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INTRODUCERE 

Actualitatea și importanța subiectului studiat 

Defectele osoase de diferită origine iniţiază la nivelul organismului uman mecanisme 

naturale de regenerare şi de cele mai multe ori suficiente pentru recuperarea golului osos de 

dimensiuni mici [1]. Procesul de remodelarea osoasă este calificat drept unul din cele mai 

complexe mecanisme. Celulele osoase având o comunicare complexă între ele, orchestrează în 

mod perfect procesele de vindecare (consolidare) osoasă, adaptarea mecanică a scheletului și 

desigur reglarează homeostazia calciului [2]. Cu toate acestea, tratamentul defectelor osoase 

devine o adevărată provocare atunci când vorbim despre defectele osoase masive, în special cele 

după traumatisme grave, formaţiuni tumorale masive, procese infecţioase localizate şi agresive sau 

defectele osoase congenitale. Pentru astfel de diagnostice, metodele tradiţionale de tratament sunt 

la ordinea de zi [3, 4, 5, 6, 7]. Cu toate acestea, pentru defectele osoase ce depăşesc lungimea de 

4-5 cm, procedurile de grefare osoasa utilizate la moment pot fi insuficiente [8, 9]. Cererea crescută 

pentru intervențiile de recuperare a defectelor osoase de diferită etiologie, îmbunătățirea 

posibilităților tehnice, și desigur dezvoltarea pe scară largă a ingineriei tisulare (IT) induce 

abordarea problemei date la un alt nivel [1, 10, 11]. Materialul ideal pentru construcţia osoasă ar 

trebui să reprezinte un material biocompatibil, biodegradabil, osteoconductor, osteoinductiv și cu 

proprietăți mecanice favorabile, iar avantajele utilizării matricei extracelulare (MEC) naturale 

includ în primul rind asemănarea lor în morfologie și structură tridimensională cu cea a ţesutul 

osos nativ[12, 13]. Ingineria medical în acest moment are un impact uriaș asupra transplantului de 

organe şi ţesuturi, promiţând dezvoltarea obţinerii şi utilizarea pe scară largă  a MEC de diferită 

origine care vor oferi posibilitatea înlocuirii oricărui organ sau segment de organ nefuncţional [11].  

Scopul ingineriei țesutului osos este de a regenera/repara țesutul cu ajutorul unei grefe (naturale 

sau sintetice) biocompatibilă și biodegradabilă. Luând în considerare că osul este un țesut foarte 

bine vascularizat, iar toate etapele sale de regenerare (dezvoltarea, maturarea, remodelarea) depind 

de o reglare strictă a aportului de sânge, este foarte important elaborarea de strategii care să 

urmărească vascularizarea rapidă și eficientă a grefei implantate [14, 15]. În Republica Moldova 

necesitățile de grefe osoase depăşesc de 1,4 ori disponibilitatea. Chiar mai mult, conform unui 

sondaj efectuat pe 161 de medici specialişti, dintre care 75 ortopezi-traumatologi din 16 instituții 

medicale diferite, se determină o necesitate crescută a grefelor osoase prelucrate prin altă metodă 

decat cea de congelare [16, 17].  

Scopul studiului 

Elaborarea protocolului universal de decelularizare a țesuturilor cu divers grad de 

mineralizare în scopul obținerii grefelor osoase compozite vascularizate cu calități imunogene 

minime. 

Obiectivele studiului 

1. Elaborarea eseului chirurgical pentru obținerea grefei osoase vascularizate a osului tibial la 

animale de laborator; 

2. Elaborarea protocolului de decelularizare a grefelor osoase (os tibial) cu păstrarea sursei de 

vascularizare; 

3. Testarea eficacității metodei de decelularizare a grefelor osoase prin metode calitative (H&E, 

DAPI, SEM) şi cantitative (cuantificarea ADN-ului);  

4. Determinarea biocompatibilităţii matricelor extracelulare osoase vascularizate prin 

recelularizarea in vitro utilizând diferite tipuri de celule.    

Metodologia cercetării științifice  

Pentru realizarea scopului lucrării, am iniţiat un studiu experimental preclinic care a avut 

la bază 2 elemente majore: cererea crescută faţă de transplantul osos vs evoluția domeniului de IT. 

Acest studiu experimental a fost efectuat pe probe biologice preluate de la animale de laborator 

https://paperpile.com/c/z7VXaL/e3S4
https://paperpile.com/c/z7VXaL/MKBCc
https://paperpile.com/c/z7VXaL/WJIZt+PhrOh+vQx3X+jJiDZ+6Jgds
https://paperpile.com/c/z7VXaL/zgpCx+tc9xZ
https://paperpile.com/c/z7VXaL/ROoV+e3S4+uUXT
https://paperpile.com/c/z7VXaL/eHQRu+xtEma
https://paperpile.com/c/z7VXaL/uUXT
https://paperpile.com/c/z7VXaL/697ff+H2HI3
https://paperpile.com/c/z7VXaL/2Esb6+gJxfO
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(porci) şi are la bază mostre de ţesut moale şi ţesut dur (vase sanguine de origine porcină de trei 

diametre diferite, periost, grefe osoase avasculare, grefe osoase compozite vascularizate). 

Obiectivele studiului au fost atinse realizând următorii paşi: (1) s-a elaborat eseul chirurgical de 

disecţie chirurgicală cu obţinerea grefelor osoase pe pedicul vascular; (2) s-a ajustat şi testat un 

protocol descris pentru decelularizarea grefelor osoase mici pe grefe vasculare de calibru mare, 

mediu, mic, pe grefe osoase avasculare mari (corticale şi spongioase), şi pe grefe osoase compozite 

vascularizate; (3) s-a apreciat eficacitatea protocolului de decelularizare prin testele calitative şi 

canticative; (4) s-a testat biocompatibilitatea MEC vasculare, MEC osoase avasculare şi a matricei 

extracelulare osoase composite vascularitate (MECOv) prin recelularizarea in vitro  utilizând 

diferite tipuri de celule.   

Decelularizarea grefelor de ţesut moale şi dur a fost posibilă utilizând un protocol care a 

inclus: o soluție izotonică (0.1 %  acid etilendiaminotetraacetic, EDTA + soluție tampon salină cu 

fosfat, PBS), un agent de chelare (0.1 %  EDTA + soluţie tampon tris aminometan, TRis buffer), 

un detergent (0.5 % dodecil sulfat de sodiu, SDS) și o soluție enzimatică (300 U/ml 

deoxiribonucleaza, DNază). Pentru eliminarea celulelor din ţesuturi s-a utilizat decelularizarea 

statică pentru grefele vasculare si cele osoase avasculare, iar grefele osoase compozite 

vascularizate au fost procesate prin perfuzarea soluţiilor utilizând două căi de perfuzie: (1) 

perfuzarea prin pediculul vascular şi (2) perfuzarea soluţiilor prin diafiza osului. De asemenea, a 

fost testată eficacitatea decelularizării la creşterea concentraţiei detergentului (SDS) de la 0.5% la 

1%. Pentru aprecierea eficacităţii protocolului de decelularizare, s-a efectuat analiza calitativă a 

probelor de ţesut moale şi dur (coloraţia histologică Hematoxilină şi Eozină, H&E şi 4’, 6-

diamidino-2-fenilindol, DAPI), iar analiza cantitativă a procesului de decelularizare a fost 

efectuată pe baza cuantificării ADN-ului pentru grefele osoase avasculare și cele vascularizate. 

Pentru aprecierea schimbărilor microscopice ce au avut loc la nivelul componentei osoase a 

MECOv s-a efectuat microscopia electronică prin scanare (SEM) a mostrelor de os cortical şi 

spongios nativ vs decelularizat.  

Momentul cel mai important al studiului, aprecierea biocompatibilităţii prin recelularizare 

in vitro a MEC obţinute, a fost efectuată prin utilizarea celulelor endoteliale umane venoase 

ombilicale (HUVEC) pentru grefele vasculare şi respectiv utilizarea celulelor mezenchimale stem 

de origine alogenă, din măduva osoasă (de origine porcină) pentru grefele osoase simple 

(avasculare) și cele vascularizate.  

Analiza probelor histologice şi culturilor celulare s-a efectuat utilizând microscopul optic, 

microscopul fluorescent şi stereo microscopul. Datele, au fost colectate şi prelucrate cu ajutorul 

programului Excel din Microsoft Office versiunea 2017. Cu ajutorul aceluiași program, variabilele 

continue au fost exprimate ca medie + DS. Prelucrarea statistică a fost efectuată cu ajutorul 

programului SPSS (versiunea 17.0). Compararea şi aprecierea diferenţelor statistice semnificative 

între valorile medii ale parametrilor evaluaţi 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 Etică a Cercetării USMF „Nicolae Testemiţanu”, cu 

emiterea avizului favorabil nr. 71 în data de 21.05.2018. Studiul dat a fost efectuat în cadrul 

Laboratorului de Inginerie tisulară şi culturi celulare a USMF „Nicolae Testemiţanu”, Chişinău, 

Republica Moldova şi Laboratorului de cercetare Leibniz de biotehnologie și organe artificiale 

(LEBAO), Școla de Medicină din Hannover (MHH), Germania, în perioada anilor 2017-2022. 

Noutatea și originalitatea științifică a rezultatelor obținute  

Noutatea ştiinţifică a lucrării constă în elaborarea unui protocol universal de decelularizare. 

Un protocol universal din considerentele că poate fi aplicat pentru decelularizarea de ţesut dur şi 

ţesut moale. Produsul final la obţinerea unui astfel de protocol a fost o MECOv, biocompatibilă in 

vitro, vascularizată de către pediculul său vascular. Elementul de bază al studiului a fost nu doar 
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eliminarea componentelor imunogene din compartimentul osos, vascular şi periostal a grefei, dar 

si obţinerea unei MEC vasculară şi osoasă calitativă, adică cel puţin biocompatibilă din punct de 

vedere morfologic şi funcţional. Biocompatibilitatea MEC obţinute a fost demonstrată prin 

recelularizarea in vitro a MEC cu diferite tipuri de celule. 

Importanța teoretică și principalele rezultate științifice  

(1) a fost elaborat eseul chirurgical de obţinere a unei alogrefe osoase de os tibial în complex 

cu sursa proprie vasculară pentru ulterioara decelularizare. În premieră aceast model de grefă a 

fost utilizată ca materie primă pentru obţinerea matricei extracelulare naturale; (2) s-a elaborat şi 

testat protocolul universal de decelularizare pentru obţinerea MEC osoase compozite 

vascularizate; (3) s-au analizat modificările microscopice (SEM) ce au loc la nivelul osului cortical 

şi spongios după procesare/decelularizare; (4) s-a reușit obţinerea alogrefelor/MECOv, 

biocompatibile, ceea ce denota funcţionalitatea protocolului universal testat; (5) S-a reuşit 

recelularizarea MEC obţinute prin însămânţarea diferitor tipuri de celule (HUVEC pentru MEC 

vascuare şi BM-MSC pentru MEC osoase). 

Valoarea aplicativă a cercetării 

Studiul efectuat, reprezintă un argument pozitiv la întrebarea dacă putem sau nu utiliza un 

protocol universal de decelularizare în vederea obţinerii MEC osoase compozite vascularizate 

(ţesut dus + ţesut moale). Astfel, putem considera rezultatele obţinute o puternică bază ştiinţifică 

în elaborarea ulterioară a planului de acțiune pentru proiectele de cercetarea în alotransplantul osos 

vascularizat pe baza studiilor in vivo, utilizând MECOv obţinută prin IT.  

Implementarea rezultatelor cercetării  

Rezultatele obţinute au fost utilizate în cadrul altui studiu experimental in vivo – ,,Plastia 

defectelor osoase vaste prin allogrefaj osos vascularizat decelularizat inclus în circuitul vascular 

adoptiv”. Astfel, preconizăm implementarea în cadrul Laboratorului de Inginerie tisulară și culturi 

celulare a USMF „Nicolae Testemiţanu”, a unui nou protocol de decelularizare pentru grefele 

osoase compozite vascularizate.   

Aprobarea rezultatelor științifice  

Rezultatele studiului, au fost prezentate la următoarele manifestări ştiinţifice: MedEspera 

International Medical Congress for Students and Young Doctors, Chişinau, Moldova, 3-5 mai, 

2018. Conferinţa ştiinţifică anuală a cadrelor ştiinţifico-didactice, doctoranzi, masteranzilor, 

rezidenţilor şi studenţilor, USMF „Nicolae Testemiţanu”. Chişinău, Republica Moldova, 16-18 

octombrie 2019. 11th BAPRAS Congress, 12th National Congress of RSSH and 13th National 

Congress of RSRM, Cluj-Napoca, România, May 9-11, 2019. MedEspera International Medical 

Congress for Students and Young Doctors, Chişinau. Moldova, 24-26 septembrie, 2020. 

Conferinţa ştiinţifică anuală a cadrelor ştiinţifico-didactice, doctoranzi, masteranzilor, 

rezidenţilor şi studenţilor, USMF „Nicolae Testemiţanu”. Chişinău, Republica Moldova, 20-22 

octombrie 2021. International european conferince on interdisciplinary scientific research. 

Warsaw, Poland, August 8-9, 2021. 19th National Congress of the Romanian Association of Plastic 

Surgeons, 14th National Congress of the Romanian Society of Reconstructive Microsurgery, 13th 

National Congress of the Romanian Society for Surgery of the Hand. Timişoara, România, April 

28-30, 2022. Conferinţa ştiinţifică naţională a ortopezilor şi  traumatologilor din Republica 

Moldova, ediţia a XVIII-a ,,Leziunile locomotorului – principii minim invasive de tratament”. 

Chişinău, 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 15th anniversary of 

the founding of the Laboratory of Tissue Engineering and Cells Culture of „Nicolae Testemitanu” 
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State University of Medicine and Pharmacy. Chişinau, Republic of Moldova, March 17-18th 2023. 

6th International Conference on Nanotechnologies and Biomedical Engineering – ICNBME-2023. 

Chişinau, Republic of Moldova, September 20-23, 2023. 

Publicații pe tema cercetării  

La tema de cercetare au fost publicate 18 lucrări științifice, inclusiv: articole în reviste 

internaţionale cu IF – 2, articole în culegeri indexate în SCOPUS – 3, articole în reviste național 

B+ – 1, materiale/teze la conferințe internaționale – 3, materiale/teze la conferințe internaționale 

organizate în Republica Moldova – 2, materiale/teze la conferințe (conferințe naționale) – 7. În 

perioada de cercetare au fost obținute 2 certificat de inovator.  

Structura tezei  

Lucrarea este expusă pe 143 pagini şi include: cuprins, lista abrevierilor, 13 tabele, 45 de 

figuri, introducere, 4 capitole, concluzii generale şi recomandări practice. Lucrarea se finisează cu 

lista de referinţe alcătuită din 257 titluri, 2 anexe, CV-ul autorului și declaraţia autorului privind 

asumarea răspunderii. Cuvintele-cheie: alogrefă osoasă, alogrefă compozită, alogrefă 

vascularizată, decelularizare, inginerie tisulară, matrice extracelulară, recelularizare, 

biocompatibilitate. 

CONȚINUTUL TEZEI  

1. Capitolul ROLUL INGINERIEI TISULARE ÎN OBŢINEREA ALOGREFELOR 
reprezintă o vastă analiză a publicaţiilor de specialitate în vederea metodelor de obţinere a MEC 

vasculare şi osoase. Se trec prin revistă noţiunile de bază pentru o MEC calitativă, precum şi 

problemele cele mai acute întâlnite la transplantarea in vivo a MEC naturale.   

Ingineria tisulară reprezintă o ramură promițătoare, cu evoluție uimitoare în ultimii ani care 

are ca scop regenerarea țesuturilor [15, 18, 19, 20]. Prin utilizarea nanotehnologiilor, tehnicilor de 

bioprintare 3D, multiplelor tipuri de celule (stem) și desigur prin utilizarea MEC, IT are ca scop 

final crearea grefelor de țesut pentru utilizarea efectivă a terapiei de înlocuire a organelor sau 

segmentelor nefuncționale, prin suplinire sau regenerare celulară [21, 22, 23, 24]. Decelularizarea 

organelor, segmentelor de organe și ţesuturilor asigură obţinerea schelelor tridimensionale 

acelulare ce por fi utilizate ulterior ca materie primă în reconstrucţie [25, 26]. La moment, 

problema defectelor masive de os reprezintă unul din pilonii de bază în cauzarea handicapului 

funcțional [21]. Standardul de aur care reprezintă grefa autologă, reprezintă o combinație perfectă 

dintre MEC mineralizată, măduvă osoasă și celule osteogenice, formând în așa mod cel mai 

osteogenic material disponibil, cu proprietăți osteoinductive și osteoconstructive. Totuși, 

cantitatea disponibilă de astfel de material biologic este limitată [27, 28, 29]. MEC de origine 

natural reprezintă o carcasă biologică ideală pentru aderența, creșterea și diferențierea celulelor 

noi în procesul de remodelarea diferitor tipuri de țesuturi sau organe atât ex vivo cât și in vivo [30, 

31, 32]. În prezent, mai mult tehnici, împreuna cu avantajele și dezavantajele sale sunt utilizate 

pentru obținerea decelularizării ţesutului osos [33, 34]. Competența eliminării celulelor dintr-un 

organ/segment este bazată pe abordări fizice, chimice sau enzimatice. Procesul de decelularizare 

are la bază de cele mai multe ori combinarea acestor 3 metode pentru a obține rezultatul final dorit 

[35, 36]. Dezvoltarea protocoalelor de obținere a MEC corecte, cu ulterioara recelularizare ar 

permite evoluția la un alt nivel a medicinei regenerative, care în combinație cu progresele tehnice 

ar permite pentru viitor crearea MEC personalizate.  

Eficacitatea decelularizării se referă nu doar la inlăturarea componentelor celulare, dar și la 

păstrarea MEC. Biocompatibilitatea MEC reprezintă una din caracteristicile de bază a unei matrice 

aplicabile [37]. Importanța de bază a proceselor de decelularizare este îndepărtarea elementelor 

imunogene din alogrefe sau xenogrefe cu păstrarea intactă a componentelor MEC, astfel încât să 

reducem la minim eliberarea moleculelor asociate leziunilor după transplantare. Pot spune cu 

https://paperpile.com/c/z7VXaL/4Vt7n+rnAza+h78zM+H2HI3
https://paperpile.com/c/z7VXaL/nhavY+t9Mom+TXYZe+GAjNI
https://paperpile.com/c/z7VXaL/GIVft+2kPDp
https://paperpile.com/c/z7VXaL/nhavY
https://paperpile.com/c/z7VXaL/pkDmq+XmuUC+cRTZW
https://paperpile.com/c/z7VXaL/cBuiA+JW3lB+lBSup
https://paperpile.com/c/z7VXaL/cBuiA+JW3lB+lBSup
https://paperpile.com/c/z7VXaL/1Aeyo+pLI7L
https://paperpile.com/c/z7VXaL/WyBSX+siXgF
https://paperpile.com/c/z7VXaL/kz0pQ
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certitudine că interacțiunea dintre antigeni și anticorpi în momentul transplanturilor unei MEC 

deteriorată, insuficient decelularizată, toxică sau sterilizată insuficient, activează în continuare 

cascada imună și creează un cerc vicios ce se finalizează cu eșecului transplantarii. În pofida 

rezultatelor încurajatoare privind aplicabilitatea MEC, imunogenicitatea lor poate fi o barieră ce 

necesită abordată. Recunoașterea factorilor care contribuie la imunogenitatea MEC ne va permite 

să găsim soluții pentru fabricarea de schele cu biocompatibilitate bună in vivo care ar putea fi 

considerate aplicabile pentru transplantarea în viitorul apropiat [38, 39].  

2. MATERIALE ŞI METODE DE CERCETARE 

Lucrarea data, relatează un studiu experimental preclinic, efectuat pe probe biologice 

prelevate de la animale de laborator (porci). Studiul dat a fost efectuat în cadrul Laboratorului de 

Inginerie tisulară şi culturi celulare USMF „Nicolae Testemiţanu”, Chişinău, Republica Moldova 

şi Laboratorului de cercetare Leibniz de biotehnologie și organe artificiale (LEBAO), Școla de 

Medicină din Hannover (MHH), Germania, în 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 şi masculi) cu o vârstă de aproximativ 3 luni, cu o masă 

corpolală 35-40 kg. Obiectivul de bază a capitolului dat, reprezintă descrierea detaliată a 

materialului şi metodelor care au fost utilizate pe parcursul studiului experimental de obţinere a 

MECOv prin descrierea: (i) eseului chirurgical de obținere a grefelor vasculare, grefelor osoase 

avasculare (corticale şi spongioase) şi  a grefelor osoase pe pedicul vascular; (ii) protocolului de 

decelularizare utilizat; (iii) metodelor calitative şi cantitative utilizate la testarea eficacităţii 

protocolului; (iv) metodei utilizate la testarea biocompatibilităţii  in vitro al alogrefelor obţinute 

(vasculare şi osoase).  

Eseul chirurgical 

Membrului posterior la purcel, în prima oră după eutanasiere a fost ghidată de reperele 

anatomice descrise în literatura de specialitate [40, 41]. Disecţia a fost efectuată pe 8 membre 

posterioare, de la 8 purcei diferiţi. cu respectarea regulilor de asepsie şi antisepsie. În urma disecției 

am colectat grefe vasculare cu diametru diferite, grefe osoase avasculare și grefe osoase 

vascularizate. Pentru a testa funcţionalitatea pediculului vascular al grefei osoase vascularizate și 

pentru a selecta dimensiunile exacte a componentei osoase, am perfuzat grefa osoasă cu o soluţie 

ce conţine albastru de metilen pentru 24 h, cu ajutorului perfuzomatului. Astfel, am obținut în final 

o grefă de os tibial cu o lungime de aproximativ 5 cm, vascularizată de propriu pedicul vascular, 

artera nutritivă - ramura arterei poplitee 

În vederea eliminării confuziei, întrucât majoritatea datele din literatură utilizează termenul 

de „vase sanguine cu diametru mic” pentru arteriole, voi utiliza combinaţia de cuvinte „vas cu 

diametru mare” pentru artera carotidă, ,,vas cu diametru mediu” pentru artera femurală şi ,,vas cu 

diametru mic” pentru artera tibială caudală. Consider această clasificare reală, deoarece în unele 

surse, clasificarea arterelor după diametru utilizează termenul de „vas de calibru mic” pentru 

vasele cu un diametru de la 0.3 mm până la 10 μm. Grefele vasculare şi osoase colectate pentru 

studiu sunt prezentate in figura 1.  

 

 

https://paperpile.com/c/z7VXaL/sCzWu+ce3gM
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Figura 1. Lotul de grefe utilizate în studiu pentru decelularizare. (A) vas calibru mare, 

artera carotidă, (B) grefele vasculare calibru mediu şi mic, artera femurală superficială și artera 

tibială caudală, (C) grefele osoase avasculare, (D) grefa osoasa compozită vasularizată. 

Protocolul de decelularizarea  

Grefele vasculare şi cele osoase au fost prelucrate după următorii paşi: 1h - soluție isotonică, 

care s-a obţinut 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 soluție PBS 

(soluție tampon salină cu fosfat/Phosphate Buffered Saline); 16 h - o soluție ce conține un agent 

de chelare, care s-a obţinut 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 - soluție PBS; 24 h - cu o soluție ce conține 

un detergent anionic obținută prin dizolvarea a 0.5 gr SDS (Dodecil sulfat de sodiu/Sodium 

dodecyl sulfate) în 100 ml Tris buffer 10 mM cu ph 7.5; 7 h - PBS, cu schimbarea soluției la fiecare 

1h; 24 h - o soluție ce conține un detergent non-ionic care s-a obținut prin diluarea a 1 ml Triton 

X-100 pentru 100 ml Tris buffer 10 mM cu ph 7.5; peste noapte -  PBS, cu schimbarea soluției de 

7 ori în prima oră; 48 h - DNază 300 U/ml, la 37°C, soluţia fiind schimbată la fiecare 24h, DNază 

300 U/ml s-a obținut prin diluarea a 1 mg DNază cu activitatea de 5279 U/mg în 17,5 ml PBS și 

17.5 μl 1 M MgCl2.  

Pentru grefele osoase vascularizate, în a 8-a etapă de prelucrare a grefei, unde s-a utilizat 

soluția enzimatică, am aplicat măsuri de raționalizare a costurilor cercetării (micșorarea volumului 

soluţiei utilizate) și de reducere a numărului de animale necesare studiului (utilizarea replicatelor 

tehnice). Astfel, am colectat 3 probe de os din segmentul spongios al grefei și 3 probe de os din 

segmentul cortical (dimensiunile grefei au permis acest lucru). Replicatele tehnice au fost colectate 

cu ajutorul beschiei manuale și plasate în tuburi de 50 ml, la 37°C, fiind supuse prelucrării 

enzimatice cu ajutorul unui agitator digital tip rulou. Ulterior, probele au fost examinate calitativ 

și cantitativ. Grefa rămasă a fost depozitată la 4°C în soluție PBS + antibiotic pentru examinări 

ulterioare. Soluţia a fost schimbată la fiecare 24 h pentru grefele care au necesitat o păstrare mai 

îndelungată.  

Decelularizarea statică, utilizând un agitator digital cu mişcări oscilante a fost utilizată pentru 

grefele vasculare, şi un mixer de tip rulou pentru grefele osoase avasculare. Decelularizarea prin 

perfuzie a fost utilizată pentru prelucrarea grefei osoase compozită vascularizată, soluţiile au fost 

perfusate prin pediculul vascular vs diafiză utilizând pompa peristaltică cu un circuit închis a 

soluţiilor şi cu o viteza de 15 ml/h. Metodele utilizate fiind prezentate în figura 2.  

 

D A B C 
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Figura 2. Procesul de decelularizarea. (A) decelularizarea statică, (B) decelularizarea dimanică 

cu perfizarea soluţiilor prin artera poplitee, (C) decelularizarea dinamică cu perfuzarea soluţiilor 

prin diafiza osului tibial. 

Aprecierea eficacităţii decelularizării  

Eficacitatea protocolului de decelularizare a fost testată cu ajutorul examinării histologice 

calitative și cantitative, precum și a testului de biocompatibilitate in vitro. După finisarea 

decelularizării, grefele vasculare, periostul și grefele osoase avasculare au fost examinate calitativ. 

Pentru examinarea histologică calitativă am efectuat coloraţia H&E şi coloraţia DAPI care a 

permis vizualizarea nucleilor celulari şi a ADN-ului. Histologia am efectuat-o în paralel pentru 

probele de ţesut decelularizat vs țesut nativ. Țesutul nativ l-am colectat de la aceeași grefă până la 

începerea procesului de prelucrare și, a fost utilizată ca probă de control. Pentru grefele osoase 

avasculare am efectuat adiţional testul de cuantificare a ADN-ului. Grefele osoase vascularizate 

le-am examinat cantitativ (cuantificarea ADN-ului) și calitativ (SEM) separat pentru segmentul 

cortical a grefei și segmentul spongios (nativ vs decelularizat). Testul de biocompatibilitate in vitro 

l-am efectuat pentru MEC vasculară, MEC osoasă avasculară și MECOv. 

Testul de biocompatibilitate  

Biocompatibilitatea prin recelularizarea in vitro a fost testată pentru MEC vaculară, MEC 

osoasă avasculare şi 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 în acest studiu au fost 

transpuse prin transducție lentivirală cu proteina fluorescentă verde (GFP) pentru vizualizare la 

microscopul fluorescent, crioconservate şi păstrate la -80°C. Recelularizare MEC osoase a fost 

efectuată cu ajutorul celulelor mezenchimale stem alogene din măduva osoasă de origine porcină 

(BM - MSC). Celulele BM - MSC au fost colorare cu PKH26 pentru vizualizare lor la microscopul 

fluorescent (figura 3). MEC au fost precondiționate pentru 72 h în mediu celular specific la 37°C 

până la însămânțarea celulelor. 

 

Figura 3. Celule stem primare (BM MSC). Colorația PKH26. (A)  imaginea celulelor obţinute 

în câmpul luminos. (B) imaginea celulelor obţinute în  câmpul Cy3 (oferă o culoare aurie 

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

A B C 

A B C 
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3. REZULTATE STUDIULUI 

Rezultatele testului de permeabilitate vasculară pentru grefa osoasă vascularizată 

Această metodă de testare a funcţionalităţii pediculului vascular a fost utilizată pentru a 

evalua perfuzia segmentului osos specific pediculului vascular într-un mediu controlat in vitro, 

ceea ce înseamnă că dimensiunile grefei osoase au fost ajustate în dependenţă de gradul de colorare 

in albatru a grefei. A fost păstrată zona colorată cel mai accentuat (figura 4). 

 

Figura 4. Rezultatele testului de perfuzie arterială. (A) prima oră de la perfuzia soluţiei pe 

bază de albastru de metilen. (B) parametrii perfuzomatului. (C) ajustarea dimensiunilor 

componentei osoase a grefei la 24 h după perfuzie.  

Examinarea histologică (H&E şi DAPI) 

Coloraţia histologică H&E şi DAPI a demonstrat eficacitatea protocolului de decelularizare 

prin înlăturarea efectivă a nucleilor celulari în grefele vasculare (diametru mare, mediu şi mic) şi 

în grefele osoase avasculare corticale si spongioase. De asemenea, colorația DAPI a prezentat lipsa 

materialului de ADN în toate grefele procesate. Tote acestea în condiţiile păstrării integrităţii MEC 

vasculare şi osoase (figura 5, figura 6, figura 7).  

 

 

Figura 5. Grefa vasculară nativă vs decelularizată. Colorația H&E. (A, B, C) grefele 

vasculare native. (a, b, c) grefele vasculare decelularizate. (A, a) artera carotidă. (B, b) artera 

femurală superficială. (C, c) artera tibială caudală. Scala. A, B, a: 200 μm; b: 100 μm;  

C, c: 500 μm  

 

 

A B C 

8 cm 

A B C 
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Figura 6. Grefa osoasă nativă vs decelularizată. Colorația DAPI. (A, B, C) grefele vasculare 

native. (a, b, c) grefele vasculare decelularizate. (A, a) artera carotidă. (B, b) artera femurală 

superficială. (C, c) artera tibială caudală. Scala. A, B, C, a, b, c: 100 μm  

 

 

Figura 7. Grefa osoasă nativă vs decelularizată. Colorația H&E și colorația DAPI. (A, B, C) 

grefa nativă. (a, b, c) grefa decelularizată. (A, a) colorația H&E grefa corticală. (B, b) colorația 

H&E grefa spongioasă. (C, c) colorația DAPI grefa cortico-spongioasă. Scala. A, B, a: 50 μm; b: 

20 μm; C, c:100 μm  

Microscopia prin scanare electronica  

Analiza imaginilor obţinute la SEM, arată că procesul de decelularizare nu a modificat în 

mod semnificativ structura MEC osoase corticale, confirmând eficacitatea și conservarea 

integrității structurale al osului în timpul tratamentului de decelularizare. În ceea ce privește 

probele osoase spongioase, s-a constatat că acestea sunt mai sensibile la procesarea de 

decelularizare. Această sensibilitate s-a manifestat prin prezentarea suprafețelor mai rugoase la 

probele procesate în comparație cu probele native de os spongios. În plus, structura osoasă și-a 

pierdut uniformitatea conturului pe întreaga suprafață examinată, indicând o modificare a 

aspectului microstructural al țesutului osos spongios în urma procesului de decelularizare. 

A C B 

a b c 

A B C 
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Imaginile obţinute la SEM pentru osul cortical şi spongios navite vs decelularizate, sunt prezentate 

în figura 8. 

 

 

Figura 8. Grefa osoasă corticală și spongioasă nativă vs decelularizată. SEM. (A) os cortical 

nativ, (a) os cortical decelulaizat. (B) os spongios natic, (b) os spongios decelularizat.  

Scala. A, B, C, D: 100 μm 

Cuantificarea AND-ului  

Analiza statistică a rezultatelor obţinute, a demonstrat o scădere nesemnificativ statistic după 

decelularizare al ADN-ului în toate grefele pentru componenta corticală (p>0.05, ÎI 95%) şi o 

scădere semnificativ statistic al ADN-ului pentru componenta spongioasă (p<0.05, ÎI 95%). Toate 

datele obţinute la măsurarea ADN-ului sunt prezentate în tabelul 1.  

Alte concluzii preliminare după analiza rezultatelor sugerează că comparativ cu osul 

spongios nativ, osul cortical nativ conține o cantitate mult mai mică de ADN, chiar mai mult, în 

unele cazuri cantitatea ADN-ului în osul nativ cortical a fost mai mică decât în osul spongios 

decelularizat. Astfel, pot spune că eliminarea ADN-ului din componenta corticală poate fi 

considerată mai puțin importantă decât eliminarea ADN-ului din componenta spongiosă. 

Deoarece literatura nu furnizează date precise despre raportul dintre cantitatea ADN-ului 

prezent în grefa transplantată și răspunsul imun provocat, presupunem că cantitatea de ADN 

rămasă în grefa compozită vascularizată decelularizată poate fi insuficientă pentru a declanșa un 

răspuns imun și, implicit, o rejecție acută sau cronică a implantului osos compozit vascularizat. Cu 

toate acestea, confirmarea definitivă a acestui lucru poate fi obținută doar în urma studiilor in vivo.  

În ceea ce privește rezultatele care indică o creștere nesemnificativă a cantității de ADN în 

componenta corticală a grefei compozite la perfuzarea soluţiilor de decelularizare prin artera 

poplitee,  presupun că aceaste rezultate nu reprezintă o eroare. Pentru 3 grefe diferite, prelevate de 

la 3 animale diferite, decelularizate cu perfuzarea soluțiilor prin artera poplitee, am determinat 

creşterea nesemnificativă a ADN-ului în zona corticală la 2 grefe. Acest fenomen poate fi explicat 

prin spălarea celulelor/componentelor celulare de-a lungul structurii osoase, ceea ce a condus la 

migrarea ADN-ului din regiunea spongiosă în timpul prelucrării grefei. 

a 

A B 

b 
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Având în vedere considerațiile de mai sus, presupun că modalitatea de perfuzare a soluțiilor 

de decelularizare prin artera poplitee, oferă un rezultat mai bun la îndepărtarea ADN-ului din grefa 

osoasă vascularizată după decelularizare. 

Tabelul 1. Cuantificarea ADN-ului pentru grefele osoase. 

Tipul de ţesut Concentraţia de ADN (μg/mg), media 

triplicatelor tehnice 

Proba I Proba II Proba III 

Cuantificarea AND-ului pentru grefa cortico-spongioasă avasculară 

os cortico-spongios nativ 3.964 4.547 4.868 

os cortico-spongios decelularizat 3.156 3.676 4.01 

Cuantificarea AND-ului pentru MECOv decelularizată după 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 în MECOv decelularizată după perfuzarea diafizară 

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 MECOv decelularizată după perfuzarea prin artera 

poplitee cu o concentraţie 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 decelularizată după perfuze prin artera 

poplitee şi utilizată 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 testată prin însămânţarea pe lumenul vascular a 

celulelor HUVEC-GFP. Astfel, însămânţarea şi monitorizarea celulară a demonstrat că grefa 

vasculară decelularizată prin protocolul utilizat permite ataşarea şi multiplicarea celulelor 

însămânţate. S-a observat ocreştere progresivă a numărului de celule pe MEC vasculară timp de 8 

zile, perioada pentru care s-a efectuat creşterea celulară (figura 9). 
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Figura 9. Recelularizarea MEC vasculare. Precondiționarea – 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 μm; B, C: 200 μm; D: 100 μm 

Biocompatibilitatea in vitro a MEC osoase avasculare, a fost testată prin însămânţarea 

celulelor mezenchimale STEM marcate PKH26. Astfel, s-a observat o creştere progresivă a 

numărului de celule pe carcasa extracelulară osoasă timp de 8 zile, perioadă pentru care s-a efectuat 

creșterea celulară (figura 10). 

 

 

Figura 10. Recelularizarea MEC osoase avasculare. Vizualizarea MB MSC-PKH26. (A) 

celulelor MB MSC la ziua a 2-a, colorația PKH26. (B) celulelor MB MSC la ziua a 4-a, colorația 

PKH26. (C) celulelor MB MSC la ziua a 6-a, colorația PKH26. (D) celulelor MB MSC la ziua a 

8-a, colorația PKH26. (E) celulelor MB MSC la ziua a 8-a, colorația Calcein. Scala. A, B, C, D, 

E: 100 μm; 

Biocompatibilitatea MECOv a fost testată prin însămânţarea celulelor mezenchimale stem 

din măduva osoasă marcate PKH26. Celulele au fost însămânţate pe suprafaţa externă a grefei 

osoase, la nivelul periostului şi în interiorul periculului vascular. În ziua a 2-a s-a determinat un 

număr satisfăcător de celule. Către ziua a 4-a s-a determinat o scădere uşoară a numărului celular 

de pe suprafața externă a MECOv, cu toate acestea, s-a determinat prezenţa celulelor viabile în 

interiorul grefei, chiar dacă celulele nu au fost însămânţate în interior. La fel, în ultima zi a testării 

(a 5-a zi), am determinat celule viabile la nivelul periostului şi pe suprafaţa externă a pedicului 

vascular (figura 11).  

A B C D 
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Figura 11. Recelularizarea MECOv. Celulele MB MSC-PKH26. (A) MECOv. (B) celulelor 

MB-MSC de pe surafaţa externă a grefei, ziua a 2-a. (C) celulelor MB-MSC  de pe suprafaţa 

externă a grefei, ziua a 4-a. (D) celulelor MB MSC  de pe suprafaţa externă a grefei, ziua a 5-a. 

(E) celulelor MB-MSC  din interiorul grefei, ziua a 5-a. (F) celulelor MB-MSC  de pe tunica 

vasculară ziua a 5-a. Scala. B: 500 μm; C, D: 200 μm; E, F: 100 μm 

 

CONSLUZII GENERALE 

1. Treimea proximală a osului tibial reprezintă o sursă promițătoare pentru dezvoltarea 

alogrefelor osoase compozite vascularizate. Aceste grefe pot servi ca platformă pentru 

studierea proceselor de obținere a matricei extracelulare osoase vascularizate și decelularizate.  

2. Metoda optimă de decelularizare a grefei osoase cu păstrarea sursei de vascularizare, poate fi 

un protocol pe bază de detergent SDS cu o concentrație de 0.5% şi o soluție enzimatică 

(DNază). Acest protocol permite obținerea matricelor extracelulare osoase vascularizate, 

păstrând integritatea pediculului vascular. 

3. Utilizarea metodelor calitative (H&E, DAPI, SEM) și a celor cantitative (cuantificarea ADN-

ului) este obligatorie pentru testarea eficacității metodei de decelularizare a grefelor osoase 

compozite vascularizate. Doar interpretarea în ansamblu a rezultatelor obținute poate prezice 

biocompatibilitatea in vivo a alogrefei.  

4. Utilizarea celulelor HUVEC și a celulelor stem din măduva osoasă reprezintă o sursă valoroasă 

de celule pentru testarea in vitro a potențialului de recelularizare a matricei extracelulare 

vasculare și osoase. Obținerea recelularizării in vitro a MECOv poate sugera un potențial 

imunogen scăzut și un grad ridicat de biocompatibilitate a alogrefei. 

RECOMANDĂRI PRACTICE 

Recomandările ce pot fi utile pentru viitoarele studii preclinice, sunt:  

1. Utilizarea treimei proximale a tibiei ca material sigur pentru testarea in vitro a metodelor de 

obținere a matricelor extracelulare osoase vascularizate decelularizare; 

2. Utilizarea soluției enzimatice în protocolului de decelularizare pentru eliminarea eficientă al 

ADN-ului din componența grefei; 

A B C 

D E F 
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3. Utilizarea metodelor de precondiționare a matricei extracelulare decelularizate pentru 

accentuarea proprietățile de bază a acesteia și susținerea viabilității, aderenței și multiplicării 

celulare; 

4. Testarea in vivo a biocompatibilității și a gradului de imunogenitate a alogrefei osoase 

vascularizate obținute prin decelularizate;  

5. Aprecierea gradului de integrare in vivo prin evaluarea procesului de remodelare a alogrefei 

osoase vascularizate decelularizate și testarea rezistenței mecanice a acesteia după 

transplantare utilizând testele funcționale şi imagistice. 
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Cuvintele-cheie: alogrefă osoasă, alogrefă compozită, alogrefă vascularizată, decelularizare, 

inginerie tisulară, matrice extracelulară, recelularizare, biocompatibilitate. 

Scopul studiului: Elaborarea protocolului universal de decelularizare a ţesuturilor cu divers grad 

de mineralizare în scopul obţinerii grefelor osoase compozite vascularizate cu calităţi imunogene 

minime. 

Obiectivele studiului: (1) Elaborarea eseului chirurgical pentru obținerea grefei osoase 

vascularizate a osului tibial la animale de laborator; (2) Elaborarea protocolului de decelularizare 

a grefelor osoase (os tibial) cu păstrarea sursei de vascularizare; (3) Testarea eficacității metodei 

de decelularizare a grefelor osoase prin metode calitative (H&E, DAPI, SEM) şi cantitative 

(cuantificarea ADN-ului); (4) Determinarea biocompatibilităţii matricelor extracelulare osoase 

vascularizate prin recelularizarea in vitro utilizând diferite tipuri de celule.    

Noutatea şi originalitatea ştiinţifică: am elaborat şi testat un protocol universal de decelularizare 

pentru grefele osoase compozite (ţesut dur + ţesut moale). S-a obţinut recelularizare in vitro a 
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MEC vasculare, MEC osoase avasculare și a MEC osoase vascularizate utilizând diferite tipuri de 

celule.  

Problema ştiinţifică rezolvată în teză: am determinat și caracterizat cele mai importante aspecte 

ale decelularizării țesuturilor moi și dure pe baza aceluiași protocol de decelularizare. Am reuşint 

ulteriora recelularizarea in vitro  a matricelor extracelulare obţinute.  

Semnificaţia teoretică: am elaborat un protocol universal de decelularizare pentru grefele osoase 

compozite (țesut moale + țesut dur), iar rezultatele colectate în urma acetui studiu pot servi o bază 

ştiinţifică utilă pentru ulterioarele studii in vivo.   

Valoarea aplicativă a lucrării: studiul dat reprezintă un pas important în susţinerea viitoarelor 

studii preclinice in vivo pentru elaborarea unei noi metode chirurgicale în tratamentul defectelor 

osoase masive de diferită geneză la nivelul aparatului locomotor, prin utilizarea alogrefelor osoase 

decelularizate vascularizate obținute prin inginerie tisulară.  

Implementarea rezultatelor ştiinţifice: rezultatele obţinute au fost utilizate în cadrul altui studiu 

experimental in vivo – ,,Plastia defectelor osoase vaste prin allogrefaj osos vascularizat 

decelularizat inclus în circuitul vascular adoptiv”. Astfel, preconizăm implementarea în cadrul 

Laboratorului de Inginerie tisulară și culturi celulare a USMF „Nicolae Testemiţanu”, 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, Chișinău, 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”. 

АННОТАЦИЯ 

Стоян Алина ,,Приготовление костных аллотрансплантатов на сосудистом педикуле – 

экспериментальное исследование”. Диссертация на соискание степени кандидата 

медицинских наук, Кишинев, 2024. 

Структура диссертации: диссертация представлена на 143 страницах и включает: 

содержание, список сокращений, 13 таблиц, 45 рисунков, введение, 4 главы, общие выводы 

и практические рекомендации. Диссертация завершается списком литературы, состоящим 

из 257 наименований, 2 приложениями, резюме автора и заявлением автора о принятии 

ответственности. Результаты исследования были опубликованы в 18 научных работах. 

Ключевые слова: костный аллотрансплантат, композитный аллотрансплантат, 

васкуляризованный аллотрансплантат, деклеткация, тканевая инженерия, внеклеточный 

матрикс, реклеткация, биосовместимость. 

Цель исследования: pазработка универсального протокола децеллюляризации тканей с 

различной степенью минерализации с целью получения васкуляризованных композитных 

костных трансплантатов с минимальными иммуногенными качествами. 

Задачи исследования: (1) Разработка хирургической техники для получения 

васкуляризованных костных трансплантатов из тибиальной кости у лабораторных 

животных; (2) Установление протокола децеллюляризации костных трансплантатов 

(тибиальная кость) с сохранением источника васкуляризации; (3) Проверка эффективности 

метода децеллюляризации костных трансплантатов с использованием качественных и 

количественных методов; (4) Определение биосовместимости внеклеточных матриц костей 

с васкуляризацией через реклеткацию in vitro с использованием различных типов клеток.  

Научная новизна и оригинальность: pазработан и протестирован универсальный 

протокол децеллюляризации для композитных костных трансплантатов (твердая ткань + 

мягкая ткань). Достигнута pецеллюляризация in vitro сосудистого внеклеточного матрикса, 

авascular костных матриц и васкуляризованных костных матриц с использованием 

различных типов клеток.  

Научная проблема, решенная в диссертации: oпределены и охарактеризованы наиболее 

важные аспекты децеллюляризации мягких и твердых тканей на основе одного и того же 

протокола децеллюляризации. Успешно осуществлена последующая pецеллюляризация in 

vitro полученных внеклеточных матриц. 

Теоретическая значимость: pазработан универсальный протокол децеллюляризации для 

композитных костных aллoтрансплантатов (мягкая ткань + твердая ткань), а собранные 

результаты данного исследования могут служить полезной научной основой для будущих 

in vivo исследований. 

Прикладная ценность работы: данное исследование представляет собой важный шаг в 

поддержке будущих доклинических исследований in vivo для разработки нового 

хирургического метода лечения массивных костных дефектов различного происхождения 
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в опорно-двигательном аппарате с использованием васкуляризованных децеллюляризации 

костных аллотрансплантатов, полученных с помощью тканевой инженерии.  

Внедрение научных результатов: полученные результаты уже использованы в другом in 

vivo исследовании – ,,Пластика обширных костных дефектов децеллюляризированным 

васкуляризированным костным аллотрансплантатом, включенным в адоптивный 

крoвoтoк”. Таким образом, планируицa внедрение нового протокола децеллюляризации 

васкуляризированных композитных костных aллoтрансплантатов в рамках Лаборатории 

тканевой инженерии и клеточных культур Государственного Медицинского и 

Фармацевтического Университета им. Николае Тестемицану.  
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