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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 ilustratd 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 in 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 solutionatid. 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, in evaluarea starii epidermului.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Modele obtinute vor fi utilizate 1n 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.



AHHOTALUSA
MakaronoBa Ouibra
«BiusiHMe CTBOJIOBBIX KJIE€TOK HAa MeM(HUIyconoi00HbIe MopaKeHHs»
(3KcnepUMEHTAJIbHOE NPeKJIMHUYeCKoe HCCJIeJ0OBaHNe)
Juccepranusi Ha COMCKAHUeE YYeHOI CTeNeH! KaHAuIaTa MeJMIMHCKUX HAYK.
Kummnes, 2019

Crpykrypa auccepranuu. JJOKyMeHT TpeacTaBieH Ha 162 cTpaHMIaX AJIEKTPOHHOTO
TEKCTa W BKIIOYAeT: BBeJEHHE, 4 TJaBbl, BBIBOJbL, IPAKTUYECKHE pEKOMEHAAUU U
oubnuorpaduro (270 ucrounuka). luccepranus mwutoctpupyercs 26 tabnunamu, 50 pucyHkamu,
4 npunoxenusimu. [lonydyeHHble pe3yabTaThl ONYOIMKOBaHbI B 22 HAYYHBIX CTaThsIX.

KuaroueBble cioBa: nemdurycomnooOHble MoOpakeHus, perenepanusi, 3pPeKTUBHOCTD,
CTBOJIOBBIE KJIETKH.

Ob0aacTh  HWccieNOBaHMS:  pEreHEpaTHBHAs  MEIUIMHA,  OAKCIEPUMEHTAIbHAs
JIepMaTOJIOTHSL.

Heas wucciaenoBanus. OneHka 3(Q(OEKTUBHOCTH CTBOJIOBBIX KJIETOK TMPH JICYCHHUH
neM@UTrycomno100HbIX MOIeTIEH TTOpaXKEHUH.

3agaum: MojenupoBaHuE TNEeMQHUTycOnmomoO0HBIX  Je(PEKTOB KOXKM M OIEHKA
3¢ (HEeKTUBHOCTU JICUYCHUSI CTBOJIOBBIMU KJIETKAMU TIEM(UTYCOMTOJOOHBIX N3MEHECHU Ha KOXKE Y
71a00PaTOPHBIX KUBOTHBIX.

Hayuynasi HOBHM3HA M OPUI'MHAJIBHOCTb. bBBIIO MpOBENEHO NEpBOE HCCIEAOBaHUE
3¢ GEeKTUBHOCTH JICYEHHS CTBOJIOBBIMU KJIETKAMH B MEM(UTYCOBBIX MOPAKEHUSX.

Pemiennasi HayuyHasi mpodjiema. BriepBeie Ob10 000CHOBAaHO MMMYHOCYIPECCUBHOE
JIeMCTBHE CTBOJIOBBIX AJJIOTEHHBIX KIJIETOK, BBIJICJICHHBIX U3 KOCTHOIO MO3Tra, Ha eM(UrycoBsie
MOPAXKEHUS.

TeopeTnueckasi 3HaYMMOCTb. VcciieoBanue MoATBEPANIIO MOJIE3HOCTh UCTIOIb30BaAHUS
UMMYyHOTHUCTOXUMHUYECKUX MapkepoB AE1/AE3 mpu ouneHke ypoBHS 3NHUAEPMAIbLHOTO
MTOBPEXKICHUS.

ILenHocTh npuMeHeHust padorel. [lomydenHble Moenu OyIyT HCIOIb30BaHbl B IPYTUX
HayuyHbIX uccaenoBanusx B ' YM® , Hukonaii Tectemuniany”, Tak ¥ B IPOUUX YUPEKICHUAX.

IIpnMeHeHne HAYYHBIX Pe3yJabTaTOB. Pe3ynbTaThl UcCie10BaHMs 1a00paTOPHBIX paboT
ObUIM BHEJPEHBI B HAYYHOH NESITEIbHOCTH JIabopaTopuu TKaHEBONW MHKEHEPUM U KJIETOUHBIX

KynsTyp ' YM® «Hukomai TecreMuniany» u banka 4e0Be4eCKON TKaHU U KIIETOK.

ANNOTATION
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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™and the

Bank of Tissues and Human Cells.

LISTA ABREVIERILOR



C3,C4 componentele complementului C3, C4
panCK Pancitokeratina

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 fluoresceina
Ag Antigen

Ac Anticorp

HE hematoxilind-eozina

CID coagulare intravasculara diseminata

TBS tris bufer salin

BSA albumina serica bovina

CSH celule stem hematopoietice

CSA celule stem adipoase

hAdSCs celulele stem 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

CTLa4 substante citotoxice pentru antigenul 4 al limfocitelor t
FBS ser bovin fetal

EDTA acid etilendiamintetraacetic


https://en.wikipedia.org/wiki/Ethylenediaminetetraacetic_acid

INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate

Pemfigusul acantolitic este o afectiune buloasa a pielii si mucoaselor de origine autoimuna,
etiologia careia 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 barierd a epidermului, mucoaselor si conditioneaza asocierea infectiilor
bacteriene secundare [10].

Incidenta bolii variaza intre 0,4 si 1,6 la 100 000 de locuitori, in functie de populatia
studiata, si afecteaza egal ambele sexe. Varsta medie a debutului este de 50-60 ani, cu variatii
foarte mari (s-au descris cazuri la sugari, copii mici si varstnici) [11, 12, 13, 14].

Pemfigusul este o boala rara, constituind aproximativ 1% din cazurile internate in serviciile
dermatologice. Tntr-un studiu intern efectuat in anul 2015 la Spitalul de Dermatologie si Maladii
Comunicabile, a fost constatat ca in Republica Moldova morbiditatea totald cauzata prin
pemfigusuri acantolitice la 100 000 de locuitori este urmatoarea: 2010 — 1,8; 2011 — 1,9; 2012 —
1,9; 2013 — 2,3; 2014 — 2,2 [14]. Rata mortalitatii este de 5-15% [15].

Tnainte de epoca corticoterapiei, 40-50% dintre bolnavi decedau, durata de supravietuire
fiind de pand la doi ani. De-a lungul anilor, s-a utilizat terapia cu corticoizi, citostatice si
imunosupresoare, cu avantajele si dezavantajele lor. Efectele corticoterapiei trec insa pe plan
secundar n cazul pemfigusului vulgar, care netratat evolueaza spre deces in 1-2 ani de la debut
[16]. La pacientii care abandoneaza tratamentul cu corticosteroizi, speranta de viatd se reduce
evident [17]. Ultima dintre elaborari este tratamentul cu celule stem al pemfigusului acantolitic.
Datele studiilor existente Tnainteaza unele ipoteze, dar eficacitatea celulelor stem in tratamentul
acestei maladii ramane incerta. Din aceste motive, in lucrarea de fata ne-am propus sa evaluam

eficacitatea celulelor stem in tratamentul leziunilor pemfigus-like cutanate, modelate pe sobolani.
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Descrierea situatiei si identificarea problemei in domeniu de cercetare

In conditiile terapiei actuale a pemfigusului, pronosticul depinde, in primul rand, de
raspunsul bolnavului la preparatele cortico-imunosupresoare si de complicatiile pe care acestea le
induc in administrarea pe termen lung [17].

Terapia celulara este o directie promitatoare a medicinei regenerative, in care actualmente
se folosesc pe scara larga celulele cultivate pentru recuperarea si tratarea organelor si tesuturilor
deteriorate, inclusiv ale pielii. Restabilirea defectelor de tesut si organe in medicina regenerativa
este posibild print trei metode: transplantul tesuturilor si organelor, stimularea regenerarii
tesuturilor prin diferite substante biologic active, transplantarea celulelor. Astazi, in practica, ca
metoda de substitutie a defectelor pielii si crearea analogilor dermici, pentru tratamentul maladiilor
cutanate autoimune, in mod activ, se studiazd caracteristicile imunomodulatoare unicale ale
celulelor stem mezenchimale din maduva osoasa: ele pot suprima proliferarea limfocitelor in vitro.
Cu alte cuvinte, scad expresia antigenelor de histocompatibilitate si manifestd proprietati
imunosupresoare, datoritd carora ele pot fi utilizate Tn tratarea tulburarilor imunologice si
reducerea riscului respingerii grefei [18].

Asadar, avand in vedere cele expuse, se impune de a reproduce ih mod experimental leziuni
de tipul pemfigusului la animale de laborator si de a evalua eficacitatea terapiei prin aplicarea
celulelor stem in tratamentul lor.

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, comparativa si planimetrica ale afectiunilor cutanate pe modelele

experimentale.

3. Aprecierea schimbarilor 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.
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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 substraturilor morfologice prin metode histologice si imunohistochimice
n leziunile pemfigus-like?

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

Design-ul cercetarii

Design-ul studiului a presupus o cercetare in doud etape: modelarea experimentald si
studiul experimental, preclinic randomizat: etapa | — studii preclinice pe animale de laborator.

Pentru asigurarea reprezentativitatii datelor, numarul necesar de subiecti a fost determinat
prin tabelul Numarul de animale in fiecare grup pentru proportii, fiind cel putin 30, pentru a evita
rezultate eronate [19].

Fiecare lot de cercetare (lotul 11-V) a inclus cate 30 de animale tratate prin metoda noua
(celule stem osteomedulare si fibroblaste de la embrionii de gdina), prin metoda traditionala de
tratament (tratament de baza cu glucocorticoizi si citostatice) si lotul de cotrol (lotul I). Cercetarea
a derulat n Laboratorul de inginerie tisulara 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”.

Examenul imunologic al sangelui periferic (C3, g/l, C4, g/l). Séngele a fost colectat din
venele superficiale caudale pana la eliminarea animalelor din experiment sau nemijlocit dupa
dislocarea cervicala. S-au efectuat investigatii histologice (cu hematoxilind-eozina si picrofuxina);
examenul imunohistochimic cu AE1/AES3 al sectiunilor pielii.

Animalele au fost retrase din experiment la 16, 32, 48 de zile dupa inocularea grefelor
celulare, cate 3 animale din fiecare lot la fiecare termen (sunt necesari 45 de sobolani). Piclea si

organele interne (ficat, splina) colectate au fost conservate in solutie de 10% de formalina.

Noutatea stiintifica si originalitatea rezultatelor obtinute
Am inovat un model experimental de leziuni cutanate pemfigus-like la sobolani, studiat si
confirmat prin metode macroscopice, microscopice, imunologice, imunohistochimice cu

AE1/AE3 a sectiunilor cutanate cu leziuni reproduse experimental la animale.

12



In premiera s-a efectuat un studiu cu privire la eficacitatea tratamentului cu celule stem n
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 data a fost evidentiata actiunea imunomodulatoare ale celulelor alogene stem,
izolate din maduva osoasa in leziunile pemfigus-like pe sobolani.

Au fost obtinute 12 brevete de inventie [20-31]: 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, 2019 (vezi Anexe 1, 2).

Problema stiintifici solutionata. A fost creat un model experimental de obtinere a
leziunilor pemphigus like. Acest model studiaza manifestarea maladiei, cat si testarea altor modele

experimentale de tratament cu celule stem.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:

1. Evaluarea a doua tipuri de grefe celulare: Celule stem (MSC) din maduva osoasa si
fibroblastele din stratul epidermal al embrionilor de gaina a aratat ca utilizarea grefelor celulare a
avut o actiune benefica in tratarea leziunilor pemfigus-like la sobolani. Acest fapt a fost confirmat
prin ameliorarea semnificativa (P<0,005) a scorului (0,67+£0,17%) la a 48-a zi dupa utilizarea BM-
MSCs, in comparatie cu eficacitatea metilprednisolonei (8,16+0,18%), ciclofosfamidei
(1,2520,17%) si cu lotul martor (9,23+0,37%), care nu a beneficiat de tratament.

2. Eficacitatea celulelor stem a fost argumentata prin cresterea Tn greutate a sobolanilor
dupa terapia cu celule stem. Valoarea medie a scorului de greutate corporala (2,46+0,091) in lotul
I, farad tratament, a ramas semnificativ inaltad (P<0,001) fatd de valoarea in lotul Il (1,2£0,17) si
cu diferenta semnificativa fata de valoarea in lotul 111 (2,2+0,13), lotul V (2,1+0,05). Tn ziua a 32-
a — valoarea ramane neschimbata in lotul I (2,46£0,091) si creste semnificativ (P<0,001) in ziua
a48 —a (2,7+0,083). Tn lotul 11, scorul greutatiii corporale scade semnificativ (P<0,05). Animalele
din lotul 1V si lotul V au scazut in greutate nesemnificativ (P>0,05) in zilele a 32 - a 5i 48 - a.

3. Datele planimetriei defectelor modele indica cel mai bun rezultat in lotul IT (4,95+0,31
mm?), lotul 1V (6,65+0,33 mm?) — cu o diferenti statistic semnificativd (P<0,001) fatd de lotul I
(8,81%0,17 mm?), 111 (7,27+0,32 mm?) si lotul V (8,31+0,24 mm?).

4. Studiul histologic cu hematoxilina-eozina si picrofuxina al sectiunii cutanate afectate a
aratat modificari similare la sobolanii din lotul 1l (15 animale, 8,3+0,15%), lotul 111 (15 animale,
8,3+0,15%), lotul 1V (15 animale, 8,3+0,15%), si anume, ingrosarea epiteliului pluristratificat si
disparitia acantolizei Tn epiderm.
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5. Studiul imunohistochimic cu AE1/AE3 a relevat scaderea intensitatii expresiei reactiei
(++) de evidentiere a keratinocitelor in urma tratamentului cu celule stem osteomedulare (1x10°
celule/kg corp/zi) la 16 animale (10,6+2,5%) si cu ciclofosfamida (40 mg/kg corp/zi), din lotul IV
la 18 animale (12,0+2,7%). Lotul Il a inclus 9 animale (6,0+1,9 %), lotul IV - 7 animale (4,6£1,7
%), cu modificari de tip- reactie de intensitate slaba (+) la nivelul sectiunii cutanate afectate. Lipsa
intensitatii (-) s-a observat la 5 animale din lotul Il (3,3%£1,5%) si 5 animale din lotul IV
(3,3£1,5%).
Semnificatia teoretica. Studiul a confirmat utilitatea examenului histologic si
imunohistochimic cu AE1/AE3 in afectarea epidermului in leziunile pemfigus-like la animale. A
fost determinata corelatia dintre scaderea nivelului componentelor C3 si C4 ale complementului
n serul sangvin la animalele experimentale, administrate cu extractul etanolic din esofagul de
bovina, si cresterea scorului leziunilor reproduse.
Valoarea aplicativa a lucrarii. 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”.
Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele studiului (vezi Anexe 1, 2) au fost
implementate in activitatea Laboratorului de inginerie tisulard si culturi celulare, al USMF
,»Nicolae Testemitanu”, si a Bancii de tesuturi si celule umane din cadrul IMSP Spitalul
Republican de Ortopedie si Traumatologie, Catedra de dermato-venerologie.
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 X1X-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 anuald a IP USMF ,Nicolae Testemitanu” (Republica Moldova,
Chisinau, 2016);

- Congresul National de Dermatologie (Romania, Sinaia, 2016);
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- Conferinta Nationala de Dermatologie ,,Zilele Gh. Nastase” (Romania, lasi, 2018);
- Simpozionul ,,Patologie la limita intre specialitati” (Romania, Bucuresti, 2019) (vezi
Anexa 4);
- Al Xll-lea Forumul International al dermato-venerologilor si cosmetologilor (Rusia,
Moscova, 2019) (vezi Anexa 4).
Rezultatele tezei au fost discutate si aprobate la sedinta comuna a Catedrei de anatomie
topografica si chirurgie operatorie si Laboratorului de inginerie tisulara si culturi celulare din
24.08.2018 (proces - verbal nr. 1) si SSP din 17.12.2018 (proces - verbal nr. 2).

Sumarul compartimentelor 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 ilustratd cu 26 de
tabele, 50 de figuri si 4 anexe. Rezultatele obtinute sunt publicate in 22 de lucrari stiintifice. Au
fost revendicate 12 brevete de inventie de scurtd durata.

In Introducere este redata actualitatea temei abordati in teza. Se face o trecere succinta in
revistd a datelor de ultima ora referitor la realizarile din domeniul tratamentului in pemfigusul
acantolitic. Sunt mentionate problemele si motivele ce au determinat cautarea noilor metode de
tratament. Deasemenea au fost caracterizate proprietatile imunosupresoare ale celulelor stem,
descrise scopul si obiectivele tezei, noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute, importanta teoretica,
valoarea aplicativa a lucrarii si aprobarea rezultatelor.

Capitolul 1 (Conceptii despre evolutia, etiopatogenia si tratamentul pemfigusurilor
acantolitice) prezinta elementele structurale ale pielii, structura pielii nemodificate, notiuni de
ontogeneza, formarea elementelor structurale din ectoderm si mezoderm, mecanismul de
regenerare a pielii, rolul desmozomilor in conexiunile intercelulare. A fost detaliat rolul maladiilor
cutanate autoimune si influenta autoanticorpilor asupra desmozomilor, prezentata structura
biochimica, masa moleculard ale desmogleinelor. Rolul citokeratinei 1n pemfigus,
imunomorfologia pielii in norma si maladiile cutanate autoimune. Am analizat rolul desmogleinei
3 in ancorarea firului de par in foliculul pilos in faza telogena. Au fost explorate datele studiilor
anterioare privind activarea sistemului complementului in pemfigusul acantolitic, crearea
modelelor experimentale de leziuni pemfigus-like prin transfer pasiv de anticorpi, prin transfer de
limfocite autoreactive, (transgenice si fortat imunizate), productia experimentald a
autoanticorpilor antiepiteliali la iepuri. S-a efectuat trecerea in revista privind etiologia

pemfigusurilor acantoitice si utilizarea preparatelor corticoimunosupresive in tratamentul
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modelelor experimentale pe sobolani cu pemfigus vulgar si terapiile bazate pe celule stem in
pemfigusul acantolitic.

Capitolul 2 (Material si metodele de cercetare) prezinta 0 caracteristica generalda a
materialului studiat, a metodelor histologice, imunohistochimice de investigatie. Au fost descrise
metodele de obtinere a celulelor stem mezenchimale alogene din maduva osoasa si din
fibroblastele de la embrionii de gaina, prepararea antigenilor epiteliali din mucoasa esofagului de
bovina. Sunt prezentate grupele de animale incluse in studiu si criteriile de selectare a cazurilor.
Sunt descrise metodele de interpretare a rezultatelor (scorificarea, planimetria leziunilor modele,
cuantificarea nivelului a componentelor C3 si C4 ale complementului in ser, expresiei diferitor
markeri analizati). Sunt enumerate metodele si formulele cu ajutorul carora a fost realizata
prelucrarea statistica a rezultatelor obtinute.

Capitolul 3 (Caracterizarea leziunilor pemfigus-like pe modele de animale
experimentale) a fost dedicat clasificarii leziunilor pemfigus-like prin calcularea scorului
leziunilor pemfigus-like la 150 de sobolani, conform clasificarii Aoki-Ota M. (2004). Am efectuat
planimetria plagilor. Am determinat expresia componentelor C3, C4 in serul animalelor
experimentale. Cercetarile au fost efectuate pe femele de sobolani de specia Wistar, cu varsta
medie 4,9+0,33 luni, Tn cadrul laboratorului de Inginerie tisulara si culturi celulare al USMF
,Nicolae Testemitanu”. Din punct de vedere histologic, prin colorarea cu hematoxilind-eozina si
picrofuxina, s-a constatat ca 3 animale (10+5,5%) din lotul I, au continuat sa dezvolte leziuni noi
de la a 16-a saptamana. Au fost prezentate imagini miscroscopice care releva prezenta chisturilor
n zonele de alopecie in teaca foliculului pilos telogen fara tulpina parului. Am determinat, prin
investigatie imunohistochimica cu AE1/AE3, o expresie diferita a keratinei. Toti sobolani din lotul
[, lotul 11, lotul 111, lotul IV si lotul V au avut modificari de tip- reactie intens pozitiva (+++) la
nivelul sectiunii cutanate afectate.

Capitolul 4 (Evaluarea eficacitatii terapiei celulare pe modele experimentale cu leziuni
pemfigus-like induse). Tn acest capitol este studiati eficacitatea grefelor celulare stem
osteomedulare, fibroblastelor din embrionii de gaina, metilprednisolonei si ciclofosfamidei n
tratamentul leziunilor, modelate la sobolani. S-a descris distributia esantionului general in functie
de tipul grefei. Efectele celulelor stem au fost apreciate prin scorificarea si planimetria leziunilor.
Prin colorarea cu hematoxilind-eozind si picrofuxind pe un esantion de 45 de animale s-a
determinat epitelizarea epidermului. Imunohistochimia cu AE1/AE3 a pus in evidenta expresia
moderata (+++) de colorare a keratinocitelor la 34 animale: in urma tratamentului cu celule stem
osteomedulare (1x10° celule/kg corp/zi) la 16 animale (10,6+2,5%) si cu ciclofosfamidi (40mg/kg
corp/zi), din lotul 1V la 18 animale (12,0+2,7%). Lotul 11 a inclus 9 animale (6,0£1,9 %), lotul IV
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- 7 animale (4,6+1,7 %), cu modificari de tip- reactie de intensitate slaba (+) la nivelul sectiunii
cutanate afectate. Lipsa intensitatii (-) s-a observat la 5 animale din lotul 11 (3,3£1,5%) si 5 animale
din lotul IV (3,3£1,5%).

Scaderea intensitatii reactici de colorare a leziunilor pemfigus-like a fost cauzata de

regenerarea epidermului.
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1. CONCEPTII DESPRE EVOLUTIA, ETIOPATOGENIA SI
TRATAMENTUL PEMFIGUSURILOR ACANTOLITICE

Elementele structurale ale pielii

Pielea este un organ cu structura complexa. Ea prezinta un invelis conjunctivo-epitelial, ce
acopera intreaga suprafatd a corpului si continuia cu mucoasele orificiilor naturale. De la exterior
spre interior, pielea este structurata in trei parti distincte: epidermul, dermul si hipodermul.
Integritatea pielii are o importanta deosebitd in indeplinirea functiei de bariera, termoreglare,

respiratorie s.a. [32].

1.1. Structura pielii nemodificate

Acest capitol cuprinde generalitati asupra morfologiei pielii. Ne-am concentrat pe
histologia epidermului [33].

Epidermul neafectat este un epiteliu pluristratificat pavimentos, cu evolutie fiziologica
progresiva spre cornificare si capacitatea de a se reinnoi continuu, datorita stratului germinal bazal,
care produce keratinocite. Acestea migreaza ascendent trecand prin mai multe faze de maturizare.
Ajungand la suprafata, ele devin neviabile. Keratinocitele care alcatuiesc epidermul, au ca functie
de baza biosinteza keratinelor cu rol de sustinere si protectie [33, 34].

Din profunzime spre suprafata se disting mai multe zone, in continuitate, dar de morfologie
diferita, fiind organizate n patru straturi (Figura 1.1), in functie de structura si proprietatile care le
caracterizeaza. O data cu ascensiunea lor dinspre stratul bazal spre cel cornos, keratinocitele sufera
un proces de diferentiere. Prin urmare, celulele diferentiate se vor gasi in stratul cornos superficial.
In afard de celule Keratinocitare in epiderm se mai gisesc: melanocite, celule Langerhans, celule
Merkel si limfocite. Stratul bazal si spinos, contin cele mai active celule din punct de vedere
mitotic. Elementul central este keratinocitul, celula cu un potential regenerativ semnificativ, ce
sufera un proces de diferentiere pe parcursul migrarii sale de la nivelul stratului bazal germinativ
pana la stratul cornos, descuamativ. Celulele stratului bazal au un potential de proliferare variat.
Studiile de dezvoltare celulara au evidentiat trei categorii de populatii celulare: celule stem, celule
amplificate tranzitoriu si celule aflate in faza postmitotica [35].

Celulele stem izolate din pielea pot forma in cultura tesutul epitelial capabil sa acopere
intreaga suprafata a corpului unui individ. Celulele stem epidermice sunt celule ce se
autoreinnoiesc in conditii stabile; diviziunea celulara se desfasoara doar atunci cand conditiile

impun o accelerare a proliferarii celulare (cum ar fi procesul de cicatrizare). Mai multe cercetari,
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au constatat prezenta celulelor stem pluripotente epidermice, preponderent, la nivelul foliculului
pilos [33-35].

Un al doilea compartiment celular al stratului germinativ este reprezentat de celulele
amplificate tranzitoriu. Ele rezulta din diviziunea celulelor stem pluripotente si sunt cel mai bine
reprezentate la acest nivel, fiind responsabile de reinnoirea permanenta a celulelor [36].

Timpul necesar unei celule pentru a trece din stratul bazal in cornos constituie 28 de zile
[34].

Stratul spinos este stratul celular suprapus celui bazal. Este format din celule poliedrice cu
nucleu rotund, acesta marindu-si volumul si aplatizdndu-se. Aceste celule contin filamente de
keratina [33].

Stratul granular este implicat in procesul de formare a structurilor celulare, care intra in
componenta barierei impermeabile pentru apa (hidrofobe). Structurile cel mai bine reprezentate n
celulele din acest strat sunt granulele bazale si cele de keratohialina.

Stratul cornos este format dintr-un sistem bicompartimental: corneocite, cu un bogat
contiunt de lipide si de o matrice lipidica extracelulara care le inconjoara. Forma si suprafata
corneocitelor sunt adaptate pentru a mentine integritatea stratului cornos, dar si pentru a permite
descuamarea acestuia [34].

Dermul reprezinta un tesut conjunctiv format in majoritate din fibre de colagen si elastice
ce contine: fibroblaste, macrofage, celule mastocitare, plasmocite si leucocite (care ajung aici ca
raspuns la diferiti stimuli), structuri nervoase si vasculare, substanta fundamentala. Structura
dermei da volum pielii, conferindu-i acesteia rezistenta, elasticitate si protejeaza organismul de
traume mecanice, termice ce intervin in repararea si remodelarea tegumentului.

Trecerea de la dermul reticular profund la hipoderm are loc intre tesutul conjunctiv dens a
dermului si tesutul adipos. Cu toate acestea, cele doua regiuni comunica structural si functional

prin conexiunile retelelor nervoase, vasculare si ale glandelor anexe [31, 35].
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Fig.1.1. Structura epidermului [35]

1.2. Dezvoltarea ontogenetica a pielii

Pielea se formeaza din suprapunerea a doua elemente embrionare: epidermul prospectiv,
care isi are originea in ectoderm, si dermatoamele mezodermului paraaxial, care vin in contact cu
suprafata interioara a epidermului in timpul gastrulatiei [35].

Epidermul se dezvolta aproape complet, din ectodermul de acoperire, si numai cateva
celule (melanocite si celule Langerhans) migreaza din alte zone. Stratul reticular al dermului deriva
din mezoderm. Morfogeneza pielii depinde de interactiunea constanta dintre aceste doua elemente.
Tnainte de formarea pielii, anumite interactiuni celulare au loc pentru a specifica in primul rand
formarea progenitorilor dermului si in al doilea rand densificarea lor in interiorul spatiului
subectodermal. Aceste prime doud ectape duc la formarea pielii embrionului, constituita din
epidermul superior, care se suprapune pe un derm dens [36].

Dupa gastrulatie, suprafata embrionara apare ca un singur strat a neuroectodermului, care,
ulterior, va specifica sistemul nervos si epiteliul pielii. Ectodermul se dezvolta din epiblast in
decursul a trei saptimani de viata intrauterind. Epidermul se formeaza din ectoderm. Tn decursul a
patru saptamani se formeaza caile de semnalizare, care oferd ectodermului abilitatea de a raspunde

la factorii de crestere a fibroblastelor (FGFs) [36, 37].

1.3. Mecanismul de regenerare a plagilor
Vindecarea ranilor cutanate este un mecanism complex, care include trei faze: faza de
inflamare, faza de proliferare si faza de restructurare. Faza de inflamare incepe imediat dupa

producerea traumei; in lipsa complicatiilor, ea dureaza 5-7 zile. Aceasta se caracterizeaza prin
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vasoconstrictie, iar in cazul afectarii celulelor endoteliale, se activeaza o cascada de reactii de
hemocoagulare, ceea ce duce la agregarea trombocitelor cu formare de cheaguri si trombi.
Trombocitele activate elibereazd o varietate de substante biologic active (prostaglandinele,
serotonind, histamina, proteaze, care induce vasoconstrictia). Citokinele, factorul de crestere a
trombocitelor, factorul de crestere asemanator insulinei, factorul de crestere a fibroblastelor,
actioneaza asupra celulelor - tintd [38]. Dupa vasoconstrictic urmeaza procesul invers —
vasodilatatia. Are loc exsudatia cu eliberarea proteinelor plasmatice, pierderea fibrinelor, si
infiltrarea tesuturilor inconjuratoare. Citokinele atrag leucocitele si fibroblastele in zona leziunii,
precum stimuleaza proliferarea celulelor si sinteza colagenului. La scurt timp dupa producerea
leziunii, apar granulocite si monocite, precum si macrofage, care sunt cele mai importante
componente ale Tntregului proces inflamator. In afara de fagocitoza, aceste celule elibereaza factori
de crestere, care determina proliferarea activa a fibroblastelor, celulelor endoteliale si conduc la
randul lor la formarea de tesut granular. A doua faza de proliferare dureaza in medie patru
saptamani. Procesele de regenerare a tesuturilor incep chiar in prima zi dupa producerea leziunii,
iar durata lor depinde de dimensiunea defectului plagii. Aceasta faza include regenerarea
epiteliului si sinteza colagenului de tip 111, care este inlocuit ulterior cu colagen de tip I. Reducerea
plagii, angiogeneza si formarea tesutului granular continua in locul defectului [39]. Epitelizarea
incepe la marginea plagii. Prin urmare, pe locul plagii de culoare rosie intensa la sfarsitul acestei
etape se formeaza o cicatrice, care este vizibild datoritd numarului mare de capilare care o
penetreaza. Faza de restructurare dureaza de la cAteva luni pana la un an. In aceasta etapi cicatricea
dobandeste rezistenta, scade n dimensiuni si capata culoare pald. Resorbtia apei in jurul cicatricii
promoveaza organizarea ulterioara a fibrelor de colagen. Pana la sfarsitul acestei faze cicatricea

obtine aproximativ 80% din rezistenta la tractiune in raport cu pielea normala, intacta [40].

1.4. Structura desmozomilor

Formarea tesuturilor in organismele multicelulare este posibila datorita adeziunii celulare.
Pielea are o structurd complexa si integritatea sa are o importanta deosebita in indeplinirea functiei
de protectie. Conexiunea dintre epiderm si membrana bazald este asiguratd de jonctiunile
intercelulare. Prezenta bolilor genetice si autoimune, asociate cu lipsa sau lezarea desmozomilor,
deterioreaza integritatea pielii [40]. Acestea sunt cele mai intalnite jonctiuni intercelulare si au un
rol important in mentinerea structurii pielii, la nivelul epiteliului. Celulele epidermale sunt atasate
intre ele prin intermediul placii desmozomale. Hertl (2006) si Delva si colab. (2009) au descris
structura placii intercelulare desmozomale, alcatuite din desmoplakine si plakoglobine, cu

filamente de keratind si proteine transmembranare, desmogleine si desmocoline [41].
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Structura si functia epidermului sunt mentinute prin jonctiuni intercelulare, ce includ
jonctiuni stranse, jonctiuni gap, jonctiuni hemodesmozomi si desmozomi. Aceste legaturi
intercelulare au rol de adeziune, semnalizare, comunicare, diferentiere, migrare, proliferare,
permeabilitate si dezvoltare celulara [42].

La microscopul electronic desmozomii au un aspect de jonctiuni discoide, cu diametrul de
0,2-0,5 pm. Sunt compusi din doua plici dense, separate de un spatiu de 24 — 30 pm [43, 44]. Tn
structura desmozomilor intrd desmogleinele si desmocolinele din familia cadherinelor,
placoglobina si placofilinele din familia armadillo, iar din familia plachinelor se regasesc patru
proteine: desmoplachina, plectina, envoplachina si periplachina. Cadherinele desmozomale sunt
reprezentate de desmogleinele 1 - 4 si desmocolinele 1 - 3, codate de gene localizate pe
cromozomul 8 [45]. Desmogleina 2 (116 kDa) si desmogleina 3 (130 kDa) sunt exprimate, n
principal, la nivelul straturilor profunde ale epidermului, in timp ce desmogleina 1 (165 kDa) este
distribuita in straturile superficiale. Desmogleina 4 (108 kDa) se determina in foliculul pilos si in
stratul granular [46-49]. Adeziunea extracelulara a proteinelor desmozomale este dependenté de
calciu [50]. Cadherinele desmozomale interactioneazd in spatiile intercelulare cu molecule
similare din celula vecina, iar la nivelul citoplasmei se leaga indirect de filamentele intermediare

ale citoscheletului, prin intermediul proteinelor din familia armadillo si plachinelor (Figura 1.2).

Desmogleine

/ Placoglobulini \ /Filamente intermediare \

l de Keratina
LITIT
_
\ / Desmoplachina /
keratinocit Desmocoline keratinocit

Spatiu intercelular

Fig. 1.2. Reprezentarea schematica a structurii desmozomului [44].

Desmogleinele si desmocolinele sunt alcatuite dintr-un domeniu extracelular, un domeniu
scurt transmembranar si un domeniu citoplasmatic. Domeniul extracelular este format din 4
structuri repetitive si o structura de ancorare extracelulara. Cele 4 structuri sunt formate, fiecare,
din aproximativ 110 de aminoacizi, conectati prin legaturi de calciu. Prin segmentul intracelular,

desmogleinele se leaga de placoglobind [50, 51, 46]. La nivel intracelular, in structura
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desmogleinelor intra siun segment bogat in prolind, un domeniu cu unitati repetitive si un domeniu
terminal bogat in glicina [52-56]. Domeniul central al placoglobinei interactioneaza cu
desmoplachina, care fixeaza filamentele intermediare de keratina la nivelul placii desmozomale
[57]. Tn plus, fatd de rolul de adeziune, placoglobina regleaza cresterea, supravietuirea si
diferentierea celulelor indirect — prin influenta asupra P-cateninei si direct — prin caile
transcriptionale [58, 59]. Gena care codeaza placoglobina este situatda pe cromozomul 17 [60].
Placofilinele sunt considerate membre ale subfamiliei cateninei p120. S-au identificat trei variante
de placofilina: 1 (80 kDa), 2 (100 kDa) si 3 (87 kDa). Genele care codifica aceste proteine sunt
situate pe cromozomii 1, 12 i 11 [61]. Placofilinele sunt formate din 9 domenii. Variantele 1 si 2
exista ca doua izoforme, fiecare generédnd o forma scurta (a) si o forma lunga (b). Placofilinele
interactioneaza prin capatul N-terminal cu alte componente ale desmozomilor — desmoplachina,
cadherinele desmozomale, placoglobina, 3-catenina si cu filamentele intermediare de keratina, in
functie de izoformele prezente [56]. Ca raspuns la stresul celular, placofilinele sunt recrutate spre
granulele ce acumuleaza complexe de initiere a transmiterii, sugerand un rol posibil al
placofilinelor in metabolismul ARN [62].

Conexiunea citoscheletului cu membrana celulara este asigurata de proteinele din familia
plachinelor, reprezentate de desmoplachina, plectina, envoplachina si periplachina.
Desmoplachina se prezinta sub 2 variante: desmoplachina I (322 kDa) si desmoplachina Il (259
kDa). Este codificatda de o gena de pe cromozomul 6 [63]. Desmoplachina este formata din 3
domenii: capatul N-terminal se leagd de proteinele armadillo si de desmocolina la, domeniul
central si extremitatea C-terminald fixeaza complexul desmozomal de filamentele intermediare de
keratind [64-67]. Tn afara de mentinerea integrititii, tisulare desmoplachina are rol si in reglarea

proliferarii si diferentierii celulare.

1.5. Boli cutanate provocate de lezarea desmozomilor

Proteinele din structura desmozomilor pot fi tinta autoanticorpilor n leziunile
pemfigusului. Defectele din formarea componentelor desmozomale sunt legate de anumite boli
genetice.

Pemfigusul este o maladie autoimuna. Clinic, este caracterizata prin bule la nivelul pielii si
mucoaselor; histologic — prin lezarea keratinocitelor, iar imunologic — prin autoanticorpi
directionati impotriva desmogleinelor 3 si 1. Patogenitatea acestor autoanticorpi este demonstrata
atat prin observatii clinice, cat si prin studii experimentale. Se descriu doua tipuri majore de
pemfigus: pemfigusul vulgar, cel mai des intalnit (aproximativ in 80-90% din cazuri), si

pemfigusul foliaceu [68, 69]. Desmogleina 3 este exprimata pe toata grosimea epiteliului mucoaseli
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orale, dar in epiderm este prezenta in stratul bazal si epiderm. Desmogleina 1 este distribuita in tot
epidermul, dar la nivelul epiteliului mucoasei orale se determina doar in straturile superficiale
(Figura 1.3).

Picle Mucoase

A. Pemfigus foliaceu
Dsgl, Dsgd,

Dscl, Pkpl Dsgl
' «@—Atc anti-Dsg 1 _>v I
Dsg 3, Dsg2, Dsg 3
>
P, DP; pbor ek
Pkp3
B. Pemfigus vulgar predominant la nivelul mucoaselor
Dsgl Dsg1

Atc anti-Dsg 3 » ‘ l
Dsg 3 Dsg 3

C. Pemfigus vulgar cutaneo-mucos

Dsgl Dsgl
- e v
Atc anti-Dsg 3 I
k-« .
Dsg 3 Dsg 3
Fig. 1.3. Distributia desmogleinelor si profilul auto-anticorpilor in piele

si mucoase: atc - autoanticorpii, dsg — desmogleina, dsc — desmocollina,
pkp — placofilina, dp — desmoplachina, placoglobina [68].

Prin urmare, daca pacientul are doar autoanticorpi orientati impotriva desmogleinei 1,
leziunile vor aparea in straturile superficiale ale epidermului, unde desmogleina 3 lipseste. Acesti
anticorpi nu pot induce leziuni in mucoase, deoarece la acest nivel pierderea desmogleinei 1 este
compensata de prezenta desmogleinei 3 pe toata grosimea epiteliului. Tn consecinta, autoanticorpii
anti-desmogleina 1 vor determina doar leziuni cutanate superficiale, fenotip clinic si imunologic
caracteristic pentru pemfigusul foliaceu. Pacientii caracterizati imunologic doar prin anticorpi anti-
desmogleina 3 vor dezvolta leziuni doar la nivelul mucoaselor, in straturile profunde ale epiteliului,
unde lipsa desmogleinei 1 permite aparitia leziunilor prin distrugerea desmogleinei 3. Astfel, se
realizeazad fenotipul clinic al pemfigusului vulgar cu leziuni doar Th mucoase [68-71]. Nivelul
autoanticorpilor coreleaza cu severitatea maladiilor. De asemenea, pemfigusul vulgar apare la nou-
nascuti de mame bolnave de pemfigus, prin transferul transplacentar al autoanticorpilor [69]. Mai
multe studii experimentale au demonstrat dezvoltarea bulelor cutanate la soarecii nou-nascuti
injectati cu imunglobulina G izolata de la pacientii cu pemfigus [72-75]. Anticorpii Tmpotriva
desmogleinelor 1 si 3 induc formarea bulelor intraepidermice prin diverse mecanisme, asamblarea

desmozomilor si cdile de semnalizare celulara. Implicarea desmogleinei 1 a fost raportata in
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impetigo bulos si in forma sa generalizata, sindromul stafilococic de piele oparita (staphylococcal
scalded skin syndrome — SSSS). Ambele afectiuni sunt produse de stafilococul auriu, capabil de a
secreta o toxina exfoliativa. [76]. O alta varietate de boli genetice, ce intereseaza componentele
desmozomului, au fost identificate in ultimii ani. Astfel, o haploinsuficienta a genei care codifica
desmoplachina sau desmogleina 1 produce keratodermia palmo-plantara striata, o boala autosomal
dominanta, caracterizata prin hiperkeratoza liniara si focala palmo-plantara. [61]. La pacientii cu
sindrom de fragilitate cutanata si displazie ectodermala severa autozomal recesiva s-au raportat
mutatii ale placofilinei 1 [77]. A fost raportat un caz de epidermoliza buloasa acantolitica letala,
aparuta prin doua mutatii recesive in domeniul carboxiterminal al desmoplachinei. Efectul acestor
mutatii este pierderea conexiunii filamentelor de keratina pe desmozom si, implicit, o acantoliza
epidermica masiva [78]. Defectele genetice de formare a structurilor desmozomale pot afecta si

foliculul pilos sau miocardul [79-86].

1.6.  Rolul citokeratinei in dezvoltarea pemfigusului

1.6.1. Imunomorfologia pielii in normd

Cribier B., Croshanst E. (1993), Benernkas JI. B., Maxunosa H.B. (2000) au relatat ca o mare
parte din proteinele filamentelor intermediare la mamifere sunt reprezentate de keratine. Keratinele
sunt proteine sintetizate in epiteliu [87, 88]. Acestea sunt heteropolimere obligatorii de tipurile |
si II. In pielea omului sanatos citokeratina este sintetizata de celulele stratului bazal epitelial.
Caracterul expresiei simultane al keratinelor ambelor tipuri caracterizeaza gradul de diferentiere a
celulelor epiteliale si statusul proliferativ celular. Se cunosc 28 de keratine care se refera la tipul |
si 26 de proteine la tipul 11. Keratinele cu functie de bariera au cel mai variat si complicat tip de
expresie. In tesuturi, keratinele, adesea sunt numite citokeratine, si expreseaza impreuna tipul I si
Il [88]. Filamente de keratind se leagd cu structurile intercelulare (desmozomi) si cu
semidesmozomi. Din punct de vedere functional, perechile de keratina pot fi divizate in trei grupe:
simple, de bariera si de structura. Epiteliocitele bazale se unesc prin intermediul desmozomilor si
semidesmozomilor cu membrana bazala. Toate conexiunile, sunt compuse din legaturi de
filamente keratinice in forma de retea densa care trec prin citoplasma fiecarei celule [89, 90].
Componenta proteinelor din filamentele de keratind, care se expreseaza in celule epiteliale,
depinde de localizarea si starea fiziologica a celulelor. Aceasta se observa cel mai bine in
diferentierea celulelor in epiteliul pluristratificat [91]. Celulele bazale ale epiteliului sunt mai putin
diferentiate, ele isi mai pastreaza contactul cu membrana bazala. Aceste celule se divid si prezinta

celule stem, asigurand cresterea tesutului. Dupa ce celulele parasesc stratul bazal si se deplaseaza
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spre suprafata, ele ies de sub actiunea directd a membranei bazale si a semnalelor de crestere.
Celula se pregiteste pentru diferentiere definitiva. in procesul de dezvoltare, primele se expreseaza
keratinele simple, reprezentate de proteinele K8 (tipul II) si K18 (tipul I). Ele exista in celulele
embrionare. Expresia lor este minima si corespunde Keratinocitelor caracteristice pentru epiteliul
functional. La vertebrate proteinele K8 si K18 au cea mai conservativa structura si persista in celule
la toate etapele de dezvoltare celulara. Toate celulele embrionare expreseaza K8 si K18 pana la
stadiul de gastrulatie. in keratinocitele stratului bazal al epiteliului scuamos stratificat se gasesc
K14 (tip I) si K5 (tip 1), de exemplu, epiteliul cutanat. K5/K14 expreseaza celulele stratului bazal.
Ele formeaza citoscheletul celulelor epiteliului plat pluristratificat. Expresia keratinelor secundare
depinde de tipul tesutului. Keratinele de izoforma K6, K16 si K17 manifesta proprietitile
proteinelor de stres in epiderm, iar sinteza lor este indusa prin lezarea tesutului si inflamatie [92].
Keratinele epidermale asigura rezistenta tisulard. Adesea, diferite stari patologice cutanate sunt

insotite de afectarea diferentierii celulelor epidermului (Figura 1.4).

Fig. 1.4. Localizarea citokeratinei 5 (antigenul bazo-celular al
epiteliului plat pluristratificat). Sectiuni criostatice ale pielii
prelucrate cu anticorpi monoclonali pentru citokeratind 5, serie 6/1,
bolnavilor dermatologici (reactie de imunofluorescenta directa, x40,
efectuatd de [IpoOsimena 3. W.,). Figura reprezinta segmentul cu
localizare normald a antigenului, reactia in stratul bazal al
Exame . epidermului[88].

. .. reactia de
imunofluorescenta in citoplasma celulelor stratului bazal si lipsa ei in celulele straturilor
diferentiate ale epiteliului plat pluristratificat (beneukas JI,B. si coautorii; 1991) [88]. Complexele
imune cu actiune citotoxicd nu doar conditioneaza distrugerea structurilor tisulare, ci si se implica

in programul de control asupra stdrii morfologice si functionale ale celulei. Investigatia cu
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anticorpii AE1 detecteaza citokeratinele K10, K14, K15, K16 si K19. Clona AE3 marcheaza
citokeratinele K1, K2, K3, K4, K5, K6, K8 si K9 [87].

1.6.2. Imunomorfologia pielii Tn pemfigus

Moll R. si altii in anul 1982, au observat defectul keratinei 5 in dermatitele autoimune
buloase (pemfigus vulgar, pemfigoid bulos etc.,) (Figura 1.5) [88]: zone fara expresia keratinei
si/sau depletie (cu expresie numai in locurile semidesmozomilor), si/sau sinteza exprimata (cu
expresia nu doar 1n citoplasma celulelor stratului bazal, ci si partial in stratul spinos). Acest
fenomen poate fi explicat prin actiunea autoanticorpilor si a complementului asupra structurilor
tisulare 1n etapele incipiente ale procesului si prin implicarea factorilor patologici suplimentari,
inclusiv a citochinelor, fermentilor si mediatorilor. Ultimii sunt in legatura cu functia aparatului
desmozomal, responsabil de integritatea structurilor tisulare si de procesele normale de proliferare

si diferentiere a elementelor celulare.

Fig. 1.5. Localizarea citokeratinei 5 (antigenul bazo-celular al epiteliului
plat pluristratificat). Sectiuni criostatice ale pielii prelucrate cu anticorpii
monoclonali pentru citokeratina 5, seria 6/1, a bolnavilor dermatologici
(reactie de imunofluorescenta directa, x 40, efectuatd de {poGsiesa 3. I1.).
Figura reprezinta un segment al pielii bolnavului cu pemfigus vulgar, expresia
citokeratinei in citoplasma celulelor stratului bazal a epidermului si a celulelor

Originea cascadei interleukini%téafﬂlﬂiem& [%igar si alte afectiuni buloase autoimune

(pemfigoid bulos, pemfigus foliaceu etc.) este necunoscuta [89, 90]. Exista dovezi ca keratinocitele
produc mediatori chimici care pot influenta sistemul imunitar local in pemfigus vulgar si
pemfigoid bulos. Multi autori au cautat o asociere dintre citokine si pemfigus. Baroni si colab. , au

folosit testul imunoenzimatic (ELISA) pentru a cauta IL-10, IL-8, IFNy n exudatul bulelor si in
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serul pacientului. Ei au gasit ca nivelul de citokine din acest secret a fost mai mare decét in seruri.
Tn plus, ei au relevat rolul antiinflamator ale IL-10 si IL-8 1n neutrofile si recrutarea limfocitelor-
monocite [91]. Eberhard si colab., au studiat polimorfismul citokinelor si rolul lor in mecanismul
de formare a bulelor. Ei nu au gasit diferente intre pacientii cu pemfigus si cei din lotul-martor cu
frecventa polimorfismului genelor TNFa si TGFpB. Cercetarea polimorfismului de citokine s-a
efectuat si in pemfigus foliaceu, determinand doar rolul patogen al I1L-6 [92, 93]. Insi rolul esential
al citokinelor a fost confirmat de un studiu imunohistochimic care evidentiaza prezenta unei
populatii de celule T cu o prevalenta al pattern-lui de citokina Th2 in leziunile cutanate la pacientii
cu pemfigus, in asociere cu un numar mare de granulocitele activate si celulele mastocite [94].
Mecanismul asemanator este si in pemfigoid bulos [95]. Citokinele sunt implicate in expresii si
modulare ca C3, PA si PA1[96, 97]. S-a descris rolul pentru IL-1a si TNFa in reglarea expresiei
C3 si uPA [98], si s-a presupus ca ambele citokine amplifica factorii de acantoliza [99- 101].
Recent, a fost propus rolul apoptozei in patogeneza acantolizei. Wang si colab. au ardtat ca in
exudatul bulelor la pacientii cu pemfigus vulgar exista celule izolate si resturi celulare cu nuclee
condensate, fragmentate si corpuri apoptotici ce caracterizeaza apoptoza. Ei au determinat ca
celulele apoptotice corespund celulelor acantolitice si ca apoptoza precede acantoliza. Ulterior,
studiile au demonstrat ca anticorpii impotriva desmogleinelor pot induce leziuni acantholitice n
culturile keratinocitelor intr-un mod similar. Aceste rezultate au indicat faptul ca acantoliza ar
putea rezulta din apoptoza indusa de legarea anticorpilor 1gG de suprafata celulei, dar aceasta

ipoteza are nevoie de o confirmare ulteriora.

1.7. Rolul desmogleinei 3 in ancorarea firului de par in foliculul pilos in faza telogena

Tn acest subcapitol vom discuta despre rolul desmozomilor in structura si functia normala
ale parului. Marta Sar-Pomian si altii (2018) [102, 103] raporteaza ca frecventa implicarii scalpului
in pemfigus se estimeaza la 16 - 60% [91]. Conform datelor selectate din literatura de specialitate
in 9-15 % [103, 104] din cazuri, scalpul este regiunea cea mai frecvent afectata de pemfigusul
acantolitic (Figurile 1.6, 1.7) [105].
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Fig. 1.6. Afectarea scalpului in pemfigus Fig. 1.7. Afectarea scalpului in pemfigus
vulgar [102]. foliaceu [102].

Indepiratarea nefortat a firelor de par anagen intr-un test de tragere cu banda adeziva este
un semn de activitate inaltd a maladiei. Autorii au sugerat ideea ca aparitia alopeciei in aceste
cazuri ar putea fi asociata cu o concentratie extrem de ridicatd a anticorpului anti-DSG 1, egald cu
2017 U/ml (valoarea intrerupta <14 U/ml). Recent, Yoshida si colab. au descris un caz de tranzitie
de la pemfigus foliaceu la pemfigus vulgar [104]. Autorii au observat o corelatie intre leziunile
scalpului si concentratia anticorpilor anti-DSG 3 in testul imunoenzimatic [105].

Tn studiul histopatologic efectuat de citre Marta Sar-Pomian si altii, in anul 2017, pe 32 de
pacienti cu pemfigus [106], a fost observat ca acantoliza foliculara este o particularitate comuna a
ambelor tipuri de pemfigus, care apare la 12/17 (70, 6%) de pacienti cu pemfigus vulgar sila 12/15
(80,0%) de pacienti cu pemfigus foliaceu [102]. De asemenea, s-a confirmat faptul ca pemfigusul
vulgar diferd de pemfigusul foliaceu in ceea ce priveste profunzimea acantolizei. In pemfigusul
vulgar acantoliza s-a extins pe intreaga lungime a tecii radiculare a foliculului pilos, iar in
pemfigusul foliaceu acantoliza s-a limitat la infundibul. Acantoliza a fost observata si in foliculii
de par vellus la 12/17 (70,6%) de pacienti cu pemfigus vulgar si la 9/15 (60,0%) de pacienti cu
pemfigus foliaceu [107]. In plus, acantoliza a fost prezentati in canalele glandelor sebacee la 3/17
(17,6%) de pacienti cu pemfigus vulgar sila 1/15 (6,7%) de pacienti cu pemfigus foliaceu, precum
in glandele sudoripare la 2/17 (11,8%) si la 2/15 (13,3%) de pacienti, respectiv [108]. De
asemenea, s-a observat micsorarea glandelor sebacee la 14/17 (82,4%) de pacienti cu pemfigus
vulgar si la 12/15 (80%) de pacienti cu pemfigus foliaceu (Figura 1.8) [108, 109].
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(acantoliza in teaca radiculara dermala a foliculului pilos; sageata
albastria. Hematoxilina si eozini, x40 [93].

Peter J. si altii (1998) [110] au obtinut rezultate interesante, care releva ca soarecii, in lipsa
desmogleinei 3 (DSG3-/-), prezinta nu doar leziuni pe mucoase si piele, asemanatoare cu
pemfigusul uman, ci si caderea firelor de bland. Analiza acestui fenotip demonstreaza ca firele de
par sunt normale in prima faza a cresterii parului (neogeneza foliculard). In jurul zilei a 20-a totusi,
cand foliculul pilos intra in faza de repaus a ciclului de crestere a parului (faza telogena), soarecii
cu gena defecta pentru desmogleina 3 (DSG3-/-) isi pierd blana intr-un mod (patern) specific — de
la cap pana la coada. Firele de blana cresc din nou, apoi cad in acelasi mod in urmatorul ciclu de
crestere a parului. La soarecii maturi, firele de blana cadeau pe alocuri. S-a observat ca firele fine
de blana, trase cu banda adeziva in faza anagena (de crestere), erau ancorate ferm la soareci DSG3
- [ -, iar parul telogen a pierdut fixarea in comparatie cu cel al fenotipul DSG3 +/- si +/ + la care
firele in faza telogenad au fost ferm ancorate. Histologia zonelor de chelie cutanata la soareci DSG3
- | - a aratat prezenta chisturilor in teaca foliculului pilos telogen fara tulpina parului. Histologia
foliculilor pilosi in faza telogena timpurie, chiar inainte de caderea clinicd a parului, a aratat lipsa
aderentei celulare (acantoliza) Intre celulele din jurul bulbului pilos telogen si stratul bazal al

epiteliului cutanat (Fgurile 1.9, 1.10) [109, 110].
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Fig. 1.9. Diferite etape ale caderii parului la soarecii DSG3 - / - — soarece DSG3 -/ -, A —
de 15 zile, cu pielea normala. B — soarece de 31 de zile dupa o saptamana de le inceperea
caderii parului; regiunea capului si gatului este lipsita de par. C, D — dupa 2-3 saptdmani de
la inceperea caderii parului; este vizibila restabilirea blanei C — soarece de 36 de zile; D —
soarece sunt de 37 de zile). Aspectul intunecat al parului (imaginea C) indica faptul ca
foliculii de par sunt in faza anagena. Se denota o crestere pronuntata a parului pe frunte D.
Imaginile C si D, permit observarea variatiilor individuale in sincronizarea si intinderea
caderii blanei si cresterea ei. E — soareci mai maturi de 3 luni, cu pierderea si cresterea areata
a parului (in patch-uri). F, G — dupa aplicarea benzii adezive pe spate printr-o tragere blanda
in directia cresterii parului, se observa pierderea fixarii firelor parului in soareci mutanti F —
soarece DSG3 - / -, in varsta de 23 de zile; G — soarece DSG3 + / + de 20 de zile din lotul de
control; ambii soareci au fost in faza telogena, cum s-a confirmat histologic. H — bulbul
parului de pe banda adeziva (cl) este inconjurat de un strat celular derivat din teaca lui [110].
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Fig. 1.10. Fragemntul de piele obtinut de la soareci DSG3 -/ - (A, C, D, F) si de la
soarecii DSG3 + / + (B, E). A — soarece mutant de 23 de zile, cu caderea parului (banda
adeziva este reprezentata in figura 1.7., imaginea F provine de la acest soarece). Parul se
afld in faza de repaus a ciclului de crestere (telogend). Sunt vizibile numeroase leziuni in

foliculii inferiori de par (exemplu indicat in paranteze patrate). B — soarece DSG3 + / + din
lotul-martor, deja in faza anagena. C — foliculul pilos telogen de la soarece DSG3 -/ - (de
22 de zile). Numai in partea inferioara a foliculului in faza telogena (vezi parantezele) se
observa detasarea tecii. D — chisturi (cy) in regiunile de chelie la soarece DSG3 - / - (de 24
de zile). E — folicul telogen de la soarece din lotul-martor (normal) cu stratul celular
epitelial a tecii bulbului parului (in paranteze) in jurul bulbului de par (cl). F — ingrosarea
superioard a foliculului pilos este prezentata in C. Se evidentiazd formarea spatiului de
detasare intre cele doua straturi de celule epiteliale [110].

Studiul cu imunoperoxidaza prin intermediul anticorpilor impotriva desmogleinei 3 la
soareci a relevat o colorare intensa a spatiului interkeratinocitar in jurul bulbului de par telogen la
soarecii normali. O colorare similara s-a observat in bulbul firului de par telogen in
imunofluorescenta cu anticorpii umani impotriva desmogleinei 3. Tn final, biopsia scalpului unui

animal cu pemfigus vulgar a aratat lipsa foliculilor de par telogen.

1.8. Sistemul complementului in patogeneza pemfigusului autoimun

Cercetdrile stiintifice acordd multd atentie complementului si rolului sdu in evolutia
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acantolizei. Complementul este unul dintre cele mai importante mecanisme naturale de rezistenta
contra infectiilor la om si la animale se implicd activ n patogeneza mai multor boli, inclusiv
cutanate, caracterizate prin prezenta autoanticorpilor si lezarea tesuturilor si celulelor.
Complementul este destinat sa atace nu numai microorganismele patogene, dar si celulele
deteriorate ale organismului. Sistemul complementului are activitate puternica si este un potential
daunator pentru insusi organism [111- 115].

Pentru prima data, depunerea componentului C3 al complementului in tesutul afectat, a fost
observatda de Cormane si Chorzelski [116, 117]. C3 este prezent in leziunile cutanate pand la
initierea terapiei cu corticosteroizi [118]. Fixarea componentelor complementare precoce (Clq si
C4), in asociere cu C3, este prezenta si in leziunile acantolitice timpurii ale pemfigusului, sugerand
ca sistemul complementului (in special, activat pe calea clasica) poate influenta la patogeneza
maladiei [119-121].

S-a demonstrat faptul ca componentele initiale al complementului persistad atat in piclea
afectata, cat si in pielea sanatoasa, fara semne histologice de maladie. [122]. Autoanticorpii 1gG
ai pemfigusului, izolati si purificati, fixeaza componentele timpurii ale complementului (Clq, C3,
C4) pe suprafata culturii celulare a keratinocitelor) [123]. La adaugarea complementului la 1gG se
atesta intensificarea acantolizei si schimbarea integritatii membranei keratinocitelor. Ulterior, s-a
demonstrat ca aceste schimbari sunt posibile si fara implicarea sistemului plasminogen-plasmin
[124].

Existd cateva mecanisme de dereglare a contactelor intercelulare cu participarea
proteazelor. A fost evidentiat faptul cd IgG in pemfigus fixeaza componentele tardive ale
complementului (C3-C9) pe suprafata keratinocitelor. S-a stabilit legatura dintre C5b-C9 si
neoantigeni (antigenii modificati), cu implicarea ulterioara a complexului atacator de membrane
in procesul de acantoliza [125].

Se presupune cd componenetele timpurii ale complementului pot ataca, preventiv, in
membranele celulare ale keratinocitelor, conditionand activarea componentelor tardive ale
complementului sub actiunea autoanticorpilor pemfigusului si formarea locald a complexului
membrano-atacator. Acest complex afecteaza permeabilitatea membranei celulare prin actiune
citotoxica [126, 127]. Prin metoda de imunofluorescenta directd s-a evidentiat prezenta
componentelor tardive ale complementului (C5, C7, C9) si a complexului de neoantigeni cu C5b-
C9 in legaturile intercelulare lezate.

Cercetarea concentratei componentelor complementului a demonstrat cd nivelul
complementului total hemolitic este mai scazut fata de nivelul acestuia si altor proteine 1n serul

sangvin, si din exsudat din leziunile buloase ale pacientilor serologic pozitivi cu pemfigusul vulgar
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[128]. Spre deosebire de leziunile buloase ale pacientilor cu pemfigoid bulos, multe alte leziuni,
inclusiv cele induse experimental, au avut indicii complementului putin deosebiti de cei din serul
sangvin [127]. Componentele C1, C2, C3, C4, si C5 dozate in serul sangvin si exsudatul leziunilor
buloase la pacientii cu pemfigus, au avut valorile nedetectabile pana la rezultate extrem de joase
[125].

Totodata, in pemfigus complexul atacator de membrane nu a fost gasit in pielea clinic
sanatoasd. Fixarea complexelor imune, care contin IgG si componentele timpurii ale
complementului in jonctiuni intercelulare a epidermului, dovedeste dezvoltarea procesului
imunopatologic [128].

Pana in prezent, rolul complementului in pemfigus este discutabil, deoarece rezultatele
unor investigatii si experemente in vitro denota participarea neobligatorie a complementului in
mecanismul de formarea bulelor [129].

Nu este exclus faptul ca pentru activarea sistemului de proteinaze ale plasminogenului este
suficienti doar fixarea autoanticorpilor in tesuturi. In alte cercetari [119] s-a ardtat implicarea
activa a complementului in patogeneza pemfigusului autoimun, ceea ce posibil nu se observa prin
metode obisnuite.

Conform unor autori (Makhneva N.V. s.a., 2013), C3 componentul al complementului
circulant se apreciaza In proportii scazute (1:5), fatd de nivelul IgG-autoanticorpilor circulanti.
Acest raport este independent de forma clinica sau stadiul evolutiei maladiei. Tinta este o substanta
de adeziune intercelulara a stratului granular, ce corespunde cu localizarea IgG2-autoanticorpilor
circulanti [130, 131].

Dupa studierea bioptatelor cutanate de catre Maxuesa H. B si benerkast JI. B. (2012) a fost
stabilit ca in pemfigusul autoimun componentul C3 al complementului s-a fixat in 50,6% din
cazuri, independent de forma clinica sau de stadiul dezvoltarii bolii [132].

Identificarea componentului C3 al complementului dupa limitele pemfigusului autoimun
sugereaza nu doar participarea sistemului complementului n imunitatea specifica a organismului
in localizarea antigenului-tinta, dar si raspandirea lui pe alte structuri a regiunilor cutanate clinic
intacte.

S-a mentionat ca scaderea concentratiei componentelor complementului in serul sangvin
se datoreaza activitatii anticomplementare a exsudatului din leziunea buloasd, de pemfigus, prin
inhibarea componentelor C1, C2, C3 si C5 complementului din serul sangvin. [133-135].

Prin urmare, avand in vedere posibilitatea implicarii diferitor mecanisme molecular-
biologice in patogeneza pemfigusului autoimun, problema implicarii sistemului complementului

in aceasta maladie are nevoie de dezvoltare si cercetari viitoare [136-140].
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1.9. Modele experimentale de leziuni pemfigus-like

Animalele de laborator sunt folosite ca modele pentru a studia maladiile umane. Animalele
mici, in special soarecii, pot fi luate ca etalon [141].

Cercetarea pemfigusului s-a inceput in 1964, de la descoperirea de catre Beutner E.H. si
Jordon R.E. a anticorpilor circulanti, in serul pacientilor cu pemfigus vulgar [137, 138]. Prin
metode imunohistochimice (imunoprecipitare si imunobloting) au fost caracterizate antigenele-
tintd in pemfigus [137, 138]. Etiopatogenia pemfigusului incrimineaza autoimunitatea prin
autoanticorpi de tip 1gG directionati impotriva keratinocitelor, ceea ce conditioneaza pierderca
legaturii interkeratinocitare datorita fenomenului numit acantoliza, formand spatii intercelulare ce
se umplu cu fluid forménd bule sau chiar lezarea pielii.

In baza caracteristicilor evidentiate prin imunofluorescentd, au fost descrise trei forme
majore de pemfigus: pemfigusul vulgar, pemfigusul foliaceu si pemfigusul paraneoplazic [139,
140]. Pemfigusul vulgar se caracterizeaza prin aparitia leziunilor buloase, mediate de actiunea
anticorpilor impotriva desmogleinei 3. in pemfigusul foliaceu este imlicati IgG anti-desmogleina
1, determinand un clivaj superficial la nivelul epidermului. Pemfigusul paraneoplazic reprezinta
cea mai rara, dar si cea mai grava forma, luand in consideratic dezvoltarea unei tumori.

Conform datelor din literatura [141-143], modelele animale ale maladiilor autoimune

buloase cutanate ar putea reproduce si semnele clinico-morfologice ale pemfigusului vulgar.

Modele experimentale de animale cu pemfigus obtinute prin transfer pasiv de
anticorpi:

a. Transferul de limfocite autoreactive

b. Modele transgenice

c. Modele fortat imunizate.

Fiecare model permite investigarea unei sau mai multor etape ale schimbarilor patogenice

succesive ce au loc in pemfigusul vulgar.

1.9.1. Modelarea pemfigusului vulgar prin transferul pasiv de anticorpi

Primul model de animal obtinut prin transfer pasiv de anticorpi pentru pemfigus a fost
descris in 1982 de citre G. Anhalt si colegii lui [144]. In aceea perioada, desmogleinele nu au fost
identificate ca tinte antigenice relevante ale autoanticorpilor. Prin precipitarea anticorpilor fractiei
IgG din serul pacientilor cu pemfigus vulgar si cromatografia cu schimbul de ioni, G. Anhalt le-a
purificat si zilnic le-a injectat intraperitoneal soarecilor nou-nascuti BALB/c in doze de 1,5-16

mg/g corp. In consecintd, a indus aparitia la ei a veziculelor si eroziunilor cu caracteristicile
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histologice, imunologice si ultrastructurale ale pemfigusului uman (Figura 1.11) [145].

In functie de doza injectatd in decursul a 18-72 ore, au fost observate vezicule cutanate
discrete si lezarea extensiva a epidermului. Injectarea in continuare a IgG la soareci maturi a indus
dezvoltarea continud a eroziunilor si crustelor, insd dupa intreruperea administrarii de IgG,
leziunile cutanate s-au epitelizat. Dozele raportate de IgG obtinutd de la pacient si care sunt
necesare pentru a induce patologia, au variat de la 50 pug pana la 10 mg/g corp a soarecelui [144,
145]. Aceasta diferenta a fost cauzata, probabil, de calitatea diferita a serurilor izolate de la pacienti

pentru a induce patologia.

D
Fig. 1.11. Transferul pasiv de autoanticorpi la soareci cu scopul
modelarii maladiilor cutanate buloase. Injectarea de IgG de la pacientii cu
pemfigus vulgar sau pemfigus foliaceu induce formarea bulelor atunci cand
sunt injectate la soarecii nou-nascuti. A, B, C, D - prezentare generala a
modelelor disponibile [134].

Buschard K. in anul 1981 [146], a descris metoda transferului pasiv de anticorpi ce se
asociazd cu o grefi mucoasd umand. Aceasta abordare i-a permis sd analizeze interactiunile
autoanticorpilor umani cu mucoasa umana grefatad soarecilor. O grefd mucoasa a cavitatii bucale a
fost transplantata soarecilor nuzi atimici BALB/c/BOM, urmata de injectarea serului de la pacientii
cu pemfigus vulgar.

Recent s-a reusit demonstrarea modelului maladiei la soarecii micsti grav imunodeficienti,
carora li s-a grefat piele umand de grosime completa de la voluntari sdndtosi, urmata de injectarea
anticorpilor fractiei [gG (doza totala — 20 mg) de la pacientii cu pemfigus vulgar si a serului de la
persoane sanatoase [146]. Aceasta metodd de asemenea a demonstrat formarea acantolizei in
epiderm. Neajunsurile acestui model au constat in efectele epitelizarii plagilor induse de grefa, ce

pot influenta rezultatele studiului.
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Modelul obtinut pe animal prin transfer pasiv de anticorpi pentru pemfigus, deasemenea a
fost folosit intr-un studiu experimental al modificarilor imunologice, clinice, ultrastructurale,
precum si al celor citochimice, efectuat de catre Takahashi Y. in 1985, pe soareci nou-ndscuti
BALB/c. El a studiat patofiziologia leziunilor cutanate provocate de pemfigusul vulgar si a
demonstrat rolul patogenetic al autoanticorpilor in inducerea leziunilor cutanate ale acestei
maladii. Prin acest model a fost posibila analiza in dinamica a leziunilor la animale. Anhalt G. si
Takahashi Y. au demonstrat existenta unei corelatii intre eruptiile cutanate si leziunile
ultrastructurale observate prin microscopie electronica [147].

Principiul de injectare a autoanticorpilor patogeni la soarecii nou-nascuti a fost utilizat cu
succes pentru modelarea mai multor maladii autoimune buloase cutanate. Soarecii nou-nascuti
BALB/c (cu varsta mai mica de 24 de ore) au fost obtinuti prin cresterea tulpinilor mentinute in
laborator. Fractiile purificate ale 1gG (o doza — unica 10 mg de 1gG/g corp) au fost injectate
intraperitoneal acestor soareci folosind acul M 30.

Katja B. (2009) [148] mentioneaza ca transferul de anticorpi fractiei IgG are avantaje si
dezavantaje. Acest model faciliteaza studiile asupra leziunilor tisulare induse si menfinerea
maladiei o perioada mai lunga si permite analiza efectelor indelungate ale autoanticorpilor asupra
dezvoltarii maladiei si evaluarea interventiilor terapeutice. Dezavantajele sunt in faptul ca pielea
soarecilor nou-nascuti poate sa difere de pielea la maturi, ceea ce poate duce la interpretari gresite.

Pentru a induce boala soarecilor adulti, este necesara o cantitate cu mult mai mare de anticorpi.

1.9.2. Model experimental obtinut prin transferul de limfocite autoreactive

Conform datelor din literatura de specialitate [149-151] s-a obtinut un model de maladie
activa. Un fenotip clinic sever de pemfigus vulgar a fost dezvoltat la soarecii recipienti Rag 2-/-
prin transferul limfocitelor autoreactive obtinute de la soarecii knock-out. Aceasta a permis sa fie
analizate mecanismele de pierdere a tolerantei imune. Soarecii DSG3-deficienti au fost imunizati
prin injectarea intraperitoneald a DSG3 recombinate murine. Dupa 32 de zile de la prima
imunizare, soarecilor Rag2-/- intravenos li s-au introdus limfocite (1x10”) din splina soarecilor
DSG3-deficienti. Soareciii cu pemfigus vulgar indus au prezentat o depunere puternica de IgG in
Vivo si slaba de IgA pe suprafetele keratinocitelor in epiteliile scuamoase stratificate si au produs
anticorpi 1gG anti-desmoglein 3 circulanti fara reactivitate incrucisatd aparenta la desmogleina 1
prin ELISA. Subclasa IgG predominanta a fost IgGl. Soarecii au prezentat acantoliza
suprabazilard in epiteliile scuamoase stratificate, incluzand membranele mucoase orale si pielea
traumatizata 1n jurul botului sau labei. La animale a fost observata spongioza eozinofilica, care se

determina in leziunile precoce ale maladiei la pacienti. Model de soarece cu pemfigus vulgar
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reflectd cateva dintre caracteristicile histopatologice si imunologice observate la pacientii cu
pemfigus vulgari si ofera un instrument valoros pentru investigarea mecanismelor patofiziologice
ale bolii. Pe acest model a fost studiat raspunsul terapeutic la unele preparate imunosupresoare
utilizate in tratamentul pacientilor cu pemfigus vulgar [152].

Modelele de maladie activa ajuta la intelegerea mecanismelor de mediere a raspunsului
imun de catre celulele sistemului imunitar fatd de componentele structurale ale pielii, fapt ce

permite dezvoltarea unei terapii celulare in maladiile autoimmune buloase cutanate [152].

1.9.3. Inducerea experimentald a autoanticorpilor antiepiteliali la iepuri

Acest subcapitol cuprinde analiza rezultatelor studiilor anterioare [153-156] si ale
experimentelor recent efectuate, in perioada anilor 2012 - 2017, in Laboratorul de inginerie tisulara
si culturi celulare, care relevd despre specificitatea autoanticorpilor din pemfigusul vulgar si
pemfigusul foliaceu pentru tesuturi [157-161]. Serul pacientilor cu pemfigus vulgar si pemfigus
foliaceu contine anticorpi antiepiteliali care reactioneaza in vitro cu desmogleinele 1 si 3 ale
epiteliului stratificat. Heteroimunizarea iepurilor cu extractul etanolic obtinut din mucoasa
esofagului bovin, incorporat in adjuvantul Freund, a fost efectuata cu succes in provocarea aparitiei
anticorpilor, asa cum s-a constatat prin reactia de imunofluorescenta directad a zonei intercelulare
a epiteliului scuamos stratificat. Prin demonstrarea coloratiei pozitive in vitro, efectuate prin
imunofluorescenta directa (IF), s-a dovedit ca acesti anticorpi sunt produsi de tesuturile proprii.
Acesti anticorpi sunt specifici tesuturilor si, histologic si serologic, nu difera de anticorpii din
pemfigusul uman [162]. Aici, am inclus studii aparute recent [163, 164], care s-au axat pe posibila
valoare diagnostica si pronostica a reactiilor imunologice, adica a imunofluorescentei (IF), asupra
caracteristicilor histopatologice stabilite ale acestor maladii ca indicator pentru diferentierca
pemfigusului si pemfigoidului de alte boli buloase si unul de celalalt [165]. Deorece in studii
anterioare [166] s-a descoperit ca exista o relatie directa dintre severitatea pemfigusului si titrul
anticorpilor, problema aparitiei leziunilor, precum si modificarile histopatologice nesemnificative
ale pemfigusului sunt atribuite partial fenomenelor imunologice. Au fost elaborate protocoale
pentru prepararea extractelor apoase si etanolice din mucoasa esofagului de maimuta-rhesus si de
bovina, care contin antigen cu specificitate tisulard si serologicd pentru autoanticorpi Impotriva
substantei intercelulare a epiteliului scuamos stratificat [163-167]. Eforturile suplimentare s-au
concentrat pe fractia solubila in etanol, deoarece studiile preliminare [153] au aratat ca fractiile
apoase contin numeroase proteine serice.

Heteroimunizarea iepurilor cu un extract etanolic din mucoasa esofagului de bovina,

incorporat in adjuvantul Freund, a rezultat cu formarea anticorpilor pemfigus-like, observati in
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patternul de colorare prin IF directa a spatiului intercelular din epiteliul scuamos stratificat si nu a
fost posibil sa fie diferentiate de anticorpii din pemfigusul uman [159-165]. Anticorpii au
reactionat numai cu epiteliul bovin, dar la continuarea imunizarii, au aparut anticorpi reactivi cu
epiteliul de iepure [166] Anticorpi asemanatori cu pemfigusul s-au dovedit a fi autoanticorpii care
au fost demonstrati prin reactiile pozitive in vitro cu tesuturile producatoare de anticorpi [168,
169].

Aparitia anticorpilor circulanti nu este neaparat insotita de afectarea tesuturilor
corespunzatoare [170, 171]. Acest studiu a fost efectuat in contextul unei incercari de a evalua
posibila imunopatogenitate a extractelor etanolice ale mucoasei esofagiene, pentru a corela prezenta
anticorpilor pentru desmogleinele 1 si 3 din epiteliul scuamos stratificat si histopatologia
caracteristicd pemfigusului.

Studiile de comparatie prin IF, efectuate la pacientii cu pemfigoid bulos, arata ca
majoritatea acestor indivizi au anticorpi pentru membrana bazala [169-172]. Sunt cunoscute
rapoartele, in referire la concordanta dintre pemfigus si miastenia gravis [173, 174]. Anticorpii
pentru membrana bazald au fost evidentiati nu doar in pemfigoidul bulos. Cu toate acestea, s-a notat
prezenta anticorpilor IgG legati in vivo de membrana bazala la pacientii cu lupus eritematos [175-
186].

1.9.4. Reactiile comportamentale ale sobolanilor cu leziuni pemfigus-like

Actualmente, problema influentei stresului emotional de diferita etiologie asupra starii
sanatatii umane in general si a activitatii sale comportamentale, este deosebit de relevanta [187].
Stresul emotional excesiv duce la dezvoltarea tulburarilor afective si starilor patologice la om care
se manifesta prin Incalcarea statutului de comportament al lui. Un raspuns sistemic la stres, care
vizeaza eliminarea sau reducerea stresului, este insotit de schimbari in comportament, autonom,
motor, senzoric, cognitiv si alte functii ale corpului [188]. Comportamentul in timpul stresului este
o parte integrantd a comportamentului general. Aceastd schimbare a raspunsului comportamental
are loc in directia starilor extreme de excitare — inhibare a sistemului nervos central si se incadreaza
ntr-o singurd scala a activitatii etologice: stress, teama, anxietate, depresie e.t.c. [189]. Este bine
cunoscut ca diferiti factori de stres si combinatia lor conduc la o dereglarea de orientare si
instabilitate psiho-emotionala severa. Testele comportamentale generale si speciale pot fi utilizate
pentru a studia indicatorii comportamentali calitativi si cantitativi. Reactiile comportamentale ale
animalelor pot fi determinate cu ajutorul testului ,,Camp deschis”. Acest chestionar este un model
de cercetare clasica a raspunsurilor comportamentale, bazata pe conflictul dintre doud motivatii:

tendinta instinctiva de a studia noul mediu si tendinta de a reduce pericolul potential de la sine [ 188].
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Aceasta metoda a fost propusa in 1936 de catre Hall C. S., care a plasat sobolanii intr-o arena larga
— ,,Camp deschis” — pentru a le studia activitatea motorici si starea emotionala [189]. Tn cursul
cercetarilor sale, s-a constatat ca la stimuli noi, potentiali periculosi, sobolanii raspund prin scaderea
al indicelui de activitate. Aceasta reactie este adaptiva, deoarece imobilitatea animalului reduce

posibilitatea detectarii sale de catre pradatori [189].

1.9.5. Conceptii despre etiologia pemfigusurilor acantolitice

Deseori, pemfigus vulgar este cauzat de influenta medicamentelor [191-193] (preparate
pentru tensiunea arteriald (inhibitorii enzimei de conversie a angiotensinei, cum ar fi captoprilul).
S-au decsris cazuri de inducere a pemfigusului dupa administrarea penicilaminei, cefalosporinelor,
pirazolonei, medicamentelor antiinflamatoare nesteroidiene (AINS) si rifampicilinei.

Stresul emotional, arsurile termice, razele ultraviolete si infectiile au fost de asemenea
raportate ca declansatoare pentru pemfigusul vulgar.

In timp ce, in multe cazuri, cauza exacti a pemfigusului vulgar rimane necunoscuti, s-au
identificat mai multi factori etiopatogenetici [192].

lar predispozitia geneticd la pemfigus vulgar este legatd de molecule complexe de
histocompatibilitate majorda (MHC) clasa II, in special ale antigenului leucocitar uman (HLA)
DR4, care sporesc probabiltatea de dezvoltare a acestei maladii.

De asemenea dezvoltarea pemfigusului la om este asociata cu varsta maxima de debut ntre
50 - 60 de ani, desi, se descriu cazuri de pemfigus la copii nou-nascuti (pemfigus neonatal), si de
prezenta maladiilor concomitente, in special miastenia gravis si timomul [192].

Termenul pemfigus a fost, cel mai probabil, utilizat in lumea antica, dar prima ipoteza a
fost inregistrata de Hippocrates (460-370 1.Hr.), care a descris febra pemfigoida ca pemphigodes
pyertoi. Galenus W.K. (e.n. 130-c.201) a numit-o boald pustuloasa a cavitdtii bucale febris
pemphigodes [193].

Tn perioada 1600 - 1800, au fost descrise mai multe tentative de a caracteriza leziunile n
pemfigus, de catre Zacutus L. (1637), B. DeSauvages (1760) si Boissier de Sauvages (1768).
Cercetatorii definesc leziunile ca pemphigus maior [193, 194]. McBride S.R. (1777) si Wichmann
K. (1791) au inregistrat primele cazuri de pemfigus adevarat. Pacientii decedau din cauza
,,hemoragiei” din ,,ulcerul septic”. Wichmann K. a fost primul care a aplicat termenul pemfigus in
cazul pacientilor sdi si a descris cu exactitate leziunile buloase flasce si ulceratiile dureroase la

nivelul cavitatii bucale [193].
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Cazenave P. L. A. (1844) si Neumann 1. (1886) au descris pemfigus foliaceu si pemfigus
vegetant [195].

In anul 1926, Senear F. si Usher B. au descris pemfigusul eritematos, combinidnd
caracteristicile atat ale pemfigusului, cat si ale lupusului eritematos [193].

Auspitz H. (1881) si Civatte J. (1943) descriu acantoliza in pemfigus. [193].

Beutner E. H., Jorden R.E. (1964) si Amagai M. (1971) au facut o descoperire: ei au
raportat prezenta autoanticorpilor in serul pacientilor cu pemfigus, reactivi cu o ,,substanta
intercelulard” a pielii si a mucoasei si considerati responsabili pentru ruperea legaturilor
intercelulare dintre keratinocite. Acest fapt conduce la evoluarea maladiei. Ulterior, ei au prezentat
autoanticorpi stabili in sectiunile patologice, utilizind metode de imunofluorescenta directa. [77,
143, 146]

Anhalt G. si altii (1982) [144] au fost primii care au descris un model experimental de
pemfigus pe animal, obtinut prin transfer pasiv de anticorpi pentru a induce pemfigus la sobolani.
In aceea perioadd, desmogleinele nu erau identificate ca tinte antigenice relevante ale
autoanticorpilor [144].

Amagai, Klaus-Kovtun si Stanley (1990) au identificat ca ,,substanta intercelulara” este

desmogleina-3, cu greutatea moleculara de 130-kDa [77].

1.9.6. Viitoarele directii de tratament

Celulele stem mezenchimale sunt studiate pentru utilizarea lor clinicad potentiald in
medicina regenerativa si ingineria tisulard. Acestea au proprietati imunomodulatoare unice. Ele
sunt capabile sa suprime raspunsul alogen al celulelor T si sa modifice maturarea celulelor care
prezinta antigenul [195-201]. Pot fi izolate dintr-o varietate de tesuturi, cum ar fi: maduva osoasa,
muschii scheletici, pulpa dentara, tesut os, cordonul ombilical si tesutul adipos. MSC sunt utilizate
in medicina regenerativa mai ales pe baza capacitatii lor de a se diferentia in tipuri de celule
specifice si, de asemenea, ca generatoare de factori solubili, care vor stimula precursorii celulelor
tesuturilor deteriorate. In plus, fata de aceste proprietiti regenerative, efectele imunosupresive sunt
datorate exprimarii scazute a complexului histocompatibilitatii majore de clasa Il (MHC-II) si a
moleculelor costimulatorii la nivelul citolemei [201-210]. Aceste proprietdti imunosupresive au
un potential terapeutic atractiv pentru tratamentul bolilor autoimune [211-216]. Multe studii indica
faptul cd celulele MSC poseda o functie imunosupresoare, care poate fi modulata de citokine si de
liganzii receptorilor asemanatori. Ele intervin pe diferite cdi ale rdspunsului imun prin intermediul
celulelor si secretiei factorului solubil. In vitro MSC inhiba proliferarea celulelor T, a celulelor B,

a celulelor killeri naturali (NK) si a celulelor dendritice (DC), producand anergie de stopare a
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diviziunii, deci si prezentarea antigenului [217-225].

Multe realizari in intelegerea conceptului imunologic si molecular al bolilor autoimune au
facut si terapia genica, care este o abordare promititoare in tratarea pacientilor. In bolile autoimune
terapia genica are drept scop reglarea nivelurilor de citokine sau molecule proinflamatorii. Scopul
final al terapiei genice este de a restabili si de a mentine toleranta imuna la autoantigenii relevanti
si de a imbunatati rezultatele clinice pentru pacienti. Au fost inregistrate progrese in identificarea
genelor responsabile de bolile autoimune si prezentate exemple, in care terapia genicd a fost
aplicatd ca tratament sau pentru prevenirea bolilor autoimune, atat pe modelele animale, cat si in
studiile clinice [226-230].

O alta strategie este combinarea terapiei genice cu celule stem izolate din maduva osoasa,
care poate sa ofere o abordare rationald in prevenirea implicarii limfocitelor auto-reactive prin
stabilirea unei tolerante imune solide, de lunga durata la autoantigenul cauzal [230, 232]. Recent,
s-a demonstrat succesul acestei abordari combinate de prevenire si vindecare a unei boli autoimune
experimentale [226]. Noi consideram ca aceasta strategie de combinatie are potential pentru a trata
maladiile autoimune umane, in care sunt cunoscuti autoantigenii.

Timp de cateva decenii, standardul terapeutic pentru pemfigusul acantolitic se bazeaza pe
imunosupresia cronicd, care determind morbiditate si mortalitate semnificative. Terapia ideald ar
elimina numai celulele autoimune cauzatoare de boli, economisind in acelasi timp celulele imune
care ofera imunitate protectoare, o strategie denumita adesea terapie orientata. Pemfigusul vulgar
este una dintre cele mai bine caracterizate boli autoimune umane cu privire la natura bine definita
a autoantigenului bolii, ceea ce il face un model ideal de boald pentru a dezvolta abordari
terapeutice vizate [233-238]. Rezultatele utilizarii preparatelor glucocorticoide pe model de
soarece nu au demonstrat un efect imunosupresiv, asa cum s-a aratat la pacienti. Asadar, utilizarea
preparatelor glucocorticoide pe modelul de soarece cu pemfigus nu a fost reprezentativa.

Lucrarea de fata, cutema ,,Influenta celulelor stem asupra leziunilor pemfigus-like” (studiul
experimental preclinic), cuprinde rezultatele unei activitati stiintifice si practice, pe care noi am
desfasurat-o 1n ultimii 4 ani, perioada in care am comparat informatiile din literatura de specialitate
cu rezultatele obtinute in experiente si am testat aplicabilitatea in diagnosticarea si tratamentul
pemfigusului acantolitic. O parte importanta a proiectului a fost modelarea leziunilor cutanate care
reproduc leziunea intercelulara intraepiteliald, prin pierderea tolerantei imune.

Sinteza capitolului 1

Schimbarile degenerative care implica acantoliza intraepidermica datoratd aparitiei
transsudatului intraepidermal rezulta din lezarea jonctiunilor intercelulare de adeziune, intdlnite la

nivelul tesuturilor epiteliale, demonstrata atat prin aparitia bulelor flasce si leziunilor erozive vaste
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pe suprafata pielii, observate clinic, cat si prin studii experimentale.

Desmogleinele 1 si 3 sunt atat indinspensabile pentru atasarea celulard in epiderm, cat si
pentru ancorarea parului telogen la teaca externd a foliculilor. Modele de animale cu pemfigus,
descrise in literatura de specialitate, au fost obtinute prin perturbarea tolerantei imune fata de
tegumentale cutanate si mucoase proprii.

Analiza modelelor experimentale releva ca maladiile autoimune buloase care reproduc
schimbari degenerative-distrofice ale jonctiunilor intercelulare cutanate, sunt asemanatoare cu
modificdrile tisulare in pemfigus ce au loc la om. Totodatd, nu sunt indicate clar obtinerea
modelelor experimentale pe sobolani, astfel, necesitand o studiere mai profunda a acestui subiect
si propunerea unui model experimental mai reusit.

Proprietatile imunosupresive ale celulelor stem mezenchimale sunt un potential terapeutic
atractiv pentru tratamentul bolilor autoimune. Imunogenitatea slaba a MSC, demonstrata in vitro
si in vivo face posibila utilizarea MSC in tratamentul afectiunilor buloase ale pielii. Pentru a evalua
raportul risc/beneficiu al acestei abordari la pacientii cu pemfigus rezistenti la terapia
conventionala, este necesara efectuarea mai multor experimente in vivo, din cauza numeroaselor

discrepante cu datele in vitro.

Scopul cercetarii: evaluarea eficacitdtii celulelor stem mezenchimale in tratamentul
leziunilor pemfigus-like modelate pe sobolani.

Obiectivele cercetarii:

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

2. Evaluarea clinica, comparativa 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.

2. MATERIAL SIMETODE DE CERCETARE

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

Conform tabelului Numarul de animale in fiecare grup pentru proportii, pentru a evita
rezultatele eronate, numarul reprezentativ de animale pentru fiecare lot de studiu este cel putin de
30 [19]. Studiul s-a realizat in Laboratorul de inginerie tisulara 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”.

Studiu a fost efectuat pe piesele histologice obtinute de la 30 de femele, cu varsta medie de
4,9+0,33 luni. Au fost preparate si studiate 30 de sectiuni cutanate din diferite regiuni ale corpului
(bot, regiunile periauriculara si perioculara, fata, gat), obtinute postoperator de la sobolanii operati
si sacrificati si in laboratorul de Inginerie tisulara si culturi celulare al IP USMF ,Nicolae

Testemitanu”, in perioada ianuarie 2015 — decembrie 2015. In studiul histopatologic au fost

folosite colorarile cu hematoxilina-eozina si picrofuscina.

2.1.1. Obiectul de studiu

Materialul de studiu a inclus:
e esofagul de vite cornute (n=10);
¢ 150 de sobolani albi de specie Wistar, 4,9+0,33 luni, cu masa de 270,6+5,5 g;

e celule stem din miaduva osoasi de la sobolani — 1x10° celule /kg corp/zi;
e fibroblaste din embrionii de giina — 1x10° celule /kg corp/zi;
e solutie de ciclofosfamida — 40 mg/kg corp/zi;

e solutie acetat de metilprednisolon — 100 mg/kg corp/zi.

2.1.2. Caracterizarea esantionului de studiu

In conformitate cu scopul si obiectivele lucririi, au fost supuse cercetirii femele de
sobolani albi de specia ,,Wistar” (n=150), cu varsta de 4,9+0,33 luni si cu masa de 270,6+5,5 g
(Tabelul 2.1). Timp de 8 luni, prin injectare intracutanata a extractului proteic pe etanol (0,1 ml),
sobolanilor li s-au indus leziuni pemfigus-like cutanate. Dozele au fost alese pe baza studiilor
anterioare pe iepuri [239-246]. Prelevarea sectiunilor cutanate pentru studii histopatologice s-a
efectuat dupa eutanasierea animalelor in camera cu COx.

Tabelul 2.1. Repartizarea animalelor in loturi de cercetare in functie de nivelul afectarii

Total
Nivelul afectat (n =150)

Lotul | Lotul 11 Lotul 111 Lotul IV Lotul V
(n=230) (n=30) (n=230) (n=30) (n=230)
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Abs
(P ES)

AbS.

P.+ES;
(%)

Abs.

P.,+ ES,
(%)

ADbs.| Pst ES3

(%)

Abs.| Pst ESy

(%)

Abs.

Ps+ ESe
(%)

Leziuni erozive la nivelul
botului , regiunii
perioculare, spatelui,
alopecie la nivelul fetei,
pierderea in greutate

cu 10-20% (1)

29
(19,3%3,2)

16,7+6,81| 1

3,3+3,25

10{33,3+8,60

1 | 3,3%£3,25

40,0+8,95

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

20
(13,3%1,6)

23,3+7,72| 3

1045,5

5 (16,7+6,81

4 13,3+6,19

3,3+3,25

Leziuni erozive la nivelul
spatelui, alopecia

in regiunea fetii, gatului,
botului, spatelui, alungirea
dintilor anteriori, si
scadere in greutate cu
20-30% (2)

43
(28,623,7)

10

33,3+8,60| 7

23,3+7,72

9 (30,0+9,47

8 [26,7+8,07

30,0+9,47

Leziuni erozive la nivelul
botului, regiunilor
perioculare, periauriculare
si spatelui, alopecie in
regiunea fetei botului,
gatului, spatelui, alungirea
dintilor anteriori, si
scadere 1n greutate

cu 20-30% (2).

58
(38,6:4,0)

10

33,3+8,60| 12

40,0+8,95

11(36,7+8,79

12 #40,0+8,95

43,3+9,04

P<0,001

Repartizarea sobolanilor Tn loturi s-a efectuat aleatoriu. Cu scopul determinarii omogenitatii

esantioanelor in fiecare lot, am calculat coeficientul de variatie (Cv) (Tabelul 2.2).

Tabelul 2.2. Calcularea coeficientului de variatie (Cv%)

Lotul I Lotul Il | Lotul 11 Lotul IV Lotul V P
(n=30) (n=30) | (n=30) (n=30) (n=30)
+4,0% +4.2% +4.2% 4,2% 4,2% P>0,05

Selectarea cazurilor

In prima etapi a cercetirii am stabilit lotul de studiu prin selectarea cazurilor cu leziuni

pemfigus-like.

Leziunile cutanate pemfigus-like au fost modelate la 150 de sobolani, corespunzator
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criteriilor de includere in studiu.

Modalitatea de selectare si repartizare a sobolanilor pe grupe:

29 de sobolani — cu leziuni erozive la nivelul botului si regiunii perioculare, spatelui,
alopecie la nivelul fetei si pierderea in greutate cu 10-20% (19,3+3,2);

20 de sobolani — cu leziuni la nivelul botului, regiunii periauriculare, spatelui, alopecie la
nivelul fetii si scadere in greutate cu 10-20% (13,3£1,6);

43 de sobolani — cu leziuni erozive la nivelul spatelui, alopecie in regiunea fetei, gatului,
botului, spatelui, alungirea dintilor anteriori si scadere in greutate cu 20-30% (28,6+3,7);
58 de sobolani — cu leziuni erozive la nivelul botului, regiunii perioculare, periauriculare
si spatelui; alopecie in regiunea fetei, botului, gatului, spatelui, alungirea dintilor anteriori
si scadere in greutate cu 20-30% (38,6+4,0) (Tabelul 2.1).

Criteriile de includere:

evaluarea sobolanului timp de 6 luni;

e prezenta leziunilor cutanate erozive (bot, regiunile perioculara, periauriculard, spate,
piept, abdomen, laba anterioara dreapta, laba anterioara stanga, laba posterioara dreapta,
laba posterioara stanga);

e prezenta alopeciei (fata, gat, bot, spate, abdomen);

e prezenta alungirii dintilor anteriori,

e pierderea greutatii corporale;

e colectarea datelor conform principiilor cercetarii biomedicale pe animale.

Criteriile de excludere:

e lipsa tuturor manifestarilor de imbolnavire a sobolanului (leziunilor erozive, alopeciei,
alungirii dintilor anteriori, pierderii greutatii corporale);

e decesul animalului pana la initierea tratamentului.

Evaluind datele preclinice, histologice si imunohistochimice, am stabilit loturile de studiu.

Repartizarea animalelor in loturi

Pentru cercetare au fost selectate 150 de femele de sobolani albi de specie ,,Wistar”, cu

varsta de 4,9£0,33 luni. Studiul s-a efectuat conform Ghidului pentru ingrijirea si utilizarea
animalelor de laborator [247], principiilor si standardelor etice pentru desfasurarea cercetarilor.
Toate animalele au consumat standard aceleasi alimente si au avut acces liber la apa si furaje, au
fost pastrate in celule separate cu conditii normale de iluminare si temperatura. In timpul

experimentului, la toate animalele a scazut apetitul si mobilitatea. Animalele au fost impartite
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aleatoriu Tn 5 loturi, marcate si numerotate loturile | —V: 4 loturi experimentale si un lot-martor
(lotul I). La animalele de laborator cu leziuni modelate, tratamentul a fost initiat la a 16-a
saptamana de modelare si a continuat zilnic, timp de 4 saptamani cu terapia prin celule stem
osteomedulare, fibroblaste si metilprednisolon. Pentru ciclofosfamida: de trei ori pe saptamana, cu
durata de 5 saptamani. Operatia de injectare a grefelor celulare a fost efectuata in conditii sterile,
intraperitoneal, cu utilizarea instrumentelor chirurgicale si a materialelor sterile — antiseptic,
medicamentul Miramistin (OOO INFAMED, Rusia), care are actiune imunostimulatoare locala,
antimicrobiand si antiinflamatoare. Pe durata operatiei, sobolanii experimentali nu au beneficiat
de anestezie. Metilprednisolon acetat, 40 mg/ml (SC Balkan Pharmaceuticals SRL, Moldova), a
fost administrat in doza de 100 mg/kg/zi. BM-MSCs s-au injectat in doza de 1x10%g corp/zi.
Fibroblaste din embrioni de giina — in cantitatea de 1x108kg/zi, au fost injectate intraperitoneal.
Pulbere de Ciclofosfamida (200 mg) (BAXTER ONCOLOGY GmbH Kantstrasse 2, 33790 Halle,
Germania) a fost administrata in doza de 40 mg/kg corp /zi. Dozele si durata tratamentului au fost
selectate in baza studiilor anterioare pe soarece, caine, precum si a tratamentului cu MSCs la om
[241-248]. Locul leziunilor cutanate s-a prelucrat cu grija — sobolanii au fost rasi, pielea a fost
tratatd atent cu alcool si Miramistin, pentru a evita inflamarea si infectarea plagii (Figurile 2.1 —
2.7). Céate un animal din fiecare lot a fost scos din experiment prin eutanasiere in camera cu CO>
n zilele 128, 144, 160 de la nceputul experimentului. Imediat dupa eutanasie, a fost efectuata
planimetria leziunilor cutanate, pentru a evalua dinamica vindecarii lor pe model si a probelor de
tesut prelevate impreuna cu plaga modelului si tesuturile adiacente. Probele au fost stocate intr-0
solutie de formaldehida de 4% si la finalizarea experimentului s-au efectuat examenul histologic
al tesuturilor, investigatia imunohistochimica cu AE1/AE3 si o testare imunologica a seruluii
sangvin (C3, C4).

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

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

Lot Il —tratamentul cu celule stem din miaduva osoasi (1x10%g corp/zi), n=30 de sobolani

cu greutatea corpului - 271+6,6 g;

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

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

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

corpului - 270,4+7,14 g;

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

corpului - 274,7+7,0 g;
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Aceste modele experimentale, obtinute prin injectarea intracutanata a extractului proteic
pe etenol din esofag de vitel, presupun utilizarea antigenilor ,,stimulatori”, care aflandu-se mult
timp Th organism, elimina toleranta imuna, stimuleaza celulele B pentru a sintetiza autoanticorpii
agresivi. In pemfigus autoanticorpii din piele sunt directionati catre antigenii similari n
majoritatea tesuturilor la mamifere, care reactioneaza incrucisat cu antigenii specifici, asa cum a
fost descris anterior de catre Koch N., Schaller J. si colab., in anul 1992.

De mentionat faptul ca 150 de animale au fost supuse experimentului, pentru aprecierea
scorului leziunilor cutanate modelate. Prin planimetrie, la toti subiectii a fost evaluata suprafata
plagilor. 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 lotul I. Caderea difuza si pronuntata a
parului. In regiunea botului (a) — o leziune eroziva denudata cu
diametrul de 1 cm, acoperitd cu cruste sero-hemoragice.
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Fig. 2.2. Sobolan, din lotul II. Caderea difuza si pronuntata a
parului. In regiunea spatelui — o leziune eroziva denudata cu
diametrul de 1 cm, acoperita cu cruste sero-hemoragice.

Fig. 2.3. Sobolan, din lotul ITI. in regiunea cervicalid — o leziune
eroziva, acoperitd cu cruste sero-hemoragice.
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Fig. 2.4. Sobolan, din lotul IIL In regiunea periorbitali o leziune
— eroziva, acoperita cu cruste sero-hemoragice.

Fig. 2.5. Sobolan, din lotul IV. Fenotip de pierdere regionala a
firelor de par.
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Fig. 2.6. Sobolan, din lotul II. Caderea difuza si pronuntata a
parului. In regiunea capului si spatelui — leziuni erozive denudate cu
suprafata de 30,2 mm?, acoperite cu cruste sero-hemoragice.

'/:'1‘. .

Fig. 2.7. Sobolan, din lotul V. Leziuni erozive pe nas si pe
pavilionul urechii.

Din datele obtinute (Tabelul 2.3) rezulta ca animalele din lotul | au dezvoltat modificari

cutanate mai omogene.
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Tabelul 2.3. Calcularea coeficientului de corelatie Bravais-Pearson intre scorul fenotipului
pemfigusului (X) Tn loturile 1-V si valorile componentului complementului C3 (Y) (22 de

saptamani) in functie de lot

IotJ:I—ui X Y b | dy i iy e dy

i 923 | 102 | 011 | 001 | 00121| 00001 | 00011

T 95 09 038 | 012 | 014 | 00144 | -0,046

Il | 926 | 1,004 | 014 | 0,006 | 0,096 | 0,00006 | -0,0084
NV | 854 | 106 | 058 | 005 | 034 | 00025 |0029

v 923 | 103 | 011 | 002 | 00121| 00004 | 00022

> 052 | 00174 | -0,0221
m 9,115 | 1,01067 o= - 0,23

X - valoarea medie al scorului fenotipului pemfigusului;

Y — valoarea medie a concentratiei serice ale componentelor C3;

dx — abaterea de la media a valorii scorului fenotipului pemfigusului;

dy — abaterea de la media a valorii concentratiei serice ale componentelor C3;

Ydxdy - suma produselor dintre abateriile de la media aritmetica a valorii scorului fenotipului
pemfigusului (X) si valorii concentratiei serice ale componentelor C3 (Y) ce se coreleaza;
Ydx—suma patratelor abaterilor de la media aritmetica a valorii scorului fenotipului pemfigusului;
¥dy — suma patratelor abaterilor de la media aritmetica valorii concentratiei serice ale

componentelor C3 (Y).

Conform Tabelului 2.3, scorul fenotipului pemfigusului si valorile componentului
complementului C3 au fost cercetate pe esantioane omogene, selectarea frecventei esantioanelor
s-a facut la intamplare, iar coeficientul interpretat de corelatie rxy = - 0,23 denota legatura slaba

dintre fenomene.

2.1.3. Metodele de cercetare stiintifica

Procesarea primara a materialului a fost similard pentru toate metodele histologice si
imunohistochimice utilizate Tn studiu. Procesarea mucoasei esofagului de bovina s-a efectuat in

Laboratorul de inginerie tisulara si culturi celulare al USMF ,,Nicolae Testemitanu” (Figura 2.8).
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Fig. 2.8. Separarea mucoasei de stratul submucos al esofagului de bovina

Pentru obtinerea extractului etanolic proteic, s-a folosit dispozitivul revendicat pentru
prepararea tesuturilor biologice. Brevet de inventie: Dispozitiv pentru prepararea tesuturilor
biologice (Figura 2.9, Anexele 1, 2, 4). MD 793 (13)Y. A61C 5/02 (2006.01); A61B 10/02
(2006.01) [20].

Fig 2.9. 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 formata de o placd neteda dreptunghiulara
confectionata din aluminiu, care, printr-un mecanism glisant de deschidere, este plasata in
canaluri filetate (c) pe partea interioara a doi pereti laterali (d) si anterior (e) ai
rezervorului. Peretii laterali ai rezervorului sunt dotati cu doud manere cilindrice (f),
sudate din ambele parti la pereti.
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Manoperele s-au efectuat Tn hota cu flux laminar. Tn prealabil, dispozitivul a fost supus
sterilizarii cu solutii dezinfectante. Dupa prelucrarea tesutului prelevat cu solutie fiziologica,
acesta a fost plasat pe suprafata de manipulare. Prezenta substantelor frigorifice (azot lichid, dioxid
de carbon gaz sau solid) in rezervor si conductibilitatea termica buna a suprafetei de sus (aluminiu)
asigura fixarea trainica a tesutului de suprafata de lucru racita, ceea ce a permis o usoara procesare
a materialului. Ulterior, dupa separarea tesuturilor, a avut loc omogenizarea tesuturilor,
centrifugarea la 12 000 rpm timp de 30 minute, spilarea fractiei precipitate in solutie bufer de
natriu fosfat, liofilizarea si extragerea proteinelor cu solutie de etanol de 70%. Concentratia

proteica a fost determinata prin metoda Lowry (Figura 2.10) [248].

Fig. 2.10. Evaluarea calitativa dupa metoda Lowry prin prezenta
proteinei in solutie. Culoarea albastra rezultd in urma complexarii
legaturii peptidice cu sulfatul de cupru alcalin (reactia biuretului) si a
reducerii reactivului Folin-Ciocalteu (fosfomolibdat-fosfotungstat) de
catre resturile de tirozina si triptofan din proteina.

In scopul modelarii leziunilor pemfigus-like la animale de laborator, s-a brevetat metoda

de modelare a leziunilor de tipul pemfigusului [27] ( vezi Anexa 1, 2).

2.1.4. 1zolarea extractului proteic pe etanol si modelarea defectelor cutanate pemfigus-

like pe sobolani

Metoda de preparare a esofagului a fost bazata pe studiile efectuate anterior [175-181].
Esofagul a fost obtinut de la bovine (n=10), fiind inlaturat imediat dupa sacrificarea animalului in
abator. Mucoasa a fost separata de submucoasa cu ajutorul foarfecelor si bisturiului, pe material
congelat. Examenul histologic a confirmat prezenta epiteliului pavimentos pluristratificat

nekeratinizat necesar pentru extragerea antigenelor (Figura 2.11). Proba de mucoasda a fost
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congelata prin stocare in frigider la t°-70°C sau imediat utilizata.

Fig. 2.11. Structura histologica a mucoasei esofagului de
bovina. Mucoasa tapetata cu epiteliu pavimentos pluristratificat
nekeratinizat (a) H-E, x140.

Mucoasa a fost separati in buciti mici si omogenizati in firamitatorul de tesuturi (KIKA®
WERKE, GMBH &CO.KG) in proportie de 1:2 cu solutie salina tamponata cu fosfat la pH=7,0.
Omogenizarea a fost repetata de trei ori. Toate etapele ulterioare s-au efectuat la temperatura de
4°C. Omogenizatul obtinut a fost centrifugat la 4000 rpm timp de 60 min. Dupad aceasta,
sedimentul a fost spalat de trei ori in solutie salina tamponata cu fosfat (PBS-0,115M NaCl,
0,001M NazHPO4 si 0,003M KH2PO4 si 0,003M KH2PO4, pH=7,0), liofilizat si supus extragerii
prin adaugarea ulterioara a 5 ml de alcool etilic 70% la fiecare gram de masa uscata obtinuta.
Amestecul obtinut a fost supus agitarii in agitator magnetic (MS 3000, BIOSAN) timp de 60 min
si centrifugat la 4 000 rpm timp de 60 min. Extractul etanolic a fost decantat si dializat prin
membrana de dializa (Sigma, flat width 35 mm, MWCO 12,000 Da=25EA) contra apei distilate

timp de 8 ore. Precipitatul format la dializa a fost liofilizat (Figura 2.12).

Fig. 2.12. Extract proteic liofilizat
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Bazandu-ne pe studiile efectuate de C. A. CrapoBepos si coautorii sdi In anul 2013 [249,
250] cu privire la efectul vitaminelor asupra celulelor formatoare de anticorpi si rolul lor in
stimularea limfocitelor T-helperi si raspunsului imun T-dependent pentru obtinerea substratului
imunogenic, extractul proteic solubil a fost emulsionat cu glicerind sterila (HIMEDIA
Laboratories Pvt. Ltd. Company certifed for 1SO 9001: 2006, LOT 0000209941 si vitamine Tn
proportie egali (solutie sterild Tetravit preparatul complex cu continut de vitamine la 1 cm® de
solutie: A - 50000 ME; Dz - 25000 ME; E - 20 mg si F - 5 mg, per. Ne: [IBP-2-4.0/00453 ot
15.03.2008, OCT 12.1.007-76, NITA-FARM (Rusia).

Amestecul proaspat pregatit in doza de 0,1 ml a fost injectat intracutanat sobolanilor in
diferite locuri in regiunea spatelui o data la fiecare doua saptamani. Sobolanii au fost injectati de

12 ori, conform protocolului.

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
gaina, de la care s-au obtinut grefele celulare necesare pentru tratamentul leziunilor pemfigus-like

modelate pe sobolani.

2.2.1. Obtinerea celulelor stem din mdaduva osoasa

Tehnica de obtinere a celulelor stem din maduva osoasd a fost bazatd pe protocolul lui
®pemnn, P. 4., (2010) [251]. Pentru izolarea celulelor stem din maduva osoasa s-a pregatit un
mediu de cultura, care consta din DMEM cu 10% ser bovin fetal si 5,96 g/ solutie bufer Hepes.
Antibiotice nu s-au adaugat in mediul de cultura.

1. Maduva osoasa a fost colectata de la 7 sobolani cu varsta de 8-39 saptamani (Figura

2.13). Animalele au fost sacrificate prin dislocare cervicala. Apoi cu ajutorul seringii cu ac

20G, s-a spalat maduva osoasa din tibie sau din femur.

2. Dupa spalare, suspensia celulara s-a centrifugat la 400 G timp de 10 min..

3. S-a cuantificat numarul de celule cu solutie albastra de tripan in camera Goreaev, celulele

s-a resuspendat in mediu de culturd pani la o concentratie 5x10° de celule viabile per

mililitru.

4. Pentru a initia cultivarea celulelor mezenchimale, suspensia celulara a fost transferata in

discul cu 6 godeuri pentru cultura tisulari, 3-5 ml/godeu (1,94x10°celule/cm?);

5. Cultura a fost pastrata intr-un incubator umidificat cu 5% CO? la t° de 37° C timp de 72

ore. Celulele neaderente au fost indepartate prin schimbarea mediului.
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6. Cultura primari cofluenti s-a spilat o dati cu solutie tampon Hank's firi Ca?*si Mg?*
(Sigma).

7. Pe monostratul de celule s-a adaugat solutie de tripsina 0,25% cu EDTA 0,01% si s-a
incubat timp de 10 min la t° de 37°C.

8. Dupa detasarea completa a celulelor aderente utilizand pipeta, celulele s-au resuspendat
n mediul normal de cultura pana la volumul final de 0,5 ml. Suspensia rezultata s-a divizat
n trei godeuri noi.

9. Cultura celulara a atins 90% de confluenta.

10. Cultura celulara a fost schimbata la fiecare 3-4 zile (Figura 2.14).

Fig. 2.13. Izolarea celulelor stem osteomedulare din maduva osoasa a
femurului si a tibiei de la sobolan cu varsta de 4,9+0,33 luni.

e AP T S e S S

Fig. 2.14. Celule stem din maduva osoasa a femurului si a tibiei. A doua
zi de cultivare, 7,2x10° celule/mm?. x 140.
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2.2.2. Obtinerea fibroblastelor din embrionii de gdinda

Prepararea culturii celulare primar-tripsinizate din embrionii de gaina este in curs de
dezvoltare [251-253].

1.

10.

11.

12.

13.

La embrionii de gaind in varsta de 15 zile s-a apreciat calitatea incubarii oului prin
folosirea sursei de lumind directionate, pentru a aprecia continutul lui.

Au fost selectate oud cu embrioni mobili si reteaua vasculara bine exprimata.

Pe coaja oului, cu un creion simplu, s-au circumscris limitele camerei aeriene si locul
aflarii embrionului.

Suprafata oului s-a prelucrat cu solutie spirtoasd iodata de 5%.

Cu un foarfece steril s-a taiat coaja cu 2-3 mm mai Sus de camera aeriand, s-au sectionat
membranele sub coaja inclusiv cea corioalantoica si, ulterior, am scos embrionul de
gdina si I-am pus Tn cutie sterila Petri.

Embrionului i s-au inlaturat capul, labutele, aripile si organele interne;

Tesuturile embrionale restante s-a transferat intr-un vas steril (250 ml) si s-au maruntit
cu foarfecele in fragmente de 3-4 mm.

Tesutul fragmentat s-a spalat de 2-3 ori cu solutie Henx pentru a indeparta mucusul si
elementele sangvine, pana la obtinerea apelor de spalare transparente. Apoi acest tesut
a fost transferat Tntr-o colba pentru tripsinizare ulterioara.

Colba cu solutie de tripsina de 0,15%, incalzita la t° 35-37°C (raportul tesutului si
tripsinei este de 1:3), s-a plasat pe agitatorul magnetic.

Tripsinizarea s-a efectuat fractionat. Adica, peste fiecare 3-5 minute, celulele separate
Tmpreuna cu tripsina S-au repartizat in flacoane pentru centrifugare si s-au plasat la
rece pentru stoparea actiunii tripsinei asupra celulelor. La continutul restant in colba
s-a adaugat o portie noua de tripsina. Viteza agitatorului magnetic s-a reglat incat sa
nu se formeze spuma. Procesul s-a repetat de cateva ori (3-5) pana la depletia totala a
tesutului.

Dupa tripsinizarea suspensiei celulare, solutia de trispsina s-a centrifugat la 1000 r/min
10 min, sedimentul celular s-a resuspendat in mediu nutritiv incalzit (37°C) si s-a filtrat
prin hartie de filtru.

Dupa amestecarea minutioasa a celulelor, s-a luat 1 ml pentru calcularea lor (figura
2.15).

Succesul cultivarii foarte mult depinde de doza de inoculare. La o cantitate mica de

celule nu se observa formarea monostratului chiar la 0 cultivare indelungata. La o doza
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prea mare, se produce proliferarea lor intensiva si stratul celular format cu mult mai

devreme va suferi de imbatranire si degenerare nespecifica.
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Fig. 2.15. Fibroblaste din embrionii de gaina. A doua zi de
cultivare, 0,86x10° celule/mm?. x140.

2.2.3. Numdrarea $i aprecierea viabilititii celulelor

1.

La 1 ml de suspensie celulara s-a adaugat 1 ml de solutie de cristal violet 0,1%, preparat
la 0,1 N solutie de acid citric. Dupa amestecare, camera Goreaev s-a umplut cu suspensie

celulara si s-au numarat toate celulele care au nucleu si citoplasma intacta.

. Pe baza calcularii numarului de celule in doud camere, s-a determinat valoarea medie

aritmetica dupa formula:

X=(A+2+1000):0,9,

unde A — valoarea medie a numarului de celule intr-o camera;
2 — coeficientul dizolvarii suspensiei cu colorantul adaugat;

0,9 — volumul camerei Goreaev, mm?®. 1000— numaru de | mm® in 1 cm?,

. Dupa calcularea numarului de celule, suspensia celulara s-a diluat cu mediu nutritiv in

asa fel, Tncat in 1 ml de suspensie se continea de la 700 mii de celule, pana la 1 min. de

celule (pentru fibroblaste de gaind).

. Suspensia a fost repartizata in eprubete cate 1 ml.
. Eprubetele au fost marcate si transferate n termostat la t° de 37 °C.

. Zilnic, cultura era evaluata sub microscop, pentru a determina caracterul cresterii.
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7. Mediul era schimbat la fiecare 2 zile cu un mediu nou. Monostratul din fibroblaste de
gaina a fost format peste 36 - 48 de ore.

8. De la un embrion de gaina s-au obtinut 70 — 120 min. de celule.

2.3. Metode matematice de analiza a rezultatelor

Prelucrarea statisticad. Toate datele experimentale au fost procesate utilizind Microsoft
Office Excel 2003. Rezultatele au fost prezentate in valori absolute si frecvente medii. In cursul
lucrarilor, am utilizat bazele medicinei de dovezi. Au fost completate tabelele de corelatie si
explorat testul de semnificatie Student.

Veridicitatea valorilor medii si relative in fiecare lot a fost calculatd prin folosirea mediei
aritmetice: Xas= XX ; deviatiei de la media (d): d = Xas— x s1 abaterii medii

n
patratice: ¢ = VEd? si calcularea erorii standard prin aplicarea formulei:
n
ESm=+oc
Vn , unde:

ESwm = eroare standard:;
d = abatere standard:;
N = numarul frecventelor.

Ulterior, marimea intervalului de sigurantd s-a calculat prin tabelul testului ,,t”, [19],
utilizand probabilitatea esantionului: Pe = m si contraprobabilitatea qe=100-P, prin urmare
n
aplicand formula:
ES =y PeGe
n ,unde:
m = fenomen;

ES = eroarea standard;
Pe = probabilitatea esantionului;
ge = contraprobabilitatea esantionului;

n = numadrul de frecvente ale esantionului.

ES% = ES x100, unde M = media aritmetica sau ponderata.
M

Compararea a doua valori medii sau alternative s-a efectuat prin aplicarea formulei
criteriului testului student:
tcaic= D = M1-M»
ob VES1?+ES;?, unde:
tcac. = testul de semnificatie;

D = diferenta dintre valorile medii sau procentuale;
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op = eroarea diferentei.
Interpretarea semnificatiei statistice am efectuat comparand t ,,calculat” cu t ,,tabelar” din

tabelul testului ,,t” [19].

Coeficientul de corelatiec (rxy) a valorilor frecventelor fenomenelor s-a determinat prin

aplicarea formulei:

fxy= = degy
V=d2 2dy? unde:

Ydxdy = suma produselor dintre abateriile de la media aritmetica a valorilor frecventelor celor doua
fenomeme (x s1y) ce se coreleaza;

Ydx = suma patratelor abaterilor de la media aritmetica a valorilor frecventelor fenomenului x;
>dy = suma patratelor abaterilor de la media aritmetica a valorilor frecventelor fenomenului y;

Determinirea coeficientul de variatie a valorilor frecventelor s-a efectuat prin aplicarea

formulei:
Cv=c_ x100
X , unde:
o = valoarea deviatiei standard;
X = media aritmetica.

Diferentele au fost considerate statistic semnificative la un nivel de semnificatie de p <0,05.

Metoda hot-spot [191-195] este cea mai utilizatd metoda manuald de cuantificare a
structurilor histologice. La microscopul optic, ariile de cuantificare am ales la o marire x 200, ceea
ce corespunde suprafetei de 0,74 mm?. Metoda consti in alegerea a trei zone cu intensitatea cea
mai mare a structurilor celulare, fiind urmata de calcularea mediei aritmetice.

Examinarea microscopica si obtinerea imaginilor au fost efectuate cu microscopul Nikon
Eclipse E800, folosind ocularul cu grosisment de 4 si obiective corectate optic Cu grosimea de
X2,5, X4, X10, X20 si X65. Cele mai semnificative imagini au fost preluate cu ajutorul unei
camere video-digitale Nikon DN 100 si proiectate direct in calculator cu ajutorul programului
LUCIA NET versiunea 1.16.5. Imaginile microscopice au fost prelucrate cu ajutorul modulului

,,Contrast Enhancement” din programul de analiza a imaginii Olympus Microlmage 3.0 — 32 bit.

2.3.1. Aprecierea scorului fenotipului leziunilor pemfigus-like
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Penru efectuarea acestei etape a studiului au fost necesari 7 sobolani si 7 embrioni de gaina,
de la care s-au obtinut grefele celulare necesare pentru tratamentul leziunilor pemfigus-like
modelate la sobolani.

Caracteristica morfometrica a leziunilor cu aspect pemfigus-like a avut ca reper scorul
utilizat de Aoki-Ota M. si altii (2004) [141]. Scorul a fost util penru a aprecia progresarea leziunilor
modele pemfigus-like. Astfel, noi 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
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 n 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) [254]. S-au marcat marginile fiecarei plagi
modelate pe o pelicula de polietilend, preventiv sterilizata chimic. Dupa finisarea cercetarii in vivo
din aceasta pelicula dupa conturul respectiv, s-au efectuat sectiuni. De asemenea, din aceasta
peliculd s-a sectionat un patrat cu laturile de 10 mm. Toate mostrele au fost cantarite (S.R.L.
AZICA-GRUP, mun. Chiginau). Ulterior, cu utilizarea datelor obtinute dupa aprecierea masei, au
fost evaluate suprafata fiecarei mostre prin formarea proportiilor. Suprafata defectului cutanat
modelat a fost calculata prin impartirea primei valori de greutate a sectiunii (mst.) la cea de-a doua
(m), cu o ulterioard inmultire cu suprafata cunoscuti a peliculei patrate standard (S=a%): (ms: M)
X S. Masa 1 cm? de peliculi a fost 22 mg. Examindrile repetate s-au efectuat peste 4 zile. Procentul
de reducere a suprafetii ranilor pe zi a fost estimat prin formula: ((S1-S2x100%)/S1)/St, unde: S1 —
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, sectiunile de piele au fost colorate: 30 de sectiuni
cutanate — cu hematoxilina-eozina (H-E) si picrofuxina, utilizind metoda tehnica standard [255].
Dupa fixarea mostrelor tisulare in solutie de formaldehida de 4%, probele s-au spalat sub apa
curgatoare in decursul a doua ore si s-au uscat pe hartie de filtru. Ulterior, mostrele au fost supuse
deshidratarii prin utilizarea solutiei de etanol de 70%, 80% si 96%. Probele s-au aflat in fiecare

solutie cate 24 de ore. In solutia de 96% etanol, mostrele s-au deshidratat de trei ori, a cate 24 de
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ore. In fiecare zi, solutie era schimbati. Dupi deshidratare, mostrele au fost incluse in parafina
(Sigma-Aldrich, SUA). Dupa deshidratarea materialului, s-a inlaturat etanolul, prin prelucrarea
mostrelor cu mediul intermediar, format din etanol si xilol (1:1), timp de doua ore. Dupa aceasta,
mostrele au fost transferate in solutie curata de xilol pe trei ore. La fiecare ora, Xilolul era schimbat.
Ulterior, probele au fost transferate in solutie de xilol (1:1) pe 24 de ore, si pastrate in termostat la
t° de 58 °C. Apoi, probele au fost incluse in parafina si, in decurs de trei ore s-au pastrat in termostat
lat° de 58 °C, schimband parafina fiecare ora. Probele au fost plasate in casete speciale si pregatite
pentru etapa de sectionare.

Lamele histologice pentru examinare histologica s-au pregatit in urmatorul mod. Lamele
selectate s-au spalat minutios in solutie sapunata, si apoi au fost transferate in solutie de etanol de
96% pentru deshidratare. Ulterior, lamele s-au uscat pe hartie de filtru. Tn conditii sterile, sub hota
cu flux de aer laminar, pe fiecare lama se picura solutie de L-lizina de 15% (Sigma-Aldrich, SUA),
pentru a spori particularitatile adezive ale lamelor [255].

Dupa pregatirea preventiva a lamelor, blocul de parafina a fost sectionat cu microtomul
Leica RM2235 (Leica, Germania). Sectiunile de pe cutit s-au colectat in apa deionizata, incalzita
pe baia de apa Leica HI 1210 (Leica, Germania) pana la t° de 40°C, pentru indreptarea sectiunilor.
Ulterior, sectiunile s-au fixat pe lamele de sticla si s-au transferat in termostat la t° de 37 °C pentru
8 ore. Tnainte de colorarea sectiunilor, sectiunele s-au deparafinat si rehidratat. Pentru deparafinare
s-au folosit xilol si etanol de 96%, iar pentru rehidratare s-au folosit solutii de etanol de 70% K>O.
Solutiile s-au aflat in pahare cilindrice cu capace; deparafinarea si rehidratarea s-au efectuat sub
hota. In fiecare dintre solutii, probele au fost incubate timp de 3 minute. Din solutia de etanol de
70% mostrele au fost transferate n apa deionizata timp de 5 minute. Pentru colorarea sectiunilor
s-a folosit hematoxilind Erlih si eozina. Colorarea s-a efectuat conform protocolului: dupa
inldturarea parafinei si rehidratare, sectiunile s-au colorat cu hematoxilina timp de 1-2 minute, apoi
s-au spalat in apa distilata timp de 1-2 minute. Urmatorul pas a fost plasarea sectiunilor in solutie
albastra de tripan timp de 1 minut. Aceasta solutie s-a pregatit in felul urmator: in 100 ml de apa
distilata s-a adaugat o picatura de solutie de amoniac. Ulterior, sectiunile s-au plasat in apa distilata
si s-au spalat timp de 5 minute. Dupa aceasta, sectiunile au fost puse in solutie de eozina si tinute
timp de 2 minute, apoi s-au spalat in apa distilata. Ulterior, s-a efectuat deshidratarea sectiunilor
cu concentratii succesive de etanol — 70%, 80%, 96% — cu amestec de etanol si xilol (1:1). S-au
incubat 2 minute. Ulterior, sectiunile s-au limpezit in orto-xilol timp de 2 minute. Dupa toate aceste

manipulatii, sectiunile au fost acoperite cu lamele Tn balsam canadian si studiate microscopic.

2.3.4. Metoda imunohistochimica cu AE1/AE3 de evidenyiere a keratinocitelor
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Materialul destinat colorarii imunohistochimice a fost prelucrat prin tehnica includerii in
parafina, dupa care s-au practicat coloratii imunohistochimice (anticorpii monoclonali panCK
(clona AE1/AE3/ Leica, UK)). Pentru studiul imunohistochimic s-au realizat sectiuni de 4 pum,
care au fost 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). S-a
efectuat un studiu, focalizat pe expresia markerilor AE1/AE3. Evaluarea rezultatelor studiului s-a
efectuat conform criteriilor de interpretare, practicata de Umsauros E.H. si altii, in anul 2007 [256,
257]: ,,-” — lipsa colordrii ,,+” — colorarea a 10% din celule; ,,++” — colorarea a 50% din celule;
,,+++7 — colorarea a peste 50% din celule. lar, Jasani M.K. si Schmidt S., in anul 1993 [258] au
descris criteriile de interpretare ca: reactie intens pozitiva (+++), — reactie de intensitate moderata
(++), reactie de intensitate slaba (+), reactie de intensitate foarte redusa (+/-), lipsa reactiei ().
Metoda de detectie a biomarkerilor proteici, bazatd pe utilizarea anticorpilor monoclonali pentru
antigeni, consta in evaluarea cumulativa a diferentei dintre exprimarea markerilor si intensitatea
lor.

Investigatiile au fost efectuate n laboratorul Healthcare din or. Kiev, Ucraina.

2.3.5. Studierea componentelor C3 si C4 al complementului

Séngele, in volum de 2 ml, a fost colectat din vasele caudale in tubul pentru separarea
serului. 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 (vezi Anexa 3).

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 arena rotunda, cu diametrul de aproximativ de 90 cm si inaltimea peretilor
laterali de 50 cm. Partea de jos a fost marcata in patru randuri de sectoare cu arii egale pentru
nregistrarea vizuala a activitatii locomotorii in centru si la periferia unei portiuni intermediare a
arenei. Partea de jos a terenului a avut o gaurd cu diametrul de 2 cm, diametru, pentru a studia
reactiile de comportament la animale [187-189].

Sobolanul marcat a fost plasat in coltul terenului si am monitorizat comportamentul acestuia
timp de trei minute, am completat tabelele sumare. Pentru a determina stresul emotional, animalele
au fost testate la a 18-a saptamana de modelare a leziunilor pemfigus-like cutanate, si cu 32 zile

Tnainte de tratament si dupa 32 zile de la tratament, o data pe zi, in special, intre orele 11 si 13. La

64



intdmplare, din fiecare lot de studiu am luat cate sase animale. Dupa testare, sobolanii au fost pusi

in custi, in conditii de vivarium standard, cu acces liber la apa si hrana.

Au fost inregistrati urmatorii parametri:

1) locomotia — numarul de patrate intersectate;

2) reactia de orientare — numarul de ridicari verticale;

3) activitatea de cercetare — numarul de priviri din interiorul gaurilor ;

4) timpul de imobilitate (secunde) este considerat un simptom al fricii;

5) defecarea — numarul bolurilor si actelor de urinare in timpul testarii, care este considerat
un indicator al anxietatii emotionale;

6) grooming (ingrijire) si durata acestuia.

Activitatea fiecarui animal a fost determinata in functie de indicele IPA, care a fost calculat
prin formula:

IPA=(Y CI+ Y RV +Y AC)/ TI,

unde:

Cl — este numarul de patrate intersectate;

RV — numarul de ridicari verticale;

AC — activitate de cercetare;

TI —timpul de imobilitate (s).

Carezultat, activitatea animalului a fost clasificata astfel: activitate scazuta — valoarea IPA

mai mica de 2; activitate medie — valoarea IPA = 2-3; activitate inaltd — IPA mai mare de 4.

Sinteza capitolului 2

Pentru studiul experimental randomizat au fost selectati sobolanii albi specie Wistar,
deoarece este cel mai simplu si mai accesibil model dintre toate animalele de laborator, o specie
autentica schimbarilor fiziologice ale omului si este de electie pentru reproducerea leziunilor
pemfigus-like cutanate.

Pentru reprezentativitatea statisticd au fost formate cinci loturi, un lot martor si patru loturi
experimentale pentru a compara eficacitatea terapiei cu celule stem osteomedulare, fibroblaste de
embrionii de pasare, a ciclofosfamidei si metilprednisolonei.

Determinarea concentratiei componemtelor C3 si C4 al complementului a fost relevanta
pentru a dovedi caracterul imun al leziunilor pemfigus-like modelate la animale.

Examenul histologic a permis determinarea nivelului si tipului leziunilor pemfigus-like.

Reactie imunohistochimica cu AE1/AE3 determind expresia keratinocitelor in epiteliul
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lezat de pemfigus.

3. CARACTERIZAREA LEZIUNILOR PEMFIGUS-LIKE PE
MODELE DE ANIMALE EXPERIMENTALE
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Studiul efectuat a avut menirea sa aprecieze leziunile pemfigus-like si sa stabileasca

evolutia modificarilor simulate pe pielea 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 (Tabelul
3.1) sirepartizarea lor in raport cu clasificarea Aoki-Ota M. si altii (2004) [141]. 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.

Tabelul 3.1. Evaluarea scorului activitatii maladiei aseménatoare permfigusului pe

sobolani
Tipul leziunii Regiunea Scor
Eroziuni Bot 1
Regiunea perioculara 1
Regiunea periauriculara
Spate 2
Piept -
Abdomen -
Laba anterioara dreapta -
Laba anterioara stanga -
Laba posterioara dreapta -
Laba posterioara stanga -
Fata 1
Gt 0,5
Alopecia Bot 1
Spate 1
Abdomen 0,5
Alungirea dintilor anteriori 1
Pierderea greutatii corporale 2
Total (maximum) 11

Rezultatele scorului evaluate in studiu

Severitatea bolii a fost evaluatd conform indicelui de activitate a pemfigusului modelat pe
sobolani. Au fost studiati patru parametri: prezenta eroziunilor, alopeciei, alungirii dintilor
anteriori si scaderea greutatii corporale. Zonele selectate au fost: 10 arii pentru eroziuni, 5 arii
pentru alopecie. Fiecdrei locatii 1 s-au atribuit 1, 2, 3 puncte corespunzator. Scorul a fost apreciat
pentru gradarea detaliatd 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 (Tabelul 3.1), permitand evaluarea detaliata a activitatii bolii.
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Totodata, aceasta nu a inclus analiza fenomenului Nykolski, imunofluorescenta directd, indirecta
sau ELISA.
Prin urmare, noi am calculat numarul de leziuni pentru fiecare sobolan si am estimat

valoarea medie a scorului pentru fiecare lot de studiu (Tabelul 3.2).

Tabelul 3.2. Valorile scorului in functie de lot, M(£ES):

Loturile de Lotul I Lotul 1l Lotul 111 Lotul IV Lotul V
studiu (n=30) (n=30) (n=30) (n=30) (n=30) P
Scorul 9,23+0,37 | 9,540,403 | 9,26+0,39 | 8,54+0,36 | 9,23+0,38 | P>0,05
fenotipului
pemfigusului

Conform datelor din Tabelul 3.2, animalele din lotul I au avut scorul mediu 9,23+0,37.
Astfel, s-a determinat o diferentd nesemnificativa (P=0,53, P>0,05) fata de lotul 1l cu scorul
9,5+0,403. Scorul din lotul Il s-a deosebit nesemnificativ (P=0,43, P>0,05) de scorul din lotul I11
—scorul 9,26+0,39. Lotul Il nu avut o diferenta nesemnificativa (P=1,36, P>0,05) fata de lotul IV
cu scorul 8,54+0,36. Scorul din lotul IV s-a deosebit nesemnificativ (P=0,76, P>0,05) fata de
scorul din lotul V, 9,23+0,38.

Estimarea scorului s-a efectuat dupa a 6-a, a 12-a, a 18-a si a 24-a saptamana de la modelare
(Tabelul 3.3).

Tabelul 3.3. Estimarea scorului n lotul I in functie de perioada de urmirire a leziunilor
pemfigus-like la sobolani (dupa a 6-a, a 12-a, a 18-a si a 24-a saptimana)

Perioada Scorul
(saptamani)

6 1,2+0,21
12 1,5+0,19
18 5,8+0,33
24 9,23+0,37

Conform datelor din Tabelul 3.3, s-a stabilit sporirea scorului fara tratament. Din momentul
aparitiei leziunilor cutanate pe modelele experimentale la sobolani, prin injectarea intracutanata a
extractului etanolic proteic, scorul a fost apreciat la fiecare sase saptamani. Dupa primele sase
saptamani, scorul a fost relevant, avand o valoare de 1,2+0,21. Ulterior, la 12 saptamani, scorul a
constituit 1,5+0,19. Peste 18 saptdmani scorul a capatat o ascensiune pana la 5,8+0,33 si la

sfarsitul saptamanii a 24-a, scorul era de 9,23+0,37.
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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 (Tabelul 3.4, Anexa 3). Astfel, la animalele din lotul
Il experimental, s-a stabilit scaderea nivelului componentelor C3 si C4 de 3 ori fata de valorile

lotului — martor.

Tabelul. 3.4. Parametrii imunologici ai serului sangvin la sobolani albi, cirora nu li
s-au modelat leziuni pemfigus-like Tn studiul experimental randomizat, (M+ES%0)

Parametrii Loturile de comparare, (M+ES%) P
Lotul I (lotul martor) Lotul 1l (experimental)

Componentul C3 al 2,9+0,35 1,02+ 0,01 <0,001

complementului, g/l

Componentul C4al 2,8+1,85 0,82+0,02 <0,001

complementului, g/l

In Tabelul 3.4 sunt redate valorile medii ale componentului C3 al complementului in
normd, obtinut din serul sangvin a 7 sobolani (25+1,48) sanatosi. Rezultatul a constituit 2,9+0,35
pentru componentul C3, si 2,8+1,85 pentru C4. In Tabelul 3.5 lotul experimental a inclus 30 de
sobolani (16,742,8), care au prezentat valoare pentru C3 egala cu 1,02+0,01 g/l, si 0,82+0,02 g/l
pentru C4. Rezultatele mentionate au prezentat diferentele semnificative din punct de vedere
statistic.

Tabelul 3.5. Valorile componentelor C3 si C4 (g/l) ale complementului in functie de
lotul experimental

Parametrii Lotul I | Lotul Il Lotul 11 Lotul IV | Lotul V
Total (n=30) | (n=30) (n=30) (n=30) (n=30) =
n=150
Componentul C3al |1,02+0,01| 1,017 0,962" 1,004667 | 1,060333 1,028+
complementuluig/I +0,0064| +0,0041 | +0,018" | +0,007" |0,0079## [>0,001"
Componentul C4al | 0,82+0,02 | 0,68+ 0,88+ 0,78+ 0,89+ 0,76+
complementului g/l 0,056 | 0,056 0,044 0,052* 0,036# | >0,05"

#P>0.05, "P>0,001

Tn Tabelul 3.5 valoarea componentelor C3 si C4 este repartizati in functie de lotul
experimental. Valorile componentului C3 au constituit: lotul I — 1,017+0,0064 g¢/l; lotul 1l —
0,962+0,0041 g/l; lotul 111 — 1,0046+0,018 g/I; lotul 1V — 1,0603+0,0007); lotul V — 0,28+0,0079
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Au fost evaluate scorul si valoarea componentelor C3 si C4 (g/l) (Tabelul 4.6).

g/l. Diferentele valorilor scorului dintre loturi au fost nesemnificative din punct de vedere statistic.

Tabelul 3.6. Estimarea scorului si valorilor componentelor C3 si C4 (g/l) ale

dupi a 6-a, a 12-a, a 18-a si a 24-a saptamana)

Perioada Scorul Parametrii imunologici
(saptamani)
C3, g/l C4, g/l
6 1,2+0,21 2,9+0,04 2,8£1,85
12 1,5+0,19 2,01+0.036 | 0,89+0.0017
18 5,8+0,33 1,7+0.05 0,85+0,0013
24 9,23+0,37 1,02+0,01 0,82+0,02

complementului in functie de perioada de urmarire a leziunilor pemfigus-like la sobolani (6

Reiesind din Tabelul 3.6. am notat ca scorul cel mai scazut (1,2+0,21) a relevat cu valorile
normale ale componentelor C3, (2,9+0,04 g/l) si C4, 2,8+ 1,85 g/l. Scorul care a constituit 1,5+0,19
a scazut valoarea componentului C3 pana la 2,01+0,036 g/l si C4, 0,89+0,0017 g¢/l. La 18
saptamani, scorul a crescut pand la 5,8+0,33 si, respectiv, valoarea componentului C3 a scazut
pana la 0,89+0,0017 g/l si C4 pana la 0,85+0,0013 g/l. Animalele care au avut scorul maxim
9,23+0,37 au scdzut componentul C3 pana la 1,02+0,01 g/l si C4 pana la 0,82+0,02 g/l. Astfel,
cresterea scorului leziunilor pemfigus-like la modele pe sobolani a fost invers proportionala
nivelului seric al componentelor C3 si C4 ale complementului.

Prin urmare, am determinat corelatia dintre scorul si valorile componentului C3 al

complementului, determinate la termenele de: 6, 18, 18, 24 de saptamani (Tabelul 3.7).

Tabelul 3.7. Calcularea coeficientului de corelatie Bravais-Pearson utilizadnd scorul
fenotipului pemfigusului si valorile componentului C3 al complementului la sobolani, in
siptamana a 6-a, a 12-a, a 18-a si a 24-a de reproducere al leziunilor cutanate

M — valoarea medie a frecventei;

Perioada Scorul Parametrii
(saptamani) imunologici dy d, "y Py | dedy |

6 1,240,21 2,9 -3,2 1099|1024 | 0,98 | -3,2

12 1,5+0,19 2,01 -29 |1 0,1 | 841 | 0,01 | -0,29

18 5,8+0,33 1,7 1,4 |-0,21| 1,96 | 0,044 | -1,19

24 9,23+0,37 1,02 4831-0,89|23,33| 0,79 | -43

> 43,94 | 1,82

M 4,4 1,91 8,95 My= -
0,99

dx — abaterea de la media valorilor frecventelor fenomenului x;
dy —abaterea de la media valorilor frecventelor fenomenului y;

I'y— Coeficientul de corelatie.
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Valoarea coeficientului de corelatie a constituit - 0,99 si denota o corelatie puternica intre

fenomene.

3.3. Evaluarea greutatii corporale

Gradul pierderii greutatii 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 Tnceputul experimentului au fost masurate greutatea corporald la 150 de sobolani si

valoarea ei medie (Tabelul 3.8).

Tabelul 3.8. Greutatea corporali (grame) a sobolanilor din loturile de cercetare

(prima zi de modelare a leziunilor pemfigus-like)

Lotul I Lotul Il Lotul 111 Lotul IV Lotul V
Total (n=30) (n=30) (n=30) (n=30) (n=30) P
(n=150)
270,65,5 275,7+7,1 271+6,6 267,2+ 6.5 270,4+7.14 2747+ 70 >0,05

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

conform clasificarii Aoki-Ota M. si altii (2004) [141] (Tabelul 3.9).

Tabelul 3.9. Distributia greutatii corporale (grame) in loturi de cercetare la a 16-a

saptamana
Total Lotul I Lotul Il Lotul 111 Lotul IV Lotul V
n =150 (n=30) (n=30) (n=30) (n=30) (n=30) P
197,4+2 7 194,7+4 5 201,5+6,02 196,5+54 | 199,3+54 | 194,8+3,6 | >0,05

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 inmultirea suprafatei
preventiv cunoscute a peliculei patrate standard (S=a?): (ms.:m)Xs (Tabelul 3.10).

Tabelul 3.10. Estimarea suprafetei defectelor cutanate modelate in lipsa tratamentului

(mm?)
Loturile de Lotul I Lotul 1l Lotul 111 Lotul IV Lotul V P
cercetare (n=30) (n=30) (n=30) (n=30) (n=30)
Suprafata leziunii | 9,21+0.18 | 9,73+0,26 | 8,92+0,2 | 9,7+0,18 | 9,11+0,19 | >0,05
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| cutanate | | | | | | |

Conform datelor din Tabelul 3.10. n lotul | valoarea medie a suprafetei defectului cutanat
este 9,21+0,18 mm?, si astfel, cu o diferentd nesemnificativa (P=1,64, P>0,05) fata de suprafata
valoarea suprafetei leziunii pemfigus-like n lotul 11 (9,73+0,26 mm?). Tn lotul 1l valoarea s-a
deosebit semnificativ (P=2,31, P<0,05) de valoarea lotului I11 cu suprafata pligii de 8,92+0,2 mm?.
Valoarea suprafetei plagii 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 pligii 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 sebolanilor 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 afectata (%)

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
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, periauriculara, 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 loturi a fost semnificativa (P>0,001) din
punct de vedere statistic. Varsta medie a animalelor a fost 4,9+0,33 luni.

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

microscopic al celulelor).

3.5.2. Rezultatele investigatiei histologice ale sectiunilor de piele

Tn lotul 1 de la sobolanii cu leziunile pemfigus-like fragmentul de piele s-a prelevat din
regiunea labei drepte posterioare, cu leziuni erozive si un exudat sero-hemoragic, la a 16-a
saptdmana 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).

[

Fig. 3.2. Formarea elementelor buloase in pielea afectati la a 16-a
siptamana de la injectrea extractului etanolic din mucoasa
esofagului de bovina. 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). H-E, x140.
(Sobolan din lotul I).

Tn lotul 11 de la sobolani cu leziuni cutanate pemfigus-like (Figura 3.3), tesutul s-a prelevat
din regiunea spatelui, unde erau prezente focare lipsite de blana, suprafata medie 9,5 mm?, la a 18-
a saptamand 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-
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formate (d) in regiunea de alopecie.

Fig. 3.3. Chisturi in regiunea de alopecie la a 18-a saptamana de la
injectarea extractului etanolic din mucoasa esofagului de bovina.
Epiteliocitele stratului granular si spinos supuse acantolizei (a), cu formarea
elementelor buloase (b), bule cu continut seros (c), bule nou-formate (d) in
regiunea de alopecie. H-E, x140. (Sobolan din lotul II).

In lotul 111 la sobolanii cu leziuni pemfigus-like din regiunea pavilionului urechii la a 18-
a saptamana de la injectarea extractului etanolic din mucoasa esofagului de bovina, pe suprafata
afectata s-au observat leziuni de forma ovala 10-11,5 mm?, acoperite cu un exudat seros, tulbure,
(8 sobolani (26,7+1,5%)). Histologic leziunile aveau aspectul defectelor cutanate caracteristice

pemfigusului foliaceu: epiteliul stratului granular si spinos era supus acantolizei (a), descuamarea

keratinocitelor (c), formarea elementelor buloase (c), infiltrat inflamator in derm (d) (Figura 3.4).

'»-L:l);lﬂ..vf. . el v . % ;.;. S Sop.
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Fig. 3.4. Afectarea de tip pemfigus a epidermului pielii din regiunea
pavilionului urechii sobolanilor afectati la a 18-a saptamana de la injectarea
extractului etanolic din mucoasa esofagului de bovina. Tumifierea si hipertrofia
straturilor granular si spinos a epidermului (a), descuamarea keratinocitelor (b),
formarea unei cavitdti cu continut proteic (c), infiltrat inflamator in derm (d). H-E,
x140. (Sobolan din lotul III).

Tn lotul 1V, 8 sobolani (26,7+1,5%) au prezentat complicatii ale leziunii pemfigus-like la a
22-a saptamana de la injectarea extractului etanolic din mucoasa esofagului de bovina. Histologic
s-a descris infectarea veziculei buloase, hipertrofierea si tumifierea celulelor spinoase si granulare
(a), formarea bulelor (b) cu continut inflamator nespecific leucocitar (c), infiltrat leucocitar

perivezicular (d) (Figura 3.5).

Fig. 3.5. Infectarea veziculei buloase in leziunea pemfigus-like la sobolan
la a 22-a saptaméana de la injectrea extractului etanolic din mucoasa
esofagului de bovini. Hipertrofierea si tumifierea celulelor spinoase si
granulare cu acantoliza (a), formarea bulelor (b) cu continut inflamator

nespecific leucocitar perivascular in hipoderm (c), infiltrat leucocitar
perivezicular (d). H-E, x140. (Sobolan din lotul IV).

In lotul V animalele cu leziunile pemfigus-like, (8 sobolani (26,7+1,5%)) la a 24-a
saptamana de la injectrea extractului etanolic din mucoasa esofagului de bovina, histologic s-a
descris formarea crustelor deasupra defectelor de tip pemfigus ale pielii. Crustd formata din
filamente de fibrina (a), stratul epidermal atrofiat (b), dermul cu edem si rare elemente

inflamatoare (c), papilomatoza stratului bazal (d) ( Figura 3.6).




Fig. 3.6. Formarea crustelor deasupra defectelor de tip pemphigus ale pielii,
la a 24-a saptiméana de la injectrea extractului etanolic din mucoasa
esofagului de bovina. Crustd formata din filamente de fibrina (a), stratul

epidermal atrofiat (b), dermul cu edem si rare elemente inflamatoare in hipoderm

(c), papilomatoza stratului bazal (d). H-E, x140. (Sobolan din lotul V).

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

Rezultatele studiului au fost evaluate conform criteriilor de interpretare din literatura de
specialitate [32, 192, 193] si includ intensitatea coloratiei, care S-a determinat astfel: reactie intens
pozitiva — (+++), reactie de intensitate moderatd — (++), reactic de intensitate slaba — (+), reactie
de intensitate foarte redusa — (+/-), lipsa reactiei — (-).

Rezultatele obtinute au fost evaluate statistic conform metodelor de cercetare utilizate in
biostatistica [19].

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

cutanate afectate (Figurile 3.7, 3.8).
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Fig. 3.7. Pielea sobolanilor cu leziunil cutanate pemfigus-like
buloase si infectate, la a 16-a siptamana 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).
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Fig. 3.8. Pielea sobolanilor cu leziuni cutanate pemfigus-like la
etapa de formare a bulelor, la a 18-a siptamana de la injectrea
extractului etanolic din mucoasa esofagului de bovina. Formarea
bulei la nivelul epidermului (a), cu continut proteic, colorat cu
AE1/AE3 — intens pozitiv (+++) (b); toate straturile epidermului au o
reactie de colorare moderata (++) ( ¢). AE1/AE3, x140. (Sobolan din
lotul 1.

3.7. Reactiile comportamentale ale sobolanilor cu leziuni pemfigus-like

In studiu am explorat intensitatea fricii la a 18-a siptimana 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 analiza IPA (Tabelul 3.11) au indicat ca 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 cd reactia de imobilitate a constituit 32,4+8,5% din

activitatea totala.

Tabelul 3.11. Indicatorii comportamentului orientativ-explorativ la sobolanii cu leziuni

pemfigus-like
Caracteristicile Media Lotul I Lotul Il Lotul 11 Lotul IV Lotul V
comportamentale | esantionului (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
total,
n=30
Locomotie, nr. 16,1+6,7 17,4415,5 | 19,7+16,2 14,0+14,1 | 14,4+14,3 | 15,1+15,6
Reactie de orietare, 23,1+7,4 23,21+17,2 | 22,6+17,07 | 23,3+17,3 | 23,5+17,3 | 22,8+17,2
nr.
Activitate de 16,43+6,8 16,07+15,0 | 14,51+14,4 | 16,34+15,1 | 17,0+15,3 |18,25+16,6
cercetare, nr.
Defecatie, buc. 4,1+7.3 4,01+8,0 3,247,18 5,06+2,9 4,348,3 3,947,9
Timpul de 32,4+8,5 33,03+19,2 | 33,06+19,2 | 33,07+19,2 | 31,4+19,0 |31,57+18,9
imobilitate, s
Grooming, s 7,81+4,9 6,25+3,14 6,8+10,3 8,2+11,2 9,4+11,9 | 8,4+11,3
IPA 1,740,005 1,61 1,72 1,63 1,78 1,77

Reactia de imobilizare a sobolanilor (32,4+8,5%) a fost interpretata ca un simptom al fricii.
In acelasi timp, numarul defecatiilor (4,1+7,3%) si perioada de ingrijire (7,81+4,9%) au crescut.

Nivelul inalt al defecatiilor (4,1+7,3%) a fost considerat un indice al ,,emotionalitdtii” animalului,
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iar prelungirea perioadei de autoingrijire (grooming) (7,81+4,9%) — un indice al anxietatii.

Activitatea sobolanilor a fost scazuta (1,7+0,005).

Discutii

In contextul rezultatelor mentionate in acest capitol se poate conclude faptul ¢ scopul
principal al acestei etape al studiului a fost dezvoltarea unui model in vivo de pemfigus. Prin
injectarea intracutanata al extractului proteic pe etanol din mucoasa esofagului de bovine, am indus
lezinunile pemfigus-like la sobolanii albi de specie Wistar. Debutul aparitiei eruptiilor cutanate a
inceput la a 16 — 18 saptamana de la prima zi de imunizarea a animalelor. Algoritmul de
caracterizare a maladiei la animale a inclus scorul leziunilor pemfigus-like, precum: greutatea
corporald, planimetria plagilor, dozarea concentratiei serice ale componentelor C3 si C4 al
complimentului, examenul histologic si investigatii imunohistochimice cu pancitokeratina.
Marirea scorului a fost asociata de scaderea in greutate a animalelor cu 20-30% relatand o corelatie
puternicd (-0,99) cu scaderea concentratiei serice a componentelor C3 si C4. Histologic evolutia
acantolizei a relevat cu reactie intens pozitiva a keratinocitelor din stratul spinos si granular.

n anii 1970, au fost efectuate mai multe experimente de modelare a pemfigusului la
animale [171]. Leziunile buloase au fost produse la maimute prin trei injectii successive al serului
purificat, obtinut de la pacientii cu pemfigus [259]. Transfuzia de acest ser la animale a reusit sa
modeleze maladia datorita distrugerii legaturilor intercelulare in epiderm de catre autoanticorpii
produsi experimental [260]. Deasemenea, au fost efectuate si studii in vitro, folosind keratinocite
izolate din piclea umana in care a fost produsa acantoliza prin adaugarea serului de pemfigus la
cultura celulara [171, 261-264]. Cu toate acestea, modelul de soarece nud a fost mai potrivit pentru
studierea rolului anticorpilor in patogeneza bolii. Faptul ca pemfigus este 0 maladie exclusiv
umana [265] ce presupune ca tesuturile umane sunt investigate mult mai bine decat alte modele de
maladii. Modelul descris in vivo poate imita clinic mai bine maladia decat modelele in vitro.

Studii anterioare unde mucoasa orala umand obtinutd prin amigdalectomie
postinflamatorie, a fost transplantata pe spatele soarecilor nuzi imunodificienti, la care s-a injectat
intraperitoneal serul obtinut de la pacientii cu pemphigus, dezvoltand leziuni buloase specifice
acestei maladii la nivelul mucoasei grefate [266, 267]. Modelul dat a fost utilizat pentru studierea
patogenezei leziunilor pemfigusului.

Studiile privind transferul experimental al bolilor "autoimune" de la om la soarece au fost

efectuate si pe miastenia gravis [268], diabet zaharat dependent de insulina [269] si boala Graves
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[270]. Tn toate aceste studii, insd, organele interne ale soarecilor au fost tesuturi ,, tintd”. Aceste
modele au fost dezvoltate pentru a studia mecanismele patogenetice ale autoanticorpiulor asupra
tesuturilor umane. Studiile pemfigusului ar trebui s@ includa si investigatii privind modul in care
anticorpii penetreaza epiteliu, legarea lor la membranele celulare si evolutia acantolizei.

Takahashi Y. a descris evolutia schimbarilor imunologice si microscopice care are loc in
vivo in epidermul soarecilor BALB/c nou-nascuti dupa ce 1i s-a administrat parenteral
imunoglobulinele IgG purificate. Cercetatorul a urmarit evolutia acantolizei si formarea de bule
pe suprafata cutanata acestor animale. Dezavantajele sunt in faptul ca pielea soarecilor nou-nascuti
si a oamenilor poate sd difere de pielea matura, ceea ce poate duce la interpretari gresite. Pentru a
induce boala la soareci adulti, este necesara o cantitate mai mare de anticorpi [147].

Ohyama M. a generat un model activ al pemfigusului vulgar prin transferul adoptiv de
splenocite de la soareci imunizati cu desmogleina 3 recombinata la soareci Rag 2. Acest model a
aratat modificari histopatologice si imunologice observate la pacientii cu aceasta maladie oferind
posibilitatea studierii mecanismelor patofiziologice ale pemfigusului vulgar si evaluarea
eficacitatii tratamentului cu preparate corticosteroide si citostatice asupra bolii [150].

Theodor ML.I. si Peter J.G. au studiat caracteristicile antigenului din mucoasa esofagului de
iepure, observand ca acesta este insolubil in solutie de 0,8 M KCl si au prezentat sedimentul tisular
liber al proteinei solubile in apa. Cercetatorii au studiat 20 de iepuri olandezi la care au indus
leziunile pemfigus-like pe pielea in vivo in urma injectarii intracutanate a extractului proteic pe
etanol obtinut din mucoasa esofagului de iepure. La 11 din cei 20 de iepuri imunizati prin
injectarea repetata la fiecare 14 zile al extractului proteic pe etanol din mucoasa esofagiana de
iepure a dus la formarea de imunoglobuline IgG antiepiteliale. Ei au observat ca aplicarea
epicutanata la iepuri al sodiului lauryl sulfonat a sporit legarea antcorpilor de jonctiunile epidermo-
dermale si evolutia .acantolizei. Titrul de anticorpi in serul iepurilor a variat de la 1:80 pana la
1:320. Anticorpii prezenti in serul la 7 iepuri au fost legate de intregul epiteliu scuamos al
esofagului la animal [153].

Mai apoi, Ablin R.J. si Beutner E.H. au efectuat inducerea pemfigusului la 4 iepuri Albino
din Noua Zeelanda prin injectarea intracutanatd a animalelor cu extractul solubil de proteind pe
etanol, obtinut din mucoasd esofagiana bovind si incorporat in adjuvantul Freund. Dupa trei
saptamani, prin imunofluorescenta indirecta cercetatorii au aratat ca trei din patru iepuri au format
autoanticorpi impotriva desmogleinei 3, titrul fiind de la 1:8 pand la 1:64. Ei au urmdrit ca initial
anticorpii se legau numai cu tesut bovin inoculat intracutanat iepurilor dar dupa heteroimunizarea
continud acestea reactionau si cu mucoasa esofagului iepurilor. Prin imunofluorescenta directa si

examenul histologic autorii au dovedit dezvoltarea "pemfigusului experimental” la animale.
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Aparitia autoanticorpilor de tip pemfigus s-a inceput aproximat intre 18 si 22 de saptamani de la
prima zi de imunizare [145, 154].

Zonele cutanate inoculate la iepuri au fost cu aspect neregulat "bulos-like", leziuni cutanate
de aproximativ 2 - 3 centimetri in diametru. Eruptii au fost inconjurate de un edem sever. Numarul
de leziuni a variat de la trei pana la sapte si au fost observate cel mai adesea in grupuri de doua
sau trei. Datele obtinute din studiile au sugerat cad aceste autoanticorpi produsi la iepuri au fost
asemanatoare cu anticorpii din pemfigusul uman. Iar titrurile de anticorpi prin imunofliorescenta
indirectd au fost cuprinse intre 1:16 si 1:64. Severitatea leziunilor a fost dependenta de titrul inalt
a anticorpilor in serul animalelor. Schimbari histologice comparabile nu au fost observate in
epiderma animalelor in mod similar inoculatd cu adjuvant Freund complet si extracte obtinute din

alte organe (splina, rinichi, ficat) [154].

Sinteza problematicii tratate in capitolul 3

Metoda imunohistochimica cu AE1/AE3 a permis identificarea citokeratinei in leziunile
pemfigus-like modelate pe se delate ikentificaica. Astfel, colorarea imunohisto-chimica cu
AE1/AE3 a identificat o-reactie intens pozitiva (+++) la nivelul sectiunii cutanate afectate, care a
fost depistata la toate animale din loturile I (2043,6%), 11 (20+3,6%), 111 (20+3,6%), IV (20£3,6%)
s1 V (20£3,6%). Astfel, expresiea citokeratinei, poate fi utilizata pentru studierea in continuare a
naturii procesului patologic.

Analiza fotometrica a concentratiei componentelor C3 si C4 in serul sangvin in leziunile
pemfigus-like pe animalele de laborator, denota consumul componentelor C3 si C4 serice ce a
relevat activitatea sistemului complementului ca rezultat al administrarii extractului proteic pe
etanol din esofagul de bovina.

Din rezultatele obtinute putem nota ca extractul proteic pe etanol din esofagul de bovina
injectat intracutanat a cauzat o stimulare antigenicd cronicd cu participarea sistemului de
complement, activat pe cale clasicd, si a rezultat in efect membranolitic care a condus la
distrugerea structurilor epiteliale si ruperea interactiunilor dintre elementele celulare.

Cercetarea indicelui de activitate a relatat afectarea starii emotionale a sobolanilor. Prin
urmare, activitatea sobolanilor era scazuta (1,7+0,005). Reactia de imobilizare a sobolanilor

(32,4+8,5%) a fost interpretatd ca un simptom de anxietate.
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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 (tabelul 4.1).

Tabelul 4.1. Repartizarea animalelor in functie de metoda de tratament

Metoda de tratament Numarul de animale p£ES (%)
Fara tratament (lotul-martor) 30 20£3,6
Tratament cu celule stem obtinute 30 20+3,6
din miduva osoasa (1x10° celule/kg
corp/zi)
Tratament cu fibroblaste obtinute de 30 20+3,6

la embrionii de gaina (1x10°
celule/kg corp/zi)

Tratamentul cu ciclofosfamida 30 20+3,6
(40mg/kg/zilnic)

Tratament cu corticosteroizi (metil- 30 20+3,6
prednisolon acetat, 100 mg/kg/zi)

Total 150 100,0

Din datele prezentate in Tabelul 4.1 rezulta ca loturile de animale au fost identice in

aspectul dimensiunii esantionului.

4.2. Evaluarea scorului leziunilor pemfigus-like

De mentionat, ca 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%g/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 1) 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) (Tabelul 4.2,
Anexa 3).
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Tabelul 4.2. Scorul leziunilor pemfigus-like si masa la sobolani in lotul | (lotul-martor) si
n lotul 11, tratat cu celule stem din méiduvi osoasa

Parametrii Lotul I (n=30) Lotul 1l (n=30) P
Scorul 8,9+0,36 1,45+0,19 P=18,6, P<0,001
Masa corpului 2,46+0,091 1,2+0,17 P=6,5, P<0,001

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

tratamentului) (Tabelul 4.3).

Tabelul 4.3. Scorul leziunilor pemfigus-like si masa la sobolani in lotul | (lotul-martor) si in

lotul 111, tratat cu fibroblaste din embrionii de giina
Parametrii Lotul I (n=30) Lotul 11 (n=30) P
Scorul 8,9+0,36 4,02+2,03 P=1,96, P>0,05
Masa corpului 2,46+0,091 2,2+0,13 P=1,63, P>0,05

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, dupa 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 greutatii corporale in aceste doua loturi a fost
semnificativa (P=3,46, P<0,01, dupa 16 zile de la inceputul tratamentului) (Tabelul 4.4).

Tabelul 4.4. Scorul leziunilor pemfigus-like si masa la sobolani in lotul I (lotul-martor) si in
lotul 1V, tratat cu ciclofosfamida (40 /mg/kg corp/zi)

Parametrii Lotul I (n=30) Lotul IV (n=30) P
Scorul 8,9+0,36 1,93+0,26 P=16,21, P<0,001
Masa corpului 2,460,091 1,73+0,19 P=3,46, P<0,001

Tn urma administrarii solutiei de acetat de metil-prednisolon (mPs) intraperitoneal, in doza

de 100 mg/zi, la supravegherea sobolanilor dupa 16 zile, scorul leziunilor pemfigus-like era
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semnificativ scazut (P=4,58, P<0,001, 16 zile), fata 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)
(Tabelul 4.5).

Tabelul 4.5. Scorul leziunilor pemfigus-like si masa la sobolani in lotul | (lotul-martor) si
lotul V, tratat cu m-Ps

Parametrii Lotul I (n=30) Lotul V (n=30) P
Scorul 8,940,36 6,7+0,32 P=4,58, P<0,001
Masa corpului 2,46+0,091 2,1+0,05 P=3,49, P<0,001

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 de animale. 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 si 48 de zile de la initierea terapiei.

Tabelul 4.6. Scorul greutatii corporale a animalelor dupi tratamentul cu celule stem

Perioada de Lotul | Lotul 11 Lotul 111 Lotul IV Lotul V
tratament (n=30) (n=30) (n=30) (n=30) (n=30)
(zile)
16 2,46+0,091 1,2+0,17 2,2+0,13 1,73+0,19 2,1+0,05
32 2,46+0,091 | 0,87+0,17 2,2+0,13 1,3+0,19 2,0+1,99
48 2,7+0,083 0,4+0,087 2,03+0,13 0,67+0,14 1,86+0,25

Din datele tabelului 4.6 am facut concluzie ca in ziua a 16-a zi, valoarea medie a scorului
greutatii (2,46+0,091) in lotul | fara tratament a ramas semnificativ inalta (P>0,001) fatd de scorul
in lotul 11 (1,240,17), lotul 111 (2,2£0,13), lotul 1V (1,7340,19) si difera nesemnificativ fata de
valoarea scorului in lotul V' (2,1+0,05). Tn ziua a 32-a, scorul a riamas neschimbat in lotul |
(2,4620,091) si creste semnificativ (P<0,001) pana in ziua a 48-a, (2,7+0,083). In lotul |1, greutatea
corpului scade semnificativ (P<0,001), pana n ziua a 48-a de supraveghere (0,4+0,087).
Animalele din lotul I11, 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 s-a micsorat de la 1,3£0,19 péna la 0,67+0,14. Sobolanii din lotul V si-au
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schimbat greutatea nesemnificativ (P>0,05) Tn zilele 32 si 48.

4.4. Dozarea complementului

La inceputul tratamentului cu celule stem din maduva osoasa in lotul Il experimental, pe
parcursul a 16 zile concentratia C3 a complementului a fost de 1,69+0,009 g/I. Prin urmare, dupa
tratamentul cu celule stem din miduvd osoasd (1x10° celule/kg corp/zi), in ziua a 16-a,
concentratia C3 creste, fiind 2,1+0,014 g/l (P<0,001). Ulterior, in ziua 32 si 48, nivelul C3 al
complementului in serul sangvin a revenit in limitele normale, constituind 2,51+0,015 g/l si
2,81+0,02 g/l. Diferenta dintre rezultatele obtinute a fost statistic semnificativa (P<0,001) (Tabelul
4.7).

Tabelul 4.7. Concentratia C3 (g/l) al complementului in lotul 11 dupa tratamentul cu
celule stem din maduva osoasa

Perioada de tratament Prima zi
(zile) de 16 32 48 P
tratament
Concentratia C3 al
; g 1,69+0,009 | 2,1+0,014 | 2,51+0,015 | 2,81+0,02 | P>0,001
complementului

C* — componentul din sistemul complementului.

4.5. Dinamica leziunilor cutanate
Conform protocolului [254, 255], investigatia planimetrica a plagilor se recomanda sa fie

efectuata la fiecare 3-4 zile, pentru a releva dinamica activitatii reparatorii a plagilor.

Tabelul 4.8. Suprafata defectelor cutanate modelate la a 8-a zi de tratament

Loturile de cercetare Lotul I Lotul Il Lotul 111 Lotul IV Lotul V P
(n=30) (n=30) (n=30) (n=30) (n=30)

Suprafata leziunii 8,81+0,17 | 4,95+0,31 | 7,27+0,32 | 6,65+0,33 | 8,31+0,24 | P<0,001

cutanate (mm?)

S*— suprafata leziunii cutanate (mm?)

Din Tabelul 4.8 se observi ci in urma tratamentului cu celule stem (1x10° celule/kg
corp/zi) suprafata defectelor cutanate modelate (4,95+0,31 mm?) in lotul Il 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 (Tabelul 4.9).

Tabelul 4.9. Procentul de reducere a suprafetei leziunilor dupi tratament

Loturile de cercetare

Lotul |
(n=30)

Lotul Il
(n=30)

Lotul I11
(n=30)

Lotul IV
(n=30)

Lotul V
(n=30)
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| Suprafata leziunii cutanate (%) | 0,54% |

6,14%

2,31%

1,68%

1,1%

Dupa 16 zile de tratament (Tabelul 4.10.) cel mai bun rezultat a fost obtinut in lotul 1l

(6,14%), tratat cu celule stem alogene (1x10° celule/kg corp/zi), izolate din miduvi osoasa.

Tabelul 4.10. Suprafata defectelor cutanate modelate dupa 16 zile de tratament

Loturile de Lotul | Lotul 11 Lotul 111 Lotul IV Lotul V P
cercetare (n=30) (n=30) (n=30) (n=30) (n=30)

Suprafata 9,1#0,19 | 3,38+0,23 | 5,224+0,3 | 5,16+0,46 | 6,86+0,3 P<0,001
leziunii

cutanate

(mm?)

Tabelul 4.10 prezinta o eficacitatea semnificativa (P<0,001) a celulelor stem din maduva
osoasa 1n tratamentul leziunilor experimentale cutanate. Rezultatul este datorat proprietatilor

imunosupresoare ale grefelor din celule stem osteomedulare.

4.6. Evaluarea schimbirilor morfologice n sectiunile histologice ale pielii

Au fost formate 5 loturi de studii, a cate 30 de sobolani cu leziuni pemfigus-like, selectati
aleatoriu. Doza celulelor stem a fost de 1x10° celule/kg/zi, a ciclofosfamidei — de 40 mg/kg corp/zi
si solutie de acetat metil-prednisolon — de 100 mg/kg/corp/zi. Solutia a fost administrata
intraperitoneal. Durata terapiei cu celule stem osteomedulare si cu metil-prednisolon a constituit
4 saptamani. Ciclofosfamida a fost administrata 3 zile pe saptamana, timp de 5 saptamani. 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 I, animalele experimentale, care nu au beneficiat de tratament, la a 24-a siptimana
de la injectrea extractului pe etanol din mucoasa esofagului de bovina 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
externa (b), loja foliculului pilos — lipsita de firul de par cu continut de fibrind si mase proteice (c),

foliculul pilos — intact (d), acinusul glandelor sebacee — langa foliculul pilos (e) (Figura 4.1).
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Fig. 4.1. Afectarea pemphigus-like a foliculilor pilosi ai pielii la
sobolanii din lotul fira tratament, la a 24-a sdptiména de la injectrea
extractului etanolic din mucoasa esofagului de bovina. Keratinocitele
din stratul granular si spinos — tumefiate si hipertrofiate (a), teaca fibroasa
— 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), acinusul glandelor sebacee — langa foliculul pilos (e).
Picrofuxina, x 140. (Sobolan din lotul I).

In siptimana a 29-a de la demararea maladiei, la animalele din lotul | s-au observat
leziunile erozive noi n regiunea spatelui. Histologic, s-a pus in evindenta formarea elementelor
buloase noi pe suprafata cutanata a sobolanilor. Keratinocitele din stratul granular si spinos au fost
supuse acantolizei (a), cu formarea leziunilor buloase (b), cu continut seros (c), bule nou-formate

(d), glande sebacee — formate din acinusi (e), fir de par in teaca fibroasa (f) (Figura 4.2).
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Fig. 4.2. Formarea elementelor buloase noi pe suprafata cutanata a
sobolanilor in siptimana a 29-a de la demararea maladiei. Epiteliocitele
stratului granular si spinos sunt supuse acantolizei (a), formarea leziunilor
buloase (b), cu continut seros (c), bule nou-formate (d), glande sebacee —
formate din acinusuri cu celule spumoase nemodificate (e), fir de par in
teaca fibroasa (f). Picrofuxind, x 140. (Sobolan din lotul I).

In lotul I, animale in siptimana a 33-a de maladie, (3 animale (10+5,5%)), histologic s-au
descris infectarea leziunilor erozive, hipertrofierea si tumefierea celulelor spinoase si granulare cu

acantoliza (a), cu formarea bulelor (b) cu continut inflamator nespecific leucocitar (c), infiltrat

inflamator perivezicular (d) (Figura 4.3).

- = o \’? e . o S gt
Fig. 4.3. Infectarea bulei in siptimina a 33-a de maladie. Hipertrofierea 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).
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Tn lotul 11 animale cu leziunile pemfigus-like au primit tratamentul cu celule stem derivate
din miduvi osoasi in cantitatea de 1x10° celule/kg corp/zi, intraperitoneal, timp de 4 siptimani.
Fragmentul cutanat a fost prelevat n a 16-a zi de tratament cu celule stem. (3 sobolani (10+5,5%).
Histologic s-au descris: epidermul cu toate straturile intacte (a), limfocite solitare in hipoderm (b),

glande sebacee ce comunica (c) cu foliculul pilos (d) (Figura 4.4).

Fig. 4.4. 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 sebacee ce comunica (c) cu foliculul pilos (d). H-E, x 90. (Sobolan

din lotul II).

Tn lotul 11 la animale cu leziuni pemfigus-like in a 32-a zi de tratament, pe suprafata pielii
spatelui pe locul leziunii erozive, s-au observat modificari de epitelizare, formarea unei pelicule
de fibrina, tractiunea marginelor pligii, stoparea exsudatiei, recresterea firelor noi de bland, (9
animale (6,0+1,9%). Histologic, epidermul cu toate straturile intacte (a), stratul bazal este format
din keratinoblaste uniforme (b), urmat de keratinocite spinoase (c), celule granulare solitare (d),
stratul lucid a fost usor Ingrosat, stratul cormos — cu hiperkeratozd (e), limfocite solitare, in

hipoderm (f), glande sebacee ce comunica (g) cu foliculul pilos (h) (Figura 4.5).
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Fig. 4.5. Bioptatul de piele prelevat de la sobolani cu leziunile
pemphigus-like tratati cu celule stem din maduva osoasa administrate
intraperitoneal la sobolani, in a 32-a zi. Epidermul cu toate straturile
intacte (a); stratul bazal a fost format din keratinoblaste uniforme (b),
urmat de keratinocite de 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).

n lotul 111 animalele cu leziunile pemfigus-like au beneficiat de tratament cu celule
fibroblaste obtinute din embrioni de gaina. Fragmentele pielii au fost prelevate din regiunea gatului
si a spatelui, in ziua a 32-a de tratament. La 3 sobolani (10+5,5%), histologic s-a descris formarea
crustelor pe defecte pemfigus-like ale pielii. Crusta formata din filamente de fibrina (a), atrofia

stratului epidermal (b), dermul cu edem si rare elemente inflamatorii (¢), papilomatoza stratului
bazal (d) (Figura 4.6).
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Fig. 4.6. Formarea crustelor pe defecte pemfigus-like ale pielii, in ziua a
32-a de tratament. Crusta formata din filamente de fibrina (a), atrofia
stratului epidermal (b), dermul cu edem si rare elemente inflamatorii (c),
papilomatoza stratului bazal (d). H-E, x 140. (Sobolan din lotul, III).

In lotul 1V animale cu pemfigus-like au fost supusi tratamentului cu ciclofosfamida (40
mg/kg/corp/zi), 3 sobolani (10+5,5%) au prezentat modificarile de epitelizare a epidermului.
Fragmentul cutanat a fost prelevat din regiunea botului, Tn ziua a 32-a de tratament. Pe suprafata
plagii s-a constatat o placi pigmentati secundard, cu suprafata de 7 mm? Locul era acoperit
complet cu blana. Histologic, s-au descris epidermul cu toate straturile intacte (a), stratul bazal a
fost format din keratinoblaste uniforme (b), urmat de keratinocite ce contin celule spinoase. S-au
identificat celule granulare solitare (c), stratul lucid a fost ingrosat (d), stratul cornos a fost subtiat
cu keratina (e), limfocite solitare in hipoderm (f), teaca interna si cea externd ale foliculului pilos

(g) (Figura 4.7).
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Fig. 4.7. Leziunile pemfigus-like tratate cu ciclofosfamida (40 mg/kg corp/zi)
la sobolani in ziua a 32-a. Epidermul cu toate straturile persistente (a), stratul
bazal a fost format din keratinoblaste uniforme (b), urmat de keratinocite din
stratul spinos. S-au identificat celule granulare solitare (c), stratul lucid a fost
ingrosat (d), stratul cornos a fost subtiat cu keratina (e), limfocite solitare, in
hipoderm (f), teaca interna si cea externa ale foliculului pilos contin celule
conturate (g). H-E, x 140. (Sobolan din lotul, III).

Lotul IV a inclus 3 (10£5,5%) sobolani cu leziuni erozive pemfigus-like, la nivelul capului
si spatelui. Animale au fost tratate cu ciclofosfamida — 40 mg/ kg corp/ zi. Fragmentul cutanat a
fost excizionat in ziua a 48-a de terapie. Plaga — complet epitelizata, de culoare roza, acoperita cu
blana lucioasa. Tulpinile parului au fost de aceeasi lungime. Histologic s-au descris epidermul cu
toate straturile persistente (a), limfocite solitare in hipoderm (b), sub stratul bazal s-au vizualizat
fibre de colagen colorate in rosu ce au determinat arhitectonica tesutului conjunctiv (c), glande

sebacee cu celule conturate ce comunica (d) cu foliculul pilos (e) (Figura 4.8).
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Fig. 4.8. Leziunile pemfigus-like tratate cu ciclofosfamida (40
mg/kg corp/zi), 1a sobolani in ziua a 48-a. Epidermul cu toate
straturile persistente (a), limfocite solitare in hipoderm (b), sub stratul
bazal s-au vizualizat fibre de colagen colorate in rosu ce au determinat
arhitectonica tesutului conjunctiv (c), glande sebacee cu celule
conturate ce comunica (d) cu foliculul pilos (e). Picrofuxina, x90.
(Sobolan din lotul, IV).

Lotul V a inclus 30 (20£3,6%) sobolani. Fragmentul cutanat a fost sectionat in ziua a 16-a
de tratament cu metil-prednisolona acetat 100 mg/kg corp/zi. Macroscopic, suprafata plagii a fost
de 10,1 mm?. S-a descris tractiunea marginilor pligii cu secretie purulenti. Microscopic s-au
determinat de tumefierea stratului spinos si granular (a), descuamarea keratinocitelor (b), formarea

unei cavitati cu continut fibro-proteic (c), infiltrat inflamator in derm (d) (Figura 4.9).

Fig. 4.9. Leziuni pemfigus-like 1a sobolani din lotul V, in ziua a 16-a de
terapie. Tumefierea stratului spinos si granular (a), descuamarea
keratinocitelor (b), formarea unei cavitdti cu continut fibro-proteic (c),
infiltrat inflamator in derm (d). Picrofuxind, x 140. (Sobolan din lotul, V).
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De la sobolanii din lotul V, fragmentul de piele a fost sectionat in ziua a 32-a de tratament.
Macroscopic, pe suprafata pielii s-a constatat o placa eroziva, acoperita cu pelicula epiteliald si o
tractiune semnificativi a marginilor pligii. Suprafata leziunii cutanate — 5,3 mm?. Microscopic, s-
a evidentiat formarea crustelor pe leziuni cutanate erozive. Crustd formata din filamente de fibrina
(a), atrofia stratului epidermal (b), dermul cu edem si rare elemente inflamatorii (c), papilomatoza

stratului bazal (d) (Figura 4.10).

Fig. 4.10. Formarea crustelor pe defecte cutanate erozive in ziua a
32-a de tratament. Crustd formata din filamente de fibrina (a), atrofia
stratului epidermal (b), dermul cu edem si rare elemente inflamatorii
(c), papilomatoza stratului bazal (d). Picrofuxina, x 140. (Sobolan din
lotul V).

De la sobolanii din lotul 11, supusi tratamentului cu celule osteomedulare alogene, (7
animale (4,6x1,7%), ficatul a fost examinat in ziua a 48-a de tratament. Histologic s-au descris

hepatocite conturate (a), edem (b), infiltrat limfocitar in jurul triadelor hepatice (c), hiperemie

venoasa (d) (Figura 4.11).
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Fig. 4.11. Ficatul sobolanilor din lotul II, Ficatul a fost prelevat
in ziua a 48-a de tratament. Hepatocite conturate (a), edem (b),
infiltrat limfocitar in jurul triadelor hepatice (c), hiperemie venoasa
(d). Picrofuxina, x 140. (Sobolan din lotul, II).

Lotul 11l a inclus 30 (20+3,3%) de sobolani, supusi tratamentului cu fibroblaste din
embrioni de gdind. Splina a fost prelevata in ziua a 32-a de tratament. Tabloul microscopic: reactie
inflamatorie a tesutului parenchimatos al splinei. Histologic s-au determinat noduli limfatici (a) cu

centrul germinativ hiperplaziat (b), zona mantinicd — slab conturata (c) (Figura 4.12).

Fig. 4.12. Splina sobolanilor tratati cu fibroblaste in pemfigus, la a
32 —a zi de tratament. Noduli limfatici (a) cu centrul germinativ
hiperplaziat (b), zona mantinicd — slab conturata (c). H-E, x 140.

(Sobolan din lotul, III).

4.7. Evaluarea imunohistochimica cu AE1/AE3 a keratinocitelor
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Animale din loturile IIT si V au inclus céte 15 animale (8,3+0,15%) care s-au investigat
imunohistochimic cu AE1/AE3 la a 32-a zi de tratament. Au fost puse in evidenta toate straturile
a epidermului care au fost colorate slab (+) (a), straturile lucid si cornos au fost ingrosate (b),
straturile spinos si granular erau formate de celule clar evidentiate (c), stratul bazal a avut o reactie

moderata de colorare (++) (d) (Figura 4.13).

Fig. 4.13. Pielea sobolanilor afectati de pemfigus la etapa de
epitelizare, la a 32-zi de tratament. Toate straturile a epidermului au
fost colorate slab (+) (a), straturile lucid si cornos erau Iingrosate (b),
straturile spinos si granular au fost formate de celule clar evidentiate (c),
stratul bazal a avut o reactie moderata de colorare (++) (d). AE1/AE3,
x140. (Sobolan din lotul III).

Loturile IT si IV au inclus 16 animale: lotul Il — 9 animale (6,0£1,9 %) si lotul IV — 7
animale (4,6x1,7 %) cu intensitate slaba de colorare a keratinocitelor (+) la nivelul sectiunii
cutanate afectate, la a 32-zi de tratament. Au fost puse in evidenta toate straturile colorate slab (+)
(a), straturile lucid si cornos erau ingrosate (b), straturile spinos si granular au fost formate de

celule clar evidentiate (c), stratul bazal a avut o reactie moderata de colorare (++) (d) (Figura

4.14).




Fig. 4.14. Pielea sobolanilor afectati de pemfigus la etapa de
epitelizare, la a 32-zi de tratament. Au fost puse in evidenta toate
straturile colorate slab (+) (a), straturile lucid si cornos sunt ingrosate (b),
straturile spinos si granular sunt formate de celule clar evidentiate (c),
stratul bazal a avut o reactie moderata de colorare (++) (d). AE1/AE3,
%140. Sobolan din lotul II).

4.8. Dinamica comportamentului sobolanilor dupa tratament
Caracteristica IPA a aratat (Tabelul 4.13) ca principala manifestare comportamentala a
animalelor, care au descris starea de bine, a fost activitatea motorie (locomotie) pe suprafata

terenului, masurata prin numarul de patrate traversate.

Tabelul 4.11. Indicatorii comportamentului orientativ-explorativ la sobolani cu leziuni

pemfigus-like
Caracteristicile Lotul I Lotul Il Lotul Il Lotul IV Lotul V
comportamentale (n=30) (n=30) (n=30) (n=30) (n=30)

Locomotie, nr. 19,2416,1 | 32,2+19,01| 20,2+16,4 | 28,3+18,4 |19,31+16,1
Reactie de orietare, nr. 22,7+17,1 | 27,1418,2 | 22,9+17,2 | 22,1+16,9 |22,4+17,02
Activitate de cercetare, nr. 15,7+14,8 17,8+15,6| 16,03+14,9 | 22,5+17,04 | 17,9+15,7
Defecatie, buc. 3,9+7.9 1,4+4.8 4,6+8,6 2,1+5,8 3,847,8
Timpul de imobilitate, sec 32,3+19,1 17,8415,6| 28,2+18,4 | 21,25+16,7 | 30+18,7
Grooming, sec 6,11+9,8 3,747,7 | 8,01+111 3,847,8 6,6+10,1
IPA 1,8 4.4 2,1 3,4 2,05

Tn lotul II la sobolani activitatea motorie a fost cea mai semnificativa (P<0,05) si a
constituit 32,2%+19,01. Perioadele de autoingrijire (grooming) au fost destul de rare si de scurta
durata, (3,7%=7,7) din totalul activitatii. Numarul defecatiilor de asemenea a scazut pana la

1,4%=4,8 din activitatea totala.
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Prin urmare, cea mai scazuta activitate (1,8) era in lotul I, si o activitate medie (2,1) —n
lotul 111, 3,4 —1n lotul IV, 2,05 — in lotul V. Cel mai Tnalt indice de activitate a fost observat n
lotul I1 (4).

4.9. Prelucrarea statistica a datelor

Valorile P < 0,05 au fost considerate semnificative statistic. Astfel, terapia cu celule
osteomedulare a aratat o diferenta semnificativa in scaderea scorului leziunilor, comparativ cu
terapie cu fibroblaste din embrioni de gaina. Lotul 111 (P=4,5, P<0,001, 16 zile), ciclofosfamida
40 mg/kg/zi, lotul 1V (P=3,3, P<0,001, 16 zile) si lotul tratat cu solutie acetat de metil-prednisolon
100 mg/kg corp/zi lotul V (P=2,75, P<0,001, 16 zile).

L3 (fibroblaste)

M 48 zile
L2 (BM-MSCs) 1432 zile
M 16 zile

L1 (Martor)

0 2 4 6 8 10

Fig. 4.15. Scorul leziunilor pemfigus-like in functie de durata tratamentului

Conform Figurei 4.15, dupa 16 zile de tratament, putem constata urmatoarele rezultate: n
lotul-martor (lotul 1) s-a evidentiat un scor de 8,9+0,36%. Aceasta inseamna, ca in lotul fara
tratament s-a observat dezvoltarea continua a leziunilor, relevata prin sporirea scorului si diferenta
semnificativa (P=18,6, P<0,001) fata de scorul din lotul II (1,45+0,19%). Dupa 32 de zile, am
determinat ca in lotul-martor (lotul I) a fost un scor de 8,51+0,35%. Aceasta dovedeste ca in lotul
fara tratament s-a observat stoparea dezvoltarii leziunilor, relevata prin micsorarea scorului. Dupa
48 de zile, am stabilit ca in lotul-martor (lotul I) scorul a ajuns pana la 9,23+0,37%. Aceasta
inseamna ca in lotul fara tratament s-a observat dezvoltarea continud a leziunilor, relevatd prin

sporirea scorului.

98



Dupa 16 zile de tratament, lotul II a obtinut scorul 1,45+0,19%. in ziva a 32-a, diferenta
dintre valorile scorului in lotul 1T (1,2240,22%) si lotul III (2,83+0,32%) a fost semnificativa
(P=4,13, P<0,05). Tn ziua a 48-a, lotul I cu scorul 0,67+0,17% a prezentat o diferentd
semnificativa (P=11,8, P<0,05) fata de scorul din lotul III (3,5+0,18%).

Tn ziua a 16-a, comparand scorurile lotului IIT (4,02+2,03%) si lotului IV (1,93%0,26%),
am obtinut o diferenta statistic nesemnificativa (P=1,02, P>0,05). Tn ziua a 32-a, diferenta dintre
douad valori medii ale scorului din lotul III (2,8340,32%) si lotul IV (1,5+0,25%) a fost statistic
semnificativa (P=3,3 P<0,01). In ziua a 48-a, valoarea scorului obtinut de lotul 111 (3,5+0,18%) a
fost semnificativa (P=9,4, P<0,05) mai mare decét valoarea scorului lotului IV (1,25+0,17).

In ziua a 16-a, valoarea scorului obtinut de lotul 1V (1,93+0,26%) a fost semnificativ
(P=11,6, P<0,05) mai mica decat valoarea scorului din lotul V (6,7+0,32%). In ziua a 32-a,
valoarea scorului a scazut semnificativ in lotul 1V (1,5+0,25%) (P=11,4, P<0,001), in comparatie
cu valoarea scorului din lotul V (6,05£0,3%). Tn ziua a 48-a, am observat o diferenta semnificativa
(P=28,8, P<0,001) dintre valoarea scorului obtinut de lotul IV (1,25+0,17%) si valoarea scorului
lotului V (8,16+0,18%) (Tabelul 4.13).

Tabelul 4.13. Evaluarea diferentei statistice (P) ntre loturi

Loturile Lotul I Lotul Il Lotul 111 Lotul IV LotulV | P
(n=30) (n=30) (n=30) (n=30) (n=30)
Ziua 16 8,9+0,36* 1,45+0,19 4,02*%+2,03 | 1,93+0,26 6,7+0,32 >0,001
Ziua 32 8,51+0,35* | 1,22+0,22* 2,83+0,32 | 1,5+0,25** | 6,05+0,3 | <0,001
Ziua 48 9,23+0,37 0,67+0,17** | 3,5+0,18 | 1,25+0,17 8,16+0,18 | <0,001
*P>0,001
**P<(,05

Prin urmare, sobolanii din lotul | au continuat sa dezvolte leziuni si au scazut in greutate
semnificativ (P<0,001) fata de sobolanii din lotul I1, 111, IV. Tn aceste loturi, leziunile cutanate s-
au ameliorat. Sobolanii au ramas in remisie timp de 1 an, cu prurit si cruste minime, chiar si dupa
ncetarea terapiei cu celule stem. Tn lotul V, scorul leziunilor pemfigus-like a fost reversibil dupa
intreruperea tratamentului cu doza administratd in acest experiment. Noi am concluzionat ca
celulele stem mezenchimale osteomedulare si ciclofosfamida au avut actiune benefica in tratarea

leziunilor pemfigus-like la sobolani.
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Fig. 4.16. Parametrii de evaluare a eficacitatii tratamentului cu celule stem la
sobolani cu leziuni pemﬁgus-likE scorl. masa corpuluD IPA.

Din figura 4.16 se observa ca in lotul Il dupa tratamentul cu celule stem alogene
mezenchimale din maduva osoasa, valorile scorului au scazut, greutatea corpului s-a micsorat cel

mai semnificativ, iar IPA creste.

Discutii

Tratamentul pemfigusului este indreptat spre suprimarea leziunilor cutanate si mucoase cu
prevenirea complicatiilor potential asociate cu maladia sau tratamentul acesteia, desi nu exista nici
un remediu etiopatogenetic de vindecare pentru pemfigus [203].

Tn anii 1940 - 1998 ai secolului trecut, pemfigusul vulgar era considerat o boala incurabil,
pana la introducerea corticosteroizilor in tratament si era caracterizat ca cea mai frecventa cauza
de deces a pacientilor in sectiile dermatologice [204].

Tn anul 2009, apar date noi referitoare la folosirea modelului de pemfigus pe animal pentru
evaluarea eficacitatii preparatelor citostatice si a glucocorticoizilor [152].

Tn ultimii ani, s-au obtinut realizari de succes [239-241] in tratamentul pemfigusului vulgar
sever cu celule stem hematopoietice alogene, celule mezenchimale din sangele ombilico-placentar
si cu celule stem derivate din tesut adipos.

Tratamentul acestor boli necesitd o cercetare a patogenezei, profunzimii si gradului de
implicare in procesul patologic a elementelor intercelulare si intraepiteliale. La momentul actual
s-a constatat ca la baza afectiunilor stau modificarile integritatii conexiunilor intercelulare [242].

Takae Y. in anul 2008 [152] a abordat efectele preparatelor corticoimunosupresive pe
sobolani Rag2 carora li s-a modelat pemfigus vulgar prin transfer adoptiv de splenocite imunizate
DSG3. Tratamentul s-a initiat cu 2 zile inainte de modelarea maladiei si a continuat 4 saptamani.
Sobolanii au fost evaluati timp de 8 saptamani. Cercetatorii au utilizat dexametazona (DEX),

metil-prednisolon (m-PSL), azatioprind (AZA), ciclofosfamida (CPA) si hidrat de tacrolimus
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(FK506). DEX a fost administrata in doza de 10 mg/kg/ zi, m-PS, — 100 mg /kg/ zi. CPA — 40
mg/kg 3 zile pe saptamana, CsA s-a introdus n — de 40 mg/kg/ zi si FK506 — cate 5 mg/kg/zi.
Calea de administrare a acestor preparate a fost cea intraperitoneald. Numai AZA a fost
administratd pe cale orald — 15 mg / kg 3 zile pe saptimana. Pentru evaluarea eficacitatii
preparatelor corticoimunosupresive pe sobolani, au fost determinate titrul anticorpilor anti-DSG3
IgG prin reactie imunoenzimatica ELISA, scaderea in greutate si scorul pemfigusului timp de 119
zile. La animalele din lotul martor carora li s-a administrat solutie de PBS, a persistat producereca
anticorpilor anti-DSG3 IgG si mentinerea scaderii in greutate. Scorul pemfigusului a devenit
pozitiv la a 10-a zi si a crescut rapid pana la ziua a 28-a. Rezultatele supravegherii animalelor au
aratat o eficacitate inalta a CPA, AZA, CsA, FK506. Injectarea lor a avut efect supresiv asupra
producerii de 1gG anti-DSG3, dezvoltarii leziunilor si cresterii scorului leziunilor. Leziunile de
pemfigus pe modele de soareci au fost reversibile dupd intreruperea tratamentului cu CPA, CsA,
FK506 in doza administrata in acest experiment. La administrarea AZA, dezvoltarea leziunilor a
fost opritd difinitiv la a 28-a zi. CPA, AZA, FK506 au aritat o diferenta nesemnificativd in
scaderea greutatii corporale, comparativ cu lotul martor. Doar administrarea CsA a stopat scaderea
masei corporale a animalelor.

Dozele preparatelor corticosteroide m-PSL si DEX au fost stabilite in baza rezultatelor
studiilor anterioare ale lui Takae Y. si altor (2008) [152]. S-au obtinut un nivel mai mic de anticorpi
IgG anti-DSG3 si un scor semnificativ mai scazut decat in lotul martor. Diferenta in scaderea
masei corporale intre lotul experimental si cel martor nu a fost semnifcativa [152].

Celulele stem mezenchimale (MSC) au proprietati imunosupresoare si inhiba o varietate
de celule care mediaza raspunsul imun [243, 244]. MSC suprima in mod independent limfocitele
T CD4" si CDg" si inhiba diferentierea si producerea anticorpilor de catre celulele B [245, 246]
precum si activarea si extinderea celulelor naturali killeri (NK) [232]. Tn plus, celulele MSC au
capacitatea de a modula proliferarea si functia celulelor T. Pe baza acestor abilitdti, MSC au fost
propuse ca o optiune terapeuticd in tratamentul pemfigusurilor acantolitice si a prezentat un efect
terapeutic nalt in bolile autoimune [233].

Aruna V., Vanikar A. si altii (2012) au efectuat studiu prospectiv clinic randomizat,
experimental (n=11). Dupa 24 de ore de la transplantarea celulelor stem hematopoietice, leziunile
cutanate au inceput sa se regreseze. Au scazut numarul si intensitatea noilor leziuni eruptive. Dupa
aproximativ 6 luni, noi leziuni au incetat sa erupa. Examenul histologic al leziunilor a evidentiat
lipsa cavitatilor buloase si disparitia depunerilor de IgG. Perioada medie de urmarire a fost de 8,0

+ 0,4 (cu un interval de 7,64-8,81 ani) [239].
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Suslova I. si altii (2010) raporteaza rezultatele studiului prospectiv clinic randomizat,
experimental (n=1). Ei au descris un caz clinic a unei femei cu diagnosticul — pemfigusul vulgar
sever rezistent la tratament. Durata bolii a fost 1 an. Dupa transplantul de maduva osoasa
cercetatorii au obtinut rezultate de succes [240].

Wang M. si altii (2017) descrie rata de supravietuire a pacientilor (n=12). Remisie completa
a constituit 92% (11/12) si 75% (9/12), respectiv [241].

Sun L. si altii (2015), relateaza rezultatele reactiei prin imunofluorescenta indirecta (n=1).
Titrul anticorpilor a devenit negativ la 6 saptamani dupa transplantul de celule stem autologe
hematopoietice. La pacient s-a descris o remisie clinicd completa farda administrarea
medicamentelor, fird activitate clinica sau serologica reziduala a pemfigusului n timpul unui an
de urmarire [244].

Van G. si altii (2015), au explorat posibilitatea aplicarii transplantarii celulelor stem din
sangele ombilical pentru un singur caz de pemfigus rezistent la tratamentul cu corticosteroizi si au
obtinut un efect satisfacator [245] .

Han S. M. si altii (2015), au descris un caz preclinic despre efectul celulelor stem derivate
din tesutul adipos, utilizate in tratamentul unui cdine cu pemfigus foliaceu. In acest studiu de caz,
celule stem mezenchimale derivate din tesut adipos (ATMSCs) au fost folosite cu succes in
tratamentul pemfigusului foliaceu. Cainele in varsta de 10 ani, caruia i s-a stabilit pemfigus
foliaceu, a fost adus la un spital veterinar cu manifestari de prurit sever, anorexie, scadere in
greutate si leziuni tipice generalizate. Terapia cu celule stem din tesut adipos a fost initatd
experimental, cu substante citotoxice pentru limfocite T antigen 4 (CTLA4). Ele au fost injectate
intravenos la intervale de 2-8 saptamani, 21 de cure, timp de 20 de luni. Pruritul si leziunile pielii
s-au imbunatdtit dupd primul curs de tratament. Pe durata mai multor tratamente, doza de
prednisolon oral a fost redusa treptat pana la 0,25 mg/kg/zi, iar azatioprina a fost suspendata [246]

Pacientii cercetati de catre Aruna V. si altii (2012), au prezentat rezistentd la terapia
conventionala cu glucocorticoizi si agenti citostatici, ca: prednisolon — 4 mg/kg/zi, per os,
cefalexina — 60 mg/kg/zi, ciclosporina — 5 mg/kg/zi) si azatioprina — 2 mg/kg/zi. Diagnosticul de
pemfigus a fost stabilit in baza rezultatelor clinice, histologice, citologice, biochimice si
imunofluorescenta. Celulele stem din sangele periferic au fost mobilizate cu ciclofosfamida (factor
de stimulare a coloniilor de granulocite) si rituximab. Celule stem autologe au fost identificate cu
CDas4, purificate, apoi perfuzate [239-246, 232, 233].

Transplantul cu celule stem hematopoietice autologe a fost urmat de reconstituirea
sistemului imun, care a fost monitorizat prin citometrie in flux. Glucocorticoidul a fost retras

imediat dupa transplant. Tabloul, rezultatele examenului paraclinic, inclusiv frotiul citologic,
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biochimia sangelui si biopsiile cutanate, au fost in concordantd cu diagnosticul de pemfigus
acantolitic [233].

Dupa transplantarea celulelor stem, s-a evidentiat remisie clinica, eruptiile cutanate au
inceput sa regreseze. A scazut numarul si intensitatea noilor leziuni [239-246]. Examenul
histologic al leziunilor a aratat lipsa cavitdtilor buloase si disparitia depunerilor de IgG. Rata
completa de remisie clinica a fost de 96% (26/27) si, respectiv, 89% (24/27). Efectele adverse
observate au fost pirexia, alergia, infectia si cresterea nivelului enzimelor, care au raspuns la
medicamentele antipiretice si antihistaminice. Doar un pacient a decedat de sepsis sever si de
insuficientd poliorganica la 2 luni dupa transplantarea celulelor stem hematopoietice autologice
[234, 235].

Celulele stem mezenchimale (MSC) sunt cunoscute nu doar pentru multipotenta lor, ci si
pentru proprietatile antiinflamatorii si regenerative. Conform testelor preclinice in vitro si in vivo,
MSC autologe si alogene au fost aplicate in afectiunile mediate imun [234]. Datele actuale
sugereazd ca MSC nu doar inlocuiesc tesuturile bolnave, ci si de asemenea, exercitd mai multe
efecte trofice, regenerative si antiinflamatorii [234]. Efectele imunosupresive au devenit acum
proprietati ale celulelor stem mezenchimale pentru utilizarea potentiala clinica. In primul rand,
MSC sunt slab imunogene, datorita lipsei de HLA-DR si a exprimarii scdzute a moleculelor MHC
de clasa | [237, 238]. S-a demonstrat ca MSC au proprietiti imunomodulatoare in vitro. In plus,
MSC nu contin proteine CDsgo si CDgs [194] — molecule co-stimulatoare care induc activarea
celulelor T sisupravietuirea lor. Lipsa de HLA-DR, CDgo si CDge sugereaza ca MSCs nu provoaca
respingere acuti si sunt potrivite pentru terapia bazata pe celule alogene. In al doilea rand, celule
mezenchimale de origine ombilico-placentara (UC-MSCs) au proprietati imunosupresoare in Vvitro
si in vivo. Efectul imunosupresiv al UC-MSCs este mediat de factori solubili si contacte
intercelulare. PGEz, galectina-1 si HLA-Gs sunt eliberate din MSC si servesc drept factori eficienti

ai imunosupresiei [234-238].

Sinteza rezultatelor din capitolul 4

La ziua a 48-a scorul plagilor pemfigus-like a scazut cel mai semnificativ in lotul I1, in care
au fost administrate celule alogene din maduva osoasa, constituind 0,67+0,17%, P>0,001;
comparativ cu scorul celorlalte loturi de studiu: lotul I (9,23+0,37%), lotul 111 (3,5+0,18%), lotul
IV (1,25+0,17%), lotul V (8,16+0,18%).

S-a constatat ca greutatea corporala, dupa 48 de zile de tratament, a crescut (scorul greutatii

corporale) cel mai mult in lotul Il (0,4+0,087%), (P<0,001) comparativ cu celelalte loturi de
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cercetare: lotul 1 (9,1+0,19%), lotul Il (2,03+0,13%), lotul IV (0,67+0,14%), lotul V
(1,86%0,25%).

Investigarea planimetricaA a defectelor cutanate a constatat o diferentd statistic
semnificativa (P<0,001), intre lotul 1l (3,38+0,23%) si celelalte loturi experimentale: lotul |
(2,7+0,083%), lotul 111 (5,22+0.3%), lotul IV (5,16+0,46%), lotul V (6.86+0.3%). Schimarile
morfologice microscopice au corelat ce cele macroscopice. Totodata dimamica starii emotionale
a animalelor experimentale a fost mai benefica in urma tratamentului cu celule stem
osteomedulare.

Investigatiile imunohistochimice cu AE1/AE3 au pus in evidenta expresia moderata (++)
de colorare a citoplasmei keratinocitelor in epiderm la 34 animale: in urma tratamentului cu celule
stem osteomedulare (1x10° celule/kg corp/zi) la 16 animale (10,6£2,5%) si cu ciclofosfamidi
(40mg/kg corp/zi), din lotul IV la 18 animale (12,0£2,7%). Lotul Il a inclus 9 animale (6,0+1,9
%), lotul 1V - 7 animale (4,6+1,7 %), unde am determinat intensitate slaba (+) de colorare a
keratinocitelor la nivelul sectiunii cutanate afectate. Lipsa intensitatii (-) S-a observat la 5 animale
din lotul IT (3,3%1,5%) si 5 animale din lotul IV (3,341,5%). Scaderea reactiei de colorare a fost
cauzatd de epitelizarea leziunilor pemfigus-like si a corelat cu rezultatele histologice ale sectiunilor

cutanate investigate.
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CONCLUZII SI 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 43,3+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 schimbari 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 imunohistochimicd cu AE1/AE3 a epiteliului lezat confirma simptomele de
pemfigus acantolitic avansat, reprezentate printr-o reactic 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 n
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,
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injectand intracutanat antigenul heterolog, reproducind reactie experimentald autoimuna
Tmpotriva 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,
cobai, iepure, maimuta Sau piclea umana, care se utilizeaza ca substrat pentru producerea
autoanticorpilor in pemfigusul autoimun.

4. Pentru a preveni degradarea si resorbtia rapidad al extractului in 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 recomandd 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 utilizeazi complet, se recomandi ca acesta sa fie
stocat Tn frigider la -70 C. Aceasta conditie ne permite sa evitam 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 dializd cu latimea porilor de 35 mm si permiabila pentru molecule cu masa mai mica de 12 kDa.
BIBLIOGRAFIE
1. ABOOBAKER, J., MORAR, N., RAMDIAL, P. K. et al. Pemphigus in South Africa. In: Int.
J. Dermatol., 2001, vol. 40. no 2, p. 115-119.

2. ALSALEH, Q., NANDA, A., AL BAGHLI, N.M. et al. Pemphigus in Kuwait. In: Int.
J. Dermatol,, 1999, vol. 38. no 5, p. 351-356.

106



3. HAFEEZ, Z.H. Pemphigus in Pakistan, a study of 108 cases. In: J. Pak. Med. Assoc., 1998, no
1, vol. 48, p. 9-10.

4. HANS-FILHO, G. DOS SANTOS, V., KATAYAMA, J. H. et al. An active focus of high
prevalence of fogo selvagem on an Amerindian reservation in Brazil. In: J. Invest. Dermatol, 1996,
vol. 107, no 1, p. 68-75.

5. MAHE, A., FLAGEUL, B., CISSE, I. et al. Pemphigus in Mali: a study of 30 cases. In: Br.
J. Dermatol, 1996, vol. 134, no 1, p. 114-1109.

6. SALMANPOUR, R., SHAHKAR, H., NAMAZI, M. R. et al. Epidemiology of pemphigus
in south-western Iran: a 10-year restrospective study (1991-2000). Int. J. Dermatol, 2006, vol. 45,
no 2, p. 103-105.

7. HEBRA, F. Pyxkosoocmeo no uzyuenuio Oonesueti koxcu (pycckuil nepegod). CaHKT-
[TerepOypr: 1876, c. 781.

8. KAPOSI, M. Uber den gegenwartigen Stand der Lehre vom Pemphigus. In: Arch. f. Dermat.
u. Syph, 1896, 34, p. 89-92.

9. JEAN, L. Bolognia. Pemphigus vulgaris. In: Dermatology, 2nd ed, 2008, p. 383-385.

10. THOMAS, K.. Therapy of Skin Diseases: A Worldwide Perspective on Therapeutic
Approaches and Their Molecular Basis. 1st Edition, 2010. p. 391.

11. Ghid de diagnostic si tratamnet pentru pemfigus. Anexa 24. Ordinul nr.1218/2010 privind
aprobarea Ghidurilor de practicd medicala pentru specialitatea dermatovenerologie. Ministerul
Sanatatii Romaniei, 2010. 31 p.

12. LANGAN, S. Bullous pemphigoid and pemphigus vulgaris-incidence and mortality in the
UK: population based cohort study. Centre of Evidence-based Dermatology, University of
Nottingham, Queen's Medical Centre, Nottingham NG7 2UH. In: BMJ, 2008; 337 (7662). p. 160-
163.

13. MACAGONOVA, O., MUSET GH., NACU V. s. a. Schimbari clinico-morfologice n
pemfigus vulgar (caz clinic). Tn: Sandtate Publicd, Economie si Management in Medicind, 2013,
4(49), p. 44-47.

14. MACAGONOVA, 0., MUSET GH., COCIUG A. s. a. Pemphigus vulgaris as the actual
problem in dermatology. Tn: Archives of the Balkan Medical Union, 2013, p. 70-71.

15. Protocol clinic national. PCN-239. Pemfigusuri autoimune (profunde si superficiale).
Ministerul Sanatatii a Republicii Moldova. Chisinau, 2015, p. 6.

16. BASSAM, Z. Pemphigus vulgaris. Treatment and Management. In: Dermatology, 2018.
Medscape, 2018, p. 365- 378.

107



17. KUCEJIEBA, E.B. CpaBuaenue auhepeHIupoBOYHBIX MOTEHINH (HruOpoOI1acTono o0HbIxX
KJIETOK CTPOMBI KOCTHOTO MO3Ta, >KUPOBOM TKaHU, BOJIOCSHOTO COCOYKa M puOpOoOIACTOB A€PMBI
yenoBeka. [{umonoeus, 2009, 1. 51, Hom 1, c. 12.

18. IIAXIIA35H, H.K. Me3eHxuManbHbIe CTBOJIOBBIC KJICTKH U3 PAa3JINYHBIX TKAHEH YEIOBEKa:
OMOJIOTUYECKHE CBOMCTBA, OIICHKA Ka4yecTBa M OE30IaCHOCTH /ISl KIIMHMYECKOTO IPUMEHEHus. B:
Knemounas mpancnianmonozusi u mxkanesas unscenepusi, 2012, 1. 7, vom 1, c. 23-34.

19. SPINEI, L., LOZAN, O., BADAN, V. Biostatistica. Chisinau: 2009, 186 p.

20. Brevet de inventie. 793 (13)Y, MD, A61C 5/02. Dispozitiv pentru prepararea tesuturilor
biologice / Olga Macagonova, Viorel Nacu, Adrian Cociug (MD)/ Cererea depusa 13.01.2014,
BOPI nr. 7/2014.

21. Brevet de inventie. 866 (13)Y, MD, A61B 17/56. Dispozitiv pentru prepararea tesuturilor
biologice / Olga Macagonova, Viorel Nacu. Adrian Cociug (MD). Cererea depusa 01.08.2014,
BOPI nr. 1/2015.

22. Brevet de inventie. 867 (13)Y, MD, A61B 10/02. Dispozitiv pentru sectionarea tesuturilor
biologice / Adrian Cociug, Olga Macagonova, Nicolaec Capros s. a. (MD). Cererea depusa
08.01.2014, BOPI nr. 1/2015.

23. Brevet de inventie. 868 (13)Y, MD, A61B 17/56. Dispozitiv pentru fixarea grefei osoase /
Adrian Cociug, Olga Macagonova, Eremia Zota s. a. (MD). Cererea depusa 22.08.2014, BOPI,
nr. 1/2015.

24. Brevet de inventie. 905 (13)Y, MD, A61B 10/00. Dispozitiv pentru separarea tesuturilor
biologice / Olga Macagonova, Ion Ababii, Adrian Cociug s. a. (MD). Cererea depusa 12.12.2014
BOPI, nr. 5/2015.

25. Brevet de inventie. 915 (13)Y, MD, A61B 17/00. Dispozitiv pentru curatarea oaselor tubulare
de maduva osoasd / Adrian Cociug, Viorel Nacu, Nicolae Capros, Eremie Zota, Olga
Macagonova (MD). Cererea depusa 12.03.2014 BOPI, nr. 6/2015.

26. Brevet de inventie. 939 (13) Y (51), MD, A61B 19/00. Dispozitiv pentru decelularizarea
tesuturilor biologice / Alexandru Ursu, Olga Macagonova, Viorel Nacu s. a (MD). Cerere depusa
04.172015. BOPI, nr.8/2015, p.33.

27. Brevet de inventie. 1067 (13) Y, MD, G09B 23/28. Metoda de modelare a leziunilor de tip
pemfigus / Olga Macagonova, Viorel Nacu, Gheorghe Muset s. a. (MD). Cererea depusa
11.02.2016. BOPI nr. 8/2016.

28. Brevet de inventie. 1132 (13) Y, MD, A61B 90/00. Dispozitiv pentru fixarea pielii in procesul
de decelularizare / Olga Macagonova, Viorel Nacu, Gheorghe Muset s. a. (MD). Cererea depusa
18.11.2016. BOPI nr. 3/2017.

108



29. Brevet de inventie. 1147 (13) Y, MD, A61B 90/00. Dispozitiv pentru fixarea etajata a pielii
in procesul de decelularizare / Olga Macagonova, Viorel Nacu, Gheorghe Muset s. a (MD).
Cererea depusa 29.11. 2016. BOPI nr. 5/2017.

30. Brevet de inventie. 1148 (13) Y, MD, A61B 90/00. Dispozitiv pentru fixarea etajata a pielii
in procesul de decelularizare / Olga Macagonova, Viorel Nacu, Gheorghe Muset s. a. (MD).
Cererea depusa 29.11.2016. BOPI nr. 5/2017.

31. Brevet de inventie. 1331 (13) Y, A61B 10/00. Metoda de diagnostic imunologic al leziunilor
experimentale pemfigus-like la sobolani / Olga Macagonova, Viorel Nacu, Cociug Adrian s. a
(MD). Cererea depusa 07.09.2018.

32. COLTOIU, AL., FORSEA, D., MATEESCU, D. s. a. Pemfigus wvulgar. n:
Dematovenerologie. Editura didactica si pedagocica, R.A. Bucuresti: 1993. p. 19-36.

33. WHITTOCK, N.V. ASHTON, G.H., DOPPING-HEPENSTAL, P.J. et al. Striate
palmoplantar keratoderma resulting from desmoplakin haploinsufficiency. In: J Invest Dermatol,
1999, 113: 940-6.

34. DEDEE, M. Autolmmune Blistering Disease Part I, An Issue of Dermatologic Clinics, 2011,
192 p.

35. MARIA DE FALCO, MICHELE, M. PISANO, ANTONIO DE LUCA. Embryology and
Anatomy of the Skin, 2013, p. 1-15.

36. VISSCHER, M., NAREDRAN, V. The ontogeny of Skin. In: Adv. Wound (New Rochelle),
2014, 1; 3 (4), p. 291-303.

37. KASUYA, A. Attempts to accelerate wound healing. In: Journal of Dermatological Science
— Elsevier Ltd, 2014, no 76, p. 169- 172.

38. GOMATHYSANKAR, S. Proliferation of Keratinocytes Induced by Adipose Derived Stem
Cells on a Chitosan Scaffold and Its Role in Wound Healing. In: Archives of Plastic Surgery, 2014,
no 41, p. 452-457.

39. MAKOTO, T., WENDY, L., MAYUMI, I. Wound Healing and Skin Regeneration. In: Cold
Spring Harb Perspect Med. 2015; 5(1): a023267.

40. LAI-CHEONG, J.E., ARITA, K., MCGRATH, J.A. Genetic diseases of junctions. In: J Invest
Dermatol. 2007; 127: 2713-25.

41. ODLAND, G. The fine structure of the interrelationship of cells in the human epidermis. In:
J Biophys Biochem Cytol., 1958, 4: 529-38.

42. FARQUHAR, M., PALADE, G.E. Junctional complexes in various epithelia. In: J Cell Biol.,
1963:17:375-412.

109


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4292081/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4292081/

43. COWLEY, C., SIMRAK, D., MARSDEN, M.D. ET AL. A yac contig joining the desmocollin
and desmoglein loci on human chromosome 18 and ordering of the desmocollin genes. In:
Genomics, 1997, 42: 208-16.

44. KOTTKE, M., DELVA, E., KOWALCZYK, A.P. The desmosome: Cell science lessons from
human diseases. In: J Cell Sci, 2006, 119: 797-806.

45. SHAMIM, T., VARGHESE, V.., SHAMEENA, P.M. et al. Pemphigus vulgaris in oral
cavity: Clinical analysis of 71 cases. In: Med Oral Patol Oral Cir Bucal, 2008, 13: E 622—6.

46. KLJUIC, A., BAZZI, H., SUNDBERG, J.P. et al. Desmoglein 4 in hair follicle differentiation
and epidermal adhesion; evidence from inherited hypotrichosis and acquired pemphigus vulgaris.
In: Cell, 2003, 113: 249-60.

47. GARROD, D. Desmosomes in vivo. In: Dermatology Research and Practice, Hindawi
Publishing Corporation, 2010, ID 212439.

48. BAICAN, C., BAICAN, A., MAIER, N. Implicapiile desmozomilor in bolile cutanate. In:
DermatoVenerol din Cluj-Napoca, 2010, 56, p. 53.

49. MATHUR, M., GOODWIN, L., COWIN, P. Interactions of the cytoplasmic domain of the
desmosomal cadherin Dsgl with plakoglobin. In: J Biol Chem, 1994, 269: 14075-080.

50. ROH, J., STANLEY, J.R. Plakoglobin binding by human Dsg3 (pemphigus vulgaris antigen)
in keratinocytes requires the cadherin-like intracytoplasmic segment. In: J Invest Dermatol, 1995;
104: 720-4.

51. HOLTHOFER, B. WINDOFFER, R., TROYANOVSKY, S. Structure and function of
desmosomes. In: Int Rev Cytol., 2007, 264: 65-163.

52. GARROD, D., CHIDGEY, M. Desmosome structure, composition and function. In: Bioch
biophys Acta, 2008, 1778:572-87.

53. PEIFER, M., MCCREA, P.D., GREEN, K.J. et al. The vertebrate adhesive junction proteins
beta-catenin and plakoglobin and the Drosophila segment polarity gene armadillo form a
multigene family with similar properties. In: J Cell Biol., 1992, 118: 681-91.

54. HUBER, A., NELSON, W.J., WEIS, W.L. Three-dimensional structure of the armadillo
repeat region of beta-catenin. In: Cell, 1997; 90: 871-82.

55. KOWALCZYK, A., BORNSLAEGER, E.A., BORGWARDT, J.E. et al. The amino-terminal
domain of desmoplakin binds to plakoglobin and clusters desmosomal cadherin-plakoglobin
complexes. In: J Biol., 1997, 139: 773-84.

56. BORNSLAEGER, E., GODSEL, L.M., CORCORAN, C.M. et al. Plakophilin 1 interferes
with plakoglobin binding to desmoplakin, yet togheter with plakoglobin promotes clustering of

desmosomal plaque complexes at cell-cell borders. In: J Cell Biol., 2001; 114: 727-38.
110



57. HATZFELD, M. Plakophilins: Multifunctional proteins or just regulators of desmosomal
adhesions? In: Biochim Biophys Acta, 2007, p. 69-77.

58. KEIL, R., WOLF, A., HUTTELMAIER, S. et al. Beyond regulation of cell adhesion: local
control of RhoA at the cleavage furrow by the p0071catenin. In: Cell Cycle, 2007; 6: 122-7.

59. ABERLE, H., BIERKAMP, C., TORCHARD, D. et al. The human plakoglobin gene localizes
on chromosome 1721 and is subjected to loss of heterozygosity in breast and ovarian cancers. In:
Acad Proc Natl Sci USA, 1995, 92: 6384-8.

60. BONNE, S., VAN HENGEL, J., VAN ROY, F. Chromosomal mapping of human armadillo
genes belonging to the p120(ctn)/plakophilin subfamily. In: Genomics, 1998; 51: 452-4.

61. GREEN, K.J., GETSIOS, S., TROYANOVSKY, S. et al. Intercellular junction assembly,
dynamics and homeostasis. In: Cold Spring Harb Perspect Biol., 2009, 1: a000125.

62. BASS-ZUBEK, A., HOBBS, R.P., AMARGO, E.V. et al. Plakophilin 2, a critical scaffold for
PKC alpha that regulates intercellular junction assembly. In: J Cell Biol., 2008;, 181: 605-13.

63. ARMSTRONG, D., MCKENNA, K.E., PURKIS, P.E. et al. Haploinsufficiency of
desmoplakin causes a striate subtype of palmoplantar keratoderma. In: Hum Mol Genet., 1999; 8:
143-8.

64. PISANTI, S., SHARAV, Y, KAUFMAN, E., POSNER, L. Pemphigus vulgaris: incidence in
Jews of different ethnic groups, according to age, sex, and initial lesion. In: Oral Surg., 1974,
38:382-7.

65. MAHONEY, M., WANG, Z., ROTHENBERGER, K. et al. Explanations for the clinical and
microscopic localization of lesions in pemphigus foliaceus and vulgaris. In: J Clin Invest., 1999,
103: 461-8.

66. AMAGAI, M., TSUNODA, K., ZILLIKENS, D. et al. The clinical phenotype of pemphigus
is defined by the anti-desmoglein autoantibody profile. In: J Am Acad Dermatol., 1999, 40: 167-
70.

67. UDEY, M.C., STANLEY, J.R. Pemphigus — diseases of antidesmosomal autoimmunity. In:
JAMA, 1999, 282; 6: 572-6.

68. KALANTARI-DEHAGHI, M., ANHALT, G.J.,, CAMILLERI, M.J. et al. Pemphigus vulgaris
autoantibody profiling by proteomic technique. In: PLoS One, 2013, 8(3):e57587. doi:
10.1371/journal.pone.0057587.

69. JAMORA, M., JIAO, D., BYSTRYN, J.C. Antibodies to desmoglein 1 and 3, and the clinical
phenotype of pemphigus vulgaris. In: J Am Acad Dermatol., 2003, 48: 976-7. 61.

70. DELVA, E., TUCKER, D.K., KOWALCZYK, A.P. The desmosome. In: Cold Spring Harb
Perspect Biol., 2009; 1: a002543.

111


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalantari-Dehaghi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23505434
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anhalt%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23505434
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Camilleri%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23505434
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23505434
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiao%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12789199
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bystryn%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12789199

71. DESAI, B., HARMON, R.M., GREEN, K.J. Desmosomes at a glance. In: J Cell Sci, 2009,
122: 4401-7.

72. JACOBSON, D.L, GANGE, S.J., ROSE, N.R. et al. Epidemiology and estimated population
burden of selected autoimmune diseases in the United States. In: Clin Immunol Immunopathol,
1997, 84(3): 223-43.

73. BAICAN, A., BAICAN, C., CHIRIAC, G. et al. Pemphigus vulgaris is the most common
autoimmune bullous disease in Northwestern Romania. In: Int J Dermatol, 2010; 49: 768-74.

74. ISHII, K., AMAGAI, M., HALL, R.P. et al. Characterzation of autoantibodies in pemphigus
using antigen-specific enzyme-linked immunosorbent assays with baculovirus-expressed
recombinant proteins. In: J Immunol, 1997; 159: 2010-17.

75. CHOWDHURY, M.M.U., NATARAJAN, S. Neonatal pemphigus associated with mild oral
pemphigus vulgaris in the mother during pregnancy. In: Br J Dermatol, 1998, 139: 500-3.

76. ANHALT, G.J, LABIB, R.S., VOORHEES, J.J. et al. Induction of pemphigus in neonatal
mice by passive transfer of IgG from patients with the disease. In: N Engl J Med, 1982, 306: 1189-
96.

77. AMAGAI, M., HASHIMOTO, T., SHIMIZU, N. et al. Absorption of pathogenic
autoantibodies by the extracellular domain of pemphigus vulgaris antigen (Dsg3) produced by
baculovirus. In: J Clin Invest, 1994, 94: 59-67.

78. AMAGAI, M., HASHIMOTO, T., GREEN, K.J. et al. Antigen-specific immunoabsorption of
pathogenic autoantibodies in pemphigus foliaceus. In: J Invest Dermatol, 1995, 104: 895-901.
79. STANLEY, JR., AMAGAI, M. Pemphigus, bullous impetigo, and the staphylococcal
scalded-skin syndrome. In: N Engl J Med, 2006, 355: 1800-10.

80. AMAGAI, M. Autoimmune and infectious skin diseases that target desmogleins. In: Proc Jpn
Acad, 2010, 86: 524-36.

81. WHITTOCK, N., ASHTON, G.H., DOPPING-HEPENSTAL, P.J. et al. Striate palmoplantar
keratoderma resulting from desmoplakin haploinsufficiency. In: J Invest Dermatol, 1999, 113:
940-6.

82. MILINGOU, M., WOOD, P., MASOUYE, I. et al. Focal palmoplantar keratoderma caused
by an autosomal dominant inherited mutation in the desmoglein 1 gene. In: Dermatology, 2006;
212:117-122.

83. MCGRATH, J., MCMILLAN, J.R., SHEMANKO, C.S. et al. Mutations in the plakophilin 1
gene result in ectodermal dysplasia/skin fragility syndrome. In: Nat Gen, 1997, 17: 240-4.

84. JONKMAN, M., PASMOOLJ, AM.G., PASMANS, S.G. et al. Loss of desmoplakin tail
causes lethal acantholytic epidermolysis bullosa. In: Am J Hum Gen, 2005, 77: 4, 653-60.

112


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacobson%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9281381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gange%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9281381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rose%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9281381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9281381

85. KLJUIC, A., BAZZI, H., SUNDBERG, J.P. et al. Desmoglein 4 in hair follicle differentiation
and epidermal adhesion: evidence from inherited hypotrichosis and acquired pemphigus vulgaris.
In: Cell, 2003, 113: 249-60.

86. ASIMAKI, A., SYRRIS, P., WICHTER, T. et al. A novel dominant mutation in plakoglobin
causes arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy. In: Am J Hum Genet, 2007, 81: 964-973.
87. CKPUIIKHMHA, 10. K., BYTOBA, 10.C.,. UBAHOBA, O.JI. B: Jlepmamogeneporozus: Ha.
pyk.. Mocksa, 2013, p. 82-83.

88. MAXHEBA, H. B., BEJIELIKAAL, JI. B. B: NmMmyHOTaTOIOTHUECKIE ACHEKTHI
ayTOMMMYHHBIX OyJIIe3HbIX nepMmaro3oB. In: Palmarium Academic Publishing, 2012. 416 c.

89. GRANDO, S.A., GLUKHENKY, B.T., DRANNIKET, G.N. Pemphigus and pemphigoid
epidermocytes interfere with interleukin cascade reactions. In: J Clin. Lab. Immunol., 1990,
32:/37.

90. D'AURIA, L., BONIFATI, C., MUSSI, A. Cytokines in the sera of patients with pemphigus
vulgaris: IL6 and TNF alfa levels are significantly increased as compared to healthy subjects and
correlate with disease activity. In: Eur. Cytokine Netw., 1997. 8:383.

91. BARONI, A., PERFETTO, B., RUOCCQO, E. et al. Cytokine pattern in blister fluid and sera
of patients with pemphigus. In: Dermatology, 2002, 205:1/6.

92. FELICIANI, C., TOTO, P., AMERIO, P. et al. Immune modulation in pemphigus vulgaris:
role for CD28 and IL-10. In: J Immunol., 2000, 164:522.

93. PEREIRA, N.F., HANSEN, J.A., LIN, M.T. et al. Cytokine gene polymorphisms in endemic
pemphigus foliaceus: a possible role for IL6 variants. In: Cytokine, 2004, 28:233.

94. ROXO, V., PEREIRA, N.F., PAVONI, D.P. et al.. Polymorph isms within the tumor necrosis
factor and lymphotoxin-alpha genes and endemic pemphigus foliaceus - are there any
associations? In: Tissue Antigen, 2003, 62:394.

95. CAPRONI, M., GIOMI, B., CARDINALLI, C. et al. Further support for a role Th2-like
cytokines in blister formation of pemphigus. In: Clin. Immunol., 2001, 98:264.

96. FELICIANI, C., TOTO, P., MOHAMMAD, P.S. et al. A th2-like cytokine response is
involved in bullous pemphigoid, the role of IL4 and 115 in the pathogenesis of the disease. In: Int.
J. Immunopathol. Pharmacol., 1999, 12:55.

97. KATZ, Y., STRUNK, R.C. IL-I and tumor necrosis factor: similarities and differences in
simulation of expression of alternative pathway of complement and IFN-b2/il-6 genes in human
fibroblasts. In: J. Immunol.,1989,142:3862.

113



98. TERUI, T., ISHII, K., OZAWA, M., et al. C3 production of cultured human epidermal
keratinocytes is enhanced by IFNy and TNFa through different pathways. In: J. Invest. Dermatol.,
1997, 108:62.

99. FELICIANI, C., TOTO, P., AMERIO, P. et al.. In vitro C3 mRNA expression in pemphigus
vulgaris: complement activation is increased by IL-I alpha and TNF-alpha. In: J. Cut. Med. Sur.,
1999, 3:140.

100. FELICIANI, C., TOTO, P., WANG, B. et al. Urokinase plasminogen activator mRNA is
induced by IL-I alpha and TNF alpha in vitro acantholysis. In: Exp. Dermatol., 2003, 12:466.
101. FELICIANI, C., TOTO, P., AMERIO, P. et al. In vitro and in vivo expression of IL-I alpha
and TNF alpha mRNA in pemphigus vulgaris: ILI alpha and TNF alpha are involved in
acantholysis. In: J. Invest. Dermatol., 2000, 11:71.

102. SAR-POMIAN, M., LIDIA, R., MLAGORZATA, P. The Significance of Scalp
Involvementin Pemphigus: A literature Review. In: Biomed Research International, 2018, p. 1-8.
103. DING, X., AOKI, J., MASCARO, JR.. Mucosa and mucocutaneous (generalized) pemphigus
vulgaris show distinct autoantibody profiles. In: Journal of Investigative Dermatology, 1997, vol.
109, p.592-596.

104. WU, H., STANLEY, J. R., COTSARELIS, G. Desmoglein isotype expression in the hair
follicle and its cysts correlates with type of keratinization and degree of differentiation. In: Journal
of Investigative Dermatology, 2003, vol. 120, no 6, p. 1052-1057.

105. ESMAILI, N., CHAMS-DAVATCHI, C., VALIKHANI, M. et al. Pemphigus vulgaris in
Iran: A clinical study of 140 cases. In: International Journal of Dermatology, 2007, vol. 46, no
11, p. 1166-1170.

106. BAZZI, H., GETZ, A., MAHONEY, M.G. et al. Desmoglein 4 is expressed in highly
differentiated keratinocytes and trichocytes in human epidermis and hair follicle. In:
Differentiation, 2006, vol. 74, no 2-3, p. 129-140.

107. VERAITCH, O., OHYAMA, J., YAMAGAMI, J. Alopecia as a rare but distinct
manifestation of pemphigus vulgaris. In: Journal of the European Academy of Dermatology and
Venerology, 2013, vol 27, no 1, p.86-91.

108. YOSHIDA, K., ISHII, K., ISHIKO, A. Alopecia developed in a transitional case from
pemphigus foliaceus to pemphigus vulgaris. In: The Journal of Dermatology, 2017.

109. SAR-POMIAN, M., CZUWARA, J., RUDNICKA, L., et al. Miniaturization of sebaceous
glands: A novel histopathological finding in pemphigus vulgaris and pemphigus foliaceus of the

scalp. In: Journal of Cutaneous Pathology, 2017, vol. 44, no 10, p. 835-842.

114



110. PETER, J. K., MAHONEY, M. G., GEORGE, C. et al. Desmoglein 3 anchors telogen hair in
the follicle. In: Journal of Cell Science 111, 1998, p. 2529-2537.

111. KOTNIK, V. Complement in skin diseases. In: Acta Dermatoven APA, 2011, vol. 20, , no 1,
p. 4-5.

112. MULLER-EBERHA, H.J. Chemistry and reaction mechanisms of complement. In: Adv
Immunol., 1968, 8: 1, p 80.

113. RUDDY, S., GIGLI, I., AUSTEN, K.F. The complement system of man. In: N Engl J. M.
1972, 287, p. 489- 494,

114. BPAVH, D.J1., JUKOMHEP, K.A., ®PAHK, M.M. Kommument. B: Mmmynonozus. Tlox pex.
V. Tlonma-M, 1989, T1.3. c. 89-125.

115. COKOJIOB, E.N. Knuandeckas nmmyromorus. 1988, 45 c.

116. CRAM D.L. Fukuyama. Immunochemistry of ultraviolet-induced pemphigus and
pemphigoid lesions. In: Arch Dermatol., 1972,106:819- 824,

117. VAN JOOST, T., CORMANE, R.H., PONDMAN, K.W. Direct immunofluorescent study of
the skin on occurrence of complement in pemphigus. In: Br J Dermatol, 1972, 87:466.

118. KAWANA, S, GEOGHEGAN, W.D, JORDON, R.E. Complement fixation by pemphigus
antibody. Complement enhanced detachment of epidermal cells. In: Clin Exp Immunol, 1985,
61(3):517-25.

119. PEIZHEN, X., ROBERT, E. JORDON, WILLIAM, D. GEOGHEGAN. Complement
Fixation by Pemphigus Antibody. In: J Clin Invest., 1988; 82(6):1939-1947

120. KAWANA, S., GEOGHEGAN, W.D., JORDON, R.E. et al. Deposition of the membrane
attack complex of complement in pemphigus vulgaris and pemphigus foliaceus skin. In: J Invest
Dermatol, 1989;92(4):588-92.

121. BIESECKER, G., MULLER-EBERHARD, H.J. The membrane attack complex. In: J.
Immunol, 1980; 7(2-3):93-141.

122. DIAZ-PREZ, J.L., JORDON, R.E. The complement system in bullous pemphigoid. In:
Clinical Immunol., immunopathol., 1978, 5; 560.

123. KAWANA, S., JANSON, M., JORDON, R.E. Complement fixation by pemphigus antibody.
I. In vitro fixation to organ and tissue culture skin. In: J Invest Dermatol, 1984; 82(5):506-10.
124. REID, K.B. Proteins involved in the activation and control of the two pathways of human
complement. Biochem Soc Trans. 1983 Jan;11(1):1-12.

125. ROBERT, E., JORDON, M.D. Complement activation in bullous skin diseases. In: The
Journal of Investigative Dermatology,1975, 65:162-169.

115


https://www.studmed.ru/sokolov-ei-klinicheskaya-immunologiya_5ee31cd54b7.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Kawana%20S%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/3907901/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Geoghegan%20WD%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/3907901/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Jordon%20RE%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/3907901/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawana%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2703726
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Geoghegan%20WD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2703726
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jordon%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2703726
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2703726
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2703726
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawana%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6439783
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Janson%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6439783
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jordon%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6439783
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6439783
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reid%20KB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6298023
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6298023

126. TAKASHI, H., MAKOTO, S., SEILCHI, K. et al. In vitro complement activation by
intercellular antibodies. In: J Invest Dermatol., 1982, vol. 78, no 4 .78:316-318.

127. Ogawa T., McGhee M.L., Moldoveanu Z. Production of epidermal acantholysis in normal
human skin in vitro by the 1gG fraction from pemphigus serum. In: Clin Exp Immunol., 1989,
76(1):103-10.

128. SINGER, K.H., HASHIMOTO, K., LAZARUS, G.S. Antibody-induced proteinase
activation: a proposed mechanism for pemphigus. In: Springer Semin Immunopathol, 1981,
4(1):17-32.

129. DOUBLEDAY, C.W., GEOGHEGAN, W.D., JORDON, R.E. Complement fixation by
pemphigus antibody. In: J Lab Clin Med., 1988;111(1):28-34.

130. MAXHEBA, H.B. Ponp ceBopoToyHoro C3 KOMIOHEHTa KOMIUIEMEHTa B Pa3BUTHH
ayTOMMMYHHOM Iy3bIpyaTKu. B: Annepeonocua u ummynonozus, 2013, t. 14, Hom 1, c. 36.

131. MAXHEBA, H.B. PoJyib THCTOUMMYHOJIOTHYECKHUX OapbepoB M TPUTTEPHBIX (aKTOPOB B
pa3BUTHU ayTOMMMYHHOUW my3blpuatku. B: Coopuux cmameti "Axmyanvhvie 6onpocwvl
oepmamoserneponocuu u oepmamoonxonozuu’”, 2013, c. 13-14.

132. MAXHEBA, H.B. /lmarHoctuka ayTOMMMYHHBIX OYJIJIE3HBIX IEPMAaTO30B C TIOMOIIBIO
MeTOJI0OB UMMYHO (roopectientinun. B: Memoouueckue pexomenoayuu, Mockea, 2012, 17 c.

133. MAKHNEVA, N.V. The role of serum C3 component of complement in the development of
auto-immune pemphigus In: International journal of immunorehabilitation, 2013, vol. 14. Hom 1.
p. 51.

134. CAMPO-VOEGELI, A., MUNIZ, F., MASCARO, J.M. et al. Neonatal pemphigus vulgaris
with extensive mucocutaneous lesions from a mother with oral pemphigus vulgaris. In: Br J
Dermatol., 2002;147(4):801-5.

135. MAXHEBA H.B. I'ymopanbHbIii OTBET NPU ayTOUMMYHHOU Iy3bIpuatku B: Annepeonocus
u ummynonozus, 2012, . 13, nom. 1, c. 34.

136. MAXHEBA, H. B., BEJIELIKAS, JI. B. IMMyHONIaTo10rMuecKre acleKThl ayTOUMMYHHBIX
Oymiesnsix nepmaro3os. B: Palmarium Academic Publishing, 2012, 416 c.

137. BEUTNER, E.H., JORDON, R.E., CHORZELSKI, T.P. The immunopathology of
pemphigus a nd bullous pemphigoid. In: J Invest Dermatol, 1968, 51:63-80.

138. JORDON, R.E., DAY, N.K., LUCKASEN, J.R., et al. Complement activation in pemphigus
vulgaris blister fluid. In: Clin Exp Immunol, 1973, 15:53-63.

139. BROOKS, W.S,, LEE, Y.Y., ABEL, E. et al. Comparison of 1gG sublass and compliment
fixing activity of antibodies from patients with bulous pemphigoid and pemphigus . In: J. Clin.
Anals, 1989, p. 307-311.

116


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6439783
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Singer%20KH%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/6791288/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Hashimoto%20K%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/6791288/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Lazarus%20GS%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/6791288/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doubleday%20CW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3335823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Geoghegan%20WD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3335823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jordon%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3335823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3335823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campo-Voegeli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12366435
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mu%C3%B1iz%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12366435
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mascar%C3%B3%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12366435
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12366435
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12366435

140. VAILANT, L, BERNARD, P, JOLY, P, et al. Evaluation of clinical criteria for diagnosis of
bulous pemphigoid. In: Arch. Dermatol, 1998: 134: 1,74-80.

141. AOKI-OTA, M., TSUNODA, K., OTA, T. et. al. A mouse model of pemphigus vulgaris by
adoptive transfer of naive splenocytes from desmoglein 3 knockout mice. In: Br. J. Dermatol,
2004. 151: 346-354.

142. RALF, J.L, KAREN, V.,FRANK, L. Mechanisms of Autoantibody-Induced Pathology. In:
Front Immunol, 2017; 8: 603.

143. AMAGAI, M. Use of autoantigen-knockout mice in developing an active autoimmune
disease model for pemphigus. In: J Clin Invest, 2000; 105 (5):625-31.

144. ANHALT, G.J., LABIB, R.S., VOORHEES, J.J,, et al. Induction of pemphigus in neonatal
mice by passive transfer of 1gG from patients with the disease. In: N. Engl. J. Med, 1982;
306: 11.89-1.196.

145. BEUTNER, E.H. Demonstration of skin antibodies in sera of pemphigus vulgaris patients by
indirect immunofluorescent staining. In: Proc Soc Exp Biol Med, 1964;117:505-10.

146. BUSCHARD, K. A model for the study of autoimmune diseases applied to pemphigus:
transplants of human oral mucosa to athymic nude mice binds pemphigus antibodies in vivo. In: J
Invest Dermatol, 1981;76(3):171-3.

147. TAKAHASHI, Y. Experimentally induced pemphigus vulgaris in neonatal BALB/c mice: a
time-course study of clinical, immunologic, ultrastructural, and cytochemical changes. In: J Invest
Dermatol,1985;84(1): 41-6.

148. KATJA, B. Animals model for autoimune bullous dermatoses. Lubeck, 2009 (citat
15.03.2017). Disponibil: https://doi.org/10.1111/j.1600-0625.2009.00948.x

149. LOUIS-MARIE, H. The Mouse as an Animal Model for Human Diseases. In: Biologie du
Développement et Reproduction, Cellulaire et Moleculaire, 2004, p. 97-110.

150. OHYAMA, M. Immunologic and histopathologic characterization of active disease model
mouse for pemphigus vulgaris. In: Journal of Investigative Dermatology, 2002: 118/ 1, 199-204.
151. STANLEY, J.R. Pemphigus antibodies identify a cell surface glycoprotein synthesized by
human and mouse keratinocytes. In: J Clin Invest, 1982; 70 (2): 281-8.

152. TAKAE, Y. Pemphigus mouse model as a tool to evaluate various immunosuppressive
therapies. In: Exp Dermatol, 2009;18(3): 252-60.

153. PETER, J. G., AND THEODOR, M. I. Experimental production in rabbits of antiepithelial
autoantibodies. In: The journal of jnvestioatjve dermatology, 1967, vol. 49, no 6, p. 637-641.
154. ABLIN, R.J. Immunopathologic studies of experimental pemphigus-like autoantibodies and

bullous-like lesions. In: The journal op investigative dermatology, 1969, vol. 53, no 6, p. 463-469.

117


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ludwig%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28620373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vanhoorelbeke%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28620373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leypoldt%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28620373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5449453/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Amagai%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10712434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10712434
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Demonstration%20of%20skin%20antibodies%20in%20sera%20of%20pemphigus%20vulgaris%20patients%20by%20indirect%20immunofluorescent%20staining
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Buschard%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7240784
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7240784
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7240784
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takahashi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3965577
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3965577
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3965577
https://doi.org/10.1111/j.1600-0625.2009.00948.x
http://hinari-gw.who.int/whalecomwww.sciencedirect.com/whalecom0/science/article/pii/B9780123364258500595
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pemphigus%20antibodies%20identify%20a%20cell%20surface%20glycoprotein%20synthesized%20by%20human%20and%20mouse%20keratinocytes##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takae%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18643850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18643850

155. SU-YU, S. Author links open the author workspace. Isolation and Characterization of
Antigens Reactive with Pemphigus Antibodies. In: Journal of Investigative Dermatology, 1973,
vol. 61, Issue 5, p. 270-276.

156. TOUITOU, Y., PORTALUPPI, F., SMOLENSKY, M.H., et al. Ethical principles and
standards for the conduct of human and animal biological rhythm research. In: Chronobiol
Int., 2004 Jan;21(1):161-70.

157. MACAGONOVA, O. Modelarea pemfiguslui vulgar pe animale experimentale. In: Sanatate
Publica, Economie si Management in Medicina, 2013, 4(49), ISSN 1729-8687, p.70-73.

158. MACAGONOVA, O., MUSET, G.H., NACU, V. s. a. Metoda de modelare a leziunilor de
tipul pemfigusului vulgar. In: Curier medical, 2016, vol. 59, no 3, p. 72-73.

159. MACAGONOVA, O., MUSET, G.H., NACU, V. s. a. Modelarea leziunilor de pemfigus
vulgar la sobolanii de laborator. In: Culegere de rezumate stiintifice ale studentilor, rezidentilor
si tinerilor cercetatori, IP Universitatea de Medicina si Farmacie "Nicolae Testemitanu",
Chisinau, 2015, p. 64.

160. MACAGONOVA, O., MUSET, G.H., COCIUG, A. s. a Studiile asupra leziunilor cutanate
produse de antigenul din mucoasa esogfagului bovin reactiv cu anticorpii al pemfigusului. In:
Revista Societatii Romdne de Dermatologie, 2016, vol. 61, sumpliment. p. 129-130.

161. MACAGONOVA, O., MUSET, G.H., COCIUG, A. s. a Modelarea experimentala a
leziunilor pemphigus-like. In: Provociri Clinice si Sanatate Publicd in Dermatologie. Volum de
rezumate. Conferinta de Dermatologie Zilele «Gh. Nastasey, editia a XXIV-a, 2018, p. 46.

162. BEUTNER, E.H., LEVER, W.F., WITEBSK, E. et al. Autoantibodies in pemphigus vulgaris.
In: JAMA, 1965, 192: 682.

163. EYRE, R.W., STANLEY, J.R. Identification of pemphigus vulgaris antigen extracted from
normal human epidermis and comparison with pemphigus foliaceus antigen. In: J Clin Invest,
1988;81(3):807-812.

164. BERNARD, P. Recent advances on the 180-kDa epidermal antigen in autoimmune
subepidermal bullous skin diseases. In: Springer Semin Immunopathol., 1992;13(3-4):401-12.
165. KABAT, E.A., MAYER, U. M.: Experimental Immunochemistry. In: Immunology, 1960,
vol.4, p. 21.

166. CHARLES, C.T., SPRINGFIELD, I.I., MARSHALL, J.D. et al. Superiority of fluorescein
isothio- cyanate for fluorescent antiobdy technic with a modification of its application. In: Proc.
Soc. Exp. Biol. MeD., 1958, 98: 898.

167. SCHEIDEGGER, J.J. Une micromethode de I'im- munoelectrophorese. In: Tnt. Arch.
Allergy, 1955, 111: 785, 1960.

118


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022202X15441582
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0022202X
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0022202X/61/5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Touitou%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129830
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Portaluppi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129830
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smolensky%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15129830
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15129830
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15129830
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bernard%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1411905
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1411905

168. COONS, A.H., KAPLAN, M. H. Localization of antigen in tissue cells. In: J. Exp. Med.,
1950, 91: 1,

169. BEUTNER, E.H., JORDAN, R.E., CHORZELSKI, T.P. The immunopathology of
pemphigus and bullous pemphigoid. In: J. Invest. Derm., 1968, 51: 63,.

170. JORDAN, R.E., BEUTNER, E.H., WITEBSKY, E.B. et al. Basement zone antibodies in
bullous pemphigoid. In: J. A. M. A,, 1967, 200: 751.

171. CHORZELSKI, T.P., VON WEISS, J., LEVER, W.F. Clinical significance of autoantibodies
in pemphigus. In: Arch. Derm., 1966, 93: 570.

172. CHORZELSKI, T.P., JABLONSKA, S., BLASZCZYK, M. Autoantibodies in pemphigus.
In: Acta Dermatovener, 1966, 107:809.

173. BEUTNER, E.H., RHODES, E.L., HOLBOROW, E.H. Autoimmunity in chronic bullous
diseases. In: Clin. Exp. Immunol., 1967, 2: 141.

174. BEUTNER, E.H., PRIGENZI, L.S., HALE, W. et al. Immunofluoresceace studies of
autoantibodies to intercellular areas of epithelia in Brazilian pemphigus foliaceus. In: Proc. Soc.
Exp. Biol. Med., 1968, 127: 81.

175. ABLIN, R.J., BEUTNER, E.H., WITCBSKY, E. Nature of the intercellular antigen. In: 1st
Conf. Immunodermatol. Studies Pemphigus and Pemphigoid. X1Il1 Tnt. Cong. Dermatol., Munich,
Germany, 1967, 7:75.

176. ABLIN, R.J., BEUTNER, H.H., SIEVENPIPER, T. Antigen(s) of esophageal mucosa
reactive with autoantibodies of pemphigus. In: J. Den. Res., 1968, 47(Suppl.): 105.

177. ABLIN, R.J., BEUTNER, E.H. Absorption studies on antigen(s) of esophageal mucosa
reactive with autoantibodies of pemphigus. In: Arch. Allerg. Appl. Immunol., 1968, 33: 227.
178. ABLIN, R.J., BRONSON, P., BEUTNER, H.H. Immunochemical characterization of
epithehal antigen(s) reactive with pemphigus-like antibodies of rabbit and human pernphigus
autoantibodies. In: J. Hyg. Epidem, 1968, 9:79.

179. ABLIN, R.J., BEUTNCR, E.H. Experimental production of pemphigus-like antibodies. In:
Clin. Exp. Immunol., 1969, 4: 283.

180. INDERBITZEN, T.M., GROB, P.J. Destruction of epithelial cells in vivo by antiepithelial
autoantibodies. In: J. Invest. Derm., 1967, 49: 642.

181. RASANEN, O. Antigens of rat and mouse epidermis. In: Acta Pathol. et Microbiol., Suppl.,
1968, p. 198.

182. DUMONDE, D.C. Tissue specific antigens. In: Advances in Immunology, 1966. p. 245.
183. CHORZELSKI, T., JABLONSKA, S., BLASZCZYK, M. et al. Autoantibodies in
pemphigoid. In: Dermatologica, 1968, 130: 325.

119



184. STRAUSS, AJ., VAN DER GELD, HW., KEMP, P. G. JR., et al. Immunologic
concomitants of myasthenia gravis. In: Ann. N.Y. Acad. Sci., 1965, 124: 744.

185. BEUTNER, E.H., CHORZELSKI, T.P., HALE, W.L. et al. Autoimmunity in a case with
concurrent myasthenia gravis and pemphigus erythernatosus. In: J. A. M. A., 1968, 203: 10.

186. ABLIN, R.J. Immunopathologic studies of experimental pemphigus-like autoantibodies and
bullous-like lesions. In: The journal op investigative dermatology, 1969, vol. 53, no 6, p. 463-4609.
187. IIEPMJSIKOB, A.A., EJIUCEEBA, E.B., IOI[I/IL[KI/IPT, A 1., u np. [loBeneHueckue peakuuu
Y SKCIEPUMEHTAIBHBIX KUBOTHBIX C PA3JIMYHON IIPOrHOCTUYECKON YCTOWYMBOCTBIO K CTPECCY B
TECTe «OTKPBITOE MoJyie». B: Becmuux Yomypmckozo ynusepcumema, 2013, Hom 6-3, c. 83-90.
188. KYPBSIHOBA, E.B., YKAJ/, A.C., )KXYKOBA, IO./I. TlosoBbie M THIOJOTHUYECKHE
pasinuuAa HOBCI[CH‘ICCKOfI AKTHUBHOCTHU HEJIMHEUHEIX KpBIC B TECTC «OTKpI)ITOC noiey». B:
Cospemennvie npobaemvl Hayku u oopazosanus, 2013, Hom 5, c. 460.

189. BECCAJIOBA, E.IO. ITosoBbIe 1 CE30HHBIE OTIHYHSI TOBEICHUS KPbIC B «OTKPBITOM TIOJIEY.
B: Céim meouyunu ma 6ionoeii, 2011, T. 7, Hom 4, c. 12-16.

190. ZEINA, B. Pemphigus Vulgaris. In: Medscape Reference, 2018 (vizitat 25.01.2017).
Disponibil: http://emedicine.medscape.com/article/1064187.

191. BERMAN, K. Pemphigus vulgaris. In: Medline Plus, 2016 (citat 25.01.2017). Disponibil:
https://medlineplus.gov/ency/article/000882.htm

192. GIOVANNI, A., DOMENICO, B., ALBERTA, L. et al. Preliminary data on Pemphigus
vulgaris treatment by a proteomics-defined peptide: a case report. In: J Transl Med, 2006; 4: 43.
193. KING, D.F., HOLUBAR, K. History of pemphigus. In: Clin Dermatol, 1983;1(2):6-12.
194. BOISSIER DE SAUVAGES, F. Fratres de Tournes. Management of pemphigus vulgaris.
In: Adv Ther., 2016; vol. 1. 33(6):910-58.

195. SANDHYA, T., AVINASH, T., DAIVAT, M. Pemphigus vulgaris. In: Contemp Clin Dent.,
2011; 2(2): 134-137.

196. STAHNLEY, J.R.. Pathophysiology and Therapy in the 21st century. In: J.Dermatol., 2001,
28: 645-646.

197. SULIMAN, N.M., ASTR@M, AN. ALI, RW. et al. Clinical and histological
characterization of oral pemphigus lesions in patients with skin diseases: a cross sectional study
from Sudan. In: BMC Oral Health, 2013; 13: 66.

198.JORDON, R.E., DAY, N.K., SAMS, W.M. JR., GOOD, R.A. The complement system in
bullous pemphigoid. I. Complement and component levels in sera and blister fluids. In: J Clin
Invest, 1973; 52(5): 1207-1214.

120


http://emedicine.medscape.com/article/1064187.
https://medlineplus.gov/ency/article/000882.htm
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Angelini%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17062151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bonamonte%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17062151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lucchese%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17062151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1630706/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tamgadge%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21957393
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tamgadge%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21957393
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhatt%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21957393
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3180831/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Suliman%20NM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24261459
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%85str%C3%B8m%20AN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24261459
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ali%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24261459
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24261459

199. AMAGAI, M., NISHIKAWA, T., NOUSARI, H.C. et al. Antibodies against desmoglein 3
(pemphigus vulgaris antigen) are present in sera from patients with paraneoplastic pemphigus and
cause acantholysis in vivo in neonatal mice. In: J Clin Invest, 1998, 102:775-782 76.

200. AMAGAI, M., KOCH, P.J., NISHIKAWA, T. et al. Pemphigus vulgaris antigen (desmoglein
3) is localized in the lower epidermis, the site of blister formation in patients. In: J Invest Dermatol,
1996, 106: 351-355.

201. AMAGAI, M. Adhesion molecules I: Keratinocyte-keratinocyte interactions; cadherins
and pemphigus. In: J Invest Dermatol, 1995, 104:146-152.

202. AMAGAI, M. Autoimmunity against desmosomal cadherins in pemphigus. In: J Dermatol
Sci, 1999, 20: 92-102.

203. KRIDIN, K. Emerging treatment options for the management of pemphigus
vulgaris. Therapeutics and Clinical Risk Management, 2018; (citat 25.01.2017)14:757-
778. Disponibil: https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC5931200/.

204. BRENTANI, M.M., BUTUGAN, O., OSHIMA, C.T. et al. Multiple steroid receptors in
nasopharyngeal angiofibromas. In: Laryngoscope, 1989; 99(4): 398-401. 15.

205. VELDMAN, C., PAHL, A., HERTL, M. Desmoglein 3-specific T regulatory 1 cells consist
of two subpopulations with differential expression of the transcription factor Foxp3. In:
Immunology, 2009, 127: 40-49.

206. MIZUNO, H., NAKANISHI, Y., ISHII, N. et al. A signature-based method for indexing cell
cycle phase distribution from microarray profiles. In: BMC Genomics, 2009; 10:137.

207. VIUAYA, V., MYSOREKAR, T.K., SUMATHY, A.L. et al. Role of direct immuno-
fluorescence in dermatological disorders. In: Indian Dermatol Online J. 2015 May-Jun; 6(3): 172—
180.

208. KING, LA, SULLIVAN, K.H., BENNETT, R. JR. The desmocollins of human foreskin
epidermis: identification and chromosomal assignment of a third gene and expression patterns of
the three isoforms. In: J Invest Dermatol, 1995, 105: 314-321.

209. CHRISTOPH, T., ELLEBRECHT, S., AIMEE, S. Setting the target for pemphigus vulgaris
therapy. In: JCI Insight., 2017; 2(5): €92021.

210. RA, J.C., KANG, S.K., SHIN, LS. et al. Stem cell treatment for patients with autoimmune
disease by systemic infusion of culture-expanded autologous adipose tissue derived mesenchymal
stem cells. In: J Transl Med, 2011; 9(1): 181.

211. HAITAQO, J., LINLIN, Q.,RONGRONG, D. et al. Potential Role of Mesenchymal Stem Cells
in Alleviating Intestinal Ischemia/Reperfusion Impairment. In: PLoS One, 2013; 8(9): e74468.

121


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5931200/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mizuno%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331659
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakanishi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331659
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ishii%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19331659
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19331659
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mysorekar%20VV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26009711
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sumathy%20TK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26009711
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shyam%20Prasad%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26009711
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4439745/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ellebrecht%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28289723
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Payne%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28289723
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5333961/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24058571
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24058571
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dou%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24058571
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3772852/

212. FLAVIO, A., CARRION, E., FERNANDO, E. Mesenchymal stem cells for the treatment of
systemic lupus erythematosus: is the cure for connective tissue diseases within connective tissue?
In: Stem Cell Res Ther., 2011; 2(3): 23.

213. MICHAEL, S.D. Human umbilical cord mesenchymal stromal cells in regenerative medicine.
In: Stem Cell Res Ther., 2013; 4(6): 142.

214. CHAMBERLAIN, G., FOX, J., ASHTON, B. et al. Concise review: mesenchymal stem cells:
their phenotype, differentiation capacity, immunological features, and potential for homing. In:
Stem Cells, 2007; 25: 2739-2749.

215. GHANNAM, S., BOUFFI, C., DJOUAD, F. et al. Immunosuppression by mesenchymal stem
cells: mechanisms and clinical applications. In: Stem Cell Res Ther., 2010; 1(1):2.

216. WATERMAN, R.S., TOMCHUCK, S.L., HENKLE, S.L. et al. A new mesenchymal stem
cell (MSC) paradigm: polarization into a pro-inflammatory MSC1 or an Immunosuppressive
MSC2 phenotype. In: PLoS One, 2010; 5(4): e10088.

217. RAFAEL, A.L., PEDRO, M. MORAES-VIEIRA, ENIO, J.B. Adipose Tissue-Derived
Mesenchymal Stem Cells Increase Skin Allograft Survival and Inhibit Th-17 Immune Response.
In.  PLoS One, 2013. (citat 26.01.2017). Ddisponibil:  https://doi.org/10.1371/
journal.pone.0076396.

218. CHOI, E.W., SHIN, LS., LEE, H.W. et al. Transplantation of CTLA4Ig gene-transduced
adipose tissue derived mesenchymal stem cells reduces inflammatory immune response and
improves Th1/Th2 balance in experimental autoimmune thyroiditis. In: J Gene Med., 2011; 13(1):
3-16.

219. EL-BADRI, N.S., WANG, B.Y., STEELE, A. et al. Successful prevention of autoimmune
disease by transplantation of adequate number of fully allogeneic hematopoietic stem cells. In:
Transplantation. 2000; 70: 870-7.

220. SAKIC, B., SZECHTMAN, H., DENBURG, S.D. et al. Immunosuppressive treatment
prevents behavioral deficit in autoimmune MRL-Ipr mice. In: Physiol Behav, 1995: 58: 797-802.
221. SHIRAKI, M., FUJIWARA, M., TOMURA, S. Long term administration of
cyclophosphamide in MRL / 1 mice. 1. The effects on the development of immunological
abnormalities and lupus nephritis. In: Clin Exp Immunol, 1984: 55: 333-339.

222. TSUKAMOTO, H, NAGAFUJI, K, HORIUCHI, T, MIYAMOTO, T, AOKI, K, TAKASE,
K, et al. A phase I-11 trial of autologous peripheral blood stem cell transplantation in the treatment
of refractory autoimmune disease. In: Ann Rheum Dis, 2006; 65: 508-51.

223. SHU, S.A., WANG, J., TAO, M.H. et al. Gene Therapy for Autoimmune Disease. In: Clin
Rev Allergy Immunol., 2015; 49(2): 163-76.

122


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carrion%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21586107
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Figueroa%20FE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21586107
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3152993/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Detamore%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24456755
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4029508/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27662193
https://doi.org/10.1371/%20journal.pone.0076396
https://doi.org/10.1371/%20journal.pone.0076396
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shu%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25277817
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25277817
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tao%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25277817
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25277817
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25277817

224. FRANK, A., JAMES, C., DAVID, W. et al. Gene therapy and bone marrow stem-cell transfer
to treat autoimmune disease. In: Trends in Molecular Medicine, vol. 15, Issue 8, 2009, p. 344-351.
225. THIVOLET, J. BEYVIN, A.J. Recherche parimmunofluorescence d'auto anticorps Scriques
vis a vis des constituants de I'epidermo chez les brules. In: Experientia, 1968, 24: 945,

226. ABLIN, R. J., MILGROM, F., KANO, K. et al. Pemphigus-like antibodies in patients with
skin burns. In: Vox Sang., 1969, 16: 73.

227. JORDAN, R. E., MULLER, S. A., HALE, W. L. et al. Bullous pemphigoid associated with
systemic lupus erythematosis. In: Arch. Derm, 1969, 99: 17.

228. AITHAL, D., USHA, K., ELIZABETH, J. Role of direct immunofluorescence on Tzanck
smears in pemphigus vulgaris. In: Diagn Cytopathol, 2007; 35(7):403-7.

229. LIN, M.S., SWARTZ, S.J., LOPEZ, A. et al. Development and characterization of
desmoglein-3 specific T-cells from patients with pemphigus vulgaris. In: J Clin Invest., 1997;
99:31-40.

230. IKEHARA, S. Treatment of autoimmune diseases by hematopoietic stem cell
transplantation. In: Exp Hematol., 2001; 29:661-9.

231. MACKAY, I.R.,, ROSEN, F.S. Tolerance and autoimmunity. In:N Engl J
Med., 2001;344:655-64.

232. FLAVIO, A., CARRION, F. Mesenchymal stem cells for the treatment of systemic lupus
erythematosus: is the cure for connective tissue diseases within connective tissue? In: Stem Cell
Res Ther, 2011; 2(3): 23.

233. CECELIA, C.Y., MELANIE, R., AUSTIN, N. Multipotent stromal cells/mesenchymal stem
cells and fibroblasts combine to minimize skin hypertrophic scarring. In: Cell Research &
Therapy, 2017, 8:193.

234. WAPPLER, J., RATH, B., LAUFER, T., HEIDENREICH, A. et al. Eliminating the need of
serum testing using low serum culture conditions for human bone marrow-derived mesenchymal
stromal cell expansion. In: Biomed Eng Online, 2013; 12:15.

235. NASEF, A., MATHIEU, N., CHAPEL, A. et al. Immunosuppressive effects of mesenchymal
stem cells: involvement of HLA-G. In: Transplantation, 2007; 84(2): 231-7.

236. MAUMUS, M., GUERIT, D., TOUPET, K. et al. Mesenchymal stem cell-base therapies in
regenerative medicine: applications in rheumatology. In: Stem Cell Res Ther, 2011, 18; 2(2): 14.

237. ANDREIA, R.,PAULA, L., SANDRINE, M. et al. Mesenchymal stem cells from umbilical
cord matrix, adipose tissue and bone marrow exhibit different capability to suppress peripheral
blood B, natural killer and T cells. In: Stem Cell Res Ther, 2013; 4(5): 125.

123


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471491409001178#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471491409001178#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471491409001178#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17580352
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carrion%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21586107
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3152993/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3152993/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wappler%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23425366
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rath%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23425366
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=L%C3%A4ufer%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23425366
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heidenreich%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23425366
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23425366
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nasef%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17667815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mathieu%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17667815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chapel%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17667815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17667815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maumus%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21457518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gu%C3%A9rit%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21457518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Toupet%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21457518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21457518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ribeiro%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24406104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Laranjeira%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24406104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mendes%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24406104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3854702/

238. LANZA, A., CIRILLO, N., ROSSIELLO, L. Evidence of key role of Cdk2 overexpression
in pemphigus vulgaris. In: J. Biol. Chem, 2008, 283: 8736-8745.

239. ARUNA, V., VANIKAR, A. Single-Center Experience. Allogenic Hematopoietic Stem Cell
Transplantation in Pemphigus Vulgaris: A Single-Center Experience. In: Indian Jurnal of
Dematology, 2012, 57(1): 9-11.

240. SUSLOVA, .M, THEODOROPOULOS, D.S. CULLEN, N.A. et al. Pemphigus vulgaris
treated with allogeneic hematopoietic stem cell transplantation following non-myeloablative
conditioning. In: Med Pharmacol Sci., 2010; 14(9): 785-8.

241. MENGLEI, W., CAN, C., JING, S. et al. Application of autologous hematopoietic stem cell
transplantation for pemphigus. In: International Journal of Dermatology, 2017, vol. 56, Issue 3,
p. 296-301.

242. SMITH, D.A., AND GERMOLEC, D.R. Introduction to immunology and autoimmunity. In:
Environ Health Perspect, 1999; 107(Suppl 5): 661-665.

243. MACAGONOVA, O., MUSET, G., COCIUG, A. s. a.. Terapiile bazate pe celule stem in
pemfigus acantolitic: sinteza de literaturd. In: Moldovan Journal of Health Science. Revista de
Stiinte ale Sanatatii din Moldova, 2018, nr 1(15), p. 87-92.

244. SUN, L., SUN, J., ZENG, K. et al. Autologous peripheral hematopoietic stem-cell
transplantation in a patient with refractory pemphigus. In: Frontiers of medicine, 2015, vol. 10,
Issue 3, 297:310.

245. VAN, G., CHAUL, FU P., ZHOU XIAOHONG, W. et al. Clinical experience. Umbilical
cord-derived mesenchymal stem cells and umbilical cord blood-derived stem cells for the
treatment of refractory pemphigus: a case report. In: Stem Cells Dev., 2013; 22(9): 1370-1386.
246. HAN, S.M., KIM, H-T., KIM, K.W. et al. CTLA4 overexpressing adipose tissue-derived
mesenchymal stem cell therapy in a dog with steroid-refractory pemphigus foliaceus. In: BMC Vet
Res., 2015; 11(1): 49.

247. MINESH, K.,HUI, Z.,, DONGLAI, M. et al. Zoopharmacognosy in Diseased Laboratory
Mice: Conflicting Evidence. In: PLoS One. 2014; 9(6): e100684.

248. TAGADIUC, 0., LiSII, L.; GAVRILIUC, L. si a. Biochimie. Ghid pentru lucrari practice
pentru studentii facultatii Sanatate Publica. Centrul Editorial Poligrafic Medicina. 2016. p. 46.
249. CTAPOBEPOB, C., CUJJOPKMH, B., CEMEHOB, C. U3ydeHue aaploBaTHBIX CBOWCTB
BOJOJUCIICPCHBIX pACTBOPOB HCMOHOTCHHBIX TIOBECPXHOCTHO-AKTUBHBIX BEIICCTB 1 BUTAMUHOB. B:
Bemepunapus, 2003, vom 10, c. 101.

250. KYJIPUH, A.B., CKAJIBHBIN, A.B., )KABOPOHKOB, A.A. u np. Awynogapmaronozus

mukposnemenmos, 2000. c. 53.

124


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Suslova%20IM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21061838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Theodoropoulos%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21061838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21061838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10502528
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Germolec%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10502528
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1566249/?page=1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3696928/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kapadia%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24956477
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24956477
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ma%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24956477
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4067353/

251. THOMAS, E., ICHIM PETE O’HEERON' SANTOSH KESARI. Fibroblasts as a practical
alternative to mesenchymal stem cells. In: Journal of Translational Medicine, 2018, 16:212.

252. RODBELL, M. Metabolist of isolated fat cells. In: J Biol Chem, 1966; 241:3909-3917.
253. SOUNDARARAJAN, M., KANNAN, S. Fibroblasts and mesenchymal stem cells: Two sides
of the same coin? In: J Cell Physiol, 2018; 233(12):9099-91009.

254. TOCTHUILIEB, B.K. Yuenus o panax. Mocksa, 2010. (citat 25.01.2017). Disponibil:
http://woundinfection.ru.

255. KOPXKEBCKUM, J1.3. OcHoBbI ructonorudeckoii texuuku. CI16: Cneynum. 2010, 95 c.
256. UMSAHUTOB, E.H., XAHCOH, K.I1. MonekynsipHas OHKOJIOTHS: KIIMHAISCKUE aCIEKTHI.
CII6. B: CII6MAIIO. 2007, 211 c.

257. JIVKbSHOBA, H.I1O., KVJIUK, I".., YEXVH, B.®. Posb reros p53 u bel-2 B anornrose u

JICKApCTBEHHOM PE3UCTEHTHOCTH omyxoueii. B: Bonpocwt onkonoeuu, 2000; 46(2):121-8.

258. JASANI, B., SCHMID, K.W. Historical perspective. Immunocytochemistry in Diagnostic
Histopathology. In: Edinburgh: Churchill Livingstone, 1993, p. 3-9.

259. WOOD, G.W, BEUTNER, E.H., CHORZELSKI, T.P. Studies in immunoder- matology: 1I.
Production of pemphiguslike lesions by intradermal injection of monkeys with Brazilian
pemphigus foliaceus sera. Int Arch Allerg Appl Immunol 42:556-564, 1972 15.

260. SAMS, W.M., JORDON, R.E: Pemphigus antibodies: Theil' role in di ease. J. Invest Derma
tol 56:474-479, 1971.

261. BEUTNER, E.H., JORDON, R.E: Demonstration of skin antibodies in sera of pemphigus
vulgaris patients by indirect immunofluorescent staining. Proc Soc Exp Med 117:505-510, 1964.
262. SCHILTZ, J.R., MICHEL, B.: Production of epide rmal acantholysis in normal human skin
in vitro by the 1gG fractio n of pemphigus serum. J Invest Dermatol 67:254-260, 1976.

263. DENG, J., BEUTNER, E.H., SHU, S., CHORZELSKI, T.P. Pemphigus antibody
actiononskin  explants: Kinetics of acantholytic ~ changes and stability of antigens in tissue
cultures of normal monkey skin explants. AJ"ch Dermatol.13:923-926, 1977 5.

264. FARLE, R.M., DYKES, R., LAXARUS, G.S. Anti-epide rma I-cell surface pemphigus a
ntibody detaches viable epiderma I cells from culture plates by activation of proteinase. Proc Nat!
Acad Sci 75:459-463, 1978.

265. HURWITZ, A.l.,, FELDMAN, E. A disease in dogs resembling human pemphigus vulgaris:
Case reports. J Am Vet Med Assoc 166:585, 1975.

266. MACKENZIE, I.C., DABELSTEEN, E., ROED-PETERSEN, B. A method for studying
epithelial-mesenchyman interactions in hun,a n oral mucosal lesions. Scand J Dent Res 87:234-
243, 1979.

125


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soundararajan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29943820
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kannan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29943820
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29943820
http://woundinfection.ru/

267. HOLMSTRUP, P., DABELSTEEN, E., MACKENZIE, I.C. Transplantation of an oral
mucosa to nude (nu/ nu) mice. J Dent Res 58A:416, 1979.

268. TOYKA, K.V., DRACHMAN, D.B., GRIFFIN, D.E. et al. Myasthenia gravis. Study of
Humoral Immune Mechanisms by Pas ive Transfer to Mice. New E ngl J Med 296:125-131, 1977.
269. BUSCHARD, K., MADSBAD, S., RYGAARD, J.: Passive transfer diabetes mellitus from
man to mouse. Lancet 1:908-910, 1978.

270. VOLPE, R. The pathogenesis of Graves' disease: An overview. Clin Endocrinol Metabolism
7:3-29, 1978.

Anexa 1. Acte de implementare a rezultatelor obtinute
Anexa 1.1 Acte de implementare a rezultatelor obtinute brevet de inventie 1148

126



APROB

Prorector pentru activitatea stiintifica
-~ USMF ,Nicolae Testemitanu™
Prof. univ., dr. hab. st. med.,

X Gh.Rojnoveanu

\ T ep ot §) 4

ACTUL /5

DE IMPLEMENTARE A INVENTIEI
(in procesul stiintifico—didactic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: Dispozitiv pentru fixarea etajata a pielii in procesul
de decelularizare

2. Autorii: MACAGONOVA Olga. MD: NACU Viorel. MD: MUSET Gheorghe. MD: COCIUG
Adrian. MD: JIAN Mariana. MD: SAREV Violeta. MD: COBZAC Vitalie. MD

3. Numarul inventiei MD 1148(13) Y

4. Sursa de informatie: Prezenta propunere/ metoda este elaborata prin colaboarare USMF ! ‘Nicolae
Testemitanu'- Laboratorul inginerie tisulard si culturi celulare. bazaté pe studierea particularitatilor
structurale si functionale pielii. pentru obtinerea matricilor tridimensionale.

S. Unde si cind a fost implementatd: In procesul de obtinere gretelor de piclea. folosite pentru
wratamentul defectelor cutanate simulate pe animale experimentale. in conditii Laboratorului
inginerie tisulara si culturi celulare. noiembrie 2016.

6. Eficacitatea implementdrii: Semnificatia stiintifica a implementdrii dispozitivului pentru
prepararea matricii de piele in activitatera Laboratorului inginerie tisulara i culturi celulare. consta
in operativitatea. siguranta. calitatea si eficacitatea tehnicii de preparare a tesuturilor biologice
pentru studiile stiintifice preclinice si clinice in cadrul realizarii diferitor proiecte de cercetare.

7. Obiectii/ propuneri:
Prezenta inventie este implementata conform descneln in brevet.
La etapa implementarii obiectii nu sunt.

Sef laborator. Laboratorul de inginerie
tisulara si culturi celulare.
prof. univ.. dr. hab. st. med. Viorel Nacu

Sel Departament. Departamentul Stiinia.
Prof. univ. dr. hab. st. med. Ghenadie Curocichin
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APROB
Prorector pentru activitatea stiingifica
_ USMF ,Nicolac Testemitanu”

>,

of. univ., dr. hab. st. med..

Gh.Rojnoveanu

| 1y septomess' e AE77—
ACTUL [5?"/'

DE IMPLEMENTARE A INVENTIEI
( in procesul stiintifico—didactic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: Metoda de modelare a leziunilor de tip pemfigus
2. Autorii: MACAGONOVA Olga. MD: NACU Viorel. MD: MUSET Gheorghe. MD: COCIUG
Adrian. MD: JIAN Mariana. MD: SAREV Violeta. MD: COBZAC Vitalic. MD

3. Numarul inventiei: MD 1067 (13) Y

4. Sursa de informatie: Prezenta propunere/ metoda este elaborata prin colaboarare USMF "Nicolae
l'estemitanu”- Laboratorul de inginerie tisulara si culturi celulare. bazata pe studierea simulare a
maladiilor autoimune la animale experimentale.

5. Unde si cind a fost implementata: In procesul de perfectare a tezei de doctor. bazate pe simularea
leziunilor cutanate pemfigus —like pe animale experimentale. in conditii de laborator ingineric
tisulara si culturi celulare. ianuarie 2015. "

6. Eficacitatea implementirii: Semnilicalia stiiniifica a implementarii dispozitivului  pentru
prepararca extractului etanolic proteic in activitatera laboratorului Inginerie Tisulara si Culturi
Celulare. consta in amplificarea si prelungirea efectului imun al antigenului. lipsa toxicitatii.
disponibiltatea preparatelor chimico-farmaceutice utilizate. simplitatea prepararii amestecului si
simplitatea metodei. pentru studiile stiintifice preclinice in cadrul realizarii tezei de doctor.

7. Obiectii/ propuneri:
Prezenta inventie este implementata conform descrierii in brevet.
La etapa implementarii obiectii nu sunt.

Sef laborator. Laboratorul de inginerie

tisulara si culturi celulare. \ L
prof. univ.. dr. hab. st. med. Viorel Nacu___ \)\A/K‘y:)
Sef Departament. Departamentul Stiinta.

Prof. univ. dr. hab. st. med. Ghenadie Curocichin O\
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Prorector pentru activitatea stiinfifica

....... ESMPF ,,Nicolae Testemifanu”
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Gh.Rojnoveanu

ACTUL ZZS

DE IMPLEMENTARE A INVENTIEI
(in procesul stiintifico—didaetic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: Dispozitiv pentru fixarea pielii in procesul de
decelularizare

2. Autorii: MACAGONOVA Olga, MD; NACU Viorel, MD; MUSET Gheorghe, MD: COCIUG
Adrian. MD

3. Numarul inventiei: MD 1132 (13) Y

4. Sursa de informaie: Prezenta propunere/ metoda este elaborata prin colaboarare USMF "Nicolae
Testemitanu'- Laboratorul inginerie tisulara si culturi celulare, bazata pe studierea particularitatilor
structurale si functionale pielii, pentru obtinerea matricilor tridimensionale.

5. Unde si cind a fost implementatd: in procesul de obtinere grefelor de piclea. folosite pentru
tratamentul defectelor cutanate simulate pe animale experimentale. in conditii de laborator Inginerie
Tisulara si Culturi Celulare, noiembrie 2016.

6. Eficacitatea implementdrii: Semnificatia stiintificd a implementérii dispozitivului pentru
prepararea matricii de piele in activitatera Laboratorului inginerie tisulara si culturi celulare. consta
in operativitatea, siguranta, calitatea si eficacitatea tehnicii de preparare a {esuturilor biologice
pentru studiile stiintifice preclinice si clinice in cadrul realizarii diferitor proiecte de cercetare.

7. Obiectii/ propuneri:
[.a momentul implementarii obiectii nu sunt.

Sef laborator. Laboratorul de inginerie
tisulara si culturi celulare,
prof. univ.. dr. hab. st. med. Viorel Nacu

Sef Departament., Departamentul Stiinta,
Prof. univ, dr. hab. st. med. Ghenadie Curocichin —
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Promecior pening acivisaieasaeciiicd
UsMF “Nicolan Temssainmm™
dr}y}?ﬂ.. PGl e rREE
' .-"'F ah. Rty
- I'.r' :‘E{_l .‘l .ﬂ-f‘;ﬂ.ﬁ Il'l
LT i

ACTLUIL .24
DE INPLEMENTARE A INVENTIEL
(it Iaboratorul Inginerie Tisulard i Culruri Celulars)

l. Denwmirea ofistei penina implemestare. “[hspozitiv pentru prepararen jesaturibor
hilogice ™ nr. 195, meonii coautoni: Macegooowva Olga, Maoa Yiorel, Cociug Audrian

1 D cine si cind a fost propesd: De clive Macagomova (dga, Mecu Vierel, Cociug Adrias,
nai 214

3. Sursa de imdfomapie: Presentd propunere’ metoda este elsboonth prin colaboarare USMF
*Micols: Testemifanu®. leboraional Inginene Tisulard g Culnun Celulare, seofio Inovare,
marketizg si traosler ehnolegie 5ia Bancid de Tesuban si Celule Unsane 185F Spitalul
Clinic Troumasologie si Onopedie, basmd pe stedierea probelor tsulare 2 mscoased
ewalagului de bovind flosite pentm izolares antigenulul epitelial.

4 Unde 5i ched 2 fost implensentat: In cadnd studidlor experimentale de peeparae a
jesuturilor hivlogice fobasite penimu izolorea antigenubai epitelial in activizates sliisgifed a
lahoratorului Ingimene Tisulard si Cultun Celulare USMF “Micolse Testemnijanu®™, mai
24,

§. Eficocitasen implemesadnic Senmificafin stiingific o implementind dispozitivului pentna
prepararen feswundor bickogice in cercetlrile stinjifice a laboratorubal propus ooestd =
legerimiea, sigurania, calitmea i eficaciiaten pehnicii de preparare o jesubailor biologice
peavina shsdiile stiingifice preclisdce §i clinice in codnal sealizinii diferior prolecte de
Cercetane.

6. Oibicciid propuneri: La etapa implemesalsi obdectii ma sumi.

Cercetitor stintific principal
Lzbarator Ingimerie Tizulara 5i Cultari Celulare -
ér hab. med . profssor universitarBavel Ciokam Pﬁ”

Anexa 2. Brevete de inventie
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Anexa 2.1 Brevete de inventie 793

E‘éi-

REPUBLICA MOLDOVA

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectuala

= BREVET
DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

Nr. 793

Eliberat in temeiul Legii nr. 50/2008 privind protectia inventiilor

@@@"@"@"@"@Wfﬁ@"f@f@f@f@f@ @

B

Titlul: Dispozitiv pentru prepararea tesuturilor biologice

Titular: UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI
FARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU" DIN
REPUBLICA MOLDOVA, MD

Data depozit: 2014.01.13

3, ’,‘
-
). v,
2
2
=
=
=
z
o 8
R
FrE

ZEV000000000000000

Descrierea inventiei, revendicarile si desenele constituie parte
integranta a prezentului brevet de inventie de scurta durata

Director General

Anexa 2.2 Brevete de inventie 866
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REPUBLICA MOLDOVA

Agentla de Stat pentru
Proprietaten Intelectunli
= BREVET ;;
g DE INVE o
DE SCURTA D RATA e
Nr. 866 en

00900

Eliberat in temeiul Legli nr, 50/2008 privind proteciia invenyiilor

Titlul:  Dispozitiv pentru prepararea fesuturilor biologice

Titular: TP UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA §1 e
FARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU® DIN s
REPUBLICA MOLDOVA, MD oo

" -
~
%

0000000808010 404

Data depozit: 2014.08.01
Durata brevetului: 6 ani

Descrierea invengiel, revendicarile gi desonole conatitule parte
integrantd a prezentulul brevet de invengie de scurtd duratd

PR
AT RS

Director General

% CHISINAU
ﬂ&BOOMMBMMGM0000000“‘“0000%

Anexa 2.3 Brevete de inventie 867
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REPUBLICA MOLDOVA

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectunli

BREVE

DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

Nr. 867

Eliberat in temeiul Legii nr. 50/2008 privind protectia inventillor

7"&

s
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|
|

o

i

00

Fevy

9

i

Titlul:  Dispozitiv pentru sectionarea tesuturilor biologice

Titular: 1P UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA S1
FARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU" DIN
REPUBLICA MOLDOVA, MD

Data depozit: 2014.08.01

AARSASITALYA
A AT S
0988

o0

g

0

T
\i\?i—:,

Durata brevetului : 6 ani

3

Descrierea invenfiel, revendicarile si desenele constituie parte
Integrantd a prezentului brevet de inventie de scurtd durata

067

-
“d

09000

Director General

ATIETIAT
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Anexa 2.4 Brevete de inventie 868

e
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m\(:é VN or

REPUBLICA MOLDOVA

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectuala

BREVET

DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

Nr. 868

Eliberat in temeiul Legii nr. 50/2008 privind protectia inventiilor

Titlul: Dispozitiv pentru fixarea grefei osoase
Titular: IP UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI
FARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU" DIN

REPUBLICA MOLDOVA, MD
Data depozit: 2014.08.22

Durata brevetului: 6 ani

Descrierea inventiei, revendicarile si desenele constituie parte
integrantd a prezentului brevet de inventie de scurta durata

Director General

CHISINAU
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Anexa 2.5 Brevete de inventie 905
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REPUBLICA MOLDOVA

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectuala

BREVET

DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

.

Biar0i0

=
<D

Nr. 905 =

Eliberat in temeiul Legii nr. 50/2008 privind protectia inventiilor =

% i

Titlul: Dispozitiv pentru separaréa tesuturilor biologice

|
A

)i

QQs
D@
9

Titular: IP UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI
FARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU" DIN
REPUBLICA MOLDOVA, MD

Data depozit: 2014.12.12 >
Durata brevetului: 6 ani Ex =]

[

I

\

g

Descrierea inventiei, revendicarile si desenele constituie parte
integranta a prezentului brevet de inventie de scurtd durata

Director General

Y

CHISINAU

.

O e
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Anexa 2.6 Brevete de inventie 914
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REPFBEIC A MOT DOV i

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectuala

BREVET

DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

Nr. 914

X
I

|1 1

oS
AL

!

?

ol 0

i Eliberat in temeiul Legii nr. 50/2008 privind protectia inventiilor
R § Titlul: ~ Dispozitiv de fixare a oaselor spongioase pentru @
SE prepararea grefei osoase §g
S 2 Titular: IP UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI §m o=
48 FARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU" DIN =
2Y REPUBLICA MOLDOVA, MD i
ey Data depozit: 2014.11.27
= Durata brevetului : 6 ani
S 9>
= Descrierea inventiei, revendicdrile si desenele constituie parte 55 o=
3 integranta a prezentului brevet de inventie de scurta durata 58 —
Director General %:}x —

CHISINAU

0000000 00E0000000

RQ9AQIAQIAQIAEPAQ HAQ
y/ﬁ? '&; A A
S
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Anexa 2.6 Brevete de inventie 915
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REPUBLICA MOLDOVA

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectuala

. BREVET

8

i
v

[
|

=

o

DE INVENTIE ‘
DE SCURTA DURATA =

Nr. 915 =

Eliberat in temeiul Legii nr. 50/2008 privind protectia inventiilor

0

Titlul: Dispozitiv pentru curitarea'oaselor tubulare de

maduva osoasa

Titular: IP UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI
FARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU" DIN
REPUBLICA MOLDOVA, MD

Data depozit: 2014.12.03

Durata brevetului: 6 ani

b

Descrierea inventiei, revendicarile si desenele constituie parte
integranta a prezentului brevet de inventie de scurta durata

Director Géneral %2
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Anexa 2.7 Brevete de inventie 916

2 000 D00 D OO0

D@D FOVEOVGTOVGOVGDVE

REPHBEFC A MOT DOV

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectuala

BREVET

DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

Nr. 916

Eliberat in temeiul Legii nr. 50/2008 privind protectia inventiilor

Titlul:  Dispozitiv pentru inldturarea cartilajului si
tesuturilor moi de pe suprafata articulara

Titular: IP UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI
FARMACIE "NICOLAE TESTEMITANU" DIN
REPUBLICA MOLDOVA, MD

Data depozit: 2015.02.27

Durata brevetului : 6 ani

il

- i — - = Ji— -
0 DAL ey E . 1 " " o
| 4 | L =522 F3353333333_ - | |
@@“ v- T et | I
S E, = oo afay s SEE (A
7 b ) i by 2 A PN,
GOVCOVCOVGE VGO N BB ODEODEODEDVCOVEDNGOVEEVGOVEDDEOD NGBV EOVEODE

Descrierea inventiei, revendicarile si desenele constituie parte
integranta a prezentului brevet de inventie de scurta durata

Director General

)(\g )Q\g HRAQHAQH ‘\V \

o000

@

Anexe 3. Hotarari de acordare a brevetului de inventie
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Anexe 3.1 Hotarari de acordare a brevetului de inventie 9249

F-01-B1-026-1-03-0307

AGENTIA DE STAT PENTRU PROPRIETATEA STATE AGENCY ON INTELLECTUAL PROPERTY 1
~— INTELECTUALA A REPUBLICII MOLDOVA OF THE REPUBLIC OF MOLDOVA

DIRECTIA BREVETE A@ﬂ PATENTS DIRECTION

IDNO 1015601000112

"

COSNEANU Elena, Departamentul Stiinta,

ar. 5020 USMF "N. Testemitanu"
) 2019.05.02 bd. Stefan cel Mare si Sfint nr. 165, MD-2004,
din Chisinidu, Republica Moldova

HOTARARE .
nr.9249 din 2019.04.26
in urma examinarii dosarului cererii de brevet de inventie de scurtd durata:
(21) Nr. depozit: s 2018 0040
(22) Data depozit: 2018.05.02 -
(54) Titlul: Metodi de diagnostic al afectiirii keratinocitelor in leziunile pemfigus-like
experimentale
si in temeiul art. 52(3) din Legea nr. 50/2008 privind protectia inventiilor, Directia Brevete, -
Sectia Examinare B
HOTARASTE
Acordarea brevetului de inventie de scurtd duratd contindnd urmitoarele date:
13)Yy
(51) Int.Cl: A61B 10/00 (2006.01) s
GOIN 33/536 (2006.01)
GOIN 33/577 (2006.01)
(21) s 2018 0040
(22) 2018.05.02 3
(71) (73) UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA $I FARMACIE "NICOLAE
TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD 4
(72) MACAGONOVA Olga, MD; NACU Viorel, MD; MUSET Gheorghe, MD; COCIUG
Adrian, MD
(74) COSNEANU Elena
(54) Metodi de diagnostic al afectirii keratinocitelor in leziunile pemfigus-like
experimentale
Str. Andrei Doga nr. 24/1, MD-2024, Chisindu, Republica Moldova 24/1 Andrei Doga str., MD-2024, Chisi public of Mold:
Tel: (+373-22) 400-511, (+373-22) 400-514 Fax: (+373-22) 440-119 Tel: (+373-22) 400-511, (+373-22) 400-514 Fax: (+373-22) 440-119
www.agepi.gov.md, e-mail: office@agepi.gov.md www.agepi.gov.md, e-mail: office@agepi.gov.md

Anexe 3.2 Hotarari de acordare a brevetului de inventie 9209
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F-01-B1-026-1-03-0307
STATE AGENCY

ON INTELLECTUAL PROPERTY
OF THE REPUBLIC OF MOLDOVA

AGENTIA DE STAT
PENTRU PROPRIETATEA INTELECTUALA
A REPUBLICII MOLDOVA

oY

DIRECTIA BREVETE fﬂ@@” PATENTS DEPARTMENT

IDNO 1015601000112

or. 2074 COSNEANU Elena, Depatamentul Stiinta,
) i019 02.21 USMF "N. Testemitanu"
din — bd. Stefan cel Mare si Sfant nr. 165, MD-2004,

Chisindu, Republica Moldova

HOTARARE
nr.9209 din 2019.02.20

in urma examindrii dosarului cererii de brevet de inventie de scurtd durata:

(21) Nr. depozit: s 2018 0071

(22) Data depozit: 2018.07.09

(54) Titlul: Metodi de diagnostic imunologic ale leziunilor experimentale pemfigus-like
la sobolani

si in temeiul art. 52(3) din Legea nr. 50/2008 privind protectia inventiilor, Directia Brevete,

Sectia Examinare 5
HOTARASTE

Acordarea brevetului de inventie de scurtd duratd contindnd urmdtoarele date:

(13)Y
(51) Int.Cl: A61B 10/00 (2006.01)
GOIN 33/49 (2006.01)

(21)s2018 0071

(22) 2018.07.09

(71)(73) UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA SI FARMACIE "NICOLAE
TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA, MD

(72) MACAGONOVA Olga, MD; NACU Viorel, MD; COCIUG Adrian, MD

(74) COSNEANU Elena
(54) Metodi de diagnostic imunologic ale leziunilor experimentale pemfigus-like la
sobolani
Str. Andrei Doga nr. 24/1, MD-2024, Chisin3u, Republica Mold: 24/1 Andrei Doga str., MD-2024, Chisi public of Mold
Tel: (+#373-22) 400-511, (+373-22) 400-514 Fax: (+373-22) 440-119 Tel: (+373-22) 400-511, (+373-22) 400-514 Fax: (+373-22) 440-119
www.agepi.gov.md, e-mail: office@agepi.gov.md www.agepi.gov.md, e-mail: office@agepi.gov.md

Anexa 4. Diplome si distinctii
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£ Biploma

NATIONAL INSTITUTE OF

INVENTICS, JASSY, ROMANIA G O L D M E DAL

INVENTICA 2014

Offered Mr / Ms

NACU VIOREL, MACAGONOVA OLGA,
COCIUG ADRIAN

DISPOZITIV PENTRU PREPARAREA TESUTURILOR

THE XVIII-TH INTERNATIONAL EXHIBITION
OF RESEARCH,INNOVATION AND
TECHNOLOGICAL TRANSFER

“INVENTICA 2014”

IASI, ROMANIA
2-4 JULY 2014

_General Manager /)
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AsSsSOCIATION OF POLISH INVENTORS AND RATIONALIZERS
WARSAW UNIVERSITY OF TECHNOLOGY PATENT OFFICE OF THE
REPUBLIC OF POLAND

(&2 peLoMA (G

\ \,q‘

INTERNATIONAL WARSAW INVENTION SHOW
IWIS 2014

SIEVER MEDAL

FOR
NACU VIOREL , MACAGONOVA OLGA , COCIUG ADRIAN

LABORATORY OF Tt% ENGINEERING AND GELLULAR CULTURE FROM
THE UNIVERSITY OF MEDICINE AND N COLA

THE PRES@NT OF JURY THE PRESIDENT OF SPWIR

é_{"l 'fL"'/".}! %:u)’lm— i

PROF, MiCcHAL SZOTA

WARSAW, 14-16TH OF OCTOBER 2014
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* UNIVERSITATEA TEHNICA DIN CLUJ-NAPOCA

sub egida MINISTERULUI EDUCATIEI $1 CERCETARII STIINTIFICE
5| ACADEMIE| DE STIINTE TEHNICE DIN ROMANIA, FILIALA CLUJ

SALONUL INTERNATIONAL DE INVENTICA
PRO INVENT, Editia a Xill-a, 2015, Clui-Napoca Roménia
RIRI ARAA
ALl AN

DE EXCELENTA :
S| MEDALIA DE AUR CU MENTIUNE SPECIALA

Seacordd  VIOREL NACU, OLGA MACAGONOVA, ADRIAN COCIUG

PRESEDINTELE SALONULUI,

Prof. dr.ing. AUREL VLAICUL.
Rector al J
Universitatii Tehnice din Cluj-Nap, é&w

PRESEDINTELE JURIULUI,
Prof. dr. ing. RADU MUNTEANU
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EXLS "INFOINVEN

DIPLOMA

,CEA MAI BUNA INVENTIE CREATA DE UN TANAR INVENTATOR"

se acordd

dnei MACAGONOVA OLGA,
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA $I FARMACIE ,NICOLAE TESTEMITANU"

pentry

DISPOZITIVE PENTRU PREPARAREA TESUTURILOR BIOLOGICE

—~\ PRESEDINTELE
(_ A COMITETULUI ORGANIZATORIC
PRESEDINTELE

JURIULUI INTERNATIONAL
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AT G -
Ot m.v--
o ROFUGLICE NURLDU

4 Editioa XIV-0

g

EXS "INFOINVEN

DIPLOMA

MEDALIA DE AUR

se acordd
COCIUG ADRIAN, NACU VIOREL, CAPROS NICOLAE,
ZOTA |IEREMIA, MACAGONOVA OLGA

pentru ciclul de inventii
DISPOZITIVE DE PREPARARE A TESUTURILOR BIOLOGICE

.l 5% PRESEDINTELE
(LY== COMITETULUI ORGANIZATORIC

N | A . PRESEDINTELE
el ALK 7} JURIULUI INTERNATIONAL

25-78 noiembrie 2015, Chigindw, Republica Moldove
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4 Editioa XIV-0

g

EXS "INFOINVEN

DIPLOMA

MEDALIA DE AUR

se acordd
COCIUG ADRIAN, NACU VIOREL, CAPROS NICOLAE,
ZOTA |IEREMIA, MACAGONOVA OLGA

pentru ciclul de inventii
DISPOZITIVE DE PREPARARE A TESUTURILOR BIOLOGICE

.l 5% PRESEDINTELE
(LY== COMITETULUI ORGANIZATORIC

N | A . PRESEDINTELE
el ALK 7} JURIULUI INTERNATIONAL

25-78 noiembrie 2015, Chigindw, Republica Moldove
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& Biploma

NATIOMAL INSTITUTE OF INVENTICS

& GOLD MEDAL

The Hamangia Thinker

Offered Mr/ Ms
COCIUG ADRIAN, PHD STUDENT;
MACAGONOVA OLGA, PHD STUDENT;
CAPROS NICHOLAE, PHD, MD, PROFESSOR;
NACU VIOREL, PHD, MD, PROFESSOR

DEVICE FOR TISSUE PROCESSING
in recognition of high scientific contribution
and loyalty to

THE XIX-TH INTERNATIONAL EXHIBITION
OF RESEARCH,INNOVATION AND
TECHNOLOGICAL TRANSFER

&5 “INVENTICA 2015

lasl, Romania, June 24 -26, 2015

PRESIOENT y GENERAL MANAGER
INVENTICA 2015 [l : NATIONAL INSTITUTE OF INVENTICS
Paab b " . " ! ' fh Fal €S MR
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AGENT!A I:E STAT

AREPUBUCII MOLDOVA

CERTIFICAT

ELIBERAT

Olga MACAGONOVA

‘

prin care se confirma participarea
la Simpozionul stiintifico-practic anual

"Lecturi AGEPI 2016”

(editia a XVill-a)

Octavian APOSTOL,
Director General

oL

21-22 aprilie 2016
Chisinau
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Korea University Invention Association <.,<}

K °

»<~<§ .

| [WICC Wore |

\ ~ DQ%‘ L]

‘ § Invention <

2 O 1 7 Creativity Contest <&

i it

Presented to (°

<<

. 2|

<<

<&

MACAGONOVA Olga, “:

State Medical and Pharmaceutical University { .

“Nicolae Testemitanu” Q/\&( ’

4 ? .

In honor of the best presentation and outstanding <&

o : ; : : : q

creativity and innovativeness of the invention entitled <&

( L

<&

$<; E :

Devices for Preparation of Biological Tissues ¢

<< ; :

& .

<< L4

Exhibited at Qﬂ% .

World Invention Creativity Contest 2017 g .

organized by ‘4"% :

Korea University Invention Association b ; -

in Seoul, KOREA <&

July 28 - 30, 2017 ( *

<<

& <<«
) World Invention Creativity Contest Olympic Organizing Commit (s
{%I‘II Korea University Invention Associati E.’! <5 } *
) : Chairman LEE JU HYUNG: 5 &
;&k %I I airman éi‘ ) < { :
' <& .
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T/ EEBRRABARBR RS
=Bt R A B FTiICIE ( Phl )

10'™™ International Exhibition of Inventions &
3 World Invention and Innovation Forum ( Foshan )

IR F UE 45
AWARD CERTIFICATE
GOLD MEDAL
for

Macagonova Olga
from

MOLDOVA

Jfor the invention

Devices for preparing biological tissues

o =T
@ 't 1™ )2 L Y 7]
C 9/» fat ufj‘h’\% ons Presidem ‘
= 20184E9 )}

September 2018,
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- WORLD FEDERATION OF SCIENTISTS

) N
2 o

&) N
& e
Oc"'fva MoscoW ™

THE PRESIDENT

Ms. Olga Macagonova

Nicolae Testemitanu State University of Medicine
MD-2004 Chisinau

Republic of Moldova

Geneva, 22" November 2016
Concerns: Moldovan Scholarship Programme
Dear Ms. Macagonova,

Following the recommendation made by Academician Gheorghe Duca, National Representative of the
World Federation of Scientists in Moldova, I have the pleasure of granting you a one-year scholarship
to conduct research under the direct supervision of Professor Viorel Nacu at the Laboratory of Tissue
Engineering and Cells Cultures, State University of Medicine, Chisinau. The topic of your research,
related to the WFS Planetary Emergency “Medicine and Biotechnology”, will be “Predinical,
Morphological and Immunological Studies of Experimental Pemphigus — like Lesions".

The scholarship will amount to 150 Swiss Francs per month and will be paid to you every 2 months
against receipt. Please note that we must receive the following for the continuation of the
scholarship:

1) A copy of this letter signed for acceptance by return mail.
2) The delivery of an interim report after six months, and a final report at the end of the

scholarship.
3) Signed receipts every two months.

Wishing you success with your research work, I remain,
| aw e to b Hu exgeutor Yours sincerely

/ Jyﬂﬁl)d.u(7btf/(bo(%‘ e Yz —
04 12,2016

Professor Antonino Zichichi
President

Enclosures: Basic Rules & Guidelines and ipt Form

Main centres: =

OPERATIONAL CENTRE — 1211 Geneva — Switzerland — C/o CERN, LAA Building #29 - Tel: +41/227679957 - Fax: +41/227679965 - E-mail: info@worldlab.ch
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, Macagonova Olga, declar pe raspundere personala ca materialele prezentate
n teza de doctorat sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz
contrar, urmeaza sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

02.03.2019 Macagonova Olga
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CURRICULUM VITAE

Nume / Prenume Macagonova Olga
Cetatenia Republica Moldova
Studii Superiare, IP USMF ,Nicolae Testemitanu”,

Medicina, 2003-2009

Rezidentiat, specilitatea: Dermato-venerologie,
2009--2012

Scoala doctorald, IP USMF ,Nicolae
Testemitanu”, Specialitatea: Anatomia omului,
311.01 2015-2018

Stagii -  Curs de perfectionare:  Transplant
Procurement  Management Awards this
diploma for the accomplishment of the
International On-line Course in Tissue Banking
and Advanced Therapies, 2015
- Online Professional Training in Tissue Banking
and Advanced Therapies, in the Twinning Project
"Strengthening the Transplant Agency of the
Republic of Moldova and support in legal
approximation in the area of quality and safety of
substances of human origin”, 2015, Republica

Moldova, Chisinau
Domeniile de interes stiintific Medicina regenerativa, biomedicind, inginerie
tisulara
Participari in proiecte stiintifice 2 proiecte institutionale (,,Eficacitatea celulelor
nationale si internationale stem in procesul de restabilire a tesutului

hepatic”, 2011-2014; ,,Ingineria tisulara in
crearea si restabilirea tesutului hepatic”, 2015-
2018), 2 proiecte din cadrul Programului de stat
(,,Elaborarea metodelor de obtinere, stocare si
diferentiere ale celulelor stem din maduva osoasa
si complexul ombilico-placentar”, 2014-2015;
»Aprecierea eficacitatii terapiei celulare cu
fibroblaste si keratinocite in restabilirea
defectelor tegumentare posttraumatice si
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Participari la foruri stiintifice
nationale si internationale

Lucrari stiintifice si stiintifico-
metodice publicate - numarul de
monografii, articole, materiale ale
comunicarilor stiintifice, brevete de
inventii, manuale

Premii, mentiuni, distinctii,
titluri onorifice etc

Limba materna
Limbi straine cunoscute

Telefon
E-mail

postcombustionale”, 2014-2015), 1 proiect
independent pentru tineri cercetatori (,,Grefe
combinate: pielea decelularizata si celule stem in
tratamentul leziunilor postcombustionale si
postraumatice”, 2016-2017).

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

- Sesiunea XI1X-lea a Zilelor Medicale Balcanice
si cel de al II-lea Congres de Medicina de
Urgenta din Republica Moldova (Republica
Moldova, Chisindu, 2013);

- Congresul al VV-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 I[P USMF
,»Nicolae Testemitanu” (Republica Moldova,
Chisinau, 2016);

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

Conferinta Nationald de Dermatologie "Zilele
Gh. Nastase" (Romania, Iasi, 2018);

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

- Al Xll-lea Forumul International al dermato-
venerologilor si cosmetologilor (Rusia, Moscova,
2019).

Rezultatele tezei au fost discutate si aprobate la
sedinta Catedrei de anatomie topografica si
chirurgie operatorie si laboratorulul de inginirie
tisulara si culture celulare din 24.08.2018 (proces
- verbal nr. 1) si SSP din 17.12.2018 (proces -
verbal nr. 2).

35 de lucrari stiintifice, inclusiv 3 n reviste din
Registrul National al revistelor de categorie B,
dintre care 1 articol fara coautor, 3 articole In
reviste recunoscute si au fost obtinute 25 de
brevete de inventie

4 medalii de aur, 1 medalie de bronz, 3 medalii
de argint, Premiu AGEPI, “Cea mai buna
inventie creata de un tandr inventator”.
INFOINVENT, 2015, Chisinau.

Roména

Rusa — fluent, germanad — A2, engleza —
intermediar

Mobil: 060044537
olga.macagonova@usmf.md
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	MINISTERUL SĂNĂTĂŢII, MUNCII ȘI PROTECȚIEI SOCIALE
	INFLUENȚA  CELULELOR STEM ASUPRA LEZIUNILOR PEMFIGUS-LIKE (studiu experimental preclinic)
	311.01 – ANATOMIA OMULUI
	„Influența celulelor stem asupra leziunilor pemfigus-like” (studiu experimental preclinic)
	Teză de doctor în științe medicale. Chişinău, 2019
	«Влияние  стволовых клеток на пемфигусоподобные поражения»
	(экспериментальное преклиническое исcледование)
	Диссертация на соискание ученой степени кандидата медицинских наук.
	Кишинев, 2019

	1.6.  Rolul citokeratinei în dezvoltarea pemfigusului
	1.6.1. Imunomorfologia pielii în normă
	Cribier B., Croshanst E. (1993), Белецкая Л. В., Махнова Н.В. (2000) au relatat că o mare parte din proteinele filamentelor intermediare la mamifere sunt reprezentate de keratine. Keratinele sunt proteine sintetizate în epiteliu [87, 88]. Acestea sunt...
	Fig. 1.4. Localizarea citokeratinei 5 (antigenul bazo-celular al epiteliului plat pluristratificat). Secțiuni criostatice ale pielii prelucrate cu anticorpi monoclonali pentru citokeratină 5, serie 6/1, bolnavilor dermatologici (reacție de imunofluore...
	1.6.2. Imunomorfologia pielii în pemfigus
	Moll R. și alții în anul 1982, au observat defectul keratinei 5 în dermatitele autoimune buloase (pemfigus vulgar, pemfigoid bulos etc.,) (Figura 1.5) [88]: zone fără expresia keratinei și/sau depleție (cu expresie numai în locurile semidesmozomilor),...
	S-a demonstrat faptul că componentele inițiale al complementului persistă atât în pielea afectată, cât și în pielea sănătoasă, fără semne histologice de maladie. [122]. Autoanticorpii IgG ai pemfigusului, izolați și purificați, fixează componentele ti...
	Există câteva mecanisme de dereglare a contactelor intercelulare cu participarea proteazelor. A fost evidențiat faptul că IgG în pemfigus fixează componentele tardive ale complementului (C3-C9) pe suprafața keratinocitelor. S-a stabilit legătura dintr...
	2.1.1.  Obiectul de studiu
	Materialul de studiu a inclus:
	Diferențele au fost considerate statistic semnificative la un nivel de semnificație de p <0,05.
	Examinarea microscopică şi obţinerea imaginilor au fost efectuate cu microscopul Nikon Eclipse E800, folosind ocularul cu grosisment de 4 şi obiective corectate optic cu grosimea de X2,5, X4, X10, X20 şi X65. Cele mai semnificative imagini au ...
	Investigațiile au fost efectuate în laboratorul Healthcare din or. Kiev, Ucraina.
	Sinteza capitolului 2
	3.2. Studierea componentelor С3 și С4 al complementului
	Printre valorile de laborator privind starea șobolanilor albi cu leziuni pemfigus-like la acțiunea intracutanată a extractului proteic pe etanol din mucoasa esofagului de bovină, în studiul experimental randomizat au fost cercetați și parametrii rezis...
	Tabelul. 3.4. Parametrii imunologici ai serului sangvin la șobolani albi, cărora nu li s-au modelat leziuni pemfigus-like în studiul experimental randomizat, (М±ES%)
	Reacția de imobilizare a șobolanilor (32,4±8,5%) a fost interpretată ca un simptom al fricii. În același timp, numărul defecațiilor (4,1±7,3%) și perioada de îngrijire (7,81±4,9%) au crescut. Nivelul înalt al defecațiilor (4,1±7,3%) a fost considerat ...
	Discuții
	4. EVALUAREA EFICACITĂȚII TRATAMENTULUI CU CELULE STEM PE MODELE DE ANIMALE CU LEZIUNI PEMFIGUS-LIKE INDUSE
	4.1. Distribuția eșantionului general
	Repartizarea animalelor în loturi s-a efectuat aleatoriu (tabelul 4.1).

	Suslova I. și alții (2010) raportează rezultatele studiului prospectiv clinic randomizat, experimental (n=1). Ei au descris un caz clinic a unei femei cu diagnosticul – pemfigusul vulgar sever rezistent la tratament. Durata bolii a fost 1 an. După tra...
	Sun L. și alții (2015), relatează rezultatele reacției prin imunofluorescență indirectă (n=1). Titrul anticorpilor a devenit negativ la 6 săptămâni după transplantul de celule stem autologe hematopoietice. La pacient s-a descris o remisie clinică co...
	Van G. și alții (2015), au explorat posibilitatea aplicării transplantării celulelor stem din sângele ombilical pentru un singur caz de pemfigus rezistent la tratamentul cu corticosteroizi și au obținut un efect satisfăcător [245] .
	Han S. M. și alții (2015), au descris un caz preclinic despre efectul celulelor stem derivate din țesutul adipos, utilizate în tratamentul unui câine cu pemfigus foliaceu. În acest studiu de caz, celule stem mezenchimale derivate din țesut adipos (ATM...
	După transplantarea celulelor stem, s-a evidențiat remisie clinică, erupțiile cutanate au început să regreseze. A scăzut numărul și intensitatea noilor leziuni [239-246]. Examenul histologic al leziunilor a arătat lipsa cavităților buloase și dispariț...

