2. Discrepancy of serial number of the rib with number of a vertebra of this level (to parasternal,
midclavicular and midaxillary lines),

3. The obtuse infrasternal angle and costal arches extending in the parties.

4. Asymmetry of a thorax.
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Abstract

THE IMMUNOHYSTOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF MESENCHYMAL STEM CELLS
OF THE UMBELLICO-PLACENTAR COMPLEX

The actual research presents the results obtained by studying the receptors characteristic for the mesenchymal stem
cells of the umbilical cord and placenta using the immunohistochemical methods as follows CD 34, CD 105, AC (CD) 133
and VEGEFR 2 (CD 309). The studied structures are rich in mesenchymal stem cells, which could be used for the collection,
preserving, cultivation and following cellular transplantation in different diseases.

Key words: mesenchymal stem cells, cellular transplantation, immunohistochemical methods, umbilical cord.

Actualitatea lucrarii

Progresele facute in ultimii ani in ceea ce priveste izolarea, caracterizarea si diferentierea celulelor

stem,

au adus noi sperante in dezvoltarea de terapii celulare ce pot fi utilizate in tratamentul unor boli

considerate azi incurabile [1, 6, 12, 15].
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Celulele stem pot, in functie de sursa din care provin, s dea nastere unor celule diferentiate care
odatd introduse in organism preiau functia celulelor distruse, corectand astfel modificarile patologice
aparute (2, 11, 15].

Complexul ombelicoplacentar (COP) este alcatuit din structurile provizorii, care se dezvolta in afara
embrionului si includ: amnionul, corionul, cordonul ombilical, placenta. In aceste organe se gasesc celule
polipotente — stem hematopoietice si mezenchimale [6, 13, 17].

Pentru caracterizarea celulelor stem mezenchimale (SCM), comitetul celulelor mezenchimale stem a
Societétii Internationale pentru terapia celulara a propus criterii minimale pentru definirea SCM umane.
Acestea sunt:

1. sd adere pe plasticul suporturilor de cultivare a celulelor

2. sa exprime pe suprafatd antigeni CD 105, CD 73 si CD 90, si sd nu exprime CD 45, CD 34 ori AC

133, CD 14 ori CD 11b, CD 79a ori CD 19, HLA-DR
3. sa posede capacitatea de a se diferentia in vitro in osteoblaste, chondroblaste si adipocite.

Receptorii, care caracterizeaza fenotipul biologic al celulelor se clasifica in felul urmator:

Receptori de la suprafata celulelor mezenchimale.

4. Receptori fenotipic: Stro-1, CD 73, CD 90 (Thy-1), CD 105 (endoglina) si CD 166, CD 271 s.a.

5. Receptori ai factorului de crestere: EGFR, bFGFR, IGFR, PDGFR, TGFPRI si RII, HGFR s.a.

6. Receptori chemokinici: CCR 1, CCR 2, CCR 4, CCR 6, CCR 7, CCR 9, CCR10, CXCR 1, CXCR 2,
CXCR 4, CXCR 5, CXCR 6 5i CX3CR1 s.a.

7. Receptori citokinici: IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R, IFNYR si TNFI si IIR s.a.

. Receptori de integrare, adeziune celula-matrice: integrine o si §, CD44.

9. Receptori de integrare, adeziune celulo-celulari: Jagged-1, Jagged-2, DLL-1, DLL-3 and DLL-4,
ICAM-1 si -2, VCAM-1 si ALCAM.

10. Receptori imunomodulatori: MHC clasa 1. TLR 1-5si 9

In studiul dat ne-am pus ca scop si cercetim prezenta unor receptori tipici mezenchimali in struc-
turile COP. S-au selectat pentru investigatie receptorii CD 34, CD 105, AC(CD) 133 si VEGEFR 2 (CD
309) [3, 4].

o2}

Material si metode

Au fost colectate structuri ale COP de la 13 sarcini la termen (36-41 saptamani). Recoltarea in vede-
rea prelucrarii histologice s-a efectuat rapid, datorita aparitiei precoce a modificarilor biochimice post-
mortem, ce survin inaintea celor structurale. Fragmentele prelevate au avut volumul de 1 cm’ in vederea
realizdrii unei prelucrari cit mai corecte.

Fragmentele au for clasificate in 3 grupuri: A. —extremitatea fetala a cordonului ombilical, B. - por-
tiunea mijlocie a cordonului ombilical, C. - portiunea placentara a cordonului ombilical cu fragmente
ale placentei. Biopsiile au fost prelucrate dupa tehnica histologica standard (fixare in solutie de formalind
tamponata, incluzionare in parafina, sectionare la 5 microni).

Sectiunile s-au colorat cu hematoxilind-eozina, pentru diagnosticul histopatologic, in vederea sta-
bilirii starii de sandtate a elementelor COP. Sectiunile corespondente aditionale au fost colorate imuno-
histochimic.

Metoda consta in deparafinare, hidratare, demascarea antigenului, inhibarea peroxidazei endogene,
incubare cu anticorpul primar si tratare cu sistemul de lucru.

Vizualizarea produsului final de reactie. S-a expresat receptorii de la suprafata celulara, CD 34, CD
133, CD 105 si receptorul factorului de crestere vaso-endotelial (VEGER 2).

S-au utilizat anticorpi primar: CD 34, CD 133, CD 105 si VEGER 2 (dilutie 1:25, durata incubarii 30
minute, sursa Dako, Danemarca).

Intreaga procedurd s-a efectuat in sistemul automat cu DakoAustainerPlus (DakoCytomation,
Glostrup, Danemarca) in Laboratorul de Imunohistochimie al catedrei de Histologic a UMF ”Victor
Babes”, Timisoara, Roménia [17].
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Rezultate si discutii

In urma examinirii histologice prin colorarea hematoxilin —eozind s-au pus in evidenta structurile
clare ale cordonului ombilical (vena ombilicala, arterele ombilicale, amnionul si gelul Warton) si ale
placentei (corionul, vilozitatile coriale de diferit ordin cu toate componentele descriptive — sincitiotrofo-
blastul, citotrofoblastul, capilarele si mezenchimul vilozitatii).

Nu au fost depistate elemente ce denota vre-o patologie (Fig.1 si 2).

‘4\\ W
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Fig. 1. Structurile cordonului ombilical: 1. Artera ombilicala; 2. Vena ombilicala;
3. Gelul Warton; 4. Amnionul. Marire originala x 100.

Fig. 2. Elementele structurale ale placentei: 1. Sincitiotrofoblastul; 2. Capilarele vilozititii coriale;
3. Mezenchimul vilozitatii. 4. Sangele matern. Marire originala x 800.

La expresarea CD 34 s-au evidentiat coloratii intense atat la nivel de endoteliului vaselor cordonului
ombilical cat si al vaselor vilozitatilor coriale (Fig. 3 si 4).

Alte structuri nu au fost colorate cu anticorpul antiCD34.

S-au evidentiat cu anticorpii anti —CD 105 elementele endoteliale ale vaselor cordonului ombilical si
ale vilozitatilor placentei. De asemenea s-au observat celule CD105+ in mezenchimul vilozitatii coriale.
Totodata s-a evidentiat pozitiv la Ac anti-CD105 si sincitiotrofoblastul.

Coloratia cu anticorpi anti CD (AC)133 nu a evidentiat vre-o structurd a COP.

Anticorpii contra antigenului VEGFR?2 a colorat slab intens mezenchimul vilozitatilor coriale.
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Fig. 4. Expresia imunohistochimicd a CD34 la nivelul placentei. Marire originala x800.

Receptorul CD 34. Clusterul de diferentiere CD 34 este o glicoproteida prezentd pe suprafata anu-
mitor celule cu rol de interconexiune intercelulard si legatura celulelor stem din maduva osoasa rosie.
Celule ce expreseaza CD34 se gasesc in maduva osoasa rosie si cordonul ombilical la celulele hemato-
poietice. De asemenea se depisteaza la celulele progenitoare de endoteliu, celule endoteliale, mastocite,
celule dendritice. CD34 se observa si in tesutul conjunctiv lax al unot tumori.

Absenta CD 34 in structurile COP in afara de endoteliul vascular ne permite sa presupunem absenta
celulelor stem hematopoietice in stroma COP si in vasele respective. Unicul sediu ar fi celulele nucleare
ale sangelui cordonului ombilical [5, 15].

Receptorul CD 10. Endoglina sau CD 105, este glicoproteidd membranara fiind o parte componenta
a complexului de receptor TGF beta.

Acesta din urma are un rol crucial in angiogeneza in conditii de norma si in diverse patologii (tu-
mori).

Endoglina a fost depistata in toate celulele endoteliale a tuturor tesuturilor, in macrofage activate,
limfoblaste, fibroblaste si miocite netede. Rolul CD 105 se rezuma la modularea raspunsului celular la
conexiunea cu complexul de receptor TGE implicarea in organizarea citoscheletului si a migrarii celu-
lare. In timpul organogenezei are un rol hotartor la formarea sistemului cardiovascular (absenta genei
respective duce la grave malformatii cardiace si vasculare) [10, 14].
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Receptorul CD 133 de asemenea cunoscut si ca AC 133 este o glicoproteina transmembranara. El
se expreseaza in celulele stem hematopoietice, celulele progenitoare endoteliale, glioblastoma si celulele
stem neuronale si gliale, la adulti se pune in evidenta la rinichi, glandele mamare, trahee glande salivare,
placentd, testicule s.a. In preparatele noastre acest receptor nu s-a evidentiat sugerand idea lipsei celule-
lor hematopoietice la nivelul substratului COP studiat [9].

Factorul de crestere a endoteliului vascular (VEGF) se depisteaza prin evidentierea receptorilor lui
specifici VEGFR 1, VEGFR 2 si VEGER 3. Receptorul VEGFR2 (CD 309) este critic pentru angiogeneza
vaselor sanguine si responsabil de permeabilitatea vasculara.

Prezenta lui slaba in vilozitétile coriale ale placentei denotd faptul mentinerii active a procesului de
formare a vaselor sanguine. Totodata celulele mezenchimale care expreseaza VEGFR 2 pot induce angi-
ogeneza si in alte tesuturi dupa o prelevare si inoculare respectiva [7].

Concluzii

1. Structurile COP sunt bogate in celule stem mezenchimale care pot fi utile in prelevarea, conserva-
rea, cultivarea lor corespunzdtoare cu scopul transplantarii lor ulterioare in tratamentul patologiilor ce
necesita suplinire de tesut.

2. Celulele mezenchimale ale COP, celulele perivasculare si periamniotice de asemenea au un grad
sporit de expresare a receptorilor specifici unor celule cu capacitate de proliferare majora.
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