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Rezumat.

Departe de a fi un simplu tesut de sustinere, substanta gelatinoasd Wharton functioneaza ca o nisa mezenchimala
vie, In care se regdsesc celule cu trasaturi stem, semnale moleculare de diferentiere si indicii ale unui dialog tisular
incd incomplet inteles. Scopul acestui studiu a fost caracterizarea imunohistochimica a expresiei markerilor CD105,
CD34, VEGFR-2 si AC133 in cadrul substantei Wharton, in vederea evidentierii diversitatii fenotipice si a potentialului
biologic al componentei celulare. Studiul a fost realizat pe 26 de cordoane ombilicale umane. Probele au fost fixate in
formol tamponat 10%, apoi procesate prin tehnici histologice standard si incluse in parafina. Sectiunile au fost colorate cu
hematoxilind-eozina si imunohistochimic pentru markerii CD105, CD34, VEGFR-2 si AC133. Expresia markerilor a fost
evaluata semi-cantitativ in trei zone ale substantei gelatinoase Wharton, iar datele au fost analizate morfologic si statistic.
CD105 a prezentat o expresie intensa, in special, in zona periferica a substantei Wharton, indicand prezenta unei populatii
mezenchimale cu potential de diferentiere. CD34 si AC133 au evidentiat subpopulatii celulare progenitoare, cu distributie
focala si intensitate slaba spre moderat. VEGFR-2 a fost exprimat in celule endoteliale si stromale, precum si in substanta
extracelulard. A fost observata suprapunerea partialad a zonelor de expresie pentru markerii studiati, fara co-expresie
completa la nivel celular. Studiul a evidentiat caracterul activ, heterogen si functional al substantei gelatinoase Wharton,
sugerand existenta unui micromediu celular complex, capabil sa sustind procese de diferentiere celulara si angiogeneza.

Cuvinte cheie: AC133, CD105, CD34, celule mezenchimale, celule progenitoare, VEGFR,,

Summary. Immunohistochemical exploration of differentiation and angiogenesis marker expression in
umbilical cord structures.

Far from being a mere supportive tissue, Wharton’s jelly functions as a living mesenchymal niche, containing cells
with stem-like properties, molecular signals for differentiation, and hints of a tissue dialogue that remains incompletely
understood. The aim of this study was to perform an immunohistochemical characterization of CD105, CD34, VEGFR-2,
and AC133 marker expression in Wharton’s jelly, in order to highlight the phenotypic diversity and biological potential of
its cellular component. The study was conducted on 26 human umbilical cords. The samples were fixed in 10% buffered
formalin, then processed using standard histological techniques and embedded in paraffin. Sections were stained with
hematoxylin-eosin and immunohistochemically for the markers CD105, CD34, VEGFR-2, and AC133. Marker expression
was evaluated semi-quantitatively in three regions of Wharton’s jelly, and the data were analyzed morphologically
and statistically. CD105 showed strong expression, particularly in the peripheral zone of Wharton’s jelly, indicating
the presence of a mesenchymal population with differentiation potential. CD34 and AC133 highlighted progenitor cell
subpopulations with focal distribution and low to moderate intensity. VEGFR-2 was expressed in both endothelial and
stromal cells, as well as in the extracellular matrix. A partial overlap of expression zones was observed for the studied
markers, without complete cellular co-expression. The study revealed the active, heterogeneous, and functional nature of
Wharton’s jelly, suggesting the existence of a complex cellular microenvironment capable of supporting processes such
as cellular differentiation and angiogenesis.

Keywords: AC133, CD105, CD34, mesenchymal cells, progenitor cells, VEGFR-2.

Pesome. UMMyHOrHCcTOXHMHYECKOE HCCIEI0BAHNE IKCIIPECCHH MAPKePOB AU(depeHINPOBKY U aHTHOTeHe3a
B CTPYKTYPax IyNOBHHBI.

BapToHOB CcTy/eHb — 3TO HE IPOCTO ONOPHAs TKaHb; a JKUBas ME3CHXMMAaJIbHasl HUIIA, B KOTOPOH MPHCYTCTBYIOT
KJIETKHA CO CTBOJIOBBIMH CBOWMCTBAMH, MOJICKYJISIPHBIC CHUTHANIBI TU(GQPEPSHIUPOBKN U TPU3HAKA TKAHEBOTO JHAJIOra,
KOTOpBIA OcCTaéTrcs O KOHIA HE Hu3y4yeHHbIM. Llenpio maHHOTO wHccnenoBaHMs ObuUIa MMMYHOTHCTOXHMHYECKas
xapakrepuctuka skcripeccu mapkepos CD105, CD34, VEGFR-2 u AC133 B BaproHOBOM cTy/HE, C 1I€JIbIO BbISIBICHHS
(eHOTHIIMYECKOTO Pa3HOOOpa3nsi W OHOJOIMYECKOTO MOTEHIMAala KJIETOYHOTO KOMIOHeHTa. MccienoBaHue ObLIO
IIpoBeZIeHO Ha 26 mynoBuHAaX uenoBeka. OOpasusl Gukcuposamu B 10% 3abydepennom Qopmanune, odpadarsiBanu
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10 CTaH/IapPTHOI T'MCTONIOrMYECKO METOIUKE U 3ainuBany B napaduH. Cpe3bl OKpalnBaid reMaTOKCHIMHOM-303HHOM
U TIPOBOJWINM HMMMYHOTHCTOXMMMYECKOE OKpAIIMBaHHE C HCIOJIb30BaHMEM aHTHTen K Mapkepam CD105, CD34,
VEGFR-2 u AC133. Dxcnpeccrio MapKepoB OIICHHBAIIM TMOJYKOJMYECTBEHHO B TPEX 30HaxX BapToHoBa CTyneHBS.
Jannble ananmsuposanu Mopdonorndeckn u craructudecku. CD105 mokaszan MHTEHCUBHYO 9KCIPECCHIO, 0COOCHHO B
nepudepuyeckoii 30He BapToHOBa CTY/IHS, YTO CBH/IETEIBCTBYET O HATMYUH ME3CHXUMAIIbHOM NOMYJISIIIMH C TTOTEHIIMAIOM
k quppepennmporke. CD34 n AC133 BbisIBUIM CyONOMYJISIIIMN TPOT€HUTOPHBIX KIJIETOK C 0Y4aroBbIM paclpeielieHHEM 1
ciaboii nnm ymepeHHoi nareHcuBHOCTHIO. VEGFR-2 skcnpeccupoBalicsi B 9HIOTEIHANBHBIX U CTPOMAIIBHBIX KJIETKaX,
a TaKk)Ke BO BHEKJIETOYHOM MaTpukce. OTMEYEHO YaCTHYHOE COBIIAJCHHE 30H IKCIIPECCUH CPEAN U3YUEHHBIX MapKepoB,
HO TIOJTHOTO KJIETOYHOTO KO-OKCIPECCHH He ObuTo 00HapyskeHo. MccnenoBanue noq4épKuBaeT akTHBHBIHM, TeTepOTreHHbIN
1 (QyHKIMOHANBHBIA Xapakrep BaproHoBa cTymaHs, mpezmoinarasi CyIleCTBOBAHUE CIOKHOW KJIETOYHOW MUKPOCPE/bI,
CHOCOOHOM TOAICPKUBATH MPOLECChl TUDHEPCHIIMPOBKU 1 AHTUOTCHE3A.
Kuniouesble cioBa: AC133, CD105, CD34, me3eHxuManbHbIe KIETKH; KIeTKU-TpeamecTBeHHuKn; VEGFR-2.

Introducere. Scopul studiului a fost caracterizarea

Cordonul ombilical nu este doar o simpla extensie
anatomica intre fat si placenta, ci o structura complexa,
cu o arhitectura tisulard remarcabild, adaptatd unei
functii vitale: mentinerea vietii intrauterine. Pe
langd componenta vasculard, arhitectura interna a
cordonului este reprezentatd de substanta gelatinoasa
Wharton — un tesut conjunctiv specializat, de origine
mezenchimala, bine hidratat, ce contine proteoglicani,
fibre de colagen si un compartiment celular cu profil
pluripotent. Departe de a fi un simplu tesut de umplere,
aceastd componenta este un compartiment dinamic al
cordonului ombilical, capabil sd sustind procese de
diferentiere, migrare celulara si initiere angiogenica,
transformand cordonul ombilical intr-un model
biologic valoros pentru cercetdrile de regenerare si
terapie celulara [1].

In ultimii ani, substanta gelatinoasd Wharton a
devenit obiectul unui interes stiintific din ce in ce mai
pronuntat, fiind considerata o sursa accesibild, non-
invaziva si etic acceptabild de celule mezenchimale
stem (MSC). Aceste celule sunt caracterizate de un
fenotip imatur, capacitate proliferativd crescutd si
potential de diferentiere inalt catre liniile celulare
multiple, inclusiv osteogenica, condrogenicd si
endoteliala [2—4]. In plus, este descris ¢, MSC pot
contribui la initierea si sustinerea proceselor de neo-
angiogeneza, ceea ce le conferd o valoare strategica
in medicina regenerativa si terapia tisulard avansata.

Pentru 1intelegerea profundd a biologiei si
potentialului terapeutic al MSC, din cordonul
ombilical este esentiald analiza expresiei unor
markeri imunohistochimici implicati in diferentiere si
angiogeneza. Markerii CD105 si CD34 sunt frecvent
utilizati pentru identificarea celulelor mezenchimale
si endoteliale, in timp ce VEGFR-2 si AC133 (epitop
al moleculei CDI133) sunt asociati cu celulele
progenitoare endoteliale si initierea raspunsului
angiogenic [5—7]. Corelarea distributiei si intensitatii
acestor markeri in substanta Wharton poate oferi date
valoroase despre micromediul celular si vascular din
cordonul ombilical.

imunohistochimicd detaliatd a expresiei markerilor
CD105, CD34, VEGFR-2 si AC133 in substanta
gelatinoasa Wharton, cu scopul de a evidentia
potentialul de diferentiere si pro-angiogen al acestui
tesut. Prin aceastd abordare, ne-am propus ca
rezultatele obtinute sd contribui la fundamentarea
utilizarii acestui tesut fetal ca sursd viabild pentru
aplicatii clinice inovatoare In domeniul medicinei
regenerative si al terapiei celulare avansate.

Material si metode.

Studiul a fost realizat pe un lot de 26
cordoane ombilicale umane recoltate la nastere,
cu consimtamantul informat al pacientelor si cu
avizul comisiei de eticd institutionale. Prelevarea
s-a efectuat imediat dupa clamparea cordonului, in
conditii de asepsie. Segmentele recoltate, cu lungime
de aproximativ 3—5 cm, au fost fixate in solutie de
formalina 10% tamponata, timp de 48 de ore, urmate
de procesare histologica standard.

Dupa fixare, probele au fost deshidratate progresiv
si incluse in parafind. Sectiuni seriate cu grosimea
de 5 um au fost obtinute cu ajutorul microtomului
rotativ Leica RM2245 (Leica Biosystems, Newcastle
UponTyne, UK), apoi montate pe lame silanate.

Pentru stabilirea  diagnosticului  histologic
sectiunile au fost colorate cu hematoxilind eozina.
Pentru detectia imunohistochimicd a markerilor
CD105, CD34, VEGFR-2 si ACI33 s-au
utilizat anticorpi monoclonali specifici, conform
specificatiilor producatorilor (Tabelul 1).

Sectiunile au fost examinate cu ajutorul
microscoapelor Nikon Eclipse E600 si Axio Imager
A2 (Carl Zeiss Microscopy, Germania), iar imaginile
relevante au fost capturate si analizate morfometric in
format JPEG.

Expresia fiecdrui marker a fost evaluata
semicantitativ de cdtre doi cercetatori independenti,
utilizand o scala de scoruri (0—3) pentru intensitatea
reactiei (scor: 0: negativ, 1: slab, 2: moderat, 3: intens)
si procentul de celule pozitive in cdmpurile analizate
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Tabelul 1
Caracteristicile tehnice ale anticorpilor utilizati in studiul imunohistochimic
Tipul R < . . ‘
Nr. | Marker . . Diluatie Producator Sistem de detectie | Demascare Antigen
anticorpului ’
Bond Polymer Refine Bond Epltope
. Retrieval
Monoclonal Detection System . .
. Dako Glostrup . . Solution 2, (Leica
1 CD105 |mouse anti-human,| 1:25 (Leica Biosystems, .
Denmark Biosystems, Newcastle
clona SN6h Newcastle Upon UponTyne, UK) -20
Tyne, UK), 10 minute p y. ’
minute
. . Bond Polymer Refine Bond Epitope
Leica Biosystem . . -
Mouse monoclonal Detection System Retrieval Solution 2,
. . Newcastle Ltd, . . . .
2 CD34 anti-human, clona | prediluat (Leica Biosystems, (Leica Biosystems,
Newcastle Upon
QBEnd/10 Tyne. UK Newecastle Upon Newecastle UponTyne,
yne, Tyne, UK), 15 minute UK) -20 minute
Bond Polymer Refine
Santa Cruz Detection System Microunde 20 min
3 | VEGFR-2 | Rabbit polyclonal | 1:200 . (Leica Biosystems, . ’
Biotechnolog, Inc. solutie citrat pH6
Newcastle Upon ’
Tyne, UK), 15 minute
Bond Polymer Refine
Detection System . .
4 | AC133 Mouse 1:100 | DakoGlostrup | i Biosystems, | Microunde 20 min,
monoclonal Denmark solutie citrat pH6
Newecastle Upon ’
Tyne, UK), 10 minute
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Figura 1. Aspecte caracteristice ale imunomarcajului exprimat clar de celulele stromale AC133 pozitive
in substanta gelatinoasa Wharton, X100, x400; Imunoreactie pentru anti-AC133, DAB
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(x200 si x400). Distributia celulard a markerilor a
fost corelatd cu morfologia celulelor si cu structura
matriciald a substantei Wharton. Rezultatele au fost
comparate intre markerii analizati pentru a evidentia
suprapuneri, co-expresii sau distributii diferentiate in
cadrul substantei gelatinoase Wharton.

Rezultate si discutii.

Celulele CD105+ au fost identificate in toate
zonele substantei gelatinoase Wharton, cu o distributie
predominanti in zona perifericd 74,54% (95% 11
73,63%-81,45%)), urmatd de zona intervasculara
(35,48%) si zona perivasculara (15,73%). Intensitatea
reactiei a fost variabila, cu un Histo-scor semnificativ
mai mare in zona periferica (media: 77,54) comparativ
cu celelalte regiuni (p < 0,001). Celulele pozitive au
prezentat morfologie fusiformd, nucleu eucromatic
si prelungiri scurte, cu un pattern de imunocolorare
citoplasmatic omogen sau apical intens.

CD34 a fost exprimat intens (3+) de celulele
endoteliale din vasele ombilicale, cu pattern
membranar si citoplasmatic. In ceea ce priveste
celulele stromale non-endoteliale, expresia CD34
a fost modestd (1+), cu densitate crescutd in zona
periferica (medie: 14,19 celule/camp), urmatd de
zona perivasculard (5,92 celule/camp). Histo-score-
ul a evidentiat diferente semnificative intre cele doud
regiuni (p < 0,001).

Markerul AC133 a fost detectat in celulele
endoteliale din vena ombilicald, dar nu si in arterele
ombilicale. Celulele non-endoteliale AC133+ au
fost mai numeroase in zona periferica (medie: 16,65
celule/camp; H-scor: 85,92), comparativ cu zona
perivasculard (medie: 7,17 celule/camp; H-scor:
17,98), cu diferente statistic semnificative (p < 0,001).
Celulele CD133+ au prezentat citoplasma abundenta si
prelungiri citoplasmatice, cu un pattern de exprimare
citoplasmatic granular omogen (Figura 1).

VEGFR-2 a fost exprimat intr-o proportie mica de
celule stromale din zonele subamniotica si superficiala
a substantei Wharton. In plus, au fost identificate
vezicule extracelulare VEGFR-2+, in special, in zona
periferica. Expresia a fost focald, cu pattern mixt
(membranar si citoplasmatic), neuniform distribuit.
Un aspect remarcabil a fost prezenta semnalului
pozitiv si In epiteliul amniotic, predominant apical.

Rezultatele obtinute in acest studiu confirma
heterogenitatea imunofenotipica a celulelor din
substanta gelatinoasa Wharton, demonstrand o
distributie diferentiatd a markerilor CD105, CD34,
VEGFR-2 si AC133. Aceste observatii sunt in
acord cu datele actuale din literaturd, dar si cu unele
rezultate contradictorii, care reflectd particularitati de
interpretare si diversitatea modelelor experimentale
utilizate.

Distributia predominanta a celulelor CD105+ in
zona periferica sugereaza existenta unei nise celulare
specializate cu functii regenerative. Acest aspect este
sustinut de studiul lui Troyer si Weiss (2008), care au
asociat aceasta regiune cu un microambient celular
activ, bogat in celule stromale primitive [3]. De
asemenea, datele noastre sunt in acord cu rezultatele
publicate de Wang et al. (2004), care au izolat cu
succes celule CD105+ cu potential multipotent
din substanta gelatinoasd Wharton [2]. Totusi, alte
cercetari, precum cele ale lui Bieback et al. (2004),
indicd o variabilitate a expresiei CD105 1n functie de
metoda de procesare si de momentul prelevarii, unele
culturi primare prezentdand un fenotip CD105 slab
exprimat in fazele initiale, posibil din cauza stresului
tisular postnatal [8]. In acest context, expresia
crescutd si uniformd a CD105 in studiul nostru poate
reflecta o prelevare optima si pastrarea integritatii
microambientului celular.

Markerul CD34, asociat clasic cu celule
endoteliale si progenitoare hematopoietice, a fost
identificat si in celule non-endoteliale, cu morfologie
distincta, In special in zona periferica. Aceasta
expresie focald, slaba dar constantd, este sustinutd
de observatiile lui Mitchell et al. (2003), care au
sugerat existenta unui subset stromal CD34+ cu
proprietati de tranzitie intre celulele progenitoare
si cele mezenchimale [9], precum si de rezultatele
echipei lui Bieback (2004), care au identificat CD34
in celule stromale imature, sugerand existenta unei
populatii multipotente nedefinite [8]. In contrast,
Baksh et al. (2007) au considerat ca expresia CD34
in substanta Wharton ar fi nespecificd, atribuind-o
unei posibile contamindri cu celule endoteliale
sau hematopoietice [10]. Totusi, in studiul nostru,
distributia clara, morfologia distinctd si consistenta
reactiei imunohistochimice sustin ipoteza unei
expresii reale 1n celule stromale proprii.

Expresia VEGFR-2, concentratd 1in zonele
superficiale ale substantei Wharton si in celulele
endoteliale ale vaselor ombilicale, este in concordanta
cu studiul Iui Sarugaser et al. (2005), care au
identificat o subpopulatie perivasculara VEGFR-2+
cu potential endotelial si osteogenic in tesuturi fetale
[11]. Un aspect deosebit remarcat in studiul nostru
este prezenta veziculelor extracelulare VEGFR-2
pozitive in matricea Wharton, fenomen rar raportat
in literatura de specialitate. Aceastd constatare sustine
implicarea posibila a VEGFR-2 in mecanisme de
comunicare intercelulara paracrind, idee discutata de
Harrell et al. (2019) in contextul angiogenezei fetale
si al rolului veziculelor extracelulare in reglarea
microambientului [12].
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Markerul AC133 (CD133), specific celulelor
progenitoare primitive, a fost exprimat de celule
stromaleizolate cumorfologie fusiforma, predominant
in zona periferica. Distributia sa este in acord cu
observatiile lui Kogler et al. (2004) si Biihring et al.
(2007), care au identificat o subpopulatie CD133+
in substanta Wharton, cu potential diferentiativ
multipotent si profil imunofenotipic distinct de celulele
stem mezenchimale clasice [13, 14]. Densitatea
crescutd a acestor celule In zona periferica si co-
localizarea partiala cu celulele CD105+ si CD34+
sustin existenta unui compartiment progenitor activ si
versatil. Pe de alta parte, alte cercetdri — precum cea a
lui Fong et al. (2010) — au raportat absenta AC133 in
culturi celulare primare, atribuind acest lucru pierderii
expresiei in timpul cultivarii sau unui profil foarte
restrictiv [15]. Observatiile noastre, realizate in situ,
sustin existenta acestei populatii in starea sa nativa,
dar potential vulnerabild la modificarile postnatale.

Un aspect deosebit de important identificat in
studiul nostru este distributia partial suprapusa,
dar imunofenotipic distincta a markerilor CDI105,
CD34, AC133 si VEGFR-2, sugerand existenta
unui microambient celular interactiv, in care celule
mezenchimale, progenitoare si endoteliale coexista si
comunica functional. Aceasta coexistentd regionala,
mai ales in zona perifericd a substantei Wharton,
poate reflecta procese active de diferentiere, recrutare
si remodelare angiogenica.

Concluzii.

Substanta gelatinoasd Wharton prezinta o
distributie regionala diferentiata a celulelor CD105+,
CD34+, AC133+ si VEGFR-2+, cu o densitate
celulard crescutd in zona periferici. In ansamblu,
datele obtinute sustin ideea ca substanta gelatinoasa
Wharton nu este doar un suport structural inert, ci
un tesut functional dinamic, cu o arhitectura celulara
complexa si un potential biologic relevant. Aceste
rezultate consolideaza literatura de specialitate
si aduc noi dovezi morfologice privind valoarea
microambientului stromal fetal in terapia celulara si
inginerie tisulara.
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