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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei. Medicina regenerativa este un domeniu in continud
evolutie, iar diverse instrumente si abordari stiintifice joaca un rol crucial in progresul sau.
Componentele complexului ombilico-placentar (cordonul ombilical, placenta, membrana
amnioticd) au devenit tesuturi de mare interes pentru medicina regenerativd. Majoritatea
cercetdtorilor din domeniu s-au concentrat in principal pe investigarea caracteristicilor
morfologice, biochimice si clinice ale elementelor COP, in scopul asigurarii dezvoltarii
armonioase a fatului si obtinerii substantelor biologic active ca remedii terapeutice. Cercetarile
actuale se concentreazd pe studiul celulelor stem mezenchimale si a celulelor stem fetale, cu
potential terapeutic in diverse afectiuni.

Cordonul ombilical reprezintd un element valoros al unitatii feto-placentare, asigurand
debitul sangelui bidirectional, in permanenta crestere, in consens cu cerintele de dezvoltare
fetala [1; 2]. In structura cordonului ombilical intrd si tesutul conjunctiv special — mucos de tip
embrionar, ce constd dintr-o matrice gelatinoasd, specializatd numita “’gelatina lui Wharton” sau
substanta gelatinoasa. Aici sunt localizate celule mezenchimale fusiforme, asemenea
fibroblastelor din perioada prenatald. Un spectru larg de fibre de colagen impreuna cu o cantitate
impunatoare de glucozaminoglicani, proteoglicani si glicoproteine formeaza matricea
extracelulari [2].

Placenta reprezintd organul extraembionar, prin care se stabileste nemijlocit legatura
dintre embrion si organismul matern. Este un organ provizoriu principal cu multiple functii:
troficd, de respiratie, depozitare, excretoare (pentru fat), de aparare si endocrina. Placa coriala
reprezintd suprafata fetala a placentei, care la randul sau este acoperitda de amnion. Amnionul
este compus din epiteliu stratificat si/sau simplu si mezenchimul amniotic, un tesut conjunctiv
avascular [3]. Placenta participd la formarea unui sir de substante biologic active, precum:
hormonul corionic somatotrop, progesteronul placentar, IGF I si IGF II, factori de crestere
endoteliali, relaxin, leptin, alti factori de crestere (ai fibroblastilor, trombocitelor), interleuchine
(L1, 1L 3).

Studiul asupra celulelor stem (cu potential pluripotent), in ultimele decenii, a castigat un
interes considerabil, cu accent pe posibilitatea transplantului acestor celule, atit intr-un mod
alogen, cat si autogen, in zonele cu deficit tisular. Initial, celulele mezenchimale stem au fost
descoperite in maduva osoasa. Ulterior, au fost descoperite modalitati de identificare si izolare a
acestor celule din surse precum placenta, lichidul amniotic si sangele ombilical. Celulele MSC
provenite din structurile extrafetale manifesta un potential de multiplicare inalt si o diversitate
extinsd, in ceea ce priveste capacitatea de a se specializa in diferite tipuri celulare [4]. Studiile
recente au ardtat actiunea imunosupresoare a celulelor stem mezenchimale in multiple afectiuni
inflamatorii sau de alta natura.

Ingineria tisulara, care implica utilizarea polimerilor, biotehnologiei si terapiei celulare,
are potentialul de a aduce progrese semnificative in acest domeniu. Scopul este de a crea
structuri tridimensionale care sd favorizeze capacitatea organismului de a Se regenera,
combindnd materialele biomateriale cu compusi celulari.

Scopul lucrarii: Determinarea particularitatilor structurale ale componentelor

tisulare si celulare pentru ulterioara lor transplantare.
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Obiectivele cercetarii:
1. Identificarea particularitatilor arhitecturale ale sistemului vascular placentar.
Studierea particularutatilor morfologice si morfometrice ale vaselor ombilicale.
3. Identificarea metodelor optimale de decelularizare pentru arterele ombilicale cu
studierea ulterioara a proprietatilor lor biomecanice, pentru viitoarea lor transplantare.
4. Determinarea si descrierea modelelor de distributie ale fibrelor de colagen tip I si tip
III in cadrul cordonului ombilical si a placentei.
5. Studiul imunohistochimic al componentei celulare stromale (CD34, CD105, AC133,
D2-40, VEGFR-2) in structurile complexului ombilico-placentar.

Ipoteza de cercetare. Avand in vedere complexitatea structurald a complexului
ombilico-placentar si diversitatea sa, precum si multiplele obiective stabilite, s-au formulat
urmdtoarele ipoteze de cercetare: exista relatie intre timpul de expunere la solutiile de
decelularizare si modificarile destructive ale matricei extracelulare fibroase; exista relatie intre
imunofenotipul celulelor stromale si localizarea lor in cadrul componentelor complexului
ombilico-placentar; substanta gelatinoasd Wharton poate reprezenta o sursd mai buna de celule
stem comparativ cu singele prelevat din vasele ombilicale; placenta umana poate fi o gazda
potrivitd pentru crearea unui organ auxiliar; Structura anatomica a arterelor si venelor permit
formarea anastomozelor intre placenta si organul recipient, astfel ca placenta poate fi utilizatd ca
0 grefd vasculara; epiteliului amniotic prezintd un imunofenotip heterogen, ceea ce permite
utilizarea acestuia in diverse afectiuni:

Metodologia generala a cercetarii. Cercetarea dati a fost efectuatd conform metodelor
si principiilor existente in domeniile anatomiei si ingineriei tesuturilor, urmand protocoalele si
recomandarile curente ale cercetarii stiintifice avansate. Studiul a avut un design primar,
descriptiv si observational de tip transversal, incluzand o parte experimentala. Scopul si
obiectivele au fost orientate spre cercetarea aspectelor morfologice ale componentelor fibrilare
si celulare din cordonul ombilical, placentd si membrana amniotica. Materialul biologic a inclus
cordoane ombilicale si placente umane, colectate in perioada 2012-2013. Metodele de cercetare
utilizate au inclus metode de decelularizare (trei metode: chimica, enzimatica si combinatd),
testele de rezistentd la gonflare si intindere, metoda de coroziune cu obtinerea preparatelor
plastinate, metode histologice (HE, tricrom Masson) si histochimice (impregnarea argentica
Gordon-Sweet), metode imunohistochimice (CD105, D2-40, CD34, AC133, VEGFR2), lumina
polarizata si metode de cuantificare a structurilor histologice (H scorul, hot-spot). Pentru toate
metodele histologice si imunohistochimice descrise, procesarea primara a materialului a urmat
protocolul standard. Datele obtinute au fost prelucrate statistic cu ajutorul softurilor EPI INFO
7.2.5.0, SPSS22.0 si Microsoft Excel 2007, iar rezultatele au fost prezentate in tabele si grafice.
Au fost calculate media aritmetica (X), deviatia standard (DS), veridicitatea diferentei mediilor
aritmetice (p) a fost comparata cu criteriul t-Student, testul Anova, testul Kruskal-Wallis, valorile
p<0,05, fiind considerate semnificative. Examinarea microscopica a fost realizatd cu ajutorul
microscoapelor Nikon Eclipse E600 si Axio Imager A2. Toatd metodologia utilizatd a facilitat
acumularea de date care au permis formularea concluziilor si elaborarea recomandarilor
practice.

Noutatea si originalitatea stiintifici a rezultatelor obtinute. In lucrarea data au fost
raportate in premierd cteva aspecte ce tin de: reducerea semnificativd a duratei expunerii
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fragmentelor vasculare la actiunea toxica a solventilor utilizati in procedeele de decelularizare; a
fost demonstrata eficienta metodei de decelularizare cu detergenti comparativ cu alte metode
(enzimatica, combinatd); a fost dovedit ca testul de resitentd are valoare practicd mare pentru
identificare modificarilor schelelor colagenice post decelularizare; a fost adaptat procedeul
tehnicii de corozie pentru placentd; au fost descrise modelele de distributie a fibrelor de colagen
de tip I si III, identificAindu-se aranjarea spatiald a acestora in cordonul ombilical si tesuturile
placentei; a fost demonstrata lipsa anastomozelor intre sistemul arterial si cel venos in placent;
a fost prezentata heterogenitatea populatiei de celule stem din cadrul substantei gelatinoase
Wharton, cu evidentierea zonelor cu densitate crescuta a lor; a fost raportat despre prezenta
celulelor stem hematogene in tesuturile fixe ale cordonului; a fost evidentiat imunofenotipul
heterogen al membranei amniotice, atat la nivelul cordonului ombilical, ct si la nivelul
placentei, ceea ce demonstreaza diversitatea de folosire a acesteia in regenerarile tisulare.

Semnificatia teoretica si valoarea aplicativa a lucrarii. Studiul evidentiaza potentialul
terapeutic al arterelor ombilicale, precum si importanta substantei gelatinoase Wharton ca sursa
valoroasa de celule stem pluripotente. Identificarea microveziculelor extracelulare si
caracteristicile distinctive ale vaselor ombilicale sugereaza ca cordonul ombilical reprezintd un
depozit de substante biologic active. Diversitatea profilului molecular al celulelor stromale din

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele stiintifice obtinute In cadrul studiului au
fost prezentate si discutate in diverse forumuri stiintifice de nivel national si international:
Conferinta anuald stiintificdi a universitatii de stat de medicind si farmacie “Nicolae
Testemitanu”, Chisinau, 2022, 2019, 2018, 2017, 2014; International Scientific Conference
ACTUAL ISSUES OF MORPHOLOGY dedicated to the 75th anniversary of the founding of
“Nicolae Testemitsanu” State University of Medicine and Pharmacy, Chisinau, 2020; Congresul
consacrat aniversarii a 70-a de la fondarea USMF ,Nicolae Testemitanu”, Chisindu, 2015;
International Scientific Conference ACTUAL ISSUES OF MORPHOLOGY dedicated to 70th
year anniversary of‘Nicolae Testemitsanu”State University of Medicine and Pharmacy,
Chisindu, 2015; The XIV National Congress of the Romanian Society of Anatomy with
international participation, Timisoara, Romania, 2013.

Teza a fost discutatd, aprobata si recomandata spre sustinere la sedinta Catedrei de
anatomie §i anatomie clinici a USMF “Nicolae Testemitanu” (proces verbal nr.10 din
04.07.2023) si Seminarul Stiintific de profil 311. Anatomie si morfologie; 351. Medicina
interdisciplinara (process verbal /nr. 2din 25.08.2023).

Publicatiile la tema tezei. Pe marginea temei au fost publicate 9 lucrari stiintifice,
dintre care 5 articole in reviste stiintifice (3 articole in reviste din bazele de date Web of Science
si SCOPUS, 2 articole in reviste din Registrul National al revistelor de profil); 2 articole in
culegeri stiintifice si 2 teze in lucrarile conferintelor stiintifice internationale si nationale. Au
fost obtinute 4 certificate de inovator si 6 acte de implementare practicé a rezultatelor stiintifice.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatel e studiului dat au fost implementate
in activitatea didacticd si stiintifici a Catedrei de histologie, citologie si embriologie,
Laboratorului de ingenerie tisulard si culturi celulare si Laboratorului de morfologie al USMF
“Nicolae Testemitanu”.

Sumarul compartimentelor tezei. Teza realizatd in limba romana este expusa pe 157



pagini, dintre care partea principald reprezintd 118 pagini. Teza constd din adnotari, introducere
si 5 capitole, dintre care capitolul 1 prezinta reviul literaturii, capitolul 2 — material si metodele
de cercetare, capitolele 3 si 4 — includ datele obtinute, capitolul 5 — sinteza rezultatelor obtinute;
concluzii; recomandari practice; bibliografie. Bibliografia include 204 de titluri de referinte.
Lucrarea contine 56 figuri, 19 tabele si 2 anexe.

Cuvinte-cheie: placentd, cordon ombilical, membrana amniotica, artere ombilicale
decelularizate, celule stem mezenchimale, inginerie tisulara, grefa tisulard, grefa celulara.

CONTINUTUL TEZEI

1. Date generale despre importanta componentelor complexului ombilico-placentar
pentru medicina regenerativa

Acest compartiment al cercetérii este dedicat analizei surselor stiintifice nationale si
internationale relevante, care raporteaza date despre Complexul Ombilico - Placentar (COP) sau
complexul placentar, care este reprezentat de numeroase structuri provizorii, ce apar in procesul
de embriogenezd din tesuturile extraembrionare. Analizad literaturii de specialitate a permis
definirea conceptului de complex ombilico-placentar si a componentelor sale intr-un mod
exhaustiv. COP include structuri, care nu au fost suficient de atractive pentru cercetatorii anilor
70 si 80. Cel mai probabil din cauza faptului ci, aceste tesuturi erau eliminate imediat dupa
nastere. In anii '90 s-a reinviat interesul pentru studierea componentelor complexului ombilico-
placentar, in principal, al cordonului ombilical. Acest interes marcat a fost legat, in mare parte,
de compozitia si modificarile matricei extracelulare a substantei gelatinoase Wharton, in
contextul pre-eclampsiei, dar si a componentei celulare stromale, care prezinta caracteristici
comune cu celulele mezenchimale din perioada intrauterina de dezvoltare [5, 6]. In prezent, in
literatura de specialitate, se regasesc numeroase cercetari, care studiaza intens componentele
COP, in special, legat de utilizarea lor in domeniul ingineriei tisulare si al medicinii regenerative
[7,8].

Astfel, au fost evidentiate si accentuate notiunile si principiile de baza ale ingineriei
tesuturilor si a grefelor celulare si tisulare. Prin examinarea atenta a literaturii de specialitate, s-
au identificat si sintetizat informatii despre rolul si importanta componentelor complexului
ombilico-placentar in medicina regenerativa. S-au explorat aspecte legate de caracteristicile
celulelor stem mesenchimale, precum si capacitatea lor de diferentiere in diverse tipuri de celule
si potentialul lor terapeutic in tratamentul diferitelor afectiuni.

Medicina regenerativd este un domeniu al medicinii moderne, care se ocupa cu
repararea, inlocuirea si/sau regenerarea celulelor, tesuturilor si organelor deteriorate. Tesuturile
complexului ombilico-placentar reprezintd o preocupare importanta a medicinei regenerative,
deoarece reprezinta surse bogate de: celule stem, factori de crestere, fibre de colagen, care pot fi
utilizate ca grefe celulare, tisulare pentru transplantari alogene si autogene in zonele cu deficit
de regenerare (posttraumatice, ischemice, defecte tisulare etc) [9].

Ingineria tisulara reprezintd o ramura a ingineriei biomedicale ce utilizeaza o combinatie
de elemente, precum celule, tehnici de inginerie, materiale si factori biochimici si/sau fizico-
chimici adecvati pentru a restabili, mentine, Imbunatati sau inlocui diverse tipuri de tesuturi
biologice. Aceastd disciplind implica frecvent plasarea celulelor pe structuri de suport
(scaffolds) pentru a dezvolta noi tesuturi viabile in scopuri medicale, insd nu se rezuma doar la
situatii ce implica celule si structuri de suport. Desi, initial a fost consideratd o subramura a
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biomaterialelor, in urma dezvoltarii sale, in ceea ce priveste domeniul de aplicare si importanta,
ingineria tisulard poate fi vazuta acum ca un domeniu distinct. Printre provocarile majore cu
care se confruntd acum ingineria tisulara este nevoia de functionalitate mai complexa, stabilitate
biomecanica si vascularizare in tesuturile cultivate in laborator destinate transplantului [10].

Placenta si cordonul ombilical uman reprezintd un rezervor de celule stem cu un
potential de diferentiere foarte inalt in comparatie cu alte surse [11]. Aceste celule prezintd o
imunogenitate scazuta, care le protejeaza Impotriva sistemului imunitar al gazdei [12].

Celulele reprezinta elementul esential pentru succesul abordarilor de ingineria tisulara.
in acest domeniu, celulele sunt utilizate ca strategii pentru geneza tesuturilor noi sau inlocuirea
celor afectate. Celulele pot fi utilizate fie singure, fie impreund cu matricea de suport.
Asigurarea unui mediu favorabil care promoveaza cresterea celulelor, diferentierea si integrarea
acestora cu tesutul existent reprezintd un aspect deosebit de important in constructia structurilor
celulare fundamentale. Manipularea acestor procese celulare oferd cai alternative pentru
dezvoltarea de tesuturi noi, inclusiv metode, precum, reprogramarea celulelor somatice sau
promovarea vascularizarii [13].

Conform clasificari genetice, celulele destinate grefarii se pot imparti in:

Celule autoloage: Donatorul si primitorul celulelor sunt aceeasi persoand. Celulele sunt
colectate, cultivate sau stocate, iar apoi reintroduse in corpul gazda. Datorita reintroducerii
celulelor proprii ale gazdei, nu apare un raspuns antigenic. Utilizarea celulelor autologe poate fi
descurajata de dependenta acestora de sanatatea celulei gazda si de posibila morbiditate asociata
cu procesul de donare [14].

Celule alogenice: Celulele sunt prelevate din corpul unui donator, care este de aceeasi
specie, ca si primitorul. Totusi, existd restrictii etice in ceea ce priveste utilizarea celulelor
umane in studii in vitro [15].

Celule xenogenice sunt prelevate si izolate din specii alternative in comparatie cu
primitorul. Un exemplu important al utilizarii tesuturilor xenogene este reprezentat de
constructia implanturilor cardiovasculare utilizdnd celule animale [16].

Celule singeneice sau izogenice sunt celule ce au acelasi cod genetic. Aceasta confera
un beneficiu imunologic similar liniilor celulare autologe. Termenul de "singenic" poate fi
aplicat celulelor autologe, dar clasificarea se extinde si la celulele derivate non-autologe, cum ar
fi cele provenite de la un geaman identic, modele de cercetare cu genotip identic sau celule stem
induse (iSC) care sunt legate de donator din punct de vedere genetic [17].

Celulele stem mesenchimale (MSC) reprezintd o categorie importanta de celule
progenitoare multipotente, capabile de auto-reinnoire si diferentiere intr-o varietate de linii
celulare. De-a lungul timpului, s-au cautat surse alternative de MSC, cum ar fi lichidul amniotic,
placenta, sangele ombilical, venele ombilicale, tesutul conjunctiv al cordonului ombilical si
mezenchima pulpard a dintilor deciduali. Studiile au aratat ca MSC sunt afiliate vaselor, fiind
localizate in apropierea acestora si avand un rol important in repararea tesuturilor si mentinerea
homeostaziei tisulare [18, 19, 20].

Studiile asupra componentelor complexului ombilico-placentar au deschis noi
perspective pentru dezvoltarea terapiilor regenerative. Tesuturile fetale sunt o sursd bogatd de
celule stem, factori de crestere si fibre de colagen, care pot fi utilizate in transplanturi alogene si
autogene in zonele cu deficientd de regenerare. Aceasta deschide perspective promititoare in



abordarea unor afectiuni si leziuni care anterior erau dificil de tratat. Prin utilizarea adecvata a
celulelor, biomaterialelor si factorilor biochimici, ingineria tisulard poate dezvolta tesuturi
viabile fie in laborator, fie in corpul uman. Abordarea data are capacitatea de a trata si repara
tesuturile afectate in diverse boli si traumatisme [9]. In perspectiva, se anticipeazi cd, ingineria
tisulard va continua sd progreseze si sa aducd imbunatatiri semnificative in ceea ce priveste
starea de sandtate umana, deschizand, astfel, drumul catre terapii inovatoare si personalizate.

2. Materialul si metodele de cercetare

Capitolul respectiv contine date despre metodologia utilizata in studiu, care a fost in
conformitate cu cercetarea din domeniile anatomic si ingineriei tisulare si cu recomandarile
actuale ale cercetdrii stiintifice moderne. Au fost detaliate tehnicile utilizate, inclusiv tehnicile
de decelularizare, de testare a rezistentei fragmentelor vasculare decelularizate, de coroziune,
precum si tehnicile histologice si imunohistochimice. Au fost descriese metodele de scorificare a
intensitatii de expresie, cu evaluarea nivelului si distributiei imunomarcajelor specifice in
tesuturile cordonului ombilical si placentare.Metodele de prelucrare statistica au permis
evaluarea si compararea datelor cantitative si calitative, contribuind la sistematizarea
rezultatelor, formularea concluziilor si elaborarea recomandarilor practice.

Studiul a fost primar, descriptiv si observational de tip transversal. Cercetarea a fost
realizatd pe material biologic prelevat in urma nasterilor vaginale normale, din sectia de
obstetrica din cadrul IMSP Institutul Mamei si Copilului din Republica Moldova, in perioada
2012-2013. in cercetare au fost incluse 56 cordoane ombilicale si 26 placente (Tabelul 1).
Materialul biologic a fost repartizat in functie de specificul fiecarei metode.

Tabelul 1. Caracterizarea materialului biologic inclus in studiu

Varsta mamei (ani) | Termen de gestatie (saptimdni) Nr. de cordoane |  Nr.de

Media (X) = DS Media (X) = DS ombilicale placente
27,82 + 4,64 (20-40) 38,29 + 1,79 (36-41) 56 26

Partea experimentald a cercetérii a inclus studiul aspectelor legate de procedura de
decelularizare a arterelor ombilicale si de testare a vaselor decelularizate, pentru a evalua
posibilitatea utilizarii acestora ca grefe tisulare. Anterior procedurii de decelularizare,
cordoanele ombilicale au fost disecate, iar vasele ombilicale intacte extrase si separate.
Substanta gelatinoasd Wharton din jurul arterelor a fost inlaturatd pe o lungime de 20-30 cm.
Decelularizarea arterelor a fost obtinuta prin utilizarea a 3 metode: chimica (detergent),
enzimatica si combinata (detergent+enzima). Vasele au fost conectate la un sistem de perfuzie,
solutiile fiind perfuzate continuu prin lumenul vasului cu imersia ulterioara a acestora in
solutiile din exteriorul vasului. Dubla actiune a solutiilor de decelularizare a permis scurtarea
timpului de decelularizare de la 24 ore la 3,5 ore. Fiecare arterd ombilicald decelularizata, cat si
arterele nedecelularizate au fost sectionate in segmente de 5 cm lungime. Fragmentele arterelor
ombilicale decelularizate au fost supuse testelor de rezistenta la intindere si presiune. in mod
deosebit, testul de rezistentd la presiune pare sa fie crucial in evaluarea gradului de afectare a
matricei de colagen dupa decelularizare.

Modelele particulare de distributie spatiala al vaselor din interiorul placentei, precum si
arhitecturd placentei au fost evidentiate prin metoda de coroziune. Aceastd metoda implica
utilizarea de mase plastice autopolimerizante de tipul "PEJOHT-03" si "TIPOTAKPUJI-M",
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care sunt injectate in vasele sangvine. Setul de mase autopolimerizante de injectie contine
pulbere, monomer si colorant. Dupa injectarea vaselor placentare, placenta a fost aranjata intr-un
vas larg, unde s-a turnat sol. NaOH concentrat (35%), volumul cireia a depasit de 2-3 ori
volumul piesei. Mentionam ca, corozia a durat 10-14 zile, iar periodic la 2-3 zile complexul
injectat era spalat sub apa curgétoare fard a fi scos din vas. La finalizarea procesului coroziv,
complexul spalat sub apd curgatoare a fost montat pentru examinare la lupa binoculard. Din
totalul de 26 placente selectate pentru cercetarea datd, 13 placente au fost supuse metodologiei
de coroziune, iar restul de placente au fost utilizate pentru metodele histologice si
imunohistochimice. Urmare unor probleme tehnice aparute in timpul metodologiei de coroziune
(Tabelul 2), au fost supuse cu succes coroziunii 9 placente, obtindnd specimene corozive de
inalta calitate.

Tabelul 2. Repartizarea placentelor in raport cu problemele tehnice aparute in timpul
procedeului de coroziune

Cantitatea Procente

Placente acceptate pentru coroziune 13 100%
Placente pierdute ca rezultat al unor deteriorari mecanice in timpul 1 77%
colectrii, transportului sau disectiei cordonului ombilical '

Placente pierdute in timpul injectiei (defecte ascunse) 7,7%
Placente pierdute in timpul efectuarii preparatelor corozive 15,4%
Placente injectate cu succes 69,2%

Toate sectiunile histologice, initial, au fost colorate cu hematoxilind-eozina, metoda
standard. Aceastd metodd a permis examinarea detaliilor morfologice specifice fiecarei
componente structurale a complexului cordon-placenta. Metoda tricroma Masson si impregnarea
argentica dupa metoda Gordon-Sweet au fost efectuate pentru analiza modelelor de distributie a
fibrelor de colagen de tip I si III. Aceste metode au permis diferentierea clarda a componentei
fibrilare 1n functie de zonele complexului ombilico-placentar.

Tabelul 3. Metodele imunohistochimice utilizate in studiu
i Demascare

i Incubare

Anticorp

Dilutie

Sistem de detectie

Antigen

anticorp

Monoclonal mouse

| Bond Polymer Refine

' 20 minute

CD105 1:25 20 minute, Bond
anti-human, clona Detection System Epitope Retrieval
SN6h Solution 2
D2-40 Monoclonal mouse 1:100 Bond Polymer Refine 20 minute, Bond 20 minute
anti-human, clona Detection System Epitope Retrieval
D2-40 Solution 2
CD34 QBENd/10 prediluat Bond Polymer Refine | 20 minute, Bond 20 minute
Detection System Epitope Retrieval
Solution 2
AC133 Mouse, prediluat Bond Polymer Refine | 20 minute, Bond 15 minute
monoclonal, clona Detection System Epitope Retrieval
T595 Solution 2
VEGF-R2 | Rabbit polyclonal 1:200 Bond Polymer Refine | 20 minute, pH6, 20 minute
Detection System PT-Link

10




Pentru a determina prezenta celulelor stem, in cadrul studiului, s-au utilizat metode
imunohistochimice (folosind markeri precum CD105, CD34, AC133, D2-40, VEGFR-2). Acest
panel divers de markeri a permis identificarea unei populatii heterogene de celule stem in
cordonul ombilical si tesuturile placentare. Numarul total de preparate histologice confectionate
si studiate a fost 402.

3. Aspecte structurale macro- si microscopice ale componentelor complexului
ombilico-placentar

3.1. Descrierea arhitecturii vasculare a placentei umane

Studiul macromicroscopic a fost efectuat pe placente la termen (37-41 sdptamani de
gestatie), provenite dupa sarcini normale si finalizate cu nasterea unor nou-nascuti sanatosi. Cea
mai frecventd formad de placenta observatd in studiul dat a fost forma ovald — 39 (69,64%)
placente. Aceasta a fost urmatd de placente de forma rotunda — 14 (25%) cazuri. De asemenea,
mentionam ca in 3 cazuri (5,36%) placenta a avut forma triunghiulara. Cel mai frecvent pattern
de insertie al cordonului de placenta, observat in studiul dat, a fost insertia excentrica — 43
(76,79%) cazuri, urmat de insertia perifericda — 9 (16,07%) cazuri si insertia marginald — 4
(7,14%) cazuri.

Studierea preparatelor macromicroanatomice, obtinute prin metoda de coroziune, a
evidentiat cd fiecare arterd ombilicald, la intrarea sa in placenta, forma de la 2 pana la 3 ramuri
primare. Acestea au fost caracterizate printr-un model de ramificare bine definit si un traiect
liniar. Fiecare ramurd primard s-a ramificat, ulterior, in ramuri secundare, numarul acestora
variind de la 4 pand la 6 ramuri. Ambele tipuri de ramuri erau vizibile pe suprafata fetald a
placentei.

a, b.

: : t‘.&” - 4V Y{L?, b ‘h
Fig. 1. Sistemul arterial al placentei. a)M or ombilicale:
ramificatia primari si secundari; b) Traiect spiralat al ramurilor mici ale arterelor

placentare; ¢) Modelul dihotomic de distributie a arterelor placentare.
Preparat coroziv, x20

Ramurile secundare au prezentat un traiect radial spre interiorul placentei. Ramurile de
ordinul trei, partial vizibile pe suprafata placentei, imediat dupa descinderea lor din ramurile de
ordinul II, se adanceau sub placa coriald. Vasele cotiledonului au prezentat un model de
ramificare dispers. Ramurile intraplacentare din vilozitatile terminale au fost identificate ca
structuri care au un caracter terminal evidentiat prin aspect de ”fund de sac”. Totusi, de-a lungul
vaselor terminale au fost observate structuri asemanatoare mugurilor, ceea ce conferea vaselor

un aspect de “inmugurire”. Cel mai frecvent pattern de distributie ai afluientilor venei
ombilicale a fost localizarea ramurilor venoase intre cotiledoanele, mai rar, traiectul acestora
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fiind prin cotiledon. Frecvent, vena ombilicala a fost formata prin confluarea a 2-5 ramuri
venoase majore.

&

Fig. 2. a-b) Aspecte ale arhitecturii vasculare la nivelul cotiledonului; c-e) Aspecte
particulare ale ale sistemului venos placentar. Preparat coroziv, x20, x50

Mentionam ca, intre arterele ombilicale au fost prezente anastomoze. Acestea, frecvent,
erau localizate in segmentul dintre punctul de insertie a cordonului (la 3-4 mm dupa insertie) si
ramificarea arterelor. In schimb, nu au fost identificate anastomoze directe intre arterele
aceluiasi cotilidon sau cotiledoanele vecine, precum si intre sistemul arterial si cel venos al
placentei.

3.2. Evidentierea particularititilor structurale microscopice a tesuturilor placentare

in ansamblu, studiul aduce in prim plan detaliile structurii si compozitiei placentare la
termen, evidentiind variatiile intre diferitele tipuri de vilozitati si zone ale placii coriale, precum
si caracteristicile celulelor deciduale. Au fost identificate caracteristicile tipice ale placentei
mature, cum ar fi prezenta sincitiotrofoblastului, citotrofoblastului, capilarelor fetale si celulelor
stromale. Au fost descrise trei tipuri de vilozitati: stem, intermediare si terminale, cu
variabilitate in ceea ce priveste aranjarea fibrelor si cantitatea matricei extracelulare. Astfel,
vilozitatile coriale stem aveau matricea extracelulara bogata in fibre reticulare si de collagen.
Fibrele de colagen localizate in profunzimea vilozititilor erau groase, compacte si dispuse
circular in jurul vaselor sangvine. In timp ce fibrele de colagen de la suprafata vilozititii erau
subtiri si erau aranjate longitudinal, paralel cu axul vilozititii. Fibre reticulare groase, bine
conturate au fost observate imediat sub membrana bazald a trofoblastului, dar si in peretele
vaselor sangvine, in apropierea intimei. Pe masura ce se avanseaza catre vilozitatile intermediare
si terminale, cantitatea componentei fibrilare conjunctive se reduce, fiind reprezentate de fibrile
subtiri, cu un grad crescut de dezorganizate localizate predominante central. in schimb, fibrele
reticulare organizate Intr-un strat compact erau localizate in jurul capilarelor.

La nivelul placii coriale, fibrele de colagen sunt predominante, iar fibrele reticulare sunt
prezente in mai multe locuri, inclusiv sub epiteliul amniotic, sub trofoblast si in peretele vaselor
coriale mari. Doud modele de fibrinoid sunt identificate, unul fibros cu fibre reticulare groase si
ramificatii scurte si unul matriceal cu fibre fine si o plasa fibrilara find inglobata intr-0 matrice
amorfa. Celulele deciduale au fost caracterizate ca avand nucleu mare, rotund si citoplasma
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abundentd. Aceste celule formeazd grupuri inconjurate de o stromd conjunctiva, fibrele de
colagen tip I, avand un traiect usor ondulat, iar alocuri fiind subtiri si fragmentate. Zonele
centrale ale stromei deciduale au fibre reticulare mai groase si organizate, in timp ce zonele
periferice contin fibre groase si subtiri care se intersecteaza.

—.= - ' b.w i

: 4 ¢ o 7 L ISR
Fig. 3. a-d)Aspecte de aranjament spatial al componentei fibrilare din arborele vilos si e-f)
fibrinoidul de la nivelul plicii coriale. X200, x630; Coloratia tricroma Masson (a-b),
Impregnare argentici Gordon-Sweet (c-f)

3.3. Particularititi structurale microscopice ale vaselor ombilicale

Au fost identificate doud modele de aranjare a vaselor ombilicale in interiorul
cordonului: modelul triunghiular — 43 (76,79%) cazuri si modelul liniar — 13 (23,21%) cazuri.
Pentru ambele tipuri de vase a fost caracteristic absenta adventitiei. De asemenea, mentionam
ca, ambele tipuri de vase, pe intregul lor traseu, erau lipsite de membrana elastica externd, vaso-
vasorum, inervatie si nu formau ramificatii.

Tunica intima a arterelor ombilicale este caracterizata de celule endoteliale cu nuclee
proeminente, care devin aplatizate in zonele de ramificatii. De asemenea, aceasta tunica contine
celule musculare netede mai mici si mai subtiri in comparatie cu cele din tunica medie.
Remarcam ca, printre celulele musculare netede ale intimei au fost observate si miofibroblaste.
Interesant, a fost imposibilitatea identificarii membranei elastice interne. Tunica medie a fost
organizatd in doud straturi de celule musculare netede: un strat intern cu miocite dispuse
longitudinal si un strat extern cu miocite dispuse circular sau in spirala. Densitatea celulelor
musculare netede variaza, fiind maximald in stratul extern. O particularitate a mediei a fost
prezenta unor spatii intermusculare largite (veziculoase) umplute cu continut mucoplizaharidic,
cee ace conferea mediei un aspect spumos. Remarcam ca, aceste structuri veziculoase, in zonele
periferic ale mediei, se continuau cu spatiile din substanta gelatinoasa Wharton.

Intima si media venei ombilicale sunt mai subtiri si mai compacte. O caracteristica
distinctivd a venelor este prezenta membranei elastice interne, care este bine dezvoltatd si
continud. Tunica medie a venei este organizata, de aemenea, in doua straturi, doar cd acestea nu
sunt bine definite. In vene, densitatea structurilor veziculoase intermusculare este redusa.
Aranjarea longitudinald a miocitelor este observata in portiunile externe ale mediei si implica
adesea grupuri mici de celule. Reiesind din observatiile obtinute referitor la dimensiunea
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vaselor, dar si grosimea peretilor acestora, a fost efectuatd analiza morfometrica pentru ambele
tipuri de vase (Tabelul 4).
4 S

v (e

W a8

A
,C) versus vena
ombilicala (d,e,f), x25, x100, x400, Coloratia Hematoxilina-Eozina

Analizand datele obtinute putem spune cd, vena este mai lata decat artera cu 27,22%,
respectiv grosimea peretelui arterei este mai mare cu 37,53%. Diferentele obtinute la
compararea datelor dintre artere si vena, atit pentru diametrul (testul Kruskal-Wallis, t=37,58,
p<0,001), cat si pentru grosimea vasului (t-Student, t=12,26, p<0,001), au fost statistic
semnificative.

Tabelul 4. Analiza morfometrici a vaselor cordonului ombilical

Parametrii statistici

Vasul ombilical

Media | DS 1HQ Mediana Mo
Artera Diametrul extern, mm 1,63 035 | 1,35-1,76 1,55 1,77
ombilicald | Grosimea peretelui, mm 065 | 0,11 | 0,57-0,71 0,63 0,68
Vena Diametrul extern, mm 2,24 0,51 | 1,86-2,63 2,19 1,86
ombilicald | Grosimea peretelui, mm 0,41 0,09 | 0,34-0,46 0,38 0,36

Nota: n — numdrul de vase mdsurate a fost 56 artere si respectv 56 vene; mdsuratorile inifial au fost obtinute in
mkm, dupa care au fost transformate in mm.
in ambele tipuri de vase, fibrele de colagen tip I sunt distribuite neuniform. in artere,
acestea sunt concentrate in principal in tunica intima, iar in vene, densitatea lor este mai redusa.
in artere, fibrele de colagen tip T sunt prezente si in jurul miocitelor din tunica medie si in jurul
spatiilor veziculoase cu continut mucopolizaharidic. In vene, fibrele de colagen tip | sunt mai
groase in intima si au un aspect de membrana la limita dintre intima si medie. Fibrele reticulare
sunt predominant localizate in tunica medie a ambelor tipuri de vase, formand o carcasa de
suport pentru miocite. Distributia acestora poate fi liniard sau areolara. In zonele cu continut
mucopolizaharidic, fibrele reticulare pot fi fragmentate si pot forma un perete subtire pentru
aceste structuri. Densitatea fibrelor reticulare este mult redusa sau chiar absenta in tunica intima.
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3.4. Proprietitile biomecanice ale arterelor ombilicale decelularizate

Utilizarea tehnicilor de inginerie tisulard reprezintd o solutie promititoare pentru
rezolvarea problemei deficitului de grefe vasculare. Pana in prezent, incd nu s-a reusit crearea
unui vas ideal, care s imbine in totalitate proprietitile unui vas sangvin biologic, cum ar fi bio-
compatibilitatea, proprietatile mecanice, suprafata anti-trombogenica, porozitatea ridicata si bio-
degradabilitatea. Identificarea unei metode de decelularizare optimale a fost un obiectiv
important pentru studiul nostru, care vine sa integreze cunostintele din domeniile biologiei,
medicinei si ingineriei tisulare.

Pentru studierea proprietatilor biomecanice ale arterelor ombilicale au fost intreprinsi
urmatorii pasi: 1. arterele au fost extrase din componenta cordonului ombilical; 2. acestea au
fost spalate bine; 3. arterele au fost supuse procesului de decelularizare; 4. arterele decelularizate
au fost fragmentate in segmente a cite 5 cm lungime; 6. segmentele arteriale decelularizate au
fost supuse testelor biomecanice (testele de rezistenta la intindere si presiune); 6. in final,
segmentele de vase au fost caracterizate morfologic. Caracterizarea morfologicd a inclus
studierea aspectelor structurale ale arterelor decelularizate (gradul de decelularizare, calitatea
componentelor matricei extracelulare), dar si a segmentelor de artere ombilicale supuse testului
de rezistenta la presiune.

Examenul morfologic al arterelor ombilicale decelularizate

Avrterele decelularizate au prezentat un lumen larg versus arterele contractate din grupul
martor, care aveau un lumen neregulat si ramificat. Microscopic, S-a observat ca, decelularizarea
a dus la reducerea spatiilor mucopolizaharidice interlaminare de la nivelul mediei. in functie de
metoda de decelularizare utilizata a variat gradul de succes al procesului. Prin utilizarea solutiei
de tripsind, decelularizarea a fost neomogend, cu un grad de decelularizare mai pronuntat in
portiunile externe ale mediei si in intima. Metoda chimica cu SDS a dus la o decelularizare
completd si omogend, pastrand matricea extracelulara si fibrele de colagen bine conservate.
Metoda combinatd a produs o decelularizare partial completa, cu prezenta redusa a celulelor sau
a resturilor celulare, iar matricea extracelulara a fost, in general, bine conservata. Fibrele de
colagen au avut variate grosimi si distributii in functie de metoda de decelularizare, iar in
anumite zone au prezentat fragmentari.

in scopul evaluarii efectului decelularizarii asupra grosimii peretelui arterial s-a realizat
morfometria pentru toate segmentele arteriale supuse decelularizarii prin cele trei metode
utilizate. Datele obtinute au fost expuse in Tabelul 5.

Tabelul 5. Analiza morfometrici a segmentelor de artere ombilicale supuse procedeelor de
decelularizare

: Grosimea peretelui (mm)
Media | DS 1HQ Mediana | Mo

20 0,46 0,06 | 0,40-0,51 0,47 0,35

Piesele vasculare

Segmente supuse decelularizarii
prin aplicarea sol. 1% SDS
Segmente supuse decelularizarii
prin aplicarea sol. Tripsind
Segmente supuse decelularizarii
prin metoda combinata

Nota: n — numarul de segmente masurate; masurdtorile initial au fost obfinute in mkm, dupd care au fost
transformate in mm.

20 0,59 0,03 | 0,57-0,61 0,60 0,52

20 0,42 0,08 | 0,34-0,48 0,40 0,40
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Pentru a estima impactul procedeelor de decelularizare asupra morfologiei arterelor, s-au
comparat valorile medii a diametrului extern si grosimii peretelui vasului. Diferentele obtinute la
compararea datelor intre arterele nedecelularizatd si decelularizate cu ajutorul celor 3 metode,
atat pentru diametrul extern, cat si pentru grosimea vasului sunt reprezentate in Tabelul 6.

Tabelul 6. Diametrul si grosimea peretelui arterelor decelularizate prin cele trei metode de
decelularizare raportate la lotul martor (artere nedecelularizate)

Diametrul extern, mm Media DS
Artere nedecelularizate 1,63 0,35
Artere decelularizate cu sol. 1% SDS 2,10 0,16 | 25,7293 | <0,001"
Avrtere decelularizate cu sol. Tripsina 2,22 0,09 | 29,9585 | <0,001"

Avrtere decelularizate met. combinata (1% SDS+Tripsina) 2,09 0,14 26,5738 <0,001f

Grosimea peretelui, mm ‘ ‘
Avrtere nedecelularizate 0,65 0,11

Artere decelularizate cu sol. 1% SDS 0,46 0,06 | -67,3232 | 1,0000*
Artere decelularizate cu sol. Tripsina 0,59 0,03 | -21,6892 | 1,0000*

Avrtere decelularizate met. combinat (1% SDS+Tripsina) 0,42 0,09 | 68,6421 | <0,001%

Nota: X — media, DS — deviatia standard, * intre grupele comparate nu au fost stabilite deosebiri veridice, p’ -
valoare obtinuta prin testul Kruskal-Wallis, p* - valoare obtinuta prin testul Anova.

Caracterizarea biomecanicd a arterelor ombilicale decelularizate a fost realizatd prin
testul de rezistentd la intindere si testul de rezistenta la gonflare. Astfel, pentru arterele
decelularizate prin metoda combinati, valorile fortei de tractiune au variat de la 1,75N la 1,85,
iar diferenta aritmeticd intre valoarea medie a lotului control a fost de 0,50N. Arterele
ombilicale decelularizate prin metoda chimica (cu solutie 1% SDS) s-au rupt la valori situate
intre 1,7N si 2N. Cea mai insemnata diferentd de 0,75N, raportata la valorea medie a lotului
martor, a fost pentru vasele decelularizate prin metoda enzimatica (cu tripsind).

Tabelul 7. Compararea valorilor medii a fortei de intindere intre grupele de studiu

Tipul de artera ombilical

Martor (artere nedecelularizate)/Artere decelularizate cu sol. 1% SDS 22,1016 | <0,001F
Martor (artere nedecelularizate)/Artere decelularizate cu sol. Tripsina 30,8453 | <0,001F
Martor (artere nedecelularizate)/Artere decelularizate met. combinata 30,7601 | <0,001"

Artere decelularizate cu sol. 1% SDS/Artere decelularizate cu sol. Tripsina | 30,2942 | <0,001"

Artere decelularizate cu sol. 1% SDS/Artere decelularizate met. combinata | 0,0008 0,9778*

Artere decelularizate cu sol. Tripsina/Artere decelularizate met. combinatd | 413,5481 | <0,001%

Nota: * intre grupele comparate nu au fost stabilite diferente veridice, p' - valoare obtinutd prin testul Kruskal-
Wallis, p? - valoare obtinuta prin testul Anova.

Rezultatele testului de rezistenta la gonflare a evidentiat o rezistentd mare a arterelor
ombilicale la presiunea de 280 mm Hg pentru toate loturile incluse in studiu. Reiesind din
considerentul cd, atat in conditii fiziologice, cét si in patologii, presiunea in vasele de calibru
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DI<0,6 nu atinge nivelul de 200 mmHg, putem afirma c&, arterele ombilicale intacte si
decelularizate, din punct de vedere mecanic, sunt capabile sd fie utilizate in calitate de grefa
pentru substituire vasculara.

Segmentele de artere decelularizate supuse testului de rezistentd la presiune au fost
examinate microscopic pentru identificarea posibililor modificari ale componentei extracelulare
colagenice. Peretele arterelor decelularizate prin metoda chimicd nu a suferit schimbari
esentiale, grosimea acestuia nu s-a redus esential, iar carcasa de fibre de colagen a rdmas integra
si compacta.

Vase decelularizate met.Combinata post
testare
Vase decelularizate met.Combinata

0,11

0,42

Vase decelularizate Tripsina post testare 033

Vase decelularizate Tripsina I | 0,59

Vase decelularizate SDS post testare ﬁ 0,45
Vase decelularizate 5DS ﬁ 0,46

01 02 03 0,4 0,5 0,6

(=]

Grosimea peretelui, mm
Fig. 5. Redimensionarea grosimii peretelui segmentelor arterelor decelularizate post-testul
de rezistenta la presiune comparat cu grosimea segmentelor decelularizate pre-testare

Modificarile substantiale au fost observate in peretii arterelor decelularizate prin metoda
combinata. Chiar daca initial aceasta metoda a dat un grad crescut de decelularizare comparativ
cu metoda enzimaticd, totusi componenta extracelulara a fost afectata, respectiv am observat o
deformare a vaselor decelularizate post-testare la gonflare, precum si o reducere a grosimii
peretelui.

Tabelul 8. Compararea valorilor medii a grosimii peretelui vaselor decelularizate pana la
testare si post-testare

Tipul de artera ombilicala

Artere degelyl?rlzate met.chimica pre-testare /Artere decelularizate 0,1813 0,6727%
metoda chimica post-testare
Artere dece}ular}z.ftte met.enzimatica pre-testare /Artere decelularizate 600,1690 | <0,001
metoda enzimatica post-testare
Artere decelu?arlzvate met.combinata pre-testare /Artere decelularizate 2204319 | <0,001
metoda combinata post-testare

Nota: * intre grupele comparate nu au fost stabilite diferente veridice, p - valoare obtinuta prin testul Anova.

Astfel, arterele decelularizate prin metoda chimica (solutie 1% SDS) au demonstrat
superioritate comparativ cu cele care au fost decelularizate prin metodele combinatd si
enzimatica.
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3.5. Aspecte structurale specifice a substantei gelatinoase \WWharton

Substanta gelatinoasa Wharton este caracterizatd de un tesut heterogen, cu multiple
subpopulatii celulare si configuratii ale matricei extracelulare. Prin utilizarea metodelor
histologice si histochimice de colorare si clasificarii regionale propuse de Davies et al. (2017)
[21], s-au identificat patru regiuni topografice distincte: subamnioticd, perifericd, perivasculara
si intervasculard. Mentiondm ca, zona periferica a substantei Wharton a fost impartita in doua
subregiuni: regiunea superficiald spongioasa si regiunea profunda compacta.
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Fig. 6. Schema si reprezentarea histologica a zonelor substantei gelatino

ase Wharton

in general, substanta Wharton a demonstrat o structuri complexa si variabild in functie
de regiuni. Unele componente, cum ar fi fibrele de colagen si fibrele reticulare, au fost bine
reprezentate in intreaga substantd, in timp ce densitatea celulard si morfologia celulelor au
variat. Rezultatele sugereaza cd substanta gelatinoasd Wharton este un tesut complex, cu
caracteristici structurale diferite in functie de regiuni.

Densitatea celulard a variat in functie de regiune, fiind cea mai mare in zona
perivasculard si intervasculard. Morfologia celulelor a variat in intreaga substantd Wharton.
Predominant, celulele din zona periferica au fost stelate cu prelungiri lungi care permiteau
interconexiuni cu celulele vecine. Celulele din zona perivasculara au fost, frecvent, fusiforme si

au fost distribuite in mod uniform in jurul vaselor.
s - y »‘V‘;.', “:‘l’-“ "

Fig. 7. Aspecte morfologice ale celulelor substantei Wharton din zonele periferica si
perivasculari. a) zona periferici spongioasid cu numeroase celule apofizate, b) celule
miofibroblast-like, c) zonele perifericd compacti si perivasculari cu celule fusiforme, d)
morfologia celulei fibrocit-like; a, ¢) x100; b, d) X400, Coloratie tricromi Masson
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Componenta fibrilara, in special fibrele de collagen tip I, a fost bine reprezentata in toate
regiunile substantei Wharton. Totusi, perivascular, a fost observata o densitate crescutd de fibre

‘¢

Fig. 8. Particularititi structurale ale componentei fib
fibre birefringente din ariile periferica si subamniotici, ¢) zona periferici spongioasi cu
”despicituri stromale”, d) reminiscente ale ductului alantoidic, e-f) distributia fibrelor
reticulare din ariile periferica si subamniotica, x10, x20; Coloratia tricroma Masson. e-f)
x10, Impregnatie argentici Gordon-Sweet

Structurile observate in lumina polarizatd au indicat ca fibrele de colagen sunt mature.
Fibrele reticulare au fost bine reprezentate, In special, subamniotic, imediat sub membrana
bazala a epiteliului amniotic. Notdm ca, in 6 (10,71%) cazuri, in zona intervasculara, au fost
observate reminiscente celulare ale ductului alantoidian.

4. Caracteristica imunohistochimicd a celulelor din componenta complexului
ombilico-placentar

4.1. Expresia D2-40 in tesuturile complexului ombilico placentar

Studiul evidentiaza prezenta markerului D2-40 in diferite tipuri de celule si regiuni
tisulare in cordonul ombilical si in placenta, furnizand o perspectiva detaliatd asupra distributiei
si exprimarii acestui marker in contextul tisular specific.

in cordonul ombilical, markerul D2-40 a fost observat in mai multe portiuni, cu o
expresie predominant citoplasmatica, difuza si granulara. Markerul a fost detectat, in special, in
celulele epiteliului amniotic ombilical, cu o distributie in principal la polul bazal al celulei. in
zonele stratificate ale epiteliului, expresia a fost identificatd doar in celulele bazale, creand o
linie distincta de demarcatie.

in substanta gelatinoasa Wharton din cordonul ombilical, celulele D2-40+ au fost
prezente in toate zonele, dar cu o distributie neuniforma. Aceste celule au fost caracterizate de
morfologie variabild, inclusiv celule stelate cu prelungiri lungi si groase. in zonele subamniotici
si perifericd, expresia D2-40 a avut un pattern mixt membranar si citoplasmatic, iar in zona
subamnioticd toate celulele au fost D2-40+. in zona perifericd, celulele D2-40+ au creat un
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aspect reticular datoritd conexiunilor si prelungirilor lor.
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Fig. 9. Morfologia celulelor D2-40+ din cordonul ombilical. a) zona periferici; b) zona
subamniotica ; c) aspect lacunar al celulelor D2-40+; d) imunomarcaj pentru D2-40 la
nivelul epiteliului amniotic, x10, x20, x40, Imunoreactie pentru anti-D2-40, DAB

Pentru fiecare zona topografica a substantei Wharton a fost calculatd densitatea medie
de celule D2-40 pozitive. Astfel, s-a observat ca, densitatea celulelor D2-40+ a fost in scadere
din periferia cordonului ombilical spre zonele profunde, unde populatia celulard majoritara a
fost D2-40-.

Tabelul 9. Diferentele statistice obtinute la compararea Histo-scorului calculat pentru
celulele D2-40+ din zonele substantei gelatinoase Wharton a cordonului ombilical

H-scor ZS VAR ZPc ZPv Zlv
Media 284,62 282,42 181,25 57,02 12,08
DS 36,79 28,19 37,11 26,52 10,59
Mediana 300 286,40 183,39 48,67 11,46
1Q 300-300 | 277,78-300 | 149,49-197,72 | 40,79-69,74 | 5-15,65
75 t i -0,2417 -10,0857 -25,5871 -36,2928

p 0,8101* <0,001 <0,001 <0,001
7Ps t -0,2417 ) -11,0698 29,6974 -45,7757

p 0,8101* <0,001 <0,001 <0,001
ZPc t -10,0857 -11,0698 i 13,8868 -22,3493

p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
7Py t -25,5871 29,6974 13,8868 i -8,0253

p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Z1v t -36,2928 -45,7757 -22,3493 -8,0253 i

p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Nota: ZS - Zona subamnioticd; ZPs - Zona periferica spongioasd; ZPc - Zona periferica Compactd,; ZPv - Zona
perivasculara; ZIV - Zona intervasculard; p — valoare obtinutd prin testul Student, * intre grupele comparate nu
au fost stabilite deosebiri veridice
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Celulele endoteliale ale vaselor ombilicale au fost D2-40 negative, iar in zona substantei
Wharton au fost identificate si resturi celulare ale ductului alantoidian cu exprimare D2-40+. De
asemenea, in straturile profunde ale substantei Wharton au fost identificate celule D2-40+ cu
morfologie diferita, inclusiv celule fusiforme.

La nivelul tesutului placentar, celulele deciduale au exprimat variabil markerul D2-40,
cu modele membranare sau citoplasmatice. In vilozititile coriale, expresia D2-40 a fost
neuniformi, cu distributie heterogena in functie de tipul de vilozitate. In vilozitatile terminale, s-
a observat expresia nucleard a markerului in sincitiotrofoblast. De asemenea, in cadrul placii
coriale si a epiteliului amniotic au fost observate celule fibroblast-like D2-40+.

4.2. Expresia CD105 in cordonul ombilical si tesutul placentar

Colorarea cu anti-CD105 a rezultat in semnale de culoare bruni, observate la nivel
membranar, nuclear si citoplasmatic. Celulele stem mezenchimale din cordonul ombilical si
tesuturile placentare au prezentat exprimare pentru CD105, chiar dacd nu toate exprimau si
markerul de suprafata CD34. in vasele ombilicale, celulele endoteliale au exprimat CD105 cu
intensitati variabile, iar expresia a fost observatd si in grosimea peretelui vascular, aspect datorat
structurilor veziculoase cu mucopolizaharide localizate printre straturile de miocite netede.
Epiteliul amniotic ombilical a prezentat o exprimare citoplasmatica si membranara a CD105, iar
in substanta gelatinoasd Wharton, celulele stromale CD105+ au fost distribuite neuniform.
Astfel, au existat zone unde numarul acestor celule era mai mare si zone unde densitatea
celulelor CD105-negative a predominat. Analizadnd proportiile celulelor CD105 pozitive si
intensitatea de exprimare a acestui marker, a fost calculat "Histo scor"-ul. La compararea datelor
pentru H-scor, au fost obtinute urmatoarele diferente statistic semnificative (Tabelul 10).

Tabelul 10. Diferentele statistice obtinute la compararea Histo-scorului calculat pentru
celulele CD105+ din zonele substantei Wharton a cordonului ombilical

H-scor zZP ZPv Zlv
Media 77,54 15,73 35,48
DS 9,68 6,63 14,47
Mediana 80 15,10 33,14
1nQ 70,59 - 8571 | 11,11-1856 | 2593-44

t 26,8651 12,3145
ZP P i <0,001 <0,001
t 26,8651 6,3260
ZPv p <0,001 i <0,001
t 12,3145 6,3260
ZIlv -
p <0,001 <0,001

Nota: ZP - Zona periferica;; ZPv - Zona perivascularda; ZIV - Zona intervasculard,; p — valoare obfinutda
prin testul Student, * intre grupele comparate nu au fost stabilite deosebiri veridice.

Din punct de vedere structural, celulele CD105+, in special cele din zona periferica, dar
si din alte regiuni ale substantei Wharton, erau fusiforme, cu o cantitate moderata de citoplasma
si un nucleu eucromatic. Aceste celule prezintau scurte prelungiri citoplasmatice.
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in placents, exprimarea CD105 a fost observata in diverse structuri, incluzand celulele
epiteliului amniotic, placa coriala, celulele deciduale si vilozitatile coriale. S-a observat expresie
CD105 in sincitiotrofoblast pentru toate tipurile de vilozitati coriale, Densitatea cea mai mare de
vase CD105+ a fost pentru vasele localizate in vilozitatile stem si trunchiurile magistrale, iar
cele mai multe vase cu endoteliul CD105- au fost identificate in vilozitatile terminale.

N ) Ko
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Fig. 10. Imunoexpresia markerului CD105 de citre: a) celulele membranei amniotice si din
substanta Wharton; b) celulele sincitiotrofoblastului si vase la nivel de vilozititi tip tulpini
si terminale, X200, x400; Imunoreactie pentru anti-CD105, DAB

Un alt moment important pentru vasele CDI105 pozitive a fost prezenta unei
heterogenitati de expresie. Astfel, au fost identificate vase sangvine care exprimau partial
imunomarcajul, ceea ce presupunea prezenta a doua populatii celulare: celule endoteliale
CD105+ si celule endoteliale CD105-. De asemenea, celulele stromale CD105+ au fost
observate in stroma vilozitatilor si celulele deciduale au prezentat o exprimare membranara
intensd a markerului CD105.

4.3. Expresia CD34 in cordonul ombilical si tesutul placentar

in cordonul ombilical, expresia CD34 a fost identificati in celulele endoteliale
vasculare, cu o distributie omogena si continua in artere si vene. Intensitatea expresiei a fost
estimatd ca crescutd (3+). De asemenea, celulele stromale CD34+ au fost identificate in
substanta gelatinoasa Wharton, cu o distributie neuniforma si expresie scazuta (1+). Celulele
CD34+ non-endoteliale au fost localizate in zonele periferica si perivasculard, cu o expresie
variabild si un pattern membranar si/sau citoplasmatic. Totusi, densitatea cea mai mare de celule
CD34+ a fost pentru zona periferica a stromei cordonului ombilical, unde numarul de celulele
CD34+ a variat intre 8 si 19 celule/camp. Morfologic, celulele CD34+ din zona periferica,
puteau fi caracterizate prin aspectul sdu apofizat, prezentdnd prelungiri citoplasmatice lungi
si/sau scurte. Aceste celule contineau un nucleu mare, eucromatic, oval/rotund. Un aspect foarte
important de mentionat este faptul ca, expresia markerului a fost neuniforma chiar in cadrul
aceleiasi celule. Astfel, frecvent, au fost observate celule pozitive care prezentau expresie focala
atat la nivel membranar, cat si citoplasmatic. La analiza datelor obtinute pentru H-scor, au fost
identificate diferente statistice semnificative intre grupuri (Tabelul 11).

in placenti, CD34 a fost exprimat intens in vasele placentare, atit din vilozitatile coriale,
cét si din placa coriald, cu un pattern mixt la nivel membranar, citoplasmatic si chiar nuclear. De
asemenea, celule CD34+ non-endoteliale au fost identificate in stroma vilozitatilor, cu expresie
scazuta (1+).
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Tabelul 11. Diferentele statistice obtinute la compararea Histo-scorului calculat pentru
celulele non-endoteliale CD34+

 Media | DS = Mediana  11Q
Zona periferica 52,67 21,40 45,60 41,51 -53,93
96,0299 <0,001
Zona perivasculara 11,14 6,63 10,42 9,23-12,80

p — valoare obtinuta prin test Anova

Studiul detaliat preparatele, am identificat doua tipuri distincte de celule CD34+ non-
endoteliale. Primul tip celular, de dimensiuni mici, era predominant localizat in regiunile
periferice ale vilozitatilor, exprimand markerul intens (3+), cu un pattern similar celulelor
endoteliale. Cel de-al doilea tip celular, frecvent localizat in regiunile centrale ale vilozitatilor,
avea o forma apofizatd, cu variabilitate in intensitatea expresiei. De asemenea, au prezentat
imunomarcaj CD34+: citotrofoblastul, sincitrofoblastul, unele celule deciduale, celule epiteliale
amniotice si celule stromale din tesutul mesenchimal subamniotic.

—=cf* ®

s
" P - C.
R 3 P2 r'e

Fig. 11. Aspecte particulare de prezenta celulelor CD34 pozitive non-endoteliale: a) celule
stromale din vilozititile coriale; b) placa coriali; c) celule deciduale. x10; x20;x40;
Imunoreactie pentru anti-CD34, DAB

4.4. Expresia AC133 in cordonul ombilical si tesutul placentar

Studiul a evidentiat distributia heterogena si complexa a celulelor AC133 pozitive, atat
in cordonul ombilical, cat si tesuturile placentare, relevand, astfel, potentialul acestor celule in
regenerarea tesuturilor. Celulele endoteliale din vene au fost CD133 pozitive, in timp ce cele din
artere au fost CD133 negative. Totusi, celulele endoteliale din tesuturile placentare nu au
exprimat markerul CD133. Morfologic, celulele CD133 pozitive non-endoteliale au avut
prelungiri citoplasmatice lungi si au prezentat pattern-uri citoplasmatice sau granulare.

Tabelul 12. Diferentele statistice obtinute la compararea Histo-scorului calculat pentru
celulele non-endoteliale AC133+

Media DS Mediana

Zona periferica 85,92 28,61 95,54 52,30 - 112,50

134,7256 |<0,001

Zona perivasculara 17,98 8,562 14,96 10,84 - 25,85

p —valoare obtinuta prin test Anova
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Intensitatea de exprimare a fost scazutd (1+) si/sau moderata (2+). Densitatea celulelor
CD133 pozitive a variat in cele 2 zone studiate. Analizand proportiile pentru celulele
CD34/AC133 pozitive si negative in cele doud zone studiate am observat ca zona perivasculara
a fost populata preponderent de celule ai caror profil molecular era CD34- si AC133-, doar o
mici parte de celule erau pozitive. In schimb, zona periferica a fost populata de celule stromale
ce au prezentat profil molecular mixt.
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Fig. 12. a) Analiza comparativa a proportiilor celulare CD34 si AC133 in zonele periferici
si perivasculari din substanta gelatinoasa \Wharton; b) Aspecte particulare ale celulelor
stromale AC133+ din substanta gelatinoasd Wharton, x10, x40; Imunoreactie pentru anti-
AC133, DAB

in placents, exprimarea markerului AC133 a fost observati in celulele epiteliului
amniotic, celulele stromale din stratul mezenchimal subamniotic si unele celule deciduale. A
fost remarcata diversitatea morfologica a celulelor stromale AC133 pozitive. Markerul AC133
nu a fost exprimat in vilozitatile coriale, iar exprimarea sa in celulele deciduale a fost focala.

4.5. Expresia VEGFR-2 in cordonul ombilical si tesutul placentar

Celulele endoteliale din vasele ombilicale au prezentat o reactie pozitivi omogena la
nivel membranar si citoplasmatic pentru VEGFR-2, cu intensitate moderatd sau crescutd. De
asemenea, imunomarcajul a fost prezent in spatiile mucopolizaharidice din medie, in special in
vena ombilicala.
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Fig. 13. Celule endoteliale VEGFR-2 pozitive de la nivelul arterelor ombilicale (a) si venei
ombilicale (b). Prezenta numeroaselor vezicule extracelulare in media venei (b), X100,
x400; Imunoreactie pentru anti-VEGFR-2, DAB
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Celulele stromale din zona periferica si perivasculard a substantei Wharton au exprimat
markerul VEGFR-2 in modele diverse, iar microveziculele extracelulare au prezentat semnal
pozitiv, mai ales in zonele superficiale spongioase. De asemenea, exprimarea a fost observata in
celulele epiteliului amniotic ombilical, cu intensitate inalta si distributie neuniforma.

in placentd, markerul VEGFR-2 a fost exprimat in trofoblast, cu intensitate diferita intre
sincitiotrofoblast si citotrofoblast. De asemenea, celulele endoteliale din vasele fetale si unele
celule stromale din vilozititile terminale au exprimat VEGFR-2. Celulele deciduale au
prezentat, de asemenea, exprimare a markerului, cu intensitate moderata, iar celulele epiteliului
amniotic au fost pozitive pentru VEGFR-2, cu distributie neuniforma.

Sumarizarea datelor obtinute aratd cd, cordonul ombilical si componentele placentei la
termen, precum placa coriald, epiteliul amniotc, stroma vilozitatilor coriale contin grupuri de
celule hematopoietice, care nu sunt asociate cu circulatia fetald sau materna si sunt separate de
celulele endoteliale care exprimd CD34, CD133 si VEGFR-2 (Figura 14).

zona perivasculara

zona periferica

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 80%  100%

Hcelule CD34+ W celule CD34- HEcelule AC133+ W celule AC133-
Hcelule CD105+ M celule CD105- wicelule D2-40+ M celule D2-40-
Fig. 14. Evidentierea caracterului heterogen al populatiilor celulare stem in zonele
periferica si perivasculara a substantei gelatinoase Wharton

Prin utilizarea markerilor vasculari (CD133, CD34, VEGFR-2), am putut analiza
comportamentul celulelor endoteliale pentru a evalua posibila lor utilitate in ingineria tesutului
vascular. Identificarea unei surse potentiale adecvate de celule cu potential vascular ar putea
avea o mare valoare in generarea de structuri vasculare de dimensiuni mari, similare arterelor si
venelor. In acest context, s-a constatat ci expresia la CD133, o proteind implicatd in adeziunea
celulard, a fost negativa in celulele endoteliale ale arterelor ombilicale si usoar pozitiva in vene.
in schimb, s-a observat o exprimare intensi a markerului CD34 in toate vasele sangvine din
cordonul ombilical si vasele placentare. Aceastd expresie puternicd a markerului CD34
sugereazd un potential ridicat al celulelor endoteliale pentru diferentiere. Markerul CD34 este
cunoscut ca fiind amplu exprimat de catre celulele progenitoare endoteliale implicate in
dezvoltarea vaselor de sdnge mici, in special a capilarelor [4]. De asemenea, s-a observat o
expresie moderata a markerului VEGFR-2 in celulele endoteliale si celulele stromale din zona
periferica si subamniotica [22]. Faptul ca toate celulele endoteliale si unele celule stromale din
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regiunile specifice ale complexului ombilico-placentar au prezentat o expresie a acestor markeri
sustine potentialul celulelor cordonului ombilical de a se diferentia spre linia celulara vasculara.

Rezultatele obtinute indicd nu numai prezenta unor populatii celulare heterogene, ci si
localizarea specifica a acestora in cordonul ombilical si in tesuturile placentare. Prin urmare,
rezultatele noastre sugereaza ca celulele din zona periferica pot fi utilizate cu succes ca grefe
celulare in ingineria tisulara. In plus, diversitatea profilului molecular al celulelor stromale din
cordonul ombilical sugereaza ca aceste celule ar putea fi utilizate nu numai cu rol angiogenic, ci
si pentru generarea altor organe si tesuturi umane.

CONCLUZII GENERALE

1. Sistemul vascular placentar este caracterizat de modelul dihotomic bine definit, de tip mixt,
fara a prezenta anastomoze directe intre sistemul arterial si cel venos, dar si intre ramurile
acestor sisteme in particular. La nivelul vilozitatilor terminale, ramurile vasculare
intraplacentare poartd un caracter terminal bine stabilit.

2. Prezenta celulelor musculare netede la nivelul intimei si a unui numar mare de structuri
veziculoase intermusculare de la nivelul mediei determind diferente (cu 37,53%) in
grosimea peretelui arterelor ombilicale versus vena ombilicala.

3. Distributia fibrelor de colagen de tip I in cordonul ombilical si tesuturile placentare a fost
predominant perivasculara, sub membrana amniotica, iar la nivelul vaselor sangvine in
intima si in zona periferica a mediei. Fibrele reticulare au prezentat o distributie omogena
descrise prin doua pattern-uri distincte: liniar si areolar.

4. Metoda chimica cu solutie de detergent de 1% dodecil sulfat de sodiu (SDS), utilizata
pentru decelularizarea arterelor ombilicale, s-a dovedit a fi cea mai eficienta prin obtinerea
unei decelularizari totale, comparativ cu metodele enzimatica si mixta.

5. Arterele ombilicale decelularizate prin metoda chimicd mentin proprietétile morfologice
(carcasa colagenica intactd) si calitdtile mecanice pertinente pentru utilizarea acestora in
calitate de grefe vasculare cu diametru mic, de pana la 1 mm.

6. Componenta celulara a zonei periferice din cadrul substantei gelatinoase Wharton
expreseaza combinatia de markerii CD105+, CD34+, AC133+, D2-40+, VEGFR-2+, ceea
ce denotd o populatie celulara heterogena, si prin urmare, aceastd zona poate servi drept
sursd de celule stem pluripotente utilizate nu doar cu rol angiogenic, ci si cu rol generator a
altor tipuri de tesuturi umane.

7. ldentificarea microveziculelor extracelulare CD105+, VEGFR-2+ in spatiile matricei
tisulare, precum si printre miocitele netede din peretele vaselor ombilicale, sugereaza ca
substanta gelatinoasa Wharton reprezintd un depozit important de substante biologic active.

RECOMANDARI

1. Pentru a obtine o decelularizare eficientd a arterelor cordonului ombilical, pastrand
proprietatile biomecanice satisfiacatoare ale vasului, recomandam utilizarea solutiei cu 1%
dodecil sulfat de sodiu (SDS).

2. Pentru a permite restrangerea timpului de expunere a vaselor ombilicale la actiunea toxica a
solutiilor de detergenti in procesul de decelularizare, recomandam concomitent cu procedeul
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10.

11.

12.

de imersie utilizarea unui sistem de perfuzie, prin care solutiile sunt perfuzate continuu prin
lumenul vasului. De asemenea, dubla actiune asupra vasului minimalizeazd efectele
distructive asupra componentei fibrilare a matricei extracelulare.

Pentru evaluarea rezistentei arterelor ombilicale decelularizate, inainte de efectuarea grefei
vasculare, recomandam utilizarea testului de rezistentd la gonflare, urmat de examinarea
histologica in vederea identificarii eventualelor modificari ale carcasei de colagen.

Pentru a obtine un preparat coroziv de inalta calitate al placentei, recomanddm in prima faza
injectarea polimerilor in artere, urmata de injectarea sistemului venos.

Pentru determinarea profilului populatiei celulare stem mezenchimale, recomandam
folosirea unui set de trei markeri: anti-CD105, anti-CD133, anti-CD34.
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ADNOTARE
Globa Lilian
»Complexul ombilico placentar — sursa de grefare tisulara si celulara”,
Teza de doctor in stiinte medicale, Chisiniu 2023

Structura tezei: introducere, 5 capitole, concluzii generale §i recomandari, bibliografie din 204
titluri, 118 pagini de text de baza, 56 figuri, 19 tabele, 2 anexe. Rezultatele obtinute au fost
publicate in 9 lucréri stiintifice.

Cuvinte cheie: placenta, cordon ombilical, membrana amnioticd, artere ombilicale
decelularizate, celule stem mezenchimale, inginerie tisulara, grefa tisulara, grefa celulara.
Scopul lucrarii: Determinarea particularitatilor structurale ale componentelor complexului
obtinere a grefelor tisulare si celulare pentru ulterioara lor transplantare.

Obiectivele cercetarii: Identificarea aspectelor particulare ale arhitecturii vasculare placentare.
Descrierea si determinarea modelelor de distributie ale fibrelor de colagen tip I si tip III in
cadrul cordonului ombilical si placentei. Studierea particularutitilor morfologice si
morfometrice ale vaselor ombilicale. Identificarea metodelor optimale de decelularizare pentru
arterele ombilicale cu studierea ulterioarda a proprietatilor lor biomecanice. Studiul
imunohistochimic al componentei celulare stromale (CD34, CD105, AC133, D2-40, VEGFR-2)
in structurile complexului ombilico-placentar.

Noutatea si originalitatea stiintificd: A fost redusa semnificativ durata expunerii fragmentelor
vasculare la actiunea toxicd a solventilor utilizati in procedeele de decelularizare. A fost
demonstartd eficienta metodei de decelularizare cu detergenti comparativ cu alte metode
(enzimatica, combinatd). A fost identificat testul de resitentd cu cea mai mare valorare practica
care evidentiaza modificarile scheletului colagenic post decelularizare. A fost adaptat procedeul
tehnicii de corozie pentru placenta, cu elaborarea de recomandari. Au fost descrise modelele de
distributie a fibrelor de colagen de tip I si tip III. A fost confirmata heterogenitatea populatiei de
celule stem din cadrul substantei gelatinoase cu prezenta celulelor stem hematogene in tesuturile
fixe ale cordonului ombilical, sugerand folosirea lor in regenerarile tisulare.

Problema stiintifici importanti solutionati: Componenta celulard a zonei periferice din
cadrul substantei gelatinoase Wharton expreseazd combinatia de markerii CD105+, CD34+,
AC133+, D2-40+, VEGFR-2+. Metoda chimicd utilizatd pentru decelularizarea arterelor
ombilicale, ce implica utilizarea solutiei de detergent de 1% dodecil sulfat de sodiu (SDS), s-a
dovedit a fi cea mai eficienta in eliminarea celulelor si obtinerea unei structuri omogene. Vasele
ombilicale decelularizate prezinta proprietati mecanice si morfologice favorabile, ceea ce le face
potrivite pentru utilizarea ca grefe in ingineria tisulara.

Semnificatia teoreticd si valoarea aplicativd a lucrarii: Studiul evidentiazad potentialul
terapeutic al arterelor ombilicale, precum si importanta substantei Wharton, ca sursa valoroasa
de celule stem pluripotente. Identificarea microveziculelor extracelulare si prezenta spatiilor
veziculoase intermusculare sugereaza ca cordonul ombilical reprezintd un depozit de substante
biologic active. Diversitatea profilului molecular al celulelor stromale cu potential de celula
Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele studiului dat au fost implementate in
activitatea didactica si stiintifica a Catedrei de histologie, citologie si embriologie, Laboratorului
de ingenerie tisulara si culturi celulare si Laboratorului de morfologie al USMF “Nicolae
Testemitanu”.
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AHHOTALIMUA
I'noda JIntuan
«Il1aneHTapHO- My IOBHHHBIN KOMILJIEKC - HCTOYHHUK JIUISI TKAHEBBIX H KJIETOYHBIX
TPAHCIJIAHTATOB», J{HccepTanus Ha cOMCKAaHNe YUEHOI CTeNeHH KaHanIaTa
MeIMIUHCKUX HayK, Kummnes, 2023

CTpyKTypa AMccepTalMu: BBEACHUE, 5 IiiaB, OOIIME BBIBOABI U pEKOMEHAAIMH, Oubnuorpadus us
204 nauMeHoBaHui, 118 cTpaHHIBI OCHOBHOIO TeKCTa, 56 PUCYHKOB, 19 TabuuL, 2 NpUIIOKEHHUS.
Ilony4eHHsle pe3yabTaThl ObUIM OMYOIMKOBAHbI B 9 HAYUHBIX CTATHAX.

KiioueBble cj10Ba: IUIAlCHTa, MYMOBHHA, aMHUOTHYECKas MeMOpaHa, ICLe/UTIONISIPH3HPOBAaHHBIC
MYIOYHbIE apTEepHH, ME3CHXHMAJbHBIC CTBOJIOBBIC KIICTKH, TKAHEBas WHXKCHEPHs, TKAHEBOM
TPAHCIUIAHTAT, KJICTOYHBII TPAHCILUIAHTAT.

Heas uccaenoBanmsi: OnpeneieHue CTPYKTYPHBIX OCOOCHHOCTEH KOMIOHEHTOB ILIALICHTAPHO-
MYHNOYHOTO KOMIUIeKca (IylOBHHA M IUIALIGHTA) C ILIEJbIO BBISBJICHUS BO3MOXKHOCTH IOJy4YEHHS
TKaHEBBIX M KJIETOYHBIX TPAHCIUIAHTATOB JII UX IOCIIECAYIOIEH TPaHCIUIAHTAIHH.

3amxaun uccienoBaHus: BeisiBieHne 0cOOCHHOCTEH COCYAUCTON apXUTEKTYPHI IUIaleHThl. OnucaHue
U OmpefeieHne MOAENed pacmpeneneHus: KojulareHoBoIX BOOKOH | u III TumoB B mynoBuHE ©
mianeHre. M3ydenue MOp(HOIOrHIecKHX ¥ MOP(HOMETPHIECKUX OCOOCHHOCTEIl COCYIOB IYIIOBHHBIL.
OmpezeneHue ONTUMANbHBIX METOAOB ACLEIUIIONSPU3ALUM apTEePUi IyHNOBHHBI C IOCIEAYIOLIUM
U3Y4EHUEM UX OMOMEXaHMYECKUX CBOMCTB. FIMMYHOTMCTOXMMHUYECKOE HUCCIIEI0BAHUE CTPOMAIBLHOIO
knerouHoro kommnonenta (CD34, CD105, AC133, D2-40, VEGFR-2) B cTpykrypax IianeHTapHO-
IYTIOYHOI'0 KOMILIEKCA.

HoBu3zHa M OpPUIHHAJILHOCTH MCCJIENOBAHMIA: 3HAYMTEIBHO COKpAIEHA IPOJOKUTENLHOCTD
BO3JCHCTBHS HA COCYIHUCTbIe (PParMEeHThl TOKCHUECKOTO ACHCTBHS PACTBOPUTENEH, UCTIOIb3yEMbIX B
npouenypax — Jeuemnonspusaiuu.  JlokazaHa — 3(Q@(EKTUBHOCTb ~ JETEPreHTHOro  MeToja
NEeUEUTIONSIPU3allMd 110 CPaBHEHMIO € JpPYyrMMH  MerogaMu  ((epMEeHTaTUBHBIMH,
KOMOWHHUPOBAHHBIMHU). BBISIBIIEH TECT Ha PE3HCTEHTHOCTh C HAMBBICIIEH MPAKTUYECKON LIEHHOCTHIO,
KOTOPBIA MOAYEPKUBAET H3MEHEHHS B KOJUIATEHOBOM KapKace BCIISJCTBHE ELEIUTIOISPH3aIiu.
AzantupoBaH MHPOLECC METOAMKH KOPPO3MH ILIALEHTHI ¢ pa3paboTkoi pexkomenpanuii. OnucaHbl
MOJIENI pacmpesieneHusi KoiuareHoBbIX BookoH Tuma | u III. TeteporeHHOCTs mOMyJSsIHA
CTBOJIOBBIX KIETOK B COCTaBe CTYJCHHCTOH CyOCTaHIMM ObUla TOATBEPXKACHA HAIHMYMEM
TreMaTOr€HHBIX CTBOJIOBBIX KJIETOK B (JUKCHPOBAHHBIX TKAHSX MTYTIOBUHBL.

Peménnas Hayunas 3amava: Kierounas cocraBnstomias nepueprueckoil 30HBI B Mpeaenax
CTyJEeHHCTOH cyOcTaHuu BaproHoBa Belpaxkaer komOuHauo MmapkepoB CD105+, CD34+, AC133+,
D2-40+, VEGFR-2+. Xumudeckuit METO JEKEIUTIONISAPU3AIIH Ty[TOBUHHBIX apTepPHil, BKIFOYAOIINI
ucnons3oBanne 1% pactBopa noxemwicynbpara Hatpus (SDS), mokazan cBOW HauOOIBIIYIO
3¢ PEKTUBHOCTb B yIAICHUH KICTOK M HOJYYEHUH OJHOPOAHOM CTPYKTYpBI. JleKeITomsipiH30BaHHbIe
MYNOBHHHBIE apTepHH OONAJAlOT OJIATONPHUATHBIMM MEXaHHYECKUMH U MOP(OIOTHYECKUMU
CBOWCTBaMH, 4YTO JETAaeT WX IMOJAXOJAIIMMHU JJs WCIOJIb30BaHHUsS B KauyeCTBE TPAHCIUIAHTATOB B
TKaHEBOI HHKEHEPUH.

Teoperuyeckasi M HpaKTHYecKass 3HAYMMOCTbL PpadoTwl: lccienoBanue MOAYEpPKUBAET
TepaneBTUUECKUH MOTEHIUAN ITyIOBUHHBIX apTEpHii, a TakKe BaXKHOCTh CTYICHHCTOH CyOCTaHIIMH
BaproHoBa Kak I[IEHHOrO WCTOYHHKA IUIIOPUIIOTEHTHBIX CTBOJIOBBIX KJIETOK. BBbIsBICHHE
MEX/KICTOYHBIX ~ MHKPOBE3MKYJT M  XapaKTePHBIX  OCOOEHHOCTEH  IyMOBHHHBIX  COCY/IOB
TIPEANoJIaraeT, 4To IyNOBHUHA MPEACTABIseT co00i XpaHUIHIIe OHOIOTHYECKH aKTHBHBIX BEIIECTB.
Pa3nooOpa3ue MOJNEKyJIIpHOTO MPOGUIIsl CTPOMAIbHBIX KIIETOK IUIALEHTAPHO-ITYTIOYHOTO KOMILIEKCa
OTKpBIBAET BO3MOXKHOCTH IS OOJIee IIMPOKHUX TEPANIEBTHYECKUX TPUMEHEHHIA.

BHeapenue Hay4HbIX pe3yJbTaTOB: Pe3ynbTaTbl MCCIEIOBaHHS BHEIPEHBI B HAy4YHO-y4eOHOM
npouecce Ha Kadenpe rucronoruu, nutoiaoruu u aMOopuosoruu, Jlaboparopuu TKaHEBOH HHKECHEPUH
U KJICTOYHBIX KyJbTyp U Jlaboparopus mopdonoruu 'YM® um. «Hukonae Tecremunany».
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ANNOTATION
Globa Lilian
""The placental umbilical complex - source of tissue and cellular grafting",
Doctoral thesis in medical sciences, Chisinau 2023

Thesis structure: introduction, 5 chapters, general conclusions and recommendations,
bibliography of 204 titles, 118 pages of main text, 56 figures, 19 tables, 2 appendices. The
obtained results have been published in 9 scientific papers.

Keywords: placenta, umbilical cord, amniotic membrane, decellularized umbilical arteries,
mesenchymal stem cells, tissue engineering, tissue graft, cell graft.

The purpose of the research: Determination of the structural peculiarities of the components of
the umbilico-placental complex (umbilical cord and placenta) in order to identify the possibility
of obtaining tissue and cellular grafts for their subsequent transplantation.

The research objectives: Identification of particular aspects of placental vascular architecture.
Description and determination of the distribution patterns of collagen fibers types | and Ill
within the umbilical cord and placenta. Studying the morphological and morphometric
peculiarities of the umbilical vessels. Identification of optimal decellularization methods for
umbilical  arteries with  subsequent study of their biomechanical properties.
Immunohistochemical study of the stromal cellular component (CD34, CD105, AC133, D2-40,
VEGFR-2) within the structures of the umbilico-placental complex.

The scientific novelty and originality: The duration of exposure of the vascular fragments to
the toxic action of solvents used in decellularization procedures has been significantly reduced.
The effectiveness of the detergent-based decellularization method has been demonstrated
compared to other methods (enzymatic, combined). The practical value of the resistance test
highlighting post-decellularization changes in the collagen framework has been identified. The
corrosion technique procedure has been adapted for the placenta, with recommendations
developed. The distribution patterns of type I and tip 11l collagen fibers were described. The
heterogeneity of the stem cell population within the Wharton's jelly has been confirmed with the
presence of hematogenous stem cells in the fixed tissues of the umbilical cord. suggesting their
use in tissue regeneration.

The scientific solved problem: The cellular component of the peripheral region within
Wharton's jelly expresses a combination of markers CD105+, CD34+, AC133+, D2-40+,
VEGFR-2+. The chemical method used for decellularizing umbilical arteries, involving the use
of a 1% sodium dodecyl sulfate (SDS) detergent solution, has proven to be the most efficient in
removing cells and obtaining a homogeneous structure. The decellularized umbilical arteries
exhibit favorable mechanical and morphological properties, rendering them suitable for use as
grafts in tissue engineering.

The theoretical significance and applicative value of the research: the study highlights the
therapeutic potential of umbilical arteries, as well as the importance of Wharton's jelly as a
valuable source of pluripotent stem cells. The identification of extracellular microvesicles and
the distinctive characteristics of umbilical vessels suggest that the umbilical cord represents a
repository of biologically active substances. The diversity of the molecular profile of stromal
cells within the umbilico-placental complex opens up possibilities for wider therapeutic
applications.

The implementation of scientific results: The obained results of this research were
implemented in the teaching and scientific activity of the Department of Histology, cytology and
embryology, the Laboratory of tissue engineering and cell cultures and the Morphology
Laboratory of USMF "Nicolae Testemitanu".
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