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SCOPUL ACESTOR STUDII

Acest studiu isi propune abordarea diagnosticului de Sindrom Down (Down Sindrom-DS) dintr-o
noud perspectiva, prin actualizarea si aprofundarea aplicatiilor in clinica, prin identificarea de noi

elemente cu aplicabilitate in diagnostic, prognostic,optimizarea si personalizarea terapiilor.

Lichidul amniotic (amniotic fluid- AF) obtinut prin amniocenteza ar putea servi drept sursa de
celule stem pentru a regenera tesuturile la subiectii cu DS afectati de imbatranire accelerata si

boli degenerative. Originea celulelor din AF este inca foarte mult discutata.

AF uman obtinut in cursul procesului de amniocenteza s-a dovedit a contine o varietate de celule
care provin din tesuturi embrionare si extraembrionare. Capacitatea proliferativd a majoritatii
celulelor prezente este limitatd deoarece sunt diferentiate, cateva studii au demonstrat prezenta
unui subset de celule cu proprietati stem (amniotic fluid stem cells - AFS). Cu toate acestea, AFS
difera atat de celule pluripotente stem embrionare (embryonic stem cells - ESC), cat si de celulele
stem adulte multipotente, si poate reprezenta o nouad clasd de celule stem ale caror proprietati de
plasticitate sunt intre celulele stem embrionare si adulte.Spre deosebire de ESC obtinute din
masa celulara internd a blastocistului, celulele AFS nu formeaza tumori dupa transplant la
soareci.In ultimii ani, dovezile acumulate au demonstrat potentialul celulelor AFS de a se
diferentia in mai multe linii. Ca o consecintd, AF ar putea reprezenta o sursd sigurd si usor
disponibila de celule AFS care pot fi utilizate in scopuri terapeutice si care eludeaza orice
obiectie eticd, dat fiind ca amniocenteza este o forma acceptatd pe scara larga pentru testele de
diagnostic prenatal. De remarcat cd, o bancd de 100 000 de specimene de AF ar putea eventual

deservi 99 la suta din populatia Statelor Unite cu o potrivire perfecta pentru transplant.

Tipurile si proprietatile celulelor din AF pot varia cu varsta gestationala. Pentru a putea utiliza
aceasta sursa de celule stem pentru a fi folosite in regenerarea tesuturilor este fundamental
necesard evidentierea capacitatii lor proliferative si a abilitdtii de diferentiere. lar pentru a evalua
posibilitatea de transfer autolog de celule AFS recoltate Tnainte de nastere, pentru tratamentul

adultilor cu DS cu boli degenerative, este necesara validarea capacitatii lor de regenerare.



Obiectivele mele specifice in timpul lucrarilor de cercetare au fost:

1) sd determin cantitativ, imunofenotipic si morfologic modificarile la care sunt supuse celulele
AF derivate din DS in timpul cresterii intrauterine si de a masura potentialul proliferativ al

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

2) caracterizarea fenotipului celulelor AF in DS, pentru utilizarea potentiald a acestor analize
pentru a anticipa efectele asupra pacientului si pentru proiectarea viitoarelor abordari in ingineria

tisulara pentru regenerarea organelor afectate ale pacientilor bolnavi.

In scopul de a atinge aceste obiective, am folosit cultivarea in vitro si metode de biologie
celulard orientate catre caracterizarea celulelor AF.



INTRODUCERE
Sindromul Down ca modificare genetica identificabila prin testele de screening prenatal
DS reprezinta afectiunea genetica cea mai frecventa la specia umana si cea mai comuna cauza de

dizabilitate intelectuald si retard neuropsihic (Cuckle HS, 1987).

DS sau trisomia 21 este de asemenea cea mai frecventd si cea mai bine cunoscuta boala

cromozomiala.

DS este cea mai frecventd afectiune genetica avand o frecventa de aproximativ 1/700 nou
ndscuti. In lume trdiesc aproximativ 7 milioane de persoane diagnosticate cu acest sindrom dintre
care aproximativ 4.000.000 de persoane sunt In SUA. Aceastd ratd,oricum subestimeaza

adevarata incidenta deoarece nu include si avorturile spontane si induse (Reddy UM, 2006).

Nou-ndscutul cu trisomie 21 are lungime si greutate mai mica decdt parametrii varstei
gestationale, prezinta hipotonie musculard, hiperextensibilitate si reflexe comportamentale (de

exemplu, reflexul Moro) reduse.

Capul este brahicefalic, cu fontanele largi si occiput turtit. Fata este rotunda, plata si prezinta o
dismorfie sugestiva: epicantus (un repliu in unghiul intern al ochiului), fantele palpebrale oblice
in sus si in afard; nasul mic cu radacina turtitd si narine mici $i anteversate; gura deschisa si
protruzie linguala (datorita cavitatii orale mici); urechile mai jos situate, mici si displazice. Gatul,
cu exces de piele pe ceafaeste scurt; mainile sunt scurte si late, cu brahidactilie, clinodactilie
(incurbarea) a degetului V si frecvent, un singur pliu de flexie palmara (pliu simian); inconstant
sunt prezente unele malformatii viscerale (atrezie duodenala, defecte cardiace, imperforatie

anald) (Covic M, 2003).

Analiza citogenetica este esentiald pentru diagnostic si obligatorie in fiecare caz, chiar daca
examenul clinic este evident, de asemenea in functie de rezultatul analizei cromozomialese

acorda sfatul genetic si se calculeaza riscul de recurenta.
Analiza cromozomiala poate releva:

1. Trisomie 21 libera si omogena, in 92-95% din cazurile de DS;
2. Trisomie 21 libera si In mozaic cromozomial (de tip 47/46), in 2-3% din cazuri;

3. Trisomie 21 prin translocatie Robertsoniand neechilibratd — intre cromozomul 21 si un alt



Cromozom acrocentric )

4. Trisomie 21 partiald, in 1% din cazuri (Covic M, 2003).

In primii ani de viatd multi dintre copiii cu DS au diverse probleme medicale.Cele mai
importante fiind determinate de malformatiile viscerale, in special cele cardiace si digestive.
Infectiile respiratorii sunt frecvente (prin imunodeficientd nespecificd) iar risculde leucemie este
de 15-20 ori mai mare decat in populatia generala. Morbiditateaeste crescuta: un procent de 10-
15% din pacientii cu DS pot avea unadin urmatoarele probleme medicale: hipotiroidie, tulburari
vizuale (strabism, cataractd, glaucom,),instabilitate atlanto-axiala, epilepsie, surditate. Dupa 40
de ani se instaleazd frecvent odementa senild si mortalitatea creste semnificativ prin accidente
vasculare. In tariledezvoltate, rata de supravietuire la 50 de ani este de 85% iar la 60 de ani este

de numai 44%,adica jumatate din aceea a populatiei generale(Covic M, 2003).

Lichidul amniotic — sursa de celule stem amniotice pentru aplicatii regenerative

inameliorarea patologiei Sindromului Down

AFeste o solutie dinamicd si complexa, care indeplineste la diferite varste gestationale, multiple
functii pentru fatul in curs de dezvoltare. In primul trimestru de sarcini, AF este format in
principal din plasma materna care trece prin membranele fetale. Exista o difuzie libera care apare
bidirectional intre AF si pielea fetala, placenta si cordonul ombilical. Odata cu maturizarea pielii
fetale si a altor organe, se modifici compozitia AF. In al doilea trimestru, AF incd mai are
niveluri similare de electroliti cu sangele fetal si matern, doar nivelurile de substante organice
sunt semnificativ modificate (Tong XL, 2009). AF asigurd protectie fizica fatului pentru insulte
mecanice si termice, si are de asemenea si functii imunitare, contine factori de crestere si
citokine si actioneazd ca o sursd nutritiva (Underwood MA, 2005).

Dupa momentul implantarii, o cavitate extracelomica plind cu lichid, va deveni in cele din
urma spatiul amniotic, care va fi identificat, chiar inainte ca embrionul sa fie recunoscut. in
timpul embriogenezei, volumul lichidului amnioticcreste mai rapid decat dimensiunile
embrionare. Apa din AF provine din plasma materna si trece prin membranele fetale pe baza
fortelor osmotice si hidrostatice. Pentru ca placenta si vasele fetale sd se dezvolte, apa si

substantele dizolvate din plasma maternd trec prin placenta la fat si apoi in AF.
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AF contine carbohidrati, proteine si peptide, lipide, lactat, piruvat, electroliti, enzime si hormoni.
Anterior producerii de keratind in pielea fetald, aminoacizii difuzeaza din placentd prin
membranele placentare in AF si din circulatia fetald prin pielea fetald in AF. Mai apoi, 1n timpul
sarcinii difuzia prin membranele placentare persista si este sporitd prin excretia urinara fetala de
aminoacizi(Jauniaux E, 1999).

Amniocenteza a fost un instrument valoros in evaluarea stdrii fetale inca din 1970. Cea mai
comuna utilizare a AF este pentru evaluarea cromozomilor fetali. Amniocenteza este de obicei
indicata femeilor de peste 35 de ani sau la care existd factori de risc pentru o anomalie
cromozomiald. Pentru diagnosticul aneuploidiilor in primul trimestru, evaluarea cu ultrasunete a
translucentei nucale, markerii serici materni impreuna cu utilizarea amniocentezei a scazut
corespunzator prelevarea de vilozitdti corionice.

AF uman a fost evaluat ca o sursa de celule stem cu rezultate incurajatoare initial (Luton D,
2003). Posibilitatea unei surse necontroversate de celule stem, poate stimula cercetarea in acest

domeniu.

Celulele stem din lichidul amniotic (caracterizare, potential in medicina regenerativa)

Celulele stem amniotice reprezinta amestecul de celule stem care pot fi obtinute din AF (Fauza,
D., 2004.,Cananzi, Mara, 2009), precum si din membrana amniotica (Kim, M.K, 2014). Acestea
se pot diferentia in diferite tipuri de tesut, inclusiv piele, cartilaj, tesut cardiac, nervi, fibre
musculare, tesut osos (Antonucci, Ivana, 2009). Aceste celule pot avea aplicatii medicale, 1n

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

A fost determinata prezenta celulelor embrionare si fetale din toate straturile germinale in AFcat
si acelulelor progenitoare hematopoietice au fost evidentiate in AF, incepand cu a 12-a

saptamand de sarcina. S-a sugerat cd acestea proveneau din sacul vitelin (Fauza, D., 2004).

De asemeneaun studiu a indicat faptul ca celulele progenitoare non-hematopoietice au fost de
asemenea, prezente in AF. Acest lucru a fost confirmat ulterior, celulele evidentiate fiind celule
stem mezenchimale. In plus aceasta este o dovadi care arati ci celulele stem embrionare sunt

parte a fluidului, desi in cantitati foarte mici (Fauza, D., 2004).
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In acelasi timp, s-a stabilit cd celulele stem din membrana amnioticd au de asemenea, un
potential multipotent. S-a observat diferentierea acestora in celule neuronale si gliale, precum si

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

Majoritatea celulelor stem prezente au caracteristici asemanatoare, ceea ce sugereaza ca ele pot

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

De asemenea a fost confirmat faptul cd AF contine un amestec eterogen de celule multipotente
dupa ce a fost demonstrat ca acestea au fost In masurd sa se diferentieze in celule din toate cele
trei straturi germinale si fara a forma teratoame. Aceastd caracteristica le diferentiaza de celulele
stem embrionare, dar indica similitudini cu celule stem adulte (Jacot, J.G., 2013). Astfel, celulele
stem fetale din AF sunt mai stabile si mai plastice decat omologele lor adulte ceea ce le face mai
usor de reprogramat in vederea obtinerii statusului de pluripotenta (De Coppi, P, 2014 si

Moschidou, D, 2012).

O varietate de tehnici a fost dezvoltate pentru izolarea si cultivarea celulelor stem amniotice.
Una dintre cele mai comune metode de izolare implica obtinerea de AF prin
amniocenteza.Celulele sunt apoi extrase din fluid pe baza prezentei c-Kit. Exista o dezbatere
daca c-Kit este un marker adecvat pentru a distinge celulele stem amniotice de alte tipuri de
celule, deoarece celulele lipsite de c-Kit prezintd, de asemenea, potential de diferentiere.

Conditiile de cultura pot fi, de asemenea, ajustate pentru a promova cresterea unui anumit tip de

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

Celulele stem mezenchimale (mesenchymal stem cells - MSC) sunt foarte abundente in AF si
sunt descrise mai multe tehnici pentru izolarea lor. Acestea implica de obicei obtinerea AF prin
amniocenteza si diferentierea lor fatd de alte celule pe baza morfologiei sau prezenta anumitor

caracteristici (Fauza, D., 2004).

Testul cu antigen leucocitar uman a fost utilizat pentru a confirma cd MSC provin de la fat si nu
de la mama. Initial s-a presupus ca MSC au fost eliminate din embrion la sfarsitul ciclului lor de
viatd, dar, deoarece celulele au ramas viabile In AF si au fost capabile de a prolifera in cultura
aceasta ipoteza a fost infirmata. Cu toate acestea, este inca neclar daca celulele provin de la fat,

placenta sau eventual masa de celule interioare ale blastocistului (Fauza, D. 2004).
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Compararea MSC derivate din AF cu cele derivate din madduva osoasa au aratat ca primele au un
potential de crestere mai mare in culturd. Fenotiparea MSC derivate din AF a evidentiat un
fenotip similar cu MSC derivate din maduva osoasa si MSC provenite din tesut fetal din al doilea
trimestru de dezvoltare fetala (Fauza, D., 2004). La animale, MSC par sa aibd un profil
imunologic unic, care a fost observat dupa izolarea lor atat in cultura cat si in vitro (Fauza, D.,

2004).

Celulele stem asemanatoare celulelor embrionare, spre deosebire de celulele stem mezenchimale,
nu sunt abundente in AF, ele constituie mai putin de 1% din probele de amniocenteza. Celulele
stem like-embrionare au fost initial identificate utilizdnd markeri comuni cu celulele stem
embrionare, cum ar fi Oct4, CD34, vimentin, fosfataza alcalind, factorul celulelor stem si c-Kit.
Cu toate acestea, acesti markeri nu au fost exprimati in mod necesar concomitent.in plus, toti

acesti markeri pot aparea singuri sau in alte combinatii la alte tipuri de celule (Fauza, D., 2004).

Pluripotenta acestor celule stem embrionare ramane a fi stabilitd pe deplin. Desi aceste celule
care au exprimat markerii au fost capabile sd se diferentieze in celule musculare, adipoase,
osoase, nefrotice, neuronale si celulele endoteliale, acest lucru nu a avut loc In mod necesar
dintr-o populatie omogend de celule nediferentiate. Dovezi in favoarea naturii lor de celule stem

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

Celulele stem provenite din AF sau membrana amnioticd reprezintd o sursa de celule stem
multipotente care ar putea depasi limitele de crestere, de histocompatibilitate, tumorigeneza si
problemele de eticd asociate cu utilizarea de celule embrionare umane recoltate de la nivelul
cordonul ombilical, sangele din cordonul ombilical, maduva osoasd si celulele pluripotente

induse (De Sacco, S, 2010).

Studiile au dovedit ca celulele AFS pot fi folosite pentru a trata diverse afectiuni. Un astfel de
studiu a ardtat utilitatea celulelor AFS in regenerare glandei mamare (Young BK, 2015). Alte
studii au aratat cd pot fi de ajutor in boli musculare si cardiace (Mauro, A., 2010 siDelo, D. M.,
2011). In plus, celulele AFS s-au dovedit, de asemenea, ci ar putea avea mai multe aplicatii in
terapia celulard si ingineria tisulard (Cananzi, Mara, 2009,De Sacco, 2010,Young BK, 2015
siYang, X. X, 2009). Aceste optiuni interesante de tratament pe baza de celule ar putea duce la

cdile de atac suplimentare Tmpotriva bolilor umane (Vieira, N. M., 2010).
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Studiile cu terapia transplant de celule stem embrionare umane sunt, de asemenea, impiedicate
de posibile rejeturi imunologice si oncogenicitate. Dupd cum am mentionat mai sus, celulele
AFS nu sunt tumorigene dupa transplant la soareci,spre deosebire de celulele stem embrionare

obtinute din masa celulara a blastocitului, (De Coppi, 2007).
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REZULTATE SI DISCUTII

Imunofenotiparea celulelor amniotice din Sindromul Down si a celulelor normale.

Pentru a obtine informatii cu privire la expresia imunofenotipicd, am optimizat o metoda de
cultivare si evaluarea din punct de vedere imunofenotipic, prin citometria in 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 aratat un FSC scazut (P1, rosu) si un FSC crescut (P2, albastru). B.
FSC/SSC contour plot celular a relevat limite Intre cele doua populatii celulare. C. Histograma
a aratat expresia markerilor celulari hematopoietici si mesenchimali pentru celulele.cu FSC
scazut. D. Histograma a aratat expresia markerilor hematopoietici §i 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 ardtat un FSC scazut (P1, rosu) si FSC mare (P2, albastru). B.
FSC / SSC contur plot de celule prezintd limitele dintre cele doua populatii de celule. C.
Histogramele aratd expresia markerilor hematopoietici si mezenchimali ai celulelor cu FSC

scazut. D. Histogramele aratd expresia markerilor hematopoietice si mezenchimale asupra

celulelor cu FSC crescut.
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Analiza citometrica de imagine a celulelor amniotice din Sindromul Down si a celulelor

normale.

Pentru a obtine informatii cu privire la parametrii de imagine, am optimizat o metoda de

cultivare, marcare si evaluare din punct de vedere citometric.

Am efectuat analiza imaginilor pe probe normale si 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).

| . .

actind nuclei Ki67 imagini combinate
B
C

Figura 3: Analiza imaginilor de citometrie a celulelor lichidului amniotic normal si din SD. A.
Imagini reprezentative de cover slips cu normal (PRA15-0210, stanga) si SD (dreapta).
Vizualizarea in intregime a probei a fost obtinutad prin asamblarea tuturor campurilor generate de
scanarea automata TissueFAXS iPlus. B. Camp de vizualizare de la scanarea celulelor amniotice
normale. C. Camp de vizualizare de la scanare celulelor amniotice din DS. Filamente de actina

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

secundari conjugati cu Alexa Fluor 594 (rosu). Sunt descrise imaginile din fiecare canal si

suprapunerile fuzionate.
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Figura 4 : Analiza cantitativa a parametrilor celulari si ai proliferarii. Distributia valorilor ariilor
celulare in cazul reprezentantelor normale (a) si pentruDS (b) sunt afisate 1n histograme.
Valorile minime, maxime si medii ale ariilor celulare sunt ilustrate in graficul subiacent (e)

pentru normal (n = 7) si DS (n=5). Valorilor de distributie a perimetrelorcelulare a lichidului
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amniotic normale (c¢) si din DS (d) sunt afisate in histograme. Valorile maxime, medii $i minime
ale perimetrelor celulare sunt ilustrate in graficul subiacent (f) pentru normal (n=7) si DS (n=
5) linii. Distributia valorilor de suprafata a nucleilor reprezentantelor normale (g) si DS (h) sunt
prezentate in histograme. Valorile minime, maxime si medii ale nucleilor sunt ilustrate in
graficul subiacent (k) pentru normal (n = 7) si pentru DS (n = 5). Distributia raportul ferret al
nucleilor n conditii normale (i) si in cazul DS (j) este afisat in histograme. Valorile minime,
maxime si medii ale raportului ferret a nucleilor sunt ilustrate in graficul subiacent (1) pentru
liniile normale(n = 7) si DS (n =5). Scattergrama reprezinta afisarea procentului din celulele
AF pozitive Ki67 in conditii normale (m) versus DS (n) Acestea sunt afisate impreuna cu

procentele medii si 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 si 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 GO/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).
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Figura 5: A. Reprezintd analiza citometrica a distributiei de celule ale lichidului amniotic in
functie de ciclul celular in cazul normal (diagrame superioare) si in cazul DS (diagrame

inferioare). B. Grafic care ilustreaza proportia celulelor in fiecare faza a ciclului celular.

In a doua parte a studiilor experimentale am initiat culturi celulare din probe de lichid amniotic
de la fetusi cu parametrii fenotipici normali si am efectuat experimente de caracterizare a lor

(AFS — amniotic fluid stem cells), 1n paralel cu celule stem mezenchimale izolate in Institutul de
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Biochimie din maduva osoasd umand (BM-MSC — bone marrow-derived mesenchymal stem

cells) (Figura 6).

Figura 6: Morfologia celulelor din lichidul amniotic de la paciente cu fetusi normali — exemplu
linia celulara O.D. (dreapta) comparativ cu celulele stem mezenchimale din maduva osoasa

(stanga).
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Analiza diferentierii celulelor amniotice din Sindromul Down si a celulelor normale

II

Figura 7: Diferentierea celulelor stem mezenchimale din lichid amniotic (AFS) si maduva
osoasd (BM-MSC) pe caile de osteogeneza (stanga), condrogenezd (mijloc) si adipogeneza
(dreapta). In grupul de imagini I este redatid imaginea reconstituitd a intregului godeu iar in

grupul II sunt prezentate imagini detaliate ale celulelor supuse diferentierii pe cele trei cai.
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In urma analizei diferentierii celulare a celulelor mezenchimale din cele doud surse biologice se
observa ca celulele amniotice se diferentiaza la osteoblaste si condrocite, dar nu si la adipocite in
conditii experimentale in care celulele din maduva osoasa supuse inductiei ating eficient cele trei

fenotipuri diferentiate (2).

In prezent avem in studiu linii celulare diferite de amniocite normale si din DS, care vor fi
analizate 1n paralel cu celule stem mezenchimale de la diversi donatori pentru a caracteriza la
nivel molecular procesul de diferentiere si potentiale diferente, in cazul celulelor fetale

modificate genetic.
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Marcarea cu CFSE pentru analiza proliferirii celulare

Pentru a studia potentialul de a modula proliferarea celulelor DS, am efectuat in ultima parte a
studiului, experimente de marcare cu CFSE si evaluare a dilutiei acestuia, in prezenta unor celule
normale aflate 1n co-culturd. Am ales celule amniotice normale si celule stem mezenchimale

pentru a testa efectul acestora asupra proliferarii celulelor DS.

Primul experiment a constat in optimizarea concentratiei de CFSE astfel incat celulele marcate sa
poata fi urmarite atat prin microscopie, cat si prin citometrie in flux pe o perioada de 24 de ore.
Am testat doud concentratii - 0,5 si 5 uM si am efectuat un experiment de microscopie pentru a
evalua vizibilitatea celulelor imediat in ziua marcarii (dO) sau la 24 de ore dupd marcare (d1)
(Figura 8). Rezultatele au aratat cd, atit pe celule amniotice cat si pe celule mezenchimale

concentratia optima de marcare este de 5 uM.

Folosind aceastd concentratie am efectuat co-culturi de celule marcate cu CFSE si apoi diluate
1:1, 1:10 si 1:100 cu celule nemarcate din alte linii (AFS, MSC) sau din aceeasi linie, drept
control (Figurile 8). Ca masurd a capacitatii proliferative a celulelor s-a cuantificat valoarea
mediand a CFSE pentru celulele care au suferit diviziuni pe parcursul celor 24 de ore (markerul
P3 din histogramele prezentate in figura 9). Cu cat valoarea acesteia este mai mare, activitatea

proliferativa este mai slaba iar valorile mici sunt indicatoare ale unei proliferari accelerate.

Analiza datelor a aratat ca celulele DS 283 au o valoare mediana a fluorescentei CFSE de 836-
1007, in timp ce AFS 213 au avut valori de 2348-3202. Dupa cultivarea celulelor DS in prezenta
de celule normale AFS213, valorile mediane ale CFSE raman relativ constante (982—1031).in
schimb, la 24 de ore dupd cultivarea DS 1n prezenta de MSC T, acestea isi accelereaza

diviziunile, fapt indicat de mediana CFSE de 666-831(Figura 9).
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Figura 9 (continuare): Analiza de citometrie in flux a probelor de celule amniotice DS, in
dilutie 1:1, 1:10 s1 1: 100 cu celule amniotice normale sau cu celule stem mezenchimale normale.

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

Aceste studii necesitd insa continuare, pentru aprofundarea unor posibile mecanisme moleculare
prin care se poate controla sau modula activitatea proliferativa a celulelor cu patologie DS pentru
a reversa fenotipul lor si pentru ameliorarea consecintelor fiziologice ale modificarilor celulare

specifice acestei patologii.
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CONCLUZII (TEZA IN EXTENSO)

In timpul analizei citometrice in flux, doud populatii de celule au fost in mod constant prezente
in culturile celulare din LA, identificate pe dot-plot-urile si contur-plot-urile, forward scatter
(FSC)/ side scatter (SSC). Populatia predominanta a prezintat FSC crescut, care este indicativ
pentru dimensiuni celulare mari. A doua populatie a avut tendinta de variabilitate intre probe si
are FSC scazut, prin urmare, volumul celulelor a fost mic.

Celulele SD intrd in proportie mai mare in ciclul celular (indicat de procentul mare al celulelor
Ki67+), insd raman majoritatea in faza G1, fiind incetinitd iesirea din ciclul celular

Co-cultivarea celulelor SD cu MSC dar nu si cu AFS creste rata de diviziune a acestora. Sunt
necesare cercetari ulterioare care sa identifice factorii specifici MSC care semnalizeaza favorabil
iesirea din ciclul celular si consecintele asupra fenotipului celulelor SD.

Rezultatele au aratat ca toate probele au fost negative pentru markeri hematopoietici si pozitive
pentru markeri mezenchimali CD 13 si CD 90, indiferent de fenotip. CD 29 este aproape absent
de pe toate liniile celulare testate. CD 90 a avut o expresie variabild intre subiecti.

Analiza citometrica a proliferarii celulare arata ca celulele amniotice suferd mai multe diviziuni
celulare, fiind mai eficiente decat celulele stem mezenchimale din maduva osoasa in a prolifera.
In urma analizei diferentierii celulare a celulelor mezenchimale din cele doud surse biologice
(lichid amniotic si maduva osoasd) se observa ca celulele amniotice se diferentiaza la osteoblaste
si condrocite, dar nu si la adipocite in conditii experimentale in care celulele din maduva osoasa

supuse inductiei ating eficient cele trei fenotipuri diferentiate.
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