOBJICHHE  pEAJbHOr0 KOJMYEeCTBA U  JKU3HECHOCOOHOCTH  KIETOK Ha  MOMEHT
TpaHCIUIAHTAINH; pa3pad0TKa TUCTOIOTUYECKON MIKAIBI 111 0OBEKTUBHOMN OIIEHKH MOTYyYSHHBIX
pE3yNbTaTOB; YMPOLIEHHE HIEHTU(UKALNN H30JIMPOBAHHBIX KJIETOK MyTEeM CHEU(pUYECKOro
TUCTOXMMHMYECKOTO OKPAILIMBAHUS UCCIIEyEMOM TKAHU B EMKOCTSIX JUIsl KYJIbTUBALAU KIIETOK.

Hayuynas 3amaya, pemaemas B [AUCCePTALMH: 3aKIIOYAETCAd B  BBIABICHUU
pPEreHepaTuBHOTO TMOTEHIMaTa KOMOWHHUPOBAHHBIX  TPAHCIUIAHTATOB, TIONYyYEHHBIX U3
QJUTIOTEHHOM KOCTHO-XPSAIIEBON TKaHU, OOpaOOTaHHOW METOJaMH TKAaHEBOW WHXEHEPUH U
XOHJIPOMPOTCHUTOPHBIX KJIETOK, & TAK)KE BCEX MOTOTHUTEILHBIX MEPOIPHUATHH, HEOOXOAUMBIX
JUISL MIX peas3aliu.

Teopernyeckass 3HAYMMOCTB: pe3yJbTaTbl MCCICAOBAHUN IIOCIHYXKAaT HAy4HbBIM
JI0Ka3aTeNbCTBOM B IMPOLIECCE MOJYUYECHUS U MPUMEHEHHS] KOMOMHHPOBAHHBIX TPAHCILJIAHTATOB
KIIMHUYECKUX YCIOBHSIX.

IpuxkaagHoe 3HavYeHue padOThHI: ONbBIT MOJTYYCHHBINM B MPOIECCE MOJYUYECHHS KIETOK C
XOHJPOMPOTCHUTOPHBIM  MOTCHIIMAIOM, HEPAPXHUECKUX JBYX(a3HBIX TPAHCIUIAHTATOB,
UCHBITAHHBIX N Vitro, HO W KOMOMHHUPOBAHBIX TPAHCIUIAHTATOB C HX MOCIEIYIOIIUM
TECTUPOBAHUEM INn ViVO, UCHOJb3yeTCSd B KAue€CTBE OCHOBBI JIJIsl BBINOJIHEHUS aHAJTOTHUYHOMN
paboThl B Ja0OpaTOpHHM, a TAaKXKE MOXKET OBITh TI0JIE3€H B KA4eCTBE PYKOBOJICTBO JIs
KIMHUIIUCTOB MIPH MOATOTOBKE U TPAHCILIAHTAIIMU TTOI0OHBIX TPAHCILIAHTATOB.

BHeapenue pe3yabTaToB: IOJYYEHHBIE PE3YJIbTAThl  BHEAPSIOTCA B IMPOLECCE
BBITIOJTHEHUS APYTUX JTOKTOPCKUX AMCCEPTAIHiA, B IPOIIEC OOYUCHUS CTYACHTOB, OPAMHATOPOB U
Bpaueil Ha kadenpe aHATOMHM W KIMHUYECKON aHAaTOMUHU, B Kypce Mo PereHepaTtuBHOM
MeauiuHbl [ YMO® «Hukonae Tectemunanyy.



SUMMARY

Cobzac Vitalie: “Combined grafts in the restoration of the articular cartilage
experimental defect”, PhD thesis in medical sciences. Chisinau, 2023.

The thesis is presented on 170 pages of typed electronic text and includes: introduction, 6
chapters, general conclusions and practical recommendations. Bibliographic index quotes 255
published articles. The thesis contains illustrative materials, represented in 12 tables and 59
figures. The results of the study are published in 62 scientific works.

Key words: stem cells, chondrocytes, combined grafts, biphasic hierarchical grafts,
osteochondral tissue, demineralization, decellularization, transplantation, hyaline cartilage,
regeneration, cellular population.

Aim of the study: restoration of experimental cartilage defect in the knee joint using
combined osteochondral grafts obtained by tissue engineering.

Objectives: development and optimization of methods necessary for isolation and
cultivation of cells with chondroprogenitor potential from autologous tissues - hyaline cartilage
and bone marrow; development of an osteochondral graft for regeneration of articular cartilage
defects; transplantation of grafts combined with cells with chondroprogenitor potential in
experimental defects; determination of the regeneration potential of experimental critical
articular cartilage defects created at the load-bearing surface of the joint by using combined
grafts, compared to the control group.

The scientific novelty and originality: for the first time, several innovative techniques
were developed and implemented, like processing methods and devices like the bone marrow
sampling technique for isolation of stem cells for performing in vivo tests with autologous cells;
stem cell cultivation procedure that allowed obtaining for transplantation a high purity stem cells
culture; significant reduction of chondrocytes isolation period in large amounts with high
viability, and development of a new way of cellular isolation using explants; development and
testing of various types of osteochondral grafts obtained through tissue engineering techniques;
development of a device for combining small-sized grafts with cells; establishing of the real
amount and viability of cells at the time of transplantation; development of a histological score
for objective evaluation of the regenerated cartilage; simplification of cells isolated cells
identification through specific histochemical staining for the researched tissue.

The important scientific problem solved in the thesis consists in elucidating the
regeneration potential of combined grafts obtained from allogeneic osteochondral tissue
processed by tissue engineering techniques and chondroprogenitor cells, and all the additional
measures necessary to implement them.

The theoretical importance: the research results will serve as scientific evidence in the
process of obtaining and using combined grafts, consisting of autologous cells with
chondroprogenitor potential - chondrocytes and mesenchymal stem cells from the bone marrow,
with a graft obtained by demineralization and decellularization of allogeneic osteochondral
tissue.

The applicable value of the work: the experience gained in the process of obtaining cells
with chondroprogenitor potential, of biphasic hierarchical grafts that have been tested in vitro,
but also of grafts combined with their subsequent in vivo testing, can be used as basis for
performing similar work in the laboratory, it can also be useful in guiding clinicians in the
preparation and transplantation of similar grafts.

Practical implementation: the obtained results of the experimental study are implemented
in the Tissue Engineering and Cell Culture Laboratory, in the process of carrying out other
doctoral theses, in the training process of students, residents and doctors at the Department of
Anatomy and Clinical Anatomy, at the course of Regenerative medicine within SUMPh "Nicolae
Testemitanu".
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate

Leziunile de cartilaj articular au un potential redus de regenerare si reparare intrinseca.
Deoarece este un tesut lipsit de vascularizare acesta se nutreste in mare parte doar prin difuzie
din lichidul sinovial [1, 2, 3, 58]. Totodata, organizarea structurala a cartilajului articular hialin si
fixarea condrocitelor in acesta fara posibilitatea de a se deplasa la locul de leziune, impiedica
dramatic procesul de regenerare a cartilajului [2, 4, 5, 6, 58]. Leziunile cartilajului articular
adesea sunt asimptomatice, dar pot fi cauza durerii, tumefierii si blocajului articular [8]. A fost
determinatd prezenta defectelor cartilajului articular de diferit grad la 60-66% dintre pacientii ce
au suportat un examen artroscopic legat de alte cauze [9, 10, 11, 12, 13]. Ca urmare, clinicianul
este pus In situatia de a examina minutios fiecare pacient ce prezinta dureri si un oarecare
disconfort ce au aparut la nivel de articulatie. Astfel, leziunile de cartilaj devenind o povara atat

pentru pacient, cat si pentru intreg sistemul medical [2, 5] (figura 1.1).

-

Figura 1.1. Aspectul normal al cartilajului articular de iepure. Colorare (a) Hematoxilini-

LS —~

Eozina, (b) Albastru de Toluidina cu Fast Green si (¢) Safranin O. Imagini realizate cu

microscop Optika, IM-3F la amplificarea x100.

Alterarea biomecanicii ce a aparut ca urmare a unei leziuni suportate la nivel de articulatie
va duce la degradarea artrozica progresiva a articulatiei [17, 20, 22]. Circa 12% din toate cazurile
de artroza au fost de origine posttraumatica [18]. De asemenea, a fost dovedit ca chiar si dupa
stabilizarea articulatiei traumatizate prin metode chirurgicale, oprirea degradarii articulare nu va
fi stopatd [19]. Aceast proces de degradare artrozicd a articulatiilor se datoreaza leziunilor
survenite la nivel molecular si celular ca urmare a traumatismului suportat [20], ceea de duce la
acumularea de enzime degradante si citokine, soldat cu alterarea structurii colagenului, hidratare
excesiva a matricii si fisurarea suprafetei articulare [18, 20]. De asemenea, a fost constatat ca
circa 50% din pacienti dupa o leziune severa a genunchiului au dezvoltat gonartroza pana la 20
de ani, iar daca era prezentd si o fracturd intraarticulara riscul artrozei crestea pand la 75% [18,
21, 22].

Existd o ipotezd, cd din cauza lipsei vaselor sangvine, nervilor si vaselor limfatice in

structura cartilajului articular, raspunsul inflamator la o oarecare leziune a acestuia este
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predominant condrocitar, acesta la randul lui fiind exagerat. A fost presupus cd atenuarea
precoce a acestui raspuns la leziune ar putea opri degradarea ireversibila la nivel molecular a
condrocitelor si tesuturilor articulare [21]. Pdna la momentul actual au fost descrise diverse
modalitati experimentale, non-chirurgicale de tratament a defectelor de cartilaj articular, ca
utilizarea unor compusi biologic activi de tip p188 si rotenona [21]. Fiind membranostabilizatori,
acestia inhiba sau blocheazad proteina p38 activata de stress, inhiba activarea glicogen sintazei
kinaza-3 si procesul inflamator legat de IL-6 [23, 24]. De asemenea, a fost testatd utilizarea
inhibitorilor citokinelor proinflamatorii ca antagonistii receptorilor interleukinei-1 (IL-1RA) si a
factorului de necroza tumorald-al (TNF-al). Testele pe model animal au aratat ca utilizarea
antagonistilor receptorilor IL-1RA a redus edemul osului subcondral, fibrilarea suprafetei
articulare si necroza condrocitelor. De asemenea, utilizarea antagonistului receptorilor TNF-al,
s-a soldat cu diminuarea expresiei genelor metaloproteinazelor MP-1, MP-3 si MP-13 ceea ce a
redus sinteza prostaglandinelor si a crescut sinteza de lubricina [25, 26]. Un alt grup de substante
cercetate, cu potential de inhibitie a procesului degradarii cartilajului dupa o leziune la nivel de
articulatie, au fost agentii pentru protectia matricii cartilaginoase. Din aceste substante fac parte
captatorii de specii reactive de oxigen, inhibitorii de oxid nitric, inhibitorii de citokine
inflamatorii si inhibitorii specifici de MP [27]. In testele ce au fost efectuate in vitro si pe model
animal, au fost obtinute rezultate promitatoare in utilizarea factorilor de crestere cu scop de a
stimula regenerarea cartilajului lezat prin activarea procesului anabolic al cartilajului [28].
Rezultate bune au fost obtinute si la utilizarea proteinelor morfogenetice osoase BMP-7 si BMP-
2, datorita efectelor sale anabolice si anticatabolice asupra cartilajului [29, 30, 172], printre care
se enumerd stimularea regenerdrii si repararii cartilajului articular si asigurarea integrarii
eficiente a cartilajului nou format cu cel din jur [31]. Efecte similare au fost obtinute si la
utilizarea de Insulin-like growth factor-1 in defectele de cartilaj cauzate de artroza [227]. Avand
in vedere ca metodele non-chirurgicale de tratament ale defectelor de cartilaj nu au obtinut o
raspandire vasta si raman doar la nivel de laborator si centre de cercetare, regenerarea defectelor
de cartilaj articular a devenit 1n exclusivitate povara chirurgiei ortopedice si medicinei
regenerative.

Tratamentul chirurgical al defectelor de cartilaj articular la nivelul articulatiilor mari in
soldului, genunchiului, gleznei si umarului, tratamentul cartilajului articular la nivel de sold a
fost mult mai complicat in realizare [10], iar cazurile ce ar necesita regenerarea cartilajului
articular la nivel de umar si gleznd au fost mult mai rare comparativ cu articulatia genunchiului.
Pentru a evita degradarea artrozica a articulatiei, tacticile contemporane de tratament, tind sa

repare chirugical si defectele mici de cartilaj articular, care in cazul genunchiului reprezintd <4
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cm? [8]. De reguli, scopul tratamentului leziunilor de cartilaj a fost reducerea sindromului algic,
cresterea amplitudei miscdrilor in articulatie si prevenirea sau intarzierea degradarii artrozice a
articulatiilor, ce se soldau cu invalidizarea pacientului, unde ca ultima iesire din situatie era
efectuarea artroplastiei totale [32]. La ziua de azi au fost descrise numeroase modalitdti de
tratament ale defectelor de cartilaj, din acestea fac parte diverse tehnici chirurgicale prin
implicarea maduvei osoase [4, 35], transplantarea de tesut osteocondral alogen [36, 37] sau
autolog [38, 39, 40], implantarea de condrocite autologe si CSM intr-un defect combinate sau nu
cu un suport tridimensional [41, 42, 43, 44]. Necatand la numeroase metode de tratament,
obtinerea 1n final a unui tesut cartilaginos hialin nu a fost posibila [44, 45]. Totodata, utilizarea in
regenerarea cartilajului articular a grefelor combinate cu celule cu potential condroprogenitor
ramane una de perspectiva [43, 44, 46]. A fost constatat cd grefele combinate obtinute pentru
regenerarea cartilajului articular trebuie sa consiste din structuri ce mimeaza cartilajul articular si
trebuie sa fie populate cu celule ce au potential condroprogenitor [47, 172, 230].

Scopul: Restabilirea defectului experimental de cartilaj in articulatia genunchiului prin
utilizarea grefelor osteocondrale combinate obtinute prin inginerie tisulara.

Obiectivele cercetarii:
1. Elaborarea si optimizarea metodelor de izolare si cultivare a celulelor cu potential
condroprogenitor din tesuturi autologe - cartilaj hialin si maduva osoasa;
2. Conceperea unei grefe osteocondrale pentru recuperarea defectelor de cartilaj articular;
3. Transplantarea grefelor combinate cu celule cu potential condroprogenitor in defectele
experimentale;
4. Determinarea potentialului de regenerare a defectelor critice experimentale de cartilaj
articular create la nivelul suprafetei portante a articulatiei prin utilizarea grefelor combinate,
comparativ cu lotul martor.

Noutatea stiintificii a cercetiirii. In premiera au fost elaborate si implementate in practica
de laborator mai multe tehnici de lucru inovationale, metode de procesare si dispozitive:
1. Implementarea unei tehnici inovationale de prelevare a maduvei osoase din care au fost
izolate celule stem pentru realizarea testelor in vivo cu celule autologe;
2. Elaborarea unui procedeu de cultivare a CSM ce a constat in Tnlaturarea completa a celulelor
de contaminare cand CSM ajungeau la o confluenta de 40-50%, ceea ce a permis obtinerea in
primul pasaj a unei puritati inalte a CSM transplantate;
3. Reducerea semnificativd a duratei izolarii unei cantitdti mari de condrocite cu o viabilitate
inalta;

4. Elaborarea unei modalitdti noi de izolare a celulelor prin utilizarea explantelor;

17



5. Au fost obtinute si testate diverse tipuri de grefe osteocondrale obtinute prin tehnici de
inginerie tisulard din tesut alogen pentru combinare cu celule autologe;

6. A fost elaborat si aplicat in practicd un dispozitiv nou special indreptat spre combinarea
grefelor de dimensiuni mici cu celule;

7. A fost realizatd n premierd stabilirea cantitatii reale si a viabilitatii celulelor la momentul
transplantarii;

8. A fost elaborat un scor histologic special pentru evaluarea obiectiva a rezultatelor obtinute;

9. A fost simplificatd modalitatea de identificare a celulelor izolate prin cultivarea acestora in
supraconfluenta urmata de colorarea histochimica specifica pentru tesutul cercetat.

Importanta teoretica. Rezultatele cercetarii vor servi drept dovezi stiintifice In procesul
de obtinere si utilizare a grefelor combinate, constituite din celule autologe cu potential
condroprogenitor — condrocite si celulele stem mezenchimale din maduva osoasd, cu o grefa
obtinutd prin demineralizarea si decelularizarea tesutului osteocondral alogen.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Experienta dobanditd in procesul obtinerii de celule cu
potential condroprogenitor, de grefe ierarhic bifazice ce au fost testate in vitro, dar si a grefelor
combinate cu ulterioara lor testare in vivo, este utilizata ca baza in executarea lucrarilor similare
in cadrul laboratorului. De asemenea, lucrarea poate fi utild in ghidarea clinicienilor in pregatirea
si transplantarea grefelor similare.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele obtinute in cadrul studiului
experimental au fost implementate in cadrul Laboratorului de Inginerie tisulard si culturi
celulare, n procesul de efectuare a altor teze de doctorat si de instruire a studentilor, rezidentilor
si medicilor la Catedra de anatomie si anatomie clinica, la cursul de Medicina Regenerativa in
cadrul USMF “Nicolae Testemitanu”.

Aprobarea rezultatelor cercetarii. Rezultatele studiului au fost prezentate la:

1. Al VIIl-lea congres national de ortopedie si traumatologie cu participare internationald.
Chisindu, Republica Moldova, 26-27 august 2016.

2. Conferinta Probleme actuale in traumatologie si osteosinteza. Cernduti, Ucraina, 27-28
martie 2017.

3. Simpozionul de Medicind regenerativd - stiintd practica si interdisciplinaritate. lasi,
Romania, 18-20 octombrie 2017.

4. Al 26-lea Congres anual al Asociatiei Europene a Bancilor de Tesuturi si Celule. Treviso,
Italia, 18-20 octombrie 2017

5. Al lIl-lea Congres International de Biomedicina. Sofia, Bulgaria, 17-19 noiembrie 2017.

6. Congresul Mondial al Societatii Internationale de Inginerie Tisulara si Medicinad

Regenerativa, TERMIS 2018. Kyoto, Japonia, 4-7 septembrie 2018.
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7. Expozitia Internationalda Specializatd ,,Infoinvent”. Editiile a XV-a s1 a XVI-a. Chisinau,
2017 1 2019.

8. Congresul Medical International pentru Studenti si Medici tineri, MedEspera 2018.

9. Expozitia internationald de inovare si cercetare stiintificd a studentilor ,,Cadet INOVA”
Editiile a 18-a, a 19-a si a 20-a. Sibiu, Romania, 2018, 2019 si 2020.

10. Expozitia europeana de creativitate si inovatie EUROINVENT Editiile a 10-a, a 11-a, a 12-a
si a 13-a si Conferinta Internationald de Cercetare Inovatoare-ICIR EUROINVENT Editiile
a 11-asia 13-a lasi, Romania, 2018, 2019, 2020 si 2021.

11. Salonul International al Cercetarii Stiintifice, Inovarii si Inventicii ,,Proinvent”. Editiile a
XVl-a, a XVII-a si a XVIII-a. Cluj-Napoca, Romania, 2018, 2019 si 2020.

12. Conferinta Internationala de Esteticd - Abordari Plastice si Regenerative in Medicina si
Chirurgie, CONFESTESIS-2019. Iasi, Romania, 24-26 octombrie 2019.

13. Simpozionul International de inginerie chimicd si materiale, SICHEM 2020. Bucuresti,
Romania, 17-18 septembrie 2020.

14. Congresul National al Asociatiei ,,Romtransplant”. Iasi, Romania, 23-26 septembrie 2020.

15. Conferinta Internationala de Nanotehnologii si Inginerie Biomedicald. Chisinau, 3-5
noiembrie 2021.

16. Conferinta Stiintificd Anuald a USMF ,,Nicolae Testemitanu”, Chisindu, 2017, 2018, 2020 si
2022.

Rezultatele tezei au fost discutate, aprobate si recomandate spre sustinere in cadrul sedintei

comune a Catedrei de anatomie si anatomie clinicd si a Laboratorului de inginerie tisulara si

culturi celulare, USMF ,N. Testemitanu” din Republica Moldova, Proces verbal Nr. 7 din

25.05.2023; in cadrul Seminarului stiintific de profil 341. Biotehnologii cu aplicatie in medicina,

321. Medicina generala, specialitdtile 321.24. Transplantologie, 341.01. Inginerie tisulard si

culturi celulare, Proces Verbal Nr. 3, din 21.06.2023.

Sumarul compartimentelor tezei

Teza este expusd pe 170 de pagini si consta din urmatoarele compartimente: introducere, 6
capitole, discutii de generalizare, concluzii, recomandari practice, un indice bibliografic cu 255
surse. Materialul ilustrativ este prezentat in 12 tabele si 59 figuri.

Capitolul 1 al tezei ,,Cartilajul articular — structura, ontogeneza, etiopatogeneza
leziunilor de cartilaj articular, clasificare si metode de tratament” prezinta o culegere a celor
mai recente date stiintifice referitoare la cartilajul articular. Principiile de functionare a
cartilajului articular pana la ziua de azi nu sunt complet elucidate, insa este cunoscut faptul ca
acesta este un tesut cu proprietati vasco-elastice activitatea normald a caruia depinde de calitatea

stimulilor mecanici cédrora este supus zilnic, aportul de nutrienti, evacuarea deseurilor si varsta.
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Se considera cd lipsa vaselor sangvine, a nervilor si vaselor limfatice In structura cartilajului
articular, in caz de leziune, este cauza unui raspuns inflamator exagerat ce duce treptat la
cresterea semnifcativa a zonei afectate. Existd numeroase cazuri de defecte ale cartilajului
asimptomatice, iar metodele de tratament nechirugical nu sunt eficiente. La ziua de azi exista
numeroase tehnici de tratament chirurgical ce au scopul de a regenera sau restaura cartilajul
articular, cu obtinerea in final in majoritatea cazurilor a tesutului fibrocartilagenos in loc de
cartilaj hialin.

Capitolul 2 al tezei ,,Metodologie generala” contine prezentarea generala a studiului
efectuat cu calcularea numarului de animale necesare pentru formarea loturilor pentru studiul
experimental in vivo. De asemenea, in acest capitol sunt descrise criteriile de includere si
excludere a animalelor in cercetare, dar si protocoalele de preparare si stocare a reactivilor
necesari pentru efectuarea studiilor in vitro si in vivo. Protocoalele utilizate fiind cele de
preparare a mediilor de izolare si culturd celulard pentru condrocite si CSM, a mediului de
diferentiere condrocitard din CSM, protocoale necesare pentru pregdatirea solutiilor enzimatice,
pentru efectuarea testelor de citotoxicitate cu MTT, microscopie fluorescentd cu DAPI si
examinare microscopica cu scop de determiare a GAG. Pe linga acesta, in acest capitol mai sunt
descrise tehnica de efectuare a anesteziei animalului si metodele de prelucrare statistica a datelor.

In capitolul 3 al tezei ,,Izolarea, cultivarea si identificarea celulelor stem mezenchimale
din maduva osoasd” a fost testata eficacitatea izolarii CSM din MO, cultivarea si diferentierea
celulelor pe cale condrocitara cu scop de a demonstra ca celulele obtinute sunt CSM si nu alte
celule de origine mezenchimald. De asemenea, a fost demonstrat ca chiar un singur ml de
maduva osoasd prelevatd de la animalele experimentale prezintd o cantitate suficienta pentru a
obtine un numar mare de CSM cu capacitate de diferentiere, ce pot fi utilizate pentru testele in
vitro sau in vivo pe animale

Capitolul 4 ,,Izolarea si cultivarea condrocitelor din cartilajul articular de iepure” se
referd la optimizarea procesului de izolare si cultivare a condrocitelor din cartilajul articular prin
reducerea perioadei de expunere a cartilajului articular hialin la digestia cu solutii enzimatice
utilizate cu scop de a elibera condrocitele din acesta. A fost dovedit cd reducerea duratei
expunerii la enzime ca urmare a utilizarii metodei de monitorizare continud, permite izolarea
unui numar mai mare de condrocite cu o viabilitate inalta.

Capitolul 5 ,,Obtinerea grefei bifazice din tesut osteocondral prin tehnici de inginerie
tisulara” este dedicat in intregime procesului de obtinere, testare si selectare a grefei ce ulterior
a fost combinata cu condrocite sau CSM izolate dupa metodele stabilite in capitolele precedente.
Cu acest scop a fost determinatd concentratia de ADN, au fost efectuate teste de

biocompatibilitate celulard prin evaluarea citotoxicitatii si potentialului de populare celulard a
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probelor. Pe langa aceasta, au fost determinate viteza de degradare enzimatica, gradul de
hidrofilie si modulul de elasticitate a probelor. In urma testelor efectuate, pentru continuarea
cercetarilor in vivo a fost selectatd grefa osteocondralda demineralizata, decelularizatd cu solutie
de 1% SDS.

In capitolul 6 ,Testarea in vivo a grefelor combinate in regenerarea cartilajului
articular” au fost create loturile experimentale de animale la care intr-un defect critic creat pe
suprafata portantd a condilului femoral medial au fost implantate grefele selectate in studiul
precedent si combinate cu condrocite si CSM autologe. Lotul martor a fost reprezentat prin
defectele de cartilaj ce au fost tratate prin transfer de tesut osteocondral autolog prelevate de pe
zonele neportante ale cartilajului articular. Animalele au fost scoase din experiment la 6 si 12
saptdmani. Evaluarea rezultatelor a fost efectuatd prin colorarea sectiunilor cu Hematoxilina-
Eozina, Safranin O si Albastru de toluidina cu Fast Green. Cu scop de evaluare obiectiva a fost
creat Scorul unificat al cartilajului regenerat, conform céruia 2 experti au evaluat independent
rezultatele, iar datele obtinute au fost evaluate statistic pentru a putea deduce concluzii obiective.

In ultimul capitol ,,Discutii de generalizare” au fost comparate rezultatele studiilor intre
ele si clarificate unele aspecte ale izolarii si cultivarii celulelor. De asemenea, in capitolul
respectiv a fost facutd o paralela cu studii similare elucidand punctele slabe si forte ale lucrarilor.

Compartimentul ,,Concluzii generale” a inclus analiza sumara a rezultatelor obtinute in
cadrul studiilor efectuate, cu accentuarea eficacitdtii utilizarii metodelor si dispozitivelor
elaborate in cadrul cercetarii, iar compartimentul ,,Recomandari practice” include momente
importante 1n realizarea eficienta a cercetarilor cu caracter similar.

Cuvinte-cheie: celule stem, condrocite, grefe combinate, grefe ierarhic bifazice, tesut

osteocondral, demineralizare, decelularizare, transplantare, cartilaj hialin, populare celulara.
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1. CARTILAJUL ARTICULAR - STRUCTURA, ONTOGENEZA,
ETIOPATOGENEZA LEZIUNILOR DE CARTILAJ ARTICULAR,
CLASIFICARE SI METODE DE TRATAMENT

1.1 Structura cartilajului articular.

Cartilajul articular reprezintd un tesut conjunctiv de tip hialin inalt specializat al
articulatiilor diartrodiale cu proprietdti vasco-elastice unice, functia principalda a caruia este
asigurarea unei suprafete netede [2, 8, 42, 94, 102, 110], lubrifiate pentru un grad scazut de
frictiune si facilitarea transmiterii sarcinilor catre osul subcondral [42, 48, 103]. Cartilajul
articular uman are o grosime de aproximativ 2-4 mm, este compus n mare parte din apa ce
reprezinta 65-80% din volum si dintr-o matrice extracelulard densd ce contine 2-5% de celule

inalt specializate, numite condrocite. Cartilajul articular este lipsit de inervatie, vase sangvine si

limfatice [2, 7, 15, 48, 49].

A/ Suprafata articulara B
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Figura 1.2. Schema structurii cartilajului articular sanitos: A — organizarea celulelor
cartilajului articular pe zone; B — repartizarea fibrelor de colagen pe zone (desen preluat si

tradus din Sports Health. 2009;1(6):461-8 [2]).

Cartilajului articular hialin in dependenta de repartizarea fibrelor de colagen si a celulelor
din cadrul matricei extracelulare constd din 4 zone si 3 regiuni [2] (figura 1.2). Zonele
cartilajului articular sunt: superficiala, medie, profunda si de cartilaj calcificat [2, 49, 102].

e Zona superficiald reprezinta circa 10-20% din grosimea cartilajului, contine un numar mare de
condrocite aplatizate, este in contact direct cu lichidul sinovial, protejeaza straturile profunde
de fortele de frictiune, tractiune si compresiune. In aceasti zoni fibrele de colagen au o

structura densa si sunt aranjate paralel fatd de suprafata articulard [2, 50]. Condrocitele zonei
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superficiale produc o pelicula fluida, glicoproteica, foarte subtire numita lubricind, ce asigura
lubrifierea suprafetelor articulare si reduce efectul fortelor de frecare si uzurd in timpul
incarcdrii ciclice normale din timpul mersului [26, 51, 102].

e Zona medie sau zona de tranzitie, din punct de vedere functional si anatomic aceasta
reprezintd trecerea de la zona superficiald la cea profunda [2, 15]. Zona respectiva asigura
rezistenta cartilajului articular la fortele de compresiune si constituie circa 40-60% din
grosimea cartilajului [2]. In cadrul acestei zone fibrele de colagen sunt mai groase ca in zona
superficiald si au o repartizare oblicd, iar condrocitele sunt sferice si cu o densitate mica [2,
48].

e In zona profunda fibrele de colagen au o aranjare perpendiculara fati de suprafata articulara
[2, 48]. Aceasta zond asigurd cea mai inaltd rezistentd fatd de fortele de compresiune,
reprezintd 30% din grosimea cartilajului articular, dispune de cea mai mare grosime a fibrelor
de colagen ce au o orientare radiald [15, 48], cea mai inalta concentratie de proteoglicani si
cea mai mica concentratie de apa [15]. Condrocitele sunt aranjate in coloane ce au orientare
verticald fatd de linia articulara si paralel fibrelor de colagen. Zona profunda este separatd de
zona cartilajului calcificat prin linia de demarcare [2, 48].

e Zona cartilajului calcificat joaca un rol important in fixarea cartilajului de os. Aceasta este
realizata prin ancorarea fibrelor de colagen a zonelor profunde la osul subcondral [2]. Aceasta
zond detine o populatie foarte saraca de condrocite hipertrofiate [2, 8, 48], iar prin perforatiile
placii osului subcondral din osul subcondral trabecular patrund ramificatii subtiri de artere,
vene si nervi [48, 88, 89]. Densitatea acestor perforatii este cea mai inalta in zonele puternic
solicitate ale cartilajului articular [2, 52, 90].

Matricea extracelulard a cartilajului articular se Tmparte in 3 regiuni: pericelulara,
teritoriald si interteritoriala [2, 48]. Delimitarea acestor regiuni se face in dependenta de raportul
fatd de condrocite, compozitia chimicd, grosime si orientarea fibrelor de colagen [15, 48].

e Regiunea pericelulard este un strat subtire adiacent condrocitului, ce il Tnconjoard, este
compusd din proteoglicani, glicoproteine si alte proteine necolagenice, avand functia de
transmitere a semnalului de actiune mecanica prin cartilaj [2, 53].

e Regiunea teritoriald este compusd dintr-o retea de fibre de colagen ce inconjoara regiunea
pericelulara, cu functie de protectie contra socurilor mecanice si Incarcarii mecanice Inalte a
acesteia [2, 54, 55].

e Regiunea interteritoriald constd dintr-o cantitate mare de proteoglicani si asigurd realizarea
proprietatilor biomecanice a cartilajului articular [54, 56]. Aceastd zona se caracterizeaza prin

orientarea aleatorie a fasciculelor fibrelor de colagen — in zona superficiala fibrele sunt
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dispuse paralel cu suprafata cartilajului, in zona medie oblic si in zona profunda perpendicular
fata de suprafata articulara [2].

1.1.1 Matricea extracelulara

MEC este compusa din agregate mari de proteoglicani (PG) care constau dintr-o molecula
de acid hialuronic la care sunt atasate aproximativ 100 molecule de glicozaminoglicani (GAG)
[26, 50, 58]. Din acesti PG, agrecanul este principalul PG al cartilajului articular (CA), ce consta
dintr-o baza proteicd, GAG si lanturi de oligozaharide [2, 48, 57, 58]. Matricea extracelularad a
cartilajului articular este puternic hidratatd. In timpul compresiei dinamice a cartilajului ce
induce deformarea celulelor si MEC [226], in cartilaj patrunde apa ce asigurd transportul si
distribuirea de nutrienti, citokine macromoleculare, factori de crestere, enzime si alte substante
prin cartilaj [2, 225, 226], catre condrocite, dar si asigura lubrifierea suprafetei articulare [26, 50,
58, 70, 82]. Aproximativ 30% din apa cartilajului articular se afla sub forma de gel in spatiul
interfibrilar al fibrelor de colagen, iar la aplicarea unei compresiuni graduale pe cartilaj, aceasta
poate migra prin matricea extracelulara [225]. Totusi, rezistenta din interiorul cartilajului contra
acestui flux de apa este foarte inaltd deoarece permeabilitatea tesutului este foarte joasa [26, 48,
58, 70, 82]. Astfel, rezistenta inaltd fatd de fluxul de apa prin cartilaj si cresterea presiunii apei
din interiorul matricii extracelulare formeaza 2 mecanisme de baza prin care cartilajul articular
are capacitatea de a rezista la greutati semnificative, adesea semnificativ mai inalte ca greutatea
corporala [15, 48, 70].

Masa uscata a matricii extracelulare constd Tn mare parte din proteine colagenice si
proteoglicani, cantitati mici de lipide, fosfolipide, proteine necolagenice si glicoproteine [2, 15,
48]. Colagenul reprezintd aproximativ 60% din masa uscatd a cartilajului, dintre care 90-95%
este reprezentat de colagenul tip II ce formeaza legaturi cu agregate de proteoglicani [2, 48, 70],
iar restul tipurilor de colagen sunt I, IV, V, VI, IX si XI, acestia fortifica legaturile intre fibrele
de colagen tip II [2, 48, 58]. Proteoglicanii reprezinta circa 10-15% din matricea extracelulara,
cei mai esentiali pentru functionarea normald a cartilajului sunt agrecanul, decorina, biglicanul si
fibromodulina [2, 59].

1.1.2 Condrocitele

Condrocitele sunt celule inalt specializate ce 1si au originea din celulele stem
mezenchimale [2, 48, 58]. Condrocitele sunt celule active metabolic care asigurd sintetiza si
turnoverul unor volume mari de componente ale matricei extracelulare [49, 51, 55, 58] ca
colagenul, glicoproteinele, proteoglicanii si acidul hialuronic [2, 48, 51]. Condrocitele se hranesc
in mare parte prin difuzia nutrientilor dinspre suprafata articulara [72, 73], ele functioneaza intr-
un mediu cu nivel de oxigen scadzut si turnover redus [51, 58]. Condrocitele variaza dupa forma,

numadr si dimensiuni in dependentd de regiunea anatomicd a cartilajului articular. In zona
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superficiald acestea sunt aplatizate, mai mici si de o densitate mai mare comparativ cu celulele
din zonele mai profunde [2]. Fiecare condrocit isi creaza un mediu ambiant propriu specializat.
Ca consecintd condrocitele sunt iIncercuite intr-o structurd creatd In propria sa matrice
extracelulara, numita lacund. Astfel, condrocitele fiind blocate in lacune, sunt lipsite de
capacitatea de migrare in vecinatate, ceea ce duce la incapacitatea intrinseca de regenerare in caz
de leziune.

De asemenea, condrocitele sunt celule mecanosensibile, aceasta particularitate contribuie
major la producerea de matrice extracelulard si ofera capacitatea functionald si mecanicd de a
rezista fortelor de compresie, tractiune si forfecare in articulatiile diartrodiale [2, 49]. Incarcarea
mecanicd a CA stimuleazd metabolismul condrocitelor si induce biosinteza moleculelor ce
asigurd integritatea tesutului [60, 88, 91]. Prin semnalele mecanice create are loc modularea
activitatii biochimice si modificarea comportamentului celular numita — mecanotransductie [51,
58, 60, 221]. Ca urmare a comprimarii cartilajului, in cadrul acestuia au loc modificari complexe
ale presiunii hidrostatice si osmotice, a fluxului de fluide, continutului de apa uzata, concentratiei
de ioni, densitatii, In incarcdtura electricd fixd a cartilajului, dar si deformarea matricii si a
celulelor [58, 89, 90, 223]. Mecanoreceptorii de pe suprafata celulelor detecteaza aceste
modificari si activeaza canale ionice mecanosensibile si integrine, cu initierea unor cascade de
semnalizare intracelulard initiind procesul de remodelare a tesutului prin sinteza MEC [60, 88,
90, 225].

1.2 Ontogeneza cartilajului articular

CA hialin este tesut de origine mezodermald, un tesut de tip conjunctiv ce acopera
suprafetele articulare ce asigurd transmiterea fortelor mecanice [2, 57, 62]. Pe parcursul
dezvoltarii, mezodermul dezvoltd niste somite si placi laterale care apoi vor genera membrele si
cartilajul articular [61, 228]. La 4 saptamani de gestatie din celule stem derivate din mezoderm
se formeaza scheletul apendicular in forma de ,,Y” [61, 62], iar odatd cu dezvoltarea membrelor,
la 4-7 saptamani de gestatie, are loc cresterea densitdtii celulelor ce ulterior se diferentiaza in
celule precondrogenice. Din aceste celule apoi se formeaza primordiile scheletogene care sunt de
tip cartilaginos [57, 61, 228]. Ulterior, o parte din celulele stem se diferentiaza in condrocite
persistente care produc cantitdti mari de MEC si colagen [63], formand cartilajul hialin si
condrocite proliferative. Acestea din urma formeaza zona de crestere unde condrocitele se
hipertrofiaza si produc factori de crestere ce asigura formarea vaselor sangvine [57, 62, 63].
Odata cu vascularizarea primordiilor scheletogene cartilaginoase, osteoblastele derivate din CSM
secretd MEC ce se mineralizeaza si formeaza niste apofize osoase similare cu un un guler, ce
devine centrul de osificare primar [61, 63, 228]. Centrul de osificare primar format apoi se

transforma in spongioasd primara si ulterior Tn os trabecular, din care osul continud sa creasca in
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lungime [61, 62, 63]. La 8-12 saptamani, la distanta de centrul de osificare primar, in primordiul
scheletogen cartilaginos se formeaza centrul de osificare secundar [57]. Apoi, in imediata
apropiere de centrul de osificare secundar, in cadrul primordiului scheletogen la nivelul viitoarei
articulatii are loc acumularea si condensarea unei populatii de celule mezenchimale, numita
interzona [62, 63, 228]. Celulele din interzona exprima un nou set de gene ce sintetizeaza GDF-5
ce serveste ca progenitor articular, prin generarea unui aflux continuu de celule noi produse in
articulatia in curs de dezvoltare [62, 228]. Condrocitele din cartilajul articular au o origine
embrionara distinctd comparativ cu condrocitele care formeazd primordiul scheletogen
cartilaginos din care se dezvolta tesutul osos [228]. Condrocitele primordiului scheletogen sunt
celule tranzitorii, ce prolifereazd, se hipertrofiaza si intrd in apoptoza Inainte de formarea osului
encondral. Aceste celule dispar dupa incetarea functiei placii de crestere, pe cand condrocitele
articulare au un fenotip stabil, permanent ce functioneaza pe tot parcursul vietii [63].

In stadiile incipiente ale formarii cartilajului articular condrocitele prolifereaza si produc
cantitati mari de MEC cu formarea unui tesut cu celule dens compactate [65], iar odata cu
maturarea, dar si ca raspuns la aplicarea fortelor mecanice, cartilajul se remodeleaza, pierde din
grosime, iar condrocitele se hipertrofiaza [57, 65, 225]. Articulatiile sinoviale au adesea o forma
unicd, cu suprafete complexe care se potrivesc intre ele datorita ajustarii osoase, insd cum acest
proces are loc pe parcursul ontogenezei nu este clar [65, 66]. Morfogeneza articulatiei incepe
odatd cu initierea cavitatiei si formarea spatiului sinovial. Se presupune ca capetele proximale si
distale ale elementelor scheletice dintr-o articulatie cresc simultan pentru a se completa reciproc
intr-o structurd interconectatd cu suprafetele congruente [57, 66].

Cele mai importante schimbari structurale si biochimice in cartilaj pe parcursul dezvoltarii
si maturarii sunt legate de colagen si proteoglicani. Aceasta se manifestd prin sinteza unor
cantititi mari de MEC care devine tot mai reticulatd odatd cu varsta, iar ca urmare a glicozilarii
colagenului are loc cresterea rigiditatii cartilajului. Fibrele de colagen care initial erau aranjate
aleatoriu, se organizeazd 1n straturi distincte sub actiunea fortelor mecanice [57, 62]. De
asemenea, pe parcurs concentratia de proteoglicani descreste ca urmare a descompunerii acestora
in entitdti mici de glicozaminoglicani [63, 64]. Scade si concentratia de condroitin sulfat in
aggrecan, iar concentratia de acid hialuronic si keratan creste in special in zonele supuse
incarcarii mecanice [61, 63, 64, 225, 228]. Maturarea completa a cartilajului are loc la momentul
cand este atinsd si cea a scheletului, la 18-21 ani, aceasta fiind motivul de ce capacitatea de
proliferare a condrocitelor este aproape egald cu zero dupa aceastad perioada, iar celulele mature
mai traiesc pe parcursul a cateva decenii, densitatea lor reducandu-se semnificativ odatd cu

varsta. Aceste modificari se mai manifesta si prin activitate metabolica redusa, sinteza scazuta a
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MEC, un raspuns scazut la factori de crestere si capacitatea reparatorie mult mai proasta [57, 62,
63, 64, 225].

1.3 Etiopatogeneza leziunilor de cartilaj articular

CA este un tesut conjunctiv specializat ce acoperd suprafetele articulare si faciliteaza
transmiterea sarcinilor cu un coeficient scazut de frictiune [57]. Doar ca imbatrinirea, incarcarea
mecanicd excesiva si factorii genetici influenteaza negativ homeostazia acestuia, fiind implicate
in patogeneza bolilor degenerative ale articulatiilor [57, 226]. Leziunile de cartilaj sunt o veriga
importantd in patogeneza degradarii degenerativ distrofice a articulatiilor, cauzele leziunii
cartilajului sunt diverse, acestea pot fi legate de artroza, artrite, traumatisme, necroza avasculara,
varstd, obezitate si hipodinamie [1, 2, 34, 40, 57, 67, 87, 127, 132, 206, 226]. De asemenea, un
factor important in patogeneza leziunilor de cartilaj poate servi lipsa sau pierderea capacitatii
stratului cartilaginos superficial de sinteza a lubricinei, ce poate fi dobandita [25, 26, 70, 71] cat
si de origine congenitald ca urmare a mutatiilor in gena proteoglican 4 [68]. Un alt factor
important ce duce la degradarea si leziunea cartilajului articular este dereglarea aportului de
nutrienti spre cartilaj [225, 226]. Lichidul sinovial, ca sursd principald de nutrienti pentru
cartilajul articular, ca sa asigure o nutritie calitativa a acestuia, trebuie sa aibd anumite proprietati
fizico-chimice, continut corespunzator de nutrienti si sd fie distribuit corespunzdtor pe
suprafetele articulare, iar patrunderea lichidului sinovial in grosimea cartilajului este necesar sa
fie asiguratd printr-o incéarcare articulara fiziologic normald, realizatd in timpul efectudrii
miscdrilor in articulatii [61, 89, 225, 226]. Astfel, in caz de dereglare a acestui proces, ar putea fi
afectatd transportarea nutrientilor necesari cu lichidul sinovial in grosimea cartilajului si
acumularea deseurilor acide precum lactatul si a CO2, asigurdnd o nutritie inadecvata a
condrocitelor [89, 226]. Patrunderea fluidului spre interiorul cartilajului si iesirea din acesta in
timpul miscarilor articulare, asigurd pomparea substantelor dizolvate in lichidul sinovial prin
MEC, asigurdnd nutritia si indepartarea produselor metabolice [60, 89, 226]. De asemenea,
trebuie de tinut cont si de faptul ca incarcarea mecanicd excesiva, constantd si Indelungata a
cartilajului comparativ cu Incdrcarea fiziologic normald, influenteazd negativ metabolismul
cartilajului, deoarece cartilajul din material cu proprietati poroelastice devine unul cu proprietati
de material solid [89, 225], impiedicand tranzitul lichidului sinovial prin cartilaj, ducand la un
dezechilibru cantitativ intre activitatea anabolica si cea catabolicd, ce se soldeaza cu deteriorarea
MEC si pierderea de GAG si colagen [72, 73, 226]. De asemenea, la dereglarea proceslui de
circulatie a apei si a nutrientilor prin cartilajul articular duce si fibrozarea acestuia [146, 200],
aceasta fiind o consecinta a proceselor patologice ce au loc la nivel de articulatie, sau ca rezultat
al tentativelor esuate de regenerare a cartilajului articular. Tinand cont de modalitatea de nutritie

a cartilajului articular, fibroza acestuia include un cerc vicios ce duce la degradarea mai rapida a
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cartilajului [91, 147, 165, 200]. Alte cauze ce duc la leziuni de cartilaj este instabilitatea
articulara cauzata de leziuni ligamentare [74], menisc [10, 75], o leziune anteriora de cartilaj [20]
si cauze congenitale [76, 77]. In acest caz din motivul repartizirii anormale a fortelor mecanice
in cadrul articulatiei are loc expunerea unor parti ale suprafetei articulare la stres mcanic excesiv,
ce va duce ulterior la un proces de lezare progresiva a cartilajului articular, soldandu-se in final
cu artroza [18].

Conform trendului modern, factorul patogenetic central in aparitia defectelor de cartilaj
este dereglarea aprovizionarii cartilajului articular cu nutrienti si Inrdutatirea procesului de
evacuare a deseurilor [225, 226]. Doar ca, odata ce leziunea de cartilaj este constituitd, indiferent
de cauza se activeaza un raspuns inflamator condrocitar exagerat ce nu poate fi mediat, deoarece
cartilajul articular este lipsit de vascularizare, inervare si vase limfatice. In consecinti are loc
cresterea semnificativa a ariei leziunii cartilajului, ducand ulterior la dezvoltarea artrozei [2, 22,
89]. In procesul patogenetic al dezvoltarii artrozei cauzate de leziunea cartilajului articular, in
special a celei posttraumatice 11 au MP, dezintegrina A si metaloproteinazele (ADAM),
dezintegrina A si metaloproteinazele cuplate cu motive de trombospondind (ADAMTS) si
catepsinele. Acestea sunt familii de enzime proteolitice extracelulare ce provoaca degradarea
componentelor matricei extracelulare a cartilajului dupa leziuni articulare [21, 79, 80]. Enzimele
ADAMTS la fel ca si MP si ADAM sunt metaloendopeptidaze de zinc asociate cu matrici in
multe domenii proteice si fac parte din superfamilia metzincin a proteazelor. Enzimele
ADAMTS au roluri diverse in morfogeneza tisulara si remodelarea fiziopatologica a tesuturilor,
in procesele inflamatorii si in biologia vasculard. Enzimele umane ADAMTS se impart in 19
grupuri [81], printre care existd asa subgrupuri ca agrecanaze sau proteoglicanaze ce cliveaza
proteinele cu acelasi nume, dar si versican, brevican si neurocan [82], procolagen N-
propeptidaze ce scindeaza proteina esentiald in maturarea fibrelor de colagen in structura
helicoidala tridimensionala [83], enzime ce cliveaza matricile proteice oligomerice ale
cartilajului [84], proteinaza factorului von-Willebrand si altele [21]. A fost constatat cd odata ce
un anumit grad de artroza este constituit, are loc cresterea expresiei factorului de crestere a
celulelor endoteliale vasculare (VEGF) in lichidul sinovial, ceea ce duce la moartea
condrocitelor si activarea condroclastelor ce asigurd degenerarea continua a cartilajului, fapt
specific pentru artroza [85, 86].

Ca urmare a cascadei de procese patogenetice cartilajul devine slabit, aceasta se manifesta
prin reducerea proprietatilor mecanice, pierderea de GAG, denaturarea retelei colagenice,
dereglarea integritatii structurale a matricii, reducerea capacitdtii de lubrifiere a suprafetei
articulare cu uzura si distrugerea accelerata a cartilajului [90, 225, 226 ]. Ca urmare a pierderii de

GAG are loc reducerea densitatii sarcinii electrice negative fixe a cartilajului, ce limiteaza
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capacitatea acestuia de retinere a unui volum constant de lichid, reducand astfel proprietatile
mecanice ale cartilajului [87]. De asemenea, alterarea structurii colagenului reduce atat volumul
de lichid captat de catre cartilajul articular, dar si permeabilitatea MEC pentru lichide [87, 90,
223].

Cele descrise anterior se referd in special la partea cartilajului articular ce primeste
nutrientii prin difuzia din lichidul sinovial. Zonele profunde de cartilaj ce se nutresc prin difuzia
nutrientilor prin placa osului subcondral, pot suferi modificéri structurale degenerative in caz de
oprire a acestui proces [88, 91]. Chiar daca nutritia zonelor profunde ale cartilajului articular nu
este critica pentru intregulul strat cartilaginos [88, 90], deoarece viteza de difuzie prin placa
osului subcondral este de aproximativ 5 ori mai slaba comparativ cu difuzia lichidului sinovial
[89], aceasta este de o mare importantd in asigurarea bunastarii zonelor profunde ale cartilajului
articular [89, 90, 91].

1.4 Clasificarea leziunilor de cartilaj

La moment existd mai multe clasificari ale leziunilor de cartilaj, de la cele mai simple in
dependenta de zona de interes — condrale si osteocondrale [10], la cele mai complexe:

1. Clasificarea ICRS (International Cartilage Regeneration & Joint Preservation Society) [13]:
* Gradul 0: cartilaj normal, fara leziuni;
* Gradul I: fisurare superficiala:
a. Indentare usoard;
b. Fisuri si crapaturi mici;
* @Gradul II: <50% in adancime;
* Gradul III: de la 50% pana la pierderea totald a grosimii:
a. Extinderea mai mult de 50% din grosimea cartilajului;
b. Extinderea pana la stratul de cartilaj calcificat;
c. Extinderea pana la osul subcondral;
d. Delaminare a cartilajului, formare de blistere;
* QGradul IV: extinderea leziunii prin osul subcondral:
a. Penetrarea unei zone < 50% din diametrul orizontal al osului subcondral, in raport cu
defectul de cartilaj;
b. Penetrarea unei zone > 50% din diametrul orizontal al osului subcondral, in raport cu
defectul de cartilaj [92].
2. Clasificarea Outerbridge [93, 94]:
* Gradul O: cartilaj articular normal;
* Gradul I: inmuierea, formarea de blistere sau edemarea cartilajului;

* Gradul II: fisuri superficiale si crapaturi pe o suprafata <1 cm in diametru;
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* Gradul III: fisuri in toatd grosimea, pana la osul subcondral pe o suprafatd >1 cm in diametru;
* Gradul IV: eroziunea cartilajului articular cu expunerea osului subcondral.
3. Clasificarea Bauer—Jackson [95]:
* Gradul I: leziune liniara;
* Gradul II: leziune stelata;
* Gradul III: formarea de lambou cartilaginos;
* Gradul IV: defect de cartilaj sub forma de crater;
* QGradul V: leziune cu aspect fibrilar al cartilajului;
* Gradul VI: expunerea osului subcondral.
1.5 Metode chirurgicale de reparare a leziunilor de cartilaj articular
Metodele de tratament conservator nu rezolva problema leziunii structurii cartilajului
articular, iar regenerarea spontani in general lipseste pentru defectele critice de cartilaj > 3 cm?
[8, 42], ca urmare repararea sau stimularea procesului de regenerare a cartilajului se efectueaza
prin tehnici de tratament chirurgical [47, 96]. Tehnicile respective sunt diverse fiecare avand
avantajele si dezavantajele proprii, dar si un anumit nivel de eficacitate:
1. Tratament paliativ;
2. Tehnici de stimulare a regenerarii cartilajului articular prin implicarea maduvei osoase:
* Artroplastia de abraziune;
* Forajul subcondral;

* Microfracturi;

+  AMIC;

3. Transplant de tesut osteocondral:
* Autolog;
* Alogen;

4. Tehnici de regenerare a cartilajului articular prin Inginerie tisulara:

* ACI generatia I si 1I;

« MACI

+ MASL

De asemenea, tehnicile de restabilire a cartilajului articular mai pot fi clasificate in

proceduri reparatorii si de restaurare [12, 95, 230]. Tehnicile reparatorii constau in reconstituirea
defectului intr-o manierd ce nu neapdrat restabilesc arhitectura cartilajului [12], insd pot atenua
simptomele. Acestea constau in penetrarea osului subcondral pentru expunerea retelei vasculare
a osului spongios ca in defectul de cartilaj sa se scurga sange din MO cu CSM pentru a forma
cheag [12, 95]. Pe cand tehnicile chirurgicale de restaurare au ca scop reconstructia completd a

microarhitecturii cartilajului si restabilirea functiilor biomecanice si fiziologice ale acestuia [12,
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230]. Astfel de tehnici sunt transplantul de tesut osteocondral si tehnicile de inginerie tisulara
[12, 97, 230].

1.5.1 Tratament paliativ

Lavajul si debridarea artroscopica a articulatiei, pentru prima datd a fost descrisa de
Burman in 1935 [2]. Procedura consta in spalarea articulatiei sinoviale lezate cu ser fiziologic in
timpul artroscopiei, asociata cu inlaturarea fragmentelor de cartilaj lezat si decolat, a osteofitelor,
meniscurilor degenerate si a sinoviei hipertrofiate [98]. Aceasta poate fi efectuatd cu shaver,
laser sau electrocauter. Eficienta acestei metode nu are baza stiintificd si biologicd, este o
abordare terapeutica ce la moment se indica doar in inlaturarea bucatilor de cartilaj ce duc la
blocarea articulatiei sau leziuni de menisc [95].

1.5.2 Tehnici de stimulare a regenerarii cartilajului prin implicarea maduvei osoase
Artroplastia de abraziune

Popularizatd la inceputul anilor 1980 de Johnson [2, 101] reprezintd o interventie
chirurgicala paliativd indicatd in cazurile de leziune severa a cartilajului articular intr-o
articulatie, la pacienti cu necesitati functionale reduse, ca alternativa artroplastiei totale [99].
Metoda constd in lavajul si debridarea artroscopicd a marginelor defectului de cartilaj articular
[95], pentru crearea unui contur uniform al defectului fatd de suprafata articulara si fixarea
cheagului fibrinic de marginile avivate ale cartilajului [95, 99, 100]. Apoi, din zona lipsita de
cartilaj cu un burghiu sau chiureta se inlatura osul devitalizat pana la o adancime de 1-3 mm ca
sangele sa patrunda in defect si s formeaze cheagul fibrinic [100]. Metoda respectiva a prezentat
rezultate contradictorii, fara vre-o diferentd comparativ cu rezultatele tratamentului
medicamentos sau placebo [99]. In literaturd a fost mentionat ci in circi 33% cazuri functia
articulara s-a deteriorat si mai mult la termen de 5 ani dupa efectuarea procedurii [101].
Forajul subcondral

O metodda de stimulare a regenerarii cartilajului prin implicarea maduvei osoase in
premierd a fost efectuatd de Smille si Dundee in 1957, dar popularizata de Pridie din 1959 [2].
Aceasta metoda consta in debridarea artroscopicd a marginelor leziunii [4], dupa care in craterul
format, cu un burghiu subtire sau o brosd Kirschner se efectueaza forajul osului subcondral [11,
103], cu inlaturarea minutioasa a stratului de cartilaj calcificat, drept urmare are loc acumularea
sangelui la nivelul defectului cu formarea cheagului [4, 102]. Gaurile se fac paralel la distanta de
3-4 mm una fatd de alta si de adancimea necesard pentru a porni sangerarea [4, 11, 103], iar cu
scop de a evita necroza termica a osului din timpul forajului, a fost necesara implementarea unui
instrumentar standartizat [4, 11]. Din punct de vedere morfologic in loc de cartilaj hialin s-a
format fibrocartilaj, iar din punct de vedere clinic la termen de 5 ani postoperator rezultate

clinice excelente prezentau 70% dintre pacienti [102, 103].
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Microfracturile

Primele date despre utilizarea tehnicii de microfracturi in osul subcodral in tratamentul
leziunilor de cartilaj a fost la inceputul anilor 1980 [2, 107], dar dezvoltata si popularizatd de
Steadman [25, 102]. Aceasta metoda este considerata standart de aur in tratamentul leziunilor de
cartilaj articular cu dimensiunile sub 2 cm? [104, 105] Metoda consti in debridarea artroscopici
a cartilajului lezat si a unor portiuni mici marginale de cartilaj sanatos, pentru a forma un prag de
indltimea cartilajului [35, 231]. Apoi, de la baza craterului format se Inlaturd completamente
stratul de cartilaj calcificat, dupa care cu un set de sule subtiri angulate la 30°, 45°, 90° si cu un
ciocan se fac gauri perpendiculare fatd de suprafata osului in osul subcondral [102], de 3-4 mm
adancime, la distantd de 2-4 mm una de alta, fard a leza placa osului subcondral [104, 106]. Ca
urmare a procedurii este necesard o conduitd postoperatorie speciald. Cartilajul rezultat ca
urmare a acestei proceduri, la fel a fost de tip fibrocartilaginos cu proprietati mecanice slabe [35,
107, 231].

Tehnica AMIC (Autologous Matrix-Induced Chondrogenesis)

Este o modificare a tehnicii Microfracturilor, fiind dezvoltata in anii 2000 In Germania si
aplicata pe larg in Suedia [104, 108, 111]. Metoda constd in utilizarea unei membrane din
colagen tip I/IIl, pentru a acoperi defectul de cartilaj in care se formeaza cheagul din maduva
osoasd acumulatd in defect dupa efectuarea microfracturilor [108, 109, 110], cu scop de a obtine
o umplere mai bund a defectului si a pastra stabilitatea mecanicad a cheagului [104, 105]. Aceasta
tehnica poate fi asociata cu aplicarea suplimentara de PRP [104, 111] sau concentrat celular de
maduva osoasa autologd (CCMOA) [109, 110]. Membrana de colagen tip I/IIl se sutureaza sau
se lipeste cu clei fibrinic de marginele cartilajului sandtos [108, 111]. Necatand la rezultatele
clinice bune, examenul imagistic prin RMN a aratat ca defectele tratate nu prezentau o umplere
normala [109, 110].

1.5.3 Transplantul de tesut osteocondral sau resurfatarea suprafetei articulare
Transferul de tesut osteocondral autolog, tehnica de Mozaicoplastie

Transferul sau trasplantarea de tesut osteocondral pentru prima datd a fost raportatd de
Outerbridge in 1995 [112] si popularizata de Hangody, Morgan si Bobic in 1997 [2, 114].
Aceasta poate fi efectuata pe articulatie deschisa prin aborduri mici sau artroscopic. Candidatii
pentru o astfel de interventie sunt persoanele cu varsta pana la 50 ani, IMC sub 35 si cu o leziune
de cartilaj pani la 2 cm?, din cauza disponibilititii limitate a grefei [38, 113, 172]. Conform altor
surse, transferul de tesut osteocondral autolog poate fi utilizat in tratamentul defectelor de cartilaj
<4 cm? situate in regiunea portanti a suprafetei articulare, fird leziuni ligamentare sau de menisc
ireparabile [112, 114]. Metoda constd in transferul mai multor grefe osteocondrale de forma

cilindrica, mai numite dopuri osteocondrale, cu inaltimea Intre 6 si 15 mm diferite ca diametru

32



[38, 112, 237], prelevate cu un burghiu cav din regiunea neportantd a trohleei femurale de la
nivelul aceleiasi sau altei articulatii [40, 115]. Dupa care grefele prelevate se implanteazd in
gaurile preformate cat mai aproape de marginea cartilajului articular sdndtos cu ajutorul unui
instrument gradat, modeland conturul suprafetei cartilaginoase normale [40, 112, 238]. Metoda a
prezentat rezultate foarte bune la 10 ani postoperator, iar riscul complicatiilor postoperatorii dupa
5 ani era de 13% [115]. In alt studiu, efectuat pe sportivi, la termen de 3 ani comparativ cu
microfracturile, a aratat cd la 96% din pacientii tratati prin transfer de tesut osteocondral autolog
au fost Inregistrate rezultate bune si excelente, iar din cei tratati prin tehnica de microfracturi
rezultate bune si excelente au prezentat 57% din pacienti [39]. La examenul histologic dupa un
an postoperator la pacientii tratati prin mozaicoplastie era prezent tesut cartilaginos hialin, pe
cand la cei tratati prin microfracturi era prezent tesut de tip fibrocartilaginos [38, 116, 172]. Din
neajunsurile acestei tehnici sunt morbiditatea zonei de prelevare, imposibilitatea tratarii
pacientilor cu defecte mari de cartilaj din cauza stocului redus de tesut grefabil, imposibilitatea
aplicarii metodei de tratament la pacienti cu osteonecroza si degradare artrozica generalizata a
articulatiei [114], deficiente tehnice legate de prelevarea si inserarea grefei sub acelasi unghi si
imposibilitatea utilizarii metodei in cazul leziunilor mai profunde 10 mm, aceasta fiind legata de
dificultatea obtinerii unei grefe atat de lungi din prima incercare [32, 112, 114]. Intr-un studiu, la
termen de 10 ani dupa realizarea transferului de cartilaj articular, a fost determinat ca
aproximativ 90% din pacienti prezentau rezultate bune sau excelente [39, 117].
Transplantarea de tesut osteocondral alogen

Este o metoda utilizata in cazul cand diametrul defectului de cartilaj este mai mare de 2.5
cm si nu poate fi acoperit cu autogrefa din zona neportanta a suprafetei articulare fara cauzarea
unor prejudicii suplimentare articulatiei [36, 119, 238]. Comparativ cu utilizarea de grefe
autologe, utilizarea alogrefelor evita lezarea partii donatorii si nu este limitatd de dimensiunea
defectului, ca urmare pot fi transplantati chiar si condilii femurali [5, 37]. De asemenea, deoarece
cartilajul articular nu este vascularizat, respectiv nu este nici imunogen [118], ceea ce permite
utilizarea grefelor alogene in tratamentul defectelor de cartilaj [118, 119]. In calitate de alogrefe
osteocondrale pot fi utilizate atat grefe prelevate in primele 24-72 ore, acestea fiind pastrate in
medii de conservare, cat si grefe crioprezervate [120, 121, 238]. Grefele proaspat prelevate
contin un numar mare de condrocite viabile, doar cad prezintd un oarecare risc de rejet sau
transmitere a diferitor maladii [118, 120]. Din contra, grefele crioprezervate prezintd un risc
redus de rejet, cat si de transmitere a maladiilor [5, 118], Insa lipsa de condrocite vii Impiedica
realizarea turnover-ului matricei extracelulare, ceea ce este un factor nefavorabil supravietuirii
cartilajului pentru perioadd indelungata [5, 119, 120]. Pentru asigurarea supravietuirii cartilajului

articular alogen pe o perioada mai indelungata este necesar ca numarul de condrocite vii sa nu fie
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mai mic de 70% [120, 121]. Conform datelor literaturii, alogrefele ce au fost obtinute din
genunchi prelevat integral cu capsula intactd de la donatori cu varsta sub 30 ani si pastrate la
+4C° in solutie Ringer lactat timp de 24 ore, au prezentat o ratd de succes in 85% cazuri dupa
transplantare in 126 de genunchi a 123 pacienti, iar supravietuirea grefelor fiind de 95% la
termen de 5 ani s1 77% la termen de 10 ani [122] De asemenea, este necesar de mentionat ca
grefele alogene pot fi modelate dupa forma si dimensiunea defectului ce necesitd a fi suplinit
[123, 124, 237]. Pe langa aceasta, imbunatatirea tehnicilor de conservare a cartilajului alogen in
directia cresterii viabilitatdtii condrocitelor din alogrefele osteocondrale proaspat prelevate [5,
118, 119], cat si accelerarea remodelarii grefei in tesutul gazda, sunt investigate In mod continuu
[125], deoarece ambii factori par a fi importanti in longevitatea si functionarea alogrefei
transplantate [5, 125]. Intr-un studiu in care au fost transplantate grefe osteocondrale alogene
proaspete, rata de supravietuire a grefelor era de 82% la termen de 10 ani s1 66% la termen de 20
ani dupa transplantare [126].

Ca urmare a utilizarii tehnicelor de transfer al tesutului osteocondral autolog si
transplantarea de grefe osteocondrale alogene, a fost determinata o rata inaltd de supravietuire a
grefelor, dar si un nivel inalt de satisfacere a pacientilor la utilizarea ambelor tipuri de grefe, cu
reluarea activitdtii sportive de cdtre unii din ei [125, 126, 127].

De asemenea, grefele autologe si alogene se clasificd drept grefe ierarhice, deoarece
constau din tipul de tesut ce trebuie regenerat si bifazice, deoarece au o structurad ce consta din 2
componente — cartilaj si tesut osos [200]. Transferul de tesut autolog a fost utilizat in tratamentul
defectelor experimentale in lotul martor.

1.5.4 Tehnici de regenerare a cartilajului articular prin Inginerie tisulara
Tehnica ACI (Autologous Chondrocyte Implantation)

Este o metoda de reparare a defectelor de cartilaj articular ce a fost elaboratda in Suedia la
sfarsitul anilor 1980 de catre Peterson si Brittberg [2, 128], la moment prin aceasta metodd au
fost tratati peste 35 mii de oameni din toata lumea [41, 132]. Se recomanda persoanelor cu varsta
pani la 55 de ani cu dimensiunea defectelor de cartilaj cuprinsi intre 2 si 12 cm? [128, 132].
Tehnica consta din 2 etape:

- Prima etapd constd in prelevarea prin artroscopie de pe suprafata articulara neportanta,
sanatoasd, a 200-300 mg de cartilaj articular, din care mai apoi in conditii specifice de laborator
se izoleazi si se cultiveazi condrocitele pani la concentratia de 5-10x10° celule/cm?® de cartilaj
lezat, in mediu pentru 4-6 saptamani [41, 42].

- Urmatoarea etapd consta in debridarea defectului cartilaginos si avivarea marginilor cartilajului
[2, 42, 128, 129], urmatd de prelevarea unui lambou periostal de pe tibia proximald a carui

diametru sd fie cu 2 mm mai mare ca cel al defectului de cartilaj [128, 129, 132]. Lamboul se
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sutureaza de marginile cartilajului sandtos [41, 134], la necesitate sutura se etanseaza cu colagen,
acid hialuronic sau clei fibrinic [41, 128]. In final condrocitele cultivate se injecteazi sub
periostul ce acopera defectul cu o seringa [129].

In tehnica ACI de I generatie cu scop de a retine condrocitele in defect se utilizeaza
lamboul periostal, iar in cea de generatia Il se utilizeazd o membrand de colagen tip I/IIT [128,
130, 132, 133]. Necatand la rezultatele bune ce au fost prezentate, tehnica are si multe neajunsuri
ca: necesitatea efectuarii minimum a 2 interventii chirurgicale, posibila izolare a unui numar mic
de condrocite [2, 41, 42, 128, 134], o perioada indelungatd de cultivare in pasaje ce duce la
degradarea fibroblasticd a condrocitelor [2, 42, 129, 132, 133] si reducerea semnificativa a
calitatii matricii cartilaginoase sintetizate [130, 132, 133]. De asemenea, existd complicatii legate
de lamboul periostal ca detasarea acestuia, delaminarea si calcifierea lamboului [2, 41, 133],
hipertrofia periostala tardiva, scurgerea celulelor si blocarea genunchiului [128, 129], costul inalt
al procedurii, complicatii de ordin septico-purulent [2, 131].

Tehnica MACI (Matrix-assisted Autologous Chondrocyte Implantation)

Mai numita si generatia III de ACI a inceput sa fie utilizata din anul 2000 [2, 41]. Initial a
fost inregistratd ca marca comerciala a Genzyme Biosurgery [231]. Tehnica consta in utilizarea
unei structuri biologice tridimensionale, numitd matrice, ce se combinad cu condrocite si se
implanteaza in regiunea defectului [128, 132, 231]. Grefa combinata se fixeazd de marginile
cartilajului avivat cu cateva suturi sau clei fibrinic [128, 231]. Din putinele studii efectuate a fost
constatatd repararea defectelor de cartilaj cu rezultat functional bun in 80% cazuri [12].

Tehnica MASI (Matrix-assisted Autologous Stem-cells Implantation)

Dupa esenta este aceeasi tehnicd ca si MACI doar ca in loc de condrocite sunt utilizate
CSM care la fel sunt combinate cu o matrice tridimensionald si transplantatd intr-un defect [43,
44]. Spre deosebire de tehnica MACI, aceasta nu necesitda prelevarea de catilaj articular si
izolarea de condrocite [135, 136]. CSM pentru transplantare pot fi obtinute din sinovia articulara
ce se preleveaza prin artroscopie [135] sau din maduva osoasd [136]. Rezultatele ce au fost
obtinute dupa utilizarea acestei tehnici la termen de 2 ani dupd transplantare, par sa fie mai bune
comparativ cu cele obtinute prin utilizarea tehnicii MACI [135].

Tehnicile actuale de reparare a cartilajului articular utilizdnd terapia celulard permit
conturarea implantului in dependentd de defectul ce necesita a fi regenearat [43], facand aceste
tehnici mai indicate in tratarea unor defecte mai mari de 3-4cm? [10, 135], dar si a celor

localizate in zone cu topografie variabila [10].
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2. METODOLOGIE GENERALA

Studiul realizat a fost aprobat de Comitetul de Eticd a Cercetarii USMF , Nicolae
Testemitanu”, fiind examinat la sedinta din 14 decembrie 2016, cu emiterea avizului favorabil
nr. 31 din 14.12.2016.

2.1 Prezentarea generala a studiului efectuat

Pentru realizarea scopului propus iepurele a fost o alegere perfectd, comparativ cu
utilizarea rozatoarelor. Deoarece, pe langa faptul cad iepurele are particulartdti anatomice si
filogenetice similare cu cele ale omului, acesta este bine cunoscut si utilizat pe scara largd in
laboratoare de cerceatare [7, 132, 137]. De asemenea, iepurii sunt animale docile, ocupa putin
spatiu, necesitd putind ingrijire si sunt suficient de mari pentru majoritatea procedurilor
chirurgicale, in special, pentru testarea biomaterialelor [7, 16]. Studiul experimental pe iepuri a
fost efectuat in perioada anilor 2016-2019.

In cercetarea efectuati m-am condus de primul din conceptele “celor trei R”, adoptat de
Congresul International de Standardizare Biologica (San Antonio, SUA, 1979) [236]. Ca urmare,
in cercetare au fost utilizati 55 iepuri de casd, cu varsta de 5 +0.5 luni, masa corpului de 3.51
+0.49 kg, 30 femele si 25 masculi. Criteriile de includere si excludere din experiment sunt
prezentate 1n tabelul 2.1.

Conform formulei (1) a fost stabilit numarul de animale necesare pe grup:

n=("F) o

unde n — numdrul de animale in fiecare lot de cercetare; t — valorile limite de distributie ale #-

Student test, ce corespunde nivelului de 95.0% exactitate; CV — valoarea a coeficientului de

variatie din surse bibliografice. Numarul de animale intr-un lot ce a asigurat veridicitatea datelor,

la o eroare de 5.0 %, pentru indicii o = 0.05 (t = 1.98, df > 120) si coeficientul de variatie CV =
9%.

1.96 - 9%

"= (T%

Au fost create 3 loturi a cate 12 iepuri: primul lot consta din iepurii defectele

2
) =12.44

experimentale ale carora au fost tratate cu grefe OCDD combinate cu condrocite, al doilea lot era
alcatuit din iepurii a caror defecte experimentale au fost tratate cu grefe OCDD combinate cu
CSM si lotul martor consta din iepurii defectele de cartilaj a cérora au fost tratate prin transfer de
tesut osteocondral autolog. Au fost inregistrate 7 cazuri de esec, dintre care 2 fracturi
intraoperatorii si 5 decese la termeni diferiti, care au fost inlocuiti cu altii. Doar un iepure cu

fracturd a fost utilizat ulterior in calitate de donator de tesuturi.
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Tabelul 2.1. Criterii de includere si excludere din experiement.

Criterii de includere in experiment: Criterii de excludere din experiment:
- varsta cuprinsa intre 4 si 6 luni; - infectii ale tesuturilor moi preoperator;
- masa corpului > 2.5 kg; - plagi si defecte ale tesuturilor moi la nivelul
- vaccinati la termen conform graficului bazinului si genunchilor preoperator;
vaccinarilor pentru animale; - patologii congenitale ale membrelor;
- practic sdndtosi. - nevaccinati, cu patologii infectioase;

- redoare severa a articulatiilor operate;

- dezaxare In membrele operate;

- fracturi la nivelul membrelor inferioare;
- infectarea grefelor;

- moartea animalului experimental.

In calitate de donatori de celule si tesuturi pentru efectuarea cercetirilor au servit 13 iepuri.
Celulele obtinute au fost CSM izolate din MO si condrocitele izolate din CA hialin, iar de la
femurele distale a fost colectat tesutul osteocondral pentru pregitirea grefelor OCDD. lepurii
donatori de tesuturi au fost eutanasiati Tn camera cu COx.

Teza are o structurare Traditionala complexa, iar studiile prezentate in cadrul acesteia au
fost realizate 1n 3 etape, ce sunt prezentate in tabelul 2.2.

Tabelul 2.2. Designul studiului.

Nr. etapei Denumirea etapei
Izolarea si cultivarea celulelor cu potential condroprogenitor si obtinerea din tesut
Etapa I oste(')cond.ral alogep, prin tehnif:i de ingine'ri.e tisulard, a unei grefe ierarhic bifazic§
demineralizate si  decelularizate potrivite, pentru regenerarea defectului
experimental.
Studiul experimental in vivo. Plastia defectului experimental critic de tesut
Etapa II osteocondral cu grefe alogene obtinute, combinate cu celule stem mezenchimale din
maduva osoasd autologe si condrocite autologe.
Etapa III Evaluarea rezultatelor testelor in vivo comparativ cu lotul martor.

2.2 Prepararea si pastrarea reactivilor

Pentru realizarea cercetarilor cu celule au fost pregitite urmatoarele solutii si medii de
cultura:

1. Mediu de culturd pentru condrocite: mediu de nutritie DMEM (Sigma, Marea Britanie) —
500 ml, ser fetal bovin (SFB) (Lonza, Belgia) — 55 ml, factor de crestere a fibroblastelor-2 (FGF-
2) (Prospec, SUA) — 5.5 pg, factor de crestere transformator -2 (TGFB-2) (Prospec, SUA) — 550
ng/ml, vitamina C — 13.75 mg, ultraglutamind de 200 mM (Lonza, Belgia) — 5.5 ml, penicilina —
55000 U, streptomicind — 55 mg si amfotericina B — 137.5 ug. Mediul a fost sterilizat cu sistem
de filtrare cu pori de 0.22 um in diametru (Sofra, China) si pastrat in frigider la 4-8°C.

2. Mediul pentru izolarea si cultivarea CSM: 11,4 ml de componentd B au fost addugate la
500 ml de componenta A al Mediului pentru Expansiunea Celulelor Stem Mezenchimale

HiMesoXL (HiMedia, India) si 5 ml de solutie de antibiotic antimicotic (HiMedia, India).
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Mediul a fost sterilizat cu sistem de filtrare cu pori de 0.22 pum (Sofra, China) si pastrat in
frigider la 4-8°C.

3. Mediul pentru diferentierea condrocitara: adaugarea componentei B la 100 ml de
componenta A ale mediului de diferentiere condrocitard HiChondroXL (HiMedia, India) si 1 ml
de solutie de antibiotic antimicotic (HiMedia, India). Mediul a fost sterilizat cu sistem de filtrare
cu pori de 0.22 um (Sofra, China) si pastrat in frigider la 4-8°C.

4. Mediul pentru cultura CSM: mediu de nutritie DMEM/F-12 Ham (Sigma, Marea
Britanie) 500 ml, SFB (Lonza, Belgia) — 55 ml, penicilind — 55000 U, streptomicind — 55 mg si
amfotericina B — 137.5 pg. Mediul a fost sterilizat cu sistem de filtrare cu pori de 0.22 pm
(Sofra, China) si pastrat 1n frigider la 4-8°C.

5. Solutie colagenaza 0.6% pentru izolarea condrocitelor prin digestie enzimaticd: mediu de
nutritie DMEM (Sigma, Marea Britanie) — 100 ml si colagenaza de Clostridium histolyticum
(Sigma, Marea Britanie) — 600 mg. Solutia a fost sterilizata prin filtru de seringa cu porii de 0.2
um (Isolab, Germania), Impartitd in alicote a cate 10 ml si péstratd in congelator la temperaturi
mai jos de -20°C.

6. Solutie Tripsina-EDTA 0.25%: Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) fara calciu si
magneziu, cu rosu de fenol (Gibco, Marea Britanie) — 100 ml, EDTA — 37.2 mg (Sigma,
Germania), Tripsind din pancreas porcind (Sigma, SUA) si solutie NaOH de 0.1 N, sub controlul
pH-ului. Solutia a fost sterilizata prin filtru de seringd cu porii de 0.2 um (Isolab, Germania),
impartitd in alicote a cate 5 ml si pastrata in congelator la temperatura de -20°C.

7. Mediu pentru conservarea celulelor: DMSO (Alchimia, Italia) cu 10% de SFB (Lonza,
Belgia). Mediul obtinut a fost folosit imediat.

Pregatirea reactivilor pentru testul de citotoxicitate cu MTT:

1. Solutia stock MTT de 0.5% m/v: in 30 ml de HBSS fara fenol rosu (Sigma, Marea
Britanie), in conditii obscure s-au addugat 150 mg de pulbere MTT (Sigma, Marea Britanie) ce a
fost dizolvata pe un agitator magnetic (MS 3000, Biosan). Solutia de MTT a fost sterilizata prin
filtrare cu filtru de seringd PES, cu porii de 0.22 um (Isolab, Germania), fiind impartita pe alicote
in tuburi a cate 4.5 ml, care au fost acoperite cu folie de staniol si congelate la -20°C.

2. Solutia de lucru MTT 0.5% v/v pentru CSM a fost pregitita in DMEM/F-12 Ham
(Sigma, Marea Britanie), iar pentru condrocite in DMEM (Sigma, SUA), prin diluarea a 2.5 ml
solutie stock MTT de 0.5% m/v in 47.5 ml mediu de culturd specific tipului de celule, in
eprubete de 50 ml. Inainte de utilizare solutiile de lucru au fost incilzite pana la 37°C si utilizate
in aceeasi zi.

Pentru examinarea probelor la microscopia fluorescentd cu DAPI au fost pregatite

urmatoarele reactive:
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I. Solutia de 4% paraformaldehidd a fost obtinutd prin dizolvarea a 6 gr. de
paraformaldehida (PFA) (Sigma, Germania) in 130 ml de DPBS (Sigma, Marea Britanie) prin
agitare la 60°C, cu adaugarea ulterioara a cite o picatura de 1M NaOH pana la limpezirea
solutiei. Apoi, volumul solutiei a fost adus la 150 ml si filtrat prin hartie de filtru si pus la
pastrare in congelator la -20°C.

2. Solutia stock de ImM DAPI in DMSO — in conditii obscure, 5 mg pulbere DAPI (Sigma,
Germania) au fost diluate in 11 ml de DMSO (Alchimia, Italia), solutia a fost agitatd pana la
dizolvarea completa a DAPI. Apoi, solutia obtinuta a fost impartitd pe alicote, cate 1 ml in tuburi
Eppendorf de 1.5 ml, care au fost acoperite cu folie de staniol si pastrate in congelator la -20°C.
3. Solutia de lucru DAPI a fost obtinuta prin dizolvarea a 1yl DAPI in 1mM in DMSO la 20
ml de DPBS (Sigma, Marea Britanie). Solutia a fost utilizata imediat dupa pregatire.

4. Solutia de permeabilizare membranarad a fost obtinutd prin dizolvarea in 40 ml de PBS
(Sigma, Marea Britanie) a 2 ml de Triton-X 100 (HiMedia, India), 360 mg de NaCl (Sigma,
Germania) si 6 mg de MgCl, (Stanchem, Polonia). Solutia a fost pastrata in frigider la 4°C timp
de 5 zile.

Pentru efectuarea testului de degradare enzimatica au fost pregaitite urmatoarele reactive:
1. Reactivul de ninhidrini a fost obtinut prin dizolvarea a 2.83x10 moli de SnCL-2H,0 in
250 ml de solutie tampon citrat (Sigma, Germania) cu pH =5. Apoi, a fost amestecat cu solutia
de 2-Metoxietanol (Sigma, Germania) ce continea 10 gr de ninhidrind (Sigma, Germania).
Recipientul a fost invelit in folie de staniol pentru a fi ferit de lumina. Reactivul a fost stocat in
frigider la 4°C timp de 2 saptamani.

2. Solutia colagenazd de 0.01% a fost obtinuta prin dizolvarea in 120 ml de PBS pH 7.4, a
12 mg de colagenaza din Clostridium histolyticum (Sigma, Germania). Solutia a fost stocatd in
frigider la 4°C timp de 2 saptamani.

Pentru examinarea histologica au fost pregatite urmatoarele reactive:

I. Solutia de 10% Formaldehida buferizatd a fost obtinutd prin adaugarea de solutie
formaldehida de 40% in PBS, raportul de 1:3. Sub controlul pH-lui (pH-150M, I'3UII), utilizand
solutia de 5 M NaOH, nivelul pH-ului a fost adus la 7.4. Solutia obtinutd a fost filtrata prin filtru
de 0.45 pm (Biosigma, Italia) si pastrata la temperatura camerei.

2. Solutia de 0.4% Albastru de Toluidina a fost obtinuta prin addugarea la 150 ml de 0.1M
Bufer acetat de natriu cu pH de 4 a 600 mg de pulbere de Albastru de Toluidind O (Sigma,
SUA). Reactivul a fost pastrat in frigider la 4°C

3. Solutia de 0.1M Bufer acetat de natriu a fost obtinuta prin adaugarea la 100 ml de apa
distilatd a 2.04 gr de acetat de sodiu (Sigma, Germania) si reducerea pH-ului pana la 4 prin

adaugarea de Acid acetic glacial (Stan Chem, Polonia).
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4. Obtinerea solutiei de 0.02% Fast Green prin adaugarea la 125 ml de apa distilatd a 0.025
gr de pulbere Fast Green (Sigma, SUA). Solutia a fost pastrata la temperatura camerei, feritd de
lumina.

5. Solutia de 0.001% Fast Green a fost obtinuta prin diluarea a 10 ml solutie de 0.02% Fast
Green 1n 190 ml apd distilata. Solutia a fost pastrata la temperatura camerei, ferita de lumina.

6. Solutia de 0.1% Safranin O a fost obtinuta prin dizolvarea in 150 ml de apa distilatd a
150 mg pulbere Safranin O (Sigma, SUA). Solutia a fost pastratd in frigider la 4°C.

7. Solutia de 1% acid acetic a fost obtinuta prin diluarea a 2 ml de 99.8% acid acetic glacial
(Stan Chem, Polonia) in 198 ml apa distilatd. Solutia a fost folosita imediat.

Pregatirea pieselor histologice, sectionarea, aplicarea pe lame si colorarea cu
Hematoxilina-Eozind a fost efectuatd in cadrul Sectiei de Morfopatologie a Spitalului Municipal
Nr. 3, ”Sfanta Treime”. Colorarea sectiunilor cu Albastru de Toluidind si Safranin O a fost
efectuata de sine statator in cadrul Laboratorului de Inginerie tisulara si culturi celulare.

2.3 Anestezia animalelor

Pentru realizarea cercetarilor experimentale la animalele de laborator, toate interventiile au
fost efectuate cu anestezie generala. In ziua interventiei, iepurii pe nemancate au fost cantiriti.
Subcutan, la nivelul soldului sau spatelui s-a injectat solutie xylla 5 mg/kg (De Adelaar, Olanda),
solutie diazepeks 0.5% — 2 mg/kg (Grindex, Letonia) si solutie ketamin 35 mg/kg (Farmako,
Moldova) [140]. La fiecare 30 de minute s-a addugat cate o jumatate din doza initialda de
preparate pentru prelungirea anesteziei. Cu un trimer a fost inlaturata blana de la nivelul partii
dorsale a bazinului sau membrului inferior la care a fost planificatd interventia chirurgicala.
Regiunea operatorie a fost aseptizatd cu solutie de 10% povidon-iod (EGIS, Ungaria) si alcool
70% (Eladum Pharma, Moldova). Cu scop de potentare a anesteziei la nivelul regiunii unde a
fost preconizatd interventia chirurgicald au fost injectate suplimentar 4 ml lidocaind de 1%
(Balkan Pharmaceuticals, Moldova). Campul operator a fost delimitat cu cearsafuri sterile.
Pentru prelevarea de tesuturi necesare in obtinerea grefelor alogene demineralizate si
decelularizate, animalele experimentale au fost eutanasiate in camera cu COx.

2.4 Metode de prelucrare statistica a rezultatelor obtinute

Analiza statisticd a rezultatelor obtinute a fost realizata cu ajutorul programului Excel din
Microsoft Office versiunea 2020, prin intermediul céruia variabilele continue au fost exprimate
ca medie + deviere standard (X +DS), au fost create tabelele si diagrame din cadrul tezei, iar cu
ajutorul programului SPSS (Statistical Package for the Social Sciences. Versiunea 18.0, Inc.
Chicago, IL, SUA), a fost efectuatd prelucrarea statistica a datelor obtinute in cadrul studiilor si

create graficele.
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Pentru compararea si precizarea diferentelor statistic semnificative Intre parametrii evaluati
in dependentd de valoarea medie a fost aplicat testul parametric Independent Samples #-Test (2)
pentru compararea loturilor cAnd dimensiunile esantionului pentru fiecare grup este egal (testul
Levene p > 0.05), iar in cazul in care dimensiunile esantionului pentru fiecare grup diferd si
valoarea lui p nu este de incredere a fost utilizat testul t-Welch (testul Levene p <0.05). De
asemenea, atunci cand una sau mai multe dintre ipotezele pentru testul ¢ pentru esantioane
independente nu sunt indeplinite, este posibil de utilizat testul nonparametric Mann-Whitney U
[232]. Ipoteza pentru Independent Samples z-Test poate fi exprimata in felul urmator:

Ho: p1 = p2 (mediile celor 2 populatii sunt egale);

Hi: p1 # p2 (mediile celor 2 populatii nu sunt egale);
unde p; si po sunt mediile populatiei pentru grupul 1 si grupul 2, Ho este ipoteza nuld iar H;
ipoteza alternativa. In cazul cand dimensiunile esantionului pentru fiecare grup este egal atunci:

X1—%2

t= —F]/—— (2);
Sp'_niﬁ%()

. (ny—-1)s2+(ny—1)s2 _ . . . . _ . .
iar S, = , unde X; este media primului esantion; X, este media celui de-al

ni{+ny,—2
doilea esantion; n; - numarul de observatii ale primului esantion; n2 - numarul de observatii ale
celui de-al doilea esantion; s; — deviatia standard a primului esantion; s, - deviatia standard a
celui de-al doilea esantion si Sp - deviatia standard cumulata.

Testul One-Way ANOVA, de asemenea este un test paramentric ce compara mediile a
doua sau mai multe grupuri independente pentru a determina daca existd dovezi statistice ca
mediile populatiei asociate sunt semnificativ diferite. Spre deosebire de Independent Samples t-
Test, testul One-Way ANOVA poate compara mediile din trei sau mai multe grupuri [233].

Testul statistic chi-patrat (y?) este un test nonparametric, ce determini daci existd vreo
asociere intre variabilele categoriale (3). Pentru analiza datelor acest test foloseste tabele de
contingentd. Testul chi-patrat (y°) nu poate compara variabile continui intre ele sau face
comparatie intre variabile categoriale si continui [234]. Ipoteza pentru testul chi-patrat (y*) poate
fi exprimata in felul urmator:

Ho: ,,[Variabila 1] nu se asociaza cu [Variabila 2]”

Hi: ,,[Variabila 1] se asociaza cu [Variabila 2]”

unde Hy este ipoteza nula, iar H; ipoteza alternativa [234]. S-a calculat dupa formula:

X’ = Z§=1 Z§=1(Oij—_,jeij) (3);

€
unde o;; este numarul de celule observat in randul i si coloana j a tabelului, iar e; este numarul de

celule asteptat in randul 7 si coloana j a tabelului.
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Coeficientul de corelatie Pearson p (“rho”) este un coeficient de corelatie parametric a
rangurilor variabilelor (4). In cazul in care o variabila creste, iar a doua variabila, de asemenea,
creste, a fost determinati o corelatie pozitiva, coeficientul de asociere fiind mai aproape de 1. in
cazul in care o variabild scade, iar cealaltd variabila creste, atunci intre ele existd o corelatie
negativi, coeficientul de asociere fiind mai aproape de -1. In cazul in care coeficientul este 0,
asocierea lipseste — ipoteza este nula. Corelatia dintre 2 variabile poate fi prezentatd in felul

urmator:

_ cov(x,y) .
ny — Jvar (O)wvar(y) (4);

unde cov(x,y) este covarianta esantionului pentru x si y; var(x) este varianta esantionului x, iar
var(y) este varianta esantionului y. Coeficientul de corelatic Pearson, a fost interpretat dupa
Hopkins in modul urmator: p < 0.1 coeficientul de asociere este neglijabil sau foarte mic; pentru
0.1 > p <0.3 asocierea este mica; pentru 0.3> p <0.5 gradul de asociere este moderat; 0.5 > p <
0.7 coeficientul de asociere este mare; pentru 0.7 > p < 0.9 — foarte mare; pentru p > 0.9 —
coeficientul de asociere este aproape perfect si indica existenta unei legaturi foarte puternice
intre doud variabile. Coeficientul de corelatie este interpretat in paralel cu valoarea p, care
reprezintd probabilitatea de a obtine rezultatele prezente. In cazul in care aceasti probabilitate
este mai mica de 5% (p <0.05), coeficientul de corelatie este statistic semnificativ.

De asemenea, cu scopul identificarii diferentelor semnificative intre cele 3 loturi de
animale, la nivelului indicilor studiati a fost aplicat testul nonparametric Kruskal-Wallis (5), ce
Mann-Whitney U care este utilizat pentru compararea doar a doua grupuri. Aceasta s-a aplicat In
cazul 1n care grupele cercetate nu indeplinesc cerintele testelor parametrice. Testul permite
compararea in acelasi timp a medianelor a doud si mai multe loturi, determinand diferentele
semnificative intre grupe, insa fara a elucida cu certitudine lotul ce diferd de celelalte. Pentru a
elucida lotul ce difera de celelalte poate fi folosit uneori testul Dunn, testul Mann—Whitney U in
pereche cu corectia Bonferroni. Ipoteza pentru testul Kruskal-Wallis poate fi exprimata in felul
urmator:

Ho: medianele populatiei sunt egale;

Hi: medianele populatiei nu sunt egale;
unde Hy este ipoteza nula, iar H; ipoteza alternativa.

Testul statistic Kruskal-Wallis (H) se defineste in felul urmator (5):

H = (72 S i) = 300 + 1) ()

N(N+1) “I=1 0,
unde N este dimensiunea totald a esantionului; nj este dimensiunea esantionului din grupul j si R;
este suma rangurilor din grupul ;.
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Testul Mann-Whitney U este un test nonparametric al ipotezei nule conform careia pentru
valorile selectate aleatoriu X si Y din doua populatii, probabilitatea ca X sd fie mai mare decat Y
este egala cu probabilitatea ca Y s fie mai mare decat X. Altfel spus acesta permite compararea
a doua grupuri, conditii sau tratamente fara prezumtia ca valorile sunt distribuite Tn mod normal
(6). Acest test se bazeaza pe ranguri. Ipoteza pentru testul Mann-Whitney U poate fi exprimata in
felul urmator:

Ho: distributiile ambelor populatii sunt identice;

H;: distributiile ambelor populatii nu sunt identice;
unde Ho este ipoteza nuld iar H; ipoteza alternativd. Cu ajutorul testului s-au facut calcule
statistice a carei distributie sub ipoteza nuld este cunoscuti. In cazul esantioanelor mici,
distributia este tabelatd, iar in cazul esanteoanelor mai mari, aproximarea folosind distributia
normala este destul de buna. Testul reuneste observatiile din cele doua esantioane intr-un singur
esantion combinat, tindnd evidenta din care proba provine fiecare observatie si apoi le aranjeaza
dupa rang, de la cel mai mic la cel mai mare. Formula de calcul pentru testul Mann-Whitney U
este:

ni(ny+1) ny(ny+1)

Uy =nmn,; + —RysilU; =nyn, + — R, (6);
unde n; si nz reprezintd numdrul de ranguri in grupul 1 si respectiv grupul 2; iar R; si R
reprezintd suma rangurilor din grupul 1 si grupul 2 respectiv.

De asemenea, pentru efectuarea testelor statistice am folosit si testul nonparametric,
Kolmogorov—Smirnov par (7). Acesta este un test statistic complex si permite detectarea unor
modele ce nu pot fi detectate cu Independent Samples #-Test sau #-Student test la compararea a
doud esantioane [235]. Ipoteza nuld pentru testul Kolmogorov—Smirnov par este:

Ho: ambele esantioane provin dintr-o populatie cu aceeasi distributie; iar formula de calcul
este:

m+n

Dm,n,a =c(a) . (7);

n
unde m si n sunt dimensiunile primului si, respectiv celui de-al doilea esantion; iar c(a) este
valoarea inversului distributiei Kolmogorov la nivelul de semnificatie a, ce poate fi calculata sau

luata din tabel [235].
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3.1ZOLAREA, CULTIVAREA SI IDENTIFICAREA CELULELOR STEM
MEZENCHIMALE DIN MADUVA OSOASA

3.1 Introducere

Celulele stem mezenchimale sunt celule multipotente ce se pot diferentia in diferite linii
celulare 1n functie de micromediul 1n care sunt pastrate [141, 142, 143, 144, 145, 151]. Aceste
celule pe larg au fost utilizate in cercetari legate de regenerarea tesutului osos, cartilaginos,
tendon, menisc, leziuni degenerative ale aparatului locomotor, sistemului nervos si organelor
interne [146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153]. Modalitatile de obtinere a maduvei osoase de la
animalele de laborator cu scop de izolare si cultivare a CSM pentru teste in vitro si in vivo sunt
diferite. Initial majoritatea extragerilor de maduva osoasa au constat in sacrificarea animalelor si
spalarea sub jet a diafizelor si epifizelor oaselor tubulare lungi, Insa aceasta modalitate permite
obtinerea de celule stem pentru testele in vitro, iar pentru testele in vivo, celulele obtinute puteau
fi utilizate ca celule alogene [151, 154, 155, 156]. O altd metoda de obtinere a MO este aspirarea
acesteia de la nivelul metafizelor oaselor tubulare lungi. Aceastd metoda necesita efectuarea unei
anestezii profunde, incizia tesuturilor moi cu scop de expunere a zonei de interes si deschiderea
canalului medular prin perforare cu burghiu [151, 157, 158, 159]. Aceastd modalitate permite
efectuarea experimentelor asupra animalului cu celule autologe, insd anestezia profunda,
interventia chirurgicala la nivel de femur distal, care cu sigurantd nu va fi ultima si perioada de
recuperare postoperatorie poate periclita reusita experimentului din cauza suferintei sau chiar
mortii animalului [151, 160]. O altd metoda este efectuarea unei anestezii de scurtd duratd cu
potentare locala si colectarea maduvei osoase din osul iliac printr-un ac introdus perpendicular in
osul iliac, cu riscul mare de a strabate ambele corticale ale osului si leza organele bazinului [142,
143]. In cadrul laboratorului nostru a fost elaborat un procedeu similar de colectare a MO din
osul iliac, in calitate de reper fiind procedura de colectarea a MO de la oameni [152, 161, 162,
163].

3.2 Metode

3.2.1 Izolarea si cultivarea CSM

In experiment au fost utilizati 9 iepuri, 3 masculi si 6 femele, cu varsta intre 4 si 5 luni,
masa medie de 3.74 +0.26 kg. Dupa efectuarea anesteziei si Inldturarea blanii de la nivelul
bazinului cu un trimer, a fost aseptizat si delimitat campul operator cu material steril. A fost
pregatita o seringd de 5 ml cu 1250-2000 U heparind (Balkan Pharmaceuticals, Moldova).
Maiduva osoasa a fost colectata din aripa osului iliac dupa o tehnica similara cu cea utilizata la
oameni [152, 162, 163]. Cu un ac de 18 G (Van Oostveen, Olanda) insotit de un trocar, din

anterior spre posterior, paralel planului osului iliac, a fost strapunsa pielea si s-a ajuns pand la
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crista osului iliac. Cu miscari incete, rotatorii si de avansare cu acul, crista osului iliac a fost
perforatd. Din ac a fost inlaturat trocarul, a fost conectata seringa heparinizata si a fost aspirata
maduva osoasa [141, 142] (figura 3.1). Seringa cu maduva osoasd a fost dusd imediat in

laborator pentru procesare, iar animalul inapoi in vivariu.

Figura 3.1. Recoltarea de maduva osoasa din osul iliac la iepure. Pregitirea animalului

pentru prelevarea maduvei osoase (a, b), perforarea corticalei osului iliac cu acul de 18G

(c, d) si aspirarea maduvei osoase (e).

In laborator seringa cu MO prelevata a fost introdusd in hota cu flux laminar (LN 090,
Nuve). Preventiv, la baia de apa (BAE-2, Raypa) au fost incalzite gradientul de concentratie
HiSep LSM 1077 (HiMedia, India), PBS (Lonza, Belgia) si mediul pentru izolarea si cultivarea
CSM — HiMeso XL. Intr-o eprubeti sterili de 15 ml a fost turnat gradient de concentratie in
volum egal cu volumul de maduva osoasd prelevatd [151]. Maduva osoasd prelevatd a fost
amestecatd cu PBS (Lonza, Belgia) in raport de 1:1 si aplicatd cu precautie pe suprafatd
gradientul de concentratie fard ca acestea sd se amestece. Eprubeta a fost centrifugata la forta de
400 x g tip de 15 minute. Dupa centrifugare, stratul cu celule mononucleate a fost prelevat si
mutat in altd eprubetd [151]. Celulele mononucleate izolate au fost spalate cu PBS, iar dupa
centrifugare la 170 x g timp de 10 minute (figura 3.2), celulele au fost spalate cu mediu de
izolare si cultura pentru CSM. Dupa centrifugare repetata, supernatantul a fost inlaturat, iar
celulele resuspendate in 5 ml mediu de izolare si culturd pentru CSM [151] si introduse intr-un
flacon de cultura celulard de 25 cm? (Nunc, Danemarca). Flaconul a fost introdus in incubator
(Smart Cell, Heal Force) la 37°C cu 5% CO2 cu schimbarea a jumditate de mediu de nutritie

fiecare 2-3 zile, 1ar de la o confluentd celulard de 40-50% mediul de culturd a fost schimbat in
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totalitate pentru Inlaturarea maximala a celulelor de contaminare (figura 3.3). La confluenta de
70-80% a celulelelor atasate de suprafata de culturd celulara, mediul de culturd celulara a fost
inlaturat, suprafata de culturd celulard a fost spalatd de 2 ori cu PBS, dupa care celulele au fost

detasate prin tripsinizare cu 1 ml solutie de 0.25% tripsind-EDTA preincalzita.

Figura 3.2. Procesarea maduvei osoase prelevate. Eprubeta de 15 ml cu PBS amestecat cu
maduva osoasa situat pe gradient de concentratie in raport de 1:1:1 (a), separarea pe
straturi dupa centrifugare (b) si stratul cu celule nucleate de miaduva osoasa separat in alta

eprubeta dupa spalare cu PBS (¢).

A = =t = AL~ 5 - ; s
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Figura 3.3. Izolarea si cultivarea CSM din maduva osoasa (MT-2, Olympus) cu DMEM/F-

12 Ham si 10%SFB. Concentrat de celule nucleate de maduva osoasa (a) (x40); la 2-3 zile
prezente celule fusiforme, unice atasate de suprafata de cultura (b) (x40); la 4-5 zile a fost
determinata cresterea numarului de celule (c¢) (x60); la 6-8 zile s-au format coloniile
celulare (d) (x60); (e) la 9-11 zile apare tendinta spre confluere a celulelor (d) (x40); 1a 10-
14 zile confluenta celulara de 80-90% a celulelor cu un grad de contaminare celulara

minimal (f) (x40).
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In timpul tripsinizarii flaconul a fost introdus in incubator (Smart Cell, Heal Force) pentru
2-5 minute. Dupa aplicarea flaconului a 2-3 lovituri flaconului, la microscop au fost vizualizate
celulele detasate. Solutia de tripsina a fost inactivatd cu 3-4 ml de mediu de izolare si culturd
pentru CSM. Suspensia celulard a fost transferatd intr-o eprubeta de 15 ml si centrifugata la 170

x g timp de 10 minute [151].
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Figura 3.4. Numararea celulelor prin excludere cu solutie de 0.4% albastru de tripan.

Dupa inlaturarea supernatantului, celulele au fost resuspendate in mediul de cultura
celulara. Numararea celulelor a fost efctuatd in hemocitometru (figura 3.4) cu excluderea
celulelor moarte prin colorare cu solutie de 0.4% albastru de tripan (Sigma, Marea Britanie) (8,
9, 10) si determinarea ratei celulelor vii (11).

Nemi =Menp x Fg x 107 (8);

Niee= Ne/m x V 9);

No=Mean, x Fg x 10°x V' (10);

Vee% = (Ney X 100%)/Niee  (11);
Niee — Numarul total de celule cultivate; N¢m — Numarul de celule intr-un ml suspensie; Mcn, —
Media celulelor in n patrate ale hemacitometrului; Man, — Media celulelor vii in n patrate ale
hemacitometrului; V..% - Rata procentuald a viabilitdtii celulelor detesate; N¢, — numarul de

celule vii detasate; Fy— Fractia de dilutie [ 164].
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Figura 3.5. Cultura CSM in pasajul II x20 (DM IL, Leica). CSM atasate la suprafata de
cultura cu urme de celule de maduva osoasa dupa 24 ore (a); CSM la a 3-a zi de cultivare

(b) si confluenta de 90% a CSM la ziua a 5-a (c).
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Pentru cultivarea celulelor in al II-lea pasaj, acestea au fost introduse in flacoane de cultura
celulard de 75 cm? (Nunc, Suedia) la o densitate de 1x10*+1x10* celule/cm?, cu schimbarea
completd a mediului de culturd fiecare 2 zile pand la o confluentd de 80-90% (figura 3.5).
Celulele din pasajul II au fost congelate la -84°C a céate 5x10° celule/ml cu mediu pentru
conservarea celulelor si au fost utilizate ulterior pentru testele in vitro. De asemenea, celulele din
pasajul II au fost utilizate cu scop de identificare a CSM prin diferentiere condrocitara.

3.2.2 Identificarea CSM

Potentialul de diferentiere a CSM este considerat un criteriu fiabil pentru identificarea lor
si distingerea acestora de preadipocite, preosteocite sau precondrocite [141, 142, 151, 155, 158,
164]. In calitate de mediu pentru diferentiere celulard a fost utilizat mediul HiChondroXL
(HiMedia, India). Diferentierea condrocitard a celulelor stem mezenchimale a fost efectuata
conform protocolului de lucru descris in una din cercetirile efectuate [151]. Intr-o eprubeta
sterild de 15 ml au fost introduse 1x10° celule/ml de mediu de culturi celulari. Eprubeta a fost
centrifugata la 45 x g timp de 10 minute. Dupa inlaturarea supernatantului, in eprubeta a fost
adaugat 1 ml mediu de diferentiere condrocitard HiChondroXL (HiMedia, India). Celulele au
fost resuspendate prin pipetare, iar eprubeta s-a introdus intr-un stativ si incubatd cu capacul
intredeschis la 37°C, 5% CO2, mediul umed (Smart Cell, Heal Force). Mediul de diferentiere
condrocitard a fost schimbat fiecare 48 de ore, preventiv centrifugand eprubeta, timp de 20 zile
[151]. in zilele 5-7 de diferentiere, la fundul eprubetei a fost observati formarea de agregate de
forma sferica sau ovala (figura 3.6). Dupd 20 zile de diferentiere condrocitara sferele formate au
fost introduse in formaldehida buferizatd de 10% si examinate dupa colorarea sectiunilor cu
Hematoxilind-Eozind si colorari specifice pentru glicozaminoglicanii prezenti in cartilaj —

Safranin O si Albastru de Toluidina cu Fast Green [164, 165, 166, 167].

Figura 3.6. Diferentierea celulara pe linie condrocitara in eprubete de 15 ml din
polipropilen. Aspect a 1x10° CSM la inceputul diferentierei pe linie condrocitari (a) si

formarea agregatelor condrocitare (b).
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3.3 Rezultate

Durata procesului de prelevare a maduvei osoase de la inceputul anesteziei a durat in
mediu 36 +£3 minute, fara inregistrarea carorva complicatii. In mediu au fost prelevate 3.39 £1.27
ml de maduva osoasa. Durata medie de cultivare a celulelor in primul pasaj pana la confluenta de
70-80% a fost de 7+1 zile. A fost determinata o corelatie puternica intre volumul de maduva
osoasd prelevatd si numarul de zile necesare pentru a obtine confluenta celulara necesard (p
<0.001). Cu cat volumul de MO era mai mare cu atat confluenta era mai rapida si invers. Cu
toate acestea, nu a fost determinata nici o corelatie dintre numarul de celule obtinute in primul
pasaj si volumul de MO prelevat (p >0.5), aceasta poate fi explicat prin faptul ca durata de
cultivare a celulelor pentru a obtine confluenta celulard necesara era diferita. Cantitatea de CSM
a variat de la caz la caz, drept urmare nivelul de confluenta stabilit vizual nu a putut fi considerat
metoda de apreciere obiectiva. Deci, in urma cultivarii celulelor in primul pasaj au fost obtinute
circa 7.47 x10° £6.9 x10* CSM per flacon, iar dupi 5 zile de cultivare in pasajul II in flacoane de
75 cm?, pani la o confluenti celulard de 80-90% au fost obtinute 4.12 x10° +4.64 x10° celule per
flacon. Tindnd cont de faptul cd in pasajul II durata de cultivare a CSM 1in toate cazurile era
aceeasi, a fost determinat ca numarul de celule obtinute in pasajul II depinde in mod direct de
numarul celulelor viabile obtinute in pasajul I (p <0.001). Ca urmare, durata medie de cultivare a

celulelor pe parcursul primelor 2 pasaje a fost de 12+1 zile, viabilitatea celulara fiind de 100% in

toate cazurile.

Figura 3.7. Colorarea cu Hematoxilina-Eozina a agregatelor condrocitare x60 (MT-2,
Olympus). S-a determinat prezenta unei densitiati mari de nuclee (verde), dar si formarea
de MEC (galben).

In procesul de diferentiere condrocitara, a fost determinati formarea de agregate celulare
care erau de forma sferica neregulatd fixate de fundul eprubetei, care ulterior s-au desprins si
pluteau liber prin mediu [151]. De asemenea, in primele zile de diferentiere, celulele puteau fi

usor dispersare prin pipetare, iar dupa ce au format agregate cu aspect de ou, acest lucru nu mai
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era posibil [151]. Chiar dacd agregatele celulare erau constituite din acelasi numar de celule
acestea puteau fi de dimensiuni diferite, aproximativ 1.5-3 mm in diametru (figura 3.6).

La examenul histologic cu Hematoxilind-Eozina a fost determinatd o celularizare bogatd a
agregatelor obtinute, evidentiatd printr-o densitate mare de nuclee, dar si formarea de matrice
extracelulara (figura 3.7). La colorarea cu Albastru de Toluidina si Fast Green, piesa histologica

a fost coloratd intens in culoare violeta si albastra, ceea ce este specific pentru GAG ce sunt

prezenti in tesutul cartilaginos (figura 3.8).

Figura 3.8. Colorarea cu Albastru de Toluidina si Fast Green a agregatelor formate x40
(MT-2, Olympus). Prezenta unei colorari in albastru-violet inchis demonstreaza prezenta

in MEC a unui continut inalt de GAG.

La colorarea cu Safranin O a fost determinat un numéir mare de nuclee, ce au avut o
colorare intunecatd, iar matricea extracelulara sintetizata de cétre celule bogata in GAG, a fost

colorata in rosu, lucru specific pentru tesutul cartilaginos (figura 3.9).

determinata colorarea MEC in rosu (galben) datorita prezentei de GAG, si o densitate

mare de nuclee (verde).
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3.4 Discutii

Tehnica utilizata de prelevare a MO este o modificare a tehnicii prin care osul iliac de
iepure in conditii similare este strapuns perpendicular cu un ac de biopsie de 18 G [142] descrise
in literaturd. Punctarea osului iliac in plan paralel cu osul iliac si nu perpendicular, a permis un
control mai bun al acului de seringd utilizat, deoarece acesta a fost introdus printr-un os mai
moale, drept urmare a fost evitata asa complicatie ca perforarea concomitentd a ambelor corticale
cu lezarea organelor interne. De asemenea, tehnica utilizatd a permis fixarea sigura a acului in
osul iliac, ce a permis colectarea in mod cert a MO [151]. Astfel, colectarea de MO prin aceasta
tehnica permite in final efectuarea testelor preclinice in vivo cu CSM proprii fard a supune
animalul la mari suferinte si risc pentru viatd, ceea ce ar putea influenta negativ rezultatele
experimentelor [160]. Metodele de obtinere a MO sau a CCMOA pentru izolarea CSM ce au fost
descrise in literatura, implica sacrificarea iepurilor [146, 151, 155, 156]. Acest fapt a facut
imposibila testarea in vivo a capacitatii de regenerare a tesuturilor prin utilizarea grefelor
combinate cu celule autologe, dar si efectuarea sub anestezie generald a unor proceduri invazive
foarte traumatizante pentru iepuri ce aveau ca scop recoltarea de MO din metafizele sau canalele
medulare a oaselor tubulare lungi, ca femurul si tibia [151, 157, 158, 173]. Osul iliac este mai
mic comparativ cu cel femural, la un iepure adult aceasta variaza intre 4.3 mm si 4.8 mm (figura
3.10). Iar datorita faptului ca osul iliac la nivel de crista iliaca este mai moale, aceasta usor a fost
perforat manual cu un ac de 18G [151]. Drept urmare, volumul de maduva osoasd ce a fost
colectat dintr-un os putea ajunge la 4.5-5 ml, fard a aduce daune sanatatii animalului si de a-1
expune la riscuri care ne puteau costa timp si bani [151, 160]. Totodatd, chiar si cel mai mic
volum de MO colectat a fost suficient pentru a obtine Intr-o perioada relativ scurta, de 13 zile,

aproximativ 4.55 x10°de CSM, ceea ce a fost un rezultat foarte bun.

- N

Figura 3.10. Dimensiunile comparative ale oaselor iliac si femural. Aspectul oaselor iliac si

femural de iepure (a). Aprecierea grosimii osului iliac (b) si osului femural (c).

Din literaturd era cunoscut cd in MO numarul de CSM este foarte mic, intre 0.001% si
0.01% din numarul total de celule nucleate [141, 151], sau intre 1:100000 si 1:10000 de celule
[174-176]. Conform datelor literaturii CSM puteau fi multiplicate de 500 de ori pe parcursul a 50
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de generatii obtindnd 1n final miliarde de celule [151, 174, 175]. Totusi, la cultivarea in vitro
incepand cu al 6-lea pasaj, CSM 1isi pierd caracteristicele de celule stem si capacitatea de
diferentiere [175, 176]. Altfel spus, dacd am fi continuat cultivarea celulelor obtinute in pasaje,
la o densitate de 8-10x10* celule/cm?, la al 4-lea pasaj am avea cateva miliarde de celule cu
potential de diferentiere. Asadar, chiar si 1 ml de MO prelevata dintr-un singur os iliac de iepure
prezintd un volum suficient pentru a obtine un numar mare de CSM cu capacitate de diferentiere,
ce ar putea fi utilizate pentru testele in vitro sau in vivo pe animale, fapt ce pe nedrept a fost
ignorat in literatura [144, 145, 149, 155, 157, 158]. In cadrul activitatii de cercetare in vitro,
CSM au fost utilizate cu succes in testarea diferitor matrici tridimensionale de origine biologica
[168], 1n special, a grefelor OCDD [170, 246], a materialelor din biosticla predestinate obtinerii
implantelor stomatologice [169] si diferitor tipuri de nanoparticule [190, 239], in special cu scop
de ghidare in campul magnetic [171]. De asemenea, CSM au fost utilizate in terapia celulara a
unor patologii ale tesuturilor moi si dure [163, 237, 238, 240].

Identificarea celulelor stem reprezinta o etapa importantd in lucrul cu acestea. La moment
cele mai utilizate modalitati de identificare a CSM sunt RT-PCR, diferentierea celulard pe cale
adipogenicd, osteogenicd si condrogenicd [141, 142, 151], flowcitometrie [141, 174],
imunofluorescenta [174, 176]. In cercetarea noastra am identificat CSM din maduva osoasa doar
prin diferentiere pe cale condrogenicd. Asadar, conform criteriilor Societatii Internationale de
Terapie Celulard, CSM nu au fost complet identificate, insd dupd parerea noastrd aceasta este
suficient, deoarece CSM din maduva osoasa sunt celule multipotente cu potential de diferentiere
terminald 1n celuld specializatd. Cu toate acestea, diferentierea pe linie condrocitard a fost
confirmata prin colorarea specifica doar pentru cartilaj cu Safranin O si Albastru de Toluidina cu
Fast Green [151, 165, 177].

Este necesar de mentionat cda CSM obtinute dupa modalitatea elucidatd au fost utilizate in
calitate de martor la identificarea altor tipuri de celule izolate, ca condrocite [164], celule osoase
[189], hepatocite [154] si fibroblaste [178].

In concluzie CSM sunt celule larg utilizate nu doar in cercetarile de laborator, dar si in
clinica. Pentru testele preclnice pe iepuri cu scop de izolare a CSM era suficinetd o cantitate mica

de MO si o durata scurd de timp, lucru diferit de procesul de izolare a CSM din MO umana.

52



4. IZOLAREA SI CULTIVAREA CONDROCITELOR DIN CARTILAJUL
ARTICULAR DE IEPURE

4.1 Introducere

Tesutul cartilaginos hialin este un tesut cu o capacitate foarte redusa de regenerare, [6, 130,
139, 151, 164, 179] drept consecinta leziunile acestuia pot avea urmdri grave asupra articulatiilor
diartrodiale, in special a celor mari [41, 95, 134, 135, 137]. A fost constatat ca numarul
pacientilor cu leziuni de cartilaj articular creste anual cu circa un milion de cazuri [41]. Pana la
moment pentru a repara, sau stimula procesul de reparare a defectelor cartilajului articular au fost
utilizate metodele descrise anterior, toate rezultand cu generarea unui tesut de tip
fibrocartilaginos cu proprietati mecanice reduse si un potential de uzura foarte ridicat comparativ
cu cartilajul hialin normal [35, 95, 137, 164]. Cu toate acestea, tehnica de transplantare a
condrocitelor autologe, ca tehnicd de restaurare, la moment este consideratd “’Standard de Aur”
in regenerarea reparatorie a cartilajului articular [182, 183]. Deoarece una din etapele acestei
tehnici consta 1n obtinerea culturilor condrocitare din cartilajul articular prelevat, aceasta implica
utilizarea unei sau mai multor tipuri de enzime necesare pentru digestia enzimatica a cartilajului
si eliberarea condrocitelor. A fost constatat cd viteza de realizare a acestei etape depinde in mod
direct de concentratia solutiilor enzimatice folosite si durata de expunere a cartilajului [139, 164,
184, 185, 186, 187], iar durata digestiei enzimatice necesare pentru izolarea unui numar suficient
de condrocite variaza de la 3 pana la 24 de ore. Cu acest scop cel mai des in literatura a fost
descrisa utilizarea colagenazei [132, 164, 184, 186, 188], cu cat concentratia acesteia in solutie
este mai mare cu atat durata de expunere este mai scurtd. La o perioada de expunere de 24 ore s-
au recomandat concentratiile de 0.15% si 0.3%, iar pentru 4 ore de 1.2% [164, 184, 250]. De
asemenea, pentru digestia enzimatica a cartilajului a fost descrisa utilizarea solutiei de tripsina-
EDTA 0.25% la 37°C timp de 3 ore [164, 187, 188], sau utilizarea etapizatd a mai multor enzime
cu perioadd scurtd de predigestiec de 30 min in tripsina-EDTA 0.25%, urmatd de utilizarea
colagenazei tip A 0.21 U/mg de cartilaj timp de 12 ore [132, 164, 250] sau predigestia in solutie
enzimatica cu continut de Dispaza 0.8 U/mg de cartilaj cu hialuronidaza 0.1% sau pronaza 0.4%
timp de 60 minute, urmat de digestia in colagenaza tip Il de 0.1%, 0.15% si 0.2% timp de 6 sau
10 ore [164, as 186]. Izolarea initiald a unui numar mare de condrocite a permis reducerea
duratei de culturd celulara, dar si a numarului de pasaje celulare necesare pentru obtinerea
numarului suficient de celule pentru transplantare. Totodatd, condrocitele prezintd o optiune
preferabild in tratamentul defectelor de cartilaj, deoarece profilul lor molecular este similar cu

cel al celulelor gazda din cartilajul sanétos din jurul defectului [164, 166, 167].
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Procesul de monitorizare continua pe parcursul izolarii condrocitelor din cartilajul articular
hialin a permis reducerea timpului de izolare a condrocitelor, dar si de obtinere unui numar mai
mare de celule pentru cultura. Acest fapt este foarte important, din motivul dediferentierii
fibroblastice a condrocitelor [164, 251], complicatie ce apare pe parcursul cultivarii
condrocitelor in numeroase pasaje, cu scop de a obtine numarul necesar de condrocite pentru
transplantare. Ca urmare, a fost constatat ca cu cat numdarul de condrocite izolate este mai mare
cu atat numarul de pasaje si gradul de dediferentiere fibroblastica a condrocitelor este mai mic.

4.2 Metode

4.2.1 Izolarea si cultivarea condrocitelor

Sub anestezie generalda dupd inlaturarea blanii, aseptizarea si delimitarea cdmpului operator
la nivelul articulatiei genunchiului, prin abord parapatelar medial de aproximativ 1-1.5 cm
lungime, a fost deschisd articulatia genunchiului [164, 166, 167, 250]. Dupa hemostaza,
articulatia a fost spalatd cu solutie de NaCl 0.9%, dupa care de pe suprafata neportantd a
condilului femural, de la nivelul santului trohlear, au fost prelevate bucéti de cartilaj articular.
Cartilajul prelevat a fost introdus intr-o eprubeta de 15 ml cu mediu de cultura pentru condrocite,
preincalzit la 37°C. Dupa suturarea plagii pe straturi, animalul a fost reintors in vivariu, iar
cartilajul prelevat dus in laborator pentru procesare [164, 251]. In conditii sterile, sub hota cu
flux laminar (LN 090, Nuve), cartilajul prelevat a fost spalat cu PBS cald (HiMedia, India) de 3
ori. Apoi, miruntit cu un bisturiu pani la fragmente de 1-2 mm? si introdus intr-o eprubeti sterili
de 15 ml cu 5 ml de 0.25% tripsind-EDTA pentru predigestie [132, 164]. Bucatile de cartilaj au
fost agitate timp de 10 minute pe un agitator orbital (ES-20, Biosan) la 150 rpm, 37°C. Apoi
eprubeta a fost centrifugata timp de 3 minute la 50 x g. Dupa inlaturarea supernatantului, bucatile
de cartilaj a fost spalate cu PBS cald si centrifugate repetat (figura 4.1). Bucdtile de cartilaj au
fost resuspendate in cate 2 ml de solutie colagenaza 0.6% dupa care au fost formate 2 grupuri,
fiecare cate 9 cazuri. In grupul I bucitile de cartilaj cu solutia de colagenaza au fost introduse in
eprubete de 15 ml, iar in grupul II in flacoane pentru culturi celulard de 25 cm? (Nunc, Suedia).
Aceste flacoane au fost selectate cu scop de a putea monitoriza prin microscopie dinamica
procesului de eliberare a condrocitelor din tesut sub actiunea enzimelor (figura 4.2). Vasele din
ambele grupe au fost introduse in incubator (Heal Force, Start Cell) la 37°C cu 5%CO: si
amplasate pe agitator tip rocker (MR-1, Biosan). Eprubeta a fost pusad pe un agiatator prin nutatie
in pozitie orizontald, iar flaconul a fost plasat pe una din fetele sale laterale [164, 251]. Vasele
din ambele grupe au fost agitate la 20-25 oscilatii/minut. Durata de digestie enzimaticd in grupul
I a fost fixa, de 360 minute, iar in grupul II a variat in dependentd de cantitatea de celule prezente
in campul de vedere. Astfel, dupa 120 minute de digestie enzimaticad a cartilajului, procesul a

fost monitorizat sub microscop fiecare 10-20 de minute, cu intreruperea procesului cand
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condrocitele eliberate din tesut au ocupat aproximativ 50-60% din campul de vedere, chiar daca
cartilajul nu era complet digerat. Digestia enzimatica a cartilajului cu solutie colagenaza de 0.6%
a fost intrerupta in ambele grupe prin diluarea cu 10 ml de PBS (HiMedia, India). In grupul II
pentru separarea celulelor libere de cartilajul nedigerat, suspensia celulara a fost filtrata prin

filtre de nailon cu porii de 70 um (Sigma, Marea Britanie) in eprubete de 50 ml.

Figura 4.1. Prelevarea cartilajului articular si tripsinizarea lui: (a) pregatirea
preoperatorie a animalului; (b) deschiderea articulatiei genunchiului; (¢) prelevarea de
cartilaj de pe suprafata neportanta a condililor femurali; (d) cartilajul dupa maruntire si

spalare; (e) tratarea cu tripsina-EDTA 0.25%; (f) cartilajul articular dupa tripsinizare.

Eprubetele cu condrocite izolate din ambele grupe au fost centrifugate la 170 x g timp de
10 minute. Supernatantul a fost inlaturat prin aspiratie, iar condrocitele au fost spalate cu 10 ml
mediu de nutritie si centrifugate repetat. Apoi, condrocitele din ambele grupe au fost
resuspendate in 5 ml mediu de nutritie si numarate Tn Hemocitometru prin excluderea celulelor
moarte cu solutie de 0.4% albastru de tripan dupa modalitatea descrisd in studiul anterior (8, 9,
10) [164]. Condrocitele obtinute in ambele grupe au fost introduse in cate un flacon de cultura
celulard de 25 cm? (Nunc, Suedia), densitatea de populare a suprafetelor de culturd cu celule a
variat de la 2x10° celule vii/cm? pani la 8x10° celule vii/cm?. Astfel, condrocitele din grupul I au
fost cultivate cate 3x10° £8.3x10? celule vii/cm?, iar condrocitele din grupul II erau cultivate céte
6.3x10% £1.4x10° celule vii/cm? ceea ce era aproximativ de 2 ori mai mult comparativ cu grupul
I. Toate celulele izolate au fost cultivate In aceleasi conditii, incubate in mediu umed la 37°C,
5% CO2 (Smart Cell, Heal Force) cu schimbarea a cate jumatate din mediu fiecare 2-3 zile. La
confluenta condrocitelor de 70-80%, acestea au fost detasate de suprafata de culturd celularad cu
tripsina-EDTA 0.25%, numarate si utilizate dupa necesitate. O parte din celule au fost cultivate
in pasajul 2 in flacoane de 75 cm? (Nunc, Suedia) la o densitate de 1.4x10*+£5.4x10° celule/cm?,

ce apoi au fost conservate in SFB cu 10% DMSO si pastrate la -84°C pentru teste in vitro [164],
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iar o parte din condrocitele cultivate in primul pasaj au fost combinate cu grefe OCDD si
transplantate intr-un defect osteocondral experimental [166, 167]. Culturile celulare ce nu au
ajuns la confluentd dupa o perioada indelungatd de cultivare si prezentau colonii celulare

hipertrofiate au fost decantate, deaorece aceste celule nu se mai multiplicau in pasajul II.
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Figura 4.2. Digestia enzimatica cu colagenaza 0.6% pe agitator tip rocker in incubator: (a)
in eprubeta timp de 360 minute si (c) condrocitele izolate; (b) digestia enzimatica in flacon
de cultura celulara intors pe partea laterala cu posibilitatea monitorizarii sub microscop a
procesului de eliberare a condrocitelor din cartilaj si (d) digestia enzimatica a cartilajului

cu eliberarea condrocitelor [170].

4.2.2 Identificarea condrocitelor

Celule din ambele grupe, cultivate in primul pasaj, au fost introduse cate 1x10* celule in
cate 2 godee a unei placi de 24 godee, care au fost cultivate in supraconfluenta pe parcursul a 16
zile cu schimbarea completd a mediului de culturd odata la 2 zile [167, 189]. Dupa cultivare in
supraconfluenta, celulele au fost identificate prin colorarea histochimica specifica pentru GAG a
matricei extracelulare specifice tesutului cartilaginos cu Safranin O si Albastru de Toluidina cu
Fast green [164, 166, 251]. In calitate de lot martor au fost utilizate CSM din MO de iepure,
extragerea carora a fost prezentata in studiul anterior [151, 164, 189]. CSM dupa decongelare au
fost cultivate pani la o conflentd de 60-70% si introduse, de asemenea, a cite 1x10* celule per
godeu in doua godee.

Colorarea celulelor in monostrat cu Safranin O a fost efectuata in 2 godee, cate unul din
fiecare grupa si un godeu cu CSM. Dupad indepartarea mediului de nutritie din godeele in care au

fost cultivate celulele si spalarea cu PBS (HiMedia, India), s-a turnat cate 1 ml solutie
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glutaraldehida de 0.1% pentru 20 min la temperatura camerei. Dupa 3 spalari cu PBS, in godee s-
a turnat cate 1 ml de 0.001% Fast Green pentru 5 minute si apoi acid acetic de 1% pentru 10
secunde. Godeele au fost spalate repetat cu PBS si in ele s-au turnat cate 1 ml solutie 0.1%
Safranin O pentru 15 minute. Apoi godeele au fost spdlate de 5 ori cu PBS si examinate
microscopic. In godee cu aceleasi tipuri de celule a fost realizatd colorarea cu Albastru de
Toluidind si Fast Green. Dupa indepartarea mediului de culturad celulard si spalarea cu PBS, in
godee s-au addugat cate 1 ml de solutie Albastru de Toluidind 0.4% pentru 10 minute. Godeele
au fost spalate de 3 ori cate 30 secunde cu apa distilata, urmat de turnarea in godee a cate 1 ml de
Fast Green 0.02%. Dupd spdlare de 2 ori cu apa distilatd a fost efectuatd examinarea
microscopica [164, 165].

4.3 Rezultate

Ca urmare a implementarii noii metode de izolare a condrocitelor, numarul acestora a
crescut semnificativ. Durata de expunere la colagenaza in grupul I - control, a fost fix 360

minute, atunci cand durata de expunere in grupul II - experimental, a variat, fiind in mediu 140

+10 minute.
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Figura 4.3. Reprezentarea comparativa a numarului de condrocite izolate (stinga) si

numarul total de condrocite obtinut in primul pasaj (dreapta).

Ca urmare, in grupul control in mediu au fost izolate 9.2x10* £3.1x10* condrocite [164],
atunci cand in grupul experimental, prin monitorizarea continud, au fost izolate aproape de 2 ori
mai multe — 1.6x10° £3.4x10* celule (p =0.001) (figura 4.3). De asemenea, durata indelungati de
expunere la colagenazd a influentat negativ numarul celulelor izolate in grupul control
comparativ cu cel experimental (p <0.001). Pe cand la compararea valorilor procentuale, dupa
numararea celulelor in hemocitometru prin excludere cu 0.4% trypan albastru, in grupul de
control a fost obtinuti o rati de viabilitate celulard de 85.36% (95% 11:72.73-97.97), iar in grupul

experimental de 98.09% (95% 11:93.10-101.49). O diferenta necritica (p =0.055), insa care in caz
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de izolare a unui numar mic de celule, din motiv ca celelalte au fost digerate de colagenaza, orice
reducere a viabilitatii poate avea efecte negative asupra potentialului de cultivare a acestora [151,
164]. Avand in vedere cd numarul de celule viabile, din grupul control, ce au fost puse la
cultivare in primul pasaj au fost de 7.5x10* £2.1x10%, iar in grupul experimental de 1.6x10°
+3.5x10* celule (p=0.001), durata de cultivare a condrocitelor ce include aderarea la suprafata de
cultura celulara, multiplicarea, formarea de colonii cu tendintd spre confluenta, dar si confluenta
pani la 70-80%, in ambele grupe a fost diferitd. In grupul control durata de cultivare a primului
pasaj a fost de 1742 zile, iar in grupul experimental de 11£3 zile (p =0.001) (figura 4.4). Ca
urmare, numdirul de celule obtinute in primul pasaj in grupul control a fost de 1.2x10° £4.3x10°
celule, iar in grupul experimental de 2.92x10° +£3.6x10° celule, cu viabilitatea de 100% in ambele

grupe, ceea ce reprezintd o diferentd semnificativa (p<0.001).

Durata medie de cultivare a condrocitelor in Pasajul I (p=0.001)
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Figura 4.4. Confluenta condrocitelor pe parcursul primului pasaj.

Utilizarea tehnicelor histochimice de colorare a matricii extracelulare secretate de
condrocite pe parcursul a 16 zile de cultivare in supraconfluentd, ne-a permis colorarea in rosu-
oranj a acesteia cu Safranin O, pe cand in lotul martor colorarea lipsea sau era foarte slab
exprimatd. Acelasi lucru este caracteristic si pentru colorarea cu Albastru de Toluidina si Fast
Green, unde matricea extracelulara s-a colorat in albastru-violet. Astfel, a fost demonstrat ca
celulele izolate din cartilajul articular hialin, ce secreta matrice extracelulara specifica cartilajului
sunt condrocite (figura 4.5).

4.4 Discutii

Izolarea si cultivarea condrocitelor este o etapa primordiala in procesul de transplantare a

condrocitelor autologe necesare in repararea cartilajului articular [6, 41, 42, 128, 130, 132, 133,
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134, 164, 182]. De asemenea, condrocitele pot fi utilizate si in vitro cu scopul testarii diferitor
substante [169, 171, 190], implante, grefe predestinate tratamentului defectelor de cartilaj sau
altor leziuni intraarticulare [164, 170, 185, 246].

Etapa de laborator, in procesul de transplantare a condrocitelor autologe, a asigurat
numarul necesar de celule pentru transplantare, insd aceasta etapa fiind si cea mai vulnerabila. Pe
langa riscul 1nalt de contaminare si infectare a condrocitelor izolate, a fost determinat ca efect
negativ are si cultivarea condrocitelor In numeroase pasaje cu scop de a obtine cantitatea

suficienta de celule pentru transplantare. Factorul negativ in procesul de cultivare a condrocitelor

este degradarea fibroblastica a condrocitelor sau asa numita dediferentiere condrocitara [164,

179, 187].

Figura 4.5. Colorarea specifica pentru cartilaj cu Safranin O si Albastru de Toluidina cu
Fast green (Optika, IM-3F) (x100): CSM din maduva osoasa — martor (a, b); condrocite

din grupul control (¢, d), condrocite din grupul experimental (e, f).

Dediferentierea condrocitard a fost definita ca schimbarea formei condrocitului din rotunda
in fusiforma similara fibroblastelor, diminuarea expresiei genelor GAG, COL2A1 si ACAN,
intensificand expresia genelor COL1A1, astfel reducand sinteza de GAG, colagen tip II si
agrecan, dar stimuland-o pe cea a colagenului de tip 1 [179, 187, 191, 192]. Aceste modificari au
aparut incepand cu al doilea pasaj [164, 187] si s-au intensificat pe parcursul cultivarii, devenind

evidente dupa 5 pasaje consecutive [19]. Astfel, dediferentierea fibroblasticd a condrocitelor a
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redus calitatea matricii extracelulare sintetizate dupa transplantare, aceasta devenind de tip
fibrocartilaginos [166, 167, 179, 191, 192]. Ca urmare, reducerea duratei de cultivare in pasaje a
fost esentiala, deoarece reduce nu doar riscul de infectare a culturilor condrocitare, dar si gradul
de degradare fibroblasticd a acestora [164, 193]. Pentru a obtine un numdr suficient de
condrocite normale pentru transplantare, in literatura au fost descrise metode de rediferentiere a
condrocitelor. Din astfel de metode fac parte cultura condrocitelor pe suprafete neaderente [185],
cultura condrocitelor direct pe matricile tridimensionale cu ulterioara lor transplantare [191],
cultivarea in conditii de presiune scazutd a oxigenului [194], stimularea mecanica [195], dar si

utilizarea factorilor de diferentiere condrocitara [196], metoda utilizata in cadrul studiului [164].

Figura 4.6. Colonii izolate de condrocite supraconfluente, formate ca urmare a unui numar
mic de condrocite in cultura, colorate cu Safranin O (a) (x60), (b) (x150) si Albastru de

Toluidina cu Fast green (c¢) (x60), (d) (x150) (MT-2, Olympus) [164].

Monitorizarea continud a procesului de eliberare a condrocitelor prin digestie enzimatica
din cartilaj articular a fost orientatd spre obtinerea unui numar mare de condrocite pentru a fi
apoi cultivate intr-un numar redus de pasaje pana la obtinerea cantitatii necesare de celule, dar si
reducand gradul de degenerare fibroblasticd a condrocitelor. La obtinerea unui numér mic de
condrocite viabile si cultivarea lor la o cifrd mai mica de 3-3.5x10° celule/cm?® [164, 184, 193], a
fost observatd formarea de colonii condrocitare izolate, neconfluente, ca in 7 cazuri din grupul |
(figura 4.6), iar in 2 din aceste cazuri, unde densitatea de popuare celulari de 2x10° celule/cm?,
la transferul in pasajul II a avut loc stagnarea multiplicarii celulare [164]. Odata ce numarul de
celule este suficient ca coloniile celulare sd se formeze uniform pe o suprafatd de cultura

celulara, numdrul de celule obtinute per pasaj va fi mai mare, iar cresterea izolata a coloniilor
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celulare dictatd de un numar mic de celule izolate, va ocupa o suprafatd de culturd celulara mai
restransa, ca urmare numarul de celule obtinute per pasaj va fi mai mic [164, 166, 167].

Pe langd obtinerea condrocitelor prin digestie enzimaticd a cartilajului articular, o altd
modalitate, de asemenea, eficientd de izolare celulara este cea prin explant [130, 154, 189].
Avand in vedere ca 1n urma izolarii condrocitelor prin monitorizare continud in permanenta
ramaneau bucati de cartilaj nedigerat, a fost posibild combinarea a 2 metode de izolare a
condrocitelor [164]. In prima etapd a avut loc obtinerea unui numir mare de condrocite prin
digestie enzimatica, iar in a doua etapa, cartilajul nedigerat a fost utilizat in calitate de explant
pentru izolarea condrocitelor prin cicluri de reglare volumetrica [178] in microplaci pentru
culturi celulare (figura 4.7). De asemenea, cartilajul nedigerat a putut fi supus repetat digestiei

enzimatice cu o doza proaspata de solutie de colagenaza [164].

Figura 4.7. Colonii de condrocite formate prin explant, din bucati de cartilaj nedigerat x40

si x100 ( IM-3F, Optika). I1zolarea condrocitelor prin cicluri de reglare volumetrica [164].

Identificarea celulelor izolate este o componentd indispensabild a procesului de cultivare
celulara, atat a condrocitelor, cat si a altor tipuri de celule [151, 164, 178]. Utilizarea metodelor
histochimice de colorare cu Safranin O si Albastru de Toluidind cu Fast green, predestinate
analizei histologice a cartilajului au fost suficiente pentru identificarea prezentei GAG si PG
specifici tesutului cartilaginos articular la cultivarea condrocitelor in supraconfluentd [166, 167].

In concluzie, condrocitele sunt celule larg utilizate cu scop de testare preclinica si clinica a
regenerdrii tesutului cartilaginos hialin, dar si in tratamentul defectelor de cartilaj articular.
Obtinerea unui numar suficient de condrocite pentru transplantare intr-un numar redus de pasaje,

ar putea sa fie cheia succesului in procesul de regenerare a tesutului cartilaginos.
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5. OBTINEREA GREFEI BIFAZICE DIN TESUT OSTEOCONDRAL PRIN
TEHNICI DE INGINERIE TISULARA.

5.1 Introducere

Matricele tridimensionale utilizate la ziua de azi in calitate de suport celular pentru
regenerarea de cartilaj articular in mare parte tind s mimeze componenta matricii extracelulare a
acestuia [94, 166, 167, 170, 172, 197, 198, 200]. Aceste structuri tridimensionale ar trebui sa
corespundd anumitor cerinte specifice, de ordin arhitectural, sd detind o biocompatibilitate
excelentd, proprietati fizico-chimice corespunzatoare actiunii mecanice, dar si activitatii
biologice inerente, cu scop de a asigura un micromediu necesar regenerarii cartilajului articular,
cat si a osului subcondral [94, 166, 167, 172, 203]. Astfel, utilizarea unui suport tridimensional
ce reprezintd o structurd bifazica, ierarhica asa cum este tesutul osteocondral [167, 170, 200,
246] ce a fost demineralizat, decelularizat si perforat longitudinal pentru o invazie si populare
celulard mai eficienta pare sa fie mai rezonabila [164, 167, 241]. Leziunile de cartilaj cauzate de
artroza, traume, uzurd legatd de varstd si patologii articulare cronice, duc la lezarea osului
subcondral si a jonctiunii osteocondrale [170, 247], drept urmare intr-o multitudine de cazuri de
defecte de cartilaj este afectat si osul subcondral ce, de asemenea, necesita inlocuire [202, 219].
Materialul de grefare, fie el de origine biologicad sau sintetica, utilizat in regenerarea defectului
cartilaginos nu va putea adera la tesutul subiacent devitalizat cu scop de a regenera defectul de
cartilaj [166, 201]. Ca urmare, in timpul interventiei chirurgicale o parte din osul subcondral se
inlaturata, deoarece fixarea grefei in os era mai sigura, iar regenerarea 0s-os decurgea mult mai
rapid comparativ cu cea cartilaj-cartilaj [167, 202]. Astfel de fixare a asigurat o stabilitate mai
bund a cartilajului articular regenerat, cu pastrarea ierarhiei tesutului osteocondral in cadrul
grefei, ce este esentiald in regenerarea cartilajului articular [200, 244]. Este cunoscuta, de
asemenea, patentarea dopului osteocondral demineralizat [204], doar ca acest tesut osteocondral
nu a fost decelularizat [170, 215, 241, 245] sau perforat pentru repopulare cu celule autologe ce
au potential condroprogenitor.

In studiul efectuat am utilizat tesut OC de iepure ce a fost demineralizat si apoi
decelularizat in solutii cu concentratii diferite de detergent ionic — Sodiu dodecil sulfat si anionic
— Triton X-100 [170]. Este cunoscut ca cu cat concentratia de detergent este mai 1nalta cu atat
procesul de decelularizare decurge mai repede, insd are loc deteriorarea calitatii tesutului
decelularizat [151, 170, 205, 215]. Pentru a determina efectele surfactantilor asupra tesutului
osteocondral ce a fost preventiv demineralizat au fost utilizate cate 3 concentratii diferite de

detergenti.
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5.2 Metode

5.2.1 Pregatirea probelor de tesut osteocondral

De la 5 iepuri eutanasiati au fost prelevate femurele distale, ce au fost congelate la -84°C.
Inainte de procesare, cu un osteotom au fost inliturate tesuturile moi si excesul de os. Dupa
spalarea de sange cu apa distilata, 20 de condili femurali au fost introdusi in solutie de 0.6M HCl
[252] (Sigma, SUA). Masa medie a condililor femurali era de 689 +91 mg (figura 5.1). Pentru
demineralizarea unui condil au fost utilizate cate 250 ml solutie 0.6M HCI Sigma, SUA) ce a fost

schimbata zilnic pana la demineralizarea osului.

Figura 5.1. Pregitirea tesutului osteocondral pentru demineralizare.

Bucatile de tesut osteocondral (OC) au fost spalate intr-un volum mare de apa distilata, de
3 ori a cate 60 de minute si introduse in solutia de H2O2 de 3% (Eurofarmaco, Republica
Moldova) pentru 24 ore pe un agitator magnetic (MS-3000, Biosan). Au fost utilizate cate 50 ml
solutie H>O; per condil, cu schimbarea solutiei de 3 ori (figura 5.2). A doua zi probele au fost
spalate de 4-5 ori cu apa distilata, apoi tinute in PBS cu pH 7.4. Solutia PBS a fost schimbata

fiecare 6-12 ore, cu controlul pH-ului pana la neutralizarea aciditatii.

Figura 5.2. Demineralizarea si spalarea probelor de tesut osteocondral.

5.2.2 Decelularizarea tesutului OC demineralizat

Dupi demineralizare si spalare, au fost create 6 grupuri experimentale de tesut OC. In
dependentd de agentul de decelularizare utilizat si doza acestuia au fost create grupele
decelularizate cu diverse concentratii de Dodecil sulfat de sodiu (Sigma, Marea Britanie) - SDS

2%, SDS 1% si SDS 0.5%; si grupele decelularizate cu diverse concentratii de Triton X-100
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(HiMedia, India) - TrX 2%, TrX 1% si TrX 0.5% [252]. Lotul martor era reprezentat de tesutul
OC demineralizat. Decelularizarea a fost realizata cu ajutorul unui agitator orbital cu incubare
(ES-20, Biosan) la 200 rpm, temperatura camerei (figura 5.3), pe parcursul a 24 ore. Dupa
decelularizare probele au fost spdlate timp de 3 zile cu apa distilata prin agitare si schimbarea

apei de 2 ori pe zi. Probele au fost introduse in eprubete de 50 ml si pastrate in frigider la 4°C

(figura 5.4).

w W o

Figura 5.4. Loturile de tesut demineralizat si de tesut demineralizat si decelularizat.

5.2.3 Determinarea cantitdtii de ADN restant in probe

ADN-ul restant in probe a fost extras folosind kit-ul de purificare a ADN-ului genomic
Thermo Scientific GeneJET (Thermo Scientific, Lituania) [170]. Pentru extragerea ADN-ului,
am folosit micro-pipete (Thermo Scientific, Lituania) si varfuri pentru ele, solutie de etanol 96%
(Luxfarmol, Republica Moldova), tuburi Eppendorf de 1.5 ml, microcentrifugd (TGL-16K,
Zhuhai Hema Medical Instrument), baie de apa (BAE-2, Raypa), spectrofotometru (NanoDrop
2000C, Thermo Fisher) si manusi din cauciuc.

Dupa spalare in apa distilata, probele au fost centrifugate la 4000 rpm timp de 20 de

minute pe tifon steril pentru desicare [170, 245]. Probele au fost tdiate cu diferite lame de
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bisturiu, cate 6 bucdti din fiecare proba de tesut OCDD, 6 bucdti din proba martor si 6 bucati de

tesut OC normal, fiecare a cate 20 mg (figura 5.5).
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Figura 5.5. Extractia ADN-ului cu trusa de purificare genomicad Thermo Scientific

GeneJET.

Toate probele au fost introduse individual in tuburi Eppendorf de 1.5 ml, in care s-au turnat
cate 180 ul de solutie pentru digestie, urmata de adaugarea a 20 ul de Proteinaza K cu pipetarea
ulterioara [212, 215]. Probele au fost plasate in baia de apa la 56°C pana la digerarea completa,
care a durat 3 ore. Pe durata incubarii in baia de apa, probele au fost periodic agitate. Dupa

digestia probelor in tuburile Eppendorf s-au turnat suplimentar 20 ul de ARN-aza.

i
.

Figura 5.6. Coloanele pentru extragerea ADN-ului si solutiile de lucru.

Dupa o pipetare minutioasa probele su fost 1asate la temperatura camerei pentru 10 minute,
apoi au mai fost adaugate inca cate 200 pl solutie de liza. Suspensia a fost amestecatad bine timp
de 15-20 secunde pana la obtinerea unei mase omogene, la care ulterior au mai fost adaugate cate
400 pl solutie etanol de 50% si s-a amestecat repetat. Suspensia obtinutd a fost introdusa intr-o
coloana de purificare ADN GeneJET genomic ADN, aceasta fiind fixatd intr-un tub de colectare
(figura 5.6). Apoi, coloanele au fost centrifugate timp de 1 min la 6000 x g, dupa care au fost
introduse in alte tuburi de colectare. In fiecare coloani au fost adaugate 500 pl solutie tampon de
spalare I cu etanol in proportie de 1: 3, urmata de centrifugarea repetata timp de 1 min la 8000 x
g si ulterioara schimbare a tubului de colectare. In fiecare coloani repetat s-au turnat cate 500 pl
de solutie tampon de spélare I cu etanol 1: 3, urmat de centrifugare timp de 4 minute la 16000 x
g. Apoi coloanele de purificare au fost introduse intr-un tub Eppendorf de 1.5 ml in care s-au
adaugat cate 200 pl solutie tampon de elutie in centrul coloanei, pentru elutia ADN-ului. Elutia a

avut loc timp de 2 minute la temperatura camerei dupa care s-a centrifugat repetat la 8000 x g
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timp de un minut [170]. Suspensia scursd in Eppendorf a fost scanatd la spectrofotometru
(NanoDrop 2000c, ThermoFisher) la lungimile de unda 260 si 280 nm, la valoarea de referinta

de 50 ng/ul (figura 5.7).

Figura 5.7. Spectrofotometru NanoDrop 2000c.

5.2.4 Examenul histologic

Pentru a efectua examenul histologic probele au fost decalcificate in solutie de acid azotic
10% v/v (Chem-Lab, Belgia) la temperatura camerei si procesate in histoprocesorul MTP
Carousel de la SLEE medical (Nieder-Olm, Germania). Probele au fost incorporate in parafina in
Centrul modular de incorporare a tesuturilor EC 350 de la Especialidades Médicas Myr
(Tarragona, Spania). Ulterior, probele au fost sectionate la grosimea de 4 pm pe microtom CUT
5062 de la SLEE medical (Mainz, Germania) si aplicate pe lamele. Probele au fost colorate cu
Hematoxilina-Eozina si Albastru de Toluidind cu Fast Green.

5.2.5 Evaluarea in vitro a biocompatibilitatii probelor obtinute.

5.2.5.1 Testul de citotoxicitate cu MTT
Pregatirea celulelor pentru teste

Au fost decongelate cate un criotub cu CSM si condrocite a cate 5x10° celule fiecare si
introduse in flacoane de culturi celulard de 75 cm? cu 15 ml mediu nutritiv corespunzitor tipului
de celula. Mediul nutritiv a fost schimbat fiecare 2 zile pana la o confluentd de 80-90%. Dupa
tripsinizare, celulele au fost resuspendate in mediul de culturd pentru diluare pana la concetratia
de 1x10* celule/ml, apoi in plici cu 48 de godeuri au fost turnate cate 500 ul suspensie
celulard/godeu.
Pregatirea probelor

Cu o lama de bisturiu, au fost taiate 18 bucati de tesut OC demineralizat si decelularizat
din fiecare lot cu dimensiuni de 1x2x3 mm. In calitate de martor a servit tesutul OC
demineralizat. Apoi, bucatile au fost introduse in eprubete de 15 ml si sterilizate cu alcool 70%

(Eladum Pharma, Republica Moldova) timp de 120 min (figura 5.8). Probele au fost spalate de
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doud ori cu apa distilata sterild si monitorizate in HBSS cu rosu de fenol (Sigma, Marea Britanie)

la temperatura camerei peste noapte, pentru a determina prezenta modificarilor de pH.

Figura 5.8. Probe de tesut osteocondral pregatite pentru teste.

Ziua urmatoare solutia de HBSS cu rosu de fenol a fost schimbata doar in tuburile n care
au avut loc modificari de culoare, dupa care probele au fost depozitate in frigider la 4-8°C pana
la inceputul testarii. Ziua urmatoare, dupd distribuirea CSM si a condrocitelor prin placile cu 48
de godee (CytoOne, Germania), cate 3-4 bucdti din fiecare tip de tesut OCDD si martor au fost
introduse in fiecare placa cu CSM si condrocite, numarul godeelor de control au variat intre 7 si

11. Rezultatele au fost evaluate la 24, 48 si 72 ore (figura 5.9).

Figura 5.9. Probele pentru testul de citotoxicitate cu MTT, (a) modificarea culorii HBSS cu

rosu de fenol, (b) placile in care au fost testate probele pe CSM si (¢) placile in care au fost

testate probele pe condrocite.

Efectuarea testului cu MTT

Dupa primele 24 de ore de incubare a celulelor cu probele experimentale, cate o placa cu
CSM si condrocite au fost scoase din incubator. Din godee cu mare prudentd, cu o pinceta
ascutita, fara a atinge fundul godeelor au fost scoase toate probele, dupa care cu o micropipeta a
fost inlaturat tot mediul de nutritie. In conditii obscure in fiecare godeu s-au turnat cate 500 pl
solutie de lucru MTT 0.5% v/v pregitite pentru CSM si pentru condrocite respectiv. Placile au
fost invelite cu folie de staniol si introduse in incubator (Smart Cell, Heal Force) la 37°C,
5%CO0;. Placile cu CSM au fost incubate timp de 2 ore, iar cele cu condrocite timp de 3 ore, apoi
solutiile cu MTT au fost extrase din placi, iar inapoi au fost turnate cate 500 pl de isopropanol
(Stanchem, Polonia). Placile au fost invelite in folie de staniol si agitate (ES-20, Biosan) la 150
rpm timp de 10 minute [252]. Dupa solubilizarea formazanului cate 200 pl de solutie albastru-
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violet de formazan solubilizat au fost transferate in godeele placilor de 96 godee (Sofra, China)

si scanate cu spectrofotometru (TECAN) la 570 nm lungime de unda (figura 5.10).

Figura 5.10. Efectuarea testului de citotoxicitate cu MTT.

5.2.5.2 Testul de populare celulara
Pregatirea probelor

Cu un bisturiu din tesuturile OCDD si martor au fost sectionate cate 4 bucati de tesut de
aproximativ 1x3x4.5 mm, care mai apoi au fost introduse in eprubete sterile de 15 ml si
sterilizate timp de 120 minute cu alcool de 70% (Eladum Pharma, Republica Moldova) (Figura
5.11). Apoi, eprubetele cu probe au fost introduse in hota cu flux laminar (LN 090, Nuve) unde
au fost spalate cu PBS (HiMedia, India) de 3 ori, dupa care in eprubete s-a turnat HBSS cu rosu

de fenol (Sigma, Marea Britanie) si au fost pastrate pentru 24 ore la temperatura camerei.

Figura 5.11. Pregatirea probelor pentru testul de populare celulara.

68



Ziua urmatoare, HBSS din eprubetele in care s-a schimbat culoarea a fost inlocuit cu
HBSS proaspat si au fost lasate repetat peste noapte, iar celelalte probe in care pH-ul nu a suferit
modificari au fost introduse in frigider la 4°C. Cu o zi inainte ca celulele sa fie addugate la probe,
acestea au fost introduse in placi cu 96 godee (Sofra, China). Probele au fost impartite in 2
grupuri — cele ce vor fi testate cu CSM si cele ce vor fi testate cu condrocite, dupa care la fiecare
proba in godeu au fost turnate cate 200 pl mediu de cultura celulard specific pentru tipul de
celule ce a fost utilizat [170].

Popularea probelor

Peste 24 ore au fost pregétite suspensiile celulare de CSM si condrocite cu o concentratie
de 5x10* celule/ml. Din plicile de 96 godee cu probe a fost inliturat tot mediul de culturd
celulara turnat anterior [170, 253]. In fiecare godeu s-au turnat cate 200 ul de suspensie cu 1x10*
celule, dupa care placile au fost incubate la 37°C, 5%CO;. Ziua urmdtoare in ficare godeu au fost
turnate suplimentar cate 100 pl mediu pentru culturi celulare, iar la ziua a treia probele populate
cu celule au fost transferate in placi cu 48 de godee, la care s-au turnat cate 500 pl mediu de
cultura celulara pentru tipul celulelor utilizate (figura 5.12). Fiecare 48 ore mediile de cultura au
fost schimbate pe jumatate. La termen de 7 si 14 zile probele au fost scoase de la incubare si

colorate cu DAPI.

Figura 5.12. Popularea probelor cu CSM si condrocite.

Colorarea probelor cu DAPI

Probele scoase din incubator la 7 si 14 zile, au fost spalate cu PBS cu calciu si magneziu
(Sigma, Marea Britanie), dupa care in fiecare godeu s-a turnat cate 1 ml de solutie
paraformaldehida 4%. Placile au fost sigilate cu parafilm si ldsate peste noapte la temperatura
camerei [170, 252, 253]. Probele au fost spalate de 2 ori cu PBS cu calciu si magneziu si lasate

peste noapte In 1 ml de aceeasi solutie. Ziua urmatoare, dupa inlaturarea PBS, in godee au fost
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adaugate cate 500 pl solutie de permeabilizare membranara, dupa care placile au fost introduse
in frigider la 4°C pentru 30 de minute. Probele apoi au fost spalate cu PBS de 3 ori a cate 10
minute si transferate cu o pinceti in alte godee curate. In conditii de luminozitate redusi la
fiecare proba au fost adaugate cate 500 pl solutie de lucru DAPIL apoi placile a fost invelite in
folie de staniol si lasate la temperatura camerei pentru 30 minute. Dupd inlaturarea solutiei de
lucru DAPI, godeele au fost spilate repetat de 3 ori cate 10 minute cu PBS cu calciu si
magneziu, dupa care in godee au fost turnate cate 100 ul solutie de lucru DAPI, iar probele au
fost examinate prin microscopie fluorescentd (DM IL, Leica).

5.2.5.3 SEM a probelor populate cu celule

In aceleasi conditii descrise anterior, probele de tesut OCDD si martor au fost populate cu
CSM si condrocite. Celulele au fost cultivate timp de 14 zile. Apoi, la extragerea din incubator
au fost spalate cu PBS cu calciu si magneziu (Sigma, Marea Britanie) de 2 ori, fixate in solutie
glutaraldehida de 2.5% cu pH-ul de 7.2-7.4 (Alfa Aesar, Germania) si tinute in frigider la 4°C
peste noapte. Ulterior, probele au fost spalate repetat cu PBS si apa distilatd urmate de
prelucrarea cu diferite concentratii de alcool (Luxfarmol, Republica Moldova). Solutiile de
alcool de diferita concentratie au fost schimbate consecutiv fiecare 10 minute pentru dehidratarea
probelor, incepand cu 10%, 30%, 50%, 70%, 90% si 96%. Probele au fost ldsate la temperatura
camerei pana la uscare, dupa care a fost efectuatd metalizarea suprafetelor probelor cu un strat
ultrasubtire de aur la presiunea de 0.1 mbar timp de 30 secunde in 108 Auto Sputter Coater
(Cressington, SUA) (Figura 5.13) si scanate la microscopul electronic Vega 5130 instrument de

la Tescan (Brno, Czech Republic) in Laboratorul de testare a materialelor de la UTM.

Figura 5.13. Acoperirea probelor cu strat subtire de aur in dispozitivul Cressington Sputter

Coater 108 auto (a) si microscopul pentru scanarea eletronica Vega 5130, Tescan (b).

5.2.6 Testul de umflare

Pentru realizarea testului au fost utilizate coloanele din kit-ul de purificare a ADN-ului
GeneJET genomic ADN (ThermoFisher, Lituania), ce au fost fixate la seringi de 1 ml printr-un
fragment mic de tub de la picuratoare. Din fiecare proba de tesut OCDD au fost taiate si cantarite

cate trei bucati, care mai apoi au fost introduse cate una in coloanele de purificare. Cu seringa a
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fost injectat in coloana 1 ml de PBS pH 7.4. Probele au fost plasate in termostat la 37°C timp de
24 de ore (figura 5.14). In calitate de martor au servit probele de tesut OC demineralizat. A doua
zi, lichidul din coloane a fost aspirat inapoi in seringa si a fost apreciat volumul de PBS retinut

de probe. Gradul de umflare a fost determinat dupa formula (12):

f-mi

GUmax= %100 (%), (12);

m
mi

unde mf = mi + mabs ;

mi este masa initiald a probei, iar mabs reprezintd masa de solvent absorbita dupa 24 ore;

mabs = densitatea X volumul absorbit;

Calculele au fost facute reiesind din faptul ca densitatea solutiei de PBS este 1.12 mg/ml (g/1).

Figura 5.14. Pregatirea probelor si realizarea testului de umflare.

5.2.7 Testul de degradare enzimaticdi

Pentru realizarea testului cate 3 probe din fiecare tip de tesut OCDD si martor au fost
liofilizate (VaCO 11, Zirbus) la 0.05mbar timp de 16 ore, dupa care au fost cantarite pe un cantar
analitic (Isolab, Germania) si introduse in flacoane din sticld de 10-12 ml cu capac din cauciuc.
La fiecare 5 mg de proba, in flacoane au fost turnate cate 2 ml de solutie colagenaza 0.01%, apoi
probele au fost introduse in termostat la 37°C (figura 5.15). La termen de 2, 4, 24, 48, 72 ore, 7 si
14 zile din flacoane au fost extrase cate 200 ul de suspensie de proteind degradatd ce a fost

introdusa in tuburi pentru teste din sticla (Isolab, Germania).

Figura 5.15. Probe de tesut osteocondral in incubator in timpul testului de degradare
enzimatica.

Inapoi in flacoane au fost turnate cate 200 ul solutie proaspitd de colagenazi de 0.01%
[170, 252, 253]. In tuburile pentru teste cu suspensia proteici ce a fost extrasi a fost adaugat cate

1 ml de reactiv de nihidrina. Tuburile au fost acoperite cu folie de staniol si introduse in baia de
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apa (BAE-2, Raypa) la 100°C, timp de 20 minute. Dupd fierbere, continutul tuburilor a fost
transferat in baloane cotate de 5 ml (Isolab, Germania), in care a fost turnat isopropanol
(Stancem, Polonia) in proportie de 1:1 cu apa distilata pana la zenit. Continutul baloanelor cotate
a fost turnat inapoi in tuburile pentru teste. Din fiecare tub, in godeele unei placi de 96 godee
(Sofra, China) au fost transferate cate 30 ul de solutie de culoare albastra, ce a fost suplinita cu
isopropanol si apa distilata 1:1 pana la 150 pl. Placa a fost agitata timp de 10 minute la 150 rpm
(ES-20, Biosan) si scanatd la spectrofotometru (TECAN) cu lungimea de unda 570 nm (figura
5.16).

Figura 5.16. Procesarea suspensiei proteice in cadrul testului pentru degradarea
enzimatica: fierberea tuburilor cu suspensie proteica si reactiv de ninhidrina (a), diluarea

proteinei fierte cu isopropanol (b) si scanarea la spectrofotometru (c).

Elaborarea curbei standard de glicina

Intr-un pahar de sticld cu 6 ml de apa distilata au fost dizolvate 50 mg de glicini, apoi
volumul a fost adus la zenit intr-un balon cotat de 10 ml. Cu o micropipeta, din balon au fost
transferate intr-un godeu a placii cu 24 godee (TPP, Suedia) 2 ml solutie de glicina, iar inapoi au

fost turnate alti 2 ml. Dupa omogenizarea continutului, procesul a fost repetat inca de 19 ori.
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Figura 5.17. Curba standard de glicina.
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Concentratiile solutiilor de glicind din balonul cotat de 10 ml fiind urmatoarele: 1 — 50 mg;
2-40mg; 3 -32 mg; 4 —25,6 mg; 5—20,48 mg; 6 — 16,384 mg; 7 — 13,107 mg; 8 — 10,485 mg;
9-8,388 mg; 10 — 6,71 mg; 11 — 5,368 mg; 12 —4,294 mg; 13 — 3,435 mg; 14 — 2,748 mg; 15 —
2,199 mg; 16 — 1,759 mg;17 — 1,407 mg; 8 — 1,125 mg; 19 — 0,9 mg; 20 — 0,72 mg. Apoi, din
godeele placii au fost prelevate cate 200 pl de solutie glicind de diversa concentratie si introduse
in tuburi pentru teste (Isolab, Germania). Solutiile de glicind au fost procesate conform metodei
descrise la procesarea suspensiei proteice. Rezultatele obtinute au fost introduse 1n grafic (figura
5.17), cu includerea liniei de trend si formulei de calcul (13) pentru aprecierea concentratiei de
proteina digeratd la 10 ml in dependenta de absorbanta la lungimea de unda de 570 nm:

y=0,0524x + 0,0705 (13);

unde y este absorbanta la 570 nm; iar x — concentratia de proteina digeratd la 10 ml;

y—0,0705
0,0524 °

prin urmare x =
5.2.8 Determinarea modulului de elasticitate
Modulul de elasticitate al probelor a fost apreciat cu ajutorul analizorului de texturi TA.XT
plus. Pentru a analiza gradul de elasticitate bucati de tesut OCDD si martor au fost liofilizate la
0.05 mbar (VaCO II, Zirbus). Probele au fost apoi tinute in PBS pH 7.4 timp de 4 ore la
temperatura camerei, dupa care a fost calculata aria suprafetelor fiecarei probe si efectuat testul

mecanic (figura 5.18).

Figura 5.18. Aprecierea modulului de elasticitate a probelor de tesut demineralizat si

decelularizat cu analizorul de texturi TA.XT plus.

5.3 Rezultate

5.3.1 Cuantificarea ADN-ului

La utilizarea kit-ului de purificare a ADN-ului genomic Thermo Scientific GeneJET
(Thermo Scientific, Lituania) si a protocolului de lucru furnizat de producator, a fost determinat
ca tesutul OC normal de iepure contine 40.65 +15.25 ng/ul de ADN [170]. Ca urmare a utilizarii

a 0.6M HCI pentru demineralizarea osului din complexul osteocondral a fost determinat ca
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acesta, de asemenea, a contribuit la eliminarea semnificativi a ADN-ului din tesuturi, cu
aproximativ 78% (p <0.001). Decelularizarea tesutului OC demineralizat cu diverse concentratii
de surfactanti timp de 24 ore, de asemenea, a redus continutul ADN-ului din probe. In final, timp
de 24 ore ADN-ul a fost Inldturat pana la un continut mai mic de 5% prin utilizarea solutiilor de
SDS cu concentratia de 1% si 2%, dar si solutia de TrX cu concentratia de 1% (figura 5.19).
Diferenta dintre cantitatea de ADN restant in proba martor si In probele experimentale
comparativ cu tesutul OC normal este reprezentatd in tabelul 5.1. La compararea concentratei de
ADN in lotul martor — tesut OC demineralizat, cu cea a probelor experimentale, de asemenea, a

fost determinata o diferentd semnificativa (p <0.01).
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Figura 5.19. Concentratia de ADN in tesutul OC normal, demineralizat si demineralizat-

decelularizat.

Tabelul 5.1. Cantitatea de ADN restant in tesuturile OC dupa demineralizare si

decelularizare raportate la tesutul OC normal.

Ti b (X;I)lgtate? (lie Concentratia 95% Ii:
'p proba X d(;)i,” ) P de ADN (%) o 1t
OC demineralizat 8.93 +1.93 p <0.001 21.96% 16.97-26.97
SDS 0.5% 3.37 +1.37 p <0.001 8.29% 4.73-11.82
SDS 1% 1.2 +£1.01 p <0.001 2.95% 0.34-5.55
SDS 2% 1.95 +0.46 p <0.001 4.79% 3.60-5.98
TrX 0.5% 3.42 +1.29 p <0.001 8.41% 5.06-11.74
TrX 1% 1.95 +0.49 p <0.001 4.79% 3.53-6.06
TrX 2% 423 £1.39 p <0.001 10.40% 6.81-14.01

A fost determinat ca concentratia si tipul de surfactant influenteaza viteza decelularizarii
tesutului osteocondral. La compararea eficacitatii decelularizarii prin utilizarea acelorasi

concentratii de surfactanti, a fost determinat ca la concentratiile de 0.5% si 1% de SDS si TrX
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nivelul de decelularizare nu prezintd diferente majore (p> 0.1), iar la utilizarea acestor surfactanti
cu concentratia de 2% a fost obtinutd o diferenta semnificativd a concentratiei de ADN (p=
0.003), in cazul utilizarii de 2% TrX continutul de ADN fiind mai mare, rezultatele sunt

prezentate 1n tabelul 5.2.

L

Normal Demineralizat SDS 0,5% Triton X-100 0,5%

: T i ’ ,',J Eﬁﬁ
SDS 1% Triton X-100 1% SDS 2% Triton X-100 2%

Figura 5.20. Examenul histologic al tesutului OC normal, demineralizat si demineralizat-

decelularizat cu SDS si TrX de diferite concentratii la magnificarea x100.
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Tabelul 5.2. Compararea continutului de ADN dupa decelularizare cu diferiti surfactanti de

aceeasi concentratie.

Grupele comparate t-test
SDS 0.5% si TrX 0.5% p =0.95

SDS 1% si TrX 1% p=0.133

SDS 2% si TrX 2% p =0.003

5.3.2 Examenul histologic

La examenul histologic a fost reconfirmat faptul ca decelularizarea tesutului OC depinde
de tipul si concentratia surfactantului utilizat. A fost determinatd prezenta nucleelor sau
fragmentelor de nucleu predominant in tesuturile OC decelularizate cu TrX. De asemenea, a fost
determinatd o intensitate diferitd a colorarii specifice cu Albastru de Toluidind si Fast Green
pentru identificarea de GAG 1in cartilajul decelularizat. La decelularizarea tesutului OC
demineralizat cu SDS, intensitatea colorarii era mai inaltd comparativ cu utilizarea de TrX, ceea
ce denotd o concentratie mai inaltd de GAG in probele tratate cu SDS (figura 5.20), dar cu mult
mai joasd comparativ cu proba martor sau cartilajul normal [170, 253].

5.3.3 Testul de viabilitate celulara cu MTT

In urma efectudrii testului de viabilitate celulard cu MTT la 24, 48 si 72 ore a fost
determinatd o activitate metabolica celulara inaltd, in special la contactul probelor cu
condrocitele (figura 5.21). Aceste rezultate indica prezenta a diversi factori de crestere in probele
OCD si OCDD testate, acestia fiind favorabili activitatii condrocitare, cea mai naltd activitate
fiind inregistrata la termen de 72 ore cu peste 140% (95% II: 121.98-165.88), ca urmare a
contactului condrocitelor cu proba de tesut OC demineralizat (p <0.05), aceasta nefiind tratatd cu
surfactanti. De asemenea, cea mai mica activitate de 116.34% (95% 11:114.02-118.66) a fost a
probei de tesut OC demineralizat si apoi decelularizat cu TrX de 1%. Comparativ cu condrocitele
activitatea metabolici a CSM era mai restrinsa, dar buna. In primele 24 ore viabilitatea CSM a
variat in mediu Intre 90% s1 100%, iar la 48 si 72 ore intre 80-90%, fara vre-o diferenta statistica
intre grupe (p >0.5) (figura 5.21).

5.3.4 Testul de populare celularai

Dupa cultivarea CSM si condrocitelor pe probele de tesut OCD si OCDD cu diverse
concentratii de surfactanti, a fost determinat cd multiplicarea celulara este mai abundentd in
cazul condrocitelor la 7 zile de cultivare. La ziua a 14-a de cultura celulara, gradul de populare a
probelor era uniform de abundent, atat cu condrocite, cat si cu CSM (figura 5.22).

5.3.5 Scanarea electronomicroscopica

In figura 5.23 sunt prezentate rezultatele SEM a probelor de cartilaj articular populate cu

CSM si condrocite. La SEM a fost determinata prezenta diferentei intre tesuturile populate cu
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celule si cele nepopulate. In cazul probelor populate cu celule a fost determinati prezentd de
celule unice, dar si a celulelor ce formeaza o peliculd pe suprafata sectiunii de cartilaj, pe alocuri
cu ingrosdri, iar pe cele nepopulate a fost vizualizatd ultrastructura tesutului osteocondral si
prezenta lacunelor 1n care s-au aflat condrocitele, acestea aproape lipsind completamente in cazul

probelor prelucrate cu SDS de 1% si 2%.

Viabilitatea medie a celulelor la 24 ore
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Figura 5.21. Rezultatele evaluarii citotoxicitatii probelor prin testul MTT, la contact cu

condrocite si CSM la termen de 24, 48 si 72 ore.
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Condrocite
7 zile 4 zile 14 zile

OoC
demineralizat

SDS 0.5%

TrX 0.5%

Figura 5.22. Rezultatele popularii probelor de tesut osteocondral cu condrocite si CSM,

colorate cu DAPI si vizualizate prin microscopie cu fluorescenta (DM IL, Leica) x100.
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OC demineralizat

Tr X 0.5% SDS 2% SDS 1% SDS 0.5%

Tr X 1%

Figura 5.23. Sunt prezentate probele populate cu celule condroprogenitoare tratate si

netratate cu surfactanti, magnificare de x150-x200, Vega, Tescan.
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5.3.6 Degradarea enzimatica

Conform rezultatelor obtinute este prezenta diferenta statistic semnificativa intre grupurile
experimentale in perioade diferite ale degradarii enzimatice. In tabelul 5.3 este prezentati
semnificatia statistica la compararea loturilor experimentale cu lotul martor in perioade diferite
de evaluare a concentratiei de aminoacizi, ca urmare, a degradarii enzimatice, dar si semnificatia
statisticd la compararea rezultatelor obtinute pe toate grupele experimentale (ANOVA). A fost
determinat ca cel mai repede au degradat probele de tesut OC demineralizat (martor) si cele
decelularizate cu TrX 0.5% (p >0.5), atingadnd varful concentratiei maxime de aminoacizi
depistati la ziua a 7-a.

Tabelul 5.3. Semnificatia statistica a rezultatelor degradarii enzimatice a probelor tratate

cu surfactanti versus lorul martor (p).

2 ore 4 ore 24 ore 48 ore 72 ore 7 zile 14 zile
SDS 0.5% | p=0.398 | p=0.132 | p<0.001 | p=0.002 | p=0.008 | p=0.001 | p=0.001
SDS 1% p=0.020 | p=0.070 | p<0.001 | p=0.001 | p=0.003 | p<0.001 | p=0.001
SDS 2% p=0.014 | p=0.063 | p<0.001 | p<0.001 | p=0.002 | p<0.001 | p<0.001
TrX 0.5% | p=0.149 | p=0.733 | p=0.688 | p=0.072 | p=0.473 | p=0.354 | p=0.788
TrX 1% p=0.651 | p=0474 | p=0.036 | p=0.118 | p=0.145 | p=0.046 | p=0.593
TrX 2% p=0.344 | p=0.706 | p=0.250 | p=0.569 | p=0.376 | p=0.117 | p=0.884
ANOVA p=0.009 | p=0.004 | p<0.001 | p<0.001 | p<0.001 | p<0.001 | p<0.001

Urmatoarele probe, cu o viteza inaltd de degradare enzimatica au fost cele decelularizate cu
TrX de 1% si 2% (p >0.1). Comparativ cu lotul martor, acestea nu si-au atins valorile maxime de

aminoacizi pana la ziua a 14-a a experimentului (p >0.1).
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Figura 5.24. Reprezentarea grafica a rezultatelor degradarii enzimatice a probelor cu

colagenaza [170].
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A fost determinat ca probele de tesut OC demineralizat ce au fost decelularizate cu SDS
aveau o viteza de degradare enzimaticd mult mai lentd comparativ cu lotul martor si probele
decelularizate cu TrX, aceasta clar a fost observat incepand cu perioada de 24 ore de la Inceputul
testului (p <0.01). De asemenea, a fost constatatd o corelatie negativa intre concentratia de SDS
utilizat si viteza de degradare enzimaticd, care a fost semnificativa la termen de 24 ore si 14 zile
(p <0.05), cu cat concentratia de SDS utilizatad pentru decelularizare a fost mai mare, cu atat
viteza de degradare enzimatica a fost mai mica (figura 5.24). Cea mai mica viteza de degradare a
fost in grupul tesuturilor OC demineralizate si decelularizate cu SDS de 2% (p <0.01).

5.3.7 Testul de umflare

Rezultatele obtinute la masurarea capacitatii de umflare a probelor de tesut OC
demineralizat si celor supuse decelularizarii cu SDS si TrX nu prezinta diferentd semnificativa (p
>0.05). Drept urmare a fost determinat ca intre probele testate gradul de hidrofilie este acelasi. In
tabelul 5.4 sunt reprezentate rezultatele si valorile de semnificatie statistica a testului de umflare.

Tabelul 5.4. Rezultatele testului de hidrofilie a probelor de tesut OC demineralizat si

decelularizat, raportate la lotul martor.

Tip decelularizare Grad de umflare (%)
proba X DS P

OC demineralizat 440.66 £160.36

SDS 0.5% 560.19 £365.45 p>0.5
SDS 1% 302.12 £116.21 p>0.2
SDS 2% 722.08 £280.13 p>0.2
TrX 0.5% 515.38 £290.79 p>0.7
TrX 1% 462.48 £86.43 p>0.8
TrX 2% 485.12 £232.89 p>0.7
ANOVA p>05

5.3.8 Modulul de elasticitate

Dupa aprecierea modulului de elasticitate a fost determinatd o diferenta statistic
semnificativd 1intre tesutul OC normal si grupele de tesut OC demineralizate si OC
demineralizate si decelularizate (p =0.001). De asemenea, a fost determinata o diferenta statistic
semnificativa intre modulul lui Young al grupului de tesut OC demineralizat si cel al probelor
din grupul OCD demineralizat cu SDS de 0.5% (p =0.009), pe cand in celelalte cazuri intre
grupul control si celelalte grupuri experimentale, diferentd statistic semnificativd nu a fost
depistata (p >0.1). Acest fapt poate fi explicat prin neomogenitatea structurii complexelor de
tesut osteocondrale comparate, deoarece provin de la animale diferite, se caracterizeaza printr-un
grad diferit de mineralizare a osului subcondral, grosime a cartilajului si grad de compactare a
tesutului osos demineralizat. Rezultatele compararii datelor obtinute la evaluarea modulului de

elasticitate sunt prezentate in tabelul 5.5.
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Tabelul 5.5. Rezultatele determinarii modulului de elasticitate a probelor de tesut OC

demineralizat si decelularizat, raportate la lotul martor si tesutul OC normal.

Tip decelularizare E(N/m2)
proba X DS Pt P

OC normal 5120.58 £1701.83
OC demineralizat 188.04 £47.88 p =0.001
SDS 0.5% 292.55 +£25.86 p =0.001 p =0.009
SDS 1% 252.19 £61.99 p =0.001 p>0.1
SDS 2% 148.79 £42.60 p =0.001 p>0.2
TrX 0.5% 137.25 +47.07 p =0.001 p>0.1
TrX 1% 280.83 £72.72 p =0.001 p >0.07
TrX 2% 163.03 +14.86 p =0.001 p>0.3
ANOVA p <0.001
p:1 — semnificatia statistica la compararea valorilor medii a probelor cu tesutul
OC normal;
p: — semnificatia statistica la compararea valorilor medii a probelor cu tesutul
OC demineralizat;

5.4 Discutii

Grefa osteocondrald demineralizata, decelularizata si perforata a fost gandita in asa fel ca
sd combine transplantul de tesut osteocondral alogen sau xenogen decelularizat imbibat cu celule
proprii recipientului la nivelul defectului de cartilaj, similar transplantului de cartilaj [170].
Utilizarea concentratiilor diferite de surfactanti a permis sd apreciem efectul acestora asupra
tesulului osteocondral. In literatura sunt descrise combinatii diverse de susbstante utilizate in
decelularizarea diferitor tesuturi si organe. Deoarece cartilajul articular este un tesut dens [12,
206], are ca consecintd o duratd indelungatd de decelularizare, drept urmare acesta poate fi
decelularizat complet doar dupd maruntire [172, 200, 207, 243].

Utilizarea HCI de 0.6 M cu scop de a decalcifica osul subcondral a redus semnificativ si
cantitatea ADN-ului din tesut, pand la 78% (p<0.001). Astfel spus, continutul de ADN din tesut a
fost micsorat fard a recurge la maruntirea prin sectionare [170, 208], maruntirea dupa expunerea
la cicluri de criocongelare iIn NO; [172] sau utilizarea consecutivdi a mai multor tipuri de
surfactanti, dar si a ADN-azelor pentru a ajunge la inlaturarea ADN-ului din tesuturi >95% [172,
200]. Conform datelor din literatura, utilizarea HCI urmata de tratarea cu pepsina, a inlaturat
eficient ADN-ul, Tnsd a dus la pierderi semnificative de GAG, dar cu pastrarea structurii
colagenice intacte [206]. De asemenea, tesutul poate fi considerat decelularizat atunci cand
cantitatea de ADN <50 ng/mg de tesut, lipsa nucleelor la colorarea cu Hematoxilind-Eozina si cu
DAPI, doar ca acesti parametri au fost stabiliti pe tesuturi moi de tip vas sangvin, piele, valve
cardiace, intestin subtire, pericard, etc si nu pe tesuturi dure precum osul si cartilajul [206, 209,
215, 245]. In literatura a fost raportat ci TrX comparativ cu SDS a prezentat o pierdere mai mici
de GAG la decelularizarea tesuturilor biologice [205, 210], insa in cercetarea efectuatd a fost

determinat cd TrX a spdlat GAG din cartilaj mult mai puternic ca SDS, dar totusi, obtinerea unor
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rezultate foarte bune la testul de viabiliate celulara prin utilizarea condrocitelor a confirmat
prezenta conditiilor favorabile activitatii acestora [172]. Totodata testul de populare celulard a
demonstrat ca atat grefele decelularizate cu SDS, cat si cele decelularizate cu Triton X-100
asigurd un nivel inalt de multiplicare celulara la termen de 14 zile, chiar daca la 7 zile probele
erau populate mai abundent cu condrocite decat cu CSM, acestea fiind vizualizate foarte bine la
microscopia fluorescentd cu DAPI, dar si la SEM [170].

O constatare neasteptata a fost si viteza diferitd de degradare enzimaticd a probelor si ca
aceasta depinde in mod direct de tipul si concentratia surfactantului utilizat. In cazul
decelularizérii cu Triton X-100, a fost determinat cd degradarea enzimaticd este cu putin mai
lentd insa apropiati de cea a probelor OCD (p >0.1). Insa probele tratate cu SDS prezinti o
duratd cu mult mai indelungata de degradare enzimaticd comparativ cu proba martor, ceea ce s-a
determinat in special de la 24 ore (p <0.01). Aceasta rezistentd la colagenaza poate fi explicata
prin blocarea portiunilor C-terminale a moleculelor proteice de catre SDS prin legarea unei
molecule de calciu [211]. Anume legarea calciului a asigurat probele cu o anumitd rezistenta fata
de colagenaza.

Incomparabilitatea probelor la determinarea rezistentei mecanice si gradului de umflare al
probelor era cauzatd cel mai probabil de structura heterogena a probelor. Aceastea fiind
constituite din partea osoasa si cartilagenoasd ce au grosime, densitate si porozitate diferite. Cu
toate acestea rezistenta mecanica fiind cu mult mai redusd comparativ cu tesutul OC normal (p
=0.001), valorile ciruia sunt de 5120.58 £1701.83 N/m? [170].

In urma studiului efectuat in vitro pe tesut osteocondral de iepure, am ajuns la concluzia ci
cea mai indicatd grefd pentru continuarea testelor in vivo pe iepuri, si anume cu scop de a fi
combinatd cu condrocite si CSM a fost grefa din tesutul OC demineralizat ce a fost
decelularizatd SDS de 1%. Deoarece prezinta cea mai micd valoare medie de continut al ADN-
ului, circa 2.95% (95% 11:0.34-5.55) din continutul de ADN in tesutul OC normal. Surfactantul
utilizat pentru decelularizare spala mai lent GAG din cartilaj si asigura o viteza de degradare
enzimaticd mai lentd comparativ cu TrX de aceeasi concentratie, ceea ce poate asigura

substituirea trepatata a grefei cu tesut propriu gazdei [170, 211].
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6. TESTAREA IN VIVO A GREFELOR COMBINATE iIN REGENERAREA
CARTILAJULUI ARTICULAR.

6.1 Introducere

Combinarea grefelor obtinute pe cale sinteticd sau din structuri biologice cu diverse tipuri
de celule pare a fi 0 modalitate eficientd in regenerarea de organe si tesuturi [166, 212, 216]. in
literatura au fost descrise mai multe modalitati de regenerare a tesuturilor si organelor prin
combinarea matricilor tridimensionale cu diverse celule. Ca exemple de grefe combinate pot
servi: membrana amnioticd umana ce a fost combinatd cu CSM din MO in tratamentul defectelor
de piele la iepure [166, 167, 212, 213]; trahei sintetice ce au fost obtinute din policaprolactona
prin 3D imprimare combinate cu CSM, condrocite induse din celule stem pluripotente si celulele
epiteliale bronsice umane, cu scopul de a obtine un organ functional [167, 214]. De asemenea, a
fost descris procedeul de obtinere a vaselor sangvine bifazice din policaprolactona si colagen tip
I ce a fost combinat cu celule musculare netede si celule endoteliale [215], dar si combinarea
diferitor structuri tridimensionale monofazice obtinute din colagen tip I, tip I/III sau atelocolagen
tip I cu CSM sau condrocite pentru restabilirea cartilajului articular [47, 167, 203, 216]. In
literatura au fost Intalnite combinari de celule prin utilizarea de structuri hibride, bi- sau trifazice,
obtinute prin amestecarea colagenului cu chitosan [167, 217, 249], acid hialuronic cu sau fara
condroitin sulfat [41, 42, 167, 242], cu fire de matase [221], sau tesuturi animale procesate prin
tehnici de inginerie tisulard [15, 166, 167, 168]. Pe langa aceasta au mai fost descrise si
strucuturi necolagenice obtinute din agaroza [167, 221], alginat de sodiu, gelatind [167, 223],
policaprolactona [138], cu un spectru larg de utilizare in obtinerea de grefe ce, de asemenea, pot
fi combinate cu CSM sau condrocite pentru regenerarea cartilajului articular [167].

Se cunoaste cd majoritatea matricilor tridimensionale ce au fost utilizate Tn combinatie cu
celule condroprogenitoare sunt de origine sinteticad. Acestea tind sd corespundd proprietatilor
specifice cartilajului pentru a putea fi utilizate In combinatie cu CSM sau condrocite [41, 138,
218, 249]. Grefa osteocondrald ce a fost conceputa din tesut osteocondral prin demineralizare,
decelularizare si perforare longitudinald prezinta un potential inalt de utilizare in combinare cu
CSM sau condrocite in regenerarea cartilajului articular [170, 229], deoarece baza acelulara este
constituitd din tesutul cu structura bifazica si ierarhica, anume tipul ce necesitd a fi regenerat
[200]. Capacitatea de penetrare si proliferare a celulelor cu care au fost populate aceste grefe a
fost asigurata de gradul inalt de perforare a acestora. De asemenea, lipsa imunogenitatii a redus
posibilitatea unei reactii de rejet a grefelor, iar combinarea acestora cu celule autologe ca
condrocitele sau CSM ar putea asigura remodelarea tisulara tintitd. Din punct de vedere teoretic

in cazul utilizarii de CSM remodelarea tisulard ar putea decurge mai bine. Aceasta se datoreaza
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faptului ca la cultivarea in vitro a CSM pe tesut osos acestea diferentiaza in celule osoase, iar la
cultivarea pe tesut cartlaginos, CSM diferentiaza in condrocite [172].

6.2 Metode

Cerectarile experimentale in vivo au fost efectuate pe 36 iepuri de casa cu varsta medie de
4.5 0.5 luni. Animalele au fost repartizate in trei loturi, a cate 12 iepuri in lot dupa cum
urmeaza:

Lotul I — iepuri tratati cu grefe ODDG combinate cu condrocite, a fost constituit din 4 masculi si
8 femele, cu masa de 3.52 +0.42kg;

Lotul II — iepuri tratati cu grefe ODDG combinate cu CSM, a fost constituit din 7 masculi si 5
femele, cu masa de 3.37 £0.57kg;

Lotul IIT — martor — iepurii tratati cu grefe osteocondrale autologe, a fost constituit din 7 masculi
si 5 femele, cu masa de 3.52 +0.62kg.

Din punct de vedere statistic nu a fost determinatad vre-o diferenta intre variabilele continui
ca varsta, masa corporald si variabila dihotomicad genul iepurilor din loturile experimentale create
(p >0.3). In cazul in care animalul era exclus din experiment in baza criteriilor prestabilite, acesta
a fost inlocuit cu altul. Astfel, cazuri experimentale esuate ce au fost excluse din experiment au
fost 7, dintre care 2 iepuri au suportat fracturi intraoperator a regiunilor meta- si epifizare, iar alti
5 in perioada postoperatorie la intervale de la 3 zile pana la 4 sdptamani au murit din motive
necunoscute. Din cei decedati in 4 cazuri au fost transplantate grefe combinate cu CSM si Intr-un
caz o grefa combinatad cu condrocite

6.2.1 Pregdtirea grefelor pentru transplantare

Pentru transplantarea grefelor combinate cu CSM si condrocite, de la iepurii eutanasiati in

cadrul experimentului au fost prelevate femurele distale si pastrate la -84°C.

. B 7
—

Figura 6.1. Dispozitivul de manufactura cu care au fost sectionate circular grefele OCDD:

(a) structura dispozitivului din cutit circular si troacar, (b) diametrul intern al

dispozitivului cu o grefa sectionata.

Pentru obtinerea grefelor, dupa inlaturarea tesuturilor moi, femurele prelevate au fost

demineralizate Tn HCI de 0.6 M. Ulterior, cu un cutit circular de manufacturd (figura 6.1) de pe

85



suprafata portanta a fiecarui condil au fost sectionate buciti de tesut osteocondral cu diametrul
de 3.61 +£0.1mm si indltimea de 4.33 +0.11mm, in total 31 bucdti de tesut OCD cu volumul
mediu de 44.05 +1.15mm?. Bucitile de tesut OCD au fost perforate longitudinal cu un ac de
seringa calibrul 23G si degresate cu H2O> de 3% (Eurofarmaco, Republica Moldova) timp de 24
ore si cu alcool de 70% (Eladum Pharma, Republica Moldova) timp de 6 ore pe un agitator cu
incubare la 200 rpm. Probele de tesut OCD obtinute au fost spalate cu apa distilata prin agitare
de 3 ori cate o ora, dupa care au fost supuse decelularizarii cu SDS de 1% pe parcursul a 24 ore
tot prin agitare. Dupa decelularizare, grefele OCDD perforate longitudinal au fost spalate repetat
cu apa distilatd pe parcursul a 3 zile, schimband apa de 2-3 ori pe zi. Ulterior, grefele au fost
introduse in hota cu flux laminar (LN 090, Nuve) unde au fost spalate cu alcool de 70% (Eladum
Pharma, Republica Moldova). Sterilizarea grefelor a fost efectuatd cu alcool de 70% in hota cu
flux laminar timp de 2 ore. Grefele sterilizate au fost spalate cu HBSS (Lonza, Belgia) timp de
24 ore cu schimbarea solutiei de 3 ori. Ziua urmadtoare in eprubete sterile de 15 ml au fost
introduse cate 2 mese mici de tifon steril, apoi in fiecare eprubetd, pe mese a fost plasata cate o
grefa. Cu scop de desicare a grefelor, eprubetele au fost centrifugate la 4000 rpm timp de 20
minute (Universal 32R, Hettich Zentrifugen). Eprubetele cu grefe au fost congelate la -84°C
(ULUF 450-2M, Arctiko) pana la utilizare (figura 6.2).

2

neperforat, (¢) grefa OCDD perforata longitudinal, (d) grefele OCDD conservate la -84°C
[170].

6.2.2 Obtinerea celulelor cu potential condroprogenitor si combinarea acestora cu grefe
oCcDD

Celulele cu potential condroprogenitor necesare pentru obtinerea grefelor combinate au
fost obtinute conform metodelor expuse in capitolele precedente. Grefele OCDD au fost
combinate cu celule autologe — CSM si condrocite [14, 229]. Cu scop de transplantare au fost
utilizate doar celulele din primul pasaj. CSM au fost cultivate dupa modalitate descrisa in
capitolul precedent, in flacon de culturd celulard de 25 cm? utilizind mediul de culturd compus
din DMEM/F-12 Ham (Sigma, Marea Britanie), 10% Ser fetal bovin (SFB) (Lonza, Belgia) si

1% solutie antibiotic cu antimicotic. In ziua cand CSM si condrocitele au ajuns la o confluenti
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de 80-90%, grefele OCDD pregatite pentru transplantare au fost decongelate si incalzite pana la
37°C 1n agitator cu incubare (ES-20, Biosan), iar celulele au fost detasate de suprafata de cultura
a flaconului utilizand solutie 0.25% tripsind-EDTA. Dupd inactivarea tripsinei cu mediu de
culturd celulara specific pentru fiecare tip de celuld in parte, continutul flacoanelor a fost
introdus 1n eprubete de 15 ml, de unde de fiecare data s-au prelevat cantitati foarte mici de zeci
de microlitri de suspensie celulard pentru a determina numarul celulelor si viabilitatea acestora
prin excludere cu solutie de 0.4% albastru de tripan in hemocitometru, iar eprubetele intre timp
au fost puse la centrifugare la 1000 rpm timp de 10 minute la temperatura camerei (Universal

32R, Hettich Zentrifugen).

Figura 6.3. Pregitirea celulelor pentru popularea grefelor OCDD: (a) peletii de celule in
eprubeta de 15 ml dupa prima centrifugare, (b) centrifugarea in microcentrifuga a tubului
Eppendorf si (¢) sedimentarea celulelor la fundul tubului Eppendorf, celulele sunt indicate

cu sageata alba [167].

Dupa centrifugare, mediul de nutritie cu tripsina inactivata a fost decantat, iar in eprubete
s-a turnat cate 1 ml mediu de nutritie specific tipului de celule. Suspensia celulard dupa pipetare
a fost transferata in tuburi Eppendorf de 1.5 ml, ce au fost centrifugate la 3500 rpm timp de 3
minute (Combi-Spin FVL-2400N, Boeco) (figura 6.3). Ulterior, mediul din tuburi a fost extras
partial, ldsand un volum de 50-60 pl pe fund. Eprubete de 15 ml cu grefele OCDD si dispozitivul
pentru fixarea si celularizarea grefelor de dimensiuni mici (DFCGDM) sterile [14, 166, 167, 229,
248] au fost introduse 1n hota cu flux laminar de aer (LN 090, Nuve). Dispozitivul pentru fixarea
grefelor a fost elaborat cu scop de a celulariza grefele mici prin metoda gravitationald, iar
utilizarea acestuia a fost descrisd in lucrdrile anterioare [14, 167, 229]. Dispozitivul a fost
introdus Intr-un stativ, iar capacul Inlaturat. Grefa cu o pincetd a fost extrasd din eprubetd si
introdusa in containerul dispozitivului de fixare [14, 244, 248]. Cu o micropipeta (LightDrop 10-
100 ul, ThermoFisher) au fost pipetate celulele din tubul Eppendorf in cele 50-60 pl restante,

dupd care suspensia celulard a fost transferatd pe grefa OCDD amplasatd in containerul
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DFCGDM [229]. Apoi, dupa aplicarea capacului pe dispozitiv, acesta a fost introdus intr-o
eprubeta de 15 ml (figura 6.4).

Figura 6.4. Procesul de populare a grefelor OCDD cu celule: (a) DFCGDM steril, (b)
introducerea grefei OCDD in suportul dispozitivului, (c) transferul celulelor pe grefa, cu
sageata alba este indicat nivelul suspensiei celulare situate deasupra grefei, (d)

introducerea DFCGDM intr-o eprubeti de 15 ml [14].

Eprubeta cu capacul intredeschis a fost introdusa intr-un stativ ce a fost plasat in incubator
la 37°C, 5% CO; (SmartCell, HealForce). Dupa transplantarea grefelor combinate, cu scop de a
determina cate celule au fost in realitate transplantate, eprubetele de 15 ml, tuburile Eppendorf si
containerile DFCGDM au fost spdlate cu mediu de nutritie specific tipului de celule. Apoi,
celulele au fost numarate in hemocitometru prin excluderea celor moarte cu solutia de 0.4%
albastru de tripan [14, 167]. Calculele au fost efectuate conform formulelor prezentate in

continuare (14, 15, 16, 17, 18):
Nies = Menp x Fa x 107xV (14);
Cov =Meon, x Fa x 107XV (15);
Ter = Nice- Nies (16);
Q% = (Ter x 100%)/Nee  (17);

V% = Cs/ Nies x 100% (18);
Nies — Numar total de celule spalate; C,, — Celule spalate vii; T, — Total celule transplantate; Qc%
— Rata de celule transplantate; V% — Rata de viabilitate a celulelor transplantate; Mcn, — Media
celulelor in n patrate; Man, — Media celulelor vii in n patrate; N, — Numarul total de celule

cultivate; Fs— Fractia de dilutie; V — Volum.
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6.2.3 Transplantarea grefelor combinate in defectele critice experimentale

Dupa finisarea etapei de pregatire a grefelor combinate cu celule cu potential
condroprogenitor a fost realizatd pregdtirea animalelor experimentale pentru efectuarea
transplantarii acestora. Astfel, in ziua interventei chirurgicale toti iepurii au fost pe nemancate
cantariti si anesteziati. A fost pregatit caimpul operator la nivelul articulatiei unui genunchi, apoi
prin abord parapatelar medial a fost efectuatd o incizie de aproximativ 4-5 cm, dupa care a fost
deschisa articulatia genunchiului. Dupd hemostaza patela a fost luxatd lateral, iar genunchiul
maximal flectat. Apoi, pe suprafata portantd a condilului femural medial, consecutiv, cu burghie
de diametrul 1.5, 2, 3, 3.5 si 3.7 mm au fost efectuate cu precautie, la turatii mici, fara a deschide

canalul medular, cate un defect critic de 3.7 mm 1n diametru si 4-4.5 mm adancime [7, 16].

Figura 6.5. Transplantarea grefelor OCDD combinate cu CSM sau condrocite autologe, (a)
cantarirea animalelor si anestezia generala, (b) pregatirea cAmpului operator, (c)
artrotomie parapatelara mediala cu luxarea laterala a patelei, (d) crearea defectului
experimental, (e, f) grefa combinata cu celule autologe si (g, h) implantarea grefei in

defectul experimental [167].

Grefele combinate au fost scoase din incubator si aduse 1n sala de operatie, unde
containerile cu grefele combinate cu CSM sau condrocite au fost puse pe masa de operatie
respectand toate normele de antisepsie. Suporturile cu grefe combinate au fost, apoi, sectionate la
baza cu o foarfeca, iar grefele cu precautie au fost impinse in defecte cu o brosa, fara a le
deteriora sau stoarce de celulele. Toate grefele au fost transplantate cu partea sa cartilaginoasa
orientata in sus (figura 6.5). Dupa implantarea grefelor, genunchiul a fost pozitioat in extensie si
redusa luxatia de pateld. Apoi, mentinand genunchiul in extensie a fost suturata plaga si aplicat
pansament cu solutie de 10% povidon-iod (EGIS, Ungaria). De asemenea, cu genunchiul in

extensie, de partea laterald a membrului inferior operat, a fost aplicata o scandurica subtire, mai
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lata ca membrul inferior si lungimea corespunzatoare cu distanta de la sold pana la glezna, care a
fost fixatd de membrul operat cu bandaj gipsat, 1dsand o fereastra la nivelul plagii posteopratorii
pentru pansamente [166]. Gipsul a fost aplicat cu precautie pentru a nu compresa tesuturile moi
ale membrului operat, doar cu scopul ca sa mentind genunchiul in extensie (figura 6.7).

6.2.4 Transferul de tesut osteocondral autolog.

Metoda de tratare a defectelor critice experimentale prin transfer de tesut autolog a fost
selectatd ca metoda de tratare a defectelor cartilaginoase in lotul martor, deoarece este o tehnica
de regenerare a tesutului cartilaginos care utilizeaza tesuturile proprii in procesul de tratament
[32, 38,39, 113, 115, 131, 254]. Grupul de iepuri (n=12) la care a avut loc transplantarea de tesut
osteocondral autolog la cercetarile in vivo au fost pregétiti pentru interventia chirurgicala la fel
ca si cei din loturile experimentale. Dupd artrotomie, luxarea laterald a patelei si flectarea
genunchiului, cu un bisturiu a fost nldturat cartilajul pe o suprafata cu diametrul de 3.5-3.7 mm
de la nivelul suprafetii portante a condilului femural medial [166, 167, 254], la acelasi nivel unde

au fost implantate grefele combinate.

Figura 6.6. Transplantarea de tesut osteocondral autolog, (a, b) anestezia animalului si
pregitirea campului operator, (¢, d) crearea defectului de cartilaj, (e, f, g) prelevarea de
grefe osteocondrale autologe de pe suprafata neportanta a suprafetei articulare femurale si

transplantarea lor [167].

In defectul experimental de cartilaj, cu burghie de diametru mic, au fost efectuate cate 3
gauri de 1.7 mm 1n diametru, amplasate sub forma de triunghi, cu o adancime de 4-4.5 mm
[167]. Cu o un ac pentru piercing de calibru 12 G, cu diametrul intern de 1.7 mm, atasat la un
aparat de gaurit, cu rotatii lente pentru a evita supraincalzirea tesutului, din santul trohlear au fost
prelevate bucdti de tesut osteocondral autolog [167, 254], care au fost implantate in defectele
proaspat create la aceeasi Indltime sau cu pana la 1 mm mai sus fatd de cartilajul articular

adiacent normal (figura 6.6). Dupa reducerea luxatiei de pateld, tindnd genunchiul in extensie a
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fost suturata plaga, aplicat pansament aseptic, 1ar mai apoi si imobilizare gipsata fard a compresa

tesuturile moi (figura 6.7).

Figura 6.7. Imobilizarea postoperatorie a genunchiului operat la iepuri.

6.2.5 Ingrijiri postoperatorii

Imobilizarea gipsatd a genunchiului operat a fost inldturatd la 10 zile, postoperator, iar
iepurilor a fost injectatd intramuscular sol. cefazolind 25 mg/kg pe o perioada de 2-3 zile, dupa
caz. Cu scop de analgezie, a doua zi dupa transplantare iepurilor au fost injectate in priza unica
solutiile xylla 3mg/kg si ketamina 10 mg/kg, in caz de necesitate dozele au fost repetate inca 2 -
3 zile. Pansamentele au fost efectuate o datd la 1-2 zile, cu monitorizarea stirii generale a
animalelor. Toate animalele au fost Intretinute in curdtenie, au fost hranite si addpate zilnic.
Starea animalelor operate si decurgerea perioadelor postoperatorii au fost inregistrate in fisele de
monitorizare a fiecarui animal. Suturile au fost Inlaturate la 12-13 zile postoperator.

6.2.6 Evaluarea rezultatelor testelor in vivo pe iepuri

Iepurii operati au fost scosi din experiment prin eutanasiere in camera cu COz la termen de
6 saptamani cate 3 animale din fiecare lot si la 12 saptamani cei 9 ramasi in fiecare lot. Imediat
dupa scoaterea din experiment au fost colectate femurele distale, de pe care au fost inlaturate
toate tesuturile moi si introduse n formaldehida buferizata de 10%, pH= 7.4. Dupa fotografierea
macropreparatelor, acestea au fost sectionate pentru examenul microscopic, apoi supuse
decalcifierei, incorporate in parafind, sectionate cu microtomul la grosimea de 5 um si aplicate
pe lamele. Preparatele histologice au fost colorate cu Hematoxilina-Eozind, Safranin O si
Albastru de Toluidind cu Fast Green si examinate de catre medicul morfopatolog. Evaluarea
obiectiva a rezultatelor a fost efectuatd conform Scorului histologic unificat al cartilajului
regenerat (SHUCR), care a fost alcatuit prin combinarea a 3 scoruri larg utilizate in evaluarea
cartilajului regenerat la animale de laborator. Autori ai acestor scoruri erau Sellers si coaut.
(1997) [33, 167], Wakitani si coaut. (1994) [7, 34, 166] si O'Driscoll si coaut. (1986) [69, 78,

180]. Fiecare din scorurile propuse contin majoritatea criteriilor de evaluare histologica similare.
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Acestea evalueaza morfologia generala a tesutului examinat si fac diferentd intre cartilaj hialin,
fibrocartilaj si tesut fibros [166], gradul de umplere sau grosimea cartilajului regenerat, prezenta
leziunilor in acesta, gradul de metacromazie a matricii tesutului regenerat si gradul de integrare a
tesutului regenerat cu cel sandtos [167]. De asemenea, fiecare scor mai contine si criterii
individuale, specifice, ca nivelul de celularizare in scorul O'Driscoll [33] sau paternul celular din
tesutul regenerat 1n scorul Wakitani [7, 34], dar si formarea de clustere condrocitare in scorurile
Sellers si O'Driscoll [69]. Este de mentionat cd, scorul Sellers mai include asa criterii ca
evaluarea starii osului subcondral si formarea liniei de demarcare intre cartilajul normal si cel
calcificat din unitatea osteocondrald reparatd, ceea ce este de o mare importantd, deoarece in
procesul de testare in vivo a grefelor combinate pentru regenerarea cartilajului articular a fost
implicat si osul subcondral [166, 167].

SHUCR este reprezentat In Anexa 1, acesta consta din evaluarea a 13 criterii [166, 167,
254]. Fiecarui criteriu i este atribuitd o scard personald, iar fiecare valoare numerica din acest
scor are caracterstica sa specificd. Valoarea sumard maximald a tuturor criteriilor este de 43
puncte, iar cea minimala — 0 puncte. Rezultatul evaludrii calitatii tesutului regenerat depinde de
punctajul acumulat, cu cat calitatea tesutului regenerat este mai Tnaltd cu atit punctajul va fi mai
mic si invers, cu cat punctajul obtinut va fi mai mare cu atat calitatea tesutului regenerat va fi
mai joasa [ 166, 254].

6.3 Rezultate

Cu scop de a combina grefele OCDD cu celule cu potential condroprogenitor au fost
izolate din cartilaj articular hialin 1.8x10°£5.4x10* condrocite cu o viabilitate de 96.79% (95%
11:93.02-100.54), din care in primul pasaj dupi 10 +3 zile de cultivare au fost obtinute 2.94x10°
+3.77x10° condrocite cu o viabilitate de 99.89% (95% 11:99.64-100.13). De asemenea, din 4 £1.2
ml de miduvi osoasi dupa 11+£3 zile de cultivare au fost obtinute 1.55x10° £3.76x10° CSM cu o
viabilitate de 98.03% (95% 11:95.35-100.71). Nu a fost determinati nici o diferentd statistic
semnificativa intre grupe in ce priveste durata de cultivare celulard (p >0.3) si viabilitatea
celulelor (p >0.1).

Tabelul 6.1. Diferenta dintre numarul de celule obtinte in cultura primara si a celor

transplantate cu grefe din cadrul loturilor experimentale.

Numar total de celule Numar real de celule
obtinut transplantat p
X DS X DS
Condrocite 2.94x10° +£3.77x10° 2.54x10° £2.73x10° p <0.001
CSM 1.55x10° £3.76x10° 1.37x10° +£3.57x10° p <0.001

Dupa transplantarea grefelor combinate, ca urmare a spalarii tuburilor Eppendorf,

eprubetelor de 15 ml in care au fost centrifugate celulele, dar si a suportului DFCGDM, a fost
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determinat numarul real de celule transplantate. Astfel, numarul real de condrocite transplantate
a fost de 2.54x10° +2.73x10° celule cu o viabilitate de 87.59% (95% 11:84.51-90.67), ceea ce
reprezinti 86.97% (95% 11:84.09-89.84) din totalul condrocitelor obtinute prin cultivare. De
1.37x10% +3.57x10° celule, cu o
88.32% (95% 11:86.45-90.17) din

asemenea, numarul real de CSM transplantate a fost de
viabilitate de 90.91% (95% 11:88.95-92.85), ce reprezinti

totalul de CSM obtinute. Aceasta fiind in ambele cazuri o diferenta statistic semnificativa

comparativ cu numarul initial de celule obtinute din primul pasaj (p <0.001).

Tabelul 6.2. Diferenta intre viabilitatea celulelor obtinte in cultura primara si a celor

transplantate cu grefe din cadrul loturilor experimentale.

Viabilitatea Viabilitatea
celulelor la 95% Ii: celulelor la 95% Ii: p
detasare transplantare
Condrocite 99.89% 99.64-100.13 87.59% 84.51-90.67 p <0.001
CSM 98.03% 95.35-100.71 90.91% 88.95-92.85 p =0.001

Asadar, a fost determinat cd viabilitatea totald a celulelor la momentul transplantarii a fost
in mediu de 89.25% (95% 1i:87.42-91.07), ceea ce reprezinti o diferentd semnificativa daci
comparam cu viabilitatea celulara imediat dupa detasarea celulelor in cultura primara (p <0.05),
insa fara diferentd semnificativa intre ratele de celule viabile transplantate pe grupe (p >0.5). De
asemenea, nu exista diferentd statistic semnificativd intre durata perioadelor de la detasarea
celulelor si pana la transplantarea acestora in cadrul grupelor experimentale (p >0.5). Astfel, in
cazul grefelor combinate cu condrocite aceasta perioada a fost de 73 £12 minute, iar in cazul
grefelor combinate cu CSM aceasta a fost de 69 £14 minute. Diferenta intre cantitatea de celule
obtinute si cele transplantate, dar si viabilitatea lor este prezentata in tabelele 6.1 si 6.2.

Ca urmare a utilizarii dispozitivului de fixare si celularizare a grefelor de dimensiuni mici
rata totali de celule transplantate a fost de 87.64% (95% I11:86.04-89.24), ce reprezinti un
rezultat foarte bun.

Tabelul 6.3. Repartizarea complicatiilor survenite in perioada postoperatorie pe grupe.

Edem Redoare Infectare Hematom Reaplicare
planta articulard | tesuturi moi | postoperator | imobilizare
Grefe combinate ] 10 ) ) 5
cu condrocite (n=12)
Grefe combinate
cu CSM (n=12) 10 > ! ! 2
Martor
(n=12) 7 5 1 - 2
ANOVA p=0422 | p=0.061 p=0611 p =0.379 p =1

In perioada postoperatorie la animalele din grupele experimentale au fost depistate asa

complicatii ca aparitia edemului plantar in 25 cazuri, redori articulare de diferit grad fara
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periclitarea severd a functiei articulare in 20 cazuri, infectarea tesuturilor moi n 2 cazuri si
hematoame postoperatorii - 1 caz. De asemenea, a fost nevoie de reaplicat imobilizarea gipsata
in 6 cazuri. Ca urmare a analizei complicatiilor pe loturi experimentale, nu a fost determinata
vre-o asociere intre variabile in dependenta de lotul experimental (p >0.05). In tabelul 6.3 este
prezentata repartizarea complicatiilor apdrute pe grupe. De asemenea, nu existd nici asociere
intre edemul aparut la nivelul plantei cu redoarea articulara si necesitatea de reaplicare a
imobilizarii gipsate (p >0.9).

Animalele scoase din experiment la 6 saptamani, conform SHUCR 1in toate cazurile aveau
un scor histologic aproape similar. In cazul primei evaluiri lotul martor a obtinut un scor de
26.33 +1.53 puncte, lotul tratat cu grefe OCDD combinate cu condrocite a primit 28.33 +1.53
puncte (p >0.1) si lotul tratat cu grefe combinate cu CSM a primit 27.67 £2.08 puncte (p >0.2).
In cazul celei de-a doua evaluiri lotul martor a obtinut 28 +1 puncte, lotul tratat cu grefe OCDD
combinate cu condrocite a obtinut 30+£3.61 puncte (p >0.4) si lotul tratat cu grefe combinate cu
CSM a obtinut 28 £2.65 puncte (p =1). Ca urmare, nu a fost determinata vre-o diferenta statistic
semnificativa intre lotul martor si loturile experimentale (figura 6.8).
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Figura 6.8. Reprezentarea grafica a ambelor evaluari, a loturilor experimentale si martor,

la 6 si 12 saptamani postoperator.

La analiza rezultatelor utilizdnd SHUCR la animalele scoase din experiment la termen de
12 saptamani, la prima evaluare a lotului martor a fost obtinut un scor de 17.22 +4.84 puncte,

pentru lotul tratat cu grefe OCDD combinate cu condrocite 18.68 +5 puncte (p >0.5) si pentru cel
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tratat cu CSM au fost obtinute 14.89+3.76 puncte (p >0.2). In cazul celei de-a doua evaluari lotul
martor a obtinut un scor de 17.67+2.60 puncte, cel tratat cu grefe combinate cu condrocite a
obtinut 19.22+2.44 puncte (p >0.2) si lotul tratat cu grefe combinate cu CSM a obtinut un scor de
14.33+1.5 puncte (p =0.004). Drept urmare, in cazul primei evaluari nu a fost determinata vre-o
diferenta statistic semnificativd Intre lotul martor si cele experimentale, pe cind la a doua
evaluare a fost obtinuta o diferentd semnificativa intre lotul martor si lotul tratat cu grefe OCDD
combinate cu CSM (figura 6.8), necatand la faptul cd intre rezultatele ambelor evaluari ale
defectelor tratate cu grefe OCDD si CSM diferenta semnificativa nu este (p =0.745).
Tabelul 6.4. Compararea statistica a scorurilor parametrilor de evaluare din cadrul
SHUCR efectuate independent de 2 experti (p).
Condrocite | Condrocite | CSM CSM Martor | Martor

6 sapt. 12 sapt. 6 sapt. | 12 sapt. | 6sapt. | 12 sapt.
Paternul celular in cartilajul _ _ _ _ _ _
regenerat p =0.047 p=0.035 | p=0.643 | p=0.02 p=1 p =0.001
Morfologia celulara p=1 p=0.866 | p=0.374 | p=0.646 | p =0.435 | p=0.779
Formarea de clustere _ _ _ _ _ -
condrocitare p=0.23 p=0.012 | p=0.116 | p=0.006 | p =0.007 | p=0.036
Nivelul de celularizare p =0.643 p =0.434 p=1* | p=0.265]| p=0.725 p=1
Metacromazia matriciei p=I p=0.17 p=0.116 | p=0.409 | p=0.643 | p =0.138
Suprafata articulara p =0.374 p=0.284 | p=0.643 | p=0.724 | p=0.016 | p =0.035

Integrarea grefei cu cartilajul
articular din jur
Arhitectura intregului defect
fara includerea marginelor
Grosimea cartilajului nou
format
Prezenta modificarilor
degenerative ale cartilajului p =0.678 p=0.332 | p=0.678 | p=0.587 | p=0.158 | p =0.764
adiacent
Umplerea defectului in raport
cu suprafata cartilajului p=1 p=0.128 | p=0.519 p=1 p=0.519 p=1
adiacent normal
Formarea liniei de demarcare| p=0.251 p=0.016 | p=0.519 | p<0.001 | p=0.016 | p <0.001
f:;’gﬁgg‘;‘ai’f,:;;’;&iit p=0422 | p=0.176 |p=0.519 | p=0.806|p=0.116| p=0.15
Sumar p =0.502 p=0.768 | p=0.759 | p=0.745 | p=0.189 | p=0.811
*testul nonparametric Kolmogorov—Smirnov par

p=0.643 | p=0.791 |p=0.678 | p=0.509 | p=0.013 | p =0.089

p=0374 | p=0.297 |p=0.251p=0.006|p=0.422 | p=0.345

p=0519 | p=0284 | p=1* |p=0372|p=0.519| p=I

Evaluarea independentd a rezultatelor histologice de cétre 2 experti conform parametrilor
scorului alcatuit, a pus 1n evidentd momente de divergentd intre sumarul scorurilor atribuite unor
parametri in care diferenta Intre variabilele obtinute era semnificativa (p <0.05) (figura 6.8).
Divergente in evaluarea scorurilor sunt prezente atat in grupele experimentale, cat si in lotul
martor. Astfel de divergente sunt legate de atribuirea paternului celular al cartilajului regenerat,
determinarea prezentei de clustere condrocitare si formarea liniei de demarcatie. De asemenea,

divergente au fost la determinarea leziunilor prezente la nivelul cartilajului articular regenerat (p
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=0.016 si p =0.035), evaluarea integrarii grefei cu cartilajul din jur (p =0.013) si 1n cazul
evaluarii restabilirii arhitecturii intregului defect fara includerea marginelor (p =0.006). Necatand
la divergentele apdrute intre expertii ce au evaluat rezultatele histologice conform SHUCR, nu a
fost determinat nici o diferentd semnificativa intre totalurile rezultatelor obtinute in toate loturile
atat la termen de 6 sdptamani, cat si 12 saptamani (p >0.18). Evaluarea rezultatelor obtinute de
ambii experti In dependentd de parametrii utilizati este prezentatd in tabelul 6.4. La compararea
rezultatelor obtinute in cadrul aceluiasi lot la animalele ce au fost scoase din experiment la
termen de 6 si 12 sdptaméni, a fost determinatd o diferentd semnificativd intre rezultatele
obtinute (p <0.05). Rezultate mult mai bune fiind prezente in cazul animalelor scoase din
experiment mai tarziu, tabelul 6.5.
Tabelul 6.5. Compararea scorurilor obtinute pe grupe in dependenti de termenul de

evaluare a defectului regenerat.

Evaluare I Evaluare I1
X DS X +DS
Grupuri 6 saptdmani | 12 sd@ptdmani P 6 saptdmani | 12 saptamani p
experimentale (n=3) (n=9) (n=3) (n=9)
Grefe OCDD

combinate cu | 28.33 £1.53 18.67 £5 p =0.009 30 £3.61 19.22 £2.44 | p<0.001
condrocite

Grefe OCDD
combinate cu | 28.67 £2.03 14.78 £3.73 p <0.001 28 £2.65 1433 1.5 | p<0.001
CSM

Transplantarea
de tesut OC 26.33£1.53 | 17.22+4.84 p=0.011 28 +1 17.67 £2.60 | p<0.001
autolog

De asemenea, a fost evaluat gradul de asociere intre numarul de celule real transplantate si
calitatea regenerarii cartilajului articular. A fost determiat cd numarul de condrocite sau CSM
utilizate in combinare cu grefa OCDD nu a influentat calitatea de regenerare a tesutului
cartilaginos (p >0.1).

6.3.1 Examenul histologic

Descrierea morfologica a sectiunilor executate din condilii femurali mediali de iepure in
care au fost transplantate grefe OCDD combinate cu condrocite si respectiv CSM, ca loturi
experimentale si tesut osteocondral autolog in lotul martor, este prezentatd in continuare. Cu
scop de a evidentia anumite structuri si evenimente, acestea au fost marcate dupa cum urmeaza.

Legenda:
*- indica prezenta celulelor fibroblast-like;
*- indica prezenta de clustere condrocitare;

* - indica prezenta condrocitelor tinere sau mature, solitare sau grupate in grupuri izogene;
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* - indica prezenta zonelor de necroza a cartilajului;
V- indica linia de demarcatie;

v-indicé prezenta defectelor integritatii cartilajului articular de tipul fisurilor, microfisurilor,

rupturilor si chisturilor;
V- indica prezenta zonelor cu fibre de colagen de tesut fibros sau fibrocartilaginos;
V- indica prezenta semnelor de remodelare a tesutului osos;

A indica prezenta de osteo- si/sau condroliza.

6.3.2 Examenul morfologic al defectelor tratate cu grefe OCDD combinate cu condrocite

La studierea piesei histologice la termen de 6 saptamani de la transplantarea grefei OCDD
combinate cu condrocite (figura 6.9) a fost determinatda umplerea completda a zonei defectului,
insd fara umplerea acestuia in raport cu suprafata cartilajului adiacent normal, iar inaltimea
cartilajului regenerat a fost aparent redusa comparativ cu cel normal. La evaluarea histologica a
calitatii si tipului cartilajului articular nou-format o fost observat ca defectul a fost predominant
umplut cu fibrocartilaj. Cartilajul nou-format a fost caracterizat printr-o celularitate moderata si
distributie neurniforma a celulelor. Au fost evidentiate 2 tipuri de populatii celulare. Primul tip
sunt condrocitele ce erau situate in zonele profunde ale neocartilajului, Tn numar mic dispuse in
grupuri izogene, alocuri aceste celule prezentau semne de hipertrofie cu pastrarea integritatii
celulare. Al doilea tip de celule, in numar mult mai mare, amplasate in straturile superficiale a
fost reprezentat de celulele fibroblast-like, ce erau caracterizate prin nucleu aplatizat, citoplasma
redusd, Inconjuratd de o matrice predominant fibroasa. Clusterele condrocitare au fost
determinate preponderent la hotarul dintre cartilajul normal si neocartilaj. Componenta
matriceald a neocartilajului a fost repezentatd atat de fibre, ct si de componenta proteoglicanica.
Distributia celor doud componente matriceale in cadrul cartilajului a fost neomogena. Cantitatea
matriceald de proteoglicani era marcant redusd, concentratia cea mai ridicatd fiind in zonele
profunde 1n apropierea condrocitelor si clusterelor. Componenta colagenica a fost evidentiata in
cantitate mare in jumdtatea superficiald a cartilajului. Fibrele de colagen erau mult subtiate si
intens fragmentate. De asemenea, in cavitatea articulard uneori s-a observat prezenta unor mase
fibrotice cu celule fibroblast-like de dimensiuni mari, intens fisurate (Figura 6.10). De asemenea,
suprafata cartilajului regenerat era sever fisurata, cu rupturi si fibrilatii, iar in ariile de contact cu
cartilajul normal al gazdei a fost observata deseori lipsa de continuitate a cartilajului cu prezenta
de lacune, fisuri adinci ce implica si osul subcondral. Linia de demarcare lipseste sau iese slab in

evidenta.
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Figura 6.9. Rezultatele studierii piesei histologice, grefa OCDD combinata cu condrocite la

termen de 6 siptiméani. Imagini realizate cu microscop Optika, IM-3F la amplificarea x40,
x100 si x200. Aspectul macroscopic al defectului regenerat la nivelul condililor mediali (A)
si aspectul microscopic la colorarea cu Hematoxilina-Eozina (B), Safranin O (C) si

Albastru de Toluidina cu Fast Green (D).
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La studierea piesei histologice la termen de 12 saptamani de la transplantarea grefei OCDD
combinate cu condrocite (figura 6.11) a fost determinatd umplerea completd a zonei defectului.
De asemenea, umplerea defectului in raport cu indltimea suprafetei cartilajului adiacent normal
era uniforma, iar inaltimea cartilajului regenerat fiind putin mai redusd comparativ cu cea a
cartilajului adiacent normal al gazdei. Evaluand histologic calitatea si tipul cartilajului articular
nou-format, s-a observat ca defectul a fost predominant umplut cu cartilaj de tip hialin. Tesutul
nou-format a fost caracterizat prin prezenta de zone cu hipercelularitate, un grad de celularitate
normal sau zone cu o hipocelularitate usoara, celulele avand distributie neuniforma.
Preponderent au fost depistate celule de tip condrocite cu structurd normald, dar si condrocite

hipertrofiate. Condrocitele erau solitare sau organizate In grupuri izogene a cate 2-3 condrocite

per grup.

Figura 6.10. Rezultatul studierii piesei histologice, grefa OCDD combinata cu condrocite la
termen de 6 saptimani. Aspectul macroscopic al defectului regenerat la nivelul condililor
mediali (A) si aspectul microscopic la colorarea cu Hematoxilina-Eozina (B), amplificarea

x40, x100 si x200.

Clustere condrocitare au fost determinate in majoritatea cazurilor la hotarul dintre cartilajul
normal si neocartilaj, dar si in straturile profunde ale neocartilajului, ce erau delimitate de mase
de matrice fibroasa. Distributia PG si fibrelor de colagen in cadrul cartilajului regenerat a fost
aproape omogena. Cantitatea matriceald de proteoglicani era usor sau moderat redusa. Fibrele de
colagen au avut un caracter crescut de destramare, iar In zonele cu hipercelularitate matricea era
intens fibroasd cu o cantitatea redusd de PG. Suprafata cartilajului regenerat era neomogena,
aparent neteda, cu fisuri fine, unice. A fost observatd cel mai des o integritate si continuitate
normala cu cartilajul gazdei cu divers grad de hipocelularitate, clustere celulare si hipocromazie.

Linia de demarcare a fost slab evidentiatd sau absenti. In osul subcondral au fost observate
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insule metacromatice de dimensiuni mici cu condrocite hipertrofe, si zone de resorbtie si
osificare. Osul subcondral era in proces de remodelare.

6.3.3 Examenul morfologic al defectelor tratate cu grefe OCDD combinate cu CSM

La studierea piesei histologice la termen de 6 saptamani de la transplantarea grefei OCDD
combinate cu CSM (figura 6.12) a fost determinatd umplerea completd sau partiala a zonei
defectului, insi fird restabilirea inaltimii fatdi de suprafata articulari a gazdei. Inaltimea
cartilajului regenerat era semnificativ redusa sau alocuri absentd comparativ cu cel normal.
Evaluand histologic calitatea si tipul cartilajului articular nou-format, a fost observat ca defectele
au fost predominant umplute cu tesut fibros sau fibrocartilaginos. Cartilajul nou-format a fost
caracterizat prin alternarea de zone cu hipocelularitate usoara si hipercelularitate usor crescutd,
reprezentate prin celulele de tip fibroblast-like si condroblaste, Inconjurate de o matrice
predominant fibroasd. Dimensiunile celulelor au variat in functie de zona cartilajului reparativ, in
straturile superficiale si mijlocii acestea aveau dimensiuni mici si nu formau grupuri izogene, iar
in straturile profunde dimensiunile condrocitelor erau usor crescute, fiind organizate, alocuri, In
grupuri izogene radiale sau axiale, a cate 2-4 condrocite per grup. Clustere condrocitare au fost
determinate rar. Componenta matriceald a neocartilajului a fost repezentatd, atat de fibre
colagenice, cét si de componenta proteoglicanica. Distributia celor doud componente matriceale
in cadrul cartilajului a fost neomogena. Cantitatea matriceald de proteoglicani era marcant
redusd, concentratia cea mai ridicata fiind in zonele profunde, in apropierea condrocitelor.
Componenta colagenicd a fost evidentiatd in cantitate mare in jumdtatea superficiald a
cartilajului. Fibrele de colagen erau mult subtiate si intens fragmentate (figura 6.13). Suprafata
cartilajului regenerat era cu rupturi si fibrilatii, iar in ariile de contact cu cartilajul normal al
gazdei a fost observata deseori lipsa de continuitate a cartilajului, cu prezenta de lacune, fisuri
adanci ce implica si osul subcondral. Linia de demarcare lipseste sau iese slab in evidentd. In
exemplul din figura 6.12 este prezentatd rasturnarea grefei transplantate intr-un defect cavitar
format ca urmare a lipsei osteointegrarii locale, astfel la suprafata articulard fiind expusa
preponderent partea osoasd a grefei, iar cea cartilaginoasa fiind preponderent in interiorul
defectului experimental ca urmare a procesarii si sectionarii grefei. Linia de demarcare a fost
slab evidentiatd sau absenti. In osul sbcondral au fost observate insule metacromatice de
condrocite hipertrofiate, zone de resorbtie osoasa si neoosteogeneza, ceea ce indica remodelarea
si regenerarea osoasd. A fost determinat procesul de 1iza si regenerare a osului subcondral.

La studierea pieselor histologice la termen de 12 saptamani de la transplantarea grefei
OCDD combinate cu CSM (figura 6.14) a fost determinata umplerea completd a zonei defectului
experimental, dar si fatd de suprafata cartilajului articular adiacent normal, grosimea cartilajului

regenerat fiind neuniforma si pe alocuri semnificativ mai mica comparativ cu cartilajul normal al
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gazdei. La evaluarea histologica a calitatii si tipului cartilajului articular nou-format a fost

observat cd defectul a fost substituit cu cartilaj de tip hialin si fibrocartilaj.

Figura 6.11. Rezultatele studierii piesei histologice, grefa OCDD combinata cu condrocite la
termen de 12 saptimani. Imagini realizate cu microscop Optika, IM-3F la amplificarea x4,
x10 si x20. Aspectul macroscopic al defectului regenerat la nivelul condililor mediali (A) si

aspectul microscopic la colorarea cu Hematoxilina-Eozina (B), Safranin O (C) si Albastru

de Toluidina cu Fast Green (D).
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Figura 6.12. Rezultatele studierii piesei histologice, grefa OCDD combinata cu CSM la
termen de 6 saptimani. Imagini realizate cu microscop Optika, IM-3F la amplificarea x40,
x100 si x200. Aspectul macroscopic al defectului regenerat la nivelul condililor mediali (A)
si aspectul microscopic la colorarea cu Hematoxilina-Eozina (B), Safranin O (C) si

Albastru de Toluidina cu Fast Green (D).
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Cartilajul nou-format a fost caracterizat prin prezenta de zone cu celularizare neomogena,
s-au Intalnit zone hipercelularizate ce alternau cu zone slab celularizate, repartizarea fiind
nespecifica cartilajului articular hialin. Preponderent au fost depistate condrocite cu structura
normala, dar si condrocite hipertofiate. Cele mai mari condrocite ca dimensiune erau
caracteristice pentru zonele superficiale si mijlocii a neocartilajului. Toate condrocitele din
aceste straturi fiind organizate in grupuri izogene axiale. Clustere condrocitare in numar foarte
mic au fost determinate preponderent la hotarul dintre cartilajul normal al gazdei si neocartilaj

delimitate de mase de matrice fibroasa.

s ST R Bo L GRS
Figura 6.13. Rezultatele studierii piesei histologice, grefa OCDD combinata cu CSM la

termen de 6 saptimani. Imagini realizate cu microscop Olympus, IMT-2 la amplificarea
x40 si x100. Aspectul macroscopic al defectului regenerat la nivelul condililor mediali (A) si

aspectul microscopic la colorarea cu Hematoxilina-Eozina (B).

De asemenea, au fost depistate condrocite organizare in grupuri izogene a cate 2-3
condrocite per grup, fard orientare liniara. Distributia proteoglicanilor si fibrelor de colagen in
cadrul cartilajului regenerat a fost aproape omogena. Cantitatea matriceala de proteoglicani era
usor sau moderat redusd. Fibrele de colagen au avut un caracter crescut de destrdmare, iar in
zonele cu hipercelularitate matricea era intens fibroasa cu o cantitatea redusa de proteoglicani.
Suprafata cartilajului regenerat era neomogend, aparent neteda, in unele cazuri cu defecte de
condrogeneza de tipul fisurilor si chisturilor. A fost observatd cel mai des o integritate si
continuitate normala cu cartilajul gazdei, granita dintre acestea caraterizandu-se prin divers grad
de hipocelularitate si hipocromazie. Linia de demarcare a fost slab evidentiatd sau absenti. in
osul subcondral au fost observate insule metacromatice de condrocite hipertrofe de dimensiuni
mici, si zone de resorbtie si osificare. Osul subcondral al grefei era in proces de substitutie cu

osul organismului gazda.
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Figura 6.14. Rezultatele studierii piesei histologice, grefa OCDD combinata cu CSM la
termen de 12 siptaméani. Imagini realizate cu microscop Optika, IM-3F la amplificarea
x40, x100 si x200. Aspectul macroscopic al defectului regenerat la nivelul condililor mediali
(A) si aspectul microscopic la colorarea cu Hematoxilind-Eozina (B), Safranin O (C) si

Albastru de Toluidina cu Fast Green (D).
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6.3.4 Examenul morfologic al defectelor tratate prin transfer de tesut osteocondral
autolog

La studierea piesei histologice la 6 saptamani de la transferul grefelor osteocondrale
autologe (figura 6.15), a fost determinata umplerea incompleta a zonei defectului, fara umplerea
acesteia in raport cu suprafata cartilajului adiacent normal, dar cu pastrarea inaltimii grefelor in
raport cu cartilajul adiacent normal. Evaluand histologic calitatea si tipul cartilajului articular
nou-format a fost observat ca defectul de cartilaj a fost predominant umplut cu fibrocartilaj,
inclusiv cartilajul normal din grefele transferate a suferit modificari degenerescente devenind de
tip fibrocartilaginos. Cartilajul nou format a fost caracterizat printr-o hipocelularitate severa cu
distributie neurniforma a celulelor, de asemenea, o reducere semnificativa a gradului de
celularizare a fost prezentd si In cartilajul transferat, condrocitele restante formand grupuri
celulare izolate cu dislocare liniara, alocuri aceste celule prezentau semne de hipertrofie cu
pastrarea integritdtii celulare. A fost determinatd prezenta focarelor de necroza a cartilajului
transplantat, dar si autoliza tesutului cartilaginos si osos autolog transferat. Clustere condrocitare
au fost determinate preponderent la marginea defectului in cartilajul adiacent, alocuri insotit de o
hipocromazie si hipocelularitate severa. In locurile de contact a grefelor osteocondrale autologe
cu cartilajul adiacent, dar si intre ele a fost determinatd formarea unor defecte cavitare.
Componenta matriceald a cartilajului nou format a fost repezentata, atat de fibre de colagen, cat
si de componenta proteoglicanica. Distribuirea celor doud componente matriceale in cadrul
cartilajului a fost neomogend si redusd. Fibrele de colagen erau mult subtiate si intens
fragmentate, n cavitatea articulara, in apropierea defectului. De asemenea, in cavitatea articulara
uneori, a fost observatd prezenta unor mase fibrocartilaginoase detasate, alocuri fisurate in
proces de liza. Suprafata cartilajului regenerat era sever fisuratd, cu rupturi si fibrilatii. Linia de
demarcare prezenta, alocuri greu de identificat.

La studierea piesei histologice la termen de 12 sdptamani de la transferul grefelor
osteocondrale autologe (figura 6.16) a fost determinatd umplerea completd a zonei defectului,
insa fara restabilirea indltimii la nivelul suprafetei cartilajului articular adiacent normal.
Iniltimea grefelor transplante, cit si a neocartilajului in raport cu cartilajul adiacent normal este
mult mai micd. Evaluand histologic calitatea si tipul cartilajului articular nou format a fost
observat ca defectul de cartilaj a fost umplut predominant cu fibrocartilaj si cartilaj hialin.
Cartilajul nou-format a fost caracterizat printr-o hipercelularitate usoard cu distributie
neuniformad a celulelor, acestea fiind preponderent condrocite. A fost determinatd o reducere
usoard a gradului de celularizare a cartilajului transferat, celulele fiind repartizate a cate 3-5
celule in grupuri izogene cu aranjare axiali. In piesa prezentati in figura 6.16 a fost depistata

prezenta autolizei tesutului cartilaginos autolog transferat, unei zone de lacunare la baza careia
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era osul subcondral cu reminiscente din zona profundd a cartilajului si a liniei de demarcatie

traiectul cérora coincide cu cele a cartilajului adiacent normal, dar si a altor grefe.

EY

Figura 6.15. Rezultatele studierii piesei histologice, transfer de tesut osteocondral autolog la

termen de 6 saptimani. Imagini realizate cu microscop Optika, IM-3F la amplificarea x40,

x100 si x200. Aspectul macroscopic al defectului regenerat la nivelul condililor mediali (A)
si aspectul microscopic la colorarea cu Hematoxilina-Eozina (B), Safranin O (C) si

Albastru de Toluidina cu Fast Green (D).
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Figura 6.16. Rezultatele studierii piesei histologice, transfer de tesut osteocondral autolog la
termen de 12 saptamani. Imagini realizate cu microscop Optika, IM-3F la amplificarea
x40, x100 si x200. Aspectul macroscopic al defectului regenerat la nivelul condililor mediali
(A) si aspectul microscopic la colorarea cu Hematoxilind-Eozina (B), Safranin O (C) si

Albastru de Toluidina cu Fast Green (D).
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De asemenea, la nivelul acestei zone a fost depistatd hiperplazia si proliferarea condrogena
intensa din partea cartilajului adiacent normal cu tendinta de substituire a defectului. Clustere
condrocitare au fost determinate la marginea defectului in cartilajul adiacent, in cartilajul
transplantat si in cel regenerat, Inconjurate de tesut fibros si un grad usor de hipocromazie.
Componenta matriceald a cartilajului nou format a fost repezentata, atat de fibre de colagen, cat
si de componenta proteoglicanica. Distributia celor doud componente matriceale in cadrul
cartilajului a fost neomogena. Fibrele de colagen erau fragmentate, dar Ingrosate. De asemenea,
in cavitatea articulara uneori, a fost observatd prezenta unor mase fibrocartilaginoase detasate
alocuri fisurate in proces de liza, cel mai probabil acestea fiind reminiscente de cartilaj articular
transferat ce au fost detasate de osul subiacent. Suprafata cartilajului cel mai des era denivelatd,
cu fisuri si fibrilatii. A fost atestatd prezenta de chist cartilaginos, linia de demarcare a fost
prezenta, iar osul subcondral normal.

6.4 Discutii

Etapa obtinerii celulelor pentru regenerarea cartilajului articular cu grefe combinate este
una esentiald. Este necesar de mentionat cd este o diferentd evidenta intre numarul de CSM si
condrocite transplantate in cadrul experimentului (p <0.001). Aceasta diferentd semnificativa
intre grupe s-a datorat faptului ca CSM au dimensiuni mai mari ca condrocitele, din acest motiv
cantitatea de CSM transplanate este aproape de 2 ori mai mica ca cea de condrocite. Cu toate
acestea in cadrul fiecarei transplantari a fost utilizat cate un flacon de celule cu confluenta de 80-
90%. Prin urmare, daci raportim cantitatea celulelor utilizate in cadrul experimentului la 1 cm?,
reiese ci cantitatea de condrocite transplantate ar fi de 5.77x107 £6x10° celule/cm?, iar de CSM -
3.12x107 £8x10° celule/cm?.

Utilizarea dispozitivului elaborat pentru fixarea si celularizarea grefelor de dimensiuni mici
a permis transplantarea unui numar semnificativ de celule, ce reprezinti 87.64% (95% 11:86.04-
89.24) din totalul celulelor detasate de pe suprafata de cultura celulara. Intr-un studiu efectuat in
cadrul Laboratorului de Inginerie tisulara si culturi celulare, a fost determinat cd celularizarea
matricilor tridimensionale, spre exemplu, in godeele unei placi de 96 godee, prezintd un
randament mult mai redus de celularizare comparativ cu utilizarea dispozitivului elaborat, circa
50.99% +8.06% (p <0.001) [14, 167, 248].

In cadrul cercetrii efectuate, din punct de vedere teoretic defectele experimentale ar fi
trebuit sa fie doar de cartilaj fard a implica si osul subcondral, deoarece obiectivul de baza a
cercetarii este regenerarea cartilajului articular nu si a osului subcondral. Dar s-a mers pe calea
credrii defectului experimental osteocondral din motiv cd, este practic imposibil de pregatit si de
fixat o grefa cartilaginoasd decelularizatd si perforatd, de grosimea cartilajului articular de

iepure, ce sd fie combinata cu celule si care dupa transplantare sd fie supusd constant stresului
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mecanic la care aceasta sa reziste. Un alt motiv de creare a defectelor experimentale
osteocondrale este potentialul de regenerare foarte slab a cartilajul articular, acesta chiar fiind
imbibat cu celule condroprogenitoare are sanse slabe de aderare la osul si cartilajul adiacent
[167, 255]. De o mare importanta este si faptul ca defectele de cartilaj sunt nsotite in mare parte
si de degenerarea osului subcondral, acest os de reguld in timpul interventiilor chirugicale de
stimulare a regenerdrii cartilajului articular prin maduva osoasa se inlatura [99, 100, 101] sau se
perforeaza pentru a asigura patrunderea MO in defectul de cartilaj [4, 11, 102-104, 106-111,
231]. Totusi, tehnicele de resurfatare sunt cele mai explicite si argumentate — osul subcondral
este inlaturat, deoarece fixarea grefei in os este mai sigurd, iar regenerarea os-os decurge mult
mai rapid comparativ cu cartilaj-cartilaj [39, 202, 112-127, 219, 255]. Totodatd osul subcondral
din regiunea cu cartilaj degenerat este important pentru nutritia straturilor profunde ale
cartilajului [89] si transferul stimulilor mecanici de la cartilaj spre restul osului [181], ca urmare
osul din cadrul grefei bifazice fiind demineralizat asigura o regenerare rapida a osului subcondral
datorita proprietatilor sale osteoinductive si osteoconductive [199, 200, 245], dar si o fixare mai
stabild a grefei necdtand la un modul de elasticitate mult mai redus comparativ cu cel al osului
normal [170, 247]. Deoarece grefa demineralizata si decelularizata si perforatd longitudinal are
rezistenta mecanicd mult mai redusd decat tesutul osteocondral normal [166, 167, 170, 246]
pentru a asigura linistea articulara cu scop de asigurare a procesului de osteogeneza si
condrogeneza a fost aplicata imobilizarea gipsata cu limitarea sprijinului pe membrul operat timp
de 10 zile.

Transplantarea de grefe bifazice osteocondrale, alogene, demineralizate, decelularizate,
perforate longitudinal si combinate cu celule autologe, ce prezinta potential condroprogenitor, cu
scop de a regenera cartilajul articular, pot fi calificate drept tehnici de regenerare a cartilajului
articular prin inginerie tisulara. Tehnica de inginerie tisulara ce utilizeaza matrici tridimensionale
combinate cu condrocite autologe se numeste Matrix-assisted Autologous Chondrocyte
Implantation (MACI) [2, 12, 41, 128, 132, 203, 255], iar tehnica ce utilizeazd matrici
tridimensionale populate cu CSM se numeste Matrix Autologous Stem-cells Implantation
(MASI) [43, 44, 135, 136], acestea din urma fiind descrise anterior. Astfel, Tn cadrul cercetarii au
fost comparate 2 tehnici de regenerare a cartilajului articular prin inginerie tisulara cu o tehnica
de resurfatare a cartilajului articular [10] prin transferul de tesut osteocondral autolog, utilizand
tehnica de mozaicplastie [2, 38-40, 112-117]. Scorurile histologice obtinute la termen de 12
sdaptamani dupd prima si a doua evaluare a loturilor experimentale, a fost mai bun in cazul
grefelor combinate cu CSM, acesta fiind de 14.89 £3.76 si 14.33 +1.5 puncte, iar in cazul
grefelor combinate cu condrocite au fost obtinut un scor de 18.68 £5 si 19.22 £2.44 puncte, ce

din punct de vedere statistic la prima evaluare nu prezintd mare diferenta intre aceste 2 loturi (p
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=0.08), pe cand la a doua evaluare diferenta intre rezultate este evidenta (p< 0.001), chiar daca
intre rezultatele ambelor evaluari diferentd nu exista (p =0.745). Conform datelor din literaturd a
fost determinat ca utilizarea de matrici tridimensionale combinate cu CSM autologe izolate din
sinovia articulara prezinta rezultate mai bune comparativ cu utilizarea de condrocite autologe
[135]. Cu toate acestea, atat aspectul macroscopic, cat si examenul histologic al probelor cu
stabilirea scorurilor evaluarii histologice per lot nu prezinta rezultate satisfacdtoare in tratamentul
defectelor critice de tesut osteocondral la iepure [7, 16].

Efectuarea defectului experimental, osteocondral la nivelul suprafetei portante cu scop de
testare a biomaterialelor este o practica mai putin raspanditd comparativ cu efectuarea acelorasi
defecte la nivelul santului trohlear [2, 7, 16, 132, 137-139, 166]. La momentul actual nu au fost
depistate studii in literatura care sa compare capacitatea de regenerare a defectelor critice
efectuate in santul trohlear si a celor efectuate pe suprafata portanta. Reusita regenerarii
defectului experimental depinde in mare masura de regiunea unde acesta a fost facut, deaorece in
timpul miscarii in articulati, expunerea suprafetei articulare la forte de forfecare, compresiune si
tractiune variaza in dependenta de regiune, la nivelul suprafetei articulare portante ca condilul
femural medial acestea fiind cele mai inalte. Intr-un studiu efectuat in Laboratorului de Inginerie
tisulara si culturi celulare in care au fost testate spongii din colagen ce a fost extras din tendon
Ahile de bovina combinate cu CSM in tratarea defectelor critice executate cate doud in santul
trohlear si cate unul la nivelul suprafetei portante a condilului femural medial, a fost determinata
o diferentd semnificativa intre rezultatele obtinute la 12 saptdmani dupa transplantare, prin
utilizarea SHUCR [166, 167, 254]. Chiar dacd in santul trohlear au fost doud defecte
osteocondrale critice, defectul de pe suprafata portantd a obtinut un scor mult mai ridicat,
aproximativ 40 puncte (p <0.001). Totodatd, nu a fost determinatd nici o diferentd intre
rezultatele obtinute la compararea lotului martor negativ, in care au fost create doud defecte
osteocondrale in santul trohlear fara tratamet, cu lotul experimental, in care doua defectele critice
din santul trohlear au fost tratate cu spongii colagenice combinate cu CSM (p >0.7) [166]. Astfel,
tinand cont de cele expuse, rezultatele obtinute la tratamentul defectelor critice de pe suprafata
portanta cu grefe OCDD combinate cu CSM si condrocite par sd fie incurajatoare, iar grefele
ierarhic bifazice net superioare spongiilor de colagen tip 1.

In una din cele mai recente publicatii in care au fost testate in vitro si in vivo alogrefe
ierarhic bifazice obtinute din tesut osteocondral de porc prin decelularizare cu scop de a regenera
defecte osteocondrale experimentale critice de la nivelul santului trohlear, autorii mentioneaza ca
grefa obtinutd de ei a prezentat un grad scazut de imunogenitate, o bioactivitate si
biocompatibilitate ridicatd, a stimulat repararea tesutului osteocondral prin suprimarea

angiogenezei, a indus migrarea celulara si a asigurat ierarhia bifazica a tesutului [200, 255], doar

110



ca autorii nu au testat grefa in vivo prin implantarea intr-un defect de pe o suprafata portanta, ci
in santul trohlear, acolo unde defectele critice si fard tratament regenereaza aproape la fel de bine
ca si prin utilizarea unor tehnici de inginerie tisulara [166].

In concluzie, utilizarea celulelor autologe cu potential condroprogenitor combinate cu o
grefa ierarhic bifazicd in tratamentul defectelor critice osteocondrale experimentale create pe

suprafata portanta de condil femural medial, nu a dus la rezultatele asteptate.
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DISCUTII DE GENERALIZARE

grefelor ierarhic bifazice demineralizate, decelularizate si perforate longitudinal in vitro, iar apoi
si in vivo prin transplantarea grefei selectate, combinate cu condrocite si CSM intr-un defect
osteocondral critic de pe suprafata portanti a condilului femural medial la iepure. In primul
studiu efectuat la teza, procesul de izolare si cultivare a CSM a fost utilizat cu mediul de cultura
HiMeso XL (HiMedia, India), iar CSM au fost identificate prin diferentiere pe linie condrocitara
cu HiChondro XL (HiMedia, India) [151]. Tot aceste celule dupd decongelare au fost apoi
utilizate in testele in vitro cu mediu de culturd celulara DMEM/F-12 Ham (Sigma, Marea
Britanie) cu 10% SFB (Lonza, Belgia) [14, 167, 169-171, 190]. Acelasi mediu cu DMEM/F-12
Ham a fost utilizat apoi pentru izolarea si cultura CSM pentru testele in vivo insd fara a fi
identificate prin diferentiere celulara, deoarece cultura primara de fiecare data a fost utilizata in
tratamentul defectelor experimentale [14, 166, 167]. De asemenea, CSM izolate prin utilizarea
mediului cu DMEM/F-12 Ham au fost utilizate si in alte teste in vitro ca martor, cu scop de a
identifica prin metode histochimice 1n culturad celulara celule de origine mezenchimala ca celule
osoase, condrocite si fibroblaste [164, 178, 189]. Avand in vedere cd anume fibroblastele si
celulele osoase sunt acele celule ce pot contamina cultura de CSM la izolarea acestora din MO,
utilizarea CSM in calitate de martor la identificarea acestora ne demonstreazd ca culturile de
CSM 1izolate din MO prin utilizarea mediului de cultura celularda cu DMEM/F-12 Ham au o
puritate inaltd [178, 189]. In studiile efectuate in cadrul tezei a fost observati o diferentd
semnificativa (p =0.001) Intre numarul de zile de cultivare a CSM cu HiMesoXL (HiMedia,
India) ce era de 7 1 zile st DMEM/F-12 Ham (Sigma, Marea Britanie) cu SFB (Lonza, Belgia)
ce era de 11 £3 zile. De asemenea, diferenta semificativa era si intre in numarul de celule izolate
in primul pasaj din ambele studii (p <0.001), tinand cont de faptul cd nu a fost determinata nici o
diferenta intre volumul de MO colectata de la animale (p >0.2). Aceste diferente pot fi explicate
prin faptul cd in primul studiu a fost utilizat mediu de cultura HiMesoXL (HiMedia, India)
special orientat spre expansiunea rapida a culturilor de CSM la izolarea acestora din MO, iar
durata de cultivare era pana la confluenta de 70-80%, pe cand in al patrulea studiu, CSM au fost
izolate si cultivate cu mediu ce poate fi utilizat la o gama larga de celule [151, 154, 159, 178], cu
o duratd de cultivare pana confluenta ce a fost de 80-90%. Un lucru impotant a fost dovedit a fi
tactica de cultivare celulara, in special a CSM. A fost observat cd schimbarea completa a
mediului de culturd, insotitd de clatirea suprafetei de culturd celulard, cind s-a ajuns la o
confluenta celulara de 40-50%, a permis obtinerea unei culturi celulare mai pure, dar si un numar

de celule mai mare la momentul transplantarii (p <0.001) [14, 151, 154, 166, 167, 178].
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Ca urmare a cercetarilor de biocompatibilitate efectuate in vitro cu evaluarea concentratiei
de ADN restant si a proprietatilor fizico-chimice, cu scop de testare a regenerarii cartilajului
articular a fost selectata grefa OC demineralizata ce a fost decelularizata cu solutie de 1% SDS.
Tinand cont de faptul ca grefele testate la al treilea studiu, in care a fost selectata grefa ce ulterior
a fost testata in vivo, aveau o structurd neomogend, concentratia si tipul de surfactant utilizat in
decelularizare nu a influentat semnificativ proprietatile fizice ale acestora, prezentand o diferenta
semnificativa a modulului de elasticitate la compararea grupelor testate (p = 0.007) si un grad de
hidrofilie similar in toate grupele (p >0.4), respectiv acestea nu au prezentat factor de decizie in
selectarea grefei. Pe cand proprietdtile chimice ale probelor testate au prezentat rezultate
concluzive si anume prin inrautdtirea semnificativa a vitezei de degradare enzimatica a probelor
decelularizate prin utilizarea de SDS [170]. Ca urmare a selectarii unui tip de grefe cu o
concentratie restanti a ADN-ului de 1.2 +1.01 ng/pl, ce reprezenta 2.95% (95% 11:0.34-5.55) din
concentratia ADN-ului fata de tesutul OC normal (p< 0.001), in urma transplantarii acestora,
combinate cu celule cu potential condroprogenitor, in straturile profunde ale cartilajului
regenerat a fost determinatd prezenta de chisturi similare cu vase sangvine. Semnul respectiv
indica asupra faptului ca chiar daca concetratia de ADN in grefa selectatd a fost sub 5%, aceasta
poate fi decelularizata insuficient intr-o anumita regiune, ce se poate observa in special la nivelul
straturilor profunde ale cartilajului. Ca urmare celulele restante, moarte, dupa transplantare duc
la alterarea MEC, prin inducerea unui efect crescut de angiogeneza si reducerea potentialului de
migrare a celulelor [200, 254].

O alta varianta de grefa ierarhic bifazicd ar fi tesutul osteocondral decelularizat [172, 200],
doar ca apare acceasi problema legatd de decelularizarea incompletd a cartilajului, in special, a
zonelor profunde ce se poate solda cu alterarea MEC [200]. Cu toate acestea a fost constatat ca
grefele OC decelularizate au o capacitate foarte slaba de integrare in tesutul adiacent normal, iar
structura compactd a cartilajului prezintd o problema majord a potentialului de remodelare a
grefei [172]. Ca urmare, au fost propuse mai multe tipuri de grefe bifazice obtinute din materiale
sintetice si naturale, printre care interes prezenta grefa bifazica obtinutd din 2 componente,
fiecare pregatite separat - cartilaj macinat si decelularizat cu SDS de 2% si matrice osoasa
demineralizatd [172]. Componentele grefei au fost fuzionate la temperatura de -80°C, iar apoi
combinate cu CSM din MO. Necatand la rezultatele bune prezentate de cétre autori, problema
studiului respectiv constd 1n faptul cd grefa bifazica OC combinata cu CSM a fost transplantata
in defecte critice de la nivelul santului trohlear, respectiv nu se cunoaste care ar fi fost efectul
actiunii fortelor mecanice asupra acestei grefe dacd aceasta ar fi fost transplantatd la nivelul

suprafetei portante.
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CONCLUZII

1. Metoda de colectare a maduvei osoase din osul iliac elaboratd, fara sacrificarea
animalului, a permis micsorarea numarului de animale utilizate in cercetare, dar si utilizarea de
CSM autologe la efectuarea testelor in vivo.

2. Metoda de monitorizarea continud a procesului de digestie enzimatica a cartilajului
articular a crescut semnificativ numarul de condrocite izolate si a redus durata procesului de
izolare, iar elaborarea metodei de izolare a celulelor prin explant utilizand cicluri de reglare
volumetricd a permis izolarea mai rapida a unui numar mare nu doar de condrocite, dar si a altor
celule de origine mezenchimala.

3. In procesul de pregitire a grefelor OCDD pentru combinarea cu celule
condroprogenitoare, utilizarea HCl a redus semnificativ continutul de ADN 1in tesutul
osteocondral, ce a permis la o expunere scurtd de 24 ore, o reducere semnificativd a ADN-ului
restant prin utilizarea solutiei de 1% SDS. De asemenea, utilizarea SDS 1n procesul pregatirii
grefelor a diminuat semnificativ viteza de degradare enzimatica a acestora fatd de lotul martor.

4. DFCGDM utilizat in transplantarea grefelor combinate, a crescut semnificativ rata de
populare a grefelor cu celulele, doar ca nu a fost gasitd nici o asociere intre numarul de celule
transplantat si calitatea tesutului regenerat.

5. SHUCR a permis evaluarea obiectivd a tesutului regenerat dupa transplantarea grefelor
combinate. Rezultatele evaluarii la termen de 6 si 12 saptamani diferd, atat in loturile
experimentale, cat si in cel martor, iar la compararea rezultatelor loturilor experimentale cu cele
a lotului martor la termen de 6 saptdmani nu a fost determinata nici o diferentad statistic
semnificativa intre acestea. La termen de 12 saptamani a fost determinat ca lotul in care defectele
OC au fost tratate cu grefe combinate cu CSM prezinta rezultate putin mai bune. Cu toate
acestea, la termen de 12 sdptdmani a fost obtinutd o umplere completd sau aproape completa a
defetelor cu tesut de tip fibrocartilaginos sau fibros, cu aspect si structurd microscopica

dezorganizata, nespecifica cartilajului articular hialin.
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RECOMANDARI PRACTICE

1. Etapa testarii in vivo, pe animale de laborator, a materialelor biologice create cu scop de
regenerare a cartilajului articular este necesar de realizat prin implantare in defecte critice, atat la
nivelul suprafetelor articulare portante, cét si a celor neportante.

2. Defectele critice executate pe o suprafatd articulara portanta la iepure, cu scop de a testa
potentialul de regenerare a cartilajului articular, este necesar sa nu depaseasca diametrul critic
minimal de 3 mm, deoarece defectele de dimensiuni mai mari prezintd risc de fractura
intraoperatorie a condilului femural, reduc semnificativ suprafata portanta a condilului femural,
dar si potentialul de regenerare prin tehnici de inginerie tisulara

3. Evaluarea eficacitatii decelularizarii unui tesut este necesar de efectuat prin determinarea:
concentratei de ADN raportat la ng/mg; a prezentei celulelor la examinarea histologica prin
colorarea cu Hematoxilina-Eozind; a ramasitelor de ADN prin examinarea fluorescenta cu DAPI;

si dupa caz, determinarea concentratei de GAG si a hidroxiprolinei.
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ANEXE

Anexa 1. Scorul histologic unificat al cartilajului regenerat

Criterii Scara
Cartilaj hialin 0
Paternul celular : —
1 fin cartilajul Predominant cartilaj hialin 1
Predominant fibrocartilaj 2
regenerat p—
Doar non-cartilaj 3
(a) normala 0
(b) in mare parte celule rotunde cu morfologie condrocitara:
Morfoloi 75% din tesut cu coloane in zona radiala 0
;)rlo 0 %la 25-75% din tesut cu coloane in zona radiala 1
colrara (5 25% din tesut cu coloane in zona radiald (structurd dezorganizata)| 2

alege initial
categoria - a, b,
c, sau d)

(c)

circa 50% de celule rotunde cu morfologie condrocitara:

75% din tesut cu coloane in zona radiala

25-75% din tesut cu coloane in zona radiala

25% din tesut cu coloane in zona radiald (structurd dezorganizatd)

(d) in mare parte celulele fusiforme (fibroblast-like)
Formarea de Absenta
3 |clustere <25% din celule
condrocitare 25-100% din celule
Celularitate normala
4 INivelul de Hipocelularitate usoara
celularizare Hipocelularitate moderata
Hipocelularitate severa
normald
. usor redusa
Metacromazia : =
5 L moderat redusa
matriciel <
marcat redusa
nu se coloreaza
Neteda si intactd
6 Suprafata Laminare orizonatala superficiala
articulara Fisuri pana de la 25% pana la 100% din grosime

Perturbari severe, rupturi, inclusiv fibrilatii

Integrarea grefei
cu cartilajul
articular din jur

Continuitate si integrare normala

Celularitate redusa

Lacuna sau lipsa de continuitate pe o parte

Lacunai sau lipsa de continuitate pe doua parti

Arhitectura
intregului defect
fara includerea
marginelor

normala

1-3 defecte mici

1-3 defecte mari

distructie severa

Grosimea
cartilajului nou
format

100% din cartilajul adiacent normal

50-100% din cartilajul adiacent normal

0-50% din cartilajul adiacent normal

= (O ([O|WIN DWW | —(OWIN = O|R (W= (O|WIN[— DN [—= DNk W

Prezenta Celularitate normala, fard clustere, colorare normala
modificarilor Celularitate normald, putine clustere, colorare moderata
10 |[degenerative ale
cartilajului Celularitate moderatd, numar clustere moderat, colorare moderata 2
adiacent Hipocelularitate severd, fara colorare 3
Umplerea 111-125 % 1
defectului in 91-110 % 0
11 [raport cu 76-90 % 1
suprafata 51-75 % 2
cartilajului 26-50 % 3
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adiacent normal <25 % 4
Completa 0

Formarea liniei 75-99 % I

12 de demarcatie 30-74 % 2
’ 25-49 % 3

<25 % 4

90-100 % 0

Procentul noului 75-89 % 1

13 |os subcondral 50-74 % 2
restabilit 25-49 % 3
<25 % 4
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numar mare de celule intr-o perioada scurtd de timp dintr-o cantitate micé de {esut in cadrul
unei proceduri.

6. Rezultatul implementarii: Rezultatul inventiei con
achizifia diferitor substane, necesare pentru aderenja lantului la suprafata de cultura celulara,
totodata consta in prezervarea unei cantitdfi mari de resurse ca timpul si reactivele, dar si
posibilitatea de izolare a unei game vaste si numeroase de celule animale intr-o perioada scurta de
timp din {esuturi diferite in cadrul unei proceduri.

sta in lipsa cheltuielilor suplimentare pentru

Prezenta invenfie este implementatd conform revendicarilor descrise in brevel.

Sef Departament Cercetare.

dr. hab. st. med.. cont. univ. Elena RAEVSCHI

Sef, Laborator de Inginerie tisulara si
culture celulare
dr. hab. st. med., prof. univ. Viorel NACU

Coordonat: Heroza -E.Groza
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Anexa 4. Distinctii: Premii speciale

ROMANIA

OFICIUL DE STAT PENTRU INVENTII $1 MARCI

P

EXPOZITIA INTERNATIONALA SPECIALIZATA

INFOINVENT 2017
editia XV

15 - 18 noiembrie 2017

Oficiul de Stat pentru Inventii si Marci,
are onoarea de a oferf,

REMIUL SPECIAL

JTALLE N ‘08 oI T0R G4 E0RS Fr,
Lofeite STAMISLAY, Jign AP
Pentru Geers pew: 370

DEF i 2

p. DIRECTOR GENERAL,
ADRIANA ALDESCU

Ty

CU-Cre ®1-2028

Exhibition

and
- "Cadet INOVA" -
The “Nicolae Balcescu” Land Forces Academy of Sibiy, Romania

THE “Cadet INOVA'18” f “EUROINVENT 18"

I

Ao

e

President of the ,Cadet INOVA" Exfiibition,

[ Student
Grefd pentru restabifirea defectulii osteocondral

Assoc. Q’m}' DipL. - Eng. Silvi

I

The

Vitalie COBZAC, Viorel NACU, Gheorghe CROITOR, Stanislav COSCIUVG, Mariana JLAN

TIs bestowed on the inventors
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UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA $1 FARMACIE
,NICOLAE TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA

Se decerneazd

Diui Vitalie Cobzac

doctorand, anul IV, specialitatea
Inginerie tisulard si culturi celulare

Laureat af Concursului ,Performante in cercetare”

pentru ciclul de lucriri ,Noi tehnologii pentru
Medicina Regenerativa”

CENGRESUL

CONSACRAT ANIVERSARII A 75-A

Chisindu, Republica Moldova

Rectar o gkt Prorector pentru uctivitate
4. (J)j Emil Ceban, de cercetare
profesor universitar, dr. hah. st. med,
presedinte al Comitetulul 5 4
organizatoric al Congresulii profesor universitar, dr. hab. st. med,
academician al ASM, g
presedinte al Biroului Comitetuiui

THE ACADEMY OF ROMANIAN SCIENTISTS
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SALONUL INTERNATIONAL DE

) INVENTIL
 INOVATTI ¢

LTRAIAN VUIA" ) TIMISOARA .

MEDALIA
DE AUR

SE ACORDA

pentru
Grefa pentru restabilirea defectului osteocondral
a u t o ri

CobzacVitalie, Nacu Viorel, Croitor Gheorghe, Cogciug Stanislav,
Jian Mariana

inventia

institutia
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA $I FARMACIE,,
NICOLAE TESTEMITANU” Republica Moldova

Presedinte salon
emi RADULESCU

Presedipge juriu
Radu 3

Data 15 iunfe 2018

Diploma

GOLD MEDAL
INVENTICA 2018

Offered to Mr [ Ms

,Nicolae Testemitanu®
State University of Medicine and Pharmacy

GRAFTING FOR RESTORING
THE OSTEQOCHONDRAL DEFECT

COBZAC VITALIE, NACU VIOREL,
CROITOR GHEORGHE, COSCIUG STANISLAY,
JIAN MARIANA

in recognition of high scientific contribution
and loyalty to the XXIl-th International Salon of Research,
Innovation and Technological Transfer

INVENTICA 2018

|asi, Romania,
27-29June 218

MANAGER
NATIONAL INSTITUTE OF INVENTICS
Prof. Neculai SEGHEDIN PhD

Biploma

GOLD MEDAL
INVENTICA 2018

Offered to Mr /[ Ms

wNicolae Testemitanu”
State University of Medicine and Pharmacy

METODA DE OBTINERE A SPONGIEI DE COLAGEN/
METHOD OF COLLAGEN SPONGE OBTAINING

COBZAC VITALIE, MD, NACU VIOREL, MD,
JIAN MARIANA, MD, COSCIUG STANISLAV, MD,
PALADI CONSTANTIN, MD, MACAGONQVA OLGA, MD

in recognition of high scientific contribution
and loyalty to the XXII-th International Salon of Research,
Innovation and Technological Transfer

INVENTICA 2018

|asi, Romania,
27-29 June 2018

MANAGER
NATIONAL INSTITUTE OF INVENTICS
Prof. Neculai SEGHEDIN PhD
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MEDALIA

SE ACORDA “DE AUR

pentru

DISPOZITIV PENTRU FIXAREA $1 CELULARIZAREA
GREFELOR DE DIMENSIUNI MICI

inventia

autori

COBZAC VITALIE, MD; NACU VIOREL, MD;GLAVAN ALINA, MD; JIAN MARIANA,
MD;SEDATA ECATERINA, MD; ABABIT POLINA, MD

institoutia
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA
SI FARMACIE,, NICOLAE TESTEMITANTL.

(o i

Presedinte juriu
Camelia MARINESCU
5. e,
/ Data 14 iunie 2019

Hi

MOLDOVA

mTEeCTUMA
TR oo,

Expozitia Internationald Specializata

INFOINVENT”

Editla a XVI-a

DIPLOMA

MEDALIA DE AUR

se acordd

VITALIE COBZAC, VIOREL NACU, ALINA GLAVAN, MARIANA JIAN,
ECATERINA SEDAIA, POLINA ABABIT

pentru

DISPOZITIV PENTRU FIXAREA SI CELULARIZAREA
GREFELOR DE DIMENSIUNI MICI

PRESEDINTELE
COMITETULUI ORGANIZATORIC

’ PRESEDINTELE JURILLUI

20-23 noiembrie 2019,
Chigingu, Republica Moldova
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SE ACORDA

pentru

DISPOZITIV PENTRU RETICULAREA SPONGIEI DE COLAGEN
CU VAPORI DE GLUTARALDEHIDA

inventia

autori

COBZAC VITALIE, NACU VIOREL, JIAN MARIANA, SAREVVIOLETA,
MACAGONOVA OLGA;

institutia
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA
$I FARMACIE, NICOLAE TESTEMITANP*REPEBLICA MOLDOVA

Presedinte juriu
Camelia MARINESCU

&
Data 14 e Zﬂ‘iy‘wn. =

Ecaterina, ABABI Paolina
Bkt ASDUR LAH

i

GOLD MEDAL. .

Small-sized graft fixation and cellularization device

s
-

ey

e
May 22, 2021 I I,

COBZAC Vitalie, NACU Viorel, GLAVAN Alina, JIAN Mariana, SEDALA
Preudon! of infernatonal Jury

Pral Dr B Mistet
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THIS GERTIFICATE 1S PROUDLY PRESENTED TO.

COBZAC Vitslie NACU Viorel GLAVAN Alina

FOR THE ACHIEVEMENT OF

SILVER MEDAL

BY THE INVENTION - INNOVATION ENTITLED =
AT THE 5™ ANMUAL INTERMATIONAL INVENTION

INNOYATION COMPETITION IN CANADA, iCAN 2021

ORGANIZED BY TORONTO INTERNATIONAL SOCIETY
OF INNOVATION & ADVANCED SKILLS (T1SiAS)

HELD ON AUGUST 2870 2021 1IN TORONTO, CANADA
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882 JNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE
=2 ,NICOLAE TESTEMITANU” DIN REPUBLICA MOLDOVA

IPLOM

Se decerneaza

I‘ STRATEGIA RESURSELOR UMANE
PENTRU CERCETATORI

Dlui Vitalie Cobzac

pentru promovarea activa a realizdrilor stiintifice in cadrul Expozitiei
internationale specializate ,Infoinvent’, editia a XVI-a, Chisinau

20-23 Noiembrie 2019

Prorector pentru activitate
de cercetare Y4

e €.
7l ﬁﬁ G
o ‘nislav Groppa,

profesor universitar, dr. hab. st. med.,
academician al ASM
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FRANCOPHORIE

MUMISTIRUL AFACERILOR EXTERNF

Nr, CE/DG/28/2017

ADEVERINTA DE BURSA

Domnul Vitalie COBZAC (jara de nationalitate : Republica Moldova), niseut la data de 23/11/1986,
doctorand la Universitatea de Stat de Medicind 5i Farmacie ,Nicolae Testemijanu™, Republica Moldova,
beneficiazh de o Bursh de cercetare doctorald a Agentiei universitare a Francofoniel (AUF), in cadrul
programului de burse ,Eugen Tonescu” finantat de Guvernul Romdniei, carc i permite &b i§i desfijoare
activitatea de ceroetare in domeniul Medicing Ia Universitatea de medicing gi farmacie .Gr.T. Popa” din lasi,
Roménis, care aceeptd si il primeasch.

Accastll bursh este atribuild pentru o durati de3 luai in anul universitar 2016-2017 5i include:

- un titlu de transport dusntors pe ruta Chiginki-lagi-Chisiniu care T permite beneficianului o4
ajungd |3 institutia gazdd §i <8 se intoarcd in institufia sa de origine dupd incheierea pericadei de
mobilitate:

- o alocatie lunard de cercetare doctoralk de 800 de euro, exciuzind orice alta contribuic (cum ar fi
taxele de laborator, taxele de vizi 5i cheltuieli logate de obfinerca acesteis, bagajul suplimentar, eic.);

- o asig de s ident-repatriere subserisd in numele beneficiarului pentru pericada
mobilittii.

Se precizeazt ch acordarea acestei burse nu implick crearea unei relafii de angajare sau de subordonare
intre AUF 5i beneficianul bursei. Cercetarea derulati de beneficiar se supune regulilor in vigoare din cadrul
institufiei de origine jilsau institugie] gazds.

Plaile se vor sfectua in moneda locald (RON) la cursul de sehimb oficial al AUF in vigoare.

Prezenta adeverintl se elibereazl pentru a servi persoanei interesate.

intogmit la Bacuregti in data de 23 februaric 2017, in doud exemplare originale, unul in franceza §i unul
in roméni.

Mohamed KETATA

Ditector Regional

Agenia universitarh a Francofoniei
in Europa centrald §i orientald

AUF.

UNIVERSITAIRE
GFRANCOPHONIE

@ faurope centraie ctortentste

MINISTERUL AFACERILOR FXTERNE

ADEVERINTA DE BURSA

Domnul Vitalie COBEZAC ({ara de nafionalitate : Republica Moldova), nascut la data de 23/11/1986,
doctorand la Universitatea de Stat de Medicind §i Farmam Ntmlu Testemitanu®, Republica Muldova.
beneficiazi de o Bursd de cercetare doctorald a Agentiei i (AUF), in cadrul p
de burse . Eugen lonescu™ finantat de Guvernul Romiiniei, care ii pmnnesa i desfagoare ac ivitatea de cercetare
in domeniul Medicind la Universitatca de medicind si farmacie ,Gr.T. Popa® din lasi, Roménia, carc accepti si
il primeasca.

Aceastd bursh este atribuitd pentru o durata de 3 Iu

in anul universitar 2017-2018 si include:

- untitlu de transport dus-intors pe ruta Chisinu-lasi-Chigintiu care Ti permite beneficiarului sa ajungh
la institufia gazda i 52 se intoarcd in institutia sa de origine dupd incheierea perioadei de mobilitate;

- o alocatie lunari de cercetare doctorali de 800 de euro, excluzind orice alti contributie (cum ar fi
taxele de laborator, taxele de viza §i cheltuieli legate de obfinerea acesteia, bagajul suplimentar, etc.);

- o asigurare de sindlate-aocident-repatriere subscrisd in numele bencficiarului pentru perioada

Se precizeaz ca acordarea acestei burse nu implica crearea unei relafii de angajare sau de subordonare
intre AUF si beneficiarul bursci. Cercetarea derulata de beneficiar se supune regulilor in vigoare din cadrul
institufiei de origine si/sau institujiei gazda.

Platile se vor efectua in moneda locald (RON) Ia cursul de schimb oficial al AUF in vigoare.

Prezenta adeveringd se elibereazi pentru a servi persoanei interesate.

intoemit la Bucuresti in data de 20 februarie 2018, in doua exemplare originale, unul in francez3 5i unul in
roménd.

Mohamed KETATA

Director Regional

Agenfia universitara a Francofoniei
in Europa centrala si orientala

3 f
Ministerul Afacerilor Externe din Roménia
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Anexa 8. Burse de cercetare doctorala

UNIVERSITE DE MEDECINE ET PHARMACIE
GRIGORE T. POPA |AS|

ATTESTATION DE FIN DE STAGE

Tl certifie que par la présente atsstation que monsicur Vitalic COBZAC, chercheur a 'lUSMF | Nicalac
Testemitanu” de Chisindu (République de Mokdavie) a effectud un siage de recherche doctorale au sein de Centre
de Formarion of Recherche dans Mnaénicric Tissulaire ¢ Médecine Régénératve de la Faculid Je Bioingenieris
Mediexde 1 ' Université de Médeeine et Pharmacie  Grigare 1. Popa® de Tasi dans |' intervalle aflant du 24 avril au
23 Juliet 2017, Bénéficiaire dunc bourse de dociorat dans le Programme do bourses . Fugen lonesen” 2016-2017,
k boursier. pendant sa période de mobilii€, a suivi un programme daclivilé axé sur le theme _Des preffes
eombinge en restauration de délet expérinental de cantilage aniculaire chez le lapin™.

Au cours dé celle période. Vitalie Cobzac a wilise Pinfrasiruciure de la Universite de Medecine ¢l
Pharmacic . Grigore T. Popa® (bibliothéque. les laboratoires de recherche, réactifs ef matéricls de laboratuire} dans
Tunalyse des composés de coordination.

Les recherches mondes pur le hoursier visent les aspects suivants:

L developpement de supports a basé de eollagéne type | extrait du tendon buvim et polysaccharides (acide
hyaluronique, le chitosane, le chondroftine sul ste A

2. L'obremtion de supports de Japin déminéralisé ot
3. L'analyse physico-chimigues. morphologiques des supporls el Teur proprigtés mecamques.
4, Taire des tests In vitrs pour détemminer lu eyweompaiibifits des supports et leur popularisation cellulaire

(esllules souchos mésenchymateuses et chondseeytes de lipin)
5 ades e organisee par FUSME ,,Nicolae Testemitanu™ ot fes sociéids
d'Orthopédic ¢t Traumuwlogie ec Meédecine Régénérative de Roumanie o Moldavie.
6. Redaction dun anticle avee facteur dlimpct
Au cours de périods de stage, mensicur Vitalic COBZAC 4 il preuve de professionnalisme ot dlune forte

capacité i travailler en quipe. Nous sowmes pleinemen. satisfiits de notse collaboration pendant sc stage. Vilalie

COBZAC a experience accumulée de poursuivre les recherches et la coopération bilatéral.

Responsable administadr . H
Monsicur™Madame M‘ ‘1"‘10
Fonction (rectour, viee-rocleur) YIGE S

Universit e Madecine et Pharmacic Gn!vm T. Pnpu T

Signature ¢t tampon
P \-/m'q g

Responsable scientifique
Monsicur/Madame : Liliana Veecstine
dirade académique ; Profosseur
Signature ¢

UNIVERSITE DE MEDECINE ET PHARMACIE
GRIGORE T. POPA |AS|

ATTESTATION DE FIN DE STAGE

On ceniific par Ia présente atiestation yue, Monsieur Vitalie COBZAC. chercheur a 'USMF  Nicolae
Testemitanu” de Chisinau (République de Moldavie) 3 effectué un stage de recherche doctorale au sein de Centre
de Formation et Recherche dans Fngénierie Tissulsire ¢t Médecine Régénérative de la Faculé dc Bicingénicric
Médicale & I' Université de Médecine et Pharmacic ..Grigore T. Popa® Lagi dans I' intervalle allant du 13 mars au 19
juin 2018. Bénéficiaire dunc bourse de dociorat dans le Programme de bourses . Fugen lonescu” 2017-2018, je
boursicr, pendant sa période de mobilité, a suivi un prugrlmnll: dactivitt axé ;me théme . Préparation du support

éet ierie di e anticulaire”".

Au cours de ceue période, Vitalie Cnhac a Finfrastructure. de I"Université de Médecine et
Pharmacie . Grigore T. Popa® (bibliothéque, laboratoires de recherche, réactife et marériels de laboratoire) dans
Tanalyse des composés de coordination.

Les recherches menécs par ke boursier visent les aspects suivants
Tmcr nln‘ﬂem's méthodes oL concentration de dxl'l'éren‘a substances pour obtenir un support osiéochondrale
cartilage ariculaire

2. Sp ico-chimigues, des suppurts et
3. Faire des tesis in vitro pour déterm Teur ion cellul
danimaux de laboratoire (lapin).
4. Participation & des conférences lnlﬂmlmmﬂs orgamistes par FUSME . Nw.; Tgsacm;mu et les sociétés
dOrthopédic ¢t Médecine

5. Rédaction des anicles scientifique avee facteur dimpact,

Au cours de Dfmd:demge. Monsicur Vitalic COBZAC a fit preuve de professiomalisme et dune forie
capacité & trave ipe. Ne satisfaits de ion pendant son stage, Vitalic
CORZAC aI' expenm aceumulée de poursuivre les recherches et la coopération bilatéral.

Responsable ad:

Mnhmc Monica

Vice-recteur
Université de Médecin ot Phamacé
Signature et tampon :

Responsable scicntifique
Monsieur/Madame : Liliana Verestiue
Grade académique : Profes
Signature =




WORLD FEDERATION OF SCIENTISTS

L PRESINT

Mr, Vitalie Cobzac

State University of Medicine and
Pharmacy “Nicoale Testemitanu™
Chisinav, Republic of Moldova

Geneva, 13" May 2019
Concerns: Moldovan Scholarship Programme

Dear Mr. Cobzac,

Following the recommendation made by Academician Gheorghe Duca, National Representative of
the World Federation of Scientists in Moldova, | have the pleasure of granting you a one-year
scholarship to conduct research under the diract supervision of Professor Viorel Nacu at the State
University of Medicine and Pharmacy, Chisinau. The topic of your research, related to the WFS
Planetary Emergency "Medicine & Biotechnology”, will be " Combined grarts in expenmental defect
regencration of the articuiar cartiage”.

The scholarship will amount to 150 Swiss Francs per month and will be paid to you every two
manths against receipt. Please note that we must receive the following for the continuation of the
scholarship:

1) Acopy of this letter signed for acceptance by return mail,

2) The delivery of an interim report after six months, and a final report at the end of the
schalarship.

3 Signad receipts gvery two manths,

Wishing you success with your resaarch waork, T remain,

. incerely
- }Uﬂli,i\

Professor Antonine Zichichi — -
President
Enclosures: Basic Rules & Guidelines and Receipt Form

M gentres
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European
Corrmission
This acknowledges that

Vitalie COBZAC

has successfully completed the five-day online training programme given on 16°-20" Noverber 2020
Ispro, 20" November 2020

at the JRC Nanobiotechnology Laboratory

ty Building for Enlargement and Integration Countries

Certificate of Attendance

Open access to JRC Research Infrastructures

and Cap

)

Group leader-Tissue engineering

Andres Hilfiker, PhD

Research Laboratories for Biotechnology and Artificial Organs

awarded to

Vitalie Cobzac

certifving the completion of training visit in the Leibni:

CERTIFICATE

organised in the framework of the Horizon2020 project “NanoMed Twin”

This project has received funding from the European Union’s Horizon 2020

(LEBAO) at the Hannover Medical School (MHH), Germany during 1 Oct 2021 - 31 Mar 2022
research and innovation programme under grant agreement No 81065

Horizon 2020
Programme

£
i

by the Gounil of Evope

Head of Department DBO, EDQH

COUNCIL OF EUROPE

CONSEIL DE LEURORE

nes & HealthCare
&
“Laurent Mallet, PhD

EURDPEAN UNION

Co-unded

by the Eutcpean Union
of Medicines & HealthCare, hersby declares that

ing Course on Quality Management for Tissues Establishments”

Vitalie COBZAC
Human Tissue Bank, REPUBLIC OF MOLDOVA

COUNCIL OF EUROPE

fisraiereed

adony

RN o
that took place from 26 September to 09 November 2022

CERTIFICATE OF PARTICIPATION

European Directorate for the Quality of Medi

The EDQM, European Directorate for the Qu:

has participated in the “27 European Trai

Strasbourg, 10 November 2022




LISTA PUBLICATIILOR
ale dlui Cobzac Vitalie,
la teza de doctor in stiinte medicale,
cu tema: ,,Grefe combinate in restabilirea defectului experimental de cartilaj articular”
realizata in cadrul Laboratorului de Inginerie tisulara si culturi celulare,

a [P USMF ,,Nicolae Testemitanu” din Republica Moldova

LUCRARI STIINTIFICE

Articole in reviste stiintifice peste hotare:

v articole in reviste ISI, SCOPUS si alte baze de date internationale

1.

Cobzac V., Verestiuc L., Jian M. Nacu V. Assesment of ionic and anionic surfactants
effect on demineralized osteochondral tissue. In: IOP Conf. Ser.: Mater. Sci. Eng. 2019;
572:012084. doi:10.1088/1757-899X/572/1/012084 (SCOPUS).

Cobzac V., Jian M., Nacu V. Cellularization of small sized grafts from biological
material using the gravitational modality principle. In: J. Phys.. Conf. Ser. 2021,
1960:012004. doi: 10.1088/1742-6596/1960/1/012004 (SCOPUS).

Cobzac V., Jian M., Globa T., Nacu V. The cartilaginous tissue regeneration on weight
bearing and non-weight bearing surfaces of the knee. In: IFMBE Proceedings. 2022,
87:334-341. doi: https://doi.org/10.1007/978-3-030-92328-0_44 (SCOPUS).

Articole In reviste stiintifice nationale acreditate:

v  articole in reviste de categoria B/B+

4.

Cobzac V., Mostovei A., Jian M., Nacu V. An efficient procedure of isolation,
cultivation and identification of bone marrow mesenchymal stem cells. In: Mold Med
Journal. 2019; 62(1):35-41. doi: 10.5281/zenodo.2590011 (DOAJ).

Cobzac V., Verestiuc L., Jian M., Nacu V. Chondrocytes isolation from hyaline cartilage
by continuous monitoring method. In: Mold Med Journal. 2021; 64(6):13-19. doi:
https://doi.org/10.52418/moldovan-med-j.64-6.21.03 (DOAJ).

Cobzac V., Jian M., Globa T., Nacu V. Joint cartilage experimental defect regeneration
by hierarchic biphasic combined grafts. In: Mold Med J. 2022; 66(2):20-29. doi:
https://doi.org/10.52418/moldovan-med-j.65-2.22.03 (DOAJ).

Jian M., Cobzac V., Nacu V. Dispozitive si metode brevetate cu utilizare in ingineria
tisularda. In: INTELLECTUS. 2022; 1:94-100. doi: https://doi.org/10.56329/1810-
7087.22.1.09

Rezumate/abstracte/teze in lucririle conferintelor stiintifice internationale

159



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Cobzac V., Verestiuc L., Jian M., Nacu V. Preclinical testing of decellularized and
demineralized osteochondral allografts on rabbit model. In: The 56" annual meeting of
veterinary sciences ,, Towards a global health”. lasi, Romania; 2017. p.79

Cobzac V., Cosciug S., Jian M., Nacu V. Apreciation of cartilage permeability within
demineralized and decellularized osteochondrol allogeneic graft with trypan blue. In:
Mamepianu Haykoeo-npakxmuunoi kongepenyii 3 MunicoopooHor yuacmio. AkmyanbHi
numanHs mpasmamonoeii ma ocmeocume3sy. YepHisii, Ykpaina; 2017. p. 140.

Cobzac V., Jian, M., Cosciug S., Nacu V. Comparison of in vitro effect of osteochondral
demineralised and demineralised-decellularized grafts on cells used in cartilage
regeneration. In: EATB 26. Treviso, Italia; 2017. p. 24-25.

Cobzac V., Verestiuc L., Jian M., Cosciug S., Nacu V. Preclinical testing of ODDG.
Preliminary report. In: The 2" International Biomedical Congres of Sofia. Sofia,
Bulgaria; 2017. p.74.

Nacu V., Cobzac V., Jian M., Verestiuc L. Decellularized-demineralized osteochondral
allografts testing on rabbit model. Preliminary report. In: TERMIS 2018. Kyoto, Japonia;
2018. p.78.

Cobzac V., Nacu V., Jian M., Cosciug S., Paladi C, Macagonova O. Method of collagen
sponge obtaining. In: The International Student Innovation and Scientific Research
Exhibition ,,Cadet INOVA ’18”. Sibiu, Romania; 2018. p. 207.

Cobzac V., Nacu V., Croitor G., Cosciug S., Jian M. Grafting for restoring the
osteochondral defect. In: The International Student Innovation and Scientific Research
Exhibition ,,Cadet INOVA ’18”. Sibiu, Romania; 2018. p. 208.

Cobzac V., Nacu V., Croitor G., Cosciug S., Jian M. Grafting for restoring the
osteochondral defect. In: Proceedings of the 10" Edition of Euroinvent European
Exhibition of Creativity and Innovation. lasi, Romania; 2018. p. 191.

Cobzac V., Nacu V., Jian M., Cosciug S., Paladi C, Macagonova O. Method of collagen
sponge obtaining. In: Salonul International al Cercetdrii Stiintifice, Inovarii si Inventici,
Editia XVI. Cluj-Napoca, Romania; 2018. p. 186-187.

Cobzac V., Verestiuc L., Jian M., Nacu V. Assesment of ionic and anionic surfactants
effect on demineralized osteochondral tissue. In: The 5™ International Conference on
Innovative Research. ICIR 2019. lasi, Romania; 2019. p. 122.

Cobzac V., Nacu V., Jian M., Sarev V., Macagonova O. Device for reticulation of
collagen sponge with glutaraldehyde vapors. In: The International Student Innovation

and Scientific Research Exhibition ,, Cadet INOVA ’19”. Sibiu, Romania; 2019. p. 175.
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Cobzac V., Nacu V., Jian M., Cosciug S., Paladi C., Macagonova O. Method of collagen
sponge obtaining. In: Proceedings of the 11" Edition of Euroinvent European Exhibition
of Creativity ond Innovation. lasi, Romania. 2019. p. 195-196.

Cobzac V., Nacu V., Jian M., Sarev V., Macagonova O. Device for reticulation of
collagen sponge with glutaraldehyde vapors. In: Proceedings of the 11" Edition of
Euroinvent European Exhibition of Creativity ond Innovation. lasi, Romania. 2019. p.
197.

Cobzac V., Nacu V., Croitor G., Cosciug S., Jian M. Grafting for restoring the
osteochondral defect. In: Salonul International al Cercetarii Stiintifice, Inovdrii si
Inventicii, Editia XVII. Cluj-Napoca, Romania. 2019. p. 213-214.

Cobzac V., Jian M., Mostovei A., Nacu V. Bone augmentation with natural and
synthetic materials. In: International Chemical Engineering and Material Symposium,
SICHEM 2020. Bucharest, Romania; 2020. p. 114.

Cobzac V., Nacu V., Glavan A., Jian M., Sedaia E., Ababii P. Small-sized graft fixation
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