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(57) Rezumat:
1
Inventia se refera la  medicina
experimentald, medicina regenerativa si poate
fi utilizatd pentru tratamentul cu celule stem al
leziunilor pemfigus-like.
Esenta inventiei constd 1n aceea ca Se
administreazd celule stem mezenchimale

2
alogene intraperitoneal, in dozi de 1x10%/kg/zi,
zilnic, timp de 4 saptamani.
Revendicari: 1
Figuri: 3



(54) Method for treating pemphigus-like lesions

(57) Abstract:
1

The invention relates to experimental
medicine, regenerative medicine and can be
used for treating pemphigus-like lesions with
stem cells.

Summary consists in that allogenic
mesenchymal stem cells are administered

2
intraperitoneally, in a dose of 1?10 /kg/day,
daily, for 4 weeks.
Claims: 1
Fig.: 3

(54) MeToa 1le4eHHs1 IMy3bIPYATKONMOA00HBIX MOPaKEHU I

(57) Pedepar:

Uzo0perenue OTHOCHTCS K
IKCIIEPUMEHTAITLHOM MEUIIIHE,
pEreHEPATUBHOU MEHUIMHE U MOXET OBITh
UCIIOJIb30BAHO JIJISI  JIEUYEHHS CTBOJIOBBIMH
KJIETKAMH My3bIPYaTKOMOM00HBIX TOPaKEHHH.

CyIHOCTh COCTOMT B TOM, YTO BBOJIST
AJJIOTEHHbIE  ME3CHXUMAJIbHBIE  CTBOJIOBBIE

2
KJIETKH BHYTPUOPIOIIMHHO, B Jo3e
1?10%/kr/cyTkn, exenHeBHo, B TeueHue 4
HeJIeNb.
I1. popmymsr: 1
@ur.: 3
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Inventia se refera la medicina experimentald, medicina regenerativa si poate fi
utilizata pentru tratamentul cu celule stem al leziunilor pemfigus-like.

Sunt cunoscute metode de tratament al pemfigusului-like, prin aplicarea
preparatelor glucocorticoide pe modele de animale, la care s-a modelat pemfigus
vulgar prin transferul adoptiv de splenocite imunizate Dsg3 sobolanilor Rag2 [1].

Dezavantajele acestei metode constau in aceea ca rezulatele utilizarii
preparatelor glucorticoide (metil-prednizolon 100 mg/kg corp) pe model de soareci
nu a demosnstrat un efect imunosupresiv asa cum s-a aratat la animale, care in urma
terapiei cu metil-prednizolon au continuat si dezvolte leziuni cutanate pemfigus-like
noi §i au scazut in greutate.

Problema inventiei consta in tratarea leziunilor pemfigus-like la sobolani prin
aplicarea metodei noi cu celule stem mezenchimale osteomedulare alogene.

Esenta inventiei constd in aceea ca se administreazad celule stem mezenchimale
alogene intraperitoneal, in doza de 1x10%/kg/zi, zilnic, timp de 4 sdptdmani.

Avantajele acestei metode constau 1n faptul ca utilizarea celulelor stem
mezenchimale osteomedulare alogene la sobolani cu leziuni cutanate pemfigus-like
a aratat eficacitatea ceea ce a fost demonstrat prin stoparea aparitiei leziunilor
cutanate pemfigus-like noi, relevate prin scaderea scorului leziunilor, adaugarea in
greutate a animalelor, méarirea concentratiei componentului C3 al complementului in
serul sangvin al animalelor si imbunatatirea starii emotionale a animalelor aratate
prin indicele de activitate.

Rezultatul constd in stoparea aparitiei leziunilor cutanate pemfigus-like noi,
relevate prin scdderea scorului leziunilor, adaugarea in greutate a animalelor,
marirea concentratiei componentului C3 al complementului in serul sangvin al
animalelor §i imbunétatirea starii emotionale a animalelor ardtate prin indicele de
activitate, in urma utilizarii celulelor stem mezenchimale osteomedulare alogene la
sobolani cu leziunile cutanate pemfigus-like.

Inventia se explica prin figurile 1-3, care reprezinta:

fig. 1 - izolarea celulelor polinucleate osteomedulare din méaduva osoasa al osului
femural tibial si fibular de sobolan 4,9+0,33 luni;

fig. 2 - celule stem din maduva osoasa, izolate din osul femural, tibial si fibular.
A doua zi de cultivare, 7,2x10° celule/mm?;

fig. 3 - pielea sobolanilor afectati de pemfigus la etapa de epitelizare, la a 32-zi
de tratament.

Toate straturile sunt colorate slab (+) (a), straturile lucid si keratinos sunt
stratificate (b), straturile spinos si granular sunt formate de celule conturate (c),
stratul bazal are o reactie moderatd de colorare (++) (d). AE1/AE3, x140. (sobolan
din lotul 11).

Metoda se efectueaza in modul urmator

Cu scopul izolarii celulelor stem din maduva osoasd s-a pregatit mediu normal
de culturd, care consta din DMEM cu 10% ser bovin fetal si 0...5,96 g/1 solutie
tampon Hepes. Antibiotice nu se adaugd in mediul normal de cultura.

1. Maduva osoasd s-a izolat de la 7 sobolani de varsta 8..39 saptamani.
Animalele s-au sacrificat prin dislocare cervicala si cu ajutorul seringii cu ac 20G s-a
spalat maduva osoasa din osul tibial sau femur.

2. Dupa spilare suspensia celulara s-a centrifugat timp de 10 min.

3. S-a cuantificat numarul de celule cu tripan blu in camera Goreaev, celulele s-
au resuspendat in mediu normal de culturd pand la o finald concentratie 5x10° de
celule viabile per ml (figura 1,2).

Exemplu

Pentru experiment au fost selectati 60 de sobolani albi de linie Wistar, gen
samele, aproximativ de o varsta 4,94+0,33 luni. Studiul s-a efectuat conform Ghidului
pentru ingrijirea si utilizarea animalelor de laborator (Institute for Laboratory
Animal Research, National Research Council. Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals. National Academy Press, Washington, D.C., 2010) si
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principiilor si standardelor etice pentru desfisurarea cercetdrilor privind ritmul
biologic uman si animal. Toate animalele au fost impartite aleatoriu in 2 loturi,
marcate si numerotate lotul 1 si lotul 11, respectiv: lotul 1l - experimental si lotul I -
martor, cate 30 animale, respectiv. Animalele de laborator modelate au beneficiat de
tratament la a 16 saptamana dupa instalarea leziunilor pemfigus-like si a continuat
zilnic, timp de 4 saptdmani. Administrarea celulelor stem s-a efectuat pe cale
intraperitoneala. In lotul 1 (lot-martor) animalele nu au beneficiat de niciun
tratament. In lotul Il animalele cu leziunile pemfigus-like au beneficiat de
tratamentul cu celule stem mezenchimale alogene din maduva osoasa (BM-MSCs)
in dozia de 1x10%kg/zi, scorul leziunilor pemfigus-like la sobolani a scizut
semnificativ (P=18,6, P<0,001, 16 zile), fata de scorul in lotul-martor (lotul I), care
nu au primit tratament. Scaderea greutatii corporale in aceste doud loturi a avut o
diferentd statistic semnificativa (P=6,5, P<0,001, 16 zile) (tabel 1). Supravegherea
animalelor s-a efectuat la 16, 32 si 48 de zile de la initierea terapiei. Dupa
administrarea celulelor stem mezenchimale alogene din miduva osoasa, 1x108/kg/zi,
scorul leziunilor pemfigus-like la sobolani a scazut semnificativ (P=18,6, P<0,001,
16 zile), decat scorul in lotul martor lotul I, grupa fara niciun tratament. Scaderea
greutatii corporale in aceste doud grupe a avut o diferentd semnificativa (p=6,5,
p<0,001, 16 zile) (tabel 1).

Distributia scorului leziunilor pemfigus-like la sobolani in lotul I (lot martor) si
lotul I, tratatat cu BM-MSCs

Tabelul 1
Parametri lotul I (h=30) lotul Il (n=-30) p
Scor 8,9+0,36 1,45+0,19 P=18,6, P<0,001
Masa corpului 2,46x0,091 1,2+0,17 P=6,5, P<0,001

Caracteristica morfometricd a leziunilor cu aspect pemfigus-like a avut ca reper
scorul utilizat de (Aoki-Ota M. si altii, 2004). Scorul a fost util penru a aprecia
progresarea leziunilor modele pemfigus-like. Astfel, noi am estimat dinamica
imbolnavirii prin calcularea numarului de leziuni la sobolani conform urmatorilor
parametri: 0 — fara leziuni; 1 — pana la 4 leziuni; 2 — mai mult de 4 leziuni sau 1...5
arii anatomice distincte; 3 — de la 6 la 11 arii anatomice si aparitia zonelor de
alopecie. A fost inclus si gradul pierderii greutatii corporale: 1 — pentru 10...20%, 2
— pentru 20...30% de pierdere in greutatea corporala. Pana la initierea tratamentului
cu celule mezenchimele scorul a fost egal cu 11. Prin urmare, dupa tratamentul cu
celule stem mezenchimale din miduva osoasd, in ziua a 16-a, scorul scade
(P<0,001) (tabel 1). La inceputul tratamentului cu celule stem din maduva osoasa in
lotul IT experimental, pe parcursul a 16 zile concentratia C3 a complementului a fost
de 1,69+0,009. Prin urmare, dupa tratamentul cu celule stem mezenchimale din
maduva osoasd, in ziua a 16-a, concentratia C3 creste, fiind de 2,1+0,014 (P<0,001).
Ulterior, in ziua a 32-a si a 48-a, nivelul C3 al complementului in serul sangvin
revine in limitele normale, constituind 2,514+0,015 si 2,814+0,02. Diferenta dintre
rezultatele obtinute este statistic semnificativa (P<0,001).

Studiind rezultatele examenului imunohistochimic al fragmentelor de piele
obtinute de la sobolani dupd tratamentul leziunilor pemfigus-like cu celule stem
mezenchinale osteomedulare, lotul Il a inclus 9 animale (6,0+1,9 %) investigate cu
AE1 /AE3 cu modificari de tip: reactie de intensitate slaba (+) la nivelul sectiunii
cutanate afectate, la a 32-a zi de tratament. S-a evidentiat toate straturile colorate
slab (+) (a), straturile lucid si cornos sunt stratificate (b), straturile spinos si granular
sunt formate de celule conturate (c), stratul bazal are o reactie moderata de colorare
(++) (d) (figura 3). Caracteristica indicelului de activitate (IPA) a aratat (tabelul 2)
ca principala manifestare comportamentala a animalelor, care descrie starea de bine,
este activitatea motorie (locomotie) pe suprafata terenului, masurata prin numarul de
patrate traversate.
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Indicatori ai comportamentului orientativ-explorativ la sobolani cu leziuni
pemfigus-like

Tabelul 2
Caracteristicile Lotul I (n=30) Lotul Il (n=30)
comportamentale

Locomotie, nr. 19,2+16,1 32,2+19,01
Reactie de orietare, nr. 22,7+17,1 27,1+18,2
Activitate de cercetare, nr. 15,7414,8 17,8+15,6
Defecatie, buc. 3,9+7,9 1,4+48

Timpul de imobilitate, sec 32,3+19,1 17,8+£15,6
Grooming, sec 6,11+9,8 3,7+7,7

IPA 1,8 4,4

In lotul II 1a sobolani activitatea motorie a fost cea mai semnificativa (P<0,05) si
a constituit 32,2%+19,01. Perioadele de ingrijire s-au redus la 3,7%z7,7 din totalul
activitatii. De remarcat faptul ca numarul defecatiilor de asemenea a scazut pana la
1,4%+4,8.

Prin urmare, cea mai scazuta activitate (1,8) era in lotul I. Cel mai inalt indice de
activitate a fost observat in lotul 11 (4,4).
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(57) Revendicari:

Metoda de tratament al leziunilor pemfigus-like, care constd in aceea ca se
administreaza celule stem mezenchimale alogene intraperitoneal, in dozd de
1x10%kg/zi, zilnic, timp de 4 siptimani.
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