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INTRODUCERE

Complexitatea morfofunctionaléd a placentei, organ temporar, a stimulat in ultimele
decenii numeroase investigatii avand ca rezultat achizitii importante privind rolul placentei in

dezvoltarea embrio-fetala si in geneza unor manifestari ale bolii in viata prenatala.

In timpul sarcinii, placenta indeplineste cele mai diverse functii, primind si procesand
nevoile metabolice ale produsului de conceptie. Cunoasterea principalelor aspecte ale
morfofiziologiei placentare ne aduce mai aproape de intelegerea manifestarilor patologice ale

acestui organ.

Bolile placentare au ca substrat solicitari crescute sau supralimitate, regresii
structurale hipofunctionale, adaptari nefiziologice, noxuri de retentie sau transfer de la mama
la fat. Corelarea datelor clinice si structurale in organogeneza si organopatogeneza placentei
ne permite, alaturi de stabilirea unui diagnostic mai veridic, sa aplicam o terapie adecvata atat
de utila pentru siguranta fatului si a mamei. in acest scop, medicul obstetrician trebuie s&
cunoasca natura si semnificatia leziunilor, abaterile functionale de la nivelul organului
placentar, pentru a le integra si interpreta in complexul de manifestari clinico-biologic ale
sarcinii.

Tesutul embrionar si anexele embrionare au reprezentat intotdeauna un aspect
microscopic controversat in ceea ce priveste existenta si functionalitatea anumitor structuri
histologice in dezvoltarea fetala dar si in interrelatia materno-fetala. Aspectele morfologice ale
structurilor placentare sunt uneori neglijate chiar si in sarcinile cu risc crescut sau intrerupte
prematur si acest lucru are un impact negativ asupra elucidarii ulterioare a cauzelor care
conduc la aceste evenimente nedorite. Organogeneza embrionara include in mod necesar
dezvoltarea retelelor vasculare adaptate fiecarui organ in parte. Colectarea de embrioni umani
este extrem de dificild, acestia provin de obicei din intreruperea sarcinii la cerere sau
determinate de diverse stari patologice. Analiza imunohistochimica si microscopica moleculara
a etapelor precursoare ale dezvoltarii embrionare presupune extragerea intregului embrion,

manevra extrem de dificil de efectuat in conditiile tehnicilor de realizare a sarcinii.

Principalele obiective ale acestei cercetari au fost:

(1) Analiza clinica epidemiologica a cazurilor; (2) Analiza microscopica conventionala
si prin tehnici de analiza a imaginilor digitale a dezvoltarii retelelor vasculare embrionare in
saptamanile 5-7 in diferite primordii ale organelor embrionare; (3) Identificarea expresiei
markerilor limfatici (podoplanina) in cordonul ombilical si structurile placentare si

caracterizarea structurilor pozitive observate in aceste tesuturi; (4) Analiza expresiei genei



podoplaninei in structurile embrio-fetale prin aplicarea tehnicilor RNAscope la sectiunile de

cordon ombilical si placenta.

Cuvinte cheie: podolanin; vilozitati placentare; decidua; placenta umana normala

PARTEA GENERALA

Tesutul embrionar si anexele embrionare au reprezentat intotdeauna un aspect
microscopic controversat in ceea ce priveste existenta si functionalitatea anumitor structuri
histologice in dezvoltarea fetala dar si in interrelatia materno-fetala. Aspectele morfologice ale
structurilor placentare sunt uneori neglijate chiar si in sarcinile cu risc crescut sau intrerupte
prematur si acest lucru are un impact negativ asupra elucidarii ulterioare a cauzelor care
conduc la aceste evenimente nedorite. Organogeneza embrionara include in mod necesar
dezvoltarea retelelor vasculare adaptate fiecarui organ in parte. Colectarea de embrioni umani
este extrem de dificild, acestia provin de obicei din intreruperea sarcinii la cerere sau
determinate de diverse stari patologice. Analiza imunohistochimica si microscopica moleculara
a etapelor precursoare ale dezvoltarii embrionare presupune extragerea intregului embrion,

manevra extrem de dificil de efectuat in conditiile tehnicilor de realizare a sarcinii.

Reteaua vasculara reprezintd un punct cheie in dezvoltarea embrionara a tuturor
organelor embrionare si reprezintd un moment critic cu componente celulare eterogene care
vor determina ulterior dezvoltarea normala sau patologica a organelor embrionare. Retelele
vasculare din diferite organe se dezvolta diferit. Mecanismele care stau la baza dezvoltarii
retelelor vasculare sunt incomplet descrise in tesuturile embrionare umane din cauza
complicatiilor etice stricte care se aplica utilizarii tesuturilor embrionare umane. Modelele
matematice de dezvoltare a retelelor vasculare embrionare sunt eterogene de la un organ la
altul si stau la baza aplicarii studiilor morfometrice ale formarii retelelor vasculare. Pe langa
aspectele microscopice limitate descrise in literatura de specialitate cu privire la caracteristicile
vasculare embrionare, sunt si mai putine date disponibile cu privire la studiile efectuate pe
anexele embrionare, si anume cordonul ombilical si placenta. Cordonul ombilical reprezinta o
forma particulara de tesut conjunctiv care include celule mezenchimale partial diferentiate, o
anumitéd matrice extracelulara gelatinoasa si vase mari. Datele privind existenta capilarelor
sanguine de calibru mic dispersate in tesutul conjunctiv mucos al cordonului ombilical precum
si existenta structurilor limfatice in cordonul ombilical sunt probleme extrem de controversate
in acest moment in literatura de specialitate. Date despre existenta altor vase ombilicale decéat
marile vase au fost publicate recent in literatura si au demonstrat existenta vaselor limfatice
care au o traiectorie caudala de-a lungul arterei ombilicale. Cu toate acestea, cu toate acestea

expresia markerilor limfatici in cordonul ombilical este foarte putin studiata fiind raportata in



doar 3 articole din literatura. Mai mult, analize moleculare precum identificarea genelor tisulare
(hibridarea in situ sau ARNscope) nu se gasesc in literatura de specialitate aplicata anexelor
fetale.

Patogenia in diferite patologii placentare nu este clara, unii factori de risc sunt bine
cunoscuti, precum operatia anterioara de cezariana, chiuretajul, chirurgia uterului, varsta

materna avansata si multiparitatea .

Tulburarile de angiogeneza si inflamatia generalizata sunt simptomele dominante in

diferite patologii legate de sarcina, cum ar fi preeclampsia si restrictia de crestere a uterului.

In acest studiu emitem ipoteza c& diferite boli asociate sarcinii au acelasi profil
angiogenic si limfangiogenic al placentei, singura diferenta fiind gradul de exacerbare a

leziunilor.

Pe baza celor de mai sus, au derivat o serie de obiective ale prezentului studiu care
au incercat sa elucideze aspectele mai putin cunoscute ale microscopiei si analizei moleculare

a structurilor embrio-fetale in stadiile lor incipiente si tarzii de dezvoltare.

Prezentul studiu abordeaza embrionul fetal atat din punct de vedere clinic, cat si din
punct de vedere microscopic si molecular. Analiza statistica a cazurilor incluse in studiu a fost
completata ulterior cu corelatii clinice. Studiul structurilor embrionare s-a limitat la stadiile

incipiente ale dezvoltarii embrionare, saptamanile 5-7 de dezvoltare embrionara.

PARTEA SPECIALA

Partea speciala include 6 capitole: 2 introductive (motivatie, materiale si metode) si
2 studii imunohistochimice cu scopuri distincte: combinarea RNAscope, imunohistochimie
(IHC) si analiza digitala a imaginii pentru a evalua proteinele podoplaninei (PDPN) si expresia
PDPN_mRNA pe formalina fixata. Tesuturi normale de placenta umana incorporate in parafina
si evaluarea factorilor vasculogeni in embrionul in curs de dezvoltare in saptamanile cinci si

sapte, cu un accent special pe markerii CD133 si TIE2.

Grupul de lucru a inclus 100 de placente si cordonul ombilical adiacent din care am
selectat 30 de placente din sarcinile la termen. Criterii de includere: placenta din sarcina la

termen cu fetusi vii si nicio boald materna/fetala asociata cu sarcina.

Expresia si functia podoplaninei (PDPN) in placenta umana normala a fost dezbatuta
in evaluarea placentara. Acest studiu subliniazd importanta unei abordari multimodale a
expresiei PDPN in placentele umane normale. Se efectueaza o examinare completa folosind
imunohistochimie, RNAscope si interpretare automata a examinarii imaginii digitale (DIA).
Analiza bazata pe QuPath DIA a generat automat scorurile stromale si histologice ale expresiei
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PDPN pentru imunohistochimie si coloratii RNAscope. Fibroblastele si structurile luminale
izolate ale cordonului ombilical au exprimat proteina PDPN si ARNm PDPN. RNAscope a
detectat reglarea PDPN_mRNA in celulele trofoblastice ale nodurilor placentare sincitiale, dar
imunohistochimia nu a certificat acest lucru la nivel de proteine. Studiul a gasit o corelatie
semnificativa intre IHC si RNAscope H-Score (p = 0,033) si Allred Score (p = 0,05). O strategie
multimodala de succes pentru evaluarea PDPN in placentele umane a confirmat
heterogenitatea expresiei PDPN in placenta si cordonul ombilical uman normal pe termen
intreg la nivel de proteine si ARNm. in celulele trofoblastice ale nodurilor sincitiale placentare,
PDPN a prezentat supraexpresie ARNm, sugerand un rol potential in maturarea placentei.

Vasculogeneza embrionului uman (dezvoltarea vaselor de sange pornind de la
precursorii endoteliali) include capacitatea celulelor mezenchimale si a celulelor stem
pluripotente de a se diferentia in celule endoteliale. Cuantificarea celulelor progenitoare
endoteliale este dificil de evaluat in timpul etapelor incipiente ale dezvoltarii embrionului uman
din cauza mai multor factori, in special din cauza deficitului de tesut embrionar uman, care
este de obicei aruncat dupa metodele abortive ale sarcinii in stadiu incipient. CD133
(Promimin-1) este un marker general al celulelor progenitoare, dar combinat cu alti markeri
endoteliali, cum ar fi CD34, poate identifica celulele progenitoare endoteliale in timpul
dezvoltarii embrionare. Imunohistochimia CD34 a fost efectuata anterior de echipa noastra
pentru a identifica capilarele embrionului uman si pentru a evalua comparativ densitatea
microvaselor intre diferite tesuturi embrionare umane. TIE2 este un receptor de angiopoietina
puternic implicat in maturarea vaselor de sange nou formate datorita expresiei sale in unii
precursori mezenchimale pentru viitoarele pericite. CD34 evalueaza prezenta celulelor
endoteliale, dar utilizarea sa unica nu evalueaza starea progenitoarelor endoteliale, asa cum
poate face CD133, si nici maturarea vaselor asa cum o poate face TIE2. Datele despre
dinamica exprimarii CD133/TIE2 in stadiile incipiente ale dezvoltarii embrionului uman sunt
rare. Prin urmare, in acest studiu, ne-am propus sa evaluam comparativ dinamica precursorilor
endoteliali CD133+ si expresia TIE2 pe tesuturile embrionare umane vechi de cinci si sapte

saptamani, cu un accent special pe expresia lor pe paturile vasculare embrionare.

Imunohistochimia CD133 si TIE2 a fost efectuata pe tesuturi embrionare umane
vechi de cinci si sapte saptamani, urmata de cuantificarea lor folosind metoda automata de

analiza a imaginii digitale Qu Path (DIA).

CD133 si TIE2 au prezentat modele divergente de expresie in timpul fazelor initiale
ale dezvoltarii embrionare umane, in special in endoteliul vascular al capilarelor mici. Expresia
CD133 in celulele endoteliale care captusesc lumenul perfuzat a scazut treptat de la embrionii
de cinci pana la sapte saptamani. Ea a ramas exprimata cu o intensitate mai mare in celulele

situate la varful mugurelui vascular care au aparut in capilarele preexistente. TIE2 a fost mult
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mai specific decat CD133, fiind restrans la nivelul endoteliului vascular; prin urmare, a fost mai
usor de cuantificat folosind analiza digitala a imaginii. Endoteliul aortei embrionare a fost o
exceptie de la expresia divergenta, deoarece CD133 si TIE2 au fost co-exprimate in mod
constant in embrionul in varsta de sapte saptamani. Evaluarea Qu Path DIA a crescut
acuratetea evaluarii CD133 si TIE2, fiind prima datd cand acestea au fost cuantificate prin

utilizarea software-ului automat si nu manual.

A fost observata o eterogenitate ridicata a CD133 si TIE2 intre tesuturile embrionare
vechi de cinci si sapte saptaméani, precum si intre diferite regiuni embrionare de la aceeasi
varsta gestationala. Constatarea unica a persistentei co-expresiei CD133/TIE2 in endoteliul

aortic necesita studii suplimentare pentru a elucida rolul acestei co-expresii.

CONCLUZII GENERALE SI CONTRIBUTII PERSONALE

1. Podoplanina este exprimata atat la nivel de proteine, cat si la nivel de gene in
placenta umana la termen si in cordonul ombilical. Precizia determinarii prezentei podoplaninei
in placenta este crescuta, iar dezbaterile despre existenta acesteia in placenta si cordonul
ombilical uman sunt diminuate, datoritda metodei combinate de evaluare a expresiei
podoplaninei prin RNAscope si imunohistochimie. Distributia si aranjarea structurilor pozitive
pentru podoplanina difera in placenta fetala, materna si cordon ombilical la termen. Celulele
pozitive pentru podoplanind seamana cu stelele la termen si au o serie de extensii care se
unesc pentru a crea retele pozitive PDPN. Celulele pozitive pentru podoplanina au prezentat
frecvent o tendintd pentru vacuolizarea intracitoplasmatica si fuziunea acestor vacuole,
rezultand contururile structurilor asemanatoare vaselor cu un lumen separat. Celulele rosii din
sange au fost absente din structurile asemanatoare vasculare pozitive pentru podoplanina,

indicand prezenta vaselor limfatice in placenta si cordonul ombilical la termen.

2. Celulele deciduale au prezentat o expresie puternica a genelor si proteinei PDPN.
Distributia PDPN in toate celulele deciduale a fost strict submembranara, dandu-i o

caracteristica unica la nivel de proteine.

3. Nodulii placentari din placenta pe termen intreg au avut cele mai mari scoruri Allred
si H_Score. Aceasta caracteristica, care nu a fost niciodata raportata inainte, implica faptul ca

podoplanina joaca un rol in dezvoltarea placentei fetale.

4. Expresia distincta a TIE2 si CD133 in endoteliul vascular atat al arterelor mari de
tip aortic, cat si al vaselor mici de tip capilar embrionar in timpul fazelor incipiente ale dezvoltarii
embrionare umane. Endoteliul aortic embrionar este o exceptie de la aceasta expresie
divergenta, asa cum demonstreaza co-expresia continua a embrionului de sapte saptamani a

TIE2 si CD133. Este imposibil s& se determine rolul co-expresiei CD133 si TIE2 la endoteliul
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aortic al embrionului uman din cauza deficitului de informatii care inconjoara aceasta co-
expresie in literatura.

5. O teorie care a fost deja acceptata la nivelul endoteliului aortic in zona aorto-
gonado-mezodermica dar nu a fost inca descrisa la nivelul aortei toracice este ca aceasta co-
expresie sustine rolul hemogen al embrionului. endoteliul aortei, care confera celulelor
endoteliale capacitatea de a se diferentia atat in precursor endotelial, cat si in precursori
hematopoietici.



