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Introducere

Studiul organogenezei normale si anormale a cordului beneficiazd puternic de evolutia
cunoasterii in biologia dezvoltarii si genetica. Studii recente au modificat fundamental conceptele
privind cardiogeneza: in loc de o sursa unicéd de celule progenitoare miocardice se cunosc acum doud
astfel de surse primare, distincte, campurile cardiace primar si secund.

In cadrul cercetirilor avansate asupra biologiei celulare stem a ftesuturilor s-a ardtat ci
majoritatea, dacd nu toate organele adulte contin celule multipotente sau populatii celulare progenitor-
like. Totusi cele mai multe dintre sistemele adulte, originea liniilor celulare stem, descendentii si
dispersia acestora, raman neexplorate. Nisa stem cardiaca adulta este intens studiata nsa, desi anumite
concepte privind remodelarea si regenerarea fiziologica a cordului sunt stabilizate si acceptate, detelii
privind potentialul regenerativ al anumitor linii sau tipuri celulare sunt inca insuficient explorate. Este
vorba aici de telocitele cardiace si de endoteliul cardiac, endocardic si vascular, tesuturi care sunt
accentuat indicate 1n publicatii ca avand potential stem sau progenitor.

Scopul studiilor mele de doctorat a fost astfel, pe de o parte, de a documenta pe referential
informatia actualizata privind atdt anatomia si fiziologia cardiaca, cat si privind anatomia niselor stem
si, ca si cercetari personale, de a explora telocitele cardiace din perspectiva nisei stem a cordului adult,
atat din punctul de vedere al fenotipului imunohistochimic, cat si ultrastructural.

Cercetdrile mele doctorale au beneficiat de sprijinul Proiectului ” RESEARCH 62 — Doctorat in
context european” avand finantare prin contractul POSDRU/187/1.5/S/156069, avand ca institutii
partenere U.M.F. ,,Carol Davila” Bucuresti, U.M.F.Craiova si Academia Romana.

Partea generala a Tezei de Doctorat
In partea generald a lucrarii am studiat pe referential embriogeneza si morfogeneza cardiaca,

anatomia cordului uman adult la nivel macroscopic §i microscopic, precum si informatie referitoare la
celulele stem si tipurile principale ale acestor constituenti ai niselor stem.

Cercetari Doctorale Personale

Partea personala a tezei mele de doctorat cuprinde trei studii originale rezultate prin
cercetdri la nivelul: (1) nisa stem a pericardului embrionar; (2) nisa stem miocardica si
telocitele miocardice; (3) nisa stem endocardica si telocitele endocardice.

Nisa stem a pericardului embrionar

Epicardul deriva din organul proepicardic (OPE); acesta din urma este o componenta a invelisului
seros al peretelui trunchiului localizat in vecinatatea ficatului si a sinusului venos. La embrionul uman
OPE deriva din mezodermul splanhnic ce acopera extremitatile cardiace ale venelor viteline. Pe durata
cardiogenezei celulele epicardice derivate din OPE suferd o transformare epitelial-mezenchimala,
urmata de formarea de celule progenitoare derivate din epicard care vor genera celulele endoteliale si
musculare netede ale vaselor coronare, precum si cardiomiocite. Sunt studii care au identificat
subpopulatii ale progenitorilor derivati din epicard, unele exprimand c-kit, altele exprimand CD34. Un
studiu recent realizat la embrioni de gdind a identificat o contributie importantd a mezodermului
somatic la OPE. Ideea ca OPE constd din multiple celule progenitoare cu diferite origini este sustinuta
de diverse studii; autorii respectivi au adus evidente ce indica faptul ca o subpopulatie celulara a OPE
deriva din mezodermul somatic si nu din cel splanhnic. Nu sunt insa disponibile date care sa indice
existenta unor astfel de precursori la om. Am avut astfel ca scop studiul fenotipului stem.progenitor al
pericardului la embrioni de ultim stadiu, la om, prim imunohistochimie. Studiul a identificat o nisa
stem/progenitoare localizata in pericardul care acopera sinusul venos.

Am utilizat patru embrioni umani rezultati dupd avorturi spontane, prelevati si procesati cu
acordul semnat al pacientelor. Lungimile acestor embrioni au fost cuprinse intre 18 mm si 29 mm,
ceea ce corespunde la embrioni de 48-56 de zile. Studiul a fost condus in acord cu Declaratia de la
Oviedo, art.18, privind cercetarile efectuate in vitro asupra embrionilor si in acord cu Legea 104/2003
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privind manipularea cadavrelor umane si normele metodologice ale acestei legi. Comitetul de Etica al
U.M.F. Craiova a aprobat acest studiu (aprobarea #54/20.03.2014). Am folosit urmatorii anticorpi
primari, pentru imunohistochimie la parafind: (1) CD 34; (2) a-smooth muscle actin (a-SMA); (3)
desmina; (4) CD117/c-kit; (5) CD45; (6) CD90/Thy1 (7) Ki67; (8) nestin.

Imunomarcare pe lame succesive cu
sectiuni sagitale ale cordului §i
.. pericardului, embrion uman de 56 de
zile. A.CD34; B.a-SMA; C.nestina;
D.Ki67; E.desmina; F.CD117/c-kit.
1 Morfologia cardiacd generala este
prezentatad in (A) si (B). 1.atriul drept;
2.sinusul venos; 3.aorta; 4.pernugele
aortice; 5.trunchiul pulmonar;
6.pernugele pulmonare; 7.valva
tricuspida; 8.trunchiul arterial;
9.ventriculul sting; 10.atriul sting;
11.diafragm. Sagetile negre indicd nisa
stem/progenitoare cardiacd (chenare in
A, B si F) inglobata in pericardul fibros
(*). Straturile mezoteliale epicardice
parietal (varfuri de sageti albe) si
visceral (varfuri de sageti negre) sunt
indicate. Sub mezoteliul parietal este
identificat un strat mioid (sageti albe in
BSiE).

La toti embrionii investigati,
cu exceptia unuia singur, nu am
identificat nici un  fenotip
molecular particular la nivelul
pericardului. La un embrion de 56
de zile am identificat insa o
populatie celulard pericardica
dlstlncta locahzata dorsal de smusul venos. La spemmenul respectiv pericardul continea un grup de
celule avand expresia pozitiva atat a c-kit si expresia negativd a CD34; celulele respective erau de
asemenea negative pentru markeri mioizi — desmina si 0-SMA — precum §i expresia negativa a
nestinei. In intreg pericardul am identificat rare celule pozitive pentru markerul de proliferare Ki67.
Cu exceptia nisei celulare respective pericardul a prezentat un fenotip c-kit-/CD34+. Sub mezoteliul
parietal, care era aplicat pe fata interna a pericardului, am gasit un strat mioid, exprimand atat desmina
cat si a-SMA, fenotip similar cu fenotipul c-kit-/CD34+ al pericardului in care era inclusd nisa
descrisa. Pericardul, inclusiv nisa dorsald, a prezentat un fenotip CD45-/CD90-. Fenotipul CD34-/c-
kit+ al nigei care a fost identificata la nivelul pericardului dorsal sugereaza prezenta in acest situs, la
embrion, a unor celule mezenchimale stem/progenitoare, derivate probabil din stratul somatic al lamei
mezodermale laterale, dacd am in vedere originea pericardului. Lipsa expresiei CD34, ca si lipsa
expresiei CD45, exclude un fenotip hematopoietic al celulelor stem/progenitoare, fiind bine cunoscuta
expresia pozitivd a celor doi markeri In nisa stem hematopoieticd. Daca iau in calcul si faptul ca
organul proepicardic are o evolutie asimetrica, pe flancul drept al tractului de receptie sanguind
cardiaci '?, ceea ce corespunde exact locatiei nisei pericardice pe care am gisit-o, atunci nu se poate
exclude un ,sechestru” al unei populatii celulare reziduale a organului proepicardic la nivelul
pericardului. Nu 1n ultimul rand, localizarea asimetrica a organului proepicardic ar putea explica de ce
nu am intalnit la celelalte specimene evaluate imunohistochimic o astfel de nisa stem/progenitoare
pericardica.

Sunt experimente care au indicat o origine comuna a mezoteliului proepicardic superficial si a
celulelor pericardice care deriva din mezodermul somatic. Totusi, in acest moment ramane speculativa
ipoteza unei prezente extinse a celulelor organului proepicardic in pericardul uman, insa rezonabila,
deoarece s-a demonstrat pe oud de giina fertilizate faptul ca o populatie de celule musculare netede
coronariene derivd din mezodermul pericardic, in timp ce alte studii au aratat faptul ca celulele
arterelor coronare deriva din vilozitatile pericardice. In plus, experimente pe himere prepelitd/pui au
sugerat au sugerat atit o origine independentd a celulelor endoteliale coronariene cat si o origine
extracardiaca a tubilor endoteliali coronarieni.
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Am identificat o subpopulatie de celule c-kit+/CD34- la nivelul pericardului embrionar, dorsal de
atriul drept. Fenotipul imun al acesteia corespunde celui descris la fat ca subset in subepicard. Pot fi
astfel considerate celule stem. Localizarea acestei subpopulatii insd, in pericard, derivat din
mezodermul somatopleural, nu a putut fi identificatd ca atare In nici una dintre referintele existente.
Totusi, un studiu foarte recent (disponibil de la 9 sept.2013) a identificat la embrionii de giind o
contributie importantd a mezodermului somatic, si nu doar splanhnic, la stratul celular mezotelial al
proepicardului. Trebuie avut in vedere si faptul ca in afard de TEM de la nivelul subepicardului a fost
consideratd si migrarea mezenchimului extracardiac de la nivelul regiunii hepatice in morfogeneza
mezenchimului subepicardic. Nu in ultimul rand trebuie luatd in seama si analogia dintre epicard,
definit precum mezoteliul care acoperd miocardul si genereaza, prin EMT, EPDC, si mezoteliul care
acopera pericardul fibros, derivat al mezodermului somatic. In ambele instante am identificat
submezotelial celule cu fenotip mioid, 0-SMA+/desmint, insd doar sub mezoteliul de la nivelul
pericardului am localizat CSC. Histologic, acestea sunt comparabile cu cele din nisa subepicardica, dar
se afld in pericard si nu in subepicard. Se ridicd aici ipoteza migrarii nisei stem, de la nivelul
pericardului, la nivelul subepicardului, in decursul vietii fetale.

A fost aratat faptul cd doud subseturi distincte de celule, (c-kit+/CD34-/CD45-) si (c-kit-
/CD34+/CD31-/CD45-/CD44+) pot fi decelate in epicardul fetal si adult. Un subset de celule CD34+ a
fost de asemenea pozitiv pentru CD90 si CD105 (endoglina). S-a sugerat cd CD34 ar putea identifica
progenitori capabili sd genereze celule cardiovasculare si EPDC iar absenta CD31 in aceste celule s-a
corelat cu faptul cd sunt mai degrabd celule cu potential angiogen si vasculogen decit celule
endoteliale mature. Celulele c-kit+ au fost identificate precum celule stem cardiace. Expresia
tranzitorie a endoglinei (CD105) in decursul morfogenezei cardiace la om a fost detectatd la niveluri
ridicate in mezenchimul pernutelor endocardice pe parcursul septérii cordului i formarii valvelor,
expresia endoglinei diminuand pe masura ce valvele se matureaza.

La feti umani si la adult au fost identificate expresiile pozitive ale c-kit si CD34 in celule
distribuite la nivelul spatiilor interstitiale conjunctive subepicardice, in jurul vaselor de sdnge. Ambele
populatii identificate nu au exprimat CD45, ceea ce a permis excluderea din diagnostic a liniei
hematopoietice *>. Si in studiul meu, lipsa expresiei CD45 a permis excluderea aceasta diagnostica. in
studiul la care fac referire subpopulatia de celule care au exprimat c-kit a fost consideratd ca fiind
compusa din celule stem cardiace iar subpopulatia celulara care a prezentat expresia pozitivd a CD34 a
fost considerata ca fiind formatd din precursori vasculari. Din acest punct de vedere, nisa pericardica
pe care am identificat-o la embrion are disponibild o cale anatomica pentru a alimenta subepicardul cu
celule stem, de-a lungul mezocardului. Experimente viitoare vor trebui insa si testeze aceasta ipoteza,
prin evaluarea pericardului perinatal.

Nisa stem (stromala) miocardica si telocitele miocardice

In anul 2010 Popescu si Faussone-Pellegrini au prezentat intr-un material editorial publicat in
Journal of Cellular and Molecular Medicine faptul cd au identificat un nou tip de celuld stromala pe
care au denumit-o telocit (TC), celuld care anterior fusese caracterizatd in numeroase studii ale
grupului de lucru respectiv precum celula interstitiala Cajal-like (ICLC). De atunci au fost publicate
numeroase articole despre aceste celule cu talie celulari mici, localizate in stroma conjunctiva. In cele
din urma TC au fost definite prin fenotipul lor morfologic, precum celule cu telopode. Telopodele au
fost definite precum prelungiri lungi, uneori ondulate, subtiri, moniliforme, ale TC. Pana in prezent
insd, desi au fost fiacute numeroase experimente, nu a fost stabilit un panel de markeri specifici TC,
aceste celule fiind identificate cu acuratete numai prin microscopia electronica de transmisie (TEM).
In anul 2010, c4nd au fost definite TC precum un nou tip celular, Kostin si colaboratorii au publicat un
punct de vedere in care se sustinea faptul cd doar TEM poate identifica pozitiv TC; obiectul studiului
era reprezentat de TC miocardice, care au fost identificate In vecinatatea cardiomiocitelor. Autorii au
asumat un anumit rol al TC in reparatia cardiacd. Acest lucru a fost sustinut si in alte studii care
sugerau un rol progenitor al TC, imunomarcate convingator in acest sens cu CD34 si vimentina (insa
filamente intermediare de vimentind se gidsesc in numeroase tipuri celulare, inclusiv in celule stem
mezenchimale, iar CD34 identifica prin expresia sa pozitiva atat celule stem hematopoietice cat si
progenitori circulanti). Rolul functional al TC este pur ipotetic si ar trebui testat in continuare; mai
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multe studii functionale ale TC in vivo ar putea ajuta la Infelegerea mecanismelor prin care TC
contribuie la reparatia cardiaca.

Imunofenotipul TC a fost studiat consistent in ultimii ani; diferiti autori au identificat In TC
expresia vimentinei, CD34, PDGFR-a sau a o-SMA. Expresia c-kit in TC este mai degraba
heterogena. Trebuie insa avut in vedere aici faptul cd TC au fost diagnosticate la Inceput precum
celule interstitiale Cajal-like, pentru care expresia c-kit este un identificator specific, asa cum este
pentru celulele interstitiale Cajal din tractul gastrointestinal. Fibroblastii (FB) cardiaci reprezinta o
prezenta celulara cunoscuta la nivelul interstitiilor cardiace. Acest fapt recomanda atentie la distinctia
dintre FB si TC si a acestora cu progenitorii fusiformi. Aceasta deoarece morfologiile hibride ar putea
fi diagnosticate eronat precum TC, in microscopia electronica de transmisie. A fost discutat anterior
faptul ca pentru diagnosticul TC in TEM are importantd morfologia originii telopodelor, subtiri de la
origine, spre deosebire de procesele subtiri ale fibroblastilor care la origine sunt conice, prelungirile
celulare subtiindu-se progresiv.

Ipoteza studiului a fost aceea ca cel putin un subset de TC cardiace sunt de fapt progenitori, cel
mai probabil endoteliali. Am urmarit astfel sa reproduc studii precedente ale TC miocardice pentru a
testa validitatea lor si pentru a testa compatibilitatea cu criteriile imunohistochimice ale celulelor din
linia endoteliald. Am decis utilizarea pentru studiul imunohistochimic a anticorpilor primari care
marcheaza clase distincte de celule stem sau progenitoare. Am realizat de asemenea explorari
morfologice ale tesutului cardiac in microscopia electronica de transmisie.

Pentru cercetérile imunohistochimice am utilizat tesut postmortem uman prezervat adecvat,
obtinut dupa autopsia anatomica a sase cadavre (sex ratio de 1:1), avand varstele cuprinse intre 28 si
82 de ani. Am mai utilizat piese de la alte trei cadavre donatoare (doud de gen masculin, unul feminin,
de 34, 42 si 46 de ani) pentru a documenta studiul ultrastructural. Am folosit de asemenea cinci
sobolani adulti Sprague-Dawley cu greutati intre 350 si 400 g. Animalele au fost pastrate 1n custi
metabolice individuale, cu controlul hranei si metabolismului, in conditii de iluminare standard. Dupa
preanestezie cu eter animalele au fost eutanasiate prin injectarea intracardiaca de substanta veterinara
pentru eutanasie (0.2 ml. of T-61, INTERVET, Kirkland, Quebec, Canada). Am folosit anticorpi
primari pentru CD10; CD117/c-kit; CD146; CD31 (PECAM-1); CD34; Ki67; PDGFR-a; a-SMA;
laminind; citokeratina (CK) 7.

In microscopia optica celulele din interstitiile miocardice inguste au parut a fi exclusiv celule
endoteliale in contact cu fibrele musculare cardiace. In interstitiile mai largi ale miocardului am gasit
endotelii acoperite de pericite precum si celule fibroblastoide perivasculare, deci stromale. Pe lamele
imunomarcate cu Ki67 am identificat celulele endoteliale care prezentau expresia pozitivd a
antigenului respectiv. Am identificat de asemenea celule stromale izolate, de aspect poligonal, care
exprimau Ki67, markerul de proliferare. Nu in cele din urma am sesizat expresia pozitiva a Ki67 in
celule fibroblastoide cu morfologie telocitara, localizate in interstitiile dintre fibrele musculare si
aplicate astfel peste sarcoleme. La imunomarcarea probelor cu anticorpi anti-CD10 am identificat
expresia antigenului respectiv, pe de o parte, in endotelii intramiocardice si, pe de altd parte, in celule
stromale izolate cu prelungiri dihotomice subtiri, cu morfologie moniliforma, precum cea descrisa
pentru telopode. Imunomarcarea tesuturilor investigate cu anticorpii anti-CD31 a identificat expresia
pozitiva a antigenului in celulele endoteliale vasculare, in mod firesc, ceea ce am considerat si precum
control intern pozitiv. Am identificat deopotriva celule endoteliale construind tubi endoteliali si celule
endoteliale construind cordoane endoteliale pline, acestea din urma putdnd fi deopotrivda tubi
endoteliali sectionati tangential, eventual vase colaterale, cat si cordoane real pline, din decursul
vasculogenezei. Tubii §i cordoanele endoteliale exprimand CD31 au fost singurele structuri anatomice
identificate in interstitiile dintre cardiomiocite. Am pus de asemenea in evidentd celule endoteliale
progenitoare (celule fibroblastoide, comparabile cu telocitele) CD31+ precum si capilare nascande
prezentand expresia pozitiva endoteliald a acestui marker. In unele instante legaturile colaterale dintre
capilarele intramiocardice erau sectionate transversal si, desi evidenta vaselor unite a fost
neindoielnicd, au prezentat pe lame aspect telocitar.

Laminina a marcat deopotriva lamine bazale endoteliale si lamine bazale sarcolemale, cele doua
structuri prezentdndu-se 1n apozitii stranse, fard interpunerea altor tipuri celulare stromale.

Prin aplicarea CD117/c-kit am identificat expresia pozitiva a acestuia In mastocite si in celule
stromale izolate, ce pot fi asimilate deopotrivd ca celule endoteliale progenitoare, celule stem
hematopoietice sau celule stem cardiace. c-kit a fost de asemenea exprimat pozitiv in pericite si celule
musculare netede vasculare intramiocardice. Peretii capilari intramiocardici, neacoperiti de pericite, au
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prezentat de asemenea, ocazional, expresia pozitivd a CD117/c-kit, fapt pe care l-am interpretat
precum identificator al proceselor de vasculogeneza din celule endoteliale progenitoare care au aparut
pe lame cu morfologie telocitara.

Imunomarcarea cu CD34 a condus la imunoreactii pozitive la nivelul celulelor endoteliale
vasculare; am identificat de asemenea expresia pozitiva a CD34 in celule stromale fibroblastoide
perivasculare, precum si in celule stromal izolate rotunde, cu citoplasma perinucleard putind. Retele
stromale miocardice cu aspect de vasculogeneza, alcatuite de celule ce proiectau filopode in stroma
adiacentd, au exprimat de asemenea CD34. La nivelul tubilor endoteliali am evidentiat procese de
angiogeneza germinativa pe baza filopodelor lungi si moniliforme proiectate in stroma periendoteliala
de Endothelial Tip Cells (ETC).

Aplicand anticorpul anti-CD146, a rezultat expresia pozitivd a markerului la nivelul celulelor
endoteliale vasculare; de asemeneca au fost marcate pozitiv pericite si celule musculare netede
vasculare dar si celule stromale izolate, in localizare perivasculard sau nu, asumate a fi celule stem
mezenchimale datorita specificitatii cunoscute a CD146 pentru acest tip celular.

Pe lamele imunomarcate cu alfa-actina muschiului neted (a-SMA) am identificat expresia
markerului in pericite aplicate pe aspectul abluminal al celulelor endoteliale, care au prezentat un
aspect dendritic. De asemenea am identificat celule fibroblastoide subtiri aplicate peste sarcolemele
fibrelor musculare cardiace, care de asemenea au prezentat expresia pozitiva a a-SMA; aceste celule
de aspect telocitar erau localizate histologic in lungul traiectelor microvasculare intramiocardice insa
desenul histologic general nu a fost superpozabil cu cel obtinut dupa imunomarcarea cu CD31 sau cea
cu CD34. Un aspect interesant a fost cel in care celulele musculare netede vasculare prezentau vacuole
largi si trimiteau filopode in stroma perivasculard, configurand o retea cu aspect vasculogenetic
aplicata inca pe tubul endotelial.

Am identificat expresia pozitivdi a PDGFR-o in celule murale vasculare, precum celulele
endoteliale si celule musculare netede vasculare; antigenul respectiv a fost exprimat de asemenea in
celule stromale izolate cu raport nucleocitoplasmatic supraunitar, prezentarea histologicad fiind
sugestiva pentru un fenotip stem sau progenitor.

Celule musculare netede vasculare au prezentat expresia pozitivda a CD117/c-kit. La
imunomarcarea cu CD34 am identificat expresia pozitivd a antigenului 1n celule perivasculare cu
morfologie fibroblastoidé/telocitara. CD146 a fost exprimat pozitiv in pericite, celule perivasculare si
in celule musculare netede vasculare. Expresia a-SMA a fost pozitivd de asemenea in pericite si in
celule musculare netede vasculare, acestea din urma aparand ocazional vacuolate si parand a forma in
localizarea periendoteliald retele cu morfologie vasculogenetici. PDGFR-a a fost de asemenea
exprimat in celule musculare netede vasculare. Celulele musculare netede vasculare au exprimat
pozitiv si lantul greu de miozind a muschiului neted, precum si nestina. Enolaza neuron-specifica a
fost exprimata atat in pericite cat si in celule musculare netede vasculare. La imunomarcarea cu CK7
celulele epicardice, aplatizate sau hipertrofiate, au exprimat aceste filamente intermediare epiteliale;
CK?7 a mai fost exprimata in celule stromale izolate, precum si In celule musculare netede vasculare si
in celule cu morfologie fibroblastoida/telocitara dispuse periendotelial.

La examinarea grilelor in microscopul electronic de transmisie am identificat interstitiile Inguste
dintre fasciculele de fibre musculare cardiace; aceste interstitii au continut in aproape toate instantele
doar tubi endoteliali, neindentificand prezenta nici a altor celule murale periendoteliale, nici a celulelor
perivasculare. Inconstant, tubii endoteliali au continut in lumen hematii, cel mai probabil ca urmare a
realizarii preparatelor.

Pe sectiuni, peretii endoteliali invecinati cu sarcolemele fibrelor musculare cardiace erau fie in
contact cu acestea, fie la distante variabile. Peretii tubilor endoteliali sectionati longitudinal au
prezentat celule endoteliale caracteristice, cu morfologie fusiforma, avand corpi celulari de talie mica
si prelungiri lungi care din punct de vedere morfologic se asemanau telopodelor. Au fost instante cand
nu am putut identifica conturul complet al tubilor endoteliali din interstitiile miocardice, insd am pus
in evidenta o lamina bazald externd, pe convexitatea celulelor, insd nu §i una internd pe concavitatea
acelorasi celule incluse in matricea extracelulara. Peretii endoteliali care aveau morfologie telopodiala
contineau mitocondrii, reticul endoplasmic rugos, ribozomi si filamente intermediare; am pus de
asemenea 1n evidentd caveole subplasmalemale si lamelipode intraluminale ale celulelor endoteliale.

Au fost situatii in care am identificat prelungiri celulare subtiri care se invecinau, sau erau
aplicate pe tubi endoteliali. Acestea erau foarte sugestive pentru un model morfologic telopodial insa,
in cele din urma, le-am considerat prelungiri ale fibroblastilor deoarece nu prezentau emergenta
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telopodiala caracteristica iar corpul celular respectiv avea un aparat de sintezd si secretie bine
reprezentat, ceea ce nu este caracteristic TC. Mai mult, celulele endoteliale prezentau in sectiunile
ultrafine morfologii labirintice si jonctiuni aderens, similare celor descrise pentru TC dar identificarea
lumenelor vasculare a permis un diagnostic diferential clar.

Microscopie electronica de transmisie, perete
ventricular, sobolan adult. Celule cu morfologie
telocitara sunt aplicate (A-aspect general, sdgeti) pe
sarcolemele cardiomiocitelor (cm) §i inglobate in
colagen (B-detaliu, c). Desi nu conformeaza un
lumen microvascular si nu sunt mentinute prin
lamina bazala endoteliala, aceste telocite cardiace
contin corpi Weibel-Palade (B, varfuri de sdgeti).

In lumenele capilare, mai ales in cele neumplute cu hematii, am gasit microvezicule, probabil
exocitate din celulele endoteliale. Astfel de microvezicule au fost prezente si in stroma perivasculara si
in cargouri multiveziculare.

Intre procesele ondulate ale proceselor telopodiale, sau filopodiale, ale celulelor inglobate in
stroma conjunctivad a miocardului, am identificat jonctiuni adherens si jonctiuni stranse; celulele
respective proiectau extern si lamelipode si au fost considerate celule endoteliale germinative
(endothelial tip cells) apartinand germenilor angiogenici.

Procese telopodiale perivasculare au fost rar identificate insé au apartinut unor celule fibroblastice
avand un aparat de sinteza bine reprezentat.

Prezintd importantd evidenta la nivelul proceselor celulare telopodiale aplicate pe sarcoleme a
corpilor Weibel-Palade, care au indicat fara indoiala celule ale linicie endoteliale.
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Morfologia conventionald a peretilor vaselor intramiocardice exclude prezenta telocitelor,
sustindnd rezultatele cercetarilor mele. Astfel, Moore si Ruska observau in 1957 peretii vasculari
intramiocardici Tn microscopia electronica de transmisie, fara a sesiza, dupa cum reiese si din figurile
prezentate, prezenta unor celule speciale perivasculare cu morfologie telocitard. Pe sectiunile
capilarelor si arterelor mici miocardice autorii au decelat detalii ultrastructurale asumate a fi in
legdtura cu pinocitoza. Citoplasma celulelor endoteliale contine vezicule de 50-75 um diametru, care
se apropie si fuzioneaza adeseori atat la interiorul cat si la exteriorul plasmalemei. Sunt prezenti de
asemenea intracitoplasmatic tubuli de reticul endoplasmic ce asociazd ribozomi. Veziculele de
pinocitozi se pot conecta la plasmaleme. In toate capilarele miocardice observate au fost apreciate
jonctiunile interendoteliale; intre plasmalemele alaturate au fost decelate spatii inguste, de circa 10
um, pe alocuri cu dilatatii. S-a pus problema diferentierii celulelor endoteliale de fibrocite, care au mai
mult reticul endoplasmic si nu prezinta vezicule intracitoplasmatice. Aceeasi problema se poate pune
si legat de telocite si aici trebuie luate in seama observatii recente, comprehensibile i argumentate,
care indica faptul ca la nivel stromal telocitele, fibroblastii si fibrocitele ar reprezenta unul si acelasi
tip celular, fiind vorba doar de o terminologie nesincronizati intre diferitele grupuri de cercetare. in
acest sens, Diaz-Flores si colaboratorii (2014) citeazd observatia facutd de Barth si Westhoff (2007),
ca ,,probabil autorii nu au fost constienti de faptul ca populatiile celulare pe care le-au investigat si
descris erau identice”. Acesi din urma autori comenteaza modelele imunofenotipice de identificare a
celulelor stromale cu morfologie fibroblastoida, asa cum sunt descrise si telocitele, chiar daca avand
dimensiuni mai mici, evaluand ca si autorii spanioli diagnosticul pe baza expresiei CD34; celule
CD34+/CD31+/FVIII+ sunt celule endoteliale, cu aceeasi morfologie ca si fibrocitele si telocitele;
fibrocitele circulante descrise de Bucala si colaboratorii in 1994 apartin liniei mielomonocitare si co-
exprimd astfel CD11, CD13, CD18 si CD45 iar fibrocitele rezidente sunt CD34+ si exprima de
asemenea vimentina. Diverse studii ale imunofwenotipului telocitelor au indicat expresia la nivelul
acestora, inclusiv in cord, a CD34 si vimentinei, ceea ce poate explica confuziile create, Intre telocite
si fibrocite rezidente si Intre telocite si celule ale liniei endoteliale. Pe de altd parte, am studiat atenta
publicatiile ce enunta fenotipurile moleculare ale telocitelor si am observat ca acestea nu au fost testate
pentru expresia markerilor mielomonocitari precum CDI11, CD13 si CDI18 ; expresia CD45 a fost
testatd doar in 3 studii, unul dintre acestea indicand pe langa expresia CD45 in telocite si expresia
pozitivi a Oct-4, un marker cheie de fenotip stem, si a nestinei, de asemenea un marker stem
convingator.

Inainte ca grupul Acad.L.M.Popescu si redenumeasca celulele interstitiale Cajal-like (ICLC)
in telocite (TC), cercetatorii respectivi au discutat cd ICLC ar putea reprezenta celule stromale
progenitoare, pot participa in semnalizare stromald de tip juxtacrin si paracrin §i joaca roluri in
controlul imun. Au intarit aceastd teorie si mai tarziu, cand au observat faptul ca TC ar putea fi
considerate un stadiu primitiv al procesului de diferentiere al celulelor mezenchimale, facand astfel
referire la, probabil, celulele tranzitorii de amplificare. Autorii au documentat alte studii si au discutat
faptul ca TC c-kit pozitive co-exprima si CD34, CD44 si nestina, insd nu discutd sau observa ca c-kit
si CD34 sunt markeri asociati de regula cu HSC, cu celulele endoteliale progenitoare (EPC), nestina
fiind de asemenea cunoscutd pentru expresia in endotelii vasculare neoformate. Studiile mele au
documentat posibilitatea ca structuri pe care studii precedente le-au privit precum TC Tn microscopia
electronicd de transmisie sa fie similare celulelor endoteliale. Aceasta Inseamna ca cel putin un subset
de celule considerate anterior precum TC, care sunt celule definite doar printr-un pattern morfologic,
sd trebuiasca reconsiderate si explorate aprofundat pentru a exclude ferm un fenotip endotelial, lucru
care nu a fost facut in studii precedente ale TC cardiace. Trebuie avut in vedere ca fenotipul
ultrastructural propus pentru TC nu este absolut specific acestora; de exemplu caveole se pot gasi si in
celule endoteliale si iIn TC. Am deasemenea in vedere faptul ca studii anterioare ale TC nu au cautat
identificarea corpilor Weibel-Palade pentru a face distinctia clard intre TC si celulele endoteliale sau
progenitorii endoteliali. Nici jonctiunile intercelulare dintre TC nu sunt absolut specifice acestora;
jonctiunile interendoteliale sunt similare sau, cel putin, comparabile.

Angiogeneza germinativa este condusd de celule endoteliale germinative denumite
Endothelial Tip Cells (ETC), care proiecteazd filopode continand actind ce patrund in stroma
conjunctiva unde sunt expuse influentelor micromediului. In lipsa filopodelor, germenii endoteliali
sunt ghidati de lamelipode. Filopodele si telopodele sunt asemandtoare, astfel incat diagnosticul
diferential in microscopia electronica de transmisie trebuie facut atent. Filopodele nu caracterizeaza un
anumit tip celular, ele apar in diverse celule si au rolul unor antene prin care celulele analizeaza
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micromediul respectiv. Si celulele stem si progenitoare proiecteaza filopode iar, pe de altd parte,
fibroblastii cardiaci pot avea morfologii hibride care sa determine confuzia cu telopodele.

Diagnosticul pozitiv al ETC si al filopodelor in microscopia optica este dificil. Trebuie avut in
vedere faptul ca remodelarea microvasculard miocardicd se poate realiza prin trei mecanisme,
guvernate de semnale specifice: (a) angiogeneza germinativd; (b) vasculogeneza la adult, din celule
endoteliale progenitoare si (c) cresterea de vase colaterale sau arteriogeneza adaptativa. Aceasta face
ca ETC sa fie confundate usor cu vase colaterale, sau invers.

Deoarece potentialul regenerativ este limitat la om, terapia cu celule stem raméne o speranta.
Pana in prezent au fost investigate numeroase metode si linii celulare in vederea utilizarii lor in
medicina regenerativd, precum celulele stem embrionare, celulele stem hematopoietice, celulele
stromale mezenchimale multipotente derivate din sange, din cordonul ombilical si din tesutul adipos.
Sunt publicatii care precizeaza faptul ca telocitele si celulele stem sunt legate functional si telocitele ar
putea avea un potential reglator asupra celulelor stem/progenitoare, avand capacitatea de a controla
cresterea si diferentierea celulara si angiogeneza. Telocitele ar putea fi actori in procesele regenerative
si pot exprima 1n anumite instante markeri ai celulelor stem, precum c-kit, Sca-1 si Oct4. Telocitele
pot interveni in decursul reparatiilor tisulare in angiogeneza si in stabilizarea vasculara. Telocitele
exprima diferiti markeri, precum VEGF, PDGFR-p, receptori de estrogen si de progesteron, si au fost
identificate Tn numeroase tesuturi. Expresia markerilor in telocite este tesut-specifica ceea ce indica
diverse subseturi de telocite ce par a isi adapta morfologia si fenotipul la functiile organelor si
tesuturilor. Numeroase publicatii indica rolul telocitelor in regenerarea cordului: telocitele pot actiona
precum mediatori ai compactarii cordului din trabecule miocardice embrionare in decursul
morfogenezei cardiace la soareci, dinamica extensiilor si ramificatiilor telopodelor este influentatd de
proteinele din matricea extracelulara, telocitele mentin progenitorii cardiomiocitari din nisele stem
subepicardice.

Pericitele au fost izolate din numeroase tesuturi umane dar in ciuda unei identitati comune, chiar
si in acelasi tesut, ele sunt heterogene si au origini diferite pe parcursul dezvoltirii. In numeroase
organe, precum muschii scheletici, pericitele deriva din mezoderm — compartimentul sclerotomal.
Sunt circumstante, rare, precum activarea fortata a receptorilor cailor de semnalizare Notch si PDGFR,
in care pericitele pot fi generate din mioblasti care sunt deja dedicati liniei miogenice §i care suferd o
dediferentiere cu modificarea liniei celulare. Studii ale liniilor celulare au aratat faptul ca pericitele
cerebrale deriva din creasta neurald si au deci origine neuroectodermala.

Pericitele acopera intim celulele endoteliale de la nivelul capilarelor si microvaselor (arteriole,
venule), formand un strat unic de celule cu morfologie dendriticd. De regula, pericitele sunt privite
precum componente vasculare structurale, ce asigura stabilitatea vasculara si regleaza contractilitatea
vaselor. Multd vreme, pericitele au fost identificate doar pe baza localizarii lor anatomice. Studii
moleculare au identificat expresia pozitiva in pericite, indicate precum celule perivasculare, a CD146,
NG2, PDGFR- si lipsa expresiei CD45 si a markerilor endoteliali (CD31, CD34, CD144, factor von
Willebrand). La nivelul microvaselor, dar nu si la nivelul capilarelor, a fost identificatd expresia
pozitiva a a-SMA. Acoperirea microvaselor cu pericite este heterogena.

Celulele stem si progenitoare hematopoietice apar la embrion si se dezvolta iIn vecinitatea
vaselor de sange din sacul vitelin, in regiunea aorta-gonada-mezonefros, in ficatul embrionar si in
maduva osoasa fetala. Si celulele stem/stromale mezenchimale deriva partial din celule perivasculare.
Corselli si colaboratorii (2013) au testat experimental capacitatea celulelor perivasculare CD146-
pozitive purificate de a sustine in culturi celulele hematopoietice, stem si progenitoare. Acest fapt a
fost demonstrat experimental de autorii respectivi, fiind realizat pe seama contactelor intercelulare si
cel putin 1n parte prin activarea Notch. De asemenea s-a demonstrat cd celulele perivasculare ce
exprimd CD146 exprima, nativ §i in culturi, markeri moleculari ai nisei hematopoietice vasculare.
Aceasta capacitate este identificata si in celulele perivasculare CD146+ extrase din tesutul adipos non-
hematopoietic. Prin studiul respectiv autorii au demonstrat ca celulele perivasculare CD146+ exprima
la om in vivo nestina, CXCL12 si Lep-R; celulele CD146+ umane sunt un subset de MSC ce pot
sustine direct mentinerea ex vivo a HSC umane. Autorii conchid ca celulele perivasculare CD146+
umane ar putea fi de buna seama echivalentul nisei hematopoietice perivasculare ale carei componente
au fost identificate prin experimente pe soareci.

Exista controverse asupra proceselor de recrutare pericitard, dupa cum rezultd si din studiul lui
Goritz si colaboratorii (2011) realizat experimental pe tesut cicatriceal realizat la nivelul maduvei
spindrii; autorii au identificat doua tipuri de pericite, denumite A si B; tipul A exprima PDGFR-a si —
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si CD 13 iar tipul B exprima desmina si/sau a-SMA. Pericitele de tip A intra in leziuni Impreuna cu
germenii vasculari §i formeaza compartimentul stromal al tesutului cicatriceal. Evaluarea 1in
microscopia electronicd de transmisie a pericitelor de tip A demonstreazd o morfologie telocitard a
acestora; pericitele de tip A ar putea fi la fel de bine considerate precum TC perivasculare. Goritz si
colaboratorii (2011) nu discuta aspectele legate de morfologia telocitara a celulelor pe care le
denumesc pericite tip A si nici nu aduc in studiu tesut control. Un alt studiu, publicat de grupul
Popescu, aduce evidente ce sustin posibilitatea ca pericitele sa fie recrutate din compartimentul
stromal, respectiv din populatia de telocite.

Celulele veil au fost descrise de Majno in 1965 si explorate de acesta Tmpreund cu Isabelle
Joris in 1974 prin electronomicroscopia arterelor coronare la sobolani. Adventicea coronariani
continea straturi de celule cu prelungiri extrem de subtiri, infasurate in jurul vaselor, celule veil care
corespund ca morfologie telocitelor identificate 1n situsuri perivasculare.

Intr-un studiu de referential publicat in 2009, Pacilli si Pasquinelli apreciazi nisa stem
vasculard si discutd un studiu prin care populatii de MSC cu origine din diferite tesuturi au fost
identificate ca avand morfologie similara si, in oarecare masurd, exprimand aceeasi markeri; insi,
aceste populatii celulare au prezentat un potential de diferentiere osteogenic si adipogenic diferit,
probabil determinat de influenta micromediului din care proveneau acele celule, ceea ce sustine
relevanta nisei in determinarea fenotipului celulelor stem. Autorii discuta de asemenea informatiile
conform cdrora MSC ar putea deriva din celule perivasculare mezangioblast-like, ceea ce face
acceptabil conceptul ca MSC sa derive de la nivelul microvaselor; cercetirile au demonstrat ca
compartimentul de MSC se extinde in tesuturile postnatale datoritd localizarii perivasculare,
numeroase studii recente identificand pericitele precum MSC in situ; Pacilli si Pasquinelli (2009)
discuta faptul ca nu doar pericitele, care sunt celule murale, pot sustine populatiile de MSC rezidente
in tesuturi ci si fibroblastii perivasculari care au fost identificati initial de Majno sub denumirea de
celule veil. Astfel, termenii de ,,fibroblast perivascular”, ,,celule veil” si ,telocite perivasculare” fac
practic referire la acelasi tip celular, care posedd potential stem/progenitor si apargine nisei stem
perivasculare a adultului.

Numeroase studii ale telocitelor au fost realizate in culturi, insa sortarea acestora s-a facut doar
pe criteriul morfologic, fara a se putea utiliza un anumit marker specific, deoarece un astfel de marker
nu este inca identificat cu certitudine. Am in seama ca telocitele sunt celule stromale, la fel cum sunt
considerati fibroblastii, diferenta principald fiind telopodele. Prezintd importantd in acest context
parerea lui Hematti (2012) conform careia, in culturi, MSC si fibroblastii nu pot fi diferentiati nici prin
morfologie, nici prin markeri de suprafatd si nici prin potentialul de diferentiere si proprietatile
imunologice. Consider ci acest mod de abordare fenotipica trebuie extins si telocitelor, mai ales daca
am in vedere studiile mele publicate recent care indica faptul ca subseturi de telocite sunt in fapt celule
progenitoare.

In sensul celor discutate trebuie analizate si celulele stromale indicate in diverse studii precum
,fibroblast-like cells”. Komuro, inca din 1990, indica faptul ca date fiind asemanarile lor, este aproape
imposibil de facut distinctia intre fibroblasti si celulele fibroblast-like. Acelasi lucru consider ci se
poate postula si legat de telocite. Komuro aduce in discutie rezultatele altor cercetatori conform carora
celule fibroblast-like corespund destul de bine descrierii telocitelor deoarece prezinta forme neregulate
cu procese subtiri, frecvent ramificate, contin incluzii lipidice, nu poseda lamind bazald la suprafata
celulei, prezintd reticul endoplasmic rugos si aparat Golgi si contin filamente intermediare si
microtubuli, fiind localizate in compartimente stromale, fie perivascular fie subepitelial. Din aceasta
perspectivd am cautat sd documentez expresia citokeratinelor in fibroblasti, priviti din perspectiva
unor celule telocit-like, avand in vedere faptul cid am identificat in locatii perivasculare si
periendoteliale expresia CK7 in miocard; expresia CK7 in epicard a fost sugestiva pentru CK7 ca
adecvat identificator al celulelor progenitoare derivate din epicard, cunoscute ca avand potential de
diferentiere in cadrul liniei endoteliale. Am identificat un studiu mai vechi in care celule stromale
cultivate impreuna cu celule epiteliale au dobandit expresia citokeratinelor, conducand catre concluzia
ca celulele stromale sau mezenchimale pot dobandi o diferentiere epiteliala in vitro iar citokeratinele la
nivelul acestora se pot organiza si in absenta unui centru de organizare si a jonctiunilor interepiteliale.
Un alt grup de lucru a descris celule stromale atipice care exprimau actind si vimentind nsa si
citokeratind; ultrastructural au prezentat caracteristici comune atat celulelor musculare netede cat si
fibroblastilor, fiind in cele din urma considerate precum miofibroblasti reactivi, fapt ce aduce acum in
discutie telocitele precum componente celulare ale unei strome reactive, de reguld caracterizata prin
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exprimarea o-SMA 196181183 'yyn marker asociat frecvent si cu telocitele, abordare care poate explica

de ce fenotipul imunohistochimic al telocitelor este practic imposibil de stabilizat conceptual, dupa
cum sustin publicatii recente. Mecanismul prin care rezultd celule stromale avand expresia pozitiva a
citokeratinelor este clar formulat, fiind vorba de transformarea epitelial-mezenchimald '*®, un proces
acceptat, si in privinta epicardului. Fenotipul celular hibrid epitelial-mezenchimal a fost caracterizat in
studii anterioare §i a fost asociat cu celule progenitor-like.

Am identificat expresia pozitivd a enolazei neuron-specifice (NSE) in celulele musculare
netede vasculare si in pericite. Documentand acest fenotip am identificat putine studii care descriu
fenotipul NSE+ al telocitelor in modele de expresie neurald asociind si alti markeri neurali. Un studiu
la nivelul placentei a indicat faptul ca celule cu morfologie telocitard distribuite in stroma
perivasculard i avand fenotip c-kit+ au exprimat, insd inconsistent, NSE, nestind, proteina S100,
CD34, CD44 sau 0-SMA; nu s-a realizat insd dubla imunomarcare care sa elucideze tipul celular
functional. Desi nu am putut identifica direct studii care sa indice expresia NSE in celule musculare
netede vasculare si in pericite, am in vedere aici faptul ca, dat fiind ca acestea apartin unui rezervor
perivascular de MSC potentiale care, la randul lor, pot exprima NSE, considerand astfel ca expresia
NSE in celulele respective este obiectiva si indica potentialul lor MSC.

Nisa stem endocardica si telocitele endocardice

In ultima decada diferite studii realizate atat la animal cat si la om au pus in evidentd prezenta
celulelor progenitoare cardiace adulte care se pot diferentia in linia cardiomiogenica si se pare ca ar
contribui la turnover-ul celulelor musculare cardiace, atat in decursul dezvoltarii cat si in situatii
patologice. In populatia de celule progenitoare cardiace a fost pus in evidentd un subset de celule
numite celule progenitoare ,,side population” (SP), ceea ce s-ar putea traduce precum populatie
colaterala de celule progenitoare; acestea sunt caracterizate specific prin capacitatea de a realiza
efluxul colorantilor de legare a ADN prin intermediul unei casete transportoare care leagi ATP. In
anul 2001 s-a descoperit posibilitatea de a utiliza celule cu un fenotip primitiv nediferentiat, inrudite
cu cele utilizate pentru transplantele de maduva osoasa, pentru implantare cardiaca si transdiferentiere
in cardiomiocite. Studiile respective au izolat celule derivate din maduva osoasd care prezentau
expresia pozitiva a c-kit si le-au injectat direct in regiunile de infarct micardic experimental la animale,
ceea ce a condus la regenerarea miocardului pierdut. Secventa de evenimente de cercetare ulterioara a
condus si la sugestia ca diferite subpopulatii de celule derivate din maduva osoasa ar avea capacitate
de regenerare diferiti. In ultima decada au fost conduse numeroase studii clinice care au apreciat
potentialul regenerativ cardiac al unor subpopulatii variate de celule derivate din maduva osoasa insa
rezultatele acestor studii clinice au fost indoielnice, un punct negativ legat de aceste transplante fiind
reprezentat de faptul cad celulele derivate din maduva osoasd care au fost implantate au avut o
supravietuire slabd, indiferent de calea de implantare. A urmat apoi cronologic identificarea de
progenitori cardiaci endogeni, odatd cu un raport publicat de Hierlihy si colaboratorii in 2002, care au
pus pentru prima datd in evidentd celulele cardiace progenitoare SP, urmand apoi studii care au
confirmat aceasta subpopulatie celulara. Hierlihy si colaboratorii (2002) concluzionau ca identificarea
de celule stem miocardice endogene nu mai fusese realizatd pand atunci iar rezultatele studiului lor
demonstreaza existenta unei populatii celulare miocardice rezidente stem-like, celulele SP respective
pastrand caracteristici ale altor populatii de celule stem, cum ar fi capacitatea de fuziune cu alte tipuri
celulare non-stem, desi celulele cardiace SP nu realizeaza usor conversia profilului genic, ceea ce
indicd o functie restrictionatd la miocard. Este important de precizat aici faptul cd in studiile lor,
Hielrlihy si colaboratorii (2002) au utilizat markeri pentru linii stem hematopoieticd si musculara
scheleticd si au obtinut evidenta faptului cad celulele cardiace SP nu exprimd markeri ai liniilor
hematopoietica si mioida (CD34, c-kit, Sca-1, Flk-2 si Thy 1.1).

Un studiu realizat de Rusu si colaboratorii (2012) a demonstrat expresia pozitivd a
neurofilamentelor (NF) cu greutate moleculard de 200 kDa in celulele endoteliale microvasculare si
endocardice; studiul respectiv a fost realizat pe specimene cardiace umane adulte. Evidenta respectiva
a fost privita cu circumspectie si a fost recomandata testarea expresiei nestinei pentru a se aprecia
daca, sau nu, expresia endoteliald a NF se coreleaza cu formarea de neovase.
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Un review recent al informatiei privind celulele progenitoare cardiace SP, realizat de Unno si
colaboratorii (2012) indica faptul ca ,,originea morfogenetica a celulelor cardiace SP si argumentele
moleculare care dicteaza dezvoltarea acestor celule raman de determinat™ si aduc in discutie un studiu
realizat in 2005 de Tomita si colaboratorii, studiu ce documenteaza faptul ca celulele SP progenitoare
cardiace exprima markeri de celule precursoare neurale. Acesti ultimi autori au realizat experimente in
vitro utilizdnd tesuturi de rozatoare si au gasit cd in ziua 0 aproape toate celulele derivate din
cardiosfere exprimau nestina, celulele respective fiind considerate astfel precursori neurali
nediferentiati; in ziua 14 expresia nestinei a disparut iar celulele au capatat expresia miozinei §i a
GFAP, ceea ce a indicat un statut diferentiat al acestora. Interpretarea rezultatelor a fost aceea ca
celule derivate din creasta neurala cardiaca populeaza cordul si riméan la acel nivel precum celule stem
multipotente dormante care pot ca ulterior sd se diferentieze 1n diferite tipuri celulare, precum
cardiomiocite, celule gliale, celule musculare netede si neuroni.
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Un studiu focalizat asupra telocitelor (TC) endocardice a analizat structura endocardului.
Autorii respectivi au discutat faptul ca endocardul are doar doud straturi: endoteliul endocardic si
tesutul conjunctiv lax subendotelial, indicat precum subendocard. Cu mult timp Tnainte insa, in 1909,
Nagayo a propus doud modele diferite pentru structura endocardicd normald, unul atrial, cu patru
straturi, si al doilea ventricular, cu cinci straturi, modele documentate in 1961 de catre Okada.

Telocitele (TC) au fost redenumite din celule interstitiale Cajal-like in 2010, intr-un material
editorial publicat in Journal of Cellular and Molecular Medicine. Numeroase studii asupra TC au
considerat o definitie morfologica a acestora, de ,,celule cu telopode”, telopodele fiind procese celulare
lungi si extrem de lungi, subtiri, cu calibru neregulat, moniliform. Sunt inca disputate caracteristicile
moleculare ale TC, fiind indicat faptul ca in functie de organ, si chiar si la nivelul aceluiasi organ, TC
pot prezenta profiluri imunohistochimice diferite; cum TC nu pot fi identificate prin aplicarea unui
panel specific de markeri, observatia recenta a lui Varga si colaboratorii (2016) ca TC nu sunt indexate
in Terminologia Histologica apare justificata.
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Numeroase studii au testat markeri specifici ai TC; au fost indicati ca fiind exprimati in TC
diferiti markeri hematopoietici si endoteliali, precum c-kit, CD34, endoglina, markeri neurali precum
nestina, enolaza neuron-specificd (NSE) si nitric oxid sintetaza (NOS) sau markeri mioizi, precum
alfa-actina muschiului neted (a-SMA). Am ridicat de aceea ipoteza cd TC din nisa stem endocardica ar
putea fi in fapt progenitori care exprima nestina iar acest marker arata de fapt nu originea din creasta
neurald a unor progenitori cardiaci SP ci mai degraba indica o origine endocardica a acestora.

Pentru cercetarile imunohistochimice am utilizat tesut postmortem uman prezervat adecvat,
obtinut dupa autopsia anatomica a zece cadavre (sex ratio de 2:3), avand varstele cuprinse intre 28 si
82 de ani.
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Studiul a fost condus in acord cu legislatia nationald privind utilizarea cadavrelor in scop de
cercetare (inclusiv Legea 104/2003 privind manipularea cadavrelor umane) si cu principiile generale
ale Declaratiei de la Helsinki, revizia Rio de Janeiro.

Specimenele tisulare au fost conservate adecvat in formol tamponat (8%), fiind ulterior incluse
in parafind §i pregatite pentru imunohistochimie. Blocurile de parafind au fost procesate cu un
histoprocesor automat (Diapath, Martinengo, BG, Italy). Sectiunile au fost taiate manual la 3 pm si au
fost montate pe lame electrostatice SuperFrost® pentru imunohistochimie (Thermo Scientific, Menzel-
Gléaser, Braunschweig, Germany). Pentru evaluarea histologicd am folosit sectiuni de 3-4 um grosime
colorate cu hematoxilind-eozind. Am folosit anticorpi primari pentru urmatoarele antigene: c-erbB2
(HER-2, mouse monoclonal, clona CB11, Biocare Medical, Concord, CA, USA, 1:50); nestind (mouse
monoclonal, clona 10c2, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, 1:500); CD146 (mouse
monoclonal, clona N1238, Novocastra-Leica, Leica Biosystems Newcastle Ltd, Newcastle Upon
Tyne, U.K., 1:50); alfa-actina muschiului neted (a-smooth muscle actin, a-SMA, mouse monoclonal,
clona 1A4, Biocare Medical, Concord, CA, USA, 1:50); lanful greu de miozina al muschiului neted
(smooth muscle myosin heavy chain, SMM, mouse monoclonal, clona S131, Novocastra-Leica, Leica
Biosystems Newcastle Ltd, Newcastle Upon Tyne, U.K., 1:100); enolaza neuron-specifica (neuron-
specific enolase, NSE, mouse monoclonal, clona BBS/NC/VI-H14, Dako, Glostrup, Denmark, 1:200);
neurofilamente (mouse monoclonal, clona RT97, Novocastra-Leica, Leica Biosystems Newcastle Ltd,
Newcastle Upon Tyne, U.K., 1:50).

Am evaluat histologia endocardului la nivelul pieselor atriale si ventriculare, precum si in
muschi papilari. Am identificat prezenta unui strat endocardic muscular neted care, desi nu in mod
exclusiv, nu era restrictionat la endocardul ventricular, fiind de asemenea prezent si in endocardul
atrial. Am identificat de asemenea faptul ca grosimea endocardului nu a fost uniforma in specimenele
individuale iar zonele lipsite de strat muscular neted endocardic prezentau un endocard bistratificat.
Am observat de asemenea faptul ca endoteliul endocardic a fost heterogen din punct de vedere
morfologic, in unele zone endocardice fiind constituit de celule endoteliale aplatizate fusiforme, iar in
alte zone fiind prezente celule endoteliale hipertrofiate. Am identificat de asemenea zone endocardice
denudate de endoteliocite. Fenotipul muscular neted al endocardului si straturilor subendocardice 1-am
apreciat in primul rand prin aplicarea de anticorpi anti-a-SMA la nivelul peretilor atriali, auriculari si
ventriculari. Expresia endoteliald endocardicd a a-SMA a fost variabila, fiind zone de endocard a-
SMA negative si zone care au exprimat antigenul respectiv. La nivel atrial, inclusiv la nivel auricular,
am identificat unul sau doud straturi a-SMA pozitive subendocardice si, in plus, am identificat
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fascicule musculare intens marcate cu a-SMA care luau parte la alcatuirea fasciculelor miocardice slab
marcate cu o-SMA. Structura straturilor subendocardice ventriculare a inclus, comparabil cu cea
atriald, straturi a-SMA-pozitive. Am identificat de asemenea cordoane intens o-SMA pozitive,
localizate atat in subendocard, cat si in miocardul de vecinatate. Straturile cu fenotip muscular neted
nu au exprimat markerii mezenchimali CD34 si vimentina. Anticorpii anti-CD146 au marcat zone de
endoteliu endocardic si celule ale straturilor mioide subendocardice. De asemenea expresia CD146 a
fost pozitivd in celule Purkinje subendocardice. Expresia pozitiva a a-SMA a indicat prezenta in
subendocard a unor celule fusiforme, miofibroblastoide/telocitare, cu prelungiri celulare lungi si
calibru neregulat, moniliform. Astfel de celule au exprimat de asemenea, insa mai putine, markerul
Ki67 de proliferare celulara. c-erbB-2 (HER2) a marcat de asemenea telocite subendocardice insa
expresia pozitivd a acestuia a aparut si in celule izolate, rare, identificate imediat sub endoteliul
endocardic. Lantul greu al miozinei muschiului neted a fost exprimat pozitiv in astfel de telocite
subendocardice, unele dintre acestea parand a configura tubi endoteliali subendocardici. La nivelul
tuturor straturilor cardiace am identificat expresia endoteliald a neurofilamentelor, inclusiv la nivelul
subepicardului unde expresia neurofilamentelor in nervii subepicardici am considerat-o precum
control pozitiv intern al veridicitatii imunomarcarii. Am identificat expresia neurofilamentelor si in
celule endoteliale endocardice. Expresia nestinei a fost pozitiva, insa nu exclusiv, in celule fusiforme
sau hipertrofiate ale endoteliului endocardic, precum si in celule fuziforme (fibroblastoide/telocitare)
localizate 1n subendocard. Am identificat expresia NSE (Neuron-Specific Enolase) la nivelul stratului
mioid subendocardic.
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La nivel cardiac au fost descrise diferite populatii de celule progenitoare SP, cum ar fi celulele
stem cardiace, celulele progenitoare derivate din epicard si celulele derivate din cardiosfere.
Diferentierea celulelor stem cardiace adulte prin care se poate reinoi populatia de celule cardiace,
reproduce stadii evolutive observate in decursul dezvoltdrii embrionare. Se cunoaste faptul cd in
decursul dezvoltarii celulele endocardice sufera o transformare endotelial-mezenchimala si livreaza
celule mezenchimale in tesutul adiacent. Am indicat studiul realizat de Tomita si colaboratorii (2005)
in care autorii au observat celule cardiace progenitoare SP caracterizate prin expresia nestinei; in stadii
de diferentiere celulele pierdeau expresia nestinei si capatau fenotipuri variabile, neuronale, gliale,
musculare netede sau cardiomiocitare. Plecand de la rezultatele respective autorii au speculat rezonabil
o origine a celulelor SP din creasta neurald. Am adus prin cercetdrile mele evidente care sustin
originea endoteliald a celulelor progenitoare nestin-pozitive, care exprima de asemenea markeri de
muschi neted (a-SMA, SMM) si markeri neurali (NSE). Expresia nestinei in endocard si in
subendocard ar putea fi un element sugestiv pentru patogenia calcificarii si osificarii muschilor
papilari, care a fost raportatd la om deoarece, pe de o parte, celulele stem mezenchimale, precum cele
din nisa endocardica, sunt cunoscute ca avand potential osteogenic iar, pe de altd parte, nestina este un
marker bun pentru progenitorii osteogenici. Aceastd similitudine conduce la doud interpretari posibile.
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Prima este aceea cad celulele perivasculare si/sau cele periendoteliale, inclusiv cele de la nivelul
peretelui cardiac, apartin nigei stem universale a adultului, care este nisa perivasculara; de aceea acest
concept ar trebui extins §i ar trebui inclusa si nisa stem endocardicd. A doua corelatie rezultata este
aceea ca endoteliul cardiac ar trebui sa aibd capacitatea de a realiza transformare endotelial-
mezenchimala, la fel ca endoteliul vascular. Din aceast punct de vedere prezintd o importanta
deosebita experimentele realizate de Chen si colaboratorii (2016) prin care s-a demonstrat, la soareci,
faptul ca celulele endocardice suferd o transformare endotelial-mezenchimala si genereaza pericite si
celule musculare netede la nivelul peretelui cardiac. Evidentele pe care le-am obtinut permit
extinderea acestui nou mecanism de geneza a progenitorilor cardiaci si la om. In plus, se pare ca
endocardul nu genereaza doar celule perivasculare ci si un strat individual si morfologic variabil de
muschi neted endocardic, cu proprietati contractile, dupa cum se demonstreaza prin expresia miozinei
de muschi neted, iar functia contractild a acestui strat de muschi neted ar putea interfera cu activitatea
fiziologicd a pompei cardiace. Sunt insd necesare studii ulterioare care sa testeze aceastd ultima
ipoteza care este sustinutd si de un alt studiu recent, realizat de Chabot si colaboratorii (2016) care au
demonstrat faptul ca nestina ar putea fi utild pentru a face distinctia dintre transformarea endotelial-
mezenchimala si transformarea epitelial-mezenchimald, nestina fiind exprimatd doar in celulele
mezenchimale derivate din endotelii. Mecanismul prin care celulele endoteliale endocardice sunt
eliberate la nivelul tesutului subendotelial ar putea sa fie unul care sa nu implice diviziuni celulare ci
cudarea puternica urmata de detasarea din perete a unei singure celule endoteliale fuziforme, dupa cum
s-a demonstrat la nivelul endoteliului aortic si voi detalia mai jos. De aceea, identificarea unor
fenotipuri similare in celulele endocardice endoteliale si in cele subendoteliale ar putea sa nu fie o
evidentd neobisnuita.

In ultimii ani studiile au incercat si defineasci populatiile celulare avand caracteristicile
fenotipice si functionale ale celulelor endoteliale. Un scenariu posibil este acela in care in sange se
gasesc rare celule endoteliale progenitoare, denumite celule endoteliale formatoare de colonii, sau
progenitori endoteliali tardivi, care nu au origine din maduva osoasd s§i au capacitatea de a genera
celule endoteliale fenotipic si functional competente ce pot fi incorporate in peretii neovaselor. Astfel
de celule se gasesc in circulatie dar si in peretii vasculari, precum celule rezidente in intima vasculara
endoteliald. Pe langd acesti progenitori se mai gasesc celule progenitoare hematopoietice care au
capacitatea de a genera descendentd monocitara care are in vivo actiune pro-angiogenica dar care nu
poate fi incorporatd in peretii neovaselor. Efectul proangiogenic este realizat printr-un mecanism
paracrin cu actiune prin factori de crestere si citokine.

La embrion celulele stem hematopoietice (HSC) au o origine inca disputata, mai ales in ceea
ce priveste descendenta lor din celule endoteliale vasculare. Primul situs anatomic, la embrion, in care
au fost puse In evidentd ca primd aparitiec HSC este regiunea aortd-gonada-mezonefros (AGM) in
vecindtatea plangeului aortei dorsale (DA, Dorsal Aorta). Sunt autori care au adus evidente asupra
trecerii HSC din plangeul aortic direct in lumenul aortei dorsale. Alti autori sustin insa faptul cd HSC
apar pentru prima datd In mezenchimul subiacent AGM. S-a aratat convingator, intr-un studiu pe
embrioni de peste zebra cda HSC apar direct din planseul aortic printr-un proces stereotip care nu
implicé diviziuni celulare ci o cudare puternica urmata de excluderea unei singure celule endoteliale
din peretele aortic ventral in spatiul subaortic, cu transformarea concomitenta a acesteia in celula stem
hematopoietica. Echivalentul la pestele zebra al regiunii AGM de la mamifere este spatiul dintre DA si
vena axiald (AV, axial vein), spatiu care contine celule stem/progenitoare hematopoietice multipotente
care intrd 1n circulatie §i colonizeaza alte tesuturi si se expandeaza si diferentiazd in organe
hematopoietice din aval. Acest proces este polarizat nu doar in axul ventro-dorsal ci si in cel rostro-
caudal vs. cel mediolateral, depinzind de expresia Runxl (Runxl indicd un subset de celule
endoteliale care sunt hematopoietice) astfel: in embrionii cu deficienta Runx1 evenimentele din cursul
excluderii sunt similare la inceput, desi mai rare, apoi insa procesul avorteaza prin moartea violenta a
celulei excluse. Apare astfel evident faptul ca planseul aortic este hemogen iar HSC ies in spatiul
subaortic nu dupd diviziuni celulare asimetrice ci printr-un comportament celular diferit, denumit
tranzitie endotelial-hematopoietica. CD41 poate face diferenta intre progenitorii hemogenici si
celule/progenitori endoteliali; CD41 este pozitiv in HSC dar nu in celule endoteliale, in care este
exprimat CD51. A fost urmarit exact comportamentul celulelor endoteliale aortice la embrioni de
peste zebrd prin microscopie confocald cu fluorescentd; rezultatele, filmate si documentate exact in
cronologie, au aratat un lot consistent de celule endoteliale din planseul aortic care se cudau puternic,
cu menginerea in situ a cudarii, catre spatiul subaortic. A urmat in secventd o noud contractic a
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celulelor cudate, in axul medio-lateral, care a adus In contact celulele endoteliale fusiforme vecine
celei cudate, ceea ce va permite celulei active sd paraseasa stratul endotelial fard a 1i afecta
integritatea. Celula endoteliala cudata si-a pierdut apoi contactele cu cele vecine, venite acum in
contact, insa a pastrat o apropiere topografica stransa cu acestea, timp in care se rotunjea si demonstra
motilitate, care a determinat o miscare oscilatorie a celulei in axul vascular. Contactele distale au
disparut in continuare, ceea ce a permis degajarea celulei in spatiul subaortic, aceasta prezentand o
morfologie tipicad progenitorilor hematopoietici. Celula hematopoietica rezultatd a intrat apoi in
diviziune simetrica, fiind capturata intr-o microstroma rezultata dupa reticularea peretelui dorsal al AV
adiacente; apoi a intrat in lumenul venos si in circulatie.

Prezinta relevanta pentru aceastd discutie rezultatele unui studiu realizat pe cornee distrofica,
cu afectare endotelialad, in care celulele endoteliale au prezentat doud morfologii diferite: morfologia
fusiforméd/aplatizatd endoteliala tipicd, dar si zone in care au fost identificate deopotriva celule
endoteliale aplatizate si celule poligonale cu nuclei rotunzi si citoplasma largd. Expresia
citokeratinelor in endotelii a fost caracterizata: (a) in endoteliile control au fost exprimate doar CK8 si
CK18; (b) in endoteliile anormale, deopotrivd in celulele endoteliale aplatizate si in cele
rotunde/poligonale, au fost puternic exprimate CK7, CK19, CK8 si CK18 (au mai fost semnale
pozitive, slabe, si pentru CK1, CK3/12, CK4, CK5/6, CK10, CK10/13, CK14, CK16 si CK17).

Legat de alterarea endoteliali, aceasta poate fi legata de aterogeneza. in plicile de aterom, la
nivelul VSMC au loc procese de dediferentiere (dediferentiere embrionara, identificatd cu CD31 si
CD34) si de transdiferentiere (transdiferentiere epiteliald, identificatd cu CK7, CK18 si B-catenind) in
care markerii respectivi pot fi co-exprimati.

Mi-a atras atentia expresia acelorasi markeri moleculari atat in endoteliul endocardic cét si in
stratul muscular neted endocardic si in pericite. Aceasta poate indica similaritatera anatomica dintre,
pe de o parte, endoteliul endocardic si stratul muscular neted plasat abluminal fata de endoteliu si, pe
de alta parte, endotelliul vascular si stratul mioid plasat abluminal fatd de acest din urma tip endotelial.

Se pare ca stratul muscular neted endocardic, slab indicat specific in studii, este prezent si la
nivel atrial si la nivel ventricular si poate fi privit precum un strat progenitor, care este slab contractil
si prezintd expresia pozitiva a nestinei si a markerilor de muschi neted (a-SMA, SMM).

Cum 1insa studiile pe tesut uman au limitéri etice nu poate fi trecut cu vederea fluxul inversat
al transformdrilor, de la pericite la celule mezenchimale si apoi la celule endoteliale. Acest lucru este
sugerat de observatia faptului cd mixoamele atriale iau nastere din celule mezenchimale endocardice si
subendocardice, precum cele pe care le-am identificat, celule care au capacitatea de diferentiere
endoteliald. Mixoamele contin cordoane si canale vasculare care sunt similare celor pe care le-am gasit
in specimene non-tumorale, structuri care au fost descrise ca indicand transformarea embrionara
endotelial-mezenchimald a endocardului. Astfel, nu ar trebui indepartatd secventa liniilor celulare in
care din celulele endoteliale endocardice ar putea deriva celule endoteliale vasculare, aceasta fiind
sustinutd de expresia cunoscuta a nestinei in endoteliile vasculare neoformate.

Un singur studiu a evaluat in microscopia electronica de transmisie telocitele endocardice, la
soareci, apreciind cd acestea sunt populatia celulard dominanta in stratul subendotelial al endocardului.
De aceea se poate considera ca populatia de celule fusiforme care populeaza endocardul, pe care am
identificat-o, corespunde, cel putin in parte, telocitelor endocardice, acest fapt fiind sustinut si de
evidente precedente ale expresiei nestinei si enolazei neuron-specifice in telocite, pe care si eu le-am
evidentiat exprimate pozitiv in telocitele subendocardice. Studii diferite au indicat de asemenea
expresia in telocite si a altor markeri de fenotip stem precum Oct-4 si nestina, expresia acesteia din
urma fiind identificatd si de mine in cercetarile doctorale. Este interesant ca odata cu expresia pozitiva
a markerilor stem in telocite, cercetatorii respectivi au decelat expresia negativa a endoglinei (CD105)
care, 1n alt studiu privind telocitele, a fost asociatd pozitiv cu acestea.

Sunt putine referintele care indica prezenta in (sub)endocard a celulelor musculare netede, in
strat, pe care am obtinut-o si eu in cerectarile doctorale. Okada, in 1961, a lucrat pe specimene post-
autopsice apreciind ca model normal sau fiziologic ingrosarea fiziologicd a endocardului la nivelul
camerei de ejectie si mm.papilari ai ventriculului sting, camerei de ejectie si portiunii apicale a
ventriculului drept, portiunii anterioare a septului interatrial si la nivelul peretilor atriali posteriori.
Endocardul pare a se ingrosa cu varsta, in paralel cu ingrosarea valvulelor aortice. Okada (1961) face
referire la o publicatie a lui Nagayo din 1909, care nu o pot identifica 1n nici o baza de date, in care
acesta din urma clasifica structura normald a endocardului in 5 straturi, la nivelul ventriculului sting,
si in 4 straturi, la nivelul ventriculului drept. O diferentd importanta a structurilor-model prezentate,
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fatd de rezultatele mele, este aceea ca eu am identificat strat muscular neted endocardic si strat
muscular subendocardic si la nivel atrial, precum in modelul ventricular al lui Nagayo, prezentat de
Okada. In plus, modelul Nagayo al endocardului ventricular imi impune prudentd in identificarea
cordoanelor a-SMA pozitive juxtamiocardice, acestea putand corespunde unor benzi de tesut nodal, si
nu unui tesut mioid neo-format. Insa, tesutul nodal nu este tesut muscular neted, pe de o parte, iar
experimente au demonstrat faptul ca celulele stem cardiace c-kit pozitive se pot diferentia specific in
muschi cardiac, in muschi neted si in celule endoteliale; mai mult, se face distinctia intre evolutia
celulelor stem cardiace 1n miocardocite si in celule nodale.

Orlandi si colab. (2006) documenteaza si discuta faptul ca celulele endocardice embrionare de
la nivelul canalului atrioventricular si tractului de ejectie 1si modifica fenotipul din endotelial in
mezenchimal, prin transformare endotelial-mezenchimala, ceea ce conduce la septarea cardiaca si
valvulogenezd; in aceastd faza celulele endocardice exprima progresiv a-SMA si 1si pierd antigenele
endoteliale. Gelatina cardiaca, matrice acelulara dintre miocard si endocardul primitiv, sustine initierea
transformarii endotelial-mezenchimale si contine fibronectina si proteoglicani, o compozitie similara
matricei extracelulare din mixoamele cardiace.

Transformarea endotelial-mezenchimald a fost documentatd prin imagini histologic similare
celor pe care le-am prezentat eu, Insa prin studii la pasari. Celulele mezenchimale rezultate sunt
descrise precum miofibroblasti, deci cu morfologie fusiforma; se pare cd TGF-beta este un inductor al
acestei transformari iar celulele mezenchimale migratoare exprimd subplasmalemal o-SMA,
reducandu-si expresia antigenului endotelial QH1 225. Celulele endoteliale stationare nu exprima o-
SMA.

Heterogenitatea celulelor musculare netede este un fenomen bine cunoscut. Insa, interpretarea
morfologiei, precum si corelatiile functionale ale expresiei unor markeri, sunt subiecte de discutii.
Informatiile existente au rezultat din studii efectuate in vitro sau in vivo, pe tesuturi fetale, neonatale si
adulte, la diferite specii. In ceea ce priveste studiile asupra celulelor musculare netede vasculare,
originea celulelor studiate in culturi poate fi din intima, media internd, media externd sau din
adventice, provenind din vase normale sau din vase patologice. Numeroase date in vivo preiau
informatie consistentd din studii in vitro. Conform cu rezultatele privind dezvoltarea fetald primitiva,
celulele musculare netede ncep sa exprime 0-SMA, apoi 1E12 (marker de actinind) si smoothelin; in
perioada fetala tardiva la acesti markeri se adaugd SM22, calponina, h-caldesmon §i miozina de
muschi neted (SMM, Smooth Muscle Myosin). Acesti markeri sunt upreglati in timp ce alti markeri
sunt reprimati (downreglati), cum ar fi citokeratina si unele variante de fibronectina. Celulele
musculare netede ale intimei sunt mai putin diferentiate decat cele din media mijlocie si media
externd. In situatiile in care apare ingrosarea intimald sau apar procese aterosclerotice sau de
restenoza, se raporteazd in general reexpresia genelor fetale. La nivel vascular, celulele musculare
netede sunt orientate circumferential in media externa, insa spre lumen au o dispozitie aleatorie. Din
punct de vedere morfologic au fost diferentiate, in culturi, 4 tipuri: celule musculare netede epitelioide
(poligonale), celule fusiforme (cu un aspect ondulat); la acestea se adauga celulele subtiri, alungite
(grupari dense, cu aspect de vartej), si tipul senescent (celule largi, vacuolate, fard confluentd).
Celulele cu fenotip epitelioid probabil corespund in vivo la celule de tip sintetic, iar cele fusiforme, la
celule contractile. Tipul celular sintetic apare referit in unele studii precum fenotip nonmuscular,
deoarece nu prezintd markeri de diferentiere contractila. Intima va fi asociatd cu tipul sintetic, iar
media vasculard — cu tipul contractil, insd nu in mod exclusiv. Tipul fusiform, in conditii suboptimale,
se poate modifica in epitelioid. Tipul epitelioid este mai sensibil la apoptoza. Trebuie avuta de
asemenea in vedere o populatie silentioasa de celule musculare netede care servesc drept progenitori
pentru tipul celular sintetic. Originea celulelor musculare netede vasculare ar putea fi atat
mezodermala, cat si ectomezodermald (creasta neurald). Creasta neurald intervine insad discutabil si
specific. Un al doilea candidat pentru progenitorii celulelor musculare netede vasculare il reprezinta
celulele endoteliale, care se pot transdiferentia in celule musculare netede si au fost trasate pana in
media si in adventicea vasculara.

Cea mai des intalnitd tumora cardiaca este mixomul cardiac. Denumirea de mixom cardiac
este datd de aspectul mixoid al matricei extracelulare care este bogata in mucopolizaharide. De regula
mixomul cardiac se formeaza la nivelul septului interatrial si afecteaza frecvent inima stangd; au fost
insa descrise si localizari biatriale sau ventriculare.

Histogeneza mixomului cardiac rdmane neclard, desi natura neoplazicad a mixomului cardiac
este acceptatd. Studii de microscopie optica si electronicad au indicat faptul ca celulele tumorale deriva
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din celule multipotente vasoformative ale stromei subendocardice sau endocardice, care aratd o
diferentiere partiala catre anumite tipuri celulare precum muschiul neted si celulele endoteliale.
Dificultatea de apreciere histopatologicd a mixoamelor cardiace rezultd din natura conflictuala a
caracterizarilor morfologica si imunohistochimica ale tumorilor acestea. Au fost raportate expresii
diferite ale proteinelor specifice diferitelor tipuri celulare ale adultului, chiar si in aceeasi tumord,
sugestive pentru o origine epiteliald, endoteliala, miogenica, neurala sau miofibroblastica a tumorii. O
astfel de heterogenitate fenotipica se observa si in cardiogeneza. La nivelul miocardului adult sunt
exprimate doud actine sarcomerice, cardiaca si a-scheletica, in timp ce in cardiomiocitele fetale este
expreimatd a-actina muschiului neted (0-SMA). Pentru aceastd heterogenitate si variabilitate
fenotipicad o explicatie posibild ar putea fi legatd de originea posibild a mixomului cardiac din celule
pluripotente sau dintr-o rezerva celulard vasculogenica subendoteliald. Un studiu realizat pe mixoame
cardiace a identificat expresia pozitiva a factorului VIII, aglutininei Ulex europaeus, miozinei de
muschi neted, alfa-1 antitripsinei si alfa-1 antichimotripsinei in toate tumorile investigate, sustinand
astfel heterogenitatea fenotipicd a acestor tumori si posibila origine a acestora din celule
mezenchimale multipotente. In favoarea acestor teorii patogenice vin anumite asemanari morfologice
dintre celulele mixomului cardiac si celulele pernutelor embrionare cardiace. Mai mult, rolul in
patogeneza mixoamelor al unei linii cardiomiogenice a fost intdrit de cercetdri care au identificat
transcripte de Nkx2.5/Csx, tipice genei homeobox cardiace. Specimene tisulare de mixom atrial stang
au fost marcate cu anticorpi pentru factorul VIII si pentru actind. Majoritatea celulelor tumorale au fost
factor VIII — negative insd o subpopulatie celulara forma cordoane si canale vasculare care au
prezentat un miez sau un strat de acoperire factor VIII-pozitiv si actin-pozitiv, avand morfologie
endoteliald. Celulele tumorale care tapetau invaginarile vascular-like ale suprafetei au prezentat de
asemenea imunomarcare pozitiva in focare. Rezultatele studiului respectiv sustin faptul cd mixoamele
cardiace iau nastere din celule mezenchimale subendocardice sau endocardice primitive, celule care
poseda potentialul de diferentiere in celule endoteliale. Rezultatele respective nu sustin originea
mixoamelor cardiace din endoteliul cardiac. Astfel, telocitele subendocardice reprezintd candidati
celulari de apreciat ca celule de origine ale mixomului cardiac. Din studiul histogenezei mixomului
cardiac au reiesit detalii morfologice relevante pentru studiul meu, in care au rezultat evidente
comparabile: (1) vase intratumorale interpretate precum stroma non-neoplazicd au fost identificate —
vase de talie medie, formate din muschi neted tapetat de endoteliu, muschiul neted marca difuz cu
actind iar endoteliul marca granular fin cu factor VIII; (2) celulele tumorale izolate sau In grupuri —
celule legate in serie formau cordoane cu grosime de una sau mai multe celule, negative pentru actina
si factor VIII — se exclude astfel posibilitatea ca la specimenele mele structurile a-SMA pozitive sa fie
structuri tumorale misdiagnosticate; (3) unele cordoane celulare prezentau un miez endotelial, factor
VIII pozitiv, cu un lumen contindnd uneori hematii; (4) deoarece actina avea aceeasi distributie
precum factorul VIII, ultimul fiind marker endotelial, se conchide ca actina reprezintd un marker al
diferentierii endoteliale, ceea ce are o mare relevanta pentru studiile mele.
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Concluziile Tezei de Doctorat

1.
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Contributia epicardului embriofetal la cardiogeneza este bine cunoscutd si succede
organului proepicardic in alimentarea cu precursori a tubului cardiac; contributia
pericardului embrionar la cardiogeneza reprezintd, pe de alta parte, un aspect insuficient
explorat, care impune abordari experimentale pentru o caracterizare adecvata.

Telocitele sunt celule definite prin caracteristici morfologice, prezentdnd expresia
variabild a unor seturi de markeri. Sunt celule apreciate precum avand roluri fiziologice
importante 1nsa studiile acestor celule trebuie sd aiba in vedere excluderea unor tipuri
celulare bine cunoscute si caracterizate, precum celulele endoteliale si celulele germenilor
angiogenici, Tnainte de a aloca un diagnostic de certitudine ca telocite. Din acest punct de
vedere, reprezentarea unitafilor functionale miocardice trebuie sd includa cardiomiocitele
si vasele sangvine terminale insd trebuie sd priveascd cu circumspectie adaugarea
telocitelor la o astfel de reprezentare. Probabil utilizarea CLEM (Correlative Light
Electron Microscopy) ce permite aprecierea concomitentd in microscopie opticd si in
microscopie electronica, are putea aduce evidente care sd indice clar ce tipuri celulare
cunoscute corespund definitiei de ,,celule cu telopode”. De asemenea dubla si tripla
imunomarcare pot fi folosite pentru identificarea unui model imunofenotipic specific
pentru telocite.

Desi este acceptat in prezent faptul ca inima nu este un organ postmitotic si se cunoaste ca
regenerarea cardiaca se realizeaza pe seama celulelor stem adulte, nisa endocardicd de
celule stem si progenitoare este insuficient explorata specific. Sunt necesare studii care sa
detalieze potentialul endotelial si mezenchimal endocardic de a alimenta miocardul cu
celule capabile de diferentiere fie in linia cardiomiogenica, fie in cea vasculogenica.

Astfel, telocitele subendocardice reprezintd candidati cu certitudine importanti pentru
clarificarea originii mixomului cardiac.

Sunt necesare studii care sd cuantifice contributiile epicardului si endocardului la nisa
stem a miocardului; epicardul si celulele progenitoare cardiace derivate din epicard trebuie
investigat si din perspectiva caracterizarii telocitelor din acest situs anatomic.



