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Importanta studiului

Intelegerea mecanismelor care conduc la diferentierea celulelor stem este scopul
principal al numeroaselor studii. Accesibilitatea ADN-ului pentru factorii de transcriptie
depinde de structura cromatinei si gradul sdu de compactare. Analizele recente ale
modificarilor epigenetice de la nivelul celulelor stem umane si murine au furnizat noi date
despre proprietatile de pluripotentd ale celulelor stem si a capacitatii lor de diferentiere.
Aceste mecanisme determind o ierarhie a transcrierii, sunt mediate de factori de transcriptie si
sunt menite sa controleze expresia genelor fara sd altereze structura ADN. Capacitatea de
multipotenta a celulelor stem se reduce 1n timp, datoritd represiei anumitor gene care prezinta
o semndturd” epigenetica. Genele active la nivelul celulelor stem sunt silentiate gradat pe
masura trecerii lor in celule progenitoare, iar un alt subset de gene tesut-specifice sunt
activate. Aceastd progresie este realizatd prin expresia selectiva a factorilor de transcriptie
care recunosc si interactioneaza cu diferitele modificari epigenetice de la nivelul cromatinei.
Ca rezultat al acestor evenimente, cromatina devine accesibila pentru transcriere la nivelul
anumitor regiuni, permitand un control spatial si temporal necesar diferentierii celulelor stem.
De exemplu, proteina HP1 (heterochromatine protein 1) isi schimbd distributia, de la o
localizare dispersata la nivelul celulelor stem embrionare la 0 acumulare mult mai concentrata
in loci distincti In timpul diferentierii celulare. Acetilarea histonelor era vazuta ca un fenomen
corelat cu o conformatie deschisd a cromatinei, ce permitea exprimarea diferitelor gene
implicate in diferentiere. In prezent s-a observat ci, in stare acetilati, numeroase gene sunt
represate si astfel, diferentierea spre o anumita linie celulard este blocatd, mentinindu-se
starea de pluripotentd. Manipularea activitatii histon-deacetilazelor ar putea deveni un
instrument util pentru a genera populatii de celulele specifice in scopul utilizarii lor in
transplant. Descoperirea modelelor de acetilare (,,acetylation signature’) implicate in
diferentierea celulelor stem catre diferitele tipuri celulare, deschide noi oportunitati la
interfata dintre chimie si biologia celulei stem, si poate oferi informatii valoroase pentru a
imbunatati aplicatiile celulelor stem in ingineria tisulard si medicina regenerativa.

In acest context, scopul tezei este investigarea rolului acetilarii histonelor in diferentierea
celulelor progenitoare endoteliale prin analiza expresiei diferitilor markeri genetici si a
factorilor de transcriptie care regleaza activitatea acestor gene. De asemenea, studiile
investigheaza efectul acetilarii celulelor progenitoare endoteliale asupra procesului de

neovascularizatie in vitro.



Teza este structuratd in doud parti principale: partea I — Stadiul actual al cunostintelor si
partea a II-a - Contributii originale.

Prima parte prezinta stadiul actual al cunostintelor si este organizata in 3 subcapitole.

Subcapitolul I prezinti notiuni legate de caracteristicile si proprietitile celulelor stem. in
acest subcapitol este prezentat modelul celular utilizat, reprezentat de celulele progenitoare
endoteliale si posibilele aplicatii clinice ale acestora.

Subcapitolul II face o trecere in revista a principalelor modificari epigenetice. Sunt
descrise mecanismele de actiune a acestor modificdri si enzimele implicate in realizarea lor.
Tot in acest subcapitol este descris si rolul modificarilor epigenetice in diferentierea celulelor
stem catre diferite linii celulare.

Subcapitolul III descrie mecanismele acetilarii histonelor si rolul lor in diferentierea
celulelor stem. In acest subcapitol sunt prezentate principalele clase de histon-
acetiltransferaze si histon-deacetilaze, mecanismele de actiune ale acetilarii histonelor,
precum si influenta acetilarii n diferentierea celulelor progenitoare endoteliale.

In Partea a IT a - "Contributii originale", sunt prezentate rezultatele obtinute din
experimentele care au avut ca scop investigarea rolului acetilarii histonelor in diferentierea
celulelor progenitoare endoteliale si asupra capacitatii de neovascularizatie in vitro.

Capitolul II.2 - “Materiale si Metode*™ descrie principalele materiale si tehnici utilizate n
experimente, incluzdnd numeroase tehnici noi de biologie celulara si moleculara: Real-Time
PCR, Western-Blot, citometrie in flux, microscopie electronica de transmisie si de baleaj,
imunocitochimie si imunohistochimie, metode colorimetrice si fluorimetrice.

Capitolul II.3 - “Rezultate si discutii* prezinta principalele rezultate originale, obtinute in

cadrul studiilor efectuate.

Rezultate si discutii

Intelegerea mecanismelor care conduc la diferentierea celulelor stem este scopul
principal al numeroaselor studii. Analizele recente ale modificarilor epigenetice de la nivelul
celulelor stem umane si murine au furnizat noi date despre proprietétile de pluripotentd ale
celulelor stem si a capacitatii lor de diferentiere. Aceste mecanisme determind o ierarhie a
transcrierii, sunt mediate de factori de transcriptie si sunt menite sa controleze expresia
genelor fard sa altereze structura ADN-ului. Acetilarea histonelor era vazutd ca un fenomen
corelat cu o conformatie deschisa a cromatinei, care permitea o exprimare a diferitelor gene

implicate in diferentiere.



In prezent s-a observat ci, in stare acetilatd, numeroase gene sunt represate si astfel
diferentierea spre o anumita linie celulara este blocatd, mentinandu-se starea de pluripotenta.

In lucrarea de fati am demonstrat ca singele din cordon ombilical contine o populatie
bogata de celule progenitoare endoteliale, avand un profil imunofenotipic caracteristic: CD31,
CD34, CD133, CD144, CD146, VEGFR2. Analiza moleculara a celulelor obtinute din sange
din cordon ombilical a aratat faptul ca sunt exprimate la nivel genic atat gene implicate in
morfogeneza cardiovasculard, ca genele pentru factorii de transcriptiec GATA2, GATA3,
GATAA4, cat si gene caracteristice celulelor endoteliale: CD31, VE-cadherin, VEGFRI,
VEGFR2, vWF, CXCR4, Tie-2. Totodatd, am aratat ca celulele progenitoare endoteliale
prezintd o capacitate de proliferare si migrare superioard in comparatie cu alte tipuri de celule
stem. Aceste celule pot prelua LDL acetilat si lectina Ulex europaeus, pot forma retele
vasculare, fapt ce demonstreaza potentialul lor in angiogeneza si repararea vasculard. Acest
lucru a fost confirmat folosind sectiuni ventriculare embrionare murine viabile sau supuse
ischemiei, in care am aratat ca celulele progenitoare endoteliale au capacitatea de a se integra
si a forma retele vasculare. Rezultatele noastre au ardtat ca celulele progenitoare endoteliale
formeaza structuri vasculare doar la nivelul sectiunilor ventriculare embrionare murine
viabile, in timp ce cele ischemice aceste celule doar se integreaza, fapt ce demonstreaza o
comunicare directd intercelulara.

Rezultatele obtinute au aratat cd acetiliarea inhiba diferentierea celulelor progenitoare
endoteliale. Inhibitorii deacetildrii (VPA, TSA, BuA) mentin cromatina intr-o stare acetilata,
corespunzatoare unei forme decondensate. Nivelul histon-deacetilazelor a fost semnificativ
scazut in prezenta acestor inhibitori, iar nivelul histonei H3 acetilate a crescut, aceste
modificari fiind corelate cu expresia markerilor implicati in diferentierea celulelor
progenitoare endoteliale. Datele de biologie moleculara si imunofenotipare au ardtat ca
inhibitorii HDAC scad expresia pentru VWF, VEGFR2, eNOS, CD117, CD133, CD144,
CXCR4 si Tie-2, in timp ce expresia CD34 si CD45 raméane neschimbatd demonstrand ca
histon-deacetilazele sunt implicate in diferentierea endoteliald. Expresia VE-caderin a fost
inhibata semnificativ atat la nivelul ARNm cét si la nivel proteic. Mecanismul care sta la baza
modificarii expresiei VE-caderin poate fi explicat prin imposibilitatea factorilor de
transcriptie de tipul HoxC6, sd interactioneze cu histonele acetilate pentru a activa promotorul
VE-caderin. Expresia genica a CXCR4, Tie-2 si VEGFR2 a scazut semnificativ in urma
tratamentului cu TSA, mecanismul implicat fiind controlat de factorii de transcriptie Hox a

caror expresie este modulata Tn prezenta acestor inhibitori. Rezultatele noastre au aratat ca, in



stare acetilatd, expresia HoxD9 este crescuta in celulele progenitoare endoteliale atat la nivel
genic cat si proteic.

Procesul de neovascularizatie este un poces complex care implicd o serie de etape
interconectate ducand la formarea de noi vase de sange atunci cand au loc leziuni vasculare in
organismele adulte. Spre deosebire de angiogeneza, care reprezintd formarea de vase de sange
din unele pre-existente, neovascularizatia are loc prin intermediul celulelor progenitoare
endoteliale. Acestea sunt mobilizate sa migreze, prolifereze si diferentieze la locul tinta, sub
actiunea citochinelor si a micromediului. Rezultale noastre au ardtat ca acetilarea inhiba
procesul de neovascularizatie in vitro, actionand la nivelul proceselor de proliferare, aderare,
migrare si diferentiere a celulelor progenitoare endoteliale. Celulele progenitoare endoteliale
au prezentat un nivel semnificativ scazut al activitatii telomerazei in comparatie cu controlul,
sugerand o scadere a proliferarii celulare.

Motilitatea celulara, evaluata folosind metoda *“ wound-healing assay” si prin
masurarea impedantei celulare, a demonstrat faptul cd inhibitorii HDAC folositi scad
motilitatea celulara la 24 de ore de la stimulare. In schimb, chemotaxia celulelor progenitoare
endoteliale a crescut in urma tratamentului cu inhibitori HDAC, fapt ce poate fi explicat prin
mentinerea fenotipului circulant al acestor celule progenitoare. In prezenta VPA 3mM s-a
observat o stimulare semnificativd a chemotaxiei celulelor progenitoare endoteliale catre
angiopoietina, VEGF si SDF. Dupa proliferarea, mobilizarea, migrarea si aderarea celulelor
endoteliale cétre situsul tinta, ultima etapa constd in organizarea lor in retele vasculare. Am
urmarit si aceastd etapd in conditii de acetilare. Cultivarea pe Matrigel, In prezenta de
inhibitori HDAC a celulele progenitoare endoteliale, a aratat cd acestea nu pot forma retele
vasculare. Pentru a confirma aceste rezultate am folosit si alte matrice pe baza de colagen.
Rezultatele au ardtat cd celulele progenitoare endoteliale izolate din sangele de cordon
ombilical au avut capacitatea de a supravietui si adera la aceste matrice de colagen. Mai mult,
aceste celule emit prelungiri, interactioneaza intre ele si cu matricea, formand retele n aceste
structuri. In stare acetilata, celulele progenitoare endoteliale isi pierd aceastd capacitate, fapt
ce demonstreaza ca acetilarea inhiba neovascularizatia celulelor endoteliale in vitro.

Manipularea activitatii histon-deacetilazelor ar putea deveni un instrument util pentru a
genera populatii de celulele specifice in scopuri de transplant. Descoperirea modelelor de
acetilare (,,acetylation signature”) implicate in diferentierea celulelor stem catre diferitele
tipurile celulare, deschide noi oportunitati la interfata dintre chimie si biologia celulei stem, si
poate oferi informatii valoroase pentru a imbunatati aplicatiile celulelor stem in ingineria

tisulara si medicina regenerativa.
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