amplitudinei de miscare a bratului. Din acest motiv ne-am propus de a incerca posibilitatea
confectionarii unui fixator cu proprietati fizico-mecanice apropiate de cele ale ligamentelor
coraco-claviculare.

Pentru aceasta am initiat un studiu cadaveric la Biroul Republican de medicind legala
unde pe 19 cadavre proaspete. S-a constatat ca lungimea ligamentelor coraco-claviculare variaza
intre 1.4 si 1.8 cm iar Intindere acestea cedeazd prin avulsie sau rupere la 500 (£134) N,
posedind o elasticitate de 103 (+30) N/mm si elongare pina la cedare de 7.7 (x1.9) mm.

Totodatd pe cadavre a fost modelata o proteza pentru ligamentele coraco-claviculare, care
actualmente se afla la stadiul de testare clinica.

Concluzii

In testele cu utilizarea implantelor de NiTi, cresterea celulelor a fost la fel ca si in
flacoanele de control. Celulele adera strins pe implantele de NiTi ce denota lipsa citotoxicitatii
acestora.

Osteogeneza reparatorie nu este dereglata de prezenta implantelor de NiTi si la acestea nu
au fost depistate semne de toxicitate sau degradare dupa implantarea in organismul viu.
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Summary
Keratinocyte culture applications in covering the bigest
tegumental deffects of people suffering from burn
This work proposes an important subject that has always incited the medical thought, and
especially, that of the last 30 years: the discovery of some practical solutions for covering
tegumental defects, resulted from various traumatisms.

Urgent clinical needs for tegumental material of substitution have proved the indisputable
value of the epithelial tissues obtention, through the culture and the inestimable benefits that are
brought by them, through the utilization in current medical practice, and namely in the case of
the vast cutaneous damage.

This work wants to describe the traumatic lesions, that are caused by cutaneous
destructions on large surfaces, with a high vital risk, and to present different therapeutic
modalities that modern medicine tries to hinder their devastating consequences.

This work tries to enlighten the remarkable value of the new medical success, which is
already clinically verified, although the culture epithelium presents some drawbacks, that are in
the investigator’s attention, who tries to remedy them.
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Rezumat

Lucrarea de fata isi propune ca tema, un subiect important, care a incitat din totdeauna
gindirea medicald, dar mai ales, cea din ultimii 30 de ani si anume, gésirea unor solutii practice,
pentru acoperirea defectelor tegumentare, rezultate in urma traumatismelor.

Nevoile clinice stringente pentru material tegumentar de substitutie, au demonstrat
valoarea incontestabild a obtinerii tesuturilor epiteliale, prin cultura dirijatd si beneficiile
inestimabile pe care acestea le aduc, prin utilizarea in practica medicald curentd si anume, in
cazul marilor pierderi cutanate.

Lucrarea are ca scop prezentarea leziunilor traumatice, cauzatoare de distrugeri cutanate
pe suprafete mari, cu Tnalt risc vital si a diferitelor modalitati terapeutice prin care, medicina
modernd incearcd sd contracareze consecintele devastatoare ale acestora.

Aceasta lucrare incearca sa aduca in lumina, valoarea deosebitd a acestei noi reusite
medicale, verificata deja in clinica, cu toate ca epiteliul de culturd prezintd unele neajunsuri, ce
sunt in atentia cercetdtorilor, pentru a le remedia.

Dintre traumatizmele cu cel mai inalt potential de distrugere instantanee, pe mari suprafete
a tegumentelor arsurile sunt cele mai de temut. Compromiterea functiilor capitale ale pielii, are
consecinte imediate, dintre cele mai dramatice, prin dezechilibre brutale, greu de compensat si
care, adesea, se finalizeaza prin deces. Exciiziile chirurgicale intinse efectuate in deosebi in
avulsii, tumori sau infectii necrozante ale pielii, sunt de asemenea generatoare de mari defecte
tegumentare.

Din acest motiv, este pe deplin justificatd preocuparea clinicienilor, dar mai ales a
cercetarii medicale din ultimele decenii, pentru gasirea unor solutii eficiente in obtinerea unor
substituienti tegumentari, cu ajutorul carora sa se inlocuiasca pielea compromisa §i sa se mentina
functiile de baza ale organizmului uman, agresat [1, 7, 20].

Posibilitatea de a obtine, dintr-un esantion tegumentar redus, o culturd epiteliala ce poate fi
apoi folositd in acoperirea unor mari defecte tegumentare, constitue o remarcabild realizare a
cercetarii medicale si ingineriei tisulare, pusa la indemina clinicienilor. Pornind de la faptul, deja
cunoscut, al capacitatii epiteliului uman de a se reinnoi periodic, s-a cautat si s-a gasit, o metoda
prin care sa se obtind regenerarea tesutului epitelial, Intr-un timp relativ scurt, prin tehnici
complexe de laborator, cunoscute generic sub denumirea de bioinginerie tisulara.

Un rol deosebit de important in realizarea unei apdrari eficiente Tmpotriva atacului
factorilor externi il constitue tegumentele. Aceasta reprezintd ‘“bariera” interpusa intre
organismul uman si mediul extern. Pielea este organul cel mai expus la agresiunea directd a
factorilor din exterior. Ea a fost genetic inzestratd cu calititi specifice menite sd confere
rezistenta crescuta la traumatism. Versalitatea tegumentului uman, se manifesta indeosebi, printr-
o mare capacitate de regenerare dupa traumatismele directe. Regenerarea se traduce in fapt, prin
vindecare (cicatrizare) [7, 13, 21].

Ca urmare a distrugerii integritdtii $i continuitatii cutanate, apar defectele tegumentare.
Acoperirea cit mai rapida a defectelor cutanate a constituit intotdeuna o adevaratd provocare
pentru chirurgi, fie ca acestea s-au produs prin traumatisme acute, fie a unor nozologii.

In ultimele trei decenii s-au facut progrese deosebite in domeniul ingineriei tisulare.
Utilizind capacitatea naturald a unor celule ce alcatuiesc epidermul uman de a se reinnoi intr-un
anumit interval de timp, s-a reusit multiplicarea “in vitro”, pe mediul de cultura special, a
celulelor epidermale, respectiv a keratinocitelor. S-a putut astfel obtine o populatie celulara de
aproximativ 10 000 de ori mai mare decit cea recoltatd anterior. Aceastd tehnicd a fost
imbunatatita continuu, cercetdtorii cautind sa perfectioneze atit tehnica recoltarii cit i mediile de
culturd, pentru ca randamentul multiplicarii celulare sa fie cit mai bun [3, 6, 14, 18].

Obtinerea culturilor de keratinocite, si-a gasit imediat aplicabilitatea clinica, in tratamentul
marilor arsi. Astfel, s-a reusit acoperirea unor suprafete arse intinse, cu material autolog obtinut
prin culturd, aceasta solutie fiind vitald, in cazul pacientilor aflati in stare critica, ale caror
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rezerve tegumentare erau deficitare. Prin culturile de keratinocite Green a deschis noi orizonturi
de tratament la pacientii sever afectati, a caror evolutie era infausta in urma cu 2-3 decenii.  [9]

Elementul cheie in tratamentul defectelor tegumentare il constitue keratinocitul, astfel vom
relata succint elemente de histologie si embriologie ale pielii [7, 21].

Epidermul este un tesut epitelial scuamos, stratificat, ce are capacitatea de a se reinnoi
continuu, datoritd stratului germinal bazal ce produce keratinocite. Acestea migreazd ascendent
trecind prin mai multe faze ale maturatiei, pentru ca atunci cind ajung la suprafata, sa devina
neviabile si sa se descuameze. Odatd cu ascensiunea lor dinspre stratul bazal spre cel cornos,
keratinocitele sufera un proces de diferentiere, astfel incit celulele diferentiate terminal se vor
gasi in stratul cornos superficial. Stratul bazal numit si stratul germinativ, contine celulele cele
mai active din punct de vedere mitotic. Elementul central este keratinocitul, celuld cu un
potential regenerativ marcant, ce suferd un proces de diferentiere pe parcursul migrarii sale de la
nivelul stratului bazal germinativ pina la stratul cornos, descuamativ. Celulele stratului bazal, au
insa potential de proliferare diferit. Studiile de cineticd celulard au evidentiat trei categorii de
populatii celulare: celule stem, celule amplificate tranzitoriu si celule aflate in faza postmitotica
(8,10, 11, 21].

Celula stem este consideratd cheia de boltd a esofodajului culturilor de keratinocite, ca
celuld nediferentiata se poate divide indefinit. Contine putine organite celulare si are un raport
nucleo-citoplasmatic crescut. Poate da nastere atit celulelor diferentiate cu functii bine definite,
cit si altor celule stem. Celulele au fost identificate prin marcarea lor cu timidind, iar mai apoi
prin folosirea citometriei in flux. Urmadrirea cineticii moleculelor astfel marcate, a permis
investigatorilor, sa localizeze celulele stem, dar si sd monitorizeze rata acestora de replicare.
Celulele stem epidermale au un potential proliferativ crescut, prezentind cicluri de diviziuni rare.
Prin diviziune, acestea dau nastere atit altor celule stem cit si celulelor amplificate tranzitoriu.
Acestea din urma prezinta un potential crescut, dar pe o perioada limitata de timp avind cicluri
de diviziune rapida. Celulele amplificate tranzitoriu sufera la rindul lor un proces de diferentiere
terminal, formind o a treia populatie celulard: celulele postmitotice. Astfel, in tesutul regenerativ
existd trei tipuri de celule: celule stem, celule amplificate tranzitoriu si celule postmitotice.
Aplicatiile clinice ale culturilor de keratinocite umane, in tratamentul marilor defecte cutanate, se
datoreaza in mare masura cresterii si diferentierii pe mediile de culturd a celulelor stem. De
aceea identificarea acestora in culturi are un rol foarte important in anticiparea dezvoltarii
culturii respective [4, 11, 13].

Obtinerea culturilor de keratinocite umane

In 1944 Medawar a fost primul care a reusit sa izoleze celulele proliferative epidermale.
El a reusit de asemenea pentru prima oard, transplantarea cu succes a keratinocitelor din culturd,
inapoi la organismul donor.

In 1952 Billingham a aritat ci prin tratarea keratinocitelor cu tripsini, s-a mentinut
vitalitatea lor, putind fi astfel folosite in culturile celulare. O imbundtatire majora a metodei de
culturd, a fost realizata, prin disocierea cu tripsind a celulelor epiteliale si cultivarea lor pe un gel
colagenic solubil, pe suport de plastic. Astfel s-a realizat cresterea potentialului proliferativ al
keratinocitelor, care puteau realiza confluente, dar si obtinerea unui numar de 2-3 subculturi din
acestea. Deasemenea s-a demonstrat importanta prezentei elementelor dermale, in cresterea
culturilor epiteliale. Cercetdrile intreprinse pentru realizarea unor medii “carrier” prin testarea
diferitor substrate, au dus la descoperirea si folosirea fibroblastelor de soarece 3T3 iradiate letal.
Acestea favorizau cresterea keratinocitelor, obstructionind in acelasi timp dezvoltarea
fibroblastelor in cultura [5, 12, 22].

Adeviratul “parinte” a culturilor de keratinocite folosite in scop terapeutic este Green. in
1974 el a facut o descoperire intimpldtoare, care a condus mai apoi, la obtinerea epiteliului de
culturd si utilizarea lui (1979) in acoperirea arsurilor de gradul III. El studia o formatiune
tumorala la soareci — teratomul — ce continea celule pluripotente, capabile sa dea nastere mai
multor tipuri de celule somatice.
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Se cunoaste faptul cad celulele umane nu-si modificd proprietatile in cultura, deci isi
pastreaza capacitatea de diferentiere. Astfel keratinocitele de culturd puteau fi folosite in
acoperirea defectelor epidermice ca grefe autoloage [19].

Un alt element important 1l constituie insasi structura epidermului. Acesta este constituit
in proportie de 90 % dintr-un singur tip celular — keratinocite. Prin obtinerea culturilor de
keratinocite, se poate astfel “fabrica” epiderm de culturd asemanator ca structurd cu cel normal.
Fibroblastii au un rol esential in asigurarea optima a proliferarii keratinocitelor. Produsii secretati
de acestea, impreuna cu fluidele din terminatiunile capilare difuzeaza prin membrana bazala,
ajungind astfel in epiderm. Prin introducerea fibroblastilor in culturd s-au creat conditii
favorabile, asemdnatoare modelului “in vivo”, pentru cresterea keratinocitelor de cultura. Ca
atare s-au folosit linii de fibroblaste numite 3T3, iradiate letal, pentru a preveni propria lor
proliferare. Culturile au fost imbogatite mai tirziu i cu alte substrate: factori de crestere
epidermali, toxind holericd, mixturi de diversi factori de crestere, care au imbunatatit
multiplicarea celulelor epiteliale [9, 15, 17].

Reusind sa obtina culturi intinse de keratinocite din epidermul uman Green si colaboratorii
(1979) au demonstrat cd acestea pot fi utilizate in acoperirea pe termen lung a unor defecte
cutanate intinse (in special la pacientii arsi) [9].

Succesul unei astfel de operatiuni depinde si de natura patului receptor. De aceea s-a
acordat o mai mare atentie pregatirii acestuia pentru grefare. Insi, rolul definitoriu il au celulele
ce formeazad aceste culturi, iar numarul si capacitatea lor de regenerare este strins legata de
prezenta celulelor stem. Prezenta acestora in numar cit mai mare, asigurd un rezultat functional
remarcabil dar si viabilitatea pe termen lung a epidermului. Rezultatele slabe obtinute in practica
medicala pot fi explicate astfel prin depletia acestor celule din cultura.

Reprezentarea slabd a holoclonelor in cultura, poate fi explicat prin:

- conditii incorecte de realizare a culturii
- injurii la nivelul stratului bazal epidermic
-utilizarea unor substraturi si a unor tehnologii de cultura noi, netestate suficient [18].

Regenerarea permanentd a epidermului ce se obtine dupd transplantul culturilor din
keratinocite, demonstreaza ca :

-celulele stem epidermale pot fi prezervate in culturile de keratinocite
-celulee stem nu isi pierd calitatile dupa efectuarea transplantului
-holoclonele au un potential proliferativ foarte ridicat [7, 9, 20].

Metode utilizate

Tegumentul, recoltat sub forma unei mici piese bioptice, a fost tratat cu dispaza, pentru
separarea epidermului de derm, si apoi cu tripsind, pentru separarea celulelor epidermice.
Keratinocitele astfel obtinute, au fost cultivate pe un substrat ce continea fibroblaste 3T3 iradiate
letal, imbogatite cu diversi factori de crestere. Majoritatea celulelor nu au fost capabile sa
initieze formarea de colonii, deoarece isi incepuserd deja procesul de diferentiere terminal. Chiar
dacd sunt indeplinite conditiile optime de culturd, doar aproximativ 1-10% din celule
prolifereaza, initiind mai apoi formarea de colonii. Aceste celule se multiplica exponential, avind
o perioadd de diviziune de aproximativ 17 h. Prin separarea lor si transferul pe medii noi de
cultura, formeaza colonii, cu o eficienta de aproximativ 70% [17].

Dupa aproximativ 7 zile colonia epidermald devine monostratificata, iar celulele din
regiunea centrald, incep sa se stratifice. Aceasta din urma aflinduse in straturile superioare Incep
sd 1s1 piarda din capacitatea proliferativa, ne mai asigurind cresterea exponentiald a coloniei.
Pentru a evita acest inconvenient vor trebui disociate celulele, Tnaintea inceperii stratificarii lor,
si transferate pe medii proaspete de culturd, in vederea formarii de noi colonii. Celulele bazale
sunt 1n contact direct cu mediile de culturd, ce joacd rol de membrand bazald, iar celulele
diferentiate terminal, se regdsesc in stratul suprabazal [2, 15].

Similar cu structura “in vivo”, keratinocitele din culturd, sunt ancorate intre ele prin
intermediul desmozomilor. Acestea asigura compactarea straturilor celulare avind rol si in
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initierea confludrii coloniilor vecine. Se va forma astfel, un strat compact de epiteliu ale carui
celule, sunt unite Intre ele de catre desmozomi. Epiteliul de neocultura, va putea fi usor detasat
de mediul de culturd, prin actiunea dispazei, care va dizolva legaturile dintre celulele bazale si
substrat fard insa a afecta jonctiunile desmozomale [3, 21].

Capacitatea keratinocitelor de a genera colonii, diferd in functie de gradul de diferentiere a
fiecarui tip celular. Tipurile celulare sunt reprezentate de : holoclone, meroclone si paraclone.
Holoclonele pot genera indeajuns de multe progene, pentru a reconstitui in totalitate populatia de
keratinocite continutd in epidermul uman. Asadar populatia de keratinocite din culturd nu este
omogend. Holoclonele reprezintd coloniile cu cel mai mare potential de proliferare. Dacd nu sunt
indeplinite conditiile de culturd acestea se pot transforma in paraclone — clone cu potential
scazut de proliferare de aceea trebuie asigurate conditii de culturd propice pentru conservarea
unui numar cit mai mare de holoclone [12].

Pentru a realiza o culturd epidermald este suficient sid se recolteze o piesd bioptica
tegumentard de mici dimensiuni, aproximativ 3-4 cm. Din aceasta se pot obtine n 3-4 sdptamini,
aproximativ 2 m2 de epiteliu, cantitate suficientd pentru a acoperi intreaga suprafatd a corpului
unui individ. Integrarea unui epiteliu de culturd la nivelul patului receptor este diferitd de cea a
grefei autoloage de piele libera [3, 10, 19].

Tehnica de lucru

Probele de tesut tegumentar au fost obtinute de la persoanele ce au dat acordul, in urma
unor interventii chirurgicale. Fragmenetele ce contin foliculi pilosi trebuie sa aibd dimensiuni
cuprinse intre 3-4 cm 2 . Ajunse in laborator fragmentele au fost spalate de citeva ori in mediul
PBS Dulbeco fara Ca si Mg cu penicilina-streptomicind-amfotericind [4, 13].

Se indeparteaza o mare parte din derm si tesutul gras cu ajutorul unei foarfeci fine, apoi
fragmentul tegumentar se spald si se taie in bucati mici de 0.5 cm. Fragmentele astfel obtinute
sunt incubate timp de 18h la 4 grade C intr-o solutie de dispaza in PBS fara Ca si Mg (dispaza
2,5 mg /ml). In felul acesta se produce separarea epidermului de derm. Epidermul obtinut este
spalat si sectionat in fragmente cit mai mici cu ajutorul unei foarfece. Fragmentele se incubeaza
la 37 grade C pe agitator timp de 20 min, in 4-5 ml sol de tripsind(0.05%) si EDTA(0.01%) .
Dupa incubare reactia de tripsinizare este intreruptd cu ajutorul unei solutii de inhibitor de
tripsind 1mg/ml. Celulele obtinute in urma tripsinizdrii sunt colectate in tuburi de plastic de 50
ml si spalate in PBS fara Ca si Mg [15, 17].

Culturile primare de keratinocite s-au realizat la o densitate de 0.5-1= 10000 celule /cm2
in flacoane sau placi de cultura. S-a utilizat mediul KSFM.

Din structura epidermica rezultatd lipsind foliculii pilosi, glandele sebacee, sudoripare,
totusi 1n situatii limitd aceastd structurd poate constitui un instrument util pentru a salva viata
unor pacienti aflati in stare critica [4, 21].
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SINDROMUL ,,HIP-SPINE”
Andrei Olaru
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Summary
»Hip-spine” syndrome
Hip osteoarthritis causes abnormal gait and spinal sagital alignment and is associated
with low back pain. In this paper is related the review of literature for hip-spine syndrome
problem.

Rezumat

Osteoartrita soldului induc modificari prin inclinarea anterioara a bazinului si
hiperlordoza lombari asociati de dureri de spate. In aceasta lucrare esre relatata revista literaturii
pe sindromul “hip-spine”.
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