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INTRODUCERE

La ora actual, eforturi sugnute se realizeazin vederea ielegerii mecanismelor
implicate in fazele iniale ale morfogenezei embrionare. Studiile expenitae n
aceast direaie trebuie § utilizeze modele experimentale specifice, cataesluc
inconvenientele de natubioetici, dar & pastreze cadrul fiziologic de intengane al
celulelor. Astfel de modele sunt agregatele muliieee sferice, aleacor proprieiti
biofizice sunt revizuite in lucrarea detdai pe baza #&rora sunt prezentate studii
originale care evideiaza importana proceselor de adeziune celaldn definirea
caracterului vascoelastic al acestor agregate|asitighidelor. Un avantaj deosebit ce
decurge de aici este tocmai dgskea dilor prin care se pot sintetiza in laborator
tesuturi viabile, pornind de la structuri de tipgr@gatelor multicelulare, caré poat

fi utilizate pentru Tnlocuirea celor patologice sdistruse accidental. In plus, studierea
mecanismelor care guverné@adinamica celuldr in interiorul unor astfel de structuri
multicelulare se poate dovedi extrem de impoé#tamtin incercarea de a tglege
natura proceselor invazive tumorale.

Ingineria tisulaz este un domeniu aflat Tn plindezvoltaresi promite
rezolvarea problemelor existente in transplantuwrm@ne. Problemele majore, cu care
se confrurt aceast ramuii nou a stiintelor medicale, sunt legate de incompleta
cunoatere a mecanismelor fundamentale implicate in ngareza tisular Sunt
raportate numeroase redalizin domeniul ingineriei tisulare dar limitarile acestora,
care, la ora actualsunt ind departe de a fi rezolvate. De exemplu, multipkear
celulelor stem, recoltate de la paai€im culturi celulare de tip monostrat alterg@az
semnificativ expresia geneii@a celulelor ce pierd astfel caracteselfsi declaseaz
reagii de respingere din partea organismului. Un akreglu este legat de timpul
necesar sintezei de supnaf@piteliale suficient de mari pentru rezolvarezucitor de
arsuri extinse. Cea mai puterhilimitare este resigita insi in cazul sintezein vitro
de structuri tridimensionale, cargérespecte arhitectura, consigsesi functia tesutului
naturalsi care & se integreze perfect in locul de implamwivo. In ortopedie, sinteza
de os sau cartilaj artificial din celulele stem p&eientului trebuieasconfere, Tn plus,
si rezistena mecani@ corespunioare. Astfel, prin implantarea constructului actél
trebuie 4 se olbina un os/cartilaj complet fumional, care & permi& pacientului
reluarea rapidl a activititi mecanice, evitandu-se astfel perioada de spésdisi faza
de refacerai recuperare furtmnak.

In lucrarea de &, se vor prezenta rezultatele unor studii expertalerasupra
dinamicii celulare din agregatele multicelulareditmensionale si a dinamicii
procesului de aderare pe matrici solide tridimemsli® de colagen. Toate aceste studii
contribuie la Trelegerea mecanismelor implicate in fazeleiat@ ale morfogenezei
tisulare, in care sunt implicate celule dneediferemiate. Primul set de experimente
evidertiaza caracterul vascoelastic al agregatelor celulardiniensionale, prin
determinarea deplasi radiale medii ale celulelor, in urma unui str@s compresie
mecanid, precumsi efectul destabilizrii citoscheletului in aceastinamia.



In al doilea set de deterniim, se prezirt un model experimental original,
bazat pe o tehnicde turbidimetrie, dedicat evalui procesului de aderare celulgoe
matrici solide de colagen. Acest proces este iraplin etapele ifiale ale sintezei
artificiale de tesuturi care neces$itconsisteti mecanid (de ex.tesut 0sos sau
cartilaginos), in faza de wanare cu celule stem, nedifetate. Sunt eviderate
modificarile de dinamié@ induse de existea sau lipsa iniala a proteinelor
membranare de aderare pe supgatelulelor, precungi rolul ionilor de calciu.

PARTEA GENERAL A

Partea generaleste structuratpentru a marca naitle din literatura de specialitate cu
privire la adeziunea celulasi rolul acesteia in procesele de sidtézulas, artificiala
sau natural

Mecanisme moleculare ale adeziunii celulare

La acest capitol sunt trecute in re¥istate recente cu privire la structurile moleculare
implicate in procesul de adeziune cel@llprecumsi rolul specific al acestora.

Macromoleculele implicate in procesele de orgarizssulaé sunt majoritar
proteine, clasificate in trei categorii principataolecule de adezivitate interceldar
(cell adhesion moleculesau CAM, excadering, molecule de adezivitate la substrat
(substratum adhesion molecukesu SAM, exintegring si molecule din superfamilia
imunoglobulinelor (exneural cell adhesion molecusau N-CAM) (Fig.1).
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Fig. 1 - llustrare schematica tipurilor de receptori membranari care sunt ctaiecu citoscheletul
pentru transmiterea fa@lor. Integrinele, proteine membranaf@-heterodimerice se leagle
substrat sau de matricea extracetul@aderinele, proteine €adependente transmembranare
se leag homotipic de receptorii omologi din celuldtalrat

Integrinele sunt receptorii majori ai adeir celulare la matricea extraceluar
Ele sunt implicatesi in unele forme de adeziune cahgelul, prin intermediul
citoscheletuluki prin activarea @ilor de semnalizare intercelutar



Rolul citoscheletului

Studiile de biologie moleculardez\iluie rolul activ al citoscheletului in procesele de
aderare asociate cu migrarea celul@albraith, 2002). Astfel, pentru ca o célgh
poat adera sau migra, trebuié $ie capabih si realizeze o corelare dinani@a
structurilor citoscheletului cu matricea extracafl Se considér ca, in aparatul
molecular implicat, particip proteine precumvinculina ce favorizeaz formarea
complexelor focale de aderare. Stimularea meg&amiceceptorilor de fibronectinde

la suprafga celulei pare & fie responsabil de activarea sau inactivarea acestor
complexe focale. O serie de proteine, precailna siactinina stabilizeaz si mediaz
atgarea filamentelor terminale ale citoscheletuluctanplexele focale de aderare in
functie de regimul fogelor externe (Ginsberg, 2005).

Multe celule in cultut, de exemplu fibroblastele, nu vor puteastgesau prolifera ca
raspuns la factorii de cgtere extracelulari, decat dacelulele sunt atate prin
integrine de substrat. La majoritatea celuleloe¢pm cele epiteliale, endoteliale sau
musculare) supravieireasi viabilitatea acestora depinde de semnalizareaatiede
integrine (Evans, 2007).

Metode experimentale in studiul morfogenezei tisul are

Explicarea modului de organizare a celulelor pemtriormatesuturi este o veche
problend inci nerezolvat a biologiei. In ultima decadau fost realizate o serie de
progrese, tot, multe dintre principile fundamentale ce guvearme procesele
moleculare reglatoare ale intetiaailor intercelulare dintesuturi sunt inc departe de
a fi definite.

Modelele experimentale, utilizate in astfel dedsf pot fi grupate in fune de
tipul de interagune studiagi de substratul molecular avut in aien
a. adezivitate celdtcelulh mediat de caderine:
I. studii la nivelul unei singure celule: microsco@tomia de fota
(Vedula, 2005), penseta opti€Thoumine, 2006)
ii. studii pe agregate celulare: microscopie confocddu, 2007),
microscopie RMN (Bernas, 2007)
b. adezivitate celdtsubstrat mediatde integrine:
I. metode dinamice pe suprgdeglane (Bigerelle, 2005; Hong, 2006)
ii. metode dinamice pe matrici tridimensionale (Vunjdvakovic,
1998)

In lucrarea de fa, se iau in disgie modelul experimental al agregatelor
celulare pentru evaluarea adezititmediat de caderingi modelul de cinetig pe
matrici tridimensionale pentru adezivitatea medi integrine. Pentru ambele tipuri
de modele sunt prezentate detalile de tehpiecumsi rezultatele experimentelor
realizate.

Modelele experimentale abordate pentru studiukziadetii celulare, au fost
preferate deoarece repredinpunctul de plecare pentru dezvoltarea cériet



aplicative in doa dintre domeniile esgiale ale cercatii medicale moderne (Ingber,
2006),si anume:

1. elucidarea mecanismelor biofizice ale morfogen¢isulare cu apligé n
ingineria tisulak si medicina regenerativ

2. studiul dinamicii celulare cu apligiain terapia formgunilor maligne.

Un domeniu extrem de atractiv al tehnologiei maldigi care a dpatat o mare
amploare in ultimul deceniu, este sinteza artificde organe sau ingineria tisulara
(“tissue engineering”). Acest domeniu al biotehigidd, aflat in prezent Tn plin
dezvoltare, presupune “proiectaraa’vitro de tesuturi sau organe, prin formarea de
populaii (agregate) de celule “controlate” genetic catdies capabile & se organizeze
n structuri tisulare funonale. Clinicienii vor putea avea astfel, o Aauetod de
Tnlocuire atesutului viu patologic ctesut viu gnatos, proiectagi construit special din
“materialul clientului”, pentru aaspunde nevoilor particulare ale fieai pacient
(Langer, 1993; Vacanti, 1999; Hunziker, 2006; Mik&806; Ingber, 2006, 2007).

Succesul acestor tehnologii va depindeiide elucidarea modului in care
celulele interafioneaz intre ele dasi cu substratul, sau matricea incotijoare, care
are rolul intial de a asigura atat suport mecanic gatnediu de vehicul pentru
substarele nutritive sau pentru evacuarea pgildun de metabolism. In acest sens,
agregatul multicelular reprezintcel mai simplu model detésut artificial’, iar
cunoaterea fiziologiei acestuia, precugn a fenomenelor legate de intefiac cu
mediul Tnconjufitor va permite consolidarea principiilor de baze vor permite
dezvoltarea “ingineriei tisulare” (LauffenburgerQ@®; Zhang, 2004; Mikos, 2006,
Hunziker, 2006).

Asamblarea agregatelor celulare

Prin agregate celulare sgdleg acele structuri tridimensionale multicelulbpsite de
matrice extraceluléarcaracterizate prin uritoarele aspecte majore:

1. numar suficient de mare de celule (intre 500 si 10.08&elule)

2. mobilitate celulax

3. adezivitate intercelular

Agregatele celulare se pottote relativ gor prin proceduri uzuale de laborator. In
literatura sunt megionate diverse metode metode, precum metoda supghaenei
(Freyer, 1986/a/b, Deisboeck, 2001), metoda tuboletoda peletului sau metoda “in
picatura” (Foty, 1996).

Pentru asigurarea adeziitit, o condiie eseriala este ca celuleleaexprime la
suprafaa membranei un nuin suficient de proteine cu rol in adeziunea cefular
Motilitatea celulak este necesarpentru ca celuleleaspoati “explora” veciritatea
imediat si astfel 4 interagioneze preponderent cu acele celule cu care pbtlista
numirul maxim de puti aderente homotipice. Modelele de agregate c&wlar putea
fi construite din acele linii celulare care prezimhobilitate, precum fibroblastele,
celulele embrionare, liniile derivate din celulencaroase (ex. CHO, U87MG).



Mobilitatea celulat Tn interiorul unui agregat poate fi pasivwca rezultat al
adiunilor externesi activa, cu implicarea proceselor metabolice celulareig®trg,
1996). Studiile au &tat & la agregatele aflate in afara influelor externe, igcarea
celulelor este aleatorie, de tip brownian (Momb#8B6). Alte studii au demonstrat
rolul activ al citoscheletului in locorda celulelor din agregat (Mombach, 1995).
Pentru acest tip de studii s-au utilizat subgtacare destabilizeazcitoscheletul,
precumcitochalazinaB. In lucrarea de fa este realizat un studiu experimental care
evideniaza efectul global pe care il are dezasamblarea ¢itdstului cu ajutorul
latrunculinei Aasupra dinamicii celulare in interiorul unui agaemulticelular.

Propriet atile vascoelastice ale agregatelor celulare embriona  re

inci de Tnceputul secolului trecut s-adcdit primele observa referitoare la
rearanjarea celulelor unui organism dugisociere. La unele organisme inferioare,
precum burgi sau hidra de apdulce, s-a observatiqrin reamestecarea celulelor
componente disociate anterior prin metode liticgnde, se poate regenera structura
functionak initiala. Ulterior, alte studii au &tat c& prin disocierea in celule a
organelor embrionarg apoi remixarea acestora, se coristat proces de segregare
celulai care conduce, in final, la reformarea structunitiale a embrionului
(Steinberg,1963, 1996).

Incerairile cerceitorilor de a Telege mecanismele biofizice ale proceselor
morfogenetice s-au concretizat in 1963 cand Stegnbepropussi argumentat teoria
adezivititii diferentiate (TAD) pentru a explica sortarea celalaConform acestei
teorii, fiecirui tip de interagune (celui-celuli si celula-substrat) i se poate asocia un
anumit nivel de energie, evoia intregului sistematandu-se in sensul mininiiz
globale a energiei interfelor. TAD precizeaz un principiu fundamental in fiziologia
agregatelor celulare, dar nu precizeammic despre dinamica sau mecanismul acestei
evoluii (Steinberg, 1963).

In virtutea acestei teorii, agregatele celularaifeat proprietiti aseninatoare
cu lichidele vascoase. O serie de experimente te@nconfirmat acedsteoriesi au
permis chiar rasurarea propriétilor de lichid ale agregatelor celulare embrionare
(Foty, 1996; Forgacs, 1998).

Rolul adezividtii celula-celukl sau celu-substrat asupra segee celulare intra-
agregat a fost demonstrat prin experimente realizatagregate atuite din celule
modificate genetic & exprime diferite nivele de caderine la nivelul igei
membranare (Steinberg, 1996; Lauffenburger, 20§anR2001). S-a putut demonstra
astfel @& segregarea celulanu depinde de fenomene chemotactice sau daaitis,

ci numai de adezivitatea interceldadac motilitatea celular este pstrat (Foty,
2005)

Motilitatea celulai in interiorul agregatului este un factor dré@tor in evoltia
ulterioa a acestuia cu conse@nmajore atat in determinarea poi&nl invaziv al
proceselor neoplazice, dgirin cazul morfogenezei pe substrat artificial. d&sele de



motilitate depind de modul de transmitere atdimr intracelulare generate de
citoschelet asupra mediului incorjtar: fie celule adiacente, fie matrice extracelular
sau material sintetic. Transmiterea, dagenerarea de fgg, este reglatprin cii de
semnalizare declaate de stimuli externi, dar sunt mediate, intotdeawue receptori
membranari conedtiala citoschelet. Implicarea citoscheletului in demene de sortare
sau expansiune celufafin agregate sau culturi celulare, a fost dematigprin studii
efectuate cu agregate tratate cu substate tipul citochalazinei B destabilizator
reversibil al citoscheletului. In aceste experinegerdortarea celulara fost inhibat
intr-o maniera dependaéntle concentitge, iar transferarea in medidri reactiv a
agregatelor tratate a determinat recuperarea tgiivditoscheletului cu revigorarea
procesului de sortare celuiafMombach, 1995). Substgncu efect asefnator, ca de
exemplulatrunculina A au fost experimentate recent in studii pe cultarcelulesi au
demonstrat capacitatea de blocare reve#sébpolimerizrii monomerului de acticu
inhibarea total a mobiliétii active celulare (Morton, 2000). In studiile persile,
derulate in Laboratorul de FiziBiologica a Universiitii Missouri din Columbia, am
urmarit efectul tradirii cu latrunculina A Tn diverse concentig a agregatelor de
celule CHO suspuse unui stres mecanic deformatezulRatele acestor experimente
sunt prezentatg discutate in partea spedial tezei.

Adeziunea celular a pe matrici solide

Ingineria tisula#, isi propune rezolvarea unor probleme medicale maerum
transplantul de organe, vizand inlocuirea metodetmvenionale cu tehnologii noi,
care & permiéi extinderea limitei de funionare a grefelor de orgag sa elimine
complicgiile inerente ale opetiélor de transplant, precum cele vasculare, imugicie
etc (Vacanti, 1999; Atala, 2004; Williams, 2006y&rll, 2008). Ca alternatiiy sunt
propuse tehnici autologe pentru sintémavitro de substituetn tisulari fungionali.
Daci pentru unele organebuturi cu structdrmai simpé (i.e., vezié urinai, vase de
sange, tegumente, cartilagii etc.) progresele soat avansate, mult mai poe
realiziri exiséi pentru organele cu struciumterra, parenchimatoase (Atala, 2007,
Hutmacher, 2007).

O serie de studii remarcrolul esemial al procesului de Tasarare pe
biomatrici, ca prim pas in stabilirea arhitectgesutului tridimensional primordial, dar
si Tn determinarea progresiei ulterioare a procesidudifereniere celulai spre starea
de funcionalitate a organulugsutului artificial (Ryan, 2001; Martin, 2004; Mjot
2005; Williams, 2006).

Matricile tridimensionale solide sunt folosite naes in sinteza dgsut 0sos
sau cartilaginos. Pentru a rezolva cu succes pradetrasplantului de os sau cartilaj,
n ortopedie se considerca implantul artificial ideal este acela care se videp
biointegra rapid la locul de implanti(f reagii inflamatorii de respingere), astfel
Tncat, durata refacerii clinice a segmentului osas articular &fie redud la maxim.
Pe lang problema biocompatibiliti acestor produse, se pune, ansi problema
propriettilor biomecanice, precum rezistarla compresigi intindere, careasasigure
si integrarea fungonak a implantului pe langintegrarea biologic (Kneser, 2006;
Hutmacher, 2007).



Pentru sinteza dgsuturi dure, sunt necesare matricile solide nEtupecum
cele de colagen tip I, pentru cartilaj, sau mataidificiale, precum cele de oxid de
siliciu (bioglas®) pentru os. Acestea conferezistea mecani@ superioat fatd de
constructele tisulare pe iade gel, ce poate asigura o mai ®humtegrare fungonak
la locul de implant (Kneser, 2006, Hutmacher, 2007)

Procesul de idsnartare a unor astfel de matrici solide tridimensionaée un
rol hotirator, deoarece imphdoti factorii cheie ai forrarii tesutului:
1. factori celulari: tip, activitate metabolicrat de diviziune, viabilitatg.a.
2. matrice: structur chimica, porozitate, arhitectars.a.
3. interagiunile celuk-celuk si celula-matrice: procesele de adeziune

Studii recente au demonstrat importarstabilirii acelor condi optime necesare
pentru n8mantarea matricilor solide, Tn vederea sintezei aitifec de tesuturi
(Kesner, 2006). Tehnicile de #iméanare a matricilor tridimensionale pot fi clasificate
astfel:
I. metode statice:
a. prin imbibarea diredta matricei cu o suspensie celélaoncentrat
b. prin sedimentarea celulelor dintr-o suspensie @ftatepaus
[I. metode dinamice:
a. metoda fluxului circular
b. metoda perfuziei directe

Toate aceste metode prezinliverse particulariti, cu avantajei dezavantaje.

Cel mai important aspect il reprezifihsi calitatea biologig a produsului final
(constructul tisular)si timpul necesar aimerii acestuia. Pentru a evalua efiggen
procesului de risnantare prin diversele tehnici, au fost prepmai ales parametri
statici, morfologici, precum densitatea celdalafinala (gradul de celularitate),
distribuia celulad sau viabilitatea celular Astfel, datele experimentale sugereaz
cel mai eficient mod de 1asanare din punct de vedere al viakitit celularesi al
dezvoltrii ulterioare a constructului este &msartarea prin flux circular. Prin acest
mod de insméanare, celulele au posibilitatea dgiajusta parametrii funionali astfel
ncat 4 poat atinge un maxim de viabilitate dezvoltare ulteriod@rin cadrul matricii
(Wendt, 2003; Wang, 2003; Ochi, 2004)

In a doua parte experimeritad acestei lu@ri, se propune o metaddinamia
de apreciere a eficigg procesului de Trasnanare pe matrici solide, prin determinarea
vitezei procesului de fimartare. In plus, se propune un model matematic dezarel
datelor experimentale prin intermedidirgia se pot evalua diferite ipoteze de lucru,
permtand astfel 0 mai burintelegere a mecanismelor implicate.
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PARTEA SPECIAL A

Studii de dinamic a celular a pe agregate multicelulare sferice

Studiile realizatgi prezentate In aceagparte au ca scop eviderea rolului pe care
procesele de adezivitate interceldl@lrjoaci in generarea proprigtlor vascoelastice
ale agregatelor multicelulare sferice. Se anegte totodai si evaluarea influerei pe

care integritatea citoscheletului celular o arasigurarea motilitii celulare la nivelul

agregatului.

Asa cum este atat in partea genetaltesuturile embrionare, formate din celule
incd nediferemiate, precumnsi cele din agregatele multicelulare, mimggzopriettile
si comportamentul lichidelor, conform ipotezei adewi diferertiate, propus de
Steinberg (Steinberg; 1963). Nu au fostaidigrnizate paa la ora actual dovezi
directe ale unei asemenea @s@i. Experimentele anterioare, care sugefgasugin
indirect aceadgtteorie, au fost descrise in partea genieral

Prin inducerea unui stres deformator, de exemptompresie de ~30 %, se
mareste suprafea unei pidturi de lichid considerétinitial sferici. Aceasi marire de
suprafaa presupune csgerea nuriirului de molecule de lichid din stratul superfigial
prin atingerea unui nou echilibru de suptaf#n cazul unui agregat celularanrea de
suprafaa, la echilibru, trebuieasfie realizai prin deplasarea unui ndmde celule din
interior citre periferie. D@ intr-o prima fazi, se produce o intindere elastia
celulelor din straturile profunde, la echilibru adie o reaezare prin deplasare a
celulelor din agregat.

Experimentele efectuate causa determine deplasarea celulelor dintr-un
agregat multicelular, supus unui stres deformatomirirea suprafgei externe, in
perioada de relaxare l@nin care are loc deformarea vaséod¥orim s demonstm
caracterul difuzivsi orientat spre supraga al miscarii celulelor prin nasurarea
comparatii a deplasrilor radiale medii (DRM) spre exterior (centrifijgsi spre
interior (centripet), ceea ce ar constitui o dovadirect a proprieitii de lichid a
agregatului multicelular, proprietate care aredaikadezivitatea intercelular Intr-un
agregat multicelular omogen necomprimatscarea celulelor este de tip brownian
(miscare difuzi nedire¢ionat) in care cele dcutipuri de depla&i propuse, DRM
centrifugi si centripet sunt egale (Mombach, 1996).

Agregatele celulare au fost realizate dintr-un stewe de celule CHCckinese
hamster ovar)y transfectate stabil cu N-caderina, avand o prtopate 10% celule
marcate YFP (yellow fluorescence proteigi) restul celule nemarcate. Stresul
deformator a fost realizat cu ajutorul unui dispiozoriginal concepusi perfegionat
n laborator, astfel incat permiti examinarea la microscopul confocal a agregatului,
pe toai perioada experimentului. La 10-15 minute de lgiénea compresiei, se
declaneaz secvera de achizie a imaginilor de microscopie confogal

Pentru achizia imaginilor de fluoresce# s-a utilizat un microscop inversat,
Olympus, dotat cu sistem de scanare confotipl BIORAD MRC600. Procesarea
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imaginilor a fost realizatcu ajutorul programului Image Pro Plus (Media Gyle#ics,
USA), iar datele numerice furnizate au fost praterin programul Microsoft Office
Excel.

Calculul DRM (deplagrii radiale medii) a fost realizat, pornind de lgpthsarea
radiak individuak a fiearei celule, iar coordonatele X,Y ale celulelor astffurnizate
prin procesarea imaginilor din secvarmle scanare de la inceputul (cca. 15 minute de
la initierea compresieli sfaritul perioadei de monitorizare (dagca. 60 de minute
de la intierea compresiei).

In final, exprimarea deplasi radiale medii a fostidcuta prin expresia:

Nex @ diex
DRM® = — =L
N
I\Iin @diin
i=1
N

unded, = AD este deplasarea individaalalcula pentru fiecare celalmarcai
din sediunile reprezentative. Din nuirul total, N, de celuleNe, sunt celulele care au
avutd; > 0, iarN;, sunt celulele pentru cade< O.

DRM™ =

Rezultate gi discufii

Rata Deplas arilor Radiale Medii

%

Fig. 2 - Rata Deplaxilor Radiale Medii la nivelul intregului agregatlculat ca raportul procentual
dintre nunirul de celule cu deplasare spre exterik () searior (B ), fad de nunarul total
de celule (semnul minus pe axa deffidar procentuale semnificdeplasarea spre axa de

simetrie a agregatului).

Au fost monitorizate peste 30 de agregate multiaedy dintre care am ales 3 dintre
cele mai reprezentative. Din grosimea de agregaOgen, scanai cu pas de pm, au
fost procesate 4 sgani, la distai de 14pum una de cealdlf distana ce corespunde
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diametrului mediu al celulelor. Celelalte gani au fost utilizate pentru aprecierea
deplagrii XY si a celulelor care aveau componentajota de deplasare pe ditgc Z

si paraseau de-a lungul perioadei de monitorizare niveédiunii initiale. Nunarul
acestor celule a fost igesemnificativ, comparativ cu totalul celuleloakate.

Din analiza datelor se poate observa gurinta ca peste 80 % dintre celulele
marcate au avut o deplasare net oriérépte suprafa agregatului, cu o vitéznedie
de aprox. 3um/ori, ceea ce sugereaza relaxarea dtre noua stare de echilibru
caracterizat de o supraf@ mai mare, se realizeaprintr-un mecanism asemator cu
cel al lichidelor.

Control Lat A 1.0 yM
:4_16'_"“ 24-1apm
5 4
R il
0 E!!!! 0 BUH!!! !
-1 s -2
-2
416 -30 pm [ 1630 pm
o8 °
N ol
-1 2l
2 . "4
345_52'"“ Esz-?dpm
9 4
ot
0 !!BB!!!!! 0 n!ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂHMMHHMMMMH
) 2

0 10 20 30 40 50 BD-II} 10 20 30 40 50 60
Timp (minute) Timp (minute)

Fig. 3- Diagrama prezititdiferertiat DRM®™ si DRM™ la un agregat de control comparativ cu un
agregat incubat cu 1.0 mm Latrunculina A, la ditenivele in interiorul agregatului.

Pentru observarea modidor de dinamid, induse de latrunculina A, inhibitor
al polimerizrii actinei citoplasmatice, s-au efectuat experitaede compresie pe
agregate preincubate in mediu de cdlwu latrunculina A in diferite concentiiaPrin
aaiunea latrunculinei A, citoscheletul celulelor edestabilizat, astfelacnu mai poate
fi implicat n procesele dinamice active ale cdluleln acest tip de experimente au
fost determinate deplasle radiale medii, f&a de pozia initiala, pentru toate celulele
marcate fluorescent aflate la diferite adancimi dgregat. Msuritorile au fost
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efectuate, la fiecare moment de timp, de-a lunguiopdei de monitorizare pe dou
seturi de agregate. Au fost evaluate depikes individuale pentru 100 de
celule/agregat in medie, pentru 30 de sevéminterval de 2 minute. Astfel, pentru
cele 6 agregate au fost efectuate aproximativ 08d® determifiri. Acest volum
considerabil a fost posibil prin crearea unor nsetori de comenzi automate,
dezvoltate in cadrul programului de procesare dagim Image Pro Plusi a
procesorului de date Microsoft Office Excel.

Din rezultatele ofinute se obsetvblocarea deplasi radiale la celulele din
straturile profunde, la ambele concetirde latrunculird utilizate in cele dauseturi
de analia, comparativ cu controlul. Dataogitefectului de difuziune a latrunculinei in
mediul de cultuf pe perioada deritii experimentelor, in straturile superficiale, se
constai o cratere de dol ori a DRME faa de control. Acest lucru probeaz
caracterul reversibil al &anii latrunculineisi, Tn plus, sugere&zca blocarea celulelor
din interior determii 0 mobilizare mai ampl a celulelor de la exterior pentru
obtinerea relaXrii dupa compresie.

In straturile interioare, la agregatele tratate latrunculina A, mobilitatea
celulelor este aproape complet aligliticru demonstrat de dimnuarea sub un micron a
depladrilor inregistrate,si de distribuia egaf intre depladile spre exterior sau
interior (Fig. 3).

Studiul cineticii de aderare pe biomatrici tridimen sionale solide

Dat fiind caracterul complex, multidisciplinar atgblemelor cu care se confrént
ingineriatesuturilor artificialesi, luadnd Tn considerare lindiile majore existente la ora
actuala, lumeatiintifica din domeniu a trecut la reconsiderarea stratefgieabordare.
Eforturile anterioare, ce aveau mai degrah caracter entuziast decéat unul elaborat pe
baze fundamentale, au fost diienate intr-o maniera de timcearc: si vezi dag@
mergesi nu au condus la rezultate clinice reproductibNegbile pe termen lung
(Mikos, 2006). Astfel, pe buna dreptate s-a forrmifdrebarea: “dac mecanismele
fizice si genetice prin care operagaeelulele utilizate ca suispentru procedeele de
inginerie tisulara nu sunt suficientagénite, cum & spedm ca se vor putea i
condtiile optime pentru a creg@sutul artificial ideal?* (Williams, 2006)

In consecimi, a devenit foarte clar ideea & dinamica interagunilor
molecularesi celulare este factorul esgl in proliferarea sau difer@garea celulat.
Fara considerarea aspectelor fizice, dinamice, actoe,caracterizeéz astfel de
fenomene, simpla determinare a componentelor hicdogle la codificare genelic
para la proteine, organitgl celule,si mai departe laesuturi, organgi organism, nu
poate conduce direct latélegerea proceselor implicate Tn morfogenez

Studiile realizate Tn aceédgparte au ca obiectiv studiul dinamicii proceseler
adeziune pe matrici solide, implicate in etapelgiale ale sintezei artificiale de
tesuturi (i.e. osi/sau cartilaj).
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In cadrul laboratorului nostru, a fost realizatdigpozitiv ce permite evaluarea
in dinami&@ a procesului de idmartare a matricilor solide, cu posibilitatea studierii
factorilor favorizami sau inhibitori. Aparatul este special construgnpu a putea
masuraviteza de Tn@manare, definita ca:

dcsc - — d Nsc - d Nseed

Veooq = —
seed dt VIt VIt

undecg este concentta de celule din suspensiBsf), Nseeq— €Ste nurdirul de
celule care se aeaz de matrice, ia — volumul de suspensie celular

Aparatul inregistredzvarigia densiitii optice (extingia) a suspensiei celulare
puse in contact cu biomatricea porbaBatorii sechestirii celulelor circulante Tn
interiorul matricei, se inregistreascderea in timp a densiti optice a suspensiei,
odat cu s@derea concentti@i de celule. Viteza de Tasanare se determinprin
calibrarea curbelor de extime in fungie de concenttéa de celulesi se exprind in
numir de celule sechestrate la nivelul matricei, irtatea de timpNseedt).

Dispozitivul experimental a fost conceput ca ustesn modular, flexibil,
alcituit din urmatoarele parti componente principale sursa de lumi incinta
reactor de agregare, reactorul propriu-zis, digpagi de fotodetetie, sistemul de
achiztie analog-digital conectat la computer. Elementiladiginalitate 1l constituie
reactorul de Tngimantare care a fost conceput astfel incét isdeplineast toate
condtiile specifice experimentului (Fig. 4). Aceagjeometrie s-a dovedit a fi mai
eficienfi Tn monitorizarea dendiii optice a suspensiei celulare. Agitarea coritinu
asigus un flux circular de celulgi un contact permanent al celulelor cu biomatricea.

Cuveta fluorimetrig

Suspensia celular

g Brida de inox
- —

matrice poroas

~ . .
agitator magnetic

Fig. 4 - Bioreactor cu flux circular

Pentru monitorizarea procesului deaiméntare, rata de santionare a fost de
0.5 Hz, astfel rezotia temporai a inregistirilor este de ordinul secundelor. Fiecare
punct al curbelor de cineticprezentate in seanile urmitoare este ammut prin
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medierea a 300 de valori succesive, inregistrateuininterval de 10 minutaj prin
ajustarea mediei gipute cu nivelul de amplificare al aparatului.

Rezultate gi discufii

Pentru a se putea evalua parametrii optimi de tiomare ai dispozitivului
experimental s-au efectuat o serie de teste pradirai Prezeam, in continuare,
rezultatele a dautipuri de experimente, realizate in candliferite:

1) concentrée mare de celule in suspensiatiai (3x1F/ml) si matrice cu
dimensiuni reduse (2x2x5 nin-proba A

2) concentrde mici de celule in suspensia tialda (1x1F/ml) si matrice cu
dimensiuni ndrite (3x3x5 mni) — proba B

Pentru toate tipurile de experimente s-au efedasie-control preliminare care
au constat in monitorizarea deagit optice a unei suspensii celulare in camdi
identice cu cele experimentale, dar in lipsa maitnoroase solide. Au fost realizate
teste de viabilitate celulata Tnceputuki la sfasitul experimentelor folosind metoda
de excluziune cu Trypan blue.

In figura 5 se pot observa curbele de transmditamptici ohtinute la
monitorizarea celor dauprocese diferite de Tasanare, comparativ cu controlul.

100 -
a0 gﬂﬁﬁw

70 e ndjmn,:ﬁ”:n

60 -

j( ,,uﬁnu_ —o— Control

—o— sample A
—&— sample B

2 e

Transmitanta (%)
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0O 60 120 180 240 300 360 420 480
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Fig. 5- Curbe de transmisie. Proba A — proces daniéstare intiat cu celule multgi matrice mig;
Proba B — proces de #martare intiat cu celule ptinesi cu matrice mare; Controlul — vatia
transmitarei unei suspensii celulare n lipsa matricei poecadide.

Testele preliminare au demonstrai dispozitivul experimental construit
permite verificarea, intr-o manieextrem de precissi eficienti, a efectelor pe care le
au asupra procesului de gtee pe biomatrici poroase, parametrii predictipiecum
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numiarul initial de celule sau volumul matricial. Prin experit@esimilare se vor putea
deci testa cu succes alti parametri, mai pun predictibili, care & poati permite
elucidarea mecanismelor implicate in etapeleiaie ale proceselor de adeziune
celulas.

Un model teoretic al procesului de dngrtare trebuie & tinda Tnsi cont de
cinetica de activare a integrinelor, de aderardaater la locurile disponibile oferite
de matricssi, functie de fluxul circulant indus de agitare, de dataa unor celule.

Schema cineticcea mai simjpl care incorporedzaceste evenimente este:
S
\ k
k i
o

undeN reprezini celulele din suspensie care nu sunt capabitalsre deoarece
functia integrinelor nu este Tacrefacuti dup tratamentul cu tripsina/EDTAA
reprezind nunmirul care au capacitated adere,S - locurile disponibile de legare, iar
AS- numrir de celule atgate. Constantlk, este o risuia globak a cineticii de activare
a integrinlor,k, este constanta de aderare a celulelor la matacdy ieste constanta
procesului de degare. In acest proces bifazic, in care etapa a detereversibil
este similar teoriei adsarbi atomilor sau moleculelor pe substrat solid,cdies de
Langmuir (Atkins, 1994).

Pentru a realiza corelarea modelului cu dateleexgntale obnute, setine
cont de rezultatele experimentelor de calibraree cau demonstrat rela de
propotionalitate dintre densitatea ogtia suspensiei celulage concentréa acesteia.
Parametrii matematici care asiguworespondea optina dintre modelul teoretigi cel
experimental au fost determthgrin metoda regresiei neliniare a celor mai mici
patrate (nonlinear least square regression) utiliziigdritmul simplex implementat de
functia fminsearchdin cadrul programului Matlab (Nelder, 1965).

Pentru a testa modelul matematic propus pentergrétarea datelor ghute
cu ajutorul disozitivului experimental descris,sedectuat doutipuri de experimente,
n care am folosit celule procesate diferit. Imnpii tip, se folosgte procedura clasic
de digerare enzimatica proteinelor membranare, iar in cel de-al doikearealizeax
desprinderea celulelor de pe suptafaasului de cultdr cu pistrarea intaét a
configuraiei proteice membranare. Se preZirgnaliza comparatiiva curbelor de
cinetica realizate pentru cele dautipuri de popula celulare, cu monitorizarea
dinamicii procesului de reconfigurare proteiexterrn a membranei (expresia de
integrine)si cu discutarea rolului avut asupra procesului derare. Se prezit de
asemenea, date morfologice ale celulelor din sispeta inceputuki la sfasitul
experimentelor de cinetic in incercarea de a pune in evideaventuale procese
concomitente de agregare sau reagregare intencellda nivelul suspensiei, pe
perioada proceselor de #insantare.

S-au efectuat mai multe serii de experimente, adire am selectat trei serii
realizate cu celule tripsinizagetrei serii cu suspensii de celule netripsinizataform
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protocolului megionat mai sus. Concentia celulelor din suspensie a fost acgede
aprox. 16/ml.

In figura 6 sunt prezentate curbele de cirdetbxinute in urma firii datelor
experimentale (punctele marcate distinct) cu adeetice utilizand modelul secveal
extins prezentat anterior (curbe trasate cu linii).
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Fig. 6 - Dependeta de timp a fratei de celule atgmte la matrice. Datele experimentale sunt
reprezentate prin marcaje cu forme geometricentitj iar soltiile modelului teoretic sunt
trasate cu linii diferite. Datele @hute cu celule tratate cu trip8HEDTA (a) corespund setului
1 (cercuri, linie conting), setului 2 (@trate, linie Tntrerug) si setului 3 (triunghiuri, linie-
punct), iar cele ainute cu celule tratataifa tripsind (humai cu EDTA) f) corespund setului 4
(triunghiuri, linie-punct), setului 5 Gprate, linie Tntrerug) si setului 6 (cercuri, linie contiri).

Prin analiza rezultatelor celor dodipuri de experimente, se pot distinge
urmatoarele aspecte:

3) Atingerea platoului de saturare, dupproximativ 6 ore, in ambele tipuri de
experimente; in congile in care raportul dintre nuirul initial de celule din
suspensiesi suprafaa totai a matricei a fost aproximativ egal, in ambele
experimente, se poate deduce acest raport are o pondere glababai mare
asupra vitezei procesului de dngnare, comparativ cu integritatea tinla a
aparatului proteic de aderare.

4) Cinetica procesului prin care celulele devin aderepxprimat prin k;, este net
superioak in cazul populgei de celule la care aparatul molecular de ad&rera
prezent de la inceput, ceea ce este perfect reito8alpoate aprecia totodad ca
simpla prezetd a integrinelor la suprafa celulei nu este suficiegntpentru a
determina direct aderarea celulei pe substraglasitke @astrea tot o cineti@ de
tip secvegal, dar in care transformarea initigh—->B este mult mai rapid

5) viteza de in&marare a fost mai mare, in prima faza apoi 8 scad din ce in ce
mai mult, paa la atingerea platoului. Acest tip de evwt#ua fost similar in cele
doua experimente.

Pentru a testa capacitatea modelului experimeletal evidetia influerta unor
factori chimici importafi precum ionii de calciu liberi asupra proceseloe d
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insamanare a matricilor solide de colagen, am efectuabai rserie de determiini.
Pentru acest tip de experimente, celulele au fegtendate in mediu Ghdependent
cu SFB 10 %, dupce, in prealabil, au fost desprinse de pe sugrafa cultuf, cu
soluie Tripsiri-EDTA sau soltie EDTA. Imediat dup atingerea echilibrului de
adeziune pe supratamatricei, In cele trei cazuri prezentate, AsiBC (Fig. 7), s-a
agitat cuveta bioreactor cu ync mecanic controlat, prin intermediul unui vort
laborator, aplicand cate 3 pulsuri vibratorii sigige de cate 1 secunda intensitte
maxina.
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Fig. 7 - Dinamica de aderare pe matrici ae coliagen in ptazgxsi C) sau in absea ionilor de Ca (B)
la celule desprinse din cultucu soldie de Tripsia (A si B), si la celule desprinse cu
soluie EDTA (C).

In experimentele Ai B s-au folosit celule alatui aparat de adeziune a fost
digerat Tn momentul desprinderii de pe supeatie cultut cu soldie de Tripsid. Spre
deosebire de experimentul A, in experimentul Baskaigat in mediul de regée, de la
Tnceputul Tnregisdrii solutie EDTA, pentru fixarea ionilor bivalginla o concentrge
finala de 5 mM. In experimentul C, s-au utilizat celulesgrinse #ra distrugerea
aparatului molecular de adeziune, conform meto@sicdse n etapa anteridann
toate cele trei cazuri, matricile au fost preindelda mediu C@independent cu SFB
10%. Rezultatele Tnregidtilor sunt prezentate n figura 7.

Prin analiza calitativa rezultatelor descrise se poate afirmdixarea calciului
cu chelatori de tipul EDTA duce la &erea semnificativ a vitezei procesului de
aderare, &ra insa si blocheze procesul de s#ae a celulelor pe matrice. Aceast
observde susine ipoteza existeaai a dod mecanisme implicate in procesele de
aderare pe matrici, unul activ mediat de calkgiyproteinele de adezivitate de tipul
integrinei,si unul pasiv, fizic, de adsotie la interfaa lichid-solid. Desprinderea de pe
matrice a celulelor aproape in totalitate la s#fér procesului de aderare derulat Tn
lipsa ionilor de Ca, sugereaprocesul pasiv, fizic, de aderargésafo participare activ
din partea celulelor.
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CONCLUZII FINALE

Dinamica celular a in agregate multicelulare sferice

Prin mirirea suprafgei agregatelor multicelulare realizéin urma unei compresii de
30 % din diametrul inial, elementele celulare marcate fluorescent addptpropotie
de peste 80 %, o guare orientdt spre suprafé, cu o vitea medie de 3um/ora, ceea
ce confirma ipoteza lichiditii agregatelor multicelulare de tip embrionar.

Deplasarea radial medie a elementelor celulare marcate nu depinde
semnificativ de adancimea la care sé& aéllula in agregat, ceea ce sugeteizentru
atingerea echilibrului de suprafasunt angrenate toate celulele din agregat in giceea
MASUIA.

Prin destabilizarea citoscheletului celular, stécwil latrunculinei A, dinamica
elementelor celulare marcate fluorescent din agedganulticelulare este diminuat
semnificativ comparativ cu controlul. Efectul estwversibil, astfel £ in straturile
superficiale ale agregatelor tratae apoi transferate in mediukrf latrunculira,
dinamica celular este redobandit cauza fiind tocmai difuzia latrunculinei din
celulele aflate la suprata

Datorita blocirii celulelor din straturile interne prin efectuttunculinei, se
constad o amplificare de dauori fata de control a depléasi celulelor din straturile
superficiale (splate de latrunculif). Astfel, atingerea echilibrului de suprgifae face
numai pe seama celulelor din straturile de la dagiraceea ce determindublarea
depladrilor radiale medii comparativ cu controlul.

Dinamica proceselor de aderare pe matrici solide

Modelul experimental propus pentru monitorizareacpsului de inBnanare a
matricilor solide este o metddneinvazid de turbidimetrie ce permite testarea
diferitelor procedee de Tamanaresi studiul factorilor ce influeteaz acest proces.

Pentru acreditarea datelor furnizate de modelygesmental propus, sunt
necasare teste riguroase de calibrare, de momitera viabilifitii celulare precungi
asigurarea de condi optime de temperatarsi sterilitate pentru celule in timpul
experimentelor.

Modelul secvetial combinat cu teoria adsam Langmuir propus pentru
descrierea mecanismului procesului de aderare rasigcorespondea foarte bu#i cu
datele experimentale, cu ex¢g@punui singur set de #auratori. Valorile coeficientului
de disponibilitatey, al matricii arai ca gradul de populare al matricii nu depinde
numai de microstructura matricii gi de starea fiziologic a celulelor utilizate pentru
Tnsiméanarea biomatricii. In cazul tratamentului maitipuagresiv al celulelor, numai
cu EDTA, matricea inglobe&zmai multe celule. O intrebare interesaat fi dac
acest fenomen este cauzat de gaatamai eficierit a celulelor sau de mobilitatea mai
bura a acestora.
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Modelul secvetial este susnut de faptul & celulele aflate Tn suspensie nu
exprima integrine. La fel se intdmpki in cazul celulelor desprinse de pe supefie
cultura fara distrugerea proteinelor membranare, deorece pga Istimulrii expresia
de integrine dispare. Exprimarea integrinelor sst@@roducei/sau mefgine numai in
prezema stimuérii specifice determindtde contactul fizic cu fibrele de colagen ale
matricei (Hynes, 2002; Iber, 2006). Datarégitarii permanente induse de agitatorul
magnetic, celula nu poatéméane atgati de la primul contact cu matricea. Ea preia
insa stimulul si declargeaz secvera de expresie a integrinelor. La uitorul contact,
celula preia un nou stimyi asa mai de parte, p&nse ajunge la exprimarea unui
numir suficient de integrine, care, la contactul imediamator, i poat fixa definitiv
celula, n ciuda curettor de agitare.

Modelul experimental descris completat de modtdotetic propus constituie
un instrument de studiu al mecanismelor implicatetapele iniale ale morfogenezei
tisulare, precum iasnartarea matricilor poroase solide. Pe baza acestuehszdpot
testa diferite protocoale de #msantare utilizand diferite tipuri de celule sau matrici
solide, precumsi influenta factorilor fizico-chimici implicd, cum ar fi ionii de calciu
sau integritarea aparatului molecular de adeziune.

Sunt necesare studii suplimentare imuno-histolgic genetice pentru
cuantificarea nivelului de exprimare a integrinefpe suprafea celulai pe toai
perioada procesului de #mséanare. Aceste studii vor fi avute in vedere n elabea
de proiecte de cercetare ample, multidisciplinare.
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