Sinteza lucrarii
Denumirea proiectului: Analiza comparativa a semnalelor moleculare implicate in diferentierea celulelor stem embrionare si a celulelor progenitoare multipotente adulte de soarece
Faza IV (finala pe 2009)
Obiective planificate: 
1.
Transfectia celulelor stem cu proteina GFP sub influenta unui promotor specific cardiac pentru marcarea celulelor diferentiate in cardiomiocite (CMC);

2.
Obtinerea de derivati ai mezodermului, endodermului si ectodermului prin diferentierea in vitro a celulelor stem adulte.

In fazele anterioare ale proiectului au fost raportate obtinerea si caracterizarea celulelor stem embrionare (mESC) si a celulelor stem mezenchimale adulte (MSC) din soarece. In acest moment exista 2 linii de mESC caracterizate, una provenind din soareci Rap, iar cealalta provenind din soareci Balb/6. In ceea ce priveste liniile de celule stem adulte, exista in prezent 4 linii de MSC caracterizate atat din punct de vedere morfologic, cat si al markerilor de suprafata.
Pentru aceasta faza a proiectului ne-am propus obtinerea de linii de celule stem modificate genetic, astfel incat sa contina o gena reporter sub influenta unui promotor specific cardiac. Acest lucru ne este util in studiile ulterioare de diferentiere a acestor celule in cardiomiocite, astfel: atunci cand celulele stem sunt diferentiate inspre CMC, promotorul specific cardiac va deveni activ, astfel incat va determina transcrierea genei reporter, ceea ce va facilita selectarea celulelor diferentiate si separarea lor de celulele nediferentiate sau diferentiate inspre alte tipuri celulare. La momentul respectiv, celulele diferentiate vor fi separate fie prin sortare prin flow-citometrie (daca gena reporter este o molecula fluorescenta precum GFP sau Red protein), fie pe baza rezistentei la antibiotic (daca gena reporter este gena de rezistenta la geneticina). De asemenea, in aceasta faza am realizat studii de diferentiere a celulelor stem mezenchimale adulte inspre linia mezodermala, dovedind capacitatea lor de diferentiere inpre osteoblaste, condrocite si adipocite.
Pentru realizarea primului obiectiv, am pornit de la plasmida pEYFP (figura 1), plasmida care poarta gena de referinta GFP sub influenta promotorului CMV (citomegalovirus). Transfectia celulelor stem cu acest plasmid duce la expresia proteinei reporter in toate celulele transfectate, deoarece promotorul CMV este foarte puternic. Pentru a marca selectiv numai celulele care se vor diferentia in CMC, a fost necesara inlaturarea promotorului CMV si inlocuirea lui cu promotori specific cardiaci. Ca promotori cardiaci am optat pentru promotorul (MHC (myosin heavy chain), promotorul (-actinei cardiace (Actc promoter) si promotorul MLC2v (lantului usor al miozinei cardiace). Urmatorii pasi au fost urmati in realizarea acestui obiectiv:

1. Desemnarea primerilor pentru clonarea promotorilor specific cardiaci din ADN genomic de soarece.

Designul de primeri a tinut cont de secventa promotorilor (U71441 pt MHC promoter 5300 pb, NC 000068 pentru Actc promoter 2800 pb si, respectiv AF326769 pentru MLC2v promoter 2500 pb, conform NCBI).
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La capatul 5’ al fiecarui primer s-a adaugat situturi pentru enzime de restrictie (astfel: situsuri AseI pentru primerii forward si situsuri KpnI pentru primerii reverse), precum si cateva nucleotide suplimentare pentru a facilita digestia cu enzima de restrictie (7 nucleotide pentru AseI si 3 nucleotide pentru KpnI). Secventele primerilor rezultati sunt urmatoarele:

Mouse MHC promoter forward:

   6 ncld + Ase I + primer

ATCAGAATTAATGGTGGAAGCAGAATAAAG

Mouse MHC promoter reverse:
CGG + Kpn I + primer

CGGGGTACCCACACCAGAAATGACAGAC
Mouse MLC2v promoter forward:

   6 ncld + Ase I + primer

ATGTCCATTAATCAGCCACTGAACATAATTC

Mouse MLC2v promoter reverse:

CGG + Kpn I + primer

CGGGGTACCTCCGCCTCACCTACAACTG

Mouse Actc promoter forward:

6 ncld + Ase I + primer

ATCGGGATTAATAGACACTTAAATTGATGGC

Mouse Actc promoter reverse:

CGG + Kpn I + primer

CGGGGTACCCCAAGAAGCACAATACGG

2. Izolarea de ADN genomic din celule mononucleate din sange periferic de soarece.


Pentru obtinerea ADN genomic, s-a utilizat kit-ul FlexiGene de la Qiagen. Produsul obtinut a fost cuantificat prin determinarea absorvantei la 260 nm, obtinandu-se o concentratie de 300 ng/(l, cu un raport λ260nm/ λ280nm =1.89, ceea ce denota un ADN nedenaturat. Integritatea ADN-ului a fost confirmata si prin electroforeza in gel de agaroza 0,8% (figura 2).
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3. Amplificarea prin PCR a promotorilor cardiaci.

Pentru amplificarea promotorilor cardiaci s-a folosit o polimeraza speciala pentru amplificarea fragmentelor lungi de PCR, LongTaq Amplif de la New England Biolabs, cu respectarea conditiilor de amplificare impuse de enzima. 
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Au fost testate diferite Ta pentru optimizarea PCR-ului si obtinerea unor fragmente cu puritate 100% (figura 3). Temperaturile Ta care au dat amplificarile cele mai bune au fost 60(C pentru Actc promoter si 61(C pentru MLC2v promoter. Dupa amplificarea prin PCR, fragmentele obtinute au fost izolate din gelul de agaroza si purificate cu kit de purificare al produsilor de PCR, achizitionat de la Promega.

4. Izolarea promotorului CMV din plasmidul pEYFP.

Promotorul a fost taiat din plasmid cu doua enzime de restrictie, AseI si KpnI, de la firma NEB. Clivarile s-au facut susccesiv (mai intai cu AseI, apoi cu KpnI), peste noapte la 37(C, deoarece cele 2 enzime de restrictie necesitau conditii diferite. Fiecare clivare a fost urmata de separarea produsului pe gel de agaroza 0,8% si purificarea din gel.  Prima clivare (cu AseI) a dus la liniarizarea plasmidului (figura 4, lane-urile 4 si 5), iar cea de-a 2-a clivare a dus la excizia promotorului CMV (700 pb), ramanand astfel plasmidul fara promotor cu o marime de 4000 pb (figura 4, lane-urile 1 si 2).
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5. Ligarea promotorului specific cardiac in plasmidul fara promotor. Pentru ligare s-a folosit LigaFast(TM) Rapid DNA Ligation System de la Promega. S-a pornit de la 1 (l plasmid si 2.5 (l insert, iar reactia s-a facut la 42(C, timp de o ora. Produsul rezultat in urma ligarii a fost utilizat pentru transformarea celulelor DH5( competente. Ulterior, plasmidul a fost testat prin clivare cu enzime de restrictie (AseI si KpnI), multiplicat, purificat prin Midiprep si utilizat pentru transfectie.


Un alt plasmid folosit pentru transfectie a fost pLNCAgT, ce contine antigenul T de la virusul SV 40, ce confera imortalitate celulelor transfectate. Acest plasmid a fost obtinut intr-un proiect anterior din plasmidul pLNCX (figura 5) prin introducerea AgT de la SV40. Obiectivul urmarit de noi in aceasta actiune a fost acela de a conferi celulelor embrionare fibroblaste rezistenta la geneticin si de asemenea, de a imortaliza aceste celule. Liniile de MEF obtinute in etapele anterioare ale acestui proiect sunt utilizate ca suport feeder pentru cresterea celulelor stem embrionare. Pentru transfectia acestor celule stem embrionare, a caror selectie va fi facuta pe baza rezistentei la geneticin G418 (dupa cum s-a descris mai sus) este nevoie ca si stratul suport sa fie rezistent la antibiotic, altfel celulele feeder ar muri. De asemenea, asa cum s-a explicat in fazele anterioare, aceste linii pot fi folosite numai la pasaje mici, intrucat isi pierd proprietatile la pasaje ultarioare. Transfectia cu pLNCAgT a fost aleasa nu numai pentru a conferi rezistenta la antibiotic, ci si pentru a imortaliza aceste celule si a le putea utiliza la pasaje inalte.
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Pentru transfectie, au fost incercate mai multe tehnici (transfectia prin precipitate cu fosfat de calciu, transfectia cu Superfect –de la Qiagen-, transfectia cu FuGene 6 -de la Roche). Pentru fiecare varianta de transfectie, au fost testate multiple conditii (diferite rapoarte intre cantitatea de ADN plasmidial si volumul de reactiv utilizat). 
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In final, varianta cea mai buna in conditiile noastre experimentale a fost transfectia cu FuGene, pornind de la insamantarea a 105 celule si utilizand un raport de transfectie de 6:1 ((l reactiv FuGene la (g DNA). Celulele astfel transfectate au fost cultivate timp de 6 saptamani in mediu ce continea 300 (g/ml G418, pentru a permite selectia si multiplicarea celulelor transformate. La finalul selectiei, culturile au fost congelate si pastrate pentru teste de diferentiere ulterioare. Figura 6 ilustreaza o cultura de MEF transfectata cu GFP.

Cel de-al doilea obiectiv al acestei etape a urmarit diferite directii de diferentiere a celulelor stem mezenchimale adulte in vitro. Au fost urmarite astfel capacitatea de diferentiere a celulelolor inspre osteoblasti, condrocite si adipocite.

Pentru diferentierea osteoblastica, celulele insamantate la densitate de 5000/cm2 si ajunse la confluenta au fost incubate in DMEM 1% suplimentat cu 10% ser  fetal bovin, dexamethasone 10-7 M, β-glycerophosphate 10 mM si ascorbate –2 phosphate 0.3 mM. Capacitatea celulelor de a genera osteoblaste a fost testata atat prin coloratie histologica von Kossa (pentru ilustrarea depozitelor de fosfat de calciu), cat si prin RT-PCR pentru prezenta unor markeri markeri specifici celulelor osteoblaste (colagen I, osteopontin, osteocalcin) (figura 7).
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Diferentierea adipogenica a fost indusa prin incubarea unui monostrat confluent intr-un cocktail hormonal continand dexametazona, indometacin si supliment ITS (insulina, selenit, transferina). 
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Mai exact, mediul de diferentiere adipogenica este format din DMEM suplimentat cu 10% ser fetal bovin, 10-6 M dexametazona, 100 mM indometacin si 1% ITS. Diferentierea in adipocite a fost evidentiata ata prin RT-PCR pentru expresia de adipsina si fabp4, markeri specifici (figura 8), cat si prin reactie histologica (coloratie cu oil red pentru evidentierea lipidelor (figura 9). 
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Diferentierea condrogenica s-a realizat in culturi in pelet in prezenta de TGF-β3. Aproximativ 200000 de celule au fost peletate prin centrifuare in tub Falcon de 15 ml. Peletul s-a cultivat in 500 (l mediu condrogenic (DMEM ce contine 0.45% glucoza, suplimentat cu 10% SFB, 10 ng/ml TGF-β3, 10-7 M dexametazona, 50 ug/ml ascorbate –2P, 40 (g/ml proline, 100 (g/ml pyruvate, 50 mg/ml ITS si 5.35 mg/ml linolei acid) la 37(C timp de 21 de zile. Mediul s-a schimbat la fiecare 3 zile. La sfarsitul acestei perioade de cultivare, peletul a fost introdus in parafina, iar coloratia histologica s-a realizat cu Alcian blue (figura 10). 
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Diferentierea condrogenica a fost confirmata de asemenea prin RT-PCR (figura 11), pentru evidentierea activarii genice a colagenului II si a agrecanului, markeri specifici diferentierii condrogenice.
In concluzie, rezultatele obtinute in aceasta faza demonstreaza plasticitatea  celulelor stem adulte si capacitatea lor de diferentiere in 3 directii (osteoblastica, adipogenica si condrogenica), atunci cand sunt puse in conditii corespunzatoare de mediu.
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Figura 3. Optimizarea conditiilor de PCR pentru amplificatea promotorului MLC2v.





Figura 2. Testarea integritatii DNA genomic pe gel de agaroza 0,8%. 
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Figura 2. Testarea integritatii DNA genomic pe gel de agaroza 0,8%. 
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Figura 3. Optimizarea conditiilor de PCR pentru amplificatea promotorului MLC2v.





Figura 1. Schema plasmidului pEYFP si secventa situsului de clonare multipla.
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Figura 4. Evidentierea pe gel de agaroza a produsilor obtinuti dupa clivarea plasmidului pEYFP cu AseI (lane 3) si AseI/KpnI (lane 1).
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Figura 5. Harta plasmidului pLNCX utilizat pentru imortalizarea celulelor embrionare.
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Figura 6.  Microscopie de fluorescenta (stanga) si echivalentul in constrat de faza (dreapta) al unei culturi de MEF transfectata cu GFP, dupa selectia cu geneticin G418.





Figura 6.  Microscopie de fluorescenta (stanga) si echivalentul in contrast de faza (dreapta) al unei culturi de MEF transfectata cu GFP, dupa selectia cu geneticin G418.
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Figura 7. Diferentierea in vitro a celulelor stem mezenchimale in osteoblaste. In stanga este ilustrata prin RT-PCR expresia de osteopontin si osteocalcin inainte si dupa diferentiere. In cele 2 imagini din dreapta este ilustrata o coloratie von Kossa, caracteristica celuklelor osteoblaste (pozitive la fosfataza alcalina). 





	Figura 9. Diferenterea adipogenica a celulelor stem mezenchimale, dupa 2 saptamani in cultura. Coloratie oil red (stanga-intregul godeu, centru- marire x4, iar dreapta- marire x20.
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Figura 8. RT-PCR ilustrand expresia adipsinei si a fabp4 in cellule recoltate din grasime subcutana de soarece (lane 1, control pozitiv), MSC inainte de diferentiere (lane 2) si MSC dupa diferentiere adipogenica (lane 3).
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Figura 10. Coloratie cu Alcian Blue pentru evidentierea diferentierii condrogenice a celulelor stem mezenchimale. In stanga se observa peletul obtinut dupa 21 zile de cultivare al MSC in pelet in mediu de diferentiere condrogenica, iar in dreapta este ilustrat peletul dupa coloratie cu Alcian blue.
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Figura 11. RT-PCR ilustrand expresia colagenului II si a agrecanului in MSC inainte de diferentiere (lane 1) si dupa diferentiera condrogenica (lane 2).
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