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1. Scopul și obiectivele propuse spre realizare în cadrul proiectului (până la 1 pagină) 

 

1) Elaborarea și optimizarea protocoalelor de diagnostic și tratament a necrozei aseptice de cap femural 

la om. 

2) Elaborarea și optimizarea protocoalelor de diagnostic și tratament a chisturilor osoase la om. 

3) Triajul pacienților cu necroză aseptică de cap femural și chisturi osoase pentru terapie celulară 

conform datelor obținute din examenul clinic și imagistic. 

4) Efectuarea terapiei celulare la pacienții cu NACF și chisturi osoase. 

5) Elaborarea și optimizarea protocoalelor de izolare a osteoblastelor/osteocitelor. 

6) Aprecierea rezultatelor terapiei celulare la pacienții ce suferă de NACF și chisturi osoase. 

7) Aprecierea viabilității osteocitelor/osteoblastelor la contact direct și indirect cu o grefă și la variații 

de pH. 
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2. Rezultatele științifice obținute în cadrul proiectului. 

 

Colectarea măduvei osoase de la fiecare pacient pentru procesarea autocelulelor nucleate s-a  

efectuat cu ajutorul unui ac pentru puncție osoasă,  conectat la o seringă, din spina iliacă postero-

superioară în volum de 40 ml (Fig. 1 A, B).  

     
Fig. 1 A, B. Colectarea măduvei osoase din crista iliacă postero-superioară 

 

 Din măduva osoasă nativă în mediu nutritiv DMEM cu 10% autoser au fost izolate celulele nucleate, 

concentrația acestora după separare pe gradient de concentrație (Ficoll-Urografin), constituie 6,7 

±0,5x106 /ml. Timp de 5-6 zile am obținut suspensia de autocelule nucleate din măduva osoasă în 

număr necesar până la 12,6±1,5x106 celule/ml (Figura 2).  

 

 

 

      

Fig. 2 A, B, C. A- Măduva osoasă nativă, B- Autocelule nucletate la a 3-zi de la cultivare, C- 

Autocelule nucletate la a 5-zi de la cultivare  

Celulele nucleate au fost injectate pacienților cu necroză aseptică de cap femural. Sub control 

fluroscopic s-a efectuat o incizie (~1 cm) pe suprafața laterală a șoldului, cu avansarea ulterioară 

treptată a trefinei cu canula pînă în focarul necrotic, după care s-a înlăturat trefina, astfel inițial prin 

canulă s-a realizat decompresia (Fig. 3). 
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Fig. 3 Avansarea transtrohanterocervicocefală  

cu canula în focarul necrotic sub ghidaj fluoroscopic 

 

Ulterior prin canulă (dotată cu valvă pentru a preveni extravazarea suspensiei celulare) s-a 

injectat suspensia de autocelule în focarul necrotic (20 ml, concentrația 12,6±1,5x106 celule/ml), s-a 

înlăturat canula și s-a suturat plaga (Figura 4).  

 

Fig. 4 Injectarea suspensiei celulare 

Toți pacienții preoperator au fost examinați prin radiografie și RMN. 

În 2019 a continuat aplicarea terapiei celulare la pacienți cu necroză aseptică de cap femural și 

chisturi osoase. Terapia celulară cu celule nucleate de măduvă osoasă s-a efectuat la 28 de pacienți cu 

Necroză Avasculară de Cap Femoral (NACF) în stadiul II (după Ficat-Arlet) și la 3 pacienți cu chisturi 

osoase. Pacienții au fost investigați prun utilizarea examenului radiologic si de rezonanță magnetică 

nucleară. 

Rezulatatele pacienților cu terapie celulară au fost apreciate clinic și imagistic (Figura 5). Din 

punct de vedere clinic chiar a doua zi postoperator a diminuat sindromul algic. Iar la termen de 6 luni 

scorul Harris al soldului, de la 32 ±6 a crescut pînă la 84 ±4 puncte. Iar la pacienții cu chisturi osoase s-

a determinat lipsa chisturilor parțială sau totală. Se recomandă de efectuat RMN la termen de 12 luni 

postoperator. 
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 Figura 5. Pacienta 34 ani cu NACF bilaterală, gr. IV pe dreapta, 

gr. II pe stânga (Ficat-Arlet) 

 

A fost elaborat protocolul pentru extragerea celulelor osoase și identificarea unei modalități 

eficiente de izolare a celulelor osoase. Celulele osoase au fost extrase din oasele tubulare lungi a 6 

șobolani de rasa Wistar de cu vîrsta de 6±1.5 luni în baza a două protocoale diferite. După eutanasiere, 

s-au prelevat oasele humerale, femurale și tibiale. Cu un osteotom s-au rezecat zonele metaepifizare, 

după care, de pe diafize cu un bisturiu s-a înlăturat complet periostul. Apoi, canalul medular s-a spălat 

în jet cu o seringă cu α-MEM cu antibiotic și antimicotic (HiMedia, India) de măduva osoasă pînă la 

înlăturarea ei completă. Diafizele oaselor tubulare au fost mărunțite cu un osteotom și bisturiul pînă la 

bucăți de aproximativ 1x1 mm, urmat de spălarea cu HBSS fără Ca și Mg cu antibiotic și amtimicotic 

(HiMedia, India). Bucățile de os se transferă într-o placă cu 12 godee repartizate în cantități egale în 

fiecare godeu. Celulele osoase izolate au fost identificate prin colorarea cu Alizarin red. Celulele osoase 

izolate s-au decongelat și s-au cultivat în mediul de cultură DMEM/Ham F-12 (Sigma, UK) cu 

antibiotic antimicotic (HiMedia, India) cu 10% FBS (Lonza, Belgium) pentru a obține supraconfluență 

timp de 20 de zile. În calitate de martor paralel au fost cultivate și celule stem mezenchimale de 

măduvă osoasă extrase de asemenea de la șobolan. Toate celulele au fost cultivate în aceleași condiții 

cu același mediu de cultură în flacoane de 25 cm2 cell culture flask (Nunc, Denmark) în incubator 

(SMART CELL, Heal Force) la 37°C, 5% CO2. Apectul celulelor în perioada de cultură pentru 

identificare au fost apreciate la 7, 13 și 18 zile. 

Datele au fost prelucrate cu ajutorul programelor Microsoft Excel și SPSS 17.0. Pentru analiza 

rezultatelor au fost utilizate corelațiile bivariate Spearman si Pearson și t-student Test. 

În urma izolării și culturii primare a celulelor osoase prin explant și digestie enzimatică după 

protocoalele I și II am determinat că obținerea de celule osoase prin explant este mai eficientă, mai 

rapidă și mai puțin costisitoare. Cu toate acestea nu s-a depistat practic nici o diferință între rezultatele 

obținute la izolarea celulelor osoase prin utilizarea protocolului I și II, ambele protocoale par să fie la 

fel de eficiente în durata de cultivare și numărul de celule obținute prin explant și digestie enzimatică 

(p˃0.1). 
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Tabel 1. Izolarea celule osoase prin Protocolul I 

Izolarea I II III Media 

Zile de cultură 10 7 9 8.67±1.53 

No. 
cells 

Explant 550000 450000 525000 
5.08x105 
±5.2x104 

Digestie 

enzimat
ică 165000 175000 145000 

1.61x105 
±1.5x104 

 
Tabel 2. Izolarea celule osoase prin Protocolul II 

Izolarea I II III Media 

Zile de cultură 8 9 7 8±1 

No

. 

cel
ls 

Explant 425000 550000 475000 
4.83x105 
±6.3x104 

Digestie 

enzimatic
ă – 180000 110000 

1.45 x105 
±5x104 

 

Izolarea celulelor osoase din oasele tubulare lungi de șobolan prin digestia enzimatică s-a 

dovedit a fi una deficientă deoarece era imposibil de apreciat numărul de celule izolate din cauza unui 

număr foarte mic, ce ducea ca urmare la lipsa creșterii și multiplicării celulare în godee. Izolarea 

celulelor osoase prin explant s-a dovedit mult mai efcientă, acesta a permis obținerea în aceeași 

perioadă de timp aproximativ de 3 ori mai multe celule osoase comparativ cu izolalarea prin digestie 

enzimatică (p˂0.0001). 

 
 Tabel 2 Izolarea celulelor osoase prin utilizarea Protocolului I 

Durata  digestie explant 

 
 

 

3 zile 

  
 

 

 
5 zile 

  
 
 

 

8 zile 

  
 

 

Tabelul 3 Izolarea celulelor osoase prin utilizarea Protocolului II 

Durata digestie explant 

 

 

 
3 zile 
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5 zile 

  
 

 

 
8 zile 

  

 

Celulele izolate din oasele tubulare lungi după protocoalele I și II au fost identificate la 

colorarea cu alizarin red după cultivarea timp de 18 zile pentru obținerea de supraconfluență, în 

calitatea de martor paralel, în aceleași condiții, au fost cultivate celule stem mezenchimale de măduvă 

osoasă. Astfel, la ziua a 7-a de cultivare în culturile de celule osoase se determină formarea de punti 

celulare ca urmare a proliferării celulare suprapuse cu inițierea sintezei de colagen și depunerea 

calciului.  La ziua a 13-a se determină formarea de noduli osoși mineralizați, ca la ziua a 18-a aceștea sa 

fie mai hipertrofiați și mai opaci. În cazul cultivării celulelor stem mezenchimale în suprapopulare se 

determină transformări morfologice diferite de cele ale celulelor osoase. 

S-a efectuat in vitro testul de viabilitate celulară și de populare celulară prin utilizarea celulelor 

osoase. S-a determinat că celulele osoase la contact cu grefe osoase demineralizate prezintă o viabilitate 

mult mai înaltă comparativ cu spongiile de colagen. 

 
Figura 6. Cultivarea celulelor osoase în supraconfluență timp de 18 zile și identificarea lor prin colorarea cu Alizarin Red. 

 

Toate grefele utilizate in regenerare țesutului osos se pregătesc în mediu cu pH acid. Necîtînd la faptul 

că mediul intern al organismului are un sistem tampon de echilibrare a pH-ului foatre bine pus la punct, 

iar implantarea de grefe ce nu au fost spălate definitiv și mai conțin acizi sau surfactanți utilizați la 

prelucrare aduc daune semnificative țesutului adiacent sănătos. Acest lucru a fost demonstrat la 

utilizare grefelor osoase spălate doar în apă distilată și ser fiziologic. Pe cînd grefele spălate cu soluții 

de bufer tip PBS (HiMedia, India) și HBSS (Sigma, Marea Britanie) au prezentat rezultate foarte bune. 
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Cu scop de comparație s-a făscut testul de populare celulară timp de 14 zile și MTT pe țesut osos 

demineralizat cu HCl prelucrate după 2 modalități descrise mai sus timp de 24 ore. În calitate de martor 

pentru celulele osoase izolate s-au utilizat celulele stem mezenchimale extrase din măduva osoasă. 

În figura 6 sunt prezentatea rezulatatele viabilitații celulare după prelucrarea grefelor osoase fără soluții 

tampon. S-a determinat reducerea semnificativă a celulelor vii chiar în primele 24 ore atît la utilizarea 

celulelor osoase cît și celulelor stem mezenchimale. 

În figura 7 se determină o creștere semnificativă a viabilității celulare după ce grefele au spălate 

bine cu soluții bufer de PBS (HiMedia, India) și HBSS (Sigma, Marea Britanie). Se deremină, totodată 

o divergență între activitatea metabolică dintre celulele osoase și cele stem mezenchimale, aceasta la 

fiind peste 100% la celullee osoase după 48 de ore, ajungînd la 124,43% la 72 de ore. Acest bum al 

activității metabolice poate fi explicat prin activarea factorilor de creștere specifie celulelor osoase din 

țesutul osos, care erau inactivate anterior din cauza pH-ului scăzut. 

 

 

 
Figura 6. Testul MTT în dinamică pentru țesut osos spălat fără soluții tampon. 

 

 
Figura 7. Testul MTT în dinamică pentru țesut osos spălat cu soluții tampon PBS sau HBSS. 

 

În tabelul 4 este prezentată examinarea microscopică a celulelor osoase și CSM la 72 ore de efectuare a 

tesului cu MTT. 
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Tabelul 4. Aprecierea vizuală, la microscop după 72 de ore a celulelor supuse testului viabilității 

celulare cu MTT.  

Grefe prelucrate fără soluții tampon Grefe prelucrate cu soluții tampon 

Celule osoase la 72 de ore 

numărul de celule este redus semnificativ 

comparativ cu lotul martor, celulele sunt 

vacuolizate, deformate. 

numărul de celule umple cîmpul de vedere, 

acestea au formă degulată de tip fusiform. 

  
Celule stem mezenchimale la 72 de ore 

numărul de celule este redus semnificativ 

comparativ cu lotul martor, celulele sunt 

vacuolizate, deformate. 

numărul de celule umple cîmpul de vedere, 

acestea au formă regulată de tip fusiform. 

  
Lotul martor 

cultură de celule stem mezenchimale, fără 

grefă, se determină o celularizare abundentă. 

cultură de celule osoase, fără grefă, se determină 

o celularizare abundentă. 
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În tabelul 5 sunt prezentate rezultatele testului de populare celulară. Testul de viabilitate celulară s-a 

efectuat  cu celule osoase și pentru vizualizarea celulelor s-a utilizat colorantul pentru microscopia 

fluorescentă DAPI. Se determină lipsa completă sau parțială a celulelor de pe suprafața grefelor tratate 

fără soluții tampon, dar și o abundență a popularii celulare a probelor prelucrate cu soluții tampon. 

 

Tabelul 5. Testul de populare celulară cu DAPI 

Celule osoase 

Neprelucrat cu soluții tampon Prelucrat cu soluții tampon 

 
 

Celule stem mezenchimale 

Neprelucrat cu soluții tampon Prelucrat cu soluții tampon 
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3. Cele mai relevante realizări obținute în cadrul proiectului (până la 100 cuvinte). 

A fost elaborat protocolul de colectare, procesare, multiplicare și administrare a autocelulelor 

nucleate din măduvă osoasă pentru tratamentul necrozei aseptice de cap femural. 

A fost elaborat algoritmul de diagnostic al necrozei aseptice de cap femural și a chisturilor osoase 

la om. 

Au fost investigați și diagnosticați un lot de 30 de pacienți cu necroză aseptică de cap femoral în 

stadiul II (Ficat-Arlet) și în stadiul IIIa (clasificarea Universității din Pennsylvania). 

A fost colectată măduvă osoasă de la fiecare pacient pentru procesarea autocelulelor nucleate. 

  Au fost colectate probe sangvine de la pacienți pentru izolarea ADN și detectarea ulterioară a 

mutației COL2A1 pentru determinarea etilogiei necrozei aseptice de cap femural. 

Au fost tratați pacienții cu NACF și chisturi osoase cu autocelulelor nucleate. 
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4. Participarea în programe și proiecte internaționale (ORIZONT 2020, COST…), inclusiv 

propunerile înaintate/proiecte câștigate în cadrul concursurilor naționale/internaționale 

cu tangența la tematica proiectului. 

Participarea la concursul de conectare a laboratorului la platforma europeană de cercetare cu 

proiectul “Conectarea laboratorului de Inginerie tisulară și culturi celulare la platforma 

Europeană de cercetare ” 

5. Colaborări științifice internaționale/naționale. 

Colaborari internaționale cu UMF “Gr.T.Popa”, Universitatea Politehnică București, Medical 

School of Hannover. 

Colaborări naționale cu UTM, Institutul de Fizică Aplicată, Centrul Medicamentului. 

 

 

 

6. Vizite ale cercetătorilor științifici din străinătate. 

Nr. 

d/o 

Numele, 

prenumele, gradul 

şi titlul ştiinţific, 

ale savantului 

Ţara şi denumirea 

organizaţiei în care 

activează savantul 

Scopul vizitei. Descrierea 

succintă a activităţilor (realizarea 

proiectelor  comune,  stagiu, 

participări la manifestări 

ştiinţifice) 

Termenul vizitei 

1. Dr. Andres 

Hilfiker 

Hannover Medical 

School, Germany 
Realizarea proiectului comun 

NanoMedTwin 

16 septembrie 

2019 

     

 

9. Aprecierea activității științifice promovate la executarea proiectului (premii, medalii, 

diplome etc.). 

Premiul Academiei de Științe a Moldovei în domeniul medicină pentru ciclul de lucrări 

“Fenomene de micro-mișcare la interfața implant os: studiu biomecanic și histomorfometric”, 

laureat Viorel Nacu. 

10. Rezumatul raportului cu evidențierea rezultatului, impactului, implementărilor, 

recomandărilor. 

Au fost elaborate protocoale de diagnostic și tratament a necrozei aseptice de cap femural la om, 

efectuat triajul pacienților cu NACF și chisturi osoase pentru terapie celulară conform datelor obținute 

din examenul clinic și imagistic și efectuată terapia celulară la pacienții cu NACF și chisturi osoase 

selectați. 

Rezultatele științifice obținute au un rol important în economia țării. Anume, tratamentul prin 

terapie celulară a necrozei aseptice de cap femural și a chisturilor osoase benigne duc la mărirea 
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numărului persoanelor apte de muncă, deoarece majoritatea pacienților afectați sunt persoane tinere. 

Rezultatele cercetării se aplică în clinică prin intermediul Băncii de Țesuturi și Celule Umane din 

Republica Moldova pentru dezvolarea transplantologiei naționale. 

Pe plan economic și social au fost obținute mai multe contracte de colaborare cu Universitatea 

Tehnică a Moldovei, Institutul de Fizică Aplicată în care au fost efectuate cercetări pe celule stem 

izolate și cultivate în cadrul laboratorului pentru determinarea gradului de citotoxicitate a unor 

nanoparticule și a unor materile din sticlă și hidroxiapatită. 

 

11. Concluzii 

 

1. La toți pacienții cu NACF postoperator după terapia cu celule nucleate din măduvă osoasă s-a 

determinat un grad înalt de satisfacție datorită diminuării vădite a sindromului algic. 

2. Scorul Harris preoperator în mediu a constituit 26 puncte, la un recul de 6 luni: 84 puncte. 

3. La investigația radiologică progresie în focarul necrotic nu s-a depistat în nici un caz. 

4. Preconizăm examinarea prin RMN a tuturor pacienților la un an de zile postoperator, pentru a 

determină evoluția focarului necrotic. 

5. Tratamentul NACF cu celule nucleate de măduvă osoasă este unul eficient, acesta înlătura 

sindromul algic imediat postoperator, iar la termen de 6 luni scorul Harris a soldului este de  84 

±4 puncte. 

6. Chisutile osoase posttraumatice tratate cu celule nucleate prezintă rezultate mai bune 

comparativ cu acelea de etiologie neidentificată. 

7. Potențial de utilizare în tratamentul NACF a pastei din os demineralizat combinate cu celule 

osoase, după înlaturarea prin foraj transtrohanterocervicocefalic a zonei de necroză osoasă și 

debridarea conținutului cavităților chistice prezente. 

8. Introducerea celulelor într-un mediu ostil reprezintă din start un eșec al procedurii de tratament. 

Chiar dacă organismul posedă sistem personal de tampon, ce are menirea de a normaliza pH-ul, 

aceasta poate decurge foarte lent grație lipsei vascularizației normale în locul de inoculare a 

celulelor. Ca urmare pe lingă faptul că celulele vor fi puse în situația lipsei unui aport normal de 

nutrienți pe cale vasculară, acidifierea mediul înconjurător de către grefele utilizate le va 

distruge. 
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Anexa nr. 1 

Volumul total al finanțării (mii lei)  (pe ani) 

Anul Planificat Executat Cofinanțare 

2018 150 mii 150 mii 40 mii 

2019 150 mii 150 mii 40 mii 

 

Lista executorilor (funcția în cadrul proiectului, titlul științific, semnătura) 

Nr 

d/o 
Numele/Prenumele 

Anul 

nașterii 
Titlul științific 

Funcția în cadrul 

proiectului 
Semnătura 

 

1 
Nacu Viorel 

1965 
Dr.hab.șt.med. 

Director  de 

proiect 
 

2

2 

Cobzac  Vitalie 1986 Doctorand   Cercetător 

științific 
 

3

3 

Jian Mariana 1986  Cercetător 

științific 
 

4

4 

           Ignatov Olga 1988 Doctorand Cercetător 

științific 
 

5

5 

Moscalu Dionisie 1998 Student  Preparator  
 

 

Lista tinerilor cercetători 

Nr 

d/o 
Numele/Prenumele 

Anul 

nașterii 

Titlul 

științific 

Funcția în cadrul 

proiectului 

1

1 
Cobzac  Vitalie 

198

6 
Doctorand   

Cercetător 
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Anexa nr. 2 

LISTA  

lucrărilor publicate  

 

Articole în reviste indexate SCOPUS 

1. COBZAC V., VERESTIUC L., JIAN M. NACU V. Assesment of ionic and anionic surfactants 

effect on demineralized osteochondral tissue. IOP Conf. Ser.: Mater. Sci. Eng. 2019, 

572012084. doi:10.1088/1757-899X/572/1/012084.  

 

Articole în reviste naţionale 

categoria B,  

 

1. COJOCARI, Ș.; NACU, V.; JIAN, M.; COBZAC, V.; IGNATOV, O. Necroza aseptică de cap 

femural (revista literaturii). Sănătate Publică, Economie şi Management în Medicină. 2019,  nr. 

2, 71-76, ISSN 1729-8687.  
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1. COBZAC, V.; VERESTIUC, L.; JIAN, M.; NACU, V. Assesment of ionic and anionic 

surfactants effect on demineralized osteochondral tissue. EUROINVENT ICIR International 

Conference on Innovative Research. 16-17 May 2019, Iasi, Romania, p.1. 

2. NACU, V. Cellular technologies in the treatment of aseptic necrosis of the femoral head. The 

2nd edition of International Conference of Aesthetic - Plastic and Regenerative approaches in 

Medicine and Surgery (CONFESTESIS-2019), 24-26 October 2019, Iasi, Romania, p.2. 
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1. COBZAC, V.; VERESTIUC, L.; JIAN, M.; NACU, V. Assesment of ionic and anionic 

surfactants effect on demineralized osteochondral tissue. ICIR EUROINVENT: abstr. book 5 th 

Edition of international conference on innovative research. May 16-17, 2019, Iasi, p.122. 

2. IGNATOV, O.; JIAN, M.; COBZAC, V. What is the ethyology of the avascular necrosis of the 

femoral head. In:7 Th International medical congres for students and young doctors MedEspera 

3-5 mai 2018. Ch.: „Editura Universul”, 2018. p. 202, ISBN 978-9975-47-174-9. 

3. JIAN, M.; COBZAC, V. Obtaining of a suitable osteochondral graft for articular cartilage 

engineering. In:7 Th International medical congres for students and young doctors MedEspera 

3-5 mai 2018. Ch.: „Editura Universul”, 2018. p. 202. ISBN 978-9975-47-174-9. 
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1. Cobzac Vitalie. EUROINVENT ICIR International Conference on Innovative Research. 16-17 

May 2019, Iasi, Romania, p.1. Assesment of ionic and anionic surfactants effect on 

demineralized osteochondral tissue. 

2. Viorel Nacu. The 2nd edition of International Conference of Aesthetic - Plastic and 

Regenerative approaches in Medicine and Surgery (CONFESTESIS-2019), 24-26 October 

2019, Iasi, Romania, p.2. Cellular technologies in the treatment of aseptic necrosis of the 

femoral head. 

3. Ignatov Olga. The International medical congres for students and young doctors MedEspera 3-5 

mai 2018. What is the ethyology of the avascular necrosis of the femoral head. 

4. Jian Mariana. The International medical congres for students and young doctors MedEspera 3-5 

mai 2018. Obtaining of a suitable osteochondral graft for articular cartilage engineering. 
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