Sinteza lucrarii
Denumirea proiectului: Analiza comparativa a semnalelor moleculare implicate in diferentierea celulelor stem embrionare  si a celulelor progenitoare multipotente adulte de soarece
Faza I (unica pe 2007)
Obiectiv planificat I: Obtinerea fibroblastilor embrionari de soarece, ca suport feeder pentru mentinerea in vitro a celulelor stem embrionare.
Obiectiv planificat II: Obtinerea MAPC (multipotent adult progenitor cells) din maduva osoasa de la soarecele adult
Natura pluripotenta a celulelor stem a starnit interesul cercetatorilor pentru utilizarea lor ca sursa de celule si tesuturi in terapia celulara. Datorita potentialului lor de diferentiere, exista speranta ca aceste celule ar putea deveni o sursa reinnoibila permanent pentru transplantul celular in bolile degenerative severe.

Mecanismele moleculare ale pluripotentei celulelor stem nu sunt in prezent cunoscute in detaliu. Diferentele dintre cele doua tipuri principale de celule stem (adulte si embrionare) rezida nu numai in capacitatea lor de diferentiere si in proprietatile lor morfo-functionale, dar si in avantajele si dezavantajele pe care utilizarea lor le are in terapia transplantului celular. Un aspect foarte interesant al celulelor stem embrionare (ESC) este abilitatea lor de a se diferentia in vitro, prin parcurgerea anumitor stadii similare celor din dezvoltarea in vivo. Aceasta proprietate le confera celulelor stem embrionare avantajul de a putea fi propagate si diferentiate cu un randament mare, putand furniza un numar nelimitat de celule pentru transplant, in inlocuirea tesuturilor lezate sau non-functionale. In plus, studiile din ultimii ani au demonstrat adaptabilitatea ESC la modificari genetice stabile, permitand inducerea in celule a unor caracteristici care le induc proprietati noi precum inhibarea raspunsului imun. In ciuda acestor avantaje si a primei raportari a izolarii ESC din blastocisti umani acum aproape 10 ani (Thomson et al., 1998), utilizarea lor in cercetare si in terapia celulara intampina inca numeroase consideratii etice. Alaturi de consideratiile etice, alte dezavantaje ale utilizarii ESC in terapia transplantului celular sunt caracterul lor potential teratogen dupa transplantare si dozele masive de imunosupresoare administrate pentru prevenirea rejectiei celulelor transplantate. 

Comparativ, celulele stem adulte derivate din maduva osoasa pot asigura un transplant celular autolog si o terapie eficienta, rapida si sigura, dovedindu-se a fi o sursa buna de celule, fara probleme de natura etica si cu risc mai mic de generare a teratoamelor dupa transplantare. Astazi, maduva osoasa hematogena este in general privita ca un organ compus din doua linii celulare principale distincte: tesutul hematopoietic si un grup de celule derivate din mezenchim. Se pare ca compartimentul mezenchimal al maduvei osoase contine progenitori ai componentelor tisulare scheletice, precum os, cartilaj, stroma si adipocite, reunite colectiv sub numele de celule stem mezenchimale. De la prima descriere a acestor celule stem mezenchimale (la inceputul anilor 70), cercetatorii au reusit purificarea mai multor populatii de celule stem din totalul de celule mezenchimale obtinute pe baza proprietatii acestor celule de a adera la substrat. Dintre aceste populatii, MAPC (multipotent adult progenitor cells) prezinta capacitate de proliferare in vitro fara senescenta si telomeraze active (la MAPC umane, telomerele sunt cu ~3-5 kB mai lungi decat la neutrofile si limfocite si nu exista diferente intre donorii tineri si varstnici). Principalul dezavantaj al MAPC il constituie cultivarea lor laborioasa si dificultatea mentinerii lor nediferentiate in cultura, ceea ce duce la un randament mic al diferentierii.
In vederea eficientizarii transplantului celular autolog, ne-am propus in acest proiect o mai buna cunoastere a celulelor stem adulte si embrionare prin studiul comparativ al semnalelor moleculare implicate in mentinerea mulpipotentei celulare a celulelor stem adulte (MAPC) si embrionare (ESC), si a semnalelor moleculare implicate in diferentierea lor spontana si controlata, cu caracterizarea stadiilor intermediare de diferentiere. Scopul final al proiectului este de a obtine un tablou cat mai exact al modificarilor parcurse de diferite celule stem in timpul diferentierii in vederea reprogramarii lor ulterioare pentru a obtine o pluripotenta crescuta. Aceasta implica o foarte buna cunoastere a celulelor stem adulte, a plasticitatii lor comparativ cu a ESC, a capacitatii lor de a genera in vitro si in vivo celule diferentiate functionale si a modificarilor parcurse in timpul diferentierii celulare. 
In prima faza a acestui proiect am urmarit obtinerea fibroblastilor embrionari de soarece, ca suport feeder pentru mentinerea in vitro a celulelor stem embrionare, precum si obtinerea MAPC (multipotent adult progenitor cells) din maduva osoasa de la soarecele adult.
Activitatea 1. Pentru derivarea fibroblastilor embrionari de soarece, s-au utilizat femele gestante care au fost sacrificate la 13-14 dpc. Inceputul gestatiei (timpul 0 dpc) s-a determinat prin aparitia dopului vaginal. Dupa 13 zile de la observarea dopului vaginal, femela de soarece a fost anesteziata cu cloral hidrat (0.5 mg/g animal) si sacrificata prin dislocare cervicala. Dupa deschiderea cavitatii abdominale, corpul uterin si coarnele uterine sunt indepartate prin desprinderea peritoneului si sectionarea la nivelul cervixului si a jonctiunii utero-tubale.

Activitatea 2. Uterul astfel recoltat este pus intr-o placa sterila continand PBS +1%PS, iar embrionii sunt indepartati la un stereomicroscop echipat cu lumina OCT. Materialul ramas dupa eviscerare si indepartarea membrelor si a partii superioare a capului ce contine creierul este plasat intr-un tub Falcon de 50 ml pt spalare  (se spala o data in PBS si de 2 ori in mediu de cultura DMEM). Dupa ultima clatire, mediul este indepartat, iar embrionii sunt pusi intr-o placa Petri de diametru 10 cm. Cu ajutorul unei foarfeci sterile, corpii embrionilor se fragmenteaza in bucati foarte mici (~2 cm3 fiecare). Tesutul astfel macerat este trecut mai intai intr-un tub Falcon ce contine 10 ml tripsina 0,05% (pt spalare), iar apoi intr-un pahar Erhlenmeyer de 50 ml, continand de asemenea 10 ml tripsina 0,05%. Amestecul se incuba 30 minute la 37(C sub agitare, dupa care supernatantul se arunca si peste fragmentele tisulare se adauga o solutie proaspata de tripsina 0.05%. Supernatantul obtinut dupa incubarea 30 minute la 37(C cu agitare este recuperat intr-un tub Falcon continand 10 ml ser fetal bovin, in timp ce materialul biologic este supus unei alte digestii 10 ml tripsina. Supernatantul obtinut din a doua digestie este reunit cu cel rezultat din prima digestie enzimatica, iar materialul biologic este spalat la final cu 10 ml mediu DMEM, care se recupereaza in acelasi tub Falcon utilizat pentru recuperarea primelor doua fractii. Suspensia celulara (al carei volum final este 40 ml) este centrifugata la 200g, 5 minute, 4(C, iar peletul celular este reluat in 50 ml DMEM suplimentat cu 10% ser, pentru numarare. Celulele astfel obtinute se insamanteaza la o densitate de 5x106 celule pe placa de diametrul 5 cm. A doua zi de la insamantare, mediul este inlocuit cu mediu proaspat, care este mentinut timp de ~ 4 zile, pana cand celulele ajung la confluenta. Pentru multiplicarea celulelor, acestea sunt pasate la un split de 1:6, crescute pana la confluenta, iar apoi congelate pentru pastrare.
Activitatea 3. In prima faza a proiectului, au fost obtinute 3 linii de celule fibroblaste embrionare, care au fost congelate la pasajul 1. Aceste celule au fost testate pentru prezenta antigenului de suprafata CD44, specific pentru celulele utilizate ca strat feeder. Asa cum este ilustrat prin microscopie de fluorescenta, toate celulele sunt pozitive la CD44 (figura 1). Testarea a fost facuta pe o linie de MEF (mouse embryonic fibroblast) la pasajul 2.
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Activitatea 2.1. Recoltarea maduvei osoase hematogene de la soarecele adult s-a realizat, pe scurt, in urmatoarele etape: indepartarea pielii de pe membrele posterioare ale soarecelui adult, desprinderea membrelor posterioare din sold, inlaturarea muschilor de pe tibie si femur si perfuzarea canalului medular cu un ac de (=27, atasat la o seringa de 5 ml ce contine PBS suplimentat cu 40 U/ml heparina. Pentru a preintampina contaminarea celulelor in cultura, toate aceste etape au fost realizate in conditii sterile. Extractul medular a fost in continuare prelucrat pentru obtinerea unei suspensii unicelulare, prin trecerea lui prin ace de diametre descrescatoare (G 20, 21, 23, 25, 26 si 27). Ulterior, celulele au fost peletate prin centrifugare la 400g, 10 minute la 20(C si resuspendate in mediu de cultura (DMEM-Invitrogen suplimentat cu 10% SFB) la o densitate de insamantare de 106 celule /ml. Celulele mezenchimale (care au aderat) au fost caracterizate prin colorare cu hematoxilin-eozina, atat la 3 zile de la cultivare, cat si la 10 zile, pentru evidentierea celulelor stromale cu capacitate proliferativa (figura 2). 

Activitatea 2.2. Purificarea prin selectie negativa a celulelor cu potential progenitor s-a realizat pornind de la suspensia monocelulara obtinuta din extractul medular. Procesarea s-a realizat in 2 pasi:

a) Izolarea populatiei celulare Lin- din totalul aspiratului medular, si b) Sortarea prin FACS a celulelor Sca-1+ din totalul celulelor Lin-.

Populatia celulara Lin- include celulele neangajate pe o linie de diferentiere sanguina si se obtine prin selectia negativa a celulelor Lin+ cu ajutorul beads-urilor magnetice Dynal. Populatia Lin+ a fost evidentiata dupa separare prin microscopie de [image: image2.jpg]


fluorescenta, prin colorarea celulelor cu anti-rat-FITC (figura 3).
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Pe scurt, metodologia separarii celulelor Lin- a implicat urmatorii pasi: peletul rezultat din suspensia celulara (initiala rezultata dupa liza hematiilor) a fost incubat pentru 30 minute (cu agitare la 4(C) cu un coctail ce continea anticorpii anti-mouse CD3, CD4, CD5, CD8, CD11b, Gr-1, B220, TER119 (cate 12.5(l din fiecare). Dupa spalare, celulele au fost reluate in 100(l PBS-BSA si incubate cu beads-uri cuplate cu IgG anti-rat (urmand protocolul indicat de producator) pentru 20 minute cu agitare la 4(C. Aceasta incubare a fost urmata de adaugarea a 2 ml PBS-BSA si separarea celulelor legate de bead-uri cu ajutorul magnetului Dynal (acest pas s-a repetat de 2 ori). 
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Activitatea 2.3. Pentru selectie, celulele au fost peletate si incubate cu anti-Sca-1 (30 minute cu agitare la 4(C) si, ulterior, cu anti-rat-Rho (20 minute cu agitare la 4(C). Proba a fost spalata cu PBS prin centrifugare la 400g, 5 minute, dupa care a fost analizata prin FACS, cu evidentierea celulelor Sca-1 pozitive intr-un procent de 17%, asa cum este ilustrat in figura 4. 

  Activitatea 2.4. Dupa sortare, celulele au fost re-analizate pentru determinarea gradului de imbogatire in celule Sca-1 pozitive a populatiei initiale medulare. Drept controale, s-au folosit o proba de celule lasata ca atare si o alta proba de celule incubata numai cu anticorpul secundar (anti-rat-Rho). Asa cum este ilustrat in figura 5, prin sortarea celulara s-a realizat o imbogatire a celulelor Sca-1+ de aproximativ 4 ori, fata de populatia Lin- initiala. Cu alte cuvinte, inainte de sortare, celulele Sca-1+ reprezentau 16% din totalul celulelor Lin-, in timp ce dupa sortare, populatia celulara obtinuta continea 58% celule Sca-1+.
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Activitatea 2.4. Pentru purificarea MAPC, celulele isolate din maduva osoasa au fost cultivate in vitro pentru 3 saptamani, dupa care au fost insamantate cu o densitate de 1 sau 2 celule/godeu, in placi de 96 godeuri. Selectia MAPC se bazeaza pe morfologia celulara, aceste celule fiind celule poligonale, foarte mici si foarte stralucitoare. Procesul de selectie se desfasoara pe durata a ~ 3 luni, fiind in present in curs de desfasurare.
Figura 1. Microscopie de fluorescenta evidentiind prezenta CD44 in MEF.





Figura 2.  Evidentierea prin coloratie hematoxilin-eozina a celulelor mezenchimale din maduva osoasa la 3 zile (A) si, respectiv, 10 zile (B) de la insamantare. Sagetile indica celulele mici rotunde, capetele de sageti celule fibroblast-like, iar stelutele celulele mari latite, care genereaza clone prin proliferare in vitro.
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Figura 4. Evidentierea prin FACS a populatiei celulare Sca-1+ din populatia celulara Lin- obtinuta din aspiratul medular de la soarecele adult. Cadranul din stanga ilustreaza totalitatea celulelor medulare, cadranul din centru ilustraza celulele Lin+ dupa sortarea lor cu bead-uri magnetice si colorarea cu anti-rat-FITC pentru testare. Se observa ca toate celulele din cadran sunt pozitive la FITC (FL1) si negative la Rho (FL2). Cadranul din dreapta ilustreaza populatia de celule Lin-. In populatia R3 sunt delimitate celulele Sca-1 pozitive, reprezentand 17% din populatia Lin-.
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Figura 5. Cuantificarea prin FACS a celulelor Sca-1+ in populatia celulara Lin- (stanga) si re-analizarea lor dupa sortare (dreapta). Se observa o imbogatire in celulele de interes de ~4 ori.





Figura 3. Evidentierea celulelor Lin+ prin colorare ce anti-rat-FITC.
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