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INTRODUCERE

Actualitatea temei:

Tesutul muscular este cel mai vast tesut din corpul uman (40-45% din masa
corporala totald) si cedeaza doar maduvei osoase in capacitatea de regenerare post-
traumatica, atit in cazurile acute (expunerea la toxine, exercitiile fizice intense), cit si In
cele cronice (distrofiile musculare) [29, 79, 71]. Abilitatea regenerativa a muschiului striat
matur (postmitotic) este atribuita activarii celulelor satelite, care sunt celulele stem ale
muschiului postnatal si Tn mod fiziologic rezidad intre plasmalema si membrana bazala a
fibrelor musculare [10, 8, 69]. Distrofiile musculare se caracterizeaza prin cicluri
repetitive ale de- si regenerarii fibrelor muschilor scheletici, cu implicarea frecventa a
miocardului. Intrucat, in timpul cursului de durati a distrofiilor musculare este o
permanenta necesitate de progenitori miogeni, devine imperativa recrutarea precursorilor
miogeni aditionali dintr-un fond de celule nediferentiate, permanent inoite, precum sunt

celulele maduvei osoase [8].

Maduva osoasd contine celule stem hematopoetice (HSC) si celule stem
mezenchimale (MSC), care se pot diferentia intr-o varietate de tesuturi mezenchimale:
0sos, muscular, cartilaginos, adipos [30]. Recent, Ogawa et al. a calificat HSC in calitate
de celula pluripotenta, nu doar hematopoetica”, in baza revizuirii studiilor deja publicate
si prin intermediul studiului propriu asupra plasticitatii HSC, implicind transplantarea

unei singure celule HSC [50].

Distrofiile musculare sunt un grup de boli musculare noninflamatorii, progresive,
in lipsa afectarii centrale sau periferice a nervilor. Boala afecteazd muschii prin
degenerescenta evidentd a fibrelor, insd in absenta aberatiilor morfologice. Distrofia
musculard Duchenne, distrofia musculard Becker, deficitul de sarcoglican si distrofia

musculara merozin-deficitara sunt boli congenitale mio-degenerative, pentru care nu



existd un tratament satisfacator. Sarcopenia, 0 reducere a masei si functiei musculare
dependenta de virstd, asociatd cu fibroza progresiva si metaplazie adipocitara, este o

afectiune frecventa a carei incidentad creste odata cu avansarea in virsta a populatiei [32,

22].

in pofida progresului semnificativ, rimine evaziva identificarea HSC optime pentru
regenerarea musculara. Pentru a beneficia ’din plin” de potentialul celulelor derivate din
maduva osoasa in calitate de optiune terapeutica, persistda necesitatea in experimente
exhaustive orientate spre identificarea proteinelor celulare de suprafata unice si Stabilirea

amprentelor genetice ale HSC cu potential miogen [7].

Gradul de studiere a temei investigate:

Terapia celulara aplicatd in distrofiile musculare constd in injectarea locala sau
sistemica a celulelor cu potential miogen. Celulele transplantate trebuie sa poata fuziona
cu miofibrele existente sau sa formeze noi fibre musculare, iar nucleele celulelor

transplantate care devin incluse in miofibre, ar exprima produsul genei absente [75].

Celula ideala pentru terapia transplantationala trebuie sa corespunda citorva criterii:
(a) sa poata fi usor amplificatad in vitro fara a pierde proprietatile miogene si de celuld
stem, pentru a asigura repletia nisei de celule satelite si repara/substitui fibrele afectate n
cazul injectarii in situ; (b) pentru tratamentul intregului organism, ele trebuie sa poata fi
administrate sistemic, pentru a ajunge spre toti muschii afectati; (c) sa poata supravietui,

prolifera si migra in cadrul intregului muschi al gazdei [75].

Celulele cercetate in strategiile de terapie celulara cu intentie miogena sunt:
mioblastii (celulele satelite multiplicate in vitro), celulele perivasculare (pericitele si
celulele similare mesoangioblastilor), celulele mioendoteliale, celulele mieloide CD133+,

HSC, celulele mezenchimale umane din tesutul adipos, celulele mezenchimale din



membrana sinoviald, celulele SMALD, celulele stem embrionale, celulele stem

pluripotente induse (iPS cells) [75].

Gradul in care maduva osoasd contribuie la un program regenerativ in muschiul
lezat ramine disputat [29]. Abedi et al. a obtinut fuziunea celulelor donatorului cu
muschiul recipientului - 12% [3], Bossolasco et al. — 0,06-0,26% [9], Gussoni et al. — 4%
[28], Ferrari et al. - <1% [26], LaBarge et al. — 3,5% [36], discrepanta argumentata
probabil prin protocoale experimentale diferite. Nivelul grefarii in tesutul muscular la
administrarea sistemica a HSC variazd in dependentd de muschi, panniculus carnosus
incorporind miofibre donatoare circa 5%, comparativ cu tibialis anterior care in medie
incorporeaza 0,07% miofibre [66]. McKinnell et al. [7] conchide ca frecventa contributiei
maduvei osoase in favoarea muschiului scheletal este raportata a fi intre 0.01-0.1% pentru
muschiul 1n repaus, si creste pina la circa 5% si chiar 12% din totalitatea fibrelor - post-
lezional, demonstrind ca leziunea musculara joaca un rol integral in directionarea celulelor

derivate din maduva osoasa catre muschii scheletici.

Scopul si obiectivele tezei:

Scopul: analiza contributiei celulelor stem hematopoetice In miogeneza regenerativa

postnatald, si in particular in distrofiile musculare.
Obiective:

1. Studierea sistematizata a literaturii actuale de specialitate cu privire la originea
hematopoetica a miogenezei postnatale regenerative.

2. Analiza incidentei distrofiilor musculare (G71.0) la populatia din Republica
Moldova.

3. Argumentarea rationalitatii si elucidarea critica a eficientei terapiei celulare prin

celule stem hematopoetice in distrofiile musculare.



Noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute:

Medicina regenerativd, in care se include terapia celulara, este o disciplind noua si
nu este confirmat pe deplin aportul celulelor stem hematopoetice in regenerarea musculara

secundara.

Importanta teoretica si valoarea aplicativa a lucrararii:

Importanta teoreticd a lucrarii consta in sistematizarea mecanismelor miogenezei
postnatale regenerative la recipient in transplantarea de celule stem hematopoetice, iar
valoarea aplicativa este de a optimiza tratamentul si calitatea vietii la pacientii cu distrofii

musculare.



ANALIZA BIBLIOGRAFICA A TEMEI
1.1. Definitie

Celulele stem sunt celule nespecializate care se pot reinnoi nelimitat si se pot diferentia
in celule mai mature cu functii specializate [17, 80]. Celula stem este definita de 3 criterii
esentiale: autoreplicare (autoinnoire), abilitatea de diferentiere in mai multe tipuri de

celule, si abilitatea de a reconstitui in vivo un anumit tesut [38].
1.2. Clasificarea celulelor stem

Desi proprietatea de autoinnoire defineste la general celula stem, pentru a categoriza
brut celulele stem este utilizat gradul potentei, adica diapazonul variantelor de diferentiere
[7]. Celulele stem totipotente sunt abile de a produce toate celule diferentiate ale unui
organism. Zigotul este celula totipotentd umana care poate forma nu doar celulele
mezodermului, endodermului, ectodermului si celulele germinale, dar si tesuturile
trofoblastului necesare pentru supravietuirea embrionului aflat in dezvoltare. Astfel,
celulele totipotente sunt situate la virful ierarhiei proliferative [38]. Celulele stem
embrionale, izolate din masa celulara interna a blastocistului, pot forma mezodermul,
endodermul, ectodermul si celulele germinale, dar nu si tesuturile extra-embrionale, astfel
sunt numite “pluripotente”. Deci, celulele stem pluripotente (umane) sunt celulele ce pot
diferentia in oricare dintre cele trei straturi germinale umane, insd nu pot forma un
organism in intregime. Celulele stem izolate din diverse organe adulte” se auto-innoiesc
si diferentiaza in mai multe tipuri celulare organ-specifice, fiind denumite celule stem
multipotente. Aceste celule stem sunt mai putin plastice si mai mult diferentiate, iar
potentialul lor de specializare este limitat catre mai multe linii celulare. Deci, multipotenta
este abilitatea unui tip de celule de a se transforma in mai mult de un tip de celule din
cadrul organismului, dar nu in celulele tuturor straturilor germinale [38, 21, 66]. Celulele

stem oligopotente sunt celule abile de a se diferentia in 2 sau mai multe tipuri de celule



dintr-un singur tesut, de ex.: celula stem limfoida sau mieloida. Celulele stem unipotente
au proprietatea de a se reinnoi, insa se pot diferentia doar intr-un singur tip de celule

specializate.

Descendentii unei celule stem suporta o schimbare ireversibila care i determind a fi
permanent angajati (committed) unei cai in aval de progenitori nediferentiati, progenitori
angajati si celule angajate intr-0 linie celulara (lineage-commited cells) [19]. Celulele
angajate (committed cells) au capacitatea de auto-replicare mica sau absentd si
diferentiaza intr-un singur tip celular definit, fiind denumite celule progenitoare sau

precursoare [38].

Deci, celula stem diferentiaza in celule progenitoare, care sunt evolutiv “mai
angajate” intr-o linie celulard decit celulele stem, insa totusi ramin nediferentiate sau
imature comparativ cu celulele tisulare specializate. Termenul general de celula
progenitoare poate fi aplicat oricarei celule care se divide si are capacitatea de a genera
un alt tip de celule. Include celulele stem “’posibile” la care incd nu a fost demonstrata
capacitatea de auto-innoire [24, 66]. Celulele progenitoare pot fi unipotente sau

multipotente [52].

lerarhia proliferativa nu este unidirectionald, deoarece in anumite circumstante o celula

stem poate dediferentia spre a forma celule cu o potentd superioara [7].

Celulele stem pot fi clasificate in doud grupe principale: celule stem embrionale

(totipotente si pluripotente) si celule stem adulte (multipotente).

O alta clasificare subdivide diverse celule stem multipotente in dependenta de tesutul
pe care-l pot genera, de ex.: celule stem hematopoetice, celule stem spermatogonice,
celule stem satelite, celule stem neurale, etc. Hotarele nu sunt stricte, astfel este posibila

transdiferentierea unei celulule stem tisulare intr-o alta linie tisulard. Deoarece o functie
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celulard este determinata de interactiunea complexa si indelungatd a diferitor clase de
molecule, este dificil de a o cuantifica. De aceea, o clasificare pur functionala a celulelor
stem este uneori inutild in practica. Astfel, categorizarea celulelor stem din considerente

practice este bazata pe markerii moleculari [7].

Fenotipul celulelor stem hematopoetice (HSC) umane este caracterizat de urmatorii
markeri moleculari: CD34+, CD59+, CD38"%- CD45+, CD49f+, Thy1*, C-kit"", lin-,
CD133/AC133+, s.a.[41, 7, 18, 6, 81, 64, 74, 54].

Acesti markeri celulari pot fi identificati prin anticorpi monoclonali cuplati cu o
cticheta fluorescenta si selectati din maduva osoasa printr-o metoda de flux-citometrie
numitd FACS, acronim englez descifrat ca analiza de sortare a celulelor fluorescent

activate.

1.3. Concepte actuale in miogeneza muschilor scheletali

1.3.1. Miogeneza antenatala

Pe parcursul embriogenezei, oscilatiile locale ale expresiei genice si gradientele
morfogene induc condensari perechi ale mezodermului paraxial - somitele, care se
dezvolta progresiv cranio-caudal si sunt dispuse la intervale regulate de-a lungul
embionului in formad de mase sferice de tesut primordial. Muschii scheletici ai corpului,
cu exceptia citorva muschi ai capului, deriva din somite - segmente ale mezodermului
paraxial care se formeaza de ambele parti ale tubului neural si coardei dorsale. Somitul
consta dintr-un miez mezenchimal inconjurat de o sferd de celule epiteliale (Fig.1.1).
Somitele suporta un program stereotactic de diferentiere. Debutul diferentierii este marcat
de portiunea ventromediala, care efectueaza o tranzitie din epiteliu in tesut mezenchimal
spre a forma sclerotomul, care genereaza scheletul axial. Regiunea dorsala ramine ca tesut

epitelial, denumit dermomiotom, compus din celule multipotente care genereaza muschii
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scheletici si dermul regiunii spatelui. Odata cu maturarea somitelor, celulele progenitoare
miogene sunt detinute de epiteliul dermomiotomului. Miogeneza este initiatd prin
delaminarea celulelor de pe marginea acestei structuri, care odata detasate se diferentiaza
in miocite. Celulele dermomiotomului sunt marcate de expresia factorilor de transcriptie
Pax3, Pax7, Myf5, MyoD. MyoD si Myf5 sunt ambii considerati markeri ai specificarii

terminale a liniei musculare [5, 12, 41, 37, 4].

Tub neural

Sclerotom

(@)

Fig. 1.1 (a) Embrion de soarece cu somitele evidentiate prin coloratic pentru b-

galactozidaza; (b) Sectiune printr-un somit. Tradus dupa sursa: Bassel-Duby [4].

In decursul dezvoltirii embrionului, partea centrali a dermomiotomului
dezintegreaza, iar celulele progenitoare musculare se diferentiaza spre a forma miotomul
primar. Aceastd populatie de progenitori genereaza o fractie de celule satelite, rezidente

in muschii scheletici postnatali.

Odata cu progresarea miogenezei celulele progenitoare devin mioblasti, celule
musculare mononucleate, care sunt angajate sa devina celule musculare striate scheletice.
Mioblastii prolifereaza, migreaza si se agrega in clustere, apoi fuzioneaza spre a deveni
miotubuli multinucleati (Fig.1.2). Alungirea are loc prin fuziunea mai multor mioblasti cu
extremitdtile miotubilor. Miotubii primari, primii formati, se separd in clustere si sunt

inconjurati de membrana bazald. Mai multi mioblasti se agrega sub membrana bazala si




fuzioneaza spre a forma miotubii secundari. Dezvoltarea ulterioara face ca miotubii
primari sa se diferentieze in fibre musculare mature, cu nucleele deplasate periferic, odata
ce miofibra se incarcad cu proteine contractile. Miotubii secundari incep, de asemenea, a
se matura in fibre, astfel incit miotubii primari si secundari sd fie continuti intr-0
membrana bazala comuna. Odata ce miogeneza avanseaza, fibrele musculare devin lente
sau rapide, in dependenta de tipul de inervatie si expresia spatiotemporala a factorilor

reglatori [4, 60].
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Fig. 1.2 Formarea muschiului scheletic. Tradus dupa sursa: Buckingham M., Mayeuf A.
Muscle, 2012 [13].

Miogeneza antenatald poate fi divizata in: (1) miogeneza embrionara, soldata cu
formarea fibrelor musculare primare, care sunt fibre lente si isi au originea din mioblastii
primari; si (2) miogeneza fetald (secundara), unde in jurul fibrelor primare mioblastii
secundari formeaza fibre musculare secundare. Ultimele, sunt mult mai subtiri, tind a fi
fibre rapide si exprima izoforme specifice ale enzimelor musculare, precum B-enolaza
[57, 13].

Muschii dorsali sunt formati de partea epaxialda a dermomiotomului si miotomului,
iar trunchiul lateral si membrele derivd din domeniile hipaxiale (Fig.1.3). Majoritatea
muschilor trunchiului cresc din miotomul initial, unde ulterior miocitele suporta fuziune

celulara spre a forma fibre musculare multinucleate, urmind clivajul si reorganizarea




masei musculare in dezvoltare. Muschii parietali ai corpului sunt generati de elongarea
ventrala a dermomiotomului si miotomului. Muschii extremitatilor, diafragmul si choarda
hipoglosa deriva din celule miogene cu capacitate migratorie extensiva, care delamineaza
de la marginea ventrolaterala a dermomiotomului la nivel de membre. Choarda hipoglosa
este 0 structura tranzitorie dispusa la nivel toracic, ce consta dintr-un strat de celule
miogene si se extinde anterior de la dermomiotomul hipaxial, spre a forma citeva somite
occipitale si cervicale, contribuind astfel la muschii somit-derivati ai gitului, inclusiv si
citiva muschi ai limbii. Muschii capului s1 gitului, numiti muschi brahiometrici, sunt
formati de celulele cu originea in mezodermul arcurilor brahiale i mezodermul

prechordal si faringian al capului [5, 12, 41, 13, 4, 71].
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Fig. 1.3 (A) Originea muschilor scheletici ai trunchiului si membrelor. Somitele se

formeaza prin segmentarea mezodermului paraxial. Initial, ele au o structura epiteliala si



portiunea lor ventrala suportd tranzitie epitelio-mezenchimald, formind sclerotomul.
Epiteliul este mentinut in portiunea dorsalad a somitului, in calitate de dermomiotom, ale
carui celule exprimd Pax3. Primul muschi scheletic, miotomul, este progresiv format prin
delaminarea celulelor progenitoare (Pax3+), care au Myf5/Mrf4 active (sageti albastre).
Portiunea centrala a dermomiotomului apoi se rupe, iar celulele ce exprima Pax3 si Pax7
intrd Tn miotomul primar (sageti rosii). Miotomul, ulterior creste spre a genera toti muschii
trunchiului. (B) La nivelul mugurilor membrelor, progenitorii Pax3+, prezenti n marginea
hipaxiald a dermomiotomului, delamineaza si migreazda in membre unde formeaza
muschii scheletici. Tradus dupa sursa originala: Buckingham M., Mayeuf A. Muscle,
2012 [13].

In functiec de factorii genetici stadial-asociati sunt propuse citeva etape ale
miogenezel embrionare: delaminare, migrare, proliferare, determinare, diferentiere,

formarea muschilor specifici, generarea celulelor satelite [57].

Majoritatea muschilor trunchiului cresc din miotomul initial, de unde mioblastii se
diferentiaza in miocite, care subsecvent fuzioneaza spre a forma miotubuli polinucleati,
iar ulterior dupa inervatie -fibre musculare multinucleate, urmind clivajul si reorganizarea
masei musculare in dezvoltare [13, 11]. Precursorii mioblastilor in miogeneza embrionara
sunt somitele, anume celulele mezenchimale multipotente ale dermomiotomului, iar

precursorii mioblastilor iIn miogeneza adultului sunt celulele satelite [11].
1.3.2. Miogeneza postnatala

Muschiul scheletic este un tesut post-mitotic ce consta din miofibre sincitiale lungi,
fiecare fiind multinucleata, si aflatd in Go - fiind incapabile de diviziune. Astfel, cresterea

si regenerarea are loc din precursorii miogeni, sursa predominanta fiind celulele satelite.
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Acestea sunt o forma de celule stem mezenchimale si reprezintd 1-5% din totalul

mionucleelor din muschi adulti [53, 68].

Surviving Necerotic Surviving
segment segment segment
-l . il il k.
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(activated satellite cells) lamina membrane:

Regencrating Myotubes

Fig. 1.4 llustrarea schematica a regenerarii unui segment nerotic de fibra musculara.

Sursa: Advances in Muscle Research [34]

Spre deosebire de formarea embrionara de novo a muschiului, regenerarea
musculard depinde de prezenta in tesutul lezat a structurii scaffold a matricei extracelulare,

care ar servi sablon pentru formarea fibrelor musculare.

Postnatal, cresterea si repararea fibrelor tesutului muscular este mediata de
populatia rezidenta de precursori miogeni mononucleari - celulele satelite (Fig. 1.4).
Aceste celule, localizate intre sarcolema si membrana bazald a fibrei musculare, se divid
cu o rati lentd spre a sustine atit autoreplicarea, cit si cresterea tesutului diferentiat. In

raspuns la leziunea musculard, sau la persoanele cu miopatii cronice degenerative, celulele




satelite se divid si fuzioneaza pentru a repara sau substitui fibrele lezate. Aparitia nucleelor
localizate central in miofibre indica regenerarea musculara, iar ulterior, in timpul
maturatiei miofibrei, nucleele se deplaseaza in stratul subsarcolemic (Fig. 1.5). Desi
celulele satelite sunt activate circa 24 ore post-lezional, faza de regenerare musculara
incepe in zilele 3-5 dupa leziune, in dependenta de tip si severitate. Cind regenerarea
esueaza, adipocitele infiltreaza celulele lezate (distrofie lipidd) si genereaza o cicatrice
fibrotica. Potentialul autoreplicativ al celulelor satelite adulte este limitat, descreste cu
virsta, si poate fi suprasolicitat de un proces regenerativ cronic precum in distrofiile
musculare severe, unde majoritatea tesutului muscular este eventual pierdut si inlocuit de

tesut conjunctiv [25, 79, 71].
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Fig. 1.5 Structura schematici a muschiului scheletic. In muschiul lezat, celulele satelite

sunt eliberate si activate spre a deveni mioblasti. Acestea fuzioneaza cu miofibrele lezate




sau intre ele spre a regenera tesutul muscular. Miofibrele in regenerare contin nuclei situati
central, care la maturare migreaza la periferia miofibrei. Tradus dupa sursa: Wei S., Huard

3.[79].

Numarul celulelor satelite rezidente in muschiul adult este mult mai mic decit numarul
precursorilor miogeni angajati care populeaza tesutul muscular indata dupa lezare. Au fost
propuse mai multe explicatii pentru acest paradox, de la migrarea celulelor satelite din
fibrele adiacente, sau chiar muschii vecini, pina la recrutarea in miogeneza a celulelor

rezidente non-miogene [25].
1.4.  Distrofiile musculare

Distrofiile musculare sunt un grup de boli musculare noninflamatorii, progresive, in
lipsa afectarii centrale sau periferice a nervilor. Desi sunt variatii minore, toate tipurile de
distrofii musculare au in comun astenia musculara progresiva, care tinde a se instala in
directie proximo-caudala. Diminuarea fortei musculare la persoanele afectate poate
compromite mobilitatea pacientului, si eventual functia cardiopulmonara. Aditional, se
pot dezvolta contracturi structurale ale tesuturilor moi si deformitati spinale, datorita
posturii proaste cauzate de deteriorarea progresiva a muschilor si disechilibru, impreuna
compromitind functionalitatea si longevitatea. Contracturile echinovarus incep ca
deformitati dinamice flexibile, dar avanseaza spre contracturi rigide. Aceasta anatomie
alteratd previne deplasarea normald, inciltarea incaltimintei, si transferul. In mediu,
pentru fiecarea 10° incurbare in scolioza toracicd, capacitatea vitald fortatd diminua cu
4%. La un pacient cu sistemul cardiopulmonar deja slibit, aceastd diminuare in
capacitatea vitala fortata poate rapid deveni fatala. Astfel, scopul abordarii ortopedice este
de a prolonga statulul deplasarii pacientului pe cit de mult posibil, fapt asigurat prin

eliberarea retractiilor tesuturilor moi si stabilizarea precoce a coloanei vertebrale [22].
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Deoarece distrofiile musculare au origine genetica, clasificarea lor este in dependenta
de ereditate: (1) sex-linkate: Duchenne, Becker, Emery-Dreifuss; (2) autosomal-
dominante: facioscapulohumerald, distald, oculard, oculofaringiana; (3) autosomal-
recesiva: forma membre-centura. Distrofia musculara Duchenne (DMD) este forma cea
mai raspandita de distrofie musculara, afectind circa 3 baieti din 1000. In distrofiile X-
linkate, precum Becker si Duchenne, defectul este localizat pe bratul scurt al
cromosomului X (Xp21). Gena codifica un component al citoscheletului. Distrofina este
distribuitd nu doar in muschiul scheletal, dar si in cel neted, cardiac, si chiar in creier.
Distrofia Emery-Dreifuss este deasemeni cuplata cu crs. X, insd mutatia responsabila este
localizata pe bratul lung al crs.X (g28). In distrofia autosomal-recesivi, defectul genetic
este localizat in locusul 13q12. In distrofia autosomal-dominanti facioscapulohumerala
mutatia este situatd in locusul 4q35. In distrofiile distale, localizarea defectului genetic

este in locii 2q12-14 [22].

In interactiunea complexi a membranei miocitului cu mediul extracelular sunt
implicate multiple proteine. Pentru stabilitatea sarcolemei, elemente importante sunt
distrofina si glicoproteinele asociate distrofinei (DAG, engl: dystrophin-associated
glycoproteins). Distrofina reprezinta doar 0,002% din proteinele muschiului striat, insa
are importantd majora in mentinerea integrittii membranei miocitelor. Distrofina se
agregd ca un heterotetramer la nivelul costomerelor din fibra musculara striata, de
asemenea, se asociaza la actind prin capatul N-terminal si la complexul DAG prin capatul
C-terminal, formind un complex stabil care interactioneaza cu laminina din matricea
extracelulara. Absenta distrofinei induce instabilitate celulara la nivelul acestor legaturi,
cu scurgerea progresiva a componentelor intracelulare; fapt ce rezultd in nivel inalt de
creatin fosfokinaza (CPK) determinatd la analiza biochimicd a pacientilor cu distrofie
Duchenne. Costomerele sunt atasamentele ”sub forma de coaste™ la periferia miofibrelor

adiacente sarcolemei, prezente de ambele parti ale liniei Z [22].
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Formele mai putin active ale distrofinei pot functiona in calitate de ancora sarcolemica,
insd acestea pot sa nu fie atit de eficiente ca reglatori ai portii, deoarece permit o oarecare
scurgere a substantei intracelulare. In acest mod decurge procesul in distrofia Becker
clasicd. Atit in DMD, cit si in Becker, fibra musculara treptat degenereaza, cu invazia
ulterioara a macrofagelor. Desi distructia nu este imun-mediatd, pe membranele
miocitelor distrofice sunt identificati antigeni leucocitari umani de clasa I (HLA); aceasta
particularitate determind muschii sa devind mai susceptibili cédtre atacul mediat de
limfocitele T. Hibridizarea cu anticorpi monoclonali selectivi a fost utilizata spre a
identifica limfocite T citotoxice, implicate aditional macrofagelor invadante; de
asemenea, au fost relevate complexe de atac al membranei complement-activate in
miocitele distrofice. Pe parcursul timpului, miocitele necrozate sunt substituite prin
infiltrat fibro-adipos, care clinic se manifesta ca pseudohipertrofiec a muschilor. Lipsa

unitatii functionale a muschilor determina astenie, si eventual, contracturi [22].

Alte distrofii musculare sunt cauzate de alterarea codificarii uneia dintre proteinele
complexului DAG. Locii genelor codificatoare pentru fiecare dintre proteinele
complexului DAG sunt amplasati in afara cromosomului X. Defectele genetice in aceste
proteine, de asemenea, induc alterarea permeabilitatii celulare; insa, din cauza unui
mecanism de actiune putin diferit, cit si datorita localizarii acestor proteine in corp, sunt

anumite efecte asociate, precum cele din tipul distrofiilor oculara si membru-centura [22].

in DMD, in absenta anamesticului heredocolateral sugestiv, nu este prezent nici un
indiciu deviant la nastere, iar manifestarile impotentei musculare nu debuteaza pind
copilul nu incepe a merge. Sunt notate 3 momente majore in evolutia DMD, cind pacientul
incepe a merge, cind pierde abilitatea de a se deplasa, si momentul decesului. Etapele de
dezvoltare motorie a copilului pot fi in limitele de sus a normei, sau pot fi putin Intirziate.
Uneori intirzierea poate fi cauzatd de astenia musculard inerentd, insd un component

responsabil deriva din implicarea cerebrald. Desi asocierea afectarii intelectuale in
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distrofiile musculare este recunoscuta de mult timp, initial se considera un rezultat al
oportunitatilor educationale limitate. Studiile psihometrice au relevat un coeficient al
inteligentei inferior la pacientii cu DMD, in pofida egalizarii oportunitatilor educationale.
IQ mediu la pacientii cu DMD este 85 puncte, comparativ cu 105 puncte la populatia
generald. Aditional deficitului mental, copii cu DMD nu incep a merge pina la circa 18
luni sau mai tirziu. Dupad studiul lui Dubowitz, 74% copii cu DMD au manifestat boala
catre virsta de 4 ani. Catre 5 ani boala se manifesta la toti copiii afectati, cind ei simt
dificultate pentru activitatile in relatie cu scoala (ex. urcatul scarii, miscari reciproce in

timpul activitatilor, etc.) [22].

Alte particularitati precoce includ anormalitdti ale mersului, care clasic este un mers
clatinat ("mers de rata”), cu pasi largi, si hiperlordoza coloanei lombare, mersul fiind pe
virful degetelor (mers digitigrad). Clatinarea este datorita slabiciunii in muschii gluteu
mare si gluteu mediu, si inabilitatii pacientului de a suporta postura intr-un singur picior.
Copilul inclina corpul catre cealaltd parte pentru balansarea centrului sau de greutate, iar
miscarea este repetatd cu fiecarea pas. Astenia in muschii extensori rezulta in inclinarea
in anterior a pelvisului, fapt translat clinic prin hiperlordoza coloanei vertebrale spre a
mentine postura. Copilul apoi merge digitigrad, deoarece 1i este mai usor de a ramine
vertical in pozitia echind a plantei, decit in pozitia platd; desi la aceasta etapa incad nu exista
retractia la nivelul tendonului Achilles. Treptat se observa dificultiti notabile in pasire.
Au loc caderi frecvente, fara impiedicare sau poticnire, fapt descris de pacienti ca “talpa
fiind spalata de sub picior”. Copilul apoi incepe a avea probleme la ridicare din pozitie
sezinda sau decubit, si se poate ridica in postura verticald doar manifestind semnul Gower.
Semnul Gower este o obiectivizare clasicd la examenul fizic in distrofie musculara si
rezulta din astenia muschilor proximali ai coapsei. Pentru a se ridica din pozitie sezinda
sau decubit, copilul trebuie initial sa se sprijine in coate si genunchi. Ulterior, genunchii

sl coatele sunt extinse spre a ridica corpul. Apoi, palmele si talpile sunt treptat aduse
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impreuna spre a deplasa centrul gravitational deasupra picioarelor. La aceasta etapa
copilul poate elibera pe rind cite o miina si o sprijini pe genunchi odata ce 1si tiriie piciorul
spre a ajunge in pozitie vericala. Desi semnul Gower este clasic, el nu este patognomonic,
fiind posibil in alte afectiuni cu astenie musculara proximala. Fiind inca mobil, copilul la
aceasta etapa poate deja avea deformitati minime, inclusiv rigiditatea iliopsoasului sau
tendonului Achiles. Poate fi prezentd scoliozd moderata in cazul cind copilul paseste
asimetric. Implicarea membrului superior are loc rar la inceput, desi astenia musculara in
miind poate fi evidenta la testarea fortei musculare manuale. Cind implicarea membrului
superior se manifestd in stadiile tardive ale DMD, aceasta este simetrica si odatd cu
slabiciunea distald, de obicei, urmeaza o inrautitire rapida a situatiei copilului spre

restringere la scaunul cu rotile [22].

A doua faza importanta in DMD este pierderea mobilitatii. Aceasta de obicei are loc
intre virsta 7-13 ani, unii pacienti devenind restringi la scaunul cu rotile catre virsta de 6
ani. Dacd pacientii cu distrofie musculard sunt incd mobili dupa virsta de 13 ani,
diagnosticul de DMD trebuie pus la indoiald, deoarece acesti pacienti, de obicei, au
distrofie Becker, o forma mai usoara a bolii. Conform lucrarii lui Emery, percentila 50-a
pentru pierderea mobilitatii la pacientii cu DMD este virsta de 8,5 ani, iar percentila 95-a
la 11,9 ani; percentila 99-a la 13,2 ani. Odata cu pierderea mobilitatii, de obicei urmeaza

un curs rapid progresiv de contracturd musculard sau retractie a tendonului si scolioza

[22]

DMD este o boala fatala, in care decesul survine, de obicei, in decada 3-a a vietii, in
majoritate datorita compromiterii functiei cardiopulmonare. Cel mai frecvent eveniment
incitant este o infectie respiratorie, care progreseaza extrem de rapid in pofida cursului
sau initial benign. Insuficienta respiratorie rezultantd poate usor sa apard din cauza
hipoventilatiei nocturne progresive si hipoxiei, sau din cauza unei insuficiente cardiace

acute [22].
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Alte modificari clinice in DMD includ: absenta relexelor osteotendinoase profunde in
extremitatile superioare si patela (desi reflexul achilian ramine intact chiar si in stadiile
avansate ale bolii), durere in gambe la efort (<30% pacienti), pseudohipertrofia gambelor

(60%) si macroglosie (30%) [22].

Distrofia Becker este similara DMD, insa deoarece pacientii au o oarecare cantitate de
distrofinad functionald, manifestarile distrofiei Becker apar mai tirziu si sunt mai usoare.

Pacientii supravietuiesc peste 40-50 ani [22].

Distrofia musculara Emery-Dreifuss este rard si se prezinta cu contracturi precoce si
cardiomiopatie. Prezentarea tipica implica contracturi ale tendonului Achiles, contracturi
ale flexiei cotului, contracturi ale extensiei gitului, rigiditatea muschilor paravertebrali
lombari si afectare cardiacd. Decesul poate surveni in decada 4-a sau a 5-a de viatd in

rezultatul blocului atrio-ventricular, patologie de obicei absenta la debutul bolii [22].

Distrofia musculara distald autosomal-dominanta este o forma rara aparenta catre
virsta 30-40 ani, si este mult mai frecventa in Suedia comparativ cu oricare alt stat. Acest
tip de distrofie musculara cauzeaza slabiciune usoara ce afecteazd membrele superioare

inaintea membrelor inferioare [22].

Distrofia facioscapulohumerald autosomal-dominanta determina astenia muschilor
faciali si membrului superior, diminuarea amplitudei miscarii scapulotoracice cu
instalarea deformatiei de scapule alate. Acest tip de distrofie musculard poate afecta

ambele sexe si aparea la orice virstd, desi este mai obisnuita in adolescenta [22].

Distrofia oculofaringiana autosomal-dominantd se instaleaza catre virsta 20-30 ani.
Afectarea muschilor faringieni determind disartrie si disfagie, care pot necesita miotomie
cricofaringiand paliativd. Componenta oculard determina ptozd, care poate sa un fie

evidenta pina la virsta de 50 ani [22].
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Niciuna dintre distrofiile musculare autosomal-dominante nu afecteaza longevitatea [22].

1.5. Impactul procesului patologic de baza a unei boli musculare asupra

particularitatilor regenerarii muschiului striat

Regenerarea fibrelor musculare decurge doar 1n acele afectiuni musculare in care este
prezentd necrozi. in DMD, ciclurile repetate implacabile de necroza induc activitate
regeneratorie repetitiva, insd capacitatea proliferativa a celulelor satelite treptat se
epuizeaza, si in rezultat regenerarea esucaza. Se presupune ca populatia de celule stem
miogene adulte, care sunt imortale, nu este suficientd pentru a mentine un numar adecvat
de miogeni progenitori spre a compensa ciclurile implacabile de necroza a fibrelor

musculare si a preveni pierderea fibrelor musculare.

Tabel 1.1

Bolile muschilor scheletici majore cu sau fara regenerare musculara semnificativa.

Sursa: Advances in Muscle Research [34].

Boli musculare necrotice cu regenerare Boli musculare non-necrotice, fara
regenerare
Distrofii
Duchenne Distrofia miotonica tip I si Il
Becker Distrofia facioscapulohumerala

Majoritatea distrofiilor centurii membrelor

Boli inflamatorii musculare

Dermatomiozita Miozita prin corpi inclusi

Polimiozita

Boli musculare metabolice

Boala McArdle Boli mitocondriale

Criza hipertermica maligna
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Miopatii congenitale

Deficienta de carnitin-palmitoil-transferaza Miopatia Nemaline

Boala nucleului central

Regenerated segment is of smaller caliber than the rest of the fiber

Forked fibers duc to incomplete lateral fusion of myotubes

3 Surviving sluma Q I’lclggrr\,gpa(lcd?tﬁbcr

Muliple independent fibers duc to lack of fusion of
myotubes with the surviving stump

< BT

Empty hasement membrane sleeve due to lack of rcgcncration

Fig. 1.6 Aberatii ale regenerarii fibrei musculare. Sursa: Advances in Muscle Research
[34].

in DMD acumularea progresivi a tesutului conjunctiv endomisial este o proprietate

proeminenta a carei impact asupra regenerdrii este examinata. O teorie sustine ca




acumularea tesutului conjunctiv are loc deoarece in locul esecului regenerarii, sculurile
de lamind bazala goald servesc in calitate de focare pentru depozitarea progresiva a
colagenului. In conformitate cu alti teorie, acumularea tesutului conjunctiv endomisial
este rezultatul unei activitati nalte a fibroblastilor endomisiali secundar concentratiei
inalte de cytokine fibrogene in spatiul endomisial, eliberate de macrofagi si alte celule
inflamatorii in muschiul distrofic. Nu poate fi exclusa posibilitatea operdrii ambelor
procese; iar, odata ce fibroza endomisiald extensiva este nociva pentru functia musculara,

inhibitia cytokinelor fibrogene ar putea avea valoare terapeutica [34].

Diminuarea circumferintei fibrelor regenerate (Fig.1.6) (1) este datoritd numarului
insuficient de mioblasti care genereaza un numdr mai mic decit necesar al mionucleilor in
segmentul regenerat. Acest fapt va determina un volum celular redus pentru a mentine
raportul standard al numarului mionucleilor la volumul citoplasmic. Fenomenul propriu-
zis explica prezenta fibrelor de calibru mic in DMD, unde ciclurile de necroza repetitiva
progresiv reduc numarul celulelor satelite si ’vigoarea regenerativa”. Furcarea fibrelor
musculare (2) are loc cind fuziunea laterala a miotubulilor regeneratorii nu are loc, adesea
datorita unei inlaturdri proaste a debrisului necrotic de fagocite ”lenese”, fapt atestat in
miopatiile inschemice precum dermatomiozita. Alta aberatie rara este esecul miotubulilor
regeneratorii de a fuziona cu unul sau ambele “cioturi” supravietuitoare, intrerupind
continuitatea fibrei musculare si afectind negativ generarea fortei de aceasta fibra, chiar

daca segmentul regenerat a obtinut un calibru normal [34].
1.6. Mecanismele de miogeneza ale celulelor stem hematopoetice

Celulele stem hematopoetice (HSC) exprima markerul panhematopoetic CD45
[10]. Mai multe studii au cercetat la nivel preclinic [3, 9, 28, 36, 26] si clinic [69, 35, 73]

incorporarea celulelor stem din maduva osoasd - in muschii scheletici, originea
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hematopoetica fiind argumentata de prezenta markerului CD45 in celulele selectate pentru

transplantare, obtinind rate variabile de fuziune.

Rudnicki M.A. analizeaza 3 mecanisme raportate prin care celulele stem
transplantate potential participa in miogeneza regenerativa: (1) HSC derivate din maduva
osoasa circula spre locurile de leziune musculara, unde formeaza celule musculare satelite
care efectueaza repararea tesutului; (2) celulele inflamatorii (mieloide), precum
monocitele, macrofagele si neutrofilele fuzioneaza cu o ratd mica cu miotubulii in timpul
regenerarii musculare; (3) muschii contin o populatie rezidenta de celule stem mature,

care formeaza celule satelite in conditii fiziologice [12].

: ® @
2%, P, R Hematopoietic

| stem cell
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stem cell ﬂ

Fig. 1.7 Mecanisme diferite prin care o celuld stem transplantata potential participa in

miogeneza regenerativa. Sursa: Medscape [61].




LaBarge et al. [36] a raportat progresia biologica din celulele adulte ale maduvei
osoase spre celule stem musculare mononucleate (celule satelite), si apoi spre fibra

musculara multinucleata.

Camargo et al. [14] a demonstrat ca o singurd HSC produce precursori mieloizi,
care circula spre tesutul muscular lezat si fuzioneaza cu miofibrele, proces numit
miogeneza derivatd din maduva osoasa. Rata mionucleelor donator-originare din numarul
total a constituit doar 0,03-0,076%, si acestia erau central aliniati - specific regenerarii
miogene. Autorul sustine cd intreaga activitate miogena a maduvei osoase deriva din HSC
si precursorii lor hematopoetici. Utilizind o strategie de urmarire a descendentei, studiul
demonstreaza ca miofibrele deriva din celule mieloide mature circulante, care migreaza
in conditiile inflamatiei locale spre muschiul scheletal aflat in regenerare, si se

incorporeaza stochastic in miofibrele mature [14].

Este raportat ca pina la 13% celule satelite isi au originea din maduva osoasa [14],
si ca celulele satelite pot deriva anume din celulele CD45+ la expunerea acestora la
factorii de crestere din familia Wnt [18]. Insd, dovezile istorice aratd repetat ca dupa
iradierea locald cu doze Tnalte, muschiul prezinta deficit sever si de lunga durata in crestere
si regenerare, fapt ce riguros implica ca celulele stem circulante nu pot restabili indeajuns

fondul de celule satelite, pina si in nisele ablatiate [14].

Negroni et al. [49] au identificat o fractie de celule mononucleate prezente in singele
periferic al adultilor, precursori hematopoetici/endoteliali, ce exprima markerul celulelor
stem CD133 (AC133). Aceste celule prezinta un potential regenerativ miogen in vivo mai
mare decit cel al celulelor satelite, migreaza extensiv in toata lungimea muschiului injectat
si repopuleaza nisa de celule satelite. Datorita rezultatelor promitatoare obtinute pe cobai,
a fost efectuat un studiu clinic pe 8 pacienti cu DMD spre a confirma inofensivitatea

transplantarii autologe, nefiind observate efecte adverse locale sau sistemice [75, 73].
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Pacientii tratati aveau un raport crescut de capilare per fibre musculare, cu predominarea

miofibrelor miozin-pozitive rapide versus lente [73].

Pina si celulele CD45+ rezidente in muschiul scheletic adult, in conditii de leziune

musculard, prezinta potential miogen [58].
1.7. Aplicatii clinice ale miogenezei regenerative prin celule stem hematopoetice

Celulele stem mai usor accesibile decit cele musculare (care necesita biopsie) si care
nu au fost afectate de micromediul muschiului distrofic, nici epuizate de cicluri continui
de regenerare musculara, ar fi celule candidat-perfect pentru abordarea distrofiilor
musculare [43]. Celulele stem ale maduvei osoase si singelui periferic sunt usor accesibile
si extins caracterizate, fapt ce a atasat un optimism precaut pentru aplicarea lor potentiald

in distrofiile musculare.

Scopul transplantarii celulare este substitutia tesutului sau unei populatii de celule
afectate de boald sau nefunctionale; stimularea celulelor predecesorii proprii pentru
activarea regenerdrii reparative. Se cunoaste abilitatea celulelor stem de a se integra in
structuri tridimensionale ale organismului, fapt ce asigura perspectiva utilizarii lor in

terapia de substitutie [1].

Maduva osoasa contribuie intr-o anumita masurd la regenerarea musculara. HSC
administrate intramuscular migreaza in zonele de distrofie si diferentiaza in celule
musculare. Administrarea intravenoasd a HSC, de asemenea, determind incorporarea

nucleelor lor in muschi si expresia distrofinei [78].

In mare masura, mecanismul de actiune a celulelor transplantate ramine neelucidat
pina la sfirsit si, deseori, folosirea practicd a metodei anticipeaza argumentarea stiintifica.
S-a observat cd dupa transplantarea celulard se activeaza proliferarea celulelor lojei

recipiente si restabilitea partiala a structurii si functiei organului [1].
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Desi incorporarea celulelor donor in fibrele musculare lezate are loc, procentul
celulelor grefate in muschii recipienti pare a fi sub nivelul considerat clinic-eficient la

pacientii cu distrofii musculare [59].
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MATERIALE SI METODE DE CERECETARE
2.1. Metodologia cercetarii teoretice

Studiul de revizuire a literaturii de specialitate s-a orientat catre aplicabilitatea terapiei
celulare prin HSC in regenerarea musculara. Analiza contributiei celulelor stem
hematopoeice a fost cercetata prin selectarea studiilor relevante preclinice si clinice, care
au raportat atasarea sau absenta incorpordriit HSC si precursorilor mieloizi in fibra
musculara striatd. Datoritd comoditatii prelevarii, izolarii si administrarii, fractiile
hematopoetica si mezenchimald de celule stem derivate din maduva osoasa sunt extensiv
evaluate in diverse domenii ale terapiei celulare. Din revizuire au fost excluse studiile

orientate pe contributia celulelor stem mezenchimale in miogeneza secundara.

In revista au fost incluse studii experimentale, observationale si de tip review, cautate
prin intermediul pubmed si sciencedirect, cu ajutorul accesului asigurat de proiectul

Hinari al OMS.

Studiile selectate au fost comparate dupa protocolul de studiu si evaluate critic, pentru
a interpreta rata fuziondrii HSC cu muschii gazdei, conditiille fuzionarii,
reproductibilitatea metodei prezentate; influenta metodologiei prelevarii, selectarii si
administrarii HSC asupra rezultatului; aplicarea mediilor promiogene in cultivarea
fractiilor specifice de celule stem hematopoetice; aberatiile procesului de miogeneza

reparatorie, etc.

Desi majoritatea studiilor prezente in domeniu sunt preclinice, iar modelele animale
nu reflecta perfect situatia clinica, fuziunea HSC cu fibrele musculare striate la oameni
este, de asemnea, raportata. Un factor extraordinar este eficienta clinica, cind in pofida
unui numar minor de mionuclee derivate din HSC, exista modificari clince si paraclinice
decelabile. Acest fapt ne comunica nu doar despre eficienta grefarii, dar si despre

functionalitate, deci plasticitatea si diferentierea HSC in miofibre.
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Au fost cercetate si unele studii restrinse la anumite subpopulatii de HSC, orientate
spre identificarea amprentelor genetice unice ale celulei stem hematopoetice promiogene,

dintre care s-au distins celulele CD133+, evaluate deja si la nivel clinic.

Una dintre caracteristicile bolilor ereditare este neuniformitatea distributiei lor in
diferite populatii. Astfel, incidenta si prevalenta morbiditatii prin distrofii musculare in
Republica Moldova au fost obtinute din articolul Sacara V. et al. (2012), Centrul National
de Sanatate a Reproducerii si Genetica Medicala [62], raportarea datelor cuprinzind
analiza a 1101 familii si colectarea continuu a informatiei initiata in 1991; fapt ce
determina registrul acestui studiu a fi cel mai amplu la moment in estimarea datelor

statistice privind bolile neuromusculare ereditare in RM.
Diagramele elaborate s-au efectuat prin intermediul Microsoft Office Excell 2013.
2.2. Materialul de laborator si metodologia de lucru

Pentru a cerceta grefarea HSC in muschiul striat a fost efectuat un studiu preclinic
experimental pe 6 soricei de laborator albi (specia Mus Musculus), cu virsta de 3 — 4 luni
si greutatea de 20-30g, in calitate de recipienti, si 3 soricei de aceasi specie cu virsta 8
sapt. in calitate de donatori. De la donatori s-a prelevat maduva osoasa, a fost izolata
fractia hematopoetica prin decantare, si cultivare cu separare dupa criterii morfologice.
HSC cultivate au fost administrate intravenos la soriceii recipienti, la jumatate dintre
acestia fiind creat modelul de leziune prin administrarea CTX intramuscular; iar pentru a
preveni raspunsul imun, toti recipientii au fost mieloablationati prin iradiere. Ulterior, la

analiza histologica a musgchiului tibialis anterior s-a cercetat comparativ rata mitozei.
2.2.1. Prelevarea celulelor stem hematopoetice murine

Celulele stem hematopoetice au fost prelevate din membrele superioare si inferioare
a 3 soricei de 8 saptamini, care au servit in calitate de donatori. Soriceilor li s-a aplicat

anesteziei generald prin administrarea intraperitoneala a Calypsol® [Ketamina]
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100mg/kg, Gedeon Richter si Seduxen® [Diazepam], 0,5mlL/kg, Gedeon Richter. Dupa
anestezie, au fost sacrificati prin dislocatie cervicala, sterilizati in 100mL alcool etilic 70%
timp de 3 minute. Protocolul includea: disecarea tesuturilor moi de la os cu ajutorul
foarfecelor, fracturarea femurului inferior de la capul femural, excizarea femurului si
tibiei, rezectia humerusului la nivelul axilei. Oasele au fost colectate bilateral, plasate Intr-
o cutie Petri, fiecare dintre ele au fost fin curdtite cu cite o mesa de tifon steril (pentru a
detasa tesuturile moi) si ulterior plasate intr-0 cutie Petri cu 5SmL mediu a-MEM (engl:
Minimum Essential Medium Alpha) suplimentat cu FBS 2%. S-au inlaturat epifizele
humerusului, tibiei si fermurului si s-a inserat acul (0,45mm) unei seringi de 1 mL in
cavitatea medulara, iar maduva osoasa a fost spdlatd in exterior prin injectarea a 3mL
mediu a-MEM. Cavitatile au fost spalate de 3 ori (a cite 1 mL a-MEM), pina oasele au
devenit pale. Cu o seringa de SmL s-a colectat maduva expulzata si s-a plasat in camera
de elutriere (viteza 1260G, t 25°C). Metodologia prelevarii si izolarii a fost adaptata dupa
protocolul publicat de Zhu H. et al. (2010) [83] si Bunting K.D. et al. (2008) [31].

2.2.2. 1zolarea celulelor stem hematopoetice murine

Dupd addugarea a toatd maduva osoasd colectatd in camera de decantare, s-a
colectat 100mL de mediu cu fluxul de 15mL/min, fractie inlaturata. Mentinind viteza de
rotatie constanta s-a ajustat fluxul la 25mL/min si s-a colectat 100mL mediu. Aceasta
fractie contine celule HSC. Mediul de decantare ce contine fractia 25 de celule a fost
transferat in eprubete de S0mL, iar ulterior centrifugate la 400G pentru 10 min la 4°C.

Celulele au fost resuspendate in mediul a-MEM.
2.2.3. Cultivarea celulelor stem hematopoetice murine

Suspensia celulara a fost plantata pe suport organic in flacoane de cultura celulara
monostrat, cu densitatea 1 x 108 celule/cm2, cultivate pe mediu nutritiv a-MEM cu 10%
ser bovin fetal (FBS) si 100U/mL penicilina, incubate la 37°C in 5% CO-, pe durata de 3
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zile. Numararea celulelor a fost determinata prin calcul sub microscop optic utilizind
camera Goryaev (hemocitometrul). In ziua 3-a a fost schimbat mediul cu inlaturarea
celulelor aderente si debrisului tisular, iar supernatantul - reimplantat in flacoane noi, fara
schimbarea continutului mediului. Ulterior, celulele au fost mentinute inca 4 zile in acest

mediu nutritiv, dupa care transplantate.

HSC au fost diferentiate morfologic de MSC prin faptul ca HSC cresc non-aderent
la plasic, comparativ cu MSC — care adera la placa de plastic. Sigur aceastd populatie
heterogend separata dupa caractere morfologice nu constd din HSC pure, acestea

consituind doar fractia majoritara.

Mediul a-MEM consta din aminoacizi neesentiali, piruvat de sodiu, acid lipoic,
biotina, vit.B12 (tabel 2.1). Mediul FBS (engl: Fetal bovine serum) este fractia sanguina
ramasd dupa coagluarea naturald a singelui, urmatd de centrifugare spre a inldtura

eritrocitele.
Tabel 2.1

Componentele mediului a-MEM [44]

Componente Concentratie (mg/L)
SARURI ANORGANICE

Clorura de Calciu (CaCl2) (Anhidru) 200.00
Clorura de Potasiu (KCI) 400.00
Sulfat de Magneziu (Anhidu) 97.67
Clorura de Sodiu (NaCl) 6800.00
Bicarbonat de Sodiu (NaHCO3) 2200.00
Fosfat de Sodiu-H20 (NaH2PO4-H20) 140.00
ALTE COMPONENTE

D-Glucoza 1000.00
Acid lipoic 0.20
Fenol rosu 10.00
Piruvat de sodium 110.00
AMINO ACIZI

L-Alanina 25.00
L-Arginina 105.00
L-Asparagina-H20 50.00
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L-Aspartic Acid 30.00

L-Cystina 24.00
L-Cysteina-HCI-H20 100.00
L-Glutamic Acid 75.00
L-Glutamina 292.00
Glicina 50.00
L-Histidina 31.00
L-Isoleucina 52.50
L-Leucina 52.40
L-Lysina 58.00
L-Methionina 15.00
L-Fenilalanina 32.00
L-Prolina 40.00
L-Serina 25.00
L-Threonina 48.00
L-Triptophan 10.00
L-Tirozina 36.00
L-Valina 46.00
VITAMINE

L-Ascorbic Acid 50.00
Biotina 0.10
D-Ca Pantotenat 1.00
Clorura de colina 1.00
Acid folic 1.00
i-Inositol 2.00
Niacinamia 1.00
Piridoxal HCI 1.00
Riboflavina 0.10
Thiamina HCI 1.00
Vitamina B12 1.36

2.2.4. Inducerea leziunii musculare

Studiul experimental a fost efectuat pe 6 soricei de laborator albi (specia Mus
Musculus), cu virsta de 3 — 4 luni si greutatea de 20-30g, in calitate de recipienti. La 3
dintre acesti soricei (lotul cazurilor) s-a injectat cardiotoxina (0,1 mL solutie de 10uM [10
ug/mL] CTX 1n 0,9% sol. NaCl; volumul solutiei injectabile — 1 mL) in venterul muschiul
tibial anterior sting, sub protectia anesteziei generale administrate intraperitoneal
(Calypsol® [Ketamina] 100mg/kg, Gedeon Richter; Seduxen® [Diazepam], 0,5mL/kg,
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Gedeon Richter). Cardiotoxina este o toxina citoliticd extrasa din venin de sarpe care
selectiv determina degenerescenta miofibrelor, Insa lasa intacti nervii, vasele sanguine si
celulele satelite. Din acest motiv s-a acordat preferintd metodei CTX versus criodistructie.
In studiu, pentru a induce un singur ciclu de degenerare-regenerare a miofibrelor, a fost
utilizata cardiotoxina (CTX-1) purificata din veninul sarpelui Naja nigricollis (Latoxan®,
Rosans, Franta), cu M=6827,4. Pentru control, muschiul contralateral era injectat la

acelasi animal cu sol.NaCl 0,9% (1mL).

La ceilalti 3 soricei (lotul control), nu a fost efectuatd vre-0 oarecare interventie.
2.2.5. Protocolul de iradiere

Ulterior, in ziua urmatoare (prima zi post-lezional), soriceii au fost iradiati.

Pentru mieloablatie, in ziua transplantarii, recipientii au fost iradiati cu raze gamma,
cu doza sumard de 900cGy, aplicata cu rata de 85cGy/minut iradiind tot corpul
recipientului. Protocolul a fost adaptat dupa Abedi et al. (2004) [3].

Se considera ca grefarea eficientd a HSC transplantate depinde de abilitatea HSC
donatorului de a ocupa nisa de celule stem, care este populata de HSC gazdei inainte de

micloablatie [82].
2.2.6. Protocolul de transplantare a celulelor stem hematopoetice

Peste 4 ore de la ultima doza de iradiere, S-a administrat suspensie celulara, cu
concentratia celulelor in suspensie de 10 min celule/mL si inoculata intravenos in vena
laterala a cozii la toti cei 6 soricei recipienti. Injectarea s-a efectuat cu seringa de insulina,
dupa prelucrarea cozii cu alcool etilic 70%. Inainte de injectare, soriceii au fost incalziti
sub lampa pentru a obtine vasodilatatie, iar coada a fost imobilizatd prin situarea
soricelului sub borcan, cu compresia usoara cu gura borcanului peste coada dispusa in

afara.
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2.2.7. Analiza histologica a fragmentelor de tesut muscular striat

Soriceii au fost sacrificati prin dislocatie cervicala, fiind sub anestezie generala,
dupa 4 saptamini de la transplantare. S-au prelevat muschii tibialis anterior bilateral,
efectuate sectiuni cu ajutorul microtomului (grosimea de 5p), efectuate frotiuri cu

coloratie hematoxilin-eozina (H&E).
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REZULTATE OBTINUTE SI DISCUTI|I

3.1Metode de colectare si cultivare a celulelor stem hematopoetice

3.1.1 Surse si metodele de prelevare a celule-stem hematopoetice

Se crede ca HSC pot fi gasite doar In maduva osoasd, unde decurge hematopoeza
adultului, insd au fost raportate fonduri de celule stem hematopoetice in tesuturi non-

medulare, precum muschiul striat, cord, creier, plamini si rinichi [27].

Celulele stem hematopoetice pot fi prelevate din maduva osoasa hematogena, singele
periferic sau cordonul ombilical. Fiecare dintre aceste surse asigura rezultate clinice
similare, desi utilizarea variazd in dependentd de virsta donatorului si recipientului,
indicatii si preferinta donatorului/centrului. De obiceli, la copii se prefera colectarea HSC
din maduva osoasa, la adulti se pot preleva atit din maduva osoasa, cit si din singele
periferic; 1ar colectarea HSC din cordonul ombilical depinde de disponibilitatea unitatii

compatibile in banca si absenta unui donator HLA identic [40].

Continutul cel mai inalt de HSC 1l detine maduva osoasa (1:10.000), urmat de singele
periferic (1:100.000), apoi de cordonul ombilical. Maduva osoasa poate fi aspirata din
creasta iliaca posterioara, donatorul fiind anesteziat regional. HSC circula in singele
periferic in concentratii mici, si pot fi identificate si cuantificate cu ajutorul citometriei de
flux (celulele ce exprima antigenul CD34). Administrarea factorilor de crestere
hematopoetici recombinati (cytokinele G-CSF sau GM-CSF) pacientilor sau donatorilor,
hiporegleaza moleculele de adeziune a celulelor CD-34 si le elibereaza in singele periferic,
de unde pot fi colectate prin afereza. Pentru un donator tipic, circa 24 L de singe pot fi
procesati timp de 2 zile, pentru a colecta aproximativ 500 min CD34+ celule, o populatie

de celule progenitoare bogata in celule stem hematopoetice [77, 47].
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Tabel 3.1

Diferentele esentiale intre sursele de HSC. Tradus dupa sursa: European Group for

Blood and Marrow Transplantation [40].

Maiduva osoasa » Colectarea prin anestezie generala
* Numar limitat de celule stem hematopoetice
*  Numirul mediu de celule nucleate: 2x10%/kg
»  Numirul mediu de celule CD34+: 2,8x10%kg
»  Numirul mediu de limfocite T: 2,2x107/kg

HSC mobilizate in singele » (Colectare usoara
periferic prin G-CSF = Nu este necesara anestezia generala
= Efecte adverse ale G-CSF
* Numar mare de celule
* Numirul mediu de celule nucleate: 9x108/kg
* Numirul mediu de celule CD34+: 7x10%/kg
Numirul mediu de limfocite T: 27x107/kg

Singele din cordonul » Colectare usoard si inofensiva
ombelical * Disponibilitate imediata a unitatilor crioconservate si risc
minim pentru boli transmisibile
* Nonconcordantele HLA partiale sunt acceptabile
* Numarul de celule este factorul limitant
*  Numirul mediu de celule nucleate: 0,3x108/kg
*  Numirul mediu de celule CD34+: 0,2x10%kg
*  Numirul mediu de limfocite T: 0,4x107/kg

In 1995, 3 studii esentiale au domonstrat siguranta si fezabilitatea utilizarii alogrefelor
mobilizate din singele periferic prin G-CSF. Pacientii au prezentat acceptarea prompta a

grefei, cu incidenta bolii grefei-versus-gazda similara recipientilor de maduva osoasa [40].
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Utilizarea singelui din cordonul ombilical este restrinsa la copii, deoarece cantitatea
de HSC este mica si astfel este dificil de gasit un grefon cu numar suficient de celule [65,
77]. Celulele stem din cordonul ombilical se colecteaza la nasterea fatului, si se
crioconserveaza timp indelungat, iar la necesitate se utilizeaza pentru tratamentul
donatorului [46]. Singele din cordonul ombilical are mai multe avantaje teoretice datorita
imaturitatii celulelor non-nascutilor. HSC din cordonul ombilical sunt adesea celule stem
hematopoetice primitive, care in-vivo sunt abile sa produca celule stem repopulante de
termen lung. Proprietatile celulelor din cordonul ombilical ar trebui sa compenseze
disavantajul numeric relativ mic continut intr-0 unitate de singe din cordon, prin
expansiune clonald rapida la pacientii mieloablationati. In pofida capacititii celulare
expansive a HSC cordonului ombilical, rezultatele clinice demonstreaza cd recuperarea
hematopoetica este intirziata dupa acceptarea grefarii transplantului de singele cordal, insa
se amelioreaza 1n cazul infuzarii unui numar mai mare de celule nucleate CD34+. Alt
avantaj al transplantarii singelui din cordonul ombelical este imaturitatea sistemului imun
la nastere, proprietate care diminud potentialul aloreactiv al limfocitelor si consecvent
reduce incidenta si severitatea bolii grefa-versus-gazda dupa un transplant HLA potrivit
sau nepotrivit. Aceste proprietati determina criterii mai putin stringente in selectareca HLA
potrivita a donatorului si recipientului. Studii recente au aratat ca ”doza de celule” este cel
mai important factor pentru selectia donatorilor: este necesar un minim de 3x107 celule

nucleate/kg pentru o grefare cu succes [40].
3.1.2 Tehnici de cultivare si medii de cultura

Rezultatul clinic al transplantarii HSC este inalt-corelat cu numarul de celule
administrate. La oameni, HSC recoltate, de obicei, se administreaza fara extindere sau
cultivare in prealabil pe careva medii de culturd. In cazul experimentelor preclinice, pot fi

utilizate variate medii de cultura pentru expansiune.
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Aplicatiile mediilor de cultura pentru HSC sunt: (1) expansiunea HSC prelevate din
maduva osoasa, singele periferic sau din cordonul ombilical; (2) generarea unui numar
mare de celule sanguine mature si progenitori specifici (ex. celule ertitroide,
megacariocite, etc.); (3) cultivarea de durata scurta sau lungd a HSC umane sau murine;

(4) identificarea noilor reglatori ai hematopoezei, etc. [67].

Odata ce sunt aplicate diverse protocoale de studiu preclinic pentru a demonstra
contributia si/sau originea hematopoeticd a precursorilor miogeni, fiecare cercetare s-a
axat pe anumite medii de culturi celulare pro-miogene. Mai multe studii preclinice sustine
ca celulele hematopoetice injectate in muschiul aflat in regenerare sau cocultivate cu

mioblasti aflati in diferentiere, devin miogene [18, 63].

Studiile de cultivare celulara mai vechi au raporat ca celulele stem derivate din maduva
osoasa se pot diferentia in miotubi in vitro, aratind ca astfel pot forma muschi scheletic,
fapt confirmat ulterior de Muguruma Y. et al. (2003). In cercetarea sa, Muguruma Y. et al
a utilizat o cultura de celule precursorii multipotente adulte (MAPC, engl: multipotent
adult progenitor cells) izolate din maduva osoasa a 21 voluntari sanatosi (11-47 ani).
Selectarea celulelor mononucleare derivate din maduva osoasd a fost obtinutd prin
aditionarea polizaharidului Ficoll-Paque si centrifugare, ulterior plasate cu o densitate de
1x10°%cm? pe vase de culturd acoperite cu fibronectind umana (5ng/mL) in mediul MAPC.
Celulele aderente emergente au fost extinse mentinind densitatea celulara sub 5x103%/cm?,
Dupa 2-3 sapt., celulele au fost tripsinizate, tratate cu particule imunomagnetice CD45 si
GlyA si aplicate in coloane de depletic MACS (engl: magnetic-activated cell sorting)
pentru separare. Celulele eluate, lipsite de particule inalt-aderente si de celule de
dimensiuni mari, precum si de celule hematopoetice reminiscente, au fost plasate a cite
10 celule per diviziune in placi de microtitrare cu 96-diviziuni, acoperite cu fibronectina,
si extinse la o densitate de 0,5-3x10%/cm?. Pentru studiul diferentierii musculare, 0,5-

1x10%cm? MAPC la 25-30 dublari populationale au fost plasate in mediu de cultura pentru
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MAPC continind 5% ser bovin fetal, 10ng/mL bFGF (engl: basic fibroblast growth
factor), 10ng/mL VEGF (engl: vascular endothelial growth factor), si 10ng/mL IGF-1
(engl: insulin-like growth factor 1). Celulele au fost lasate a conflua si au fost cultivate
pentru 2 sipt. cu schimbarea mediului la fiecare 4 zile. In a 14-a zi, celulele au fost fixate
cu 4% paraformaldehida si colorate pentru markeri miogeni. Pentru a efectua
imunocoloratie, initial a fost blocata atasarea nespecifica a anticorpilor prin incubarea
celulelor cu 5% ser de la animalele la care anticorpii secundari erau crescuti. Pentru
coloratia proteinelor celulare si nucleare s-a adaugat 0,01% triton-X-100. Celulele au fost
incubate peste noapte la 4°C cu urmatorii anticorpi primari in concentratiile indicate:
MyoD (5,8A, 1:20) si miogenin (F5D, 1:200); miozina scheletica (MY-32, 1:1600), a-
actind (EA-53, 1:800) si desmina (DE-U-10, 1:40). Atasarea specifica a anticorpilor
respectivi a fost vizualizata ca produs cu reactie maro a substratului peroxidazic 3, 3'-
diaminobenzidin utilizind setul ABC sau ca semnale fluorescente. MAPC incubate in
mediul anterior-descris, ~ in ziua 10-a se observa transformarea lor in vitro in miotubi,
care se colorau pozitiv pentru a-actina si miozina scheletica, si au demonstrat prezenta
miofibrelor striate in citoplasma. A fost examinatd experesia markerilor muscular-
specifici in cursul temporal, astfel in ziua 4-a celulele mononuleare deja exprimau MyoD,
frecventa fiind maxima in ziua 7-a (28-40%), ulterior exprimind declin. Ulterior a urmat
cresterea numericd a celulelor mononucleare si tubilor multinucleati ce exprimau
miogenind, o-actind si miozind scheleticad. Proportia miotubilor multinucleati pozitivi
pentru markerii mentionati a variat in cimpurile examinate in diapazonul 10-42%.
Proliferarea in situ a celulelor mononucleare pozitive pentru MyoD si fuziunea
subsecventa a acestora a format miotubi multinucleati. Pentru investigarea grefariit MAPC
si diferentierii in muschi matur in vivo, in studiu au fost injectate MAPC nediferentiate
sau MAPC tratate In conditii miogene, in muschii tibialis anterior aflati in regenerare a
murinelor. Initial, in MAPC a fost transdusda gena EGFP (engl: enhanced green

fluorescent protein). Celulele transduse erau abile de a forma tubi multinucleati care se
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colorau pozitiv pentru desmind, o-actind si miozind in vitro. La injectarea MAPC
nediferentiate, pe sectiunile histologice au fost observate putine celule EGFP-transduse.
Rezultatele analizei Southern blot erau consistente cu observatia histologica. Totusi aceste
celule EGFP-pozitive erau limitate in tesutul cicatricial si nu exprimau markeri miocitari.
In contrast, 9 sipt. dupi injectarea intramusculard a MAPC tratate in conditii miogene,
numeroase celule mononucleare EGFP-pozitive erau depistate la periferia muschiului
aflat in regenerare. Prezenta genei EGFP a fost confirmatd prin analiza Southern blot.
Important era faptul ca celulele ce exprimau EGFP s-au colorat pozitiv pentru a-actina si
miozind. Mai mult ca atit, in animalele sacrificate peste 27 sapt., aceste celule
mononucleare EGFP-expresante au fuzionat impreund si au format miotubi, in care
alinierea proeminentd a o-actinei si miozinei era clar vizualizatd prin coloratie
imunofluorescentd. Aceste rezultate indicda ca MAPC umana se poate grefa si diferentia
in miotubi maturi in vivo. In plus, eficienta grefarii este mult crescuti prin pretratarea

MAPC 1n conditii miogene clinic aplicabile [45, 51].
3.1.3 Modalititile de administrare a celulelor stem hematopoetice la om

Administrarea HSC la om a fost cercetata prin injectare intravenoasa si intramusculara.
Totusi, rata incorpordrii acestora in fibre musculare ramine mica. Administrarea
intramusculara directd asigurd grefare de pind la 12%, sugerind ca limitarea in grefarea
miofibrelor poate fi datoratd pierderii celulelor urmind livrarea sistemica sau inabilitatea

celulelor de a trece bariera vasculara [51].

Pentru a depista efectul terapeutic al transplantdrii celulelor stem din singele
cordonului ombilical asupra regenerarii musculare si expresiei distrofinei in DMD, Zhang
et al. au efectuat transplantarea acestor celule prin injectare intravenoasa la un baietel de
12 ani cu DMD, confirmat prin analiza genetica. Profilul biochimic inclusiv creatinin-

kinaza (CK), exonul deletionat al genei DMD, muschii regenerati si expresia proteinei
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distrofina, functia locomotorie a copilului cu DMD au fost evaluate regular. Rezultatele
aratau ca la diferite intervale post-transplantare, ADNul singelui periferic a aratat ca
genotipul sau era complet acelasi ca al donatorului. La 60 de zile, analiza genelor DMD
prin PCR a aratat cd gena defecta DMD (ce continea o deletie in exonul 19) era corectata
prin transplantarea celulelor stem din cordonul ombilical. La 75 zile, biopsia muschiului
gastrocnemian a aratat prezenta mioblastilor si cresterea tubilor musculari. Expresia
distrofinei era slaba. Analiza ADN a aratat ca gena donatorului reprezenta 1-13% din
ADN. Nivelul seric al CK bdiatului a diminuat de la 5735 U/L catre 274 U/L. In final,
peste 100 zile, examenul fizic a relevat ameliorare in miinile si picioarele pacientului.
Sumar a fost concluzionat ca terapia DMD cu transplantarea HSC din singele cordonului
ombilical alogen poate restabili functia hematopoetica, diminua nivelul seric al CK, reface

distrofina In muschi si ameliora functia locomotorie [35].

In pofida dovezilor variate ce demonstreaza potentialul terapeutic al celulelor stem
derivate din maduva osoasa in tratarea afectiunilor musculare genetice, unele studii arata
inversul. Lapidos et al. (2004) a raportat ca urmind transplantarea celulelor stem derivate
din maduva osoasa la soricei -sarcoglican—/—, in pofida grefarii semnificative in tesutul
muscular al gazdei, s-a format un nivel insuficient de miofibre 6-sarcoglican+ pentru a
salva fenotipul patologic. Aditional, c¢ind fractia hematopoeticd a maduvei spinarii a fost
utilizatd in tratarea ciinilor distrofici, nu a fost obervata reconstituirea expresiei distrofinei
asupra nivelului precedent, desi celulele au fost mobilizate cu administrarea G-CSF

anterior injectarii [39, 51, 20].
3.2Rezultatele studiului pe animale de laborator

Dupa 4 sapt. de la transplantare HSC, la analiza histologica a frotiurilor preparate

prin microsectionarea muschilor tibialis anterior si coloratia H&E s-a evidentiat o ratd a
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mitozei majord in recipientii cu leziune musculard CTX-indusa, versus recipientii fara

leziune.

Nu am putut aprecia originea celelelor implicate iIn miogeneza reparatorie, sau
estima grefarea HSC in muschiul striat; Insd metoda a permis a determina cresterea ratei
nucleelor situate central (mitozei) in miofibrele striate postlezional. Se presupune originea

HSC, odata ce in urma iradierii nisa de celule satelite este ablationata.

3.3Morbiditatea prin distrofii musculare in Republica Moldova

Tabel 3.1
Spectrul distrofiilor musculare ereditare in Republica Moldova [62]
Forma nosologica Modul de transmitere | Numarul de pacienti Cota in structura bolilor
ereditara ereditare ale sistemului
nervos, %
Miodistrofie AD, AR 21 1,5
facioscapulohumerala
(Landouzy-Dejerine)
Miodistrofia membru- AR 157 11
centrura
Miodistrofia XL 234 16,5
Duchenne-Becker
Distrofie miotonica AD 24 1,7

Studiul epidemiologic descriptiv a Secara V. et al. [62], a raportat morbiditatea prin
patologii neuromusculare ereditare, inclusiv distrofii musculare, in Republica Moldova,
inregistrind 412 pacienti cu distrofie musculara progresiva, estimind astfel prevalenta de
11,5 cazuri la 100.000 populatie. In urma studiului clinic si electromiografic efectuat la

600 pacienti cu boli ereditare neuromusculare, ce locuiesc in R.Moldova, potrivit
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registrului genetic, patologiilor ereditare neuromusculare revin 58%, cu o prevalenta de
2,35:100.000 locuitori.

Distrofiile musculare X-linkate, anume Duchenne si Becker, au fost raportate 234
cazuri, cu frecventa de 6,11:100.000 populatie. La toti acesti pacienti s-a determinat
cresterea concentratiei de creatinkinaza de 6-20 ori comparativ cu norma, iar studiul EMG

a indicat nivelul primar de afectare musculara.

Formele autosomal-recesive a miodistrofiei membre-centrura sunt cel mai des
intilnite la adolescenti. Prevalenta in RM a fost estimata a fi 4,4:100.000 persoane, fiind
depistati 157 pacienti, cu virsta cuprinsi intre 6-35 ani. In majoritatea cazurilor cursul
bolii a fost lent, iar 5 femei au nascut copii sandtosi. Forma autosomal-recesiva Leiden-
Mobius a fost stabilita la 3 pacienti, boala progresind rapid cu imobilizarea instalata la

virsta de 7-10 ani si dezvoltarea deformatiilor.

Forma facioscapulohumerald a fost determinatd la 21 pacienti, ce corespunde
prevalentei de 0,58:100.000 populatie. A fost raportat un polimorfism genetic si clinic
deosebit in cadul acestui grup, cu depistarea mai multor tipuri de raspindire a atrofiei. La
citeva persoane atrofia a debutat cu muschii faciali, ulterior muschii regiunii deltoide si
bratului. In 2 cazuri boala a debutat in copilirie si avea curs progresiv antrenind in
procesul de atrofie muschii faciali, bratelor, ulterior cu extindere pe muschii toracici,

abdominali, pina la membrele inferioare.

Desi in Republica Moldova distrofiile musculare par a avea o prevalentd minora,
cu siguranta faptul se explica prin ’hipodiagnostic”, odata ce este o rata incomparabil de
mica pentru prevalenta internationala la nastere: Duchenne 1:3500 (2,9:10.000) baieti
nou-nascuti; Becker 1:18.518 (0,5:10.000) baieti nou-nascutii [22, 15], chiar comparind

cu prevalenta in rindul sexului masculin in citeva state: Estonia (DMD 12,76 x 107 baieti
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sub 20 ani) [72]; Japonia (DMD 29,2 x 10" barbati) [33]; Olanda (DMD 23,7 x 10 baieti
nou-nascuti anual; prevalentd 5,4 x 10 barbati) [76]. Un alt factor este latenta intre

debutul bolii si stabilirea diagnosticului definitiv, care peste hotare a fost raportata a fi in

mediu 4,9 ani [16].
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CONCLUZII

1) Aplicabilitatea celulelor stem hematopoetice in terapia celulara a distrofiilor
musculare rdmine disputabild; desi in pofida ratei variabile de grefare,
functionalitatea si eficienta clinico-paraclinica este semnificativa.

2) Desi ramine evaziva identificarea celulei stem hematopoetice optime pentru
regenerarea musculard, s-au facut pasi enormi in identificarea markerilor celulari
specifici ce asigura grefare Tnalta, chiar si la nivelul studiilor clinice.

3) Rata fuzionarii celulelor stem hematopoetice transplantate cu miofibrele striate ale
gazdei este inalt dependenta de fractia, cantitatea si modul de administrare a

celulelor stem, prezenta leziunii musculare, imunocompetenta gazdei.
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