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Rezumat

Medicina regenerativd in terapia regenerativa poate utiliza transplante traditionale autologice, alogene sau combinate, care includ 3D polimeri biodegradabili
si celule diferentiate sau slab diferentiate. In calitate de transplant celular pot fi utilizate celule medulare autogene sau alogene — din sangele din cordonul
ombilical. Sistemele geno-expresive, de asemenea, pot fi combinate cu structuri sintetice tridimensionale si cu celule pentru controlul distributiei temporale
si spatiale a factorilor regenerativi. Procesele naturale de formare si regenerare ale oaselor necesita expresia coordonata a multor molecule, incluzand factori
de crestere, proteine morfogenetice si factori specifici de transcriptie. Cunostintele actuale in ce priveste regenerarea osului permit stimularea proceselor de
regenerare cu ajutorul ingineriei tisulare. Ingineria genetica este o directie noua in incercarea de a obtine o fuziune osoasd buna. Aceasta abordare, posibil,
va permite de a obfine reconstructia defectelor osoase si stimularea fuziunii osoase in cazul dereglarii acesteia.

Cuvinte cheie: medicina regenerativd, regeneratia osoasd, terapie celulara, terapie genetica.

Summary

Biological methods for bone regeneration are needed to reverse bone loss caused by diverse agents. Regenerative therapies could use traditional
autogenous, allogenous bone grafting or composite grafts including resorbable 3D scaffolds and differentiated or non-differentiated cells. As cells grafts
could be: autogenous hone marrow cells or allogenous cord blood stem cells. Also, gene expression systems will be combined with cells seeded in precise
three-dimensional configurations on synthetic scaffolds to control both temporal and spatial distribution of regenerative factors. The natural processes of
bone formation and repair require the coordinated expression of many molecules; including growth factors, bone morphogenetic proteins, and specific
transcription factors. Current knowledge related to bone and fracture repair describes how tissue engineering, may mimic critical aspects of these natural
processes.

Key words: tissue engineering, bone regeneration, bone grafts, stem cells, demineralized bone matrix.

Pesiome

PereHepaTuBHas mMeJuUMHA B pereHepaTMBHON Tepanii MOXeT UCMONb30BaTb TPAAMLMOHHbIE ayTONOTYHbIE, ANNOreHHblE WM KOMOUHUPOBAHHbIE
TPpaHCMNaHTaTbl BKMlouatLmne buogerpagupyiowme 31 rybki n anddepeHumnposanHble unm manoandoepeHLnpoBaHHble Knetku. B kauectse knetou-
HOro TPaHCMNaHTaTa MoryT 6bITb UCMONb30BaHbI ayTOreHHbIe KOCTHOMO3rOBbIE KNETKM WA QANoTeHHbIe - U3 MYNOBUHHOM KPOBY. [eHHO IKCMpeccuBHble
CMCTEMbI TaKkKe MOryT ObITb KOMOMHMPOBAHbI C TPUANMEHCIOHANBHBIMI CUHTETUYECKUMI CTPYKTYPaMK U C KNEeTKaMin A1A KOHTPONA BPeMeHHOro 1
MPOCTPAHCTBEHHOrO pacnpeseneHna pereHepaTBHbIX GakTopos. HaTypanbHble npoweccbl 06pa3oBaHuA 1 BOCCTAHOBNEHNA KOCTH TpebyioT KoopauHU-
POBAHHOII IKCNPECCUIA MHOXECTBA MoKy, BKIKOUAOLLIMX (paKTOPbl pocTa, MoporeHeTnyeckine benkn u cneunduueckie TpaHCKpUNLMOHHbIE GakTo-
pbl. CerofHALIHMe 3HAHUA pereHepaLynin KOCTY NO3BONAKT CTUMYAMPOBATb BOCCTAHOBUTESbHbIE MPOLECCHI C MOMOLLbH TKAHEBOI UHXMHepUN. [eHHaA
UHXMHEpUA ABNAETCA HOBBIM HanpaBieHUeM Npy NOMbITKe NOyYeHIA XOPOLLero KOCTHOTo cpaveHns. Takoli noaxos, BO3MOXHO, N0O3BOAUT A06UTCA
PEKOCTPYKLMI KOCTHBIX edeKTOB 1 CTUMYANPOBATb KOCTHOE CpaLLieHie B ClyyasX ee HapyLueHua.

KnioueBble cnoBa: pereHepatiBHaA MeULIHA, pereHepaLna KOCTU, KNeTouHas Tepanus, reHHas Tepanna.

Actualitatea temei

Medicina regenerativd are ca bazd datele acumulate de
embriologie, biologie moleculard, genomica, proteomics,
biologia celulei, stiinta biomaterialelor si intruneste urmatoarele
strategii: terapia celulara, care reprezintd implantarea de celule
pentru restabilirea tesuturilor deteriorate, ingineria tisulara,
si terapia genicd, utilizate pentru substitutia sau vindecarea
tesuturilor nefunctionale [8].

Regenerarea tesuturilor scheletice reprezintd una din
directiile prioritare de dezvoltare a ingineriei tisulare,
aplicabilitatea lor clinicé fiind deja un fapt implinit [6].

Ortopedia-traumatologia este considerata una dintre

specialitatile chirurgicale care evolueaza cel mai rapid, datorita
colaborarii cu alte specialitati, care se ocupa de refacerea
tesuturilor (chirurgia vasculara, plasticé si reparatorie, maxilo-
faciala, neurochirurgia, etc.), dar si cu ramuri specializate ale
metalurgiei, chimiei polimerilor, biomaterialelor, nanoingineriei,
fizicii si altele, pentru elaborarea si perfectionarea implanturilor
ortopedice si prepararea de noi substituenti tisulari.

Ingineria tisulard include sase domenii de cooperare: 1.
biomaterialele — reprezintd suportul fizic, de naturd organica
sau sintetica, pentru ghidarea refacerii tesutului de catre celulele
specifice; 2. celulele necesare pentru refacerea tesutului specific
[9]; 3. biomecanica - studiaza proprietitile native ale tesuturilor
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si semnalelor mecanice locale necesare pentru diferentiere; 4.
biomoleculele, (factori de crestere, hormoni locali, semnale
intercelulare, morfogene) care orienteaza diferentierea celulara
si expresia anumitor gene pentru sinteza proteinelor specifice;
5. informatica, care genereaza analiza datelor despre expresia
si secventialitatea genelor si a proteinelor, modelajul tisular si
celular computerizat, sistemele de control a calitatii, baze de
date; 6. designul ingineresc, destinat proiectérii sistemelor 2D si
3D, bioreactoare, stocarea si transportul tesuturilor obtinute [1].

Sinteza matricei extracelulare este asiguratd de osteoblaste
si partial de osteocite, iar resorbtia este realizatd de catre
osteoclaste. Fiind diferite dupa structurd si functie, aceste celule
in ansamblu fac acelasi lucru - remodelarea osoasi. Evident cd
ele interactioneaza reciproc [2].

Scopul studiului a constituit evaluarea eficacitatii grefelor
celulare si combinate cu si fird matrice osoasa demineralizata in
tratamentul consolidérilor lente si pseudartrozelor.

Materiale si metode: matrice osoasd alogena demineralizata,
celule autologice nucleate din maduva osoasé si celule ombilicale
alogene. Au fost studiate nivelul fosfatazei acide si fosfatazei
alcaline, radiografia oaselor, tomografia computerizatd si
scintigrafia cu tehnetium 99m.

Rezultate si discutii

Acest studiu a fost realizat pe 189 pacienti: 65 cu fracturi
neconsolidate ale membrului superior: clavicula - 4, brat - 19;
os radial - 9; ulna - 8; ambele oase ale antebratului - 8, scafoidul
carpian — 14, falangele — 3. 124 cu dereglari de consolidare la
oasele membrului inferior: osul femural - 41; patela — 2, osul
tibial - 81 cazuri. In calitate de grup de control au fost pacientii
operati cu autogrefare osoasa.

In 16 cazuri au fost utilizate celule ombilicale, in restul 173,
celule autologice din maduva osoasa.

Desi osul pare inert, este un tesut viu, dinamic si capabil sé se
adapteze la conditiile mediului extern prin procese metabolice
active si remodelare continud [4].

Componentul celular este reprezentat prin patru tipuri de
celule: pe stratul superficial al osului sunt situate osteoblaste,
osteoclaste si celulele bordantes, mai profund sunt localizate
osteocitele care, ca si celelalte, sunt derivate ale celulelor
mezenchimale locale, numite si celule osteoprogenitoare.
Osteoblastele produc matricea organicd a osului care apoi se
mineralizeaza. Continutul bogat in acizi ribonucleici, enzime
releva cd aceste celule sunt foarte active. Ele sunt bogate in
organele implicate in sinteza proteicd, in cea mai mare parte
fiind vorba de procolagenul I, care se uneste in microfibrile
de colagen I in spatiul extracelular. Totodatd osteoblastele
sunt principalele surse care secretd in matricea extracelulara
mai multe componente ale ei: osteonectine, osteocalcine,
proteoglicani, sialoproteine, alte glicoproteine si unii factori
de crestere. Osteocitele reprezinta osteoblaste maturizate
inconjurate de matrice extracelulard maturizata. Celulele
bordante sunt inactive si acoperd suprafetele osoase care nu
sunt in proces de reorganizare, se presupune ci pot fi celule
progenitoare ale osteoblastelor sau sunt celule osteoblastice in
repaus, care indeplinesc rolul de bariera intre os si tesuturile
adiacente. Totodata se crede ci ele regleaza formarea cristalelor
de hidroxiapatitd in os si asigura metabolismul tesutului osos
(3, 17].

In studiul nostru am folosit maduva osoasi colectatd din
spina iliacd postero-superioard, de la subiecti sdnatosi, fara
maladii sistemice, tuberculoza, hepatite, etc. Grefa medulara
obtinutd a fost transportatd in laborator (170) sau in Banca de
tesuturi umane (3) si procesata [7].

Pentru separarea celulelor stem mezenchimale a fost
utilizat gradientul de concentratie cu densitatea de 1,077 g/
cm’, in tuburi sterile de polipropilen, unde a fost cu precautie
aplicata grefa colectatd, pentru a evita amestecarea ei cu
solutia de separare. Ulterior tuburile au fost centrifugate in
centrifuga cu termoreglator Hitech la 1000 rpm timp de 20 de
minute la temperatura de 8°C, cu o pipeta sterild se colecteaza
celulele mononucleate, se spald de solutie prin amestecare cu
mediu nutritiv, centrifugare la 1000 rpm timp de 10 minute,
temperatura de 8°C. Celulele obtinute au fost cultivate pe
mediu nutritiv DMEM (HIMEDIA); 100 un/ml gentamicind si
penicilind (SIGMA) si substante adjuvante in incubatorul CO,
“Binder”, concentratia CO, 5%, umiditatea 95% in flacoane cu
suprafata de 25 cm? (NUNC). Celulele au fost cultivate pana la
4 pasaje [14, 19].

Maduva osoasi contine un numar limitat de celule stem, care
se presupune a fi de 1%. Cantitatea celulelor mononucleate din
maduva osoasa a fost majoratd pand la 100-250x10°%, in functie
de caz, dupéd care a fost efectuatd transplantarea. Numarul
celulelor vii a fost determinat prin utilizarea solutiei albastru de
trepan de 1% (CI 23850, Germania) in hemocitometru (camera
Goriaev, Rusia) si a constituit 91,2+1,5%.

Celulele sangelui cordonului ombilical uman au fost colectate
nemijlocit dupa nastere si ligaturarea lui (n=50). Grefele
celulare au fost prelevate numai de la gravide cu anamneza
impecabild, testate in perioada de gestatie in vederea excluderii
HBsAg, hepatitei virale C, HIV, citomegalovirusului, sifilisului.
In majoritatea cazurilor probele au fost colectate cu placenta
in utero (n=46, 92%), in celelalte ex utero (n=4, 8%). Volumul
mediu de singe ombilical prelevat a constituit 74,66+24,98
ml, cantitatea celulelor predecesorii CD 34 - 0,79+0,048x10°,
vitalitatea 93,47+0,37% (p<0,05) [14, 16].

Grefa compozitd a fost obtinutd prin combinarea matricei
osoase demineralizate [18] cu celule osteomedulare autologice
sau celule ombilico-placentare. In majoritatea cazurilor grefa a
fost obtinutd nemijlocit inaintea inocularii prin asocierea a doua
grefe celulare auto- sau alogend si osoasd alogena (10 cazuri),
prin utilizarea ingineriei tisulare, care consta in cresterea acestor
celule pe suport tridimensional: aloos demineralizat morcelizat
(6 cazuri).

Stabilirea proliferdrii celulare in prezenta osului alogen
procesat prin diferite metode demonstreaza cd in prezenta
osului demineralizat celulele prolifereazd mai activ cétre ziua a
cincea (2,60+0,05 x 10°) comparativ cu lotul in care a fost testat
osul conservat in solutie 0,25% formaldehida (0,02+0,03 x 10°)
p<0,05 (tabelul 3.2).

Trei grupe de factori influenteazd procesul de reparatie
0s0asa:

1. substantele hormonale (parathormonul; hormonul de
crestere; estrogenii; 1,25 dihidrocholecalciferol, IGF 1 si 2) [17];

2. moleculele produse local si activate prin actiune autocrind
sau paracrind (IGF 1 si 2; proteina morfogenetica osoasd (BMP),
prostoglandinele E2 (PGE2), IL-1, TNFa, GM-CSF, TGFp, FGF
2);

3. moleculele prezente in matricea osoasd extracelulard
(FGF2, TGFB, GM-CSE IGF 1 si 2) sunt inactive, dar se
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activizeazd de catre celulele osteogene.

Repararea osoasd se caracterizeaza printr-un sir (cascadd)
de evenimente: initial in focar are loc concentrarea celulelor
stem mezenchimale, care este dirijata prin atractie chimica
(hemotaxis); urmeazd proliferarea celulelor sub actiunea
semnalelor mitogene in directie osoasa, cartilaginoasa si se
activizeazd angiogeneza. Procesul reparator osos este ajutat
de elementele matricei osoase demineralizate, din care au
fost izolate 8 proteine osteogenetice (BMP 1-8) care apartin
superfamiliei TGFp. BMP asigurd diferentierea osteoblastica,
concomitent BMP asigurd si condrogeneza. Ca exemplu, BMP4
micsoreaza catabolismul condrocitelor si stimuleazd sinteza
proteoglicanilor; BMP 7 asigura chondrogeneza [5, 6].

In ingineria tisulard sunt utilizate doud strategii de baza:

1) Cresterea celulelor in vitro pe transplant si inocularea
grefei compozite in defectul osos;

2) Implantarea matricei si umplerea ei ulterioard cu celulele-
gazda.

Mecanismele de diferentiere a osteoblastelor din celule
stem mezenchimale necesitd interfatd biomimeticd, stimulenti
mecanici, factori solubili intracelulari si extracelulari si contact
intercelular [10, 15].

CSM si UFC-F (unitatile de formare a coloniilor fibroblastice)
pot fi induse in vivo pentru a prolifera si a se diferentia in
linii osteoblastice, utilizind dexametazona, acid ascorbic si
glicerofosfat. In aceste conditii celulele cresc, se diferentiaza si
se maturizeaza [14].

Utilizarea maduvei osoase pentru stimularea regenerarii
osului este argumentatd prin existenta celulelor predecesorii
in ea. Din celulele stem mezenchimale localizate in stroma
maduvei osoase se pot dezvolta in anumite conditii osteoblaste,
fibroblaste, condroblaste si adipocite. Desi mdduva osoasé este
principalul rezervor de celule stem mezenchimale, existd lucréri
care mentioneazd prezenta acestora intr-o varietate de alte
tesuturi. Acestea sunt periostul, tesutul conjunctiv muscular,
maduva fetald, curentul sangvin, ficatul, singele periferic,
cordonul ombilical. Se pot izola celule cu potential MSC-like
din placenta si amnion. Coastele si corpurile vertebrale sunt mai
greu accesibile si maduva lor nu prezinta o densitate celulara
suficient de mare pentru recoltare, in special la adult [12, 14].

Celulele fetale, ca si tesuturile embrionare, nu au un sistem
imun dezvoltat, ceea ce micsoreaza probabilitatea complicatiilor
dupd transplantare. La acest tip de celule pot fi atribuite si
celulele obtinute din sdngele ombilical. Ele dispun de un grad
mare de proliferare si sunt capabile sa formeze colonii de celule
care participd la regenerarea organului. Concomitent cu celulele
stem se administreaza si un complex de citochine si factori de
crestere care stimuleazd regenerarea tesuturilor [5].

Materialele suport pentru celule, citochine, factori de
crestere pot fi repartizate in cinci grupe mari: os demineralizat;
materiale din colagend; polimeri resorbabili (biodegradabili)
sintetici; materiale din calciu fosfat si alte materiale care mai pot
servi ca suport tridimensional.

Stimularea osteogenezei in focar reprezintd elementul-cheie
in tratamentul pseudartrozelor, deoarece aceasta reprezintd
relansarea osteoformarii, fard de care nu poate exista o evolutie
spre consolidarea pseudartrozei.

Ca urmare a studiului comparativ, se poate spune ca
matricea osoasa demineralizatd cu cultura celulard autologica
osteomedulard, celulele ombilico-placentare si autoosul
spongiform din osul iliac stimuleaza formarea tesutului osos in
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spatiul interfragmentar al osului. Totodata, folosirea aloosului
morcelizat demineralizat in combinatie atit cu celule autologice,
cét si cu cele ombilico-placentare au un efect regenerator mai
pronuntat comparativ cu utilizarea numai a celulelor maduvei
osoase. Reprezentand o structurd tridimensionald, osul
demineralizat §i morcelizat este un bun suport pentru grefele
celulare, asigurand cresterea celulelor in interiorul spongiei
intr-un anturaj aproape de cel obisnuit pentru cresterea si
dezvoltarea celulelor osteoblastice. MOD reprezinta o spongie
de colagen de tip I, care tocmai este carcasa osoasd [11].

Grefelecombinate(compozite),osteomatriceademineralizata
cu celulele osteomedulare sau ombilico-placentare, fiind o
asociere a doud grefe cu capacitati osteoinductorii pronuntate,
permit completarea reciprocd a capacitatilor lor si obtinerea
unei grefe noi. Aceasta grefd compozita se mentine in regiunea
inoculdrii si activizeaza procesul de regenerare stagnat [8, 14].

Indiferent de metoda utilizatd pentru stimularea formarii
regeneratului 0sos, succese in aceastd directie pot fi obtinute
numai asigurand urmétoarele conditii de baz:

1. imobilitatea (osteosinteza) stabild a fragmentelor osoase;

2. alimentarea, vascularizarea suficienta a grefelor; de aceea
grosimea transplanturilor corticale nu trebuie sd depaseasca 2
cm;

3. lipsa in alotransplant a elementelor medulare osoase,
purtatoare ale unor capacititi antigenice pronuntate, care
poate provoca reactia gazda contra transplant, se produce prin
demineralizarea si decelularizarea tesuturilor.

Investigatiile radiologice si scintigrafice ale oaselor, executate
periodic pentru a supraveghea si aprecia activitatea procesului
de regenerare, denotd convingéator ca procesele osteoinductive
evolueaza activ la nivelul amplasérii grefelor. Astfel, daca
pe scintigrama efectuatd pand la inoculare acumularea
radiofarmaceuticului este diminuata in regiunea afectatd, apoi
dupa 2 luni tabloul se schimba evident prin formarea unei zone
de captare intensd a acestui preparat, indicand o vasculogeneza
activa la acest nivel.

Utilizarea grefelor compozite in pseudartroze ale
scafoidului carpian determind péstrarea lungimii si formei
scafoidului carpian. Citochinele din grefa celulara si alti factori
morfoinductivi secretati de celulele implantate activizeaza
procesul de regenerare si de neovasculogenezd, care tocmai
favorizeaza consolidarea acestui os capricios. Din numarul
total de 14 pacienti, in 12 cazuri a fost obtinuta consolidarea
fragmentelor curezultate anatomice si functionale satisfacatoare.

Mecanismul de actiune a celulelor transplantate rdméne
in mare masurd neelucidat pand la sfarsit si, deseori, folosirea
practica a metodei anticipeaza argumentarea stiintifica [13].

S-a observat ca dupa transplantarea celulara se activizeazd
proliferarea celulelor lojei recipiente si restabilirea partiald
sau integrald a structurii si functiei organului. Actiunea
morfoinductiva este argumentatd prin eliminarea citochinelor
de citre celulele transplantate si interactiunea intercelulard cu
celulele-gazda. Totodatd, celulele embrionare de la donator
formeaza colonii in organele afectate ale recipientului si,
proliferand, inlocuiesc celulele deteriorate ale organismului,
forméand tesut functional morfologic corespunzitor regiunii
afectate [13, 18, 20].

Tehnologia ingineriei tisulare si celulare include mai multe
etape:

1. obtinerea materialului autologic destinat separarii din el a
celulelor mezenchimale necesare pentru transplantare;
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2. cultivarea celulelor in vitro pentru obtinerea cantitatii
necesare de celule si diferentierea lor in directia respectiva prin
utilizarea factorilor de crestere;

3. alegerea suportului adecvat, spongie sau sablon care
serveste drept matrice pentru celule si le permite sd creascd in
directia necesard;

4. trasplantarea celulelor sau materialului mixt (compozit)
fara risc de rejet al grefei.

Probabil, transplantarea celulard are avantaje in raport cu
terapia genica si cea peptidica, din considerente cé celulele au o
actiune mai find asupra tesuturilor. Celula este cea care dispune
de proprietatea de a controla nivelul optimal necesar al factorilor
de crestere pe care-i secretd pentru a actiona in focarul patologic
(11, 14].

Ingineria tisulara este viitorul stiintei medicale si baza
medicinei regenerative.

Concluzii

1. Cercetirile efectuate de noi ne-au permis si deducem cé
osteogeneza reparatorie in os depinde direct de componentul
celular si de factorii humorali care participd in reglarea acestui
proces complicat in organismul cu osteogenezd deprimata,
rezultate pozitive fiind obtinute in 81,9% cazuri.

2. Dezvoltarea biotehnologiilor, biologiei moleculare si
celulare a fost si este influentata de transplantarea celulard,
actualmente fiind una dintre disciplinele biologiei si medicinei
care cunoaste o dezvoltare foarte intensivd. Acest curent isi
gaseste reflectarea §i in tratamentul diferitor afectiuni ale
aparatului locomotor.

3. Multitudinea preparatelor bioplastice propuse pentru
ameliorarea regenerarii osoase reflectd starea actuald a
lucrurilor: pand in prezent nu existd o grefa unanim acceptata,
care ar satisface cerintele medicinei. Pe langd anumite avantaje,
fiecare din aceste metode comporti si deficiente.
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