Sinteza lucrarii
Denumirea proiectului: Analiza comparativa a semnalelor moleculare implicate in diferentierea celulelor stem embrionare si a celulelor progenitoare multipotente adulte de soarece
Faza II (unica pe 2008)
Obiectiv planificat: Obtinerea celulelor stem embrionare de soarece (ESC).
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.

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. Aceste dezavantaje fac utilizarea celulelor stem embrionare deocamdata imposibila in clinica. Cu toate acestea, celulele stem embrionare raman principala sursa de celule pentru studiul mecanismelor de diferentiere celulara, putand furniza un model de diferentiere si pentru celulele stem adulte.
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. 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. In faza a 2-a a proiectului, ne-am propus obtinerea celulelor stem embrionare de soarece. Pentru indeplinirea acestui obiectiv, au fost parcurse 4 activitati, conform cu planul de realizare al proiectului.

Activitatea 1. Recoltarea blastocistilor si izolarea maselor celulare interne prin imunochirurgie. 
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Pentru imperechere, soarecii RAP adulti (7-9 saptamani) au fost separati in custi (2 femele si un mascul in fiecare cusca), dupa care femelele au fost examinate zilnic la ora 9 am pentru aparitia dopului vaginal. Recoltarea blastocistilor s-a realizat la 3 zile dupa constatarea dopului vaginal (moment considerat 0,5 dpc). Recoltarea blastocistilor s-a realizat pe scurt, astfel: dupa anestezie cu eter, femela a fost sacrificata prin dislocare cervicala si uterul a fost recoltat in conditii sterile prin sectionarea cervixului, mezometrului si a jonctiunii dintre oviduct si ovar. Uterul astfel obtinuta fost spalat in mediu de cultura M2, iar coarnele uterine au fost separate prin indepartarea corpului uterin si a celor 2 oviducte. Cu ajutorul unei seringi de 1 ml (seringa de insulina) cu acul avand φ=27, cele 2 coarne uterine s-au perfuzat intr-o placuta de cultura de diametru 3,5 cm. Dupa perfuzarea coarnelor uterine, acestea s-au indepartat din placuta, ramanand astfel doar embrionii (aflati in stadiu de blastocisti) in mediu de cultura. Acestia au fost fie cultivati ca atare, fie manipulati prin indepartarea mecanica a zonei pelucida si sectionarea trofectodermului (cu ajutorul unui bisturiu foarte fin, la un stereomicroscop echipat cu lumina OCC), pentru separarea masei celulare interne (MCI). In figura 1 sunt ilustrate cateva exemple ale unor blastocisti la derivare. 
Activitatea 2. Cultivarea masei celulare interne pe suport feeder de fibroblasti embrionari
Cultivarea ca atare a unor blastocisti pentru obtinerea de linii de CSE s-a bazat pe rapoarte din literatura care aratau ca, prin cultivarea unor blastocisti, celulele din trofectoderm nu reusesc sa supravietuiasca mult timp in cultura, astfel incat majoritatea celulelor care rezista dupa 1-2 pasaje sunt originare din masa celulara interna. Cu alte cuvinte, este posibila obtinerea de linii de CSE fara derivarea MCI, o procedura destul de laborioasa care probabil duce si la lezarea celulelor din MCI. Rezultatele noastre au aratat ca celulele embrionare cresc in ambele conditii (figura 2, A si B). Mai mult chiar, uneori a fost posibila obtinerea unor colonii de celule prin cultivarea embrionilor in stadiu de morula, inainte de formarea blastocistilor (figura 2C).
In aceste conditii de cultivare, colonii de aproximativ 300 (m sunt vizibile dupa o saptamana. Acestea au fost pasate, fie mecanic (cu ajutorul bisturiului), fie prin tripsinizare. Ambele conditii s-au dovedit optime pentru proliferarea celulelor embrionare.
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Activitatea 3. Selectia coloniilor de ESC nediferentiate si mentinerea lor in cultura
Derivarea mecanica s-a realizat prin desprinderea coloniei de celule de pe stratul feeder si sectionarea ei in aproximativ 3-4 fragmente (astfel incat fiecarea fragment obtinut sa nu fie mai mare de 100 (m2). Exemple de colonii obtinute prin derivare mecanica sunt redate in figura 3.
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In cazul coloniilor derivate enzimatic, digestia s-a facut la microscopul cu lumina OCC, cu tripsina 2,5% astfel: dupa spalarea coloniilor cu PBS, s-a adaugat 20 (l tripsina 2,5% direct pe colonia de celule embrionare. Cu ajutorul unui tips de 20 (l, tripsina a fost pipetata de 5-10 ori, astfel incat s-a obtinut o suspensie de celule care in final a fost insamantata (fara spalare prealabila pentru indepartarea tripsinei) pe un strat proaspat de feeder in mediu de cultura KO-DMEM, in prezenta de LIF. Celulele astfel manipulate cresc suf forma unor grupuri de celule rotunde, care prin expansiune, ajung sa ocupe aproape toata suprafata stratului feeder (figura 4).
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Activitatea 4. Crioprezervarea coloniilor de ESC nediferentiate pentru asigurarea stocului necesar studiilor ulterioare
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In prezent, exista o linie de celule stem embrionare nediferentiata, care este in curs de multiplicare pentru caracterizare si stocare. Aceasta linie s-a obtinut prin cultivarea blastocistului ca atare si pasare prin tripsinizare. In prezent celulele sunt la pasajul 6, necesitand tripsinizare la un interval de aproximativ 3 zile. Schimbarea mediului se efectueaza zilnic.
Coloniile lucrate prin derivare mecanica nu au putit fi mentinute in cultura in forma nediferentiata, probabil datorita comunicarii intercelulare din interiorul fiecarui fragment de colonie. In aceste conditii, aproximativ 4 experimente au generat colonii pulsatile spontan (figura 5).

Crioprezervarea coloniilor de CSE se realizeaza prin tripsinizare si resuspendarea  lor in mediu KO-DMEM suplimentat cu 20% SFB si 10 % DMSO. Celulele astfel reluate vor fi alicotate in criule de 1 ml si pastrate sub azot lichid (-170(C).
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Figura 3. Microscopie in contrast de faza ilustrand colonii de celule embrionare obtinute prin pasarea mecanica a unor colonii primare. Imaginile sunt preluate la aproximativ 5 zile de la pasaj.
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Figura 2. Microscopie in contrast de faza ilustrand aspectul unor colonii de celule derivate prin cultivarea MCI (A), blastocistului intreg (B), respective a unei morule (C). Se observa ca toate cele 3 structuri embrionare sunt capabile sa genereze colonii celulare in vitro.
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Figura 1. Microscopie in contrast de faza ilustrand aspectul unor blastocisti la derivare. In stanga, este redat aspectul blastocistilor imediat dupa recoltarea din trompele uterine, in timp ce in dreapta este redat aspectul blastocistilor imediat dupa cultivarea lor ca atare pe suport feeder (sus), respectiv a masei celulare interne (MCI) dupa cultuvarea pe feeder (jos).














Figura 4. Microscopie in contrast de faza ilustrand colonii de celule embrionare obtinute prin tripsinizare.








Figura 5. Imagini in contrast de faza, ilustrand exemple de colonii pulsatile obtinute spontan prin cultivarea celulelor stem embrionare.











