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Summary 

The oncogenetic security in mesenchymal stem cells cultivation 
The article summarizes recent data concerning developing of the new strategy – genetic 

instability monitoring techniques in the cultures of human mesenchymal stem cells.  Stem cells 
are characterized by their self-renewal ability and high differentiation potential. Described 
methods detect cell senescence in culture and evaluate changes associated with moderate 
telomere shortening and characterized by cell cycle arrest, mutations in genes responsible to 
apoptosis, and cancer-associated genes p53, p15, Rb, NF-kB, Myc and repair machinery.  
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Actualitatea  
Termenul de celule stem (CS) defineşte o populaţie de celule-precursoare tisulare sau 

celule puţin diferenţiate ce circulă în sînge, ce posedă capacitatea de autoregenerare şi 
diferenţiere în componenţii celulari ai diferitor ţesuturi. În ultimul timp apare tot mai multă 
informaţie despre utilizarea cu succes a transplantării CS în cazul tratamentului maladiilor 
maligne ale sîngelui, maladiilor neurodegenerative, autoimune [1, 14]. 

Celulele stem mezenchimale (CSM) (stem stromale) se consideră unul din cele mai de 
perspectivă tipuri de material autolog pentru terapia celuleră şi ingineria tisulară. Începutul extins 
al experimentelor clinice a metodelor terapeutice cu CSM se explică printr-un şir de caracteristici 
(Tab. 1). 

O părere unică în privinţa expresiei 
markerilor nu există, nu sînt descrişi  şi 
markerii unicali ai CSM. Totuşi 
majoritatea cercetătorilor descriu aceste 
cellule ca SH-2, SH-3, SH-4, STRO-1, 
Sca-1, Thy-1, CD44, CD29, CD71, 
CD106, CD120a, CD124 – positive şi 
CD34, CD45 – negative. 

 
Posibilităţile aplicării metodelor 

terapeutice cu CS în scopurile medicinii 
regenerative pun probleme serioase ce ţin 
de controlul calităţii şi siguranţei, în 

primull rind – oncogenice, obţinute pe baza lor a culturilor celulare. Întrebarea ce ţine de 
securitate oncogenă  a celulelor stem mature, în general, şi mezenchimale, în particular, rămîne 
nestudiată, dar foarte actuală, importantă şi determinînd viitorul medicinii regenerative. Asupra 
potenţialului risc cancerogen ale CS umane mature după transplantarea lor indică faptul, că ele 
expresează markerii comuni cu CS embrionale şi multiple linii maligne. 

Descoperirile revoluţionare ale biologiei moleculare şi celulare în genomică şi proteomică 
permite de a aborda sistematic examinarea problemei ce ţine de asigurarea calităţii culturilor 
celulare, obţinute in vitro. La aceste descoperiri se poate atribui fenomenul apoptozei ca moartea 
genetic programată a celulelor, dependenţa potenţialului proliferativ al celulelor de vîrsta lor 
(efectul lui Heiflic), lungimea telomerelor şi activitatea telomerazei, stresul oxidativ cu acţiune 
deterioratoare a formelor active ale oxigenului asuprae membranelor şi moleculelor de ADN, 
genele şocului termic şi controlul de către ele a sintezei proteinelor antistresoare, anticorpii 
monoclonali utilizaţi la fenotiparea subpopulaţiilor de limfocite distincte funcţional, pluripotenţa 

Proprietăţile generale ale CS mezenchimale 
mature  
Capacitatea înaltă de proliferare 

Abilitatea deosebită de adeziune 
Structură similară cu a fibroblastelor  

Formarea coloniilor în culturi 
Polipotenţa genomului 

Compatibilitatea imunologică completă 

Posibilitatea de stocare a celulelor proprii până 
la îmbolnăvire. 
Constitirea unei banci familiare de celule stem 
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CS, instabilitatea genomului cu mutaţii ale ADN-ul mitochondrial, metilarea ADN-ului şi 
acetilarea histonilor [22]. 

 Imunofenotiparea celulelor. Celulele CD133+ au fost descrise ca CS ale organismului 
matur în anul 1997. Ele se expresează pe celulele hematopoietice imature şi celulele progenitoare 
şi nu există pe celulele mature, diferenţiate ale sîngelui. Ultimile date literare ştiinţifice descriu 
potenţialul oncogen al celulelor CD133+. S-a constatat, că  aceste celule au o capacitate înaltă de 
dividere şi expansiune in vitro, ce a permis de a fi considerate drept una din cele mai timpurii 
populaţii stem în organismul matur al omului. Există o serie de lucrări, ce descriu fenomenul 
apariţiei din CD133+ a celulelor umane, ce confirmă teoria participării acestor celule în 
cancerogeneză şi relevă, că aceste celule sînt cele mai “tinere” în organismul uman şi posedă  
caracter stem deosebit de exprimat [12]. 

În afară de CD133+, la rolul marker a fost propus antigenul de suprafaţă CD30+, care se 
referă la familia de receptori ai factorului necrozei tumorale şi asigură protecţia celulelor de 
declanşarea căilor apoptotice (deci, este responsabil de supravieţuirea lor). S-a demonstrat, că 
expresia acestui receptor este caracteristică numai celulelor transformate. Modificările în celulele 
cultivate prezentau în sine duplicarea părţii braţului lung al cromozomului 1, trisomia 
cromozomului 12 etc. Expresia markerului CD30+ este posibil legată de procesele adaptive şi 
constituie o reacţie rapidă de răspuns  la stres în defectele genetice [10]. 

Este cunoscut, că la cultivarea îndelungată celulele pot suferi modificări fenotipice şi 
genotipice considerabile. Cauzele acestei instabilităţi rămîn pînă acum neclare. Astfel, 
evidenţierea biomarkerilor (sau grupelor de markeri), ce caracterizează instabilitatatea genetică a 
liniilor celulare ar simplifica considerabil analiza lor şi ar permite de a modifica metodele de 
cultivare pentru o mai bună susţinere a stabilităţii genomului celular.  

Experimentele clinice cu aplicarea terapiei celulare se efectuiază în diferite ţări, şi în 
prezent cea mai răspîndită metodă pentru depistarea instabilităţii genetice a celulelor rămîne 
cariotiparea. 

Cariotiparea. Se disting modificări numerice şi structurale ale cariotipului. La cele 
numerice se referă mărirea numărului de cromozomi sau pierderea cromozomilor. Celulele cu 
numărul modificat de cromozomi se numesc celule aneuploidie. Modificările de structură sînt 
prezentate de translocaţii (t) – translocarea unei secţiuni a cromozomului; deleţii (del) – 
pierderea materialului cromozomial sau inversii (i) – răsucirea segmentului în limitele unei 
cromozom la 180o [18]. 

Analiza cariotipului CSM la studierea transformării  spontane a celulelor stem umane 
mature în cazul cultivării îndelungate, prezentată de Rubio D., Garcia-Castro J., Martin M. şi 
coaut., a arătat trisomii, tetrapploidii şi/sau reconstrucţii cromozomiale. Aceste modificări, 
inclusiv translocaţiile între cromozomii 3 şi 11, reconstrucţiile în interiorul cromozomului 5, 
trisomia cromozomului 8 şi apariţia izocromozomului 8, nu au fost întîmplătoare şi succesive 
[23]. 

Tabelul 2 
Principalele anomalii cromozomiale caracteristice celulelor cu potenţial malign [18] 

Anomaliile cariotipului 
Frecvenţa  

(%) 
Anomaliile 
cariotipului 

Frecvenţa 
(%) 

t (9; 22) (q34; q11) 
t (15; 17) (q22; q21) 
t (4; 11) (q21; q23) 

del (6q) 
i (16) 

t (1; 19) (q23; p13) 
t (8; 14) (q24; q32) 

+8 

18 
12 
10 
9 
8 
6 
6 
5 

del/t (11q23) 
del (7q) 

t (8; 14) (q24; q11) 
i (7q) 

t (1; 3) (p36; q21) 
+20 
-20 

del (9) (p21-22) 

4 
4 
2 
2 
1 
1 
1 
1 
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O importanţă deosebită are valoarea prognostică a analizei cromozomale în transplantarea 
culturii celulare pacienţilor. Este bine cunoscut faptul că, şi populaţiile de celule foarte maligne 
posedă cariotip normal sau fără modificări evidente, şi ades celulele tumorale posedă modificări 
genetice ascunse, de regulă clonale [13, 18]. Cauza poate fi activitatea mitotică joasă, inserţiile 
mici (submicroscopice), ce determină vizualizarea la analiza microscopică doar a metafazelor 
normale. Astfel, concluzia despre calitatea culturii celulare cu cariotip normal poate fi făcută 
numai după analiza molecular-genetică. 

Analiza molecular-genetică. Statistica epidemiologică a permis de a determina, că în  
medie pentru transformarea celulei normale în una tumorală sînt necesare de la 3 pînă la 7 
evenimente spontane independente. Ca şi tote celulele ce se divid intens în organism, celulele 
stem suferă 109 mutaţii spontane pe nucleotid, ce constituie aproximativ 10-5 greşeli pe genă în 
fiecare generaţie [15]. Timp de 24 ore în celula umană au loc de la 5000 pînă la 10000 
depurinizări. Înacelaşi timp, resturile citozinei şi adeninei pot fi supuse dezaminării spontane, cu 
o frecvenţă de aproximativ 100 cazuri pe genom timp de 24 ore [20]. Se consideră, că sistemul 
de reparare completamente face faţă problemei de acumulare a greşelilor în regiunile 
codificatoare ale genelor. Dar în cazul leziunilor anumitor verigi sistemele de reparare a celulei 
devin vulnerabile la acţiunea unor agenţi fizici şi chimici. Dividerile limitate a aşa celule-
mutante şi activitatea sistemului enzimelor de reparaţie permit susţinerea practic nemodificată a 
particularităţilor culturii în general, cu excepţia mutaţiilor, ce contribuie la o supravieţuire mai 
bună şi influenţează dividerea celulară. Este necesar de evidenţiat următorul aspect deosebit de 
important – în organism celulele mutante sînt eliminate de sistemul imun, pe când în culturile 
celulare acest mecanism este prezent. 

Creşterea clonelor CS în cultură şi apariţia mutaţiilor depinde de mulţi factori, în primul 
rînd de condiţiile de cultivare, componenţa mediului, alegerea factorilor de proliferare, care sunt 
şi principalele cauze ale instabilităţii genetice a culturii celulare [16, 18]. 

Pentru analiza genomului celulelor, crescute în cultură, propunem utilizarea următoarelor 
modalităţi de abordare, fiecare din ele independent evidenţiază modificările în ADN-ul celular, 
starea celulei şi parţial poate servi ca marker al instabilităţii genetice a culturii. 

O proprietate importantă a celulei neoplazice o constituie expresia oncogenelor şi 
inactivarea supresorilor tumorali, ce duc la diminuarea abilităţii de a induce apoptoza, 
instabilitate genetică, blocarea diferenţierii celulare, stimularea angiogenezei, dispariţia 
îmbătrînirii replicative sau imortalitatea celulei. 

Un anumit interes îl prezintă telomeraza – enzimă, care reconstruieşte telomerul scurtat. 
Este demonstrat, că telomerii celulelor somatice se scurtează atît în procesul ontogenezei in vivo, 
aît şi în timpul cultivării in vitro. Gena telomerazei este situată pe braţul scurt al cromozomului 
5, şi modificarea expresiei acestei gene este legată de reconstrucţiile în interiorul cromozomului, 
ce au loc în timpul cultivării. Totodată, scurtarea telomerului constituie nu numai un indiciu al 
dividerilor celulare, dar şi al proceselor mutaţionale, deoarece telomerii scurţi declanşează 
îmbătrînirea ca răspuns la stresul oxidativ şi mutaţiile nereparate. Deoarece reactivarea 
telomerazei constituie caracteristica universală a celulelor tumorale (85%), măsurarea nivelului 
activităţii telomerazei este important în determinarea apariţiei crizei, ce se caracterizează prin 
creşterea instabilităţii genetice a celulelor [23]. 

La momentul actual sînt identificate cîteva zeci de gene, inactivarea căror duce la apariţia 
celulei cancerogene. Majoritatea din ele, reglînd ciclul celular, apoptoza sau reparaţia ADN-ului, 
previn acumularea mutaţiilor în celule. La markerii molecular-genetici ai creşterii tumorale şi 
progresiei urmează de atribuit mutaţiile punctiforme în regiunile codificatoare şi reglatoare ale 
genelor, amplificarea oncogenelor, pierderea anumitor alele şi locusurilor genelor în urma 
deleţiei şi reconstrucţiilor cromozomiale, modularea expresiei genelor la nivelul transcripţiei şi 
translaţiei. 

Unele din cele mai interesante exemple de dereglare genetică servesc mutaţiile punctiforme 
a următoarelor familii de gene: 
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 Ras – protooncogene – mutaţiile se depistează în codonii 12, 13, 61 a genelor K-ras, N-
ras, H-ras, corespunzător. 

 p53 – supresorul tumoral multifuncţional – mutaţiile sînt prezentate în esenţă de misens-
mutaţii, cu o frecvenţă mai mare în codonii 175, 245, 248, 249, 273, 282 (aşa numitele puncte 
fierbinţi). Încă o particularitate a mutaţiilor p53 în celulele tumorale o constituie faptul, că ele 
spre deosebire de mutaţiile altor supresori tumorali frecvent sînt heterozigote. 

Rolul deosebit al modificărilor genetice, adică modificări în structura genelor, este 
indubitabil. În ultimii ani s-a acumulat material, ce ne vorbeşte despre aceea, că un rol nu mai 
puţin important în fenomenul instabilităţii genomului îl joacă modificările epigenetice, deci, 
modificări ce nu ating structura internă a genelor, dar determină dereglarea activităţii lor, care de 
asemenea induc modificări genetice. O trăsătură caracteristică a celulelor transformate in vitro o 
constituie dereglarea echilibrului metilării ADN-ului. Disechilibrul se manifestă prin 
hipermetilarea aberantă a zonelor promotoare a genelor, implicate în procesul de oncogeneză şi 
micşorarea nivelului metilării celeilalte părţi a genomului. Metilarea ADN-ului reprezintă un 
biomarker preţios pentru diagnosticarea precoce a cancerogenezei. Un şir întreg de gene, 
implicate în cancerogeneză, se inactivează prin metilare – p14, p15, p16, p53, p56, NF-kB, Rb, 
c-myc,Arf, Wnt7 etc. Determinarea nivelului expresiei  menţionate anterior constituie un marker 
suplimentar al aprecierii stării celulei. Astfel, este evidentă importanţa corelaşiilor dintre 
modificările genetice şi epigenetice în celule, transformate în timpul cultivării. 

Îmbătrînirea celulei este legată de scurtarea telomerului, datorită pierderii activităţii 
telomerazei, şi stoparea ciclului celular. Pe parcursul cultivării celulelor, într-un moment anumit 
inevitabil apare „criza” (stoparea) ciclului celular (faza M1). Recent în celulele umane a fost 
depistat fenomenul ocolirii spontane a „crizei” stopării ciclului celular şi scurtarea 
cromozomului. Mecanismele „ocolirii” acestui proces inevitabil determină dobîndirea 
imortalităţii (pe fondalul telomerilor scurtaţi), apariţia aberaţiilor cromozomiale şi 
cancerogenezei. În final, acumularea mutaţiilor cromozomiale inevitabil induce apoptoza (faza 
M2). Logic ar fi fost de presupus existenţa unui atare fenomen şi în CS mature, capabile să se 
dividă de cca 20-30 ori şi să existe în cultură pînă la un an. Particularitatea imortalităţii direct 
este legată de lungimea telomerului şi caracteristică pentru CS embrionare şi cancerogene. 
Activitatea telomerazei în CSM umane, în opinia unui şir de autori, este nedectabilă [10]. A fost 
arătat, că în timpul expansiei CSM umane in vitro, se observă scurtarea telomerului, ce posibil 
este legat de ocolirea fazei M1. 

Figura 2 reflectă comportarea celulelor şi relaţia reciprocă între îmbătrînirea celulară, 
apoptoză şi cancer. 

Este necesar de menţionat, că există dovezi, că CS, obţinute de la donatorii maturi sunt cu 
mult mai sensibile faţă de transformările genetice, legate de vîrsta donatorului. Sunt demonstrate 
corelaţii directe între vîrsta donatorului şi calitatea culturii celulare obţinute. Astfel, este necesar 
de a efectua evaluarea nu numai a celulelor cultivate ale donatoruluui, dar şi a ADN-lui din 
sîngele lui, pentru a stabili prezenţa mutaţiilor în celulele organismului. Lipsa modificărilor în 
sîngele periferic va releva caracterul de novo al mutaţiei.  

O direcţie de perspectivă este stabilirea markerilor specifici a CSM, care va permite 
separarea populaţiei curate de celule fără cultivarea prealabilă. Astfel, se vor crea premisele 
evitării riscului oncotransformării celulelor datorită eliminării etapei de cultiver.  

Actualmente are loc acumularea intensă a cunoştinţelor teoretice şi practice pentru 
utilizarea CS în diferite domenii ale medicinei. În centrele medicale mari ale universităţilor de 
prestigiu din lume s-au început aplicarea clinică a CS pentru tratarea diferitor maladii (infarctului 
miocardic, bolii Parkinson), care conform aprecierii specialiştilor FDA, va fi deosebit de intensă 
în medicina regenerativă nu mai devreme de anul 2010. 
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Relaţia reciprocă între îmbătrînirea celulară, apoptoză şi cancer în stresul oxidativ [16]. 
 
                    in vitro                                                                                           in vivo 

 
Figura 2 

Concluzii 
Problema corespunderii îmbătrînirii celulare in vitro este principial importantă, întrucît se 

presupune, că îmbătrînirea replicativă (celulară) însăşi duce la sporirea sensibilităţii faţă de 
cancerogeneză. Liniile CS, susţinute in vitro, sînt expuse modificărilor genetice şi epigenetice şi, 
în consecinţă, trebuie atît monitorizate minuţioase în timpul cultivării, cît şi supuse unei analize 
detaliate în timpul utilizării in vivo în scopuri terapeutice. 

Datele obţinute impun necesitatea studierii potenţialului cancerigen al culturilor celulare 
înaintea aplicării clinice a protocoalelor terapiei celulare. Următoarele metode sunt imperative: 
1. Cariotiparea citogenetică a celulelor pentru studierea ploidiei, prezenţa aberaţiilor 

cromozomiale. 
2. Analiza-molecular genetică. 

 Determinarea lungimii telomerului şi a activităţii telomerazei. 
 Determinarea nivelului de metilare a oncogenelor c-myc, genei wnt-7, p16, p56, genelor 

factorului de creştere IGF2. 
 Determinarea polimorfizmului şi mutaţiilor la oncogenele enumerate mai sus, supresori şi 

protooncogene. 
3. Descrierea imunofenotipică a celulelor – determinarea CD133++, CD30+ a celulelor. 
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