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SCOPUL ACESTOR STUDII 

Acest studiu își propune abordarea diagnosticului de Sindrom Down (Down Sindrom-DS) dintr-o 

nouă perspectivă, prin actualizarea și aprofundarea aplicațiilor în clinică, prin identificarea de noi 

elemente cu aplicabilitate în diagnostic, prognostic,optimizarea și personalizarea terapiilor. 

Lichidul amniotic (amniotic fluid- AF) obținut prin amniocenteză ar putea servi drept sursă de 

celule stem pentru a regenera ţesuturile la subiecţii cu DS afectaţi de îmbătrânire accelerată și 

boli degenerative. Originea celulelor din AF este încă foarte mult discutată. 

AF uman obținut în cursul procesului de amniocenteză s-a dovedit a conține o varietate de celule 

care provin din țesuturi embrionare și extraembrionare. Capacitatea proliferativă a majorităţii 

celulelor prezente este limitată deoarece sunt diferenţiate, câteva studii au demonstrat prezența 

unui subset de celule cu proprietăți stem (amniotic fluid stem cells - AFS). Cu toate acestea, AFS 

diferă atât de celule pluripotente stem embrionare (embryonic stem cells - ESC), cât şi de celulele 

stem adulte multipotente, şi poate reprezenta o nouă clasă de celule stem ale căror proprietăți de 

plasticitate sunt între celulele stem embrionare şi adulte.Spre deosebire de ESC obținute din 

masa celulară internă a blastocistului, celulele AFS nu formează tumori după transplant la 

șoareci.În ultimii ani, dovezile acumulate au demonstrat potenţialul celulelor AFS de a se 

diferenția în mai multe linii. Ca o consecință, AF ar putea reprezenta o sursă sigură și ușor 

disponibilă de celule AFS care pot fi utilizate în scopuri terapeutice şi care eludează orice 

obiecție etică, dat fiind că amniocenteza este o formă acceptată pe scara largă pentru testele de 

diagnostic prenatal. De remarcat că, o bancă de 100 000 de specimene de AF ar putea eventual 

deservi 99 la sută din populaţia Statelor Unite cu o potrivire perfectă pentru transplant. 

Tipurile şi proprietăţile celulelor din AF pot varia cu vârsta gestațională. Pentru a putea utiliza 

această sursă de celule stem pentru a fi folosite în regenerarea ţesuturilor este fundamental 

necesară evidenţierea capacităţii lor proliferative și a abilității de diferențiere. Iar pentru a evalua 

posibilitatea de transfer autolog de celule AFS recoltate înainte de naștere, pentru tratamentul 

adulților cu DS cu boli degenerative, este necesară validarea capacităţii lor de regenerare. 
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Obiectivele mele specifice în timpul lucrărilor de cercetare au fost: 

1) să determin cantitativ, imunofenotipic și morfologic modificările la care sunt supuse celulele 

AF derivate din DS în timpul creșterii intrauterine și de a măsura potențialul proliferativ al 

acestor celule, comparativ cu al celor de la sarcinile normale. 

 2) caracterizarea fenotipului celulelor AF în DS, pentru utilizarea potențială a acestor analize 

pentru a anticipa efectele asupra pacientului și pentru proiectarea viitoarelor abordări în ingineria 

tisulară pentru regenerarea organelor afectate ale pacienţilor bolnavi. 

 În scopul de a atinge aceste obiective, am folosit cultivarea in vitro şi metode de biologie 
celulară orientate către caracterizarea celulelor AF. 
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INTRODUCERE 

Sindromul Down ca modificare genetică identificabilă prin testele de screening prenatal 

DS reprezintă afecțiunea genetică cea mai frecventă la specia umană și cea mai comună cauză de 

dizabilitate intelectuală şi retard neuropsihic (Cuckle HS, 1987).  

DS sau trisomia 21 este de asemenea cea mai frecventă şi cea mai bine cunoscută boală 

cromozomială. 

DS este cea mai frecventă afecțiune genetică având o frecvența de aproximativ 1/700 nou 

născuți. În lume trăiesc aproximativ 7 milioane de persoane diagnosticate cu acest sindrom dintre 

care aproximativ 4.000.000 de persoane sunt în SUA. Această rată,oricum subestimează 

adevărata incidență deoarece nu include și avorturile spontane și induse (Reddy UM, 2006). 

Nou-născutul cu trisomie 21 are lungime şi greutate mai mică decât parametrii vârstei 

gestaţionale, prezintă hipotonie musculară, hiperextensibilitate şi reflexe comportamentale (de 

exemplu, reflexul Moro) reduse.  

Capul este brahicefalic, cu fontanele largi şi occiput turtit. Faţa este rotundă, plată şi prezintă o 

dismorfie sugestivă: epicantus (un repliu în unghiul intern al ochiului), fantele palpebrale oblice 

în sus şi în afară; nasul mic cu rădăcina turtită şi narine mici şi anteversate; gura deschisă şi 

protruzie linguală (datorită cavităţii orale mici); urechile mai jos situate, mici şi displazice. Gâtul, 

cu exces de piele pe ceafăeste scurt; mâinile sunt scurte şi late, cu brahidactilie, clinodactilie 

(încurbarea) a degetului V şi  frecvent, un singur pliu de flexie palmară (pliu simian); inconstant 

sunt prezente unele malformaţii viscerale (atrezie duodenală, defecte cardiace, imperforaţie 

anală) (Covic M, 2003).  

Analiza citogenetică este esenţială pentru diagnostic şi obligatorie în fiecare caz, chiar dacă 

examenul clinic este evident, de asemenea în funcţie de rezultatul  analizei cromozomialese 

acordă sfatul genetic şi  se calculează riscul de recurenţă.  

Analiza cromozomială poate releva: 

1. Trisomie 21 liberă şi omogenă, în 92-95% din cazurile de DS;  

2. Trisomie 21  liberă şi în mozaic cromozomial (de tip 47/46), în 2-3% din cazuri;  

3. Trisomie 21 prin translocaţie Robertsoniană neechilibrată – între cromozomul 21 şi un alt  



 

 

10 

 

    cromozom acrocentric; 

4. Trisomie 21 parţială, în 1% din cazuri (Covic M, 2003). 

 

În primii ani de viaţă mulţi dintre copiii cu DS au diverse probleme medicale.Cele mai 

importante fiind determinate de malformaţiile viscerale, în special cele cardiace şi digestive. 

Infecţiile respiratorii sunt frecvente (prin imunodeficienţă nespecifică) iar risculde leucemie este 

de 15-20 ori mai mare decât în populaţia generală. Morbiditateaeste crescută: un procent de 10-

15% din pacienţii cu DS pot avea unadin următoarele probleme medicale: hipotiroidie, tulburări 

vizuale (strabism, cataractă, glaucom,),instabilitate atlanto-axială, epilepsie, surditate. După 40 

de ani se instalează frecvent odemenţă senilă şi mortalitatea creşte semnificativ prin accidente 

vasculare. În ţăriledezvoltate, rata de supravieţuire  la 50 de ani este de 85% iar la 60 de ani este 

de numai 44%,adică jumătate din aceea a populaţiei generale(Covic M, 2003). 

 

Lichidul amniotic – sursă de celule stem amniotice pentru aplicaţii regenerative 

înameliorarea patologiei Sindromului Down  

AFeste o soluţie dinamică şi complexă, care îndeplinește la diferite vârste gestaționale, multiple 

funcții pentru fătul în curs de dezvoltare. În primul trimestru de sarcină, AF este format în 

principal din plasma maternă care trece prin membranele fetale. Există o difuzie liberă care apare 

bidirecţional între AF și pielea fetală, placentă si cordonul ombilical. Odată cu maturizarea pielii 

fetale şi a altor organe, se modifică compoziția AF. În al doilea trimestru, AF încă mai are 

niveluri similare de electroliți cu sângele fetal şi matern, doar nivelurile de substanțe organice 

sunt semnificativ modificate (Tong XL, 2009). AF asigură protecție fizică fătului pentru insulte 

mecanice și termice, şi are de asemenea şi funcții imunitare, conține factori de creștere și 

citokine și acționează ca o sursă nutritivă (Underwood MA, 2005).  

După  momentul  implantării,  o cavitate extracelomică plină cu lichid, va deveni în cele din 

urmă spațiul amniotic, care va fi  identificat, chiar înainte ca embrionul sa fie recunoscut.  În 

timpul embriogenezei, volumul lichidului amnioticcrește mai rapid decât dimensiunile 

embrionare.  Apa din AF  provine  din plasma maternă şi trece prin membranele fetale pe baza 

forțelor osmotice  şi hidrostatice.  Pentru ca placenta și vasele fetale să se dezvolte, apa și 

substanțele  dizolvate din plasma maternă trec prin  placentă la făt şi apoi în AF. 
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AF conține carbohidrați, proteine și peptide, lipide, lactat, piruvat, electroliți, enzime si hormoni. 

Anterior producerii de keratină în  pielea fetală, aminoacizii difuzează din placentă prin 

membranele placentare în AF și din circulația fetală prin pielea fetală în AF. Mai apoi, în timpul 

sarcinii difuzia  prin membranele placentare persistă și este sporită prin excreția urinară fetală de 

aminoacizi(Jauniaux E, 1999). 

Amniocenteza a fost un instrument valoros în evaluarea stării fetale încă din 1970. Cea mai 

comună utilizare a AF este pentru evaluarea cromozomilor fetali. Amniocenteza este de obicei 

indicată femeilor de peste 35 de ani sau la care există factori de risc pentru o anomalie 

cromozomială. Pentru  diagnosticul aneuploidiilor în primul trimestru, evaluarea cu ultrasunete a 

translucenţei nucale, markerii serici materni împreună cu utilizarea amniocentezei a scăzut 

corespunzător prelevarea de vilozităţi corionice. 

AF uman a fost evaluat ca o sursă de celule stem cu rezultate încurajatoare iniţial (Luton D, 

2003). Posibilitatea unei surse necontroversate de celule stem, poate stimula cercetarea în acest 

domeniu. 

 

Celulele stem din lichidul amniotic (caracterizare, potenţial în medicina regenerativă) 

Celulele stem amniotice reprezintă amestecul de celule stem care pot fi obținute din AF (Fauza, 

D., 2004.,Cananzi, Mara, 2009), precum și din membrana amniotică (Kim, M.K, 2014). Acestea 

se pot diferenţia în diferite tipuri de ţesut, inclusiv piele, cartilaj, țesut cardiac, nervi, fibre 

musculare, ţesut osos (Antonucci, Ivana, 2009). Aceste celule pot avea aplicaţii medicale, în 

special în regenerarea organelor (Abdi, Reza, 2008). 

A fost determinată prezența celulelor embrionare și fetale din toate straturile germinale în AFcât 

şi acelulelor progenitoare hematopoietice au fost evidenţiate în AF, începând cu a 12-a 

săptămână de sarcină. S-a sugerat că acestea proveneau din sacul vitelin (Fauza, D., 2004). 

De asemeneaun studiu a indicat faptul că celulele progenitoare non-hematopoietice au fost de 

asemenea, prezente în AF. Acest lucru a fost confirmat ulterior, celulele evidenţiate fiind celule 

stem mezenchimale. În plus aceasta este o dovadă care arată că celulele stem embrionare sunt 

parte a fluidului, deși în cantități foarte mici (Fauza, D., 2004). 
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În același timp, s-a stabilit că celulele stem din membrana amniotică au  de asemenea, un 

potențial multipotent. S-a observat diferențierea acestora în celule neuronale și gliale, precum și 

în precursori de hepatocite (Fauza, D., 2004). 

Majoritatea celulelor stem prezente au caracteristici asemănătoare, ceea ce sugerează că ele pot 

avea o origine comună (Fauza, D.,2004). 

De asemenea a fost confirmat faptul că AF conține un amestec eterogen de celule multipotente 

după ce a fost demonstrat că acestea au fost în masură să se diferenţieze în celule din toate cele 

trei straturi germinale şi fără a forma teratoame.  Această caracteristică le diferențiază de celulele 

stem embrionare, dar indică similitudini cu celule stem adulte (Jacot, J.G., 2013). Astfel, celulele 

stem fetale din AF sunt mai stabile și mai plastice decât omologele lor adulte ceea ce le face mai 

ușor de reprogramat în vederea obţinerii statusului de pluripotenţă (De Coppi, P, 2014 şi 

Moschidou, D, 2012). 

 O varietate de tehnici a fost dezvoltate pentru izolarea și cultivarea celulelor stem amniotice. 

Una dintre cele mai comune metode de izolare implică obţinerea de AF prin 

amniocenteză.Celulele sunt apoi extrase din fluid pe baza prezenței c-Kit. Există o dezbatere 

dacă c-Kit este un marker adecvat pentru a distinge celulele stem amniotice de alte tipuri de 

celule, deoarece celulele lipsite de c-Kit prezintă, de asemenea, potențial de diferențiere. 

Condițiile de cultură pot fi, de asemenea, ajustate pentru a promova creșterea unui anumit tip de 

celule (Jacot, J.G., 2013). 

Celulele stem mezenchimale (mesenchymal stem cells - MSC) sunt foarte abundente în AF și 

sunt descrise mai multe tehnici pentru izolarea lor. Acestea implică de obicei obţinerea AF prin 

amniocenteză și diferenţierea lor față de alte celule pe baza morfologiei sau prezenţa anumitor 

caracteristici (Fauza, D., 2004). 

Testul cu antigen leucocitar uman a fost utilizat pentru a confirma că MSC provin de la făt și nu 

de la mamă. Inițial s-a presupus că MSC au fost eliminate din embrion la sfârșitul ciclului lor de 

viață, dar, deoarece celulele au ramas viabile în AF și au fost capabile de a prolifera în cultura 

această ipoteză a fost infirmată. Cu toate acestea, este încă neclar dacă celulele provin de la făt, 

placentă sau eventual masa de celule interioare ale blastocistului (Fauza, D. 2004). 
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Compararea MSC derivate din AF cu cele derivate din măduva osoasă au arătat că primele au un 

potențial de creştere mai mare în cultură. Fenotiparea MSC derivate din AF a evidenţiat un 

fenotip similar cu MSC derivate din măduva osoasă și MSC provenite din ţesut fetal din al doilea 

trimestru de dezvoltare fetală (Fauza, D., 2004). La animale, MSC par să aibă un profil 

imunologic unic, care a fost observat după izolarea lor atât în cultură cât şi in vitro (Fauza, D., 

2004). 

Celulele stem asemănătoare celulelor embrionare, spre deosebire de celulele stem mezenchimale, 

nu sunt abundente în AF, ele constituie mai puțin de 1% din probele de amniocenteză. Celulele 

stem like-embrionare au fost inițial identificate utilizând markeri comuni cu celulele stem 

embrionare, cum ar fi Oct4, CD34, vimentin, fosfataza alcalină, factorul celulelor stem și c-Kit. 

Cu toate acestea, acești markeri nu au fost exprimaţi în mod necesar concomitent.În plus, toţi 

aceşti markeri pot apărea singuri sau în alte combinații la alte tipuri de celule (Fauza, D., 2004). 

Pluripotenţa acestor celule stem embrionare rămâne a fi stabilită pe deplin. Deși aceste celule 

care au exprimat markerii au fost capabile să se diferențieze în celule musculare, adipoase, 

osoase, nefrotice, neuronale si celulele endoteliale, acest lucru nu a avut loc în mod necesar 

dintr-o populație omogenă de celule nediferenţiate. Dovezi în favoarea naturii lor de celule stem 

embrionare este capacitatea acestora de a produce clone (Fauza, D.,2004). 

Celulele stem provenite din AF sau membrana amniotică reprezintă o sursă de celule stem 

multipotente care ar putea depăşi limitele de creştere, de histocompatibilitate, tumorigeneză şi 

problemele de etică asociate cu utilizarea de celule embrionare umane recoltate de la nivelul 

cordonul ombilical, sângele din cordonul ombilical, măduva osoasă şi celulele pluripotente 

induse (De Sacco, S, 2010). 

Studiile au dovedit ca celulele AFS pot fi  folosite pentru a trata diverse afecţiuni. Un astfel de 

studiu a arătat utilitatea celulelor AFS în regenerare glandei mamare (Young BK, 2015). Alte 

studii au arătat că pot fi de ajutor în boli musculare și cardiace (Mauro, A., 2010 şiDelo, D. M., 

2011). În plus, celulele AFS s-au dovedit, de asemenea, că ar putea avea mai multe aplicații în 

terapia celulară și ingineria tisulară (Cananzi, Mara, 2009,De Sacco, 2010,Young BK, 2015 

şiYang, X. X, 2009). Aceste opțiuni interesante de tratament pe bază de celule ar putea duce la 

căile de atac suplimentare împotriva bolilor umane (Vieira, N. M., 2010). 
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Studiile cu terapia transplant de celule stem embrionare umane sunt, de asemenea, împiedicate 

de posibile rejeturi imunologice și oncogenicitate. După cum am menționat mai sus, celulele 

AFS nu sunt tumorigene după transplant la șoareci,spre deosebire de celulele stem embrionare 

obținute din masa celulară a blastocitului, (De Coppi, 2007).  
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REZULTATE ŞI DISCUŢII 

Imunofenotiparea celulelor amniotice din Sindromul Down şi a celulelor normale.  

Pentru a obține informații cu privire la expresia imunofenotipică, am optimizat o metodă de 

cultivare şi evaluarea din punct de vedere imunofenotipic, prin citometria în flux. 

During flow cytometry analysis, two cell populations were constantly present in AF cells 

cultures, as identified on FSC/SSC dot (Figure 1A) and contour (Figure 1B) plots. The 

predominant population exhibited an increased FSC, indicative of large cell size (Figure 1A,B - 

P2 gate). Second population had variable propensity between samples and decreased FSC 

(Figure 1A,B – P1 gate), hence small cell volume. We have analyzed the immunophenotype of 

each of these two cell populations using markers for hematopoietic (CD14, CD34, CD45) and 

mesenchymal (CD13, CD29, CD90) lineages. Results showed that all samples were negative for 

hematopoietic markers and positive for CD13 and CD90 mesenchymal markers, regardless of 

their DS phenotype. CD29 is almost absent on all tested cell lines. CD90 had a variable 

expression between subjects; cells with high and low CD90 expression levels constituted two 

peaks with variable ratio (CD90 histograms in Figure 1 and 2). Noteworthy, both cell 

subpopulations displayed similar expression patterns irrespective of their FSC value (Figure 1 

and 2 – C versus D). 
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Figura 1: Imunofenotipul celulelor lichidului amniotic normal - linia 210. 

 

A.FSC/SSC dot plot celular a arătat un FSC scăzut (P1, roşu) şi un FSC crescut (P2, albastru). B. 

FSC/SSC contour plot celular  a relevat  limite între cele două populaţii celulare. C. Histograma 

a  arătat expresia markerilor celulari hematopoietici şi mesenchimali pentru celulele.cu  FSC 

scăzut. D. Histograma a arătat expresia markerilor hematopoietici şi mezenchimali pentru 

celulele cu  FSC crescut 
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Figura 2: Imunofenotiparea celulelor lichidului amniotic din  DS  -  linie DS. 

 

A.FSC / SSC dot plot de celule a arătat un  FSC scăzut (P1, roșu) și FSC mare (P2, albastru). B. 

FSC / SSC contur plot de celule prezintă limitele dintre cele două populații de celule. C. 

Histogramele arată expresia markerilor hematopoietici și mezenchimali ai celulelor cu FSC 

scăzut. D. Histogramele arată expresia markerilor hematopoietice și mezenchimale asupra 

celulelor cu FSC crescut. 
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Analiza citometrică de imagine a celulelor amniotice din Sindromul Down şi a celulelor 

normale.  

Pentru a obține informații cu privire la parametrii de imagine, am optimizat o metodă de 

cultivare, marcare şi evaluare din punct de vedere citometric. 

Am efectuat analiza imaginilor pe probe normale și linii de celule derivate de la sarcini cu 

sindrom Down. The entire sample area was reconstituted (Figure 3 A) and the cytoskeleton 

visualized together with the expression of Ki67, a nuclear marker expressed only by cycling 

cells, in both normal (Figure 3B).and DS cells (Figure 3C). 

 

A 

 

 

                      actină                        nuclei              Ki67               imagini combinate 

 

B 

 

 

C 

 

Figura 3: Analiza imaginilor de citometrie a celulelor  lichidului amniotic normal și din  SD. A. 

Imagini reprezentative de cover slips cu normal (PRA15-0210, stânga) și SD (dreapta). 

Vizualizarea în întregime a  probei a fost obținută prin asamblarea tuturor câmpurilor generate de 

scanarea automată TissueFAXS iPlus. B. Câmp de vizualizare de la scanarea celulelor amniotice 

normale. C. Câmp de vizualizare de la scanare celulelor amniotice din  DS.  Filamente de actină 

au fost marcate cu Alexa Fluor faloidină 488 conjugat (verde), nuclei au fost coloraţi cu Hoechst 
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(albastru) și antigenul nuclear Ki67 a fost marcat cu anticorpi specifici urmate de  anticorpi 

secundari conjugați cu Alexa Fluor 594 (roșu). Sunt descrise imaginile din fiecare canal și 

suprapunerile fuzionate. 

 

Figura 4 : Analiza cantitativă a parametrilor celulari și ai proliferării. Distribuția valorilor ariilor 

celulare în cazul reprezentantelor normale (a) și  pentruDS (b) sunt afișate în histograme. 

Valorile minime, maxime și medii ale ariilor celulare sunt ilustrate în graficul subiacent (e) 

pentru normal (n = 7) și DS (n = 5).  Valorilor de distribuție a perimetrelorcelulare a lichidului 
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amniotic  normale (c) și din DS (d) sunt afișate în histograme. Valorile maxime, medii şi minime 

ale perimetrelor celulare sunt ilustrate în graficul subiacent (f) pentru normal (n = 7) și DS (n = 

5) linii. Distribuția valorilor de suprafață a nucleilor reprezentantelor normale (g) și DS (h) sunt 

prezentate în histograme. Valorile minime, maxime și medii ale nucleilor sunt ilustrate în 

graficul subiacent (k) pentru normal (n = 7) și pentru DS (n = 5). Distribuţia raportul ferret al 

nucleilor în condiţii normale (i) și în cazul DS (j) este afișat în histograme. Valorile minime, 

maxime și medii ale raportului ferret a nucleilor sunt ilustrate în graficul subiacent (l) pentru 

liniile normale(n = 7) și DS (n = 5). Scattergrama  reprezintă  afișarea procentului din celulele 

AF pozitive Ki67 în condiții normale (m) versus DS (n) Acestea sunt afișate împreună cu 

procentele medii și abaterile standard (o). 

We observed the two characteristic epitheloid and fibroblastoid cell subpopulations and the 

apparent increase in the propensity of small sized cells in DS samples. To obtain quantitative 

data, we performed image analyses aimed at measuring cell and nuclei morphometric 

parameters. Hence, we measured cell areas and perimeters based on actin filaments fluorescent 

staining, and nuclei areas and ferret ratios (circularity) based on Hoechst staining. Results 

showed a decrease in cell and nuclei size with no significant modification of nuclear shape 

(Figura 4 - Al).  
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Analiza ciclului celular al celulelor amniotice din Sindromul Down şi a celulelor normale 

In order to assess the fraction of proliferating cells cytometric measurments were performed 

based on Ki67 nuclear staining. Quantitative analyses scattergrams (Figure 4 – m, n) shown a 

significant increase of %Ki67+ cells in DS subjects derived AF cells (48.92%, SD = 5.37, n=2) 

as compared to normal samples (28.68%, SD = 8.44, n=7).  With a view to examine in more 

detail the potential cause of this increase in cell proliferation, we also performed a cell cycle 

analysis by flow cytometry following propidium iodide staining. Our data showed that in DS 

derived AF cells the proportion of cells in G0/G1 phases increased (from 61.34% to 84.89%), 

while the fraction of cells in S and G2/M decreased (from 20.89%+12.02% to 2.69%+1.80%), 

when compared with normal cells (Figure 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: A. Reprezintă  analiza citometrică a  distribuției de celule ale lichidului amniotic în 

funcţie de ciclul celular în cazul  normal (diagrame superioare) și în cazul DS (diagrame 

inferioare). B. Grafic care ilustrează proporția celulelor în fiecare fază a ciclului celular. 

În a doua parte a studiilor experimentale am iniţiat culturi celulare din  probe de lichid amniotic 

de la fetuşi cu parametrii fenotipici normali şi am efectuat experimente de caracterizare a lor 

(AFS – amniotic fluid stem cells), în paralel cu celule stem mezenchimale izolate în Institutul de 
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Biochimie din măduva osoasă umană (BM-MSC – bone marrow-derived mesenchymal stem 

cells) (Figura 6). 

 

Figura 6: Morfologia celulelor din lichidul amniotic de la paciente cu fetuşi normali – exemplu 

linia celulară O.D. (dreapta) comparativ cu celulele stem mezenchimale din măduva osoasă 

(stânga). 
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Analiza diferenţierii celulelor amniotice din Sindromul Down şi a celulelor normale 
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II 

 

 

 

Figura 7: Diferenţierea celulelor stem mezenchimale din lichid amniotic (AFS) şi măduva 

osoasă (BM-MSC) pe căile de osteogeneză (stanga), condrogeneză (mijloc) şi adipogeneză 

(dreapta). În grupul de imagini I este redată imaginea reconstituită a întregului godeu iar în 

grupul II sunt prezentate imagini detaliate ale celulelor supuse diferenţierii pe cele trei căi.  
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În urma analizei diferenţierii celulare a celulelor mezenchimale din cele două surse biologice se 

observă că celulele amniotice se diferenţiază la osteoblaste şi condrocite, dar nu şi la adipocite în 

condiţii experimentale în care celulele din maduvă osoasă supuse inducţiei ating eficient cele trei 

fenotipuri diferentiate (2).  

În prezent avem în studiu linii celulare diferite de amniocite normale şi din DS, care vor fi 

analizate în paralel cu celule stem mezenchimale de la diverşi donatori pentru a caracteriza la 

nivel molecular procesul de diferenţiere şi potenţiale diferenţe, în cazul celulelor fetale 

modificate genetic.  
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Marcarea cu CFSE pentru analiza proliferării celulare 

Pentru a studia potenţialul de a modula proliferarea celulelor DS, am efectuat în ultima parte a 

studiului, experimente de marcare cu CFSE şi evaluare a diluţiei acestuia, în prezenţa unor celule 

normale aflate în co-cultură. Am ales celule amniotice normale şi celule stem mezenchimale 

pentru a testa efectul acestora asupra proliferării celulelor DS. 

Primul experiment a constat în optimizarea concentraţiei de CFSE astfel încât celulele marcate să 

poata fi urmarite atât prin microscopie, cât şi prin citometrie în flux pe o perioada de 24 de ore. 

Am testat două concentraţii - 0,5 şi 5 μM şi am efectuat un experiment de microscopie pentru a 

evalua vizibilitatea celulelor imediat în ziua marcării (d0) sau la 24 de ore după marcare (d1) 

(Figura 8). Rezultatele au arătat că, atât pe celule amniotice cât şi pe celule mezenchimale 

concentraţia optimă de marcare este de 5 μM.  

Folosind această concentraţie am efectuat co-culturi de celule marcate cu CFSE şi apoi diluate 

1:1, 1:10 şi 1:100 cu celule nemarcate din alte linii (AFS, MSC) sau din aceeaşi linie, drept 

control (Figurile 8). Ca măsură a capacităţii proliferative a celulelor s-a cuantificat valoarea 

mediană a CFSE pentru celulele care au suferit diviziuni pe parcursul celor 24 de ore (markerul 

P3 din histogramele prezentate în figura 9). Cu cât valoarea acesteia este mai mare, activitatea 

proliferativă este mai slabă iar valorile mici sunt indicatoare ale unei proliferări accelerate. 

Analiza datelor a arătat că celulele DS 283 au o valoare mediană a fluorescenţei CFSE de 836-

1007, în timp ce AFS 213 au avut valori de 2348-3202. Dupa cultivarea celulelor DS în prezenţa 

de celule normale AFS213, valorile mediane ale CFSE rămân relativ constante (982-1031).În 

schimb, la 24 de ore după cultivarea DS în prezenţa de MSC T, acestea îşi accelerează 

diviziunile, fapt indicat de mediana CFSE de 666-831(Figura 9). 
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Figura 8: Analiza de imagine a probelor marcate cu CFSE în concentraţie de 0.5 μM şi respectiv 

5 μM. 
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Figura 9 (continuare): Analiza de citometrie în flux a probelor de celule amniotice DS,  în 

diluţie 1:1, 1:10 şi 1: 100 cu celule amniotice normale sau cu celule stem mezenchimale normale. 

Celulele au fost marcate cu CFSE 5μM inainte de a fi diluate cu celulele din co-culturi. 

Aceste studii necesită însă continuare, pentru aprofundarea unor posibile mecanisme moleculare 

prin care se poate controla sau modula activitatea proliferativă a celulelor cu patologie DS pentru 

a reversa fenotipul lor şi pentru ameliorarea consecinţelor fiziologice ale modificărilor celulare 

specifice acestei patologii. 
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CONCLUZII (TEZA IN EXTENSO) 

În timpul analizei citometrice în flux, două populații de celule au fost în mod constant prezente 

în culturile celulare din LA, identificate pe dot-plot-urile și contur-plot-urile, forward scatter 

(FSC)/ side scatter (SSC). Populația predominantă a prezintat FSC crescut, care este indicativ 

pentru dimensiuni celulare mari. A doua populație a avut tendința de variabilitate între probe și 

are FSC scăzut, prin urmare, volumul celulelor a fost mic. 

Celulele SD intră în proporţie mai mare în ciclul celular (indicat de procentul mare al celulelor  

Ki67+), însă rămân majoritatea în faza G1, fiind încetinită ieşirea din ciclul celular 

Co-cultivarea celulelor SD cu MSC dar nu şi cu AFS creşte rata de diviziune a acestora. Sunt 

necesare cercetări ulterioare care să identifice factorii specifici MSC care semnalizează favorabil 

ieşirea din ciclul celular şi consecinţele asupra fenotipului celulelor SD. 

Rezultatele au arătat că toate probele au fost negative pentru markeri hematopoietici și pozitive 

pentru markeri mezenchimali CD 13 și CD 90, indiferent de fenotip. CD 29 este aproape absent 

de pe toate liniile celulare testate. CD 90  a avut o expresie variabilă între subiecți.  

Analiza citometrică a proliferării celulare arată că celulele amniotice suferă mai multe diviziuni 

celulare, fiind mai eficiente decât celulele stem mezenchimale din măduva osoasă în a prolifera.  

În urma analizei diferenţierii celulare a celulelor mezenchimale din cele două surse biologice 

(lichid amniotic şi măduva osoasă) se observă că celulele amniotice se diferenţiază la osteoblaste 

şi condrocite, dar nu şi la adipocite în condiţii experimentale în care celulele din maduvă osoasă 

supuse inducţiei ating eficient cele trei fenotipuri diferenţiate. 
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