REZUMATUL FAZEI 2012
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 aseptica de cap femural (lot 2) – s-a recoltat maduva hematogena prin frezarea canalului femural in timpul interventiilor chirurgicale pentru protezarea articulatiei coxo-femurale

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

Din materialul recoltat au fost izolate celule stem mezenchimale (MSC) 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 aseptica de cap femural

· studiul comportamentul acestor MSC in interactie cu unele substraturi de tip inflamator, in ideea de a decela un posibil rol imunoregulator al acestora

· de asemenea, a fost apreciata expresia chemokinelor si a receptorilor de chemokine la nivelul celulelor stem mezenchimale izolate pentru a detecta modificari de expresie care ar necesita modificarea protocolului de crioconservare.

· Rezultatele obtinute indica:

· MSC izolate de la pacientii din lotul 2 (necroza aseptica de cap femural), prezintă un corp celular mai alungit, cu mai multe procese celulare mai lungi.

· Toate MSCs izolate au fost pozitive 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). Populaţia de MSCs CD90+ se divide în două subpopulaţii, ceea ce sugerează faptul că, in aceeasi proba de lucru, unele MSCs sunt mai mature decât celelalte.
· Atât MSCs izolate de la lotul control, cât şi MSCs izolate de la lotul 2 sunt pozitive pentru expresia de vimentină şi de CD117. Expresia de CD117 este absentă la nivelul membranei celulare la marea majoritate a MSCs, în schimb expresia citoplasmatică a este abundentă.

· MSCs secretă în mediu o cantitate mare de TGF-β, VEGF, şi TNF-α, precum şi cantităţi mici de IL-13, IL-4, IL-2, IL-10, IL-12, INF-γ.

· Expresia intracitoplasmatică a receptorilor de chemokine, este heterogenă şi dependentă de donor. Constant a fost evidenţiată expresia următorilor receptori de chemokine: CCR3, CCR4, şi CXCR3. Şi expresia intracitoplasmatică a chemokinelor a fost heterogenă, constantă fiind doar expresia de CCL2 şi CXCL12.

· MSCs izolate de la ambele loturi prezintă aderenţă faţă de majoritatea substraturilor inflamatorii utilizate. MSCs izolate de la lotul de control prezintă cea mai mare aderenţă pentru TNF-α, TGF-β, IL-4, şi ICAM, în timp ce MSCs izolate de la lotul cu necroza aseptica de cap femural prezintă cea mai mare aderenţă pentru VEGF, IL-4, ICAM şi TNFα.

· Studiul morfologic si datele functionale obtinute nu evidentiaza modificari care sa necesite schimbarea protocolului de crioprezervare; am verificat eficienta protocolului utilizat in etapa anterioara si MSCs izolate de la lotul 2 s-au dovedit viavile dupa decongelare. 

