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CAPITOLUL 1: PROBLEME DE ETICA MEDICALA.

Pacientii din cadrul studiului au oferit un consimtamant in cunostintd de cauza in scris,
fiind de acord cu detaliile interventiei chirurgicale si ale cercetarii, inclusiv durata cercetarii,
rezultatele asteptate, procedurile, beneficiile, riscurile, protectia datelor, confidentialitatea,
participarea voluntara si optiunile de renuntare. Populatile vulnerabile au fost excluse din
selectia participantilor. Datele pacientilor au respectat reglementarile europene si nationale
care reglementeaza informatiile medicale personale. Au fost stabilite protocoale pentru
colectarea, prelucrarea si stocarea datelor, asigurandu-se respectarea standardelor legale.

Studiul a urmat proceduri etice meticuloase, Thcepand cu aprobarea din partea
Comitetului de etica local si respectarea reglementarilor nationale, europene si internationale.
Tesuturile umane au fost obtinute Tn timpul procedurilor chirurgicale, etichetate si anonimizate
in conformitate cu cerintele legale. Transferul probelor a respectat protocoale stricte si norme
legale, mentinand integritatea studiului.

CAPITOLUL 2: MATERIALE SI METODE.

Materialul biologic a fost recoltat de la patru pacienti internati in sectia Ortopedie a
Spitalului Clinic Militar de Urgenta "Dr. Victor Popescu” Timisoara. Doi pacienti au fost supusi
unei interventii chirurgicale artroscopice pentru reconstructia ligamentului incrucisat anterior,
iar doi au fost supusi unei interventii chirurgicale de nlocuire a genunchiului. Grasimea Hoffa
a fost recoltatad n timpul artroplastiei genunchiului. Dupa pregatirea pielii si sub anestezie
spinala, s-a facut o incizie de 15 cm in mijlocul genunchiului. Au fost identificate tendonul
cvadricepsului si marginea rotuliana si s-a efectuat o artrotomie. Grasimea lui Hoffa, situata
in spatele tendonului rotulian, a fost extirpata pentru a imbunatati accesul la compartimentul
extern al genunchiului si pentru a atenua eventualele dureri post-artroplastie ale genunchiului.

Chirurgia artroscopica a necesitat 0 pozitionare precisa a pacientului, cu membrele
inferioare suspendate. Sub anestezie spinala, genunchiul a fost accesat prin incizii laterale si
mediale. Au fost folosite tehnici specializate, inclusiv recoltarea artroscopica a grasimii Hoffa,
cu ajutorul unor pensete sau al unui aparat de ras motorizat. S-a efectuat o rezectie partiala
a grasimii Hoffa atunci cand a fost necesar pentru reconstructia ligamentelor, cu ajutorul unor
sisteme de colectare aprobate de FDA, cum ar fi Aquavage. Materialul biologic recoltat a fost
transferat cu grija in tuburi Falcon preumplute cu 15 ml de PBS si o solutie de Penicilina-
Streptomicina 1%. Aceste tuburi au fost plasate intr-un recipient pre-refrigerat si apoi
transferate la departamentul de imunologie al Spitalului Clinic Judetean de Urgenta "Pius
Branzeu" Timisoara pentru analiza, asigurand o tranzitie fara probleme de la operatie la

evaluarea stiintifica.

In laborator, probele de tesut recoltate au fost manipulate cu meticulozitate in conditii
de sterilitate. Acestea au fost plasate in vase Petri sterile de 15 cm (Falcon) si au fost spalate
cu o solutie PBS continand 2% Pen-Strep in medii controlate. Tesuturile au fost apoi disecate
si maruntite cu lame de bisturiu si foarfeci sterile. Au fost pregatite placi Petri speciale pentru
a facilita aderenta celulelor mezenchimale, iar tesutul adipos a fost transferat in aceste placi.
Placile Petri au fost pregatite cu un mediu de crestere care contine componente specifice
celulelor mezenchimale umane (hMSC). Aceste farfurii au fost incubate la 37°C cu 5% CO2
pentru o crestere optima a celulelor. Mediul de cultura a fost inlocuit in mod regulat la fiecare
3-5 zile. In ziua 9, fragmentele de tesut au fost aspirate si mediul de cultura a fost schimbat,
marcand o faza critica a procesului. La atingerea unei confluente celulare minime de 80%, s-
a efectuat tripsinizarea, urmatd de centrifugarea suspensiei celulare. Celulele au fost
resuspendate Tn PBS si au fost numarate cu ajutorul unui hemacytometru. Culturile au fost
mentinute la o densitate de aproximativ 3-5*10"4 celule pe cm”2 si au fost partial congelate,
marcand punctul culminant al acestui proces complex.



Mediul de culturd a fost esential in diferentierea celulelor n condrocite. Acesta
continea diverse substante, inclusiv dexametazona, acid ascorbic-2 fosfat, piruvat de sodiu,
proling, insulina-transferina-selenium, TGF B1 si 1% Pen-Strep, care au facilitat diferentierea
celulara. Mediul ChondroDiff combinat cu 1% Pen-Strep a fost, de asemenea, utilizat pentru
a sustine cresterea si diferentierea. Dupa 24 de ore, aderenta celulelor la plasticul vasului
Petri a marcat o faza semnificativa in cadrul experimentului. Cutia Petri 1 a continuat cu mediul
de cultura specific MSC, pastrand identitatea hMSC, in timp ce cutia Petri 2 a fost supusa unui
proces de diferentiere specific pentru utilizare ulterioara. Sistemul de bioimprimare a fost o
configuratie tehnologica cuprinzatoare, incluzdnd hardware precum bioimprimatoarea,
bioincinta si software-ul pentru proiectarea schelelor. Software-ul Cinema 4D a fost utilizat
pentru modelarea CAD a unui menisc lateral uman, in baza unor cercetari ample privind
dimensiunile meniscului. Fisierul in format stereolitografic (.stl) a fost transferat catre software-
ul bioimprimantei, asigurand astfel precizia. Modelul s-a bazat pe cercetari empirice, pe
analiza prin rezonanta magnetica si pe validarea in raport cu datele anatomice. Au fost
utilizate masuratori medii, cum ar fi circumferinta, latimea cornului si inaltimea, pentru a
asigura precizia anatomica. Aceasta abordare interdisciplinara, ghidata de cercetarea
academica si de expertiza medicald, evidentiaza complexitatea proiectarii schelelor in aceasta
aplicatie medicala avansata.

Bioimprimatorul INKREDIBLE de la Cellink din Suedia este un model de extrudare
pneumatica de Tnalta precizie, cu o precizie de 10 microni pe axa XY si de 2,5 microni pe axa
Z. Acesta ofera reticulare cu LED-uri UV, rezolutie a straturilor de 100 microni si gestioneaza
0 gama larga de vascozitati ale gelului. Pentru a mentine sterilitatea, acesta functioneaza in
cadrul unui cabinet de siguranta biologica echipat cu un filtru HEPA H14 EN 1822. Bioink
Cellink combina celuloza nanofibrilara cu alginatul de sodiu si este reticulat cu ajutorul unui
agent pe baza de apa si clorura de calciu. Aceasta cerneala versatila se adapteaza la diferite
tipuri de tesuturi si este esentiala pentru succesul bioimprimarii. Procesul de bioimprimare
implica sterilizarea, setarea parametrilor, pregatirea cernelii biologice si imprimarea.
Dimensiunea scheletului este scalata la 60% din meniscul uman. Controalele includ structuri
celulare si geluri de testare. Condrocitele diferentiate din celule stem derivate din celule
adipoase sunt incorporate Tn menisc, iar testele mecanice evalueaza rezistenta.

Sistemul XxCELLigence RTCA, care utilizeaza impedanta electrica cu microelectrozi, a
fost utilizat pentru analiza celulard in timp real. Acesta evalueaza cresterea celulara,
citotoxicitatea, proliferarea, diferentierea, aderenta, migratia, invazia si interactiunile ligand-
receptor. Acest sistem monitorizeaza in permanenta celulele vii in conditii optime, furnizand
date fiabile pe toata durata culturii. Procesul de citometrie in flux a implicat tripsinizarea,
centrifugarea, marcarea cu mai multi anticorpi, o incubare la intuneric de 30 de minute, spalare
completa si resuspensie in solutie Cell Wash. Aceasta metoda a permis investigarea detaliata
a markerilor si caracteristicilor celulare, demonstrand rigoarea pregatirii celulelor pentru
citometria in flux. Pentru imunocitochimie si imunofluorescenta, celulele aderente au fost
fixate, marcate cu anticorpi primari si incubate. Imunofluorescenta a fost realizata la intuneric,
utilizand anticorpi secundari fluorescenti si DAPI pentru colorarea nucleelor. Imunocitochimia
a implicat anticorpi primari produsi de soareci impotriva markerilor umani specifici. Ambele
metode au contribuit la analiza detaliatad a caracteristicilor celulare.

CAPITOLUL 3: REZULTATE.

Experimentul a inceput cu plasarea fragmentelor de tesut in vase Petri, iar Tn decurs
de sase zile, celulele au inceput sa migreze si s& adere la suprafata de plastic. In a noua zi,
s-a format o retea complexa, iar in ziua a treisprezecea, prezenta celulelor s-a intensificat.
Aceste observatii au sustinut identificarea celulelor stem mezenchimale derivate din tesutul
adipos, aruncand lumina asupra modelelor de crestere ale acestora. Testele de viabilitate prin
citometrie in flux au evidentiat procentaje de viabilitate celulara variabile Tn functie de diferitele
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treceri. Probele 1 si 2 au prezentat o viabilitate redusa si rate mai mari de apoptoza timpurie.
Proba 2 a prezentat o apoptoza tarzie semnificativa, ceea ce a facut-o nepotrivita pentru
bioimprimare. Probele 3 si 4, cu o viabilitate mai mare si rate de apoptoza mai scazute, au
aparut ca fiind candidatii ideali pentru studii ulterioare de bioimprimare. Aceste constatari
subliniaza importanta selectarii materialului celular optim pentru incercarile de bioimprimare.
Monitorizarea continua a indicilor celulari a relevat o perioada de stabilizare la aproximativ
patru ore dupa implantare, urmatd de crestere si diviziune in intervalul de 4-24 de ore.
Comparatia dintre celulele stem derivate din adipocite (ADSC) si celulele stem mezenchimale
din maduva osoasa (BM-MSC) a demonstrat timpi de dublare similari, evidentiind dinamica
celulara universala. Aceste rezultate contribuie la intelegerea proliferarii celulelor stem si ofera
o referinta pentru cercetatorii care lucreaza cu diverse tipuri de celule.

Tehnicile de citometrie in flux joaca un rol esential in identificarea si caracterizarea
precisd a populatiilor de celule, un aspect crucial al cercetarilor noastre recente asupra
celulelor stem mezenchimale (MSC). In mod specific, analizele noastre au cuprins MSC
derivate din tesutul adipos Hoffa (ADSC) si celule orientate spre linia condrocitelor. Aceasta
abordare metodologica a implicat evaluarea atat a markerilor pozitivi (CD90, CD73, CD29,
CD44, CD105 si CD117), cét si a celor negativi (CD106, CD34, CD146, alfa-SMA, E-cadherin
si CD95). Examinarea expresiei acestor markeri in cadrul populatiilor de celule din patru probe
distincte a evidentiat diferente notabile, care indica variabilitatea interindividualad. Aceasta
variatie evidentiaza atributele unice ale fiecarei probe si subliniaza diversitatea complexa din
cadrul MSC, chiar si atunci cand provin din surse de tesut aparent uniforme. Variabilitatea
interindividuala nu este unica in cazul celulelor stem derivate din tesutul adipos Hoffa; ea este
observata si in cazul celulelor stem mezenchimale provenite din maduva osoasa hematogena.
Aceste observatii subliniaza faptul ca celulele stem, indiferent de originea lor, poseda profiluri
de expresie distincte care le pot influenta semnificativ comportamentul si potentialul
terapeutic. In ciuda variabilitatii interindividuale, rezultatele noastre afirma ca markerii
caracteristici celulelor stem sunt prezenti in mod constant, desi in proportii variabile. Acest
lucru subliniaza faptul ca, desi nivelurile de expresie ale unor markeri specifici pot diferi intre
probe, atributele fundamentale care definesc celulele stem persista. Astfel, variabilitatea Tn
expresia markerilor adauga complexitate la intelegerea noastra a acestor celule, mai degraba
decét sa le nege identitatea inerenta de celule stem.

Cercetarile noastre au aprofundat caracteristicile unice ale celulelor stem derivate din
tesutul adipos Hoffa (ASC/ADSC), utilizand diferite tehnici analitice. Tn primul rand, ne-am
concentrat asupra markerilor pozitivi CD90, CD29 si CD105, indicatori principali ai
potentialului celulelor stem. In mod surprinzator, acesti markeri au prezentat o expresie
consistenta in diferite probe, sugerand caracteristici uniforme ale celulelor stem, in ciuda
variatiilor in ceea ce priveste sursele de tesut. in schimb, CD26 si CD44, legate de activarea
celulard si capacitatea de adeziune, au prezentat o variabilitate individuald semnificativa,
subliniind natura complexd a ASC/ADSC. In contextul markerilor condrocitelor, analiza
noastrd a evidentiat o consecventa remarcabila in ceea ce priveste expresia CD90, CD44,
CD29 si TGF-beta 1n diverse probe. Mai mult, acesti markeri au prezentat modele similare n
comparatie cu celulele stem mezenchimale, ceea ce implica roluri fundamentale comune.
Aceasta uniformitate ne imbunatateste intelegerea condrocitelor si a MSC-urilor, in special in
aplicatile de inginerie tisulara si de medicina regenerativa. De asemenea, am utilizat
imunocitochimia pentru a detecta proteine specifice in cadrul celulelor ASC/ADSC izolate.
Coloratia pozitiva pentru CD105 si Vimentin a afirmat prezenta acestora si a contribuit la
intelegerea identitatii celulelor. In schimb, absenta VEGF, Ki67, CD117 si citokeratind a
dezvaluit caracteristici distincte, delimitand si mai mult profilul celular. Aceste constatari ne
imbogatesc Tn mod colectiv intelegerea ASC/ADSC, facilitand cercetarile viitoare si aplicatiile
terapeutice prin sublinierea importantei recunoasterii variabilitatii individuale a proprietatilor
celulare.

Studiul nostru a implicat bioimprimarea meniscurilor celularizate, o etapa cruciala in
ingineria tisulara, asigurand o distributie uniforma a celulelor in structurile imprimate. Aceasta
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uniformitate este esentiala pentru a reproduce integritatea si functia meniscului natural. Mai
mult, am reusit s& mentinem cu succes caracteristici de marime si forma constante in toate
meniscurile imprimate, reflectand cu precizie meniscurile umane extirpate chirurgical. Pentru
a obtine masuratori precise, am folosit un calibru digital de inalta precizie cu o marja de eroare
de 0,015 mm. Masuratorile noastre au cuprins diverse dimensiuni, inclusiv circumferinta
medie (93,2 mm + 2,1 mm) si masuratori specifice pentru diferite regiuni anatomice, reflectand
geometria si functionalitatea complexa a meniscului. Am efectuat, de asemenea, o analiza a
viabilitatii celulelor la doua zile dupa imprimare, care a aratat ca majoritatea celulelor
(aproximativ 40 de milioane din 50 de milioane) au ramas in interiorul tesutului imprimat si au
fost viabile. Tn ciuda unor pierderi de celule, acest rezultat semnificd un proces de
bioimprimare de succes, cu implicatii promititoare pentru viitoarele aplicatii terapeutice. Tn
ceea ce priveste rezistenta mecanica, testele de compresie au indicat ca meniscurile noastre
bioimprimate au prezentat proprietati mecanice unice in comparatie cu tesutul nativ. Desi au
fost observate diferente, explorarea suplimentara a probelor imbogatite si neimbogatite cu
celule a evidentiat rolul celulelor, in special al matricei extracelulare secretate de acestea, in
modularea comportamentului mecanic.

CAPITOLUL 4: DISCUTIL.

In ceea ce priveste ingineria tisulara, se intrevede la orizont potentialul de a revolutiona
biomedicina regenerativa si de a rezolva problema lipsei de organe donate. Cu peste 100.000
de pacienti care au nevoie de transplanturi, ingineria tisulara ofera o solutie promitatoare la
aceasta problema urgentd de sanatate publica. Cu toate acestea, crearea de organe
functionale din celulele proprii ale unui pacient este un proces complex care implica diversi
factori fiziologici, culturi de celule, stabilirea retelei vasculare, inervatie si interactiunea cu
tesuturile adiacente. Imprimarea tridimensionala in domeniul medical ofera o gama versatila
de aplicatii, de la modele anatomice pentru planificarea preoperatorie pana la implanturi
personalizate, proteze si chiar instrumente de depistare a medicamentelor. Platformele in vitro
care utilizeaza interactiuni multidimensionale si multicelulare permit solutii medicale specifice
pacientului. Cu toate acestea, desi aceste tehnologii sunt foarte promitatoare, ele prezinta, de
asemenea, provocari, cum ar fi obtinerea unei celularizari ridicate si a unei viabilitati celulare
post-bioimprimare, care necesita investigatii suplimentare.

Analiza morfologica a celulelor stem mezenchimale derivate din tesut adipos (ADSC)
este esentiald pentru aplicarea lor in medicina regenerativa si in ingineria tisulara. Aceste
celule au demonstrat caracteristici promitatoare, inclusiv potentialul de proliferare si
morfologia asemanatoare cu cea a fibroblastelor, ceea ce le face valoroase pentru
expansiunea in vitro si potentiala utilizare in terapiile pe baza de celule. Cercetarile viitoare ar
trebui sa exploreze relatia dintre caracteristicile donatorilor si proprietatile ADSC si sa extinda
diversitatea esantioanelor pentru a spori generalizabilitatea rezultatelor. Intelegerea acestor
aspecte celulare este cruciala pentru optimizarea ADSC-urilor Tn ingineria tisulara si medicina
regenerativa, promitand rezultate imbunatatite pentru pacientii care au nevoie de tratamente
avansate...

CAPITOLUL 5: CONCLUZII.

In concluzie, aceasta lucrare de doctorat a atins etape importante cu implicatii
profunde pentru medicina regenerativa si tehnologia de bioimprimare 3D. lIzolarea si
caracterizarea cu succes a celulelor stem mezenchimale de tip ADSC din tesutul adipos Hoffa,
impreuna cu viabilitatea si modelele lor distincte de proliferare, reprezinta o sursa promitatoare
pentru abordarea patologiilor osteoarticulare. Capacitatea demonstrata a acestor celule de a
se diferentia Tn condrocite reprezinta un pas inainte esential in aplicatile de reparare a
cartilajului. Aceasta lucrare nu numai ca largeste domeniul de aplicare al terapiilor cu celule
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stem, dar contribuie, de asemenea, la intelegerea unor surse de celule unice pentru ingineria
tisulara.

In plus, crearea unui menisc lateral uman cu ajutorul software-ului Cinema 4D si a
imprimantei 3D Inkredible marcheaza o realizare de pionierat in Romania si reprezinta un
progres tehnologic semnificativ. Desi meniscurile bioimprimate au prezentat o rezistenta
mecanica mai mica in comparatie cu omologii naturali, aceasta descoperire ofera o baza
pentru viitoarele imbunatatiri ale sintezei matricei extracelulare si ale rezistentei mecanice. Au
fost explorate diverse metode, inclusiv utilizarea condrocitelor prediferentiate, care au
dezvaluit importanta prediferentierii in obtinerea unei celularizari superioare si a unor markeri
specifici ai condrocitelor.

Acest studiu cuprinzator nu numai ca ne face sa avansam in cunoasterea noilor surse
de celule stem si a structurilor complexe de tesuturi 3D, dar evidentiaza, de asemenea,
provocarile si oportunitatile tehnologiei de bioimprimare. Cercetarile ulterioare vor fi esentiale
pentru a aborda aspecte precum cresterea celularizarii si imbunatatirea viabilitatii celulelor
dupa bioimprimare. In cele din urmé, rezultatele acestei lucrari de doctorat ne aduc mai
aproape de transpunerea acestor descoperiri in aplicatii clinice pentru bolile osteoarticulare,
oferind speranta si noi posibilitati pentru pacientii care au nevoie de tratamente eficiente.



