REZUMATUL FAZEI 2013

Toate activitatile de cercetare din cadrul acestei faze au fost derulate in cadrul Centrului de  Imunofiziologie si Biotehnologii al UMF Victor Babes Timisoara. 

Materialul de lucru a fost reprezentat de maduva osoasa hematogena: 

-   recoltata  de  la  pacienti  cu  necroza  avasculara  de  cap  femural  survenita  in  urma tratamentului unei hemopatii maligne (lot 3) – s-a recoltat maduva hematogena prin aspiratie sternala 

-   recoltata  de  la  pacienti  cu  anemii  severe  (lot  control)  –  s-a  recoltat  maduva hematogena prin aspiratie sternala 

Din materialul recoltat au fost izolate celule stem mezenchimale (CSM) prin tehnica aderentei la plastic, si au fost derulate o serie de experimente subsecvente care au urmarit: 

-   caracterizarea morfologica si functionala a celulelor stem mezenchimale izolate de la lotul de pacienti cu necroza avasculara de cap femural survenita in urma tratamentului unei hemopatii maligne  

-   studiul comportamentului acestor CSM plasate in medii de diferentiere spre liniajele caracteristice: adipogenic, condrogenic si osteogenic -   a  fost  apreciat  profilul  secretor  al acestor  celule  pentru  a  detecta  modificari  care  ar explica aparitia si progresia osteonecrozei  

-   au fost validate protocoalele de transport si de crioconservare. 

Rezultatele obtinute indica: 

1.   Izolarea  CSM  din  măduva  hematopoietică  la  pacienti  cu  necroza  avasculara  de  cap femural  in  urma  tratamentului  unei  hemopatii  maligne  (lot  3)  a  fost  reuşită.  În microscopie  optică  aceste  celule  prezintă  morfologie  mixta,  o  parte  dintre  celule  au aspect fibroblast-like, sunt fusiforme, iar altele prezinta o morfologie poligonala. 

2.   Analiza  viabilitatii  celulare  indica  un  evident  declin  al  acestui  parametru  odata  cu numarul de pasaje, declin din ce in ce mai accelerat incepand cu pasajul al treilea, ceea ce sugerează „imbatrinirea” celulelor din mediul de cultura.  

3.   CSM  izolate  de  la  lotul  3  sunt  pozitive  pentru  expresia  de  vimentină,  evidentiata imunocitochimic.  De  asemenea,  sunt  pentru  markerii  specifici  pentru  acestor  celule (CD73, CD90, CD105) şi negative pentru markerii a căror expresie membranară este descrisă ca fiind negativă (CD11b, CD34, CD45).  

4.   Aparent potentialul de diferentiere caracteristic celulelor stem mezenchimale, A, O, C nu este evident pentru celulele provenite de la lotul 3. Diferentierea condrocitara este cvasiabsenta,  iar  diferentierea  osteogenica  indica  o  mult  mai  slaba  expresie  a markerilor caracteristici in comparatie cu CSM de la lotul martor. Linia de diferentiere preferata de celulele din lotul 3 este cea adipocitara, aceasta survenind chiar in lipsa adaosului mediului specific de diferentiere. Cel putin din acest punst de vedere se pare ca la pacientii din lotul 3 CSM din maduva hematogena nu constiruie un bun material de lucru in vederea refacerii ospase, la acestia fiind recomandat alotransplantul. 

5.   S-a observat că celulele stem mezenchimale provenite de la lotul de studiu secretă în mediu o cantitate mare de TNF-α si INF γ  precum şi cantităţi mici de din celelalte citokine evaluate, mai ales VEGF, fapt ce pledeaza pentru faptul ca CSM provenite de la  pacientii  din  lotul  de  studiu  si-au  pierdut  in  totalitate  potentialul  de  suport  al procesului de angiogeneza. 

6.   Au fost optimizate, impreuna cu partenerii externi, protocoalele de crioconservare si transport al CSM. Rezultatele obtinute recomanda folosirea  ca mediu de  transport a unui mediu de cultura tip alpha-MEM suplimentat cu 4% albumina bovina serica.
