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INTRODUCERE

Medicina personalizata si medicina regenerativa reprezinta directii moderne 1n practica
si cercetarea medicald. Potentialul regenerativ intrinsec al tesuturilor este determinat specific
de compozitia celulara a niselor stem, epiteliale sau stromale. Cum populatia de celule stem sau
progenitoare dintr-o nisa parcurge stadii de diferentiere cu diferente subtile, identificarea statica
a acestora pastreaza o doza de neclaritate, care nu poate fi rezolvatd complet nici in anatomia
moleculara, nici prin cercetari in vitro. Telocitele (TC) sunt celule stromale cu prelungiri subtiri,
lungi si moniliforme, denumite telopode; aceste procese celulare reprezintd identificatorii
morfologici ai TC. Aceste TC sunt rezidenti uzuali in nisele stem stromale. Aceste celule au
fost descrise pentru prima datd la noi in tard de grupul de cercetare condus de regretatul
Acad.LM.Popescu. Telocitele de la nivelul globului ocular si anexelor acestuia au fost studiate
extrem de pufin, necesitatea unor studii suplimentare fiind evidentd. Desi sunt extrem de
numeroase publicatii care raporteazd detalii privind TC, acestea nu au primit incd un
imunofenotip specific si pot fi diagnosticate in principal doar pe baza prezentei telopodelor si
pe sectiuni ultrafine. In prezent sunt diferite alte grupuri de cercetare care au adus argumente
prin care subseturi de TC sunt alocate fie liniei endoteliale, fie unei populatii generale de celule
stromale, fara a putea fi considerate un tip celular distinct. Aceasta heterogenitate a TC impune
studii suplimentare. La nivelul globului ocular si anexelor acestuia studiile aspura
microanatomiei limfatice sunt deasemenea insuficiente. Rezultatele cercetarilor anterioare sunt
insuficiente pentru a putea permite o concluzie asupra existentei acestora in structuri histologice
specifice. Mai mult, trebuie sa remarc faptul cd modelul ultrastructural al unui telocit nu este
aproape deloc diferit de cel al unei celule endoteliale limfatice. Astfel, microscopia electronica
trebuie sd decida dacd celulele stromale de la nivel ocular sunt unul sau altul din aceste doua
tipuri celulare. Am urmarit ca in cadrul tezei mele de doctorat sa explorez in anatomia
moleculard si cea ultrastructurald nisele stromale de la nivelul sclerei si coroidei, precum si de
la nivelul glandei lacrimale, pentru a oferi date suplimentare atat asupra microcirculatiei
limfatice si precursorilor acesteia, precum si privind TC oculare si lacrimale, aceste nise tisulare

reprezentand substratul practicii mele medicale curente.

CERCETARI IMUNOHISTOCHIMICE SI ULTRASTRUCTURALE
ALE NISEI STROMALE SCLERALE

Sclera contine fibroblasti fuziformi care au potentialul de a participa in patologia
imunologica oculara 1. Din aceasti perspectivi citologic, sclera apare precum o resursi tisulard

adecvatd pentru studiul TC 2. Cu ani inainte ca Popescu si Faussone-Pellegrini (2010) si
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propuni TC precum un nou tip celular 3, in microscopia electronici de transmisie fusesera
identificate celule cu prelungiri lungi si subtiri care corespund definitiei morfologice a TC; in
studiul realizat de Hisatomi si colab. (2007) astfel de celule au fost indicate ca fibroblasti
sclerali #. Acesti autori au realizat cercetiri la sobolani * si au observat faptul ci celulele stem
hematopoietice (HSC) migreaza in sclera si se amesteca cu fibroblastii sclerali rezidenti pentru
ca mai departe si se diferentieze in celule imune, precum macrofagele si celulele dendritice 2.
Scopul cercetarilor mele a fost astfel de a aprecia anatomia ultrastructurald si moleculara a

celulelor stromale sclerale, mai ales a telocitelor sclerale.

Am utilizat piese oculare umane obtinute dupa enucleere chirurgicala posttraumatica.
Metodele utilizate au fost imunohistochimia la parafina si microscopia electronica de

transmisie.

Am identificat la nivelul epiteliului conjunctival suprascleral expresia pozitivd in
celulele poligonale ale stratului intermediar epitelial a CD146 si expresia pozitiva in epiteliul
bazal a CD45, CD105 si vimentinei. Celulele epiteliului conjunctival bazal nu au exprimat
CD34 si nici CD31, CD68, CD117/c-kit. Am identificat in sclera, inglobate in colagen, celule
subtiri fuziforme, care proiectau prelungiri lungi si extrem de lungi, moniliforme, ceea ce
corespunde definitiei TC. Aceste TC-like sclerale au exprimat CD34, CD45, CD105 si
vimentind. Ocazional, astfel de celule au exprimat CD68, insd nu am identificat expresii
pozitive ale colagenului III, CD31, CD133 si CD146. Am identificat in matricea extracelulara
colagenica sclerala o populatie heterogend ce celule cu prelungiri lungi, subfiri si ocazional
moniliforme. Aceste prelungiri celulare au fost morfologic de doua tipuri, telopode, atunci cand
procesele celulare erau moniliforme, sau filopode, dacd procesele celulare nu prezentau nici
dilatatii si nici continut. Pe langa morfologia prelungirilor celulare, o serie de alte caracteristici
mofologice au sugerat faptul ca sclera contine diferite subseturi de celule stromale. Primul
subset de celule stromale sclerale a fost reprezentat de celule diferentiate cu un fenotip clar in
microscopia electronica; aceste celule erau complet echipate cu organite uzuale precum
mitocondrii, complexe Golgi, reticul endoplasmic rugos si ribozomi, citoscheletul fiind
constituit de filamente intermediare, decelandu-se deasemenea si caveole subplasmalemale si
invaginari tapetate de clatrina. Am considerat aceste celule clare ca fiind celule hibride din
punct de vedere morfologic, deoarece proiectau deopotriva telopode cu emergenta caracteristica
din corpul celular si procese celulare subtiri rezultate prin reducerea progresiva a calibrului,
pornind de la corpul celular. Unele astfel de celule fuziforme au prezentat nuclei deosebit de

lungi. La nivelul acestor celule clare ale stromei sclerale am pus in evidenta diferite substructuri



Stroma sclerald umana adulta. Aspect general al unei retele celulare stromale (a) studiat la rezolutie microscopica
crescuta (B, concatenare digitald a 6 micrografii). Tn vecinidtatea unei celule stem mezenchimale (*) cu raport
nucleocitoplasmatic mare, invaginari nucleare, nucleu heterocromatinic si slaba diferentiere a organitelor, se
identifica o retea de celule stromale, avand in alcatuire si un telopod (varfuri de sageti). Toace aceste celule stromale
contin corpi Weibel-Palade (sageti, doua astfel de structuri sunt indicate in chenar si detaliate dupa marire digitala).
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care au sugerat ca celulele apartin liniei endoteliale. Pentru a sustine aceasta ipoteza am apreciat
in microscopia electronica si celulele endoteliale din episclera in care am pus in evidenta corpi
Weibel-Palade cu continut de microtubuli si forma longitudinala caracteristica de trabuc. Am
gasit deasemenea structuri intracitoplasmatice rotunde electronodense incomplet delimitate de
membrane, in care am pus in evidenti fie tubi grosi, de 500-600A continuti intr-0 matrice mai
putin densi, fie tubi subtiri (200-230A), dezorganizati, inglobati intr-o matrice mai densi. Am
identificat deasemenea celule stromale care contineau, ca si celulele endoteliale, structuri
electronodense cu tubi grosi sau subtiri, precum si corpi Weibel-Palade maturi sau imaturi.
Deasemenea am decelat continutul polar de vezicule secretorii al unor astfel de celule cu
continut dens. Al doilea subset de celule stromale, cele Intunecate, erau slab diferentiate si au
prezentat fie morfologie fuziforma, fie erau multipolare. Prelungirile acestora au fost
filopodiale iar celulele respective au confinut aproape exclusiv cisterne dilatate de reticul
endoplasmic rugos si ribozomi, cu doar rare mitocondrii. Deoarece organitele au fost slab
reprezentate in aceste celule, cantitatea de citoplasma perinucleard a fost micad iar nucleii
heterocromatinici prezentau invaginari, le-am considerat celule stem stromale. Printre celulele
stem stromale intunecate am gasit putine celule cu un continut aproape exclusiv de
microfilamente si corpi densi mioizi, pe care le-am considerat celule stem stromale mioide. Am
pus deasemenea in evidentd extensii nucleare lungi si subtiri in segmente subtiri ale corpului
celular, care ar fi putut fi diagnosticate precum telopode daca continutul nuclear ar fi lipsit din
acestea. Celule stem stromale Intunecate au prezentat deasemenea picaturi lipidice citozolice si
intranucleare, precum si corpi lamelari. Acestea din urma au fost localizate deopotriva in stroma

sclerala si in nisele perivasculare ale episclerei.

Faptul ca in epiteliul conjunctival am identificat fenotipul bazal CD34-/CD45+/CD105+
iar in stroma sclerala toti cei trei markeri au fost exprimati pozitiv (CD34+/CD45+/CD105+)
se poate explica dupa cum urmeaza. Fiind vorba de celule epiteliale bazale progenitoare, acestea
nu exprima CD34, care va fi exprimat doar la pierderea calitatii de celuld progenitoare, aspect
pe care deja l-am comentat in acest capitol, bazdndu-ma pe discutiile lui Pinnamaneni si
Funderburgh (2012) si pe cele ale lui Diaz-Flores si colab. (2014). Faptul ca atat CD45 cat si
CD105 isi pastreaza expresia pozitiva atat in celule epiteliale cat si in celule/telocite stromale
sclerale indica 1nsa precis originea posibild a telocitelor sclerale, prin transformare epitelial-
mezenchimald. Acest proces de transdiferentiere si migrare epitelial-stromala este de asemenea
indicat de expresia markerului mezenchimal — vimentina in celulele epiteliale bazale ale

conjunctivei. Din aceastd abordare, conjunctiva reprezintd una dintre nisele stem care



alimenteaza sclera stromald, asigura turnoverul celulelor stromale si are capacitatea de a
interveni atat in raspunsurile imune ale sclerei cat si in procesele regenerative si reparatorii
sclerale. Persistenta expresiei CD45 si CD105 in telocitele sclerale poate indica un fenotip
partial diferentiat al acestora. Celulele endoteliale au o plasticitate deosebita si prin procesul de
transformare endotelial-mezenchimala (TEndM) sunt convertite la un tip celular mezenchimal
care va da nastere la fibroblasti precum si la celule osoase °. Ca si transformarea epitelial-
mezenchimald (TEM), TEndM este indusid de TGF-B ° care, la randul siu, este inhibat de
endoglina (CD105); deci prin influentarea negativa TGF-p se pot inhiba procesele de TEndM
si TEM ° (aceste efecte se pot obtine si prin expresia CD105). Din acest punct de vedere
consider ca expresia epiteliald si stromald la nivelul conjunctivei si, respectiv, sclerei, a
endoglinei (CD105), asa cum a reiesit din cercetdrile mele, poate reprezenta un element
restrictiv al TEM, TEndM si fibrozei locale, potentand insa, pe de alta parte, formarea de celule
ale liniei endoteliale. Acestea insa trebuie considerate atent, deoarece dupa cum am demonstrat,
epiteliul conjunctival si stroma sclerala exprima specific si CD45, markerul hematopoietic si
leucocitar. Prezenta in sclera a celulelor cu telopode, filopode si cu morfologii hibride si in
diferite stadii de diferentiere sugereaza o heterogenitate morfologica mare a populatiei de celule
stromale sclerale 2. Anterior a fost ficuti recomandarea de a acorda atentie corect emergentei
telopodiale si de a identifica morfologiile hibride 6. In 2010, Popescu si Faussone-Pellegrini au
precizat ca alte tipuri celulare cu prelungiri subtiri, diferite de TC, poseda prelungiri care se
subtiazi treptat de la originea lor din corpul celular, ceea ce le face diferite de telopode 3. Aici
am gasit celule fuziforme ale stromei sclerale care la un pol proiectau un telopod, iar la polul
opus am identificat o prelungire non-telopodiala, deci un aspect hibrid care face nesigura
identificarea unui anumit tip celular doar pe baza evidentierii numai a telopodelor 2. Mai mult,
atunci cand sunt apreciate TC in microscopia electronicd de transmisie, telopodele trebuie
diferentiate de filopode. Celulele endoteliale germinative precum si celulele endoteliale
progenitoare sunt celule ce proiecteazi filopode si au rol in formarea de neovase sangvine "2,
Deasemenea celulele stem proiecteaza filopode %, In acest studiu au fost aduse pentru prima

data evidente ale extensiei nucleare in telopode, ceea ce face unice aceste celule sclerale TC-
like.

Picaturile lipidice sunt organite de depozitare lipidica ce se gasesc in majoritatea
celulelor eucariote si sunt compuse dintr-o masd de esteri lipidici hidrofoba delimitata de un
monostrat de fosfolipide de suprafata in care sunt inglobate proteine specifice 2> %, In studiul

meu am gasit nu doar picaturi lipidice citozolice, ci si picaturi lipidice intranucleare, in celulele



stem stromale ale sclerei 2. Sunt putine studii publicate care indicd aceastd posibilitate 4.
Hillman si Hillman (1973) au observat astfel de picaturi lipidice intranucleare, in microscopia
electronicd de transmisie, lucrand pe tesut de la embrioni de soareci mutanti t"32/t"2 19,
Layerenza si colab. (2013) au observat prin microscopie confocald incluziuni lipidice
intranucleare in hepatocite, la sobolan in vivo si la celule Hep2 in culturi, precum si in nuclei
izolati 1. A fost postulat faptul ci incluziunile lipidice intranucleare ar putea rezulta fie prin
invaginarea anvelopei nucleare fie prin patrunderea elementelor citoplasmatice prin porii
nucleari in nucleul lipsit de anvelopa nucleard *’. S-au observat deasemenea in tesut hepatic
uman, In microscopia electronicd de transmisie, incluziuni lipidice citozolice, inconjurate
partial de compartimentul nuclear, precum si incluziuni lipidice intranucleare care nu erau
delimitate prin membrane 8. Adeviratele incluziuni lipidice intranucleare, care nu sunt
delimitate de anvelopa nucleard, deci citozolice protruzive in nucleu, se gasesc in regiuni non-
polare ale nucleului, asa cum incluziunile lipidice citozolice sunt la polii celulari. Desi au fost
aduse evidente de incluziuni lipidice intranucleare in celule hepatice, nu au mai fost prezentate

dovezi si in alte localiziri tisulare, cum este cea sclerali pe care am demonstrat-0 aici 2.

Corpii nucleari sunt considerati structuri uzuale la speciile care hiberneaza %%, Proteina
leucemiei promielcitare (PML) este o proteina supresoare a cresterii care intervine in leucemia
acutd respective 21, Antigenul OML este asociat cu situsurile de transcriptie 2. Corpi nucleari
PML se gésesc 1n toate celulele mamiferelor 22 Proteina PML este denumitd si MYL, RNF71,
PP8675 sau TRIM19 23, Picaturile (incluziunile) lipidice intranucleare sunt asociate cu tipul I
de reticul nucleoplasmic care extinde membrana nucleara internd, precum si cu corpi nucleari
PML 2% Knockdown-ul izoformei PML II conduce la reducerea semnificativi atit a
incluziunilor lipidice intranucleare cat si a reticulului nucleoplasmic, iar supraexpresia PML-II
le creste pe amandoui acestea 24, Acest lucru indici rolul PML in formarea de incluziuni lipidice
intranucleare 2*. Inci se disputa rolul [ractic al asociatiei dovedite dintre incluziunile lipidice

intranucleare si corpii nucleari PML %,

Hisatomi si colab. (2007) au descoperit ca sclera gazduieste celule imune si este
populara de HSC. Unele studii au aratat faptul ca proteina PML este caracteristica si relevanta
functional pentru HSC 2. Factorul de transcriptie c-Myb are un rol principal in reglarea cresterii
si in diferentierea HSC, cand corpii nucleari cu proteina PML regleazi activitatea c-Myb 2°.
Proteina PML reprezintd un element esential pentru auto-reinoirea HSC iar deletia PML

conduce la pierderea latentei HSC, ceea ce conduce la amplificarea acestora si epuizarea
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consecutiva a niselor stem 2’. Deasmenea s-a demonstrat faptul ci metabolismul acizilor grasi

in aval de PML asiguri energia pentru executia adecvati a diviziunilor asimetrice ale HSC %,

Se poate astfel specula rezonabil ca daca incluziunile lipidice nucleare se asociaza cu
PML, iar PML pe de alta parte este un constituent esential al HSC, celulele stem stromale

sclerale nediferentiate sunt de buni seama HSC 2.

Am pus in evidenti celule sclerale mioide, in microscopia electronici de transmisie 2.

Aceasta corespunde unui studiu anterior in care au fost utilizati anticorpi pentru alfa-actina de
muschi neted si in sclerd si in coroida posterioard au fost evidentiate celule contractile non-
vasculare care pot lua parte la reglarea unui status refractiv prin mentinereca dimensiunilor

oculare la presiuni intraoculare diferite 2°,

Corpii lamelari sunt organite de depozitare si secretie a lipidelor, pe seama carora sunt
alimentate domenii extracelulare cu componente lipidice specializate *°. Corpi lamelari au fost
identificati in diferite celule epiteliale, macrofage precum si in celulele musculare netede *°.
Prezinta interes in acest context faptul ca 1n interstitiul renal au fost puse 1n evidenta celule slab
diferentiate care proiectau telopode si au continut corpi lamelari . In tesuturi cu rol de bariera

au fost gisite organite similare corpilor lamelari .

Am pus in evidentd de bund seama HSC latente la nivelul nisei sclerale, aceste celule
prezentand depozite caracteristice pentru factor von Willebrand, precum corpii Weibel-Palade
de aseminitoare cu o-granulele din trombocite si din megacariocite ° %2, Acestea din urma le-
am denumit structuri a-granule-like, deoarece localizarea in flanc a tubulilor din a-granule
diferd de topografia tubulilor identificati de mine 2. S-a observat in microscopia electronici de
transmisie faptul ca corpii Weibel-Palade, dupa transductie pentru exprimarea factorului VIII,
dobandesc o morfologie rotunda si apar precum structuri electronodense cu tubuli scurti si
dezorganizati constituiti din factor von Willebrand 3¢, care deasemenea se aseamini cu
structurile o-granule-like 2. Mai mult, am pus in evidenti 2 vezicule dense in celule stromale ale
sclerei, ceea ce sustine studii precedente care au aratat ca veziculele cu continut de factor von
Willebrand se localizeazi in celule ce contin atat corpi Weibel-Palade, cat si a-granule 7%,
precum si in celule endoteliale progenitoare *°. Secretia de factor von Willebrand in celulele
endoteliale este polara %, model morfologic pe care I-am evidentiat si eu la celulele cu corpi
Weibel-Palade 2.
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Nisa hematopoietica a fost studiatd foarte bine i informatiile sunt importante pentru
studiul mecanismelor care asiguri tropismul HSC, bazate si pe rolul selectinelor *°. E-selectina
este exprimati in celulele endoteliale iar P-selectina se localizeaza in corpii Weibel-Palade *°,
a-granule “° si in macrofage #'. La soareci cu knockout de E-selectini si P-selectini s-a observat
deficitul tropismului HSC #2. Astfel, celulele stromei sclerale continand depozite de factor von

Willebrand ar putea avea rol in tropismul scleral al HSC 2.

Trebuie discutat daca celulele stromei sclerale cu depozite de factor von Willebrand ar
putea fi considerate celule imune, avand aici in vedere faptul ca trombocitele cu a-granule sunt
considerate celule imun-like 4434 Un studiu realizat dupi publicarea materialului editorial
prin care TC erau propuse ca un nou tip celular a pornit de la considerentul uzual al sclerei
formate din colagen si fibroblasti sclerali si a condus la identificarea prin imunohistochimie a
unui potential de activare imuna al sclerei “°. Autorii respectivi au identificat expresia sclerald
a CD45 si CD68, concluzionand ca celulele imune sclerale sunt importante fiziologic pentru
globul ocular si pot contribui la homeostazia vasculara “¢. Expresia CD68, marker uzual al
monocitelor i macrofagelor, corelatd cu evidenta mea a celulelor TC-like sclerale, se coreleaza
si cu evidente anterioare ale TC fagocitare-like CD34+ 4’ Rezultatele mele, ca si cele ale lui

Schlereth si colab. (2015) sunt putin diferite de studii pe sclerd murina

in care au fost puse in
evidenta celule stem sau progenitoare care exprima markeri mezenchimali, precum CD105, in
acord cu rezultatele mele, Insd nu exprima markerii hematopoietici CD34 si CD45, ceea ce
diferd de rezultatele mele. Niciunul dintre putinele studii existente nu a folosit CD133, marker

hematopoietic pe care eu l-am gasit exprimat negativ in probele mele tisulare.

Ipoteza rolului celulelor sclerale in homeostazia microvasculara este intdrita de
fenotipul CD34+ al TC sclerale pe care I-am evidentiat, fiind cunoscut faptul ca celulele linei
mielomonocitare exprimi CD34 *°. In studiul meu am evidentiat expresia izolatd a CD68 in TC
sclerale, un fenotip ce poate indica un subset de celule progenitoare circulante, denumite celule
multipotente derivate din monocite sau progenitori mezenchimali derivati din monocite, care
se cunoaste ci exprimi deasemenea CD34 si CD45 0. S-a comentat posibilitatea ca celulele
CD34+, care secreta VEGF si angiopoietina-1 ar putea fi inductori ai diferentierii monocitelor
spre linia endoteliald %. Astfel de celule stromale CD34+ se comportd precum celule stem
mezenchimale dupa ce pierd expresia CD34 si au rol in cresterea, maturarea si diferentierea

celulelor invecinate %2,

In micromedii stromale normale si reparatorii se gisesc celule stromale fuziforme care
sunt denumite fibrocite circulante, ce exprima diferiti markeri, CD34, CD44, CDA45, endoglina,
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PDGFR-a si vimentind, avand caracteristici morfologice si moleculare mixte, ale monocitelor,
HSC si fibroblastilor °) ceea ce sustine ipoteza originii hematopoietice a acestora >
Fibrocitele CD34+ exprima diferiti alti markeri, cum sunt si CD31 si CD13 “°. Aceste fibrocite
CD34+ au primit diferite nume, printre care si TC, comentandu-se ca probabil autorii respectivi

nesesizand ci se referd la acelasi tip celular “°.

CERCETARI ULTRASTRUCTURALE ALE NISEI STROMALE
COROIDIENE = LIMFATICELE COROIDEI

In prezent, limfaticele coroidiene sunt extrem de putin documentate iar rezultatele
existente sunt controversate 6. Au fost aduse putine evidente, la diferite specii, ale limfaticelor
coroidiene iar structura limfatica sau alimfatica a coroidei la iepure este si aceasta controversata
5758 Am urmirit din aceste motive s explorez in microscopia electronici anatomia limfatici
a coroidei. Pentru aceste cercetari am folosit patru iepuri adulti masculi (Oryctolagus cuniculus)

cu greutate de 2,5 — 3 kg si varste intre 6 si 12 luni.

Am identificat cu acuratete pe grile membrana Bruch interpusa intre celulele epiteliale
pigmentare ale retinei si stratul coriocapilar al coroidei. Imediat sub membrana bazala epiteliala
am pus 1n evidentd limfatice initiale inglobate intr-o matrice colagenica, prezentand lumene
largi si neregulate, cu circumferintele avand contur caracteristic de frunza de stejar. Aceste
limfatice initiale erau pline cu matrice omogena, nu insa si colagen sau eritrocite. Am identificat
la nivelul acestor limfatice initiale vezicule de exocitoza. Limfaticele initiale nu erau acoperite
de lamine bazale si prezentau aparate fibrilare elastice de ancorare, realizate de filamente de
ancorare Ingloband insule de elastind. Celulele endoteliale ale limfaticelor initiale din
membrana Bruch a coroidei de iepure au prezentat deschideri largi care permiteau comunicarea
dintre lumenele acestora si spatiul perilimfatic. In stratul coriocapilar am pus in evidentd vase
limfatice largi care au indeplinit criteriile ultrastructurale de identificare a limfaticelor.
Lumenele limfatice largi erau pline cu matrice limfatica non-colagenica si lipsitd de eritrocite.
Aceste vase avea lamina bazald discontinud sau absenta, ceea ce a permis celulelor endoteliale
respective si ataseze filamente de ancorare. In structura peretilor limfatici nu am identificat
pericite. Celulele limfangioendoteliale au prezentat interdigitatii, imbricari §i suprapuneri;
deasemenea am pus in evidenta jonctiuni stranse interendoteliale. Aceste celule au prezentat in
citoplasme organite comune, precum mitrocondrii, reticul endoplasmic, ribozomi si polizomi.
Au prezentat caveole subplasmalemale si vezicule de exocitoza. Deasemenea au prezentat

ocazional fenestratii endoteliale inchise prin diafragme.
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Tn microscopia electronica de transmisie se
identifica membrana Bruch (mB) imediat
sub celulele epiteliale pigmentare ale
retinei (sageti). in membrana Bruch se afla
saci endoteliali limfatici (L) plini cu matrice
densa non-colagenica si lipsiti de lamine
bazale. Aceste limfatice initiale au aspect
caracteristic de frunza de stejar al
circumferintei si sunt ancorati printr-un
aparat fibrilar elastic format de fibrile de
colagen si din elastina (varfuri de sageti).

Koina si colab. (2015) studiazd prin imunohistochimie si microscopie electronica
limfaticele coroidiene la om °. Heindl si colab. (2015) contesta evidenta limfaticelor coroidiene
umane adusi de Koina si colab. (2015) %, 1a un an dupa ce Schroedl si colab. (2014) au publicat
un Consens al detectiei limfaticelor intraoculare prin imunohistochimie *°. Este interesant ci in
acelasi timp cu Koina si colab. (2015), grupul lui Heindl a publicat un studiu al markerilor
limfatici la nivelul coroidei umane prin care au ajuns la concluzia ca desi celule izolate au
exprimat astfel de markeri, coroida nu contine vase limfatice clasice si astfel trebuie privita
precum alimfatici ®L. Autorii din grupul lui Koina riaspund ° la criticile aduse de grupul lui
Heindl si aduc in discutie faptul cd nu trebuie anticipat cd limfaticele au intotdeauna o
morfologie clasicd, invocand un studiu care demonstrase un sistem limfatic-like in creier,
dependent de aquaporina 4. Acest studiu la care se face referire fusese realizat de Iliff si colab.
(2012) care au definit sistemul ,,glimfatic”, o cale pancerebrala de transport al fluidelor care
include influxul paraarterial de LCR subarahnoidian in interstitiul cerebral, urmat de clearence-
ul fluidului interstitial prin vene de drenaj largi; faptul ca aceasta cale de drenaj LCR/lichid
interstitial implica glia (astrocitele) prin transferul transastrocitar al apei, a dus la propunerea
termenului specific respectiv al ciii ®. Glimfaticele dreneaza in limfaticele meningeale %456, A

fost de asemenea propusi ipoteza patogenezei glaucomului prin disfunctia ciii glimfatice °7.

CERCETARI ULTRASTRUCTURALE ALE NISEI STROMALE A
LAMINEI FUSCA

Luesma si colab. (2013) au identificat celule cu telopode in sclera si coroida, la soareci
68 insa straturile de la jonctiunea sclerei cu coroida nu au fost evaluate in microscopia

electronica de transmisie. Lamina fusca (LF) a fost descrisa fie precum stratul cel mai extern al
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supracoroidei, fie ca stratul cel mai intern al sclerei si sunt cunoscute foarte pugine lucruri despre
aceasta %. Kelly si colab. (1983) au evaluat LF prin microscopie electronici de transmisie la
hamsteri aurii §i au descris o structura stratificatd, alcatuitd din cateva straturi de celule
pigmentare acoperite de lamele fibroblastice externe °. Aceasti morfologie face ca stratul
fibroblastic extern al LF sa adere la aspectul intern al stromei sclerale. Fibroblastii din LF sunt
interconectati strans si pot fi utili pentru a izola interstitiul coroidian de fluidele circulante intra-
si extraoculare ", In cadrul cercetirilor prin microscopie electronicd de transmisie asupra

globului ocular am urmadrit sd caracterizez ultrastructural si LF.

Pentru aceste cercetari am folosit cinci sobolani rasa Wistar (12 luni, 280-300 Q).

Lamina fusca la sobolan Wistar, stratul fibroblastic
extern, microscopie electronica de transmisie. Este
prezentata o celule stromala cu lamina bazala
discontinua (sdageata alba), care contine corpi Weibel-
Palade in diverse stadii de maturare (varfuri de sageti
negre) si structuri veziculare (secretory pods) (sageti
negre). Acestea din urma pot apare interdigitate
(sageatd neagra cu varf dublu, detaliu marit digital in
chenar). Celulele stromale invecinate contin
deasemenea corpi Weibel-Palade (varfuri de sageti
negre) si se conecteaza prin diferite subtipuri de
jonctiuni adherens (varfuri de sdgeti albe).

Stroma sclerala a fost identificatd cu acuratete pe grile, la microscopul electronic.
Aceastd stroma sclerala a continut fascicule din fibre de colagen precum si celule stromale cu
prelungiri lungi, subtiri si moniliforme care au fost diagnosticate morfologic precum telopode.
Stratul extern al LF era aplicat pe aspectul intern al stromei sclerale si a fost populat abundent
de celule TC-like ce proiectau telopode. Printre aceste celule am identificat microvase acoperite

de lamina bazald endoteliala, respectiv venule si capilare cu endotelii fenestrate. Am pus
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deasemenea in evidenta pericite microvasculare, mai putin insa in capilarele fenestrate. Din
punct de vedere anatomic/topografic, celulele TC-like ale LF au fost celule perivasculare.
Identificarea anatomica precum tesut coroidian a fost respinsd deoarece pe grile nu am
evidentiat celule pigmentare. Celulele TC-like fie au fost complet lipsite de lamina bazala fie
au prezentat lamina bazala incompleta sau discontinua. Celulele TC-like din LF au prezentat
adeziuni intercelulare focale, precum si contacte stranse intre telopode. Am pus in evidenta
vezicule de exocitoza asociate cu celulele TC-like, precum si rare caveole subplasmalemale.
Am gasit frecvent in celulele TC-like ale LF corpi Weibel-Palade care se aflau in diferite stadii
de maturare, dupa cum a rezultat din densitatea variabild a matricei acestora, clard sau
intunecata, din cantitatea de tubuli continuti si de prezenta unui invelis de clatrina. Acesti corpi
Weibel-Palade au fost sectionati longitudinal, prezentand aspect caracteristic de trabuc, oblic,
sau transversal. Pe sectiunile transversale continutul de tubuli al corpilor Weibel-Palade a fost
distribuit uniform. In LF am identificat, rar, structuri veziculare (secretory pods) care erau
strans asociate cu corpii Weibel-Palade, contineau o matrice dantelatd si erau ocazional
intricate; membranele lor limitante erau unite cu corpi in forma de bastonas avand invelis de
clatrind, ceea ce a determinat o morfologie in racheta de tenis, asemanatoare granulelor Birbeck.
Dimensiunile corpilor Weibel-Palade si ale structurilor ce imitau granulele Birbeck au fost

identice.

Ochiul este un situs anatomic cu privilegii imune, deoarece grefele rezistd in absenta
imunosupresiei, ceea ce se datoreazi in parte lipsei unui sistem limfatic ocular clasic *°. Imediat
extern de tunica coriocapilara au fost puse in evidentd macrofage CD68+ si LY VE-1+ (receptor
endotelial vascular limfatic) ce formeazi structuri reticulare si prezinti morfologie TC-like *°.
Markerul limfatic LYVE-1 este deasemenea exprimat si in celulele liniei mielomonocitare 2.
Astfel, celule derivate din maduva osoasd pot imita celulele endoteliale limfatice. Telocitele pot
exprima CD34, care este marker endotelial, mezenchimal dar si hematopoietic, precum si
conexina 43 "3, care oeste o prooteini de jonctiune gap ce este exprimati in celulele endoteliale
limfatice . Nu am pus in evidentd macrofage in stratul extern al LF insd am obiectivat faptul
ca celulele fibroblastoide de la acest nivel au morfologie telocitara. Telocitele au caracteristici
ultrastructurale similare cu cele ale celulelor endoteliale limfatice, inclusiv lamina bazala

absentd sau discontinua 2

, Insa nu au fost comparate cu astfel de celule endoteliale in studii
precedente orientate specific spre TC. Cu toate acestea, nu am evidentiat filamente de ancorare
ca identificatori morfologici ai celulelor endoteliale limfatice, si nici matrice limfatica

intraluminali, ca in capilarele limfatice ”°. Mai mult, continutul consistent de corpi Weibel-
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Palade ar putea indica faptul ca celulele TC-like din LF apartin liniei endoteliale sau sunt
descendenti mielomonocitari, dupa cum a mai fost comunicat '®"". In ceea ce priveste celulele
endoteliale limfatice sunt diverse opinii privind corpii Weibel-Palade din citoplasma acestora,
sunt studii care indica faptul ci limfaticele oculare sunt lipsite de corpi Weibel-Palade *° dar si
studii care i identifica in celulele endoteliale limfatice 8. In ceea ce priveste microcirculatia
limfatica oculard, sunt cercetari care sustin faptul ca in coroida ar exista un sistem limfatic-like
79, Corpii Weibel-Palade maturi contin CD63 8. Este interesant de observat in acest context
faptul ca au fost raportate celule cu structura si localizarea TC care exprimau CD63 8. In
discutiile respective nu s-a pus problema ci CD63 ar fi marker de corpi Weibel-Palade "°.
Proteina de membrana P-selectina prezentd in corpii Weibel-Palade are un rol principal in

inflamatii 823

si este primul receptor care intervine in recrutarea leucocitelor din plasma la
nivel endotelial . Desi sunt mecanisme diferite prin care CD63 si P-selectina sunt recrutate in
corpii Weibel-Palade 8, pierderea expresiei CD63 este similara fenotipic pierderii expresiei P-
selectinei si conduce la reducerea recrutirii endoteliale a leucocitelor 8. Se poate astfel lua in
considerare faptul ca P-selectina, stocata in corpi Weibel-Palade din celulele TC-like ale LF ar
putea avea rol in reparatiile endoteliale, recrutand leucocite din vasele LF ™. Acest mecanism
ar permite recrutarea si diapedeza leucocitelor in tesutul conjunctiv . Granulele Birbeck-like
au fost deasemenea puse in evidenta in celule dendritice vasculare din aorta aterosclerotica,
ceea ce a sugerat o relatie apropiatd intre aceste celule dendritice si celulele Langerhans .
Celulele dendritice ale aortei au fost marcate cu un anticorp pentru un antigen (Lag) specific
celulelor Langerhans si care nu marcheazi celule ale liniei mielomonocitare 84, Astfel, nu pot
face legatura intre granulele Birbeck-like din progenitori endoteliali si cele din studiul meu insa
am in vedere ca astfel de granule Birbeck-like endoteliale au dimensiunea mai mica decat cea
a corpilor Weibel-Palade ®. In studiul meu structurile respective au avut dimensiuni similare,
ceea ce vine in acord cu alte cercetdri care au gasit corpi Weibel-Palade fuzionati cu structurile

veziculare (secretory pods) in cursul exocitozei factorului von Willebrand .

CERCETARI IMUNOHISTOCHIMICE SI ULTRASTRUCTURALE
ALE NISEI STROMALE LACRIMALE

Glanda lacrimala este 0 componenta esentiala a unitatii functionale lacrimale la om iar
orice alterare a acesteia poate conduce la sindromul de ochi uscat care, in prezent, nu are decat
un tratament simptomatic si paleativ 8. Unitatea functionald lacrimald controleazi secretia
componentelor principale ale filmului lacrimal si mentine stabilitatea acestuia, transparenta

corneei si calitatea imaginii proiectate pe retind 8’. Sindromul de ochi uscat este o afectiune
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multifactoriald a lacrimilor si a suprafetei oculare care conduce la simptome de disconfort,
tulburari vizuale si la instabilitatea filmului lacrimal cu potentiale daune ale suprafatei oculare,
fiind insotita de o crestere a osmolaritatii filmului lacrimal si de inflamatia suprafetei oculare,
conform International Dry Eye Workshop 2007 . Din aceste fundamentiri reiese importanta
cercetarilor privind potentialul regenerativ intrinsec al glandei lacrimale pe care mi-am propus

sa 1l apreciez prin imunohistochimie $i microscopie electronica de transmisie.

Am utilizat glande lacrimale umane adulte obtinute prin disectii anatomice la cadavre
umane adulte. Pentru microscopie electronica de transmisie a glandei lacrimale am folosit cinci
sobolani Wistar adulti masculi si doi iepuri adulti masculi (Oryctolagus cuniculus). Am aplicat
markeri  (CD10, CD34, CD117/c-kit, CD146, a-SMA, Ki67, citokeratine) in

imunohiostochimia la parafina.

Am evidentiat expresia pozitiva a CD146 in celule endoteliale ale microvaselor din
stroma glandei lacrimale si, rar, In celule mioepiteliale si in celule musculare netede vasculare.
CD117-c-kit a prezentat expresie pozitivdi membranara la nivelul celulelor epiteliale secretorii
acinare, dar nu tofi acinii au prezentat exclusiv acest fenotip imunohistochimic. Deasemenea,
celule mioepiteliale au exprimat CD117/c-kit, precum si rare celule epiteliale conjunctivale.
Expresia c-Kit a fost prezenta si in celulele musculare netede vasculare ale vaselor de la nivelul
stromei glandei lacrimale. La nivelul epiteliului conjunctival o serie de celule au exprimat
markerul de proliferare Ki67 iar epiteliul respectiv a exprimat si citokeratina 18. Celulele
musculare netede vasculare au exprimat a-SMA. Expresia Ki67 a fost rarda in celule
mioepiteliale. Acestea din urma au exprimat citokeratina 5 si, ocazional, lantul greu al miozinei
muschiului neted. Citokeratinele 7 si 18 au fost consistent exprimate in celulele epiteliale ale
acinilor glandular dar expresia acestor markeri epiteliali a fost pozitiva si in celule stromale
izolate. CD10 si CD34 au prezentat expresie pozitiva la nivelul stromei unde au marcat tubi
endoteliali cu lumene clare atasand structuri cu morfologie telopodiald care au fost interpretate
ca false telopode determinate de sectiuni tangentiale ale peretilor endoteliali. Pe grilele cu
sectiuni ultrafine am identificat adecvat epiteliul glandular, inclusiv celulele mioepiteliale
glandulare, si stroma glandei lacrimale cu continutul celular, microvascular si neural al acesteia.
Tubii endoteliali au prezentat ocazional proiectii filopodiale intraluminale ale celulelor
endoteliale. Am remarcat abundenta celulelor liniei mieloide, macrofage si monocite, in stroma
glandulara lacrimala. La ambele specii documentate in microscopia electronicd, iepure si
sobolan, am pus in eviden{a pe sectiunile ultrafine telocite si telopode subepiteliale, despartite

de celulele mioepiteliale acinare printr-un strat subtire de colagen si lamina bazala epiteliala.
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Astfel de telocite si telopode nu au prezentat lamina bazala si, in plus, de reguld doar un flanc,
adepitelial, venea in contact cu fibrele de colagen. La nivelul podoamelor am decelat prezenta
unor structuri rotunde, electronodense, cu continut tubular, care le-am indicat precum corpi
Weibel-Palade-like. Telopodele au prezentat deasemenea caveole subplasmalemale iar la
nivelul citoplasmei filamentele intermediare au aparut precum componente constante de
citoschelet. La nivelul stromei glandulare am identificat limfatice initiale cu lumen larg si nuclei
protruzivi intraluminal ai celulelor endoteliale respective, lipsite de lamina bazald. Deasemenea
am obtinut evidenta in microscopia electronica de transmisie de telopode care tapetau asimetric
fascicule de colagen, delimitand spatii interstitiale prelimfatice. Pe preparatele de la ambele
specii investigate in microscopia electronica de transmisie am pus in evidenta celule stromale
puternic vacuolizate. Vacuolele respective erau pline cu o matrice laxa non-colagenica. La
sobolan, anvelopa nucleara a acestor celule vacuolizate, probabil implicate in formare de lumen
prin vasculo- sau limfvasculogenezi, a aparut distincti de invelisul vacuolar. In glanda
lacrimald la iepure am 1intdlnit elemente de anatomie celularda particulare, si anume:
vacuolizarea spatiului perinuclear dintre membranele interna si externd ale anvelopei nucleare,
CuU protruzii intracitoplasmatice (diverticuli ai spatiului perinuclear) si comunicarea directa a
nucleoplasmei prin por nuclear, cu stroma pericelulard. Vacuolele intracelulare ale spatiului
perinuclear, largi, erau invelite de membrana nucleara externa dublata de invelisul ribozomal
caracteristic §i contineau portiuni citoplasmatice, cu acelasi invelig, probabil determinate de
planul sectiunii ultrafine. Mai mult, astfel de vacuole largi ale spatiului perinuclear au prezentat,
extrinsec §i intrinsec, vacuole citoplasmatice, ultimele probabil determinate de planul sectiunii.
Vacuolizarea centrala a celulei prin spatii perinucleare era dublata la exterior de vacuole
citoplasmatice. Este interesant de notat faptul ca invelisul prin membrana nucleara externa al
vacuolelor derivate din spatiul perinuclear prezenta portiuni in care nu era dublat: (a) fie doar
de ribozomi; (b) nici de ribozomi si nici de citoplasma, capatand astfel topografie plasmalemala.
Este de asemenea important de notat ca au fost segmente ale membranei nucleare externe care
la nivelul spatiului perinuclear nu erau dublate de invelisul de ribozomi liberi insa diverticulii
spatiului perinuclear de la acel nivel prezentau, atipic, membrana nucleara externa dublatd de
ribozomi liberi. Astfel de vacuole largi cu invelis dublat de ribozomi liberi, deci provenind din
membrana nucleara externa, au mai aparut pe grile iar in situatiile respective celulele au parut
a prezenta filamente de ancorare specifice limfaticelor. In pliuri ale acestor vacuole derivate din
lumenul anvelopei nucleare am identificat mitocondrii. Este important de notat aici ca in stroma

glandulara am identificat si structuri celulare cu lumene/vacuole, perivasculare sau invecinate
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macrofagelor, cu matrice omogena ocupand spatiile respective; la nivelul acestora spatiul

luminal era tapetat de membrane simple si nu de membrane dublate de ribozomi.

Spatiul interstitial este principala sursa de limfa si un compartiment principal de fluide
ale organismului Insa existenta, localizarea si structura spatiilor largi intertisulare si intratisulare
este vag descrisd, ceea ce are importantd in raport cu definirea spatiului interstitial precum
spatiu anatomic distinct 8. Benias si colab. (2018) au pus in evidentd in microscopia electronici
de transmisie faptul ca fasciculele de colagen sunt tapetate doar pe un flanc de celule subtiri,
aplatizate, fusiforme in sectiunile transversale, cu citoplasma pugina si nuclei alungiti, pe care
le-au denumit celule fibroblast-like — acestea pot fi insa considerate morfologic precum telocite,
dupi cum reiese din figura prezentati de autorii respectivi %. Gausas si colab. (1999) si Sherman
si colab. (1993) au considerat in publicatiile lor faptul ca au adus prima evidenta a limfaticelor
la nivelul glandei lacrimale, cele doui studii fiind realizate de acelasi grup de cercetitori 8%,
In 1993 Sherman si colab. au lucrat pe material biologic de la primate prin histochimie
enzimatici in microscopie optici si electronicd 8. Acestia discuti in background-ul studiului
publicat faptul ca desi la acel moment canale limfatice veritabile fusesera descrise in pleoape si
in conjunctiva, existenta limfaticelor endoteliale orbitale este controversatd, unii autori fiind
fermi in a indica inexistenta acestora iar al{ii mentionand succint drenajul limfatic al glandei
lacrimale, fira insd a oferi detalii 8. Este citat un studiu al lui Caplan (1974) privind sistemul
limfatic al glandei lacrimale insd autorii apreciaza cd evidenta limfaticelor respective nu este

sustenabild deoarece tehnicile de injectare folosite au fost nespecifice .

Am identificat in microscopia electronica de transmisie celule stromale cu vacuole atat
citoplasmatice cat si perinucleare. Prezenta vacuolelor citoplasmatice poate indica formarea de
noi tubi endoteliali, insd nu poate decela intre endoteliul vascular si cel limfatic. Morfogeneza
tubilor endoteliali si mecanismele de formare a lumenelor sunt inci neclare ®*. Vacuolele
endoteliale au un rol important in formarea unor astfel de lumene, fiind descris in culturi de
celule endoteliale faptul ca se formeaza vacuole longitudinale care par a fi extrudate si conectate
de la o celulda endoteliald la urmatoarea; intervin deopotrivd fuziunea intracelulard si cea

intercelulari a vacuolelor respective 2.

Am identificat pe grile comunnicarea directa a nucleoplasmei cu spatiul pericelular, pe
calea porilor nucleari si, in continuare, prin anvelopa nucleara (membranele externa si interna
si spatiul perinuclear sau lumenul anvelopei nucleare dintre acestea), prin citoplasma si prin
plasmalemad. Aceasta morfologie nu are corelatie identificabild in referentialul disponibil. Se

cunoaste faptul cd anvelopa nucleard (AN) cuprinde doud membrane, externd si interna,
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separate printr-un spatiu luminal (lumenul AN) care este continuu cu cisternele reticulului
endoplasmic rugos %2. Din acest considerent structural bine cunoscut rezulti ci diverticulii
lumenului AN pe care i-am evidentiat ar putea fi la fel de bine diagnosticati morfologic precum
cisterne dilatate ale reticulului endoplasmic rugos; ceea ce nu corespunde descrierilor uzuale
este lipsa ribozomilor de la nivelul membranei externe a AN dar prezenta lor la nivelul acelor
diverticuli. Membranele externa si interna ale AN fuzioneaza la nivelul situsurilor complexelor
nucleare care mediazi transportul intre citoplasmi si nucleoplasma °2. Membrana nucleari
internd congine specific un set de proteine integrale de membrana care conecteaza AN la
cromatina prin interactiune directa sau indirectd %. Lamina nuclears, localizatd sub membrana
nucleara interna, este conectata la citoscheletul citoplasmatic prin complexul LINC format din
proteinele Nesprin si SUN din, respectiv, membrana nucleara externad si cea interna; complexul

LINC traverseaza lumenul AN 2,

Datorita conexiunii lumenului AN cu cisternele reticulului endoplasmic rugos, acesta
din urma poate fi definit precum o retea interconectatd de membrane, cu compartimente
structurale diferite, din care fac parte reticulul endoplasmic rugos cortical sau periferic si
reticulul endoplasmic rugos perinuclear (sau AN), care inconjoarda nucleul — desi cele doua
compartimente au continuitate intre ele si lumen comun, au proprietdti morfofunctionale
individuale %, Membrana nuclear externi este acoperiti cu ribozomi insi contine situsuri de
insertie la citoschelet cu rol in pozitionarea nucleului % — probabil zonele de membrana nucleari
externd pe care le-am identificat ca fiind lipsite de ribozomi au o functie de aderenta la citozol

a vacuolelor lumenului AN pe care le-am identificat.

S-a discutat faptul ca in nucleele celulelor plantelor si animalelor sunt invaginari ale AN
care au un rol posibil in transportul nucleocitoplasmic si reglarea genica . Nici acest model nu
corespunde insa vacuolizdrii pe seama membranei nucleare externe pe care am identificat-0 cu
acuratete. Dar, am identificat studii care descriu formarea de vezicule si de corpi multiveziculari
din membrana nucleard externd %, precum si din membrana nucleara interna, ultimii fiind
localizati intranuclear %. Acestia sunt diferiti de endozomii tardivi denumiti deasemenea corpi
multiveziculari, organite delimitate prin membrane ce contin numeroase vezicule intraluminale

care incapsuleazi transportul destinat degradarii in lizozomi 7.

Continutul veziculelor
intraluminale poate fi eliberat in spatiul interstitial prin exozomi care rezultd dupa fuziunea
corpilor multiveziculari citozolici cu plasmalema 7. Un studiu realizat prin microscopie
electronicd de transmisie a identificat corpi densi tapetati de membrane, cu continut granular,

localizati in lumenul AN 8, comparabili morfologic cu cei pe care i-am pus in evidenti in
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stromal glandulara lacrimala. Au fost deasemenea identificate protruzii intracitoplasmatice ale
AN %8 Autorii discuti faptul ci asocierea strinsi dintre ribozomi si reticulul endoplasmic cu
AN face posibil ca lumenul AN sd poatd servi ca situs de depozitare sau statie in cursul
transolocdrii proteinelor dinspre nucleu spre citoplasma, sau in sens invers %. Se discuta
deasemenea faptul ca acei corpi densi din lumenul AN ar putea reprezenta extruzii de material
nucleolar din nucleu in citoplasmi . Vacuole largi perinucleare au fost identificate si in celule
epiteliale *°. O morfologie similard celei identificate de mine este cea a celulelor renale
mezangiale sau celulele polkissen ale lui Zimmermann, care prezintd aceeasi caracteristica
neobignuitd — saci nucleari polari (vacuolizari), cu ribozomi atasati, precum si vezicule incarcate
cu ribozomi 1%, S-a observat ci dimensiunea si numarul de astfel de saci nucleari se schimba
cu nivelurile de renina plasmatica si nivelul de sodiu, sacii nucleari se reduc odata cu reducerea
reninei si cresc odati cu cresterea reninei (nivelul reninei plasmatice creste in diete sarate) %,
Din aceasta perspectiva este rezonabil de speculat ca sacii nucleari ar putea fi markeri
ultrastructurali ai deshidratarii, deci un potential pozitiv pentru stimularea prin renina a
sindromului de ochi uscat. Astfel, identificarea de saci nucleari in stroma glandulara lacrimala

poate fi un marker ultrastructural al homeostaziei glandulare.

CONCLUZII

1. Originea posibila a telocitelor sclerale este din epiteliul conjunctival prin
transformare epitelial-mezenchimala. Din aceasta abordare, conjunctiva reprezinta
una dintre nisele stem care alimenteaza sclera stromald, asigura turnoverul celulelor
stromale si are capacitatea de a interveni atat in raspunsurile imune ale sclerei cét si
in procesele regenerative si reparatorii sclerale.

2. Expresia epiteliala si stromala la nivelul conjunctivei si sclerei a endoglinei poate
reprezenta un element restrictiv al proceselor de transformare endotelial/epitelial-
mezenchimald dar care potenteaza celulele liniei endoteliale. Acestea insa trebuie
considerate atent, deoarece expresia epitelialda si stromala a CD45, markerul
hematopoietic si leucocitar, implicd, posibil, $i mecanisme imune in remodelarea

locala a tesuturilor.
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10.

Telocitele CD34+/CD45+/CD105+/CD68+ sclerale pot fi privite precum celule ale
unei populatii stem/progenitoare colaterale, insa rezultate mai degraba prin procese
de transformare epitelial-mezenchimala si endotelial-mezenchimala.

Telocitele coroidiene contin corpi Weibel-Palade, fiind insa diferite de celulele
endoteliale vasculare, ceea ce a orientat diagnosticul lor ca celule endoteliale
limfatice, corelabil cu prezenta cunoscuta a celulelor cu fenotip molecular limfatic
intr-o coroida cunoscutad precum alimfatica.

Identificarea corpilor Weibel-Palade in celule cu fenotip molecular disputat, precum
celulele limfatice ale coroidei, poate oferi preciziri clare privind linia celulara
investigata.

Lamina fusca ar putea reprezenta un rezervor de celule endoteliale progenitoare care
intervin in procesele de neovascularizatie coroidiana. Trebuie realizate experimente
care sa identifice daca celulele continand corpi Weibel-Palade din lamina fusca
intervin in vasculogeneza coroidiand, sau in limfangiogeneza, sau 1n ambele.
Lamina fusca poate fi considerata un situs de depozitare a precursorilor endoteliali
cu telopode.

Sunt foarte putine studii ultrastructurale, incluzand si cercetarile mele, care au
documentat limfaticele initiale la nivelul membranei Bruch, ceea ce recomanda ca
rezultatele comunicate sa fie apreciate corespunzator si detaliate prin cercetari
viitoare. Astfel, vor rezulta clarificari care sa sustina sau nu existenta unei circulatii
limfatice coroidiene.

Cercetarile de anatomie moleculard la nivelul glandei lacrimale aratd faptul ca
celulele mioepiteliale joaca un rol de pivot intre nisa epiteliald si nisa stromala, cele
doud nise suplinindu-se reciproc prin transdiferentiere cu dublu sens, enpitelial-
mezenchimala si mezenchimal-epiteliala. Evidentele obtinute aici in situ trebuie insa
intdrite prin cercetari in Vvitro care sa urmareasca expresia citokeratinelor asociata
fenotipului molecular stem/progenitor al liniilor celulare specifice.

Telocitele subepiteliale lacrimale reprezintd un subset celular al stromei lacrimale
care poate realiza, precum in alte localizari subepiteliale, un rol important in
homeostazia morfofunctionala a niselor stem lacrimale.

Identificarea de saci nucleari tapetati de ribozomi si de vacuole incarcate cu
ribozomi 1n celule din stroma glandulara lacrimala poate fi un marker ultrastructural

al homeostaziei glandulare.
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