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INTRODUCERE

Obiectiv fundamentalin cadrul dezvoltarii unei strategii terapeuticdciehte a repararii
defectelor osoase s-a considerat necesara idantidianetodei optime de cultivare — conservare cu
elaborarea unei metode optime de diferentiereataliez a celulelor periostale, vizand deopotriva
componentele straturilor fibros si osteogenic aestuia. Segmentele periostale prelevate au fost
supuse procesului de separare, elementele celol#eute au fost cultivate in medii nutritive
clasice si specifice pentru diferentiere pe lirseasa.

Obiective particulare:
- selectarea metodei optime de izolare si cultivazelalelor periostale
- elaborarea metodei de diferentiere
- izolarea si identificarea celulelor periostale ctivatate osteogenica

Activitati:
- alcatuirea loturilor de studiu
- recoltarea periostului
- procesarea probelor in vederea cultivarii
- izolarea si cultivarea celulelor obtinute din exjlai in urma digestiei periostului
- crioconservarea / decongelarea
- introducerea in incinte de diferentiere
- identificarea prin analize biochimice, histochimise imunohistochimice a celulelor cu
activitate osteogenica

ACTIVITATEA
1.1. Elaborare metoda de izolare a celulelor p&iesi subperiostale

Recoltarea probelor de periost in vederea izotatiilare

Studiul s-a realizat pe 4 caini (tabelul 1), deira@muri, de ambele sexe, cu varsta cugtins
intre 3si 5 ani, cu greutate corpodaintre 17si 25 kilograme, de la care sub anestezie geheral
(acepromaziim — ketamia — izofluran) s-a recoltat periost. Explanturileripstale au fost detasate
de pe diafiza femural mijlocie, de la ambele membre, fragmentele avairdedsiunea de
aproximativ 10x20mm.

Timpi operatori:

- incizia pieliisi a tesutului conjunctiv subcutanat pe partea laieaahembrului,

- acces 0sos prin dilacerarea baasmmusculaturii,

- periostul a fost detat de os cu ajutorul decolatorului de periost (fig. Imediat dupa
recoltare fragmentele de periost au fosilae cu soltie Ringer care a ceinut 0,5%
penicilina si streptomicid. Fragmentele recultate au fost introduse #ciptu godeuri,
contindnd soltie Ringer cu antibiotigi transportate pentru prelucrare (fig. 2).

Probele au fost prelucrate la Centrul de Imunoliimje si Biotehnologii al Universittii de
Medicina si Farmacie ,Victor Babg Timisoara.



Tabel 1.
Parametrii fizici ai animalelor de la care s-a fetq@eriost

Nr. Greutate | Varsta Sex
crt (kg) (ani)
1 23,5 3 mascul
2 19 3 mascul
3 17 3 femed
4 25 4 mascul

Fig. 1 a, b, c. Aspecte intraoperatorii ale dedolragmentelor de periost de pe substratul
0S0S

Fig. 2. Aspectul fragmentelor diidecolarea de pe suprgdasosas

Jumatate din numarul de lambouri recoltate au fiiate in fragmente de 10x5 magn
folosite ulterior ca atare, fiind considerate exylai, iar celelalte ramase au fosimmtite si supuse
digestiei artificiale.

METODA DE IZOLARE A CELULELOR PERIOSTALE DIN EXPLAN

Lambourile de periost iniptite in fragmente de 10x5 mm, au fostilage cu PBS.
Segmentele rezultate, de aproximativ 0,5,cau fost aezate n pici Petri cu zona osteogeiin
contact cu placai au fost metinute timp de 10 minute in incubator la°@7pentru a asigura
adereia initiala. Lambourile aderente au fost acoperite cu o aatisuficiert de mediu nutritiv



(DMEM), astfel incat & nu fie posibid flotarea lor (fig.3). Izolarea celulelor din exptepresupune
cultivarea timp de patru zile in mediu nutritiv.

Fig. 3. Aspectul lamboului periostal acoperit cudimede cultui

Mediul de cultui folosit DMEM, conine glutamax 1 + 10% ser fetal bovin + 0,5%
penicilina streptomicid + 1 % Fungizone + 1QMM acid L-ascorbic 2 fosfat.

Dupa ce celulele care au proliferat la marginea fragiende periost au ocupat gpd pus
la dispoziie, explantul a fost indépat iar stratul celular a fost tripsinizgtneutralizat cu ser fetal
bovin urméand o centrifugare (1000 rpm, 10 min)jrdotdu-se astfel izolarea celulelor periostale.

METODA DE IZOLARE A CELULOR PERIOSTALE PRIN DIGESH

Fragmentele de periostanuntite (fig. 4) au fost tratate cu 0,1% EDTA (acidesti diamino
tetraacetic}i 0,2 % tripsira timp de o of la 37°C. Amestecul a fost dfat de trei ori cu PBS (fosfat
bazic salin)si supus digestiei cu 0,2% colageaadipul 1, de origine bacterian(Clostridium
histolyticum),SIGMA) (fig. 5), la 37C timp de trei ore in camere de digestie. Fragnienézultate
au fost trecute n eprubele sterile de Sinalu fost acoperite cu aproximativ 1 ml de colagéna

Fiecare flacon de colageriaa fost reconstituit cu 5 ml de PBS, iar s@uezultai a fost
filtrata (filtru de 0,22y) (fig. 6 si 7). Folosirea acestui tip de filtrccandus la sterilizarea soiei.

Fig. 4. Aspectul fragmentelor de periost Fig. 5. Colagenattip |
maruntite



Fig. 6. Filtrarea soliei de colagenaz  Fig. 7. Aspectul fragmentelor periostale dup
dupi reconstituire adaugarea soltei de colagenaiz

Dupa finalizarea digestiei, suspensiile celulare reseltau fost filtrate (fig. 8) (filtru de 70
- fig.9), trecute in tubugi suplimentate p&nla 20 ml cu PBS (prima 8jare) (fig. 9).

Fig. 9. Filtrul utilizat pentru Fig.10. Aspectul la finalizarea procesului
purificarea suspensiilor celulare de digestie
rezultate in urma digestiei

Suspensiile celulare diluate au fost supuse umgrigerari la 1 500 rpm timp de 10 minute

Dupa centrifugare s-a idturat majoritatea supernatantului (aproximativ 18. rButonul
rezultat prin sedimentarea celulelor a fost omaggnimecanic cu supernatantukimet, peste
aceasta suspensie celdlfimd aciugat PBS pénla 20 ml (a doua gfare).

Suspensiile celulare a fost supuse unei noi cegdirifla 1500 rpm timp de 10 minute. Dup
centrifugare s-a iaturat tot supernatantul iar celulele sedimentatéausplate de trei ori cu PBS
si fost omogenizate mecanic cu o cantitate rediesmediu de cultér(DMEM, cca. 1-2 ml).



REZULTATE

In urma prelucararii explantelor la 4 zile, dupaaiéarea lor, s-a reusit izolarea de celule

periostale (fig. 11 a si b) care ulterior dupa paiearea explantului au ramas in acelasi mediu de
cultura in vederea realizarii activitatii urmatogceltivare).

Fig. 11. Aspectul explantului la 4 zile de la irtozerea in mediul de cultur
a) imagine cu obiectivul 10X, b) imagine cu obieati20X

Digestia fragmentelor de lambou periostal a perao¢area de celule periostale (fig. 12)
care ulterior au fost trecute in mediu DMEM in vestecultivarii.

Fig. 12. Celule periostale izolate prin digestid lzle de cultivare
a) imagine cu obiectivul 20X, b) imagine cu obiegti40X

CONCLUZIE

Ambele metode de izolare a celulelor periostala davedit viabile, obtinerea celulelor prin
tehnica digestiei confera avantajul realizarii Hatr timp mai scurt de aproximativ 4-5 ore
comparativ cu metoda explantului care presupunéarta in vederea izolarii timp de 4 zile.

1.2. Achizitionarea echipamentelor necesare redlaetivitatilor din
etapele ulterioare

Conform planului de realizare a proiectului s-autaachizitia incintelor pentru cultivarea
celulelor periostale, medii de cultura si reacf@bollagen Type | (D-13) goat policlonal Ig, 200
ug/ml, BCPI/NBT liquid substrate system, Sigma fashitrophenyl phosphate, 4-nitrophenol



pestanal, gentamicin solution cell culture tested)a incintelor de diferentiere (Lab-Tek(R)
Chamber Slide 4 Well on Glass (16 EA)).

1.3. Elaborare metoda de cultivare a celulelorgstaie

Celulele obtinute in urma izolarii din explanturperiostale au fost cultivate timp de dnc
sase §ptamani, mediul nutritiv (DMEM) fiind schimbat la fiece 48 de ore, in aceagterioad s-
au realizat trei pasaje. Morfologia celdlar fost evaluatcu microscopul cu contrast de 4da 4, 5,

8 si 14 zile de la introducerea explanturilor indié de cultura, interval de timp care include si
etapa de izolare deoarece aceasta a necesitanareatipe mediu de cultura si implicit cultivarea
celulelor.

Celulele obtinute in urma digestiei au fost cultevéimp de saseaptamani perioad in care
mediul a fost schimbat din dain dou zile, realizandu-se trei pasaje celulare.

Din aceste suspensii s-au prelevat probe caresaurémsferate intr-o placu godeurki au
fost colorate cu tripan blue (10 suspensie celularsi 50 pl tripan blue). Amestecul colorant —
tripan blue a fost transferat in hemocitometru pentinirarea celulelosi determinarea viabilitii
lor (prin microscopie).

Celulele cultivate au fost crioconservate timp d#ryo luni. Amestecul criogenic a fost
preparat dintr-o parte DMSE patru pirti FCS, la care s-a adgat 1% penicilia. Intr-un criotub
de 1,8 ml se introduc ¥2 amestec criogeni®z suspensie celuain mediul de cultur DMEM.
Criotuburile se introduc intr-un criobox care @oa alcool izopropilic, acesta se introduce in
camera de congelare la °80pentru 24 de ore, apoi criobox-ul a fost introttusl lichid la -188C.

Decongelarea s-a realizat prin imersarea criotidsuth ag la 37C. Dupi decongelare
amestecul criogenic a fostaat cu PBS, iar celulele au fost introduse in itedi de diferetiere,
pe fiecare lari de stich sunt lipite cu silicon cate patru incinte de difeere (fig. 13), in primele
dou incinte s-au introdus suspensie celulam mediu de cultdrosteogenic (experimental) iar n
celelalte doa incinte au fost introddssuspensie celularcu mediul nutritv DMEM considerate
martor, pentru 10 zile perioadn care mediul a fost impraspt de trei ori. in fiecare inciltde
diferertiere au fost introduse aproximativ cate 30 000alele in suspensie.

Fig. 13. Lame de stiglcu incinte de difereiere continand culturi celulare in suspensie
cu mediu osteogenic (experimental) si cu mediu DM@EMrtor)

Pentru analizarea difergerii osteogenice a culturilor celulare s-a detemmiactivitatea
fosfatazei alcaline, determinarea colagenului pé firecumsi mineralizarea matricei extracelulare
dupa urmatorul protocol:

1. Determinarea activitatii fosfatazei alkaline



Activitatea fosfatazei alcaline in culturile celidaa fost determinathistochimic. Dupa
indegirtarea mediului de cultarcu ser Ringer 1a°€, celulele au fost fixate cu ace#iola —20C
timp de 5 minute, dupvarsarea acetonei din camera de diferentiereyrdaliau fost sflate cu ap

distilata recesi lasate 8 se usuce timp de 30 de minute.
Culturile au fost incubate timp de 10 de minuteB&iP/NBT (5 bromo - 4 cloro - 3 indol

fosfat / tetrazolium nitrat albastru ), lichid stras la temperatura camerei prin agitare contirfiga (
14 si 15).
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Fig. 14. Substratul BCIP/NBT Fig. 15. Incubare la temperature camerei cu
agitare contina

Readia a fost oprit prin indegrtarea soltei substrati spilarea cu ap distilat (fig. 16).
Incintele de cultivare au fost indefate de pe lai(fig. 17) iar lama a fost montatu mediu de

montare peste care s-aiadat o lamei.

Fig. 16. Oprirea reaiei prin sgilare cu ap Fig. 17. Desprinderea incintelor de
distilata diferentiere de pe lama de sticl

2. Imunolocalizarea Colagenului Tip |

Dupi indepirtarea mediului de cultérsi limpezirea incintelor cu ser Ringer 182 celulele
au fost fixate cu aldehidformica 4% tampondtcu 10mM de fosfat pH-ul salei fiind de 6.9, la
4°C timp de 10 minute (fig. 18). Culturile fixate fast spilate cu ap distilati recesi lisate § se

usuce (fig. 19).



Fig. 18. Fixare celulelor Fig. 19. Splarea culturilor fixate

Culturile au fost incubate timp de 30 de minuteseaul de blocare (COL1Al1 (D-13): sc-
25974 Santa Cruz Biotechnology In€lig. 20). Dug spilarea serului de blocare cu PBS a fost
adiugat al doilea ser de blocare nespetitielulele fiind incubate 7ac30 de minute, apoi culturile
au fost splate cu PBSsi s-a adugat Streptavidin peroxidazonjugai (fig. 21) urmand ing o
perioad de 30 de minute de incull® urmai de o incubge de 10 minute cu DAB in substrat de
peroxidaa.

Dupa spilarea cu ap de robinetsi colorarea cu hematoxiliin lamele au fost montate cu
mediu de montare peste care s-a pus lamela d& sticl

Fig. 20. Serul de blocare COL | A | Fig. 21. Adiugarea Streptavidin
peroxidazei

3. Mineralizarea matricei extracelulare

Prezerma depozitului de fosfat a fost analizat histochipim reada Von Kossa, depozitele
de fosfat de calciu detectate apar colorate inundggulturile celulare au fostatlte de mediul de
culturi cu ser Ringer la% si fixate cu aldehid formici 4% tamponatcu 10 mM fosfat, pH-ul
soluiei fiind 6.9, la 4C timp de 10 minute.

Dupa Tndeprtarea fixatorului celulele au fost #pte cu ap distilaé recesi acoperite cu
nitrat de argint 5% (fig. 22 mentinute la intuneric 30 de minute. Dupa Tnéiégrea nitratului de
argint celulele s-au @it cu ag distilati, apoi s-a aglgat, timp de 2 minute, o solke de carbonat
de sodiusi aldehidi formica, (5g NaCOs; in 75 ml ap distilati la care se adaad25 ml aldehid
formica 36%).

Culturile au fost dtite cu a@ distilaéi timp de 10 minute, urmand o peridgade 20 de
minute de incubare cu o s@ki care cofine o parte solie apoas 10% ferocianur de potasiui
noua parti soluiie 10 % tiosulfat de sodiu.



Dupa incubare a urmat o nouétcke a culturilor celulare cu aplistilati care au fostikate
Si se usuce, ddpcare incintele de cultivare au fost indepte de pe lama de stidffig. 23), aceasta
fiind montat cu mediu de montare peste care s-a fixat lamela.

Fig. 22. Aspect permeitpr adiugarii Fig. 23. Aspectul lamelor nainte de
Nitratului de Argint 5% montare
REZULTATE

Suprafata de cultivare pusa la dispozitie pentiulele obtinute prin ambele procedee de
izolare a fost ocupata in totalitate pana in zisasea.

Analiza caracterelor morfologice ale celulelor &el din explant, la 4 (fig. 11), 5, 8 si 14
zile de cultivare (fig. 24, 25 si 26), a permisexperea viabilitatii lor si a ratei de multiplicare
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Fig. 24. Aspectul celulelor izolate din explanblzile de la introducerea in mediul de cultay
imagine cu obiectivul 10X, b) imagine cu ob. 20Xjrmagine cu ob. 40X

: : c
Fig. 25. Aspectul celulelor izolate din explan8laile de la introducerea in mediul de
cultura a) imagine cu obiectivul 6X, b) imagine cu ob. 2@Ximagine cu ob. 40X

W B Wiwadaxh

Fig. 26. Aspectul celulelor rezultate din explanill zile de la introducerea in mediul de
cultura, a) imagine cu obiectivul 10X, b) imagine cu olivad 20X.

Celulele periostale aimute Tn urma digestiei au prezentat o rata deipticlire mai redus
decét celulele din explant. Din compararea imagindbtinute prin microscopie s-a observat ca
celulele periostale izolate in urma digestiei aezpntat o densitate celulanai redus (fig. 12, 27,

28 si 29), situatie constatata la culturile celelabtinute de la toti cei patru subiecti. Aceste
caracteristici se gstreaz si in ziua a 14-a de cultivare cu toate io ambele cazuri viabilitatea
celulat depseste 95%.

11



a b

Fig. 27. Aspectul celulelor periostaletimute prin digestie la 5 zile de cultivare
a) imagine cu obiectivul 20X, b) imagine cu obiegti40X

Fig. 28. Aspectul celulelor periostaletimute prin digestie la 8 zile de cultivare
a) imagine cu obiectivul 20X, b) imagine cu obiegti40X

C

Fig. 29. Aspectul celulelor periostaletistute prin digestie la 14 zile de cultivare
a) imagine cu obiectivul 6X, b) imagine cu obieati20X, c) imagine cu obiectivul 40X



Pentru toate culturile celulare rezultate atatediplant casi in urma digestiei, pe parcursul
perioadei de cultivare, morfologia celdlan fost asefmatoare fibroblastelor. Celulele sunt
filiforme si prezinta aranjamente sub fariahe vartejuri.

in discurile de cultur au putut fi observate aglonier de celule aseamitoare celulelor
epiteliale, acestea fiind formate din celule fidesbice independente grupate. Aceste aglémer
celulare sunt prezente Tn naimmai mare n culturile celulare ghute din explanturile periostale.

Inainte de crioconservarea culturilor celulare ilitdiea celulai a desit propotia de
95%, dar nurirul total al celulelor aflate pe acgeauprafai de cultud a variat in limite foarte
largi ntre cei patru indivizi (fig. 30, 31 si 32).

Dupa decongelare viabilitatea celulelor a prezentat ademenea, limite foarte largi
dependent de individ precugnde nunarul de celule introduse n criotuburi, aceste datet redate
in tabelul 2.

a b

Fig 30. Aspectul culturilor celulare obtinute dixpéant la 14 zile de cultivare, obictivul
20X. a) subiect 1 b) subiect 3

a b
Fig. 31. Aspectul culturilor celulare obtinuterpdigestie la 14 zile de cultivare,
obictivul 20X. a) subiect 3 b) subiect 4
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Numar de celule viabile inainte si dupa crioconaesv

Subiect|  Tip de izolare Nr. celule/ml Nr. celule/ml dup
celulara Thainte de decongelare
congelare

1 4.5 milioane 2,4 milioane
2 Explant 1,8 milioane 375.000

3 10,5 milioane 4 milioane
4 3,2 milioane 1,2 milioane
1 4.5 milioane 3,5 milioane
2 Digestie 3 milioane 870.000

3 3,2 milioane 2,5 milioane
4 2,8 milioane 1,1 milioane

12+

10+

Mil. cel.

Subiect 1 Subiect 2

Subiect 3

Subiect 4
Explant/Digestie Explant/Digestie Explant/Digestie Explant/Digestie

Tabel 2.

Fig. 32. Reprezetarea grafica a numarului de celodmute in urma culativarii inainte de

congelare

In urma analizei datelor prezentate sintetic irelab2 s-a constatat scaderea numarului de
celule viabile obtuinute din explant cu 47-80% .(f&8) iar in cazul celulelor obtinute prin digestie
cu 22-81% (fig. 34) . Aceastaatere a nurdirului de celule dup decongelare este in dir&ct
legatura cu efectele nocive ale temperaturilor negativepesicitoplasmei celulare dar poate fi
corelatasi cu densitatea initiala celulelor in criotuburi.
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Raportul intre numarul de celule obtinute din explanturile
periostale inainte de congelare si numarul de celule viabile
dupa decongelare

12+

10

Mil. Cel.

o N H O ®

C1 Explart C2 Explant C3 Explant C4 Explant

Fig. 33. Raportul dintre numarul de celule vialptevenite din explanturi - inainte si dupa
decongelare

Raportul dintre numarul de celule obtinute prin digestie inainte
de congelare si numarul de celule viabile dupa decongelare

Mil. Cel.

C1 Digestie C2 Digestie C3 Digestie A4 Digestie

Fig. 34. Raportul dintre numarul de celule vialpitevenite in urma digestiei - inainte si
dupa decongelare

La examenul microscopic al celulelor din explariiéativ 10X, 20Xsi 40X) realizat dupa
perioada de diferentiere, perioada in care celullefost mentinute Tn suspensie cu mediu
osteogenic, s-a observat ca celulele au iqooliedrici si ca multiplicarea lor in mediul de culiur
s-a realizat mai mult pe vertidalln urma reagei pentru determinarea actidii fosfatazei alcaline
celulele s-au colorat intens ceea ce deooactivitate intens pozitiva fosfatazei alkaline (fig. 35),
fenomen constatat la toti indivizii.

in cazul celulelor ofinute din explant dar care in perioada de diféeesm au fost mentinute
in suspensie cu mediu DMEM (incinte martor) cekilelint rotunde sawaer fusiforme, caractere
morfologice caracteristice fibroblastelor, carast&i pe care aceste celule le-au agiunainte de
introducerea in incintele de difex@re. In urma reatei pentru determinarea actisii fosfatazei
alcaline, celulele nu s-au colorat, observandueseuri de colorant in spatiile dintre celule ceea c
denot lipsa activitatii fosfatazice (fig. 36).
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a b

Fig. 35. Reactie pozitiva a celulelor din explanitivzate in incintele de difergiere cu
mediu osteogenic. a)imagine cu obiectivul 20X,rbagine cu obiectivul 40X

< A b

Fig. 36. Reactie negatia celulelor din explant cultivate Tn incintele diéerertiere cu
mediu DMEM. a)imagine cu obiectivul 20X, b) imagioe obiectivul 40X

La examinarea microscopi@ lamelor pe care au fost fixate celule periostddgnute n
urma digestiesi care au fost mentinute in suspensie cu mediurpergteoblaste in perioada de
diferertiere, s-a observatidorma acestor celule este poliedri@proximativ cuboidal Tn urma
reagiei pentru determinarea actisii fosfatazei alcaline celulele prezintctivitate fosfatazic
pozitiva (fig. 37) dar s-au colorat mai fi intens decat celulele pbute din explanti diferertiate
n acelai mediu.

Examinarea lamelor (martor) pe care sé& a#lule olinute in urma digestiei dar care in
perioada de difergiere s-au aflat in suspensie cu mediul de culRMEM, a evidegat forma
rotundi usor fusiformi a acestor celule, caractere specifice fibroblasteReada pentru
identificarea activitgi fosfatazei alcaline nu a determinat nici o mawife de culoare in structura
celulelor, fapt care corespunde lipsei aditiifosfatazice (fig. 38).

a b

Fig. 37. Reactie pozitiva celulelor obnute prin digestie cultivate in incintele de
diferentiere cu mediu osteogenic. a) imagine obiectiv 20)dmagine ob. 40X
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Fig. 38. Reactie negati\a celulelor obnute prin digestie cultivate in incintele de
diferentiere cu mediu DMEM. a) imagine obiectiv 20X, b) igirze ob. 40X

Detectarea colagenului tip I, pe baza teacmunohistochimice antigen anticorp, atat
celulele din explant cafi cele ohinute in urma digestiei din incintele experimentsianartor, a
fost negativa (fig. 39 si 40). S-a constatat ca micelula nu a fixat hematoxilina, ceea ce anfita
semnificatia unei reactii pozitive, pe lame obsadi&se celulele cu morfologie diferilependent
de tipul de mediu in care au fost mentinute in tihtfferentierii precumsi resturi de colorant.

Doar o lana pe care se aflau celule din explant cultivaten@intele de diferetiere cu mediu
DMEM (martor), de la subiectul trei a remmat fals pozitiv. S-a considerat r@acca fiind fals

pozitiva deoarece a aput doar la o0 margine a campului de cultura cejantrul campului nefiind
colorat (fig. 41).

a b

Fig. 39. Reactie de identificare a colagenului tiggativa - celule din explant
a) cultivate in mediu osteogenic (experimental;udjivate in mediu DMEM (martor),
obiectiv 20X.

a b

Fig. 40. Reactie de identificare a colagenului tiggativa - celule oltinute prin digestie
a) cultivate in mediu osteogenic (experimental)udjivate in mediu DMEM (martor),
obiectiv 20X.
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Fig. 41. Reactie fals pozitiva celulelor din explant cultivate in incintele dligerertiere
cu mediu DMEM - martor, subiect 3, obiectiv 20X.

Prin reagia Von Kossa se pot pune in evige@a”", carbondi sau fosfaii de Ca, sub forma
de depozite intra- si extracelulare, depozite capar colorate in brun sau negru, nucleii celulelor
aparand colorati in sa. Acest tip de depozite, intra- si extraceluldried specifice celulelor cu
activitate osteogenica.

La examinarea lamelor cu celule din explant (ireiexperimentale) s-a observat colorarea
uniforma, in toata masa celulara, si intensa ale@elula care nucleul aparesfetic iar membrana
celulad si zona finvecindt colorai in negru. Depozitele de calciu mineralizat dineridrul

celulelor care au capatat deja o forma poliedricdirs jurul lor denoi o activitate osteogeriic
pozitiva (fig. 42).
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Fig. 42. Reactie pozitiva celulelor obnute din explant - incinte experimentale.
a) imagine obiectiv 10X, b si ¢) imagini obiecti®@,
d, e, si f) imagini cu obiectiv 40X

Pe lamele cu celule din explant din incintele nrast obsery doar colorarea inteasrun-
roscat a celuleidra depozite de calciu aspect caracteristic afgsexctivititii osteogenice (fig. 43).
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Fig. 43. Reactie negati\a celulelor obnute din explant — incinte martor.
a) imagine obiectiv 10X, b si ¢) imagini obiecB0X.

Examinarea lamelor cu celuletotute prin digestie din incintele experimentalevalentiat
celule intens colorate precugn prezena depozitelor de calciu in membrana celulgrin jurul
celulelor, colorare ce caracterizeaza activitatst@agenica intense (fig. 44). La fel ca si in cazul
lamelor cu celule provenite din explant si pe azdmie s-a observat forma poliedri celulelor,
tipica celulelor osteogenice.

Lamele cu celule almute dup digestie din incintele martor s-au colorat fogtein iar
morfologic aceste celule au aspect fusifoform dedibroblastelor (fig. 45). Toate aceste
caracteristici evideiaza lipsa activititii osteogenice a celulelor.
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Fig. 44. Reactie pozitiv- celule oltinute Tn urma digestiei incinte experimentale
a) imagine cu obiectivul 10X, b) imagine cu obieati20X, c)
imagine cu obiectivul 40X

ol Ak e )

Fig. 45. Reactie negativ- celule-olinute in urma digestiei incinte martor
a) imagine obiectiv 10X, b) imagine obiectiv 20X

Datele olinute Tn prezentul studiu demonstreaza ca metodaulti’are pe mediu DMEM
permite obtinerea de unei densitati celulare optipamtru crioconservare si ulterior pentru
mentinerea numarului de celule la un nivel suffitipentru etapa de diferentiere. Pastrarea timp de
10 zile in incintele de diferentiere Tn mediu ogfemic, mediu care cgne acid ascorbicp —
glicerofosfatsi dexametazaf reprezinta un interval de timp suficient dezwaitdirecte spre linia
osteogenica. Date asemitoare au fost ainute de Grogesi col., 2005, care a efectuat cercetarile
pe suine din rasele mici precugnde Uneosi col.,, 2007, care a folosit ca model experimental
animal cobaiul. Ambele echipe de cercetatori alizati acelasi mediu de diferentiere insa durata
perioadei de diferentiere a fost mai lunga, dexdprativ 14 zile.

Activitatea pozitid a fosfatazei alcaline in cazul celulelor difgrate spre osteoblaste
sugereax o activitate osteogeriicintensi. De asemenea, morfologia acestor celule, aspectul
poliedric si cuboidal, precum si gterea realizatgi pe verticai Tn mediul de difererere sunt

21



caracteristici ale osteoblastelor. Confirmarea Iatelor obtinute in urma analizei activitatii
fosfatazei alkaline s-a obtinut si prin reactia Midassa prin care s-au pus in evigeprezema
depozitelor de calciu in membrana celulelor presuim vecintatea acestora.

Lipsa reagilor pozitive, la toti subiectii, in cazul testarmunohistochimice de tip antigen
anticorp poate fi atribuita lipsei de reactie ai@mrpului anticolagen | folosit cu colagende
origine canid. Acest anticorp (COL1A1 (D-13): sc-25978anta Cruz Biotechnology Inc)
reactioneaza primar cu colagenul de origine capun@ana si murin fiind considerat de asemenea,
reactivsi cu alte mamifere printre care si cainele.

Metodele de izolare si diferentiere folosite s-awvatlit eficiente pentru obtinerea de celule
periostale care si-au dezvoltat capacitatea ostécgye capacitate probata prin rezultatele
examenelor histochimice si in urma examenului Mogie.

CONCLUZII

Analiza densitatii celulelor viabile obtinute dupkecongelare indica ca o densitate de
aproximativ 4,5 mil. de celule/criotub (1,8 ml) @sia un nundr satisficator de celule viabile dup
decongelare.

Pastrarea timp de 10 zile in incintele de difeematiasigura intervalul de timp suficient
dezvoltarii capacitatii osteogenice.

Demonstrarea capacitatii osteogenice a celulelerehtiate se face in mod suficient prin
coroborarea analizei morfologice cu rezultateletetes histochimice, mai exact a activitatii
fosfatazice si a prezentei depozitelor de calciu.

Pentru identificarea colagenului de tip | este sacein anticop anticolagen specific care sa
reactioneze primar cu colagenul canin.
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