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Fetal cells usually migrate in the ma-
ternal circulation during pregnancy
and persist for decades after deliv-
ery of the fetus. The mother becomes
microchimeric. This transfer starts
early during first trimester and is in-
creased by placental abnormalities
or a reproductive history like miscar-
riage or elective termination of preg-
nancy. During pregnancy, the mother
acquires fetal cells with stem-cell-like
proprieties, named pregnancy-asso-
ciated progenitor cells. These cells
disappear quickly from maternal cir-

cell niche like bone marrow. Then, in the
case of tissue injury, they are recruited
to the site of injury, differentiate, adopt
the maternal local tissue phenotype and
participate in maternal tissue repair
processes. Microchimerism has a pro-
tective effect on some hepatic or thyroid
diseases and in breast neoplasm. Un-
derstanding of this phenomenon could
have a major impact on fetal stem cells
applications in regenerative treatments,
transplant and gene therapy.

Keywords: fetal cells, pregnancy, micro-
chimerism, prenatal diagnosis, stem cells,
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Celulele fetale migreaza in mod fiziologic in circulatia materna in cursul
sarcinii si persistd in organismul matern zeci de ani dupa nagtere. Apare
astfel microchimerismul feto-matern. Transferul acestor celule debuteaza
precoce in trimestrul intai si este crescut de procedurile de avort si de
anomaliile placentare. In cursul sarcinii, mama achizitioneazi celule fetale
cu proprietdti stem denumite celule precursoare asociate sarcinii. Acestea
dispar rapid din circulatia materna gi persista ulterior in anumite nige,

ca de exemplu maduva osoasa. Ulterior, aceste celule fetale sunt recru-
tate de unele leziuni tisulare materne, unde adopta fenotipul local prin
diferentiere gi participa la procesele de reparatie tisulard locald. Microchi-
merismul are un efect ,protector” in unele afectiuni hepatice, tiroidiene
si in cancerul mamar. Intelegerea acestui fenomen poate avea un impact
major in utilizarea celulelor stem in tratamente regenerative, transplant
sau terapie genica.

Cuvinte-cheie: celule fetale, sarcind, microchimerism, diagnostic prenatal,
celule stem, celule progenitoare asociate sarcinii
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Prezenta celulelor fetale in circulatia
materna este cunoscuta de multi ani, sinci-
tiotrofoblastul fiind observat in vasele pul-
monare de aproximativ 50 de ani-?. Totusi,
studiile din ultimii 10 ani au detaliat acest
concept, demonstrand ca celulele fetale
circula in séngele majoritatii gravidelor
si cé pot persista dupa nastere multi ani,
chiar decddea, in tesuturi®.

Organismul matern devine astfel o
chimerd (gr. chimaira, It. chimaera), in
care se regisesc doud sau mai multe
populatii de celule genetic diferite, ce
provin din zigoti diferiti (celulele diferite
ce provin din acelasi zigot formeaza un
mozaicism).

Microchimerismul fetal se referd la
persistenta unui numaér foarte redus
de celule striine (alogene, fetale) in cir-
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culatia si tesuturile femeilor ce sunt
sau au fost gravide, fiard nici o reactie
aparenta grefd contra gazda sau de re-
jectie a grefei”. Spre deosebire de micro-
chimerismul iatrogen, dupa transplant
de celule hematopoietice, de organ sau
transfuzii de sange, cel fetal este fizio-
logic, traficul celular realizandu-se in
sarcind, intre mama si fit. Studii can-
titative au aratat cd exista un transfer
celular bidirectional, cel materno-fetal
fiind mult mai redus decat cel feto-
matern®.

In prezent, a devenit evident ca micro-
chimerismul fetal este un fenomen larg
raspandit, iar celulele fetale sunt trans-
ferate in circulatia materna in tot cursul
sarcinii si persistd dupa nastere. Punerea
in evidentd a acestui fenomen la om a
condus la formularea de noi ipoteze si
la deschiderea unor noi directii de cer-
cetare asupra mecanismelor de aparitie
si a factorilor ce influenteaza micro-
chimerismul. Rolul biologic al micro-
chimerismului nu este complet inteles,
iar efectele acestuia asupra organismului
matern sunt controversate. Elucidarea
acestor aspecte va duce la progresul di-
agnosticului prenatal neinvaziv, al tra-
tamentelor cu celule stem sial transplan-
turilor.

Traficul celular fetal
in sarcina

Se estimeaza un numar de 1-6 celule
fetale pe mililitru de sdnge venos ma-
tern, in trimestrul doi de sarcina®.
Materialul genetic fetal poate fi detectat
in circulatia maternd in tot cursul
sarcinii, cu o frecventa variabila in
functie de varsta gestationald, incepand
de la 6 sdptamani gestationale®.
Ulterior, poate fi evidentiat la toate
gravidele la 36 de sdptamaéni, pentru a
descreste rapid dupa nastere, sugerand
un fenomen dinamic™. Astfel, celulele
fetale dispar din circulatia materna in 30
de zile dupd avortul spontan si indus®
sau dupd nasterea normald”, persistind
pana la 3 luni in cazul hemoragiei feto-
materne”).

Totusi, 30-50% dintre femeile sanitoase
prezinta celule fetale detectabile in cir-
culatie, la zeci de ani de la nastere, evi-
dentiabile prin tehnici PCR19),

Se constata o corelatie surprinzatoare
intre frecventa detectiei in primul tri-
mestru a celulelor fetale in circulatia

Vol. 4, Nr. 4/decembrie 2008l

materna, la sarcini cu fat de sex masculin
(52%) si incidenta microchimerismului
permanent la femeile ce au nascut
baieti®.

Surprinzatoare este detectia celulelor
cu cromozom Y in circulatia femeilor ce
nu au nascut niciodatd un béiat. Astfel,
in acest grup, Yan si col.!” au regasit
ADN-ul specific cromozomului Y la 8%
din femeile ce au ndscut numai copii de
sex feminin, la 22% dintre femeile ce au
avut un avort spontan, la 57% dintre cele
ce au avut un avort indus sila 10% dintre
cele ce nu au fost niciodata gravide.

Daca aceste rezultate se confirma,
apar noi intrebari: prin ce mecanism
si in ce moment celulele fetale reapar
in circulatia materna si realizeazd un
microchimerism permanent? Pana in
prezent nu avem raspunsuri la aceasta.

Factori ce influenteaza
transferul celulelor fetale
in cursul sarcinii

Numarul celulelor fetale din circulatia
materna creste de aproximativ 100 de
ori dupa procedurile de terminare a
sarcinii, indicdnd o importanta trans-
fuzie feto-materna®. Aceasta este
sustinuta de cresterea de 2,4 ori a ris-
cului de microchimerism la femeile
cu antecedente de avort (spontan sau
indus). In plus, cantitatea de ADN fetal
circulant este mai mare dupa avortul
chirurgical, comparativ cu alte metode
de terminare a sarcinii, in primul trimes-
tru®, Aceasta este explicatd prin dis-
trugerea vilozitétilor trofoblastice sau
crestereavolumul transfuzieifeto-mater-
ne in cursul avortului chirurgical.

Numarul sarcinilor nu influenteaza
semnificativ riscul de persistenta a celu-
lelor fetale. Acest fenomen se datoreaza
probabil fie cresterii transferului feto-
matern in cursul procedurilor de avort,
fie transferului unor celule fetale in stadii
initiale de dezvoltare, cu o capacitate de
fixare crescuta.

La animale, transferul celulelor fetale
in circulatia materna este influentat
de histocompatibilitatea feto-materna.
La om nu a fost observata o asemenea
legatura™?, desi anumite alele materne
(HLA-DQ Al) sunt mai des asociate cu
acest fenomen"™"¥), dar rezultatele sunt
controversate". Mai mult, celule fetale
alogene, provenite de la sarcini obtinute
prin donare de ovocit, au fost observate
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in circulatia maternd pana la 9 ani de la
nagtere®,

Numarul celulelor fetale din circulatia
materna este influentat de anomaliile
fetale si placentare. Astfel, Bianchi si col.
au observat o crestere de sase ori a nu-
marului celulelor fetale la cazurile cu tri-
somie 21. Totusi, o crestere similard nu
se observa la sarcinile cu trisomie 18 sau
sindrom Klinefelter, ceea ce sugereaza
mai mult un mecanism placentar decat o
legatura directé cu cariotipul®. Aceasta
ipoteza este sustinuta si de cresterea de 5
orianumarului celulelor fetale observatd
la sarcinile cu preeclampsie®?, probabil
prin disfunctie vasculara si afectarea
barierei placentare®). Aceste modificari
cantitative ale materialului genetic fetal
din circulatia materna au fost detectate
inainte de aparitia manifestarilor clinice
ale preeclampsiei®®.

Desi in circulatia materna au fost
identificate numeroase tipuri de ce-
lule fetale, cel responsabil de aparitia
microchimerismului este controversat
inca. In prezent, candidate sunt celu-
lele precursoare hematopoietice fetale
(CD34+) si celulele mezenchimale fe-
tale.

Celulele precursoare hematopoietice
fetale (CD34+) pot fi evidentiate in cir-
culatia materni la toate sarcinile®. Din
acestea, au fost identificate celule stem
fetale primitive, cu potential ridicat de
diferentiere (CD34+ aderente)®. Celu-
lele fetale CD34+ au capacitatea de a se
multiplica in culturd in cursul sarcinii,
dar si la zeci de ani de la nastere®).
Astfel, celule fetale CD34+ cu markeri
de diferentiere precoce spre limfocite T
si B (CD38+) au fost identificate la 75%
dintre femeile ce au nascut baieti®.

Aceste celulele fetale precursoare cir-
culd in sangele matern, la zeci de ani
dupé nastere®. Pentru a persista o ase-
menea perioada de timp, populatia de
celule fetale microchimerice trebuie sa
contina celule stem capabile de prolife-
rare. Altfel, este dificil de imaginat cum
celulele fetale complet diferentiate, ce
au o viatd scurta si nu au capacitate
de autoregenerare, pot apéarea in mod
regulat in sangele matern si tesuturi la
zeci de ani de la nastere. Prin urmare,
se presupune ca celulele fetale au propri-
etati similare cu cele ale celulelor stem.

Aceastda ipoteza este sustinuta de
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evidentierea in placentd a unui numar de
celule stem de 2-4 ori mai mare decat in
tesuturile hematopoietice clasice (ficat,
vezicula vitelind)®”, Mai mult, aceste
celule stem placentare au un potential
de proliferare mai mare decat celulele
fetale progenitoare hepatice, care au un
stadiu de diferentiere mai avansat®®.

O alta posibila origine a celulelor pro-
genitoare asociate sarcinii o constituie
celulele stem mezenchimale, descrise
initial in maduva osoasa adulté. Celule
fetale de acest tip au fost au fost iden-
tificate in cursul primului trimestru de
sarcind la fat®), au fost izolate din cir-
culatia pacientelor dupd procedurile
de avort® si au fost observate prin
hibridizare fluorescenta in situ (FISH)
in maduva osoasa la 13-54 de ani de la
nastere®V,

Detectia celulelor fetale
A lati M

Numarul extrem de redus al celulelor
fetale din circulatia materna face din
identificarea si caracterizarea aces-
tora o adevarata provocare. Cel mai
frecvent, identificarea celulelor fetale
microchimerice utilizeazd un marcher
wsurogat”: evidentierea ADN-ului mascu-
lin in organismul matern.

Pentru aceasta, poate fi utilizata
marcarea cromozomilor Y prin tehnica
FISH. Tehnica face dificild cuantificarea
rezultatelor, iar in sectiunile histologice,
celulele chimerice sunt adesea rare si
suprapunerea lor poate crea artefacte®?.

Tehnicile de PCR sau PCR in timp
real amplifica secvente specifice ale
cromozomului Y, permitand suplimen-
tar si cuantificarea rezultatelor. To-
tusi datorita sensibilitatii acestor me-
tode, contaminarea este o problema
potentiald (rezultate fals pozitive), in
special cand ADN-ul este extras din
probe pe parafina.

Alte metode utilizeazd pentru sepa-
rarea celulelor fetale diferiti epitopi
de pe suprafata acestora, asociind
markeri fluorescenti (FACS)®" sau par-
ticule magnetice (MACS)®. Aceste
tehnici sunt eficiente, dar necesita
expresia unor antigene specifice la
suprafata celulelor fetale si sunt puter-
nic dependente de specificitatea an-
ticorpilor. Etapa finala de identificare
consta de asemenea in hibridizare in
situ sau PCR.
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Deoarece microchimerismul este un
eveniment cu frecventa foarte joasa,
diferentele de realizare a experimen-
tului, sensibilitatea sau specificitatea
tehnicilor, ca si variabilitatea interla-
borator sunt importante si pot duce la
rezultate si concluzii diferite®?.

Distributia
erochimerismului

Microchimerismul este un fenomen
larg raspandit, fiind observat si in
tesuturile normale ale femeilor fira
afectiuni autoimune®. Astfel, celule
fetale in diferite stadii de diferentiere
se regasesc in aproape toate tesuturile
materne, in conditii normale sau pato-
logice: tegument®?, san®®, plaman©>373),
cord®, suprarenala®, tiroida®, ficat,
splind®”'9, intestin, vezicula biliard“,
apendice™, rinichi®, ganglioni®>'?, ma-
duva osoasa®, col.“?),

Celulele fetale determina
fectiun . 9
Persistenta celulelor fetale in orga-

nismul matern a condus la ipoteza céd

acestea ar putea induce un raspuns
imun de tip grefa-gazda si deci la posi-
bilitatea asocierii acestui fenomen cu
dezvoltarea afectiunilor autoimune.

Aceasta este sustinuta de frecventa

crescuta a afectiunilor imune la femei

si cresterea incidentei acestora dupa
sarcind.

Studiile initiale au constatat o crestere
a numarului celulelor fetale in circulatia
si la nivelul leziunilor cutanate la
pacientele cu scleroza sistemica**, in
conditii de crestere a compatibilitatii
HLAUS),

In contrast cu aceste rezultate, nu a
fost identificatd o asociere intre micro-
chimerismul feto-matern gi alte afec-
tiuni autoimune: sindromul Sjogren®,
ciroza biliard primara™®), lichenul
plan® si lupusul eritematos sistemic
(LES)“®,  Surprinzator, celulele fetale
apar in tesuturile materne in cazurile
severe de LES, iar aceasta prezenta este
proportionala cu severitatea afectiu-
nii”,

Astfel, se presupune cé celulele fetale
nu declanseazéd afectiunile autoimune,
ci sunt recrutate de tesuturile materne
afectate, daca leziunea tisulara atinge
un anumit prag*®.

Eul ] . 1 v

Numeroase rezultate indicd un rol
benefic al celulelor fetale in organismul
matern, acestea fiind observate in or-
ganele materne afectate clinic, diferen-
tiindu-se local si cautand sa combata
afectiunea.

La o pacientd cu hepatitda virala C,
care opreste tratamentul si prezinta
o evolutie pozitiva surprinzéitoare cu
regresia afectiunii, biopsia hepatica
asociata cu FISH evidentiaza mii de
celule de sex masculin. Pacienta nu a
avut niciodata transfuzie sangvind si
nu provine dintr-o sarcind gemelara.
Studiul polimorfismului ADN a indicat
ca sursa probabila a celulelor masculine
osarcindterminatacu 17-19 ani anterior.
in acest caz, celulele masculine din ficat
au fost identice morfologic cu tesutul
hepatic inconjurator, ceea ce sugereaza
cd sunt hepatocite™.

In general, celule fetale microchimerice
pot fi observate la pacientele cu tiroidita
Hashimoto sau alte afectiuni tiroidiene
non-imune. Un rezultat neagteptat a
fost identificarea a numeroase celule
masculine la o pacientd sianatoasa cu
un adenom benign tiroidian. Probe ADN
pentru cromozomii X si Y au evidentiat
ca foliculii maturi ai tiroidei pacientei
erau partial masculini, partial feminini.
Pacienta nu a avut alte surse potentiale
de celule microchimerice (transfuzii,
transplant de organ) si nu provine dintr-o
sarcina gemelara®.

Celule fetale de sex masculin au fost
identificate si la nivelul pldmanului, in
structuri patologice, fiind distribuite gru-
pat si de cateva ori mai frecvente decat
in tesuturile sindtoase®.

Lanivelul apendicelui inflamat, in sar-
cind, s-au identificat de asemenea celule
fetale. Numarul acestora fost mai mare
in zonele cu modificéri inflamatorii mai
intense. Celule observate au fost diferen-
tiate in celule musculare si limfociteV,

Bayes si col.®V au evidentiat si micro-
chimerismul cardiac, dupa o sarcina cu
fat masculin, celulele fetale fiind dife-
rentiate in celule cardiace.

In cazul neoplasmului mamar, micro-
chimerismul fetal a fost mai frecvent
la pacientele sanatoase, fatd de cele cu
neoplazie. Astfel ca prezenta celulelor
fetale este asociatd un risc mai redus
pentru neoplazie mamarg®©.

Celulele fetale identificate in tesuturile
materne au fost majoritatea cazurilor di-
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ferentiate. Astfel, in tesuturile epiteliale
ca: tiroida, col, vezicula biliara, intestin,
14-60% din celulele fetale exprima
marcheri specifici de diferentiere (ex.
citokeratina). In plus, in special la ti-
roida, s-a constatat cd acesti markeri
sunt mai frecventi in zonele anormale
ale glandei. In ficat, 4% din celulele
fetale microchimerice au un fenotip
hepatocitar.

Totusi, in tesuturile materne, majori-
tatea celulelor au origine hematopoietica,
exprimand CD45, ca si 90% din celulele fe-
tale detectate in tesuturile hematopoietice
materne (splind, ganglioni)“*®.

Aceste rezultate indicd in mod evident
faptul ca celulele fetale persistente
nu induc un raspuns imun matern si
reprezinta o sursa de celule pluripotente,
ce au capacitatea de a participa prin
diferentiere in procesele de reparatie
tisulara materne.

Concluzii

Prezenta celulelor fetale in circulatia
maternd este un fenomen larg rdspan-
dit ce implica teoretic fiecare gravida.
Persistenta pe termen lung a celulelor
fetale in tesuturile materne, cu eviden-
tierea capacitatii lor multipotente, sus-
tine puternic existenta unei populatii
celulare speciale, achizitionate in mod
fiziologic in cursul sarcinii.

Studiile au aratat ca printre celulele
fetale transferate la mama in cursul
sarcinii, unele au proprietéati similare
cu cele ale celulelor stem, denumite
in prezent celule precursoare asociate
sarcinii (pregnancy-associated proge-
nitor cells)“®. Majoritatea acestora au
o origine hematopoieticd)“*® si provin
probabil din placenta®”, dovedita a fi un
mare rezervor de celule stem.

Microchimerismul a fost evidentiat
si in cazul unor celule complet strédine
de organismul matern, respectiv al sar-
cinilor obtinute prin implantarea unor
ovocite donate®. Astfel, descifrarea
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mecanismului prin care se realizeaza
in acest caz toleranta imund va avea
un impact major in utilizarea celulelor
stem alogene in tratamente regenerative
sau transplant.

Achizitia celulelor fetale se realizeaza
precoce in sarcind” si este amplificata
de procedurile de terminare a sarcinii®
sau de anumite afectiuni (preeclampsie,
trisomii). Devine, astfel, important stu-
diul acestui fenomen fiziologic la femeile
din regiunile in care chiuretajul la cerere
esteometodaprincipalade contraceptie.
Microchimerismul feto-matern rezultat
prin aceste manevre repetate poate avea
un impact semnificativ asupra sanatétii
femeii.

Celulele fetale dispar rapid din circu-
latia maternd® si persistd ulterior in
anumite nise, ca de exemplu maduva
0soasd®h.

Celulele precursoare asociate sarcinii,
posibil de origine hematopoieticd, sunt
recrutate de unele leziuni tisulare ma-
terne si adoptd fenotipul local prin di-
ferentiere. in prezent, nu se cunoaste
intervalul de timp dupa care celulele
fetale reapar in circulatie si nici me-
canismul prin care sunt stimulate si
recrutate de tesuturile materne. In
aceste tesuturi, celulele fetale se dife-
rentiaza si participa la repararea aces-
tora, exercitind un efect ,protector” in
unele afectiuni hepatice, tiroidiene si
in diferite forme de cancer cum ar fi cel
mamar. Nu se cunoaste daca celule pre-
cursoare asociate sarcinii rdspund la toa-
te tipurile de leziuni materne sau numai
la cele ce recruteaza celule stem. Des-
cifrarea mecanismului de stimulare si de
recrutare a acestor celule in circulatia
si tesuturile materne va deschide noi
perspective pentru dezvoltarea pe scara
largd a tratamentelor cu celule stem.

Microchimerismul feto-matern este un
nou domeniu de cercetare, cu multiple
aplicatii clinice si terapeutice. Din aces-
tea se remarcda cercetarea tolerantei
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imune, dezvoltarea tehnologiilor de
analizd precoce a sangelui fetal si a trata-
mentelor cu celule stem.

Una din primele aplicatii ale prezentei
celulelor fetale in circulatia materna
a fost diagnosticul prenatal neinvaziv
prin analiza acestora. Rezultatele sunt
limitate de tehnologia curenta, de
numadrul extrem de redus al celulelor
fetale disponibile si de persistenta unor
tipuri de celule multi ani dupa nastere.
Dezvoltarea unor noi tehnologii de
selectie si imbogitire®? a unor celule
fetale prezente temporar in circulatia
materna reprezinta o perspectiva foarte
apropiata.

Studiul microchimerismului devine
extrem de important in conditiile dez-
voltarii pe scara largd a tratamentelor
cu celule stem. O intelegere mai bu-
nd a tolerantei imune materno-fetale
este cruciald pentru extinderea dispo-
nibilitatii acestui tratament®?,

Spre deosebire de cele adulte, ce-
lulele stem fetale, atat de origine he-
matopoieticd, cat si mezenchimala,
au o capacitate de implantare si po-
tential de diferentiere mai mare si o
imunogenicitate mai redusa®?. Utili-
zarea acestor celule in terapia celu-
lara fetald ofera avantaje teoretice
ca: evitarea reactiilor imune, fixarea
mai buna in tesuturi si administrarea
unui tratament inainte de aparitia ma-
nifestérilor patologice ale afectiunii.
Prezenta celulelor fetale are un efect de
amplificare a eficientei tratamentului
cu celule stem a unor forme solide de
cancer®. De asemenea, utilizarea pen-
tru transplantul in utero a unor celule
stem fetal alogene reprezinta un pas
inainte spre transplantul celular si te-
rapia genicd. W
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