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Introducere

Dezvoltarea tehnicilor de biologie moleculara din ultimele doud decenii au
modificat conceptele privind embriologia cardiacad si au permis dezvoltarea studiului
biologiei celulelor stem la nivelul embrionului si a celulelor multipotente in tesuturile
adultului. O descoperire importanta a fost aceea ca inima nu mai este un organ static ale
carui celule se afla in stare de diferentiere terminala. Celulele cardiace, mai ales miocitele,
ajung la un grad de reinnoire de aproximativ 50% de-a lungul vietii umane. La aceasta
particularitate contribuie celule rezidente ale cordului sau cele importate in cordul
postnatal, clasificate ca celule stem, progenitori, precursori. Pentru a identifica diversele
subpopulatii de precursori cardiaci se folosesc baterii de markeri de suprafata,
citoplasmatici §i nucleari care detecteazd proteine specific tisulare prin metode
imunohistochimice sau imunofluorescente, la care se adaugd studiul nanostructural al
celulelor cu ajutorul microscopiei electronice sau prin disectie moleculara, la nivel de acizi
nucleici si proteine.

Patologia cardiaca este cauza majord de invaliditate si deces in populatia activa si
de aceea identificarea unui mecanism de stimulare a regenerarii cardiace este o tema
majori in experimentele actuale. In ciuda cercetirilor continue, nisa stem cardiac ramane
un subiect disputat datoritd multitudinii studiilor cu rezultate contradictorii.

Lucrérile publicate pand acum m-au condus catre ipoteza unui singur tip de celula
stem cardiaca, variantele observate pana acum corespunzand unui continuum de fenotipuri
celulare tranzitorii caracterizate printr-o mare variabilitate de markeri.

Ipoteza de lucru pe care mi-am bazat lucrarea a fost aceea ca celulele progenitoare
cardiace prezintd o “semnaturd” morfologica si moleculard care permite identificarea si
caracterizarea lor in preparatele histologice. Odata identificate, prin aplicarea unor tehnici
de 1naltd rezolutie, se poate rafina caracterizarea lor moleculard, obtinandu-se informatii
despre fenotipul lor, cu aplicatii pentru medicina regenerativa.

Am definit urmatoarele obiective principale in cadrul acestei lucrari doctorale: (a)
documentarea corespunzatoare din literatura de specialitate a semnaturilor moleculare

corespunzatoare fenotipurilor celulare prezente in nisa stem cardiaca (b) realizarea de



cercetari originale de identificare imunohistochimica, studiu nanostructural si anatomie

moleculard a nigelor stem atriale, ventriculare, epicardica.



PARTEA GENERALA A TEZEI DE DOCTORAT

Partea generald a Tezei de Doctorat cu titlul ,,Cercetari structurale asupra anatomiei
regenerative i remodelarii in nisa stem cardiacd” cuprinde in partea generald date rezultate
din studiul referentialului specific. In primele doui capitole ale partii generale am
prezentate elemente de anatomie, fiziologie, histologie si embriologie a cordului. in
capitolul trei am rezumat cele mai recente informatii referitoare la tipurile celulare care pot

fi gasite la nivelul niselor stem clasice.

1. Elemente de cardiogeneza

Primul capitol prezinta morfogeneza cardiacd in contextul mai general al
dezvoltdrii organismului uman in perioada embrionard. Subiectul este introdus printr-o
prezentare a dezvoltarii embriologice generale, urmata de o documentare detaliatd privind
embriogeneza si histomorfogeneza cardiaci. In acest capitol sunt prezentate informatii
privind embriogeneza miocardului §i cea a endocardului, documentand si derivatele

campurilor cardiace embrionare.

2. Elemente de anatomie si fiziologie cardiaca

In cadrul capitolul doi sunt documentate principalele elemente de configuratie
externd si internd a cordului, apoi este sistematizat in subcapitole elementele de anatomie
structurala cardiaca. Prezentarea anatomiei cardiace normale este documentata atat la nivel
macroscopic cat si la nivelul structurilor histologice cardiace, la care se adauga elemente

de fiziologie cardiaca si detaliile mai rar prezentate de structura a vascularizatiei limfatice.

3. Nisele celulelor stem

In capitolul al treilea, ultimul al partii generale, am inclus o sinteza a studiului pe
referential privind nisele celulelor stem, element important pentru buna intelegere a
studiului personal. Astfel, sunt discutate in subcapitole distincte conceptul de nisa stem, cu
particularizarea la nisa stem cardiacd si in strdnsd legdturd cu subiectul tezei si cu

cercetarile personale, nisa stem hematopoietica si nisa stem epiteliala.

PARTEA PERSONALA A TEZEI DE DOCTORAT
In partea personald sunt prezentate review-urile si cercetarile originale, astfel: in
capitolul 4 - anatomia moleculard a celulelor stem cardiace, un review semistructurat

documentat cu peste 90 de lucrdri, in capitolul 5 - telocitele cardiace in fibrilatia atriala —
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aspecte critice, review sistematizat al literaturii de specialitate, In capitolul 6 - cercetari de
anatomie moleculard a nisei cardiace telocitare, capitol realizat prin studiul probelor de
muschi papilar si miocard, in capitolul 7 - cercetari de anatomie moleculard in nisa
epicardicd si subepicardica, capitol realizat prin studiul probelor de perete atrial si
ventricular, in capitolul 8 - prominina in nisa cardiaca, capitol realizat prin studiul probelor
de perete atrial, in capitolul 9 - subseturi de telocite subepicardice la nivelul mansonului
miocardic al venei cave superioare, capitol realizat pe probe recoltate de la nivelul
jonctiunii atriului cu vena cava superioara. La final sunt prezentate concluziile tezei de

Doctorat si bibliografia cu peste patru sute cincizeci de referinte.

4. Anatomia moleculara a celulelor stem cardiace

Descoperirea celulelor stem cardiace (CSC), capabile de a reinnoi populatia de
cardiomiocite, au ridicat problema identificarii cat si manipuldrii lor intr-o maniera
eficienta pentru a fi folosite pentru reconstructia cardiacd post-accident ischemic (2).
Studiile functionale au aratat cd diferentierea celulelor stem cardiace reproduce etapele
observate in cursul dezvoltarii embrionare (3).

Fiecarui stadiu este caracterizat de o semnaturd moleculara specifica, bazata pe
expresia anumitor markeri celulari (4), astfel de patternuri moleculare ajutand la
identificarea celulara.

Au fost utilizati In special trei markeri pentru a izola CSC: c-Kit, Sca-1 si Isl-1,
astfel se pot descrie mai multe clase de progenitori cardiaci: celule de tip satelit (SP),
celule derivate din cardiosfere sau celule derivate din epicard (EPDC). Combinatiile dintre
acesti trei markeri principali si alti factori de transcriptie, proteine de suprafata, molecule
de ARN reglator, pot descrie chiar subclase de progenitori cardiaci (5). Acumularea acestor
date conduce la ipoteza existentei unei celule stem cardiace unice, incd neidentificata, care

se afld la originea acestor precursori.

5. Telocitele cardiace in fibrilatia atriald — aspecte critice

Fibrilatia atriala (FA) este consideratd a fi una dintre cauzele majore ale cresterii
morbiditatii cardiovasculare: insuficienta cardiaca, accidente vasculare, dementa vasculara,
moarte subitd, pentru a da numai cateva exemple.

Recent au fost publicate de catre diverse echipe mai multe articole care au sugerat o
posibild implicare a telocitelor in aritmogeneza. Scopul acestui capitol a fost de a face o

analiza sistematica pentru a identifica daca exista suficiente date pertinente care sa sustind



aceastd ipotezd. Dupd o cautare sistematica a articolelor relevante care contin date
originale am putut identifica cinci articole initiale pe baza carora alti autori au dedus in
lucrari ulterioare o asociere dintre telocite si fibrilatia atriald (6-9).

Dintr-un punct de vedere clinic, toate studiile mentionate au esuat in a stabili o
legatura de cauzalitate intre telocite (morfologie, locatie, numar) si initierea sau evolutia
fibrilatiei atriale. Se poate spune ca, din moment ce celulele interstitiale Cajal-like (ICLC)
din mangoanele de fibrile circulare ale venelor pulmonare au fost indicate ca fiind
implicate in aritmogenicitate (7), si o moarte a telocitelor cardiace a fost diagnosticatd in
fibrilatia atriala (Popescu, 2011b) se ridica o puternica suspiciune a implicarii telocitelor in
stabilirea ritmului cardiac (10). Lucrari recente au Inceput sa arate ca ar trebui reanalizata
chiar definitia initiala a telocitelor (11-13). Inainte de a initia o analizi a rolului telocitelor
in fibrilatia atriala, ar trebui fidcutd o analizd riguroasd si precisd asupra existentei

telocitelor, natura lor i modalitatea lor de diferentiere fata de alte celule stromale.

6. Cercetari de anatomie moleculara a nisei cardiace telocitare

Telocitele (TCs) sunt considerate a fi un tip controversat de celule care au fost
descrise 1n nigele stem (14). Morfologic, ele sunt caracterizate prin prezenta unor prelungiri
particulare foarte lungi, subtiri, moniliforme, carora li s-a dat numele de “telopode” (15,
16). Stabilirea fenotipului molecular al telocitelor cardiace este de asemenea un subiect
disputat in special datoritd folosirii unui numar mare de markeri moleculari, majoritatea
nespecifici, cum ar fi CD117c-kit, CD34, vimentin, PDGRFa, PDGREF, etc.

Pentru a demonstra $i sustine teoria conform careia structurile celulare considerate
anterior a fi telocite nu reprezinta, de fapt, un tip celular distinct am conceput un studiu
imunohistochimic pe tesut cardiac recoltat postmortem de la zece subiecti, conform cu
legislatia in vigoare privind folosirea materialelor obtinute de la cadavre in scop de
cercetare.

Scopul studiului a fost de a determina dacad pot fi identificate celule interstitiale
telocite-like care populeaza spatiul interstitial, In conditiile unei diferentieri clare de
celulele murale ale microvascularizatiei.

Studiul imunohistochimic s-a efectuat cu ajutorul markerilor pentru CD31, CD34,
PDGRFa, CD117/c-kit, si a-SMA (izoforma alfa a actinei muschiului neted). Imaginile
obtinute au aratat, pe lamele marcate cu CD34, interstitiul miocardic s-a dovedit a contine

o retea de tubuli endoteliali care, atunci cand sunt sectionati transversal, au un lumen ce



poate lua aspectul de linii subtiri si moniliforme, asemanator cu o structura telopodica (fig

6-2).
RSN i O ==¥ & . . . .
L, . Y %) e ¢ o - A c 7 Fig.6-2 Muschi papilar uman (adult). Expresia

markerilor endoteliali CD34 (A, B) si CD31
(C, D) in miocardul uman adult demonstreaza
lipsa unei populatii celulare fusiforme, subtiri,
si asa-zise telocite nu pot fi identificate pe
sectiuni bidimensionale transversale (cap de
sageatd) si oblic-longitudinale (sageti). E si F:
Legenda originala explica “(I) Adult: un telocit
tipic (sageatd), care se afla adiacent de un
cardiomiocit este CD34*. (J) Adult: doua
telocite vimentin® marginesc cardiomiocite”.
Aceste “telocite” sunt la periferia unui spatiu
ingust (am adaugat sageti albe); usor
observabild este si similitudinea dintre
structurile patului microvascular cu imaginile
noastre prezentate in panelurile A, B si E.
Imaginile E si F au fost folosite cu permisiunea
John Wiley and Sons (Numir de Licenta:

4473481445164) referitor la articolul (1)

Diagnosticul diferential il face corecta identificare a luminei tubulilor, delimitatd de
endoteliu. De asemenea, pericitele miocardice si celulele musculare netede ale peretelui
vascular au fost identificate cu precizie cu ajutorul anticorpului a-SMA (fig.6-4 A). Este de
remarcat cum sectiunile tangente ale celulelor pericitare pot da o falsa impresie de structuri
telopodice (fig.6-4). De asemenea, retelele tridimensionale in organ de pericite PDGRFa,
CD10 si CD117/c-kit pozitive pot da falsa impresie de telocite cardiace atunci cand sunt

observate pe preparatele de microscopie optica bidimensionale.

Fig.6-3 Expresia intramiocardicd a

CD34 este exclusiv endoteliala.

)’ .

h"\(f“‘ E— 6 7

Recent s-a ridicat problema cel putin a unui subgrup de telocite cardiace care sunt
de fapt celule endoteliale limfatice sau prelimfatice (LEC); nici acestea nu au fost

diferentiate fatd de potentialele telocite cardiace (17).
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in concluzie, daca entitatea morfologica “celuld cardiaca asemanatoare telocitului”,
care a fost descrisda pe parcursul proceselor de transdiferentiere ale numeroaselor tipuri
celulare care se afld intre spatiul abluminal si interstitiul perivascular, esueaza constant de
aproape un deceniu in a fi caracterizata molecular, nu este necesar ca “telocitele” sa fie

recunoscute ca un tip celular aparte (18).

7. Cercetiri de anatomie moleculara si ultrastructurala in nisa epicardica si
subepicardica

Telocitele (TC) au fost propuse ca o entitate celulard stromald aparte (in 2010),
pentru a fi diferentiate de alte celule interstitiale rezidente (14). Initial au fost considerate a
fi celule interstitiale Cajal-like (ICLCs) (19-26). Mai multe studii au incercat sa
caracterizeze prin multiple metode telocitele epicardice/ICLC epicardice in cadrul
diferitelor specii (26-29). Totusi, aceste studii nu au reusit sa convingd dacad celulele
identificate sunt telocite epicardice care apartin plexului limfatic subepicardic (Sappey), in
conditiile Tn care anatomia limfaticelor cardiace este un subiect cunoscut de secole. Nici un
studiu de pana acum care s-a ocupat de ICLCs cardiace / telocite cardiace nu a parut sa
observe si sa excluda contributia la subiect a limfaticelor cardiace (30).

Am efectuat un studiu retrospectiv imunohistochimic pe sapte probe de tesut
cardiac de adult arhivat la parafind, in cautarea unor dovezi suplimentare asupra
compozitiei celulare a nigei stromale epicardica si subepicardica.

Scopul studiului a fost de a testa expresia epicardica a CD117/c-kit, CD34,
Citokeratina 7 (CK7), Ki67, PDGFR-a (receptorii factorilor de crestere derivati-plachetar)

si a markerului limfatic D2-40 in probele de tesut cardiac uman (fig.7-1).
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Fig.7-1 Peretele cordului de adult - apendicele
(papilar) atrial stang. Expresia epicardial si
subepicardici a podoplaninei (D2-40). Desi
epicardul a avut epiteliul (*) superficial
indepartat in cea mai mare parte, am identificat
arii acoperite de celule mezoteliale hipertrofiate
D2-40% (sageata dubld). Subepicardial au fost
identificate vase limfatice D2-40%, ori cu perete
subtire si lumenul aplatizat (capetele de sageatd),
ori cu lumene mari si celule endoteliale care
protruzioneaza intraluminal (sageti). Aceste vase
limfatice sunt situate imediat inferior stratului de
celule submezoteliale D2-40,

Celulele epicardiale mezoteliale exprima D2-40, CK7, CD117/c-kit si PDGFR-a.

De asemenea am identificat vase limfatice D2-40 pozitive la nivel subepicardic dar si

celule izolate CK7 si D2-40 pozitive. Celulele fusiforme subiacente din stratul

submezotelial au exprimat Ki-67 (fig.7-3) dar si celulele stromale si reteaua de microtubuli

endoteliali au fost PDGFR-a pozitive si CD34 pozitive.

\2uum pem
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Fig.7-3 Peretele cordului de adult. Citokeratina 7
este exprimata in celulele epicardice (mezoteliale)
A (sageti), cat si in celule rotunde, izolate, situate
subepicardic B (sageti). In caseta C sagetile indica
celule fusiforme, subtiri, situate imediat
subepicardic care exprima atat CK7, cat si

markerul proliferativ Ki67 — D (sageti).

Expresia markerului CD34 a fost pan-stromald, fara posibilitatea de a diferentia
vreun tip celular stromal pe baza expresiei acestui marker (fig.7-8). Expresia CD117/c-kit,

simultand si in celule epicardice (mezotelial), cat si in celule situate subepicardic nu

identifica precis un tip celular (fig.7-6).

Fig.7-6  Peretele cordpilui de adult.
CD117/c-kit este exprimat de catre celule
epicardice (mezotelial) —|(sageti) cat si de
celule situate subepicardic — (varfuri de
sageti).
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Fig.7-8 Peretele cordului de adult.
Expresia submezoteliala a CD34 include
si celule endoteliale marcate in stadiul
incipient de formare a unor tubuli (sageti).

Se poate trage concluzia ca in complexul anatomic epicard — subepicard, o regiune
care adaposteste diferite procese de transformare si transdiferentiere ale entitatilor celulare
care se afla aici, nu putem atribui caracteristici de tip definitoriu unor fenotipuri fluide care

apartin unor entitati celulare care se afla intr-o transformare continua.

8. Prominina in nisa cardiaca

Descrisd initial la om, in ultima decada prominina-1 (CDI133) a devenit un
important marker pentru celule progenitoare endoteliale (31), limfangiogenice (32),
mioangiogenice (33). Epitopul ACI133 este exprimat numai de celulele stem si
progenitoare pe cand CD133 se exprimd si in celulele diferentiate, de aceea epitopul

AC133 este considerat unul dintre cei mai buni markeri de celula stem.

Fig.8-7 Zona de tesut adipos inconjurat de
fibre elastice, vase limfatice. Central o

celuld CD133 pozitiva

Am efectuat un studiu retrospectiv imunohistochimic pe zece probe de tesut cardiac
de adult arhivat la parafina, in cdutarea unor dovezi suplimentare asupra originii celulelor
CD133 pozitive din cord. Rezultatele obtinute au demonstrat prezenta unor celule CD133

pozitive cu o morfologie asemanatoare blastilor limfoizi (fig.8-7).

9. Subseturi de telocite subepicardice la nivelul mansonului venei cave superioare
In acest capitol prezint o evaluare a ultrastructurii mansoanelor musculare de la

nivelul venei cave superioare cu ajutorul microscopiei electronice de transmisie. Pornind
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de la o cercetare bibliograficaA amanuntitd in care nu am gasit referinte care sd ateste
identificarea celulelor interstitiale Cajal-like (ICLC)/telocite n mansoanele musculare din
structura venelor cave superioare, am trecut la evaluarea ultrastructurii lor cu ajutorul
microscopiei electronice de transmisie pentru a explora ipoteza prezentei sau absentei unui
subtip de celulele limfatice endoteliale si/sau celule endoteliale progenitoare a caror
morfologie ultrastructurald sa prezinte similaritati cu celulele telocite-like.

Studiul a fost efectuat pe cord de leporide, toate procedurile fiind in concordanta cu
normele bioetice in vigoare aprobate de Comitetul de Bioeticd al U.M.F. Craiova
(aprobarea #54/20.03.2014).

Dupa ce am identificat si studiat mai multi markeri ultrastructurali de la nivelul
acestor celule am ridicat ipoteza apartenentei lor la liniile celulare endoteliale aflate in
diverse stadii de maturizare. Imaginile obtinute in MET demonstrand o origine endoteliala
a celulelor telocit-like supraadventiciale, doveditd de catre diafragmele stomatale care

inchid caveola (fig.9-1, 9-2).

r ¥ sl .

Fig.9-1 Vena cava superioara,
iepure, microscopie electronicd de
transmisie. A: vedere generala;
B,C,D: detalii la rezolutie marita
ale celulei din panelul (A). O celula
stromala (A) inclusd in colagen (c)
proiecteaza un telopod ce atageaza
filamente de ancorare (B,C,D,
varfuri de sageti) si prezintd
caveole subplasmalemale inchise

de diafragme stomatale (B, sageti).
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Fig.9-2 — Vena cava superioara,
iepure, microscopie electronica de
transmisie. Sunt evaluate trei
telopode distincte (A, vedere
generald, 1, 2, 3). Acestea ataseaza
filamente de ancorare (B, sdgeata),
prezintd caveole subplasmalemale
inchise de diafragme stomatale (B,
D, varfuri de sageti), elibereaza
vezicule (C, sageata cu varf dublu)
si au 1In vecindtate astfel de
vezicule de exocitoza (C, *). Doua
astfel de telopode sunt conectate
printr-o jonctiune de tip aderente
(C, chenar).

Telocitele sunt un tip celular discutabil, caracterizat printr-o morfologie particulara:
celulele prezintd prelungiri foarte lungi considerate caracteristice — telopodele — insa
acestea nu sunt incluse n vocabularul “Terminologia Histologica”, publicat online de cétre
FIPAT (Programul Federativ International de Terminologie Anatomica) (34, 35). Posibilul

fenotip al progenitorului acestui tip celular este din ce in ce mai mult devoalat de catre

diverse studii (34, 36-39).

Fig.9-4 Vend cava superioard,
iepure, microscopie electronica de
transmisie. A: aspect general; B,C:
detalii la rezolutie microscopica
maritd. O celuld (*) inglobatd in
colagen (c) poate fi consideratd
telocit deoarece proiecteazd un
telopod (Tp) sinuos. Acest telopod
ataseaza filamente de ancorare (B,
sdgeti) iar corpul celular prezinta
caveole 1inchise prin diafragme
stomatale (C, varf de sageata)

Mai multe lucrari recente au sugerat o similitudine intre telocitele cardiace si linia
celulard endoteliala (36, 37), ceea ce am demonstrat si prin lucrarea de fatd in situatia

particulara a mansoanelor musculare ale venei cave superioare (fig.9-4, 9-5).
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Fig.9-5 Vena cava superioara, iepure,
microscopie electronica de transmisie.
A: vedere generala, B,C,D: detalii la
rezolutie crescutd. Un telocit (TC)
stromal proiecteaza telopode (A, D,
sageti)  aplicate pe  sarcolema
cardiomiocitelor (cm) invecinate. bv:
vas sangvin. Celulele endoteliale
vasculare (EC) sunt acoperite de
procese pericitare. TC si telopodele
respective  prezintd caveole cu
diafragme stomatale (B,C,D, chenare,
detalii marite digital).

Concluzii

1. Dupa finalizarea dezvoltarii cardiace, un mic numar de celule precursoare raman
dormante in tesutul cardiac si acestea sunt, probabil, responsabile de procese regenerative
desfasurate in timpul vietii adulte. Cordul nu mai este considerat un organ post mitotic, el
poseda o plasticitate deosebitd, la baza proceselor regenerative stand celulele stem adulte
din niga cardiaca. Caracterizarea lor si intelegerea mecanismelor moleculare care stau la
baza activarii lor In procesele regenerative pot contribui la dezvoltarea de noi terapii
eficiente in patologia cardiaca. Studiul pe referential a comparat o varietate de experimente
(nestandardizate) cat si rezultatele folosirii intensive de modele animale care au generat
pana in prezent o pletora de rezultate contradictorii.

2. Evaluarea anatomiei moleculare a nisei endomiocardice a aratat ca entitatea
morfologicd “celula cardiacd asemandtoare telocitului” poate fi descrisd pe parcursul
proceselor de transdiferentiere ale numeroaselor tipuri celulare care se afld intre spatiul

abluminal si interstitiul perivascular. Experimentele realizate au ardtat cd atunci cand
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pentru caracterizarea moleculard se folosesc markeri comuni cu alte tipuri celulare
(fibroblaste, celule endoteliale progenitoare, pericite, celule endoteliale limfatice) nu este
necesar ca telocitele sa fie recunoscute ca un tip celular aparte.

3. Evidentierea expresiei mai multor markeri specifici atat in epicardul mezotelial cat
si 1n celulele stromale subepicardice demonstreaza prezenta unei nise stem progenitoare si
desfasurarea unor procese de transdiferentiere si transformare ale entitatilor celulare care
se afla aici, indiferent daca sunt rezidente permanente sau se afla in tranzit.

4. Studiul promininei in nisa cardiacad ne-a permis s emitem ipoteza originii celulelor
CD133" din cord din celule progenitoare hematopoietice (migrate) sau din celule
endoteliale progenitoare, sugeratd mai ales In lumina proceselor de de-diferentiere si
transdiferentiere pe care le pot parcurge celulele progenitoare.

5. Cercetarile anatomiei moleculare a nisei perivasculare de la nivelul mansonului
miocardic al venei cave superioare derulate cu ajutorul microscopiei electronice de
transmisie demonstreaza o origine endoteliala a celulelor telocit-like supraadventiciale,
dovedita de catre diafragmele stomatale care inchid caveola. Filamentele de ancorare ale
acestor telocite ne duc cu gandul la o faza precoce a dezvoltarii retelei limfatice.

6. Pentru a reprezenta o resursd valabild in studiile de medicind regenerativa,
anatomia moleculara in nisa epicardica trebuie reinterpretata prin folosirea a cat mai multe
combinatii posibile de markeri moleculari (de suprafata, de citoplasma, de nucleu), tehnici
de microscopie confocald, microscopie multifoton, microscopie electronica

tridimensionala.
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