Scoala doctorala in domeniul Stiinte medicale

Cu titlu de manuscris

C.Z.U: 611.018.4:616.718.5-089.843/.844(043.2)

STOIAN Alina

PREPARAREA ALOGREFELOR OSOASE PE PEDICUL
VASCULAR - STUDIU EXPERIMENTAL

321.18 ORTOPEDIE SI TRAUMATOLOGIE

Rezumatul tezei de doctor in stiinte medicale

Chisinau, 2024



Teza a fost elaboratd in cadrul Laboratorului de Inginerie tisulara si culturi celulare si Catedra de

ortopedie si traumatologie a USMF ,Nicolae Testemitanu” din Republica Moldova.

Conducator 7
Verega Grigore b
dr. hab. st. med., conferentiar universitar semndtura
Conducitor prin cotutela P
Nacu Viorel AF

dr. hab. st. med., profesor universitar semndatura

Membrii comisiei de indrumare: LA : -

Croitor Gheorghe

dr. hab. st. med., conferentiar universitar semndtura
Capros Nicolae 1k

dr. hab. st. med., profesor universitar semndtura
Cociug Adrian P ...
dr. st. med., asistent universitar semnatura

Sustinerea va avea loc la data de 06.11.2024, ora 14:00, in incinta USMF ,,Nicolae Testemitanu”,
bd. Stefan cel Mare si Sfant, 165, biroul 205, in sedinta Comisiei de sustinere publica a tezei de
doctorat, aprobata prin decizia Consiliului Stiintific al Consortiului din 26.06.2024 (proces verbal
nr. 46).

Componenta Comisiei de sustinere publica a tezei de doctorat:

Presedinte:
Topor Boris,

dr. hab. st. med., profesor universitar
Secretar:

Pulbere Oleg,

dr. st. med., conferentiar universitar
Membrii:

Verega Grigore,

dr. hab. st. med., conferentiar universitar

Nacu Viorel,

dr. hab. st. med., profesor universitar
Referenti:

Capros Nicolae,

dr. hab. st. med., profesor universitar

Buzu Dumitru,
dr. st. med.

Verestiuc Liliana,

dr. ing. mater., profesor universitar

Autor
Stoian Alina

semndatura

e =

semnatura

semnatura

_—

77 =
semndtura

semnatura

semnatura

semndatura

Seriezz/

semnatura

© Stoian Alina, 2024



CUPRINS

INTRODUCERE
CONTINUTUL TEZEI

1. ROLUL INGINERIEI TISULARE iIN OBTINEREA ALOGREFELOR
2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

3. REZULTATELE STUDIULUI

CONCLUZII GENERALE

RECOMANDARI PRACTICE

BIBLIOGRAFIE

LISTA PUBLICATIILOR AUTORULUI LA TEMA TEZEI
ADNOTARE

ANNOTATION

AHHOTALIMS

~N OO O W

10
15
15
16
18
22
23
24



INTRODUCERE
Actualitatea si importanta subiectului studiat
Defectele osoase de diferitd origine inifiazd la nivelul organismului uman mecanisme
naturale de regenerare si de cele mai multe ori suficiente pentru recuperarea golului osos de
dimensiuni mici [1]. Procesul de remodelarea osoasa este calificat drept unul din cele mai
complexe mecanisme. Celulele osoase avand o comunicare complexa intre ele, orchestreaza in
mod perfect procesele de vindecare (consolidare) osoasd, adaptarea mecanica a scheletului si
desigur reglareaza homeostazia calciului [2]. Cu toate acestea, tratamentul defectelor osoase
devine o adevarata provocare atunci cand vorbim despre defectele osoase masive, in special cele
dupa traumatisme grave, formatiuni tumorale masive, procese infectioase localizate i agresive sau
defectele osoase congenitale. Pentru astfel de diagnostice, metodele traditionale de tratament sunt
la ordinea de zi [3, 4, 5, 6, 7]. Cu toate acestea, pentru defectele osoase ce depasesc lungimea de
4-5 cm, procedurile de grefare osoasa utilizate la moment pot fi insuficiente [8, 9]. Cererea crescuta
pentru interventiile de recuperare a defectelor osoase de diferitd etiologie, imbunatatirea
abordarea problemei date la un alt nivel [1, 10, 11]. Materialul ideal pentru constructia osoasa ar
trebui sa reprezinte un material biocompatibil, biodegradabil, osteoconductor, osteoinductiv si cu
proprietati mecanice favorabile, iar avantajele utilizarii matricei extracelulare (MEC) naturale
includ in primul rind asemanarea lor in morfologie si structura tridimensionala cu cea a tesutul
0s0s nativ[12, 13]. Ingineria medical in acest moment are un impact urias asupra transplantului de
organe si tesuturi, promitdnd dezvoltarea obtinerii si utilizarea pe scara largd a MEC de diferita
origine care vor oferi posibilitatea inlocuirii oricdrui organ sau segment de organ nefunctional [11].
Scopul ingineriei tesutului osos este de a regenera/repara tesutul cu ajutorul unei grefe (naturale
sau sintetice) biocompatibild si biodegradabild. Luand in considerare cd osul este un tesut foarte
bine vascularizat, iar toate etapele sale de regenerare (dezvoltarea, maturarea, remodelarea) depind
de o reglare strictd a aportului de sange, este foarte important elaborarea de strategii care sa
urmireasci vascularizarea rapida si eficientd a grefei implantate [14, 15]. Tn Republica Moldova
necesitatile de grefe osoase depasesc de 1,4 ori disponibilitatea. Chiar mai mult, conform unui
sondaj efectuat pe 161 de medici specialisti, dintre care 75 ortopezi-traumatologi din 16 institutii
medicale diferite, se determind o necesitate crescutd a grefelor osoase prelucrate prin altd metoda
decat cea de congelare [16, 17].
Scopul studiului
Elaborarea protocolului universal de decelularizare a tesuturilor cu divers grad de
mineralizare Tn scopul obtinerii grefelor osoase compozite vascularizate cu calitdti imunogene
minime.
Obiectivele studiului
1. Elaborarea eseului chirurgical pentru obtinerea grefei osoase vascularizate a osului tibial la
animale de laborator;
2. Elaborarea protocolului de decelularizare a grefelor osoase (os tibial) cu pastrarea sursei de
vascularizare;
3. Testarea eficacitatii metodei de decelularizare a grefelor osoase prin metode calitative (H&E,
DAPI, SEM) si cantitative (cuantificarea ADN-ului);
4. Determinarea biocompatibilitatii matricelor extracelulare osoase vascularizate prin
recelularizarea in vitro utilizand diferite tipuri de celule.
Metodologia cercetarii stiintifice
Pentru realizarea scopului lucrarii, am initiat un studiu experimental preclinic care a avut
la baza 2 elemente majore: cererea crescutd fata de transplantul osos vs evolutia domeniului de IT.
Acest studiu experimental a fost efectuat pe probe biologice preluate de la animale de laborator
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(porci) si are la baza mostre de tesut moale si tesut dur (vase sanguine de origine porcina de trei
diametre diferite, periost, grefe osoase avasculare, grefe osoase compozite vascularizate).
Obiectivele studiului au fost atinse realizand urmatorii pasi: (1) s-a elaborat eseul chirurgical de
disectie chirurgicala cu obtinerea grefelor osoase pe pedicul vascular; (2) s-a ajustat si testat un
protocol descris pentru decelularizarea grefelor osoase mici pe grefe vasculare de calibru mare,
mediu, mic, pe grefe osoase avasculare mari (corticale si spongioase), si pe grefe osoase compozite
vascularizate; (3) s-a apreciat eficacitatea protocolului de decelularizare prin testele calitative si
canticative; (4) s-a testat biocompatibilitatea MEC vasculare, MEC osoase avasculare si a matricei
extracelulare osoase composite vascularitate (MECOvV) prin recelularizarea in vitro utilizand
diferite tipuri de celule.

Decelularizarea grefelor de tesut moale si dur a fost posibila utilizind un protocol care a
inclus: o solutie izotonica (0.1 % acid etilendiaminotetraacetic, EDTA + solutie tampon salind cu
fosfat, PBS), un agent de chelare (0.1 % EDTA + solutie tampon tris aminometan, TRis buffer),
un detergent (0.5 % dodecil sulfat de sodiu, SDS) si o solutic enzimatica (300 U/ml
deoxiribonucleaza, DNaza). Pentru eliminarea celulelor din tesuturi s-a utilizat decelularizarea
staticd pentru grefele vasculare si cele osoase avasculare, iar grefele osoase compozite
vascularizate au fost procesate prin perfuzarea solutiilor utilizind doua cai de perfuzie: (1)
perfuzarea prin pediculul vascular si (2) perfuzarea solutiilor prin diafiza osului. De asemenea, a
fost testata eficacitatea decelularizarii la cresterea concentratiei detergentului (SDS) de la 0.5% la
1%. Pentru aprecierea eficacitatii protocolului de decelularizare, s-a efectuat analiza calitativa a
probelor de tesut moale si dur (coloratia histologica Hematoxilind si Eozind, H&E si 4°, 6-
diamidino-2-fenilindol, DAPI), iar analiza cantitativa a procesului de decelularizare a fost
efectuata pe baza cuantificarii ADN-ului pentru grefele osoase avasculare si cele vascularizate.
Pentru aprecierea schimbarilor microscopice ce au avut loc la nivelul componentei osoase a
MECOV s-a efectuat microscopia electronica prin scanare (SEM) a mostrelor de os cortical si
spongios nativ vs decelularizat.
in vitro a MEC obtinute, a fost efectuatd prin utilizarea celulelor endoteliale umane venoase
ombilicale (HUVEC) pentru grefele vasculare si respectiv utilizarea celulelor mezenchimale stem
de origine alogend, din maduva osoasd (de origine porcind) pentru grefele osoase simple
(avasculare) si cele vascularizate.

Analiza probelor histologice si culturilor celulare s-a efectuat utilizand microscopul optic,
microscopul fluorescent si stereo microscopul. Datele, au fost colectate si prelucrate cu ajutorul
programului Excel din Microsoft Office versiunea 2017. Cu ajutorul aceluiasi program, variabilele
continue au fost exprimate ca medie + DS. Prelucrarea statistica a fost efectuata cu ajutorul
programului SPSS (versiunea 17.0). Compararea si aprecierea diferentelor statistice semnificative
intre valorile medii ale parametrilor evaluati s-a efectuat cu ajutorul testului parametric
independent t-Test. Valoarea p s-a interpretat ca semnificativ statistic pentru p=<0.05.

Studiul a fost aprobat de Comitetul de Etica a Cercetarii USMF ,,Nicolae Testemitanu”, cu
emiterea avizului favorabil nr. 71 in data de 21.05.2018. Studiul dat a fost efectuat in cadrul
Laboratorului de Inginerie tisulara si culturi celulare a USMF ,,Nicolae Testemitanu”, Chisinau,
Republica Moldova si Laboratorului de cercetare Leibniz de biotehnologie si organe artificiale
(LEBAO), Scola de Medicina din Hannover (MHH), Germania, in perioada anilor 2017-2022.
Noutatea si originalitatea stiintifica a rezultatelor obtinute

Noutatea stiintifica a lucrarii consta in elaborarea unui protocol universal de decelularizare.
Un protocol universal din considerentele ca poate fi aplicat pentru decelularizarea de tesut dur si
tesut moale. Produsul final la obtinerea unui astfel de protocol a fost o MECOv, biocompatibila in
vitro, vascularizata de catre pediculul sau vascular. Elementul de baza al studiului a fost nu doar



eliminarea componentelor imunogene din compartimentul 0sos, vascular si periostal a grefei, dar
si obtinerea unei MEC vasculara si osoasa calitativa, adica cel putin biocompatibild din punct de
vedere morfologic si functional. Biocompatibilitatea MEC obtinute a fost demonstrata prin
recelularizarea in vitro a MEC cu diferite tipuri de celule.
Importanta teoretica si principalele rezultate stiintifice

(1) a fost elaborat eseul chirurgical de obtinere a unei alogrefe osoase de os tibial in complex
cu sursa proprie vasculard pentru ulterioara decelularizare. In premiera aceast model de grefa a
fost utilizata ca materie prima pentru obtinerea matricei extracelulare naturale; (2) s-a elaborat si
testat protocolul universal de decelularizare pentru obtinerea MEC osoase compozite
vascularizate; (3) s-au analizat modificarile microscopice (SEM) ce au loc la nivelul osului cortical
si spongios dupa procesare/decelularizare; (4) s-a reusit obtinerea alogrefelor/MECOv,
biocompatibile, ceeca ce denota functionalitatea protocolului universal testat; (5) S-a reusit
recelularizarea MEC obtinute prin insamantarea diferitor tipuri de celule (HUVEC pentru MEC
vascuare si BM-MSC pentru MEC osoase).
Valoarea aplicativa a cercetarii

Studiul efectuat, reprezinta un argument pozitiv la intrebarea daca putem sau nu utiliza un
protocol universal de decelularizare in vederea obtinerii MEC osoase compozite vascularizate
(tesut dus + tesut moale). Astfel, putem considera rezultatele obtinute o puternica baza stiintifica
in elaborarea ulterioara a planului de actiune pentru proiectele de cercetarea in alotransplantul 0sos
vascularizat pe baza studiilor in vivo, utilizand MECOv obtinuta prin IT.
Implementarea rezultatelor cercetarii

Rezultatele obtinute au fost utilizate in cadrul altui studiu experimental in vivo — ,,Plastia
defectelor osoase vaste prin allogrefaj osos vascularizat decelularizat inclus in circuitul vascular
adoptiv”. Astfel, preconizam implementarea in cadrul Laboratorului de Inginerie tisulara si culturi
celulare a USMF , Nicolae Testemitanu”, a unui nou protocol de decelularizare pentru grefele
osoase compozite vascularizate.
Aprobarea rezultatelor stiintifice
Rezultatele studiului, au fost prezentate la urmatoarcle manifestari stiintifice: MedEspera
International Medical Congress for Students and Young Doctors, Chisinau, Moldova, 3-5 mai,
2018. Conferinta stiintifica anuala a cadrelor stiintifico-didactice, doctoranzi, masteranzilor,
rezidentilor si studentilor, USMF ,, Nicolae Testemitanu”. Chisindu, Republica Moldova, 16-18
octombrie 2019. 11" BAPRAS Congress, 12" National Congress of RSSH and 13" National
Congress of RSRM, Cluj-Napoca, Roménia, May 9-11, 2019. MedEspera International Medical
Congress for Students and Young Doctors, Chisinau. Moldova, 24-26 septembrie, 2020.
Conferinta stiintifica anuald a cadrelor stiintifico-didactice, doctoranzi, masteranzilor,
rezidentilor si studentilor, USMF ,, Nicolae Testemitanu”. Chisinau, Republica Moldova, 20-22
octombrie 2021. International european conferince on interdisciplinary scientific research.
Warsaw, Poland, August 8-9, 2021. 19" National Congress of the Romanian Association of Plastic
Surgeons, 14" National Congress of the Romanian Society of Reconstructive Microsurgery, 13™
National Congress of the Romanian Society for Surgery of the Hand. Timisoara, Romania, April
28-30, 2022. Conferinta stiintifica nationala a ortopezilor si traumatologilor din Republica
Moldova, editia a XVIII-a ,,Leziunile locomotorului — principii minim invasive de tratament”.
Chisinau, Republica Moldova, 25 iunie 2022. National Scientific Conference with International
Participation ,, Cells and tissues transplantation. Actualities and perspectives” dedicated to the
10 anniversary of the founding of the Human Tissue and Cells Bank and to the 15" anniversary of
the founding of the Laboratory of Tissue Engineering and Cells Culture of ,, Nicolae Testemitanu”



State University of Medicine and Pharmacy. Chisinau, Republic of Moldova, March 17-18" 2023.
6" International Conference on Nanotechnologies and Biomedical Engineering — ICNBME-2023.
Chisinau, Republic of Moldova, September 20-23, 2023.
Publicatii pe tema cercetarii

La tema de cercetare au fost publicate 18 lucrari stiintifice, inclusiv: articole in reviste
internationale cu IF — 2, articole Tn culegeri indexate in SCOPUS — 3, articole in reviste national
B+ — 1, materiale/teze la conferinte internationale — 3, materiale/teze la conferinte internationale
organizate in Republica Moldova — 2, materiale/teze la conferinte (conferinte nationale) — 7. Tn
perioada de cercetare au fost obtinute 2 certificat de inovator.
Structura tezei

Lucrarea este expusa pe 143 pagini si include: cuprins, lista abrevierilor, 13 tabele, 45 de
figuri, introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari practice. Lucrarea se finiseaza cu
lista de referinte alcatuita din 257 titluri, 2 anexe, CV-ul autorului si declaratia autorului privind
asumarea raspunderii. Cuvintele-cheie: alogrefa osoasa, alogrefa compozitd, alogrefa
vascularizatd, decelularizare, inginerie tisulard, matrice extracelulard, recelularizare,
biocompatibilitate.

CONTINUTUL TEZEI

1. Capitolul ROLUL INGINERIEI TISULARE iN OBTINEREA ALOGREFELOR
reprezintd o vastd analiza a publicatiilor de specialitate in vederea metodelor de obtinere a MEC
vasculare i osoase. Se trec prin revista notiunile de baza pentru o MEC calitativa, precum si
problemele cele mai acute intalnite la transplantarea in vivo a MEC naturale.

Ingineria tisulara reprezinta o ramura promitatoare, cu evolutie uimitoare 1n ultimii ani care
are ca scop regenerarea tesuturilor [15, 18, 19, 20]. Prin utilizarea nanotehnologiilor, tehnicilor de
bioprintare 3D, multiplelor tipuri de celule (stem) si desigur prin utilizarea MEC, IT are ca scop
final crearea grefelor de tesut pentru utilizarea efectiva a terapiei de inlocuire a organelor sau
segmentelor nefunctionale, prin suplinire sau regenerare celulara [21, 22, 23, 24]. Decelularizarea
organelor, segmentelor de organe si tesuturilor asigurd obtinerea schelelor tridimensionale
acelulare ce por fi utilizate ulterior ca materie prima in reconstructie [25, 26]. La moment,
problema defectelor masive de os reprezinta unul din pilonii de baza in cauzarea handicapului
functional [21]. Standardul de aur care reprezinta grefa autologa, reprezinta o combinatie perfecta
dintre MEC mineralizatd, maduva osoasa si celule osteogenice, formand in asa mod cel mai
osteogenic material disponibil, cu proprietdti osteoinductive si osteoconstructive. Totusi,
cantitatea disponibila de astfel de material biologic este limitatd [27, 28, 29]. MEC de origine
natural reprezintd o carcasa biologica ideald pentru aderenta, cresterea si diferentierea celulelor
noi in procesul de remodelarea diferitor tipuri de tesuturi sau organe atat ex vivo cat si in vivo [30,
31, 32]. in prezent, mai mult tehnici, impreuna cu avantajele si dezavantajele sale sunt utilizate
pentru obtinerea decelularizarii tesutului osos [33, 34]. Competenta eliminarii celulelor dintr-un
organ/segment este bazata pe abordari fizice, chimice sau enzimatice. Procesul de decelularizare
are la baza de cele mai multe ori combinarea acestor 3 metode pentru a obtine rezultatul final dorit
[35, 36]. Dezvoltarea protocoalelor de obtinere a MEC corecte, cu ulterioara recelularizare ar
permite evolutia la un alt nivel a medicinei regenerative, care in combinatie cu progresele tehnice
ar permite pentru viitor crearea MEC personalizate.

Eficacitatea decelularizarii se refera nu doar la inlaturarea componentelor celulare, dar si la
pastrareca MEC. Biocompatibilitatea MEC reprezinta una din caracteristicile de baza a unei matrice
aplicabile [37]. Importanta de baza a proceselor de decelularizare este indepartarea elementelor
imunogene din alogrefe sau xenogrefe cu pastrarea intacta a componentelor MEC, astfel incat sa
reducem la minim eliberarea moleculelor asociate leziunilor dupa transplantare. Pot spune cu
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certitudine cd interactiunea dintre antigeni si anticorpi in momentul transplanturilor unei MEC
deteriorata, insuficient decelularizata, toxica sau sterilizatd insuficient, activeazd in continuare
cascada imuna si creeazi un cerc vicios ce se finalizeazi cu esecului transplantarii. In pofida
rezultatelor incurajatoare privind aplicabilitatea MEC, imunogenicitatea lor poate fi o bariera ce
necesitd abordata. Recunoasterea factorilor care contribuie la imunogenitatea MEC ne va permite
sa gasim solutii pentru fabricarea de schele cu biocompatibilitate buna in vivo care ar putea fi
considerate aplicabile pentru transplantarea in viitorul apropiat [38, 39].

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Lucrarea data, relateaza un studiu experimental preclinic, efectuat pe probe biologice
prelevate de la animale de laborator (porci). Studiul dat a fost efectuat in cadrul Laboratorului de
Inginerie tisulara si culturi celulare USMF ,,Nicolae Testemitanu”, Chisinau, Republica Moldova
si Laboratorului de cercetare Leibniz de biotehnologie si organe artificiale (LEBAO), Scola de
Medicina din Hannover (MHH), Germania, in perioada anilor 2017-2022. Materialul biologic
(grefele vaculare, grefele osoase avasculare, grefele osoase compozite vascularizate) a fost colectat
de la animale de laborator, porci (femele si masculi) cu o varsta de aproximativ 3 luni, cu 0 masa
corpolala 35-40 kg. Obiectivul de bazd a capitolului dat, reprezintd descrierea detaliata a
materialului si metodelor care au fost utilizate pe parcursul studiului experimental de obtinere a
MECOV prin descrierea: (i) eseului chirurgical de obtinere a grefelor vasculare, grefelor osoase
avasculare (corticale si spongioase) si a grefelor osoase pe pedicul vascular; (ii) protocolului de
decelularizare utilizat; (iii) metodelor calitative si cantitative utilizate la testarea eficacitatii
(vasculare si osoase).

Eseul chirurgical

Membrului posterior la purcel, in prima ord dupa eutanasiere a fost ghidata de reperele
anatomice descrise n literatura de specialitate [40, 41]. Disectia a fost efectuata pe 8 membre
posterioare, de la 8 purcei diferiti. cu respectarea regulilor de asepsie si antisepsie. In urma disectiei
am colectat grefe vasculare cu diametru diferite, grefe osoase avasculare si grefe osoase
vascularizate. Pentru a testa functionalitatea pediculului vascular al grefei osoase vascularizate si
pentru a selecta dimensiunile exacte a componentei osoase, am perfuzat grefa osoasa cu o solutie
ce contine albastru de metilen pentru 24 h, cu ajutorului perfuzomatului. Astfel, am obtinut in final
o grefd de os tibial cu o lungime de aproximativ 5 cm, vascularizata de propriu pedicul vascular,
artera nutritiva - ramura arterei poplitee

In vederea eliminarii confuziei, intrucat majoritatea datele din literatura utilizeaza termenul
de ,,vase sanguine cu diametru mic” pentru arteriole, voi utiliza combinatia de cuvinte ,,vas cu
diametru mare” pentru artera carotida, ,,vas cu diametru mediu” pentru artera femurala si ,,vas cu
diametru mic” pentru artera tibiala caudald. Consider aceasta clasificare reald, deoarece in unele
surse, clasificarea arterelor dupa diametru utilizeaza termenul de ,,vas de calibru mic” pentru
vasele cu un diametru de la 0.3 mm pana la 10 um. Grefele vasculare si osoase colectate pentru
studiu sunt prezentate in figura 1.
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Figura 1. Lotul de grefe utilizate in studiu pentru decelularizare. (A) vas calibru mare,
artera carotida, (B) grefele vasculare calibru mediu si mic, artera femurald superficiala si artera
tibiala caudala, (C) grefele osoase avasculare, (D) grefa osoasa compozita vasularizata.

Protocolul de decelularizarea

Grefele vasculare si cele osoase au fost prelucrate dupa urmatorii pasi: 1h - solutie isotonica,
care s-a obtinut din diluarea a 0.5 ml de 0.5 mM (echivalentul a 0.1 g de 372.24 g/mol) EDTA
(acid etilendiaminotetraacetic/Ethylenediamine tetraacetic acid) pentru 100 ml solutie PBS
(solutie tampon salina cu fosfat/Phosphate Buffered Saline); 16 h - o solutie ce contine un agent
de chelare, care s-a obtinut din diluarea a 0.5 ml de 0.5 mM (echivalentul a 0.1g de 372.24 g/mol)
EDTA pentru 100 ml TRis buffer 10 mM cu ph 7.5; 1 h - solutie PBS; 24 h - cu o solutie ce contine
un detergent anionic obtinutd prin dizolvarea a 0.5 gr SDS (Dodecil sulfat de sodiu/Sodium
dodecyl sulfate) in 100 ml Tris buffer 10 mM cu ph 7.5; 7 h - PBS, cu schimbarea solutiei la fiecare
1h; 24 h - o solutie ce contine un detergent non-ionic care s-a obtinut prin diluarea a 1 ml Triton
X-100 pentru 100 ml Tris buffer 10 mM cu ph 7.5; peste noapte - PBS, cu schimbarea solutiei de
7 ori in prima ora; 48 h - DNaza 300 U/ml, la 37°C, solutia fiind schimbata la fiecare 24h, DNaza
300 U/ml s-a obtinut prin diluarea a 1 mg DNaza cu activitatea de 5279 U/mg in 17,5 ml PBS si
17.5 ul 1 M MgCI2.

Pentru grefele osoase vascularizate, in a 8-a etapa de prelucrare a grefei, unde s-a utilizat
solutia enzimatica, am aplicat masuri de rationalizare a costurilor cercetarii (micsorarea vVolumului
solutiei utilizate) si de reducere a numarului de animale necesare studiului (utilizarea replicatelor
tehnice). Astfel, am colectat 3 probe de os din segmentul spongios al grefei si 3 probe de os din
segmentul cortical (dimensiunile grefei au permis acest lucru). Replicatele tehnice au fost colectate
cu ajutorul beschiei manuale si plasate in tuburi de 50 ml, la 37°C, fiind supuse prelucrarii
enzimatice cu ajutorul unui agitator digital tip rulou. Ulterior, probele au fost examinate calitativ
si cantitativ. Grefa ramasa a fost depozitata la 4°C in solutie PBS + antibiotic pentru examinari
ulterioare. Solutia a fost schimbata la fiecare 24 h pentru grefele care au necesitat o pastrare mai
indelungata.

Decelularizarea statica, utilizand un agitator digital cu miscari oscilante a fost utilizata pentru
grefele vasculare, si un mixer de tip rulou pentru grefele osoase avasculare. Decelularizarea prin
perfuzie a fost utilizata pentru prelucrarea grefei osoase compozita vascularizata, solutiile au fost
perfusate prin pediculul vascular vs diafiza utilizand pompa peristaltica cu un circuit inchis a
solutiilor si cu o viteza de 15 ml/h. Metodele utilizate fiind prezentate in figura 2.



Figura 2. Procesul de decelularizarea. (A) decelularizarea statica, (B) decelularizarea dimanica
cu perfizarea solutiilor prin artera poplitee, (C) decelularizarea dinamica cu perfuzarea solutiilor

prin diafiza osului tibial.

Aprecierea eficacitatii decelularizarii

Eficacitatea protocolului de decelularizare a fost testata cu ajutorul examindrii histologice
calitative si cantitative, precum si a testului de biocompatibilitate in vitro. Dupa finisarea
decelularizarii, grefele vasculare, periostul si grefele osoase avasculare au fost examinate calitativ.
Pentru examinarea histologica calitativi am efectuat coloratia H&E si coloratia DAPI care a
permis vizualizarea nucleilor celulari si a ADN-ului. Histologia am efectuat-o in paralel pentru
probele de tesut decelularizat vs tesut nativ. Tesutul nativ I-am colectat de la aceeasi grefa pana la
inceperea procesului de prelucrare si, a fost utilizata ca probad de control. Pentru grefele osoase
avasculare am efectuat aditional testul de cuantificare a ADN-ului. Grefele osoase vascularizate
le-am examinat cantitativ (cuantificarea ADN-ului) si calitativ (SEM) separat pentru segmentul
cortical a grefei si segmentul spongios (nativ vs decelularizat). Testul de biocompatibilitate in vitro
I-am efectuat pentru MEC vasculara, MEC osoasa avasculara si MECOv.
Testul de biocompatibilitate

Biocompatibilitatea prin recelularizarea in vitro a fost testata pentru MEC vaculara, MEC
osoasd avasculare si MECOv. Pentru recelularizare, diferite tipuri de culturi celulare au fost
utilizate. Testul de biocompatibilitate a MEC vasculare a fost efectuat cu ajutorul celulelor
endoteliale umane ombelicale (HUVEC). Celulele HUVEC utilizate in acest studiu au fost
transpuse prin transductie lentivirald cu proteina fluorescenta verde (GFP) pentru vizualizare la
microscopul fluorescent, crioconservate si pastrate la -80°C. Recelularizare MEC osoase a fost
efectuata cu ajutorul celulelor mezenchimale stem alogene din maduva osoasa de origine porcina
(BM - MSC). Celulele BM - MSC au fost colorare cu PKH26 pentru vizualizare lor la microscopul
fluorescent (figura 3). MEC au fost preconditionate pentru 72 h in mediu celular specific la 37°C
panad la insamantarea celulelor.

Figura 3. Celule stem primare (BM MSC). Coloratia PKH26. (A) imaginea celulelor obtinute
in cdmpul luminos. (B) imaginea celulelor obtinute in cAmpul Cy3 (ofera o culoare aurie

celulelor colorate PKH26). (C) Campurile suprapuse (luminos + Cy3). Scala. A, B, C: 50 um



3. REZULTATE STUDIULUI

Rezultatele testului de permeabilitate vasculara pentru grefa osoasa vascularizata

Aceasta metoda de testare a functionalitatii pediculului vascular a fost utilizata pentru a
evalua perfuzia segmentului osos specific pediculului vascular intr-un mediu controlat in vitro,
ceea ce Inseamna ca dimensiunile grefei osoase au fost ajustate in dependenta de gradul de colorare
in albatru a grefei. A fost pastrata zona colorata cel mai accentuat (figura 4).

Figura 4. Rezultatele testului de perfuzie arteriala. (A) prima ora de la perfuzia solutiei pe
baza de albastru de metilen. (B) parametrii perfuzomatului. (C) ajustarea dimensiunilor

componentei osoase a grefei la 24 h dupa perfuzie.

Examinarea histologica (H&E si DAPI)

Coloratia histologica H&E si DAPI a demonstrat eficacitatea protocolului de decelularizare
prin inlaturarea efectiva a nucleilor celulari in grefele vasculare (diametru mare, mediu si mic) si
n grefele osoase avasculare corticale si spongioase. De asemenea, coloratia DAPI a prezentat lipsa
materialului de ADN in toate grefele procesate. Tote acestea in conditiile pastrarii integritatii MEC
vasculare si osoase (figura 5, figura 6, figura 7).
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Figura 5. Grefa vasculara nativa vs decelularizata. Coloratia H&E. (A, B, C) grefele
vasculare native. (a, b, ¢) grefele vasculare decelularizate. (A, a) artera carotida. (B, b) artera
femurala superficiala. (C, c¢) artera tibiala caudala. Scala. A, B, a: 200 um; b: 100 um;

C, ¢: 500 um
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Figura 6. Grefa osoasa nativa vs decelularizata. Coloratia DAPI. (A, B, C) grefele vasculare

native. (a, b, ¢) grefele vasculare decelularizate. (A, a) artera carotida. (B, b) artera femurala

superficiala. (C, c) artera tibiald caudala. Scala. A, B, C, a, b, ¢: 100 um

Figura 7. Grefa osoasa nativa vs decelularizata. Coloratia H&E si coloratia DAPI. (A, B, C)
grefa nativa. (a, b, c) grefa decelularizata. (A, a) coloratia H&E grefa corticala. (B, b) coloratia
H&E grefa spongioasa. (C, c) coloratia DAPI grefa cortico-spongioasa. Scala. A, B, a: 50 um; b:
20 um; C, ¢:100 um

Microscopia prin scanare electronica

Analiza imaginilor obtinute la SEM, arata ca procesul de decelularizare nu a modificat in
mod semnificativ structura MEC osoase corticale, confirmand eficacitatea si conservarea
integritatii structurale al osului in timpul tratamentului de decelularizare. In ceea ce priveste
probele osoase spongioase, s-a constatat ca acestea sunt mai sensibile la procesarea de
decelularizare. Aceasta sensibilitate s-a manifestat prin prezentarea suprafetelor mai rugoase la
probele procesate in comparatie cu probele native de os spongios. In plus, structura osoasa si-a
pierdut uniformitatea conturului pe intreaga suprafatd examinata, indicdnd o modificare a
aspectului microstructural al tesutului 0S0s spongios in urma procesului de decelularizare.
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Imaginile obtinute la SEM pentru osul cortical si spongios navite vs decelularizate, sunt prezentate
in figura 8.

Figura 8. Grefa osoasa corticala si spongioasa nativa vs decelularizata. SEM. (A) os cortical
nativ, (a) os cortical decelulaizat. (B) os spongios natic, (b) os spongios decelularizat.
Scala. A, B, C, D: 100 um

Cuantificarea AND-ului

Analiza statistica a rezultatelor obtinute, a demonstrat o scadere nesemnificativ statistic dupa
decelularizare al ADN-ului in toate grefele pentru componenta corticald (p>0.05, II 95%) si o
scadere semnificativ statistic al ADN-ului pentru componenta spongioasa (p<0.05, i1 95%). Toate
datele obtinute la masurarea ADN-ului sunt prezentate in tabelul 1.

Alte concluzii preliminare dupa analiza rezultatelor sugereaza ca comparativ cu osul
spongios nativ, osul cortical nativ contine o cantitate mult mai mica de ADN, chiar mai mult, in
unele cazuri cantitatea ADN-ului Tn osul nativ cortical a fost mai mica decat in osul spongios
decelularizat. Astfel, pot spune ca eliminarea ADN-ului din componenta corticala poate fi
considerata mai putin importanta decat eliminarea ADN-ului din componenta spongiosa.

Deoarece literatura nu furnizeaza date precise despre raportul dintre cantitatea ADN-ului
prezent in grefa transplantatd si raspunsul imun provocat, presupunem cd cantitatea de ADN
ramasa 1n grefa compozitd vascularizata decelularizata poate fi insuficientd pentru a declansa un
raspuns imun si, implicit, o rejectie acutd sau cronica a implantului osos compozit vascularizat. Cu
toate acestea, confirmarea definitiva a acestui lucru poate fi obtinuta doar in urma studiilor in vivo.

In ceea ce priveste rezultatele care indica o crestere nesemnificativa a cantititii de ADN in
componenta corticald a grefei compozite la perfuzarea solutiilor de decelularizare prin artera
poplitee, presupun ca aceaste rezultate nu reprezinta o eroare. Pentru 3 grefe diferite, prelevate de
la 3 animale diferite, decelularizate cu perfuzarea solutiilor prin artera poplitee, am determinat
cresterea nesemnificativa a ADN-ului in zona corticala la 2 grefe. Acest fenomen poate fi explicat
prin spalarea celulelor/componentelor celulare de-a lungul structurii osoase, ceea ce a condus la
migrarea ADN-ului din regiunea spongiosa in timpul prelucrarii grefei.
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Avand in vedere consideratiile de mai sus, presupun ca modalitatea de perfuzare a solutiilor
de decelularizare prin artera poplitee, ofera un rezultat mai bun la indepartarea ADN-ului din grefa
0soasa vascularizata dupa decelularizare.

Tabelul 1. Cuantificarea ADN-ului pentru grefele osoase.

Tipul de tesut Concentratia de ADN (pg/mg), media
triplicatelor tehnice
Proba | | Proball | Proballl
Cuantificarea AND-ului pentru grefa cortico-spongioasa avasculara
0s cortico-spongios nativ 3.964 4.547 4.868
0s cortico-spongios decelularizat 3.156 3.676 4.01
Cuantificarea AND-ului pentru MECOv decelularizati dupi perfuzarea prin artera
poplitee
NATIV cortical 1.015 2.647 3.835
spongios 9.978 6.654 8.51
DECELULARIZAT cortical 1.949 3.706 4.122
spongios 0.862 0.488 0.969
Cuantitatea ADN-ului in MECOv decelularizati dupia perfuzarea diafizara
NATIV cortical 0.912 1.622 1.564
spongios 4.705 3.931 3.653
DECELULARIZAT cortical 0.706 1.086 1.097
spongios 0.949 1.069 1.074

Cuantificarea AND-ului pentru MECOVv decelularizata dupi perfuzarea prin artera
poplitee cu o concentratie de 1% SDS

NATIV cortical 2.097 2.638 3.729
spongios 20.132 19.383 20.404

DECELULARIZAT cortical 0.970 3.899 4.067
spongios 3.462 4.645 5.695

Cuantificarea AND-ului pentru MECOV decelularizatia dupa perfuze prin artera
poplitee si utilizata ulterior pentru recelularizare

NATIV cortical 4.950 3.962 4.508
spongios 9.991 8.386 9.722
DECELULARIZAT cortical 5.166 4.520 3.211
spongios 2.134 2.928 2.049

Testul de biocompatibilitate

Biocompatibilitatea MEC vasculare a fost testatd prin insamantarea pe lumenul vascular a
celulelor HUVEC-GFP. Astfel, insamantarea si monitorizarea celulara a demonstrat ca grefa
vasculara decelularizatd prin protocolul utilizat permite atasarea si multiplicarea celulelor
insamantate. S-a observat ocrestere progresiva a numarului de celule pe MEC vasculara timp de 8
zile, perioada pentru care s-a efectuat cresterea celulara (figura 9).
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Figura 9. Recelularizarea MEC vasculare. Preconditionarea — 72h. Celulele HUVEC-GFP pe
lumenul MEC vasculare. (A) celulele HUVEC-GFP ziua la a 2-a. (B) celulele HUVEC-GFP la
ziua a 4-a. (C) celulele HUVEC-GFP la ziua a 6-a. (D) celulele HUVEC-GFP la ziua a 8-a.
Scala. A: 500 um; B, C: 200 um; D: 100 um

Biocompatibilitatea in vitro a MEC osoase avasculare, a fost testata prin insamantarea
celulelor mezenchimale STEM marcate PKH26. Astfel, s-a observat o crestere progresiva a

numarului de celule pe carcasa extracelulara osoasa timp de 8 zile, perioada pentru care s-a efectuat
cresterea celulara (figura 10).

Figura 10. Recelularizarea MEC osoase avasculare. Vizualizarea MB MSC-PKH26. (A)
celulelor MB MSC la ziua a 2-a, coloratia PKH26. (B) celulelor MB MSC la ziua a 4-a, coloratia
PKH26. (C) celulelor MB MSC la ziua a 6-a, coloratia PKH26. (D) celulelor MB MSC la ziua a
8-a, coloratia PKH26. (E) celulelor MB MSC la ziua a 8-a, coloratia Calcein. Scala. A, B, C, D,

E: 100 um;

Biocompatibilitatea MECOv a fost testata prin insamantarea celulelor mezenchimale stem
din maduva osoasa marcate PKH26. Celulele au fost insdmantate pe suprafata externd a grefei
osoase, la nivelul periostului si in interiorul periculului vascular. In ziua a 2-a s-a determinat un
numar satisfacator de celule. Catre ziua a 4-a s-a determinat o scadere usoara a numarului celular
de pe suprafata externd a MECOwv, cu toate acestea, s-a determinat prezenta celulelor viabile in
interiorul grefei, chiar daca celulele nu au fost insdmantate in interior. La fel, in ultima zi a testarii
(a 5-a zi), am determinat celule viabile la nivelul periostului si pe suprafata externa a pedicului
vascular (figura 11).
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Figura 11. Recelularizarea MECOv. Celulele MB MSC-PKH26. (A) MECOwv. (B) celulelor
MB-MSC de pe surafata externa a grefei, ziua a 2-a. (C) celulelor MB-MSC de pe suprafata
externd a grefei, ziua a 4-a. (D) celulelor MB MSC de pe suprafata externa a grefei, ziua a 5-a.
(E) celulelor MB-MSC din interiorul grefei, ziua a 5-a. (F) celulelor MB-MSC de pe tunica
vasculara ziua a 5-a. Scala. B: 500 pm; C, D: 200 um; E, F: 100 um

CONSLUZII GENERALE

Treimea proximald a osului tibial reprezintd o sursd promitatoare pentru dezvoltarea
alogrefelor osoase compozite vascularizate. Aceste grefe pot servi ca platforma pentru
studierea proceselor de obtinere a matricei extracelulare osoase vascularizate si decelularizate.
Metoda optima de decelularizare a grefei osoase cu pastrarea sursei de vascularizare, poate fi
un protocol pe baza de detergent SDS cu o concentratie de 0.5% si o solutie enzimatica
(DNazd). Acest protocol permite obtinerea matricelor extracelulare osoase vascularizate,
pastrand integritatea pediculului vascular.
Utilizarea metodelor calitative (H&E, DAPI, SEM) si a celor cantitative (cuantificarea ADN-
ului) este obligatorie pentru testarea eficacitatii metodei de decelularizare a grefelor osoase
compozite vascularizate. Doar interpretarea in ansamblu a rezultatelor obtinute poate prezice
biocompatibilitatea in vivo a alogrefei.
Utilizarea celulelor HUVEC si a celulelor stem din mdduva osoasa reprezinta o sursa valoroasa
de celule pentru testarea in vitro a potentialului de recelularizare a matricei extracelulare
vasculare si osoase. Obtinerea recelularizarii in vitro a MECOv poate sugera un potential
imunogen scazut si un grad ridicat de biocompatibilitate a alogrefei.

RECOMANDARI PRACTICE

Recomandarile ce pot fi utile pentru viitoarele studii preclinice, sunt:
Utilizarea treimei proximale a tibiei ca material sigur pentru testarea in vitro a metodelor de
obtinere a matricelor extracelulare osoase vascularizate decelularizare;
Utilizarea solutiei enzimatice in protocolului de decelularizare pentru eliminarea eficienta al
ADN-ului din componenta grefei;
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10.

11.

12.

Utilizarea metodelor de preconditionare a matricei extracelulare decelularizate pentru
accentuarea proprietatile de baza a acesteia si sustinerea viabilitatii, aderentei si multiplicarii
celulare;

.....

vascularizate obtinute prin decelularizate;

Aprecierea gradului de integrare in vivo prin evaluarea procesului de remodelare a alogrefei
osoase vascularizate decelularizate si testarea rezistentei mecanice a acesteia dupa
transplantare utilizand testele functionale si imagistice.
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ADNOTARE

Stoian Alina ,,Prepararea alogrefelor osoase pe pedicul vascular — studiu experimental”.
Teza pentru obtinerea titlului de doctor 1n stiinte medicale, Chisinau, 2024.

Structura tezei: lucrarea este expusa pe 143 pagini si include: cuprins, lista abrevierilor, 13 tabele,
45 de figuri, introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari practice. Lucrarea se
finiseaza cu lista de referinte alcatuitd din 257 titluri, 2 anexe, CV-ul autorului si declaratia
autorului privind asumarea raspunderii. Rezultatele studiului au fost publicate in 18 lucrari
stiintifice.

Cuvintele-cheie: alogrefa osoasa, alogrefa compozita, alogrefd vascularizatd, decelularizare,
inginerie tisulard, matrice extracelulara, recelularizare, biocompatibilitate.

Scopul studiului: Elaborarea protocolului universal de decelularizare a tesuturilor cu divers grad
de mineralizare in scopul obtinerii grefelor osoase compozite vascularizate cu calitdfi imunogene
minime.

Obiectivele studiului: (1) Elaborarea eseului chirurgical pentru obtinerea grefei osoase
vascularizate a osului tibial la animale de laborator; (2) Elaborarea protocolului de decelularizare
a grefelor osoase (os tibial) cu pastrarea sursei de vascularizare; (3) Testarea eficacitatii metodei
de decelularizare a grefelor osoase prin metode calitative (H&E, DAPI, SEM) si cantitative
vascularizate prin recelularizarea in vitro utilizand diferite tipuri de celule.

Noutatea si originalitatea stiintifica: am elaborat si testat un protocol universal de decelularizare
pentru grefele osoase compozite (tesut dur + tesut moale). S-a obtinut recelularizare in vitro a
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MEC vasculare, MEC osoase avasculare si a MEC osoase vascularizate utilizand diferite tipuri de
celule.

Problema stiintifica rezolvata in teza: am determinat si caracterizat cele mai importante aspecte
ale decelularizarii tesuturilor moi si dure pe baza aceluiasi protocol de decelularizare. Am reusint
ulteriora recelularizarea in vitro a matricelor extracelulare obtinute.

Semnificatia teoretica: am elaborat un protocol universal de decelularizare pentru grefele osoase
compozite (tesut moale + tesut dur), iar rezultatele colectate Tn urma acetui studiu pot servi o baza
stiintifica utila pentru ulterioarele studii in vivo.

Valoarea aplicativa a lucrarii: studiul dat reprezintd un pas important In sustinerea viitoarelor
studii preclinice in vivo pentru elaborarea unei noi metode chirurgicale in tratamentul defectelor
osoase masive de diferita geneza la nivelul aparatului locomotor, prin utilizarea alogrefelor osoase
decelularizate vascularizate obtinute prin inginerie tisulara.

Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele obtinute au fost utilizate in cadrul altui studiu
experimental in vivo — ,Plastia defectelor osoase vaste prin allogrefaj osos vascularizat
decelularizat inclus in circuitul vascular adoptiv”. Astfel, preconizam implementarea in cadrul
Laboratorului de Inginerie tisulara si culturi celulare a USMF , Nicolae Testemitanu”, a unui nou
protocol de decelularizare pentru grefele osoase compozite vascularizate.

ANNOTATION
Stoian Alina ,,Preparation of vascularized bone allograft — experimental study”. The thesis for
the degree of PhD in medical sciences, Chisinau, 2024.
Thesis structure: the thesis is presented over 143 pages and includes: table of contents, list of
abbreviations, 13 tables, 45 figures, introduction, 4 chapters, general conclusions, and practical
recommendations. The work concludes with a reference list composed of 257 titles, 2 appendices,
the author’s CV, and a declaration of responsibility. The results of the study have been published
in 18 scientific papers.
Keywords: bone allograft, composite allograft, vascularized allograft, decellularization, tissue
engineering, extracellular matrix, recellularization, biocompatibility.
Study Objective: to develop a universal decellularization protocol for tissues with varying degrees
of mineralization for the purpose of obtaining vascularized composite bone grafts with minimal
immunogenic qualities.
Study objectives: (1) To develop a surgical technique for obtaining vascularized bone grafts from
tibial bone in laboratory animals; (2) To establish a decellularization protocol for bone grafts (tibial
bone) while preserving the vascularization pedicle; (3) To test the effectiveness of the bone graft
decellularization method using qualitative (H&E, DAPI, SEM) and quantitative (DNA
quantification) techniques; (4) To test the biocompatibility of vascularized extracellular bone
matrix through in vitro recellularization using different cell types.
Scientific novelty and originality: a universal decellularization protocol for composite bone
grafts (hard tissue + soft tissue) was developed and tested. In vitro recellularization of vascular
extracellular matrix, avascular bone extracellular matrix, and vascularized extracellular bone
matrix was achieved using various cell types.
Scientific problem addressed in the thesis: the most important aspects of decellularization of
soft and hard tissues were determined and characterized based on the same decellularization
protocol. Subsequent in vitro recellularization of the obtained extracellular matrices was
successfully achieved.
Theoretical significance of the thesis: drawing up a universal decellularization protocol for
composite bone grafts, and the results collected following this study can be a useful scientific basis
for subsequent in vivo studies.
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Applicative value of the thesis: this study represents an important step in supporting future
preclinical in vivo studies aimed at developing a new surgical method for treating massive bone
defects of various origins in the locomotor system, through the use of vascularized decellularized
bone allografts obtained via tissue engineering.

Implementation of scientific results: the results obtained have been used in another experimental
in vivo study titled ,, Treatment of large bone defects using a decellularized vascularized bone
allograft incorporated into the recipient's vascular circuit”. Thus, we anticipate implementing a
new decellularization protocol for vascularized composite bone grafts within the Tissue
Engineering and Cell Cultures Laboratory at SUMF ,,Nicolae Testemitanu”.

AHHOTALIUA
Crosn AnuHa ,, IIpuroroBjieHre KOCTHBIX A/UIOTPAHCIJIAHTATOB HA COCYAUCTOM MeAUKYJIe —
IKCIIePUMeHTAIbHOe HccaeaoBanue”. Jluccepralyss Ha COMCKaHME CTENEHU KaHAujaTa
MeIMIUMHCKNX Hayk, Kummnes, 2024.
CrpykTypa amccepramum: auccepTalus IpejacTaBieHa Ha 143 crpaHuIlax M BKIIIOYAeT:
coJiepaHue, CIIMUCOK COKpaleHui, 13 Tadmaui, 45 puCyHKOB, BBEJIEHUE, 4 TTIaBbI, 00IIIHE BHIBOIBI
U MIpaKTUYECKUe peKoMeHaanuu. Jluccepranys 3aBepiiaeTcsi ClUCKOM JIMTEPaTyphl, COCTOSIIUM
u3 257 HauMEHOBaHUH, 2 NPUIIOKEHUSMH, PEIOME aBTOPA M 3asBJICHUEM aBTOPA O MPUHATUU
OTBETCTBEHHOCTH. Pe3ynbpTaThl HccieI0BaHus ObUTM ONyOIMKOBaHbBI B 18 Hay4YHBIX padoTax.
KiloueBble cjioBa: KOCTHBIM  aJIOTPAHCIIAHTAT, KOMIIO3UTHBIN  aJUIOTPaHCIUIAHTAT,
BaCKYJISIPU30BAHHBIN aJNIOTPAHCIUIAHTAT, ACKJICTKAIMs, TKAaHEBas WHXKEHEPUs, BHEKICTOUHBII
MaTpPUKC, PEKJIeTKaIHs, OMOCOBMECTHUMOCTb.
Heap ucciaenqoBanusi: pa3paboTka YHUBEPCAIBHOTO MPOTOKOIA JCHEIUIIOSIpU3alui TKaHeH ¢
Pa3IMYHON CTENEHbI0 MUHEPATIU3ALMH C LIEJIbI0 MOJTYYEHUs BaCKYJISIPU30BAHHBIX KOMIIO3UTHBIX
KOCTHBIX TPAHCIIJIAHTATOB C MUHUMAJIbHBIMU UMMYHOTE€HHBIMU Kau€CTBAMH.
3agaun  wucciaenoBanusi: (1) PaszpaboTka Xupyprudeckoil TEXHHKH s MOJNyYEHUS
BaCKYJISIPU30BAHHBIX KOCTHBIX TPAHCIUIAHTATOB W3 TUOHMANBHOM KOCTH Y J1abOpaTOPHBIX
JKUBOTHBIX; (2) VYcTaHOBJIEHHE NPOTOKOJA MACHEIUTIONIAPU3AlNN KOCTHBIX TPAHCIIAHTATOB
(TuOmanbHasg KOCTh) C COXpaHEHHWEM HCTOYHMKA BacKymsipuzauy; (3) [Iposepka a¢pdexkTuBHOCTH
METO/Ia JCLEIUTIONAPU3AMN KOCTHBIX TPAHCIUIAHTATOB C MCIOJIb30BAHMEM KAUECTBEHHBIX U
KOJIMYECTBEHHBIX MeTO10B; (4) Onpenenenne 6HOCOBMECTUMOCTH BHEKJIETOUHBIX MaTPHUIl KOCTEN
C BaCKyJIsIpU3alMel yepe3 peKIeTKAIMIO IN VItro ¢ NCIoJib30BaHUEM PA3TMYHBIX THITOB KJIETOK.
Hayuynass HOBHM3HA M OPHMIHHAJIBHOCTb: Pa3pabOTaH M MPOTECTUPOBAH YHHUBEPCAIbHBIN
MPOTOKOJI JEHEIUTIONISIPU3allMU JIIsl KOMIO3UTHBIX KOCTHBIX TPAHCIUIAHTATOB (TBEpAas TKaHb +
MSITKasi TKaHb). JIOCTHrHYTa peresuTonspu3anys in Vitro cocyucToro BHEKJIETOYHOTO MaTPHKCA,
aBascular KOCTHBIX MAaTpHI] M BaCKYJSIPU30BAHHBIX KOCTHBIX MAaTPHUI] C HCIOJIb30BAaHUEM
Pa3IUYHBIX THUIIOB KIIETOK.
Hayunas npo0.ema, pemieHHasi B AuccepTanMu: ONpesesieHbl U 0XapaKTepu30BaHbl Hanbosee
Ba)KHBIE aCTIEKTHI JELEUTIONIAPU3AUU MIATKUX M TBEPJAbIX TKaHEH Ha OCHOBE OJHOTO U TOT'O K€
MPOTOKOJIA JCHEIUTFIIAPU3aIK. Y CIICITHO OCYIIECTRICHA MOCICSIYIONIast PeeILTFIIApU3aIus in
VItro mosry4eHHBIX BHEKJICTOUHBIX MATPHIL.
TeopeTnueckasi 3HAYUMOCTh: Pa3padOTaH YHUBEPCATBHBIN MPOTOKOM ACIEIITIOISPU3ANN IS
KOMIIO3UTHBIX KOCTHBIX &JUIOTPAHCIIAHTATOB (MsTKas TKaHb + TBepJas TKaHb), a cOOpaHHBIC
pe3yNbTaThl TaHHOTO MCCIIEIOBAHUS MOTYT CITY>KUTh MOJIE3HOW Hay4YHON OCHOBOU AJis OyayIInx
In ViVO uccieoBaHuii.
IIpukiaagHasi HEeHHOCTh PadoOThI: JaHHOE MCCIECIOBAHKE MPEACTABISAET COO0 BaKHBIN IIar B
NOJUICP)KKEe OyaylIuX JAOKIMHUYSCKMX UCCIeNIOBaHMU [N VIVO s pa3pabOTKH HOBOTO
XUPYPTrUYECKOro METOa JICUEHUSI MACCUBHBIX KOCTHBIX J€(DEKTOB Pa3IMYHOTO TIPOUCXOKICHUS
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B OIIOPHO-ABUTAaTCIIbHOM alllapare ¢ UCII0Jb30BaAaHUEM BACKYJIAPU30BAHHBIX ACUCIIIIOJIApU3aAlUN
KOCTHBIX aJUIOTPAHCINIAHTATOB, IIOJTYYCHHBIX C IIOMOIIBIO TKaHEBOU HWHKCHCPUH.

BHenpenne HAyYHBIX Pe3yJbTATOB: ITOJIyYCHHBIC PE3yJIbTATHI YIKE UCIIOIB30BaHbI B IPYyroM in
VIVO uccnenoBanuu — ,,Ilnmactuka OOMIMPHBIX KOCTHBIX JIE(PEKTOB ICLCIUTIONSPU3UPOBAHHBIM
BACKYJIIPU3UPOBAHHBIM  KOCTHBIM  a/UIOTPAHCIUIAHTATOM, BKJIIOYEHHBIM B  aJONTUBHBIN
KpOBOTOK”. Takum 00pa3oM, IUIAaHUPYHUIA BHEIPEHHE HOBOI'O IPOTOKOJIA JELEIUTIONIAPU3aLUN
BaCKyJISIpPU3UPOBAHHBIX KOMIIO3UTHBIX KOCTHBIX UIOTPAaHCIIAHTaTOB B paMmkax Jlaboparopuu
TKaHEBOM MHXXCHEPUM W KIETOYHBIX KyJbTyp l'ocymapcTBeHHOro MeIUIHMHCKOIO H
®dapmaneBTuyeckoro YHusepcurera uM. Hukomae Tectemunany.
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