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Streszczenie

Za jedna z cech tozysk z roznych patologii ciazy (hypotrofia ptodowa, cukrzyca) uznaje sig
wystgpowanie zmian w unaczynieniu kosmkow. Stalym elementem strukturalnym wszystkich
systemow naczyniowych sag komorki $rodbtonka, a od ich prawidtowej budowy i aktywnos$ci
zalezy funkcjonowanie catego naczynia. W pracy autorzy dokonali opisu ultrastrukturalnej
budowy komorek endotelialnych oraz przedstawili aktualne dane dotyczace wystgpowania w
tozysku ludzkim markeréw aktywnosci endotelium oraz wyznacznikéw procesow angiogene-
zy. Wyniki badan wlasnych podjetych w aspekcie zmian naczyniowych w tozyskach z wybra-
nych patologii ciazy zostana przedstawione w kolejnych pracach oryginalnych.

Stowa kluczowe: tozysko, CD34, czynnik von Willebranda (vWF), angiogeneza, endotelialna
syntaza tlenku azotu (eNOS).

Summary

Disorders in vasculariztion of the chorin are considered as on of the features of pathological
pregnancy (fetal hypotrophy, diabetes). Endothelial cells are regular elements of all vascular
systems and their normal structure and functions condition the function of the vessel. In the
presented paper the authors described the ultrastructure of endothelial cells and presented the
current data on markers of endothelium activity in human placenta as well as markers of
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angiogenesis. The results of authors own study on the changes in placental vasculature in selected
pathology of pregnancy will be presented in the following part of the paper.
Key words: placenta, CD34, von Willebrand factor (vWF), angiogenesis, endothelial nitric oxide

synthase (eNOS).

WSTEP

Lozysko ludzkie jest wieloczynno$ciowym organem
tymczasowym, wyspecjalizowanym w przyswajaniu
i rozprowadzaniu wielu metabolicznych substratow
(glukoza, laktoza, aminokwasy). Narzad ten dostarcza
sktadniki odzywcze dla rozwijajacego si¢ ptodu oraz
odprowadza produkty przemiany materii, petni funkcje
immunologiczna i wewnatrzwydzielnicza, bierze tez
prawdopodobnie udziat w mechanizmie zapoczatkowa-
nia porodu. Potrzeby rozwijajacego si¢ ptodu wymagaja
wzrostu macicznego i pgpowinowego przeplywu krwi.
Prawidlowy rozwdj obszernej sieci naczyniowej w ko-
smkach tozyska jest niezbedny do rozbudowy tkanek
tego narzadu i warunkuje sprawne funkcjonowanie
organu. Wykazywane w lozyskach terminowych zmia-
ny strukturalne stanowia odzwierciedlenie nieprawidto-
wosci w przebiegu ciazy.

Niska masa tozyska, zmniejszona powierzchnia
wymiany na poziomie kosmkoéw koncowych, zreduko-
wane unaczynienie, a takze wzrost apoptozy komorek
trofoblastu, zwiazane sa migdzy innymi z hypotrofia
ptodu (ograniczeniem wzrostu ptodu, IUGR). Wsrod
licznych przyczyn odpowiedzialnych za zaistnienie
hypotrofii ptodowej (defekty chromosomowe, palenie
tytoniu, preeklampsja, infekcja matki i ptodu) etiologia
wigkszosci przypadkoéw IUGR jest nieznana [1,2].

UNACZYNIENIE tOZYSKA

Przebiegajace na odcinku sznura pgpowinowego, w oto-
czeniu galaretowatej tkanki tacznej (galareta Wharto-
na) naczynia ptodowe, oddaja w mezenchymalnym
zrgbie kosmkoéw tozyska liczne odgatezienia, o coraz
to mniejszej Srednicy, formujac tozyskowy system
krazenia krwi. Obie tgtnice w swej budowie posiadaja
gruba blong wewngtrzng bez elastynowej warstwy
sprezystej wewnetrznej oraz btong srodkowa z okrez-
nie utozonymi miocytami w otoczeniu przeplatajacych
sie spiralnych wiokien. Zyta pepowinowa zawiera cien-
ka btong wewngtrzna z elastyczna warstwa podendote-
lialng i btong $rodkowa w postaci miocytow uktadaja-
cych si¢ podtuznie, okreznie i skosnie. Kazde naczy-
nie pgpowinowe otoczone jest wigzkami spiralnych
wiokien kolagenowych, ktorych krzyzujacy si¢ uktad
tworzy rodzaj przydanki, gdzie nie wystepuja naczynia
naczyn. Zyta pepowinowa kieruje do ptodu krew utle-
nowana i bogata w substancje odzywcze, tetnice odpro-

INTRODUCTION

Human placenta is a multi-functional organ special-
ized in assimilating and distributing a great number
of metabolic substrates (glucose, lactose, amino acids).
Placenta is responsible for transporting the nutrients
into growing fetus ad well as elimination waste prod-
ucts. It also plays an immunological and endocrino-
logical role and probably takes part in delivery initi-
ation. The growing fetal requirements lead to increase
in urethral and placental blood flow. The proper de-
velopment of vasculature in placental villi in neces-
sary for increasing the placenta mass and guaranties
the efficient functions of that organ. The changes
observed in terminated placenta are a sings of patho-
logical pregnancy course.

Low placental mass, reduction of exchange surface
on the level of terminal villi, reduced vasculature as
well as increase of trophoblastic cells apoptosis lead to
fetal hypotrophy (IUGR). The etiology of the majority
of IUGR cases remains still unknown. However, pos-
sible causes were reported — chromosomal abnormal-
ities, smoking, and preeclampsia, fetal and mother
infections [1,2].

PLACENTAL VASCULAR SUPPLY

Fetal vessels surrounded by gelatinous substance
(Wharton’s jelly) run in the umbilical cord. In the
mesenchymal stroma of placental villi those vessels
branch into many smaller ones formatting the placen-
tal blood circulation. Both umbilical arteries consist of
thick muscular coat without internal elastic layer and
middle coat with circular myocytes surrounded by
interlacing spiral fibers. Umbilical vain contains a thin
intima with elastic sub-endothelial layer and media with
longitudinal, circular and oblique myocytes. Each ves-
sel is surrounded by bunches of spiral collagen fibers
forming a kind of adventitia with vasa vasorum. Ox-
ygenated blood is directed into the fetus by umbilical
vain, the arteries drive waste products for the fetal
circulation into mothers one. The metabolic exchange
takes place in sinusoids formed only by endothelial cells
lying on basal membrane. Placental microcirculatory
system is completed by small arteries, arterioles, pre-
capilary arterioles, capillaries, postcapilary veins, small
veins and veins, having 3-layers structure similarly to
umbilical vessels. The thickness, proportions and struc-
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wadzaja z krwi ptodu zbedne produkty przemiany
materii. Kompleks wymian metabolicznych zachodzi na
poziomie zatokowych naczyn wlosowatych — sinusoid,
uformowanych jedynie z komorek srodbtonka opartych
na btonie podstawnej. System mikrocyrkulacji tozysko-
wej uzupehniaja mate tetnice, tetniczki, tetniczki przed-
wlosowate, kapilary, zytki pozawlosniczkowe, zytki
i mate zyly, ktore na wzor naczyn pgpowinowych, row-
niez wykazuja trojwarstwowa budowg $cian, przy czym
grubo$¢ tych warstw, wzajemne ich proporcje oraz
réznice w tkankowym sktadzie $cisle zaleza od rodza-
ju i $rednicy naczynia [3].

SRODBEONEK NACZYNIOWY — ULTRASTRUKTURA

Naczynia tozyskowe od strony strumienia krwi wyscieta
ciagta monowarstwa ptaskich komoérek nabtonkowych
nazywana $rodbtonkiem naczyniowym (endotelium).
Przekroje poprzeczne komorek endotelialnych uwidacz-
niaja cienka warstwe cytoplazmy z typowymi organel-
lami (jadro, mitochondria, siateczka §rodplazmatyczna
szorstka, aparat Golgiego z licznymi pgcherzykami,
rybosomy, lizosomy, ziarna glikogenu) [3]. Wolna po-
wierzchnia btony komoérkowej $rodbtonkéw pokryta
jest warstwa glikoprotein, glikolipidow i proteoglika-
now, formujaca wysoko zorganizowany tréjwymiarowy
uklad glikokaliksu, przytwierdzony do podbtonowe;j
sieci wioknistych biatek, tzw. kory komérki. Srodbton-
kowy glikokaliks odgrywa rolg¢ molekularnego sita
W procesie utrzymywania cisnienia onkotycznego krwi,
funkcjonuje jako bariera oraz modulator interakcji
migdzy komérkami krwi a $rédbtonkiem [4,5]. Gliko-
kaliksem pokryte sa rowniez mikrokosmki — nieregu-
larnie rozmieszczone wypustki cytoplazmy, formowa-
ne przez komoérki srodbtonkéw na powierzchni zwrd-
conej w kierunku $wiatta naczynia.

Specyficznymi strukturami, charakterystycznymi dla
komorek §rodblonka tetnic i zyt sa cialtka Weibel-
Palade’a (WPBs) — paleczkowate ziarenka wydzielni-
cze, ktore magazynuja szereg biatek uczestniczacych
w regulacji procesoOw krzepnigcia krwi (czynnik von
Willebranda, czynnik XIIIa) i fibrynolizy (tkankowy
aktywator plazminogenu), biatka bedace mediatorami
zapalenia (selektyna P, interleukina 8, eotaksyna, a1,3-
fukozylotransferaza VI), regulujace napigcie $ciany
naczyniowej (endotelina 1, enzym konwertujacy endo-
teling, peptyd zwiazany z genem kalcytoniny C-GRP),
czynniki angiogenne (angiopoetyna 2) oraz glikoprote-
ing CD63 [6,7].

Charakterystycznymi, uformowanymi w ksztatt li-
tery Q wglebieniami szczytowej i podstawnej po-
wierzchni btony komoérkowej §rodbtonka sa kaweole,
ktére w procesie transcytozy (np. albumin lub insuli-
ny) odrywaja si¢ od plazmolemy w glab cytoplazmy
i w postaci licznych pecherzykow zmierzaja w kierun-
ku przeciwlegtej btony. Przemieszczajace si¢ w ten spo-
sob kaweole, za kazdym razem pozostawiaja swoja za-
warto$¢ poza cytoplazma komorki. Zwiazane z btona-
mi kaweol specyficzne receptory, biatka i kanaty jono-
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ture of those layers are dependant on the type and
diameter of the vessel [3].

VASCULAR ENDOTHELIUM

Endothelium lines the inner wall of the vessels. In
a transverse section of endothelial cells thick cytoplasm
with typical organelles (nucleus, mitochondria, endo-
plasmic reticulum, Golgi apparatus with many vesicles,
ribosome, lyzosomes, and glycogen grains) is seen [3].
The free surface of the endothelial cells is coated with
glycoprotein, glycolipids and proteoglycans forming
tree-dimensional glycocalyx attached to sub-endothelial
network of fibrous proteins — cell cortex. Endothelial
glycocalyx plays a role of molecular sieve in process
of oncotic presser regulation, it is also a barrier and
modulator of cells interactions [4,5]. Microvilli are also
coated by glycocalyx.

The specific for endothelial cells of arteries and
veins structures are: Weibel-Palade bodies (WPBs) —
rode-shaped excretory grains storing some proteins
regulating the process of homeostasis (von Willebrand
factor, factor XIla) and fibrinolysis (tissue plasminogen
activator), inflammatory mediators (selectine P, inter-
leukin 8, etaxine, alpha 1,3- fucosyltransferase VI),
substances regulating the muscle coat tone (endothelin
1, endothelin converting enzyme, calcytonine related
peptide — C-GRP), angiogenic factors (angiopoetine 2)
and CD63 glycoprotein [6,7].

Caveols are the Q like excavations of basal and top
endothelial membrane participating in transcytosis of
albumins and insulin. Caveols traveling to the opposite
cell membrane leaves its contents outside the cyto-
plasm. Specific receptors, proteins and ion channels on
the surface of caveols control the selective permeabil-
ity of endothelial cells, vasodilatation and angiogene-
sis [8,9].
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we kontroluja selektywna przepuszczalno$é srédbton-
koéw, rozszerzalno$¢ naczyniowa, reguluja procesy
angiogenezy [8,9].

Wewngtrzna architekturg komorek srédbtonka utrzy-
muja filamenty aktynowe, filamenty posrednie oraz
mikrotubule formujace uklad cytoszkieletu. Dodatko-
we liczne bialka o funkcji wiazacej, asocjacyjnej lub
towarzyszacej poszczegdlnym filamentom reguluja
wzajemng organizacj¢ i dynamike¢ wiokien [10-12].
System mikrofilamentéw przytwierdzony do obwodo-
wych miejsc btony komoérkowej za pomoca btonowych
bialek zakotwiczajacych — kadheryn, sktadnikow gliko-
kaliksu oraz transblonowych komponentéw potaczen
komérkowych, tworzy kor¢ komorki i zapobiega na-
glym odksztalceniom $rodbtonkow. Filamenty aktyno-
we tworza rowniez liczne kompleksy z miozyna, co
nadaje komodrkom $rédbtonka wiasciwosei kurczliwe,
niezbedne w trakcie regulacji przepuszczalno$ci endo-
telium.

Wimentynowe filamenty posrednie §rédbtonkéw
tworza uktad luznych, faliScie rozciagajacych si¢ po-
przez calg cytoplazmg, bardzo sztywnych i wytrzyma-
tych sieci. Filamenty te gesto otaczaja jadro komoérko-
we, a nastepnie siggaja do blony komorkowej zakotwi-
czajac si¢ w potaczeniach komoérkowych. Filamenty
posrednie integrujac z pozostalymi komponentami
cytoszkieletu, nadaja §rodblonkom wytrzymato$¢ me-
chaniczna, utrzymuja ich ksztalt i odpowiadaja za usy-
tuowanie struktur komoérkowych w przypisanym miej-
scu.

Kluczowym elementem cytoszkieletu odpowiedzial-
nym za migracj¢, mitozg a takze transport biatek, pg-
cherzykow i1 organelli komorkowych sa mikrotubule —
rurkowate struktury, ktore rozchodza si¢ w sposob
ukierunkowany od centrosomu ku obwodowi komorki,
ulegajac dynamicznym procesom polimeryzacji i depo-
limeryzacji. Dla prawidtowej funkcji cytoszkieletu
komorek $rodbtonka istotne sg strukturalne i funkcjo-
nalne interakcje pomiedzy poszczegdlnymi filamenta-
mi. Koordynowane przez liczne biatka taczace oddzia-
tywania migdzy mikrotubulami a mikrofilamentami sa
istotne dla regulacji migracji, cytokinezy i polarno$ci
komorek srodbtonka. Filamenty posrednie oraz filamen-
ty aktynowe stanowia podstawowy wewnatrzkomorko-
wy ligand, zaangazowany w konstrukcj¢ wigkszos$ci
potaczen pomigdzy komdrkami oraz miedzy komoérka-
mi a macierza zewnatrzkomérkowa. Zapewniona tym
sposobem wzajemna integracja komorek, rowniez z ich
otoczeniem tkankowym, warunkuje utrzymywanie
komorek srédbtonka w uktadzie monowarstwy, stabil-
no$¢ mechaniczna, pozwala na odbiér pozakomoérko-
wych sygnatow.

Sasiadujace komorki srédbtonka zachodza waskim
marginesem cytoplazmy na siebie i moga taczy¢ sie
migdzy soba za posrednictwem obwédek zamykaja-
cych (zonula occludens) tworzacych nieprzepuszczal-
ng barierg, obwédek zwierajacych (zonula adherentes)
zapewniajacych mechaniczng odporno$¢ tkanki oraz

E. DUDEK, Z. MACKIEWICZ, J. KUBICKI, W. GUZIKOWSKI

Actin filaments, intermediate filaments and micro-
tubules are responsible for inner architecture of endot-
helial cells forming cell cytoskeleton [10-12]. Microfil-
ament system attached to peripheral areas of the cel-
lular membrane by membrane proteins — cadherins —
glycocalyx and transmembrane components of intrac-
ellular junctions forms cell cortex and protects from
sudden deformation of endothelia cells. Actin filaments
also build complexes with myosin what enalbe the cell
to contract and are necessary in permeability regulation.

Vimentin intermediate filaments construct a loose
system of wavy-spreading through the cytoplasm, ex-
tremely inflexible and durable networks. Those fila-
ments densely surround the nucleus and then reach the
cellular membrane and anchor into cellular junctions.
Intermediate filaments cooperate with other cytoskel-
eton components in shaping endothelium, ensuring
mechanical durability and a proper structure.

Microtubules are the crucial element of cytoskele-
ton responsible for migration, mitosis and protein ves-
icles and cellular organelles transport. They are a tu-
bular structures radiate from centrosome to the periph-
eral parts of the cell and polymerizing and de polymer-
izing dynamically. Interactions between filaments are
necessary for normal function of cytoskeleton. Those
interactions between microtubules and microfilaments
are essential for migration, cytokinesis and polarity of
endothelial cells. Intermediate and actin filaments are
the main intracellular ligand engaged in forming most
of intracellular junctions and junctions between cells
and extracellular matrix. Mutual integration of cells
provided by that filaments is needed for keeping the
cells in monolayer structure and ensuring stability and
enabling for extracellular signal reception.

Adjacent cells overlap with narrow cytoplasmatic
margins and may be joined together by zonula oc-
cludens forming impermeable barrier, zonula adherents
enabling the mechanical resistance of the cell and nexus
enabling the small particles exchange [13]. Nexus
connections ensure also the contact of cytoplasmatic
endings with myocytes. Hemidesmosomes and focal
adhesions connect endothelium with extracellular ma-
trix [14]

GINEKOLOGIA T POLOZNICTWO
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polaczen jonowo-metabolicznych (nexus) umozliwia-
jacych wymiang matych czasteczek [13]. Potaczenia
typu neksus umozliwiaja ponadto kontakt wnikajacym
w glab $ciany naczynia wypustkom komorek $srdédbton-
kowych z umiejscowionymi tam komoérkami mig$nio-
wymi. Potaczenia o znaczeniu adhezyjnym i sygnato-
wym — hemidesmosomy oraz przyczepy ogniskowe
(focal adhesions) tacza endotelium z macierza pozako-
morkowa [14].

Szczegbdlna forma macierzy pozasrédbtonkowe;,
zorganizowana w trojwymiarowa strukturg jest blona
podstawna, widoczna w mikroskopie elektronowym
w uktadzie blaszki rzadkiej i gestej [15]. Btona pod-
stawna komorek srodbtonka zawiera w swej strukturze
glownie sie¢ kolagenu typu IV, kolagen typu VIII i XV,
glikoproteiny (lamining, fibronektyng, kompleks nido-
gen/entaktyng) i proteoglikan haparanosiarczanowy —
perlekan [16,17].

Wzajemne proporcje, grubos¢ oraz odmienne wa-
rianty sktadnikéw biatkowych i weglowodanowych
bton podstawnych sa tkankowo specyficzne, a poten-
cjalne zmiany w ich strukturze maja wptyw na proce-
sy adhezji, wzrostu, migracji, proliferacji, r6znicowa-
nia i apoptozy srodbtonkow [18,19]. Blona podstawna
przytwierdzajac mechanicznie komorki §rodbtonka do
otoczenia tkankowego wyznacza biegunowa polaryza-
cj¢ komorek endotelium, warunkuje prawidlowy prze-
bieg filtracji i dyfuzji przez naczynie, moduluje prze-
chodzenie makroczasteczek obdarzonych tadunkiem
elektrycznym, stanowi barier¢ dla migracji komorek,
bierze ponadto udzial w aktywacji krzepnigcia krwi.

Srédblonek naczyniowy tworzy aktywna barierg
pomigdzy otaczajacymi go tkankami a strumieniem
krwi: reguluje 1 utrzymuje prawidlowy przeptyw krwi
(uwalnianie zwiazkoéw wazoaktywnych), odpowiada za
procesy hemostazy (koagulacja, antykoagulacja i fibry-
noliza), przeprowadza procesy transportu przez $ciang
naczynia (dyfuzja, transcytoza), specyficznie oddzialy-
wuje z komorkami krwi (adhezja, aktywacja, diapede-
za), utrzymuje obukierunkowa komunikacje¢ sygnatowa
7 otaczajacymi tkankami i jest zaangazowany w neo-
waskularyzacje [20].

W przypadku tozysk z ciaz powiktanych, czgsto
stwierdza si¢ wystgpowanie w strukturze subkomorko-
wej §rodbtonkoéw oraz w obrebie btony podstawnej
zmian, ktore koreluja z zaburzeniami funkcji endote-
lium [21].

MARKERY ANTYGENOWE SRODBONKA

NACZYNIOWEGO

Wykrycie w strukturach komoérkowych s$rédbtonka
specyficznych determinant antygenowych daje podsta-
we fenotypowej oceny endotelium [22]. Komorki §rod-
btonka naczyn tozyska charakteryzuja si¢ obecnoscia
typowych endotelialnych markerow antygenowych:
czasteczki adhezji ptytkowo-srédbtonkowej 1 (PE-
CAM-1), vWF, CD34, caveoliny-1, co wykorzystywa-

4(10) 2008

Basement membrane is a specific form of tree-di-
mensional structured extraendothelial matrix seen un-
der electronic microscope as lamina densa [115]. The
basement membrane is composed mainly by collagen
type IV, VIII and XV, glycoproteins (laminine, fibronec-
tine, nidogen/enactine complex) and perlecan [16,17].

The proportions, thickness and variations of protein
and carbohydrate contents seen in basement membrane
are tissue-specific. All potential changes in that struc-
tures might lead to disturbances in adhesion, growth,
migration, proliferation, differentiation and apoptosis of
endothelial cells [18,19]. Polarization of endothelial
cells, physiological course of filtration and diffusion is
conditioned by basement membrane attaching mechan-
ically endothelial cells to surrounding tissues. It also
modulates polarized macroparticles permeability, forms
a barrier for cells migration and takes part in regula-
tion of haemostatic.

Vascular endothelium builds an active barrier be-
tween surrounding tissues and blood: regulates the
blood flow (releasing vasoactive agents), homeostasis
(coagulation, anticoagulation and fibrinolysis), transport
(transcytosis, diffusion), specific inter-cellular interac-
tions (adhesion, activation, diapedesis), mutual commu-
nication with surrounding tissues and neovasculariza-
tion [20].

In case of placenta from pathological pregnancies
specific changes in sub-cellular structure of endothelial
cells and in basement membrane are seen. Those chang-
es correlate with endothelial dysfunctions.

ANTIGENIC MARKERS OF VASCULAR
ENDOTHELIUM

Identification of specific clusters of differentiation on
endothelial cells constitutes the basis for fhenotyping
[22]. Vascular endothelial cells of human placenta are
characterized by presence of typical endothelial mark-
ers: Platelet/endothelial cell adhesion molecule 1 (PE-
CAM-1), vWF,CD34,caveolin-1) what was used for
definite identification of endotheliocytes in in situ tis-
sues and in vitro cultures [8,23-25].
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ne jest do jednoznacznej identyfikacji endoteliocytow
w tkankach in situ oraz w hodowlach in vitro [8,23-25].

PECAM-1 (czasteczka adhezji ptytkowo-$rdédbton-
kowej 1, CD31) jest czasteczka wystepujaca na po-
wierzchni m.in. endoteliocytow, ptytek krwi, limfocy-
tow. PECAM-1 odgrywa kluczowa role¢ w kaskadzie
oddzialywan adhezyjnych miedzy $rodbtonkiem a ko-
moérkami zapalnymi, utatwiajac leukocytom migracje,
oraz w oddzialywaniach migdzy sasiednimi endotelio-
cytami podczas angiogenezy [26]. CD31 jest kluczowa
czasteczka lokalizujaca w przekrojach tkankowych
tozyska srodbtonek naczyn kosmkéw [27]. Czasteczka
ta licznie wystepuje na btonie komérkowej srodblonka
od strony $wiatla naczynia, a nadekspresja mRNA
PECAM-1 moze by¢ wskaznikiem uszkodzen naczy-
niowych w tozyskach ciaz patologicznych [28,29].

Komorki $rédbtonka syntezuja i magazynuja w ziar-
nisto$ciach Weibel-Palade’a czynnik von Willebrada
(VWF, czynnik VIII krzepnigcia krwi). Jego ekspresja,
poza megakariocytami i ptytkami krwi, ograniczona
prawie wyltacznie do endoteliocytéw, pozwala na wi-
zualizacj¢ sieci naczyniowych w przekrojach tkanko-
wych roznych narzadoéw [26]. Endoteliocyty naczyn
tozysk terminowych wykazuja ekspresj¢ czynnika von
Willebrada, stad vVWF wykorzystywany jest rowniez do
opisu unaczynienia tozyska [30].

Antygen powierzchni komorkowej CD34, znany
jako marker komorek macierzystych, wykazuje ekspre-
sj¢ nie tylko na ludzkich komoérkach progenitorowych
hematopoezy, ale réwniez komoérkach niehematopo-
etycznych [31]. Srédbtonek duzych naczyn pepowino-
wych, endotelium mikronaczyn tozyska, a takze komor-
ki macierzyste hematopoezy wykrywane w Krazeniu
ptodowym i pozakosmkowo sa CD34-dodatnie [32,33].
Stopien unaczynienia kosmkow tozyskowych mozna
zatem okresli¢ na podstawie wyznakowania $rédbton-
kowych epitopéw CD34. W pordwnaniu z preparatami
barwionymi rutynowo hematoksyling i eozyna identy-
fikacja naczyn krwionosnych CD34-pozytywnych w
kosmkach tozyskowych jest wowczas wizualnie latwiej-
sza 1 bardziej precyzyjna.

WASKULO- T ANGIOGENEZA

Kluczowa rolg podczas placentacji i rozwoju tozyska
odgrywa proces neowaskularyzacji. W celu zapewnie-
nia wzrastajacych potrzeb rozwijajacego si¢ ptodu for-
mowanie matczyno-ptodowego systemu krazenia krwi
dokonuje si¢ poprzez procesy waskulo- i angiogenezy
[34].

Podczas waskulogenezy (migdzy 21 a 32 dniem
rozwoju embrionalnego) prymitywne kapilary naczyn
krwiono$nych powstaja poprzez proliferacje i réznico-
wanie in situ angioblastow wywodzacych si¢ z pluri-
potencjalnych mezenchymalnych komorek zarodko-
wych. Od 32 dnia rozwoju zarodkowego rozpoczyna si¢
angiogeneza — migrowanie, proliferacja i réoznicowa-
nie usytuowanych w juz istniejacym naczyniu komo-
rek progenitorowych $rodbtonkéw do postaci nowych
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PECAM — 1 (CD 31) is expressed on the surface
of selected cells: endotheliocytes, platelets, lympho-
cytes. PECAM -1 places a major role in cascade of
adhesive interactions between endothelium and inflam-
matory cells, facilitating the leukocyte migrations as
well as between adjunct endotheliocytes during angio-
genesis [26]. CD 31 is a key participle used for local-
ization of villi endotheliocytes in cross-sections of the
placenta [27]. Those molecules are highly expressed on
the luminal wall of the vessels. Overexpression of
mRNA for CD31 might be a marker of vascular lesions
in placentas from pathological pregnancies.

von Willebrand factor (vWF) is synthesize by and
store in Weibel-Palade Bodies of endothelial cells. Its
expression, except in macrocytes and platelets, is lim-
ited only to endotheliocytes and allows for vascular bed
visualization in cross-sections of different organs [26].
Endotheliocytes from terminated placentas show an
expression of vVWEF, what is used in placental vascula-
ture description.

Antigenic marker CD 34, known as a stem cells
marker, is expressed not only on human progenitor cells
of the hematopoietic line, but on non- hematopoietic
cells [31]. Endothelium of large umbilical vessels,
placental microvessels as well as hematopoietic stem
cells detected in fetal circulation and outside the villi,
are CD34 positive [32,33]. The grade of placental villi
vascularization might be evaluated by endothelial CD34
epitopes assay. The identification of CD34-positive
blood vessels in placental villi is much easier by that
assay compared to standard hematoxylin-eosin staining.

VASCULO AND ANGIOGENESIS

Neovascularization plays a key role placentation and
placental development. Due to increasing fetal require-
ments uteroplacental circulatory system has to be
formed by vasculo and angiogenesis [34].

During vasculogenesis (between 21 and 32 days’
embryonal development) primitive capillaries are
formed by in situ proliferation and differentiation of
angioblasts derived from pluripotent mesenchymal
embryonic cells. From the 32" day of embryonal de-
velopment angiogenesis starts — migration, proliferation
and differentiation of progenitor endothelial cells local-
ized in already existing vessels into new forms of
microvessels occurs. The researches confirmed exist-
ence of postnatal vasculogenesis when, in adult organ-
ism, endothelial progenitor cells (EPCs) and multipo-
tent mesangioblasts derived from bone marrow are
incorporated into de novo forming vessels [35].

GINEKOLOGIA T POLOZNICTWO
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mikronaczyn. Badania potwierdzaja istnienie waskulo-
genezy postnatalnej, kiedy w organizmie dorostym
w nowo formowane naczynia wlaczaja si¢ komorki pro-
genitorowe $rodblonkéw (EPCs), multipotentne mezo-
angioblasty, pochodzace ze szpiku kostnego [35].

Brak doniesien o istnieniu podobnej neowaskuloge-
nezy w tozysku, jednak biorac pod uwage obecno$¢
komorek macierzystych krazacych we krwi ptodowe;j
nie sposob wykluczy¢ zachodzenia podobnych proce-
sOw wzrostu, czy remodelingu naczyn tozyskowych.
Sugeruje si¢ zatem, ze waskulogeneza i angiogeneza
moga stanowi¢ wzajemnie uzupehniajace si¢ mechani-
zZmy zaangazowane w procesy powstawania nowych
naczyn krwionos$nych w tozysku.

REGULATORY PROCESOW ANGIOGENNYCH

Formowanie nowych naczyn wymaga szeregu prze-
ksztalcen substancji migdzykomoérkowej, migracji i pro-
liferacji komorek $rodbtonka, uformowania $wiatla
kapilary i uzyskania dojrzatosci funkcjonalnej naczy-
nia w celu podjecia wiasciwej funkcji [36]. W tworze-
nie nowych naczyn zaangazowane sa cytokiny, chemo-
kiny, czynniki wzrostowe i ich receptory oraz czasteczki
adhezji komorkowe;.

Niezbednym do proliferacji komoérek $rodbtonko-
wych i ich progenitorow jest naczyniowo-srédbtonko-
wy czynnik wzrostu VEGF (lub VEGF-A) — stymula-
tor migracji i wzrostu endoteliocytéw, wazodylatator,
czynnik integrujacy nowoformowane kapilary i cytopro-
tektor [37,38]. Rodzina VEGF obok VEGF-A, zawiera
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, tozyskowy
czynnik wzrostu (PIGF) i VEGF-F [39]. W ludzkich
tkankach zidentyfikowano sze§¢ izoform VEGF-A: 121,
145, 165, 183, 189, 206 aminokwaséw, rdzniace sie
miegdzy soba biodostgpnoscia i aktywnos$cia, z czego
izoformy 121, 165 1 189 obecne sa w strukturach to-
zyska (trofoblast, migé$nie gtadkie naczyn, srodblonek
naczyniowy, komorki Hofbauera) [40]. Srédbtonki
naczyniowe kosmkow tozyskowych wspolnie z trofo-
blastem wyro6zniaja si¢ ekspresja VEGF-C i VEGF-D,
sam z kolei trofoblast jest dodatkowo PIGF-pozytyw-
ny [41].

Rodzina biatek VEGF rozpoznawana jest przez
rozmieszczone na rdéznego typu komorkach $roédbton-
ka receptory: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1/
KDR) i VEGFR-3 (Flt-4) o aktywnosci kinazy tyrozy-
nowej oraz przez neuropiliny (NRP-1 i NRP-2) — re-
ceptory dla semaforyn [39,42]. Stwierdzono takze
wystgpowanie rozpuszczalnej formy sVEGFR-1 (sFlt-
1), ktéra hamuje wywotang przez VEGF mitogenezg
1 moze by¢ negatywnym regulatorem dziatania naczy-
niowo-$rodbtonkowego czynnika wzrostu. Ekspresja
VEGFR-1 i VEGFR-2 dotyczy gtownie komorek $rod-
btonka naczyn krwiono$nych a ich nadekspresj¢ stwier-
dza si¢ w chorobach nowotworowych oraz patologicz-
nych procesach zachodzacych w warunkach niedotle-
nienia tkanek [43].
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The similar processes of neovascularization have not
been proved in placenta. However, considering the
presence of stem cells in fetal circulation, similar
growth processes and vascular remodeling of placental
vessels can not be excluded. It is thus suggested that
vasculogenesis and angiogenesis might be complemen-
tary mechanisms engaged in the process of neovascu-
larization in placenta.

ANGIOGENESIS REGULATION

A new vessels forming requires certain processes:
matrix remodeling, migration and transformation of
endothelial cells, vascular lumen formation and, final-
ly, creating a functional vessels [36]. Cytokines,
chemokines, growth factors and their receptors as well
as adhesive molecules are engaged in the process of
vessels formation.

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF or
VEGF-A) are inevitable in endothelial cells and their
progenitors proliferation. VEGF stimulates endothelio-
cytes migration and growth, integrates new-formed
capillaries, has a vasodilatory potential as well as cy-
toprotective function [37,38]. VEGF family contains,
except VEGF-A: VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-
E, placental growth factor (P1IGF) and VEGF-F [39]. 6
isoforms of VEGF-A were identified in human tissues:
121, 145, 165, 183, 189, 206 amino acids, different in
bioavailability and activity. Isoforms 121, 165 and 189
were shown in placental structures (trophoblast, vessels
myocytes, vascular endothelium, Hofbauer cells) [40].
Endothelial cells of placental villi and the trophoblast
are characterized by expression of VEGF-C and VEGF-
D; additionally, trophoblast itself in PIGF-positive [41].

VEGF proteins family is recognized by receptors
placed on the surface of different cells. Those are:
VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1/KDR) and VEG-
FR-3 (FIt-4) with the tyrosine kinase activity as well
as neuropilins (NRP-1 i NRP-2) — receptors for se-
maforins [39,42]. The presence of the soluble form of
the receptor - sSVEGFR-1 (sFIt-1) was confirmed; it
inhibits the mitogenesis mediated by VEGF and might
be a negative regulator of VEGF activity. VEGFR-1 and
VEGFR-2 are mainly expressed on vessels endothelial
cells; overexpression is detected in neoplastic diseases
and in case of pathological processes taking place
during tissue hypoxia [43].
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Gloéwnym regulatorem waskulogenezy i angiogene-
zy w stanach patofizjologicznych organizmu dojrzate-
go jest VEGFR-2. Receptor ten obecny jest w komor-
kach endotelialnych we wszystkich etapach embrio-
i organogenezy, podczas proliferacji §rodbtonka oraz na
etapie formowania naczyn [44]. W tozysku ekspresja
VEGFR-2 jest zastrzezona wytacznie dla endoteliocy-
tow [45].

Substancje angiogenne odgrywaja w tozysku istot-
na rol¢ w regulacji powstawania naczyn. Demonstro-
wane w wielu powiktaniach ciazowych (hypotrofii,
cukrzycy, preeklampsji) zaburzenia w rozwoju naczyn
tozyskowych koreluja z dysregulacja ekspresji czynni-
kéw angiogennych [46,47]. Badania naukowe potwier-
dzaja wystgpowanie oraz zmiany poziomu ekspres;ji
VEGF i jego receptoréw w tkankach tozysk z r6znych
patologii, jednak w przypadku tozysk z patologii hy-
potrofii ptodu uzyskiwane wyniki nie sg spdjne [48-51].

Obok najwazniejszego czynnika proangiogennego,
jakim jest VEGF, w procesach angiogenezy oraz
w migracji komorek $rodbtonka i gojenia ran ma swoj
niezbedny udziat tlenek azotu [52]. Tlenek azotu jest
jednym z produktow dwuetapowej reakcji utlenienia
L-argininy, katalizowanej przez — zidentyfikowane do
chwili obecnej — trzy izoformy syntazy tlenku azotu
(NOS): NOSI (nNOS/ncNOS, neuronalna konstytutyw-
na syntaza tlenku azotu), NOSII (iNOS, indukowana
syntaza tlenku azotu) i NOSIII (eNOS/ecNOS, endo-
telialna konstytutywna syntaza tlenku azotu) [53].
eNOS jest podstawowym zrédlem tlenku azotu w na-
czyniach krwiono$nych, a jego aktywacja (indukowa-
na przez VEGF) prowadzi do zmniejszenia oddziaty-
wan adhezyjnych pomigdzy endoteliocytami, co umoz-
liwia tym komodrkom nabycie fenotypu zdolnego do
migracji w kierunku czynnikéw proangiogennych. Tle-
nek azotu oprocz zaangazowania w regulacje integral-
nosci komorek $rodbtonka, reguluje rozszerzalno$é
naczyniowa, zapewnia Srodbtonkom aktywnos¢ prze-
ciwzakrzepowa i przeciwzapalna oraz dziata jako inhi-
bitor apoptozy komorek [54]. Wystgpowanie endotelial-
nej syntazy tlenku azotu (eNOS) w tkankach zdrowych
tozysk dotyczy trofoblastu oraz sroédblonkdéw naczynio-
wych poczawszy od sznura pgpowinowego az do na-
czyn kosmkowych [55]. Istnieja jednak sprzeczne do-
niesienia zar6wno, co do wystgpowania, jak i poziomu
ekspresji eNOS w tozyskach normalnych i patologicz-
nych [56,57].

Z powyzszych faktow i istniejacych watpliwosci
wynikngta konieczno$é przeprowadzenia analiz struk-
tury i funkcji $rédbtonkéw naczyn krwionosnych
w tozyskach z ciaz powiktanych.
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VEGFR-2 is a main regulator of vasculogenesis and
angiogenesis occurring in adults in pathophysiological
conditions. It is detected on endothelial cells on every
stage of embryo- and organogenesis, during endothe-
lium proliferation and on vessels formation stage [44].
Endotheliocytes are the only cells in placenta with
VEGFR-2 expression [45].

Angiogenic substances in placenta play an impor-
tant role in regulation of vessels formation. The abnor-
malities in placental vessels development observed in
case of complicated pregnancies (hypotrophy, diabetes,
preeclampsia) correlate with agniogenic factors expres-
sion dysregulation [46,47]. The results of performed
studies confirmed the presence of changes in VEGF and
its receptor expression in placental tissues in different
pathologies; the results, however, are not equivocal in
case of placentas from pregnancies complicated by
hypotrophy [48-51].

Nitric oxide (NO), besides VEGF — the most impor-
tant proangiogenic factors, has also a certain role in
angiogenesis and endothelial cells migration as well as
wound heeling process [52]. NO is a product of two
stage L-arginine oxygenation process catalyzed by 3
isoforms of nitric oxide synthase (NOS): nNOs/ncNOS
— neuronal constitutive synthase), NOSII (iNOS — in-
ductible synthase) and NOSIII (eNOS/eeNOS — endot-
helial constitutive synthase) [55]. eNOS is a main
source of NO in blood vessels and its activation (me-
diated by VEGF) leads to reduction of adhesive reac-
tions between endotheliocytes. It enables the transfor-
mation to a phenotype capable of migration to proan-
giogenic factors. NO, besides its role in endothelial cells
integrity regulation, controls vasodilatation, mediates
anti-coagulatory and anti-inflammatory activity of en-
dothelial cells and works as cell apoptosis inhibitor [54].
The expression of eNOS in healthy placental tissues
was observed on trophoblast and vascular endothelium
in broad range of vessels from umbilical cord up till
vessels in villi [55]. However, inconsistent data on the
presence of eNOS as well as level of its expression in
normal and pathological placentas [56,57].

Due to a serious inconsistency of the data on the
structure and function of vascular endothelium in pla-
centas form complicated pregnancies.
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