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Summary: The article presents the review on the
problems of the cells transplantation, particularly the
stem cells transplantation, about their role in the hu-
man organism, methods of obtaining and possibilities
for optimization of the regeneration process. The op-
portunity of the cells cultures use in the cell-repla-
cement therapy of diseases and some received results
in this area. The global and national priority in tissue
engineering and cells transplantation.
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Rezumat: Articolul prezinta o trecere in revista a
diferitor aspecte privind transplantarea celulara si, in
particular, a celulelor stem. Este evocat rolul lor in or-
de optimizare a procesului de regenerare; oportunitati-
le de utilizare a culturilor celulare in terapia de inlocu-
ire a celulelor 1n diverse maladii si rezultatele obtinute
in acest domeniu; prioritatile mondiale si nationale in
ingineria tisulard si transplantarea celulara.

Cuvinte-cheie: celule stem, culturi celulare, tera-
pie celulara, regenerarea tesuturilor.

Organismul uman este n stare sa se autorepare,
adica sa regenereze tesuturile deteriorate, proces in
care un rol important 1i este atribuit celulelor stem
capabile sa stea la baza formarii diferitelor tesuturi
in caz de necesitate. Pionieratul in efectuarea cerce-
tarilor respective 1i apartine savantului rus A. Fri-
denstein, care In 1960 a initiat nu numai studierea
acestor elemente ca celule predecesorii hematopoie-
tice, dar si elucidarea rolului lor in regenerarea altor
tesuturi [20].

Actualmente, terapia cu celule stem constituie o
directie noud in medicina moderna, numitd medici-
na regenerativa, care include transplantarea celulara
pentru tratamentul diverselor maladii. Strategiile de
baza ale medicinei regenerative sunt terapia celula-
ra, terapia genica si ingineria tisulara.

72 - nr. 3 (30), septembrie 2013 ..............

Medicina regenerativa este un domeniu in plina
afirmare al biotehnologiei, reprezentata de tehnicile
de varf care vizeaza refacerea anatomicd a tesuturi-
lor deteriorate sau degenerate si reechilibrarea lor
functionald. In ultimul deceniu, o atentie deosebita
se acorda utilizarii materialelor embrionare, culturi-
lor celulare pentru optimizarea si activizarea proce-
selor de regenerare suprimate, sau inlocuirea defec-
telor tegumentare survenite ca rezultat al eliminarii
pe cale chirurgicala sau al unui traumatism banal de
tesuturi (os, piele, muschi). In prezent, transplanto-
logia clinica se confruntd cu multiple probleme de
ordin etic, costul major al interventiilor chirurgicale,
cu aspecte legate de obtinerea materialului pentru
transplantare si de rejetul organelor sau a grefelor
transplantate [2, 4].

Descoperirile de la finele secolului XX, reali-
zate 1n biologia moleculara si cea celulara, deschid
largi perspective pentru dezvoltarea biotehnologii-
lor noi, ceea ce va permite tratamentul unui sir de
patologii actualmente greu de vindecat. O directie
promitdtoare constituie cultivarea celulelor stem,
pluripotente, precum si a celulelor predecesorii ale
diferitelor structuri tisulare, separate din tesuturi
embrionare, fetale si din organismul matur. Ghida-
rea diferentierii celulelor stem in vitro ar permite
obtinerea materialului biologic necesar pentru tra-
tamentul de substitutie a diferitelor maladii. E ne-
cesard elaborarea tehnologiilor de obtinere a unui
material celular cu capacitati enorme de regenerare
si fara efecte antigenice pronuntate, care la randul
sau conduce la rejetul grefei transplantate [12, 14].

Actualmente, multiple cercetari au pus 1n eviden-
ta faptul ca celulele din maduva osoasd, crescute in
laborator 1n conditii specifice, se dezvoltd in celule
osoase, cartilaginoase, adipoase si musculare. Astfel,
celulele maduvei osoase sunt o sursd nu numai pentru
celulele hematopoietice, ci si pentru cele mezenchi-
male, a cdror dezvoltare poate fi directionatd in for-
marea in vitro a celulelor necesare. Probabil, dupa
prelucrarea corespunzatoare si inocularea in mediul
respectiv, aceste celule pot fi capabile sa restabileasca
integritatea morfologicd si cea functionala a tesuturi-
lor in regiunea administrarii [4, 5, 16].

Scopul studiului este de a cerceta proprietatile
materialelor biologice (monocomponente si compo-
zite) cu substrat celular in calitate de remedii pentru
restabilirea defectelor tesuturilor si organelor afecta-
te.

Obiective de cercetare:

1. Studierea posibilitatilor de obtinere a celu-
lelor din maduva osoasa, sange ombilico-placentar
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si sange periferic si studiul in vitro al capacitatilor
de diferentiere in diverse tipuri de celule caracteris-
tice diferitor tesuturi.

2. Evaluarea capacitatilor de proliferare a ce-
lulelor mononucleate si elucidarea duratei viabilita-
tii celulelor din maduva osoasa si celor din sangele
ombilico-placentar in vitro.

3. Elaborarea unei grefe compozite celulare si
matrice osoasd demineralizatd pentru optimizarea
procesului de consolidare osoasa dereglat.

4. Studiul comparativ al capacitatii grefelor
celulare din maduva osoasa, celulelor ombilico-pla-
centare, autoos morselat si grefe compozite (celula-
re cu Matrice Osoasa Demineralizata) de recuperare
a defectului critic al osului lung radial (la iepure).

5. Stabilirea indicatiilor si contraindicatiilor
utilizarii grefelor celulare si celor de tesuturi in tra-
tamentul defectelor tisulare.

6. Determinarea proprietatilor antigenice si
influentei celulelor embrionare osteomedulare im-

ce in cazuri de fracturi experimentale.

Materiale, metode si rezultate

Celulele predecesorii pot fi: 1. Totipotente —
acestea sunt celulele din care se poate dezvolta orice
tip de celule prezente in organismul uman. Dupa fe-
cundarea ovulului, zigotul se divide, formand celule
identice, fiecare din ele, daca ar fi implantate 1n uter
separat, ar putea da nastere unui embrion. Aproxi-
mativ la 4 zile de la fecundare, se formeaza blasto-
citul cu stratul extern (din care se dezvolta placenta
si a.), iar din masa celulara plasata intern se dezvol-
td practic toate organele si tesuturile embrionului [1,
3, 18].

2. Pluripotente — sunt descendente ale celule-
lor totipotente. Celulele pluripotente pot fi obtinute
nemijlocit din masa celulara interna a blastocitului
sau de la embrionul, din regiunea de unde are loc
dezvoltarea gonadelor (celule fetale). Acest tip de
celule se numesc embrionare. O altd metoda de ob-
tinere a celulelor pluripotente poate fi efectuata prin
inocularea nucleului unei celule somatice in ovul
denucleat, din care poate sa se dezvolte un embrion
— clonarea [7].

3. Multipotente, cele care produc celule din-
tr-o singura familie, progenitoare ale celulelor din
diferite tesuturi. Drept exemplu ar fi celulele stem
hematopoietice, responsabile de innoirea continud a
celulelor sangvine, din care se dezvolta eritrocitele,
limfocitele, leucocitele etc. Celulele stem sunt pre-
zente nu numai in tesuturile embrionului, dar §i in
ale nou-nascutului si ale celui matur [7].

Surse pentru obtinerea celulelor stem

Autocelulele, considerate actualmente unul
dintre cele mai cu perspectiva materiale pentru te-
rapia cu celule si inginerie tisulard. O sursa sigura
de celule predecesorii este maduva osoasa, care este
bogata in celule progenitoare, astfel se cerceteaza
posibilitatea utilizarii lor in optimizarea si activi-
zarea procesului reparator in diferite tesuturi, in
caz de afectare [ 2, 5, 6, 20]. Concomitent, exista
tehnologii de obtinere a celulelor stem din sangele
periferic, dupa administrarea prealabild a prepara-
telor hematopoetice, ce stimuleaza exodul celulelor
stem din maduva osoasa in patul sangvin, apoi, fo-
losind utilajul special, are loc separarea si utilizarea
lor pentru transplantare. Avantajele utilizarii auto-
celulelor sunt evidente prin lipsa conflictului imun
(rejectia grefei); este redusa la minimum posibili-
tatea de contaminare a pacientului cu maladii he-
matotransmisibile, aceasta utilizare fiind favorabila
din considerente etice [1]. Dezavantajul constituie
limita de varsta la care este rezonabil de cultivat au-
tocelule. Se considera ca la fat unei celule stem i
revin 10 000 celule sangvine, la varsta de 15 ani —
1:100 000, Ia 50 de ani 1:500 000. Sunt comunicari
despre posibilitatea obtinerii celulelor stem din te-
sut adipos, mucoasa nazala etc. [20].

La autocelule, de asemenea, pot fi atribuite ce-
lulele din sangele cordonului ombilical, amnion, te-
suturile ombilico-placentare, lichidul amniotic care
se colecteaza la nasterea fatului, din care se separa
celulele stem si se crioconserveaza, pastrandu-le la
temperaturi joase timp indelungat. La necesitate se
utilizeaza pentru tratamentul donatorului [15].

Grefele celulare alogene — sunt cele obtinute
de la donator de aceeasi specie. in acest tip de ce-
lule se includ celulele din maduva osoasa, din san-
gele cordonului ombilical, care reprezinta celulele
compartimentelor hematopoietic si limfopoietic ale
maduvei osoase sunt celule suge pluripotente si ce-
lule adulte eritrocitare, granulocitare, trombocita-
re, monocitare, limfocitare, plasmatice [2, 17] etc.
Transplantarea celulelor alogene hematopoietice
se utilizeaza de mai mult timp pentru tratamentul
unor maladii sangvine — anemii congenitale, leuce-
mii, unele maladii cu dereglari de metabolism, de-
reglari ale sistemului imun, precedat de insuficienta
imunitard etc. O cerinta dura, dificil de asigurat in
efectuarea acestei transplantari, este corespunde-
rea intre HLA a recipientului si a donatorului. Din
cauza polimorfismului sistemului HLA, au fost cre-
ate banci de tesut prin care se face selectarea paci-
entilor si donatorilor, Tnsa nu intotdeauna este posi-
bil de a gasi donatorul necesar.
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Celulele fetale au atras atentia transplantolo-
gilor prin faptul cé tesuturile embrionare nu au un
sistem imun format care micsoreaza probabilitatea
complicatiilor dupa transplantare. O mare parte din
celulele ce constituie acest tesut sunt slab diferen-
tiate, dispun de un grad mare de proliferare si-s ca-
pabile sd formeze colonii de celule care participa
la regenerarea organului. Anume aceste capacitati
ale tesutului fetal si sistemul imun imatur asigura
un efect terapeutic adecvat, fara agresivitate imuna
a celulelor transplantate fata de recipient. De obicei,
aceste celule sunt obtinute din materialul embrioni-
lor umani de 9-12 saptamani [18, 21].

Culturi celulare ombilico-placentare umane.
Este necesar de subliniat ca ideea credrii unor banci
de sange ombilical a aparut din mai multe conside-
rente si anume: colectarea sangelui ombilical este
usor de efectuat, nu-i provoacd niciun rau dona-
torului §i parintii pot stoca, la nasterea copilului, o
rezerva de celule stem hematopoietice, care fiind
crioconservate pot fi pastrate un timp indelungat,
practic nelimitat. Pentru prima data, transplantarea
celulelor stem, obtinute din sadngele ombilical de la
sord, a fost efectuatd in 1988 la un copil de 6 ani, cu
anemie Fanconi [10]. Pana in prezent au fost efectu-
ate peste 3000 de transplantari celulare din sangele
cordonului ombilical la copii si la maturi.

Culturi celulare xenogene. Este un aspect mai
putin cercetat in lume, in ceea ce priveste utilizarea
lor in terapie. Mai frecvent sunt utilizate in proce-
sul de cercetare in virusologie, bacteriologie etc. in
Republica Moldova, au fost efectuate cercetari ex-
perimentale privitor la eficacitatea utilizarii celule-
lor osteomedulare obtinute din embrionii de pasare
(gaina si prepelitd) si utilizate in tratamentul a sute
de pacienti cu deficiente ale aparatului locomotor,
marcand succese considerabile [6, 21].

Directiile de cercetare privind utilizarea ce-
lulelor stem in terapia celulara

In ultimii ani, datoritd unor cercetari fundamen-
tale de succes care permit cultivarea diferitelor ti-
puri de celule, se dezvolta transplantarea celulard nu
numai in aspectul cercetarilor fundamentale, dar i a
utilizarii lor in terapia unei diversitati considerabile
de patologii ale organismului uman. Actualmente
se studiaza procesul de diferentiere a tesuturilor si
a celulelor; elucidarea mecanismelor in embrioge-
neza tesuturilor si a organelor; studierea interacti-
unii diferitelor celule; formarea organelor in vitro;
modelarea diferitelor maladii genetice umane; stu-
dierea mecanismelor de Tmbatranire si posibilitatea
intineririi tesuturilor; obtinerea himerelor genetice
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pentru studierea mecanismelor imunitatii, rejetelor
tisulare imune etc.

Domeniile posibile de utilizare a celulelor stem
sunt: hematologie; cardiologie; endocrinologie;
dermatologie; oncologie; patologii ale sistemului
nervos central si periferic; hepatologie; oftalmolo-
gie; otorinolaringologie; ortopedie si traumatologie
ete. [8,9, 11, 13].

Functia specificd morfogenetica a celulelor stem
permite reglarea proceselor reparatorii in diferite or-
gane — rinichi, ficat in afectiuni toxice, ateroscle-
roza, osteoartroze, pseudoartroze, distrofii osoase.
Sunt efectuate cercetari pentru cresterea dintilor
prin metoda ingineriei tisulare, care se realizeaza
prin doud metode: 1. Prin dentogeneza directd, cand
de la embrion se colecteaza mugurele dentar; 2. Prin
dentogeneza indirectd, cand formarea dintelui are
loc extraalveolar.

In pofida discutiilor controversate privitor la efi-
cacitatea, siguranta si oportunitatea utilizarii celule-
lor stem 1n terapia umana, se largeste spectrul lor in
clinica: tratamentul maladiilor sangvine (leucemii,
anemii, maladii metabolice); tratamentul maladiilor
congenitale imunodeficiente; corectia starilor imu-
nodeficitare dupa chimioterapie si radioterapie; tra-
tamentul maladiilor genice (metabolice, degenera-
tive); tratamentul insuficientei hepatice acute, ciro-
zei maladiilor congenitale metabolice ale ficatului;
tratamentul miodistrofiilor; tratamentul maladiilor
degenerative ale sistemului nervos, ictusului cereb-
ral, parchinsonismului etc.; tratamentul maladiilor
genetice si degenerative ale sistemului reproductiv;
tratamentul diabetului insulinodependent; tratamen-
tul maladiilor degenerative ale pielii, mucoasei, car-
tilajului si a. [11, 14, 17, 19].

Firma biotehnologica Osiris Therapeutics a ob-
tinut tulpini de celule stem mezenchimale din biop-
tate ale maduvei osoase de la donatori. Din bioptat
se obtin aproximativ 1 mil. de celule stem, care se
multiplicd prin cultivare pana la 500 mil., ulterior
aceste celule sunt administrate in fluxul sangvin al
pacientilor dupa radio, chimioterapie, pentru a sti-
mula formarea coloniilor de celule progenitoare in
maduva osoasd a pacientului, intru restabilirea he-
matopoezei si rezervelor de celule stem In maduva
0s0asa.

Mecanismul de actiune

In mare masura, mecanismul de actiune a celu-
lelor transplantate ramane neelucidat pana la sfarsit
si, deseori, folosirea practica a metodei anticipeaza
argumentarea stiintifica.

S-a observat ca dupa transplantarea celulara se
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activizeaza proliferarea celulelor lojei recipiente
si restabilirea partiala sau integrala a structurii si
functiei organului. Actiunea morfoinductiva se ar-
gumenteaza prin eliminarea citochinelor de catre
celulele transplantate si interactiunea intercelulara
cu celulele gazda. Totodata, celulele embrionare de
la donator formeaza colonii in organele afectate ale
recipientului si, proliferand, inlocuiesc celulele de-
teriorate ale organismului formand tesut functional
morfologic corespunzitor regiunii afectate [11, 13,
14].

O atentie deosebita se acorda celulelor stem dupa
ce, in 1998, cercetatorii Tompson D. si Gherhard D.
au obtinut tulpini imortale de celule stem. In 1999,
revista Sciens a apreciat aceasta descoperire ca fiind
a treia dupd importanta, dupa descifrarea spiralei
ADN si genomului omului. Necesitatile medicinii
in acest tip de material sunt enorme. Numai 10-20%
din cei care necesita transplant de organ se trateaza,
70-80% decedeaza fara a obtine tratamentul nece-
sar, fiind pe lista de asteptare a transplantelor. Este
in interesul milioanelor de oameni efectuarea inves-
tigatiilor in acest domeniu.

Trebuie de mentionat ca ideea utilizarii culturi-
lor celulare osteomedulare embrionare in tratamen-
tul diferitelor afectiuni ale aparatului locomotor a
fost lansata la noi in anul 1971 de cétre profesorul
Pavel Ciobanu impreuna cu conferentiarul Nicolae
Ceres. Ei si-au propus utilizarea celulelor embriona-
re in calitate de stimulatori ai procesului de conso-
lidare a fracturilor. In anul 1975, problema in cauzi
a fost examinatd la Consiliul stiintific al Institutului
de Cercetari Stiintifice in Traumatologie si Ortope-
die (Moscova 12.01.75), fiind evaluata ca metoda
de perspectiva, recomandandu-se continuarea cer-
cetarilor in cadrul USMF ,Nicolae Testemitanu”.
Au fost efectuate experimente, in vitro si in vivo pe
animale. Ulterior, a fost utilizata in clinica, la paci-
entii cu consolidare lentd a fracturilor, pseudoartro-
ze $i osteomielita post-traumatica a oaselor lungi [2,
5,6, 14, 21].

Un alt aspect al transplantarii celulare a fost
promovat de profesorul 1. Sroit si colaboratorii, care
au propus utilizarea autolimfocitelor activate in tra-
tamentul afectiunilor inflamatorii in Otorinolarin-
gologie, Ginecologie, Oftalmologie [1, 2].

Trebuie de mentionat cd in urma studiilor fun-
damentale si aplicative au fost elaborate mai multe
publicatii stiintifice, inclusiv 13 monografii, 206 ar-
ticole publicate in reviste internationale si nationale
recenzate, dintre care 16 — in reviste cu factor de
impact (Pubmed). Autorii au fost citati n reviste
internationale de 136 de ori (conform Google scho-

lar citations), au obtinut 121 de brevete de inventii.
Rezultatele cercetarilor au fost apreciate in cadrul
Expozitiilor Nationale si Internationale cu 24 meda-
lii de aur, 18 medalii de argint, 14 medalii de bronz
si 12 diplome de excelentd. Dispun de 30 de premii
si distinctii.

Cercetarile efectuate pe parcursul a peste 30 de
ani s-au soldat cu crearea Laboratorului ,,Inginerie
tisulara si culturi celulare”, in anul 2007, si a unui
obiect nou de studiu ,,Medicind regenerativa”, in
cadrul USMF ,,Nicolae Testemitanu” in anul 2011.

Concluzii

1. Actualmente, terapia cu celule este o directie
prioritara in medicina modernd. Utilizarea acestui
tip de transplant celular reprezintd o alternativa a
tratamentului medicamentos si o cale posibila de
solutionare a problemelor legate de insuficienta
cantitativa a materialului destinat transplantarii.

2. Pentru dezvoltarea acestei directii stiintifi-
co-practice, urmeazd sa se concentreze potentialul
experimental si clinic actual la efectuarea cercetari-
lor in acest domeniu prin adoptarea unui Program
National de Transplantare Celulara, fapt care ar
stimula utilizarea acestor inovatii in mai multe ra-
muri ale medicinii.

3. In acest scop ar fi binevenitd crearea unui
Centru de Tratamente Inovationale in cadrul Clini-
cii Universitare al USMF , Nicolae Testemitanu”.
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