Sinteza lucrarii
Denumirea proiectului: Analiza comparativa a semnalelor moleculare implicate in diferentierea celulelor stem embrionare si a celulelor progenitoare multipotente adulte de soarece
Faza III (intermediara pe 2009)
Obiectiv planificat I: Caracterizarea morfo-functionala si biochimica a celulelor stem embrionare (CSE). 
Obiectiv planificat II: Caracterizarea morfo-functionala si biochimica a  celulelor stem adulte multipotente (MAPC).
Natura pluripotenta a celulelor stem a starnit interesul cercetatorilor pentru utilizarea lor ca sursa de celule si tesuturi in terapia celulara. Datorita potentialului lor de diferentiere, exista speranta ca aceste celule ar putea deveni o sursa reinnoibila permanent pentru transplantul celular in bolile degenerative severe. In vederea eficientizarii transplantului celular, ne-am propus in acest proiect o mai buna cunoastere a celulelor stem adulte si embrionare prin studiul comparativ al semnalelor moleculare implicate in mentinerea mulpipotentei celulare a celulelor stem adulte (MAPC) si embrionare (CSE, si a semnalelor moleculare implicate in diferentierea lor spontana si controlata, cu caracterizarea stadiilor intermediare de diferentiere. 
In primele 2 faze ale acestui proiect, au fost izolate cele 2 tipuri importante de celule stem: celulele stem embrionare (CSE, izolate din blastocisti expandati de soarece) si celulele stem adulte (MAPC, izolate din maduva soarecilor adulti).

Celulele stem embrionare obtinute in etapa anterioara au fost carcaterizate din punct de vedere morfologic, biochimic si functional, pentru demonstrarea carcaterului lor de stem. Din punct de vedere morfologic, celulele stem embrionare (CSE) obtinute de noi din blastocisti proveniti de la soareci Rap, prezinta aspectul caracteristic oricaror celule stem embrionare (vezi figura 1): colonii de celule mici, rotunde, ce cresc pe straturi de celule feeder (celule fibroblaste embrionare, obtinute de noi in etapele anterioare ale proiectului din fetusi de soareci de 16 dpc).
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Primul criteriu in caracterizarea lor l-a constituit capacitatea lor proliferativa foarte mare. Aceste celule ajung la confluenta (moment caracterizat prin unirea coloniilor de celule embrionare) in 2-3 zile, necesitand pasare la fiecare 2 zile, cu un split de 1:6 - 1:10. Chiar in aceste conditii, celulele necesita schimbare zilnica de mediu, acesta devenind foarte acid datorita proliferarii foarte crescute. Aspectul celulelor nu se modifica de la un pasaj la altul, acestea pastrand capacitatea proliferativa pe perioade practic indefinite. Figura 2 ilustreaza aspectul morfologic al coloniilor de CSE la diferite pasaje. 
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Timpul aproximativ de dublare al populatiei a fost stabilit la 16 ore. Celulele necesita pasare inainte de unirea coloniilor (pre-confluenta), intru-cat contactul intre colonii duce la diferentierea celulara. Starea de nediferentiere a fost asigurata suplimentar prin introducerea LIF (Leukemya-Inhibitory Factor) in mediu de cultura si inlocuirea serului fetal bovin cu serum replacement (firma Gibco).


Din punct de vedere biochimic, celulele au fost caracterizate prin determinarea activitatii telomerazei, detectarea unor markeri specifici celulelor stem embrionare (Oct-4, SSEA-1, Cript, Nanog) si absenta markerilor de diferentiere. 


Telomerele sunt structuri specializate complexe DNA-proteine, localizate la capatul  cromozomilor eucarioti, ce consta in secvente scurte de DNA (de obicei TTAGGG), repetate in tandem.  Deoarece DNA polimerazele sunt incapabile de replicarea ultimelor secvente ale ADN-ului cromozomial, cromozomii se scurteaza cu fiecare ciclu de replicare. Prin urmare, determinarea telomerelor este o masura a senescentei celulare. Acest fenomen, demonstrat atat in vivo cat si in vitro, pare a fi legat de capacitatea proliferativa limitata a celulelor somatice (asa-numitul “ceas mitotic”). Deoarece celulele liniei germinale, celulele stem si celulele tumorale prezinta un timp de viata prelungit (indefinit), s-a sugerat ca aceste celule trebuie sa posede un mecanism particular de mentinere a lungimii intacte a telomerelor. 

Mentinerea stabila a lungimii telomerelor este in asociere cu activitatea telomerazica. Aceasta enzima este o ribonucleoproteina care compenseaza pentru pierderea DNA-ului telomeric prin adaugarea de secvente repetitive la capatul cromosomului, utilizand componentul sau intrinsec de RNA ca matrita pt sinteza DNA. Telomerele joaca un rol essential in mentinerea stabila a cromosomilor eukariotici intr-o celula, prin legarea specifica la proteine structurale. Aceste proteine infasoara capetele DNA ale cromosomilor liniari, prevenind degradarea nucleolitica, fuziunea intre capetele cromosomilor, recombinarea neregulata sau alte evenimente care in mod normal duc la moartea celulara.
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Determinarea expresiei telomerazei s-a facut prin analiza RT-PCR, utilizand primeri specifici de TERT de soarece. Drept comparatie, s-au utilizat celulele fibroblaste embrionare, celule utilizate ca suport de cultivare pentru CSE. Rezultatele (figura 3) au aratat o cantitate semnificativ crescuta a telomerazei in CSE, comparativ cu celulele feeder. De asemenea, activitatea telomerazica nu s-a modificat cu pasajul, ramanand la nivel crescut. 


Analiza markerilor specifici celulelor stem embrionare s-a facut prin sudii de microscopie de fluorescenta si RT-PCR. Studiile de microscopie de fluorescenta au aratat expresia SSEA-1(stage specific embryonic antigen)  pe suprafata celulelor CSE. Asa cum este ilustrat in figura 4, acest marker nu a putut fi detectat pe celulele feeder, aratand astfel caracterul de celule stem embrionare al celulelor analizate. De asemena, se observa prezenta acestui marker exclusiv pe membrana celulelor embrionare si nu localizarea intracelulara. 


Expresia markerilor de nediferentiere a CSE (Oct-4, Nanog, Cripto) a fost testata prin RT-PCR, utilizand un kit de izolare de RNA de la Roche. Principiul este descris pe scurt in cele ce urmeaza: Coloniile celulare sunt lizate cu un tampon de liza, pentru spargerea celulelor, dupa care lizatul este trecut pe o filtru care retine, prin centrifugare materialul genetic intracelular.  
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Dupa o spalare scurta, DNA-ul este degradat prin tratament cu DNase, dupa care RNA este eluat in tampon Tris-EDTA. Rezultatele sunt ilustrate in figura 5 si arata activarea genelor Oct-4, Nanog, si Cripto, numai in CSE, nu si in MEF. 
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Oct-4 este un reglator transcriptional din familia POU, a caruie sxpresie este restrictata la embrionul timpuriu, celule stem germinale, celule stem embrionare si celule de carcinom embrionar. In CSE, functionarea continua a lui Oct-4 este necesara pentru mentinerea pluripotentei. Inactivarea lui Oct-4 din CSE duce la blocarea auto-reinnoirii celulare si la activarea unui proces de transdiferentiere neobisnuita: in loc sa se transforme in derivati ai mezodermului, endodermului si ectodermului, CSE genereaza celule trofoblaste.


Toate aceste rezultate, impreuna cu absenta markerilor de diferentiere celulara (GATA-4, desmin, SMA, VE-cadherin, etc) demonstreaza caracteristici de celule stem embrionare ale celulelor obtinute in acest proiect. Aceasta linie de celule reprezinta o sursa noua de celule pentru dezvoltarea ulterioara a transplantului in tratamentul altor boli.
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In ceea ce priveste celulele stem adulte (multipotent adult progenitor cells, MAPC), acestea pot fi separate din aspiratul medular, unde rezida ca o populatie foarte putin numeroasa de cellule cu capacitate proliferativa crescuta si potential semnificativ de diferentiere. Pentru obtinerea acestor cellule, aspiratul izolat din canalul medular al tibiilor si femururilor de la un soarece adult a fost trecut prin ace de diametre descrescatoare pentru obtinerea unei suspensii unicelulare. Celulele au fost cultivate pe placi de 6 godeuri (cu o densitate de insamantare de 6 milioane celule/godeu) acoperite in prealabil cu fibronectina. In timpul primelor doua saptamani de cultivare, cate 1 ml mediu proaspat s-a adaugat la fiecare 2 zile. Acest lucru este necesar pentru a nu indeparta celulele neaderate in primele zile. Incepand cu a treia saptamana, celulele au fost re-pasate la 80% confluenta, sau ~ 2 x 104 cells/cm2. Aceasta densitate este atinsa prin trecerea celulelor din cele 6 godeuri pe 9 godeuri. Odata ce celulele au ajuns la confluenta, ele sunt inca o data pasate la 80% confluenta. Dupa aproximativ o luna de cultivare, celulele au fost testate pentru prezenta celulelor Sca-1+ sau c-kit+. Testarea s-a facut prin flow citometrie, utilizand anticorpi anti c-kit-PE si respectiv Sca-1-PE. Drept control de izotip s-a folosit rat IgG2A-PE. 
Rezultatele au aratat prezenta unui numar extrem de mic de celule Sca-1 pozitive, in timp ce celulele hematopoietice (CD45+) au fost majoritare. In acest conditii, a fost realizata o sortare negativa pe coloana magnetica, pentru indepartarea celulelor CD45+ si Ter119+. Celulele ramase in urma selectiei negative pe coloana magnetica au fost insamantate in placi de 96 godeuri, la densitatea de 1 celula/godeu, urmarindu-se aparitia coloniilor de MAPC (celule mici, rotunde sau triunghiulare). Dupa aproximativ 2 saptamani de cultivare, in unele godeuri au fost observate colonii celulare continand ~30-50 celule cu morfologie asemanatoare MAPC, care au fost in continuare multiplicate prin trecere pe placi de cultura progresiv mai mari. Caracterizarea acestor celule a aratat ca ele cresc sub forma de colonii, demostrand provenienta lor dintr-o singura celula (single cell-derived colony) (vezi figura 6).

Caracterizarea prin flow-citometrie a acestor celule a aratat ca aceste colonii prezinta 2 populatii majoritare celulare: unele celule sunt mici, altele sunt mari si cu granularitate mai pronuntata (figura 7).
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In continuare, aceste celule au fost testate pentru prezenta markerilor de celule stem pe suprafata celulara. Analiza flow-citometrica a aratat ca aproximativ 80% din celule sunt pozitive pentru Sca-1, insa nu pt c-kit (figura 8).
Caracterizarea in detaliu a acestor celule a aratat ca ele sunt de asemenea negative la CD31 (figura 10), CD24, CD44 si Cd11b (datele nu sunt aratate).
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Analiza expresiei markerului de celule stromale Stro-1 a aratat ca, desi numai ~20% din celule sunt puternic pozitive la Stro-1 (figura 11, sus), intreaga populatie de celule MAPC prezinta un anumit nivel de expresie a Stro-1, fapt certificat prin cresterea valorii mean pe histograma de cuantificare a exprexiei Stro-1 in MAPC, comparativ cu controlul de izotip (figura 11, jos).
[image: image11.png]Seat





In concluzie, rezultatele obtinute in aceasta faza demonstreaza caracterul de celule stem atat pentru celulele obtinute din masa celulara interna a blastocistului de soarece expandat (celulele stem embrionare, CSE), cat si pentru celul;ele obtinute din ,maduva osoasa hematogena a soarecilor adulti (multipotent adult progenitor cells, MAPC). Aceste 2 tipuri distincte de celule stem nu prezinta markeri comuni, celulel embrionare fiind negative la markerii de suprafata caracteristici celulelor stem adulte si invers, celulele stem adulte sunt negative la markerii de celule embrionare.


















Figura 11. Rezultatele de flow-citometrie, aratand expresia puternica de Stro-1 pe 20% din celulele MAPC in cultura (sus) si un anumit nivel de expresie de Stro-1 pe toate celulele din cultura, fapt demonstrate de deplasarea curbei de expresie (linia verde) spre dreapta. Se observa valoarea mean asociata expresiei Stro-1 de 43, comparative cu controlul de izotip, a carui valoare de mean este 11. 





Figura 2. Microscopie in contrast de faza ilustrand aspectul coloniilor de CSE la diferite pasaje. Se observa capacitatea proliferativa a celulelor de la un pasaj la altul si aspectul nemodificat al coloniilor la diferite pasaje.





Figura 10. Diagrama de flow citometrie aratand absenta markerului CD31 pe suprafata celulelor MAPC.





Figura 1. Microscopie in contrast de faza ilustrand aspectul CSE, crescand sub forma de colonii de celule mici si rotunde pe un strat support (feeder), necesar pt mentinerea lor nediferentiata.





Figura 8. Expresia c-kit si Sca-1 pe suprafata celulelor MAPC, la pasajul 6. Se observa faptul ca aceste cellule nu exprima c-kit, insa sunt puternic positive la Sca-1.





Figura 3. RT-PCR ilustrand expresia TERT in celule stem embrionare la 2 pasaje diferite, comparative cu celulele embrionare feeder (MEF). Se observa expresia semnificativ crescuta a TERT in ESC fata de MEF. GAPDH este ilustrat ca standard intern, pentru raportare.





Figura 4. Microscopie de fluorescenta ilustrand expresia markerului de cellule stem embrionare SSEA-1 (mijloc, SSEA-1-FITC) exclusiv pe suprafata membranara a CSE, nu si pe celulele feeder, care pot fi vizualizate in imaginea in constrast de faza (dreapta, phase contrast) sau prin colorarea nucleara cu Hoechst (stanga, Hoechst 33258).





Figura 5. RT-PCR evidentiind activarea Oct-4, Nanog si Cripto in 2 culturi de CSE. Drept control negative, sunt illustrate MEF, care nu exprima aceste gene. GAPDH este folosit ca standard intern pentru raportarea cantitativa a mRNA-ului celular.





Figura 7. Histograma  aratnd cele 2 populatii majoritare de cellule care se regasesc in cultura de MAPC.





Figura 6. Microscopie in contrast de faza ilustrand aspectul unei colonii de MAPC, la 10 zile de la insamantare. Se observa ca acest cellule cresc sub forma de colonii, ceea ce demonstreaza provenienta lor dintr-o singura celula initiala.
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