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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 si recomandari, bibliografie din 204
titluri, 118 pagini de text de baza, 56 figuri, 19 tabele, 2 anexe. Rezultatele obtinute au fost
publicate n 9 lucrari stiintifice.
Cuvinte cheie: placenta, cordon ombilical, membrana amniotica, 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 particularutatilor morfologice si morfometrice ale
vaselor ombilicale. Identificarea metodelor optimale de decelularizare pentru arterele ombilicale
cu studierea ulterioara 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 stiintifica: 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 placentd, 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 regenerdrile tisulare.
Problema stiintificiA importantad solutionatia: Componenta celulard a zonei periferice din
cadrul substantei gelatinoase Wharton expreseaza 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 eficientd 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 teoretica si valoarea aplicativi a lucrarii: Studiul evidentiazd 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 celuld stem
Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele studiului dat au fost implementate in
activitatea didactica si stiintificd a Catedrei de histologie, citologie si embriologie, Laboratorului
de ingenerie tisulard si culturi celulare si Laboratorului de morfologie al USMF “Nicolae
Testemitanu”.



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 111 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 | 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".



AHHOTAIUA

I'no6a JIniman
«IlmaneHTapHO-NyNOBUHHBIA KOMILIEKC - HCTOYHHUK /ISl TKAHEBBIX H KJIETOYHbIX
TPAHCILIAHTATOBY, [luccepranusi Ha CONCKAHME YYEHOM CTeNeHU KaHANAaTa MeAUIIUHCKHX
Hayk, Kumunes, 2023
CTpyKTypa 1uccepTamuu: BBEACHHUE, 5 11aB, o0IIMe BBIBOJBI M PEKOMEHIAIMH, Ondimorpadus u3
204 naumenoBanu#, 118 crpaHuilbl OCHOBHOTO TeKCTa, 56 pucyHkoB, 19 Tabmun, 2 npugokeHus.
[Tony4yeHHBIC Pe3yNbTaThl OBLIN OMYOJMKOBAHBI B 9 HAYYHBIX CTAThIX.
KiroueBble ci10Ba: IUIalleHTa, IIyIOBHHA, aMHMOTHYECKass MeMOpaHa, NeLeUTIOISIpU3UpOBaHHbIE
NYMOYHbIE apTepHH, ME3CHXHMaJbHbIE CTBOJOBBIE KIIETKH, TKaHEBash WH)KEHEpUS, TKaHEBOU
TPAHCIUIAHTAT, KJIIETOYHBIA TPAaHCIIAHTAT.
Heas ucciaenoBanus: OmnpesneneHrne CTPYKTYPHBIX OCOOCHHOCTEH KOMIIOHEHTOB IUIAI[EHTApHO-
MYMOYHOTO KOMIUIeKca (IyMOBHMHA W IUIAIIEHTAa) C LENbI0 BBISBICHHS BO3MOXXHOCTH MOJTYYEHUS
TKaHEBBIX U KJIETOYHBIX TPAHCILUIAHTATOB ISl MX MOCIIEAYIOIIEN TpaHCIUIaHTallY.
3agaun  ucciaegoBaHusi: BrliBieHHe 0COOEGHHOCTEH COCYAHMCTONM apXUTEKTYyphl IUIAICHTHI.
Onucanue W ompezelieHHe MoJeNield pacnpeneneHusi KoJuiareHoBbix BojiokoH | u I Tumos B
MYIMOBHHE U TUIaneHTe. M3ydenne Mopgoiaorndeckiux 1 MOppoOMETPUIECKUX OCOOCHHOCTEH COCYI0B
nynoBuHbl. OmnpesneneHrne ONTHMAJIbHBIX METOMOB JEIEUTIONSAPU3ALUN apTepHid MYMOBHHBI C
NOCEQYIOUIMM  HM3YYeHHEM HUX  OHOMEXaHHWYeCKMX  CBOHCTB. IMMYHOTHCTOXMMHYECKOE
HCCIICIOBAaHUE CTPOMANILHOTO KiieTouHoro kommonenta (CD34, CD105, AC133, D2-40, VEGFR-2)
B CTPYKTypax IUIAlEHTapHO-IIyIIOYHOTO0 KOMILJIEKCa.
HoBu3Ha M OpUIHHAJIBHOCTBL HCC/IeI0BAHMI: 3HAUUTEIBHO COKpallleHa IPOAOJDKUTEIBHOCTh
BO3/IEHCTBHSI Ha COCYIUCTBIE ()ParMEHThl TOKCUYECKOT0 AEHCTBUS paCTBOPUTEIIEH, UCIIOIb3yEMBIX B
npouenypax — geueumossipusanuu.  JlokazaHa — 3()(EKTUBHOCTH  JETEPreHTHOIO  METOAa
NEUeUTIOSIpU3allil 10 CPaBHEHUIO € JIpyruMd  MeTogamu  ((epMEeHTaTHBHBIMH,
KOMOWHHPOBAHHBIMH). BBISBIICH TECT HA PE3UCTEHTHOCTh C HAUBBICIICH MPAKTHYECKOW IEHHOCTHIO,
KOTOPBI TOAYEpKHUBAET H3MEHEHHUS B KOJUIAareHOBOM KapKace BCIEACTBHE CIEIUTIOISPU3ALIIH.
AJnanTupoBaH MpoLECC METOIUKHA KOPPO3UH TUIALEHTH C pa3pabOTKON pekomeHmanuid. OmnucaHbl
MOJIEJIM PaCHpENeNIeHUs] KOJUIareHOBeIX BOJIOKOH Tuna I wu III. I'ereporeHHOCTs mOImynsinuu
CTBOJIOBBIX KIJIETOK B COCTaBe CTYACHHUCTOM cyOcTaHIMM Oblla TOATBEPXkAEHA HAIUYHEM
reMaTOTEHHBIX CTBOJIOBBIX KJIETOK B (PMKCHPOBAHHBIX TKAHSIX TYMOBUHBI.
Peménnass nayunas 3amava: Kierounas cocraBisromasi nepudeprueckold 30HBI B Ipejenax
CTYIEHHCTON cyOctaHuuu BaproHoBa BbIpaxkaer komOuHauuioo MapkepoB CD105+, CD34+,
AC133+, D2-40+, VEGFR-2+. Xumundeckuil MeTOA IEKEIUTIONSPU3ALMU IyTIOBUHHBIX apTepui,
BKITIOUAIONINIA Hcronib3oBanue 1% pactBopa monemwicyiabdarta Hatpus (SDS), mokazan cBoro
HanOoMbIIyI0 3((GEKTUBHOCTh B YyNAIEHUM KJIETOK M MOJYYEHHH OJHOPOJHOU CTPYKTYpBHI.
Jlexemmonsipu30BaHHbIE ITyIIOBUHHBIE apTepuu 00JaJaloT OJaronpUsTHBIMH MEXaHHYECKUMHU U
MOP(OJIOTHYECKUMH CBOWCTBAMH, YTO JIENAET MX IMOAXOISIIUMH JUIS WCIOJNb30BaHUS B KauecTBE
TPAHCIUIAHTATOB B TKAHEBOW MHKECHEPHHU.
Teopernyeckasi W MNpaKTHYecKasi 3HAYMMOCTH PpadoTwl: lccnenoBanue mMom4epKUBaET
TepaneBTUUECKUI MOTEHIMAN MyIIOBUHHBIX apTepuii, a TaKXkKe BaXXHOCTb CTYJEHHUCTON CyOCTaHIIMU
BaproHoBa Kak IIEHHOrO HCTOYHHKA IUIIOPUIIOTEHTHBIX CTBOJIOBBIX KIIETOK. BplsBieHue
MEXIKIETOUYHBIX ~MHMKPOBE3WKYJI M  XapaKTePHbIX OCOOEHHOCTEH IyMOBHMHHBIX  COCY/IOB
HpeAroiaraeT, 4YTo MyrnoBUHA MPEACTaBIsIeT co00M XpaHWINIIE OHOIOTHYECKN aKTHBHBIX BEIIECTB.
Pa3znoob6pazue MonekyIspHOro npouiis CTpOMaIbHbIX KJIETOK IUIALEHTapHO-ITyIIOYHOT0 KOMILIEKCa
OTKPBIBAET BO3MOKHOCTH Ul O0Jee IUPOKUX TePaneBTUYECKUX TPUMEHEHUH.
BHenpeHune Hay4YHBIX pe3yJbTaToOB: Pe3ynbTaTbhl MCCIENIOBAHUS BHEIPEHbl B HAy4HO-y4eOHOM
npouecce Ha Kadenpe rucrtonorum, uuromorun u sMOpuonoruu, JlabGopaTtopum TkaHeBon
UH)KEHEpUH M KJIETOYHbIX KynbTyp u JlabGoparopuss mopdomorun ['YM® wum. «Hukomnae
Tecremunany».
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INTRODUCERE

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 amniotica) au devenit surse de tesuturi de
mare interes pentru medicina regenerativd. Majoritatea cercetatorilor din domeniu s-au
concentrat in principal pe investigarea caracteristicilor morfologice, biochimice si clinice ale
elementelor COP, in scopul asigurdrii dezvoltarii armonioase a fatului si obtinerii substantelor
biologic active ca remedii terapeutice. Cercetarile actuale se concentreaza pe studiul celulelor
stem mezenchimale si a celulelor stem fetale, cu potential terapeutic in diverse afectiuni.

Cordonul ombilical (CO) reprezinta un element valoros al unitatii feto-placentare,
asigurand debitul sangelui bidirectional, In permanentd crestere, in consens cu cerintele de
dezvoltare fetalda. CO prezintd o structura deosebita si unica, a carei finalitate este protejarea
vaselor sangvine din interiorul sau si, implicit, mentinerea constanta a torentului sangvin in
circulatia feto-placentard. De obicei, vasele cordonului sunt reprezentate de o singura vena
ombilicald, pozitionata in axul central al cordonului, si doua artere ombilicale de calibru mai
mIcC, CuU un traiect spiralat in sens orar sau anti orar, cu curburad constanta si echidistanta fata de
axul venos central [54, 174]. Aceastd pozitionare a vaselor CO diminud efectul de blocare a
fluxului sangvin , ce poate aparea in timpul torsiunilor acestuia. Vena ombilicald conduce
sangele oxigenat de la placenta la fat, iar arterele ombilicale aduc sangele neoxigenat de la fat la
placenta.

In structura cordonului ombilical intrd si tesutul conjunctiv special — mucos de tip
embrionar, ce consta dintr-o matrice gelatinoasa, specializata numitd “gelatina lui Wharton” sau
substanta gelatinoasa. Aici sunt localizate celule mezenchimale fusiforme, asemenea
fibroblastelor din perioada prenatala. Apofizele citoplasmatice ale acestor celule mezenchimale
sunt subtiri si detectate cu dificultate la o colorare de rutind cu HE. Un spectru larg de fibre de
colagen (V, XII, XIII, XIV, XX) impreund cu o cantitate impunatoare de glicozaminoglicani
(chondroitilsulfat, heparind), proteoglicani (acid hialuronic) si glicoproteine (tenascin) formeaza
matricea intercelulard. Substanta gelatinoasd Wharton asigura elasticitatea si turgorul cordonului
ombilical [174].

In procesul de dezvoltire, cordonul ombilical este format din diverse componente care
provin din compartimentul ventral al trunchiului embrionului. Aceste componente includ sacul

vitelin cu canalul sau, artera si vena vitelind, precum si alantoida cu ductul sdu numit urahus.



Astfel, cordonul va participa la formarea peretelui anterior al abdomenului embrionului in
segmentul dintre umflatura pericardica si organele genitale externe. Componenta mezenchimala
din zona cordonului ombilical are o origine foarte complexa, din: 1. somatopleura amniotica, 2.
splanhnopleura ductului vitelo-intestinal si 3. splanhnopleura ductului alantoidian [32].

Initial, doua vene ombilicale sunt conectate la venele cardinale de pe partile laterale ale
ficatului. In timp, vena ombilicala dreapta se reduce si dispare, rimanand doar 0 vena ombilicala
(fosta vena ombilicald stangd). Aceasta din urma se imparte in 2 ramuri. Una din ramuri se
uneste cu vena portald a ficatului, unicul vas ramas din primordiile venelor viteline, iar cea de-a
doua ramura se uneste cu ductul venos al ficatului, formand calea de ocolire a parenchimului
hepatic. Dupa nastere, vena ombilicald devine ligamentul rotund al ficatului, iar ductul venos se
transforma in ligamentul venos (Arantius) [81].

Placenta reprezintd organul extraembionar, prin care se stabileste nemijlocit legatura
dintre embrion §i organismul matern. Este un organ provizoriu principal, cu multiple functii:
trofica, de respiratie, depozitare, excretoare (pentru fat), de aparare si endocrina. Placenta umana
este de tip discoidal hemocorial vilos. Vilozitatile coriale ale placentei penetreaza peretele
endometrul functional si vasele terminale ale arterelor uterine, care intrd in legatura directa cu
sangele matern. In structura placentei deosebim partea fetald si cea materna [102].

Placa coriald reprezintd suprafata fetald a placentei, care la randul sdu este acoperita de
amnion. Amnionul este compus din epiteliu, care in functie de zona poate fi stratificat sau
simplu, si mezenchimul amniotic, un tesut conjunctiv avascular. Mezenchimul amniotic este slab
atasat la mezenchimul corionic si poate fi usor indepartat de pe placenta [86].

Vilozitatile coriale sunt structurate in felul urmator: central - tesut conjunctiv (tesut
mezodermal, mezenchim extraembrionar) cu vasele coriale, periferic - trofoblast vilos, constituit
dintr-un strat de citotrofoblast si sincitiotrofoblast (sincitiu compact), impreuna realizand bariera
hematoplacentara. Unitatea morfofunctionald a placentei este cotiledonul, compus din vilozitatea
pricipald (trunculard) si ramificatiile ei: cele secundare si tertiare (terminale). In placenti
numarul total de cotiledoane variaza de la 15 la 30.

Partea materna sau uterina reprezintd componenta endometriului functional — decidua
basalis, care suferd modificiari odatd cu invadarea acestuia de catre trofoblastul extravilor.
Tesutul conjunctiv al placii bazale delimiteaza cotiledoanele placentei de lacunele umplute cu
sange matern. Decidua contine celule voluminoase numite celule deciduale, citoplasma carora
este bogata in glicogen. Placenta participa la formarea unui sir de substante biologic active,
precum: hormonul corionic somatotrop, progesteronul placentar, IGF I si IGF Il, factori de

crestere endoteliali, relaxin, leptin, alti factori de crestere (ai fibroblastilor, trombocitelor),
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interleuchine (IL 1, IL 3).

Macroscopic, placenta este descrisa ca o structura plata, discoidala, cu un diametru de
185mm (150-200 mm), grosimea — 23 mm (10-40 mm), un volum de 500 ml (200-950 ml), cu
greutatea de 470 g (200-800 g), si care ocupi o supafati cca de 30.000 mm? [102].

Membrana amnioticd reprezintd invelisul care formeaza peretele cavitatii in care se
dezvolta fatul. De asemenea, aceasta acopera cordonul ombilical, iar la nivelul inelului ombilical
fuzioneaza cu epidermul. Amnionul are multiple functii in timpul sarcinii, inclusiv producerea
lichidului amniotic si protectia fatului [171]. Pe masura ce sarcina avanseaza, epiteliul simplu
pavimentos al membranei amniotice sufera o transformare, devenind un epiteliu prismatic, care
poate fi anizomorf in anumite zone. Pe suprafata acestui epiteliu se observa prezenta
microvilozitatilor, iar in interiorul celulelor se gasesc lipide, granule de glicogen si
glicozaminoglicani. Polul apical al celulelor epiteliului amniotic contine humeroase vacuole de
dimensiuni diferite, continutul carora este eliberat in cavitatea amnioticd. Amnionul
extraplacentar este reprezentat de epiteliu simplu cubic. Acest epiteliu participa predominant in
procesele de secretie a lichidului amniotic versus epiteliul amnionului placentar, care are un rol
important in absorbtia lichidului amniotic. In structura stromei membranei amniotice, se
identifica membrana bazala, care consta dintr-un strat dens de tesut conjunctiv (compus din
straturile acelular si celular) si un strat de tesut conjunctiv lax (mucos), care leaga amnionul de
corion [125, 153].

Studiul asupra celulelor stem (cu potential pluripotent), in ultimele decenii, a castigat un
interes considerabil, cu accent pe posibilitatea transplantului acestor celule, atat intr-un mod
alogen (dintre indivizi diferiti), cat si autogen (din propriul organism), in zonele cu deficit tisular
(posttraumatice, postnecrotice). Celulele mezenchimale stem (MSC) sunt celule progenitoare
mezenchimale cu capacitate inaltd de auto-regenerare si proprietate de diferentiere in diverse
linii celulare, de exemplu in: celulele tesuturilor conjunctive scheletale (osos, cartilaginos),
celulele reticulare ale maduvei osoase rosii, adipocite, cardiomiocite, celule endoteliale si chiar
in celule de origine non-mezodermala, precum, hepatocite, celule de provenientd neurala si
celule epiteliale.

Initial, celulele mezenchimale stem (MSC) au fost descoperite in maduva osoasa, urmand
apoi identificarea lor in tesuturile muscular si conjunctiv. Ulterior, au fost descoperite modalitati
de identificare si izolare ale acestor celule MSC din surse precum mezenchimul vilozitatilor
coriale, lichidul amniotic si sangele ombilical. Celulele MSC provenite din structurile extrafetale
manifesta un potential de multiplicare nalt si o diversitate extinsd, In ceea ce priveste capacitatea

de a se specializa in diferite tipuri celulare. Comitetul celulelor MSC din cadrul Societatii
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Internationale pentru terapia celulara, a stabilit criteriile minime pentru definirea MSC umane.
Acestea fiind: 1 — capacitatea de a se atasa aderent pe suprafetele de cultivare; 2 — exprimarea pe
suprafata celulard a antigenilor CD105, CD73 si CD90, si absenta exprimarii antigenilor CD45,
CD34, CD14 sau CD11b, CD79a sau CD19, precum si HLA-DR; 3 — capacitatea de a se
diferentia in vitro in osteoblaste, chondroblaste si adipocite [66]. Un avantaj semnificativ al MSC
este absenta dilemelor etice, ceea ce le face sd fie candidati promitatori in: terapia celulara,
bioinginerie si tratamentele bazate pe celule stem in multe maladii umane grave. Toate actiunile
legate de utilizarea celulelor stem, inclusiv celulele MSC din complexul ombilico-placentar, sunt
reglementate de legi si acreditate la nivel national si international pentru a asigura siguranta si
eficacitatea utilizarii acestora.

MSC din componentele complexului ombilico-placentar ofera avantajate semnificative
fata de cele din maduva osoasa, din urmatoarelor motive:

1. sursa acestor celule nu este fatul propriu-zis, dar provine din elementele extraembrionare,
precum placenta si cordonul ombilical. Aceasta particularitate permite obtinerea celulelor
fara a implica direct individul nascut;

2. procesele de colectare, conservare (prin congelare) si utilizare sunt mai simple in
comparatie cu celulele MSC din maduva osoasa, respectiv sunt mai usor de utilizat in
context clinic si/sau pentru manipulatii genetice;

3. celulele MSC din complexul ombilico-placentar prezinta o compatibilitate imuna ridicata.
Aceste celule exprima slab sau deloc antigenul HLA. Prin urmare, riscul de respingere
imuna, atunci, cand aceste celule sunt utilizate in terapii celulare sau transplanturi, este
redus;

4. celulele MSC din componentele complexului ombilico-placentar pot fi usor colectate si
stocate, contribuind la crearea de banci de celule stem.

MSC au fost utilizate cu succes in tratamentul osteogenezei imperfecte, afectiune
caracterizatd prin fracturi multiple cauzate de sinteza defectuoasd a colagenului tip I si a altor
tipuri de colagen. Injectarea celulelor stem in zona ischemica a inimii a condus la diferentierea si
regenerarea cardiomiocitelor, celulelor endoteliale si miocitelor. Acest lucru a avut efecte
pozitive asupra remodelarii miocardului si repardrii vaselor de sdnge prin neoangiogeneza in
cazul infarctului miocardic. MSC, cu astfel de capacitati terapeutice, sunt adesea marcate cu
CD105 si pot fi prelevate din sangele cordonului ombilical, tesutul adipos sau maduva osoasa.
Aceste celule au fost utilizate cu succes in boli inflamatorii, imune si autoimune, inclusiv in
tratarea patologiei renale, cum ar fi nefrita. De asemenea, au fost observate rezultate

promitatoare in tratarea plagilor de diverse etiologii, atat pe modele de animale de laborator, cat

12



si la oameni.

Sunt realizate numeroase studii si incercdri, in ceea ce priveste terapia cu celule stem in
maladiile sistemului nervos central si periferic. In special, celulele stem sunt evaluate in
tratamentul patologiilor neurodegenerative, cum ar fi: boala demiclinizanta, boala Huntington,
boala Parkinson, precum si in patologiile vasculare, ischemice si traumatismele sistemului
nervos central si periferic. In ceea ce priveste tratarea parezei infantile, terapia cu celule stem a
demonstrat efecte benefice si rezultate pozitive.

In sindromul de detresa respiratorie acuta, in care tesutul pulmonar suferid o reducere
dramatica ca urmare a inflamatiei si fibrozei, actual, se utilizeaza tehnici de transplant cu celule
stem pentru stabilizarea si remodelarea tesutul pulmonar. Studiile clinice au demonstrat o
reducere semnificativa a nivelului de glucoza in sange 1n diabetul zaharat juvenil tip I dupa
utilizarea celulelor stem mezenchimale. Celulele stem din "substanta gelatinoasa Wharton",
odata inoculate in insulele pancreatice, se pot diferentia in celule producatoare de insulina, avand
potential in tratamentul diabetului. Numeroase afectiuni autoimune sistemice, cum ar fi scleroza
multipla, artrita reumatoida si lupusul eritematos sistemic, sunt rezultatul functionarii imperfecte
a sistemului imunitar. Studiile recente au aratat actiunea imunosupresoare a celulelor stem
mezenchimale in astfel de afectiuni.

Scopul lucrarii: Determinarea particularitatilor structurale ale componentelor
si celulare pentru ulterioara lor transplantare.

Au fost stabilite urmatoarele obiective:

1.  ldentificarea particularitatilor arhitecturale ale sistemului vascular placentar.

2. 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 urméatoarele ipoteze de
cercetare.

. Exista relatie intre timpul de expunere la solutiile de decelularizare si modificarile
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destructive ale matricei extracelulare fibroase.

. Existd relatie intre imunofenotipul celulelor stromale si localizarea lor in cadrul
componentelor complexului ombilico-placentar.

. Susbstanta gelatinoasd Wharton poate reprezenta o sursd mai bund de celule stem
comparativ cu sangele prelevat din vasele ombilicale.

. Placenta umana poate fi o gazda potrivitd pentru crearea unui organ auxiliar.

. Structura anatomica a arterelor si venei permit formarea anastomozelor intre placenta si
organul recipient, astfel ca placenta sa poata fi utilizata drept grefa vasculara.

. Epiteliului amniotic prezinta un imunofenotip heterogen, ceea ce ar permite utilizarea
acestuia n diverse afectiuni.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese

Cercetarea data a fost efectuata conform metodelor si principiilor existente in domeniile
anatomiei si ingineriei tesuturilor, urmand protocoalele si recomandarile curente ale cercetarii
stiintifice avansate. Procesul de cercetare a implicat mai multe etape, inclusiv identificarea si
definirea problemei de cercetare, revizuirea literaturii de specialitate, formularea ipotezelor,
scopului si obiectivelor, elaborarea design-lui de cercetare, colectarea, pregatirea si investigarea
materialului primar, analiza si interpretarea rezultatelor, formularea concluziilor si
recomandarilor. Studiul a fost desfasurat cu atentie si rigurozitate, respectand protocoalele
standard si normele etice in cercetarea stiintifica. S-au utilizat metode si tehnici adecvate pentru
a obtine datele necesare si a investiga fenomenele propuse.

Pentru studiul componentelor complexului ombilico-placentar au fost folosite metode
macroscopice (metoda de coroziune), histologice si imunohistochimice. O altd componenta a
cercetarii a fost partea experimentala, care a inclus procedeele de decelularizare si testare a
rezistentei vaselor decelularizate. Studierea prezentei, caracteristicilor specificice si modelului de
distributie a fibrelor de colagen I au fost efectuate prin metoda de colorare tricrom Masson (MT).
Aceastd metodd a permis diferentierea clard a componentei fibrilare in functie de zonele
substantei Wharton. Totodata, a fost posibil identificarea colagenului in vasele cordonului
ombilical si componetele fetala si maternd a placentei. Studiul preparatelor cu fragmentele
vasculare decelularizate colorate cu MT 1n lumind polarizanta ofera date suplimentare despre
intensitatea procesului de degradare a fibrelor post-decelularizate. Componenta fibrilara
reticulard a fost studiata prin utilizarea metodei histochimice impregnarea argenticd Gordon-
Sweet, in care fibrele reticulare s-au colorat in negru-brun.

Procedura de decelularizare a arterelor ombilicale a implicat trei metode diferite, in care

am utilizat ca detergent solutia de 1% dodecil sulfat de sodiu (SDS) si tripsina ca enzima. Aceste
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doud substante au mecanisme de actiune distincte, iar prin combinarea lor am reusit sa
identificam metoda optima de decelularizare pentru arterele ombilicale. Fragmentele arterelor
ombilicale decelularizate au fost, apoi, supuse unor teste de rezistenta la intindere si presiune. in
mod deosebit, testul de rezistenta la presiune pare sa fie crucial in evaluarea gradului de afectare
a matricei de colagen dupa decelularizare.

Pentru a studia distributia vasculara la nivelul placentei, s-a utilizat tehnica de corozie,
care se dovedeste mult superioara altor metode, mai ales ca permite si analiza 3-D a arhitecturii
vasculare.

In cadrul studiului, s-au utilizat metodele imunohistochimice (folosind markeri precum
CD105, CD34, AC133, D2-40, VEGFR-2) pentru a determina prezenta celulelor stem. Acest
panel divers de markeri a permis identificarea unei populatii heterogene de celule stem in
cordonul ombilical si tesuturile placentare. Este important de mentionat ca localizarea celulelor
stem 1n structurile complexului ombilico-placentar are o importantd practicd semnificativa, in
special atunci cand acestea trebuie colectate.

Noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute

~ A fost adaptat procedeul tehnicii de corozie pentru placenta.

~ A fost aratata lipsa anastomozelor intre sistemul arterial si cel venos placentar.

~ A fost demonstrata eficienta metodei de decelularizare cu detergenti comparativ cu alte
metode (enzimatica, combinata);

~ A fost redusa semnificativ durata expunerii fragmentelor vasculare la actiunea toxica a
solventilor utilizati in procedeele de decelularizare;

~ A fost identificat ca testul de resitentd are cea mai mare valorare practica care subliniaza
modificarile scheletului colagenic post decelularizare;

~ Au fost descrise modelele de distributie a fibrelor de colagen de tip I si tip III,
identificandu-se aranjarea spatiald a acestora in cordonul ombilical si tesuturile
placentare.

~ A fost demonstratd heterogenitatea populatiei de celule stem din cadrul substantei
gelatinoase Wharton, cu indicarea zonelor de maxima densitate a acestora.

~ A fost demonstrata prezenta celulelor stem hematogene in tesuturile fixe ale cordonului
ombilical.

~ A fost evidentiat imunofenotipul heterogen al membranei amniotice atat la nivelul
cordonului ombilical, cat si la nivelul placentei, ceea ce demonstreaza diversitatea de

folosire a acesteia 1n regenerdrile tisulare.
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Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele stiintifice obtinute in cadrul studiului au
fost prezentate si discutate n diverse forumuri stiintifice de nivel national si international:
Conferinta anuala stiintificd 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 ,\Nicolaec Testemitanu”, Chisinau, 2015;
International Scientific Conference ACTUAL ISSUES OF MORPHOLOGY dedicated to 70th
year anniversary of “Nicolae Testemitsanu” State University of Medicine and Pharmacy,
Chisinau, 2015; The XIV National Congress of the Romanian Society of Anatomy with

international participation, Timisoara, Romania, 2013.

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

- Act de implementare in procesul stiintifico-didactic in cadrul Catedrei de histologie,
citologie si embriologie si a Laboratorului morfologic, USMF , Nicolae Testemitanu™, nr.

16 din 04.03.2020.

- Act de implementare in procesul stiintifico-didactic in cadrul Catedrei de histologie,

citologie si embriologie, USMF , Nicolae Testemitanu”, nr. 25 din 19.03.2020.

- Act de implementare in procesul de cercetare stiintifica in cadrul Catedrei de histologie,
citologie si embriologie si a Laboratorului de morfologie, USMF , Nicolae Testemitanu”,

nr. 26 din 19.03.2020.

- Act de implementare in procesul de cercetare stiintifica in cadrul Catedrei de histologie,
citologie si embriologie si a Laboratorului de morfologie, USMF ,Nicolae Testemitanu”,

nr. 16-1 din 04.03.2020.

- Act de implementare in procesul de cercetare stiintificda in cadrul Laboratorului de

ingenerie tisulara si culturi celulare, USMF , Nicolae Testemitanu”, nr. 39 din 23.03.2023.

- Act de implementare in procesul de cercetare stiintificda in cadrul Laboratorului de
morfologie si a Laboratorului de ingenerie tisulard si culturi celulare, USMF , Nicolae

Testemitanu”, nr. 42 din 31.03.2023.

Sumarul compartimentelor tezei

Teza respecta structura traditionald conform cerintelor actelor normative curente si

cuprinde urmatoarele elemente: cuprinsul, adnotarea in limba romand, rusd si engleza, lista

16



abrevierilor, urmate de introducere, cinci capitole, concluzii generale, recomandari, bibliografie,
anexe, declaratia privind asumarea raspunderii si CV-ul autorului.

In ,Introducere” se subliniazi relevanta si importanta temei tratate. Se evidentiaza
actualitatea si semnificatia stiintifico-practica a problemei de cercetare abordate, precum si
scopul si obiectivele acestuia. De asemenea, se prezintd ipoteza de cercetare formulatd si se
descrie metodologia generala a cercetirii care va fi utilizatd pentru a obtine rezultatele dorite. In
aceastd sectiune, se pune accentul pe fundamentarea si justificarea studiului, evidentiindu-se
contributia acestuia la domeniul de cercetare si practica clinica.

Capitolul 1 ,,Date generale despre importanta componentelor complexului ombilico-
placentar pentru medicina regenerativd” include o analizd detaliatd a surselor bibliografice
stiintifice nationale si internationale relevante din domeniul complexului ombilico-placentar.
Aceastd analiza a permis definirea conceptului de complex ombilico-placentar si a
componentelor sale intr-un mod exhaustiv. De asemenea, s-au evidentiat si accentuat notiunile si
principiile de baza ale ingineriei tesuturilor si a grefelor celulare si tisulare. Prin examinarea
minutioasa a literaturii de specialitate, s-au identificat si sintetizat informatii despre rolul si
importanta componentelor complexului ombilico-placentar in medicina regenerativd. 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. Prin integrarea si analiza critica a acestor surse bibliografice, s-au obtinut cunostinte si
intelegere mai profunda despre complexul ombilico-placentar si potentialul sdu in medicina
regenerativa.

Capitolul 2 ,,Material si metode de cercetare” 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 coroziune, de decelularizare, de testare a rezistentei fragmentelor vasculare
decelularizate, precum si tehnicile histologice si imunohistochimice. Aceste detalii au inclus
informatii despre procedurile specifice, reactivii si instrumentele utilizate in fiecare etapa a
cercetarii. De asemenea, s-au descris metodele utilizate pentru cuantificarea structurilor
histologice de interes si interpretarea rezultatelor. Aceste metode au inclus scorificarea
intensitatii de expresie, in care s-a evaluat nivelul si distributia imunomarcajelor specifice in
cordonul ombilical si tesuturile placentare. Pentru analiza si prelucrarea rezultatelor obtinute, au
fost utilizate metode de prelucrare statistica adecvate. Aceste metode au permis evaluarea si
compararea datelor cantitative si calitative obtinute in studiu, contribuind la obtinerea unor

rezultate relevante si semnificative din punct de vedere statistic.
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Capitolul 3 ,,Aspecte structurale macro- si microscopice ale componentelor complexului
ombilico-placentar” detalizeaza particularitatile structurale macro- si  microscopice a
componentelor complexului ombilico-placentar, cu accent pe placenta si tipul de vascularizare
arteriald si venoasda a acesteia. De asemenea, s-au investigat proprietdtile biomecanice si
morfologice ale arterelor ombilicale native, dar si a celor decelularizate, in vederea dezvoltarii de
grefe vasculare prin utilizarea tehnicilor de inginerie tisulara. Prin studiul efectuat, s-a evidentiat
complexitatea si heterogenitatea morfologica a substantei gelatinoase Wharton, precum si
variatiile in structura si distributia specifica a celulelor si fibrelor in diverse regiuni ale acesteia.
Aceste informatii dobandite contribuie la o intelegere mai detaliatd a compozitiei si organizarii
acestui tesut important din cordonul ombilical.

Capitolul 4 ,,Caracteristica imunohistochimica a celulelor din componenta complexului
ombilico-placentar” contine rezultatele obtinute prin utilizarea metodelor imunohistochimice in
evaluarea componentei celulare a cordonului ombilical si a tesuturilor placentare. S-au analizat
imunomarcajele specifice pentru celulele D2-40 pozitive, CD105 pozitive, AC133 pozitive,
CD34 pozitive si VEGFR-2 pozitive. Aceste imunomarcaje au fost utilizate pentru a evalua atat
calitativ, cat si cantitativ, prezenta si distributia acestor tipuri de celule in cordonul ombilical si
in tesuturile placentare. Rezultatele obtinute au furnizat informatii importante despre expresia
acestor markeri specifici si au contribuit la intelegerea compozitiei celulare in structurile date.
Informatiile acumulate constituie un progres in intelegerea si explorarea potentialului terapeutic
al complexului ombilico-placentar in medicina regenerativa.

In capitolul 5 ,,Analiza si evaluarea comparativi a rezultatelor obtinute”, s-a realizat o
sinteza comparativa a rezultatelor obtinute in studiul nostru cu datele prezentate de alte grupuri
de cerecetitori, expuse in literatura de specialitate. In urma analizei comparative, au fost
evidentiate atat aspectele de consens, care sustin si Intdresc concluziile si interpretdrile noastre,
cat si aspectele de dezbatere si divergentd, care pot stimula cercetarea ulterioara si identificarea
unor noi directii de investigatie. Aceastd abordare comparativd a permis evaluarea si

contextualizarea rezultatelor proprii in raport cu cunostintele stiintifice existente.
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1. DATE GENERALE DESPRE IMPORTANTA COMPONENTELOR
COMPLEXULUI OMBILICO-PLACENTAR PENTRU MEDICINA
REGENERATIVA

Complexul Ombilico — Placentar (COP) sau complexul placentar este reprezentat de
numeroase structuri provizorii, care apar in procesul de embriogeneza din tesuturile
extraembrionare. Toate componentele complexului dat realizeazd numeroase functii, ce asigura
cresterea si dezvoltarea normala a embrionului.

COP include: cordonul ombilical, amnionul, sacul vitelin, alantoida, corionul si placenta.
Totusi, componentele acestui complex nu au fost suficient de atractive pentru cercetatorii anilor
70 si 80. Cel mai probabil din cauza faptului cd aceste tesuturi erau aruncate imediat dupa
nastere. In anii '90, cateva grupuri de cercetitori revin la 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 [143, 179].

In prezent, tesuturile complexului prezinti un mare interes pentru medicina, in calitate de
biomaterial, datoritd proprietitilor exceptionale ale tesuturilor fetale [77, 156]. In literatura de
specialitate se regasec numeroase cercetdri, care studiaza intens componentele COP, in special,
legat de utilizarea lor in domeniul ingineriei tisulare si al medicinei regenerative.

Medicina regenerativa este un domeniu al medicinei moderne, care se ocupa cu repararea,
inlocuirea si/sau regenerarea celulelor, tesuturilor si organelor deteriorate. Tesuturile
complexului ombilico-placentar reprezintda o preocupare importantd a medicinei regenerative,
deoarece reprezintd surse bogate de: celule stem, factori de crestere, fibre de colagen, care pot fi
utilizate ca grefe celulare, tisulare pentru transplantéri alogene si autogene in zonele cu deficit de

regenerare (posttraumatice, ischemice, defecte tisulare etc) [68].

1.1. Cordonul ombilical

Cordonul ombilical (CO) este structura tubulara care asigura legatura fatului de placenta.
Acesta serveste drept conductd pentru vasele ombilicale. Formarea CO ca entitate structurald are
loc intre saptdmana a 4-a si a 6-a de gestatie. Ulterior, cordonul se alungeste pana la sdptaména
36 de gestatie. Cresterea In lungime poartd un caracter neuniform, astfel ca, schimbdarile majore
au loc pand la 28 de saptamani de gestatie, dupd care procesul de alungire incetineste. Exista
studii care sugereaza ca, lungimea cordonului este determinata de cantitatea lichidului amniotic,

dar si de varsta mamei. De asemenea, se pare cd exista relatie intre lungimea cordonului si
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presiunea arteriala ombilicala [50].

La nastere, cordonul are o lungime de 50-60 cm, diametrul de 1-2 cm si o greutate de
40g. Cordonul ombilical este acoperit de epiteliul amniotic ombilical, care este format dintr-un
singur sau mai multe straturi de celule epiteliale de forma pavimentoasa/cubica [35, 138]. Acest
epiteliu reprezintd un derivat al epiteliului amniotic. Celulele epiteliului ombilical prezinta
caracteristici ultrastructurale si functionale similare keratinocitelor, exprimand un model de
citokeratind similar cu cel din celulele epidermei. In plus, celulele epiteliale ombilicale au
caracteristici morfologice comune cu celulele epidermei fetale si epiteliului amniotic, ceea ce
poate explica faptul ca cordonul ombilical conecteaza epiteliul amniotic cu epidermul fetal.
Totusi, capacitatea epiteliul ombilical de a se stratifica si/sau a se keratiniza il diferentiaza pe
acesta de epiteliul amniotic placentar [139]. Recente studii au demonstrat ca, asemenea altor
celulele din cordonul ombilical, celulele epiteliale ombilicale, dar si cele amniotice au trasaturi
similare cu celulele stem mezenchimale, cum ar fi expresia unor markeri specifici, inclusiv
CD105, CD44, SSEA-4, Oct-4, Nanog, CD73, CD90. Astfel, aceste celule prezinta capacitati de
diferentiere 1n liniile adipogene, condrogene si osteogene, oferind oportunitdti promitatoare
pentru cercetari si aplicatii medicale viitoare [71, 135, 170].

De reguld, cordonul ombilical contine trei vase sangvine — doud artere si o vena.
Circulatia bidirectionald a sangelui, prin vasele cordonului ombilical, intre mama si fat, se
stabileste la sfarsitul celei de-a cincea saptamana de dezvoltare intrauterina [174]. Vasele
ombilicale sunt incorporate Intr-o masa gelatinoasa bogata in proteoglicani, numita substanta
gelatinoasa Wharton. O particularitate deosebitd pentru cordonul ombilical este absenta totald a
inervatiei, respectiv medierea si reglarea comunicdrii dintre mama si fat este realizata exclusiv
hormonal.

Prin examinarea minutioasd a componentelor celulare si extracelulare ale cordonului
ombilical uman, a fost elaboratd o compartimentare tisulard a acestuia. Astfel, sunt recunoscute
cel putin sase zone distincte, incepand de la suprafata exterioara si continuand spre interiorul
cordonului ombilical: (1) epiteliul de suprafatd, (2) stroma subamniotica, (3) stroma periferica
(identificatd, in mod traditional, ca substanta gelatinoasa Wharton), (4) stroma intervasculara, (5)
stroma perivasculard si (6) vasele ombilicale. Fiecare dintre aceste zone prezintd caracteristici
celulare si elemente de matrice extracelulara distincte, care au fost identificate prin studii
structurale si functionale [177]. Cu toate ca compartimentele cordonului au fost identificate si
caracterizate, importanta celulelor si a componentelor matricei extracelulare din aceste zone nu a
fost pe deplin inteleasa. In plus, studierea acestor zone si a caracteristicilor lor, inci, rimane o

provocare pentru cercetatori.
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1.1.1. Vasele ombilicale

Cordonul ombilical, de obicei, contine doud artere si o vena, cea de-a doua vena,
frecvent, se reduce pe parcursul dezvoltarii intrauterine. Vasele ombilicale umane prezinta
diferente structurale distinctive fatd de majoritatea vaselor de sdnge majore cu acelasi diametru
din restul organismului. Particularitatile structurale permit vaselor ombilicale sa fie implicate in
procesul de transudare a lichidului, astfel contribuind la formarea lichidului amniotic [15].

Ambele tipuri de vase ombilicale sunt lipsite de vasa vasorum si, astfel, nutritia acestora
depinde de propriul aport de oxigen, fapt pentru care acestea sunt mai susceptibile la modificarile
starii hemodinamice [10, 53]. In ciuda descrierilor complete si precise ale histologiei vaselor
cordonului ombilical, histomorfometria acestor structuri a fost studiatd insuficient, in ciuda
spectrului larg de patologii care afecteazd mama si fatul.

In mod normal arterele se incolicesc in jurul venei. Cu toate acestea, modul in care
venele si arterele se interconecteaza in cordonul ombilical poate sa difere. Aceste variatii includ
cazuri in care arterele se dispun, impreuna sau separat, lateral de vena. Alteori, arterele se
incoldcesc spiralat in jurul venei, care in acest timp, raméne pozitionatd central in cordon.
Frecvent, aceste artere sunt denumite elipsoidale (termenul preferat) sau/si spiralate. Uneori, in
configuratia elicoidald a arterelor, vena se poate dispune si paralel cu arterele, dar si in jurul
arterelor. Aceste variante pot influenta fluxul de sadnge catre fat, respectiv pot avea efecte
negative asupra alimentarii fetale [38].

Prin inelul ombilical din peretele anterior al abdomenului, arterele ombilicale parasesc
fatul, fiind ramuri ale arterelor iliace interne. in schimb, vena patrunde prin acelasi inel si se
extinde pana la ficatul fatului, unde se divide in doua ramuri distincte: o ramura directioneaza
sange catre vena porta hepatica, asigurand astfel aprovizionarea cu sange a ficatului, iar cea de-a
doua ramura, cunoscutd sub numele si de canal (duct) venos (Arantius), anastomozeaza cu vena
cava inferioara, transportand 80% din volumul total de sdnge al corpului fetal. Aceasta retea de
vase faciliteaza distributia oxigenului si a altor substante nutritive esentiale n tot organismul
fetal [140]. In interiorul placentei, arterele ombilicale se unesc intre ele la o distanti de
aproximativ 5 mm de insertia cordonului [17]. Ulterior, ele se ramifica in artere coriale sau artere
fetale intraplacentare. Vasele din cordonul ombilical sunt unice in comparatie cu celelalte vase
sangvine, deoarece nu au ramificatii. Aceasta caracteristica fard ramificatii duce la absenta unui
pat microcirculator in cordonul ombilical.

Uneori pe traseul venei ombilicale se observa dilatari, creand aspectul unui nod fals sau al
unui varice multiplu; aceste spatii cu un flux incetinit de sdnge, pot coagula si predispune fatul la

tromboembolie. Trombul format are potential de a se desprinde si a patrunde in circulatia fetala,
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obstruand fluxul de sange de-a lungul cordonului ombilical. Si arterele ombilicale pot dezvolta
niste dilatari, umflaturi asemenea unor buzunare numite anevrisme. Aceste umflaturi in peretele

arterial se pot rupe si pot duce la hemoragii fetale intrauterine [12].
¢
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Fig. 1.1. Design-ul structural (expresia diferentiald a proteazelor, proteoglicanilor si a
miocitelor netede) al arterei ombilicale versus vena ombilicala. a) in timpul dezvoltirii

intrauterine; b) in timpul nasterii nastere; c) imediat dupi nastere [144].

1.1.2. Substanta gelatinoasa Wharton

Substanta gelatinoasd Wharton reprezintad o varietate de tesut conjunctiv specializat, care
este important pentru fatul in dezvoltare. Tesutul Wharton este compus dintr-0 matrice
extracelulard bogata in colagen, glicozaminoglicani si proteoglicani, dar si dintr-0 varietate de
celule stromale. Aceasta combinatie de elemente structurale 1i confera substantei gelatinoase o

proprietate elasticd unicd, un turgor specific care 1i permite tolerarea vibratiilor, indoirilor,
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intinderilor si rasucirilor din timpul activititii fetale. In plus, substanta Wharton mentine vasele
ombilicale impreuna, astfel, regland fluxul sangvin spre fat. Cordonul ombilical cu o cantitate
redusa de substanta Wharton este predispus la compresie, ceea ce poate duce la restrictia fluxului
sangvin catre fat si invers, cantitatea crescuta imbunatateste fluxul sangvin , astfel contribuind la
o dezvoltare sanatoasa a fatului [159, 176].

Pentru prima datd acest tesut conjunctiv de tip mucos a fost descris in 1656 de cétre
Thomas Wharton (medic si anatomist englez, 1614-1673). Acesta afirma ca, substanta
gelatinoasa previne strangularea vaselor ombilicale, in special, in timpul miscérilor fetale. De
asemenea, el sustinea cd, matricea gelatinoasd serveste drept un sistem de transport limfatic
surogat [175]. Celulele substantei gelatinoase, precum majoritatea celulelor tesuturilor
conjunctive, contribuie la elaborarea si secretia componentelor matricei extracelulare.
Componenta celulara a substantei Wharton a fost pentru prima datd descrisd 9 ani mai tarziu, in
1665, de catre Hooke [40]. Comparativ cu alte tipuri de tesuturi conjunctive, substanta Wharton
este unica, deoarece contine doar celule de origine mezenchimala, precum fibroblastele,
miofibroblastele si precursorii acestora. In 1991, grupul de cercetitori condus de McElreavey
[134] au izolat, pentru prima datad, din cordonul ombilical uman celule aseminatoare
fibroblastelor. Mai tarziu, in 1993, Takechi si colab. [179] au relatat despre prezenta unor celule
fibroblast-like, care contin miofilamente si sunt atdt vimentin-pozitive, cat si desmin-pozitive.
Miofibroblastele sunt celule secretoare de colagen, care Tn mod egal, au proprietati contractile
similare cu cele ale celulelor musculare netede. In functie de localizarea lor in cordonul
ombilical, celulele stromale ale substantei gelatinoase Wharton prezintd grade de diferentiere
diferite — de la celulele mezenchimale nediferentiate la miofibroblaste/fibroblaste specializate
[137].

Problema diferentierii fibroblastelor n miofibroblaste a fost studiatd de Nanaev si colab.
[143]. Obiectivul principal al grupului de cercetare a fost identificarea modelelor de expresie
citoscheleticd a vimentinei, desminei, a-SMA, y-SMA si miozinei miocitului in celulele
stromale. Astfel, prin utilizarea coloratiei imunohistochimice si a microscopiei electronice a fost
posibil evidentierea gradului de diferentiere a celulelor stromale ombilicale. Rezultatele lui
Nanaev si colab. au aratat ca celulele stromale cu grad nalt de diferentiere sunt localizate
primordial 1n apropierea vaselor ombilicale, in timp ce cele mai putin diferentiate sunt prezente
in zona subamniotica. Mai mult, diferentierea celulelor stromale este dependentd de termenul de
gestatie. Astfel ca, celulele stromale cu grad scazut de diferentiere sunt identificate in primul si al
doilea trimestru de sarcind, ceea ce presupune ca modelul lor de expresie citoscheleticd este mai

putin complex [143]. Aceste constatari au fost confirmate si de alte studii, inclusiv de Kobayashi
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si colab., care au observat cd celulele stromale ale substantei Wharton initiazd procesul de
diferentiere in miofibroblaste doar in al doilea trimestru de gestatie [108]. Schugar si colab. au
confirmat de asemenea aceste rezultate, concomitent indicidnd ca, regiunea perivasculara a
substantei Wharton poate contine pana la 45% din toate celulele stromale [40, 175]. Substanta
gelatinoasda Wharton, de asemenea, mai contine cantitati mici de macrofage si mastocite, care
preferential sunt localizate perivascular.

Matricea extracelulara a substantei gelatinoase este constituitd din componenta fibrilara si
substanta amorfa. Substanta fundamentala amorfa, repartizatd printre componenta fibrilara,
contine glicozaminoglicani (ex. acid hialuronic; carbohidrati cu grupe glicozil si manozil).
Aproape 70% din continutul total de GAG este reprezentat de acidul hialuronic, iar restul de
30% este constituit din: cheratan sulfat, heparan sulfat, condroitin-4-sulfat, condroitin-6-sulfat,
dermatan sulfat si heparina [173].

Componenta fibrilard este constituitd, in principal, din fibrele de colagen, in timp ce
fibrele elastice sunt absente. Fibrele de colagen devin mai abundente si orientate circular in jurul
vaselor ombilicale. Majoritatea fibrelor de colagen sunt de tip I. In 1997, Sobolewski si colab.,
au demonstrat prezenta in substanta Wharton a unei cantitati mari de colagen de tip III si a unei
cantitati mai mici de colagen de tip V [173]. Aproximativ 1% din intregul colagen al substantei
gelatinoase este reprezentat de colagenul de tip VII, produs, in principal, de citre celulele
epiteliale [166]. Studiile imunohistochimice, au evidentiat ¢, matricea extracelulara a substantei
Wharton, nu este formata doar din fibre de colagen, dar contine si o retea microfibrilard alcatuita
din fibrilind si colagen de tip VI. Aceastd retea microfibrilard este un element important al
matricei extracelulare care sustine structura si functia celulelor din cordonul ombilical [58]. Mai
mult, Nanaev si colab. in 1997, au raportat depre prezenta in matricea extracelulard a proteinelor
libere ale membranei bazale, cum ar fi colagenul de tip IV si laminina [143].

Cercetdrile recente, au constatat cd matricea extracelulard a substantei Wharton contine
componente similare cu cele din cartilajul articular, precum si factori de crestere specifici pentru
cartilaj, cum ar fi IGF-1 si TGF-p. In plus, numeroase studii au demonstrat ci, utilizarea
componentelor structurale ale matricei extracelulare din substanta Wharton pentru crearea
schelelor de suport in tesutul cartilaginos, poate repara cu succes defectele cartilajului articular.
Aceste constatdri sugereazad ca, substanta gelatinoasa poate fi o sursa valoroasa pentru ingineria

tisulara [197].

1.2. Membrana amniotica
Amnionul, structura extraembrionard care delimiteazd cavitatea amniotica, denumitd si

membrana amniotica, este implicat in numeroase procese fiziologice, precum, secretia de factori
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biologici activi, factori de crestere, citokine, in transportul apei si macromoleculelor, dar si n
reglarea volumului lichidului amniotic [161]. Membrana amniotica (MA) nu contine vase
sangvine $i nervi, si este organizata in 2 straturi: epiteliul amniotic, localizat pe membrana bazala

si stroma conjunctivdi mezenchimali. Suprafata membranei este de 1600 cm?

, lar grosimea
membranei variaza de la 0,02 mm la 0,05 mm [125].

Epiteliul amniotic este simplu cubic, dar care poate deveni scuamos in apropierea locului
de insertie cu placenta sau spre finele termenului de gestatie. Celulele epiteliului amniotic
exprimd citokeratina 7. Majoritatea celulelor sunt intunecate, iar printre ele, ocazional, se
regasesc celule clare. Nucleul celulelor este voluminos, cu contur neregulat si contine un nucleol
proieminent. Citoplasma este bogatd in organite celulare, precum, reticulul endoplasmatic,
aparatul Golgi. Paranuclear sunt localizate veziculele de pinocitozd si de secretie. Suprafata
apicald contine numeroase microvilozitati, care continud de-a lungul suprafetelor laterale a
celulelor, formand canalicule intercelulare sau canale de tip labirint. Celulele sunt unite intre ele
prin numeroase complexe jonctionale de tip desmozom si hemidesmozom. Polul bazal al celulei
formeaza prelungiri citoplasmatice de tip podocit-like [125, 153].

MA a cordonului ombilical prezintd o morfologie complet diferita de cea de la nivelul
cavitatii amniotice. Astfel, epiteliul aici este organizat in 3-8 straturi. Celulele stratului profund
sunt intunecate si contin nucleii inconjurati de un halou perinuclear. Celulele straturilor
superficiale sunt aplatizate, clare si frecvent contin nuclei picnotici. Pe suprafata apicala a
celulelor superficiale se regasesc microvilozitati scurte si largi [82, 88].

Membrana bazala a epiteliului amniotic, este una dintre cele mai groase membrane bazale
a corpului uman, care contine cantitati considerabile de fibre de colagen (IV, V si VII),
fibronectind si laminind [125]. De asemenea, in structura membranei se regasesc cantitati
notabile de proteoglicani si macromolecule structurale, asa ca: actina, spectrina, vimentina,
desmoplakina, etc.

In plus, aceasta contine perlecanul, un proteoglican cu masa moleculard mare, care are un
rol esential in legarea factorilor de crestere si in interactiunile proteinelor extracelulare
responsabile de adeziunea celulard. Toate componentele structurale contribuie la mentinerea
integritatii si permiabilitdtii membranei bazale, si de asemenea cresc rezistenta acesteia la
crioconservare [107, 196].

Proprietatile biomecanice ale membranei amniotice, cum ar fi elasticitatea, rigiditatea
etc., sunt determinate in mare parte de variatile cantitative ale componentelor matricei
extracelulare. Stroma membranei amniotice este organizatd in 3 straturi: compact, fibroblastic si

spongios [125]. Colagenii stratului compact sunt secretati de celulele mezenchimale situate in
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stratul fibroblastic. Colagenii (stratului fibroblastic) interstitiali (tipurile I si III) predomina si
formeaza fascicule paralele care mentin integritatea mecanica a MA. Colagenii de tip V si VI
formeaza conexiuni filamentoase intre colagenii interstitiali si membrana bazald epiteliala.
Stratul spongios al matricei stromale se afla adiacent membranei coriale. Continutul sau
abundent de proteoglicani si glicoproteine produce un aspect spongios in preparatele histologice
si contine o retea nefibrilara de colagen de tip III [88]. Strans legat de membrana coriala, stratul
spongios este format din manunchiuri ondulate de plexuri fibrilare scildate in mucind; prin
urmare, MA este usor detasata de corion.

Astfel, elasticitatea, rigiditatea si alte proprietati biomecanice ale MA depind de variatia
ingredientelor sale, cum ar fi colagenul, proteoglicanul si elastina. Orientarea fibrelor de colagen
in MA este responsabild pentru rezistenta la tractiune, In timp ce deformarea elastica este legata
de prezenta fibrelor de elastind, laminina, acid hialuronic si glicozaminoglican [59, 128].

Unele cercetari au demonstrat ca modulul de forfecare a membranei amniotice este intre
100 si 400 Pa, cu diferenta de masuratori legatd de starea MA umana utilizatd in cercetari. MA
umana decelularizata prezinta un modul de forfecare mai mare decat cel nativ, deoarece procesul
de denudare deshidrateaza membrana si astfel ii scade grosimea. De asemenea, s-a demonstrat ca
elasticitatea scade odata cu cresterea grosimii MA umana. Valorile de elasticitate a MA variaza
intre portiunile distale (135 Pa) si cele proximale (62 Pa) ale placentei. Aceste diferente ar putea
fi rezultatul variatiilor in grosimea membranei si compozitia tesuturilor [28].

Moleculele matricei extracelulare a MA umane, cum ar fi fibronectina, laminina-1,
laminina-5, colagenul de tip I, III, IV, V si VII, promoveaza, de asemenea, aderenta si migrarea
celulelor [61, 120]. Desi imunogenitatea MA este controversatd, in general, se crede ca MA
posedd imunogenitate scdzutd, deoarece celulele epiteliului amniotic nu exprima antigene HLA-
A,-B,-D s5i-DR pe suprafata celulei, ci exprimd HLA-G. Prezenta interferonului si a altor factori
imunogeni, de asemenea, au fost observati in membrana amniotica. Se pare ca membrana
amniotica poate induce reactii imunologice in prezenta celulelor epiteliale viabile.

AEC-urile umane si AMSC-urile umane exprima niveluri scdzute pana la moderate ale
moleculelor complexului major de histocompatibilitate clasa I (MHC1) — antigenul leucocitar
uman (HLA), inclusiv antigenele la (HLA-A, B, C) si Ib (HLA-G, E). Mai mult, ei nu exprima
(sau exprima doar niveluri foarte scazute de) molecule de clasa HLA II (HLA-DP, -DQ, -DR) si
molecule costimulatoare (CD80, CD86) pe suprafata celulei. Aceste proprietati ale MA scad
posibilitatea respingerii transplantului, ceea ce reprezintd un avantaj foarte important atunci cand

se alege materiale pentru utilizare in medicina regenerativa.
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Celulele membranei amniotice poseda proprietati pluripotente si se clasifica in: celule
amniotice epiteliale (CAE), localizate pe membrana bazala, si celule amniotice mezenchimale
(CAM), localizate in stratul spongios al stromei. Ambele tipuri celulare au origine epiblastica si
se formeazd, In perioada embrionard, Tnaintea initierii procesului de delaminare a discului
embrionar. CAM-urile sunt derivate din mezodermul extraembrionar al liniei primitive, iar CAE-
urile deriva din ectodermul embrionar, anticipand organogeneza [154, 167]. Ambele tipuri
celulare sintetizeazd componentele matricei extracelulare, diverse citokine, chemokine si factori
de crestere.

Datorita proprietatilor sale de a facilita transportul apei, de a secreta factori de crestere,
precum, EGF, bFGF, KGF, aTGF, NGF, etc., MA reprezintd o sursa tisulard valoroasa pentru
medicina regenerativa [95]. MA umand are caracteristici avantajoase, inclusiv promovarea
epitelizarii, efecte antiinflamatorii, proprietdti antibacteriene, proprietdti antifibrotice,
imunogenitate scazutd, precum si proprietati imunomodulatoare, proprietati anti-angiogene si
non-tumorigenice. Membrana bazala a MA este compusa din colagen de tip IV, V si VII care
faciliteaza cresterea celulelor epiteliale. MA umand promoveaza epitelizarea prin excretarea
EGF, IL-8, factorul de crestere asemanator insulinei 1 (IGF-1), PDGF bFGF, HGF, TGF-b si alti
factori care sustin epitelizarea si diferentierea diferitelor celule [93].

Implicarea tehnologiilor de inginerie tisulara, adesea, poate provoaca reactii inflamatorii
cunoscute sub numele de reactii la corp strdin la momentul implantarii. Mentionam ca,
materialele implantate pot avea caracteristici degradabile sau nedegradabile. Desi inflamatia
poate avea un impact pozitiv in anumite situatii, declansand procesele de vindecare, exista riscul
ca aceasta si contribuie la esecul implantului. In literatura de specialitate sunt raportate diverse
date despre capacitatea MA de a reduce inflamatia. Un rol semnificativ in inhibarea expresiei
citokinelor proinflamatorii puternice, precum IL-1 si IL-1p 1i revine matricei stromale a MA. S-a
observat ca, metaloproteazele matriceale (MMP) sunt exprimate prin infiltrarea celulelor
polimorfonucleare si macrofagelor. In MA au fost identificati, de asemenea, inhibitori naturali ai
MMP.

Acidul hialuronic este un glicozaminoglican cu greutate moleculard mare care exista in
cantitati mari in MA si actioneazad ca un ligand pentru CD44, care este exprimat pe celulele
inflamatorii si joacd un rol important in aderarea celulelor inflamatorii, inclusiv a limfocitelor, la
stroma MA [84]. S-a dovedit ca IL-10 poate suprima efectul citokinei proinflamatorii IL-6 si al
factorului de necrozd tumorald-o. IL 10 suprimd, de asemenea, productia de IL-8, o chemokina
proinflamatoare care atrage migrarea neutrofilelor. MA mai contine, un inhibitor de inter-o-

tripsind, care poseda o actiune antiinflamatoare [56, 57]. Totodatd, in zonele lezate, MA exercita

27



actiune de supresie si asupra unor celule inflamatorii, cum ar fi celulele polimorfonucleare,
celulele CD3, celulele CD4, celulele T si celulele CD11b, scazand astfel inflamatia [84, 100].
MA contine molecule antimicrobiene naturale, care sunt parte componentd ale sistemului
imunitar innascut, actionand, astfel, ca protectie impotriva bacteriilor Gram- si Gram+, infectiilor
virale si fungice. Sistemul imunitar inascut s-a dezvoltat pentru eradicarea microorganismelor la
momentul In care acestea patrund in tesuturi, initiind producerea de antigene esentiale pentru

generarea unui raspuns imunitar imun.

1.3. Corionul

Corionul este derivat din ectodermul trofoblastic si mezodermul extraembrionar
(somatopleurd). Exista o asociere intima intre corion si amnion. Acesta se formeaza prin plierea
bilaterald a somatopleurei extraembrionare. Aceasta se arcuieste dorsal fatd de embrion si
continud sa creascad. Fuziunea pliurilor corioamniotice are loc la mesamnion sau rafeul
corioamniotic. Fuziunea dorsala are ca rezultat formarea a doua straturi de somatopleure separate
de exocelom: somatopleura exterioara devine corion si somatopleura interioara amnionul.

Astfel, corionul este captusit de mezoderm din interior, iar amnionul este cadptusit de
mezoderm din exterior. Acest lucru determina orientarea trofoblastelor coriale spre endometru.
Cand are loc separarea completd a corionului si amnionului, exocelomul inconjoard complet
amniosul.

La om, corionul este pur si simplu trofoblastul original, care devine captusit de mezoderm
somatic. In mare parte, corionul este o structura relativ avasculara, perfuzia ciruia este realizata
de catre vasele alantoice. Portiunea vascularizatd de corion reprezintd componenta esentiala a
vilozitatilor coriale. Placenta corioalantoicd este placenta functionalda permanentd la mamiferele

domestice si la om, luand locul placentei corioviteline tranzitorii [85].

1.4. Placenta

Placenta umana la termen este un organ discoidal circular (ovoid) cu un diametru de cca
22 cm, o grosime centrala de 2,5 cm si o greutate medie de 470 g. Exista o variatie considerabila
de la placenti la placenti, care depinde foarte mult de modul de nastere. in special atunci cand
este planificata analizd morfometrica a placentei, factorii precum momentul si locul in care
cordonul ombilical a fost clampat sunt critice, deoarece pierderea de sange matern si/sau fetal
afecteaza in mod clar dimensiunile placentei.

Placenta umana reprezintd un organ cu o configuratie unicd in cadrul corpului uman.
Prezinta o structura extrem de complexa, al carei aspect este conturat de interactiunea dintre fat

si corpul mamei [78]. In acest fel, placenta cuprinde atat suprafata fatului (placa coriald), cat si
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cea maternd (placa bazald), mentinute impreuna prin ancorarea vilozitatilor coriale. Aceste
vilozitati sunt organizate intr-o serie de 30 pand la 40 de lobuli sau cotiledoane, care sunt
scaldate direct de sangele matern si care umple spatiul intervilos si reprezintd cele mai
importante unitati morfo-functionale pentru schimbul metabolic materno-fetal [86].

Suprafata exterioard a vilozitatilor coriale constituie bariera principala Intre circulatia
fetala si cea materna si este formata dintr-un strat exterior de sincitiotrofoblast si un strat interior
de citotrofoblast, acesta din urma diminuandu-se pe masura ce gestatia avanseaza. Stroma
vilozitatilor este compusa din capilarele fetale dilatate sinuos, incorporate in tesut conjunctiv lax,
precum si din celule mezenchimale, macrofage de origine mezenchimala (celulele Hofbauer) si
fibroblaste. Membrana fetala cuprinde trei straturi distincte:

1. amnios (cel mai intern strat). Acesta cuprinde un singur strat avascular de celule
epiteliale si tesut conjunctiv care intra in contact direct cu lichidul amniotic.

2. corion laeve, de obicei, atrofic, este compus din tesut conjunctiv care contine vase de

sange fetale (corio-alantoice),

3. decidua capsularis (cel mai extern strat), care reprezinta endometrul matern

modificat.

1.5. Celulele stem
Celulele stem (CS) in prezent sunt considerate celule nespecializate, dar cu un grad foarte
inalt de diferentiere, multiplicare, capabile sa se auto-reinnoiasca si cel mai important sd se
diferentieze in diverse tipuri de tesuturi, astfel avand un potential terapeutic considerabil.
Celulele stem se clasificd, odata, in functie de potentialul lor de diferentiere, dar si in
functie de localizare. Astfel celulele stem in dependenta de potentialul lor de diferentiere pot fi
subimpartite in:
1. Celule stem totipotente (zigota, morula), capabile sa se diferentieze pentru a forma un
organism integru.
2. Celule stem pluripotente (celule stem embrionare sau celule stem embrionare induse),
au capacitatea de a se dezvolta in celulele celor trei straturi ale embrionului.
3. Celule stem multipotente (celule stem mezenchimale), posedd un spectru mai Ingust
de diferentiere.
4. Celule stem oligopotente (celule stem mieloide), au posibilitatea sa se transforme intr-
un grup restrans de tipuri celulare (toate fiind din aceiasi familie).

5. Celule stem unipotente, dau nastere unui singur tip de celule [114].

In functie de sursa de provenienta, celulele stem se clasifica in:
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1. Celule stem embrionare

2. Celule stem fetale

3. Celule stem ombilicale, din

a. Sangele ombilical
b. Cordonul ombilical (substanta gelatinoasa Wharton) si placenta
4. Celule stem adulte
a. Celule stem mezenchimale (MSC), (localizate in aproape toate tesuturile)
b. Celule stem hematopoetice,
c. Celule stem neurale,
d. Celule stem epidermale,
e. Celule stem hepatice,
f. Celule stem pancreatice

Celulele stem mezenchimale au trezit cel mai mare interes in medicina regenerativa,
datoritd plasticitatii si proprietdtilor lor imunomodulatoare si antiinflamatorii. Ele poseda un
randament ridicat de multiplicare si pot fi achizitionate prin metode neinvazive din diverse
tesuturi adulte. Foarte important este de mentionat cd aceste celule sunt netumorigenice si sunt
cele mai studiate la momentul dat [202].

Pe de alta parte, mai exista si asa numitele celulele stem pluripotente induse (iPS), care
sunt obtinute direct din celulele embrionare sau adulte prin reprogramarea genelor, utilizand
factori transciptionali (Oct3/4, Sox2, c-Myc, si KLF4). Prin utilizarea noilor tehnologii de
reprogramare celulara se evita distrugerea sau manipularea embrionilor in vederea obtinerii de
celule pluripotente. Astfel, aceasta abordare elimind preocuparile etice legate de utilizarea
celulelor stem embrionare. Pre-diferentierea celulelor iPS asigura siguranta viitoarelor abordari.
Atat celulele stem mezenchimale, cét si celulele iPS pot fi utilizate pe larg pentru transplanturi
de celule autologe fara riscul de respingere imuna si reprezintd surse importante pentru viitoarele
terapii alternative [178].

Celulele stem mezenchimale sunt usor de colectat si de mentinut in cultura, ele prezintd o
multiplicare inalta in vitro si sunt netumorigenice, atunci cand sunt transplantate in vivo. Ele se
pot diferentia in mai multe tipuri de celule mezodermice si pot fi utilizate pentru transplantul de
celule sau ingineria tisulara. Aplicarea terapeutica a MSC prezintda multiple avantaje, deoarece
aceste celule sunt recoltate cu usurintd, pot fi mentinute in conditii optime fara dificultate, iar
intervalul de timp dintre stabilizarea culturii celulare si utilizarea clinica este mult mai redus.

Placenta si cordonul ombilical uman reprezinta surse de celule stem cu o capacitate foarte

inaltd comparativ cu alte zone. Faptul ca, s-a observat ca teratomul poate si se dezvolte intr-0
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placenta la termen, sugereazd cad aceasta poate contine celule germinale multipotente [106].
Multiple cercetari au dezvaluit prezenta unei populatii de celule stem multipotente in placenta
umana, care exprima markeri specifici pentru celulele stem, precum c-KIT, factorul de
transcriptie OCT4, SOX2, SSEA3, SSEA4, TRA-1-60 si TRA-1-81 [146]. Aceste celule prezinta
caracteristici ale mezodermului si manifestd o notabild abilitate de diferentiere intr-o gama
variata de tipuri celulare.

In timpul dezvoltirii embrionare, hematopoieza are loc in sacul vitelin si mai tarziu in
regiunea aorto-gonado-mesonefrica (AGM). Coloniile timpurii de celule hematopoietice si
mezenchimale migreaza din cordonul ombilical nou format cétre placenta, urmata de o a doua
runda de migrare de la placenta la ficatul fetal si in final la maduva lui osoasa. Studiile au aratat
ca aceste doua migratii fac ca unele celule MSC raméan prinse in substanta Wharton si se
pastreaza acolo pe toata durata perioadei de gestatie [191]. Incorporate in structura gelatinoasi a
substantei Wharton, celulele MSC elibereazd diverse elemente ale micromediului, precum
citokine si o matrice stromald specifica, care contribuie la mentinerea echilibrului populatiei
celulare si sustinerea functionalitatii acestora [7]. Prezenta celulelor mezenchimale stem in CO
este caracteristica cheie a proprietatilor sale regenerative [97, 186].

Celulele membranei amniotice (AMC) au mai multe caracteristici specifice, ceea ce le
permit sa fie o sursa celulara substantiala pentru terapia cu celule stem. AMC-urile prezinta
aderenta plastica si morfologie fibroblastica, in timp ce celulele epiteliale amniotice (AEC-urile)
sunt caracterizate printr-un fenotip epitelial pietruit. Una dintre cele mai frecvente proteine gasite
in celulele derivate din MA este laminina, care joacd un rol cheie in diferentiere, forma si
migrarea celulelor, precum si regenerarea tesuturilor.

AMC-urile sunt pozitive pentru numerosi markeri specifici mezenchimali, inclusiv CD44,
CD73, CD29, CD105 si CD90 si nu exprimd markerii hematopoietici si a antigenul leucocitar
uman, inclusiv antigenele CD34, CD45, CD11b, CD19, HLA-A, HLA-B si DR [105]. AMC-
urile secretd, la fel, unele citokine antiinflamatorii, cum ar fi PGE2, IDO, HGF si TGF-b [98].
AMC-urile promoveaza angiogeneza prin secretia unor factori angiogeni, cum ar fi angiogenina,
factorul de crestere endotelial vascular (VEGF) si factorul de crestere derivat din trombocite
(PDGF) [87]. Analiza RT-PCR a aratat ca AMC-urile exprima gene, cum ar fi Oct-3/4, proteina
zfp42 sau Rex-1, proteina factorului de celule stem (SCF), molecula de adeziune a celulelor
neuronale (NCAM), nestin (NES), proteina morfogenetica osoasa 4 (BMP-4), proteina de legare
GATA 4 (GATA-4) si factorul nuclear hepatocitar 4o (HNF-4a), chiar si in cantitati cresute
[105, 152]. Celulele mezenchimale amniotice prezinta trasaturi fenotipice Similare cu cele

obtinute din sursele de celule adulte. AMC-urile manifesta rate de proliferare mai mare in
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comparatie cu MSC-urile derivate din sursele adulte si, de asemenea, prezintd potential de
diferentiere pe multiple linii celulare (mutipotent) in celule derivate din cele trei straturi
germinale [152].

Caracteristicile specifice ale AEC-urilor confera acestor celule un potential valoros
pentru a fi considerate sursa importanta de celule stem pluripotente [145]. Populatia de celule
epiteliale ar putea fi izolata exclusiv din amnionul placentei umane la termen, prin digestie
enzimatica specifica. A fost demonstrat ca, AEC cultivate secreta diversi factori de crestere, cum
ar fi factorul de crestere epidermic, Noggin, Activin, factorul de crestere derivat din trombocite,
factorul de crestere endotelial vascular, angiogenina, factorul de crestere transformator-beta-2
(TGF- B2) si inhibitori tisulari ai metaloproteinazelor (TIMP-1 si TIMP-2) [110, 182]. AEC-urile
exprimd markeri de suprafata intalniti in mod obisnuit in celulele stem embrionare, cum ar fi
SSEA-3, SSEA-4, TRA1-60, TRA-1-81 si factori de transcriptie specifici celulelor stem
pluripotente, cum ar fi Oct-4 si Nanog, factorul de crestere a fibroblastelor 4 (FGF4), Rex-1,
proteina cripticd (CFC-1) si prominina 1 (PROM-1). AEC-urile exprima antigenul leucocitar
uman nepolimorf, neclasic (HLA-G), care este implicat in inducerea tolerantei imune. Prin
urmare, riscul de respingere sau de reactie imuna va fi mult redus in transplantul de AEC. AEC-
urile exprima inhibitorul secretor al proteinazei leucocitelor (SLPI) si elafina care au proprietati
antiinflamatorii. In plus, ambele fac parte din sistemul imunitar innascut al amnionului, care
previne infectia. AEC-urile produc de asemenea B-defensine, peptide antimicrobiene [131, 165].
Un alt merit al AEC-urilor este numarul de celule derivate dintr-o singura sursa de tesut.
Randamentul mediu este raportat a fi mai mult de 100 de milioane de celule per amnion.

Aceste celule manifesta o capacitate redusd de a declansa reactii imune, ceea ce le ofera o
protectie impotriva raspunsului imunitar al organismului gazda [113]. Desi AEC-urile scad
angiogeneza, AMC-urile sunt capabile sa imbunatiteasca angiogeneza prin exprimarea unor
componente angiogene, cum ar fi interlukin-6 (IL-6), oncogena asociatd cresterii (GRO),
proteina chemoatractanta monocitara-1 (MCP1), C-C Motif Chemokine Ligand 8 (CXCLS8),
molecula de adeziune intracelulara (ICAM) si factorul inhibitor al migratiei [87].

1.6. Medicina regenerativa - grefarea tisular-organica

Ingineria tisulara reprezintd o ramurd a ingineriei biomedicale ce utilizeazd 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. Aceasta disciplina 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

implicd celule si structuri de suport. Desi initial a fost consideratd o subramurd a biomaterialelor,
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in urma dezvoltarii sale, in ceea ce priveste domeniul de aplicare si importanta, ingineria tisulara
poate fi vazuta acum ca un domeniu distinct.

In ciuda faptului ca definitiile ingineriei tisulare predominante acoperi o varietate larga
de domenii, in practica, acest termen este strans legat de aplicatiile care se concentreaza pe
reparatia sau inlocuirea partilor de tesut sau chiar a intregilor structuri (cum ar fi osul, cartilajul,
vasele de sange, vezica urinara, pielea, muschii etc.). Adesea, aceste tesuturi trebuic sa
indeplineasca cerinte mecanice si structurale specifice pentru a functiona corect. Termenul
medicina regenerativa este deseori considerat ca sinonim cu ingineria tisulara, desi cei implicati
in medicina regenerativd pun un accent mai mare pe utilizarea celulelor stem sau a celulelor

progenitoare pentru a genera tesuturi noi.

Umbilical Cord
HUVECs < Umbilical - _
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Fig. 1.2. Originea celulelor stem din placenta si cordonul ombilical. AEC - celule epiteliale

amniotice; MSCs - celule mezenchimale stromale/stem amniotice; CMSCs - celule
mezenchimale stromale/stem corionice; CV-MSC - celule mezenchimale stromale/stem din
vilozititi corionice; DMSC - celule mezenchimale stromale/stem deciduald; UC-MSC -

celule mezenchimale stromale/stem din cordonul ombilical [29]
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Definitia comuna pentru ingineria tisulara, conform descrierii prezentate de Langer si
Vacanti [115] este ca fiind ,,un domeniu interdisciplinar care integreaza conceptele si principiile
ingineriei si stiintelor exacte in vederea dezvoltarii substituentilor biologici, care pot repara,
mentine sau imbunatati functionalitatea unui tesut sau a unui organ intreg”. Mai mult, conform
Langer si Vacanti [115], sunt identificate trei categorii majore in domeniul ingineriei tesuturilor:
utilizarea celulelor, substantele care stimuleaza dezvoltarea tesuturilor si o strategie combinata ce
implica atat celule, cat si matricea extracelulara (frecvent denumita scheld). Ingineria tisulara a
fost, de asemenea, definita ca ,, infelegerea principiilor cresterii tesuturilor si aplicarea acestora
pentru a produce tesut functional de inlocuire pentru uz clinic”. O premisd fundamentala a
ingineriei tesuturilor constd in ideea cd exploatarea mecanismelor biologice naturale ale
organismului va conduce la o mai mare eficacitate In conceperea strategiilor terapeutice menite
sd realizeze obiective precum inlocuirea, repararea, mentinerea sau imbunadtitirea functiei
tesuturilor.

Progresele in cadrul domeniului multidisciplinar al ingineriei tisulare au generat o serie
noud de componente pentru substituirea tesuturilor si abordari strategice de aplicare. Realizérile
stiintifice iIn domeniile biomaterialelor, celulelor stem, factorilor de crestere si diferentiere,
precum si in dezvoltarea de medii biomimetice, au creat oportunititi remarcabile pentru a
produce sau Tmbunatati tesuturile existente in mediu de laborator, prin combinarea matricelor
extracelulare ("schele"), celulelor si moleculelor biologic active. Printre provocérile majore cu
care se confruntd acum ingineria tisulard este nevoia de functionalitate mai complexa, stabilitate
biomecanica si vascularizare in tesuturile cultivate in laborator destinate transplantului [25].

In prezent, biomaterialele joaci un rol central in inovatiile medicale, in special in
tratamentul traumatismelor si afectiunilor cardiovasculare. 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 sa favorizeze
capacitatea organismului de a se regenera, combinand biomateriale cu compusi celulari.

Biomaterialele sunt aplicate intr-o gama larga de proceduri chirurgicale, inclusiv in
tratarea traumatismelor, patologiilor cardiovasculare si oftalmologice. Aceasta sferd
multidisciplinara implica domenii, precum stiintele fizice si chimice, ingineria, biologia si
medicina. Termeni precum "Inginerie Biologicad si Medicald", "Inginerie Tisulard" si "Ingineria
Sanatatii" sunt tot mai des utilizati pentru a caracteriza aceasta abordare comprehensiva.

Conceptul de biocompatibilitate este fundamental in utilizarea biomaterialelor si se
defineste ca abilitatea unui material de a interactiona armonios cu raspunsul biologic al

organismului intr-un anumit context aplicativ. Ingineria tisulara se concentreaza pe reconstructia
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sau regenerarea tesuturilor si organelor umane, folosind celule vii sau biomateriale sintetice sau
naturale. Aceasta implicd substituirea tesuturilor deficitare sau modificarea geneticd a
organismului.

In contextul bolilor cardiovasculare, care riman o problema majord de sanitate publica,
existd o nevoie continui de dezvoltare a protezelor arteriale si venoase. In prezent, rezultatele
pentru reamplasarile vaselor mici sau venelor nu sunt foarte favorabile, deoarece acestea pot fi
predispuse la ocluzie si sciderea fluxului vascular. Imbunititirea protezelor cu o suprafati
interna netrombogena si usor de implantat, raméane un obiectiv important [48].

Doua abordari principale au fost dezvoltate in ultimii ani. Prima constd In mentinerea
permeabilitatii vasculare pentru a permite dezvoltarea unui endoteliu vascular pe suprafata
interna a protezei, astfel Incét sa fie netrombogend. Cu toate acestea, endotelializarea spontana
este limitatd la oameni, spre deosebire de animale. A doua abordare implicd crearea de grefe
vasculare utilizdnd ingineria tisulara, fie prin tehnici in vitro, fie in vivo, pentru a obtine o
structurd si o functionalitate similare vaselor native. Boala cardiovasculara ramane principala
cauzad de deces la nivel global, iar tratamentul revascularizarii vaselor ocluzate se bazeaza in
mare masurd pe utilizarea grefelor vasculare, cum ar fi grefa de bypass coronarian si grefa de
bypass periferic. Cu toate acestea, grefele autologe disponibile, cum ar fi vena safena si artera
toracicd internd, sunt limitate in cantitate, necesitd recoltare invaziva si nu sunt intotdeauna
potrivite pentru utilizare [155].

Bypass-ul vascular reprezintd o procedurd care implica redirectionarea fluxului sangvin
prin reconectarea vaselor de sange pentru a trata afectiunile cauzate de fluxul sangvin inadecvat.
Grefa vasculara, in special vena proprie a pacientului, este preferatd in acest proces, dar alte
materiale, cum ar fi politetrafluoretilena (Teflon), polietilen tereftalat (Dacron) sau venele altor
persoane, pot fi, de asemenea, utilizate. Integritatea structurala a schelelor polimerice utilizate in
bypass vascular se pierd in primele 26 de saptdmani, iar fragmentele polimerice persista timp de
pand la 52 de saptamani. Se observa cd acumularea timpurie de neo-tesut este initial indusd de
reactia inflamatorie a corpului la schelele polimerice implantate, dar devine ulterior mecano-
mediata pe masura ce schelele se degradeaza.

Pe masura ce schelele se degradeaza, remodelarea tesutului neo-format devine procesul
dominant care devine evident in jurul saptamanii 26. Odata ce degradarea structurilor de suport
este finalizata, structura vasculara nou formata suferd o crestere si remodelare similare cu cea a
vaselor naturale, inclusiv capacitatea de crestere biologica. Simuldrile de interactiune fluid-
structura furnizeaza informatii detaliate despre stresul hemodinamic si al peretelui vascular,

sustinand in continuare comportamentul si dezvoltarea vasului rezultat [19].
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Cele mai frecvente zone supuse interventiilor de bypass sunt: cordul (procedura de
bypass coronarian) pentru tratarea afectiunilor coronariene si membrele inferioare, unde operatia
de bypass la nivelul extremitatilor inferioare este utilizatd pentru gestionarea patologiilor

vasculare periferice.

1.7. Ingeneria tisulara - grefarea celulara

Celulele reprezinta un element esential pentru succesul abordarilor de ingineria tisulara.
In acest domeniu, celulele sunt utilizate ca strategii pentru geneza tesuturilor noi sau inlocuirea
celor afectate. Drept exemple sunt datele despre utilizarea: fibroblastelor pentru regenerarea
pielii, condrocitelor pentru repararea cartilajelor (produsul aprobat de catre MACI-FDA) si
hepatocitelor in cadrul sistemelor de suport pentru functionalitatea hepatica.

Celulele pot fi utilizate fie singure, fie impreuna 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 ofera cai alternative pentru dezvoltarea de
tesuturi noi, inclusiv metode precum reprogramarea celulelor somatice sau promovarea

vascularizarii [187].

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

Celule autologe: Donatorul si primitorul celulelor sunt aceeasi persoana. Celulele sunt
colectate, cultivate sau stocate, iar apoi reintroduse in corpul gazda. Datoritd reintroducerii
celulelor proprii ale gazdei, nu apare un raspuns antigenic. Sistemul imunitar al organismului
recunoaste aceste celule reintroduse ca fiind proprii si nu le ataca. Utilizarea celulelor autologe
poate fi descurajata de dependenta acestora de sandtatea celulei gazda si de posibila morbiditate
asociatd cu procesul de donare. Celulele stem mezenchimale derivate din tesutul adipos sau din
maduva osoasd sunt de obicei autologe si pot fi utilizate intr-o varietate de moduri, inclusiv in
asistarea regenerarii tesutului osos sau in refacerea celulelor beta la pacientii diabetici [8].

Celule alogenice: Celulele sunt prelevate din corpul unui donator care este de aceeasi
specie ca si primitorul. Desi, exista restrictii etice in ceea ce priveste utilizarea celulelor umane
in studii in vitro, utilizarea fibroblastelor dermice prelevate din preputul uman este considerata o
optiune sigurd, din punct de vedere imunologic si, prin urmare, o optiune viabila pentru ingineria
tesuturilor cutanate alogene [52].

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 utilizand celule animale. Totusi, utilizarea hibridizarii
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om-animal in medicind ridicd preocupdri etice legate de potentialul de imbunatatire a constiintei
prin intermediul implantarii de organe umane la animale [20].

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 [74].

MSC reprezinta o categorie importanta de celule progenitoare multipotente, capabile de
auto-reinnoire si diferentiere intr-0 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 pulpara 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 [49, 89, 151].

Unul dintre avantajele utilizarii MSC 1in terapia celulard si bioinginerie este absenta
problemelor etice asociate cu utilizarea celulelor embrionare. MSC se pot obtine si conserva
usor, iar compatibilitatea lor imund este ridicata, datorita faptului cd donatorul este componenta
extraembrionarda, nu omul 1n sine. De asemenea, MSC pot fi stocate pentru a forma banci de
celule stem proprii. Mecanismele exacte prin care actioneazd MSC nu sunt pe deplin intelese. Se
crede cd MSC exercita efecte benefice prin diferentierea in tesutul specific din mediul in care
sunt transplantate, repararea micro-mediului tisular, secretia de factori de crestere si citokine,
precum si reorganizarea matricei extracelulare.

Sangele din cordonul ombilical a fost intens studiat, dar exista cercetdtori care sugereaza
ci majoritatea celulelor MSC se gisesc in tesuturile complexului ombilico-placentar. In special,
substanta gelatinoasa Warton. De asemenea, MSC gasite In amnion poseda un potential de
diferentiere larg dand nastere la o varietate de linii celulare si au fost considerate de catre
Biserica catolica ca "viitorul medicinii", care condamnd cercetarea stiintifica ce utilizeaza
embrionii in experiente sale [68].

Utilitatea celulelor stem mezenchimale a fost demonstrata intr-0 serie de patologii,
oferind perspective promitatoare in domeniul terapiei celulare. Aceste patologii includ:

Patologia cardiovasculara: Injectarea celulelor MSC in zonele ischemice ale inimii a dus
la diferentierea celulelor cardiace, endoteliale si miocite, determinand remodelarea miocardului
si repararea vaselor prin neoangiogeneza [148].

Patologia osoasa si cartilaginoasa: MSC sunt utilizate cu succes in tratamentul

osteogenezei imperfecte si in reparatia tesutului osos si cartilaginos, inducand activitatea
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pericitelor si avand capacitatea de a migra, prolifera si se rediferentia in aceste zone de reparatie
[142].

Patologia renala: MSC sunt studiate n boli renale cu componente inflamatorii, imune si
autoimune. Rezultate promitatoare au fost observate in tratarea patologiei glomerulare si tubulare
renale, iar celulele stem mezenchimale locale sau transplantul de MSC alogene sunt utilizate
pentru restaurarea functiei renale [141, 157].

Patologia pielii: MSC prezinta un potential mare in repararea tesutului cutanat in cazul
plagilor de origine inflamatorie sau traumatica. Studiile arata ca celulele stem mezenchimale din
foliculii parului pot contribui la regenerarea parului, glandelor sudoripare, glandelor sebacee si a
epidermei [51].

Patologia nervoasa: MSC sunt studiate In terapia afectiunilor sistemului nervos central si
periferic, inclusiv in bolile neurodegenerative, patologiile vasculare, ischemice si traumele
cerebrale si spinale. MSC promoveaza formarea factorului neuronal de crestere, reduc apoptoza
si imbunatatesc conexiunile sinaptice ale neuronilor afectati [168, 194].

Patologia pulmonard: In sindromul de detresd respiratorie acutid, MSC sunt utilizate
pentru a stabiliza si remodela tesutul pulmonar afectat de inflamatie si fibrozare, promovand, de
asemenea, repararea vasculara si regenerarea epiteliald [149].

Diabetul zaharat: Studiile clinice au aritat o reducere semnificativd a nivelului de
glucoza in sange In diabetul zaharat de tip I la pacientii tratati cu MSC. Celulele stem
mezenchimale din cordonul ombilical pot forma insule de celule producatoare de insulina si au
un efect imunoreglator care inhiba actiunea citokinalor pro-inflamatorii [79].

Boli autoimune: MSC prezinta actiuni imunosupresoare si au fost utilizate in tratamentul
unor afectiuni autoimune precum scleroza multipla, artrita reumatoidd si lupusul eritematos
sistemic, fie singure, fie in combinatie cu terapiile traditionale [27].

Studiul si intelegerea subtilitatilor structurale ale complexului ombilical placentar sunt
esentiale pentru aplicarea si dezvoltarea ulterioard a acestor terapii in medicina practica.

Mai multe categorii de celule stem au fost investigate pe scard largd in ultimele decenii,
cum ar fi celulele stem embrionare (ESC), celulele stem fetale si celulele stem somatice/adulte.
Cu toate acestea, achizitionarea de ESC-uri pluripotente care a implicat distrugerea unui embrion
in curs de dezvoltare si utilizarea celulelor stem fetale din tesutul fetal avortat/viu a pus insa
unele implicatii etice si legale [119]. Mai mult, aceste ESC pluripotente si, eventual, celule stem
fetale care poseda proprietati oncogene similare cu celulele stem canceroase ridicd o problema
majord de sigurantd, deoarece aceste celule pot suferi o diferentiere nedoritd si prezintda un risc

de transformare maligna dupa transplant [188]. De exemplu, teratomul in vivo atunci cand este
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grefat la soareci cu imunodeficientd combinata severa [180].

Comparatie in vitro

Celulele stem recoltate din maduva osoasa sunt considerate ca fiind standardul de aur si
cea mai bine caracterizata sursd de celule stem multipotente la adulti, pentru utilizare in diverse
interventii medicale. Cu toate acestea, procesul de obtinere a MSC din maduva osoasd implicd o
procedurd invaziva cu potential risc de complicatii. De asemenea, este important de mentionat
ca, cantitatea de celule MSC din maduva osoasa tinde sd scada odatd cu Inaintarea in varsta a
donatorului. In comparatie cu donatorii mai tineri (sub 40 de ani), MSC-urile obtinute de la
donatorii mai in varsta au prezentat colonii de dimensiuni mai mici si o densitate celulara totala
redusa [63].

Atat celulele mezenchimale placentare (P-MSC), cat si celulele mezenchimale provenite
din cordonul ombilical (UC-MSC) reprezinta alternative excelente in comparatie cu celulele
mezenchimale provenite din maduva osoasa (BM-MSC). Celulele mezenchimale placentare
prezintd o structurd morfologica similarad si impartdsesc anumiti markeri de suprafata si markeri
legati de pluripotentd cu cele din maduva osoasd. Ceea ce este remarcabil este cd celulele
mezenchimale din sangele cordonului ombilical au avantaje aditionale in comparatie cu cele din
maduva osoasa. De exemplu, s-a observat frecventa mai mare a coloniilor de fibroblaste formate
in cazul celulelor nucleate din cordonul ombilical (1:1609) in comparatie cu celulele nucleate din
maduva osoasa (1:35700) [122].

S-a observat o imunogenicitate mai redusa in cazul celulelor mezenchimale din sangele
cordonului ombilical in comparatie cu cele din maduva osoasda (BM-MSC), prezentand niveluri
inferioare de proliferare a limfocitelor in urma testului de stimulare alogenica a limfocitelor. De
asemenea, UC-MSC-urile au efect imunomodulator global mai mare, evidentiind o exprimare
crescutd a factorilor imunosupresori puternici, precum CD200, LIF si TGF-f2 [99]. Studiul in
vitro, a constatat ca UC-MSC-urile trec printr-un proces de imbatranire mai lent, prezentand o
ratd mai mare de proliferare celulard si efecte antiinflamatorii mai pronuntate In comparatie cu
BM-MSC [94]. Cu toate acestea, existd Inca provocari in Intelegerea heterogenitatii populatiilor
celulare izolate si in standardizarea diverselor protocoale de izolare si a conditiilor de cultura
asociate.

S-a observat cd P-MSC-urile prezintd o rata de dublare a populatiei mai rapida si pot sa se
extinda pe termen lung (pana la 15 serii mitotice) In conditii identice de cultura in comparatie cu
BM-MSC. In culturd, P-MSC-urile sunt distribuite mai omogen comparativ cu BM-MSC-urile.
Acest lucru se explica prin faptul ca P-MSC-urile sunt celule mai tinere, cu 0 expunere redusa la

substante nocive, precum oxidanti, substante chimice si/sau biologici, factori de stress fizic, ceea
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ce contribui la eficacitate si siguranta mai mare in aplicatiile terapeutice ale P-MSC in medicina
regenerativa [9, 22]. Imbunatitirea integrarii P-MSC in tesutul deteriorat poate fi realizatd prin
cresterea exprimarii moleculei de adeziune VLA-4 (antigen-4 foarte tarziu) pe P-MSC in
comparatiec cu BM-MSC, favorizand astfel aderenta si migrarea celulelor prin endoteliu. De
asemenea, un avantaj important al P-MSC fata de BM-MSC si fata de celulele stem derivate din
tesutul adipos constd in capacitatea lor de a fi obtinute folosind o metoda neinvaziva si in
cantitati mult mai mari [99, 185]. Cercetarile lui Di Bernardo si colab. au evidentiat ca P-MSC-
urile au jucat un rol esential ca stimulatori puternici ai morfogenezei pulmonare perinatale intr-
un model de culturad ex-vivo pentru plamani fetal, in comparatie cu BM-MSC [41].

Comparatie in vivo

Eficacitatea terapeutica a BM-MSC a fost investigata in modele experimentale pe leziuni
pulmonare la animale adulte si nou-ndscute. Tian si colab. [181] au raportat o Tmbunatatire
semnificativa a numarului alveolar si o reducere a citokinelor inflamatorii pulmonare la modelul
de soareci hiperoxici dupa injectarea intravenoasa de BM-MSC. Descoperirile lor au fost
confirmate de alte studii pe modele de sobolani hiperoxici. Inocularea intra-trahealda a BM-MSC
in plamanii de sobolan neonatal hiperoxic a demonstrat cd confera protectie cu angiogeneza
vasculard pulmonara crescutd, hipertensiune pulmonara redusa si structuri alveolare normalizate.
In schimb, administrarea intranazali a BM-MSC la modelul de leziune pulmonari la soareci
nou-nascuti nu a reusit sa realizeze reconstructia epiteliald si transdiferentierea in celulele
epiteliale respiratorii. Pana in prezent, eficacitatea BM-MSC in modelele BPD animale mai mari,

cum ar fi mieii prematuri, porcii si babuinii, nu a fost explorata [60].

1.8. Sinteza la capitolul 1

Complexul ombilico-placentar reprezinta o serie de structuri temporare care se dezvolta
in afara embrionului in timpul embriogenezei. Acesta cuprinde cordonul ombilical, amnionul,
sacul vitelin, alantoida, corionul si placenta, toate avand functii esentiale pentru dezvoltarea
normald a embrionului. Cu toate cd 1n trecut aceste componente au fost neglijate, in prezent ele
atrag un mare interes in medicina regenerativa si ingineria tesuturilor.

Cordonul ombilical, o structura tubulara care conecteaza fatul de placenta, este deosebit
de important in acest sens. El asigura circulatia sangelui intre fat st mama si contine celule stem
mezenchimale cu potential de diferentiere multiplu.

Membrana amniotica, care delimiteazd cavitatea amnioticd, si corionul sunt alte
componente ale COP. Acestea sunt implicate Tn numeroase procese fiziologice si au potentialul

de a fi utilizate in ingineria tisulara si medicina regenerativd. De exemplu, membrana amniotica
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produce factori de crestere si citokine care pot stimula regenerarea tesuturilor.

Ingineria tisulara reprezintd o specialitate interdisciplinard care combina principiile
ingineriei cu stiintele vietii, pentru a dezvolta si utiliza substituenti biologici care pot restaura,
mentine sau Tmbunatati functia tesuturilor si organelor umane. Studiile asupra componentelor
complexului ombilico-placentar au deschis noi perspective pentru dezvoltarea terapiilor
regenerative. Tesuturile fetale sunt o sursa bogata de celule stem, factori de crestere si fibre de
colagen, care pot fi utilizate in transplanturi alogene si autogene in zonele cu deficienta de
regenerare. Aceasta deschide perspective promitatoare in abordarea unor afectiuni si leziuni care
anterior erau dificil de tratat. Prin utilizarea adecvata a celulelor, biomaterialelor si factorilor
biochimici, ingineria tisulara 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.

In perspectivi, se anticipeazi ci, ingineria tisulard va continua si progreseze si si aduca
imbunatatiri semnificative in ceea ce priveste starea de sanatate umana, deschizand, astfel,

drumul catre terapii inovatoare si personalizate.
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2. MATERIALUL SI METODELE DE CERCETARE

Studiul dat a fost realizat conform metodologiei existente pentru cercetarea in domeniul
ingineriei tisulare si urmand recomandarile actuale ale cercetarii stiintifice moderne. Procesul de

cercetare s-a desfasurat in mai multe etape, care au inclus:

1. definirea problemei de cercetare
2. studiul bibliografic

3. formularea ipotezelor, 4. elaborarea designului cercetarii: determinarea
scopului si obiectivelor tipului de studiu si designului esantionului

5. colectarea, prepararea si cercetarea materialului primar

6. analiza si interpretarea rezultatelor 7. formularea concluziilor si recomandarilor

Pentru a determina problema si a stabili tema de cercetare, initial, au fost analizate sursele
bibliografice relevante. Urmare informatiilor acumulate au fost formulate ipotezele de lucru,
scopul si obiectivele studiului.

Pentru a interpreta corect datele si a formula concluziile, s-a realizat o analiza statistica a
datelor, folosind metode specifice. Astfel, s-a efectuat statistica descriptiva pentru datele
cantitative, care a inclus calcularea indicatorilor tendintei centrale si a variatiei. De asemenea, s-a
realizat statistica descriptiva pentru datele calitative, prin calcularea proportiilor si rapoartelor.
Pentru a formula concluziile, s-a folosit si statistica inferentiala, prin calcularea testelor
parametrice si neparametrice si stabilirea pragurilor de semnificatie.

In ansamblu, acest studiu a respectat etapele esentiale ale cercetirii stiintifice si a folosit o
metodologie riguroasa pentru a obtine rezultate valide si intelese corect, permitand formularea de

concluzii si recomandari relevante in domeniul cercetat.

2.1. Obiectul de studiu

Studiul a fost primar, descriptiv si observational de tip transversal. De asemenea acest
studiu a inclus si partea experimentald. Scopul si obiectivele studiului au fost axate pe
cercetarea particularitatilor morfologice ale componentelor fibrilare si celulare din componenta
organelor complexului ombilico-placentar, precum cordonul ombilical, placenta, membrana
amniotica. Astfel, prin utilizarea unei aborddri descriptive si observationale, au fost obtinute

informatii detaliate despre morfologia specifica a cordonului ombilical si placentei, contribuind
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astfel la intelegerea utilitatii acestora drept sursd de grefare celulara si tisulard. Partea
experimentala 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.

Materialul biologic a inclus cordoane ombilicale si placente umane, rezultate in urma
nasterilor per vias naturalis normale, in sectia de obstetrica din cadrul IMSP Institutul Mamei si
Copilului din Republica Moldova, in perioada 2012-2013. Pentru selectarea materialului de

cercetare au fost aplicate criteriile de includere, precum:

intervalul de timp nu mai mult de 10 ore dintre colectarea compexului ombilico-placentar
si sfarsitul procedurii de nastere (cordoanele si placentele care au ajuns in laboratorul
nostru dupa o perioada de 10 ore nu au fost acceptate),
- varsta mamei cuprinsa intre 20-40 ani (pentru a minimaliza actiunea directa si indirectd
a patologiilor asociate legate de vdrsta),
- sarcind la termen — 36-41s.g. (pentru a exclude modificarile asociate legate de
prematuritate);
- sarcini ce au decurs fara complicatii pana la procedura de nastere;
- cordoane ombilicale si placente fara deteriordri mecanice survenite n timpul colectarii,
transportului sau taierii cordonului ombilical.
La sfarsitul procedurii de nastere, cordoanele ombilicale erau transecate la aproximativ 5-
7 cm de la peretele abdominal al fatului. Partea de cordon de la capatul transecat pana la insertia
placentara a fost preluata pentru cercetare. Urmare selectarii materialului biologic colectat, in

cercetare au fost incluse 56 cordoane ombilicale si 26 placente (Tabelul 2.1).

Tabelul 2.1. Caracterizarea materialului biologic inclus in studiu

Varsta mamei (ani) Term(;e;l;tld(rinedizstagle Numarul de Numarul de
Media (X) £ D cordoane ombilicale lacente
edia (X) £ DS Media (X) = DS P
27,82 + 4,64 (20-40) 38,29 + 1,79 (36-41) 56 26

Dupa colectare, cordoanele ombilicale si placentele au fost plasate intr-un recipient de
plastic opac cu solutie fiziologica si introduse in frigider la temperatura +4° C pand cand au putut
fi transportate la laborator. Transportarea pieselor biologice a fost efectuata aproximativ in
primele 3-8 ore dupa nastere (5,45+1,56). Pentru indepartarea excesului de sange, cheagurilor
si/sau a altor bride tisulare, in laborator, materialul biologic a fost spalat cu solutie de fosfat de

sodiu tamponat (PBS), pH 7,4.
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Pentru realizarea studiului dat au fost utilizate metode de cercetare precum: metode de
inginerie tisulard, metoda pentru obtinerea preparatelor de coroziune, metode histologice si
histochimice, metode imunohistochimice, metode de cuantificare a structurilor histologice, iar

materialul biologic a fost repartizat in functie de specificul fiecarei metode.

2.2. Metodele de inginerie tisulara

Anterior procedurii de decelularizare, din cordoanele ombilicale au fost izolate prin
disectie exacta, cu instrumente sterile, vasele ombilicale. Ulterior, pe o lungime medie de 20-30
cm, din jurul vaselor, a fost Tnldturata substanta gelatinoasd Wharton, iar cele doud artere intacte

au fost separate de vena ombilicala (Figura 2.1).

Fig. 2.1. a) Piesa cordonul ombilical inainte de disectie; b) arterele si vena ombilicala dupa

separare si inlaturarea substantei gelatinoase Wharton

Arterele ombilicale obtinute au fost divizate in doud grupuri: artere supuse decelularizarii
si artere nedecelularizate, care au format grupul martor. Toate arterele selectate pentru procedeul

de decelularizare au fost plasate, initial, in solutie de fosfat de sodiu tamponat pentru 30 minute.

2.2.1. Metodele de decelularizare
Decelularizarea arterelor a fost obtinuta prin utilizarea a 3 metode: chimica (detergent),

enzimaticd i combinatd (detergent+enzimad). Vasele au fost conectate la un sistem de perfuzie,
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solutiile fiind perfuzate continuu prin lumenul vasului cu imersia ulterioara a acestora in solutiile

din exteriorul vasului. Astfel, decelularizarea arterelor a fost executata atat din interiorul (prin

indepartarea continua a resturilor celulare), cat si exteriorul vasului (actiunea directa a solutiei).

Aceastd dubla actiune a permis scurtarea timpului de decelularizare, de la 24 ore la 3,5 ore, si

minimalizarea efectelor ddunatoare asupra componentelor matricei extracelulare.

Metoda chimica a constat in tratarea vasului cu solutie de 1% dodecil sulfat de sodiu
tamponat (SDS). Prin metoda enzimatica vasele au fost tratate cu solutie tamponata de 0,25%
tripsind si 0,01% EDTA-acid. Metoda combinata a constat in tratarea vasului atit cu componenta
enzimatica, cat si cea chimica. Astfel, aceasta metoda a constat din 2 etape consecutive:

. prima etapa a inclus tratarea segmentelor arteriale cu solutie de 0,25% tripsina si 0,01%
EDTA-acid. Cea din urmi leagi ionii Ca?* si Mg?*, care au un efect inhibitor asupra
tripsinei. Dupa 30 minute, segmentele arteriale au fost spalate repetat cu solutie de fosfat
de sodiu tamponat.

o etapa a doua a constat in tratarea vasului cu solutia de detergent de 1% SDS. Aceasta
etapd a durat 3 ore, iar la final, pentru eliminarea agentului chimic, segmentele tisulare au

fost spalate bine cu solutie de fosfat de sodiu tamponat.

Fiecare arterd ombilicald decelularizatd, cat si arterele nedecelularizate au fost sectionate
in segmente de 5 cm lungime. Pentru evidentierea calitatii metodei de decelularizare segmentele
de artere decelularizate, cat si cele nedecelularizate (lotul martor) au fost supuse examenului
morfologic microscopic (coloratiile: Hematoxilina-Eozina si Tricrom Masson). Pentru
evidentierea proprietatilor biologice si biomecanice ale vaselor decelularizate au fost aplicate
testele de rezistenta la intindere si la presiune.

2.2.2. Testul de rezistenta la intindere

Pentru acest test s-au utilizat 60 segmente de artere ombilicale. Acestea au fost repartizate
a cate 20 segmente pentru fiecare metodd de decelularizare si 20 segmente tisulare
nedecelularizate pentru lotul martor. Pentru testarea fortei de tractiune a fost utilizat un
dinamometru mecanic, cu capacitatea maxima — 5N, si un sistem de fixare. Segmentele de artere

au fost intinse pand la rupere, iar forta de tractiune a fost inregistrata.

2.2.3. Testul de rezistenta la presiune

Pentru aceasta testare s-a utilizat dispozitivul de pompare a aerului "SANGVINOTEST”
ilustrat in Figura 2.2. Presiunea maxima a volumului de aer format si inregistrat de dispozitiv a
fost de 280 mmHg, cu o precizie de £0,2 mmHg. Testarii au fost supuse segmentele de artere

decelularizate, cat si cele intacte din lotul martor. Astfel, un capat al arterelor era conectat la
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dispozitivul de pompare al aerului, iar celdlalt capat a fost clampat. Aerul a fost pompat pana la

indicarea valorilor maxime si/sau ruperea vasului cu inregistrarea digitala ulterioara a presiunii

maxime de pe ecranul dispozitivului.

SANGVIMNDTEST

N

£.9¢C

Fig. 2.2. Dispozitivul de pompare a aerului ’SANGVINOTEST?” utilizat in testarea

arterelor ombilicale decelularizate la rezistenta la presiune

Toate segmentele de artere ombilicale supuse testarii la presiune au fost studiate

microscopic, pentru evidentierea modificarilor post-testare a componentei colagenice al peretelui

arterial.

Tabelul 2.2. Cantitatea materialului cercetat histologic (artere ombilicale) post testare la

presiune
Segmente | Segmente de artere | Segmente de artere | Segmente de artere
Metoda histologica de artere | decelularizate prin | decelularizate prin | decelularizate prin
intacte metoda chimica metoda enzimaticA | metoda combinata
Coloratie hematoxilina eozina 20 20 20 20
Coloratie tricrom Masson 20 20 20 20

2.3. Metodele histologice

Pentru toate metodele histologice si imunohistochimice, procesarea primard a materialului

a implicat pasi similari, inclusiv fixare, dehidratare si includere. Specimenele cu tesut placentar

si cordoane ombilicale au fost fixate in formalind tamponata 10% timp de 48 de ore. Apoi,

acestea au fost incluse 1n parafind conform unei metode standard. Utilizand microtomul rotativ

Leica RM2245 (Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK), din fiecare bloc de parafina au

fost obtinute sectiuni cu grosimea de Sum, care au fost montate pe lame histologice obisnuite si

silanate.
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Initial, toate sectiunile au fost colorate cu hematoxilind eozind prin metoda standard.
Aceastd metoda a facilitat examinarea detaliilor morfologice specifice fiecarei componente
structurale a complexului ombilico-placentar.

Tabelul 2.3. Materialul cercetat prin metodele histologice si imunohistochimice

Metoda o?nog |(Ij ic():gl Placenta | Total

Coloratie hematoxilina eozina (HE) 56 13 69
Coloratie tricrom Masson 56 13 69
Impregnatie argentica dupa Gordon-Sweet 56 13 69
Coloratie imunohistochimica cu anticorpi anti-CD105 26 13 39
Coloratie imunohistochimica cu anticorpi anti-CD34 26 13 39
Coloratie imunohistochimica cu anticorpi anti-D2-40 26 13 39
Coloratie imunohistochimica cu anticorpi anti-AC133 26 13 39
Coloratie imunohistochimica cu anticorpi anti- VEGF-R2 26 13 39

Total 298 104 402

Coloratia tricrom Masson si impregnarea argentica Gordon-Sweet au fost aplicate pentru a
studia densitatea si modelele de distributic a componentei fibrilare din cordoanele ombilicale si
placenta. Astfel, fibrele de colagen tip I au fost evidentiate prin coloratia tricrom Masson, care a
constat, in prima fazd, in deparafinarea si hidratarea sectiunilor, urmata de colorarea cu
hematoxilind timp de 5 minute. Apoi, dupa spalare consecutiva in apd curentd si distilata timp de
5 minute, sectiunile au fost tratate cu picrofuxind (30 secunde) si spalate, din nou, 1n apa distilata
timp de 5 minute. In etapa urmitoare, sectiunile au fost expuse la solutie de acid fosfotungstic
2% timp de 5 minute, si colorate cu albastru de anilina timp de 5 minute, iar la final, au fost
tratate cu o solutie de acid acetic 1% timp de 2 minute. Procedeul de colorare a fost urmat de
deshidratarea, clarifierea si montarea in balsam de Canada a sectiunilor. Rezultatul coloratiei
tricroma Masson a fost evidentierea: fibrelor de colagen (culoare albastra), celulelor tesutului
conjunctiv (nuclei de culoare albastru-violet) si celulelor musculare netede (culoare rosie).

Studierea fibrelor reticulare a fost posibila prin utilizarea impregnarii argentice Gordon-
Sweet. Asemenea coloratiei tricrom, in primul rand, sectiunile erau deparafinate si hidratate, iar
ulterior scufundate intr-o solutie de permanganat de potasiu 0,25% timp de 5 min. In etapa
urmatoare, sectiunile au fost spdlate in apd distilata si tratate cu o solutie de acid oxalic 5%, timp
de 5 min pentru fiecare procedeu. Dupa spalarea sectiunilor timp de Smin cu apa distilata,

acestea au fost tratate cu solutie de 2% de sulfat feric amoniacal timp de 15 min si din nou
p
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spalate in apa distilata timp de 5 min. Dupa o tratare rapida (timp de 15 secunde) cu solutie de
nitrat de argint preparatad printr-o metoda speciald, sectiunile au fost spdlate in trei bai succesive
(cate 5 minute fiecare) de apa distilatd. In etapa finala, sectiunile au fost tratate cu solutie de 10%
de formalind (1 min), spalate Tn apa distilata (5 min), apoi s-a aplicat solutia de tiosulfat de natriu
de 2% (5 min) si din nou scufundate in apa distilatd (3 min). La final, sectiunile au fost
deshidratate, clarefiate si montate cu balsam de Canada. Rezultatul impregnarii a fost colorarea
fibrelor reticulare in negru.

Pentru pregatirea solutiei de nitrat de argint, la 5 ml de solutie de nitrat de argint 10%, s-a
adaugat amoniac picatura cu picatura. Initial, solutia a devenit maronie, apoi s-a titrat amoniac
pana cand solutia a devenit clara. La solutia obtinutd s-au addugat treptat si agitdnd 5 ml de
solutie de hidroxid de sodiu 3%, ceea ce a dus la intunecarea solutiei. Apoi, s-a addugat din nou
amoniac picaturd cu picaturd pana cand solutia a devenit clard. In final, solutia obtinuti a fost

diluata cu apa distilata pana la un volumul de 50 ml si ulterior filtrata.

2.4. Metodele imunohistochimice

Sectiunile destinate studiului imunohistochimic, initial, au fost deparafinate. Procesul de
deparafinare s-a efectuat in trei etape, utilizind benzen. Prima deparafinare a fost realizata la o
temperaturd de 57°C, la termostat, timp de 40 minute, in timp ce urmatoarele doua deparafinari
s-au efectuat la temperatura camerei, timpul de expunere fiind de 10 minute pentru fiecare.
Pentru Inlaturarea ulterioara a benzenului sectiunile au fost scufundate in bai succesive de alcool,
in ordine descrescatoare a concentratiei: 100%, 96%, 80%, 70%, fiecare baie avand o duratd de 5
minute. Alcoolul a fost substituit cu apa distilata.

Demascarea antigenului s-a facut prin céldura la 99°C, utilizdnd o solutie de demascare.
Durata de timp pentru procedeul de demascare a variat in functie de antigen (vezi tabelul 2.4).
Inhibarea peroxidazei endogene s-a realizat prin utilizarea apei oxigenate 3% timp de 5 minute.
Dupa incubarea cu anticorpii primari sistemele de lucru pentru vizualizare au fost NovoLink
Max Polymer Detection System (Novocastra, Newcastle uponTyne, UK) si Bond Polymer
Refine Detection System (Leica Biosystem Newcastle Ltd, Newcastle uponTyne, UK).
Cromogenul folosit a fost 3,3 diaminobenzidina (DAB). Contracolorarea nucleelor s-a efectuat
cu hematoxilini. Intreaga tehnicd imunohistochimici s-a efectuat cu DakoCytomation
Autostainer.

La final, sectiunile histologice au fost deshidratate, fiind trecute prin patru bai succesive de

alcool (70%, 80%, 96%, 100%), clarificate in benzen si montate cu balsam de Canada.

Imunocolorarea cu anti-CD105
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Pentru evidentierea celulelor stem mezenchimale in stroma cordonului ombilical, am
recurs la coloratia sectiunilor cu anticorpul primar monoclonal anti-CD105, clona SN6h, dilutia
1:25, Dako Glostrup Denmark. Demascarea antigenului a fost efectuata prin Bond Epitope
Retrieval Solution 2, (Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK) — 20 minute. Sistemul de
lucru compatibil a fost cel de tip Bond Polymer Refine Detection System (Leica Biosystems,

Newcastle Upon Tyne, UK), iar cromogenul aplicat 3,3” diaminobenzidina dihidroclorid a fost

vizualizat printr-o reactie de culoare bruna.

Tabelul 2.4. Metodele imunohistochimice utilizate in studiu

. Sistem de Demascare Incgbare
Anticorp Sursa Clona Dilutie . - anticorp
detectie Antigen .
primar
CD105 Dako Monoclonal | 1:25 Bond Polymer | Bond Epitope Retrieyv| 20 min
Glostrup mouse anti- Refine Detection | Solution 2, (Leica
Denmark human, System (Leica | Biosystems,
clona SN6h Biosystems, New- | Newcastle
castle Upon Tyne, | UponTyne,
UK), 10 minute UK)—-20 minute
D2-40 Dako Monoclonal | 1:100 Bond Polymer | Bond Epitope Retriev] 20 min
Glostrup mouse anti- Refine Detection | Solution 2, (Leica
Denmark human, System (Leica | Biosystems,
clona D2-40 Biosystems, New- | Newcastle
castle Upon Tyne, | UponTyne,
UK), 15 minute UK)-20 minute
CD34 Leica Biosystem | QBENd/10 prediluat | Bond Polymer | Bond Epitope | 20 min
Newcastle Ltd, Refine Detection | Retrieval Solution
Newcastle Upon System (Leica | 2, (Leica
Tyne, UK Biosystems, New- | Biosystems, New-
castle Upon Tyne, | castle  UponTyne,
UK), 15 minute UK)—-20 minute
AC133 Novocastra, Mouse, prediluat | Bond Polymer | Bond Epitope | 15 min
Newcastle monoclonal, Refine Detection | Retrieval Solution
upon  Tyne, clona T595 System (Leica | 2, (Leica
UK Biosystem Biosystems, New-
Newcastle  Ltd, | castle  UponTyne,
Newcastle Upon | UK)-20 minute
Tyne, UK)
VEGF-R2 | Santa Cruz Rabbit 1:200 Bond Polymer | Microunde 20 min, | 20 min
Biotechnolog, polyclonal Refine Detection | citrat pH6
Inc. System (Leica
Biosystems, New-
castle Upon Tyne,
UK), 15 minute

Imunocolorarea cu anti-D2-40

Pentru a determina expresia D2-40 in stroma cordonului si placenta umand am recurs la
coloratia sectiunilor cu anticorpul primar monoclonal anti-D2-40, clona D2-40, dilutia 1:100,
Dako Glostrup Denmark. Demascarea antigenului a fost efectuata prin Bond Epitope Retrieval
Solution 2, (Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK) — 20 minute. Sistemul de lucru
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compatibil a fost cel de tip Bond Polymer Refine Detection System (Leica Biosystem Newcastle
Ltd, Newcastle Upon Tyne, UK), iar cromogenul aplicat 3,3” diaminobenzidina dihidroclorid a

fost vizualizat printr-o reactie de culoare bruna.

Imunocolorarea cu anti-CD34

Pentru cuantificarea celulelor stem hematopoietice precursoare in tesuturile substantei
Wharton si stroma vilozitatilor coriale, am recurs la coloratia sectiunilor cu anticorpul primar
monoclonal anti-CD34, clona QBENd/10, prediluat, Leica Biosystem Newcastle Ltd, Newcastle
Upon Tyne, UK. Demascarea antigenului a fost efectuata prin Bond Epitope Retrieval Solution
2, (Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK) - 20 minute. Sistemul de lucru compatibil a
fost cel de tip Bond Polymer Refine Detection System (Leica Biosystems, Newcastle Upon
Tyne, UK), iar cromogenul aplicat 3,3” diaminobenzidina dihidroclorid a fost vizualizat printr-o
reactie de culoare bruna. Drept control pozitiv intern au fost considerate celulele endoteliele care

exprimau CD34.

Imunocolorarea cu anti-AC133

Pentru evidentierea celulelor progenitoare/stem hematopoietice in stroma cordonului
ombilical, am recurs la coloratia sectiunilor cu anticorpul primar monoclonal anti-AC133 numit
si Prominin-1, clona T595, prediluat, Novocastra, Newcastle, UK. Demascarea antigenului a fost
efectuata prin Bond Epitope Retrieval Solution 2, (Leica Biosystems, Newcastle UponTyne, UK)
- 20 minute. Sistemul de lucru compatibil a fost cel de tip Bond Polymer Refine Detection
System (Leica Biosystems, Newcastle Upon Tyne, UK), iar cromogenul aplicat 3,3”

diaminobenzidina dihidroclorid a fost vizualizat printr-o reactie de culoare bruna.

Imunocolorarea cu anti-VEGF-R»

Pentru evidentierea receptorului R> pentru VEGF (VEGF-Rz) in stroma cordonului
ombilical si placentei, am recurs la coloratia sectiunilor cu anticorpul primar policlonal
concentrat anti-VEGF-R2, Santa Cruz Biotechnology, Inc. (SUA), din care am realizat dilutii
1:200 in diluant corespunzator. Demascarea antigenului a fost efectuata prin incdlzirea la
microunde timp de 20 min, folosind tampon citrat pH6. Sistemul de lucru compatibil a fost cel
de tip ABC, iar cromogenul aplicat 3,3” diaminobenzidina dihidroclorid a fost vizualizat printr-0
reactie de culoare bruna. Drept control pozitiv intern au fost considerate celulele endoteliale care

exprimau VEGF-R2,

2.5. Metodele de cuantificare

Studiul morfometric al vaselor ombilicale native si decelularizate a fost efectuat cu ajutorul

software-lui ZEN 2011 SP2 (Release 8.0.0, Build 273). Imaginele captate la microscop erau

50



preluate prin software-ul dat, unde ulterior au fost efectuate masuratorile diametrului extern si
grosimii peretelui vaselor ombilicale. Pentru omogenizarea datelor, si a minimaliza erorile legate
de microscopie, s-au facut trei masuratori pentru grosimea peretelui la fiecare vas, iar media

acestora a fost considerata ca date de referinta incluse in studiul dat.

Expresia pentru D2-40 a fost apreciatd pozitivd la exprimarea citoplasmatica si/sau
membranari. In tesuturile placentare au fost ficute doar observatii descriptive si nu au fost
efectuate evaluari numerice. Astfel a fost examinata expresia podoplaninei de catre: epiteliul
amniotic, placa coriald, celulele deciduale, celulele Hofbauer, trofoblastul vilos si stroma
vilozitatilor.

Imunoreactivitatea la D2-40 a fost evaluatd cu aplicarea metodei ,,Histo” scor pentru
celulele stromale D2-40+ din substanta gelatinoasa Wharton a cordonului ombilical. Preparatele
histologice colorate cu D2-40 au fost analizate la obiectivul x40, apoi a fost alese 3 cAmpuri cu
cele mai multe celule pozitive. Pentru fiecare grup de celule stromale selectate a fost evaluata
semicantitativ intensitatea gradata a colorarii in celulele stromale de la 0-3 dupa cum este redat

in Tabelul 2.5.

Tabelul 2.5. Cuantificarea imunohistochimica a celulelor stromale evidentiate prin

imunocolorarea D2-40

Proportia celulelor colorate Scorul Intensitatea
0% 0 absenta
1-25% 1+ slaba
26-50% 2+ moderata
51-75% 3+ inalta
>76%
H scorul este calculat prin inmultirea procentului de celule pozitive cu scorul de
intensitate, rezultdnd o valoare intre 0 si 300.[150]

Acest sistem a fost utilizat si pentru evaluarea expresiei la CD105, AC133.

Expresia pentru CD34. O reactie citoplasmatica si/sau membranard a fost considerata

pozitiva. Studierea primara a preparatelor histologice colorate cu utilizarea anticorpului CD34 a
aratat o distributie neuniformd a celulelor CD34 pozitive in stroma cordonului ombilical.
Reiesind din aceste date, in acest studiu, celulele CD34 pozitive au fost cuantificate prin
aplicarea metodei hot-spot. Aceasta metoda consta in identificarea a trei zone cu densitatea

celulard maxima la obiectivul x20, dupa care din rezultatele obtinute pentru fiecare caz se
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calculeazd media aritmeticad. De asemenea a fost apreciatd intensitatea de colorare, dupa cum
urmeaza: reactie intensa (3+), reactie moderata (2-+), reactie scazuta (1+), reactie absenta (0).

Pozitivitatea pentru fiecare marker imunohistochimic a fost determinata microscopic de doi
cercetdtori independenti. Diferente numerice semnificative intre datele obtinute de evaluatori nu
au fost identificate.

2.6. Metoda de coroziune

Modelele particulare de distributie spatiala (3-D) ale arterelor ombilicale in interiorul
placentei, precum si arhitectura placentei au fost evidentiate prin metoda de coroziune.

Metoda de coroziune implica utilizarea de mase plastice autopolimerizante de tipul
"PEAOHT-03" si "IIPOTAKPUJI-M", care sunt injectate in vasele sangvine. Setul de mase
autopolimerizante de injectie contine pulbere, monomer si colorant (Figura 2.3). Colorantul
utilizat este un concentrat obisnuit care rezistd la acizi si baze. De obicei, volumul de colorant n

masa totala trebuie sa fie n jur de 5-10%. Cu cat se adaugd mai mult colorant, creste fragilitatea

preparatului plastic.
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a. b.
Fig. 2.3. Setul de mase autopolimerizante "PE/TOHT-03" (a) si ustensilele (b) folosite la

prepararea pieselor placentare prin metoda de coroziune

Piesele “proaspete” (prelevate in primele 12 ore), au fost plasate intr-un vas cu apa
curgatoare pentru 5-10 ore, astfel s-a inlaturat sangele din vasele ombilicale. Ulterior, in artera si
vena ombilicald au fost introduse un tub de dren sau canule de sticld. In acelasi timp, a fost
preparata o masa plastica de consistentd laptoasa, care, ulterior era injectatd in vase. Reiesind din
faptul ca, masa plasticd se polimerizeaza rapid si monomerul este volatil, pentru a obtine
consistenta laptoasad a masei plastice, dilutia initiala trebuie sa fie intr-un raport de 1/4-1/6, iar pe

parcursul procedeului de coroziune consistenta masei plastice se va mentine prin adaugarea
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suplimentard a monomerului in functie de necesitate. Imediat dupa injectare, placenta a fost
aranjata intr-un vas suficient de larg, odata pentru a preveni deformarea acesteia, dar si pentru a
crea conditii optime pentru procedeul coroziv. Fiind plasate in vasul identificat, placentele au
fost lasate in conditii obisnuite la temperatura camerei timp de 5-10 ore. In etapa urmaitoare,
peste placente s-a turnat sol. NaOH concentrat (35%), volumul careia depasea de 2-3 ori volumul
piesei. Corozia a durat 10-14 zile. Pe toata durata procesului de coroziune, periodic la 2-3 zile
placentele injectate erau spilate sub apa curgatoare, fara a fi scoase din vas. La finalizarea
procesului coroziv, placentele au fost spalate sub apa curgatoare si montate pentru examinare la
lupa binoculara.

Din totalul de 26 placente selectate pentru cercetarea data, 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 2.5), au fost supuse cu succes coroziunii 9 placente, obtinand specimene corozive de
inalta calitate. Evaluarea calitatii preparatului pregatit pentru metoda coroziunii a fost efectuata
independent de o echipa de cercetatori formatd din doud persoane. Acceptarea specimenului, ce

urmeaza sa fie supus metodei de coroziune, a fost realizata prin consensul celor doi cercetatori.

Tabelul 2.6. Repartizarea placentelor in raport cu problemele tehnice aparute in timpul

procedeului de coroziune

Cantitate | Procente

Placente acceptate pentru coroziune 13 100%

Placente pierdute ca rezultat al unor deteriordri mecanice in timpul 1 7 7%
colectdrii, transportului sau disectiei cordonului ombilical

Placente pierdute in timpul injectiei (defecte ascunse) 1 7,7%
Placente pierdute in timpul efectudrii preparatelor corozive 2 15,4%
Placente injectate cu succes 9 69,2%

Pe preparatele corozive obtinute au fost analizate tipologiile de distribuire spatiala a
vascularizatiei arteriale si venoase, confruntand datele proprii cu cele comunicate in literatura
despre acest subiect.

Pentru analiza statistica a fost creatd o baza de date utilizand softul Microsoft Excel 2007.

Pentru a determina numarul minim de preparate acceptate pentru cercetare a fost aplicata

urmatoarea formula:
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unde:
N —numarul de preparate pentru cercetare;
t — pentru semnificatia statisticd de 95,0% valoarea ale t-Student este egala cu 1.96;

CV — valoarea coeficientului de variatie egald cu 9,0% (variatia mica datorita faptului ca
toate preparatele histologice au fost similare in tactica de preluarca a materialului
bioptic, conditiile de preparare si pastrare, metodologia de colorare);

€ — eroarea planificata este de 5,0% (e =0,05)

Introducand datele in formula am obtinut: n = [(1,96 x 0,09)/0,05]*> = 12,4=12, design-
efect = 8 (HE, Tricrom, Impregnare argentica, CD105, D2-40, CD34, AC133, VEGFR2) = 102
de preparate.

Toate datele obtinute au fost prelucrate statistic cu ajutorul softurilor EPI INFO 7.2.5.0,
SPSS22.0 si Microsoft Excel 2007. Astfel, analiza statistica a inclus calcularea mediei aritmetice
(X), deviatiei standard (DS), coeficientilor de corelare non-parametrici Spearman (rs). Pentru
identificarea diferentelor statistic semnificative intre valorile mediilor obtinute au fost utilizate
testele parametrice (t-Student, Anova) si non-parametrice (Kruskal-Wallis), unde valorile p<0,05,
fiind considerate semnificative. Datele au fost expuse in teza sub forma de tabele si/sau grafice.

Examinarea microscopica. Microscoapele Nikon Eclipse E600 si Axio Imager A2 (Carl

Zeiss Microscopy, Germania) au fost utilizate pentru examinarea microscopica. Pentru a
documenta fiecare etapa a procesului, au fost realizate imagini care au fost salvate si stocate in
format JPEG.

2.7. Sinteza la capitolul 2

In acest studiu, s-a utilizat o metodologie conforma cu cercetarea din domeniul ingineriei
tesuturilor si cu recomandarile actuale ale cercetarii stiintifice moderne. Studiul a avut un design
primar, descriptiv si observational de tip transversal, incluzand o parte experimentald. Scopul si
obiectivele au fost orientate spre cercetarea particularitatilor morfologice ale componentelor
fibrilare si celulare din cordonul ombilical, placenta si membrana amnioticd. S-a obtinut
informatii detaliate despre morfologia specificd a acestor structuri, contribuind la intelegerea
potentialului lor ca surse de grefe celulare si tisulare.

Materialul biologic a inclus cordoane ombilicale si placente umane, colectate in perioada

2012-2013. Au fost aplicate criterii de includere, cum ar fi timpul scurs de maximum 10 ore intre
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colectare si nastere, varsta mamei Intre 20 si 40 de ani, sarcind la termen (36-41 s.g.), sarcini fara
complicatii pand la nastere, cordoane ombilicale si placente fara deteriordri mecanice.

Metodele de cercetare utilizate au inclus metode de decelularizare, testele de rezistenta la
gonflare si intindere, obtinerea preparatelor de coroziune, metode histologice (HE, tricrom
Masson) si histochimice (impregnarea argenticd Gordon-Sweet), metode imunohistochimice
(CD105, D2-40, CD34, AC133, VEGFR2), lumina polarizata si metode de cuantificare a
structurilor histologice (H scorul, hot-spot).

Procesul de decelularizare a arterelor ombilicale a fost realizat folosind trei metode:
chimica (detergent), enzimaticA si combinatd (detergent+enzimd). Pentru toate metodele
histologice si imunohistochimice descrise, procesarea primard a materialului a implicat pasi
similari, inclusiv fixare, dehidratare si includere. Studiul a utilizat si metoda de coroziune pentru
a evidentia modelele particulare de distributie spatiala a vaselor ombilicale in interiorul
placentelor. Metoda implica utilizarea de mase plastice autopolimerizante injectate in vasele
sangvine.

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.
Examinarea microscopica a fost realizata cu ajutorul microscoapelor Nikon Eclipse E600 si Axio
Imager A2. Toata metodologia utilizata a facilitat acumularea de date care au permis formularea

concluziilor si elaborarea recomandarilor practice.
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3. PARTICULARITATI STRUCTURALE MACRO- SI MICROSCOPICE
ALE COMPONENTELOR COMPLEXULUI OMBILICO-PLACENTAR

3.1. Studiul macro-microscopic a arhitecturii vasculare a placentei umane

Placenta reprezintd o asociere parabiotica extrem de stransad intre tesuturile materne si
fetale, iar schimbul transplacentar dintre aceste tesuturi asigura toate nevoile metabolice pentru o
crestere si dezvoltare fetala normald. Reiesind din complexitatea acestor conexiuni profunde,
cercetarea datd furnizeaza argumente macromicroanatomice, care vin sa sustind utilizarea
placentei umane ca sursa pentru transplant de celule si tesuturi.

Studiul macromicroscopic a fost efectuat pe placente la termen (37-41 saptamani de
gestatie), provenite dupa sarcini normale si finalizate cu nasterea unor nou-nascuti sanatosi. Cea
mai frecventa forma de placentd observatd in studiul dat a fost forma ovala — 39 (69,64%)
placente. Aceasta a fost urmata de placente de forma rotunda — 14 (25%) cazuri. De asemenea,

mentionam ca in 3 cazuri (5,36%) placenta a avut forma triunghiulara (Figura 3.1).

moval
M rotund

B triunghiular

Fig. 3.1. Distributia placentelor in functie de forma

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 periferica — 9 (16,07%) cazuri si
insertia marginald — 4 (7,14%) cazuri (Figura 3.2).

La moment, incd, sunt numeroase confuzii legate de modelul vascular al placentei. Ne-am
propus in aceastd lucrarea sd studiem pattern-ul de distributie al vaselor placentare, utilizand
metoda turndrii prin coroziune. Aceastd metodd oferd posibilitatea vizualizarii In spatiu a
modelului vascular, si respectiv creeaza conditii pentru o mai bund Intelegere a complexitatii
acestui sistem. Din totalul de placente prelevate au fost selectate pentru metoda de coroziune 13
placente.
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W excentric
W periferic

B marginal

Fig. 3.2. Distributia placentelor in functie de locul de insertie a cordonului ombilical

Sistemul vascular fetoplacentar era reprezentat de ramurile vaselor ombilicale. Astfel,
studierea preparatelor macromicroanatomice, obtinute prin metoda de coroziune, a evidentiat ca
fiecare artera ombilicald, la intrarea sa in placentd, 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 ramura primara s-a ramificat, ulterior, in ramuri secundare, numarul acestora variind de

la 4 pana la 6 ramuri. Ramurile secundare au prezentat un traiect radial spre interiorul placentei.

Fig. 3.3. Sistemul arterial al placentei. Modelul de ramificare a arterelor ombilicale:

ramificatia primarai si secundara. Preparat coroziv policrom, x20

In majoritatea placentelor a fost observati prezenta anastomozei intre arterele ombilicale,
care au fost situate in segmentul dintre punctul de insertie a cordonului (la 3-4 mm dupa insertie)

si ramificarea arterelor. Identificarea anastomozei a fost posibild prin injectarea polimerului
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colorat intr-o arterd, iar la scurt timp materialul polimeric se facea vizibil in sistemul vascular al
celei de-a doua artera. Pentru majoritatea vaselor placentare a fost caracteristic traiectul rectiliniu
sau usor sinuos. Unele ramuri tertiare, sau/si ramificatiile acestora, de-a lungul traiectul sau,

formau 2-3 spirale de-a lungul ramurilor venoase (Figura 3.4).

LT .

Fig. 3.4. Traiectul sinusos si spiralat realizat de ramurile mici ale arterelor placentare.

Preparat coroziv policrom, x20

In general, reteaua arteriali coriald a fost caracterizati de modelul dihotomic de

ramificare. Aceasta presupune o retea simetrica de bifurcatie, iar fiecare vas se ramifica in noi

ramuri fiice care sunt destul de asemanatoare (Figura 3.5a).

Fig. 3.5. a) Modelul dihotomic de distributie a arterelor placentare; b) Ramificatii cu

diametru mic care se descind in lateral. Preparat coroziv monocrom, x20
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Mentionam ca, in placentele incluse in studiu, am observat existenta mai multor ramuri
fiice complexe si subtiri, originare din ramurile primare si secundare (Figura 3.5 b). Ramurile
vasculare de ordinul unu si doi erau vizibile pe suprafata fetala a placentei. Ramurile de ordinul
trei partial vizibile pe suprafata placentei, imediat dupa descinderea lor din ramurile de ordinul
11, se adanceau in zonele profunde ale placentei, fiind localizate sub placa coriala. Arterele mici
ramificate care patrund in placentd si alimenteaza cotiledoanele placentare sunt numite vase
intraplacentare sau vasele cotiledonului (lobului). Acestea au fost caracterizate de un model de
ramificare dispers, asa cum este ilustrat in Figura 3.6. Anastomoze intre arterele diferitor
cotiledoane nu au fost depistate. In cadrul aceluiasi cotilidon deasemenea nu se descriu

anastomoze arteliale.

.-‘ >~~: . : R P :Q .‘ ‘
Fig. 3.6. Aspecte ale arhitecturii vasculare la nivelul cotiledonului.
Preparat coroziv, a) x20, b) x40, c) x50, d) x70

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” (Figura 3.6 d).

59



Analizand preparatele corozive am observat ca zonele care sunt drenate de afluentii venei
ombilicale nu se suprapun, acestea avand hotare bine delimitate. Cel mai frecvent pattern de
distributie identificat a fost localizarea ramurilor venoase intre cotiledoanele placentare (Figura
3.7). Totusi, mai rar, au fost observate si vase venoase care isi aveau traiectul prin cotiledon. Nu
au fost identificate anastomoze directe intre sistemul arterial si cel venos al placentei. De
asemenea, nu au fost identificate anastomoze intre ramurile venoase din diferite zone. Frecvent,

vena ombilicala a fost formata prin confluarea a 2-5 ramuri venoase majore (Figura 3.7).
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Fig. 3.7. Particularitatile structurale ale arhitecturii sistemului venos placentar.

Preparat coroziv monocrom, x20

3.2. Evidentierea particularitatilor structurale microscopice a tesuturilor placentare

Studiind preparatele histologice cu tesut placentar au fost identificate caracteristici tipice
ale placentei la termen, precum: prezenta sincitiotrofoblastului (care a fost reprezentat de un
sincitiu trofoblastic multinucleat), citotrofoblastului (care era mai rar observat), capilarelor fetale
si a celulelor stromale. In ceea ce priveste vilozititile placentare, au fost identificate trei tipuri de
vilozitati: stem, intermediare si terminale (Figura 3.8).

Aranjarea spatiala a componentei fibrilare, cat si cantitatea matricei extracelulare a variat
de la un tip de vilozitate la altul. Astfel, vilozitatile coriale mari, stem, prezentau o matrice

extracelulara bogata in fibre reticulare si de colagen. Au fost observate doua modele de aranjare
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a fibrelor de colagen in interiorul stromei vilozitatilor mari. Fibrele de colagen localizate in
profunzimea vilozitatilor erau groase, compacte si dispuse circular in jurul vaselor sangvine. In
timp ce fibrele de colagen de la suprafata vilozitatii erau subtiri si erau aranjate longitudinal,

paralel cu axul vilozitatii (Figura 3.9. a,b).

Fig. 3.8. Vilozitatile placentare unde se regasesc celulele cito- si sincitiotrofoblastului,
capilare fetale, noduri sincitiale si tesut conjunctiv: a) vilozitati intermediare si terminale;

b) vilozitati tulpina (stem); X200, Coloratia Hematoxilina-Eozina

Fibre reticulare groase, bine conturate au fost observate imediat sub membrana bazala a
trofoblastului, respectiv la periferia vilozitatii, dar si In peretele vaselor sangvine, in apropierea

intimei (Figura 3.9. c,d).

Fig. 3.9. Componenta fibrilara din cadrul arborelui vilos, aspecte de aranjament spatial.
%200, x630 a-b) Coloratia tricrom Masson, c-d) Impregnare argentica Gordon-Sweet
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Cantitatea componentei fibrilare conjunctive s-a redus semnificativ pe masura ce inainta
spre vilozitatile intermediare si terminale, unde aceasta era reprezentatd de fibrile subtiri, cu un
grad crescut de destrimare, aranjate in retea, localizate central. In schimb, fibrele reticulare
organizate intr-un strat compact erau localizate in jurul capilarelor (Figura 3.9 d).

Celulele deciduale au fost caracterizate ca fiind celule cu nucleu mare, rotund si citoplasma
abundenta eozinofila. Aceste celule formau grupuri stranse Inconjurate de stroma conjunctiva
(Figura 3.10 a). Numeroase fibre reticulare au fost distribuite pe intreaga suprafatd a zonei
deciduale, fiind organizate intr-o retea densa de fibrile cu traiect regulat. Celulele deciduale erau
inconjurate de fibre reticulare netede, groase si intens colorate (Figura 3.10b). Portiunile centrale
a stromei deciduale au fost identificate prin prezenta exclusiva a unor fibre reticulare mai groase,
asezate intr-un model ordonat. In acelasi timp, zonele periferice contineau doua tipuri de fibre,
atat groase, cat si subtiri, care se infasurau si se intersectau reciproc. Celulele deciduale au fost

inconjurate si de fibrele de colagen tip I, care aveau un traiect usor ondulat, iar alocuri erau

subtiri si fragmentate (Figura 3.10 c).

Fig. 3.10. Componenta fibrilara din jurul celulelor deciduale (aspecte morfologice si de
relatie). X100, a) Coloratia Hematoxilinia-Eozina, b) Impregnare argentici Gordon-Sweet,

c¢) Coloratia tricrom Masson

La nivelul placii coriale, componenta fibrilara a fost predominant reprezentata de fibrele
de colagen. Fibrele reticulare, preponderent au fost prezente sub epiteliul amniotic, sub trofoblast
si In componenta mediei vaselor coriale mari, care reprezinta ramificatiile vaselor ombilicale. Au
fost observate aspecte particulare in distributia si densitatea fibrelor reticulare la nivelul
fibrinoidului. Astfel, au fost identificate doud modele de structurare a fibrinoidului. Modelul de
tip fibros se caracteriza prin fibre reticulare groase, organizate in fascicule scurte, dezorganizate,
prezentdnd numeroase ramificatii scurte. Modelul de tip matriceal, la rdndul sau continea fibre

reticulare, doar ca aceste fibre erau fine, omogen repartizate, prin ramificatiile sale formau o
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plasa fibrilara foarte fina inglobata intr-o matrice amorfa. Uneori, aceste doua modele co-existau
in cadrul acelasi fibrinoid. in aceste cazuri, modelul fibros era localizat in zonele profunde ale

fibrinoidului, respectv, modelul matriceal era localizat superficial.
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Fig. 3.11. Distributia fibrelor reticulare in fibrinoid. a) modelul fibros, b) modelul

matriceal, X100, x400, Impregnare argentici Gordon-Sweet

3.3. Particularitati structurale microscopice ale vaselor ombilicale

Toate cordoanele ombilicale, care au fost incluse in studiu, contineau 3 vase sangvine: 2
artere ombilicale si o vend. Cele doua artere ombilicale aveau un traseu spiralat in jurul venei,
ceea ce 1i conferea cordonului un aspect torsionat, vizibil la nivel macroscopic. Microscopic, au
fost studiate vasele sangvine din 56 cordoane ombilicale. Au fost identificate doua modele de

aranjare a vaselor ombilicale in interiorul cordonului: modelul triunghiular — 43 (76,79%) cazuri

si modelul liniar — 13 (23,21%) cazuri.
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Fig. 3.12. Modelele de aranjare a vaselor ombilicale in interiorul cordonului ombilical. a)

model triunghiular; b) model liniar, x25, Coloratia Hematoxilina-Eozina
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Studiul sectiunilor histologice colorate cu hematoxilind-eozind a permis evidentierea
particularitatilor structurale ale vaselor ombilicale. Astfel, la exterior, cordoanele ombilicale au
fost acoperite de epiteliul amniotic, care prin intermediul componentei conjunctive fibroase era
atasat de substanta gelatinoasi Wharton. In portiunile distale ale cordonului, in special, in
apropierea insertiei cu placenta, epiteliul amniotic a fost reprezentat de un epiteliu simplu
columnar si/sau cubic. Epiteliul amniotic devenea stratificat cubic In portiunile medii si
proximale ale cordonului.

In toate sectiunile histologice vena ombilicald a fost descrisd cu un lumen larg versus
arterele ombilicale, care se caracterizau prin lumen neregulat, distorsionat, frecvent mult
ingustat, iar alocuri greu de identificat (Figura 3.13 a). Pentru ambele tipuri de vase a fost
caracteristic absenta adventitiei, astfel ca, peretele vaselor ombilicale era format din 2 tunici
(intima si media) versus vasele sangvine de acelasi diametru din alte zone ale corpul uman, care
prezinta 3 tunici. De asemenea, mentiondm ca, ambele tipuri de vase, pe intregul lor traseu, erau

lipsite de membrana elastica externa, vaso-vasorum, inervatie si nu formau ramificatii.
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Fig. 3.13. Caracteristici microscopice structurale ale arterelor ombilicale. a) lumen
neregulat, distorsionat, perete format din 2 tunici; b) media organizata in 2 straturi bine
definite; c) miocite orientate longitudinal si situate la distanta in cadrul intimei; d) spatii

veziculoase intermusculare (interfasciculare) la nivelul mediei;

x25; x100, 400, Coloratia Hematoxilina-Eozina
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Arterele ombilicale au fost captusite de celule endoteliale caracterizate prin nuclei
proeminenti, totusi, In zonele de ramificatii, nucleii celulelor endoteliale deveneau aplatizati.
Important de mentionat cd, tunica intima, bine dezvoltatd, continea o cantitate variabila de celule
musculare netede de dimensiuni mici, mult mai subtiri, alungite, uneori ondulate comparativ cu
miocitele din cadrul mediei. Miocitele intimei aveau nuclei heterocromatici. De asemenea, aceste
celule, in cea mai mare parte, erau orientate longitudinal si situate la distanta una de alta (Figura
3.13 ¢). Remarcam ca, printre celulele musculare netede ale intimei au fost observate si
miofibroblaste. Interesant, a fost imposibilitatea identificarii membranei elastice interne, posibil
din cauza grosimii foarte fine a acesteia, dar si a jonctiunei stranse intre medie si intima.

Tunica medie la arterele ombilicale a fost bine dezvoltata, grosimea acesteia varia de-a
lungul circumferintei vasului. Celulele musculare netede erau organizate, predominant, in doua
straturi diferite ca grosime. Stratul intern, slab diferentiat, continea miocite netede dispuse
longitudinal, iar in stratul extern, celulele musculare netede au fost dispuse circular sau in spirala
(Figura 3.13 b). Densitatea celulelor musculare netede in cadrul mediei a variat, astfel ca,
densitatea maxima celulard a fost observatd in stratul extern. Celulele musculare netede au
format fascicule inguste (1-3 randuri de celule), aranjate in mod neregulat. O particularitate a
mediei a fost prezenta unor spatii veziculoase intermusculare (interfasciculare) umplute cu
continut mucoplizaharidic (Figura 3.13 d[] ). Prezenta acestor spatii conferea mediei un aspect

spumos. Remarcam ca, in zonele periferice ale mediei, aceste structuri veziculoase se continuau

cu spatiile matricei extracelulare din substanta gelatinoasa Wharton.
i . - ve7

Fig. 3.14. Caracteristici microscopice structurale a venei ombilicale

x25; x100, 400, Coloratia Hematoxilina-Eozina

Structural, vena ombilicald a prezentat anumite deosebiri comparativ cu arterele. Astfel,
putem mentiona ca, intima, dar si media au fost mai subtiri si compacte. Trasatura distinctiva

pentru vene a fost prezenta membranei elastice interne (Figura 3.14 cl), care era bine
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reprezentatd si avea un caracter continuu. Tunica medie a venei a fost organizatd in 2 straturi,
doar ca aceste straturi nu erau bine definite. Celulele musculare netede ale mediei, preponderent,
erau dispuse circular, mai rar oblic. Acestea se organizau in fascicule (lamele) din 2-3 randuri de
celule, separate, si in acest caz, de spatii veziculoase ale matricei mucoplizaharidice. Mentionam
ca, in vene, densitatea structurilor veziculoase intermusculare era redusa (Figura 3.14 bﬂ).
Aranjarea longitudinald a miocitelor a fost observatd in portiunile externe ale mediei, si,
frecvent, antrena grupuri mici de celule (Figura 3.14 a).

Reiesind din observatiile obtinute referitor la dimensiunea vaselor, dar si grosimea
peretilor acestora, a fost efectuatd analiza morfometrica pentru ambele tipuri de vase. Astfel, au
fost obtinute urmatoarele date referitor la diametrul extern al vasului si grosimea peretelui (Tabel
3.1).

Tabelul 3.1. Analiza morfometrica a vaselor cordonului ombilical

Parametrii statistici
Vasul ombilical
Media DS 1HQ Mediana Mo
Artera Diametrul extern, mm 1,63 0,35 1,35-1,76 1,55 1,77
ombilicald | 0imea peretelui, mm 0,65 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 | oimea peretelui, mm 0,41 0,09 0,34 - 0,46 0,38 0,36

Nota: n — numarul de vase masurate a fost 56 artere si respectv 56 vene; masuratorile initial au fost obtinute

in mkm, dupa care au fost transformate in mm.

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

Studiul componentei fibrilare a vaselor ombilicale a fost realizat pe lamelele histologice
colorate prin metoda tricrom Masson si impregnare argentica dupd metoda Gordon-Sweet. A fost
evidentiata si studiata distributia fibrelor de colagen tip I si reticulare (tip I11).

Fibrele de colagen tip | au fost distribuite neomogen, atat in artere, cat si in peretele
venelor. In artere, fibrele de colagen tip | au fost dispuse predominant in intima, acestea fiind
mai Ingrosate. Densitatea acestora a fost redusd in medie, aici fiind reprezentate de fibrile cu
caracter discontinuu. La nivelul mediei, fibrile de colagen erau localizate predominant in jurul
miocitelor si/sau circumscriau spatiile veziculoase cu continut mucopolizaharidic (Figura 3.15 a,

b, ¢).
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Fig. 3.15. Distributia fibrelor de colagen tip I in grosimea peretelui arterelor ombilicale: a)

fragmente fibrilare in intimai si straturile profunde ale mediei, x200; b) aspectul fibrelor de
colagen in straturile superficiale ale mediei, X200; c, €) imagini de ansamblu al peretelui

arterei ombilicale cu evidentierea fibrelor de colagen tip I si fibrelor reticulare, d) pattern-
ul liniar de distributie a fibrelor reticulare, f) pattern-ul areolar de distributie a fibrelor

reticulare, x100, x400, Coloratia tricrom Masson, Impregnatie argentica Gordon-Sweet

Fibrele de colagen din peretele venei erau usor mai ingrosate, in schimb densitatea
acestora era mai redusa comparativ cu arterele ombilicale. La nivelul intimei componenta
colagenicad tip I, Ingrosata semnificativ, avea aspectul unei membrane localizate la limita intre
intimd si medie. La nivelul mediei au fost observate doar urme de colagen, In schimb, in
apropierea substantei gelatinoase, cantitatea fibrelor, dar si grosimea acestora, erau crescute

(Figura 3.16 a). Fibrele reticulare, pentru ambele tipuri de vase, au fost localizate predominant in

67



medie. Aici componenta fibrilard de tip III circumscria miocitele, formand o carcasa de suport
pentru acestea. Pentru ambele tipuri de vase au fost identificate doud pattern-uri de distributie a

fibreleor reticulare: liniar si areolar (Figura 3.15d, e, f).
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Fig. 3.16. Distributia fibrelor reticulare in grosimea peretelui vaselor ombilicale: a)

aspectul fibrelor de colagen in grosimea peretelui venei ombilicale, X200; b) aspect

comparativ al densitatii fibrelor reticulare in intima versus mediax100, c-d) fibre
reticulare fine ce circumscriu partial sau total spatiile veziculoase din media venei, x100,

x400; Coloratia tricrom Masson, Impregnatie argentica Gordon-Sweet

De asemenea, la nivelul mediei, in zonele structurilor veziculoase cu continut
mucopolizaharidic, fibrele reticulare erau fragmentate. Aceste fragmente fibrilare circumscriau
partial, alteori total aceste vezicule, astfel formand un perete fin pentru structurile date (Figura
3.16 ¢, d). Mentionam ca, la nivelul intimei densitatea fibrelor reticulare a fost mult redusa,

alocuri, chiar absenta (Figura 3.16 b).

3.4. Proprietatile biomecanice ale arterelor ombilicale decelularizate
Utilizarea tehnicilor de inginerie tisulara reprezintd o solutie promitdtoare pentru
rezolvarea problemei deficitului de grefe vasculare. Pana in prezent, incd nu s-a reusit crearea

unui vas ideal, care sa imbine in totalitate proprietatile unui vas sangvin biologic, cum ar fi bio-
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compatibilitatea, proprietatile mecanice, suprafata anti-trombogenica, porozitatea ridicata si bio-
degradabilitatea. Pentru a obtine un astfel de vas, au fost propuse mai multe metode bazate pe
principii fizice, chimice si enzimatice. Cu toate acestea, identificarea unei metode de
decelularizare optimale raméane un obiectiv important si pentru studiul nostru, care vine sa
integreze cunostintele din domeniile biologiei, medicinei si ingineriei tisulare.

Pentru studierea proprietatilor biomecanice ale arterelor ombilicale s-au intreprins
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 cate 5 cm lungime; 5) segmentele arteriale decelularizate au fost
supuse testelor biomecanice (testele de rezistenta la intindere si la presiune); 6) in final,
segmentele de vase au fost caracterizate biomecanic si morfologic. Caracterizarea morfologica a
inclus studierea aspectelor structurale ale vaselor decelularizate, mai exact gradul de
decelularizare si calitatea componentelor matricei extracelulare. De asemenea, microscopic au
fost studiate si segmentele de vase ombilicale care au fost supuse testului de rezistenta la
presiune. Caracterizarea biomecanica a arterelor ombilicale decelularizate a constat in masurarea
rezistentei la tractiune, a elasticitatii si a altor proprietdti mecanice care sunt critice pentru functia

lor in vivo.

Examenul morfologic al arterelor ombilicale decelularizate.

Arterele decelularizate au prezentat in sectiune transversala un lumen larg comparativ cu
specimenele din lotul martor, care au fost descrise cu un lumen neregulat, ramificat, caracteristic

pentru vasele contractate (Figura 3.17).

Fig. 3.17. Sectiuni transversale prin arterele ombilicale cu vizualizarea lumenului vasului ;

a) artera ombilicala nativa; b) artera decelularizata prin metoda enzimatica; b) artera

decelularizata prin metoda combinata, x250; Coloratia Hematoxilina-Eozina
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Microscopic, pentru toate vasele decelularizate a fost observata, reducerea spatiilor
veziculoase mucopolizaharidice intermusculare de la nivelul mediei. in functie de metoda
utilizatd gradul de decelularizare a vaselor a fost variat. La tratarea arterelor ombilicale cu solutie
de tripsind (metoda enzimatica) s-a obtinut un grad scdzut de decelularizare. Mentionam ca,
tesuturile peretelui vascular prezentau inca un numar semnificativ de celule si/sau resturi
celulare. Decelularizarea obtinuta prin metoda enzimatica a avut un caracter neomogen. Astfel
ca, In portiunea externd a mediei gradul de decelularizare a fost ridicat comparativ cu portiunile
interne ale vasului, unde au fost identificate celule musculare netede care au suferit modificari
calitative (Figura 3.18). Astfel, miocitele netede erau caracterizate prin volum citoplasmatic
redus, formd mult aplatizatd, nucleu cu un grad crescut de degenerare, frecvent picnotici. La
nivelul intimei gradul de decelularizare a fost unul ridicat. Sub actiunea litica a tripsinei s-au
produs modificari ale structurii matricei extracelulare colagenice. Fibrele de colagen erau subtiri

si prezentau grad crescut de degradare. De asemenea, a fost observatd reducerea densitatii si
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caracterului ondulat al fibrelor.

Fig. 3.18. Artere ombilicale native versus artere decelularizate prin metoda enzimatici
(aspecte morfologice). (a-b) structura arterelor ombilicala din lotul martor, x200; (c-f)
structura peretelui arterial decelularizat, cu vizualizarea resturilor celulare si a
modificarilor matricei extracelulare, x100; x200, Coloratia Hematoxilina-Eozina;

Coloratie tricrom Masson
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Fibrele de colagen din portiunile externe ale vaselor decelularizate prin metoda
enzimaticd prezentau un traiect longitudinal, fiind preponderent localizate perpendicular cu axul
lung al vasului. Aceasta tendintd nu a fost observata in zonele profunde ale mediei, unde fibrele
de colagen aveau un aspect areolar.

Cel mai crescut grad de decelularizare a fost obtinut prin metoda chimica cu utilizarea
solutiei de detergent de 1% dodecil sulfat de sodiu (SDS). Decelularizarea tesuturilor vasculare
purta un caracter omogen, fara prezenta urmelor celulare (Figura 3.19). Matricea extracelulara a
fost bine conservatd, fiind caracterizatd de prezenta unor fibre de colagen organizate in
fasciculele groase, omogen repartizate in intreaga grosime a arterelor decelularizate. Pe alocuri,
fibrele de colagen au prezentat un grad minim de fragmentare. in straturile intimei, matricea

extracelulard a fost caracterizatd de cantitati mici de fibre elastice, localizate printre fibrele de

colagen si colorate in albastru deschis.

Fig. 3.19. Artere ombilicale decelularizate prin metoda chimica (aspecte morfologice). (a-d)
structura peretelui arterial, cu vizualizarea unui grad crescut de decelularizare si o matrice
extracelulara bine conservati; a) x100; b) X200, Coloratia Hematoxilini-Eozina;

¢) x100; d) x200, Coloratie tricrom Masson

Metoda combinatd a dus la o decelularizare partial completa, astfel ca, inca, se putea

observa prezenta unor cantitati reduse de celule sau resturi celulare in spatiul subendotelial, dar
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si in ariile profunde ale mediei. Frecvent aceste celule erau izolate, rareori se puteau observa
grupuri de celule. Mentionam ca, componenta celulara restanta prezenta modificari morfologice
degenerative, astfel ca, mai des s-au observat resturi citoplasmatice sau nucleare (Figura 3.20).
Matricea extracelulara avea un aspect aparent bine conservat. Fibrele de colagen au fost groase,
cu un caracter ondulat pastrat, dispuse compact, caracteristic pentru zonele interne ale mediei.
Totusi, in portiunile externe ale mediei, dar si In substanta gelatinoasa Wharton restanta din jurul
arterelor, fibrele de colagen erau subtiri si prezentau local fragmentari.

In scopul evaludrii efectului decelularizirii asupra grosimii peretelui arterial s-a realizat
morfometria pentru toate segmentele arteriale supuse decelularizarii prin cele trei metode

utilizate.
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Fig. 3.20. Artere ombilicale decelularizate prin metoda combinati, cu vizualizarea unor
resturi celulare si a matricei extracelulari usor modificate; a) x200; b) x100,

Coloratie tricrom Masson

Datele obtinute prin studiul morfometric al grosimii peretelui segmentelor arteriale
supuse decelularizarii au fost expuse tabelul 3.2.

Tabelul 3.2. Analiza morfometrica a segmentelor de artere ombilicale supuse procedeelor de

decelularizare

Grosimea peretelui (mm)
Piesele vasculare n _ .
Media DS 1HQ Mediana Mo
Segmente supuse decelularizarii
; . 20 0,46 0,06 0,40- 0,51 0,47 0,35
prin aplicarea sol. 1% SDS
S t decelularizarii
CEMER'E SHpUSE Cees T areat 20 | 059 | 003 |057-061| 060 0,52
prin aplicarea sol. Tripsina
Sggmente supuse c.lecevlularlzaru 20 0,42 0,08 0,34- 0,48 0,40 0,40
prin metoda combinata

Nota: n — numarul de segmente mdsurate;, masuratorile initial au fost obtinute in mkm, dupa care au fost
transformate in mm.
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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 artera nedecelularizatd si arterele decelularizate cu ajutorul celor 3
metode, atat pentru diametrul extern, cat si pentru grosimea vasului sunt reprezentate in tabelul
3.3.

Tabelul 3.3. Diametrul si grosimea peretelui arterelor decelularizate prin cele trei metode

de decelularizare raportate la lotul martor (artere nedecelularizate)

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

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

Grosimea peretelui, mm Media DS H p
Artere 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 obtinutd prin testul Kruskal-Wallis, p? - valoare obtinutd prin testul Anova.

Caracterizarea biomecanicd a arterelor ombilicale decelularizate a fost realizata prin

testul de rezistenta la intindere si testul de rezistenta la gonflare.
Rezultatele testului de rezistenta la intindere a segmentelor arterelor decelularizate
comparativ cu vasele intacte din lotul martor au aratat variatii pentru toate metodele de

decelularizare utilizate.

Tabelul 3.4. Rezultatele testului de rezistenta la intindere a arterelor ombilicale supuse

procedeelor de decelularizare

Tipul de artera ombilical Media | DS 1HQ Mediana Mo
Martor (artere nedecelularizate) 2,30 | 0,25 | 2,00-2,50 2,50 2,50
Artere decelularizate cu sol. 1% SDS 1,85 | 0,02 | 1,75-2,00 1,75 2,00
Avrtere decelularizate cu sol. Tripsina 155 | 0,04 | 1,50-1,57 1,55 1,55
Avrtere decelularizate prin met. combinata 1,80 | 0,04 | 1,75-1,80 1,80 1,80
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Tabelul 3.5. Compararea valorilor medii a fortei de intindere intre grupele de studiu

Tipul de arterd ombilical t p
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 | <0,001f

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

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

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

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

Astfel, pentru arterele decelularizate prin metoda combinata, valorile fortei de tractiune
au variat de la 1,75 N la 1,85 N, iar diferenta aritmetica intre valoarea medie a lotului control a
fost de 0,50 N. Arterele ombilicale decelularizate prin metoda chimica (cu solutie 1% SDS) s-au
rupt la valori situate intre 1,7 N si 2 N.

Cea mai insemnata diferenta de 0,75 N, raportata la valorea medie a lotului martor, a fost
pentru vasele decelularizate prin metoda enzimatica (cu tripsind). Rezultatele experimentului
repartizate per grup sunt ilustrate in Figura 3.21.
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Fig. 3.21. Rezultatele detaliate a testului de rezistent: la intindere a segmentelor arterelor

decelularizate comparativ cu vasele intacte din lotul martor

Testul de rezistenta la presiune a fost prevazut pentru evaluarea capacitatii vaselor de a

rezista la presiunea de 280 mm Hg. Rezultatele testului de rezistenta la gonflare a evidentiat o
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rezistentd mare a arterelor ombilicale la presiunea de 280 mm Hg pentru toate loturile incluse in
studiu — martor (vase intacte) si 3 loturi de artere decelularizarte prin cele 3 metode (combinata,
chimicd, enzimaticd). Reiesind din considerentul cd, atat in conditii fiziologice, cat si in
patologii, presiunea in vasele de calibru DI < 0,6 nu atinge nivelul de 200 mm Hg, putem afirma
ca, din punct de vedere mecanic, arterele ombilicale intacte si decelularizate sunt capabile sa fie
utilizate pentru substituire vasculara in calitate de grefa.

Ulterior segmentele de artere decelularizate si supuse testului de rezistenta la presiune au
fost examinate microscopic pentru identificarea posibililor modificari ale componentei
extracelulare colagenice. Peretele arterelor decelularizate prin metoda chimica nu a suferit

schimbari esentiale, grosimea acestuia nu s-a redus esential, iar carcasa de fibre de colagen a

ramas integra si compacta.

Fig. 3.22. Artere ombilicale decelularizate prin metoda chimici (a-b) si metoda combinata
(c-d) supuse testului de rezistenti la presiune (particularitati microscopice);

a, ¢) x100; b, d) x200, Coloratie tricrom Masson

Modificarile substantiale au fost observate in peretii arterelor decelularizate prin metoda

combinatd. Chiar daca initial aceasta metoda a dat un grad crescut de decelularizare comparativ
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cu metoda enzimatica, totusi componenta extracelulard a fost afectata, respectiv am observat o
deformare a vaselor decelularizate post-testare la gonflare, precum si o reducere a grosimii
peretelui (Figura 3.22). Aceasta metoda de decelularizare a afectat matricea extracelulara, ceea
ce poate conduce la sciderea proprietatilor mecanice ale arterei. In Figura 3.23, se poate observa
o comparatie vizuala intre modificarile grosimii peretelui in probele de artere decelularizate care

au fost supuse testului de gonflare, in raport cu vasele decelularizate inainte de testare.

Tabelul 3.6. Valorile grosimii peretelui al segmentelor de artere ombilicale decelularizare

supuse testului de rezistenta la presiune

Grosimea peretelui, mm

, n
Piesele vasculare Media | DS 1Q Mediana | Mo

Segmente decelularizate prin aplicarea sol.

. 20 0,45 0,04 | 0,42-047 0,45 0,39
1% SDS testate la presiune

Segmente decelularizate prin aplicarea sol.

s . 20 0,33 0,04 | 0,29-0,36 0,32 0,28
Tripsina testate la presiune

Segmente decelularizate prin metoda

o . 20 0,11 0,02 | 0,09-0,12 0,10 0,09
combinatd testate la presiune

Vase decelularizate met.Combinata post
testare

Vase decelularizate met.Combinata _ 0,42

0,11

Vase decelularizate Tripsina post testare _ 0,33
Vase decelularizate Tripsina _ 0,59

Vase decelularizate SDS post testare . - -
Vase decelularizate SDS _ 0,46

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

(]

Grosimea peretelui, mm
Fig. 3.23. Redimensionarea grosimii peretelui sesgmentelor arterelor decelularizate post-
testul de rezistenta la presiune comparat cu grosimea segmentelor decelularizate pre-

testare

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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Tabelul 3.7. Compararea valorilor medii a grosimii peretelui vaselor decelularizate pana la

testare si post-testare

Tipul de arterii ombilicali F p

Artere decelularizate met.chimicd/Artere decelularizate metoda chimica

0,1813 | 0,6727*
post-testare

Artere decelularizate met.enzimatica/Artere decelularizate metoda
L 600,1690 | <0,001
enzimatica post-testare

Artere decelularizate met.combinata/Artere decelularizate metoda

. 229,4319 | <0,001
combinata post-testare

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

3.5. Aspecte structurale specifice a substantei gelatinoase \Wharton

Substanta gelatinoasad reprezinta un tesut cu o structurd heterogena in care pot fi gasite
mai multe subpopulatii de celule si configuratii ale matricei extracelulare. Utilizand metodele de
colorare histologice (Hematoxilind-Eozind, tricrom Masson) si histochimice (Impregnarea
argentica Gordon-Sweet) am studiat particularitatile structurale caracteristice ale substantei
Wharton. In scopul standardizarii si usurintei de comparare intre componentele structurale ale
tesutului dat, am utilizat clasificarea regionala propusa de Davies et al. (2017). Conform acestei
clasificari in substanta Wharton, se deosebesc 4 zone (regiuni) topografice diferite: 1)

subamniotica, 2) periferica, 3) perivasculara si 4) intervasculara [40].

Z. subamnion

Z.periferica “¥%

aria X

, aria
compacta

Fig. 3.24. Schema si reprezentarea histologica a zonelor substantei gelatinoase Wharton

Studiind fiecare regiune separat, am observat ca zona periferica, microscopic, era diferita
in ariile superficiale si profunde. Reiesind din aceasta observatie, am subimpartit zona periferica

in 2 subregiuni: regiunea superficiald spongioasa si regiunea profunda compacta (Figura 3.24).

77



Distributia celulara in substanta Wharton poarta un caracter neomogen. Astfel, cantitatea
cea mai mare fiind pentru zona perivasculara, urmata de zona intervasculara. S-a observat ca
numarul celulelor creste exponential de la periferie spre ariile profunde ale cordonului ombilical.
Morfologia celulelor a variat in functie de ariile substantei gelatinoase. Astfel ca, regiunile
subamniotica si periferica, predominant, au fost populate de celule de forma stelata, ce prezentau
prelungiri foarte lungi, prin intermediul cdrora formau conexiuni cu celulele din vecinatate.
Celulele zonei periferice se caracterizau prin morfologie asemandtoare miofibroblastelor,
prezentand nucleu mare, de forma ovala sau rotunda si citoplasma din abundenta (Figura 3.25 b).

In plus, s-a observat ca celulele zonei periferice au prezentat mai multe si mai lungi
procese citoplasmatice in comparatie cu cele din regiunile perivasculare, unde caracteristicile
apofizate erau mai putin evidente. Celulele zonei perivasculare aveau frecvent o forma de fus, cu

o cantitate redusa de citoplasma (Figura 3.25 d). Aceste celule erau uniform distribuite in jurul

vaselor ombilicale si pareau sa formeze straturi concentrice.

Fig. 3.25. Celulele substantei Wharton din zonele periferica si perivasculara. a) zona
periferica spongioasa cu numeroase celule apofizate, b) celule miofibroblast-like, c) zonele
periferica compacta si perivasculara cu celule fusiforme, d) morfologia celulei fibrocit-

like; a, ¢) x100; b, d) x400, Coloratie tricrom Masson

Componenta fibrilard a substantei Wharton era bine reprezentatd in toate ariile studiate.
Totusi, densitatea cea mai mare a fibrelor de colagen era in zona perivasculara, unde acestea
formau fascicole groase dispuse compact in jurul vaselor ombilicale. Analizand preparatele

histologice in lumina polarizata s-a observat ca fibrele de colagen emit semnal alb-translucent in
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toatd substanta gelatinoasd. lar aceastd birefrengentd si dicroism al fibrelor demonstreaza
caracterul matur al acestora (Figura 3.26 a, b).

In zona subamniotica, fascicolele de fibre de colagen erau dispuse compact. Pe masura
succedarii acestora spre zona periferica, dispare caracterul compact, iar fibrele de colagen sunt
dispersate printre componenta amorfa, care in straturile periferice ale zonei compacte formeaza
acumulari. Aceste acumulari, delimitate de componenta fibrilara conjunctiva de tip I, dar si
reticulara formeaza niste teritorii asemanatoare cu despicaturi (crapaturi). In interiorul acestor
»despicaturi stromale” se regasesc foarte putine fragmente fibrilare si o cantitate suficienta de
mucopolizaharide. Fibrele reticulare au fost bine reprezentate in zona subamniotica, imediat sub
membrana bazala a epiteliului amniotic (Figura 3.26 f). Componenta reticulara a fost prezenta in

toata substanta Wharton, fara a putea identifica un model caracteristic in distributia acestora.

fibre birefringente in ariile periferica si subamniotica, c) zona periferica spongioasa cu

vizualizarea de despicaturi stromale”, d) reminiscente celulare ale ductului alantoidic,
e, f) distributia particular a fibrelor reticulare in zonele subamniotic si periferica,
a, d) X100, x200; Coloratia tricroma Masson. e-f) x100,

Impregnatie argenticad Gordon-Sweet

Notam ca, in 6 (10,71%) cazuri, in zona intervasculara, au fost observate reminiscente
celulare ale ductului alantoidian, care erau reprezentate de aglomerdri celulare de forma

aplatizata sau cubica, inconjurate de fibre de colagen compact organizate (Figura 3.26 d).

79



3.6. Sinteza la capitolul 3

Forma cea mai frecventd a placentei a fost observatd ca fiind ovald, urmatd de forma
rotundi si triunghiulara. In ceea ce priveste insertia cordonului de placenti, cea mai frecventi a
fost insertia excentricd, urmata de insertia periferica si insertia marginala. Studiul a evidentiat
ramificarea vaselor ombilicale si prezenta anastomozelor intre arterele ombilicale in majoritatea
placentelor. Reteaua arteriala coriald a fost caracterizatd de un model de ramificare dihotomic,
iar ramurile intraplacentare din vilozitatile terminale au fost identificate ca structuri cu aspect de
"fund de sac". Zonele drenate de afluentii venei ombilicale au fost observate cu hotare bine
delimitate, iar cel mai frecvent pattern de distributie al ramurilor venoase a fost intre
cotiledoanele placentare. Nu au fost identificate anastomoze directe Intre sistemul arterial si cel
venos al placentei.

Cordoanele ombilicale au fost acoperite de epiteliul amniotic, care era atasat de substanta
gelatinoasda Wharton prin intermediul componentei conjunctive fibroase. Epiteliul amniotic
ombilical varia in functie de localizarea sa in cordon, fiind simplu columnar si/sau cubic in
portiunile distale si devenind stratificat cubic in portiunile medii si proximale. Arterele
ombilicale au prezentat un lumen neregulat versus vena ombilicala, care avea un lumen mai larg.
Peretele vaselor ombilicale consta din doud tunici (intima si media), lipsind adventitia si
membrana elastica externd. Tunica intima a arterelor ombilicale era bine dezvoltatd comparativ
cu vena si continea celule musculare netede de dimensiuni mici, dispuse longitudinal. Tunica
medie a vaselor ombilicale era structuratd in doua straturi distincte in artere si mai putin evidente
in vena. Membrana elastica interna era prezentd doar in vena ombilicald. Printre miocitele netede
ale mediei au fost prezente spatii veziculoase umplute cu continut mucoplizaharidic.

Analiza componentei fibrilare a vaselor ombilicale a relevat distributia neomogena a
fibrelor de colagen tip I si reticulare. Fibrele de colagen tip I erau predominant prezente in intima
si in jurul miocitelor din media. Fibrele reticulare erau localizate in medie si circumscriau
miocitele, formand o carcasa de suport. Densitatea si grosimea fibrelor a variat intre artere si
Vene.

In acest studiu, s-au investigat proprietitile biomecanice si morfologice ale arterelor
ombilicale decelularizate, in contextul dezvoltérii grefelor vasculare prin tehnicile de inginerie
tisulara. S-a constatat ca crearea unui vas ideal, care sd aiba toate proprietatile unui vas sangvin
biologic, rdmane un obiectiv nerealizat. Pentru evaluarea proprietdtilor biomecanice, arterele
ombilicale au fost supuse unor teste de rezistentd la intindere si presiune. Rezultatele au
evidentiat modificiri semnificative in structura si compozitia vaselor decelularizate. In ceea ce

priveste analiza microscopica, decelularizarea a condus la reducerea spatiilor mucopolizaharidice
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interlaminare si la indepartarea componentei celulare. Gradul de decelularizare a variat in functie
de metoda utilizata, cu un grad scdzut in cazul tratarii cu solutie de tripsind. De asemenea, s-a
observat o neuniformitate a decelularizarii in straturile vaselor decelularizate, cu un grad mai
ridicat in portiunile externe ale stratului mijloc si in intima.

Analiza matricei extracelulare a relevat modificari ale fibrelor de colagen, cum ar fi
subtierea, fragmentarea si reducerea densitatii acestora. Fibrele de colagen au prezentat un traiect
longitudinal in portiunile externe ale vaselor decelularizate, in timp ce in zonele profunde ale
stratului mijloc au prezentat un aspect areolar. Metoda combinata de decelularizare a dus la o
decelularizare partial completd, cu prezenta redusd a celulelor sau resturilor celulare. Prin acest
studiu se evidentiaza importanta dezvoltarii de metode optimizate de decelularizare pentru
proprietatilor mecanice si anti-trombogenice, porozitatii si bio-degradabilitatii raman provocari
importante pentru cercetdrile viitoare n acest domeniu.

Datele morfologice obtinute din studiu releva caracteristicile structurale ale matricei
extracelulare din placenta umana. In vilozitatile intermediare si terminale, componenta fibrilara
conjunctiva a fost observata sub forma unor fibrile subtiri, dezorganizate, dispuse intr-o retea
centrala. In jurul capilarelor, s-a identificat un strat compact de fibre reticulare.

Stroma decidualei prezenta fibre reticulare mai groase, organizate intr-un model ordonat
in portiunile centrale, iar in zonele periferice se intersectau fibrele groase si subtiri. La nivelul
placii coriale, componenta fibrilara era dominata de fibrele de colagen, iar fibrele reticulare erau
prezente in diverse zone, cum ar fi sub epiteliul amniotic, sub trofoblast si in vasele coriale mari.
Fibrinoidul, o structura specifica placentei, prezenta doud modele distincte: unul fibros, cu fibre
reticulare groase si dezorganizate, si unul matriceal, cu fibre fine omogen distribuite intr-0
matrice amorfa. Aceste doud modele puteau coexista in acelasi fibrinoid, fiind localizate in
zonele profunde si, respectiv, superficiale.

Acest studiu a evidentiat structura complexd si heterogend a substantei gelatinoase
Wharton, precum si variatiile morfologice si distributia celulara in functie de regiunile sale.
Aceste informatii contribuie la intelegerea mai profunda a compozitiei si organizarii acestui tesut

important din cordonul ombilical.
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4. CARACTERISTICA IMUNOHISTOCHIMICA A CELULELOR DIN
COMPONENTA COMPLEXULUI OMBILICO-PLACENTAR

4.1. Expresia D2-40 in tesuturile complexului ombilico placentar

Anticorpul D2-40 reprezinta un marker selectiv pentru endoteliul limfatic, avand o
afinitate crescuta fatd de podoplanina umana. Rezultatul final al imunoreactiei la anti-D2-40 a
fost colorarea in brun a celulelor din componenta tesuturilor cordonului ombilical si a placentei.
Modelul de expresie a markerului a fost unul mixt: membranar si citoplasmatic, cu aspect fin
granular. Utilizarea imunoreactiei la anti-D2-40 a permis evaluarea expresiei si intensitatii
diferentiate in celulele epiteliale si stromale din cadrul cordonului ombilical si a placentei la
termen.

Distributia celulelor D2-40 pozitive in cordonul ombilical

In specimenele cu cordon ombilical s-au observat mai multe portiuni care au exprimat
markerul D2-40. Odata, acest marker a fost exprimat de celulele epiteliului amniotic al
cordonului ombilical. De obicei, pattern-ul de expresie a fost citoplasmatic, difuz si granular.
Uneori, s-a observat si o expresiec mixtd in aceste celule. Este important de mentionat ca,
expresia markerului a fost evidentiata, in special, la polul bazal al celulei, iar In zonele unde
epiteliul era stratificat, imunomarcajul a fost observat doar in celulele bazale (Figura 4.1).
Aceastda caracteristica particulard a creat impresia unei linii de demarcatie, care uneori era

subtila, iar alteori era bine definita.

Fig. 4.1. Aspecte particulare a imunomarcajului pentru D2-40 la nivelul epiteliului

amniotic ombilical, x100, x400, Imunoreactie pentru anti-D2-40, DAB
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Este de remarcat faptul ca in 3 cazuri (11,5 %) au fost identificate structuri mici vacuolate
pozitive pentru D2-40, localizate printre celulele D2-40+ ale epiteliului amniotic ombilical.
Analizand numarul de celule epiteliale care au fost pozitive pentru D2-40, putem afirma ca toate
celulele componente ale epiteliului au fost pozitive, iar expresia imunomarcajului a avut un
caracter uniform, consistent si continuu. Intensitatea expresiei a variat de la crescutd (mai
frecventd) la moderata (mai rard).

In toate zonele substantei gelatinoase Wharton au fost observate celule D2-40+.
Distributia acestor celule a fost neomogena. Astfel ca, au fost identificate zone unde celulele D2-
40+ predominau numeric, si zone unde acestea erau practic absente. Similar densitatii celulare, si
intensitatea de exprimare a markerului de catre celule pozitive a prezentat variatii in functie de
zona substantei gelatinoase.

Astfel, in zona subamniotica, toate celulele au fost D2-40+. Intensitatea de expresie a
markerului a fost intensa (3+). Pattern-ul de expresie a fost mixt (membranar si citoplasmatic).
Celulele D2-40+ din aceasta zona erau de dimensiuni mici - medii, cu prelungiri scurte,

ingrosate.
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Fig. 4.2. Morfologia celulelor D2-40 pozitive de la nivelul zonelor subamniotica si periferica

a substantei gelatinoase Wharton, X100, X200, Imunoreactie pentru anti-D2-40, DAB

Zona periferica portiunea spongioasa a substantei gelatinoase a fost populatd predominant
de celule D2-40+, care erau de dimensiuni mai mari comparativ cu cele din zona subamniotica

(Figura 4.2). Celule D2-40+ din stratul spongios al zonei periferice erau caracterizate prin
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prezenta unor prelungiri citoplasmatice lungi si groase. Prin intermediul prelungirilor, adesea,
aceste celule formau conexiuni cu celulele invecinate. De asemenea, prin prelungirile
citoplasmatice, celulele din stratul spongios realizau anastomoze cu celulele D2-40+ din zona
subamniotica. Datoritd morfologiei particulare a acestor celule D2-40+, si a conexiunilor lor,
microscopic, portiunea periferica a substantei Wharton capata un aspect reticular. Celulele D2-
40+ formau structuri in forma de cordon cu lumen, dar si fard lumen (Figura 4.2). Mentiondm ca,
in stratul spongios al substantei gelatinoase au fost prezente si celule D2-40-, doar ca numarul
acestora era mult redus. Exprimarea markerului de catre celulele D2-40+ din stratul spongios a
fost mixt, dar dominant membranar. Intensitatea de expresie a fost crescuta (3+).

Un aspect notabil pentru ambele zone a fost prezenta unor celule D2-40+ cu un fenotip
vacuolar. Este important de mentionat cd, pentru anumite structuri vacuolare din stroma
periferica, s-a observat doar expresia markerului, fara a putea identifica componenta
citoplasmatica sau membranara a celulei. Un alt aspect caracteristic pentru unele celule D2-40+,
din ambele zone, a fost aspectul lacunar de localizare, ceea ce presupunea plasarea celulelor in
spatii cu mucopolizaharide asemenea unor lacune. Mentiondm despre faptul ca, in zona
intervasculard a substantei Wharton, unde au fost prezente resturi celulare ale ductului
alantoidian, s-a observat o crestere a numarului de celule stromale D2-40+ (Figura 4.3a). Aceste

celule erau predominant localizate in jurul resturilor celulare restante.
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Fig. 4.3. Aspecte specifice a expresiei D2-40 in componentele structurale a substantei
gelatinoase Wharton. a) pozitivitate la D2-40 in resturile de duct alantoidian; b) celuli
solitara pozitiva in media vaselor; c¢) aspect lacunar al localizirii celulelor D2-40 pozitive,

%100, x400, Imunoreactie pentru anti-D2-40, DAB
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Pentru zonele profunde ale substantei gelatinoase a fost caracteristic prezenta celulelor
D2-40+ cu morfologie diferitd. Majoritatea celulele prezentau o reducere semnificativd a
aspectului apofizat si a dimensiunii lor. In stratul compact al zonei periferice celulele D2-40+
erau fusiforme. Acestea erau dispuse concentric in jurul zonei perivasculare si a vaselor
ombilicale, conferind stromei un aspect de distributie liniara in comparatie cu pattern-ul reticular
din straturile superficiale.

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 majoritard a fost

D2-40-. Datele despre repartizarea densitatilor medii pe zona este ilustrat in Figura 4.4.

y)
i s s R s ¢C ¥ (
AV . A .

0y

10

T T T T
ColuleD240+zona ~ Celule D2-40+z0na ~ Celule D2-40+ 2003~ Celule D2-40+ 20na
intervasculara  penferica spongioasa  periferica compacta perivasculard

Fig. 4.4. Densititile medii a celulelor D2-40 pozitive din zonele substantei gelatinoase
Wharton

De asemenea a fost calculata proportia celulelor D2-40 pozitive si D2-40 negative per
zond. La nivelul substantei Wharton zona cu cea mai mica proportie de celule D2-40+ a fost
zona intervasculard — 9,73% (95% I1 7,17%-12,29%) (Figura 4.5).

Celulele endoteliale ale vaselor ombilicale au fost D2-40 negative, la fel ca si majoritatea
celulelor din componenta mediei si intimei vasului. Totusi, uneori, au fost observate celule

fibroblast-like D2-40+ printre miocitele netede din medie (Figura 4.3 b).
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Zona Intervasculara

Zona perivasculard

Zona Periferica, compacta

Zona Periferica, spongioasa

0% 10%%

30% A40%

B60% 7%

S50% 100%

Il celule D240 pozitive

Bl Celule D240 negative

Zona studiati - =
Yo 95% 11 % 95% 11
Zona intervasculara 9,73 7.17-12,29 20,27 87,71 -92,83
Zona perifericd spongioasd 96,63 95,11 - 98,16 337 1.84 - 4.89
Zona perifericd compacti 69,97 65,66 - 74,28 30,24 25,87 - 34,60
Zona perivasculard 2721 24,38 — 30,04 72,79 69,96 - 75,62

Fig. 4.5. Proportia celulelor D2-40 pozitive versus D2-40 negative din zonele substantei

gelatinoase Wharton

Studiul celulelor nu se limiteazd doar la intelegerea si evaluarea densitdtilor si
proportiilor acestora, ci implica si evaluarea nivelului de exprimare a imunomarcajului de catre
celule. Prin urmare, prin analiza atat a proportiilor celulelor pozitive pentru markerul D2-40, cat
si a intensitdtii de exprimare a acestui marker, a fost calculat un scor denumit "Histo scor" sau
"H-scor". La compararea datelor obtinute pentru H-scor, au fost obtinute urmatoarele diferente

statistic semnificative (Tabelul 4.1).

Distributia celulelor D2-40 pozitive 1n placenta

La nivel de placenta a fost studiatd distributia, morfologia si intensitatea de exprimare a
markerului in celulele din vilozitatile coriale, tesutul decidual, precum si din placa coriala si
epiteliul amniotic. Mentionam ca, la nivel de placenta au fost facute doar observatii descriptive si
nu au fost efectuate evaludri numerice.

Au fost observate doud populatii distincte de celule deciduale: celule D2-40+ si D2-40-.
Numeric au predomina celulele deciduale negative pentru D2-40. Celulele deciduale D2-40+ au

fost heterogene ca mod de exprimare a imunomarcajului.
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Tabelul 4.1. Diferentele statistice obtinute la compararea Histo-scorului calculat pentru

celulele D2-40+ din zonele substantei gelatinoase Wharton a cordonului ombilical

H-scor Zona Zona perifericA Zona periferica Zona Zona
subamniotica Spongioasa Compacta perivasculara intervasculara
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
1HQ 300 - 300 277,78 - 300 149,49 -197,72 40,79 -69,74 5-15,65
Zona t ] -0,2417 -10,0857 -25,5871 -36,2928
subamnioticd  p 0,8101* <0,001 <0,001 <0,001
Zona t -0,2417 -11,0698 29,6974 -45,7757
periferica 0 -
*

Spongioasi 0,8101 <0,001 <0,001 <0,001
Zona t -10,0857 -11,0698 13,8868 -22,3493
periferica -
Compacta P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Zona t -25,5871 29,6974 13,8868 -8,0253
perivascularda p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Zona t -36,2928 -45,7757 -22,3493 -8,0253
intervasculard p <0001 <0,001 <0,001 <0,001

Nota: p — valoare obtinuta prin testul Student, * intre grupele comparate nu au fost stabilite deosebiri veridice

Astfel, unele celule au exprimat markerul predominant membranar, iar altele doar
citoplasmatic. Intensitatea de exprimare a imunomarcajului in celulele deciduale pozitive a variat
de la moderata la intensa (Figura 4.6). Un aspect semnificativ remarcat a fost prezenta intre
celulele deciduale D2-40 negative sau in nemijlocita apropiere a unor celule asemanatoare
fibroblastelor, care au exprimat intens markerul D2-40, cu o localizare predominant
citoplasmatica. Din punct de vedere structural, aceste celule prezentau prelungiri citoplasmatice
lungi dispuse printre celulele deciduale. Astfel de celule fibroblast-like au fost observate si in
baza conjunctivi a plicii amniotice. In aceastd localizare prelungirile citoplasmatice erau
orientate printre celulele epiteliului amniotic.

Si la nivelul arborelui vilos au fost identificate structuri care au exprimat markerul D2-40.
Distributia structurilor D2-40+, dar si pattern-ul de expresie in cadrul celulei au prezentat

heterogenitate in functie de tipul de vilozitate. In vilozititile stem, structurle positive la D2-40 au

fost localizate in special in jurul vaselor fetale de dimensiuni mari pozitionate central. Totusi,
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densitatea cea mai mare de elemente D2-40+ au fost observate periferic in zona sub-

sincitiotrofoblastului (Figura 4.7a).
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Fig. 4.6. Imunoexpresia pentru D2-40 pentru celulele deciduale si stromale fibroblast-like

din placenta la termen. X200, X400, Imunoreactie pentru anti-D2-40, DAB

In vilozitatile intermediare si terminale o expresie puternici a D2-40 a fost detectata,
practic, in toata stroma viloasa. Intensitatea de exprimare a markerului era inalta si mai omogena.
Structurile D2-40+ formau retele reticulare limfatice-like, care inconjurau vasele sangvine. Este
important de notat cd, celulele endoteliale in toate vasele coriale au fost D2-40 negative.
Analizand comparativ distributiile structurilor pozitive la D2-40 si a fibrelor reticulare, putem
spune cu certitudine cd matricea extracelulard perivasculara/pericelulard D2-40 pozitiva din
vilozitdtile coriale a fost localizata in imediata apropiere de stroma reticulard. Aceste structuri
D2-40+ au reprezentat un mixt de celule stromale fibroblast-like, celule stromale vacuolate,
elemente tubulare (Figura 4.7 b, ¢). O alta celula stromala pozitiva pentru podoplanina a fost
celula Hofbauer. Pattern-ul de expresie a fost citoplasmatic fin granular de intensitate moderata.

Un aspect particular a fost exprimarea nucleard a markerului in sincitiotrofoblast. Aceasta
expresie nu a fost generalizata, dar avea un caracter focal si era observatd, in special, in
vilozitatile terminale (Figura 4.7 d, e).

Astfel, rezultatele studiului nostru sugereaza cd D2-40 reactioneazd cu podoplanina sau
cu polipeptidele asemdnatoare podoplaninei localizate in stroma din cordonul ombilical si

placenta.
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Fig. 4.7. Aspecte ale imunoexpresiei pentru D2-40 in vilozitatile coriale din placenta la
termen. a) vilozititile stem; b) vilozititile intermediare; c) vilozitatile terminale; d-€)
expresie nucleara a imunomarcajului la nivelul sincitiotrofoblastului in vilozititile

terminale; X200, x400, Imunoreactie pentru anti-D2-40, DAB

4.2. Expresia CD10S5 in cordonul ombilical si tesutul placentar

Rezultatul colordrii cu anti-CD105 a fost exprimat printr-o reactie de culoare bruna.
Semnalele pozitive brune au fost observate la nivel membranar, nuclear si citoplasmatic.
Mentionam ca, celulele stem mezenchimale din cordonul ombilical si tesuturile placentare
studiate au prezentat imunoexpresie pentru anti-CD105, chiar dacd, in acelasi timp, nu toate
celulele au exprimat markerul de suprafatda CD34.

Distributia celulelor CD105 pozitive in cordonul ombilical. Analizadnd tesuturile

cordonului ombilical, au fost evidentiate mai multe elemente structurale care au exprimat
markerul CD105. Intensitatea de exprimare a imunomarcajului a variat de la o structura la alta.
Astfel, la nivelul vaselor ombilicale, imunomarcajul a fost exprimat de celulele
endoteliale. Expresia la anti-CD105 a fost citoplasmatica si membranara. Frecvent, intensitatea
de exprimare a variat de la intens (in artere) la moderat (in vend). Notam ca, un imunomarcaj
pozitiv pentru CD105 a fost observat si in grosimea peretelui vascular, aspect datorat structurilor

veziculoase cu mucopolizaharide localizate printre straturile de miocite netede, iar
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imunoexpresia era vizibila doar la nivelul peretilor acestor vezicule. Mentiondm ca, aspectul dat

a fost frecvent intalnit in venele ombilicale (Figura 4.8a,b).

- ‘\g"
- ;, >
v & \f%.‘c.“t --.".-:“ . I b
/ 1(4 ( g . (' ‘?
Rk 8 '
\
a.
3 = ®

Fig. 4.8. Peretele venei ombilicale, unde se observa structuri veziculoase CD105+ localizate
printre straturile de celule musculare netede, X200, x400;

Imunoreactie pentru anti-CD105, DAB

Expresia pozitiva pentru CD105 a fost observata la nivelul epiteliul amniotic ombilical.
Majoritatea celulelor epiteliale au fost pozitive — 83,73% (95% II 75,38%-92,08%).
Imunomarcajul a fost observat atat la nivel citoplasmatic, cat si membranar, iar intensitatea a fost
scazuta. Un aspect de remarcat a fost expresia citoplasmatica neuniforma in cadrul celulei, cu o

intensitate de colorare mai puternica la nivel apical (Figura 4.9).
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Fig. 4.9. Celule CD105+ prezente in membrana amniotica si substanta Wharton din

componenta cordonului ombilical, X200, x400; Imunoreactie pentru anti-CD105, DAB.
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Celulele stromale CD105+ din substanta gelatinoasa Wharton au fost distribuite
neuniform, astfel, au existat zone unde numarul acestor celule era mai mare si zone unde
densitatea celulelor CD105-negative a predominat.

Zona substantei gelatinoase cu cea mai mare proportia de celule CD105+ a fost zona
periferica — 74,54% (95% Ii 73,63%-81,45%). Din punct de vedere structural, celulele CD105+,
in special cele din zona periferica, dar si din alte regiuni ale substantei Wharton, aveau o forma
de fus, cu o cantitate moderatd de citoplasma si un nucleu eucromatic. Aceste celule prezintau
scurte prelungiri citoplasmatice. Raportul procentual de celule CD105+ versus celule CD105-

este ilustrat n Figura 4.10.

Zona perivasculara

Zona intervasculara

Zona periferica

0% 10% 20 30% 40% 50% 60% T0% BO% 0% 100%
Il Celule CD105 pozitive Il Ceclule CD105 negative
Zona studiati
% 95% Ii % 95% Ii
Zona intervasculara 3548 29,64 - 41,33 64,52 58,67 - 70,36
Zona periferica 77,54 73,63 - 81,45 22,46 18,55 - 26,37
Zona perivasculara 15,73 13,06 - 18,41 84,27 81,59 - 86,94

Fig. 4.10. Proportia celulelor CD10S pozitive versus CD105 negative din zonele substantei

gelatinoase Wharton

De retinut ca, celulele CD105+ din zona perivasculara erau localizate, frecvent, in jurul
venei ombilicale. Un alt aspect particular este faptul ca, resturile epiteliale restante ale ductului
alantoidian, prezente in substanta Wharton, au exprimat markerul la nivel citoplasmatic, cu un
pattern fin granular (Figura 4.11b). In aceiasi ordine de idei, notim ci, pentru toate celulele

stromale expresia markerului anti-CD105 a fost strict citoplasmatica.
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Analizand proportiile celulelor CD105 pozitive si intensitatea de exprimare a acestui
marker, a fost calculat "Histo scor”-ul. La compararea datelor obtinute pentru H-scor, au fost

obtinute urmatoarele diferente statistic semnificative (Tabelul 4.2 ).

Tabelul 4.2. Diferentele statistice obtinute la compararea Histo-scorului calculat pentru

celulele CD105+ din zonele substantei Wharton a cordonului ombilical

H-scor Zona periferici  Zona perivasculara = Zona intervasculara

Media 77,54 15,73 35,48
DS 9,68 6,63 14,47
Mediana 80 15,10 33,14
1HQ 70,59 - 85,71 11,11 - 18,56 25,93 - 44

t 26,8651 12,3145
Zona periferica -

p <0,001 <0,001

t 26,8651 6,3260
Zona perivasculara -

p <0,001 <0,001

t 12,3145 6,3260
Zona intervasculara -

p <0,001 <0,001

p — valoare obtinuta prin test Student

- ) a. : ) b.

Fig. 4.11. Imunoexpresia markerului CD105 de citre: a) partea amniotici a membranei

fetale, formata dintr-un strat epitelial amniotic si un strat mezenchimal amniotic si b)
resturile epiteliale restante ale ductului alantoidian CD105+ din substanta Wharton,

%200, x400; Imunoreactie pentru anti-CD105, DAB
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Distributia celulelor CD105 pozitive in placenta

Remarcam faptul cd, in tesuturile placentare structurile pozitive la CD105 nu au fost
evaluate cantitativ, acestea fiind estimate intr-o maniera calitativa. Astfel, au fost descrise si
observate urmatoarele structuri: celulele epiteliului amniotic, placa coriala, celulele deciduale, iar

la nivelul vilozitatilor coriale — trofoblastul, componenta stromala si vasculara.
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Fig. 4.12. Imunoexpresia markerului CD10S de catre: a) celulele sincitiotrofoblastului, si
vase la nivel de vilozitati tip tulpini, trunculare si terminale si b) celulele deciduale din

componenta decidua bazala, X200, x400; Imunoreactie pentru anti-CD105, DAB

Am observat semnal pozitiv la anti-CD105 emis de celulele epiteliului amniotic si

celulele placii coriale subamniotice. Celulele CD105+ din stratul epitelial, dar si din stratul
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mezenchimal subamniotic au prezentat o expresie nucleara de intensitate moderatd (2+) si
expresie citoplasmatica de intensitate scazuta (1+) (Figura 4.11a).

Imunoexpresie intensa (3+) a markerului CDI105 a fost observatd la nivelul
sincitiotrofoblastului pentru toate tipurile de vilozitati coriale. Pattern-ul de exprimare a fost
citoplasmatic granular, cu usor tropism apical. In vilozititile coriale au fost observate doua tipuri
de vase in functie de exprimarea imunomarcajului. Astfel, au fost identificate vase CD105
pozitive si vase CD105 negative (Figura 4.12a). Distributia ambelor tipuri de vase in vilozitatile
coriale a fost neuniforma.

Densitatea cea mai mare de vase CD105 pozitive 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. Un alt moment important pentru vasele CD105 pozitive a
fost prezenta unei heterogenitdti de expresie. Astfel, au fost identificate vase sangvine care
exprimau partial imunomarcajul, ceea ce presupunea prezenta a doud populatii celulare: celule
endoteliale CD105+ si celule endoteliale CD105-. Intensitatea de exprimare a markerului de
catre celulele endoteliale CD105+ din componenta vilozitatilor a fost estimata ca moderata (2+).

In stroma vilozitatilor au fost observate celule stromale CD105+, solitare, cu aspect
fusiform. Aceste celule erau, frecvent, localizate in apropierea trofoblastului, si/sau a vaselor, in
special, de tip arterd. Celulele deciduale au prezentat o expresie intensd membranarda a
markerului CD105 (Figura 4.12b).

4.3. Expresia CD34 in cordonul ombilical si tesutul placentar

Unul dintre cei mai traditionali marker folosit pentru a identifica celulele stem
hematopoietice este anticorpul anti-CD34. Imunoreactia pozitivd a endoteliului vaselor
ombilicale si fetale a servit control pozitiv intern pentru CD34. Celulele CD34 pozitive s-au
colorat in brun cu DAB, prezentand un pattern membranar si/sau citoplasmic.

Distributia celulelor CD34 pozitive in cordonul ombilical

Studiul imunohistochimic al tesuturilor cordonului ombilical a demonstrat prezenta unui
numar variabil de celule CD34 pozitive, care au fost heterogene ca distributie, pattern de
exprimare si intensitate a imunomarcajului. Primar, au fost observate celulele CD34+ vasculare,
atat de la nivelul arterelor, cat si din vena ombilicald. Expresia imunomarcajului pentru CD34 a
fost continud, omogena pentru ambele tipuri de vase. Notdm ca, intensitatea de exprimare
imunocolordrii a fost estimatd ca crescutd (3+) (Figura 4.13). Distributia marcajului a fost
descrisa printr-un pattern mixt, ceea ce a presupus ca, celulele endoteliale prezentau semnal
pozitiv atat la nivel membranar, cat si citoplasmatic. Nu au fost identificate alte tipuri de celule

CD34 pozitie in structra peretelui vascular.
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Analizand zonele substantei Wharton, au fot observate celule CD34 pozitive stromale.
Distributia acestor celule a fost neomogena si neuniforma, astfel ca se puteau identifica arii
stromale ce contineau doar celule CD34 negative. Este important de mentionat ca, pentru toate
celulele CD34+ din substanta gelatinoasa intensitatea de exprimare a imunomarcajului a fost

scazuta (1+).

Fig. 4.13. Celule CD34 pozitive de la nivelul endotelului vaselor ombilicale. a) artera

ombilicala; b) vena ombilicala, x100; Imunoreactie pentru anti-CD34, DAB

Celulele CD34+ non-endoteliale erau localizate preferential in zonele periferica si
perivasculard a substantei Wharton. 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. Densitatea celulelor CD34+ din zona perivasculard a fost intre 2 si 9
celule/camp. Datele despre densitatea medie a celulelor CD34+ din zonele mentionate anterior

sunt ilustrate in tabelul 4.3.

Tabelul.4.3. Densitatea medie a celulelor non-endoteliale CD34+ din substanta gelatinoasa
Wharton a cordonului ombilical

n Media DS 1HQ Mediana
Zona periferica 26 14,19 2,14 13-16 14,50
Zona perivasculara 26 5,92 1,13 5-6,67 5,83

Morfologic, celulele CD34+ din zona periferica, puteau fi caracterizate prin aspectul sau
apofizat, prezentand prelungiri citoplasmatice lungi si/sau scurte. Aceste celule contineau un
nucleu mare, eucromatic, oval/rotund. Pattern-ul de expresie a fost membranar si/sau

citoplasmatic. Un aspect foarte important de mentionat este faptul ca, expresia markerului a fost
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neuniformd chiar 1n cadrul aceleiasi celule. Astfel, frecvent, au fost observate celule pozitive
care prezentau expresie focald atat la nivel membranar, cat si citoplasmatic (Figura 4.14b,c).
Expresia citoplasmatica frecvent avea un caracter fin granular, in expresia sa focala, granulatia
era mult mai evidentd. Mentiondm cd, pozitivitatea la CD34 a fost observatd si in celulele
epiteliale ale membranei amniotice ombilicale. Frcevent, pattern-ul de distributic a fost
membranar de intensitate moderatd (2+), in special, prezent in portiunile apicale ale celulelor

(Figura 4.14e). Totusi, au fost observate la unele celule epiteliale si expresia nucleard a

markerului CD34.
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Fig. 4.14. Aspecte caracteristice de expresie a markerului CD34 de catre celulele non-
endoteliale pozitive din substanta gelatinoasa (a-d) si epiteliul amniotic ombilical (e),

%200, x400. Imunoreactie pentru anti-CD34, DAB

Dupa determinarea proportiilor de celule CD34 pozitive In ambele zone ale substantei
gelatinoase si a intensitatii de exprimare a acestui marker, a fost calculat "Histo scor"-ul. La
analiza datelor obtinute pentru H-scor, au fost identificate diferente statistice semnificative Intre

grupuri (Tabelul 4.4).
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Tabelul 4.4. Diferentele statistice obtinute la compararea Histo-scorului calculat pentru

celulele non-endoteliale CD34+
H-scor Media DS Mediana 1HQ F p

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

Distributia celulelor CD34 pozitive in placenta

In tesutul placentar, expresia markerului de o intensitate crescuta (3+), a fost observata in
vasele placentare atat din vilozitatile coriale, cat si din placa coriala. Markerul a fost exprimat de
catre celulele endoteliale, caracterul de exprimare a fost continuu si omogen, iar pattern-ul a fost
unul mixt, astfel cd imunoexpresia a fost observatd la nivel membranar, citoplasmatic si chiar
nuclear. Pozitivitatea celulelor endoteliale la CD34 ne-a premis sa observam arhitectura specifica
de organizare a componentelor arborelui vascular in functie de tipul vilozitatii.

Astfel, pentru vilozitatile trunculare si intermediare, vasele mari si medii dominau
portiunile centrale ale vilozitatii, fiind inconjurate de o cantitate mare de stroma viloasa. Aceasta
distributie distincta separa vasele fetale de dimensiuni mari de cele mici, care se gaseau in

portiunile periferice ale vilozitatilor, in apropierea imediata a trofoblastului. (Figura 4.15 a).
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Fig. 4.15. Arhitectura specifica de organizare a componentelor arborelui vascular in
vilozitatile coriale. a) pozitionarea centrala a vaselor mari si medii in vilozititile trunculare
si intermediare; b) aspectul dominator al vaselor mici in vilozitatile coriale mic, odata cu

reducerea volumului de stroma viloasa, x200, x400. Imunoreactie pentru anti-CD34, DAB
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Prin reducerea stromei in vilozitétile terminale, vasele de dimensiuni mici se adunau si se
apropiau atat de mult Incat dominau interiorul vilozitatii (Figura 4.15 b). Analizdnd detaliat
preparatele cu tesut placentar, au fost observate, in stroma vilozitétilor, si celule CD34 pozitive,
care nu sunt celule endoteliale. Au fost identificate doud populatii de celule CD34+ non-
endoteliale. Notdm ca, un tip celular era caracterizat prin dimensiuni mici, localizate
predominant periferic, si exprimau markerul intens (3+), iar pattern-ul expresiei a fost similar cu

cel al celulelor endoteliale.

’

Fig. 4.16. Celule CD34 pozitive in stroma vilozitatilor coriale. Aspecte heterogene al
structurii si expresiei imunomarcajului, a)x100; b, ¢)x400;

Imunoreactie pentru anti-CD34, DAB

Cea de-a doua populatie celulara s-a caracterizat printr-o forma apofizata, pentru unele
celule mai intens, pentru altele mai putin. De asemenea, acestea au prezentat citoplasma din
abundentd, iar exprimarea markerului a fost exclusiv citoplasmaticd, de o intensitate scdzuta
(1+). Remarcam ca, cel de-al doilea tip celular a fost identificat, in special, in regiunile centrale
ale vilozitatilor (Figura 4.16 c).

Important de mentionat ca, in placenta normala, a fost identificat imunomarcaj CD34
pozitiv in citotrofoblast si sincitrofoblast. In plus, a fost gisiti o imunoexpresie la CD34 si in
unele celule deciduale, celule epiteliale amniotice si celule stromale din tesutul mesenchimal
subamniotic (Figura 4.17). Remarcam faptul cd, in toate aceste structuri mentionate anterior
imunoexpresia a avut un caracter ocazional, focal, neuniform, de intensitate de exprimare a fost

scazuta (1+).
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Astfel, datele acumulate sugereaza prezenta in placentd a celulelor CD34+ endoteliale si

celulelor CD34+ non-endoteliale.

Fig. 4.17. Aspecte particulare de prezenta celulelor CD34 pozitive non-endoteliale.
x100;x400; Imunoreactie pentru anti-CD34, DAB

4.4. Expresia AC133 in cordonul ombilical si tesutul placentar

AC133 sau CDI33, cunoscut si sub denumirea de Prominin-1, este o proteind
transmembranard glicozilatd compusa din 865 de aminoacizi, avand o masa moleculard totald de
120 kDa. Expresia AC133 este reglatd de o varietate de factori extracelulari sau intracelulari si
indica modificari ale tipurilor celulare cu functii specifice. Acest marker este utilizat pentru
identificarea unor subseturi particulare de celule stem, care nu sunt celule progenitoare

hematopoietice.

Distributia celulelor AC133 pozitive in cordonul ombilical

Exprimarea markerului de catre celulele endoteliale a variat in functie de vasul ombilical.
Astfel, celulele endoteliale din vena au fost CD133 pozitive, iar cele din artera au fost CD133
negative (Figura 4.18). Mentiondm, de asemenea ca, celule endoteliale nu au exprimat markerul
nici la nivelul vaselor din tesuturile placentare. Intensitatea de expresie a markerului de cétre
celulele endoteliale CD133 pozitive a fost scazuta (1+).

Celule non-endoteliale CD133 pozitive au fost identificate, in special, iIn doud zone ale
substanter Wharton — periferica si perivasculard. Pentru zona perivasculard distributia celulelor
pozitive a fost neuniforma comparativ cu zona periferica, unde celulele au fost mai numeroase si

raspandite omogen printre componentele extracelulare ale substantei gelatinoase.
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Fig. 4.18. a) Celule endoteliale AC133 negative de la nivelul arterelor ombilicale; b) Celule

endoteliale AC133 pozitive de la nivelul venei ombilicale, X100, x400;

Imunoreactie pentru anti-AC133, DAB

Morfologic, majoritatea celulelor CD133+ din zona periferica au fost celule cu prelungiri

citoplasmatice lungi, citoplasmd abundentd si nucleu oval, eucromatic. Au fost observate si

celule CD133+ fusiforme atat in zonele periferica, cat si perivasculara. Notam cd, pattern-ul de

expresie a fost citoplasmatic, omogen. Totusi, unele celule, citoplasmatic, au prezentat un pattern

granular bine vizibil. Intensitatea de exprimare a fost scazuta (1+) si/sau moderata (2+) (Figura

4.

19).

—
s

AC133 pozitive in substanta gelatinoasd Wharton, X100, X400; Imunoreactie pentru anti-

Fig. 4.19. Aspecte caracteristice ale imunomarcajului exprimat clar de celulele stromale

AC133, DAB
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In zona periferica densitatea celulelor CD133+ a variat de la 12 pana la 22 celule/camp,
iar In zona perivasculard de la 3 pana la 13 celule/camp A fost calculatd densitatea medie

celulara pentru cele doud zone, iar rezultatele sunt expuse in tabelul 4.5.

Tabelul.4.5. Densitatea medie a celulelor non-endoteliale AC133+ din substanta gelatinoasi

Wharton a cordonului ombilical

n Media DS 1HQ Mediana
Zona periferica 26 16,65 1,64 15-18 16,67
Zona perivasculara 26 7,17 1,00 5-8 7,17

Ulterior s-a calculat din totalul de celule per camp care a fost proportia de celule AC133
pozitive. Astfel, pentru zona periferici s-a inregistrat proportia de 51,50% (95% II 49,28%-
53,73%), iar pentru cea perivasculara a fost — 13,47% (95% 11 12,19%-14,75%)).

Datele H scorului calculat pentru ambele zone sunt expuse in tabelul 4.6.

Tabelul 4.6. Diferentele statistice obtinute la compararea Histo-scorului calculat pentru
celulele non-endoteliale AC133+

H-scor Media DS Mediana 1HQ F p
Zona periferica 85,92 28,61 95,54 52,30 — 112,50
134,7256  <0,001
Zona perivasculara 17,98 8,52 14,96 10,84 - 25,85

p — valoare obtinutd prin test Anova

1002
20%
20%
70%
E0%
0%
A40%
30%
20%

10%

0%

zona periferica zona perivasculara

W celule CD34+ W celule CD34- W celule AC133+ B cedule AC133-

Fig. 4.20. Analiza comparativa a proportiilor celulare CD34 si AC133 in zonele periferica si

perivasculara din substanta gelatinoasa Wharton
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Analizand proportiile pentru celulele CD34/AC133 pozitive si negative in cele doud zone
studiate am observat cd 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.

Celulele epiteliului amniotic ombilical au exprimat membranar markerul, iar intensitatea
a fost moderata (2+). Notdm ca expresia membranara a avut caracter discontinuu si neomogen,
fiind bine identificat in portiunile apicale ale celulei epiteliale. Celulele musculare netede din

componenta mediei vaselor ombilicale au fost CD133 negative.

Distributia celulelor AC133 pozitive in placenta

La nivelul vilozitatilor coriale nici o structurd celulard sau tisularda nu a prezentat
pozitivitate pentru markerul AC133. A fost observatd imunoexpresie la CD133 in celulele
epiteliului amniotic. Intensitatatea de exprimare a fost moderatd, iar patternul membranar, in
unele celulele epiteliale a fost observat imunoexpresie la nivel nuclear. Celulele stromale din

stratul mezenchimal subamniotic au fost CD133 pozitive.
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Fig. 4.21. Aspecte particulare a imunoexpresiei la AC133 in placenta. a) celule deciduale
unice CD133 pozitive, cu expresie citoplasmatica focali; b) celulele epiteliului amniotic ce
exprimd markerul membranar cu tropism apical; ¢) absenta imunomarcajului in

vilozitatile coriale, X100;x400; Imunoreactie pentru anti-AC133, DAB
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Morfologia celulelor stromale AC133+ a fost diversa de la celula apofizata panad la celule
fusiforme sau ovale. Pattern-ul de distributie a fost citoplasmatic omogen, iar intensitatea a fost
moderatd si/sau scazutd. Au fost observate si celulele deciduale pozitive la CD133. Aceasta
pozitivitate nu a fost un fenomen de masa, fiind restrictionat doar in nivelul unor celule, care la
randul sdu au fost dispersate printre celulele deciduale CD133 negative. Mai mult,
imunoexpresia citoplasmatica din celulele deciduale CD133+ a avut un caracter focal si o

intensitate moderata.

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

Pattern-ul de exprimare al markerului VEGFR-2 a fost mixt, fiind prezent atit in
citoplasma, cat si membranar. Prezenta semnalului cromogen la nivelul celulelor endoteliale si
sincitiotrofoblastului a fost considerat ca control pozitiv intern. Produsul final al imunoreactiei a

fost colorarea membranei si/sau citoplasmei in brun-gélbui.

Distributia celulelor VEGFR-2 pozitive in cordonul ombilical

Studiul preparatelor histologice cu cordon ombilical a aratat prezenta imunoexpresiei la
markerul VEGFR-2 in mai multe structuri. Astfel, reactie pozitiva, cu o distributie omogena a
marcajului la nivel membranar si citoplasmatic a fost observata in celulele endoteliale din vasele

ombilicale. Intensitatea de expresie a fost apreciata cai moderata (2+) sau crescuta (3+) (Figura
4.22).

x40 S ; : © x40 { !

Fig. 4.22. Celule endoteliale VEGFR-2 pozitive de la nivelul arterelor ombilicale (a) si venei
ombilicale (b). Prezenta numeroaselor vezicule extracelulare in spatiile mucopolizaharidice

din media venei (b) x100, x400; Imunoreactie pentru anti-VEGFR-2, DAB

Notam ca, am observat prezenta imunomarcajului in spatiile mucopolizaharidice din

medie, printre straturile de miocite netede. Acest fanomen a fost caracteristic, in special pentru
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vena ombilicald (Figura 4.22. b). Intensitatea expresiei markerului din media vaselor ombilicale
a fost moderatd — inaltd. Mentionam ca, la nivelul mediei au fost observate si miocite netede
unice care au exprimat imunomarcajul anti-VEGFR-2.

In majoritatea zonelor substantei Wharton celulele stromale au fost VEGFR-2 negative.
Totusi, au fost observate si celule pozitive, care, predominant, ocupau zonele subamniotica si
superficiala spongioasa, iar densitatea acestora a variat de la 5 pana la 8 celule/camp. Celulele
VEGFR-2 pozitive erau de dimensiuni mari, aveau un caracter apofizat, contineau multa
citoplasma si nucleu oval eucromatic (Figura 4.23. b). Pattern-ul de expresie in celulele stromale
a fost membranar si citoplasmatic. Pentru ambele modele de expresie a fost caracteristic

caracterul focal al imunomarcajului.
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Fig. 4.23. Aspecte particulare ale expresiei imunomarcajului la anti-VEGFR-2 in substanta
gelatinoasa Wharton. a) expresia focala de-a lungul componentei colagenice, precum si
prezenta microveziculelor extracelulare in spatiile matriciale din zona periferica; b)
pattern mixt de expresie a markerului in celulele stromale din zona periferica, ¢) expresia
markerului in celulele epiteliului amniotic ombilical, x200;x400;

Imunoreactie pentru anti-VEGFR-2, DAB

In substanta Wharton a fost observati o prezenti remarcabildi a microveziculelor
extracelulare VEGFR-2 pozitive, in special in zona perifericd a tesutului, mai ales in spatiile
matricei din ariile superficiale spongioase (Figura 4.23 a). Este important de mentionat ca, in
substanta gelatinoasd semnalul pozitiv era predominant extracelular, mai ales in jurul structurii
colagenice a stromei cordonului ombilical. Intensitatea de exprimare a acestui imunomarcaj a

fost variabil, cu o distributie neuniforma, fluctuand intre niveluri intense si moderate.
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Semnalul pozitiv pentru VEGFR-2 a fost observat si in celulele epiteliului amniotic
ombilical. Markerul a fost exprimat membranar de o intensitate inaltd (3+). Expresia
imunomarcajului a fost neuniformd cu o prezentd predominantd in portiunile apicale ale
celulelor. Remarcdm cd, in unele celule s-a observat o expresie concomitenta si la nivel nuclear

imunomarcajului (Figura 4.23 c).

Distributia celulelor VEGFR-2 pozitive 1n placenta

In vilozitatile coriale reactie pozitiva la markerul VEGFR-2 a fost observati la nivelul
trofoblastului. Notam ca, semnalul pozitiv a fost emis de ambele componente ale trofoblastului.
In schimb, intensitatea de expresie a fost diferita, astfel, sincitiotrofoblastul a emis semnal de
intensitate moderata-intensa, iar citotrofoblastul — de intensitate scazuta. De asemenea, este
important de mentionat ca, expresia markerului anti-VEGFR-2 la nivelul sincitiotrofoblastului a
fost nu doar citoplasmatica sau membranara, dar si nucleard. Patternu-ul de expresie nuclear a
avut un caracter focal. Totodata, a fost observata expresie la VEGFR-2 in celulele endoteliale din
vasele fetale, dar si in unele celule stromale, 1n special din vilozitatile terminale.

Majoritatea celulelor deciduale au exprimat reactia la VEGFR-2 la nivel membranar si
citoplasmatic. Au fost observate si celule deciduale, care au exprimat markerul nuclear.

Intensitatea de expresie a fost moderata.
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Fig. 4.24. Aspecte ale expresiei imunomarcajului la anti-VEGFR-2 in tesuturile placente. a)
reactie pozitiva a componentelor trofoblastului, a celulelor endoteliale si a unor celule
stromale din vilozitatile terminale; b) pattern mixt de expresie a markerului in celulele

deciduale, x200;%400; Imunoreactie pentru anti-VEGFR-2, DAB
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Celulele epiteliului amniotic din specimenele cu tesut placentar, au fost VEGFR-2

pozitive, expresia markerului fiind membranara, iar distributia fiind neuniforma.
4.6. Sinteza la capitolul 4

Celule D2-40 pozitive au fost identificate in cordonul ombilical si in placenta. In ceea ce
priveste cordonul ombilical, markerul a fost exprimat in celulele epiteliului amniotic al
cordonului ombilical, in special la polul bazal al celulelor. Distributia celulelor D2-40 pozitive in
cordonul ombilical a fost neomogena, cu variatii in densitate si intensitate in diferite zone ale
substantei gelatinoase Wharton. De asemenea, s-au observat celule D2-40 pozitive cu un fenotip
vacuolar si cu un aspect lacunar de localizare. In placenti, celulele deciduale au prezentat o
expresie heterogend a markerului D2-40, fie membranara, fie citoplasmatica. Au fost identificate
si celule asemanatoare fibroblastelor care exprimau markerul D2-40 si care erau dispuse printre
celulele deciduale. In arborele vilos, markerul D2-40 a fost exprimat in diferite structuri, cu
distributie heterogena in functie de tipul de vilozitate. In vilozitatile intermediare si terminale,
exprimarea markerului a fost puternicd si omogend in stroma viloasa. Celulele endoteliale din
vasele coriale au fost negative pentru markerul D2-40.

Expresia CD105 a variat in intensitate si distributie in functie de tipul si localizarea
celulelor analizate. Rezultatele au relevat ca expresia CDI105 a fost observatd la nivel
membranar, nuclear si citoplasmatic. In cordonul ombilical, celulele CD105+ au fost observate
in vasele ombilicale, In special 1n artere, precum si in peretele vascular, sub aspectul structurilor
veziculoase cu mucopolizaharide. Expresia CD105 observatd in epiteliul amniotic a fost de 0
intensitate mai scazutd, la nivel citoplasmatic si o distributie neuniforma in cadrul celulei. Totusi,
polul apical al celulei amniotice a prezentat o intensitate moderatd (2+). In substanta gelatinoasa
Wharton, celulele stromale CD105+ au fost distribuite neuniform, iar densitatea celulard cea mai
mare a fost pentru zona perifericd. Aceste celule aveau o formd fusiforma, cu prelungiri
citoplasmatice scurte. Celule CD105+ au fost identificate in diverse regiuni ale placentei, cum ar
fi celulele endoteliale din vasele fetale, celulele epiteliului amniotic, celulele stromale din stroma
subamniotica, trofoblast si componentele stromale ale vilozitdtilor coriale.

In cordonul ombilical, au fost observate celule CD34+ in vasele arteriale si venoase.
Expresia markerului CD34 a fost continua si omogena pentru ambele tipuri de vase. Celulele
CD34+ non-endoteliale au fost identificate in zona perifericd si perivascularda a substantei
Wharton. Densitatea celulelor CD34+ a fost mai mare in zona periferica a stromei, in comparatie
cu zona perivasculara. In tesutul placentar, celulele CD34+ au fost observate in vasele placentare

din vilozitatile coriale si placa coriala. Expresia markerului CD34 a fost continud, omogena si
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mixtd la nivel membranar, citoplasmatic si nuclear. Distributia vaselor sangvine in vilozitati a
variat in functie de tipul vilozitatii. Vasele mari si medii au predominat in portiunile centrale ale
vilozitatilor, in timp ce vasele mici au fost concentrate in portiunile periferice, aproape de
trofoblast. In stroma vilozitatilor, au fost identificate doua populatii de celule CD34+ non-
endoteliale, caracterizate prin dimensiuni si intensitate diferite ale expresiei markerului CD34.

Markerul AC133 sau CD133, cunoscut si sub numele de Prominin-1, este 0 proteina
transmembranard glicozilatd care indicad prezenta unor subseturi specifice de celule stem.
Aceastd proteind este exprimati in diverse structuri ale cordonului ombilical si placenti. In
cordonul ombilical, exprimarea CD133 a fost observata in celulele endoteliale venoase, dar nu in
cele arteriale. De asemenea, celulele non-endoteliale CD133 pozitive au fost identificate in zona
periferica si perivasculara a substantei Wharton. In zona perifericd, celulele CD133 pozitive au
avut un aspect morfologic specific, cu prelungiri citoplasmatice lungi si nucleu oval, iar
distributia lor a fost omogend. Expresia markerului a fost predominant citoplasmatica si cu
intensitate scdzutd sau moderatd. In placentd, markerul CD133 a fost exprimat in celulele
epiteliului amniotic si celulele stromale din stratul mezenchimal subamniotic, precum si in
celulele deciduale. Expresia CD133 in aceste celule a fost variabild, cu o intensitate moderata si
un caracter focal.

Studiul a evidentiat prezenta markerului VEGFR-2 in diverse structuri ale cordonului
ombilical si placentei. A fost observata o expresie mixta a markerului, atat in citoplasma, cat si la
nivel membranar. Semnalul pozitiv la VEGFR-2 a fost intdlnit in celulele endoteliale,
sincitiotrofoblastul si trofoblastul citoplasmatic, precum si in celulele deciduale. In cordonul
ombilical, markerul a fost exprimat in celulele endoteliale vasculare si in spatiile
mucopolizaharidice din medie, iar 1n substanta Wharton a fost observatd prezenta
microveziculelor extracelulare VEGFR-2 pozitive. In vilozititile coriale, expresia markerului a
fost observata in trofoblastul sincitiotrofoblastic si citotrofoblastic, precum si in celulele
endoteliale si stromale. Expresia markerului VEGFR-2 in celulele epiteliului amniotic a fost
predominant membranara, iar in unele cazuri s-a observat si expresia nucleard. Intensitatea

expresiei a variat de la moderata la inalta in diferite regiuni ale tesuturilor examinate.
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5. ANALIZA SI EVALUAREA COMPARATIVA A REZULTATELOR
OBTINUTE

Placenta umana este un organ unic al corpului uman, caracterizat printr-o structura
complexa. Una dintre componentele extrem de importante ale placentei este sistemul sau
vascular, care are o functionalitate vitala in sustinerea unei noi vieti. Placenta este formata din
doua sisteme circulatorii separate: materna si fetald, cu un accent deosebit pe sistemul vascular
fetal. Aceastd retea complexd de vase arteriale i venoase joaca un rol crucial in dezvoltarea
normala a fatului [163].

Pentru a intelege cdt mai exact anatomia Mmacroscopice §i microscopice a vaselor
placentare, este importanta utilizarea unor metode de investigatie accesibile. Evaluarea completa
a vaselor prin metode observationale simple nu este posibila din cauza specificitatii structurale a
organului. Tehnicile de ecografie transabdominala si transvaginala au limitari tehnice, in timp ce
rezonanta magnetica (RMN), desi precisd, nu este consideratd sigurd pentru fatul in curs de
dezvoltare [198]. Tomografia computerizata (CT) are si ea indicatii limitate in timpul sarcinii si
nu poate fi utilizata pe scara larga pentru studiile asupra persoanelor sanatoase [33].

Metodele in vitro sunt preferate pentru a obtine o reprezentare mai detaliata a arhitecturii
vasculare, in comparatie cu metodele in vivo. Un exemplu este tehnica de turnare prin coroziune,
care permite obtinerea unei reconstructii tridimensionale prin umplerea vaselor cu diferiti
polimeri. Aceasta tehnicad permite vizualizarea mai cuprinzatoare a structurilor vasculare.
Analiza preparatelor de coroziune ale placentelor umane ofera astfel un supliment valoros pentru
investigatiile in vivo.

Modelele obtinute in cadrul studiului nostru au fost generate prin tehnica coroziunii
folosind un polimer dentar. Vasculatura fetoplacentara a fost reprezentatd de ramurile vaselor
ombilicale, care traversau placa coriala. S-a evidentiat ca fiecare artera ombilicala, la intrarea sa
in placentd, forma de la 2 pana la 3 ramuri primare. Acestea au fost caracterizate printr-un model
dihotomic de ramificare bine definit si un traiect liniar. Fiecare ramurd primara s-a ramificat,
ulterior, In ramuri secundare, numarul acestora variind de la 4 pand la 6 ramuri. Ramurile
secundare au prezentat un traiect radial spre interiorul placentei. Datele noastre sunt aproape
similare cu cele raportate de grupul de cercetitori condus de Gordon [72]. In schimb, Rana si
colab. raporteazd despre un numar de pand la 17 bifurcatii ale vaselor sanvine in insertia
marginald a cordonului [160].

Pentru majoritatea placentelor a fost caracteristicd prezenta anastomozelor intre arterele

ombilicale, care erau localizate in segmentul dintre punctul de insertie a cordonului si

108



ramificarea arterelor. Mentionam ca, in placentele incluse in studiu, am observat existenta mai
multor ramuri fiice complexe si subtiri, originare din ramurile primare si secundare.

Structurile ramurilor intraplacentare din vilozitatile terminale au fost recunoscute ca
avand un aspect terminal distinctiv, sugerand forma unui "fund de sac". Totusi, de-a lungul
vaselor terminale au fost observate structuri asemanatoare mugurilor, ceea ce conferea vaselor un
aspect de “inmugurire”. De asemenea, studiul nostru a relevat, cd zonele drenate de afluentii
venei ombilicale au fost observate cu hotare bine delimitate, iar cel mai frecvent pattern de
distributie al ramurilor venoase a fost intre cotiledoanele placentare. Nu au fost identificate
anastomoze directe intre sistemul arterial si cel venos al placentei.

Problema supravietuirii reduse 1n vivo a celulelor si tesuturilor transplantate este legata
de faptul ca acestea nu au acces adecvat la circulatia sangvina pentru a primi nutrienti si a
elimina deseurile metabolice. Lipsa aportului adecvat de sange si, ca rezultat, deficitul de oxigen
si substante nutritive, precum si expunerea la toxine metabolice, pot duce la leziuni grave si chiar
la moartea celulelor [3, 24, 31]. Pentru a rezolva aceasta problema, se recomanda utilizarea unui
recipient de celule implantabile care sa fie conectat la sistemul circulator al gazdei. De
asemenea, se poate recurge la transplantul de celule in tesutul vascular pentru a asigura un flux
sangvin adecvat catre transplant [23]. Pentru a pastra structurile vasculare native ale organului si
pentru a permite anastomozele cu circulatia sangvin a a gazdei, se acorda prioritate
decelularizarii intregului organ [184]. Placenta contine componente ale matricei extracelulare si
factori de crestere endogeni bine conservati. Placenta umana decelularizatd poate fi utilizata ca
substituent dermic pentru vindecarea ranilor si in ingineria tesutului adipos [55, 91]. Utilizarea
placentei in bioinginerie prezinta avantaje din punct de vedere anatomic si etic, deoarece, dupa
nastere, placenta este consideratd de obicei un deseu clinic. Astfel, utilizarea placentei in
ingineria celulara si tisulard nu ridica probleme etice majore legate de utilizarea organelor umane
[96].

Respectiv, rezultatele obtinute sustin informatiile existente despre abundenta
vascularizarii placentei umane. Iar structura vasculara a placentei pare potrivita pentru utilizarea
acesteia ca gazda pentru organe auxiliare. Vasele ombilicale ale placentei pot furniza
vascularizarea necesara pentru grefd in organismul receptor, asigurand, astfel, accesul
transplantului la circulatia sangvina.

Studiul nostru a evidentiat distributia si organizarea componentei fibrilare a matricei
extracelulare in diferite regiuni ale placentei umane, precum vilozitdtile terminale, stroma
decidualei si placa coriala. Aceste caracteristici structurale sugereaza rolul mecanic de suport al

matricei colagenice pentru vasele fetale coriale si trofoblast. De asemenea, se observa o variatie
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in distributia si densitatea fibrelor reticulare in diverse zone ale placentei, inclusiv in fibrinoid.
Aceste informatii contribuie la Intelegerea arhitecturii si functiei placentei umane si pot fi
relevante pentru aplicatiile in bioinginerie si medicind regenerativa.

Totodata, datele morfologice acumulate sugereaza, ca placenta reprezintd o sursa bogata
in colagen, iar repartizarea acestuia, in special, la niveul arborelui vilos respectd o
compartimentare caracteristicad. Astfel, putem vorbi de existenta unui ,schelet fibrilar de
colagen” foarte organizat, ceea ce subliniazd rolul mecanic de suport al matricei colagenice
pentru vasele fetale coriale si a trofoblastului. In plus, prezenta unei retele fine reticulare in
vilozitdtile terminale sugereaza cd componenta fibrilard a matricei extracelulare indeplineste si
un rol suplimentar, si anume de a crea un mediu favorabil care faciliteaza schimburile active
intre fat si mama.

Matricea extracelulara ofera oportunitatea de a dezvolta biomateriale care sa ofere un
micro-ambiant cu proprietati biologice si biofizice deosebite, care pot imbunatati si regla
functiile celulare. Pentru a inlocui tesuturile umane, care sunt disponibile intr-o cantitate limitata,
se utilizeaza in principal matricea extracelulrd obtinuta din surse animale. Cu toate acestea, daca
decelularizarea acestor tesuturi nu este realizatd complet, existd un risc crescut de respingere
imuna si de transmitere a bolilor [92].

Vasele ombilicale sunt componente esentiale ale sistemului circulator al fatului in timpul
dezvoltarii intrauterine. Acestea sunt responsabile de furnizarea oxigenului si substantelor
nutritive necesare cresterii si dezvoltdrii adecvate a fatului In timpul sarcinii. Structura lor
histologica complexa si adaptata indeplineste o functie vitald in sustinerea vietii inainte de
nastere.

Analizand histologic structura vaselor ombilicale, am relevat anumite particularitati
structurale specifice arterelor si venei ombilicale, precum diferente in grosimea peretelui,
organizarea celulelor musculare netede si distributia fibrelor de colagen si reticulare. Astfel, am
identificat cd arterele ombilicale prezentau un lumen neregulat, in timp ce vena ombilicala avea
un lumen mai larg. Peretele vaselor ombilicale a fost format doar din doud tunici (intima si
media), adventitia si membrana elastica externa fiind absentd. Tunica medie, mult mai groasa in
artera ombilicala decat in vend, era organizatd in doud straturi: intern si extern. Aceastd aranjare
a fost conditionatd de pozitionarea celulelor musculare netede, care formau straturi alternante
orientate longitudinal si circumferential. Venele prezentau mai putine straturi de celule
musculare netede in comparatie cu arterele. Celulele musculare netede observate in coloratia
Tricrom Masson au prezentat intensititi similare de colorare in ambele vase ombilicale. Intre

celulele musculare netede ale mediei se aflau spatii veziculoase umplute cu continut
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mucoplizaharidic. Important de mentionat ca celule musculare netede au fost prezente si in
intima arterei ombilicale. Aici, aceste celule au fost de dimensiuni mici, dispuse longitudinal.
Membrana elasticad interna era prezentda doar in vena ombilicald. Date similare sunt raportate si
de catre Dougherty si colab., in 2014 [46]. Dougherty sugereaza ca celulele musculare netede din
stratul exterior al arterei ombilicale sunt responsabile in principal de raspunsul la vasoconstrictie
in momentul nasterii, in timp ce celulele musculare netede din stratul interior sunt relativ putin
contractile. Totodata, ei mentioneazd cd vena contine un numar mult mai redus de celule
musculare contractile [46]. Exista o serie de substante ce inluenteaza procesele de vasodilatatie
sau vasoconstrictie, precum ar fi: serotonina, angiotensina, oxitocina, prostaglandinele, oxidul de
azot si polipeptida natriuretica atriala. Este posibil ca anumite substante vasoconstrictoare sa fie
responsabile de medierea inchiderii circulatiei placentare imediat dupa nasterea fatului [50].
Astfel, in baza datelor obtinute de noi si alti cercetdtori, putem presupune ca celulele musculare
din stratul extern al mediei functioneaza ca un inel exterior contractil, care impinge centripet
componenta amorfa bine reprezentata in artere, determinand astfel ocluzia lumenului.

Celulele musculare netede vasculare reprezinta principalul element al peretelui vascular.
Aceste celule nu doar se contractd, ci sunt implicate in sinteza si secretia componentelor matricei
extracelulare, cum ar fi colagenul si elastina. Nivelul de maturitate al acestor celule poate fi
reflectat prin continutul de colagen prezent in peretele vascular. Analiza componentei fibrilare a
vaselor a relevat o distributie inegald a fibrelor de colagen de tip I si a celor reticulare. Astfel,
fibrele de colagen de tip I erau predominant prezente In intima si straturile externe a media, in
timp ce fibrele reticulare predominau in medie, inconjurand celulele musculare si formand o
structura de sustinere pentru acestea [70].

Epiteliul amnionic ombilical a prezentat variatii in structura, trecand de la un epiteliu
simplu columnar la un epiteliu simplu cubic, iar alocuri devenea stratificat cubic. Exista studii
care sustin ca epiteliul amniotic contine doua tipuri principale de celule, sugerand astfel cd poate
fi implicat in secretia lichidului amniotic. Cu toate acestea, existd si date care contesta aceasta
ipoteza. Potrivit lui Parry si Abramovich, celulele din epiteliu sunt sdrace in organite si nu au
functii distincte sau nu sunt implicate in procesele de reglare a apei. Gebrane-Younes si colab.
sugereaza ca vasele ombilicale au o importanta directd in formarea lichidului amniotic. Aceste
vase permit o transudatie fluida semnificativa din sangele fetal in lichidul amniotic [65].

Datoritd caracteristicilor sale structurale, artera ombilicala poate fi consideratd un
candidat promitator pentru dezvoltarea de grefe vasculare cu diametru mic. Conform datelor
obtinute Tn cadrul cercetdrii noastre, diametrul arterei poate varia intre 1-2 mm si poate fi izolata

cu usurintd din cordonul ombilical fard a necesita proceduri invazive. De asemenea, in
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comparatie cu vena ombilicala, structura peretelui arterei ombilicale este bine definitd, ceea ce
poate facilita lucrul chirurgului in timpul transplanturilor. in plus, conform datelor din literatura,
arterele ombilicale prezintd o compliantad similara cu cea a arterelor coronare [ 76, 126]. Reiesind
din datele prezentate mai sus si avand 1n vedere faptul ca arterele ombilicale prezintd proprietati
de remodelare in conditii in vivo, acestea devin candidati ideali pentru utilizarea in ingineria
grefelor vasculare cu diametru mic.

In acest studiu ne-am propus si gisim metoda optima de decelularizare ce poate fi
utilizatd pentru vasele ombilicale, metoda care nu va afecta sau intr-un grad minim matricea
extracelulard, astfel cd proprietatile mecanice ale arterei decelularizate sa nu fie modificate.
Tesuturile supuse procedurii de decelularizate isi pastreazd matricea extracelulard nativa si
respectiv proprietitile mecanice ale tesuturilor native [5, 39]. Aceste biomateriale decelularizate
pot fi ulterior recelularizate cu diverse tipuri de celule, cum ar fi celule endoteliale, celule
progenitoare, etc. pentru a genera tesuturi functionale. Prin decelularizare se obtine reducerea
imunogenicitatii tesutului, ceea ce permite utilizarea lor in calitate de grefa alogena. Din datele
prezentate in literatura de specialitate se pare ca, tesuturile decelularizate au potential de a fi
reparate, a creste si a suferi remodelari in conditii de vivo [104, 132].

In studiul nostru, arterele ombilicale au fost supuse procesului de decelularizare utilizand
trei metode: chimicad (utilizdnd detergent), enzimaticdi si o metodd combinatad
(detergent+enzimd). Pentru a realiza decelularizarea, am folosit un sistem de perfuzie in care
solutiile respective au fost perfuzate continuu prin lumenul vasului, in timp ce arterele erau
complet scufundate in solutia de decelularizare. Astfel, decelularizarea vaselor a fost facuta
concomitent din interior si exterior. In comparatic cu alte cercetiri in care procesul de
decelularizare dureaza de obicei intre 3-5 zile [76, 126], utilizarea sistemului de perfuzie ne-a
permis sa reducem semnificativ timpul necesar pentru decelularizare, de 1a 24 ore la doar 3,5 ore.
Prin scurtarea timpului de decelularizare, am reusit s minimizam efectele negative asupra
componentelor matricei extracelulare.

Analiza histologicd a arterelor decelularizate ne-a permis sd apreciem calitatea
decelularizarii si sa identificim metoda cea mai calitativa. Cel mai crescut grad de decelularizare
a fost obtinut prin metoda chimica cu utilizarea solutiei de detergent de 1% dodecil sulfat de
sodiu (SDS) Decelularizarea tesutului vascular purta un caracter omogen, fara urme celulare.
Matricea extracelulard a fost bine conservata, caracterizata de fibre de colagen organizate in
fascicule groase, alocuri fibrele au prezentat un grad scdzut de fragmentare. Decelularizare
partiala s-a obtinut prin metoda enzimatica. Metoda combina a reutit sd produca o decelularizare

practic totald, totusi, alocuri se regdseau urme celulare. Rezultate similare in ceea ce priveste
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utilizarea solutiilor de detergenti si calitatea 1naltd a decelularizarii au fost raportate si de cétre
Mallis si colab. Acestia au utilizat o solutie formata din doi detergenti (CHAPS si SDS) si au
obtinut grefe vasculare complet decelularizate. Mai mult, aceste grefe vasculare obtinute au
demonstrat rezistenta la depozitare in azot lichid, pe o perioada de 6 luni [127]. Malcova si
colab. relateazd despre o decelularizare partialda a aortelor porcine la utilizarea solutiei de
detergent de 1% dodecil sulfat de sodiu (SDS). Mai mult, acestea raporteaza despre o degradare
si a matricei colagenice [124]. Diferentele in rezultatele obtinute pot fi atribuite utilizarii unor
vase diferite in procesul de decelularizare. De exemplu, aorta este cunoscuta pentru a avea o
tunicd mai groasi in comparatie cu artera ombilicald. In plus, timpul de expunere la detergent
poate juca un rol important in alterarea structurii fibrilare a matricei extracelulare. In studiul
anterior mentionat, timpul de expunere la detergent a fost de 48 de ore, ceea ce poate contribui la
modificari mai pronuntate ale carcasei fibrilare.

Urmatorul pas al studiului experimental a fost evaluarea proprietatilor biologice si
biomecanice ale vaselor decelularizate. Astfel segmentele de artere decelularizate au fost supuse
testelor de rezistenta la Intindere si la presiune. Rezultatele testului de rezistenta la intindere a
arterelor decelularizate nu a evidentiat variatii semnificative comparativ cu vasele intacte din
lotul martor. Arterele ombilicale decelularizate prin metoda chimica (cu solutie SDS) s-au rupt la
valori situate intre 1,7 N si 2 N. Cea mai insemnata diferentd de 0,79 N, raportatd la valorea
medie a lotului martor, a fost pentru vasele decelularizate prin metoda enzimatica (cu tripsina).
Presupunem ca tripsina 1si manifesta actiunea proteolitica nu doar in directia eliminarii celulelor
dar si asupra componentelor matricei extracelulare.

Rezultatele testului de rezistentd la gonflare a evidentiat o rezistentd mare a arterelor
ombilicale la presiunea de 280mmHg pentru toate loturile incluse in studiu. Ulterior arterele
decelularizate si supuse testului de rezistenta la presiune au fost examinate microscopic pentru
identificarea modificarilor in componenta colagenice. Astfel, 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 ramas integra si compactd. Modificdrile substantiale au fost
observate in peretii arterelor decelularizate prin metoda combinata. Presupunem cd sumarea
actiunilor proteolitice a detergentului si tripsinei au un efect distructiv asupra componentelor
matricei extracelulare.

In general, aceste constatiri sugereazi ci vasele ombilicale decelularizate au proprietiti
mecanice si morfologice favorabile pentru utilizarea lor ca schelete de inginerie tisulard. Este
necesara o cercetare suplimentara pentru a optimiza utilizarea lor si pentru a determina

eficacitatea lor in vivo.
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Pentru a asigura o dezvoltare sdnatoasa a sarcinii, in paralel cu cresterea fetald, tesuturile
complexului ombilico-placentar parcurg un proces continuu de adaptare fizica si functionala. Un
aspect crucial Tn aceasta dezvoltare adecvata este initierea si mentinerea formarii de noi vase de
sange in vilozitatile coriale. Cresterea fluxului sangvin utero-placentar, care este esential pentru
perfuzia placentara normald si dezvoltarea sdnatoasd a fatului, impune remodeldri vasculare
dramatice in vasele uterine. In majoritatea organelor, angiogeneza are un parcurs paralel cu
limfangiogeneza. In literatura de specialitate, existi un numir limitat de studii recente care
evidentiazd schimbarile dramatice din sistemul vaselor limfatice uterine In procesul de
remodelare vasculara din timpul sarcinii. Pand in prezent, nu existd informatii concludente
despre prezenta vaselor limfatice in cordonul ombilical. Cu toate acestea, nu se poate exclude
complet existenta acestora in placenta. Este posibil ca, vasele limfatice placentare sa nu treaca
prin cordonul ombilical, ci sa se conecteze direct la venele placentare [75]. Potrivit datelor
raportate de Castro si Lundell [26, 123], vasele limfatice sunt supuse regresiei in endometrul
gestational. Aceste observatii sugereaza ca limfangiogeneza in tesutul placentar ar putea urma un
model distinct fata de angiogeneza.

Pentru a studia expresia podoplaninei in tesuturile complexului ombilico-placentar, am
utilizat markerul D2-40, care interactioneaza cu sialoglicoproteina O-legata de pe endoteliul
limfaticelor si nu interactioneaza cu endoteliul vaselor sangvine. Respectiv, imunomarkerul D2-
40 este specific vaselor limfatice [62].

Studiul efectuat a ardtat ca atat in tesuturile placentei, cat si in cordonul ombilical au fost
prezente structuri care au exprimat imunomarcajul D2-40. Evident ca, urmare acestor observatii,
a fost important sa intelegem daca toate elementele structurale apartin sistemului limfatic. Datele
noastre certificd cd celulele endoteliale atat in placenta, cat si la nivelul vaselor cordonului
ombilical au fost negative la D2-40. Iar distributia structurilor D2-40 pozitive in retele reticulare
limfatice-like in stroma vilozitatilor, dar si in zonele periferice ale substantei gelatinoase
Wharton poate sugera existenta unor sisteme conductoare asemanatoare vaselor limfatice.

Stroma vilozitatilor, cat si substanta gelatinoasa Wharton, contin din abundentd matrice
amorf3, in timp ce componenta fibrilara prezinti o distributie complexa si particulara. Imbinarea
armonioasd a acestor doud compartimente tisulare contribuie la formarea unor canale
mezenchimale matriceale. Astfel, stroma poate fi comparata cu o structurd unica asemenea unui
canal [102, 103]. Aceste canale matriciale asigura deplasarea celulelor , dar si a lichidului tisular
atat in interiorul stromei vilozitdtii, cat si in substanta gelatinoasd. Analiza comparativda a
distributiilor structurilor pozitive la D2-40 si a fibrelor reticulare, ne-a permis sa presupunem ca,

modelul de distributie reticular al structurilor D2-40 pozitiva din matricea extracelulara
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perivasculard/pericelulara este sustinut de stroma reticulara din apropiere. Acest fapt este diferit
de datele raportate de Korhonen si colab., care in 2001 sustineau ca niciuna dintre proteinele
matricei (inclusiv laminind si fibronectina oncofetald) prezintd un model de distributie similar cu
cel al podoplaninei [109].

Podoplanina reprezintd o proteina transmembranara de tip mucind, formata dintr-un lant
de 162 de aminoacizi. In 1998, podoplanina a fost identificati in alveolocitele de tip I de catre
Dobbs si colab. [44]. Domeniul extracelular al podoplaninei contine patru repetari ale
domeniului de agregare a trombocitelor (PLAG), care interactioneaza cu receptorii de lectind de
tip C2 (CLEC-2) de pe suprafata trombocitelor. De asemenea, podoplanina se leaga de CCL21,
Galectina 8, CD9, CD44 si MMP14 [158, 183].

Importanta podoplaninei, in mare parte, este conectata cu implicarea acestea in procesele
de vasculogeneza si limfangiogeneza. Este important de mentionat cd, podoplanina controleaza
miscarea celulard prin reorganizarea actinei din citoschelet. Aceasta reorganizare are loc datorita
interactiunii dintre proteinele ezrin-radixin-moesin si secventa intracelulara a podoplaninei, care
contine aminoacizi bazici si reziduuri de serind. De asemenea, podoplanina are un rol important
in procesele de adeziune celulara, migrare si chemotaxie. Numeroase substante, precum factori
de crestere (VEGF-C si TGF-B1), citokine (lu, TNF-a, IFN-y, IL-1 si IL6), fibronectina si
lipopolizaharidele, cresc expresia podoplaninei in celulele epiteliale si cele de origine
mezenchimala [111, 112].

Un aspect important al studiului nostru a fost identificarea expresiei D2-40 de intensitate
crescutd in celulele deciduale. Mai mult, aceasta expresie a avut un caracter neomogen, iar
pattern-ul de expresie a fost unul predominant membranar. Mentiondm cd, numarul de celule
deciduale era mai mare la localizarea acestora in apropierea vaselor sangvine. Despre
pozitivitatea celulelor deciduale, in special, din apropierea arteriolelor spiralate aminteste
Volchek si colab., care conecteazd acest fenomen cu regresia limfaticd din endometrul
gestational, ce starteaza in jurul arteriolelor spiralate [189]. Autorii au formulat ipoteza cad in
urma regresiei vaselor limfatice are loc eliberarea unei cantitati semnificative de podoplanina,
care, ulterior, este fagocitata de catre celulele deciduale periarteriolare. Datele din literatura de
specialitate amintesc si despre efectele importante ale podoplaninei asupra migratiei pericitului
[121].

Podoplanina are un rol crucial nu doar in procesul de formare a vaselor limfatice, dar si In
angiogeneza. Inhibarea podoplaninei duce la perturbari a angiogenezei, cu formarea de vase
sangvine defectuoase, care sunt lipsite de suportul adecvat al pericitului, permeabile si

susceptibile la sangerare [133, 147].
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Studiul nostru a evidentiat expresia abundenta a markerului D2-40 in toate zonele
substantei gelatinoase Wharton si stroma viloasa. Distributia acestor celule pozitive a fost
neomogenad, identificandu-se astfel zone unde celulele D2-40+ predominau numeric. Celulele
stromale D2-40 au prezentat si o morfologie heterogena. Totusi, majoritatea celulelor pozitive
din substanta Wharton prezentau prelungiri lungi, prin intermediul carora formau coardoane fara
lumen, asemenea unor canale limfatice imature. In ceea ce priveste stroma vilozitatilor coriale,
nu s-au identificat structuri tubulare similare vaselor limfatice. Cu toate acestea, s-au observat
celule stromale pozitive pentru markerul D2-40, amplasate in imediata apropiere a vaselor
sangvine. Echipa de cercetare condusa de Bellini a raportat rezultate similare, constatand absenta
vaselor limfatice mature in vilozitatile coriale, dar identificand celule stromale pozitive pentru
podoplanind [13]. Autorii sugereazd cd celulele stromale pozitive la podoplanind ar putea
functiona ca niste canale limfatice primitive.

Tesuturile complexului ombilico-placentar sunt printre putinele regiuni ale organismului
care beneficiaza de protectie imunologica si care nu dispun de un sistem limfatic propriu. Cu
toate acestea, cercetarile noastre au aratat ca podoplanina este prezenta in diferite tipuri de celule
din aceste tesuturi, precum celulele stromale ale vilozitétilor coriale, celulele deciduale, epiteliul
amniotic si celulele din substanta gelatinoasa Wharton. Desi au fost realizate studii asupra
expresiei podoplaninei in tesuturile placentare normale si patologice, semnificatia biologica a
acestei proteine in contextul tesuturilor ombilico-placentare rdimane inca neclara.

Dupa pérerea lui Wang si colab. podoplanina are un rol crucial in angiogeneza fetala pe
parcursul dezvoltdrii intrauterine. Reducerea nivelurilor de podoplanind contribuie la aparitia
diverselor afectiuni gestationale asociate cu defecte in procesul de angiogenezi [192]. Intr-un
studiu realizat de Lee si colab., s-a constatat prezenta unui sistem primovascular (PVS) pozitiv
pentru podoplanina in cordonul ombilical si vilozitatile coriale. Acest sistem PVS are functii
placentare, printre care se numadrd imunomodularea, regenerarea tesuturilor si modularea
celulelor stem [116]. Heazell si colab. sugereaza ca celulelor stromale pozitive la podoplanina ar
putea avea o functie similard cu cea a celulelor stem [80]. Potrivit informatiilor prezentate de
Lundell si colaboratorii sai, celulele stromale din vilozitdtile coriale si celulele stromale
deciduale reprezinta principalele surse de podoplanind in placenta umana. De asemenea, se
sugereazd ca celulele secretoare de podoplanina din tesuturile placentare au un rol important in
mentinerea tolerantei imunologice feto-materna [123].

Kandemir si colab. [147], studiind exprimarea podoplaninei in tesuturile placentare in
diferite perioade ale gestatiei, au observat o crestere treptatd a nivelului de exprimare a

podoplaninei odatd cu avansarea gestatiei. Astfel, nivelurile de exprimare a podoplaninei in
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celulele stromale au fost cele mai scazute in perioada de gestatie timpurie, inainte ca vasele de
sange fetale sa se formeze [147].

Tesuturile complexului ombilico-placentar sunt bogate in celule stem fetale. Acestea sunt
considerate celulele stem pluripotente intermediare, ce se plaseaza intre celulele stem embrionare
si celulele stem adulte [1]. Una dintre trasaturile notabile ale CSF consta in abilitatea lor de a se
inmulti rapid in culturi celulare si de a genera o populatie extinsa de celule stem. Acest potential
de expansiune este un atribut valoros in cercetarea si aplicatiile terapeutice, deoarece ofera o
sursa abundenta de celule stem pentru utilizare. Pe 1anga potentialul lor de expansiune, CSF sunt
recunoscute si pentru siguranta lor n ceea ce priveste formarea tumorilor. Aceasta Inseamna ca
aceste celule stem nu prezintd tendinta de a se transforma in tumori sau de a genera cresteri
celulare necontrolate. Aceastd caracteristicd este esentiald pentru aplicarile terapeutice, deoarece
asigurd un nivel ridicat de sigurantd atunci cand sunt utilizate in terapiile celulare si regenerative
[129].

Vasele ombilicale, precum si tesutul conjunctiv specializat de tip mucos din cordonul
ombilical provin din mezodermul embrionar si/sau extraembrionar. Datele din literatura de
specialitate sugereazd ca cordonul ombilical uman se formeaza prin migrarea celulelor
mezodermice extraembrionare, care ulterior se conecteazd cu mezodermul corionic. Aceste
structuri migratoare sunt apoi comprimate intr-un cordon subtire acoperit de epiteliul amniotic si
vascularizat de vasele alantoide. Pe masura ce procesul de dezvoltare avanseaza, aceasta
componenta mesodermald a cordonului sufera modificari si ajunge sa ramana intr-0 stare de
tranzitie similard cu mezenchimul prezent in maduva osoasd adulta [177]. Prin urmare,
diversitatea si heterogenitatea structurii cordonului ombilical pot fi atribuite complexitatii
procesului de dezvoltare embrionara, care implicd mai multe subpopulatii celulare si variate
configuratii ale matricei extracelulare [190].

In ciuda diverselor algoritme de clasificare propuse, majoritatea studiilor i-au in
considerare patru zone principale ale substantei Wharton: zona subamnioticd, zona Wharton
propriu-zisa (situata intre regiunea subamniotica si vasele ombilicale), zona perivasculara, si
zona intervasculara (situata in spatiul central al cordonului, intre cele trei vase ale cordonului)
[143, 172]. Unele cercetari au raportat despre diferente atat in structura histologica a matricei
extracelulare, cat si proprietdtile celulelor din fiecare zona [64]. Astfel, desi exista date care
sustin existenta diferentelor structurale in aceste zone, la acest moment nu exista inca date bine
stabilite in ceea ce priveste potentialul lor specific ca sursd de celule stem pentru ingineria
tesutului vascular. In cadrul cercetirii noastre, analizind preparatele histologice colorate cu

hematoxilind-eozind am observat ca zona Wharton prezenta o organizare in doud straturi
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distincte. Din acest motiv, am decis sa divizdm aceastd regiune in doud zone separate: zona
superficiald spongioasa si zona profunda compacta. Astfel, am analizat caracteristicile specifice
ale fiecdrei zone periferice in parte. Initial, utilizdnd metode histologice si histochimice, am
evidentiat existenta diferentelor histologice intre zonele substantei Wharton. De fapt, am
demonstrat ca densitatea cea mai mare a fibrelor de colagen era in zona perivasculara, unde
acestea formau fascicole groase dispuse concentric in jurul vaselor ombilicale, in timp ce
subamniotic si periferic densitatea fibrelor a fost in scadere. Densitatea crescutd de fibre de
colagen presupune si prezenta unor cantitdti crescute de proteoglicani si glicozaminoglicani.
Rezultatele obtinute ar putea fi legate de vasele ombilicale si mai ales de presiunile mari care
trebuie sa fie suportate de aceste structuri [195, 203]. Analizand preparatele histologice in lumina
polarizatd am evidentiat caracterul matur al fibrele de colagen de tip I atat in toate zonele
cordonului ombilical, cat si tesuturile placentare. Chiar daca sunt necesare si studii biomecanice
suplimentare, aceste constatari sugereaza ca proprietatile biomecanice ale cordonului ombilical
pot varia intre zonele specifice. Studiind distributia fibrelor reticulare in substanta gelatinoasa nu
a fost identificat un pattern caracteristic pentru acesteia. Notam ca, densitatea cea mai crescuta a
acestor fibre a fost in zona subamniotica.

Studiind distributia componentelor matricei extracelulare din substanta gelatinoasa, am
observat ca substanta Wharton prezenta variatii in caracterul sau structural. Anume, am
identificat zone in care aceasta avea o structurd mai compacta, in timp ce in alte zone, in special
zona perifericd spongioasd, prezenta o consistentd mai laxa. Aspectul lax a fost determinat de
prezenta unor spatii neregulate, de dimensiuni variate, cu caracter de fisurd, care nu erau
delimitate de celule. In mare parte, aceste zone contineau o componenti amorfa nefibrilar, care
era bogata in proteoglicani si mucopolizaharide, iar uneori se gaseau fragmente scurte de fibrile
de colagen. Celulele care inconjura partial aceste spatii prezenta caracteristici asemanatoare
miofibroblastelor. Este important sd mentionam ca celulele cu aspect miofibroblast-like au
reprezentat populatia predominantd in zonele superficiale ale substanter Wharton.

Inca in 1970, Goworka a raportat despre prezenta fisurilor in matricea extracelulari a
substantei Wharton, presupunand cd aceste spatii contribuie la nutritia vaselor ombilicale, care
sunt lipsite de adventitie, si respectiv nu contin vasa vasorum [73]. Nanaev si colab. [143] au
sugerat ca fisurile stromale au o importantd in principal mecanica. Astfel, interactiunea dintre
spatiile matricei care contin mucopolizaharide, miofibroblastele contractile si fibrile de colagen
din vecinatatea lor joacd un rol crucial in reglarea turgorului cordonului ombilical. Acest aspect
este deosebit de important in prevenirea compresiei si indoirii cordonului ombilical, evitand

astfel obstructia vaselor ombilicale.
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Analizand toate datele noastre, sugerdm cd in aditie la semnificatiile functionale
mentionate de alte grupuri de cercetare, spatiile din matricea cordonului ombilical pot fi
implicate in schimbul de substante intre sangele din vasele ombilicale si lichidul amniotic. De
asemenea, considerdam cd aceste spatii pot asigura mobilitatea celulard in cadrul substantei
Wharton. In plus, identificarea microveziculelor extracelulare VEGFR2 pozitive in spatiile
matricei, printre miocitele netede din peretele vaselor ombilicale, dar si in componenta amorfa a
substantei gelatinoase, ne sugereaza cd Intreaga substantd Wharton poate fi un depozit
imprensionant de substante biologic active. Aceste substante au un rol important in promovarea
proceselor de remodelare tisulard, proliferare si diferentiere celulard, precum si in migrarea si
supravietuirea celulard. Mentionari similare au fost raportate si de catre Nanaev si colaboratorii
sdi, care au constatat prezenta neobisnuitd a componentelor membranei bazale, In special a
colagenului IV, in matricea substantei Wharton si in trofoblastul extravilos al placentei umane.
Acesti cercetdtori sugereazd cd depunerile proteice din matricea extracelulard a stromei
cordonului ombilical joacd un rol in remodelarea tesutului si sunt capabile sa influenteze
cresterea si diferentierea celulelor, inclusiv a fibroblastelor [143].

Caracteristicile unice ale diferitelor zone ale stromei extracelulare compusa din
componente fibrilare si non-fibrilare, ar putea fi corelate cu proprietatile fizice specifice ale
acestora. Aceste proprietati fizice ar putea juca un rol important in comunicarea si reglarea
comportamentului celulelor.

Celulele stromale sunt distribuite neuniform in substanta gelatinoasd din cordonul
ombilical. Studiile microscopice efectuate de Takechi et al. [179] au relevat ca celulele stromale
sunt numeroase in apropierea vaselor ombilicale, iar densitatea acestora scade in apropierea
epiteliului amniotic ombilical. Date similare sunt evidentiate si de cercetarea noastra.

Cercetarile recente relateaza despre faptul ca, celulele prelevate din cordonul ombilical
prezintd un potential semnificativ de expansiune celulard, plasticitate si capacitate de a modula
raspunsul imun al organismului, fapt pentru care acestea sunt propuse ca potentiali actori utili in
terapiile care implici celule stem [43, 101]. in plus, s-a constatat ci aceste celule au potentialul
de a fi folosite in ingineria tesuturilor vasculare. Studiile au aratat ca celulele stem prelevate din
vasele ombilicale pot fi directionate sa se diferentieze in celule endoteliale. Acest lucru deschide
posibilitatea utilizarii lor ca o sursa valoroasa de celule pentru regenerarea si repararea tesuturilor
vasculare afectate [2]. Cu toate acestea, rezultatele utilizarii clinice a acestor celule au aratat o
variatie considerabild, iar majoritatea studiilor clinice disponibile nu au furnizat suficiente dovezi
stiintifice pentru a sustine utilizarea de rutind a celulelor stem la pacientii umani [118].

Heterogenitatea structurala si histologica a cordonului ombilical ar putea fi unul dintre factorii
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responsabili de variabilitatea rezultatelor observata in terapiile cu utilizarea de celule stem.
Astfel, identificarea si caracterizarea diferitelor regiuni ale cordonului ombilical ar putea juca un
rol important in determinarea potentialului lor terapeutic specific [16]. Aceastd abordare ar putea
implica utilizarea regiunilor specifice ale cordonului ombilical in generarea de tesuturi
bioartificiale prin inginerie tisulara si alte aplicatii in medicina regenerativa [170].

In cadrul studiului nostru, ne-am propus si investigim caracteristicile si trasaturile
distinctive ale celulelor cu potential de celuld stem din fiecare zond a cordonului ombilical si din
tesuturile placentare. Astfel, au fost inclusi in cercetare mai multi markeri de suprafata (CD105,
CD34, AC133, VEGFR?2), care ne-a permis sa identificam potentiale celule stem mezenchimale.

Imunocolorarea cu CD105 a devenit o metodd importantd pentru identificarea si
caracterizarea celulelor stem pluripotente in diferite tesuturi si organe. CD105 este un marker de
suprafatd specific pentru celulele endoteliale si celulele stem pluripotente implicate in
angiogeneza si remodelarea vasculard. In aceastd lucrare, am evaluat exprimarea markerului
CD105 de catre celulele stromale din cordonul ombilical si componetele placentei umane, atat de
origine maternd, cat si fetald. Pentru evidentierea celulelor stem mezenchimale este important
exprimarea markerului pe suprafata celulara in >95% din populatia celulara. Dupa parerea lui
Dominici si colab. (2006), celulele stem mezenchimale trebuie sa exprime CD105, un marker
esential utilizat pentru confirmarea acestora [45].

Am constatat ca toate celulele din cele patru regiuni ale cordonului ombilical au fost
pozitive pentru CD105, dar densitatea acestora a variat In functie de zone. De asemenea, au fost
stabilite diferente statistic semnificative pentru CD105 intre toate regiunile cordonului ombilical.
Expresia CD105 a variat si in intensitate in functie de tipul si localizarea celulelor analizate.
Rezultatele au relevat ca expresia CD105 a fost observatd la nivel membranar, nuclear si
citoplasmatic. Morfologic, celulele CD105 pozitive atat din stroma Wharton, cat si stroma
vilozitdtilor coriale au caracterizate prin aspectul fusiform. Observatii similare sunt raportate si
de echipa de cercetdtori condusd de Conconi M.T. Acestea au constatat ca celulele
CD105(+)/CD31(-)/KDR(-) sunt caracterizate printr-o forma alungita si rate inalte de proliferare.
Mai mult, Conconi demonstreaza cd dupa 16 cicluri de diviuni mitotice, celulele CD105+ nu
prezinta variatii in morfologia celularai sau semne de senescenta [34].

Cresterea interesului pentru cordonul ombilical ca o sursd alternativd de celule stem se
datoreaza originei embrionare a acestuia, care presupune prezenta celulelor fetale caracterizate
printr-o rata fnalta de proliferare. In plus, cantitatea de progenitori mezenchimali, care se gisesc
in cantitdti mari in sangele ombilical in primul trimestru al sarcinii, scade semnificativ in

ultimele luni ale gestatiei. Acest aspect sugereazd cd aceste celule migreaza in substanta
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gelatinoasd a  cordonului ombilical, unde sunt stocate [164]. Prin urmare, identificarea
densitatilor crescute de celule CD105+ in zonele perifericd si subamniotica, obtinute in cadrul
studiului nostru, confirma aceasta ipoteza. Mai mult, observatiile noastre indica faptul ca celulele
CDI105 pozitive din aceste zone prezintd caracteristici morfologice asemanatoare celulelor
mezenchimale.

CD105, cunoscut si sub numele de endoglind, este o glicoproteind membranara de tip I,
care functioneaza ca un receptor accesoriu pentru liganzii superfamiliei TGF-B [69]. Dupd cum
sugereazd si numele, endoglina este exprimata de celulele endoteliale vasculare, dar si, de
sincitiotrofoblast (in placenta la termen) si mai putin exprimatd in monocite, fibroblaste,
condrocite si celulele progenitoare hematopoietice. Endoglina poate fi, de asemenea, implicata in
organizarea citoscheleticd care afecteaza morfologia si migrarea celulelor. De asemenea, CD105
poate fi folosit pentru a evalua gradul de activare al celulelor stem mezenchimale. De exemplu,
nivelul crescut de expresie a CD105 a fost asociat cu o activare mai mare a celulelor stem in
cazul ranilor vasculare. In plus, CD105 poate fi utilizat pentru a urmari si monitoriza evolutia
terapiei celulelor stem.

Mecanismul principal prin care celulele stem mezenchimalel se fac utile in tratarea
diverselor afectiuni este modularea imunitatii. Cu toate ca modularea imuna este o caracteristica
importanta pentru celulele stem, functia lor de reglare a sistemului imun poate varia. Aceste
variatii sunt dependente de mai multi factori, precum, populatia celulelor stem, care frecvent este
heterogena, de tesuturile donor, cat si de laboratoarele care lucreazd cu aceste celule. S-a
demonstrat cd expresia markerului CD105 poate fluctua semnificativ in culturile celulare si intre
diferite laboratoare [90, 130].

Prin utilizarea markerului CD105, am reusit sa evidentiem faptul ca nu toate celulele din
cordonul ombilical si tesutul placentar au exprimat CD105. Astfel, diferenta in expresia
markerului CD105 in toate zonele cordonului ombilical ne-a permis sd identificim doua
populatii celulare: CD105 pozitive si CD105 negative. Intr-un studiu realizat de Hieu Pham L. si
colab. s-a sugerat cd aceste doud populatii celulare diferite prezintd un potential similar de
diferentiere in vitro. Mai mult decat atat, s-a observat ca celulele CD105 negative au un potential
mai mare de a modula raspunsul imun in comparatic cu celulele CD105 pozitive [83].
Presupunem ca, ca efectele modularii imune de catre celulele stem depind de nivelul de TGF-B1
produs si secretat in mediul extracelular.

De asemenea, a fost remarcabila evidentierea unei expresii puternice a markerului CD105

in celulele deciduale si sintiotrofoblast. Aceasta distributie diferitd a celulelor CD105 in placenta
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poate furniza o optiune viabila pentru izolarea selectiva a celulelor stem mezenchimale din
diverse zone ale placentei.

In prezent, procedura de colectare a sangelui din cordonul ombilical, care contine celule
stem hematogene, este bine cunoscuta [162]. Cu toate acestea, principalul obstacol in utilizarea
mai largd a acestor celule stem hematogene este cantitatea limitatd disponibild a acestora in
singele din cordonul ombilical. Alvarez-Silva si colab. [4] au demonstrat ca placenta de soarece
este de cateva ori mai bogatd in celule stem hematopoietice decat ficatul. Aparitia timpurie a
celulelor stem hematopoietice sugereaza ca placenta este un organ hematopoietic, iar originea
cea mai probabila a acestor celule este mezodermul alantoidei. Descoperirea prezentei celulelor
progenitoare hematopoietice in tesutul placentar la soareci are o importantd majord pentru
medicina. Reiesind din acest aspect, am dorit sd studiem existenta unor potentiale celule stem
hematopoietice si localizarea acestora in tesutul placentar uman si cordonul ombilical [68]. In
acest sens am inclus in studiul nostru doi markeri specifici celulelor stem hematopoietice: CD34
si AC133 (CD133).

CD133 reprezinta o proteind transmembranarda pentaspan (cu cinci domenii
transmembranare si doud bucle mari extracelulare) identificata in toate celulele stem
hematopoietice umane si celulele neuroepiteliale de la soareci [136, 199]. CD133 reprezintd unul
dintre markerii cheie utilizati pentru izolarea si caracterizarea celulelor stem hematopoietice.
Cercetarile recente au aratat ca, CD133 nu este doar un biomarker, dar este implicat si in
cresterea celulara, dezvoltarea si biologia tumorilor.

In cercetarea noastra au fost observate celulele non-endoteliale CD133 pozitive, care
preponderent au fost localizate In zona periferica a substantei Wharton. Distributia acestor celule
a avut un caracter omogen. Localizarea periferica, precum si distributia uniforma, probabil sunt
datorate faptului ca celulele CD133+ au o rezistentd semnificativa la apoptoza indusd de
conditiile hipoxice si de ligandul de inducere a apoptozei (TRAIL) legat de TGF-B si TNF, in
comparatie cu celulele CD133 negative [42, 201]. De asemenea, s-a constatat ca populatia
CD133 pozitiva manifestd o rezistentd mai mare la apoptoza indusd de stres [200]. Este
important sa notam ca, intensitatea de expresie a fost moderata, ceea ce presupune un grad inalt
de activitate a acestor celule. In placentd, markerul CD133 a fost exprimat in celulele epiteliului
amniotic si celulele stromale din stratul mezenchimal subamniotic, precum si in celulele
deciduale. Expresia CD133 in aceste celule a fost variabild, cu o intensitate moderata si un
caracter focal. Conform datelor din literatura, CD133 si alte proteine inrudite din familia

prominin sunt distribuite selectiv in protruziile membranei celulare, indiferent de tipul celular.
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Cu alte cuvinte, proteina CD133 este directionatd cétre regiunile apicale ale membranei celulare
in celulele epiteliale polarizate [47, 193].

In celulele epiteliale, CD133 este localizat in microvilozititi, cili si regiunile centrale ale
celulei [37]. S-a observat ca aceasta proteina membranara, odata eliberata partial sau complet din
celulele neuroepiteliale, formeaza structuri veziculoase membranare, care din spatiile
extracelulare ajung in lichidul tubului neural [47]. Este important de remarcat cad eliberarea
acestor exosomi este asociata cu diferentierea celulelor epiteliale [37]. De asemenea, CD133 este
0 proteind membranara care interactioneaza cu colesterolul si se face responsabild pentru
formarea extensiilor citoplasmatice, precum si pentru interactiunile intercelulare [36]. Faptul ca
CD133 inhiba absorbtia transferinei si ca anticorpul AC133 regleaza in jos aceastd absorbtie
indica, de asemenea, implicarea CD133 in metabolismul celular [21].

Un numadr semnificativ de celule care exprima CD133 au fost, de asemenea, pozitive si
pentru CD34. Ca si celulele CD133 pozitive, celulele non-endoteliale CD34+ au fost identificate,
preferential, in cele doua zone ale substantei Wharton: periferica si perivasculard. Aceste date
reprezintd dovezi ale prezentei mai multor grupuri de celule care exprima CD34, si care nu sunt
asociate cu circulatia fetala sau maternd. Rezultate similare privind prezenta celulelor stem
hematopoietice CD34-pozitive in substanta Wharton au fost raportate si de catre Blanco-Elices si
colab. Cu toate acestea, conform datelor lor, densitatea maxima a acestor celule pozitive a fost
observata in zonele perivasculare si intervasculare [18].

In tesutul placentar, celulele CD34+ au fost observate in vasele placentare din vilozititile
coriale si placa coriald. lar in stroma vilozitdtilor, au fost identificate doua populatii de celule
CD34+ non-endoteliale, caracterizate prin dimensiuni si intensitatea expresiei markerului CD34
diferit.

Mai mult, compararea profilurilor de transcriptie intre celulele CD34+ si cele CD133+
indica faptul cd celulele CD133+ au un numdr mai mare de gene activate In comparatie cu
celulele CD34+. Genele exprimate exclusiv in populatiile de celule CD34+ sau CD133+ sunt
asociate cu diverse procese biologice: celulele CD34+ prezintd o supraexprimare a genelor
implicate in dezvoltare, in timp ce celulele CD133+ exprimd gene asociate cu arhitectura
cromatinica, metabolismul ADN-ului si ciclul celular [117].

Compilarea datelor obtinute aratd ca, cordonul ombilical si componentele placentei la
termen, precum placa coriala, epiteliul amniotc, stroma vilozitatilor coriale contin grupuri de
celule hematopoietice, care nu sunt asociate cu circulatia fetala sau materna si sunt separate de

celulele endoteliale care exprima CD34, CD133 si VEGFR-2 (Figura 5.1).
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Fig. 5.1. 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 proteina implicati in adeziunea
celulard, a fost negativa in celulele endoteliale ale arterelor ombilicale si usoar pozitiva in vene.
In schimb, s-a observat o exprimare intensd a markerului CD34 in toate vasele sangvine din
cordonul ombilical si vasele placentare. Aceasta 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 sange mici, in special a capilarelor [66]. De asemenea, s-a observat o
expresie moderata a markerului VEGFR-2 in celulele endoteliale si celulele stromale din zona
periferica si subamniotica [67]. Faptul ca toate celulele endoteliale si unele celule stromale din
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 specificd 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.
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CONCLUZII GENERALE
Sistemul vascular placentar este caracterizat de modelul dihotomic bine definit, de tip
mixt, fard 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 poarta un caracter terminal bine stabilit.

Prezenta celulelor musculare netede la nivelul intimei si a unui numar mare de structuri
veziculoase intermusculare de la nivelul mediei determina diferente (cu 37,53%) in

grosimea peretelui arterelor ombilicale versus vena ombilicala.

Distributia fibrelor de colagen de tip I in cordonul ombilical si tesuturile placentare a fost
predominant perivasculard, 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 doud pattern-uri distincte: liniar si areolar.

Metoda chimicad cu solutie de detergent de 1% dodecil sulfat de sodiu (SDS), utilizata
pentru decelularizarea arterelor ombilicale, s-a dovedit a fi cea mai eficientd prin

obtinerea unei decelularizari totale, comparativ cu metodele enzimatica si mixta.

Arterele ombilicale decelularizate prin metoda chimica mentin proprietatile morfologice
(carcasa colagenica intacta) si calitatile mecanice pertinente pentru utilizarea acestora in

calitate de grefe vasculare cu diametru mic, de pana la 1 mm.

Componenta celulard 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 heterogend, si prin urmare, aceasta zona poate servi
drept sursa de celule stem pluripotente utilizate nu doar cu rol angiogenic, ci si cu rol

generator a altor tipuri de tesuturi umane.

Identificarea 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.
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RECOMANDARI

Pentru a obtine o decelularizare eficienta a arterelor cordonului ombilical, pastrand

proprietatile biomecanice satisfacatoare ale vasului, recomandam utilizarea solutiei cu

1% dodecil sulfat de sodiu (SDS).

Pentru a permite restrangerea timpului de expunere a vaselor ombilicale la actiunea
toxica a solutiilor de detergenti in procesul de decelularizare, recomanddm concomitent
cu procedeul de imersie utilizarea unui sistem de perfuzie, prin care solutiile sunt
perfuzate continuu prin lumenul vasului. De asemenea, dubla actiune asupra vasului

minimalizeaza efectele distructive asupra componentei fibrilare a matricei extracelulare.

Pentru evaluarea rezistentei arterelor ombilicale decelularizate, inainte de efectuarea
grefei vasculare, recomanddm 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 1naltd calitate al placentei, recomandam 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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Anexa 2. Acte de implementare a rezultatelor obyinute

USMF ,,Nicolac Testemitanu” din Republica Moldova

Institutul National de Cercetare in Medicini si Sanatate

Pag. 1/ 1

APROB

(in procesul stiingifico-practic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: ,, Evaluarea celulelor stem mezenchimale
din complexul ombilico-placentar prin utilizarea imunocolordrii anti-CD105".

2. Autorii: GLOBA L., asist. univ.; PELIN E., dr. st. med., conf. univ.; GLOBA P., dr. st.
chim., conf. univ.; DAVID V., dr. st. med., conf. univ.: GLOBA T., dr. st. med., asist. univ.
3. Numirul inovatiei: Nr.6012 din.31 martie 2023.

4. Unde si cind a fost implementati: rezultatele au fost implementate in Laboratorul de
inginerie tisulara si culturi celulare si Laboratorul de morfologie a USMF *“Nicolae
Testemitanu™, semestrul IV anul 2022- 2023.

5. Eficacitatea implementirii: Metoda propusid este accesibild tehnic si argumentatd cu
efect important asupra identificérii §i caracterizarii celulelor stem mezenchimale nu doar din
tesuturile placentare si a cordonului ombilical. CD105 este un marker de suprafata specific
pentru celulele endoteliale si celulele stem vasculare. fiind implicat in angiogenezd si
remodelarca vasculara, Aceastd metodd poate fi utilizata pentru identificarea si izolarea
celulelor stem. precum si pentru explorarea potentialului terapeutic al acestora in medicina
regenerativa si in tratamentul diferitelor afectiuni.

6. Rezultatele: Rezultatele expuse in aceastd propunere sunt bazate pe probele tisulare
prelevate din cordoanle ombilicale si tesuturile placentare colectate de la pacientele internate
in IMSP dupa nastere, perioada de gestatie de la 36 la 40 sdptiméni, pe parcursul perioadei
anului 2019. Materialul de studiu a fost cercetat histologic §i imunohistochimic. Propunerea
este utila pentru identificarea celulelor stem vasculare atat din tesuturile normale, cét si
tumorale, ceea ce va permite dezvoltarea a noi metode de tratament.

Prezenta inovatie este implementati conform descrijerii in cerere

Sef Departament Cercetare, A 4

conf. univ., dr. hab. st. med. v Elena RAEVSCHI
Sef Laborator de inginerie tisulara si culturi cglulare

prof. univ., dr. hab. st. med. W Viorel NACU

Sef Laborator de morfologie

conf. univ., dr. st. med. - Valeriu DAVID
COORDONAT: e‘o%ﬁ Eugenia GROZA
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USMF ,Nicolae Testemitanu™ din Republica Moldova

l‘@‘\ Institutul Nagional de Cereetare in Medicina si Sanditate
PN Eaé 1/1
APROB
Prorector pentru activitate de cercetare,
gl “s‘MF'(Ni olae Testemifanu™ din RM
.u.‘nh mwh\l al ASM,

Kol 1 y Jst, med,
!z"l. }l ~ Stanislav GROPPA

- M M 2023
ACTU N 39
DE IMPLEMENTARE A1

(in procesul stiingilico-practic)

Denumirea ofertei pentru implementare: | Superioritatea utilizarii metodei chimice cu
solutie 1% dodecil sulfat de sodiu (SDS) in decelularizarea arterelor ombilicale "

Autorii: GLOBA Lilian, asist. univ.; PELIN Elina, dr. st. med., conf. univ.; GLOBA Pavel,
dr. st. chim.. conf. univ.: NACU Viorel, dr. had. st. med., prof. univ.

Numarul inovatiei: Nr.6009 din 23 martie 2023.

Unde si ednd a fost implementata: rezultatele au fost implementate in Laboratorul de
inginerie tisulard si culturi celulare a USMF “Nicolae Testemitanu™, semestrul IV anul 2022,
Eficacitatea implementirii: Metoda propusa este accesibila tehnic si argumentata cu efect
important asupra gradului de decelularizare a peretelui arterei ombilicale, inclusiv
capacitatea de a pastra integritatea structurii matricei extracelulare, ceea ce poate
imbunatati procesul de regenerare a tesuturilor. De asemenea, aceasta tehnica poate fi
utilizatd pentru a crea sabloane personalizate de tesut pentru diferite aplicatii medicale.
Rezultatele: Rezultatele expuse in aceastd propunere sunt bazate pe probele tisulare
prelevate din cordoanle ombilicale colectate de la pacientele internate in IMSP dupa
nastere. perioada de gestatie de la 36 la 40 sdptimadni, pe parcursul perioadei anului 2019,
varsta pacientelor cuprinsd intre 15-45 ani. Materialul de studiu, cercetat histologic si
histochimic, a fost divizat in 3 loturi de baza, fiecare lot fiind reprezentat de 20 segmente
de artere ombilicale si lotul martor - 20 cazuri. Propunerea este utild pentru generarea de

grefe vasculare cu diametrul mic pentru chirurgia de reconstructie vasculara.

Prezenta inovatie este implementati conform descrierii in cerere

Sef Laborator de inginerie tisulara si culturi celul
prof. univ., dr. hab. st. med. W Viorel NACU

Sef Departament Cercetare,
conf. univ., dr. hab. st. med. Elena RAEVSCHI

COORDONAT: Cp%_i(ﬁ. Eugenia GROZA
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Prorector pentru activitatea de cercetare,
[I' USMF ,,Nicolae Testemifanu™ din RM
—Academician al ASM,
'rﬁ“&r ah. st. med,

B Stanislay GROPPA
2020

(!

A

i e
Ll

.:'. | '||'| o
=l :. -.;. 3
QUL 225 07
DE IMPLEMENTAREA INOVATIEI
{in procesul gtiinfifico-didactic a Coteldret i fisiologie, citologie si embriologie)

l. Denumirea ofertei pentru implementare: "Utilizarea inmocolordrii anti-Si00 penru
evidenfierea celulelor dendrite - un now marker de prognostic in lezinnile proliferative”

2. Autori: Globa Tatiana, asistuniv., Pelin Elina, drstmed., conl, univ.. Globa Lilian.
asist.univ., David Valeriu, dr. si. med., conf, univ.

3. Numirul inovatici: Nr. 5754 din 17 martie 2020

4. Unde gi cind a fost implementatd: rezultatele studiului au fost implementate in procesul
didactic la Catedra de histologie, citologie si embriologie. iar procesul tehnologic de
procesare, confectionare §i evaluare la Laboratorul de morfologic.

5. Eficacitatea implementiirii: Studiind caracterul morfologic al eclulelor S100 pozitive in
leziunile proliferative de prostata au fost evidenjiate doud subpopulatii diferite de celule
dendritice, care diferd dupd maturare i statutul funciional. Heterogenitaten a fost idemificata
in ambele arii studiate: intracpitelial §i stromal. Dupi pirerea noastrd, un efect deoscbii al
imunocolordrii anti-S5100 il prezind posibilitatea swdierii diferentei cantitative a celulelor
dendritice din cele dous arii in leziunile proliferative benigne si maligne.

6. Rezultatele: Imunocolorarea anti-S100 a permis studicrea densitayii, morfologiel. precum si a
locelizarii celulelor dendritice in leziunile proliferative benigne si maligne de prosta.
Urmare rezultatelor objinute considerdm cé, celulele dendritice stromale S 100 pozitive pot 1i
considerate elemente ale micromediului cu efect important anti-turnoral, jar scaderea
numdérului lor In ariile stramale ale adenocarcinomului de prostatd este un factor de prognostic
nefavorabil. In acelagi timp cresterca numirului de celule dendritice intraepiteliale poate £
asociald cu cresterea toleranfei imune la mecanismele antitumorale,

Prezenta Inovatie este implementats canfor, jscrferﬁ' In cerere
i

Sef Catedra de histologie, I
citologie $i embriologic / ( 'ﬁ\( |
prof. univ., dr. hab. gi. med. Le—d v {:’ Lilian SAPTEFRATL
DBepartamentul didactic
conl. univ,, dr, §t. med. - _W
— Lo
Sel departament gtiinga, /), A -
conl. univ,, dr. hab, st, med, / Elena RAEVSCHI
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“APROB”
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f Qt.lmsl.lv GROPPA

2020
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ACTUL nr. 26
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul de cercetare stiinjificd a Laboratorului de morfologie)

Denumirea ofertei pentru implementare: "Utilizarea imunocolordrii anti-S100° pentru
evidenfierea celulelor dendrite - un nou marker de prognostic in leziunile proliferative .
Autori: Globa Tatiana, asistuniv., Pelin Elina, dr.st.med., conf. univ., Globa Lilian,
asist.univ., David Valeriu, dr. st. med., conl. univ.

Numirul inovatici: Nr. 5754 din 17 martie 2020

Unde si ¢ind a fost implementati: rezultatele studiului au fost implementate in procesul
didactic la Catedra de histologie, citologic si embriologic, iar procesul tehnologic de
procesare, confectionare §i evaluare la Laboratorul de morfologic.

Eficacitatea implementirii: Studiind caracterul morfologic al celulelor S100 pozitive in
leziunile proliferative de prostatd au fost evidenjiate doud subpopulajii diferite de celule
dendritice, care diferd dupd maturare $i statutul functional. Heterogenitatea a fost identificatd
in ambele arii studiate: intracpitelial si stromal. Dupd parerea noastrd, un efect deosebit al
imunocoloririi anti-S100 il prezinta posibilitatea studicrii diferenfei cantitative a celulelor
dendritice din cele dou arii in leziunile proliferative benigne §i maligne.

Rezultatele: Imunocolorarea anti-S100 a permis studierea densitatii, morfologiei, precum si
a localizirii celulelor dendritice in leziunile proliferative benigne §i maligne de prostata.
Urmare rezultatelor objinute consideram ¢, celulele dendritice stromale S100 pozitive pot fi
considerate elemente ale micromediului cu efect important anti-tumoral, iar sciderea
numarului lor in ariile stromale ale adenocarcinomului de prostatd este un factor de
prognostic nefavorabil. fn acelasi timp cresterea numérului de celule dendritice intraepiteliale
poate fi asociati cu cregterea tol cranfei imune la mecanismele antitumorale.

Prezenta inovafie este implementatd conform descrierii Tn cerere

Sef Laborator de morfologic (%

conf, univ., dr. st. med. 1 9 Valeriu DAVID

Sef departament stiin{d, : -

conf. univ., dr. hab. st. med. vy L Elena RAEVSCHI
7
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UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA S| FARMACIE

‘,,é "NICOLAE TESTEMITANU” DIN REPUBLICA MOLDOVA 11712

TAPROB
Prorector pentru activitatea de cercetare,
rf,;”‘}_’_ USMF ,,Nicolae Testemitanu” din RM
“Academician al ASM,

oN 2 prof. un;&/ . st. med.
% ; N _Z t___ Stanislav GROPPA
N2 Y TSI T il i
0 s I de Poartie 2020
XETULor: 16
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI

(in procesul stiintifico-didactic a Catedrei de histologie, citologie si embriologie)

- Denumirea ofertei pentru implementare: "Ulilizarea imunocolordrii anti-CD68 drept

criteriu de prognostic in leziunile proliferative de prostata”

. Autori: Globa Tatiana, asist.univ., Pelin Elina, dr. st. med., conf. univ., Globa Lilian,

asist.univ., David Valeriu, dr. st. med., conf. univ.

. Numairul inovatici Nr. 5745 din 02 martie 2020.
. Unde si cind a fost implementati: rezultatele studiului au fost implementate in procesul

didactic la Catedrele de histologie, citologie si embriologie, si procesul tehnologic de
procesare, confectionare si evaluare la Laboratorul de morfologie.

. Eficacitatea implementirii: Studiind caracterul morfologic al celulelor CD68 pozitive atit in

leziunile benigne cit si in specimenele cu cancer de prostata au fost observate doua populatii
celulare diferite. Heterogenitatea a fost legatd nu doar de morfologia celulelor dar si de
localizarea acestora in cadrul leziunii. Astfel ¢, populatia majoritara a macrofagelor a fost
reprezentatd de celule mici, cu multiple prelungiri citoplasmatice apofizate, dispuse in grupuri
cu un caracter de masa infiltrativa. Celulele de dimensiuni mici erau localizate predominant in
stroma peritumorald, si in zona de invazie a tumorii, iar intratumoral populau preponderent
ariile periferice ale masei tumorale.

- Rezultatele: Imunocolorarea anti-CD68 a permis studierea densitatii, morfologiei, precum si

a localizarii macrofagelor in leziunile proliferative benigne si maligne de prostata, iar
cresterea liniard a numarului de macrofage CD68 pozitive in raport cu scorul Gleason in
adenocarcinoamele de prostatd permite a considera celulele CD68 pozitive un criteriu de
prognostic in adenocarcinomul de prostata.

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii tn cerere

Sef Catedra de histologie,

\ |
citologie si embriologie / ’ w .
: "~ iz FRATI
prof. univ., dr. hab. st. med. [o 2 Lilian SAPTEFRAT
Departamentul didactic M iy
conf. univ., dr. st. med. N4 {/ : Silvia STRATULAT

-

Sef departament §tiina, ) ‘
conf. univ., dr. hab. st. med. ] Elena RAEVSCHI
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ACTUL nr. 16-
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI

{in procesul de cercetre stiimilicd a Laboratorului d2 marfologis)

1. Denumirea ofcrtei pentru implementare: “Utilizarea innsiocolordril amti-COARY drept
erileriu de praguasiic in leziunile proliferative de prostatd”

2. Autori: Globa Tatiana, asist.univ., Pelin Flina, dr. st med., cont’ univ., Globa Lilian.
asist.univ., David Valeriu, dr. gt med., conf. univ.

3. Numirul inovatiei Nr. 3745 din 02 martie 2020.

4. Unde si cind a fost implementatii: rezuliatele studiului au fost implementate in procesul
didactic la Catedrele de histologie, citologie §i embriologie, si procesul tchnologic de
procesare, confeciionare si evaluare la Laboratoru] de morfologic,

S Eficacitatea implementdrii: Swdiind caracterul morfologic al celulelor CD68 pozitive aiil
in leziunile benigne cit §i In specimenele cu cancer de prostatd au fost observele doud
populatii cclulare diferite. Heterogenitatea a fost legatd nu dour de mertologia celulelor dar s
de localizarea acestora in cadrul leziunii. Asticl ca, populufia majoritard a macrofacclor a fost
reprezentatd de celule mici, eu multiple prelungiri citoplasmatice apotizate, dispuse in
grupuri cu un caracter de mas3 infiltrativa. Celulele de dimensiuni mici eruu localizate
predominant in stroma peritumorald, i in zona de invazie a wumeorii, iar intranumoral populau
preponderent ariile periferice ale masei tumorale, )

6. R&ultgtclﬁ: lmunuuﬂlurmez‘l unti-?DF‘rE a permis studierea densitalii, morfologici, precum si
a !vcﬂh?ﬂrrurnmcmfagclm in leziunile proliferative benigne i maligne de prostand, iur
cregtered {1::1&:& a numirului de mﬂqml‘nge CD68 pozitive in raport cu scorul Gleason in
ud-.-nﬂcar.cujuamulu de prostatd permite a considera celulele CD68 pozitive un criteriy
prognostic in adenocarcinomul de prostua,

LY
hasy

: : :
Frezentu inovatie este implementati canform descrierii in cerere

Sef Laborator de morfologic ;{/‘r/

l;:lﬂ'fr. univ., dr, st med, B ( a _ Yaleriu DAVID
el departament gliinga, ;

cont. univ., dr, hab, 5t, med. GCiA Elena RAEVSCHI
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Declaratia privind asumarea raspunderii

Subsemnatul, declar pe raspundere personala ca materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez cd, in caz contrar, urmeaza

sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

GLOBA Lilian

Semnatura

Data
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CURRICULUM VITAE

Informatii personale:

Nume / Prenume

Globa Lllian

Adresa

Bd. Stefan cel Mare si Sfant, 165, MD-2004, Chisinau, Republica
Moldova

Telefon Fix: +373 22 205210 Mobil: +373 69530897
E-mail lilan.globa@usmf.md
Cetatenia Republica Moldova

Data nasterii

28.08.1973

Experienta profesionala:

Perioada

Functia sau postul ocupat

2021-2022

Membru al Comisiei Ministerului Sanatatii RM cu privire la:

1. Elaborarea "Regulamentului de repartizare si plasare in campul muncii
a absolventilor institutiilor de invatamant medical si farmaceutic
superior, profesional tehnic postsecundar si postsecundar nontertiar de
stat” din Republica Moldova, 2021,

2. Modificarea "Regulamentului de organizare si realizare a studiilor de
rezidentiat” in Republica Moldova, 2022;

3.Modificarea “Nomenclatorului specialitatilor pentru pregatirea
posuniversitard prin studii de Rezidentiat” in Republica Moldova,
2022.

2021-prezent

Membru permanent a Comisiei de calificare si evaluare a expertilor
judiciari, aprobat in baza HG 1411/2016.

2019--present

Membru al Comisei de sustinere a probei de concurs si a Comisiei de
contestare a Comisiei de Admitere in secundariatul clinic, USMF
,Nicolae Testemitanu”.

2018-prezent

Vice-decan Facultatea de Rezidentiat, USMF , Nicolae Testemitanu”.

2010-prezent

Asistent universitar, Catedra de histologie, citologie si embriologie,
Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolaec Testemitanu”,
bd. Stefan cel Mare si Sfant, 165, MD-2004, Chisindu, Republica
Moldova.

2005-prezent

Membru al comitetului olimpic republican la specialitatea Biologie.

2008-2012

Responsabil de intocmirea datelor cu referire la absolventii USMF
”Nicolae Testemitanu”, necesare pentru personalizarea actelor de studii.
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2006

Membru al Comisiei Ministerului Educatiei, Tineretului si Sportului din
RM cu privire la evaluarea procesului de organizare si desfdsurare a
studiilor pentru cetdtenii strdini si apatrizi in institutiile de invatamant din
Republica Moldova. Ord. nr. nr. 171 din 13 martie 2006

2003-2010 Sef-adjunct Sectia studenti de peste hotare, USMF |, Nicolae
Testemitanu”.
1998-2005 Membru al Comisei tehnice a Comisiei de Admitere, USMF ,,Nicolae

Testemitanu”.

1997-prezent

Asistent universitar, Catedra de Anatomie si anatomie clinica,
Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”, bd.
Stefan cel Mare si Sfant, 165, MD-2004, Chisinau, Republica Moldova .

Tipul activititii sau sectorul de activitate:

Didactic, stiintific, administrativ

Educatie si formare

Perioada Institutia, specialitatea Calificarea
2006-2008 Rezidentiat in Neurologie, USMF , Nicolae | Diploma de licenta in
Testemitanu”. Neurologie
1997-1999 Masterat la catedra de anatomie a omului, Diploma de master in
USMF , Nicolae Testemitanu”. anatomie
1991-1997 Universitatea de Stat de Medicina si Diploma de doctor medic
Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”, Chisinau.
1989-1991 Scoala medicala, or. Orhei, Republica Diploma de asistent
Moldova. medical
Stagii:
lunie 2003 Cursul: Initiere in psihopedagogie Chisindu.
Martie 2009 Cursuri de perfectionare la Anatomie, UMF ,,Victor Babes”, Timisoara,
Romania
Mai 2010 Cursuri de perfectionare in neurologie, Chisinau,
Martie 2018 Cursuri de perfectionare la Anatomie, UMF ,,.Gheorge T. Popa”, Iasi,
Romania;
Septembrie 2018 | Cursul ,,Moderne ausbildung und verbesserung der lehre an der

staatlichen universitat fur medizin und pharmazie ,,Nicolae Testemitanu”,
Moldova Institut Leipzig;

Noiembrie 2018

Cursul ,,Invatarea bazati pe probleme”, Moldova Institut Leipzig;

August 2019

Cursul: Dezvoltarea gindirii strategice. Institutul de Stiinte penale si
criminologie aplicatd. nr.2-23/8/0918-23

Domeniile de interes stiintificc Anatomie umand sectionald, radiologica, variationald,
sanogeneza, limfologie, culturi celulare, medicina regenerativa, imunohistochimie.

Participari la foruri stiintifice (nationale si internationale):

- Conferintele stiintifice anuale ale colaboratorilor IP USMF ,,Nicolae Testemitanu”, Chisinau,

1999-2021,
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Congresul consacrat aniversarii a 75-a de la fondarea USMF ,Nicolac Testemitanu”,
Chisinau, 2020;

International Scientific Conference ”Actual Issues of Morphology”, Chisinau, 2020;

International Scientific Conference ,,Actual issues of morphology”, Chisinau, 2015;

Al XXXV-lea Simpozion National de Morfologie Normald si Patologica; Al IV-lea
Simpozion de Morfologie Microscopica. Craiova, 2004;

Lucriri stiintifice | 37 publicatii stiintifice si metodico-didactice, inclusiv 8 la tema tezei

Apartenenta la societati/asociatii stiintifice nationale, internationale

1997 — prezent Membru al Asociatiei Stiintifice de Morfologie din RM;

Limba materna Romana

Competente lingvistice: Engleza (B2), Rusa (C2), Franceza (A2)

Competente si abilitati sociale, aptitudini organizatorice

spirit de echipa, abilitati de lucru in echipa, bund capacitate de comunicare si convingere,
capacitate de analiza si sinteza, responsabilitate, abilitati de comunicare si decizie, abilitati de
organizare, motivare si control
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