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B O de celule in corpul Dstra mor si
inlocuite de altele noi in timp ce
_ceste propozitii.

(=N
L
.‘_‘ [} o ’\j.
!

y ‘l,
B
!
1B
o .
o



de celula stem a fost propus de savantul rus

oF ,AItman and Gopal Das date despre
w dulta care ignora postulatul despre — neuronii nu
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‘ -" In Evans, Matthew Kaufman, and Gail R.

uIe embrlonare stem din blastomst de

;'
{ 99’2 H fost cultuvate celule stem neurale.

1997 "'fost aratat ca leucemia este originara din
tem hatopietice.

LY James Thomson prima linie de celule stem
' are

2003 ﬂ’ Dr. Songtao Shi sursa de celule stem din
prlmar
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La Kingston University in England a descoperit
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han adult stem cells.
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Oct primele hepatocite din sange ombilical.
et e htl tls at Newcastle University in En? and create ‘he first ever
i\f L | it o|a Iver cells using umbllical cord btood stem cells

,-v‘:"_
i’ .h 1ok
| ! AR

| Je - Scientists at Wake Forest University led
b l; n hon Atala and Harvardauﬁ—tﬁtﬂ‘—énlverg report diSCov tbgnew

i amnlo;%lc fluid iS ma otentlall ide an
i IPerna‘tlverpo emb [Is for use ne researc J
L 5 erapy.

‘!I' H l ‘ . . 1

e



http://en.wikipedia.org/wiki/Kingston_University
http://en.wikipedia.org/wiki/Kingston_University
http://en.wikipedia.org/wiki/England
http://en.wikipedia.org/wiki/UC_Irvine
http://en.wikipedia.org/wiki/Induced_pluripotent_stem_cell
http://en.wikipedia.org/wiki/Cell_(journal)
http://en.wikipedia.org/wiki/Shinya_Yamanaka
http://en.wikipedia.org/wiki/Newcastle_University
http://en.wikipedia.org/wiki/Wake_Forest_University
http://en.wikipedia.org/wiki/Anthony_Atala
http://en.wikipedia.org/wiki/Harvard_University
http://en.wikipedia.org/wiki/Amniotic_fluid

wl, ca organism pluricelular, este
mpus din multiple celule diferentiate.
rma lor, capacitdtile, proteinele
.rimate in fiecare dintre ele sunt
ferite, chiar daca au la origine celula
nezenchimala primordiala (stem).
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ssunt celulele stem?
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este materialul din care se formeaza toate
re, diferentiate. Ele dau nastere celulelor
diace, pancreatice etc.
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i Particularita]

otentialul de a inlocui celulele tesutului traumat sau distrus

’
roa
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ica din nou si din nou pentru timp indelungat.
Diviziune simetrica

Diviziune asimetrica
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http://www.stemcellresearch.org/testimony/20040929prentice.htm
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6" 3« Intelegerea cum celulele stem

se dezvolta in celule sanatoase
sau celule bolnave va favoriza
gasirea de tratamente eficiente
in diverse maladii.



o2 re un organ este lezat, celulele stem
1dreapta spre el si contribuie Ia procesul

, organismul uman, in activitatea de zi cu
|de celulele stem'



* Potrivit calculelor teoretice, intr-un
minut, se formeaza circa 350
milioane de eritrocite noi. Cele mai
multe dintre celulele somatice sunt
inlocuite, de asemenea, in mod
regulat:

» celulele hepatice - la fiecare 10-15
de zile,

 Jleucocitele -la 1-3 zile.

B Punctia  spinei  iliace  postero-
8 superioard, se modifica pozitia acului
pentru a nu dilua maduva osoasa cu

{ sange.
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. semnalelor moleculare, produse de

'de dirijare”, se alege un program genetic
erminat, care conduce la diferentierea lor

2 specifice (neuroni, osteocite, miocite



'r;functie de capacitatea lor replicativa
5i de potentialul de diferentiere,

elulele stem au fost clasificate in:

U AL
", ! Iy . |
| Y
1‘ ) '.I z



d

Al i

2a sunt celulele din care se poate
ita orice tip de celule prezente in
Ismul uman.



Ziua 2
2-embrion din 2 celule

- i Ziva 3-4
él'.l;l\ b Embrion multicelular

@ogertul léundat
g 1‘ .

) Z|Ua 11-14
leérentlerea tesuturilor

Blastocist



nte ale celulelor totipotente.

ren’gla in toate tipurile celulare, cu exceptia
tente

'

bile s& formeze tesuturi derivate din toate cele
,,_.brionare (endoderm, mezoderm si ectoderm).

Uripotente pot fi obtinute nemijlocit din masa
interna a blastocitului sau de la embrion, din
ili de unde are loc dezvoltarea gonadelor. Tqu|n|Ie
i ,ceué ‘rqb’;lnute prin cultivarea acestor celule sunt
i |denqce .se numesc embrionare.



surse pentru celule stem embrionare
'
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C 'OC|te fertilizate de la fertilizarea in vitro.

éuticé (transferul nuclear al celulelor somatice)
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Bomatic Cell Nuclear Transfer

- -
H u m a n I h e ra pe utlc ‘ | o n l n g (S‘ N I ) The nucleus of a donated egg is removed and replaced with the nucleus of a mature, "somatic cell” (a skin cell, for example).

No sperm is involved in this process, and no embryo is created to be implanted in a woman’ s womb.

The resulting stem cells can potentially develop into specialized cells that are useful for treating severe illnesses.

Patient

| blopsy -

(e.g. nucleus
from cheek .
Vi | orbonecell) W

Enucleated donor oocyte
(egg with nucleus removed)

. Somatic Cell Nuclear Transfer

2 (insert somatic cell nucleus into egg)
Pluripotent

stem cells
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' Pancreatic Hematopoietic  Cardiomyocytes Neurons Hepatocytes
(islet cells)  (blood cells)  (heart cells) (brain cells) (liver cells)
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sunt acelea care produc celule dintr-o
singura familie, progenitoare ale celulelor
din diferite tesuturi.

, responsabile de
innoirea continua a celulelor sangvine, din
care se dezvolta eritrocitele, limfocitele,
leucocitele etc. Ele au un potential
regenerativ imens si isi reinnoiesc
continuu populatiile celulare.

Ca grefa poate servi maduva osoasa si
celulele din sangele ombilico - placentar
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* Se pot diferenta numai in citeva tipuri de
~ celule asa ca celule limfoide sau celule
mieloide.



Aceste celule pot produce un singur tip de
celule, dar au proprietatea de a se
reannoi, ceea ce le diferentiaza de
celulele non-stem.

Celulele stem sunt prezente nu numai in
tesuturile embrionului, dar si in cele ale
nou-nascutului si ale organismului matur




“Conform provinientei grefele
celulare pot fi

izolate de la organisme genetic identice
- (gemeni, clone, animale experimentale

il 7" If'mw fi iIdentice genetic)
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- obtinute nemijlocit din
organism
- obtinute dintr-o
Banca de grefe celulare.




Celule stem mature (Multipotent adult
progenitor cells - MAPS sau mesenchimal
stem cells - MSC) sunt utilizate pentru
terapia cu celule si pentru ingineria tisulara




e deosebire de celulele embrionare,
ceIuIeIe au capacitati de proliferare si de
%(entlere mai limitate, dar este cel mai bun
terial pentru terapia celulara.

9
™

este bogata in celule de acest tip
multl autori cerceteaza posibilitatea utilizarii lor
5 optimizarea si in activizarea procesului

lfe arator.



. este mai sarac in celule
stem mezenchimale, dar exista tehnologii
de obtinere a celulelor stem din sangele
periferic, dupa administrarea prealabila a
preparatelor hematopoietice, care
stimuleaza exodul celulelor stem din
maduva osoasa in patul sangvin.

 Astfel, folosind utilaj special, are loc
separarea si utilizarea lor pentru
transplantare




lipseste conflictul imun (rejetul grefei);

este redusa la minim posibilitatea de
contaminare a pacientului cu maladii
hematotransmisibile;

metoda este binevenita din punct de
vedere moral si etic.



“ a la nastere unei celule stem ii revin 10000 de
me la 15 ani —1:100000, la 50 de ani -

!\
|Ia obtinerea celulelor stem din mucoasa
I|cquI pielos si alte tesuturi.

a celulelor stem din tesutul adipos subcutanat
ectuata din tesutul eliminat in liposactie
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pot celulele din sangele cordonului
ombilical care se colecteaza la nasterea
fatului si sunt utilizate pentru tratamentul

donatorului pe parcursul viefii.
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Phase 2 Treatment
Clinical Trials

Does it Work?
1-4 Years 2-4 Years
>
Phase 1 2-4 Years Phase 3 Forward...
Clinical Trials Clinical Trials

Is it Safe? How does it Work Best?




ambrionare cu informatia genetica a
|UI (clonate) pot fi considerate ca
(lPS Ce"S) (fiind vorba despre reconstituirea

' ransferul nucleului din celula somatica a individului in oocitul
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Obtinerea celulelor autologice

Maduva osoasa poate fi obfinuta prin
colectarea unui fragment de os spongios din
aripa osului iliac, prin efectuarea unei incizii de
1-2 cm 1in regiunea spinei iliace postero-
superioare, dupa care cu trepanul obtinem o
grefa cilindrica osoasa bogata in celule de
origine mezenchimala.

Dimensiunile grefei corespund unui volum de 3-5 cm3 de os spongios care confine celule
predecesorii.

Grefa obtinutd dupa maruntire se plaseaza in solutie de tripsind 0,25% si agitata I\j)e centrifuga
magnetica timp de 10 minute, apoi tripsina se inactiveaza cu mediu nutritiv DMEM.

Supernatantul este colectat si centrifugat la 1000 rpm in centrifuga cu termoreglator la 80C.
Sedimentul se colecteaza si se resuspendeaza in mediul nutritiv ales pentru cultivare. Celulele
se numara in camera Goreaev (hemocitometru), apoi sunt cultivate in concentratie de

’ 2,5%+0,14x105 per ml, pana la obtinerea cantitatii necesare de celule pentru transplantare.

i S Celulele ramase pot fi pastrate colectate in criotuburi (BAXTER) cu volumul de 1,8 ml,
iFE | amestecate cu substanta crioprotectoare si congelate pentru utilizare ulerioara.

 Extragerea ;'_une"i‘g‘r‘ "|Ip'oh‘gids din spina
iliaca| pos't'ero-superioér pe h'h [.obtinerea culturii
de celule autologice: a) incizia; b) introducerea
~| trepanului  pentru bic{p‘fsi’qﬁj )l gre‘fa 0soasa
colectata. i T | |

. i ,

y f l ‘ ol

,(' :

"’
1
'



22 B:40aM




portanta respectarea foarte stricta a regulilor
"”w

t|I|zeaza un unui ac cu trocar care sa impiedice
| :darea lumenului acului cu tesut.

Il se introduce, dupa trecerea stratului cortical la o
un2|me de 2-4 cm, pentru a ajunge la trabeculele
ate in celule stem.

a) marcatd pro1ec§1a splnel 111ace posterioare superioare. b)
+ frotiu din maduva osoasa Coloraua hematoxilina eosina.
x100.
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Fibroblaste

Osteoblaste Osteocite
Celulele stem (F “
mezenchimale Condroblaste

=
{

_ ‘lllilelor stem mezenchimale (dupa Catala, 1995)




conjunctlv muscular,
ff‘ /a fetala,

w.- periferic,

ol

' onul ombilical,

| nta

-: |on [100].

%= stele si corpurile vertebrale sunt mai greu accesibile si
m duva lor nu prezinta o densitate celulara suficient de
re pentru recoltare, in special la adult.

Lfaptele de mama (Breast-milk stem cells may bypass

l 4 ethldal dilemmas 2008 Peter Hartmann at the University of
Wesiprn Australia in Crawley and his colleagues first

i | annéunced the discovery of stem cells in breast milk)



http://www.uwa.edu.au/people/peter.hartmann
http://www.newscientist.com/article/mg19926641.700-making-formula-milk-more-like-mums.html

Ca si tesuturile embrionare, nu au un
sistem imun dezvoltat, ceea ce
micsoreaza probabilitatea complicatiilor
dupa transplantare.

La acest tip de celule pot fi atribuite si
celulele obtinute din sangele ombilical.



~ » de pasari, de animale etc.

~ + reprezinta un aspect mai putin cercetat in
ceea ce priveste utilizarea lor in terapie.
Mai frecvent ele sunt utilizate in procesul
de cercetare in virusologie, bacteriologie
etc.

~+ In Republica Moldova au fost utilizate

| celule obtinute din embrioni de pasare
(gaina si prepelita) si utilizate in

| tratamentul pacientilor cu deficiente ale
| '\ aparatului locomotor.



Hg\ s 7 ¢ W Protocolul de producere a autogrefe
. & *’c‘v@din maduva osoasa

i '
ol 1. prelevarea grefei;

- * 2. prelucrarea grefei pentru pastrare
(conservare) sau pentru obtinerea

celulelor progenitoare;

-+ 3. testarea celulelor obtinute (cariotipare,
teste bacteriologice, in cazul alogrefelor
excluderea infectiilor);

~ + 4. conservarea si utilizarea lor.




In laborator
, unde se amesteca cu

mediu DMEM in raport de 1:1 si se aplica pe gradientul
de densitate.
Riting E r{} Pentru separarea celulelor stem mezenchimale a fost

ol ‘ utilizat (solutie Ficoll 400 (BioChemica)
dohd 0/ = — urografin 76% (Schering) densitatea 1,077 g/cm3), dar
. N

~ Histopaque '™«

077 R poate fi utilizat si (cu densitatea
de 1.03-1.12 g/ml) [99].

In momentul in care se aplica grefa pe gradientul de densitate este necesar ca acesta sa se prelingé pe marginea
tubului, astfel incat solutia mediu-aspirat medular sa nu interfereze, pentru a evita amestecarea ei cu solutia de
separare si sa ramana doua straturi distincte; altfel separarea este de calitate si recoltarea inelului albicios se

poate face adecvat.

pe centrifuga cu
termoreglator Hitech la 1000 rpm timp de 20 minute la
temperatura de 80C. Se obtin 4 straturi, care din superior
constituie: 1- plasma sangvina; 2 — un inel alb
opalescent compus din celule mononucleare; 3 —
gradientul si 4 - la fund hematiile sedimentate.

centrifugare

1 )
l | 1000 pmtmpd 10m|nt , temperatura de aoc c lulele obtinute au fost cultivate pe d tt DMEM (HIMEDIA) 100 /mIg Imlcln ; pen cilin (SIGMA) bt |coz B d
ratia CO2 5%, umiditatea 95% in flacoal p f g a de 75 cmZ (NUNC) Celulel I f cultivate pana la 4 eca otlpul care se col
L] \ Ioc pnn efectuareaa peste 10 pasaje[ 81] Pel I entu: ficari in aronpul normal I fo t tI t a mef t d g d t d riotiparea (fig. 212) I mome ntul I It g f
| n h celulare si la finalizarea cultivarii (au fost testate 76d p b 46 d g f celulare din sangele cor donquI ombilical si 30 — I ctar d in maduv: as a).



Citologic celulele stem din maduva osoasa
nu pot fi identificate vizual cu microscopul
optic prin coloratii uzuale.

O celula stem are forma unui limfocit cu
nucleu rotund, cromatina densa si
citoplasma redusa. Celulele stem pot fi
identificate prin prelucrarea celulelor cu
anticorpi specifici lor CD 34, CD 45, CD
90, CD 113.

CD 34 este calculata pentru determinarea
. calitatii grefei celulare destinata
1 transplantarii.




~+ Celulele embrionare,
_ ’P Celulele fetale
~ +» Grefele din maduva osoas3,

~ + Sangele ombilical.



Transplantarea celulelor alogene hematopoietice
se utilizeaza de mai mult timp in tratamentul unor
maladii sangvine — anemii congenitale, leucemii,
unele maladii cu dereglari de metabolism,
insuficienta imunitara etc.

O conditie dura, este corespunderea intre sistemul
HLA al recipientului si al donatorului. Din cauza
polimorfismului sistemului HLA (human leukocyte
antigen) au fost create banci de celule, i care se

efectueaza selectarea pacientilor si a donatorilor, insa nu intotdeauna este posibila
gasirea donatorului potrivit.



Utilizarea celulelor ombilicale a fost
propusa in 1988 de catre Eliane
Gluckman, directoarea Centrului de
Transplant de maduva osoasa de Ila
spitalul “St. Louis” din Paris. Mai multe
studii au demonstrat ca utilizarea lor este
la fel de eficace ca si utilizarea celulelor
din maduva osoasa in tratamentul
limfoamelor, leucemiilor si al altor
afectiuni. In general, ele au aceleasi
avantaje ca si celulele stem extrase din
embrion, insa utilizarea lor nu Indica
probleme etice



% ‘Avantaje:

‘ « disponibilitate rapida (COP congelat poate fi usor

f expediat si decongelat in caz de necesitate);

* un numar mare de donatori (grefa de COP ar putea
fi efectuata cand gradul de incompatibilitate HLA
este mult mai pronuntat decat in cazul grefei
maduvei osoase de la un donator inrudit);

 risc vital minim la grefare, deoarece sangele
ombilical se pastreaza 3 luni sub carantina;

= risc vital minim la prelevare pentru mama si fat.

~_* S-a constatat ca sangele unui singur cordon

. '/ ombilical ce contine de la 80 la 120 ml are acelasi
L R numar de celule stem ca si 1200 ml de sange

.1 prelevat din maduva osoasa
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COP constituie urmatoarele: cantitatea de celule
colectata prin aceasta metoda poate sa nu fie
suficienta pentru un copil corpolent sau pentru un
adult, deoarece volumul optimal pentru o grefare
reusita inca nu este stabilit. La fel, inca nu se
cunoaste cu precizie durata de viabilitate a COP in
conditiile in care se pastreaza in bancile de sange.

In datele publicate este indicat termenul de 10-15

ani (dupa care ar urma recuperarea functionala a
celulelor stem). Majoritatea unitatilor de sange
utilizate pana in prezent au fost crioconservate pe
un termen de 6 ani si mai putin



Stocurile mondiale dispun de mai mult de 145.000
de probe de SCO si deja au fost efectuate mai mult
de 3.000 de grefari (in mjoritatea cazurilor in
patologiile hematice).

E In lume exista cateva sute de banci de SCO,

repartizate aproximativ in felul urmator: 40 % in
Europa, 30 % in Statele Unite si in Canada, 20 %
in Asia si 10 % in Australia. Nu exista nici o banca
de acest tip in Africa.

Aproximativ 75 % din aceste banci sunt banci
publice sau private ce isi propun serviciile
societatii, 25 % sunt banci comerciale (Germania,
Austria, Belgia, Polonia
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&Cantltatea de sange primit depinde de mai
‘multi factori: greutatea fatului la nastere,

wtermenul sarcinii, lungimea cordonului

.4 ombilical, timpul sectlonaru lui; cantitatea
Phe) I '|UI variind de la 75 la 200 ml.

‘i 4 " Pana la colectarea sangelui ombilical se
- studiiaza anamneza obstetricala si
~familiala pentru determinarea unor

~ afectiuni si anomalii genetice probabile,
i care se transmit pe cale hematogena.

- Fiecare gravida este testata pentru
HbsAg prezenta anticorpilor hepatitei C,
. HIV, sifilis, citomegalovirus. In caz de
| reac’gu seropozmve colectarea sangelui nu
v’ ' - se efectuiaza.
| '!,, i
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A “'? ‘Cerinte pentru prelevarea
,;sangelm ombilico-placentar:

~» 1. acordul scris al gravidei pentru prelevarea si
conservarea sangelui;

« 2. testarea obligatorie a grefidlor la: HbsAg, anti-
HCV, anti-HIV, RW, anti-CMV, anti-toxoplasma
gondii.

* Prelevarea sangelui ombilico-placentar este
contraindicata: boli infectioase la mama la
momentul nasterii (HbsAg, Anti-HCV, Anti-HIV);
nasterea copilului mort sau moartea intrauterina a
fatului; defecte congenitale la copil sau infecitii la

| i) , nou-nascut; varsta mamei mai mica de 18 ani;

YH 0l termenul gestatiei mai mic de 34 saptamani.
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Prelevarea sangelui ombilico-
placentar cu placenta in utero

punga cu anticoagulant se ia in mana, se scoate capacelul de pe ac si se apasa pe
ea pana apare o picatura de antlcoagulant

bontul placentar al cordonului se apuca cu mana stanga
de langa pensa cu o mesa sterila, se prelucreaza cu
antiseptici, pe o distanta de minim de 10 cm

vena ombilicala este punctata de medic cat mai aproape
de pensa cu plasarea sectiunii acului in sus ;

asistenta medicala, coboara containerul mai jos de
nivelul placentei si uniform amesteca sangele cu
anticoagulant pe parcursul prelevarii si inca 10 sec dupa
finisare pentru a impedica formarea de cheaguri;

_ , la colectarea integrala a
sangelui vena colabeaza;

acul se scoate din vena ombilicala si se acopera cu
capacelul din dotare;



f' i
| a) Colectarea sangelui ex ,utero b)‘Sangele se amestecd uniform cu
antlcuagulantul agitand pachetul <
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dupa nasterea placentei ea este plasata in
cuva sterila, pe un suport mai ridicat, acoperit
cu scutec steril;

cordonul ombilical se prelucreaza de doua ori
cu antiseptic;

se ia un set pentru colectarea sangelui si se
scoate capacelul de pe ac, se face
venepunc}la se apasa pe containerul cu
anticoagulant si se propulseaza in lumenul
vasului pana el se umfla;

containerul se lasa mai jos, ca sa fie condiii
pentru scurgerea sangelui din placenta, (fig.
2.14 a,b), si este mereu agitat pentru al
amesteca cu anticoagulantul. Se stoarce la
maxim sangele ramas in vena;

se indica pe container numele, prenumele
lauzei, data si timpul colectarii si este
transportat in laborator.

Prelevarea sangelui ombelico-
placentar poate fi efectuat si dupa operatie
cezariana, procedura de colectare este
asemanatoare cu colectarea ex utero descrisa
anterior.



Prelucrarea si conservarea SOP

» Dupa colectare,
~» containerul cu proba de sange se cantareste,

« se determina numarul de eritrocite, leucocite, trombocite, se
apreciaza hemoglobina si se face testarea bacteriologica.

. Prin intermediul citometriei de flux sunt detectate celulele
CD34+.

» Separarea celulelor nucleate se face pentru a micsora volumul
grefei, care necesita a fi conservata, eliminarea eritrocitelor de
asemenea scade riscul unei reac}u hemolltlce incompatibilitatii
dupa antigenii ABO si Rh in cazul transfuziei. Pastrarea de
scurta durata a sangelui prelucrat pana la 72 ore, poate fi
efectuata al +40C, necesitatea de pastrare pe o durata mai
indelungata (mai mult de 72 de ore) necesita crioconservarea
probei in DMSO (dimetilsulfoxid), care protejeaza celulele de
cristalizarea apei in citoplasmei celulara. Crioconservarea se
efectuiaza in cateva etape cu dispozitivul de congelare ghidat
de calculator. Stocarea finala se face in rezervoare cu azot
lichid la o temperatura de -196 OC.
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