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Partea generala

1. Introducere

Incepand cu anul 1954 cand a fost efectuat primul transplant renal reusit, de catre Joseph
Murray, utilizarea organelor umane pentru transplanturi s-a intensificat in mod constant in cursul
ultimelor decenii, medicina de transplant avand o dezvoltare uimitoare si un mare potential
terapeutic. In prezent, interventiile de transplant sunt efectuate cu succes in clinici specializate
din intreaga lume: selectia pacientilor, protocoalele chirurgicale, managementul pre-si post-
operator si terapia imunosupresoare fiind deja standardizate.[1,2]

Recent a aparut o noud entitate terapeutica: chirurgia reconstructiva de transplant, ce presupune
transplantul alogrefelor vascularizate compozite-fiind unica solutie terapeutica in cazul anumitor
defecte tisulare complexe, implicand multiple structuri cu importanta functionald, imposibil de
reparat utilizand tehnicile chirurgicale conventionale.[3-5]

Dupa anul 1998, cand a fost efectuat primul transplant de mana in Franta, la Lyon, s-a produs o
dezvoltare neasteptata a chirurgiei reconstructive de transplant, pana in prezent fiind efectuate la
nivel mondial peste 200 astfel de proceduri, cu numeroase aplicatii clinice: membru toracic,
membru pelvin, laringe, uter, tendoane, perete abdominal, nervi, fatd, limba, scalp.Ceea ce
caracterizeaza alogrefele de tesuturi compozite este complexitatea, determinata de
heterogenitatea lor histologica, cuprinzand multiple tipuri tisulare (piele, grasime, muschi, nervi,
ganglioni limfatici, os, maduva osoasa, cartilaj, ligamente) fiecare exprimand un grad diferit de
imunogenicitate. [3, 6-9]

Desi nu reprezinta o interventie indispensabila supravietuirii, precum transplantul de organe
solide, atentia societatii a fost indreptatd spre transplantul vascular compozit datorita
potentialului de a reinstaura calitatea vietii primitorilor unui astfel de transplant: in general
candidatii pentru o astfel de procedurd prezinta defecte extensive, mutilante fizic si stigmatizante
social, parcurgand un lung sir de interventii chirurgicale laborioase in scop reconstructiv in urma
carora rezultatul functional si estetic nu este satisfacdtor , cu afectare psihologica si socio-
profesionala. [8-10]

Avand o experientd clinicd de aproape doud decenii, cu standardizarea indicatiilor si
protocoalelor chirurgicale, singurele limitari in ceea ce priveste utilizarea pe scard largd a
alogrefelor vascularizate compozite sunt aspectele imunologice: fiind proceduri non-vitale
devine discutabild expunerea pacientilor la terapie imunosupresoare pentru tot restul vietii, cu
efectele adverse legate de administrarea acesteia.[3, 8, 10,11].

In prezent principala directie de cercetare in transplantul tisular compozit este in domeniul
imunologic. Orientarea este spre minimizarea imunosupresiei pentru a se asigura functionalitatea
alogrefei cu minime efecte adverse. Idealul este inducerea tolerantei imune donor-specifice: lipsa
specifica de reactie fata de antigenele donorului, in absenta terapiei imunosupresoare, restul
sistemului imun fiind intact, putadnd raspunde la contactul cu alt tip de antigene. Dezideratul este
reprezentat de toleranta “adevarata”, completd, cu acceptarea alogrefei, fara a necesita terapie
imunosupresoare, situatie ideald dar greu de obtinut in practica clinica. Toleranta partiald



reprezinta o viziune mai realista : posibilitatea inducerii unui grad de toleranta ce permite
diminuarea semnificativa a dozelor de imunosupresoare si a reactiilor adverse secundare acestei
terapii, promulgand extinderea utilizarii transplanturilor vascularizate compozite, datorita
inaltului potential reconstructiv al acestora. [11-13]

2. Definitii

Transplantul alogrefelor vascularizate compozite reprezinta transplantul unei unitati structurale,
functionale si estetice neurovascularizate, contindnd o asociere de tesuturi nonvitale, cu originea
in straturi germinative diferite: ectodermala - epidermul si derivatele sale (par, glande sebacee si
sudoripare, unghii), nervii si mezodermald - dermul, tesutul celular subcutanat, muschi,
tendoane, fascii, cartilaje, oase, vase de sange).[14, 15]

Aplicatiile clinice descrise ale alotransplanturilor vascularizate compozite sunt: membru toracic,
membru pelvin, genunchi vascularizat, fata, laringe, trahee, perete abdominal, uter, penis. [3]

In SUA, printr-o decizie intrati in vigoare in data de 3 iulie 2014, alogrefele vascularizate
compozite (VCA) sunt addugate in definitia organelor conform reglementarilor
federale(Regulamentul Final al OPTN-Organ Procurement and Transplantation Network/Reteaua
de Procurare si Transplant de Organe) si legislatiei in vigoare.(National Organ Transplant Act).
[16]

Criteriile OPTN de definire a alotransplanturilor vascularizate compozite(VCA)[16]:

1. Sunt alogrefe vascularizate si necesitd anastomoze vasculare chirurgicale pentru a putea
functiona

2. Contin multiple tipuri de tesuturi

3. Prelevate de la donator uman ca unitate anatomica/structurala

4. Transplantate la primitor uman ca unitate anatomica/structurala

5. Implica manipulare minimd(procesare ce nu altereaza caracteristicile originale relevante ale
organului in relatie cu utilitatea organului pentru reconstructie, reparare sau substitutie)

6.Utilizare pentru functie omoloaga celei initiale(inlocuirea sau imbunatatirea organului
primitorului cu un organ similar ce efectueaza aceleasi functii de baza atat la donor cat si la
primitor)

7. Nu sunt combinate cu un alt articol, precum diferite dispozitive

8. Sunt susceptibile la ischemie, fiind posibila doar stocarea temporard nu si crioprezervarea

9. Prezintd susceptibilitate de rejectie a alogrefei, impunand administrarea terapiei
imunosupresoare ce poate creste riscul de aparitie a bolilor infectioase la primitor.

Momentan in domeniul VCA nu a fost adoptat un set de reglementari valabile la nivel mondial,
singura bazd de date multinationala existenta in domeniu fiind Registrul International de
Transplant de Ména si Tesuturi Compozite(International Registry on Hand and Composite
Tissue Transplantation:IRHCTT), registru de mare importanta in evaluarea globala a
transplanturilor tisulare compozite, Insa inregistrarea cazurilor fiind voluntard, in prezent acesta
nu contine un set de date complet.[17, 18]




3. Istoric

Pentru a se ajunge la realitatea clinica a efectudrii transplanturilor vascularizate compozite, au
fost necesare milenii de cunoastere, astfel de interventii impunand cele mai inalte standarde
medicale si chirurgicale. Medicina reconstructivad de transplant este un domeniu extrem de
complex, pentru dezvoltarea sa impunandu-se cumularea progreselor efectuate in ceea ce
priveste procedeele reconstructive microchirurgicale si transplantologie(aspecte tehnice si
imunologice), cét si crearea unui cadru etic, legal si social favorabil. Au fost prezentate in cadrul
acestui capitol momentele esentiale ce au dus la aparitia VCA ca si realitate clinica.

4. Statusul curent al VCA

Evolutia stiintei in transplantul de organe solide si dezvoltarea procedurilor chirurgicale
reconstructive au permis dezvoltarea chirurgiei reconstructive de transplant, ce integreaza
cunoasterea actuald din domeniul medicinei de transplant cu procedee reparatorii extrem de
complexe.[2, 19]

Transplaturile tisulare compozite au o serie de caracteristici comune cu transplantul de organe
solide: ambele sunt alogrefe vascularizate, recuperate de la donatori umani ca si unitate
anatomica/structurala, fiind apoi transplantate la primitori umani, ce au apoi nevoie de terapie
imunosupresoare pentru a evita rejectia alogrefelor si pierderea acestora. In acelasi timp, VCA-
urile sunt diferite de transplantul de organe solide prin faptul ca sunt in principal externe,
vizibile, constituite din tesuturi cu originea in diferite straturi germinative, iar regenerarea
nervoasa este obligatorie pentru asigurarea functiei alogrefei.[19-21]

Cele trei provocari principale n acest domeniu al transplantului sunt urmatoarele:

1.Imunologica: avand in structura unei alogrefe VCA mai multe tipuri de tesuturi cu Incarcaturi
antigenice diferite, incluzand pielea, ce este un tesut extrem de antigenic;

2. Tehnica: complexitatea procedurilor si durata mare a interventiilor mai ales In transplantul de
fatd, necesitatea unui sistem bine coordonat si a unei echipe multidisciplinare, succesul VCA
bazand-se pe o buna functionalitate, care depinde de calitatea operatiei, regenerarea nervoasa,
programul de recuperare si reorganizarea corticala adecvata,

3. Psiho-sociala pentru importanta redobandirii functiei pierdute si a aspectului estetic si
capacitatea beneficiarilor de un transplant compozit de a accepta alogrefa si a integra tesuturile
vizibile transplantate in propria lor imagine. De asemenea un aspect major este redobandirea
calitatii vietii si posibilitatea reinsertiei socio-profesionale in urma transplantului.[19]

Desi nu exista o cazuistica clinica la fel de extinsa ca in alte ramuri chirurgicale, s-a observat un
progres considerabil in acest domeniu si tendinta de transformare a alotransplanturilor
vasculariate compozite din proceduri experimentale in standard de ingrijire al pacientilor cu
defecte complexe, extensive. [2, 19]

Am prezentat in detaliu, in cadrul capitolului, cazuistica internationala pentru principalele tipuri
de alogrefe compozite.



5. Imunologia transplantului alogrefelor vascularizate compozite

Spre deosebire de transplantul de organe cand alogrefa are o compozitie histologica uniforma,
alogrefele din transplanturile vascularizate compozite au in componenta lor un spectru larg de
tesuturi incluzand piele, tesut subcutanat, muschi, nervi, tendoane, os, cartilaj, vase de sange,
fiecare dintre aceste structuri avand un potential imunologic diferit.[22] Joseph Murray a
prezentat o scala relativa antigenicitatii organelor si tesuturilor, pielea si plamanul fiind cele mai
antigenice structuri.[23]

In cazul transplanturilor tisulare compozite s-au observat aspecte mai complexe legate de
interactiune antigenicd a componentelor acestora. Doua dintre componentele VCA sunt intens
studiate datorita tintirii lor preponderente in raspunsul imun: componenta tegumenara, ce este
intens imunogenica si reprezinta tinta principald a rejectiei mediate prin raspunsul imun celular
ce implica activarea limfocitelor T si vasele sangvine ce sunt afectate prin mecanisme de raspuns
imun umoral, ducand in timp la rejectie cronica similar situatiei intalnite in transplantul de
organe.[24]

Rejectia alogrefelor in transplant este un proces complex, la care contribuie atat imunitatea
celulara cat si umorala.

In linii mari, raspunsul imun celular la alogrefa implica limfocitele T aloreactive CD4+ si
citotoxice CD8+ ce sunt activate de catre celulele denditice de la donator la nivelul organelor
limfoide secundare. Aceasta activare determina proliferarea clonelor donor-specifice, capabile
s recunoasca moleculele HLA provenite de la alogrefa. Ulterior limfocitele T CD8+ migreaza la
nivelul grefei determinand distructia prin liza celulard mediatd de molecule ca perforina sau
granzimele. Biopsiile prelevate de la alogrefele ce prezinta rejectie au aratat prezenta infiltratului
celular limfocitar CD4+ si CD8+ si de asemenea prezenta altor tipuri celulare(monocite,
macrofage si neutrofile) ce sunt implicate in raspunsurile inflamatorii non-specifice. [24]

Raspunsul imun umoral este mediat de anticorpii anti-HLA donor specifici(DSA-donor specific
anti-HLA antibodies). Anticorpii se leaga de suprafata celulelor endoteliale de la nivelul
alogrefei si determina afectare endoteliald si disfunctia grefei prin calea clasica de activare a
complementului si recrutarea celulelor imune apartinand imunitatii inascute(citotoxicitate
dependenti de anticorpi), ducand la rejectie acuti mediatd umoral. In situatia in care nu se
produce activarea complementului, se pot produce lent, in timp leziuni mediate de anticorpi la
nivelul alogrefei ducand la rejectia cronica, ilustratd de aparitia vasculopatiei la nivelul alogrefei.
Componenta umorala a raspunsului imun este considerata ca fiind cauza primara de pierdere la
distanta(dupa timp indelungat), a alogrefelor renale. [24]

Mecanismele descrise se regasesc si in ceea ce priveste transplantul de tesuturi compozite, cu
mentiunea ca rolul major in rejetul alogrefelor VCA apartine raspunsului imun celular. S-a
observat si implicarea mecanismelor umorale in deteriorarea alogrefelor compozite de mana si
fatd, 1nsd incidenta acestor afectdri si mecanismele clare de aparitie a lor sunt inca in curs de
cercetare.[22]

Au fost detaliate n cadrul capitolului mecanismele moleculare ale rejectiei, cat si particularitatile
dinamicii rejectiei.

Modalititile de prevenire a rejectiei in transplant sunt reprezentate de:



e Imunosupresie/imunomodulare

e Toleranta imunologica, ce reprezintd “standardul de aur”in alotransplant.
Mecanismele moleculare ce stau la baza acestor strategii de prevenire a rejetului in alotransplant,
cat si experienta curentd in domeniul alotransplantului vascularizat compozit sunt prezentate in
detaliu In urmatoarele doua capitole ale tezei.

6. Imunosupresia in Transplantul Alogrefelor Vascularizate Compozite

Imunosupresoarele utilizate in transplantul alogrefelor vascularizate compozite sunt aceleasi ca
in cazul transplanturilor de organe, schemele terapeutice prezentdnd anumite particularitati in
functie de tipul de transplant. [25]

Pierderea alogrefelor cauzata de factori imunologici s-a dovedit ca fiind cea mai ridicata in
primele luni dupa transplant, astfel ca exista variatii in ceea ce priveste dozele terapeutice
imunosupresoare. Se pot distinge 3 perioade de administrare a terapiei imunosupresoare:

1. Perioada de inductie
2. Perioada de mentinere initiala(precoce)
3. Perioada de mentinere cronica

Episoadele de rejet beneficiaza de tratament specific, mai agresiv, considerat "terapie de
salvare". Atat in cazul transplantului de organe cat si a celor compozite, prima linie de tratament
in episoadele de rejectie acuta este reprezentatd de cresterea dozelor de glucocorticoizi,
concomitent cu optimizarea nivelurilor bazale de imunosupresie. Cand aceasta strategie esueaza,
se pot administra anticorpi intravenos. In cazul transplanturilor de mana si de fat, agenti topici
ca steroizi sau tacrolimus, pot constitui o solutie in controlul local al episodului de rejet limitat la
nivelul pielii. [26]

Agentii imunosupresori utilizati in practica clinica din transplant pot fi incadrati in doua tipuri:
farmacologici si biologici, prezentati in detaliu in cadrul capitolului.

Particularitatile tratamentului imunosupresor in transplantul alogrefelor vascularizate
compozite

In ceea ce priveste agentii imunosupresori utilizati, protocoalele in transplanturile tisulare
compozite sunt similare celor din transplantul de organe, in special schemelor utilizate pentru
transplanturile de rinichi, cord sau pancreas(ficatul este mai bine tolerat ca organ, necesita
regimuri imunosupresoare mai blande). Schemele utilizate previn pierderea alogrefei, insd nu
reusesc sa previna aparitia episoadelor de rejectie acutd in VCA(85-90% din primitorii de
transplant de mana prezinta episoade de rejectie acuta in primul an post-transplant).

Tabelul urmator reda agentii imunosupresori utilizati in transplanturile de ména si fata,
sumarizand experienta globala[27]:

Faza terapiei Agenti utilizati si proportia de cazuri in care se utilizeaza
imunosupresoare agentul terapeutic

Transplantul de mana Transplantul de fata
Terapia de inductie Alemtuzumab (56% ) Alemtuzumab (17% )




ATG(28%) ATG(70%)
Basiliximab(16%) Basiliximab(13%)

Terapia de mentinere Tacrolimus+MMF+Steroizi(79%)
Tacrolimus+Steroizi(6%)
Inhibitor mMTOR+MMF(5%)
Inhibitor mTOR (5%)
Tacrolimus+Steroizi topici(5%)

Tratamentul episoadelor de | Corticoizi administrati intravenos(60%)
rejet acut Corticoizi administrati oral(30%)
Basiliximab, ATG, Alemtuzumab(7.5%)
Doar topice locale(2.5%)

Tripla terapie, cu administrarea tacrolimus, MMF si steroizi este protocolul standard de
imunosupresie de mentinere. Unele centre Incearca reducerea dozelor de steroizi, sau chiar
eliminarea lor din schema terapeutica. Pentru evitarea efectelor adverse ale inhibitorilor de
calcineurind, tendinta este includerea inhibitorilor mTOR 1n terapia de mentinere, ca inlocuitor
al Tacrolimus[27].

In transplanturile ce au si componenti tegumentara, s-au utilizat si preparate topice pentru
controlul episoadelor de rejectie, in cazurile usoare chiar fara a fi necesara cresterea in intensitate
a terapiei imunosupresoare sistemice. Topicele folosite sunt compusi steroidici si
Tacrolimus.[26]

Am urmarit protocoalele imunosupresoare utilizate in centrele mari de transplant tisular
compozit, prezentind comparativ aceste scheme terapeutice.

7. Toleranta imunologica in transplantul alogrefelor vascularizate

compozite

Progresele recente In domeniul imunologiei transplantului au modificat focusul dinspre
imunosupresie catre imunomodulare, facand posibil transplantarea cu succes a alogrefelor
vascularizate compozite in prezenta unor regimuri imunosupresoare noi, mai putin agresive.[28]

Pe termen lung, scopul este inducerea tolerantei donor-specifice in transplant pentru a nu a mai fi
nevoie sa se administreze medicatie imunosupresoare, toxicitatea acesteia determinand multiple
complicatii post-transplant.Obtinerea tolerantei imunologice a fost asimilatd conceptului
"Sfantului Graal", reprezentand reusita ideala, suprema in domeniul transplantului: acceptarea
alogrefei fard a se impune supresarea intregului sistem imun si povara reprezentata de terapia
imunosupresoare pe intreaga durata a vietii pacientului. [29]

Cercetarea actuala se orienteaza catre obtinerea unor protocoale simple, sigure si durabile de
inducere a tolerantei imune la primitorii transplanturilor vascularizate compozite, pentru a
extinde accesibilitatea catre aceste metode terapeutice.

Pana in prezent au fost testate multiple protocoale experimentale de inducere a tolerantei
imunologice, bazate pe diferite cai de actiune, o parte dintre acestea regasindu-se deja in practica
clinica.




Tabelul urmator prezintd metodele de inducere a tolerantei imunologice studiate in transplantul
vascularizat compozit, listate cronologic[12], strategii ce au fost detaliate atent in cursul acestui
capitol al tezei de doctorat.

Metoda Calea de inductie

Chimerismul Transplantul de maduva osoasd hematogena,
Transplantul de maduva vascularizata

Depletia celulelor T ATG, OKT3 mAb, Campath-1H (CD52) mADb,

af3 TCR/yd TCR mAb

Blocada costimulatoare

CD154, CD28, si/sau CD40 mAbs, ligandul B7,
CTLA-4 1g (proteina de fuziune)

Celulele dendritice ale donorului

Manipularea in vitro urmata de infuzia
intravenoasa

Celule stem mezenchimale

Expansiune ex vivo urmatda de infuzia
intravenoasa

Celule T reglatoare

Inductia in vivo urmata de infuzia intravenoasa

Imaginea urmatoare prezintd principalele mecanisme si interactiuni celulare ce duc la instalarea
tolerantei imunologice post-transplant[30]:
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(Page EK, Dar WA, Knechtle SJ. Tolerogenic therapies in transplantation. Frontiers in
Immunology. 2012,3:198, Licenta Creative Commons Attribution 3.0 Unported License)




Partea Speciala

8. Justificarea studiului doctoral

Transplantul alogrefelor vascularizate compozite este un domeniu clinic recent, cu o vechime de
mai putin de doud decenii, ce pare, prin prisma rezultatelor obtinute, sa prezinte un potential
reconstructiv deosebit. Fiind 1nsa o subspecialitate noud, sunt esentiale sustinerea cercetarii
translationale 1n acest domeniu si crearea unui cadru institutional international comun, in
vederea standardizarii indicatiilor acestor proceduri si protocoalelor terapeutice utilizate.

In Romania nu au fost efectuate pana in prezent proceduri clinice de alotransplant de tesuturi
compozite. in cadrul Clinicii de Chirurgie Plastica, Estetica si Microchirurgie Reconstructivi a
Spitalului Clinic de Urgentd Bucuresti au fost puse bazele unui program de transplant tisular
compozit, prin cercetarea experimentala sustinuta si pregatirea translatarii catre practica clinica.

Exista o serie de factori ce influenteaza succesul unui transplant vascular compozit: institutie
acreditata, experienta chirurgicala de nivel 1nalt, echipa multidisciplinara, selectia riguroasa a
pacientilor, protocoale bine stabilite, program de urmarire pe termen lung a pacientilor.
Parcurgerea fiecarei etape fiind obligatorie, experienta la nivel mondial reprezintd un punct de
plecare in elaborarea unor protocoale optime de lucru, pentru a implementa aceasta noua ramura

egew, e

extensive ce nu pot fi rezolvati cu ajutorul procedurilor chirurgicale conventionale.

In prezent, principala directie de cercetare in medicina reconstructiva de transplant este in
domeniul imunologic. O buna intelegere a imunobiologiei transplantului este cruciala, fiecare
mic detaliu ce influenteaza raspunsul imun putind afecta rezultatul final in transplant.

In acest context, am urmarit alinierea cercetirii cu cea de pe plan international, aprofundarea
cunoasterii in domeniul alotransplantului vascular compozit prin intermediul cercetarii
experimentale si crearea unui cadru favorabil pentru translatarea experientei acumulate catre
clinic, cu scopul de a implementa un program multidisciplinar de transplant vascularizat
compozit.

In cadrul tezei de doctorat, interesul este asupra problemelor imunologice observate in
transplantul vascularizat compozit, vizand:

- identificarea si posibila dirijare in sens favorabil(catre acceptarea alogrefei) a situatiilor ce
influenteaza raspunsul imun,

eqge vy

-obiectivul major este dezvoltarea, testarea si implementarea unor protocoale de inducere a
tolerantei imunologice(chiar si a tolerantei partiale), cu scopul reducerii necesitatii administrarii
terapiei imunosupresoare si implicit a toxicitatii asociate acesteia, promulgand utilizarea
transplanturilor vascularizate compozite, datoritd inaltului potential reconstructiv al acestora.



Problematica propusa in prezenta lucrare este inovativa, de extrem de mare actualitate
internationald, are caracter interdisciplinar, integrand concepte din cadrul cercetarii
fundamentale, terapiilor celulare si regenerative, imunobiologiei si aplicandu-le in beneficiul
medicinei de transplant, tinzand astfel spre conceptul modern al cercetarii translationale.

Rezultatele obtinute in cadrul tezei de doctorat, atat in urma studiilor experimentale efectuate cat
si a protocoalelor clinice testate ca etape preliminare in dezvoltarea programului clinic de
transplant de alogrefe vascularizate compozite, vor facilita implementarea acestei noi strategii
terapeutice, recunoscuta ca ultima solutie reconstructiva in cazul pacientilor cu defecte tisulare
complexe, extensive.

Abordarea unui subiect inca in curs de cercetare sustinutd in cadrul marilor centre de transplant
la nivel mondial, necesitand conditii deosebite si adresabilitate multidisciplinara, asigura
imbunatatirea nivelului de cunoastere al echipei, furnizeaza experienta necesara dezvoltarii pe
viitor a unor proiecte de cercetare noi, la nivel national si chiar international, promovand
colaborarea cu institutii similare.

9. Abordarea problematicii imunologice in alotransplantul vascularizat
compozit

9.1. Influentarea sistemului imun in alotransplant: balanta toleranta-rejectie

Protectia imunologica impotriva antigenelor striine la oameni se bazeaza pe un raspuns
coordonat intre componentele inndscuta si adaptativa a sistemului imun.

Directionarea raspunsului imun impotriva antigenelor straine(provenite de la donator) in cazul
transplanturilor de organe si tesuturi are drept rezultat rejectia alogrefei.

O directie intensa de cercetare in imunologia transplantului a fost analiza mecanismelor
homeostatice normale, ce mentin toleranta self, aceste date reprezentand puncte de plecare in
dezvoltarea strategiilor de inducere si mentinere a tolerantei imunologice in transplant.[31]

Exista situatii cunoscute de privilegiu imunologic, manifestand natural toleranta imuna: toleranta
materno-fetald in sarcind, fenomenul Freemartin observat la animale, cat si situsuri anatomice
privilegiate imunologic(camera anterioara a ochiului, tesutul cartilaginos). [32-34]

Am prezentat in Partea Generala a tezei mecanismele moleculare ce stau la baza rejectiei
alogrefelor si inducerii tolerantei imunologice. Pana in prezent strategiile de inducere a tolerantei
imunologice au prezentat rezultate extrem de promitatoare in ceea ce priveste modelele
experimentale utilizdnd animale mici(modelele murine), Insa translatia catre modelele animale
mari si experienta clinica este anevoioasa. S-a observat ca inducerea si mentinerea tolerantei
imunologice in cazul transplanturilor de organe este un proces complex, multistadial si
multifatetat, incluzdnd atat mecanisme de deletie clonald cat si mecanisme imunoregulatorii,
asociind atat toleranta centrala cat si toleranta periferica. [31]

La gazdele la care se obtine toleranta donor-specifica putem distinge temporal si din punct de
vedere al mecanismelor implicate, 3 faze distincte: inducere, tolerantd functionala si toleranta
adevaratd. Faza de inductie se referd la perioada in care gazda primeste tratament activ avand



drept scop inducerea unui status protolerogenic. Aceasta faza include strategii variate:
deletionale(eliminarea limfocitelor T mature utilizdnd anticorpi, imunotoxine si/sau iradiere
limfoida), depletie+inducere de chimerism hematopoietic, abordari non-limfoablative. In cazul
unei evolutii favorabile a acestor strategii, urmeaza o faza de"ignoranta"imunologica, care, daca
nu este perturbata duce la obtinerea in viitor a tolerantei adevarate; aceasta stare de toleranta
meta-stabila(deletia clonala centrala este incompletd), poate fi perturbatd de Incarcatura
antigenicd mare de la nivelul alogrefei, imunogenicitate inalta sau episoade de rejectie induse
prin calea Interleukinei 2. Toleranta adevarata este obtinutd cand indiferent de provocarile
imunologice la care este expusa alogrefa, nu se produce rejectia acesteia, mentinand
imunocompetenta fata de alte antigene(rejectia unui eventual al treilea tip tisular). Mecanismele
imunoregulatorii sunt indispensabile in contextul tolerantei imunologice. [31] Imaginea
urmatoare reda interactiunile intre mecanismele deletionale si cele imunoreglatorii:

Memorie/Rejectie cronica

Numeroase (g:% @ TREGS

limfocite T (. g
reactive 6

Faza efectoare/Rejectie acuta

31123134

EXPANSIUNE

DELETIE
APOPTOTICA

Putine
limfocite T
reactive

TREGS

L4

Inductie Toleranta meta-stabila Toleranta stabila

CANTITATE LIMFOCITE T ALOREACTIVE

TIMP POST-TRANSPLANT e

(Modificat dupd Li XC, Strom TB, Turka LA, Wells AD. T cell death and transplantation tolerance. Immunity.
2001;14(4):407-16. Licenta Elsevier Nr. 3955911054907)

Un element esential este modul in care este balansat sistemul imun. Balanta intre functiile
efectorii si cele reglatorii este cea care dicteaza orientarea raspunsului imun(cum se poate
observa in imaginea de mai jos). In prezenta unui numar mare de celule efectoare, mecanismele
reglatoare(reprezentate de celule reglatoare si factori supresori solubili precum citokinele, sunt
incapabile sd atenueze raspunsul efector predominant, in contextul transplantului aceasta situatie
determinand rejectia alogrefei. Dacd numarul de celule efectoare se mentine scazut, mecanismele
reglatorii pot deveni eficiente, detinand controlul asupra celor efectoare, in situatiile in care
aceste raspunsuri sunt suficient de robuste putand sa rezulte toleranta imunologica:[35]
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Rejectie

(Modificat dupa Salama AD, Remuzzi G, Harmon WE, Sayegh MH. Challenges to achieving clinical transplantation
tolerance. Journal of Clinical Investigation. 2001;108(7):943-948., articol open access, Copyright © 2001,
American Society for Clinical Investigation)

9.2. Abordare conceptuala personala:

Analiza multiplilor factori implicati in influentarea raspunsului imun in
alotransplantul vascularizat compozit si posibilitatea directionarii acestora
catre acceptarea alogrefelor

In prezent acceptarea alogrefelor se bazeaza pe administrarea terapiei imunosupresoare. Pentru a
obtine rezultate optime in transplant, culminand cu inducerea tolerantei imunologice si
acceptarea grefei in absenta terapiei imunosupresoare se impune un control foarte bun al
raspunsului imun, cu predominarea exprimarii mecanismelor reglatorii si supresoare. Toleranta
imunologicd completa, "Sfantul Graal" al transplantului, este greu de obtinut in practica clinica.
O abordare buna este cea a tolerantei partiale, ce permite reducerea dozelor terapeutice
imunosupresoare. Pentru a se ajunge chiar la aceasta din urma situatie, se impune un efort
sustinut pentru a promova imunomodularea si mentinerea unui mediu pro-tolerogenic.

Astfel, in procesul complex reprezentat de transplantul de organe si cu atat mai mult in cazul
alotransplantului vascularizat compozit este esentiald directionarea raspunsului imun catre
acceptarea alogrefei. In acest sens, nu numai factorii imunologici sunt determinanti, ci intregul
parcurs al pacientului in calitate de primitor al unei alogrefe de tesut compozit.

Vom urmari in continuare o serie de parametri implicati in procesul complex al alotransplantului
de tesuturi compozite, incercand sd identificdm factorii ce pot influenta balanta tolerantd/rejectie
si modalitatea de a orienta dinamica raspunsului imun catre acceptarea alogrefei:
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12




Contributii
personale

!Incidenta
rejectie

Strategii pro-
tolerogenice

Activitate
experimentala: studii
imunologice la model
animal (sobolanul de
laborator)

Evaluare factori imunologici si
non-imunologici determinanti
ai dinamicii raspunsului imun si
propuneri de influentare a lor
catre reducerea riscului de rejet

unor strategii

Evaluarea translatiei
catre practica clinica a

terapeutice noi in VCA

J

J

10. Analiza factorilor ce influenteaza directionarea raspunsului imun
in VCA

10.1. Programul de transplant tisular compozit ca factor determinant al

rezultatelor functionale si imunologice in VCA: rolul chirurgului plastician
In cadrul acestui capitol am propus un algoritm general in abordarea defectelor tisulare, am evaluat locul
alotransplantului vascularizat compozit in cadrul paradigmelor reconstructive actuale, am prezentat
ierarhia mijloacelor reconstructive a defectelor tisulare utilizand mijloace microchirurgicale,
demonstrand prin cazuistica prezentatd parcurgerea in Clinica de Chirurgie Plastica, Estetica si
Microchirurgie Reconstructiva din cadrul Spitalului Clinic de Urgenta Bucuresti etapelor reconstructive
autologe premergatoare alotransplantului compozit.

De asemenea am ilustrat abordarea translationald ca element cheie In implementarea programului de
transplant al alogrefelor vascularizate compozite.
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10.2. Selectia pacientilor in vederea reconstructiei utilizand alotransplantul

vascularizat compozit
Am identificat criteriile importante de selectie a candidatilor pentru un transplant vascularizat

compozit, am analizat balanta risc-beneficiu in cazul potentialilor primitori VCA si am prezentat
0 evaluare preliminara asupra unei serii de cazuri clinice internate in clinica noastra, pentrua
evalua indicatia unei potentiale reconstructii prin alotransplant compozit.

Propunere protocol general de selectie in alotransplantul vascularizat compozit

In urma experientei acumulate, am elaborat urmatorul protocol general de selectie, ce include
atat evaluarea pacientilor ce sunt candidati pentru alotransplantul reconstructiv cat si criteriile ce
trebuie intrunite la nivel institutional si de cétre echipa medicala:
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e ™,
Structura cu rol in suport/follow-up: "
Institutie cu experienta in domeniul transplantului
Echipa multidisciplinara
Protocoale bine stabilite, sigure

Program adecvat in vederea asigurarii medicatiei imunosupresoare conform regimului stabilit, pe tot parcursul
vietii pacientului; sustinerea programului de reabilitare si follow-up sustinut pe termen lung

Profilaxia infectiilor/programul de imunizari este necesar pentru astfel de pacienti si trebuie asigurat
Detinerea aprobarilor comisiilor institutionale, in conformitate cu reglementarile legale in vigoare

T .

/ N

-

Evaluarea potentialilor primitori de transplant:

Aspecte luate in considerare:

-Leziuni foarte severe, incét sa justifice transplantul

-Cauza defectului tisular complex(discutabil-patologie tumorala, malformatii congenitale)

-Tesut restant suficient pentru a permite reconstructia stabila si redobandirea functionalitatii, prezenta
elementelor anatomice in stare adecvata: unitatile musculo-tendinoase, nervi, vase sangvine

-Analiza beneficiilor potentiale obtinute prin transplant de membru superior: transplant bilateral versus
unilateral/membru dominant versus non-dominant/nivelul amputatiei/timp scurs de la momentul amputatiei

-Recuperarea functionala: evaluare realista a posibilitatii de redobandire a functiei pierdute: existenta
reprezentarii corticale, sa nu existe afectare nervoasa proximala

-Posibilitatea imbunatatirii calitatii vietii pacientului: se evalueaza abilitatea de a trai independent inainte de
transplant; asteptari realiste ale pacientului legate de potentiala recuperare, in urma transplantului, a functiei
pierdute

-Varsta(recomandabil >18 ani si <65 ani)
-Alte leziuni(amputatii aditionale, afectarea vederii/orbire, arsuri extensive)
-Comorbiditati

Risc chirurgical crescut(afectiuni cardiovasculare, diabet, coagulopatii, afectare vasculara in cadrul afectiunilor
autoimune)

Recuperare functionala: afectare neurologica

Complicatii imunologice: pacienti inalt sensibilizati, multiplu transfuzati, avand un alt transplant in antecedente
Afectiuni sistemice ce interfera cu administrarea terapiei imunosupresoare:

Infectii active/latente: HIV, Hepatite B, C, CMV, osteomielita, infectii cu MRSA, infectii fungice

Afectiuni maligne: prezente/metastatice/in antecedente

Pacienti deja imunosupresati: fiind deja beneficiarii unui transplant de organ; pacienti imunocompromisi

Compatibilitatea donator-primitor este importanta(ideal sa existe concordanta de: sex, varsta, rasa, grup sangvin, |
tip HLA(Human Leukocyte Antigen) /

Pregatire tehnica: infrastructura adecvata, prezenta dispozitivelor medicale necesare asigurarii fezabilitatii unei
astfel de interventii, experienta chirurgicala corespunzatoare prealabila, pregatirea in vederea interventiei propriu-
zise(logistica, disectii la cadavru)

ra

Considerente etice, sociale, psihologice ssi psihiatrice

Abilitatea pacientului de acordare a consimtamantului informat

Expectative realiste asupra procedurii, informare corecta

Complianta la programul de reabilitare si la administrarea terapiei imunosupresoare

Fara probleme psihosociale serioase, incluzand alcoolism, dependenta de droguri.Nu se accepta pacienti fumatori




Evaluarea pacientilor arsi ca potentiali candidati pentru reconstructia utilizénd
alotransplantul vascularizat compozit: considerente clinice si imunologice
Am analizat pacientii arsi internati in clinica noastra pentru a determina leziunile cu grad ridicat
de severitate, ce afecteaza zone functionale si care reprezintd potentiale provocari pentru o
reconstructie optima folosind tehnici conventionale, avand in vedere perspectiva folosirii
alogrefelor vascularizate compozite drept potentiala solutie pentru pacientii selectati.

Intre octombrie 2011 si decembrie 2015, 181 de pacienti arsi au fost internati in clinica noastra,
Tabelul si graficele urmatoare ilustreaza rezultatele obtinute:

Numarul | Electrocutii | Membrul Membrul | Afectarea Cai
total de | (Numarul de | superior superior extremitatii | aeriene
pacienti | pacienti/ drept stang cefalice superioare
procentaj) afectate
Pacienti 181 18 109 105 92 38
arsi (9.94%)); (60.22%) (58.01%) | (50.82%) (20.99%)
internati
Pacienti | 42 11 42 34 38 21
cu zone | (23.30%) | (26.19%) (100%) (80.95%) | (90.47%) (50%)
arse
>40% SC

Distributia pe sexe a pacientilor
arsi internati(N=181)

Femei

Barbati
70%

Distributia pe sexe a pacientilor
cu arsuri >40% SC(N=42)

Femei
149

Barbati
86%
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Distributia pacientilor cu arsuri 240%SC in functie
de varsta si suprafata arsa totala(N=42)
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In cazul a 5 pacienti de sex masculin, s-a impus amputatia de necesitate a membrelor superioare:
la trei pacienti, dupa electrocutie la tensiune 1nalta (la doi pacienti, amputatie la nivelul bratului
drept, iar la un pacient, amputatie bilaterald a bratelor) si in cazul a doi pacienti, dupa arsuri
termice (la unul dintre pacienti, la nivelul articulatiei radio-carpiene iar la celalalt pacient la
nivelul treimii distale a antebratului stang).

Noua pacienti (sapte barbati si doud femei) au necesitat amputatia degetelor, la nivele diferite,
sapte dintre acestia suferind arsuri termice, iar 2, electrocutii.

Alogrefele de piele au fost folosite pentru acoperire temporara pentru 17 pacienti cu arsuri
extinse, atunci cand resursele autologe au fost limitate sau 1n cazul pacientilor cu o stare generala
grava, ceea ce nu a permis autogrefarea dupa excizia leziunilor arse. Alogrefele de piele au fost
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aplicate dupi o expansiune anterioara (ratd de 1:3). In cazul a trei pacienti, am observat
integrarea si persistenta pe termen lung a alogrefelor (pentru mai mult de 21 de zile).

Administrarea de sange si a derivatilor a fost necesara in cazul tuturor pacientilor arsi pe
suprafete extinse si, de asemenea, masuri de Ingrijire intensiva de sustinere a vietii au fost
necesare pentru mentinerea functiilor vitale pentru acesti pacienti.

Discutii

Arsurile sunt leziuni severe ce afecteaza predominant populatia tdnara, barbatii fiind mai
predispusi la asemenea accidente decat femeile. Si in cazuistica prezentatd mai sus, se observa
afectarea cu preponderentd a pacientilor de sex masculin, mai ales in cazul arsurilor extensive.
De asemenea se observa o medie de varsta scazuta a acestor pacienti, fiind evident impactul
deosebit al arsurilor, ca problema de sanatate publica, existand risc vital in cazul arsurilor
extensive, iar pentru supravietuitorii ce prezinta sechele post-combustionale calitatea vietii este
sever afectatd, cu implicatii psiho-emotionale, familiale si dificultati de reinsertie socio-
profesionala.

Un grup aparte de pacienti este reprezentat de cei cu arsuri extensive, profunde de grade IIB si
111, ce acopera mai mult de 40% SC, care necesita o Ingrijire intensiva in faza acuta a arsurii si
care au o recuperare dificild, cu riscul aparitiei complicatiilor severe, chiar la timp indelungat
dupd accident. Arsurile cailor aeriene superioare sunt situatii nefavorabile, ce cresc severitatea
leziunilor. Un bun suport sistemic alaturi de o excizie imediata a arsurii, precum si grefarea
precoce sunt elemente esentiale ce influenteaza recuperarea pacientului cu arsuri extensive.

Exista cateva aspecte particulare de luat in considerare atunci cand exista posibilitatea folosirii
VCA drept o optiune reconstructiva pentru pacientii arsi:

e Nevoia de o echipa interdisciplinara si un program complex de transplant alaturi de un
suport institutional adecvat.

e Selectia atentd a primitorilor: conceptele generale referitoare la criteriille de selectie
pentru VCA se aplica, insd pot aparea anumite probleme cu pacientii arsi, ce afecteaza
rezultatul final al procedurii: din cauza leziunilor extensive, in cazul pacientilor arsi,
modificarea arhitecturii tisulare este de obicei o problemda ce rezultd dupa leziunea
initiald si dupa multiple proceduri reconstructive realizate anterior; in aceasta situatie,
anatomia este modificatd, structurile pot fi discontinue, dezorganizate si pediculii
vasculari afectati. Drenajul venos este de asemenea afectat la pacientii arsi, in special
sistemul venos superficial.

In cazul electrocutiilor la tensiuni inalte, pierderea masivi de tesut este reguld, cu
implicarea si dezorganizarea multiplelor structuri anatomice, precum muschi, nervi, vase
sangvine, rezultand, uneori, o zona primitoare inadecvata pentru procedeele de
reconstructie microchirurgicald. De asemenea, pierderea masei musculare si a
componentei nervoase pe zone extinse determind un prognostic functional prost, chiar si
dupa transplant. O evaluare imagistica preoperatorie precisa este obligatorie, utilizandu-
se tehnologii precum Angio-CT sau Angio-RMN pentru vizualizarea vascularizatiei,
raporturilor anatomice intre structuri si aspectului tridimensional al regiunii.

o Evaluarea statusului sistemic este obligatorie pentru pacientul ars.
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Alte deficite pot fi observate: neurologice, senzoriale, psihologice, facand astfel
programul de reabilitare mult mai dificil de sustinut dupd transplant. Pentru un rezultat
optim, reintegrarea corticala este foarte importanta.

Momentul transplantului: de obicei, procedurile VCA sunt elective, efectuate dupa o
buni pregitire medicald si institutionald. In cazul pacientilor arsi, trebuie efectuati o
evaluare dinamicd dacd leziunea este recenta si urmeaza o perioadd de asteptare pentru
obtinerea unei situatii locale stabile cu un status sistemic satisfacator.Monitorizarea
seriatd, In dinamica, a leziunilor este efectuatd pentru a evalua rezultatele tehnicilor
chirurgicale conventionale dacd acestea sunt propuse pentru pacient. Din momentul
acceptarii pacientului in programul de transplant, perioada de asteptare depinde de
posibilitatea gasirii unui donator potrivit.

Pregétirea chirurgicala adecvatad si o coordonare bund a echipelor medicale in timpul
procedurii (la pacientii arsi, este necesara o disectie elaboratd).

Un program de reabilitare post-operatorie adecvat.

Aspecte imunologice: cel mai important aspect este prevenirea rejectiei alogrefei.
Statusul imunologic al pacientului este important pentru succesul VCA. Sistemul imun
este afectat la pacientii cu arsuri extinse. In timpul perioadei acute, dupa leziune, un
status sistemic imunosupresor este descris [36]. Acesta este motivul pentru care se poate
observa integrarea alogrefelor de piele si persistenta lor pe termen lung, aspect observat si
la 3 dintre pacientii nostri.

Transfuzia de sange si a derivatilor sangvini n arsurile severe este obligatorie; aceasta
poate fi asociatd cu un grad crescut de sensibilizare. Asa cum am vazut anterior, exista
multiple cauze ce pot duce la sensibilizarea pacientului ars.

Sensibilizarea HLA trebuie evitatd, pe cat posibil, pentru a mentine viabild optiunea
alotransplantului de tesuturi vascularizate compozite in cazurile indicate. Insa, in faza
acuta a arsurilor extinse, prioritatea este reprezentata de supravietuirea imediata si de
acoperirea eficace a zonelor arse, pentru a se asigura un prognostic bun pentru pacient.
Klein et al. au identificat o listd de cauze ale sensibilizarilor in cazul pacientilor arsi,
ilustrata in tabelul urmator[37]:

Cauza Observatii
Sarcina Sensibilizare HLA

Riscul sensibilizarii creste cu numarul de sarcini ale femeii
Transfuzii de singe Pacientii cu arsuri extinse necesitd multiple transfuzii de sdnge
Transplant anterior Transplant anterior de organ

Re-transplantare VCA in cazul transplantului esuat

Alogefe din piele umana Sunt folosite frecvent pentru acoperirea temporara a arsurilor extinse, cand
(homogrefe) sursele autologe nu sunt disponibile sau acoperirea autologa nu este posibila,

din cauza factorilor locali sau sistemici

Dispozitive de asistare VAD( dispozitive de asistare ventriculard)

ECMO(oxigenare membranara extra-corporeald)
Dializa este controversata in a reprezenta un factor de risc pentru
sensibilizare

Situatii proinflamatorii Stimulare imund independenta de HLA

Infectii, septicemie
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O solutie poate fi reprezentatd de dezvoltarea substituientilor de piele si a tesuturilor obtinute
prin bioinginerie, metode ce pot oferi acoperire in timpul fazei acute a arsurii, fara sa declanseze
sensibilizarea HLA [38]. Scopul pe termen lung in medicina de transplant este de a se induce
toleranta imunologica donor-specifica, pentru a evita toxicitatea imunosupresiei, un aspect
esential pentru pacientii arsi, multi dintre acestia prezentand diferite grade de disfunctii de
organe (renald, hepaticd), chiar si la mult timp dupa producerea arsurii.

10.3. Propunere protocol de testare imunologica

.....

candidati la un transplant VCA este de mare importanta, ca de altfel si statusul sensibilizarii
prealabile al pacientilor. De asemenea, protocoalele de monitorizare imunologica post-transplant
utilizand o paleta larga de teste serologice, analiza celulara, cat si metode noi de analizd(bazate
pe genomica, proteomicad) sunt esentiale In optimizarea supravietuirii si functionalittii pe termen
lung a alogrefelor. In baza experientei existente la nivel international in transplantul tisular
compozit, cat si a recomandarilor nationale, propunem urmatorul protocol de testare imunologica
in transplantul alogrefelor vascularizate compozite[39-41]:

Testare pre-transplant

Tipizare HLA
Screening anticorpi anti-HLA
Testul Crossmatch

Monitorizare post-transplant

Monitorizarea anticorpilor HLA
Monitorizarea anticorpilor non-HLA
Monitorizarea functiilor limfocitelor T
Monitorizarea chimerismului
Imunologia rejetului
Monitorizarea medicatiei imunosupresoare

10.4. Propunere protocol de evaluare a infectiilor in alotransplantul
vascular compozit

Complicatiile infectioase sunt o cauza importanta de morbiditate si chiar mortalitate a pacientilor
transplantati, imunosupresati cronic. Din acest motiv, evaluarea atentd atat a donatorului cat si a
primitorului alotransplantului, cu stabilirea gradului de risc de dezvoltare a complicatiilor
infectioase, constituie o etapa esentiald , cu implicatii atat in ceea ce priveste recuperarea
functionala si statusul imunologic post-transplant, cu consecinte asupra supravietuirii alogrefei
pe termen lung.

Propunem urmatorul protocol de evaluare a infectiilor in alotransplantul vascular compozit,
adaptat in functie de recomandarile existente in cadrul Societatii Mondiale de Transplant[42]:
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Protocol de evaluare a infectiilor in VCA

Screening donator

Anamneza epidemiologica

Testare serologica: VDRL, HIV, VHB, VHC, CMV,

EBV, HSV, vzZV
Testare microbiologica serica si urinara
Infectii cunoscute/terapie corecta?

Posibile infectii: encefalita, sepsis

Teste serologice speciale: testare acizi nucleici sau

detecare antigenica in functie de context
epidemiologic/expunere recenta(HIV, VHC,
toxoplasma, virus West Nile)

Screening primitor
Anamneza epidemiologica

Istoricul vaccinarilor

CMV, EBV, HSV, VzZV

Test cutanat la tuberculina

Testare microbiologica serica si urinara
Radiografie toracica

Infectii cunoscute:

-colonizare anterioara/profilaxie?
-infectie activa/tratament adecvat?

Posibile infectii: encefalita, sepsis

detecare antigenica in functie de context

histoplasma, strongiloides, coccidioza)

Testare serologica: VDRL, HIV, VHB, VHC,

Teste serologice speciale: testare acizi nucleici sau

Evaluarea riscului

Risc crescut de infectii:

Terapie de inductie prin depletie limfocitara
Puls-terapie corticosteroidiana
Plasmafereza

Risc crescut de rejectie

Rejectia timpurie a grefei

Disfunctia grefei

Infectii active sau latente la donator si
primitor

Complicatii tehnice(probleme ale
anastomozei, sangerari, infectia plagii
operatorii sau vindecare deficitara, intubatie
prelungita, utilizare prelungita de catetere
vasculare sau urinare)

Risc scazut de infectii:

Toleranta imunologica
Compatibilitate adecvata HLA

Succesul interventiei din punct de vedere
tehnic

Functie buna a alogrefei
Profilaxie chirurgicala adecvata

Profilaxie antivirala si impotriva pneumoniei
cu Pneumocystis

Vaccinare adecvata

epidemiologic/expunere recenta(HIV, VHC,

21




10.5. Interventia chirurgicala de transplant vascularizat compozit si
urmarirea postoperatorie a pacientilor: influente asupra rezultatelor
functionale si aspectelor imunologice

10.5.1. Prezentare generala

Odata ce pacientul a fost acceptat pentru un trasplant tisular compozit, este necesara o planificare
preoperatorie riguroasa a interventiilor chirurgicale de prelevare a alogrefei de la donator si
transplant propriu-zis la primitor. Daca transplantul necesita o disectie neobisnuita a primitorului
sau a donatorului, sunt necesare sesiuni de practica la cadavru. Spre exemplu in cazul
transplantului de mana, diferentele principale intre operatiile de replantare si cele de transplant
constau in faptul cd nivelul de amputatie este diferit la primitor si la donator si exista o
incertitudine 1n privinta lungimii si calitatii a vaselor, nervilor, muschilor si tendoanelor
primitorului, care persista pand la debutul operatiei. Multe centre realizeaza studii imagistice
pentru a obtine o hartd a vascularizatiei pacientului. Ultrasonografia, si alte metode de imagistica
cum sunt CT, IRM-ul sau angiografiile, pot fi de asemenea folosite pentru a realiza aceasta
mapare a vascularizatiei.[43] Un algoritm de transplant este necesar ca parte din procesul de
planificare. Acest algoritm trebuie folosit de medicul coordonatoar de transplant si de chirurgul
principal pentru a identifica ce consulturi si investigatii vor fi necesare s$i momentul efectudrii
acestora cand va exista un donator adecvat.

Ar trebui sa existe cel putin doud echipe de chirurgi, cu cel putin doi chirurgi pe echipa cu buna
experientd microchirurgicala , alotransplanturile vascularizate compozite fiind. proceduri
complexe, cu durata indelungata .

Pacientii care beneficiaza de transplant trebuie sa fie monitorizati cu atentie atat de echipa
chirurgicala cat si de cea a anesteziei. Recent, Caterson et al. au emis ipoteza prin care aceste
leziuni de ischemie-reperfuzie reprezinta cauza primara de afectare a grefei si de initiere a
rejectiei alogrefelor [44]. Planificarea preoperatorie, coordonarea si comunicarea dintre echipele
chirugicale sunt de o importanta deosebita pentru a reduce timpul de ischemie si complicatiile
operatorii.

De asemenea este important de acordat o atentie deosebita in ceea ce priveste gesturile
chirurgicale: se impun manevre cat mai atraumatice, manipularea cu blandete a tesuturilor aflate
in compozitia alogrefei, tehnica precisa in reconstructia fiecarei structuri, evitand orice sursa de
fenomene pro-inflamatorii ce ar putea constitui un factor declansator al raspunsurilor imune ce
duc la rejetul alogrefei.

Monitorizarea atentd postoperatorie a alogrefei este esentiald pentru a preveni dezvoltarea unor
complicatii si compromiterea functionalitatii grefei.

In cazul VCA, ce au rol in refacerea calitatii vietii primitorilor, recuperarea functionala la nivelul
alogrefei este un aspect primordial, faicind obligatorie existenta unui program insitutional bine
pus la punct, pentru a sustine pacientul pe tot parcursul ingrijirilor post-operatorii.

10.5.2. Contributii personale in pregatirea in vederea efectuarii procedeelor de
alotransplant vascularizat compozit

Am luat in considerare atat utilitatea evaluarilor imagistice preoperatorii cat si importanta
efectuarii de disectii la cadavru proaspat, cu scopul pregatirii in vederea alotransplanturilor
vascularizate compozite, pentru a putea obtine cele mai bune rezultate din punct de vedere
chirurgical si imunologic.
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In continuare sunt prezentate cele 2 directii de studiu abordate:
e studiu imagistic;
e studiu anatomo-chirurgical la cadavru proaspat;

10.5.3. Studiu Imagistic: Evaluarea Vascularizatiei Arteriale a Peretelui Abdominal Inferior
Folosind Angio-Computer Tomografia. Potentialul aplicarii in alotransplantul vascularizat
compozit

Studiul a fost efectuat in cadrul programului international de mobilitate, efectuat in Spitalul UZ
Leuven, Leuven, Belgia, sustinut de Programul Sectorial Operational Dezvoltarea Resurselor
Umane (SOP HRD), finantat de catre Fondul Social European si de catre Guvernul Romaniei cu
numarul de contract POSDRU/159/1.5/S/13739

Scopul studiului

Scopul acestui studiu este de a evalua utilitatea Angio-Computer Tomografiei multislice in
descrierea distributiei vasculare in regiunea selectata, evaluarea calibrului vaselor si ramificarea
acestora, evaluarea variatiilor anatomice si raporturilor tridimensionale cu alte structuri.

In Spitalul UZ Leuven, scanarea angio-CT a peretelui abdominal inferior este efectuati ca o
investigatie preoperatorie standard (exceptand cazurile ce au contraindicatii pentru procedurd),
pentru pacientele ce sunt candidate pentru reconstructii mamare autologe cu lambouri
DIEP(lambourile bazate pe perforantele arterei epigastrice inferioare profunde).

Am urmarit evaluarea eficientei acestei tehnologii si potentialul acesteia in imbunatatirea
rezultatelor in transplantul vascularizat compozit, prin efectuarea unei bune planificari
preoperatorii cat si monitorizarea vasculara pe termen lung.

Material si metoda

Am analizat arterele epigastrica inferioara profunda si circumflexa iliaca profunda pe imaginile
angio-CT la 50 paciente(100 hemiabdomene analizate) ale spitalului UZ Leuven, utilizand
aplicatia Lightbox 6.1.7, versiunea UZL (A). Am analizat topografia arterelor peretelui
abdominal, cu raporturile lor cu structurile Inconjuratoare, urmarind si variatiile anatomice. De
asemenea, am masurat, utilizand aceeasi aplicatie, diametrele arterelor epigastricd inferioarda
profunda si circumflexa iliaca profunda, dupa ce acestea s-au desprins din artera iliaca externa.

Evaluarea arterei iliace externe a fost efectuata la 20 din cele 50 de paciente, pe aceleasi scanari
angio-CT, dar utilizand o platforma performanta de analiza a imaginilor- InSpace, o aplicatie
specifica pentru post-procesare a Sistemului Medical Siemens.
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Rezultate
Graficele urmatoare ilustreaza rezultatele obtinute in cadrul studiului imagistic.

Evaluarea DIEA si DCIA

Ramificarea DIEA Dreapta
Tip I, 4

N

Ramificarea DIEA Stanga
Tip 11,2

\

Calibrul DIEA a fost evaluat, fiind obtinute urmatoarele rezultate: pe partea dreapta, calibrul
DIEA a variat intre 1.7 si 3.5mm, cu o medie de 2.6 mm; pe partea stanga, valorile au fost

cuprinse intre 1.7 si 3.1mm, cu o medie de 2.528mm.
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Distributia calibrului DIEA la nivelul
hemiabdomenului drept
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Nr. de perforante de calibru mare/Nr. total

m ] perforanta

DIEA

m 2 perforante = 3 perforante ®4 perforante =5 perforante

4%

Distributia perforantelor DIEA de calibru mare
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perforanta | perforante | perforante | perforante | perforante
= Hemiabdomen drept 9 20 13 5 3
= Hemiabdomen stang 13 21 8 7 1
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Numar de paciente

Distributia perforantelor mari DIEA la paciente
12 1

1;1 1;2 1;32;1 2,2 2,32;4253;13;23,33;44,14;24,45,35/4
Numiarul perforantelor mari DIEA dreapta;stanga la fiecare pacienta

Variatii anatomice in emergenta DIEA si DCIA
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Distributia calibrului DCIA la nivelul
hemiabdomenului drept
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Distributia SIEA de calibru semnificativ

® S|EA calibru
semnificativ

® Numar total

Evaluarea arterelor iliace externe

Calibrul arterei iliace externe drepte variaza intre 5.5 s1 9.2 mm (cu o medie de 6.83) si calibrul
arterei iliace externe stangi variaza intre 5.7 si 9.1 mm (cu o medie de 6.96 mm).
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Distributia calibrului arterei iliace externe stanga
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10.5.4. Evaluarea peretelui abdominal inferior prin Angio-RMN: caz clinic
Am evaluat de asemenea un caz al Clinicii din Leuven pentru care examinarea peretelui

abdominal inferior s-a efectuat utilizand investigatia angio-RMN.

10.5.5. Studiu anatomo-chirurgical la cadavru proaspat asupra peretelui abdominal
inferior

In urma familiarizirii cu imagistica angio-CT a regiunii abdominale inferioare, am considerat
utild completarea experientei prin efectuarea de disectii la cadavru proaspat in vederea analizarii
vascularizatiei regionale si raporturilor acesteia cu structurile adiacente, avand de asemenea in
vedere explorarea tehnicilor chirurgicale implicate in transplantul de perete abdominal. Toate
studiile efectuate la cadavre umane au respectat normele etice si legale, institutionale si
nationale.

Alotransplantul de perete abdominal reprezinta o alternativa importanta de studiat in cadrul
VCA, fiind efectuat in asociere cu transplantul de organe pentru reconstructia abdominala in
cazul defectelor tisulare extensive. [45]
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Imaginile urmatoare surprind artera iliaca externa(AIE), sub ligamentul inghinal, cu sediul de
emergenta de la nivelul acesteia a arterelor epigastrica inferioara profunda(DIEA) si circumflexa
iliacd profunda(DCIA) la nivelul regiunii inghinale drepte:

Aspect schematic al lambourilor deservite

de arterele DIEA si DCIA

(Hollenbeck ST, Senghaas A, Turley R, Ravindra
KV, Zenn MR, Levin LS, Erdmann D., The
extended abdominal wall flap for transplantation,
Transplant Proc. 2011;43(5):1701-5 Copyright
Clearance Center, Licenta Nr. 3722001238803)

10.5.6. Discultii
Discutiile au urmarit urmatorele aspecte:

-evaluarea rezultatelor obtinute in cadrul studiilor personale: bazandu-ne pe scanarile angio-CT
efectuate pacientelor clinicii din Leuven, am facut o apreciere a principalelor surse arteriale la
nivelul peretelui abdominal inferior. Examinarea arterelor epigastrice inferioare profunde a
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reprezentat scopul initial al scandrilor descrise anterior, dar si alte informatii pretioase In ceea ce
priveste restul arterelor pot fi obtinute dupa cum s-a putut observa in cadrul studiului imagistic
prezentat. Artera circumflexa iliaca profunda a putut de asemenea fi evaluata in imaginile
analizate, putand de asemenea determina calibrul acesteia si in unele situatii chiar patern-ul
ramificdrii acesteia.

Scanarea angio-CT s-a dovedit un instrument valoros pentru obtinerea informatiilor anatomice
detaliate in ceea ce priveste vascularizatia regionala cat si raporturile topografice cu restul
structurilor anatomice.

-aprecierea utilitatii scandrii angio-CT la pacientii ce beneficiaza de alotransplant vascularizat
compozit: in procedurile de alotransplant tisular compozit, colaborarea cu radiologul este
obligatorie pentru a evalua vasele sangvine optime pentru anastomoze si pentru a vizualiza, de
asemenea, arhitectura tridimensionala a structurii(de cele mai multe ori modificata in urma
mecanismului lezional si a interventiilor chirurgicale precedente) pentru o disectie precisa, cu
scopul de a reduce riscul de hemoragie critica si timpul de ischemie.

-studii preliminare in transplantul de perete abdominal: studiul imagistic si cel anatomo-
chirurgical efectuat la cadavru proaspat s-a dovedit de asemenea util, demonstrand fezabilitatea
realizarii unei astfel de interventii chirurgicale reconstructive.

-evaluarea leziunii de ischemie-reperfuzie, determinant major al directionarii raspunsului imun

in alotransplant
Rece

Leziune de
reoxigenare

; Afectare
Leziune :
cronica:
: . : fibroza
hipoxie R - . .
oxidativ. |—— infamatie
inducerea

Reactie %
apoptozei

. inflamatorie
Leziune de

reincalzire

Ischemie calda(pe durata prelevarii)

stres celular |
indus pe

Reincalzire (transplant propriu-zis) \

Leziune de perioada
hipotermie conservarii
e
S _—

O R =

Prezentarea schematica a mecanismelor leziunii de ischemie-reperfuzie[46] (Modificat dupd Giraud
S, Favreau F, Chatauret N, Thuillier R, Maiga S, Hauet T., Contribution of large pig for renal ischemia-reperfusion
and transplantation studies: the preclinical model. J Biomed Biotechnol. 2011;2011:532127. doi:
10.1155/2011/532127, Articol open access sub licentd Creative Commons Attribution 3.0 Unported License)

Exista un consens asupra faptului ca leziunea de ischemie-reperfuzie produce un raspuns
inflamator local persistent, robust la nivelul alogrefei, fiind o barierd esentiald in supravietuirea
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alogrefei pe termen lung si in posibilitatea achizitiei tolerantei imunologice in transplantul de
organe solide.[47]

Minimizarea riscului de aparitie a sindromului de ischemie reperfuzie scade incidenta de rejectie
acuta a alogrefei, reduce severitatea unei rejectii cronice si imbunatateste rezultatele clinice ale
transplantului. Astfel, este plauzibil ca o protectie mai buna impotriva stresului oxidativ si
ischemiei-reperfuziei consecutive diminueaza raspunsurile pro-inflamatorii ce pot aparea in
tesuturile heterogene din componenta VCA , ameliorand raspunsul imun adaptativ al gazdei, ce
altfel al putea declansa rejetul si ar duce la pierderea alogrefei.

Preventia leziunilor de ischemie-reperfuzie este esentiala in scaderea incidentei rejectiei acute si
a celei cronice, permitdnd promovarea unor strategii de inducere a tolerantei imune cu scopul de
scadere a dozelor medicatiei imunosupresoare.

10.6. Protocol de monitorizare a rejectiei in alotransplantul vascularizat
compozit

Am analizat principalele componente ale VCA, pentru a ilustra caracteristicile lor imunologice
cat si comportamentul acestora in cazul alotransplantarii ca si elemente individuale
(alotransplanturi tisulare libere sau vascularizate). Ne-am bazat pe experienta clinicii noastre in
utilizarea clinica a alogrefelor tegumentare cat si pe activitatea experimentala prealabild in
domeniu, de asemenea am deprins, cu permisiune, protocolul de utilizare a alogrefelor
tegumentare al Spitalului UZ Leuven din Belgia. Am sintetizat de asemenea datele
reprezentative din literatura referitoare la caracterizarea antigenica a fiecarei componente VCA,
scopul final fiind de a formula un protocol de monitorizare a rejectiei ce va putea fi utilizat in
cadrul clinicii noastre.
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Propunere strategie de monitorizare a rejetului in alotransplantul vascularizat compozit

a N
Rejectie acuta

(Evaluare in baza
Clasificarii BANFF)
Rejectie mediata \ /

celular r \

Rejectie
cronica(modificari
atrofice ale grefei,

Rejectie VCA

fibroza)-foarte rara

Evaluare clinica L )
Teste paraclinice r 1
Evaluare histopatologici(prelevare Rejectie hiperacuta
de biopsii si examinare HP) (Implici determinare
DSA preformati)
\ J
a R . N
Rejectie acuta
Rejectie mediata umorala(prezenta DSA
umoral preformati/aparuti de
novo)
\ J
a N

Rejectie cronica

(afectare vasculari a
alogrefei)

N y

Monitorizarea rejetului in VCA este o activitate complexa, ce necesitd o colaborare stransd
interdisciplinara intre chirurgul reconstructiv de transplant, imunolog si medicul anatomo-
patolog. Este recomandabild mentinerea aceleiasi componente a echipei medicale, pentru a se
obtine rezultate diagnostice si terapeutice cat mai bune.

Protocol

monitorizare

Detalii

rejectie VCA
Evaluarea
clinica

Examen clinic general atent efectuat, multidisciplinar(pacienti imunosupresati)
Evaluare alogrefa:

Edem

Modificari tegumentare: eritem cu intensitate variabila, difuz sau focal,
discromii, macule, papule, noduli, aspect lichenoid in rejectie avansata, +/-
durere

Modificarile fanerelor: onicomadeza, descuamatri, hipotrofie/atrofie
Modificari mucoase(alogrefe ce includ mucoase): eritem, ulceratii

Palparea pulsurilor

Evaluare ganglioni regionali

Evaluarea
paraclinica

Bilant clinic general: analize de sange(hemoleucograma, biochimie,
coagulare),sumar de urind, radiografie toracica, ecografie abdominala, EKG.
Examinare detaliata aparat/sistem 1n cazul unor acuze clinice
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Evaluarea alogrefei:

-evaluare imagistica: radiografia segmentului, examen ecografic(ecografii de
parti moi, evaluarea statiilor ganglionare, ecografie Doppler venos si arterial);
CT, RMN, angiografie; angio-CT, angio-RMN-foarte utile dacd sunt
disponibile, EMG, RMN functional

-evaluare dermatologica: dermatoscopie

Testari imunologice: testari anticorpi anti-HLA si non-HLA, evaluarea
functionala a limfocitelor T, biomarkeri ai rejectiei, evaluare chimerism

Dozari serice medicatie imunosupresoare

Testari pentru complicatii infectioase(virale, bacteriene, fungice)

Evaluare
histo-
patologica

Prelevarea biopsiilor de la nivelul alogrefei si grefei de piele santinela si
examinare histopatologica; pentru raportarea rezultatelor si conducerea terapiei
se utilizeaza Clasificarea "Banff 2007 a alogrefelor compozite ce au
componenta tegumentara", standardul international in domeniu

Regularitatea
monitorizarii

Primele 14 zile post-transplant:evaluare zilnica clinicd(examen general si local),
analize de sange,testari imunologice(determindri de anticorpi, dozare medicatie
imunosupresoare)

Ulterior: evaluare saptamanala in prima lund, lunara in primele 3 luni, ulterior
din 3 in 3 luni sau la indicatie

(pacientul este educat sa 1si inspecteze atent alogrefa, zilnic, si sa se prezinte la
centrul unde a fost transplantat/serviciul teritorial avizat) in cazul in care
observa orice modificare, chiar si minora la nivelul acesteia sau in situatia
aparitiei unei simptomatologii sistemice.

Grupul de consens in alotransplantul de tesuturi compozite a formulat recomandarile de
prelevare a biopsiilor necesare monitorizarii rejectiei in VCA[22]:

e se recolteaza o proba bioptica de 4 mm de la nivelul pielii afectate, in zona de eritem si
induratie maxima;
e proba prelevatd trebuie sd includa epiderm, anexe, derm, tesut subcutanat si vase

sangvine;

e colorare cu Hematoxilina-eozina si PAS(periodic acid—Schiff)
Urmatorul tabel reda "Clasificarea Histopatologicd Banff 2007 a alogrefelor compozite ce au
componenta tegumentara[ 10]:

Gradul 0 Absente/rare infiltrate inflamatorii

Gradul | Rejectie acutd usoara Infiltrat perivascular in cantitate mica; fara afectarea
epidermului supraiacent

Gradul Il | Rejectie acuta moderata Inflamatie perivascularda moderata spre severd+/-
afectare usoara a epidermului sau anexelor(limitata
la spongioza si exocitozd); fard apoptoza sau
discheratozd epidermala

Gradul Il | Rejectie acuta severa Inflamatie densa si afectare epidermala cu apoptoza
epiteliald, discheratoza+/-keratinoliza

Gradul IV | Rejectie acutd faza necrotica | Necroza franca a epidermului sau a altor structuri ale
pielii
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In cadrul discutiilor aferente acestui capitol am urmdrit particularitatile rejetului in
alotransplantul vascularizat compozit, analizand amanuntit aspectele ce pot conduce la
recunoasterea inadecvata a mecanismelor, modului de prezentare clinic si histopatologic a
variatelor episoade de rejectie din cadrul VCA.

10.7. Propunere Protocol Terapeutic Imunosupresor in Alotransplantul
Vascularizat Compozit

Propunem un protocol schematic de imunosupresie in alotransplantul vascularizat compozit, in
baza recomandarilor existente in cadrul Societatii Internationale de Alotransplant Vascularizat
Compozit(ISVCA), Societatii Mondiale de Transplant(TTS), adaptdndu-ne in functie de agentii
terapeutici existenti in prezent in Romania in cadrul Programului national de transplant de
organe, tesuturi si celule de origine umana(P9-in cadrul Programelor Nationale de Sanatate),
stipulati prin legislatia in vigoare(act de baza : Hotararea Guvernului nr. 720/2008, cu
modificarile ulterioare). Dozele terapeutice de referintd sunt cele recomandate de Agentia
Europeana a Medicamentului(EMA) si Agentia Nationald a Medicamentului. Acestea trebuie
adaptate 1n functie de necesitatile si comorbiditatile fiecarui pacient, de catre echipa medicala
multidisciplinara de transplant(chirurg plastician, imunolog, medic internist).[42, 48-50]

rapeutic Imunosupresor in Alotransplantul Vascularizat Compozit

Faza Caracterizare | Agenti Terapeutici
Terapie Debuteaza Anti-timoglobulina: Thymoglobuline Imunoglobulina(iepure)
de pretransplant | anti-timocite umane pulbere pentru solutie perfuzabila, 5 mg/ml
inductie | Administrare | Doze: 1.5mg/kgc/zi timp de 9 zile

anticorpi sau

monoclonali Basiliximab(Simulect)

sau policlonali | Doza totala recomadata la adulti 40 mg; administrarea fiind facuta
in 2 prize: 20 mg cu 2 ore pre-transplant, a doua priza de 20 mg
fiind administrata la 4 zile post-transplant.

sau
Alemtuzumab(Campath)
Necesita completarea unor formulare suplimentare pentru acordare
catre un grup farmaceutic european specializat
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Terapia
de

mentinere

Administrarea
incepe
peritransplant
cu doze foarte
mari ale
agentilor
terapeutici,
doze crescute
se mentin 1n
perioada
initiald post-
transplant,
urmand a fi
reduse
progresiv
catre perioada
cronica de
mentinere

Tripla terapie medicamentoasa:
1. Tacrolimus(Prograf)
Dozele se ajusteaza post-transplant n functie de nivelele
serice/tacrolinemia pentru mentinerea acesteia la valorile
urmatoare:
Prima saptamana: 15-20 ng/ml
Primele 2 luni: 12-15 ng/ml
Primul an: 8-12 ng/ml
Dupa primul an:5-8 ng/ml

sau
(inlocuire doar in cazuri rare, la indicatii specifice)

Sirolimus(Rapamune), solutie orald,1g/ml,
Doze variabile pentru a mentine un nivel seric de 6-7ng/ml

N
2. Micofenolat mofetil(Cellcept)
Administrare Tn prima zi posttransplant intravenos, ulterior
administrare orala 1-1.5 g x2/zi(in total 2-3 g/zi)

si
3. Corticoterapie
Administrare intravenoasa metilprednisolon 1g in timpul
interventiei chirurgicale de transplant, schema administrarii
intravenoase continuand posttransplant, in zilele urmatoare astfel:
Ziua 1: 50 mgx4/zi(la 6 ore fiecare administrare)
Ziua 2:40 mgx4/zi
Ziua 3: 30 mgx4/zi
Ziua 4: 20 mgx4/zi
Ulterior, dupd ziua 5: administrare orald Prednison 30 mg/zi pentru
incd 15 zile, apoi reducerea progresiva a dozelor(scazand
sdptamanal 2.5 mg din doza zilnica de prednison), pand se ajunge
la 10 mg/zi. Daca evolutia este favorabila, se poate continua cu
ajustarea corticoterapiei la aproximativ 5-7.5 mg/zi.
Scopul pe termen lung: eliminarea cortizonului din schema
terapeutica

Tratamentul episoadelor de rejet va fi stabilit de catre echipa medicala a centrului de transplant,
in functie de fiecare caz in parte si include urmatoarele strategii terapeutice:

masuri

specifice

puls-terapie corticosteroidiana;
cresterea dozelor de tacrolimus;
administrare Thymoglobuline timp de o saptamana ;
aplicare topice imunosupresoare;

in cazurile de

rejectie  refractara  terapeutic/cauzalitate

specificatd(plasmafereza, administrare de anticorpi de exemplu Rituximab).

Durata tratamentului episodului de rejet este dictata de raspunsul la terapie, cu remiterea
manifestarilor clinice si confirmarea histopatologica a evolutiei favorabile.
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11. Strategii pro-tolerogenice in alotransplantul vascularizat compozit
A. ACTIVITATE EXPERIMENTALA

11.1. Prezentarea activitatii experimentale: studii imunologice in
alotransplantul vascularizat compozit

11.1.1. Introducere
In cadrul proiectului doctoral, am efectuat si o parte de activitate experimentala, modelul animal
ales fiind sobolanul de laborator. In cadrul studiului experimental, am urmarit familiarizarea cu
tehnicile microchirurgicale in transplantul de tesuturi compozite si evaluarea aspectelor
imunologice importante: evaluarea dinamicii rejectiel, testarea protocoalelor de imunosupresie si
inducere a tolerantei imunologice.

Intr-o prima etapa am vizat stabilirea modelului experimental adecvat pentru studiile imunologice,
implicand modele cat mai simple de transplanturi vascularizate compozite, pentru a reduce timpul
operator, morbiditatea si mortalitatea animalului de experienta si a putea evalua rezultatele pe
termen lung ale protocoalelor imunologice aplicate. Pe modelele experimentale stabilite se pun in
aplicare protocoalele de imunosupresie si inducere a tolerantei imune.

Inaintea inceperii activitatii experimentale propriu-zise, S-a impus o riguroasi activitate de
documentare, elaborarea protocoalelor de lucru, achizitia animalelor de laborator si a
consumabilelor necesare. Animalele de laborator provin de la biobaze autorizate.

Operatiile si urmarirea postoperatorie a animalelor pe durata studiului s-a efectuat in Laboratorul
de Microchirurgie Experimentala al Clinicii de Chirurgie Plastica si Microchirurgie
Reconstructiva a Spitalului Clinic de Urgentd Bucuresti.
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11.1.2. Directii abordate

Dezvoltarea unui model animal
adecvat pentru studii
imunologice

Evaluarea dinamicii rejectiei

Transplantul de maduva osoasa
vascularizata(VBMT) si chimerismul hematopoietic

-VBMT ca alternativa transplant medular
conventional

-VBMT ca strategie pro-tolerogenica

Studii preliminare in
alotransplantul
traheal(prezentat ulterior in
capitolul dedicat
alotransplantului traheal)

11.2. Dezvoltarea unui model animal adecvat pentru studii imunologice

Material si metoda

Au fost analizate mai multe modelele chirurgicale de alotransplant de membru pelvin la sobolan:
transplant ortotopic, heterotopic si transplantul unui lambou osteomiocutan. De asemenea au
fost evaluate modelele chirurgicale de alotransplant de lambou epigastric si alotransplant de
perete abdominal. Alotransplanturile vascularizate compozite au fost efectuate intre sobolani
donori Brown Norway si primitori Lewis. Monoterapia cu Ciclosporina A in doza de 16 mg/kg
corp a fost utilizata pentru prevenirea rejectiei. In cateva cazuri, am utilizat modele singenice de
alotransplant, ntre sobolani apartinand aceleiasi rase, cu scopul familiarizarii cu tehnicile

chirurgicale.
Procedeu chirurgical Descriere Numir de interventii
Alotransplant ortotopic de Prelevare la nivel trans- 3
membru pelvin femural
Alotransplant heterotopic de Zona receptoare-regiune 7
membru pelvin(prelevat dorsala a soldului primitorului
partial)
Alotransplant heterotopic al Regiunea inghinala a 1
intregului membru pelvin primitorului(model singenic)
Alotransplantul de lambou Componenta osoasa: femurul | 7
osteomiocutan

Transplant de genunchi 2
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Transplant de gamba 2
Transplant de lambou Model singenic 4
epigastric
Ridicare lambou de hemi- Toata grosimea: toate 4
perete abdominal straturile peretelui abdominal

Au fost descrise amdnuntit procedeele chirurgicale de alotransplant efectuate la animalele de
experienta.

Pentru a evalua care dintre cele trei modele de transplant bazat pe vasele femurale(transplantul
ortotopic, heterotopic si lamboul osteomiocutan) este mai potrivit pentru studiile imunologice am
analizat 3 grupuri experimentale:

e Grupul 1: alotransplant ortotopic de membru pelvin(n=3);
e Grupul 2: alotransplant heterotopic partial de membru pelvin(n=7);
e Grupul 3: alotransplant de lambou osteomiocutan femural(n=7).

Toate alotransplanturile s-au realizat intre sobolani donori Brown Norway si primitori Lewis, ce
au fost tratati in conditii standardizate. Interventiile chirurgicale au fost efectuate de aceeasi
echipd operatorie, urmand un protocol prestabilit. Imunosupresia postoperator a fost asigurata
prin administrarea de Cyclosporina A (CsA), in doza de 16 mg/kg.

Am urmadrit evaluarea parametrilor obiectivi ce tin de tehnica chirurgicala: am comparat duratele
interventiei chirurgicale si a timpului de ischemie pentru fiecare tip de procedura.

Rezultate

Graficul urmator redd duratele medii ale interventiei si timpul mediu de ischemie, observandu-se
valorile cele mai scazute in cazul alotransplantului lamboului osteomiocutan:
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A fost analizat si modelul de transplant al lamboului epigastric, ridicat de la sobolanul donator si
bazat pe vasele femurale :

O alta directie promitatoare este utilizarea unui model chirurgical reprezentat de alotransplantul
de perete abdominal la sobolan. Am exersat prelevarea unui lambou hemiabdominal, toata
grosimea peretelui, la sobolan. Lamboul este ridicat, dupa sectionarea ligamentului inghinal,
bazandu-ne pe vasele iliace externe, cu prezevarea de circumflexe iliace si epigastrice inferioare:
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Discutii

In urma analizei efectuate putem observa avantajul utilizarii alotransplantului lamboului
compozit osteomiocutan, comparativ cu celalate modele studiate(in special cu transplantul
ortotopic de membru pelvin) pentru studiile imunologice efectuate in domeniul transplantului
tisular compozit, elimindnd etape dificile tehnic din cadrul interventiei chirurgicale, cu reducerea
duratei interventiei si a timpului de ischemie si evitdnd complicatiile ce pot aparea in urma
procedeelor chirurgicale mai laborioase. Componenta osoasa intacta pastreaza micromediul
maduvei osoase, cu rol esential in imunomodulare.

Cand nu se vizeazad urmarirea rolului imunomodulator al componentei osoase pentru studiile
imunologice, o varianta foarte utila de model experimental este reprezentata de alotransplantul
lamboului epigastric. Este un model util datoritd componentei sale tegumentare(intens
antigenicd), ce permite monitorizarea vizuala a rejectiei, aprecierea intensitatii acesteia si
posibilitatea prelevarii de biopsii pentru examenul histopatologic.

Lamboul epigastric bazat pe vasele epigastrice superficiale sau vasele femurale este considerat
si in cadrul publicatiilor din literatura un model de transplant mai simplu, asociat cu rate mici de
mortalitate. Dezavantajul acestui lambou este suprafata relativ mica a insulei cutanate.[51]

O alternativa cand se doreste obtinerea unei alogrefe de mari dimensiuni este alotransplantul de
perete abdominal la sobolan. Acest model isi are utilitatea in studiile imunologice prin
componenta sa tegumentara intinsd, cu incarcatura antigenica mare, permitand o bund evaluare a
dinamicii rejectiei si raspunsul la diferite protocoale de inducere a tolerantei imune,precum si
datorita particularitatilor histologice a stratigrafiei peretelui abdominal.[52, 53]

Disectia lamboului este foarte laborioasa, fiind un model experimental cu dificultate tehnica
ridicata, necesitdnd timp operator mai lung(implicit a dozelor anestezice utilizate)-situatie ce se
asociaza cu morbiditate crescuta si risc de mortalitate a animalului. Necesitatea unui astfel de
model experimental complex este justificata de posibilitatea evaludrii cu mai mare acuratete a
dinamicii rejectiei, intrucat la nivelul lamboului sunt prezente toate straturile componente ale
peretelui abdominal.

11.3. Evaluarea dinamicii rejectiei in modelul experimental de alotransplant
ortotopic de membru pelvin la sobolan

Monitorizarea rejectiei in alotransplantul vascularizat compozit este esentiald pentru acuratetea
studiilor imunologice din acest domeniu. Urmarirea vizuald zilnica a membrului transplantat este
cea mai la Tndemana metoda pentru depistarea rejectiei inca din stadii incipiente, pentru validarea
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episodului de rejet bazandu-ne insa pe diagnosticul histopatologic.Colectivul clinicii noastre a
efectuat 1n prealabil o intensa activitate de cercetare in aceastd directie, datele fiind publicate n
literatura de specialitate,elaborand o scald de monitorizare a rejetului 1n alotransplantul
vascularizat de membru pelvin la sobolan, standardizand atat observatiile clinice cat si cele
histopatologice. [54, 55]

Am aplicat scalele respective de evaluare si in studiile experimentale efectuate in cadrul
proiectului doctoral.

11.4. Transplantul de maduva osoasa vascularizata(VBMT) si chimerismul
hematopoietic: studii experimentale

Componenta osoasd din cadrul alogrefelor vascularizate compozite reprezinta un mediu unic,
particular acestui tip de alotransplant, continand atat suportul scheletal cat si doua tipuri de
populatii celulare: celulele medulare si celulele stromale. Interactiunile celulare de la nivelul
acestui micromediu par sa aiba un rol determinant in imunomodularea dupa alotransplantul
vascularizat compozit.

Doua directii de cercetare au fost abordate in relatie cu alotransplantul maduvei osoase
vascularizate:

 utilizarea alotransplantului maduvei osoase vascularizate ca alternativa la transplantul
medular conventional(transplantul componentei celulare medulare), ce reprezinta terapia
standard in o multitudine de afectiuni maligne si non-maligne

» alotransplantul maduvei osoase vascularizate ca strategie pro-tolerogenica: evaluarea
rolului chimerismului hematopoietic in obtinerea tolerantei imunologice

11.4.1. Transplantul maduvei vascularizate ca alternativa la transplantul celular
conventional de maduva osoasa

11.4.1.1. Introducere

Alotransplantul conventional de maduva osoasa reprezinta terapia standard a numeroase
afectiuni hematologice, genetice si autoimune. Exista o serie de riscuri asociate transplantului
medular conventional(necesitatea administrarii protocoalelor mieloablative asupra gazdei, riscul
de esec al grefdrii, riscul aparitiei bolii grefa contra gazda, risc infectios, recidiva tumorald), fapt
ce a dus la cautarea de noi alternative terapeutice, alotransplantul variantei vascularizate a
maduvei osoase fiind una dintre acestea.

Scopul acestui studiu a fost urmarirea dezvoltarii microchimerismului dupd alotransplantul
maduvei vascularizate(VBMT) comparativ cu transplantul medular conventional(BMT). Studiul
a fost efectuat in cadrul proiectului” POSTDOC-TRANSPLANT",2010-2013, Contract
POSDRU/89/1.5/S/64153, cu participare multidisciplinara(chirurgie plastica, hematologie,
laborator biologie moleculara), rezultatele fiind publicate in literatura de specialitate.[56]

11.4.1.2. Material si metoda

Au fost inclusi in studiu 25 de sobolani, alcatuind 3 grupuri experimentale:
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e grupul 1(n=10)-transplant de maduva vascularizata(sobolanii Lewis au primit un
transplant heterotopic de membru pelvin de la donatori Brown Norway, alogrefa fiind
pozitionata in regiunea dorsala a primitorului.);

e grupul 2(n=10)-transplant celular conventional de maduva osoasa(sobolanii Lewis au
primit, prin administrare intravenoasa, o suspensie celulard continind 5x10’ celule ale
maduvei osoase provenite de la sobolanii donori Brown Norway)

o grupul(n:S),‘ de control-sobolani Lewis netratati.

Toti sobolanii Lewis au primit terapie imunosupresoare standard, constand in ciclosporina A 1n
doza de 17mg/kgc, timp de 60 de zile.

La 30 si 60 de zile post-transplant, au fost prelevate probe din sangele periferic, maduva osoasa a
primitorului si maduva osoasd a membrului alotransplantat de la donator. Celulele provenite de
la donator au fost identificate In tesuturile primitorului prin utilizarea citometriei in flux.

11.4.1.3. Rezultate

In grupul 1, analiza microchimerismului celular a demonstrat prezenta celulelor provenite de la
sobolanii Brown Norway la primitorii Lewis atat la 30 zile cat si 60 zile post-transplant:

Momentul Sange periferic primitor | Maduva osoasa primitor | Femur alotransplantat de
testarii la donator

30 zile 5.3%+4.3% 0.6%+0.3% 28.5%+2.9%

60 zile 3.3%+5.1% 1.9%+0.7% 1.7%+3.3%

In grupul 2 numirul celulelor de la donator a fost foarte scizut la 30 si 60 de zile. Diferenta intre
cele doud grupuri a fost consideratd semnificativa statistic, valoarea p <0.005, demonstrandu-se o
grefare celulara mai buna dupa transplantul heterotopic de membru(maduva vascularizata)
comparativ cu transplantul celular conventional medular.

11.4.1.4. Discutii

Prin acest studiu s-a putut observa ca celulele provenite de la nivelul maduvei vascularizate
alotransplantate ca si componenta a transplantului heterotopic de membru pelvin, migreaza la
nivelul tesuturilor primitorului, putand fi detectate la nivelul acestora la 30 si 60 zile post-
transplant, in prezenta monoterapiei imunosupresoare cu Ciclosporina A. Prezenta unui numar
mare de celule provenite de la donator in sdngele primitorului, sugereaza o descarcare continud a
elementelor celulare de la nivelul alogrefei vascularizate.

VBMT mentine atat componentele celulare hematopoietice cat si componenta stromala,
pastreaza neschimbata arhitectura medulard, asigurand un micromediu adecvat, permitand
grefarea imediata atat a celulelor mature cat si a celor progenitoare imediat dupa transplant.
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11.4.2. Transplantul maduvei vascularizate ca strategie de inducere a tolerantei
imunologice in alotransplantul vascularizat compozit

11.4.2.1. Alotransplantul simultan de membru pelvin si femur contralateral la sobolan

Scop

Scopul acestui studiu a fost de a analiza prin comparatie dezvoltarea microchimerismului in
cazul alotransplantului ortotopic de membru pelvin la sobolan, efectuat ca procedeu unic, asociat
cu transplant conventional medular(infuzie celulard) sau asociat cu alotransplantul de maduva
vascularizatd( transplant femural vascularizat)

Material si metoda
S-au efectuat alotransplanturi vascularizate compozite intre sobolanii Brown Norway(donatori)
si Lewis(primitori). Trei grupuri experimentale au fost testate:

e Grupul 1(n=5): alotransplant ortotopic de membru pelvin(Tx);
e Grupul 2(n=5): alotransplant ortotopic de membru pelvin+transplant conventional de
maduva osoasa(Tx+BMC);
e Grupul 3(n=5): alotransplant ortotopic de membru pelvinttransplant de maduva osoasa
vascularizatd(Tx+VBMT)
Sobolanii primitori Lewis au primit terapie imunosupresoare standard, constand in
ciclosporina A 1n doza de 17mg/kgc, timp de 60 de zile.
Tehnicile chirurgicale aferente grupurilor 1 si 2 au fost prezentate in detaliu in capitolele
precedente. Grupul 3 experimental a constat in 5 proceduri de alotransplant simultan de membru
pelvin si lambou osteomiocutan femural intre sobolanii Brown Norway si Lewis:

Rezultate

A fost evaluat chimerismul in sangele periferic, organele limfoide(splina), in maduva osoasa a
membrului pelvin transplantat, cat si la nivelul lamboului osteomiocutan femural(in cazul
grupului 3 experimental), la 30 si respectiv 60 de zile post-transplant, obtindndu-se urmatoarele
seturi de rezultate:
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Procentul de celule de la donator la nivelul lamboului osteomiocutan femural a fost de 43.8% la
30 de zile si de 1.5% la 60 de zile post-transplant.Nu s-a observat aparitia bolii grefa-contra-
gazda la animalele incluse 1n studiu.

11.4.2.2. Transplantul simultan de hemifata si maduva vascularizata la sobolan
Studiul a fost efectuat in cadrul proiectului multidisciplinar POSDRU/89/1.5/S/64153.
(POSTDOC-TRANSPLANT) iar rezultatele comunicate in cadrul comunitatii stiintifice de
specialitate. [57]

Scop

Scopul a fost evaluarea rolului maduvei vascularizate(alotransplant femural) in a induce toleranta
functionala n alotransplantul facial la sobolan, efectuat impotriva unei bariere majore de
histocompatibilitate, intre sobolanii Brown Norway si Lewis.

Material si metoda

Doua grupuri experimentale, insumand 10 procedee de alotransplant compozit au fost incluse in
studiu. Primul grup (n=5) a constat in transplantul hemifacial concomitent cu transplantul
alogrefei femurale (alotransplantul lamboului osteomiocutan) la sobolan, iar al doilea grup, de
control (n=5) a primit doar alotransplant facial. Sobolanii Lewis primitori ai transplantului au
primit tratament imunosupresor cu Ciclosporina A, in doze de A 16 mg/kg/zi in prima
saptamana. Ulterior dozele au fost scdzute progresiv, ajungandu-se la 2 mg/kg/zi la 4 saptdmani
post-transplant.

Rezultate

S-a observat o evolutie clinicd net favorabild in cazul alotransplanturilor simultane hemifata-
femur in comparatie cu grupul de control ce a primit doar alotransplant hemifacial, sub
tratamentul imunosupresor administrat(monoterapia cu Ciclosporina A in doze descrescatoare
progresiv). Intervalul de aparitie a semnelor rejetului a fost mai lung in cadrul primului grup
experimental.

Alotransplantul de maduva vascularizata a permis supravietuirea alogrefelor hemifaciale in
prezenta unor doze imunosupresoare reduse, permitand obtinerea unui status de toleranta
imunologica partiala in grupul cu transplant simultan hemifata-lambou osteomiocutan femural.

11.4.2.3. Transplantul de maduva vascularizata la primitori conditionati prealabil. Studii
experimentale preliminare: Elaborare protocol de conditionare a primitorilor

Scopul elaborarii si testdrii unui protocol de conditionare a primitorilor transplantului este
inducerea chimerismului hematopoietic robust, ce ar permite supravietuirea alogrefelor
vascularizate compozite in absenta terapiei imunosupresoare.

[lustram in continuare modalitatea conditionarii pre-transplant a sobolanilor, utilizdnd un
protocol de iradiere corporala totald, dezvoltat in parteneriat cu Spitalul Clinic Coltea(in cadrul
proiectului POSDRU 64153). Au fost utilizati in cadrul acestor studii preliminare sobolani
Brown Norway, fiind recunoscuti ca o rasa robustd, rezistentd(comparativ cu sobolanii Lewis,
mai sensibili si susceptibili la complicatii).
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Conditii de iradiere
Dispozitiv: Primus(Siemens)
Energie: 6 MeV

Camp: 30x22

A.P: 600 cGy/300 cGy/camp

= e — D=0.786 cGv/min

11.4.2.4. Discufii asupra strategiilor imunomodulatorii bazate pe inducerea chimerismului
In cadrul studiilor efectuate de echipa noastra pe model experimental, asupra rolului pro-
tolerogenic al alotransplantului de maduva vascularizata, am urmarit evaluarea nivelurilor
microchimerismului hematopoietic si posibilitatea inducerii tolerantei imunologice la primitorii
transplanturilor.

Studiul comparativ al celor trei grupuri experimentale la sobolan, incluzand alotransplantul de
membru pelvin efectuat ca alogrefd unica, asociat cu transplantul celular conventional de celule
medulare si cotransplantul femurului contralateral a relevat un nivel ridicat al
microchimerismului in grupul experimental ce asociaza transplantul de membru pelvin si
transplantul femural bilateral, atat la 30 zile cat si la 60 de zile in sangele periferic, splina
primitorului cét si in maduva osoasa a membrului pelvin transplantat. Prin asocierea
transplantului femural contralateral a fost crescuta cantitatea de maduva osoasa transplantata,
prezervand structura acesteia. O cantitate mai mare de celule a fost administratd si in cadrul
grupului experimental ce a primit transplant celular conventional medular concomitent
transplantului de membru pelvin, si in cadrul acestui grup observandu-se obtinerea unor valori
medii mai ridicate ale chimerismului hematopoietic in comparatie cu alotransplantul ortotopic de
membru efectuat ca procedeu unic. In toate cele 3 grupuri nivelurile de chimerism au fost mai
ridicate la 30 zile decat la 60 zile. Rezultate similare au fost raportate si in literatura de
specialitate.[58]

In asocierea VBMT la alotransplatul hemifetei la sobolan s-a obtinut acceptarea alogrefei cu
posibilitatea reducerii progresive a dozelor terapeutice imunosupresoare, aceasta situatie putand
fi considerata un status de toleranta imunologica partiald in cadrul modelului experimental
propus.

Inducerea chimerismului mixt la primitor este pana in prezent abordarea cea mai studiatd pentru
a obtine toleranta imunologica in transplant. Am urmarit, in cadrul transplantului de organe
solide unde experienta clinica este mult mai vastd in comparatie cu domeniul VCA, datele
existente 1n literatura(studii relevate din 3 centre mari din SUA) referitoare la inducerea
tolerantei imunologice in transplantul renal(acestea find similare imunologic cu situatia
VCA).Dupa cum reiese din figura urmatoare, prima etapa este cea a conditiondrii primitorului,
citoreductia fiind realizatd prin administrare de Fludarabina, Ciclofosfamida sau iradiere timica.
Urmeaza transplantul de maduva osoasa sau cu celule medulare din sangele periferic. Dupa
grefarea celulelor se obtine chimerismul tuturor liniilor celulare, ce poate fi tranzitor sau durabil.
Ideal, ulterior se dezvolta toleranta periferica la nivelul alogrefei si in organele limfoide
secundare si de asemenea toleranta centrala[59]:
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(Pilat N., Wekerle T., Transplantation tolerance through mixed chimerism, Nature Reviews
Nephrology, 2010; 6, 594-605, Licenta Nature Publishing Group Nr. 3941590538770)

Rezultatele acestor studii pot sta la baza viitoarelor strategii terapeutice si In cazul transplantului
tisular compozit.

Inducerea unui chimerism mixt, dincolo de bariera complexului major de histocompatibilitate
(MHC) atrage posibilitatea de a dezvolta reactie de tipul grefa contra gazda (GvHD), ceea ce este
o complicatie de nepermis 1n inducerea tolerantei pentru trasplantul VCA.

Solutia propusa de catre echipele de cercetare este terapia celulara bazata pe celulele T reglatorii,
capabile sa sustina chimerismul mixt. Terapia cu Tregs permite dezvoltatarea chimerismului
mixt si a tolerantei, fara a fi nevoie de regimuri de conditionare agresive. O abordare optima
include obtinerea intr-o prima faza a unei tolerante partiale ce permite reducerea dozelor
imunosupresoare spre a scadea toxicitatea, sau mentinerea cu monoterapie imunosupresoare. [60]

Un protocol ce s-a dovedit eficient pentru a obtine imunomodulare in alotransplantul de membru
toracic este cel al Universitatii din Pittsburgh, ce consta in administrarea in vederea
imunomodularii a unei suspensii celulare medulare obtinuta de la nivelul corpurilor vertebrale
ale donatorului. Descoperirile au fost sugestive pentru un rezultat functional satisfacator, in
comparatie cu alte protocoale de transplant de mana, reducerea terapiei imunosupresoare de
mentinere a fost fezabild, pacientii primind doar monoterapie de mentinere cu Tacrolimus,
scazand reactiile adverse ale imunosupresoarelor, dar pastrand viabilitatea alogrefei si de
asemenea prevenind rejectia acesteia) [ 61, 62].

Del Bene si colaboratorii au raportat utilizarea unui protocol imunomodulator ce utilizeaza celule
stem mezenchimale medulare, acest protocol fiind conform autorilor cel mai bland tratament
imunosupresor existent la momentul respectiv in transplantul vascularizat compozit, fara
complicatii asociate acestuia. [63]
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B. EVALUAREA TRANSLATIEI CATRE PRACTICA CLINICA A UNOR STRATEGII
TERAPEUTICE NOI iN VCA: STUDII PRELIMINARE

11.5. Alotransplantul vascularizat de creasta iliaca: studiu preliminar
anatomo-chirurgical

11.5.1. Introducere

Sunt necesare investigatii viitoare pentru a stabili aplicabilitatea clinica exacta a alotransplatului
maduvei vascularizate, atat ca alternativa la transplantul medular conventional, cat si ca stategie
pro-tolerogenica in cazul asocierii unui transplant de organ sau transplant vascularizat compozit.

Un situs donor potential pentru astfel de interventii este creasta iliaca. Potentiale utilizari viitoare
ale alotransplantului vascularizat de creasta iliaca:

e reprezintd un procedeu acceptabil in cazul donatorilor in viatd in transplantul medular, in
cazul in care se va implementa utilizarea maduvei vascularizate ca alternativa la
transplantul celular conventional;

e asocierea in alotransplanturile de organe pentru proprietatile imunomodulatorii;

e alotransplantul lamboului vascularizat de creasta iliaca se poate asocia unui alotransplant
compozit fard componentd osoasd(transplantare simultand), pentru rolul imunomodulator
medular;

e asocierea cu alotransplanturi vascularizate compozite ce prezintd componenta
osoasa(transplant de membru toracic), pentru augmentarea componentei medulare si
promovarea acceptarii alogrefei.

11.5.2. Propunere protocol chirurgical de prelevare a lamboului vascularizat de creasta
iliaca pentru utilizare in procedee de alotransplant

Am efectuat un studiu anatomo-chirurgical la cadavru proaspat, cu scopul familiarizarii cu
procedeul chirurgical de ridicare a lamboului vascularizat compozit de creasta iliaca:

Transverse
abdominal
muscle

Inguinal ligament

\?

WWW.a0foundation.org (permisiune generala pentru uz stiintific)
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11.5.3. Discutii

In cadrul studiului efectuat am dovedit fezabilitatea chirurgicala a unui astfel de procedeu,
incurajand cercetarea viitoare 1n directia includerii alotransplantului de maduva vascularizata pe
lista protocoalelor clinice, cu variate utilizari potentiale-alternativa la transplantul medular
conventional sau ca adjuvant( strategie pro-tolerogenica) in asociere cu alotransplanturile de
organ sau de tesuturi compozite.

In cazul prelevirii lamboului de la donator in moarte cerebrald sunt posibile adaptari tehnice
menite sd usureze procedeul chirurgical si rezultatele pe termen lung. Un avantaj in acest sens ar
fi prelevarea componentei osoase si tegumentare la dimensiunea maxima sustinuta de
vascularizatie, pentru a creste aportul de celule imunomodulatorii de la nivelul componentei
osoase si a permite monitorizarea clinica si histopatologica a rejectiei, prin intermediul
componentei tegumentare. Un astfel de lambou osteomiocutan alotransplantat poate servi ca
lambou santineld in cazul alotransplanturilor de membru toracic, pentru a monitoriza rejectia, a
preleva biopsii cutanate si a testa strategii terapeutice imunomodulatoare noi(evitand interventiile
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repetate la nivelul alotransplantului compozit functional,uneori greu acceptate de catre pacient).
La donatorul in moarte cerebrald, vasele circumflexe iliace profunde se pot diseca pana la
nivelul vaselor iliace externe, cu scheletizarea acestora si ridicarea lamboului pe un pedicul
vascular cu calibru mai mare, pentru a usura tehnic efectuarea anastomozei(alegerea unei astfel
de situatii se adapteaza si particularitatilor anatomice existente in zona primitoare a lamboului,
in functie de cum este planificatd pozitionarea alogrefei, lungimea pediculilor vasculari
disponibili, experienta echipei medicale si dorinta pacientului). De asemenea s-ar putea preleva
concomitent si alte lambouri vascularizate cu componenta osoasd(femur, humerus,fibula), pentru
a creste cantitatea maduvei osoase cu proprietati imunomodulatorii.

Dupa cum am vazut intr-un capitol precedent al tezei, metodele de investigatie imagisticd noi,
cum este angio-computertomografia sunt extrem de utile in evaluarea corecta a teritoriilor
vasculare si a arhitecturii tisulare regionale. Imaginile de mai jos redau aspectul angio-CT al
regiunii inghinale stangi cu vizualizarea DCIA stanga, traiectului si modului de ramificatie a
acesteia:

Alotransplantul maduvei vascularizate pare o directie de cercetare extrem de promitatoare, fiind
necesara elaborarea unor protocoale chirurgicale standardizate cat si o colaborare stransa cu
laboratorul de biologie moleculara pentru a obiectiva rolul imunomodulator al componentelor
celulare si stromale medulare.

11.6. Rolul imunomodulator al celulelor stem mezenchimale umane
provenite din tesutul adipos: studii preliminare

Terapii celulare noi precum cele care folosesc celule mezenchimale derivate din maduva osoasa
(BM-MSC:s) sau celulele adipoase (AD-MSCs sau ADSC), ofera date promitatoare in domeniul
imunomodularii, ce ar putea fi aplicabile si in domeniul alotransplantului vascularizat compozit.
Imaginea urmatoare reda procesul de izolare si produsii cu potential terapeutic rezultati din
lipoaspirat: SVF si ADSC sunt in prezent utilizate in terapiile autologe si pot fi prezervate
pentru uz ulterior, dar se considera ca acestea au potential terapeutic si in cazul utilizarii alogene;
perspective terapeutice prezinta si ADSC diferentiate citre o anumita linie celulara, cat si factorii
secretati de ADSC(secretomul insumand totalitatea moleculelor secretate de ADSC)[64]:
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(Modificat dupa Feisst V, Meidinger S, Locke MB. From bench to bedside: use of human
adipose-derived stem cells. Stem Cells and Cloning : Advances and Applications. 2015,8:149-
162, Articol open access, Licenta Creative Commons Attribution — Non Commercial (unported,

v3.0))

Am deprins protocolul de extragere a grasimii, prin lipoaspiratie si separare prin centrifugare in
sistem inchis steril, urmarit in cadrul programului de mobilitate internationald efectuat in spitalul

UZ Leuven, Belgia, pasii acestuia fiind ilustrati in cadrul tezei.

De asemenea am prezentat protocolul de extragere si cultivare a celulelor mezenchimale
adipoase umane pe matrici colagenice(detaliile acestui protocol mi-au fost furnizate de CS 111 Dr.
Madalina Albu, Sef Departament Colagen, INCDTP, Bucuresti).

Aceste date constituie perspectiva unor viitoare proiecte de cercetare interdisciplinara ce vor
putea implica si echipa clinicii noastre.

Directiile de cercetare pe care le propunem spre aplicare initiald pe modele experimentale,
vizand utilizarea precursorilor adipocitari pentru imunomodulare in alotransplant, sunt redate in

schema urmaétoare:
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11.7. Plasma imbogatita cu trombocite(PRP) ca strategie imunomodulatorie

Am prezentat cazul unui pacient ars ce a beneficiat de tratament cu plasma imbogatita cu
trombocite: la nivelul zonelor autogrefate la nivelul mainii bilateral cat si la nivelul bratului
drept, regiune ce a beneficiat de tratament, cu aspect viabil al acestora (obtinerea epitelizarii si
vindecare completd), la momentul externarii pacientului, in ziua 55 post-arsura(pacientul a fost
transferat 1n spitalul regional pentru initiere program de reabilitare). Restul alogrefelor, aplicate
in celalate regiuni ale corpului si netratate, au prezentat evolutie nefavorabila cu lizarea
progresiva, necesitand indepartarea lor si autogrefarea.

In ceea ce priveste leziunile de arsura, adaugarea PRP din punct de vedere teoretic este capabila
sd stimuleze angiogeneza, proliferarea vasculara, a fibroblastelor, dar si hemostaza facilitand
formarea cheagului de fibrina. Studiile efectuate pe animale au relevat o reducere a infiltratului
inflamator si o accelerare a procesului de vindecare pentru leziunile de arsura grad II cu
reducerea celulelor pozitive pentru CD31, CD68, CD163, MPO, TGF-beta si cresterca
exprimdrii celulare a MMP2. [65-70]

11.8. Alotransplantul de trahee: studii preliminare

Protocol chirurgical de alotransplant de trahee: studiu chirurgical la cadavru proaspat
Dupa studierea publicatiilor existente in literatura si discutdrii problematicii cu membrii echipei
de transplant de trahee din Leuven(in cursul stagiului de mobilitate internationald efectuat in
cadrul proiectului POSDRU/159/1.5/5/137390 la spitalul UZ Leuven, Belgia), am urmarit
familiarizarea cu protocolul chirurgical al acestei echipe, intrucat si-a dovedit eficienta din punct
de vedere al rezultatelor functionale cat si datoritd avantajului imunologic conferit de
posibilitatea sistarii terapiel imunosupresoare, fiind astfel evitate reactiile advese pe termen lung
ale acesteia.
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Prezentarea schematica a protocolului de
transplant traheal al echipei din

Leuven[71] (Delaere PR, Vranckx JJ,
Meulemans J, Vander Poorten V, Segers K, Van
Raemdonck D, De Leyn P, Decaluwé H, Dooms C,
Verleden G. Learning curve in tracheal
allotransplantation. Am J Transplant.
2012;12(9):2538-435, Licenta "John Wiley and
Sons" Nr. 3942160735836)

Am efectuat la cadavru proaspat, de sex masculin, o reproducere partiala a primei etape a
acestui protocol, de implantare heterotopica a alogrefei cartilaginoase la nivelul fetei anterioare a
antebratului primitorului. Alogrefa traheala a provenit de la un alt cadavru proaspat, dorind sa
reproducem situatia reala intalnita in cadrul acestui protocol.
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A. Imaginea reda alogrefa traheala (1-aspect in sectiune)
invelitd in fascia antebrahiala (2,3), observandu-se in
detaliu inciziile intercatilaginoase.

B. Dupa revascularizarea completa, la 2 luni de la
implantare, epiteliul respirator al donatorului din partea
centrald a alogrefei este Tnlaturat si Tnlocuit cu grefa toata
grosimea prelevata de la nivelul mucoasei bucale a
primitorului(vizibila in culoare galbend)[72]

(Delaere PR., Tracheal transplantation, Curr Opin Pulm
Med. 2012 Jul;18(4):313-20;, Licenta Wolters Kluwer
Health, Inc.Nr. 3942160432149)

Reproducem aceastd prima etapa
chirurgicala a protocolului Clinicii
Leuven, de implantare a alogrefei
traheale la nivelul fetei volare a
antebratului primitorului.

In imaginile urmatoare am ilustrat, la cadavru, modalitatea prelevarii alogrefei traheale si
aspectul acesteia anterior si posterior, portiunea posterioara, vizibilad acoperita de fascie urmand
sa fie pozitionatd in cazul unui transplant ca parte anterioard a traheei nou create.
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Studiu experimental preliminar in aloransplantul de trahee

In cadrul laboratorului de Microchirurgie Experimentali a SCUB am initiat un studiu
experimental, avand drept model animal sobolanul, in vederea familiarizarii cu tehnicile
chirurgicale de alotransplant traheal,dorind sa implementam un model experimental adecvat
pentru a putea ulterior evalua implicatiile imunologice ale acestui tip de alotransplant.

Aspectul mucoasei
traheale la sobolan; se
observa inelele
catilaginoase cu
spatiile interstitiale ale
acestora.

Am colaborat cu Dr. Valentin Enache din cadrul Departamentului de Anatomie patologica a
Spitalului Clinic de Urgenta Bucuresti, pentru a analiza structura microscopica a traheet, Intr-0
prima faza in situatiile normale, pentru a servi ca etalon pentru urmarirea rejectiei in cadrul
alotransplantului traheal:

In continuare am urmarit realizarea unui lambou prelaminat heterotopic traheal, prin implantarea
alogrefei traheale la nivelul fasciei latero-toracice la sobolan(ilustrata pe model singenic):
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Momentan studiile experimentale au fost preliminare urmand continuarea cercetarii in vederea
stabilirii unui model experimental adecvat de transplant traheal la sobolan.

Am testat de asemenea posibilitatea efectuarii transplantului traheal la soarece, fiind cunoscut
avantajul utilizarii soarecilor pentru studiile imunologice.

Discutii

Alotransplantul traheal reprezinta o entitate promitatoare in cadrul domeniului transplantului de
tesuturi compozite, dovedindu-se potentialul acestei metode terapeutice in reconstructia cailor
aeriene afectate iremediabil, Tmbunatdtind considerabil calitatea vietii primitorilor transplantului
si de asemenea Inlaturandu-le comorbiditatile severe asociate absentei unei cdi aeriene
functionale.

O particularitate deosebita a acestui protocol de transplant traheal este posibilitatea suprimarii
terapiei imunosupresoare, evitand expunerea pacientului la riscurile legate de administrarea
acestei medicatii pe tot parcursul vietii. In prezent alotransplantul traheal este singurul transplant
vascularizat compozit in cazul caruia s-a putut intrerupe complet imunosupresia.

Acest aspect este extrem de important si incurajeaza promovarea alotransplantului traheal,
efectuat sub o astfel de abordare tehnica, putand constitui o solutie salvatoare n cazul pacientilor
cu stenoze(cel mai frecvent post-traumatice) sau defecte traheale ce nu pot fi abordate prin
mijloace autologe.
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12. Discutii finale

Sumarizand datele expuse in capitolul Statusul Curent al VCA, al partii generale a tezei,
prezentam in continuare experienta cumulata la nivel international in domeniul alotransplantului
vascularizat compozit, Insumand 208 cazuri pana in luna iunie a anului 2016, principalele tipuri
de alogrefe compozite fiind ilustrate mai jos:

Distributia principalelor tipuri de alotransplanturi
vascularizate compozite (experienta globala)

80 ® Numarul de primitori
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Prezentam spre comparatie cateva date din cadrul transplanturilor de organe solide:

Conform raportarii globale in activitatea de transplant de organ pentru anul 2014(cea mai
recentd raportare globald disponibild), la nivel mondial au fost efectuate in anul respectiv
119873 transplanturi de organe solide, cu o crestere procentuala cu 1.81% fata de anul
2013, acoperind mai putin de 10% din necesitdtile globale(pacienti cu variate isuficiente
de organ). Distributia pe tipul de transplant a fost la nivel mondial: rinichi 79948, ficat
26151, cord 6542, pulmonar 4689, pancreas 2328 si intestin subtire 215 transplanturi[73];
In SUA, din januarie 1988 pani in prezent(septembrie 2016) au fost efectuate in total
678004 transplanturi de organ, in anul 2015 fiind efectuate in total 30969
transplanturi.[74]

Dupa cum se poate observa numarul total de alotransplanturi vascularizate compozite efectuat
la nivel mondial pana in prezent este extrem de mic comparativ cu experienta din transplantul de
organe. Aceaste date confirma stadiul incipient al acestui domeniu. Experienta clinica din
transplantul de organ a stat la baza dezvoltarii programelor de alotransplant compozit, insa
aspectele particulare ale acestor tipuri de procedee reconstructive sunt inca in curs de explorare
pentru a stabili o conduita standardizata diagnostica si terapeutica. Tabelul urmator prezinta
situatia actuald n alotransplantul vascularizat compozit, in ceea ce priveste realizarile obtinute la
nivel mondial si aspectele inca neclare, in curs de cercetare[2]:
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Statusul curent in VCA: succese si dificultati

Realizari Aspecte nesolutionate/provocari

Rezultate reconstructive functionale Aspectele imunologice:

si estetice foarte bune e posibilitatea minimizarii imunosupresiei ;
Supravietuire foarte bund a e standardizarea terapiei imunosupresoare;
alogrefelor si pacientilor e protocoale/solutii pentru pacientii sensibilizati
Abordare multidisciplinara prealabil;

Recunoasterea VCA ca organe,

\ imbunatatirea monitorizarii alogrefelor;
reglementate prin OPTN

intelegerea mecanismelor rejetului;
rejectia acutd prin mecanism celular;
e afectarea acuta a grefei prin mecanism umoral,
e rejectia cronica,
e strategii de inducere a tolerantei imunologice
Regenerarea nervoasa
Definirea clara a timpilor de ischemie acceptabili
imbunititirea prezervirii alogrefei

(Modificat dupa Edtinger K., Yang X., Uehara H., Tullius SG., Current status of vascularized
composite tissue allotransplantation, Burn&Trauma 2014;2:53-60.)

Minimizarea imunogenicitatii alogrefei si prevenirea afectarii imunologice a acesteia sunt
elemente esentiale pentru Tmbunatatirea prognosticului functional in alotransplantul vascularizat

Am propus in cadrul acestei lucrari abordarea multifactoriala a problemei imunologice in
alotransplantul vascularizat compozit, bazdndu-ne si pe orientarea cercetdrii de ultima ora
efectuata la nivel mondial in acest domeniu.

Kueckelhaus si colaboratorii propun o abordare secventiald, ce presupune parcurgerea mai
multor pasi,atat premergator transplantului cat si post-transplant, cu scopul imbunatatirii
rezultatelor in alotransplantul vascularizat compozit, incluzand noi arii de cercetare clinica si
fundamentald. Asupra fiecarei trepte(selectia donatorilor, prezervarea grefei, monitorizarea in
transplant, strategiile imunosupresoare si imunomodulatorii) se Incearca sa se actioneze prin
strategii terapeutice noi, cu scopul acceptarii alogrefei si reducerii riscului de complicatii post-
transplant, dupa cum se poate vedea in imaginea de mai jos[75]:
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Novel approaches
in VCA
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Pre transplant Post transplant

(Kueckelhaus M., Fischer S., Seyda M. et al., Vascularized composite allotransplantation: current standards and
novel approaches to prevent acute rejection and chronic allograft deterioration. Transplant International, 2016; 29:
655-662., Licentd John Wiley and Sons, Nr. 3944430699028)

Kaufman si colaboratorii evalueaza intr-o publicatie recenta aspectele complexe ale
imunobiologiei alotransplanturilor vascularizate compozite, confirmand similitudinile cu
alotransplantul de organe dar totodata subliniind necesitatea unei bune intelegeri a
particularitatilor imunologice ale acestora pentru a le putea promova utilizarea pe scara larga ca
mijloace reconstructive. [76]
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Factors affecting immunobiology of VCA
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(Kaufman CL., Marvin MR., Chilton PM. et al., Immunobiology in VCA. Transpl Int,2016; 29: 644—654., Licenta
John Wiley and Sons Nr.3978171465749)

Consideram oportuna propunerea unei abordari complexe a problematicii alotransplantului
vascularizat compozit, dorind ca in cursul demararii unui astfel de program in cadrul institutiei
noastre sd urmarim fiecare detaliu ce poate influenta recuperarea functionala si aspectele
imunologice, determinantii majori ai succesului unui transplant compozit.

Strategia propusa in acest sens, de urmarire detaliatd a parametrilor asociati procesului de
transplant, avand in minte ca fiecare dintre aceste elemente pot schimba statusul imunologic al
pacientului, este redata schematic in continuare:
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Selectia riguroasa a pacientilor este o etapa esentiala in alotransplantul vascularizat compozit in
care scopul este reconstructia functionala si redobandirea calitatii vietii , aspect diferit de
transplantul de organe unde primeaza aspectul vital. Se impun criterii riguroase de includere, de
la care echipa medicala nu trebuie sa faca concesii. Pana a se include pacientul pe lista de
candidati la primirea VCA , trebuie parcurse atent evaludrile comisiilor de etica, psihologice si
psihiatrice. Si pe perioada de asteptare a gasirii unui donator compatibil este indicata efectuarea
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de evaluari regulate a pacientului, pentru a putea surprinde orice schimbare in ceea ce priveste
starea de sanatate cat si stabilitatea cadrului psiho-social al acestuia.

Echipa de transplant trebuie sa evalueze obiectiv balanta risc-beneficiu in cazul fiecarui pacient
potential primitor de alotransplant vascularizat compozit:

Social

Redobandirea
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recapatarea
rolului individual
i colectiv

Biologic

Redobandirea Psihologic

abilitatilor fizice
functionale sia
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/
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Programul de transplant tisular compozit trebuie sd includa protocoale cat mai detaliate, pentru a
permite standardizarea cat mai buna a procedurilor si aplicarea riguroasa a acestora, dar acest
concept trebuie Imbinat cu necesitatea unei abordari individualizate in cazul fiecarui pacient.

Potentialii primitori de alotransplant compozit reprezintd un grup heterogen, chiar si in cazul
aceluiagsi tip de alotransplant, ceea ce nu este cazul in alotransplantul de organe solide(spre
exemplu la nivelul membrului superior-sedii diferite ale amputatiei, mecanisme diferite
lezionale, calitate variabila a tesuturilor autologe restante, anatomie variabild,necesitati de
recuperare functionala diferita post-transplant etc.).

Aceasta variabilitate a domeniului, coroborat cu o cazuistica redusa pentru moment ingreuneaza
procesul de elaborare a unor norme si proceduri standardizate la nivel international.
Particularitatile tehnice si imunologice variabile ale acestor pacienti obliga echipa medicala la o
adaptare continua la nou si actualizarea in dinamica a programului de transplant, in concordanta
cu rezultatele obtinute in cadrul cercetarii clinice si experimentale proprii cat si a recomandarilor
centrelor cu experienta de la nivel international.
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Rezultate favorabile in alotransplantul vascularizat compozit au fost obtinute in centrele ce au
dovedit o preocupare pe termen lung asupra domeniului, acumuland in cadrul unor programe de
cercetare translationald, experienta necesara atat in ceea ce priveste detaliile tehnice cat si
aspectele imunologice. Exemple 1n acest sens sunt demonstrate in transplantul de mana si fata,
cat si in cazul transplanturilor mai putin comune cum sunt cele de uter(echipa din Suedia
desfasurand o intensd activitate de cercetare pretransplant) si trahee(program de cercetare
translationala a echipei din Leuven, Belgia).

Lipsa aderentei terapeutice la medicatia imunosupresoare, cauzata de necomplianta pacientului
sau de inaccesibilitatea la terapie(conditii economice precare, lipsa educatiei, program de
transplant incorect implementat, ce nu asigura corespunzator urmarirea pe termen lung a
pacientilor) pare a fi un numitor comun intr-0 mare proportie a cazurilor esuate, ce au dus la rejet
si pierderea alogrefelor VCA. Aceasta subliniaza incd o data importanta selectiei riguroase a
pacientilor, monitorizarea $i sustinerea terapeutica pe termen lung a acestora.

Urmarirea atenta a statusului imunologic al pacientilor este esentiala. Se urmareste
compatibilitatea de grup sangvin si se doreste de asemenea o cat mai buna compatibilitate
imunologica donor-primitor, insa aceasta din urma poate fi dificil de obtinut in absenta unui
numir suficient de mare de donatori disponibili pentru un anumit pacient. In procesul de selectie
a pacientilor trebuie respectati toti parametrii indicati, atdt imunologici cat si non-imunologici
(criterii generale) pentru a se asigura un rezultat cat mai bun pe termen lung.

Din acest motiv si in cadrul experientei personale, am acordat o atentie deosebita elaborarii
protocolului de selectie a pacientilor candidati pentru VCA(prezentat in cadrul tezei). De
asemenea am urmarit in cadrul cazuisticii clinicii pacientii ce au prezentat defecte tisulare
complexe, pentru familiarizarea cu algoritmii de decizie terapeutica ce includ in paleta
reconstructiva atat procedeele autologe cat si potentiala utilizare a alotransplantului vascularizat
compozit. Considerdm importanta aderenta clinicianului la aceste noi paradigme reconstructive
pentru a alege corect indicatia efectuarii unei reconstructii utilizand alotransplantul vascularizat
compozit, in conditii de siguranta pentru pacient si cu asteptarea celor mai bune rezultate
functionale .

Dintre toate mecanismele lezionale ce duc la defecte tisulare extensive, mutilante, pretabile la
reconstructia utilizand alotransplantul vascularizat compozit, cele mai mari controverse sunt
asociate arsurilor. Din acest motiv am efectuat un studiu clinic asupra pacientilor arsi spitalizati
in cadrul unitétii noastre, in cursul caruia am analizat considerentele clinice si imunologice
asociate potentialei utilizari VCA ca solutie reconstructiva la aceasta categorie de pacienti.
Leziunile mutilante sunt cel mai frecvent asociate electrocutiilor cu voltaj inalt, insa si in cazul
arsurilor termice profunde cervico-faciale sau la nivelul membrelor pot duce la diformitati si
sechele greu abordabile prin metodele reconstructive autologe. Leziunile postcombustionale
determina provocari reconstructive atat din punct de vedere tehnic, cat si imunologic.
Modificarile arhitecturii tisulare, cicatricile vicioase, fibroza si afectarea vascularizatiei obliga la
investigatii imagistice atent efectuate pre-operator si o planificare atenta a interventiei
chirurgicale de alotransplant, ce se poate complica atat din pricina disectiei dificile si calitatii
incerte a pediculilor vasculari, cat si prin posibilele afectiuni sistemice ale pacientilor
arsi(frecvent acestia prezintd comorbiditati severe, rezultate In urma rasunetului sistemic major al
unei arsuri severe).
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Un risc imunologic major il constituie sensibilizarea pacientilor pre-transplant, din cauze
variate(sarcina, transfuzii multiple, transplant anterior, utilizarea homogrefelor, utilizarea
dispozitivelor de asistare). in randul pacientilor cu arsuri severe, extensive, necesitind terapie
intensiva de lunga durata, transfuzii sangvine si acoperirea temporara a defectelor post-
combustionale cu homogrefe, sunt sanse foarte mari de dezvoltare a anticorpilor anti-HLA,
rezultand chiar scoruri PRA cu valori inalte.

Desi sunt propuse diferite strategii de desensibilizare, in cazul VCA considerdm prudent a nu se
include pe lista primitorilor a pacientilor presensibilizati, dovedite fiind riscurile imunologice
asociate prezentei anticorpilor anti-HLA ai donatorului(DSA), implicati in rejet umoral, frecvent
greu controlabil terapeutic.

In cadrul programului VCA testirile imunologice efectuate cu regularitate(conform protocolului
propus) sunt obligatorii in procesul de selectie, cat si pentru supravegherea statusului
imunologic si posibilitatea sanctionarii terapeutice prompte a unui episod de rejet.

De asemenea respectarea protocolului de testare infectioasa este un element cheie in cazul
pacientilor beneficiari de transplant compozit. Complicatiile infectioase deterioreaza starea
generald a pacientilor, mergand pana la riscul de dezvoltare a sepsisului sau a unor malignitati,
situatii ce pot conduce la decesul pacientului. Nu trebuie neglijata corelatia intre infectii si
consecintele imunologice generate de acestea. Fenomenele inflamatorii intense cét si o serie de
infectii cum sunt cele virale(herpetice, CMV), au fost asociate cu declansarea episoadelor de
rejectie acuta.[37, 77]

Interventia chirurgicala propriu-zisa este un alt determinant major al rezultatelor pe termen lung
in alotransplantul vascularizat compozit. Se impune planificarea preoperatorie atenta a
interventiilor chirurgicale de prelevare a alogrefei de la donator si transplant la primitor.
Investigatiile imagistice sunt foarte utile n aprecierea arhitecturii tridimensionale a zonei
receptoare. Am analizat 1n acest sens utilitatea angio-CT in cadrul planificarii preoperatorii in
vederea alotransplanturilor vascularizate compozite, investigatia dovedindu-se foarte eficienta in
aprecierea detaliatd a vascularizatiei regiunii studiate (in cazul nostru abdomenul inferior), in
prezenta unor programe informatice moderne ce permit procesarea imaginilor achizitionate la 0
calitate foarte bund. Se studiaza in acest sens si alte metode diagnostice precum angio-RMN sau
ultrasonografia. Desi are avantajul ca nu iradiem pacientul, angio-RMN nu este la fel de eficienta
in investigarea vaselor de calibru mic.

Toate aceste eforturi privind pregatirea riguroasa pre-operatorie se justifica pentru optimizarea
timpilor operatori(cunoscut fiind faptul ca alotransplanturile vascularizate compozite sunt
proceduri extrem de laborioase, cu duratad indelungata datorita tehnicilor reconstructive complexe
macro- si micro-chirurgicale). Cel mai important aspect este prevenirea leziunii de ischemie-
reperfuzie, cunoscuta ca factor de activare a raspunsului imun nnascut. Leziunea de ischemie-
reperfuzie determina un status pro-inflamator local la nivelul alogrefei ce persista timp
indelungat , ducand la instalarea rejectiei si imposibilitatea implementarii de strategii de inducere
a tolerantei imune, rezultatul fiind deteriorarea functionala a alogrefei. Strategii terapeutice noi
ce tintesc moleculele de adeziune, receptorii pentru complement si receptorii Toll-like par a fi
promitatoare n reducerea efectelor negative exercitate asupra alogrefelor in urma leziunii de
ischemie reperfuzie, insa aceste date sunt inca in faza de testare.
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O abordare corecta este cea a preventiei aparitiei leziunii de ischemie reperfuzie prin punerea la
punct a fiecarui detaliu din cadrul interventiei chirurgicale si de asemenea prin imbunatatirea
perfuziei si prezervarii alogrefei.

Tehnicile de prezervare a alogrefei s-au dovedit foarte importante pentru succesul terapeutic al
alotransplanturilor de organe. Perfuzia hipotermica pulsatila a alogrefei(HMP-Hypothermic
machine perfusion) s-a dovedit mai eficienta decat stocarea statica la rece in ceea ce priveste
reducerea riscului de intarziere a in functionare a alogrefelor renale.[78] Astfel de strategii ar
putea fi aplicate pe viitor si in cazul alotransplanturilor vascularizate compozite. Imbunititirea
rezultatelor chirurgicale s-ar putea obtine si prin utilizarea unor noi tehnologii cum este de
exemplu printarea tridimensionald (3D printing). Printarea 3D a fost testata pentru planificarea
preoperatorie a transplantului hepatic de catre Zein si colaboratorii, dovedindu-se promitatoare
pentru pacientii ce prezinta modificari anatomice, scizand riscul de complicatii operatorii.[79] In
domeniul VCA printarea 3D a fost utilizatd in planificarea interventiei chirurgicale n cazul
primului alotransplant bilateral de mana la copil, efectuat in SUA de catre echipa condusa de
Dr. Scott Levin.[80]

Un aspect esential in ceea ce priveste influentarea succesului VCA este modul in care se
efectueaza monitorizarea aparitiei rejectiei si interventia terapeuticd prompta in cazul decelarii
acesteia.

Pasul cheie pentru a obtine acest obiectiv, este de a intelege imunogenicitatea relativa a
diferitelor componente ale VCA si de a ajusta tratamentul in mod corespunzator. Astfel, vom
descrie si conceptualiza raspunsul imun fatd de diferite tesuturi cu atentie deosebita fata de
fortele de rejectie In cazul VCA. Componentele unei VCA vascularizate demonstreaza un rol
bine stabilit cu privire la severitatea raspunsului imun indus, cantitatea de imunosupresie
necesara pentru supravietuirea alogrefei, impactul si consecintele rejectiei. In acest context,
transplantul alogrefelor compozite reprezintd o situatie mult diferitd si plina de provocari fata de
transplantul de organe solide, dar aceasta reprezinta si o oportunitate de a tinti fiecare
componentd individual. De asemenea ramane inca de elucidat raspunsul imun intricat rezultat din
asocierea mai multor tipuri tisulare diferite in cadrul VCA.

Incidenta mare a rejetului acut in VCA se datoreaza imunogenicitatii acesteia, iar diagnosticul
facil al acesteia este posibil prin monitorizarea vizuala a alogrefei, situatie diferita de cea din
transplantul de organe.

Si in ceea ce priveste evaluarea histopatologica in alotransplantul vascularizat compozit exista o
serie de aspecte ce nu au fost inca clarificate. O intrebare care se pune este cum se poate face
corect monitorizarea rejectiei si care este tesutul optim ce poate evalua rejectia(globald) a
alogrefei? Aceasta este o problema importanta, ntrucat deciziile referitoare la ajustarea/cresterea
dozelor terapeutice imunosupresoare se bazeaza pe rezultatele examenelor histopatologice ale
probelor bioptice, cunoscut fiind faptul ca examenul microscopic al tesuturilor pare sa fie in
prezent cel mai eficient indicator al rejectiei In VCA. Pielea este consideratd cel mai antigenic
tesut in cadrul componentelor VCA; in cazul transplantului facial s-a constatat o rejectie chiar
mai accentuatd decat in cazul tegumentului, la nivelul mucoasei bucale(permitand prelevarea de
biopsii mucoase, biopsiile tegumentare repetate de la nivelul alogrefei faciale fiind greu
acceptate de catre pacient).[81] Biopsiile repetate la nivelul alogrefei sunt un factor agresiv local:
dupa cum am amintit traumele repetate la nivelul alogrefei, incluzand stresul mecanic dar si
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interventii chirurgicale seriate pot mentine un status inflamator declansator al rejetului, ce duce
la deteriorarea functionalitatii grefei. Utilizarea grefelor santineld este consideratd o solutie, Tnsa
mai trebuie cercetata corelatia clard a intensitatii rejetului la nivelul acesteia si la nivelul
alogrefei VCA. Alotransplantul vascularizat al unui lambou santinela pare sa reprezinte o solutie
ce asigura monitorizarea mai eficienta a alogrefei.

O abordare recenta este cea a utilizdrii unor tehnici non-invazive de monitorizare a rejectiei, cum
ar fi biomicroscopia cu ultrasunete, investigata in cadrul alotransplanturilor de fatd si membru
superior. O altd directie de monitorizare non-invaziva a alogrefelor este de identificare a
biomarkerilor asociati rejectiei. [75]

In urmarirea pe termen lung a pacientilor beneficiari ai VCA trebuie si avem in vedere toate
mecanismele ce pot fi implicate in rejectie, si toate fatetele fenomenului de rejet: atat rejectia
acuta mediata celular, cea mai comuna in VCA, cat si formele atipice de rejet, rejetul mediat
umoral prin anticorpi DSA sau non-HLA, cat si riscul aparitiei rejetului cronic.

Evitarea aparitiei rejectiei se obtine prin administrarea terapiei imunosupresoare sau in situatia
inducerii tolerantei imunologice. In prezent nu a fost obtinuta toleranta in practica clinicd VCA.

Protocoalele imunosupresoare existente in transplanturile de organe, s-au dovedit eficiente si in
cazul alotransplantului vascularizat compozit. Dorinta comunitétii medicale este minimizarea
terapiei imunosupresoare, pentru a evita efectele adverse ale acesteia:

Eficacitate / Deziderat
VRejectia / Situatie prezenta
“Supravieturea / v
I \\ L > i " 4
/ \.\ Adaptarea medicatiei
/ K\-\ Asocieri terapeutice pentru scaderea dozelor/reactiilor adverse
.

/ \\n Reducerea/Intrerupereaimunosupresiei i

/ Inducerea tolerantei imunologice
- *

Toxicitate

Complicatiile in VCA, sub terapie imunosupresoare pe termen scurt(in principal infectii
oportuniste si complicatii metabolice) post-transplant au fost similare in transplantul de mana si
cel facial, insa pe termen lung s-a observat o incidenta mai mare a complicatiilor aparute pe
termen lung dupa transplantul de fatd(incluzand infectii oportuniste, complicatii metabolice si
malignitati).[82]

Cercetarea actuala in VCA si-a concentrat eforturile in vederea elaborarii unor strategii de
inducere a tolerantei imunologice.

Am explorat 1n cadrul activitatii experimentale efectuate, implicarea maduvei osoase
vascularizate in inducerea tolerantei imune in alotransplantul vascularizat compozit cat si
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utilizarea acesteia ca potentiald alternativa la transplantul medular conventional. Dupd cum am
prezentat anterior, in transplantul renal strategiile protolerogenice bazate pe inducerea
chimerismului hematopoietic au fost singurele ce s-au dovedit eficiente, cu posibilitatea opririi
administrarii terapiei imunosupresoare, astfel ca aceste strategii se justifica explorate si in cazul
VCA. Transplantul de maduva osoasa vascularizatd (VBMT) este o imbinare de paradigme, o
grefa solida de organ care poate functiona asemeni unei grefe de maduva osoasa si contine
suplimentar celule stromale cu potential pluriopotent si imunomodulator neexploatat. Desi datele
actuale cu privire la VBMT sunt Inca preliminare, aplicatiile in domenii precum transplantul
medular conventional, transplantul de organe solide si VCA justifica investigatii ulterioare. In
transplantul medular conventional, protocoalele preoperatorii obligatorii de conditionare sunt
tintite catre anumite componente ala maduvei osoase, printre acestea se numara elementele
limfohematopoietice, celulele stromale, ambele suferind daune iremediabile. Utilizarea VBMT
aduce urmatoarele avantaje: debutul imediat al reconstitutiei hematopoietice fard a mai fi nevoie
de perioada de grefare; propria sursa de celule stromale pentru a asigura reinnoirea celulara;
asigurarea unui mediu imunomodulator pentru inducerea tolerantei. Transplantul de organe fara
imunosupresie pe termen lung este scopul acestor strategii terapeutice. Potentialul
imunomodulator al VBMT a fost sugerat de studii ce au investigat diferite componente ale CTA.
Cotrasplantul transplant de organ-VBMT reprezinta un pas important de urmat in viitor.

VBMT este o ramurd a VCA si pare a avea potentialul de a influenta major rezultatele in
alotransplantul compozit. Acesta fiind contextul international al cercetarii VBMT, am incercat,
prin intermediul activitatii experimentale efectuate(o parte ca cercetdri preliminare) sa punem
bazele unui program mai amplu de cercetare, ce ar putea permite translatarea informatiilor
obtinute catre practica clinica. De asemenea, in cadrul studiului anatomo-chirurgical efectuat la
cadavru am probat fezabilitatea ridicarii lamboului vascularizat de creasta iliaca pentru o
potentiala utilizare ca alogrefa.

Directiile viitoare de studiu promoveaza utilizarea strategiilor de inducere a tolerantei imune
bazate pe terapii celulare incluzand chimerismul hematopoietic, celulele T reglatorii, celule stem
mezenchimale. O directie ce s-a dovedit utila este promovarea unui mediu protolerogenic si
asocierea mai multor strategii consacrate in inducerea tolerantei imune. Un astfel de protocol de
inducere a tolerantei imunologice, util de abordat si in alte subdomenii ale transplantului, este cel
al echipei din Leuven, dezvoltat pentru transplantul intestinal. Transplantul de intestin prezinta
multiple provocari de ordin imunologic, aceste proceduri fiind asociate cu o incidenta mare a
rejectiel si complicatii asociate imunosupresiel. A fost dezvoltat un protocol imunomodulator ce
asociaza manevre ce si-au dovedit experimental eficienta in promovarea mecanismelor
protectoare ale alogrefei, dependente de celulele T reglatorii(TREGS). Protocolul include
transfuzii sangvine donor specifice, evitarea dozelor mari de steroizi si inhibitori de calcineurina,
minimizarea leziunii de reperfuzie si a translocatiei endotoxinelor. Protocolul a fost aplicat, intre
anii 2000-2014, in cazul a 13 alotransplanturi intestinale de la donatori decedati, cu o
supravietuire a alogrefei/pacientilor la 5 ani de 92%.[83]
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PROTOCOLUL IMUNOMODULATOR LEUVEN(LIP)
-pentru transplantul de intestin-
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‘- Pasul 2: Evitare doze
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REJECTIA GREFEI

ACCEPTAREA GREFEI

(Ceulemans LJ, Braza F, Monbaliu D, et al. The Leuven Immunomodulatory Protocol Promotes T-Regulatory Cells
and Substantially Prolongs Survival After First Intestinal Transplantation. Am J Transplant 2016. doi:
10.1111/ajt.13815, Licentda John Wiley and Sons, Nr.: 3943211256837)

Am urmarit de asemenea in cursul programului doctoral, in cadrul unor studii preliminarii,
posibilitatea abordarii in practica clinica a unor strategii protolerogenice bazate pe celulele
mezenchimale din tesutul adipos si pe utilizarea locala a plasmei imbogatite cu trombocite(PRP),
cu rezultate promitatoare si pentru VCA. Studii ulterioare sunt necesare pentru completarea
datelor si validarea acestor ipoteze.

Tot ca cercetari preliminarii am studiat protocolul operator utilizat de echipa spitalului UZ
Leuven, Belgia in alotransplantul traheal in cadrul unui studiu chirurgical efectuat la cadavru
proaspat. Am demarat si un studiu experimental, incd in faza incipientd, cu scopul elaborarii unui
protocol de alotransplant traheal la sobolan, pentru testarea ulterioara a unor protocoale de
inducere a tolerantei imunologice. Interesul pentru alotransplantul de trahee in contextul acestei
lucrari de doctorat cu orientare imunologica, este datorat situatiei unice in cadrul VCA, de
posibilitate a sistarii complete a terapiei imunosupresoare la beneficiarii acestui tip de
alotransplant, promovand sansa utilizarii acestei metode reconstructive la cazurile selectionate.
Desi prezinta particularitdti anatomice si tehnice fata de restul tipurilor de alotransplant
compozit, este posibil ca unele date din cadrul programului de alotransplant traheal sa poata fi
extrapolate si catre alte tipuri de alotransplant, cu imbunatatirea rezultatelor privind acceptarea
alogrefelor.

Un alt tip de alotransplant compozit ce ne-a atras atentia a fost transplantul de perete abdominal,
fapt dovedit si de orientarea unei parti reprezentative a cercetdrii citre aceastd regiune

proiectul POSDRU/159/1.5/5/137390 a evaluat vascularizatia peretelui abdominal inferior, am
efectuat un studiu anatomo-chirurgical la cadavru proaspat pentru familiarizarea cu protocolul
operator de prelevare a alogrefei de perete abdominal, cét si evaluarea unui model experimental
de ridicare a lamboului pe toatd grosimea de hemiperete abdominal la sobolan. Transplantul de
perete abdominal si-a dovedit eficienta in Inchiderea cavitatii abdominale dupa alotransplanturile
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multiorgan, oferind o perspectiva reconstructiva unica acestor pacienti, fara de care se pune
problema riscului vital in cazurile respective. Transplantul de perete abdominal este o entitate
aparte in cadrul VCA, fiind efectuat ca metoda adjuvanta in alotransplantul de organe la pacienti
ce primesc terapie imunosupresoare pentru transplantul de organ, astfel incét este un
alotransplant compozit ce nu se supune controverselor etice asociate altor tipuri de
alotransplanturi compozite. Componenta tegumentara a alogrefei de perete abdominal serveste si
la monitorizarea rejectiei organelor transplantate.

In contextul in care se va dezvolta si la nivel national un program mai amplu de transplant
multiorgan, consideram utild preocuparea noastra, ca si chirurgi plasticieni pentru deprinderea
protocolului chirurgical de transplant de perete abdominal, ce va putea fi efectuat concomitent cu
transplanturile de organe la pacientii la care nu se poate obtine inchiderea peretelui abdominal
prin metode autologe. De asemenea este foarte important de studiat, in cadrul modelelor
experimentale, comportamentul imunologic al acestui tip de alogrefa, de mari dimensiuni si cu
componenta structurala complexa, ce poate influenta dinamica raspunsului imun. Pe viitor, daca
protocoalele de inducere a tolerantei imunologice se vor dovedi eficiente, alotransplantul de
perete abdominal ar putea fi luat in considerare si ca procedeu chirurgical izolat la pacientii cu
defecte complexe, cu expunerea organelor intraabdominale.

Este incurajata cercetarea cu scopul dezvoltarii unor strategii protolerogenice in toate
subdomeniile medicinei de transplant, alotransplantul vascularizat compozit fiind un exemplu in
acest sens, cu atat mai mult cu cat nu constituie o indicatie salvatoare de viata.

Translatia catre practica clinica in domeniul imunomoduldrii este anevoioasa, si de asemenea in
cazul fazei clinice trebuie sa se urmeze o serie de pasi pentru urmarirea corectd a implemetarii
strategiilor protolerogenice.

Elementele ce trebuiesc monitorizate in cadrul strategiilor clinice de inducere a tolerantei
imunologice sunt[35]:

.....

e evaluarea reactivitatii imune:
o 1in sange:
= evaluarea aloreactivitdtii directe si indirecte a limfocitelor T prin:
proliferare, analiza citokinelor, diviziune celulard, hipersensibilitate
intarziata trans-Vivo;
= determinarea profilurilor de expresie utilizand markerii de activare
limfocitara;
= evaluarea raspunsului imun umoral;
o lanivelul alogrefei:
= evaluare morfologica si imunohistochimica a alogrefei;
= profilul de expresie a markerilor de activare limfocitara la nivelul grefei;
e polimorfism genetic imunologic;
e analize de tip micro-array si proteomice definind gene si proteine asociate tolerantei
imunologice.
Directii potentiale pentru promovarea imunomodularii

Am urmarit identificarea unor directii noi de studiu ce pot constitui puncte de plecare in
cercetarile viitoare din domeniul inducerii tolerantei imunologice in transplant, avand in minte
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posibilitatea utilizarii acestora, individual sau in cazul unor strategii complexe imunomodulatorii,
si In cadrul alotransplantului vascularizat compozit:

-utilizarea Data Mining alaturi de tehnologiile noi de analiza moleculara si genomica pentru a
incerca sa se determine biomarkerii asociati statusului protolerogenic.

-utilizarea unor terapii celulare imunomodulatorii noi, precum celulele imunomodulatorii de la
nivelul cordonului ombilical si celulele tecale olfactive(Olfactory ensheathing cells:OECs).

72



Concluzii

Transplantul alogrefelor vascularizate compozite este un domeniu de inalta complexitate, ce a
devenit recent o realitate clinicd, in urma progreselor realizate cumulativ in medicina de
transplant, imunologie, tehnicilor reconstructive microchirurgicale si farmacologiei.

Incepand cu anul 1998, cand a fost efectuat primul transplant de mana, alotransplantul tisular
compozit s-a transformat dintr-un domeniu experimental intr-o optiune reconstructiva
importanta, unica de altfel, pentru pacientii cu defecte tisulare complexe, imposibil de abordat
prin tehnicile chirurgicale conventionale.

Pana in prezent la nivel mondial, au fost realizate peste 200 astfel de proceduri, experienta
clinica fiind dominata de alotransplantul de membru superior(uni-/bilateral), insumand 80 de
cazuri, transplantul facial(37 cazuri) si 44 cazuri de transplant de perete abdominal(acesta din
urma reprezentand o situatie distincta in cazul VCA, fiind efectuat pana in prezent doar in
asociere cu transplanturi multiorgan sau transplantul unui singur organ). Interesul comunitatii
internationale se Indreapta si catre alte tipuri de transplanturi, cum ar fi cele de uter si penis,
entitati clinice Inca controversate etic, cu mare impact mediatic si psiho-social, Insa studiate
pentru potentialul lor in refacerea calitatii vietii pacientilor. Cu alotransplanturile de membre
pelvine cat si cele de articulatie a genunchiului s-au inregistrat multiple complicatii, ducand in
majoritatea cazurilor la esecul acestor proceduri, astfel incat indicatia lor raméne rezervata, cu
atat mai mult cu cat se cunoaste eficienta mijloacelor moderne de protezare externa a membrului
pelvin, in mentinerea calitatii vietii pacientului. Transplanturile de laringe si trahee au de
asemenea un rol important in reconstructia functionala in cazurile atent selectionate, controverse
existand 1n ceea ce priveste includerea pe lista primitorilor unor astfel de alogrefe a pacientilor
cu patologie tumorala. Interventiile majore, incluzand transplanturi simultane de membre
toracice si pelvine, sau membre toracice-transplant facial s-au dovedit un esec pana in prezent,
fiind indicata abordarea rezervata a lor pentru moment.

Nefiind pana in prezent o cazuistica impresionanta ca in cazul transplantului de organe si
neavand criterii comune reglementate la nivel international, este dificil de evaluat cu acuratete
statusul real al domeniului transplantului tisular compozit, din punct de vedere al tuturor
parametrilor implicati. Acest aspect face dificild desprinderea unor concluzii clare legate de
fiecare etapd implicatd in transplant si poate ingreuna optimizarea protocoalelor terapeutice. Desi
existd Registrul International de Transplant de Mana si Tesuturi Compozite momentan raportarea
in cadrul acestuia este voluntara, neavand actualizate datele de la toate echipele de alotransplant
vascularizat compozit.

Un moment important in transplantul alogrefelor vascularizate compozite, a fost recunoasterea,
in SUA, de catre UNOS, ca domeniu distinct in medicina de transplant, incepand cu 3 iulie 2014,
definirea clard a acestei noi entitati terapeutice si posibilitatea aplicarii reglementarilor
standardizate existente in transplantul de organe. Dezvoltarea pe viitor a colaborarilor multi-
institutionale, internationale este de mare importantd, permitand extinderea indicatiilor
alogrefelor vascularizate compozite ca procedee reconstructive cat si imbunatatirea rezultatelor
clinice ale acestora.

Provocarile majore ale domeniului alotransplantului vascularizat compozit sunt reprezentate de
aspectele imunologice, comunitatea internationald fiind in cdutarea unor strategii ce ar permite
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minimizarea terapiei imunosupresoare si ideal inducerea tolerantei imunologice, situatie greu de
obtinut in practica clinica. Alogrefele vascularizate compozite fiind structuri heterogene
histologic, cu antigenicitate diferitd a fiecarei componente, determind un raspuns imun complex,
rezultat din interactiunea acestor componente. Antigenicitatea relativa a diferitelor componente
ale VCA reprezinta o bariera majora pentru aplicatiile VCA la un numar mare de pacienti, dar
totodata constituie un element cheie in realizarea unor protocoale imunosupresoare si
imunomodulatoare adecvate in acest domeniu. Reducerea imunogenicitatii alogrefei si
prevenirea deteriordrii acesteia in cadrul fenomenelor de rejectie reprezinta elemente critice in
determinarea succesului unui alotransplant vascularizat compozit, permitdnd recuperarea
functionala si mentinerea adecvata a calitatii vietii pacientului.

Este obligatorie o cunoastere in detaliu a mecanismelor moleculare implicate in imunologia
transplantului alogrefelor vascularizate compozite.

Consideram utild analiza tuturor factorilor ce influenteaza raspunsul imun in VCA, deoarece
orice detaliu poate sa influenteze rezultatul final in transplant, in functie de modul de actiune
asupra sistemului imun al gazdei, acesta putand sa vireze catre o stare imunomodulatorie, cu
acceptarea(cel putin partiald) a alogrefei, sau se poate activa rezultand rejectia alogrefei:

Acceptare alogrefa:
Reducere doze
imunosupresoare
Ideal: Toleranta
Imunologica

Factori
imunologici

Imunomodulare

Factorinon-
imunologici

Activare

Rejectie

Nu este suficienta elaborarea unor strategii specifice de inducere a tolerantei imunologice daca
nu promovam un status protolerogenic la nivelul gazdei: se urmareste crearea unui "mediu”
favorabil imunomodularii, evitind fenomenele inflamatorii si situatiile ce pot stimula
declansarea episoadelor de rejectie.

Pasul initial consta in elaborarea unui program de transplant vascularizat compozit, corect
reglementat, pe modelul actual al platformelor de cercetare translationald, coroborat cu un cadru
etic si legal favorabil.
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La nivel institutional, colaborarea 1n echipe multidisciplinare asigurd managementul terapeutic
corect al unui pacient cu necesitati complexe cum este un candidat la un procedeu reconstructiv
utilizand alotransplantul vascularizat compozit.

Vor fi selectati candidatii ce pe langd indicatia medicala de reconstructie cu alogrefa compozita,
prezinta un profil psihologic si social adecvat:sa aiba motivatie puternica pentru efectuarea
transplantului, au demonstrat o complianta ridicata in ceea ce priveste ingrijirea medicald in
trecut, au un sprijin bun din partea familiei, sunt flexibili si capabili sd aiba o gandire centrata pe
rezolvarea problemei, pentru a se adapta pierderii temporare a functionalitatii si sd accepte
reabilitarea dupa transplant. Prezenta unor asteptari realiste in ceea ce priveste riscurile
imunosupresoare, complicatiile chirurgicale si intelegerea obiectiva a beneficiilor functionale
dupa transplant reprezinta cel mai bun scenariu pentru un candidat pregatit din punct de vedere
psihologic. Toate aceste cerinte trebuie intrunite deoarece s-a dovedit incriminarea non-
compliantei terapeutice ca factor major in riscul de dezvoltare a episoadelor succesive de rejectie
acutd, ce duc in final la rejet cronic cu deteriorarea ireversibila a alogrefei si necesitatea
inlaturarii acesteia.

In randul pacientilor ce pot necesita reconstructii utilizind VCA, o categorie aparte este
reprezentatd de pacientii arsi, datorita particularitétilor clinice si imunologice ale acestora,
impunand prudenta deosebitd in momentul includerii lor pe lista potentialior primitori ai unei
alogrefe compozite, avand in minte necesitatea monitorizarii regulate a acestora pentru a detecta
prezenta anticorpilor preformati si de asemenea impunandu-se o conduita chirurgicala mai
laborioasa.

Testarile imunologice efectuate intr-un laborator acreditat cét si cele pentru complicatiile
infectioase sunt obligatorii si se efectueaza cu regularitate, conform schemei stabilite in
programul de transplant compozit.

Planificarea atenta a interventiei chirurgicale, efectuarea acesteia in cele mai bune conditii
tehnice(cu principii de lucru cat mai atraumatice, manipulare blanda a tesuturilor, control atent al
hemostazei, limitand orice raspuns inflamator inutil) si limitarea riscului de aparitie a leziunilor
de ischemie-reperfuzie sunt de asemenea elemente importante.

In urma studiilor efectuate, am avut confirmarea ca investigatia angio-CT reprezinta un mijloc
eficient in evaluarea precisa a teritoriilor vasculare si a relatiilor anatomice existente intre
structurile tisulare, permitand o planificare operatorie riguroasa, oferind detalii ce nu sunt
disponibile in mod curent anterior unei proceduri reconstructive. Acest concept, al necesitatii
unei evaluari riguroase preoperatorii a vascularizatiei regiunii vizate, este esential in cazul
alotransplanturilor de tesuturi compozite, intrucat acest tip de pacienti au fost supusi, anterior
transplantului, unei lungi serii de procedee reconstructive, ducand la modificarea raporturilor
anatomice in zona defectului tisular complex. De asemenea acest tip de investigatie poate fi
utilizata in monitorizarea post-transplant a acestor pacienti pentru evaluarea statusului vascular la
nivelul alogrefei compozite, cunoscandu-se faptul cd in cazul dezvoltarii rejectiei cronice
obliterarea vaselor afecteaza functionalitatea si poate duce chiar la pierderea alogrefei.

Datele obtinute atat din studiul imagistic cat si din cel anatomo-chirurgical la cadavru, sunt
foarte importante, permitdndu-ne continuarea cercetarii si facilitarea translatiei spre modelele
clinice cum ar fi cel de transplant de perete abdominal.
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Monitorizarea atenta a rejectiei este esentiala in cazul VCA, la care componenta tegumentara
permite prin simpla inspectie detectarea modificarilor aparute la nivelul alogrefei. Educarea
pacientilor in acest sens este o responsabilitate a clinicianului.

Trebuie sa avem in minte in permanenta posibilitatea aparitiei unor forme atipice de rejet sau a
rejetului mediat umoral, aceste situatii impunand o sanctiune terapeutica diferita. Diagnosticul
clinic al episodului de rejet, confirmat in urma examinarii histopatologice a probei bioptice
raman in momentul de fata standardul diagnostic al rejectiei in VCA.

Episoadele de rejectie acuta diagnosticate la timp sunt reversibile in marea majoritate a cazurilor
VCA prin administrarea terapiei imunosupresoare adecvate. Un tratament imunosupresor de
mentinere, bine condus, nu ar trebui sd duca la episoade severe de rejet acut sau la riscul
dezvoltarii rejetului cronic.

Imbunatatirea imunosupresiei a fost factorul ce a asigurat progresul in medicina de transplant,
avand rezultate foarte bune in cazul transplanturilor de organe solide. Momentan 1nsd, in
medicina reconstructiva de transplant, neavand o experienta clinica extensiva, precum in cazul
transplanturilor de organe, este dificil de facut o analizd comparativa pentru a obiectiva
indicatiile exacte ale fiecarei scheme terapeutice imunosupresoare, fiind necesare trialuri
prospective multicentrice pentru a putea standardiza pe viitor terapia imunosupresoare.

Eforturile comunitatii medicale formate din chirurgii reconstructivi de transplant si imunologi
sunt indreptate mai mult ca oricand spre elaborarea unor strategii de inducere a tolerantei
imunologice donor-specifica in cazul beneficiarilor transplanturilor de tesuturi compozite, ce ar
permite renuntarea la terapia imunosupresoare(implicit fara riscul efectelor adverse ale acesteia),
in acelasi timp pacientul pastrand mecanismele naturale de aparare infectioasd(virala si
bacteriand) si antitumorala.

Am urmadrit testarea unor strategii protolerogenice in cadrul modelelor experimentale si a unor
studii clinice preliminarii.

Studiile experimentale efectuate, pe model animal(sobolan) au permis intregii echipe
familiarizarea cu tehnicile microchirurgicale in transplantul de tesuturi compozite si evaluarea
aspectelor imunologice importante: evaluarea dinamicii rejectiei, testarea protocoalelor de
imunosupresie si inducere a tolerantei imunologice bazate pe microchimerism.

In prima faza am urmarit dezvoltarea unui model experimental optim pentru studiile
imunologice. Transplantul de membru pelvin la sobolan este un model frecvent utilizat in
studiile imunologice din cadrul transplanturilor tisulare compozite. Transplantul ortotopic de
membru pelvin implica timp operator mai indelungat, prin necesitatea realizarii osteosintezei,
prezinta ratd mai mare a incidentelor operatorii si rezultatelor postoperatorii, cat si dezavantajul
nepotrivirii dimensiuniilor donorului si receptorului, in concluzie avand cea mai mare
morbiditate. Transplantul heterotopic de membru pelvin amelioreaza o parte a acestor parametri,
insa cea mai buna alterantiva chirurgicala-modelul animal optim pentru studiile imunologice este
transplantarea lambourilor osteomiocutane bazate pe vasele femurale, cu o reducere
semnificativd a timpului operator si a timpului de ischemie.

Pentru studiile imunologice ce nu impun prezenta in compozitia alogrefei a componentei osoase,
o alternativa bund este data de lamboul epigastric, prin suprafata sa cutanata fiind util pentru
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evaluarea modificarilor clinice si histopatologice specifice rejetului. Alotransplantul de perete
abdominal este un model experimental laborios, dar cu beneficii potentiale in intelegerea
raspunsului tisular in alotransplanturile complexe.

A fost evaluat rolul alotransplantului maduvei vascularizate, atat ca alternativa la transplantuul
medular conventional cat si ca strategie protolerogenica bazata pe inducerea chimerismului
hematopoietic.

Alotransplantul maduvei vascularizate, avand intacta structura sa compozita, incluzand
progenitorii hematopoietici si micromediul stromal de suport, este superior in cadrul modelului
animal prezentat, transplantului medular conventional, obtinandu-se o grefare celulara mai
robusta la primitorii transplantului ce nu au beneficiat de conditionare prealabila, cu niveluri
prelungite ale microchimerismului.

In ceea ce priveste VBMT ci potentiala strategie de inducere a tolerantei imunologice, au fost
determinate niveluri superioare ale microchimerismului la modelul experimental la sobolan ce
asociaza transplantul ortotopic de membru pelvin cu cel femural contralateral. In cazul asocierii
VBMT la alotransplantul de hemifata au putut fi reduse progresiv dozele terepeutice
imunosupresoare, cu pastrarea viablitatii alogrefei, sugerand rolul imunomodulator al VBMT.
Extinderea pe viitor a studiilor este benefica, in vederea testarii unor protocoale noi utilizand
VBMT la animale preconditionate prin iradiere(utilizand protocolul de conditionare prezentat).

Translatarea datelor catre clinic este sustinutd de fezabilitatea protocolului chirurgical de ridicare
a lamboului de creastd iliaca vascularizata si utilizarea sa in procedee de alotransplant.

Utilizarea precursorilor mezenchimali cu origine la nivelul tesutului adipos in protocoale
imunomodulatorii este o altd directie in care vom putea continua cercetarea interdiciplinara.

Plasma imbogatitd in trombocite, prin aportul de factori de crestere si efectele sale
imunomodulatorii, reprezinta deja o optiune viabila in materie de imunomodulare si dirijare
corecta a raspunsului inflamator local, dar si de integrare a diferitelor tipuri de grefe,
reprezentand o strategie terapeutica adjuvanta cu posibild aplicare si in VCA.

Alotransplantul de trahee ar putea fi utilizat in beneficiul mai multor pacienti cu defecte de cai
aeriene, intrucat si-a dovedit eficienta in reconstructia functionala si de asemenea a permis
sistarea completa, dupa un timp, a medicatiei imunosupresoare evitand complicatiile asociate
acestor protocoale terapeutice. Desi extrem de promitator, acest protocol necesita validarea pe un
numar mai mare de cazuri.

Ar putea fi luate in discutie, pe viitor si alte strategii cu potential imunomodulator in
VCA(utilizarea precursorilor prezenti la nivelul cordonului ombilical, celulele tecale olfactive)
cat si informatiile furnizate in urma utilizarii unor tehnologii noi(genomica, proteomica) si
analiza complexa a datelor utilizand conceptul de data mining.

Obtinerea tolerantei imunologice este, in momentul de fatd, cea mai mare provocare in medicina
de transplant. Inducerea tolerantei, chiar si tolerantei partiale (permiterea reducerii dozelor
medicamentelor imunosupresoare, cu o scadere implicitd a reactiilor adverse), poate oferi mari
beneficii atat In privinta supravietuirii alogrefei, ct si a imbunatatirii calitdtii vietii pacientului.
Sunt necesare mai multe studii clinice care sa includa un numar mai mare de pacienti pentru a
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valida protocoalele imunomodulatorii recente cu perspectiva de implementare in cazul
alotransplanturilor vascularizate compozite, inducerea tolerantei donor specifice fiind sansa de
dezvoltare ulterioard a acestui domeniu cu imens potential reconstructiv.

Contributii personale:

Am propus o abordare complexa a problemei imunologice in alotransplantul vascularizat
compozit cu analiza unei serii de factori asociati VCA, identificarea relatiilor de cauzalitate intre
aceste elemente si dinamica raspunsului imun 1n alotransplant si elaborarea de protocoale si
strategii terapeutice ce promoveaza obtinerea unui status pro-tolerogenic la primitorii
alotransplaturilor:

e analiza factorilor ce influenteaza raspunsul imun in VCA cu scopul scdderii riscului de
rejectie:

(@]

o

propunerea unei strategii diagnostice si terapeutice in cazul defectelor tisulare
complexe, in concordantd cu paradigmele reconstructive actuale pentru a asigura
managementul corect al acestor cazuri, in scopul obtinerii celor mai bune rezultate
functionale si estetice avand la dispozitie atat paleta largd a procedurilor
reconstructive autologe cat si potentiala utilizare a alotransplantului vascularizat
compozit;
analiza cazuisticii clinicii noastre cu confirmarea parcurgerii pasilor reconstructiei
microchirurgicale utilizdnd metode autologe, etapa obligatorie inaintea initierii
unui program de alotransplant compozit;
identificarea elementelor cheie in selectia pacientilor candidati pentru
reconstructie utilizdnd VCA, analiza preliminard asupra unei serii de cazuri
clinice pentru a evalua indicatia unor potentiale reconstructii prin alotransplant
compozit si formularea unui protocol general de selectie a primitorilor in
alotransplantul vascularizat compozit;
studiu clinic de evaluare a pacientilor arsi ca potentiali candidati pentru
reconstructia defectelor complexe post-combustionale prin alotransplant
compozit; evaluarea indicatiilor de reconstructie, identificarea provocarilor clinice
s imunologice asociate acestei categorii de pacienti;
elaborarea unui protocol de testare imunologica in VCA;
elaborare protocolului de evaluare a infectiilor in VCA;
contributii personale in vederea pregatirii si efectudrii procedeelor chirurgicale de
alotransplant vascularizat compozit cu scopul imbunatatirii rezultatelor
functionale si aspectelor imunologice avand drept scop pregatirea pre-operatorie
riguroasa pentru a reduce riscul de aparitie a sindromului de ischemie-reperfuzie
determinant rejectie:
= studiu imagistic efectuat pe perioada mobilitatii internationale din cadrul
proiectului POSDRU efectuat in spitalul UZ Leuven, Leuven, Belgia in
urma caruia propunem utilizarea angio-computer-tomografiei ca mijloc de
evaluare imagisticd pre-operatorie in cazul pacientilor candidati pentru
transplant VCA si perspectiva utilizdrii acestei investigatii 1n
monitorizarea pe termen lung a statusului vascular al alogrefei;
= evaluarea unui caz clinic in utilizarea angio-RMN pentru evaluarea
peretelui abdominal inferior;
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studiul anatomo-chirurgical la cadavru proaspat asupra peretelui
abdominal - etapa preliminara in alotransplantul de perete abdominal;

o evaluarea antigenicititii componentelor alogrefelor vascularizate compozite
ilustrata prin experienta clinica in utilizarea alogrefelor tegumentare;
o propunerea strategiei de monitorizare a rejetului in VCA;
o propunerea unui protocol terapeutic imunosupresor in VCA;
promovarea unor strategii protolerogenice in alotransplantul vascularizat compozit;
o activitate experimentala:

analiza model animal adecvat pentru studii imunologice;

analiza scalelor de evaluare clinicd si histopatologica a rejectiei in model
experimental de alotransplant vascularizat compozit de membru pelvin la
sobolan;

studii experimentale privind transplantul de maduva osoasa vascularizata
si chimerismul hematopoietic, cele doua directii de cercetare fiind:
transplantul maduvei vascularizate ca alternativa la transplantul celular
conventional de maduvd osoasd si utilizarea maduvei vascularizate ca
strategie de inducere a tolerantei imunologice in alotransplantul
vascularizat compozit;

noi in VCA:

studiu anatomochirurgical la cadavru si elaborare protocol chirurgical de
prelevare a lamboului vascularizat de creasta iliaca pentru utilizare in
procedeele de alotransplant;

studii preliminare asupra potentialei utilizari a celulor stem mezenchimale
provenite din tesutul adipos ca strategie protolerogenica in VCA:
prezentare protocol de extragere a tesutului adipos si de separare a
componentelor cat si a protocolului de extragere si cultivare a celulor
mezenchimale adipoase umane pe matrici colagenice;

evaluarea utilizarii plasmei imbogatite cu trombocite (PRP) ca strategie
imunomodulatorie;

studii preliminare asupra alotransplantului de trahee: studiu chirurgical la
cadavru proaspat pentru deprinderea protocolului chirurgical de
alotransplant de trahee i studiul experimental preliminar in
alotransplantul de trahee la sobolan.
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