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2.2. Tipuri de celule stem

Celulele stem au o istorie interesantd, care a dat nastere la numeroase
dezbateri si controverse. Cand o celuld stem se divide, fiecare noud celula
are potentialul fie de a rdmane o celula stem, fie de a deveni un alt tip de
celuld cu o functie specializata.

Toate bolile cunoscute pana in prezent au o baza celulard-un defect
apdrut in replicarea celulard, in regenerarea si repararea tisulara-care sa
creeze un teren propice pentru dezvoltarea si autointretinerea procesului
patologic. Tinand cont de acest fapt se poate afirma, teoretic, ca orice boala
poate fi tratata folosind celule stem (2).

Medicina regenerativd reprezinta, asadar, procesul prin care se
creeaza un tesut functional, viabil si se restabileste sau inlocuieste o functie
a tesutului sau organului afectat. Prin terapie celulara se intelege procesul
de transplantare a celulelor umane sau animale pentru inlocuirea sau
repararea celulelor sau tesuturilor afectate.

Organismul uman are capacitatea si regenereze tesuturile deteriorate
si acest proces este posibil datorita celulelor stem; primele cercetari in
acest domeniu au fost efectuate de cétre savantul rus A. Fridenstein in 1960
(22). La ora actuala terapia cu celule stem constituie o directie noud in
medicina moderna, numita medicind regenerativa care include transplan-
tarea celulara pentru tratamentul diverselor maladii.

Primul transplant de maduva osoasa de la un donator inrudit (frate
geaman) la un pacient cu leucemie a fost efectuat in 1956 de catre Dr. E
Donall Thomas in New York. In 1973 a fost efectuat primul transplant cu
donator neinrudit la un copil de 5 ani din New York cu SCID si donator
din Danemarca. In 1978 au fost descoperite celulele stem in sangele de
cordon ombilical, iar in 1993 a avut loc primul transplant reusit cu celule
din sange placentar si de atunci transplantul medular cu celule din cordonul
ombilical a devenit o practica curenta.

Pentru transplant pot fi utilizate celule stem hematopoietice din
maduva osoasa, sange periferic, sainge de cordon ombilical de la donatori
sandtosi compatibili HLA (transplant alogen) sau maduva osoasd si san-
gele periferic al pacientului (transplant autolog). Sangele de cordon ombi-
lical contine un numar substantial de celule stem hematopoietice care poate
fi recoltat la nastere, conservat si transplantat pacientilor carora nu li se
gaseste un donator. La ora actuald in lume exista sute de banci publice de
sange de cordon ombilical.
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2.2.1. Celule stem mezenchimale

Conceptul de celule stem mezenchimale a castigat multd popularitate
in ultimul timp. Acest concept isi are originea la sfarsitul sec. al XIX-lea
cand s-a emis ipoteza cd anumite tesuturi cum ar fi, sangele, pielea, au
abilitatea de a se reinnoi de-a lungul vietii unui organism chiar dacd aceste
tesuturi sunt compuse din celule cu durata scurtd de viatd. Multi ani mai
tarziu, identificarea celulelor stem ca entitati celulare a deschis noi orizon-
turi pentru dezvoltarea de metode de izolare a acestor celule din diferite
tesuturi. In 1960 Friedentein et al. au descris acest tip de celule in maduva
osoasd, ca fiind diferite de celulele stem hematopoietice, sunt aderente in
culturd, asemanitoare fibroblastilor si prezinta proprietiti osteogenice. In
1991 Caplan in paralel cu izolarea celulelor stem embrionare umane (ES),
propune termenul de celule stem mezenchimale MSCs pentru acest tip de
celule.

Celulele mezenchimale au fost izolate din foarte multe tesuturi, cum
ar fi, tesutul adipos, hepatic, splenic, pancreatic, renal, pulmonar si nervos.
In ultimii ani, celulele mezenchimale din miduva osoasa si tesutul adipos
(BM-MSCs si AT-MSCs) prezintda un mare potential pentru repararea
tisulara, datorita abilitétii lor de a se diferentia in celule osoase, adipoase,
cartilaginoase, musculare, neuronale, hepatocite si epiteliale Tn conditii
specifice de cultivare in vitro.

Celulele stem mezenchimale din maduva osoasa hematogenda BM-
MSC (Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells) sunt recoltate prin aspirare
medulara si sunt izolate prin separare in gradient de densitate. Procedura
este invaziva si cu risc de infectie.

Celulele stem mezenchimale AT-MSC (Adipose Tissue Mesen-
chzmal Stem Cells) sunt izolate din tesut adipos recoltat prin liposuctie,
lipoplastie sau lipectemie. Pentru izolarea lor se practica digestia enzimatica.
Celulele stem mezenchimale PB-MSC (Peripheral Blood Mesenchzmal
Stem Cells) sunt izolate din sange periferic prin separare pe gradient de
densitate. Celulele stem mezenchimale reprezinta o sursa majora de celule
pentru terapia celulard, in principal datoritd abilitatii lor de reinnoire si
diferentiere in diferite tipuri.

Celulele stem sunt definite ca fiind clonogene, avand capacitatea de
reinnoire si diferentiere in diferite linii celulare. Calea lor de diferentiere
este unidirectionald, trecand prin diferite stadii pana la stadiul de celuld
diferentiata. Diferentierea celulelor stem adulte, s-a presupus a fi restric-
tionata doar la tesutul din care celulele stem rezida (ex.: celulele stem
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hematopoietice genereaza celule sanguine, progenitoare hepatice (celule
ovale) hepatocite si colangiocite). In ultimii ani s-a demonstrat ci celulele
stem pot sa sard bariera liniard si sa se diferentieze in alte tipuri de celule
printr-un proces de transdiferentiere. Modelul de transdiferentiere a
celulelor stem explica de ce celule stem din maduva osoasa sau sange
periferic transplantate, au fost regasite in tesuturi specifice de organ solid.
Doua mecanisme joaca un rol important in terapia celulara: eliberarea
moleculelor de adezina si citokine in mediul extracelular in tesutul afectat
si cresterea concentratiei de celule stem la nivelul tesutului afectat.

2.2.1.1. Scurt istoric

Celulele stem mezenchimale au fost descoperite in anul 1970 de ca-
tre A.J. Friedenstein, care le-a descris ca celule aderente, non-hematopoie-
tice, capabile sa formeze colonii fibroblastice in vitro (22). Friedenstein a
denumit acest tip celular unitdi formatoare de colonii fibroblastice (eng.
fibroblastic colony-forming units-CFU-Fs). Ulterior, T.M. Dexter a intro-
dus un model de cultura pentru celulele stem hematopoietice, ce a facilitat
cunoasterea ierarhiei celulare in sistemul hematopoietic. Astfel, CFU-Fs
au fost identificate in stratul aderent stromal al culturilor propuse de Dexter
(81), fapt care a initiat teoria conform careia aceste celule sunt prezente in
stroma maduvei osoase. Conceptia existentei CSM la varful ierarhiei
celulelor non-hematopoietice in maduva osoasa a apdrut ca si consecinta a
unui sistem stromal cu celule stem stromale in varful ierarhiei, propus de
M. Owen (91) Aceasta ierarhie nonhematopoieticd a dus la cunoasterea
proprietatilor acestor tipuri de celule dintr-o varietate de tesuturi ca:
tendon, ligament, tesut adipos, cartilaj, os (29).

Datorita capacitatii de proliferare in culturd si de diferentiere in
conditii adecvate in vitro sau implantate in vivo, aceste tipuri de celule au
fost definite ca celule stem mezenchimale (29). Faptul ca maduva osoasa
contine CSM este o descoperire foarte utila datorita proprietatii acestor
celule de a se diferentia in tipuri celulare specifice tesuturilor, sub actiunea
stimulilor adecvati de diferentiere. CSM sunt distribuite la nivelul intre-
gului organism, concept sugerat de numerosi cercetdtori care au izolat
celule capabile s prolifereze si s se diferentieze in tipuri celulare, utili-
zand diverse organe ca surse celulare (28).

Societatea Internationald pentru Terapie Celulara (SITC) a propus ca
termenul de celula stem mezenchimala sa fie utilizat numai pentru celulele
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care indeplinesc toate criteriile unei celule stem (25). Criteriile elaborate
de SITC pentru definirea celulei stromale mezenchimale multipotente au
fost minime: sd fie pozitive pentru CD73, CD90, CD105 si negative pentru
CDl11b, CD14, CD19 sau CD 79a, CD 34, Cd45 si HLA-DR; sa se dife-
rentieze in vitro in condroblasti, osteoblasti si adipocite (26).

Totusi, pe masura ce stiinta evolueaza, se preconizeaza o modificare
in criteriile pentru nomenclatura.

In prezent, exista studii contradictorii privind apartenenta celulelor
stem mezenchimale la populatiile celulare heterogene sau omogene. Cer-
cetdrile care pledeaza pentru apartenenta celulelor stem mezenchimale la
populatiile celulare omogene au fost obtinute intr-un studiu datand din
anul 1999, care aratd cd CSM cultivate in loturi preselectate au fost omo-
gen pozitive sau omogen negative pentru 48 de molecule, astfel indicand
apartenenta la populatii celulare omogene (19). Pe de alta parte, teoria
apartenentei celulelor stem mezenchimale la populatiile celulare heteroge-
ne este sugeratd de un studiu care a analizat CSM umane. Acesta aratd ca
exista clone apte de diferentiere in trei, doud sau un singur tip celular
matur, iar frecventa clonelor tripotente scade cand celulele nu sunt ampli-
ficate in culturd (29). In plus, cAnd CSM au fost cultivate o singuri celu-
la/godeu, frecventa clonelor formatoare de colonii a fost de aproximativ
50% si au aratat proprietati fenotipice similare cu cele ale populatiilor
parentale (26). Aceste rezultate sugereazd ca CSM reprezintd populatii
heterogene.

Datele actuale cu privire la CSM au fost obtinute in mare parte
datoritd experimentelor in vitro utilizand culturi celulare, ceea ce face ca
transpunerea rezultatelor in vivo sd fie dificila. Nu pot fi utilizati aceiasi
markeri de identificare a CSM din culturi celulare pentru recunoasterea
celulelor stem in vivo datorita faptului ca expresia markerilor poate fi
influentatd mai degrabd de conditiile de culturd decat de caracteristicile
CSM in situ (29.)

De-a lungul timpului s-a sugerat cd CSM prezintd similaritati cu
pericitele in vitro (28) si sunt asociate cu vasele sanguine in vivo (23).
Pericitele sunt celule localizate la nivelul vaselor sanguine, in contact intim
cu celulele endoteliale. Termenul pericite poate fi insa folosit pentru o
serie de celule periendoteliale, indiferent de localizarea anatomica sau de
integrarea lor la nivelul membranei bazale a vaselor sanguine (celule
mezangiale ale glomerulilor renali, celule perisinusoidale in sinusoide,
celule stelate hepatice). In viziunea cercetatorilor, unele pericite reprezinta
celule stem in tesuturile de origine si corespund celulelor stem mezen-
chimale din tesuturile conjunctive (28).
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O consecinta a asocierii CSM cu vasele sanguine este corelarea
frecventei coloniilor fibroblastice observate in CFU-Fs cu densitatea
vasculard. Cu toate acestea, pericitele si CSM nu sunt echivalente. CSM
provenind din diverse surse tisulare prezintd diferente privind expresia
genelor si potentialul de diferentiere observate la CSM obtinute din organe
diferite, fapt care sugereaza ca CSM sunt formate inca din perioada pre-
natald. Cel mai important candidat pentru inlocuirea celulelor stem mezen-
chimale in tesuturile conjunctive in vivo sunt pericitele, insa nu exista inca
dovezi clare ca acestea poseda acelasi potential de auto-reinnoire.

Recent, Sachetti et al. au aratat ca celulele adventiciale reticulare
CD146 pozitive (pericitele din maduva osoasd) implantate cobailor, sunt
capabile sa formeze un mediu hematopoietic, pastrandu-si aceasta caracte-
ristica la implantari ulterioare (7). Totusi, aceste celule au fost crescute in
cultura anterior implantarii si nu s-au inregistrat date de reinnoire in vivo,
desi numadrul celulelor implantate ulterior nu a fost evaluat. Este tehnic
dificila demonstrarea auto-reinnoirii CSM in vivo datorita ratei de turn-over
a tesuturilor conjunctive, cu mult sub cea a tesuturilor hematopoietice (8).

Datorita caracteristicilor biologice, CSM au devenit o posibilitate
terapeutica atractiva atat pentru bolile maligne prin capacitatea de loca-
lizare la nivelul tumorii, cat si In medicina regenerativa prin potentialul de
diferentiere. CSM poseda proprietatea de a Inlocui celulele afectate si pot
fi utilizate ca supresoare in bolile grefa-versus-gazda (13). Cunoasterea
efectelor CSM asupra dezvoltarii tumorale si a metastazarii au devenit tinta
celor mai recente studii de specialitate. Rezultatele acestor studii sunt insa
controversate. Unele studii releva faptul cd CSM pot initia cancerul in vivo
(16) sau se pot transforma 1n celule tumorale in vitro (12) pe cand un numar
important de studii recente demonstreaza inhibitia cresterii tumorale si o
rata de supravietuire a pacientilor mai mare (13). Terapia cu CSM si-a gasit
aplicabilitatea n ultima perioada, fiind utilizata experimental in vitro si in
vivo, inducand apoptoza celulelor tumorale si inhiband metastazarea carci-
nomului hepatocelular si de prostati (14). In plus, terapia cu CSM si-a
dovedit eficacitatea intr-un model de sarcom Kaposi, o tumora angio-
genicd puternic inflamatorie, prin efectele antitumorale exercitate (6). Cu
toate acestea, s-a stabilit cA CSM joacd un rol important si in dezvoltarea
anumitor boli maligne prin factorii secretati ce activeazd diverse cai de
semnalizare celulard, insd mecanismul prin care CSM actioneaza asupra
cresterii tumorale si metastazarii nu este pe deplin elucidat. Impedimentul
principal in interpretarea cu precizie a efectelor CSM in bolile maligne este
reprezentat de utilizarea a diverse linii celulare tumorale si de variatiile in
tehnicile si modelele experimentale (13).
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