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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei

Pemfigusul acantolitic este o afectiune buloasa a pielii i mucoaselor de origine autoimuna,
etiologia carora e necunoscuta. Aboobaker J. (2001), Salmanpour R. si altii (2006) relateaza ca
maladia se extinde la nivel mondial, iar frecventa ei variaza in functie de profilul clinic si
epidemiologic in diferite regiuni ale lumii [1, 2, 3, 4, 5, 6].

Maladia evolueaza grav. Histopatologic se caracterizeaza prin bule intraepidermice
acantolitice, iar imunopatologic — prin prezenta in tegumentele si in serul bolnavilor a
autoanticorpilor din clasa IgG, directionati impotriva desmozomilor. Hebra F. (1860) [7] si Kaposi
M. (1896) [8] au diferentiat pemfigusul de celelalte afectiuni buloase, iar Besnier E., (1904) a
descris aspectele clinice, caracteristice maladiei [9]. Schimbarile hidro-electrolitice si proteice
diminueaza functia de bariera a epidermului, mucoaselor si conditioneaza asocierea infectiilor
bacteriene secundare [10].

Tnainte de epoca corticoterapiei, 40-50% dintre bolnavi decedau, durata de supravietuire
fiind de pana la doi ani. De-a lungul anilor, s-a utilizat terapia cu corticoizi, citostatice si
imunosupresoare, cu avantajele si dezavantajele lor. Efectele corticoterapiei trec nsd pe plan
secundar n cazul pemfigusului vulgar, care netratat evolueaza spre deces in 1-2 ani de la debut
[11]. La pacientii care abandoneaza tratamentul cu corticosteroizi, speranta de viata se reduce
evident [12]. Ultima din elaborari este tratamentul cu celule stem al pemfigusului acantolitic.
Datele studiilor existente nainteaza unele ipoteze, dar eficacitatea celulelor stem in tratamentul
acestei maladii ramane incerta. Din aceste motive, in lucrarea de fatd ne-am propus sa evaludm
eficacitatea celulelor stem in tratamentul leziunilor pemfigus-like cutanate, modelate pe sobolani.

Scopul studiului: evaluarea eficacitatii celulelor stem in tratamentul leziunilor pemfigus-
like modelate pe sobolani.

Obiectivele studiului:

1. Elaborarea modelului cutanat de afectiuni pemfigus-like pe sobolani.

2. Evaluarea clinica, comparativd si planimetrica ale afectiunilor cutanate pe modelele
experimentale.

3. Aprecierea schimbdrilor morfologice la nivelul epidermului, produse in modelul
experimental al leziunilor pemfigus-like;

4. Estimarea modificarilor prin investigatii imunologice si imunohistochimice ale leziunilor

experimentale la animale de laborator.



5. Evaluarea tratamentului cu celule stem din maduva osoasa al leziunilor pemfigus-like la
sobolani prin estimarea scorului leziunilor modelate, planimetria plagilor, investigatii
histologice, imunologice si imunohistochimice.

Inovatia si originalitatea stiintifica a rezultatelor obtinute

Am inovat un model experimental de leziuni cutanate pemfigus-like la sobolani, studiat si
confirmat prin metode macroscopice, microscopice, imunologice, imunohistochimice cu
pancitokeratind a sectiunilor cutanate cu leziuni reproduse experimental la animale.

In premiera a fost efectuat un studiu cu privire la eficacitatea tratamentului cu celule stem
in leziunile pemfigus-like la sobolani in care, ca rezultat, obtinundu-se epitelizarea leziunilor
pemfigus-like, scaderea invaziei microbiene din plaga si al sindromului algic.

Pentru prima datd a fost evidentiatd actiunea imunomodulatoare ale celulelor alogene stem,
izolate din maduva osoasa in leziunile pemfigus-like pe sobolani.

Au fost obtinute 12 brevete de inventie [13-24]: MD 793 (13) Y, 2014; MD 866 (13) Y,
2015; MD 867 (13) Y, 2015; MD 868 (13) Y, 2015; MD 905 (13) Y, 2015;; MD 915 (13) Y, 2015;
MD 939 (13) Y, 2015; MD 1067 (13) Y; MD 1132 (13) Y, 2017; MD 1147 (13) Y, 2017; MD
1148 (13) Y, 2017; MD 1331 (13) Y, 20109.

Problema stiintifica rezolvata. A fost creat un model experimental de obtinere a leziunilor
pemfigus-like. Acest model pe care poate fi studiata manifestarea acestei patologii, cat si testate
alte modele experimentale de tratament al acesteia cu celule stem.

Semnificatia teoretica. Studiul a confirmat utilitatea examenului histologic si
imunohistochimic cu AE1/AE3 in afectarea epidermului in leziunile pemfigus-like la animale.

A fost determinat corelatia dintre scdderea nivelului componentelor C3 si C4 ale
complementului in serul sangvin la animalele experimentale, administrate cu extractul etanolic din
esofagul de bovina, si cresterea scorului leziunilor reproduse.

Valoarea aplicativa a rezultatelor. Rezultatele obtinute in urma studiului completeaza
cunostintele in medicina regenerativa, dermatologie, anatomie, cu referire la metodele noi de
tratare a maladiilor cutanate autoimune. Rezultatele studiului vor fi utilizate in lucrul Laboratorului
de inginerie tisulara si culturi celulare, in cursurile si lectiile practice la cursul de Dermatologie,
Medicina regenerativd a IP USMF ,,Nicolae Testemitanu”.

Aprobarea rezultatelor cercetarii

Rezultatele obtinute in timpul investigatiilor efectuate si conceptiile de baza ale tezei au
fost comunicate si discutate In cadrul urmatoarelor reuniuni stiintifice:

- Conferinta Moldo-Romana de Dermatologie (Republica Moldova, Chisinau, 2013);



- Sesiunea a XIX-a a Zilelor Medicale Balcanice si cel de al II-lea Congres de Medicina
de Urgenta din Republica Moldova (Republica Moldova, Chisinau, 2013);

- Congresul al V-lea National de Dermatologie cu participare internationala. (Republica
Moldova, Chisinau, 2016);

- Simpozionul stiintifico-practic anual ,,lecturi AGEPI” (Republica Moldova, Chisinau,
2016);

- Conferinta Stiintifica anuala a [P USMF ,Nicolae Testemitanu” (Republica Moldova,
Chisinau, 2016);

- Congresul National de Dermatologie (Roménia, Sinaia, 2016);

- Conferinta Nationala de Dermatologie ,,Zilele Gh. Nastase” (Romania, lasi, 2018);

- Simpozionul ,,Patologie la limita intre specialitati” (Roménia, Bucuresti, 2019);

- Al Xll-lea Forumul International al dermato-venerologilor si cosmetologilor (Rusia,

Moscova, 2019).

Publicatii la tema tezei. In baza rezultatelor studiului efectuat au fost publicate 22 de
lucrari stiintifice, inclusiv 3 in reviste din Registrul National al revistelor de categorie B, dintre
care 1 articol fara coautor, 3 articole in reviste recunoscute, au fost obtinute 12 de brevete de
inventie.

Structura tezei. Lucrarea este expusa pe 162 de pagini de text si include: introducere, 4
capitole, discutii, concluzii generale, recomandari practice si bibliografie (270 de surse). Teza este
ilustrata cu 26 de tabele, 50 de figuri, 4 anexe.

Cuvinte-cheie: leziunile pemfigus-like, regenerare, eficacitate, celule stem.
CONTINUTUL TEZEI

INTRODUCEREA contine actualitatea temei abordata in teza. A fost efectuatad o trecere
succinta in revista a datelor de ultima ora referitor la realizarile din domeniul tratamentului in
pemfigusul acantolitic. Erau mentionate problemele si motivele ce au determinat cautarea noilor
metode de tratament. Au fost descrise proprietatile imunosupresoare ale celulelor stem. S-au
indicat scopul si obiectivele tezei, noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute, importanta teoretica,

valoarea aplicativa a lucrarii §i aprobarea rezultatelor.



1. CONCEPTII DESPRE EVOLUTIA, ETIOPATOGENIA SI
TRATAMENTUL PEMFIGUSURILOR ACANTOLITICE

Capitolul I este dedicat analizei revistei literaturii de specialitate si include 10 subcapitole,
care reflecta aspectele etiopatogenetice, clinico-diagnostice ale pemfigusurilor acantolitice,
metodele de modelare a leziunilor pemfigus-like experimentale pe animale de laborator si
strategiile de tratament cu celule stem in leziunile pemfigus-like experimentale. Concomitent au

fost decsrise viitoarele directii de tratament ale pemfigusrilor acantolitice.

2. MATERIAL SI METODE DE CERCETARE

2.1. Caracteristica generala a cercetarii

Pentru a realiza obiectivele cercetarii, a fost planificat un studiu experimental, preclinic
randomizat. Etapa | — studii preclinice pe animale de laborator.

Studiul s-a realizat in Laboratorul de inginerie tisularda si culturi celulare al USMF
,,Nicolae Testemitanu”. Cercetarea a fost aprobata (certificat nr. 1 din 21.09.2015) de Comitetul
de Etica a Cercetarii al USMF ,,Nicolae Testemitanu”.

Ipoteza de cercetare a inclus 4 intrebari principale, inclusiv:

- Care sunt metodele de modelare al leziunilor pemfigus-like experimentale pe animale

de laborator?

- Implicarea componentelor C3 si C4 al complementului in evolutia leziunilor pemfigus-

like experimentale?

- Investigarea leziunilor morfologice prin metode histologice si imunohistochimice in

afectiunile pemfigus-like?

- Influenta celulelor stem asupra leziunilor pemfigus-like pe sobolanii de laborator.

Repartizarea animalelor in loturi

Pentru cercetare au fost selectate 150 de femele de sobolani albi de specie ,,Wistar”, cu
varsta de 4,940,33 luni. Studiul s-a efectuat conform Ghidului pentru ingrijirea si utilizarea
animalelor de laborator [25] (Figurile 2.1-2.3). Dozele si durata tratamentului au fost selectate n
baza studiilor anterioare pe soarece, caine, precum sia tratamentului cu MSCs la om.

Cele 150 de animale de laborator au fost repartizate in 5 loturi, In functie de metoda de
tratament:

Lot | — fara tratament, n = 30 de sobolani cu greutatea corpului - 275,7+7,1 g;

Lot Il —tratamentul cu celule stem din miaduva osoasi (1x108kg corp/zi), n=30 de sobolani

Ccu greutatea corpului - 271+6,6 g;



Lot 111 —terapie cu fibroblaste din embrionii de pasire (1x10%kg corp/zi), n=30 de sobolani

cu greutatea corpului - 267,2+6,5 g.

Lot IV — tratamentul cu ciclofosfamida (40 mg/kg corp/zi), n=30 de sobolani cu greutatea

corpului - 270,4+7,14 g;

Lot V — utilizarea de metilprednizolon (100 mg/kg/ corp/zi), n=30 de sobolani cu greutatea

corpului - 274,7+7,0 g;

Bioptatele de piele de la sobolani au fost supuse examenului histologic cu hematoxilina-
eozind, picrofuscind, testare imunohistochimica cu AE1/AE3 a sectiunilor cutanate si reactie

imunologica al serului sangvin.

Fig. 2.1. Sobolan, din Fig. 2.2. Sobolan, din Fig. 2.3. Sobolan, din
lotul I. Ciiderea difuz:i lotul II. Ciderea difuzi lotul ITI. In regiunea
si pronuntata a parului. si pronuntata a parului. cervicala — o leziune
In regiunea botului (a) — In regiunea spatelui — o eroziva, acoperia cu
o leziune erozivi leziune eroziva denudati cruste sero-hemoragice.
denudata cu diametrul de cu diametrul de 1 cm,
1 cm, acoperita cu cruste acoperita cu cruste sero-
sero-hemoragice. hemoragice.

2.1.1. Metodele de cercetare stiintifica
Procesarea primard a materialului a fost similard pentru toate metodele morfologice si
imunohistochimice utilizate in studiu. Procesarea mucoasei esofagului de bovina s-a efectuat in

Laboratorul de inginerie tisulara si culturi celulare al USMF ,,Nicolae Testemitanu” (Figura 2.4).



Fig. 2.4. Separarea mucoasei de stratul submucos al
esofagului de bovini

Pentru obtinerea extractului proteic pe etanol, s-a folosit dispozitivul revendicat pentru

prepararea tesuturilor biologice. Brevet de inventie: Dispozitiv pentru prepararea tesuturilor

biologice (Figura 2.5). MD 793 (13)Y. A61C 5/02 (2006.01); A61B 10/02 (2006.01) [13].

B

Fig 2.5. Dispozitiv pentru prepararea tesuturilor biologice: A —
aspect deschis; B — aspect inchis. Prezintd un rezervor (a)
confectionat din inox, in forma de paralelipiped; suprafata
superioara (b) a rezervorului este formatad de o placad neteda
dreptunghiularad confectionata din aluminiu, care, printr-un

mecanism glisant de deschidere, este plasata in canaluri filetate (c)

pe partea interioard a doi pereti laterali (d) si anterior (e) ai
rezervorului. Peretii laterali ai rezervorului sunt dotati cu doua
manere cilindrice (f), sudate din ambele parti la pereti.

Manoperele s-au efectuat n hota cu flux laminar. Tn prealabil, dispozitivul a fost supus
sterilizarii cu solutii dezinfectante. Concentratia proteica a fost determinata prin metoda prin
metoda Lowry.

In scopul modelarii leziunilor pemfigus-like la animale de laborator, a fost brevetata metoda

de modelare a leziunilor de tipul pemfigusului [20].



2.1.2. lzolarea extractului proteic pe etanol si modelarea defectelor cutanate pemfigus-

like pe sobolani

Metoda de preparare a esofagului a fost bazata pe studiile efectuate anterior.

Examenul histologic a confirmat prezenta epiteliului pavimentos pluristratificat
nekeratinizat necesar pentru extragerea antigenelor. Proba de mucoasa a fost congelata prin stocare
in frigider la t°-70°C sau imediat utilizata. Precipitatul format la dializa a fost liofilizat (Figura
2.6).

Fig. 2.6. Extract proteic liofilizat

Bazandu-ne pe studiile efectuate de C. A. CrapoBepoB si coautorii sdi in anul 2013,

extractul proteic solubil a fost emulsionat cu glicerind sterild si vitamine in proportie egala.

2.2. Metodele de obtinere si procesare a grefelor de celule stem
Pentru efectuarea acestei etape a studiului au fost necesari 7 sobolani si 7 embrioni de
gaind, de la care s-au obtinut grefele celulare necesare pentru tratamentul leziunilor pemfigus-like

modelate pe sobolani.

2.2.1. Obtinerea celulelor stem din maduva osoasa
Tehnica de obtinere a celulelor stem din maduva osoasd a fost bazatd pe protocolul lui

®pemrnu, P. 5., (2010) [34-36] (Figura 2.7).

{
!
i
|
!

Fig. 2.7. 1zolarea celulelor stem Fig. 2.8. Celule stem din

osteomedulare din maduva maduva osoasa a femurului si a
osoasi a femurului si a tibieide o tibiei. A doua zi de cultivare,
la sobolan cu varsti de 4,9+0,33 7,2x10° celule/mm?. x 140.

luni.



2.2.2. Obtinerea fibroblastelor din embrionii de gdaind

Obtinerea culturii celulare primar-tripsinizate s-a efectuat din embrionii de gdina in curs de

dezvoltare (Figura 2.9).
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Fig. 2.9. Fibroblaste din embrionii de giini. A doua zi de
cultivare, 0,86x10° celule/mm?. x 140.

2.3. Metode matematice de analiza a rezultatelor

Rezultatele au fost prezentate in valori absolute si frecvente medii. In cursul lucririlor,
am utilizat bazele medicinei de dovezi. Au fost completate tabelele de corelatie si explorat testul
de semnificatie Student. Marimea intervalului de siguranta s-a calculat prin tabelul testului ,,t”,
utilizand probabilitatea esantionului: Pe = m/n si contraprobabilitatea qe=100-P, aplicAnd
formula:

ES :ﬂggg
n

Interpretarea semnificatiei statistice am efectuat comparand t ,,calculat” cu t ,,tabelar” din
tabelul testului ,,t”.

Diferentele au fost considerate statistic semnificative la un P<0,05.

Metoda hot-spot este cea mai utilizatd metoda manuald de cuantificare a structurilor

histologice.

2.3.1. Aprecierea scorului fenotipului leziunilor pemfigus-like

Caracteristica morfometrica a leziunilor cu aspect pemfigus-like a avut ca reper scorul
utilizat de Aoki-Ota M. si altii (2004). Scorul a fost util penru a aprecia progresarea leziunilor
modele pemfigus-like. Astfel, am estimat dinamica imbolnavirii prin calcularea numarului de
leziuni la sobolani conform urmatorilor parametri: 0 — fara leziuni; 1 — pana la 4 leziuni; 2 — mai

mult de 4 leziuni sau 1-5 arii anatomice distincte; 3 — de la 6 pana la 11 arii anatomice si aparitia
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zonelor de alopecie. A fost inclus si gradul pierderii greutatii corporale: 1 — pentru 10-20%, 2 —

pentru 20-30% si 3- pentru 30-40% de pierdere 1n greutatea corporala.

2.3.2. Planimetrie

Investigatiile planimetrice privind dinamica epitelizarii defectelor cutanate modelate s-au
efectuat dupa metoda lui Hejda B. si Hejdova J., (1971). Procentul de reducere a suprafetii ranilor
pe zi a fost estimat prin formula: ((S1-S2x100%)/S1)/St, unde: S — prima determinare; S, — a doua

determinare a suprafetii defectului cutanat; S — numarul de zile Intre masurari.

2.3.3. Metoda histologica
Pentru stabilirea afectarii cutanate, 30 de sectiuni de piele au fost colorate cu hematoxilina-

eozina (H-E) si picrofuxina, utilizind metoda tehnica standard.

2.3.4. Metoda imunohistochimica cu AE1/AE3 de evidentiere a keratinocitelor

Materialul destinat colorarii imunohistochimice a fost prelucrat prin tehnica includerii n
parafina, dupd care s-au practicat coloratii imunohistochimice (anticorpii monoclonali panCK
(clona AE1/AES, Leica, UK)). Pentru studiul imunohistochimic s-au realizat sectiuni de 4 pum,
intinse pe lame de sticla pretratate cu poly-L-lysine, dupa care pentru demascarea markerilor

specifici s-a folosit Streptavidin-Biotina (sABC)/Horse Radish Peroxidase (HRP).

2.3.5. Studierea componentelor C3 si C4 al complementului

Determinarea componentelor C3 si C4 ale complementului (Complement Component C3,
Ref 31084. Lot 04689, Complement Component C4, Ref 31085. Lot 01507, BioSystems, Costa
Brava Barselona, Spain) a fost efectuata prin metoda fotometrica, cu analizatorul KONELAB 30i

(TermoFischer, Finlanda), in laboratorul Eurolab.

2.3.6. Explorarea reactiilor de comportament la sobolani

Pentru a determina caracteristicile individuale de afectivitate ale animalelor, am folosit un
inel alb pentru a crea o arend rotunda, cu diametrul de aproximativ de 90 cm si inaltimea peretilor
laterali de 50 cm. Activitatea (IPA) al fiecarui animal a fost clasificata: activitate scazuta — mai

mica de 2; activitate medie — 2-3; activitate inaltda — mai mare de 4.
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3. CARACTERIZAREA LEZIUNILOR PEMFIGUS-LIKE PE
MODELELE DE ANIMALE EXPERIMENTALE

Studiul efectuat a avut menirea sa aprecieze leziunile pemfigus-like si sa stabileasca
evolutia modificarilor simulate pe piclea sobolanilor dupa aplicarea tratamentului cu celule stem.

3.1. Calcularea scorului leziunilor pemfigus-like

Tn acest studiu a fost stabilit scorul pentru fiecare sobolan cu leziuni pemfigus-like si
repartizarea lor in raport cu clasificarea Aoki-Ota M. si altii (2004). Scorul leziunilor pemfigus-
like s-a apreciat prin sumarea numarului de afectiuni la sobolani. Astfel, au fost determinate cele

patru modificari, dupa care s-a apreciat gradul de inducere a maladiei.

Rezultatele scorului evaluate in studiu

Severitatea bolii a fost evaluata conform indicelui de activitate a pemfigusului modelat pe
sobolani. Au fost studiati patru parametri: prezenta eroziunilor alopecia, alungirea dintilor anteriori
si scaderea greutdtii corporale. Zonele selectate au fost: 10 arii pentru eroziuni, 5 arii pentru
alopecie. Fiecarei locatii i s-au atribuit 1, 2, 3 puncte corespunzator. Scorul a fost apreciat pentru
gradarea detaliata a progresiei bolii, unde un punctaj mai mare semnifica o evolutie mai grava a
bolii in lot. Scorul severitatii bolii s-a estimat conform urmatorilor parametri: 0 — fara leziuni; 1 —
pana la 4 leziuni; 2 — mai mult de 4 leziuni sau 1 — 5 arii anatomice distincte; 3 — de la 6 la 11 arii
anatomice. Conform scorului, la animalele de laborator s-a apreciat aparitia alopeciei. Scorul a
avut un punctaj de 0 — 33, permitand evaluarea detaliatd a activitatii bolii. Totodata, aceasta nu a

inclus analiza fenomenului Nykolski, imunofluorescenta directa, indirectd sau ELISA.

3.2. Studierea componentelor C3 si C4 al complementului

Printre valorile de laborator privind starea sobolanilor albi cu leziuni pemfigus-like la
actiunea intracutanata a extractului proteic pe etanol din mucoasa esofagului de bovina, in studiul
experimental randomizat au fost cercetati si parametrii rezistentei naturale — concentratia

componentelor C3 si C4 ale complementului.

3.3. Evaluarea greutitii corporale

Gradul pierderii greutdtii corporale a fost deasemenea, apreciat conform urmatoarei
clasificari: 1 — pentru 10-20% pierdere din greutate, 2 — pentru 20-30%, 3 — mai mult de 30%.

La nceputul experimentului au fost masurate greutatea corporala la 150 de sobolani si

valoarea medie a ei.
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Prin urmare, dupa 16 saptamani de la initierea simularii defectelor pemfigus-like la animale,
valoare medie a greutatatii a scdzut pana la 197,97+2,1 g, ceea ce corespunde cu 2,6+0,09, conform

clasificarii Aoki-Ota M. si altii (2004).

3.4. Estimarea planimetrica a defectelor cutanate modelate

Planimetria defectelor cutanate modelate a relevat suprafata leziunii cutanate restante in
lipsa tratamentului. A fost evaluata extinderea defectului cutanat prin proportionarea primei valori
de greutatea sectiunii peliculei patrate standard (mst.) pe cea de a doua (m), cu o ulterioard inmultire
cu suprafata preventiv cunoscuti a peliculei pitrate standard (S=a2): (Ms.:m)Xs.

In lotul T valoarea medie a suprafetei defectului cutanat este 9,21+0,18 mm?, si astfel, cu o
diferenta nesemnificativa (P=1,64, P>0,05) fata de suprafata valoarea suprafetei leziunii pemfigus-
like In lotul 11 (9,730,26 mm?). Tn lotul 11 valoarea s-a deosebit semnificativ (P=2,31, P<0,05) de
valoarea lotului III cu suprafata pligii de 8,92+0,2 mm?. Valoarea suprafetei pligii s-a deosebit
semnificativ (P=3,0, P>0,01) de cea din lotul IV cu extinderea pligii de 9,7+0.18 mm?. Suprafata
plagii din lotul IV nu s-a deosebit semnificativ (P=0,69, P<0,05) de cea din lotul V (9,11+0,19

mm?).

3.5. Studierea histologica a leziunilor experimentale

3.5.1. Evaluarea lotulurilor sobolanilor cu leziuni pemfigus-like

Noi am estimat grupe de animale in functie de regiunile afectate ale corpului.

M Leziuni erozive la nivelul botului si regiunii
perioculare, spatelui, alopecie la nivelul fetei,
si pierdere in greutate 10-20% (1);

M Leziuni la nivelul botului, regiunii
periauriculare, spatelui, alopecie la nivelul
fetei, si scadere in greutate 10-20% (1);

M Eroziuni la nivelul spatelui, alopecie in
regiunea fetei, gatului, botului, spatelui,
alungirea dintilor anteriori si scadere in
greutate 20-30% (2);

13%

M Leziuni erozive la nivelul botului, regiunilor
perioculare, periauriculare, spatelui,
alopecie in regiunea fetei, botului,
gatului,spatelui , alungirea dintilor anteriori si
scadere in greutate 20-30% (2);

Fig. 3.1. Repartizarea animalelor in functie de regiunea afectati (%)

Conform Figurii 3.1. leziunile erozive la nivelul botului, regiunii perioculare, spatele,
alopecie la nivelul fetei si pierderea in greutate cu 10-20% (1) au fost prezente la 29 (19,3+3,2%)
de animale. Leziuni la nivelul botului, regiunii periauriculare, spatelui, alopecie la nivelul fetei si
pierdere Tn greutate cu 10-20% (1) au avut 20 (13,3+1,6%) de animale. Eroziuni la nivelul spatelui,

alopecie in regiunea fetei, gatului, botului, spatelui, alungirea dintilor anteriori si scadere in
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greutate cu 20-30% (2) au fost observate la 43 (28,6+3,7%) de animale. Tn lotul cu leziuni erozive
la nivelul botului, regiunilor perioculare, periauriculard, spatelui, alopecie in regiunea fetei,
botului, gatului, spatelui, alungirea dintilor anteriori si scadere in greutate cu 20-30% (2) au fost
repartizate 58 (38,6+4,0%) de animale. Diferenta dintre rezultate a fost semnificativa (P>0,001)
din punct de vedere statistic. VVarsta medie a animalelor a fost 4,9+0,33 luni.

Studiul histopatologic a avut drept scop analiza parametrilor morfologici ai elementelor
din leziunile cutanate modelate — prin evaluare macroscopica (suprafata defectului cutanat
modelat) si microscopic (modificdrile morfologice la nivelul epidermului si dermului, aspectul

microscopic al celulelor).

3.5.2. Rezultatele investigatiei histologice ale sectiunilor de piele

In lotul T de la sobolanii cu leziunile pemfigus-like fragmentul de piele s-a prelevat din
regiunea labei drepte posterioare, cu leziuni erozive si un exsudat sero-hemoragic, la a 16-a
sdptamana de la injectrea extractului etanolic din mucoasa esofagului de bovina. Suprafata plagii
a constituit 7 mm?, (19 sobolani (63,3+1,6%)). Histologic stratul granular si spinos supus
acantolizei (a), formarea elementelor buloase (b), bule cu continut seros (c), bule nou-formate (d),

glande sebacee formate din acinusi (e) (Figura 3.2).

W,

Fig. 3.2. Formarea elementelor buloase in pielea afectata
la a 16-a saptaméana de la injectrea 2xtractului etanolic
din mucoasa esofagului de bovini. Stratul granular si
spinos supus acantolizei (a), formarea elementelor buloase
(b), bule cu continut seros (c), bule nou-formate (d), glande
sebacee formate din acinusi (¢). H-E, x140. (Sobolan din
lotul I).

Tn lotul I de la sobolanii cu leziuni cutanate pemfigus-like), tesutul s-a prelevat din regiunea

spatelui, unde erau prezente focare lipsite de blana, suprafata medie 9,5 mm?, la a 18-a sdptiamana
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de la injectarea extractului etanolic din mucoasa esofagului de bovina. Ostiumul foliculului pilos
a fost pastrat, la 30 de animale (20+3,3%), epiteliocitele stratului granular si spinos erau supuse
acantolizei (a), formarea elementelor buloase (b), bule cu continut seros (c), bule nou-formate (d)

in regiunea de alopecie.

3.6. Studierea imunohistochimici cu AE1/AE3 a leziunilor cutanate pemphigus-like
modelate

Rezultatele obtinute au fost evaluate statistic conform metodelor de cercetare utilizate in
biostatistica (Larisa Spinei si altii. Biostatistica, 2009) [37].

In loturile I si Il animalele cu leziunile pemfigus-like, (30 de sobolani (20+3,3%)),
imunohistochimic s-au evidentiat modificari de tip reactie intens pozitiva (+++) la nivelul sectiunii

cutanate afectate (Figura 3.3).

Fig. 3.3. Pielea sobolanilor cu leziunil cutanate pemfigus-
like buloase si infectate, la a 16-a siptimana de la injectrea
extractului etanolic din mucoasa esofagului de bovina.
Peretele bulei — ingrosat (a), continutul bulei — cu infiltrat
inflamator avand o reactie intens pozitiva (+++) (b); toate
straturile epidermului au prezentat o intensitate de colorare
intens pozitiva difuza (c), acantoliza celulelor spinoase (d).
AE1/AE3, x140. (Sobolan din lotul I).

3.7. Reactiile comportamentale ale sobolanilor cu leziuni pemfigus-like
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Tn studiu am explorat intensitatea fricii la a 18-a siptimani de modelare a leziunilor
pemfigus-like, care a fost provocata de sindromul algic. Totodata am reflectat starea emotionala a
animalelor. Prin urmare, dupa folosirea testului ,,Camp deschis” ca un simplu chestionar, a fost
apreciata afectivitatea.

Parametrii de analizd IPA au indicat cd principald manifestare a comportamentului
animalelor a fost imobilitatea pe suprafata terenului, masurata in timpul de liniste (in secunde).

Din numarul total de manifestari (100%), reactie sub forma de ridicari a fost de numai
23,1+7,4%, in timp ce cautarea gaurii — de 16,43+6,8% din totalul activitatii.

La animalele din loturile experimentale au fost identificate simptomele fricii si un nivel
mai ridicat de anxietate, datoritd faptului ca reactia de imobilitate a constituit 32,4+8,5% din
activitatea totala.

Reactia de imobilizare a sobolanilor (32,4+8,5%) a fost interpretata ca un simptom al fricil.
In acelasi timp, numirul defecatiilor (4,1£7,3%) si perioada de autoingrijire (grooming)
(7,8144,9%) au crescut. Nivelul inalt al defecatiilor (4,1+7,3%) a fost considerat un indice al
,,emotionalitatii” animalului, iar prelungirea perioadei de autoingrijire (7,81+4,9%) — un indice al

anxietatii. Activitatea sobolanilor era scazuta (1,7+0,005).
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4. EVALUAREA EFICACITATII TRATAMENTULUI CU CELULE
STEM PE MODELE DE ANIMALE CU LEZIUNI PEMFIGUS-LIKE
INDUSE

4.1. Distributia esantionului general
Repartizarea animalelor in loturi s-a efectuat aleatoriu.

Loturile de animale au fost identice in aspectul dimensiunii esantionului.

4.2. Evaluarea scorului leziunilor pemfigus-like

De mentionat, cd animalele de laborator cu leziuni modelate au beneficiat de tratament la a
16-a saptamana dupa instalarea leziunilor pemfigus-like. Supravegherea animalelor s-a efectuat la
16, 32 5148 de zile de la initierea terapiei.

Dupi administrarea celulelor stem alogene din miduva osoasi (BM-MSCs) (1x10%kg/zi),
scorul leziunilor pemfigus-like la sobolani a scazut semnificativ (P=18,6, P<0,001, 16 zile), fata
de scorul din lotul-martor (lotul I) care nu au primit tratament. Scaderea greutatii corporale in
aceste doua loturi a avut o diferenta statistic semnificativa (P=6,5, P<0,001, 16 zile).

In cazul utilizarii culturii celulare de fibroblaste izolate din embrioniii de giina.
(1x10%g/zi), scorul leziunilor (P=1,96, P>0,001, dupi 16 zile) s-a redus nesemnificativ fatd de
lotul-martor, care nu a primit nici un tratament. Totodata, diferenta dintre diminuarea greutatii
corporale in loturile I si IIT a fost nesemnificativa (P=1,63, P>0,05, 16 zile de la Tnceputul
tratamentului).

In lotul In care s-a utilizat tratamentul cu ciclofosfamida (40 mg/kg corp/zi), scorul
defectelor modelate la sobolani a scazut semnificativ (P=16,21, P<0,001, dupd 16 zile de la
inceputul tratamentului) fata de scorul in lotul martor. De asemenea, din punct de vedere statistic,
diferenta dintre parametrii de pierdere a greutdtii corporale in aceste doud loturi a fost
semnificativa (P=3,46, P<0,01, dupa 16 zile de la inceputul tratamentului).

In urma administrarii solutiei de acetat de metil-prednisolon (mPs) intraperitoneal, in doza
de 100 mg/zi, la supravegherea sobolanilor dupd 16 zile, scorul leziunilor pemfigus-like era
semnificativ scdzut (P=4,58, P<0,001, 16 zile), fatd de scorul in lotul I (martor), unde in decursul
experimentului animalele nu au primit nici un tratament. Dar, diferenta dintre parametrii de scadere

a greutatii corporale in aceste doua loturi a fost semnificativa (P=3,49, P<0,01, 16 zile).
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4.3. Modificarea greutatii corporale

Indicele pierderii greutatii corporale a fost de asemenea apreciat conform urmatoarei
clasificari: 1 — pentru 10-20% de pierdere din greutate, 2 — pentru 20-30% si 3 — mai mult de
30%.

De asemenea am studiat greutatea corpului in fiecare lot. Valoarea medie a greutatii
corpului animalelor din esantionul total la inceputul tratamentului a constituit 197,97+2,1 g, ceea
ce a corespuns cu 2,6+0,09, conform scorificarii. Efectele tratamentului asupra masei corporale a
animalelor experimentale au fost studiate la 16, 32 148 de zile de la initierea terapiei.

In ziua a 16-a zi, valoarea medie a scorului greutitii (2,46+0,091) in lotul I fira tratament
a ramas semnificativ inalta (P>0,001) fata de scorul in lotul II (1,2+0,17), lotul I1T (2,2+0,13), lotul
IV (1,73%0,19) si difera nesemnificativ fatd de valoarea scorului in lotul V (2,1%0,05). In ziua a
32-a, scorul a ramas neschimbat in lotul I (2,46+0,091) si creste semnificativ (P<0,001) pana in
ziua a 48-a, (2,7+0,083). Tn lotul 11, greutatea corpului scade semnificativ (P<0,001), pana in ziua
a 48-a de supraveghere (0,4+0,087). Animalele din lotul III, de asemenea au adaugat semnificativ
(P<0,001) in greutate, in ziua 32 si 48, scorul fiind 2,2+0,13 si 2,03+0,13. Si sobolanii din lotul IV
au adaugat semnificativ (P<0,001) in greutate, scorul micgorandu-se de la 1,3+0,19 pana la
0,67+0,14. Sobolanii din lotul V si-au schimbat greutatea nesemnificativ (P>0,05) in zilele 32 si
48.

4.4. Dozarea complementului

La inceputul tratamentului cu celule stem din maduva osoasa in lotul II experimental, pe
parcursul a 16 zile concentratia C3 a complementului a fost de 1,69+0,009 g/l. Prin urmare, dupa
tratamentul cu celule stem din miduva osoasa (1x10%celule/kg corp/zi), in ziua a 16-a, concentratia
C3 acrescut, fiind 2,1+0,014 g/1 (P<0,001). Ulterior, in ziua 32 si 48, nivelul C3 al complementului
n serul sangvin a revenit in limitele normale, constituind 2,514+0,015 g/15i2,81+0,02 g/1. Diferenta

dintre rezultatele obtinute a fost statistic semnificativa (P<0,001).

4.5. Dinamica leziunilor cutanate

Conform cerintelor, investigatia planimetrica a plagilor se recomanda sa fie efectuata la
fiecare 3-4 zile, pentru a releva dinamica activitatii reparatorii a plagilor.

Tn urma tratamentului cu celule stem suprafata (1x10%celule/kg corp/zi) defectelor cutanate
modelate (4,95+0,31 mm?) in lotul I s-a micsorat cel mai semnificativ (P=11,02, P>0,001, 8 zile).

Dinamica a fost calculata la fiecare 3-4 zile a activitatii reparatorii a plagilor, relevata in

procente.

18



Dupa 16 zile de tratament cel mai bun rezultat a fost obtinut in lotul Il (6,14%) ,tratat cu

celule stem (1x10%celule/kg corp/zi) alogene, izolate din maduvi osoas.

4.6. Evaluarea schimbirilor morfologice in sectiunile histologice ale pielii

Durata terapiei cu celule stem osteomedulare si cu metil-prednisolon a constituit 4
saptamani. Ciclofosfamida a fost administrata 3 zile pe saptimana, timp de 5 sdptamani. Puls-
terapia s-a efectuat conform standardelor folosite la oameni. Pe parcursul tratamentului, in zilele
a 16-a, a 32-a, si a 48-a, din fiecare lot cate 3 sobolani au fost scosi din experiment pentru studiul
patomorfologic.

Tn lotul 1, animalele experimentale, care nu au beneficiat de tratament, la a 24-a siptiméana
de la injectrea extractului pe etanol din mucoasa esofagului de bovind au prezentat leziunile
pemfigus-like neschimbate. Pe sectiunile colorate cu picrofuxina, s-au vizualizat celulele stratului
spinos si granular — tumefiate si hipertrofiate (a), teaca fibroasa a fost detasata de teaca epiteliala
externd (b), loja foliculului pilos — lipsitd de firul de par cu continut de fibrina si mase proteice (c),

foliculul pilos — intact (d), acinusul glandelor sebacee — langa foliculul pilos (¢) (Figura 4.1).
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Fig. 4.1. Afectarea pemfigus-like a foliculilor
pilosi ai pielii la sobolanii din lotul fara
tratament, la a 24-a siptamana de la injectrea
extractului etanolic din mucoasa esofagului de
bovina. Keratinocitele din stratul spinos si granular
— tumefiate si hipertrofiate (a), teaca fibroasd —
dezlipita de teaca epiteliald externa (b), loja
foliculului pilos — lipsita de firul de pér cu continut
de fibrina si mase proteice (c), foliculul pilos —
intact (d), acinus glandelor sebacee — langa foliculul
pilos (e). Picrofuxina, x 140. (Sobolan din lotul I).
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In lotul I, animale in saptaimana a 33-a de maladie, (3 animale (10+5,5%)), histologic se
descrie infectarea leziunilor erozive, hipertrofierea si tumefierea celulelor spinoase si granulare cu
acantoliza (a), formarea bulelor (b) cu continut inflamator nespecific leucocitar (c), infiltrat

inflamator perivezicular (d) (Figura 4.2).

Fig. 4.2. Infectarea bulei in saptimana a 33-a de
maladie. Hipertofierea si tumefierea celulelor
spinoase si granulare cu acantoliza (a), formarea
bulelor (b) cu continut inflamator nespecific leucocitar
(c), infiltrat inflamator (d). Picrofuxina, x 140.
(Sobolan din lotul I).

Tn lotul 11 animale cu leziunile pemfigus-like au primit tratamentul cu celule stem derivate
din maduva osoasi in cantitatea de 1x10° celule/kg corp/zi, intraperitoneal, timp de 4 siptamani.
Fragmentul cutanat a fost prelevat in a 16-a si a 32-a de tratament cu celule stem. (3 sobolani
(1045,5%)). Histologic s-a descris: epidermul cu toate straturile intacte (a), limfocite solitare in
hipoderm (b), glande sebacee (c) cu teaca foliculului pilos (d) (Figura 4.3). De asemenea
modificdri de epitelizare, formarea unei pelicule de fibrind, tractiunea marginelor plagii, stoparea
exsudatiei, recresterea firelor noi de blana, (9 animale (6,0+1,9 %), histologic, epidermul cu toate
straturile intacte (a), stratul bazal a fost format din keratinoblaste uniforme (b), urmat de
keratinocite spinoase (c), celule granulare solitare (d), stratul lucid a fost usor ingrosat, stratul
cornos — cu hiperkeratoza (e), limfocite solitare, in hipoderm (f), glande sebacee ce comunica (g)

cu foliculul pilos (h). H-E, x 140. (Figura 4.4).
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Fig. 4.3. Bioptatul de piele prelevat de la
sobolan cu leziunile pemphigus-like dupa
tratamentul cu celule osteomedulare in a
16-a zi. Epidermul cu toate straturile intacte

(a), limfocite solitare in hipoderm (b), glande

Fig. 4.4. Biopt

¥

sobolani cu leziunile pemphigus-like tratati
cu celule stem osteomedulare, Tn a 32-a zi.

Epidermul cu toate straturile persistente (a);
stratul bazal a fost format din keratinoblaste
sebacee ce comunica (¢) cu foliculul pilos

uniforme (b), urmat de keratinocite de
(d). H-E, x 90. (Sobolan din lotul II). structura spinoasa (c), celule granulare solitare
(d), stratul lucid a fost usor ingrosat, stratul
cornos — cu hiperkeratoza (e), limfocite

solitare, in hipoderm (f), glande sebacee ce
comunica (g) cu foliculul pilos (i). H-E, x 140.

(Sobolan din lotul, II).
4.7. Evaluarea imunohistochimica cu AE1/AE3 a keratinocitelor

Lotul IT si IV a inclus 16 animale: lotul 1l — 9 animale (6,0+1,9 %) si lotul IV — 7 animale

(4,6x1,7 %) cu modificari de tip reactie de intensitate slaba (+} la nivelul sectiunii cutanate
afectate, la a 32-zi de tratament (Figura 4.5).

Fig. 4.5. Pielea sobolanilor afectati de pemfigus la etapa de
epitelizare, la a 32-zi de tratament. Straturile colorate slab (+) (a),
straturile lucid si cornos sunt ingrosate (b), straturile spinos si granular
erau formate de celule clar evidentiate (c), stratul bazal a avut o reactie
moderatd de colorare (++) (d). AE1/AE3, x 140. Sobolan din lotul II).
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Au fost puse in evidentd toate straturile colorate slab (+) (a), straturile lucid si cornos au
fost ingrosate (b), straturile spinos si granular au fost formate de celule clar evidentiate (c), stratul

bazal a avut o reactie moderata de colorare (++) (d) .

4.8. Dinamica comportamentului sobolanilor dupa tratament

Caracteristica IPA a aratat ca principala manifestare comportamentala a animalelor, care
descrie starea de bine, este activitatea motorie (locomotie) pe suprafata terenului, masurata prin
numarul de patrate traversate.

In lotul II la sobolani activitatea motorie a fost cea mai semnificativ crescuta (P<0,05) si a
constituit 32,2%+19,01. Perioadele de ingrijire au fost destul de rare si de scurtd durata,
(3,7%=7,7) din totalul activitatii. Numarul defecatiilor de asemenea a scazut pana la 1,4%+4,8 din
activitatea totala.

Prin urmare, cea mai scazuta activitate (1,8) era in lotul I, si o activitate medie (2,1) —n
lotul 111, 3,4 —n lotul 1V, 2,05 —in lotul V. Cel mai Tnalt indice de activitate a fost observat n
lotul 11 (4).
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CONCLUZII S RECOMANDARI

Concluzii

1. Metoda imunologica de modelare pe sobolani a leziunii pemfigus-like a fost cea mai
reusita in loturile II si V in proportie de 43,34+9,04%. Animalele au prezentat fenotipul asemanator
pemfigusului acantolitic la om, astfel acest model este binevenit de a fi utilizat pentru cercetari
experimentale, preclinice in domeniul etiologiei si tratamentului leziunilor pemfigus-like.

2. Animalele experimentale la care au fost induse leziunile pemfigus-like au prezentat
numeroase leziuni buloase pe piele in 67,3+4,0 cazuri, scaderea de greutate cu 20-30% , alungirea
dintilor anteriori in 67,3+4,0 cazuri si sporirea semnificativa a scorului leziunilor pemfigus-like.

3. Datele examenului histopatologic au relevat schimbdri in straturile granular si spinos cu
formarea leziunilor buloase — un tablou acantolitic (pemfigus-like).

4. Modelul de pemfigus a demonstrat o corelatie stransa intre progresarea bolii, si scaderea
nivelului componentelor C3, C4 ale complementului in serul sangvin, ceea ce dovedeste caracterul
imun al leziunii.

5. Investigatia imunohistochimica cu AE1/AE3 a epiteliului lezat confirma simptomele de
pemfigus acantolitic avansat, reprezentate printr-o reactie de colorare a citoplasmei keratinocitelor,
cu expresia citokeratinei si in straturile spinos si granular ale epiteliului pluristratificat.

6. Studiul comparativ al efectului terapeutic al ciclofosfamidei si metil-prednisolonului, a
celulelor alogene din maduva osoasa si a celulelor xenogene din embrioni de pasare, utilizate in
tratamentul leziunilor pemfigus-like la sobolani in loturile experimentale, a demonstrat ca celulele

stem mezenchimale din maduva osoasa au o actiune mai benefica in tratamentul acestor leziuni.

Recomandari practice

1. Modelarea pe sobolani a leziunii pemfigus-like poate fi obtinuta prin imunizare locala,
injectdnd  intracutanat antigenul heterolog, reproducdnd reactie experimentald autoimund
impotriva antigenelor native la sobolani.

2. Deoarece autoanticorpii in pemfigusul autoimun sunt directionati catre antigene
specifice tesutului, lansarea reactiilor autoimune in producerea leziunilor pemfigus-like pe pielea
sobolanilor poate fi prin impunerea sistemului imun sa reactioneze incrucisat cu antigenul similar
al structurii placii desmozomale, prin injectarea intracutanata a extractului de esofag la fiecare 14
zile, repetat de 12 ori;

3. Se recomanda ca extractul proteic utilizat pentru modelarea leziunilor pemfigus-like sa

fie obtinut dintr-o sectiune de epiteliu. Drept surse pot fi: esofag sau epiteliul buzelor de bovina,
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cobai, iepure, maimutd sau pielea umand, care se utilizeazd ca substrat pentru producerea
autoanticorpilor n pemfigusul autoimun.

4. Pentru a preveni degradarea si resorbtia rapida al extractului 1n pielea sobolanilor si a
potentia actiunea lui imunogenica este necesar de utilizat amestecul de glicerina sterila si vitamina
A

5. Acest model experimental pe sobolani a leziunilor pemfigus-like poate fi folosit in
domeniul medicinei regenerative si dermatologiei experimentale pentru studierea proceselor
patofiziologice in pemfigusul autoimun si testarea noilor metode de tratament.

6. Pentru evaluarea procesului patologic reprodus pe modelul animal a leziunilor pemfigus-
like se recomanda de apreciat corelatia dintre doza extractului proteic pe etanol, administrat
intracutanat animalelor, scorul, planimetria defectelor cutanate si fenomenul Nikolski.

7. Pentru obtinerea extractului proteic pe etanol, se recomanda de utilizat esofagul prelevat
recent in primele 24 de ore de la animalul sacrificat in abator. Im asa mod noi evitim degradarea
enzimatica a proteinelor in material.

8. In cazul daci esofagul de bovina nu se utilizeaza complet, se recomanda ci acesta si fie
stocat 1n frigider la -70 C. Aceasta conditic ne permite sa evitaim formarea cristalelor de gheata
care lezeaza membranele celulare in material.

10. Avand in vedere masa moleculara a desmogleinelor in spatiile intercelulare la nivelul
epidermului care constituie 130-165 kDa, extractul proteic pe etanol a fost dializat prin membrana

de dializa cu latimea porilor de 35 mm si permiabild pentru molecule cu masa mai mica de 12 kDa.
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ADNOTARE
Macagonova Olga
»Influenta celulelor stem asupra leziunilor pemfigus-like” (studiu experimental preclinic)
Teza de doctor in stiinte medicale. Chisinau, 2019

Structura tezei. Lucrarea este expusa pe 162 de pagini de text si include: introducere, 4
capitole, concluzii, recomandari practice si bibliografie (270 de surse). Teza este ilustrata cu 26 de
tabele, 50 de figuri, 4 anexe. Rezultatele obtinute sunt publicate in 22 de lucrari stiingifice.

Cuvinte - cheie: leziunile pemfigus-like, regenerare, eficacitate, celule stem.

Domeniul de studiu: medicina regenerativa, dermatologie experimentala.

Scopul cercetarii. Evaluarea eficacitatii celulelor stem Tn tratamentul leziunilor pemfigus-
like modelate pe sobolani.

Obiectivele: simularea defectelor cutanate pemfigus-like si evaluarea -eficacitatii
tratamentului leziunilor pemfigus-like cu celule stem la sobolani.

Noutatea si originalitatea stiintifici. In premiera s-a efectuat tratamentul cu celule stem
al leziunilor pemfigus-like la sobolani.

Problema stiintifica solutionata. A fost creat un model experimental asemanator
pemfigusului, a fost demostrata actiunea imunosupresiva a celulelor stem alogene izolate din
maduva osoasa asupra leziunilor pemfigus-like.

Semnificatia teoretica. Studiul a confirmat utilitatea examenului histologic si
imunohistochimic cu AE1/AE3, Tn evaluarea starii epidermului.

Valoarea aplicativa a lucririi. Modele obtinute vor fi utilizate in alte studii stiintifice atat
in USMF ,Nicolae Testemitanu”, cat si in alte institutii.

Implementaea rezultatelor stiintifice. Rezultatele studiului au fost implementate in
procesul de studiu a cursului optional de Medicina regenerativa si in activitatea Laboratorului de
inginerie tisulard si culturi celulare al USMF ,Nicolae Testemitanu”, si a Bancii de tesuturi si

celule umane.
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AHHOTALIUA
MakaronoBa OJuibra
«BiusiHMe CTBOJIOBBIX KJIE€TOK HAa MeM(HUIryconoi00HbIe NopakeHHs»
(3KcnepUMEHTAJIbHOE MPeKJIMHUYeCKoe HCCJIeJ0OBaHNe)
Juccepranusi Ha COMCKaHUe YYeHOI CTeNeH! KAaHAU/IaTa MeJMIMHCKUX HAYK.
Kummnes, 2019

Crpykrypa aucceprauuu. J[okyMeHT mpejacTaBieH Ha 162 crpaHHIiax 3JIeKTPOHHOTO
TEKCTa © BKIIOYAET: BBEJCHHWE, 4 TJABbl, BBIBOJABI, IPAKTHYECKHE PEKOMEHIAUU |
oubmmorpaduro (270 ncrounuka). uccepranus wunoctpupyercs 26 tadbnumamu, S0 pucyHKamu,
4 npunoxeHusiMy. [loydeHHbIE pe3yabTaThl OMyOJIMKOBAHBI B 22 HAYYHBIX CTAThSIX.

KuroueBbie cioBa: nemdurycono1o0Hble NOpakeHUs, perenepanusi, 3pPeKTUBHOCTD,
CTBOJIOBBIE KJIETKH.

Ob0aacTp  uMccieOBaHUSI:  pEreHEpAaTHBHAs  MEIWIIMHA,  AKCIEPUMEHTaIbHAas
JIepMaTOJIOTHSL.

Heans wucciaenoBanus. OreHka 3()PEKTHUBHOCTH CTBOJIOBBIX KJIETOK TMPH JICYCHUH
neM@UTrycomno100HbIX MOIeTICH TTOpaKEHUH.

3agaum: MojenUpoBaHHE TMEeM@PUTYCOMONOOHBIX  NePEKTOB KOXKHM U  OIICHKA
3(h(HEeKTUBHOCTH JICUYECHHUSI CTBOJIOBBIMH KJIETKaMU MEeMQPUTYCOTIO00OHBIX U3MEHEHUN Ha KOXKE y
1a00pPaTOPHBIX KUBOTHBIX.

Hayynasi HOBHM3HA M OpPUIMHAJBHOCTb. bBBUIO MPOBENEHO IEPBOE HCCIIEOBAHUE
3¢ GEeKTUBHOCTH JICYEHHS CTBOJIOBBIMU KJIETKAMH B MEM(UTYCOBBIX MOPAKECHUSIX.

Pemennasi HayyHass npo0uema. BriepBbie OblJI0 000CHOBAaHO HUMMYHOCYIIPECCHBHOE
JeMCTBHE CTBOJIOBBIX AJJIOTEHHBIX KIJIETOK, BBIICTICHHBIX U3 KOCTHOTO MO3ra, Ha MeM(UrycoBbIe
MOPAKEHUSI.

Teopernueckasi 3HaYMMOCThb. VccienoBanue moATBEPAUIIO OJIE3HOCTh UCIIOIb30BAHUS
UMMYyHOTHUCTOXUMHUYeCKUX MapkepoB AE1/AE3 mnpu oneHke YpoOBHS SHUAEpMaibHOTO
MTOBPEXKICHUS.

IennocTs npuMeHeHust padotsl. [lomydeHHble Moaenu OyayT UCIOIB30BAHBI B IPYTUX
HayuyHbIX uccaenoBanusx B ' YM® , Hukonaii Tectemuniany”, Tak ¥ B IPOYNX YUPEKIACHUAX.

IIpuMeHeHne HAYYHBIX Pe3yJabTaTOB. Pe3yabTaThl Hcciie0BaHus J1JaOOPATOPHBIX PadoT
ObUIM BHEJPEHBI B HAYYHOU JEATEIBHOCTH J1aboparopun TkaHEeBOW MHXKEHEPHHM M KIETOYHBIX

KynsTyp ' YM® «Hukomai TecreMuniany» u bank yenoBedeckoil TKaHU U KJIETOK.

31



ANNOTATION
Macagonova Olga
"Influence of the stem cells treon the pemphigus-like lesions"
(experimental preclinical study)
PhD thesis in medicine. Chisinau, 2019

Structure of the thesis. The paper is exposed on 162 pages of electronic text and includes:
introduction, 4 chapters, conclusions, practical recommendations and bibliography (270 sources).
The thesis is illustrated with 26 tables, 50 figures, 4 anexes. The obtained results are published in
22 scientific papers.

Key words: lesions pemphigus-like, regeneration, efficacy, stem cells

Field of study: regenerative medicine, experimental dermatology.

The purpose of the research. Evaluation of the efficacy of the stem cells in the treatment
of the lesions of the pemphigus-like models.

Objectives: simulating of the pemphigus-like skin defects and evaluation of the efficacy
of the stem cell treatment for the pemphigus-like lesions in rats.

Scientific novelty and originality. The first study of the efficacy of the stem cell treatment
in the pemphigus-like lesions in the rats was performed.

Resolved scientific issue. For the first time, the immunosuppressive action of allogeneic
stem cells, isolated from bone marrow, on the pemphigus-like lesions, was justified.

Theoretical significance. The study confirmed the utility of the histological and
immunohistochemical examination with AE1 and AE3 in the assessing of the level of the
epidermal damage.

Application value of the paper. The obtained models will be used in other scientific
researches in SMPhU "Nicolae Testemitanu” and other departments.

Implement the scientific results. The results of the study were implemented in the activity
of the laboratory of Tissue engineering and cell culture, SMPhU "Nicolae Testemitanu"”, the Bank

of Tissues and Human Cells.
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LISTA ABREVIERILOR

C3,C4 componentele complementului C3, C4

panCK pancitokeratind

AE 1/AE 3 anticorpi monoclonali pentru evidentierea pancitokeratinei
FGFs factor de crestere pentru fibroblaste

DSG3 desmogleina 3

DIF imunofluorescentd directa

PBS bufer fosfat salin

FITC compus fluorescent izotiocianat de fluoresceind

Ag antigen

Ac anticorp

HE hematoxilina-eozina

CID coagulare intravasculara diseminata

TBS tris bufer salin

BSA albumina serica bovina

CSH celule stem hematopoietice

CSA celule stem adipoase

hAdMSCs celulele stem mezenchimale umane derivate din tesut adipos
DEX dexametazon

m-Psl metil-prednisolon

AZA azatioprina

CPA ciclofosfamida

FK506 hidrat de tacrolimus

MMSCs celule stem mezenchimale multipotente

NK natural Killer

CTLa4d substante citotoxice pentru antigenul 4 al limfocitelor T
FBS ser bovin fetal

EDTA acid etilendiamintetraacetic
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