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INTRODUCERE ȘI OBIECTIVELE GENERALE 

 

Vindecarea rănilor ţesutului cutanat este un proces fiziologic ce implică o succesiune de 

evenimente biologice și moleculare interconectate, ca răspuns la apariţia unei leziuni, rezultând 

reconstituirea integrităţii straturilor pielii şi restaurarea homeostaziei. În timpul acestui proces 

dinamic și complex, multiple căi biologice sunt activate și sincronizate, interacțiuni coordonate 

existând între celulele inflamatorii, fibroblastele (Fb) dermale, keratinocite și celulele 

endoteliale (Paul și Sharma, 2004; Reinke și Sorg, 2012). Totodată, celulele stem rezidente pot 

fi supuse auto-replicării şi diferențierii în mai multe tipuri celulare şi pot afecta implicit 

semnalizarea paracrină de la nivelul rănii, iar toate aceste atribute sunt cruciale pentru 

regenerarea tisulară (Chen și colab., 2009). 

În funcție de durata procesului de vindecare, rănile cutanate sunt clasificate în acute și 

cronice (vindecabile și, respectiv, greu vindecabile) (Robson și colab., 2001). Rănile acute 

prezintă semne bine definite de recuperare în decurs de 4 până la 12 săptămâni, perioada de 

vindecare depinzând de amploarea leziunii. În unele cazuri, este imposibilă restabilirea în mod 

eficient a structurii și funcției normale a țesutului, procesul fiziologic de vindecare al rănilor 

fiind întrerupt, ca rezultat al disfuncționalităților în reglarea răspunsurilor de reparare tisulară, 

precum inflamația, angiogeneza, depunerea matricii extracelulare și recrutarea celulelor. Astfel, 

faza inflamatorie prelungită asociată cu o inflamație excesivă, scăderea angiogenezei, migrarea 
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și proliferarea slabă a keratinocitelor și Fb sunt elementele ce definesc rănile cronice (Falanga, 

2005; Lazarus și colab., 1994). 

În prezent, incidența rănilor cronice continuă să crească, reprezintând o provocare clinică 

semnificativă. De obicei, sunt afectați adulții cu comorbidități, precum ar fi insuficiența venoasă, 

diabetul, obezitatea, neuropatiile, insuficiența arterială sau cei care prezintă diverşi factori 

limitativi precum îmbătrânirea, infecțiile, alimentația deficitară, imunosupresia.  Rănile cronice 

sunt clasificate în trei mari categorii: ulcere vasculare, ulcere diabetice și ulcere de presiune 

(Nunan și colab., 2014).  

În ciuda eforturilor depuse de-a lungul timpului, rănile cutanate cronice și vindecarea 

acestora reprezintă provocări clinice majore, care implică o povară socială și medicală 

considerabilă. Există însă un interes semnificativ în utilizarea celulelor stem în gestionarea 

acestei probleme. În ultimele decenii medicina regenerativă a câştigat o atenție considerabilă, 

bazându-se pe refacerea, înlocuirea sau repararea celulelor, țesuturilor și organelor traumatizate, 

oferind astfel posibile metode de tratament.  

Celulele stromale mezenchimale (MSC) joacă un rol important în acest domeniu. 

Acestea sunt definite drept un grup heterogen de celule progenitoare nespecializate fusiforme 

(formă asemănătoare cu cea a Fb), de origine mezodermică, aderente la plastic în condiţii de 

cultură standard şi capabile să se auto-reînnoiască prin diviziune și să se diferențieze în mai 

multe linii celulare (Wei și colab., 2013). Aceste celule au fost identificate pentru prima dată în 

măduva osoasă (BM), însă, recoltarea celulelor de la nivelul BM (aspirat provenit din BM) este 

o procedură invazivă şi dureroasă, cu randament scăzut de obţinere a MSC (Pittenger și colab., 

1999).  

Aceste limitări au condus la căutarea unor modalităţi alternative de obținere a celulelor 

stromale mezenchimale, precum ar fi recoltarea acestora de la nivelul ţesutului adipos sau din 

alte surse tisulare, ca de exemplu gelatina Wharton, sângele din cordonul ombilical, placenta, 

lichidul amniotic etc. (Keating, 2006; Ullah și colab., 2015; Gottipamula și colab., 2018; Eom 

și colab., 2011). Cu toate acestea, sunt preferate sursele care permit proceduri de recoltare minim 

invazive precum și izolarea unor cantități abundente de celule, cum ar fi ţesutul adipos (Kuhbier 

și colab., 2010). 
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Iniţial s-a studiat capacitatea de diferenţiere a MSC ca potenţială terapie regenerativă în 

vindecarea rănilor ţesutului cutanat. S-a demonstrat însă că transplantul de MSC la locul leziunii 

acționează în primul rând prin efecte paracrine indirecte, mai degrabă decât prin înlocuirea 

directă a celulelor afectate. Această acţiune paracrină este datorată secretomului constituit din 

factorii solubili (citokine, chemokine) şi veziculele extracelulare secretate de celule în spaţiul 

extracelular. Astfel, în prezent se încearcă abordarea unor noi metode terapeutice acelulare care 

vizează utilizarea secretomului MSC în vindecarea rănilor prin stimularea angiogenezei, 

modularea inflamației, reducerea formării cicatricilor și inducerea re-epitelizării (Zarei și 

Soleimaninejad, 2018; Guillamat-Prats, 2021; Ahangar și colab., 2020). În comparație cu 

utilizarea celulelor, această terapie acelulară este mai puțin imunogenă și prezintă un risc minim 

de formare a tumorilor (Vizoso și colab., 2017; Lu și colab., 2017; Ha și colab., 2020), oferind 

de asemenea şi avantaje în ceea ce privește manipularea și siguranța. 

Celulele prezintă un număr limitat de multiplicări (dublări de populaţie) in vitro, 

instalându-se destul de repede senescenţa şi implicit moartea acestora. Astfel, pentru a depăşi 

această limitare, se utilizează tehnici de reactivare a telomerazei (enzima ce contribuie la 

menţinerea lungimii telomerelor), celulele realizând un număr nelimitat de diviziuni sau metode 

de inactivare a proteinelor implicate în reglarea ciclului celular. Totodată, celulele obținute prin 

această metodă sunt similare sau identice din punct de vedere genetic și fenotipic cu celulele de 

origine. Această abordare poartă numele de ,,imortalizare celulară’’ și a fost posibilă datorită 

cunoașterii bazelor moleculare care susțin acest fenomen in vivo în cazul cancerului (Ivanković 

și colab., 2007; Chalak și colab., 2024; de Bardet și colab., 2023).  

Fb și MSC prezintă numeroase caracteristici comune: morfologia fusiformă, localizarea 

la nivelul țesutului conjunctiv, potenţialul proliferativ, expresia markerilor de suprafaţă specifici, 

multipotența, lipsa activităţii telomerazei, cât şi tiparele de expresie genică. Mai mult decât atât, 

acestea prezintă funcţii similare în reglarea imunității. Datorită acestor asemănări, Fb ar putea fi 

utilizate ca potențială alternativă a MSC pentru utilizarea în aplicații clinice care implică 

regenerarea țesuturilor, spre exemplu pentru tratamentul rănilor cutanate. Acestea pot fi recoltate 

cu ușurință în număr mare din diverse țesuturi biologice, cum ar fi pielea, țesutul adipos și 

gingival, în timp ce sursa cea mai frecvent utilizată de MSC, BM, oferă relativ puțin material de 

pornire pentru expansiunea celulară și necesită metode de recoltare invazive. În plus, timpul de 

dublare al populației este semnificativ mai scurt comparativ cu MSC, senescenţa Fb instalându-
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se după mai mult de 50 dublări populaţionale (Huang și colab., 2010). Totodată, cerințele 

mediilor de cultură pentru expandarea și menținerea Fb în cultură nu sunt unele complexe.  

Pe de altă parte, potențialul regenerativ al celulelor mezenchimale este influențat de 

diverși factori, cum ar fi țesutul de origine, vârsta donatorului, condițiile de cultură sau prezența 

factorilor inflamatori din organism (Ferreira și colab., 2018). Din acest motiv, mai multe strategii 

de precondiționare a MSC in vitro, precum ar fi cultivarea în condiţii hipoxice, în sistem 3D sau 

tratamentul cu factori inflamatori, au fost utilizate pentru a stimula proprietățile lor secretorii 

(Haider and Ashraf, 2010; Lu și colab., 2010). Mai mult decât atât, fibroblastelor cultivate sub 

formă de agregate le-a fost atribuit de către Vaheri și colab. conceptul de ,,nemoză’’ (Vaheri și 

colab., 2009). Mai exact, această noţiune este definită ca o modalitate de activare a celulelor, 

care este caracterizată prin creșterea producției de COX-2 (ciclooxigenază-2), secreția de 

prostaglandine, proteinaze, citokine chemotactice, HGF (factorul de creștere al hepatocitelor), 

VEGF (factorul de creștere endotelial vascular) și exprimarea factorului nuclear activat-kappa 

B (Vaheri și colab., 2009; Enzerink și colab., 2010). Astfel, prin acest proces pot fi îmbunătăţite 

proprietăţile paracrine ale Fb, ce pot sta la baza strategiilor terapeutice care utilizează secretomul 

(terapii ,,fără celule”). 

De asemenea, generarea de MSC din celule stem pare să ofere oportunitatea unică de a 

depăşi majoritatea obstacolelor care există în prezent în ceea ce priveşte utilizarea pe scară largă 

a MSC ca terapie inovatoare. De-a lungul timpului, s-a raportat faptul că celulele stem 

pluripotente induse (iPSC) pot fi diferenţiate în MSC, precum şi în Fb. Acestea provin dintr-o 

singură clonă de iPSC, prezentând omogenitate ridicată pentru aplicații clinice. Mai mult decât 

atât, performanța lor biologică este mai stabilă și mai previzibilă, întrucât tiparul molecular al 

MSC native se schimbă subtil între diferite loturi. 

Astfel, scopul acestei tezei de doctorat a fost de a evalua efectele secretomului provenit 

de la celulele mezenchimale umane asupra procesului de vindecare a rănilor, atât in vitro, cât şi 

in vivo pe un model murin de rană. Pentru îndeplinirea acestui scop au fost propuse mai multe 

obiective utilizându-se surse celulare multiple, toate de origine umană. 

Obiectiv 1. Obţinerea şi caracterizarea celulelor stromale mezenchimale (MSC) umane 

derivate din măduva osoasă și din țesutul adipos, precum și a fibroblastelor dermale umane 

primare sau obţinute din celule stem pluripotente induse umane. 
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Obiectiv 2. Testarea in vitro a secretomului provenit de la o linie imortalizată de MSC 

derivate din ţesut adipos (ADSC) urmărind efectul asupra proceselor implicate în vindecarea 

rănilor cutanate. 

Obiectiv 3. Studiu comparativ privind proprietăţile fibroblastelor dermale umane şi a 

MSC umane derivate din măduva osoasă cultivate în sistem bi- (2D) şi tridimensional (3D). 

Obiectiv 4. Testarea in vitro a efectului secretomului provenit de la fibroblastele dermale 

primare şi de la fibroblastele derivate din celulele stem pluripotente induse umane cultivate în 

sistem 2D şi 3D  asupra proceselor implicate în vindecarea rănilor cutanate. 

Obiectiv 5. Testarea in vivo a secretomului provenit de la fibroblastele dermale primare 

umane cultivate în sistem 2D şi 3D  privind acţiunea acestuia asupra proceselor implicate în 

vindecarea rănilor cutanate. 

 

STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT 

 

Teza este structurată în 9 capitole, cuprinzând atât noţiuni teoretice privind stadiul actual 

al cunoştinţelor, cât şi rezultatele originale obţinute (partea de contribuţii originale).  

Prima parte (,,Stadiul actual al cunoaşterii’’) este structurată în 4 capitole şi cuprinde 

date din literatură aduse la zi cu privire la subiectul vizat de această teză. Mai exact, în capitolul 

I.1 este prezentată problematica rănilor cutanate, fiind vizate fundamentele anatomice şi 

fiziologice ale ţesutului cutanat, etapele vindecării rănilor alături de prezentarea succintă a 

perturbării procesului fiziologic întâlnit în cazul rănilor cronice, dar și abordările terapeutice 

actuale. Capitolul I.2 vizează caracteristicile definitorii ale contribuţiei secretomului provenit 

de la MSC în procesul de vindecare al rănilor cutanate, punându-se accent pe caracterizarea 

MSC, descrierea compoziţiei secretomului provenit de la acestea, dar şi prezentarea metodelor 

actuale de potenţare a efectelor. De asemenea, sunt expuse studiile din literatură ce presupun 

utilizarea secretomului provenit de la celulele stromale mezenchimale drept potenţială terapie 

pentru rănile cutanate. Capitolul I.3 se concentrează pe conceptul de utilizare a Fb ca alternativă 

a MSC, fiind prezentate similitudinile dintre acestea, dar şi studiile existente privind 
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aplicabilitatea secretomului provenit de la Fb drept posibilă terapie pentru rănile cutanate. În 

Capitolul I.4 sunt prezentate potenţiale direcţii pentru obţinerea unei surse inepuizabile de 

celule mezenchimale: imortalizarea celulară, precum şi generarea acestora din iPSC. Unele date 

cuprinse în această parte fac parte dintr-un articol de tip review publicat anul acesta într-un jurnal 

indexat ISI: Gheţu, D-.M., Raymond, K., Titorencu, I., Simionescu, M. 2025. Innovative 

Strategies: Use of Stromal Cell-Derived Secretome for Chronic Wound Therapy. International 

Journal of Molecular Sciences, 26(12), p.5609. 10.3390/ijms26125609 (IF/2024 = 4.9, Q1, AIS 

= 1.121). 

A doua parte (,,Contribuţii originale’’) este structurată în 5 capitole care au avut la 

bază cele 5 obiective enunţate anterior. Astfel, pentru îndeplinirea obiectivelor propuse au fost 

utilizate tehnici precum cele de culturi celulare, citometrie în flux, biologie moleculară, 

histologie, precum şi teste pe animale, toate acestea fiind descrise în secţiunile „Materiale şi 

Metode” aferente fiecărui studiu. Conţinutul capitolelor este schematizat în figura de mai jos şi 

prezentat succint în cele ce urmează. 
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Schematizarea conţinutului celor 5 capitole (obiective) cuprinse în partea a doua a tezei 

(,,Contribuţii originale’’). MC: mediu condiţionat; hTERT: subunitatea catalitică a telomerazei 

umane. 
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Capitolul II.1 al tezei este asociat cu primul obiectiv (Obiectiv 1), fiind intitulat 

,,Obţinerea şi caracterizarea celulelor stromale mezenchimale (MSC) umane derivate din 

măduva osoasă și din țesutul adipos, precum și a fibroblastelor dermale umane primare 

sau obţinute din celule stem pluripotente induse umane’’. Acesta prezintă obţinerea de celule 

primare cu potențial regenerativ pentru vindecarea rănilor (MSC derivate din BM şi ţesut adipos 

şi Fb izolate de la nivelul dermului) şi caracterizarea acestora din punct de vedere al markerilor 

specifici şi al capacităţii de diferenţiere către liniile celulare mezodermice: linia adipogenă, 

osteogenă şi condrogenă. Mai mult decât atât, acesta este axat şi pe obţinerea Fb prin 

diferenţierea din iPSC şi caracterizarea acestora din punct de vedere al markerilor de suprafaţă 

şi intracelulari specifici (precum vimentina şi colagenul). Descrierea amănunțită a protocoalelor 

poate fi regăsită în secțiunea „Materiale și metode” aferentă acestui capitol. Rezultatele arată 

succesul izolării de celule primare care exprimă markerii specifici şi deţin capacitatea de 

diferenţiere către liniile celulare mezodermice. De asemenea, au fost obţinute Fb prin 

diferenţierea iPSC (iFb), exprimând markerii de suprafaţă şi intracelulari specifici. Aceste celule 

au fost folosite în experimentele in vitro şi in vivo pentru îndeplinirea celorlalte obiective 

propuse, care au ca scop utilizarea secretomului (mediului condiţionat) drept terapie ,,acelulară’’ 

pentru rănile cutanate.  

Capitolul II.2 (Obiectiv 2) este intitulat ,,Testarea in vitro a secretomului provenit de 

la o linie imortalizată de MSC derivate din ţesut adipos (ADSC) urmărind efectul asupra 

proceselor implicate în vindecarea rănilor cutanate’’. În cadrul acestuia este prezentată 

generarea unei linii imortalizate de ADSC (subpopulaţie clonală) prin transducția lentivirală a 

genei care codifică transcriptaza inversă (componenta catalitică) a telomerazei umane (hTERT) 

pentru inhibarea fenomenului de senescenţă replicativă şi evaluarea in vitro a efectelor 

secretomului (mediului condiţionat) provenit de la aceste celule asupra proceselor cheie asociate 

vindecării rănilor cutanate. Pe scurt, s-a raportat impactul secretomului (mediului condiţionat) 

asupra proliferării și migrării keratinocitelor, Fb şi celulelor endoteliale, cât și asupra 

angiogenezei (procese care au loc în timpul fazei proliferative a vindecării rănilor). Totodată a 

fost demonstrat şi efectul de susținere a procesului de re-epitelizare a unei răni realizate pe un 

model de cultură organotipică de piele umană. Rezultatele expuse în acest capitol au fost 

cuprinse într-o lucrare publicată într-un jurnal indexat ISI: Iacomi, D. M., Roşca A. M., 

Ţuţuianu, R., Neagu, T. P., Prună, V., Simionescu, M., Titorencu, I. 2022. Generation of an 
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immortalized human adipose-derived mesenchymal stromal cell line suitable for wound healing 

therapy. International Journal of Molecular Sciences, 23(16):8925. DOI: 

10.3390/ijms23168925 (IF/2022 = 5.6, Q1, AIS = 1.028). 

Capitolul II.3 (Obiectiv 3) intitulat ,,Studiu comparativ privind proprietăţile 

fibroblastelor dermale umane şi a MSC umane derivate din măduva osoasă cultivate în 

sistem bi- (2D) şi tridimensional (3D)’’ a implicat analiza comparativă a BM-MSC şi a Fb 

dermale primare umane (ca sursă celulară alternativă mult mai accesibilă)/diferenţiate din iPSC 

cultivate în sistem 3D (drept strategie de îmbunătăţire a capacităţii secretorii), mai exact în 

agregate celulare (sferoizi) obţinute prin cultivarea suspensiei celulare în picături suspendate 

(,,hanging drops”). Sferoizii/celulele primare din componenţa acestora au fost 

analizaţi/analizate din punct de vedere al morfologiei, viabilităţii, secreţiei componentelor 

matricei extracelulare, prezenţei moleculelor de adeziune, dar şi de menţinere al markerilor de 

suprafaţă specifici şi a potenţialului de diferenţiere către linia adipogenă, osteogenă şi 

condrogenă. Rezultatele au arătat că ambele tipuri celulare primare prezintă capacitatea de a 

agrega în sferoizi după 72 de ore, fiind detectată secreţia elementelor matricii extracelulare, 

menţinerea potenţialului de diferenţiere, însă şi unele modificări morfologice şi de prezenţă a 

markerilor de suprafaţă specifici. Din punct de vedere al viabilităţii nu s-au remarcat modificări 

semnificative în urma procesului de agregare. Fb diferenţiate din iPSC au format de asemenea 

sferoizi, menţinându-şi markerii de suprafaţă specifici în urma agregării. Datele originale 

cuprinse în acest studiu fac parte dintr-un articol în curs de redactare. 

În capitolul II.4 (Obiectiv 4) - ,,Testarea in vitro a efectului secretomului provenit de 

la fibroblastele dermale primare şi de la fibroblastele derivate din celulele stem 

pluripotente induse umane cultivate în sistem 2D şi 3D asupra proceselor implicate în 

vindecarea rănilor cutanate’’ – sunt prezentate rezultatele obţinute in vitro privind evaluarea  

efectelor secretomului (mediului condiţionat) provenit de la Fb dermale primare cultivate în 

sistem 3D (sferoizi) asupra proceselor cheie asociate vindecării rănilor cutanate: inflamaţia, 

angiogeneza şi re-epitelizarea, comparativ cu efectele mediului condiţionat provenit de la Fb 

cultivate în monostrat (2D). S-a arătat creşterea secreţiei factorilor pro-angiogenici prin 

cultivarea tridimensională (3D) a Fb dermale umane primare sub formă de sferoizi (25000 

celule/sferoid – 25k), îmbunătăţirea proceselor de migrare şi proliferare, cât şi de re-epitelizare 

la nivelul rănii pe un model 3D de cultură organotipică de piele în prezenţa mediului condiţionat 
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provenit de la aceste celule. Astfel, rezultatele obţinute confirmă faptul că secretomul provenit 

de la aceste celule cultivate în sistem 3D reprezintă astfel o posibilă strategie de tratament pentru 

vindecarea rănilor. Totodată, sunt prezentate şi rezultatele privind evaluarea secretomului 

obţinut de la Fb derivate din iPSC (iFb) cultivate atât în sistem 2D cât şi 3D (25000 

celule/sferoid), însă nefiind evidenţiat un efect de potenţare a re-epitelizării pe un model 3D al 

unui echivalent de piele obţinut din organoizi. Datele originale cuprinse în acest studiu fac parte 

dintr-un articol în curs de redactare. 

Ultimul capitol al părţii originale, capitolul II.5 (Obiectiv 5) - ,,Testarea in vivo a 

secretomului provenit de la fibroblastele dermale primare umane cultivate în sistem 2D şi 

3D  privind acţiunea acestuia asupra proceselor implicate în vindecarea rănilor cutanate’’ 

este asociat cu evaluarea in vivo a efectelor secretomului (mediului condiţionat) provenit de la 

Fb dermale primare cultivate în sistem 3D (sferoizi alcătuiţi din 25000 celule/25k) din punct de 

vedere al angiogenezei şi al procesului de re-epitelizare, comparativ cu efectele mediului 
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al secretomului provenit de la Fb dermale umane primare asupra angiogenezei şi a re-epitelizării 

rănilor cutanate, utilizându-se tehnica Matrigel plug assay şi un model de rană la şoareci. Datele 
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