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Raport anual de activitate 
 

Partenerul P1 şi coordonatorul echipei de cercetare a fost implicat în perioada 
01.06.2010 – 10.12.2010 în realizarea urmǎtoarelor activitǎţi ştiinţifice la de Obiectivul 2 
intitulat: «Dezvoltarea unor strategii de regenerare a ţesutului adipos prin implantatarea 
celulelor stem adulte derivate din ţesut adipos uman (ADAS) în structuri scaffold 3-D, ce 
mimeaza matricea extracelularǎ (ECM),  destinate reconstrucţiei unor defecte ale 
ţesuturilor moi (traume severe, arsuri profunde sau rezecţii de tumori)»: 

2.3. Evaluarea biocompatibilitǎţii in vitro a suporturilor 3-D selectate – al doilea nivel de 
selecţie; 

2.4. Stabilirea numǎrului de hidrogeluri şi a formei lor de prezentare, în vederea 
parcurgerii complete în conditii optime a întregului set de teste pentru biocompatibilitate şi 
diferenţiere; 

2.6. Optimizarea metodelor de izolare a celulelor ADAS şi de cultivare a lor în sisteme 2-
D;  

2.7. Inducţia diferenţierii adipogenice în sistem 2-D în prezenţa unor factori adipogenici, 
monitorizarea procesului şi identificarea markerilor specifici adipocitelor. 

 
Deoarece activitǎţile 2.3 – 2.6 vor continuǎ şi în anul 2011, în acest an vom raporta 

doar date parţiale.  

 
Evaluarea biocompatibiltǎţii in vitro a suporturilor 3-D selectate; Stabilirea 

numǎrului de hidrogeluri şi a formei lor de prezentare (activitǎtile 2.3 şi 2.4) 
 

Pentru a produce un substituent tisular reprezentativ pentru ţesutul existent in vivo, 
trebuie realizatǎ cu culturǎ celularǎ 3-D care să mimeze atât structura cât şi organizarea spaţială 
a matricei extracelulare (ECM). În consecinţă, există un interes deosebit pentru dezvoltarea unor 
structuri scaffold 3D, în cadrul cărora hidrogelurile deţin un loc important [1]. Aceste suporturi 
trebuie să fie biodegradabile, permiţând înlocuirea lor cu o ECM sintetizată de novo de celulele 
înglobate în vederea restabilirii proprietăţilor structurale şi funcţionale ale ţesutului supus 
ingineriei tisulare [2]. Hidrogelurile trebuie sǎ aibǎ o structurǎ stabilă şi puternic hidratată [3] 
pentru a permite difuzia substanţelor nutritive şi moleculelor de semnalizare la celule, menţinând 
astfel viabilitatea celulară şi facilitând interacţiile paracrine. Porozitatea hidrogelurilor trebuie să 
permită popularea lor de către celule cu menţinerea fenotipului celular dorit. În plus, structurile 
3D nu trebuie să genereze un răspuns imun, să nu existe pericolul rejecţiei imunologice.  



 2 

Partenerul P1 a primit trei tipuri de hidrogeluri: A (de la partenerul P7),  B şi C (de la 
partenerul P3). Hidrogelul tip A are o matrice pe bazǎ de alginat, hidrogelul tip B a fost preparat 
din fibroinǎ (RSF) şi poliacrilamidǎ (PAA) în trei variante experimentale RSF/PAA 50/50; 20/80 şi 
10/90, iar hidrogelul tip C conţine  colagen (COL) şi acid hialuronic (HA) în trei variante 
experimentale COL/HA 1/2; 2/2 şi 2/1, în condiţiile utilizǎrii unei soluţii de colagen 1,2 % şi a 
reticulǎrii cu glutaraldehidǎ 0,25 %. 

Pe geluri s-au însǎmânţat fibroblaste dermice umane linia CCD-1070 SK (ATCC) şi 
cultura a fost realizatǎ în mediu MEM (Sigma-Aldrich Co.) suplimentat cu 1% amestec 
antibiotic/antimicotic ABAM (Sigma-Aldrich Co.) şi  10% ser fetal bovin FBS (Gibco). Celulele au 
fost incubate la 37ºC într-o atmosferǎ umedǎ cu 5% CO2 şi 95% O2. Biocompatibilitatea a fost 
apreciatǎ prin inspectarea evoluţiei culturii în timp la un microscop în contrast de fazǎ, realizarea 
testului MTT şi evaluarea eliberǎrii lactat dehidrogenazei (LDH) din citosol  (kitul TOX-7, Sigma-
Aldrich Co.) – care permit aprecierea viabilitǎţii/proliferǎrii celulare şi a citotoxicitǎţii hidrogelului.  
           Hidrogelul A prezintă structura unui strat cu grosimea de 2mm în care celulele au fost 
încapsulate la o densitate celulară de 4x105 celule/ml. După polimerizarea sa în plăci Petri de 
8cm2, matricea de alginat a fost acoperitǎ cu 2 ml mediu suplimentat cu 10% SFB.  Inspectarea 
culturii la microscop a demonstrat că pe parcursul perioadei de cultivare de 6 zile, celulele au 
rămas ca formaţiuni rotunde dispersate, o caracteristică a celulelor incluse în microsfere de 
alginat. In urma tratamentului cu soluţia de MTT, celulele viabile active metabolic au înglobat 
intracelular cristale de formazan. Pentru a avea o imagine mai completă a biocompatibilităţii 
hidrogelului A, acesta a fost solubilizat într-o soluţie 0,15 mM NaCl ce conţine 55 mM citrat de 
sodiu şi 5 mM EDTA, ce permite recuperarea celulelor. Viabilitatea celulară, evaluatǎ prin 
metoda excluderii colorantului Albastru Tripan, a scăzut la 76% dupǎ 3 zile şi la 40% după 6 zile 
de la însămânânţare. Aceste rezultate confirmǎ datele obţinute prin testele MTT şi LDH care au 
demonstrat scăderea numărului de celule active metabolic şi pierderea treptată a integrităţii 
membranare pe parcursul perioadei de cultură. De asemenea, rezultatele indică faptul că difuzia 
substanţelor nutritive din mediul de cultură prin matricea de alginat este insuficientǎ pentru a 
susţine viabilitatea celulară pe parcursul perioadei de cultură. Mai mult chiar, gradul de inreţelare 
mare al acestui hidrogel, reflectat prin analiza SEM, (Raport P3) poate determina un stres 
mecanic asupra celulelor conducând în final la moartea lor [4]. Prin urmare, studiile viitoare vor 
avea drept scop obţinerea unor hidrogeluri cu o structură mai relaxată dar stabile. 
             In cazul hidrogelurilor tip B, sterilizate prin expunere în UV, celulele au fost 
însǎmânţate pe suprafaţa matricei la o densitate de 1,2×104 celule/cm2. Inspectarea    culturilor 
timp de 72 ore la microscopul cu inversie, precum şi testele MTT şi LDH aratǎ cǎ hidrogelul 
dezvoltǎ slabe efecte citotoxice care cresc direct proporţional cu concentraţia acrilamidei în 
probe.  

              Hidrogelurile tip C nu au fost stabile in conditii standard de cultivare (atmosfera 
umeda de 370C, 95% aer si 5% CO2). 
 

Optimizarea metodelor de izolare a celulelor ADAS şi de cultivare a 
lor în sisteme 2-D (activitatea 2.6) 

 
Celulele stem derivate din ţesutul adipos ADAS reprezintǎ o populaţie de celule 

multipotente care aderǎ la suprafeţe din plastic şi au caracteristici similare cu celulele stem 
mesenchimale izolate din mǎduva osoasǎ (MSC). Studiile asupra celulelor ADAS prezintǎ un 
avantaj important – accesibilitatea sursei de izolare. Tesutul adipos este uşor de izolat, în 
cantitǎţi mari, permiţând izolarea unui numǎr adecvat de celule pentru posibile terapii umane. 
Tentativele clinice de utilizare a celulelor ADAS nu au fost urmate de efecte adverse.  

In experimentele noastre am izolat celulele ADAS din lipoaspirate obţinute dupǎ 
protocolul şi cu personalul medical al Spitalului Clinic de Urgenţǎ, Chirurgie Plasticǎ, 
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Reparatorie şi Arsuri, Griviţa, Bucureşti, dupǎ obţinerea consimţǎmântului pacienţilor. Din studiu 
au fost excluşi pacienţi afectaţi de cancer, infecţii, inflamaţii cronice sau acute şi boli autoimune. 
Pacienţii nu au luat anterior steroizi sau tiazolidinedione. 

Tehnica de procesare a lipoaspiratului (LA) şi de izolare a celulelor ADAS a fost 
optimizatǎ urmǎrind în principial protocolul descris de Gimble şi colab. [5]. De asemenea a fost 
utilizatǎ şi fracţia sangvinǎ a LA, care în mod obişnuit este aruncatǎ.  

Procesarea lipoaspiratului 
Dupa prelevare/transport, LA a fost lǎsat în repaus 10 minute la temperatura camerei 

pentru decantare. Se separǎ trei fracţii, dintre care douǎ: fracţia de ţesut adipos şi fracţia 
sangvinǎ, au fost utilizate pentru izolarea celulelor ADAS.  
           Separarea celulelor ADAS din fracţia de ţesut adipos  
          Aceastǎ fracţie conţine fragmente tisulare fin mǎrunţite contaminate cu diferite tipuri 
celulare. Procedeul constǎ în 1) spǎlarea fracţiei pentru a îndepǎrta majoritatea eritrocitelor şi 
leucocitelor; 2) dispersia ţesutului adipos prin digestia cu colagenazǎ, 3) centrifugarea digestului 
când se separǎ populaţia adipocitelor mature care plutesc în mediu şi fracţia vascular stromalǎ 
(SVF) ce sedimenteazǎ şi 4) izolarea celulelor ADAS din fracţia SVF prin îndepǎrtarea 
eritrocitelor şi resturilor celulare şi tisulare. 
           Procedeul dureazǎ 5 – 6 ore; din 1.000 ml LA se obţin aproximativ 107  celule ADAS. 
            Cultivarea celulelor ADAS 
            Dupǎ ultima etapǎ de centrifugare, sedimentul SVF a fost resuspendat în mediu 
DMEM/F12 suplimentat cu SFB şi însǎmânţat în plǎci de culturǎ de 100 mm la o densitate de 1 
× 106 celule/placǎ.  Suspensia celularǎ a fost incubatǎ la 37oC, 95%RH si 5% CO2 mai mult de 
24 ore. Mediul de culturǎ a fost schimbat a doua zi cu DMEM/F12 suplimentat cu 10% SFB. 
Când celulele ajung la 80 % confluenţǎ se realizeazǎ un pasaj la raportul 1:3 cu tripsinǎ/EDTA. 
Pe mǎsura pasajelor cultura de celule este îmbogǎtitǎ în celule ADAS.  
 

            
 

   Cultura a fost monitorizatǎ din punct de vedere morfologic prin microscopie in contrast 
de faza pana la pasajul III inclusiv. Celulele obtinute sunt aderente si prezinta un fenotip 
fibroblastic, asa cum reiese din Fig.1. Incepand cu pasajul IV, celulele ADAS au fost utilizate 
pentru studiile de validare a culturii si de diferentiere adipogenica prezentate in acest raport. 

 
                                      Validarea culturii de celule ADAS 

Deoarece aceastǎ etapǎ este fundamentalǎ pentru îndeplinirea Obiectivului 2, validarea 
culturii de celule ADAS s-a realizat prin RT-PCR, western blot şi microscopie de fluorescenţǎ. 

Intr-o primǎ etapǎ s-a demonstrat expresia unor antigene specifice celulelor stem: CD44, 
CD71; CD73 şi CD90, prin studii RT-PCR parcurgând urmǎtoarele etape de analizǎ: 
            i) extracţia  ARN – cu kitul Sigma Tri-Reagent  dintr-o culturǎ de celule ADAS (1-3 x 106 

celule), în urmǎ cǎreia sedimentul uscat de ARN a fost solubilizat cu 10-40 μl  apă filtrata “RNA-
se free”; 

Fig.1. Cultura primarǎ de celule ADAS la 10 zlle 
dupǎ însǎmânţare, imagine de microscopie in 
contrast de faza, obiectiv 10x.  
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ii) evaluarea spectrofotometricǎ a puritǎţii preparatului de ARN pe baza raportului 
Abs260nm/Abs280nm; o valoare 1,9-2,1 indicǎ o puritate corespunzǎtoare; 
           iii) obţinerea ADN complementar (ADNc) prin revers transcripţie utilizând kitul Bio-
Rad iScript cDNA Synthesis şi un termociclu Bio-Rad; 

iv) amplificarea genicǎ pentru fiecare ţintǎ (CD44, CD71, CD73, CD90)  şi 
optimizarea temperaturii de anelare specificǎ perechilor de primeri desemnaţi. 

 
Primerii de amplificare utilizaţi: 
         Secvenţa ţintă     secvenţa Primer 

 CD 44 sens    CATTCAAATCCGGAAGTGCT 

 CD 44 antisens                GTTGCCAAACCACTGTTCCT 

 CD 71 sens    TGCTGTGATCGTCTTTTTCTTGA 

 CD 71 antisens                TCATCCCAATATAAGCGACGTG 

 CD 73 sens    CGCAACAATGGCACAATTAC 

 CD 73 antisens                CTCGACACTTGGTGCAAGA 

 CD 90 sens    TGAAGGTCCTCTACTTATCCGC 

 CD 90 antisens                GCACTGTGACGTTCTGGGA 

 
v) analiza produşilor PCR prin electroforezǎ în gel de agarozǎ 2 % în prezenţa 

markerilor de masă molecularǎ 100 pbz (Promega), bromurǎ de etidiu (Roth), vizualizare  la un 
transiluminator UV şi apoi cuantificarea  benzilor cu programul BioGene. Apariţia unei singure 
benzi (un singur produs PCR) la greutatea molecularǎ aşteptatǎ  indicǎ faptul cǎ reacţia de 
amplificare s-a produs (antigenul de suprafaţǎ s-a exprimat) iar primerii s-au legat la acea 
temperaturǎ.  

In urma acestor studii s-a pus în evidenţǎ prezenţa antigenelor specifice celulelor stem: 
CD44, CD71; CD73 şi CD90. In Fig.2 prezentǎm rezultatul investigǎrii expresiei antigenului 
CD90 (Cluster of Differentiation 90) sau Thy-1 – o proteinǎ N-glicozilatǎ, ancoratǎ la suprafaţa 
celularǎ printr-o ancorǎ GPI (glico-fosfatidil inozitol), marker pentru celule stem. 

 
 

Prezenţa unor antigene de suprafaţǎ  tipice pentru celulele ADAS a fost investigatǎ  şi 
prin studii de imunofluorescenţǎ. Celulele  au fost însǎmânţate la o densitate iniţialǎ de 1.5 x 104 

cel/cm2, iar dupǎ 24 şi 48 ore de cultivare probele au fost fixate cu metanol, iar membrana 
celularǎ a fost permeabilizatǎ prin tratare cu 2% BSA si 0.1% Triton x100. Marcarea s-a realizat 
prin incubare peste noapte cu anticorpi primari anti-CD diluaţi corespunzǎtor, spǎlare, tratare cu 
anticorpi secundari cuplaţi cu FITC sau TRITC dupa caz TRITC (Santa-Cruz) şi din nou spǎlare. 
Pentru evidenţirea nucleilor s-a realizat coloraţia cu DAPI (2 µg/ml in PBS), 15 minute la 
temperatura camerei. 

Aceste studii au confirmat prezenţa antigenelor de suprafaţǎ CD44 (Fig.3), CD73 şi 
CD90 şi lipsa antigenului CD34.  

Fig.2. Celulele ADAS exprimǎ CD90. 
Produsul de amplificare specific CD90 
(111 pb) este obţinut la toate tempera-
turile testate, mai eficient la 55.8

o
C 
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Fig.3. Evidenţierea prin imunofluorescenţǎ a 
antigenelor CD44 pe suprafaţa celulelor ADAS 
dintr-o culturǎ de 24 ore (A,C) şi de 48 ore 
(B,D). Coloraţie FITC (A,B). Coloraţie dublǎ 
FITC+DAPI (C,D). Mǎrire × 10. 
 
 
 
 
 
 

Prezenţa markerilor de suprafaţǎ CD44, CD73  si CD90 a fost confirmatǎ şi prin studii 
Western Blotting (lizate celulare, electroforeza SDS-PAGE, transfer pe membrana de celulozǎ, 
complexele antigen-anticorp localizare cu Kitul Chromogenic Western Breeze (Invitrogen – cod 
WB7105). 

Mai multe grupuri [6- 12] au examinat fenotipul suprafeţei celulelor ADAS izolate de la om 
şi alte specii. Au fost observate modificǎri în profilul expresiei în funcţie de pasajul culturii şi 
aderenţa la plastic. Dupǎ cel puţin 2 pasaje, celulele ADAS exprimǎ molecule de adeziune şi 
receptor (CD 44 hialuronat, CD71 transferina) caracteristice, enzime de suprafaţǎ (CD 73 5’-
ectonucleaza), proteine ale ECM (CD 90 Thy1) şi ale citoscheletului (α-actina musculaturii 
netede, vimentina), proteine asociate cu fenotipul celulelor stromale (CD29, CD44, CD90, 
CD166) [5]. Imunofenotipul suprafeţei celulelor ADAS este asemǎnǎtor cu cel al celulelor MSC 
derivate din mǎduva osoasǎ [13]. 

 

Inducţia diferenţierii adipogenice în sistem 2-D în prezenţa unor factori 
adipogenici, monitorizarea procesului şi identificarea markerilor specifici 

adipocitelor (activitatea 2.7) 
 

              Diferenţierea adipocitelor este un proces complex care deşi a fost intens studiat existǎ 
încǎ multe aspecte neelucidate, deşi disfuncţii la acest nivel au fost corelate cu diabetul de tip II, 
sindromul metabolic, etc. Culturile de preadipocite in vitro recapituleazǎ majoritatea 
evenimentelor care conduc la formarea adipocitului in vivo şi permit “disecarea” acestor 
mecanisme la nivel celular şi molecular. Cele mai multe studii existǎ pe culturi de preadipocite 
izolate de la rozǎtoare, iar adipocitele de la om şi de la rozǎtoare prezintǎ diferenţe specie-
specifice. Culturile de celule ADAS izolate din lipoaspirate oferǎ un model de studiu in vitro a 
diferenţierii adipogenice la om, putând oferi informaţii privind mecanismele fiziologice şi 
patofiziologice ce pot pune bazele unor strategii terapeutice pentru tratarea obezitǎţii şi 
maladiilor corelate. 
 In studiul nostru celulele ADAS au fost însǎmânţate, iar dupǎ 3 zile de cultivare au ajuns 
la confluenţǎ, iar mediul de culturǎ a fost înlocuit cu mediu de diferenţiere. S-au utilizat patru 
medii de diferenţiere: MDo cumparat ATCC cod 7073131 (menţinut 15 zile, împrospǎtat la 
fiecare 3 zile); MD1  (s-a utilizat reţeta 1 timp de 15 zile, împrospǎtat la fiecare 3 zile); MD2 (s-a 
utilizat reţeta 1 în primele 3 zile  şi reţeta 2 în urmǎtoarele 12 zile) şi MD3 (s-a utilizat reţeta 3 în 
primele 3 zile, iar în urmǎtoarele 12 zile s-a utilizat o reţetǎ 3 modificatǎ cu tri-iod tironinǎ în loc 
de triglitazonǎ. Procesul de diferenţiere a fost monitorizat la timpul 0 şi dupǎ 3, 7 şi 11 zile de 
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tratament prin microscopie în contrast de fazǎ, coloraţie cu Oil Red O şi evidentiere a markerului 
adipocitar perilipina.  
           Coloraţia cu Oil Red O (Sigma cod-0625) in izopropanol 60% s-a realizat dupǎ fixarea 
celulelor în metanol (la 4oC). In Fig. 4 prezentǎm microfotografiile obţinute în urma colorǎrii cu 
Oil Red O dupǎ 7 zile de diferenţiere. Se observǎ diferenţierea celulelor ADAS în adipocite încǎ 
din ziua 3 prin acumularea granulelor lipidice în citoplasmǎ, în special în jurul nucleului. 

     
                Fig.4. Micrografiile culturilor incubate 7 zile cu medii de diferenţiere MDo (A), MD1 (B), MD 2 
(C) şi MD 3 (D) la × 20, pecum şi a culturii la timp 0 (e) × 10 – marcare cu Oil Red O. 
                                         

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             
 

 
Perilipina denumitǎ şi proteina asociatǎ picǎturilor de lipide sau PLIN este un reglator important 
al stocǎrii lipidelor, expresia ei fiind crescutǎ la persoanele obeze. Noi am monitorizat 
diferenţierea celulelor ADAS prin evidenţierea perilipinei dupǎ marcarea fluorescentǎ  cu 
anticorpi anti perilipina (Santa Cruz, sc-67164 de iepure) şi anticorpi secundari anti-iepure 

Fig. 5. Micrografiile culturilor incubate 7 
zile cu medii de diferenţiere MDo (A), 
MD1 (B), MD2 (C) si MD3 (D) la × 16 – 
dublǎ marcare fluorescentǎ pentru 
perilipinǎ (roşu) şi actinǎ (verde)  
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cuplaţi cu TRITC (Santa Cruz, sc-2091) diluaţi corespunzǎtor. In acest experiment s-au marcat 
şi fibrele de actinǎ (Fig. 5) cu faloidinǎ-FITC (Sigma), precum şi nucleii cu DAPI. 
             Rezultatele studiilor de diferenţiere adipogenicǎ au fost comparate cu experimente 
similare realizate pe linia de preadipocite 3T3-L1 de la şoarece.  Studiile noastre privind 
diferenţierea celulelor ADAS aratǎ cǎ toate mediile testate permit diferenţierea adipogenicǎ a 
celulelor ADAS; mediile elaborate de noi MD1-MD3 produc o întârziere a diferenţierii, ceea ce 
este un factor pozitiv pentru experimentele de inginerie tisularǎ. Dintre mediile propuse de noi 
mediul MD2  corespunde cerinţelor acestui proiect. Având în vedere cǎ în Etapa 2 (2011) ne-am 
propus brevetarea mediului de diferenţiere se vor realiza şi studii cantitative RT-PCR, precum şi 
evaluarea factorilor de transcripţie adipogenici PPAR-γ (Peroxisome proliferator-activated 
receptor-γ) şi  C/EBPγ (CCAAT/enhancer binding protein- ).  
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