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Statystyka/Statistic Streszczenie
Wstep. Zmiany naczyniowe w tozysku charakteryzuja hypotrofi¢ ptodowa. Komorki §rodbton-
Liczba stéw/Word count 1885/2170 ka stanowia nieodlaczny element strukturalny wszystkich systemow naczyniowych, zatem ich
prawidtowa budowa i aktywno$¢ wyznacza funkcjonalno$é naczyn.
Tabele/Tables 3 Celem pracy byla analiza ultrastruktury $rédblonka oraz charakterystyka wyznacznikow ak-
Ryciny/Figures 4 tywnosci $rédblonka w tozyskach prawidlowych oraz z ciaz powiktanych hypotrofia ptodu.
Material i metody. Badaniami objeto 25 tozysk pochodzacych z ciaz o przebiegu prawidlowym
Pismiennictwo/References 24 (n=14), oraz z patologii hypotrofii ptodu (n=11). Analizg przeprowadzono metodami elektro-
nomikroskopowymi i immunohistochemicznymi.
Received: 02.02.2009 Wyniki. W tozyskach z hypotrofii ptodowej obserwowano istotne zmiany w obrazie srodbtonka
Accepted: 10.03.2009 naczyn kosmkoéw. Stwierdzono znamienne poszerzenie §wiatta siateczki $rodplazmatycznej

szorstkiej i §rednicy mitochondrium, natomiast w blonie podstawnej wykryto zanik blaszki
jasnej i wielowarstwowa blaszke ciemna. W tozyskach patologicznych wystgpowanie zakrze-
poéw i wynaczynien byto istotnie wigksze niz w tozyskach prawidtowych. Ponadto w $rod-
btonku naczyn kosmkow tozyska z hypotrofii ptodowej wykryto istotnie zmniejszona eks-
presj¢ antygenu CD34.

Stowa kluczowe: ultrastruktura, PECAM-1 - czasteczka adhezji ptytkowo-srodbtonkowej 1,
CD34, vWF- czynnik von Willebranda, hypotrofia ptodowa
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Summary

Introduction. Vascular changes in the placenta are characteristic for fetal hypotrophy. Endothe-
lial cells are an inherent structural element of all vascular systems. Hence, proper structure and
activity of endothelium is responsible for blood vessel functionality.

Aim of the study. The aim of the study was to analyze endothelium ultrastructure as well as
to describe determinants of endothelium activity in placentas from both normal and compli-
cated with hypotrophy pregnancies.

Materials and methods. The study involved 25 placentas coming from normal (n=14) and
hypotrophic (n=11) pregnancies. The analysis was performed using electron microscopy and
immunohistochemistry methods.

Results. In placentas obtained from pregnancies complicated with fetal hypotrophy significant
changes of villi endothelium were found. The changes involved significant dilation of rough
endoplasmic reticulum and increased mitochondrial diameter, while in basement membrane
degeneration of lamina lucida and multilayered lamina densa were found. In pathologic pla-
centas blood clots and blood extravasations were significantly more frequent in comparison to
normal placentas. Moreover, in placental vessels endothelium from fetal hypotrophy significantly
increased expression of CD34 antigen was detected.

Key words: ultrastructure, PECAM-1 - platelet endothelial cell adhesion molecule-1, CD34,
vWEF- von Willebrand factor, fetal hypotrophy.

WSTEP
Zmniejszona masa tozyska, nieprawidtowe unaczynie-
nie kosmkoéw koncowych czy zredukowana prolifera-
cja cytotrofoblastu to charakterystyczne cechy tozyska
z cigzy powiktanej hypotrofia ptodu, okreslana réwniez
jako wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrastania ptodu
(IUGR - Intrauterine Growth Retardation). Wystapie-
nie tej patologii w trakcie ciazy niesie ryzyko zaistnie-
nia nie tylko okotoporodowych komplikacji (asfiksja,
hypotermia ptodu) ale rdwniez ma swoje nastgpstwa
w zyciu dorostym (nadci$nienie, choroby serca) [1].
Wewnatrzmaciczny wzrost ptodu regulowany przez
czynniki genetyczne jest jednoczesnie uzalezniony od
prawidlowo przebiegajacej wymiany metabolitow po-
migdzy krazeniem matki a ptodu. W ludzkim tozysku
wymiana taka dokonuje si¢ poprzez blonke naczynio-
wo-nabtonkowa, uformowana przez trofoblast kosm-
kow oraz srodblonek plodowych naczyn krwiono$nych
[2]. Strukturalne modyfikacje w obrgbie tych tkanek sa
obserwowane w lozyskach z ciaz patologicznych [3-6].
Mimo licznych badan nad struktura §rodblonka naczyn
tozyskowych, zmiany w jego morfologii, prowadzace
do zaburzen funkcji naczyn, a w konsekwencji do
hypotrofii ptodowej sa stabo w literaturze opisane.

DETERMINANTY ANTYGENOWE SRODBLONKA
NACZYNIOWEGO

Determinanty antygenowe umozliwiaja fenotypowa
oceng komorek. Charakterystycznymi dla $rédblonka
naczyniowego determinantami antygenowymi sa: PE-
CAM-1 (czasteczka adhezji plytkowo-§rodbtonkowe;j 1;
CD31), vWF (czynnik von Willebranda) i CD34, ktore
wykorzystuje si¢ w rozpoznawaniu komorek srédbton-
ka in situ w tkankach oraz w kulturach komérkowych
in vitro [7,8].

PECAM-1 wystgpuje gtdéwnie na bocznych po-
wierzchniach komorek §rodbtonka naczyn krwiono-
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INTRODUCTION

Reduced placental weight, abnormal vasculature of
terminal villi or reduced cytotrophoblast proliferation
are characteristic features of placentas from pregnan-
cies complicated by fetal hypotrophy, also called intrau-
terine growth retardation (IUGR). IUGR is associated
with significantly increased perinatal complications
(asphyxiation, fetus hypothermia) as well as results in
adult life (hypertension, cardiovascular diseases) [1].
Intrauterine growth is regulated by genetic factors,
however, simultaneously it depends on normal metab-
olite exchange between maternal blood and fetus. In
human placenta such exchange takes place through
vasculo-epithelial membrane, which is formed by villi
trophoblast and fetal blood vessels endothelium [2].
Structural modifications within the tissues are observed
in placentas from pathologic pregnancies [3-6]. Despite
multiple studies concerning placental endothelium
structure, the changes in its morphology leading to
function disorder and in consequence to fetal hypotro-
phy are barely described in the literature.

ANTIGEN DETERMINANTS OF ENDOTHELIUM

Antigen determinants of endothelium allow to perform
phenotype assessment of the cells. Antigen determi-
nants characteristic for vascular endothelium are the
following: PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion
molecule-1, CD31), vWF (von Willebrand factor) and
CD34. These factors are used to recognize endothelial
cells in situ in tissues and cell cultures in vitro [7,8].

PECAM-1 is located mainly on lateral surfaces of
blood vessels endothelial cells. This molecule plays
significant role in intercellular interactions and in neu-
trophil diapedesis through the endothelium during in-
flammatory response. PECAM-1 is used to indentify
blood vessels in various organs including human pla-
centa [9].
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$nych. Czasteczka ta pelni wazna rolg w oddziatywa-
niach migdzykomoérkowych oraz w procesach diapede-
zy neutrofili przez $rodblonek w stanach zapalnych.
PECAM-1 wykorzystywana jest w identyfikacji naczyn
krwionosnych wielu narzadéw, w tym tozyska ludzkie-
go [9].

CD34, czasteczka charakterystyczna dla komorek
macierzystych hematopoezy, wystepuje roOwniez na
komorkach niehematopoetycznych [10]. Wyznakowa-
ne antygeny CD34 na $rédbtonku obrazuja unaczynie-
nie r6znych tkanek. Ostatnie badania sugeruja, Ze ana-
liza ekspresji antygenu CD34 na $rodbtonku naczyn
w lozysku ludzkim daje podstawe oceny aktywnosci
srodbtonka [11]. Do tej pory brak w literaturze podob-
nych analiz w odniesieniu do tozysk z ciaz powiklanych
hypotrofia ptodu.

Wystepowanie czynnika von Willebranda dotyczy
glownie komorek srodblonka, stad wykorzystywany jest
do wizualizacji naczyn krwiono$nych wielu narzadow
[12]. vWF ma istotne znaczenie w procesach krzepnig-
cia krwi — uszkodzone komorki §rodblonka aktywuja
czynnik VIII krzepnigcia krwi, ktory wychwytuje ptyt-
ki krwi, a powstajace skrzepy zamykaja ubytki w $cia-
nie naczynia. Mozliwo$¢ wykrycia przemieszczen czyn-
nika von Willebranda, uwalnianego przy podraznieniu
lub uszkodzeniu $rédbtonka, ustanowita vVWF uzytecz-
nym wskaznikiem dysfunkcji komoérek §rodblonka, co
moze mie¢ istotne znaczenie kliniczne [13]. Czynnik
von Willebranda wystepuje réwniez w $rodbtonku
naczyn tozyska, jednak brakuje analiz na temat moz-
liwego uwalniania i przemieszczania VWF poza komor-
ki §rodbtonka zaréwno w tozysku z ciazy prawidtowe;,
jak 1 patologiczne;.

Powyzsze fakty sklonity nasz zespdt do przepro-
wadzenia ultrastrukturalnych i immunohistochemicz-
nych badan $§rédbtonka naczyn krwiono$nych w tozy-
skach prawidtowych i z ciaz powiktanych hypotrofia
ptodowa.

MATERIAt I METODY

Pacjentki i lozyska

Badaniami obj¢to 25 tozysk pochodzacych z ciaz roz-
wiazanych pod koniec trzeciego trymestru w Samo-
dzielnym Specjalistycznym Zakladzie Opieki Zdrowot-
nej nad Matka i Dzieckiem w Opolu. Tydzien ciazy
ustalono na podstawie daty ostatniej menstruacji oraz
badania ultrasonograficznego przed 16 tygodniem cia-
zy. Dane dotyczace charakterystyki klinicznej ciaz
pochodzity ze szpitalnego rejestru danych. Stan nie-
mowlat okreslono wg skali Apgar. Masg tozyska usta-
lono bez usunigcia bton ptodowych 1 pgpowiny. Hypo-
trofig ptodu w 11 ciazach zdiagnozowano wg kryterium
masy urodzeniowej ptodu <10 paracentyli [1]. Grupe
kontrolna stanowito 14 tozysk po ciazy bez powiklan
i z prawidtowym rozwojem plodu.

CD34 is a molecule characteristic for haematopoi-
etic stem cells, however, it is also present on non-
haematopoietic cells [10]. Labeled CD34 antigen on
endothelial cells represent vascularization of various
tissues. The latest studies suggest, that CD34 antigen
expression on blood vessels endothelium on human
placenta analysis becomes the base for endothelium
activity assessment [11]. Nevertheless, in scientific
literature there are no similar analyses concerning pla-
centas from pregnancies complicated by fetal hypotro-
phy.

Von Willebrand factor is localized mainly in en-
dothelial cells, hence, it is used to visualize blood
vessels in many organs [12]. vWF is important factor
in blood clotting processes — damaged endothelial cells
activate VIII blood clotting factor, which next “catch-
es” platelets and newly generated blood clots close
lesion in vessel wall. The opportunity to detect reloca-
tion of von Willebrand factor, released during irritation
or damage of endothelium, makes vWF a useful tool
for endothelial cells dysfunction indication, what can
be of great significance for clinical medicine [13]. vVWF
is also present in placental endothelium, however there
is not enough analyses on a possible release and relo-
cation of vWF outside of endothelial cells both in nor-
mal pregnancy placentas and pathological ones.

The above facts led us to perform ultrastructural and
immunohistochemical studies of blood vessels endot-
helium in normal and hypotrophic pregnancy placen-
tas.

MATERIALS AND METHODS

The study involved 25 placentas coming from pregnan-
cies after delivery at the end of the third trimester in
specialist Mother and Child Health Care Institution
(Samodzielny Specjalistyczny Zaktad Opieki Zdrowot-
nej nad Matka i Dzieckiem) in Opole. Week of gesta-
tion was assessed using the date of the last menstrua-
tion and ultrasound scan performed before 16th week
of gestation. The data concerning clinical characteris-
tics of pregnancies were obtained from hospital data
registry. Newborns general state was assessed using
Apgar scale. Weight of the placenta was taken without
removal of fetal membranes and umbilical cord. In 11
pregnancies fetal hypotrophy was diagnosed basing on
the birth weight below 10 percentile criterion [1].
Control group included 14 placentas from normal preg-
nancies with normal fetal growth.

Electron microscopy samples analysis

The material (1 mm?®) was taken from three, randomly
chosen localizations of central section of eight placen-
tas, 2 cm from umbilical cord attachment. The biopsies
were fixed in 2,5% buffered solution of glutaraldehyde
and 1% solution of osmic acid. Next, the samples were
dehydrated and embedded in epoxy resin Epon 812. The
assessment of samples was performed using transmis-
sion electron microscope BC 500 (TESLA, Czech
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Analiza preparatow w mikroskopie elektronowym
Materiat (1 mm?®) pobrano z trzech losowo wybranych
miejsc centralnego przekroju o$miu lozysk, w odlegto-
$ci 2 cm od przyczepu sznura pgpowinowego. Wycin-
ki utrwalono w 2,5% zbuforowanym roztworze aldehy-
du glutarowego oraz w 1% kwasie osmowym, nastgp-
nie material odwodniono i zatopiono w zywicy epok-
sydowej Epon 812. Oceng preparatow przeprowadzo-
no w transmisyjnym mikroskopie elektronowym BS
500 (TESLA, Czechy). Ultrastrukturalne cechy $réd-
btonkéw w ptytkach nabtonkowo-naczyniowych oce-
niono na podstawie 27 losowo wybranych obrazow
kosmkéw koncowych kazdego tozyska.

Badania immunohistochemiczne

Wycinki do badan (2 c¢m®) pobrano z 17 tozysk
w odlegtosci 2 cm od przyczepu sznura pgpowinowe-
go, obejmujace centralny przekrdj dysku. Materiat
utrwalono w 4% zbuforowanym paraformaldehydzie,
odwodniono i zatopiono w parafinie. Parafinowe skraw-
ki tozyska o 5 um grubosci analizowano metoda im-
munoperoksydazowa [14] w obecnosci przeciwciat
(tab.1.). W kontroli negatywnej procesu barwienia
pierwszorzedowe przeciwciata zastapiono prawidtowy-
mi immunoglobulinami myszy lub kozy albo buforem.
Jadra komorkowe dobarwiono hematoksyling lub po-
zostawiono bez podbarwiania.

Reakcje immunohistochemiczna oceniono w mikro-
skopie $wietlnym BX40 (OLYMPUS, Niemcy) przy 40-
krotnym powigkszeniu obiektywu, zdjecia wykonano
aparatem cyfrowym Camedia 3030 (OLYMPUS, Niem-
cy). Immunoreaktywno$¢ antygendéw okreslono na
podstawie brazowo-miodowego zabarwienia dla 10
losowo wybranych miejsc preparatu. Wszystkie bada-
ne pola, kazde o powierzchni 25600 um?, obrazowaty
kosmki posrednie i koncowe z dobrze rozpoznawalna
architekturg tkankowa.

Analiza morfometryczna kosmkow

Do analiz morfometrycznych zastosowano program
wizualizacji i obrobki obrazu DP-Soft wersja 3.0
(OLYMPUS, Niemcy). Oceniono liczbg: kosmkéw,
profili naczyniowych, immunoreaktywnych komorek, a
takze komorkowa dystrybucje produktow reakcji immu-
nohistochemicznych, intensywno$¢ immunobarwien
oraz powierzchnie zajmowane przez struktury sroédblon-
kowe.

Analiza statystyczna

Analize statystyczna przeprowadzono z wykorzysta-
niem MS Excel 2002 oraz w programie statystycznym
R (wersja 2.2.1) [15]. Za graniczny poziom istotnosci
przyjgto p<0,05. Zgodno$¢ rozkladéow uzyskanych
warto$ci zmiennych z rozkladem Gausa sprawdzono
przy uzyciu testu Kotmogorowa-Smirnowa. W celu
poréwnania $rednich w badanych grupach tozysk
w zaleznosci od istnienia lub braku jednorodno$ci wa-
riancji mierzonej testem F, zastosowano odpowiednio
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Republic). Ultrastructural features of endothelia in
epithelial-vascular plates were assessed on the basis of
27 randomly chosen images of terminal villi of each
placenta.

Immunohistochemistry
Biopsies (2 ¢cm?®) were taken from 17 placentas 2 cm
from umbilical cord attachment to the placenta, involv-
ing central crossing of the disc. The material was fixed
in 4% buffered solution of paraformaldehyde, dehydrat-
ed and embedded in paraffin. Paraffin slices of placen-
ta, 5 um thick, were analyzed using immunoperoxidase
method [14] in the presence of antibodies (table 1).
Replacement of primary antibody with mouse or goat
immunoglobulins or buffer were used as negative stain-
ing controls. Cell nuclei were counterstained with
hematoxyline or left without counterstaining.
Immunochemistry reaction was analyzed using light
microscope BX40 (OLYMPUS, Germany), 40x lens
magnification. The images were taken with digital
camera Camedia 3030 (OLYMPUS, Germany). Immu-
noreactivity of antigens was estimated basing on brown-
honey coloring for 10 randomly chosen places on the
slice. All analyzed fields of visions, surface area of
25600 pum?, visualized intermediate and terminal villi
showing easily visible tissue architecture.

Morphometric analysis of villi

Morphomentric analyses were performed using visual-
izing and image processing software DP-Soft ver. 3.0
(OLYMPUS, Germany). We assessed the numbers of
villi, vascular profiles, immunoreactive cells as well as
cell distribution of immunohistochemical reaction prod-
uct, immunostaining intensity and surfaces covered by
endothelial structures.

Statistical analysis was performed using MS Excel
2002 and R statistics software (ver. 2.2.1.) [15]. Statis-
tical significance was assumed when p value was <0,05.
Kolmogorov-Smirnov test was used to test normality
of the obtained values distribution (conformity to the
Gauss distribution). To compare means in the studied
groups in relation to the presence or absence of homo-
geneity of variances tested with F test, we used student
t-test or Welch t-test respectively. In case when obtained
results had not normal distribution we used Wilcoxon
test. The proportion values (p) for the analyzed blood
vessels features, calculated from morphometric mea-
surements, were changed into percentage frequency of
the feature according to 100-p rule. To compare two
proportions in samples we used Z test.



48

test t Studenta lub test t Welch’a. W przypadku braku
rozkladu normalnego uzyskanych danych zastosowano
test sumy rang Wilcoxona. Obliczone na podstawie po-
miaréw morfometrycznych wartosci proporcji (p) dla
analizowanych cech naczyn zamieniono na wyrazone
w % czgstosci cechy zgodnie z zasada /00-p. Dla po-
réwnania dwdch proporcji w probach zastosowano test
istotnosci ,,z”.

WYNIKI

Analiza immunohistochemiczna obecnosci PECAM-1
wykazatla istotne statystycznie zmniejszenie $redniej
liczby naczyn w kosmkach w grupie tozysk patologicz-
nych w poréwnaniu z grupa kontrolna (tab.2.). Anali-
za cech klinicznych obu grup wykazata, ze $redni wiek
cigzowy w momencie porodu, $rednia masa urodzenio-
wa noworodka i §rednia masa tozyska byly istotnie
nizsze w przypadku hypotrofii ptodowej. Pod wzgledem
takich cech, jak $redni wiek matki oraz stan ogdlny
noworodka analizowane grupy nie réznilty si¢ istotnie
statystycznie pomigdzy soba.

Obraz $rodblonkéw w mikroskopie elektronowym
Obserwowane w mikroskopie elektronowym naczynia
ptodowo-tozyskowe posiadaly szerokie §wiatlo, wypel-
nione elementami morfotycznymi krwi (erytrocyty,
leukocyty, trombocyty). Srodblonek naczyn kosmkow
w plytkach naczyniowo-nabtonkowych byl monowar-
stwowy 1 oparty na btonie podstawnej. W tozyskach
z ograniczonego wzrastania ptodu obserwowano istot-
ny zanik blaszki jasnej na duzych fragmentach blony

Tab. 1. Przeciwciata pierwszorzedowe

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

RESULTS

Immunohistochemical analysis of PECAM-1 presence
showed statistically significant decrease of mean blood
vessel number in villi of the pathologic placentas in
comparison to controls (table 2). Clinical features anal-
ysis performed in both groups showed that mean ges-
tational age at the delivery, mean birth weight of new-
born and mean weight of the placenta were significantly
lower in fetal hypotrophy group. As far as features like
mean mother’s age and newborn general state are
concerned, the groups did not differ statistically from
each other.

The feto-placental blood vessels observed in elec-
tron microscopy had wide inside diameter, filled with
blood cells (erythrocytes, leukocytes, platelets). The
endothelium of villi vessels in epithelial-vascular plates
was monolayer and based on basement membrane. In
placentas from pregnancies with intrauterine growth
retardation significant decrease in lamina lucida on huge
fragments of endothelial cell membrane was observed
and dissection and broken continuity of lamina densa
(Fig. 1A). In control group both laminas were thin and
tight (Fig. 1B).

Tab. 1. Primary antibodies

Przeciwciala Posta¢ | Rozciencze- Pochodzenie Antibody Form Working Supplier
skierowane nie robocze dilution
przeciwko:
PECAM-1 m IgGl x 1:60 DakoCytomation PECAM-1 m IgGl x 1:60 DakoCytomation
CD34 Type III |m IgGl 1:100 Cymbus Biotechno- CD34 Type lII |m IgGl 1:100 Cymbus Biotechno-
logy Ltd logy Ltd
Czynnik von rb IgF 1:500 DAKO von Willebrand |rb IgF 1:500 DAKO
Willebranda Factor

m IgGl — mysie immunoglobuliny G1, rb IgF — krélicze immu-
noglobuliny

Tab. 2. Charakterystyka grupy badanej i kontrolnej

m IgGl — mouse immunoglobulin G1, rb IgF — immunoglobulin
fraction of rabbit antiserum

Tab. 2. Patient clinical characteristic

Masa urodzeniowa
noworodka (g)

Skala Apgar

Masa tozyska (g)

Wiek ciazowy (tygodnie)

Liczba naczyn w kosmku

37,27 (#2,33)"
213727 (£662,56)"

8,55 (£2,73)
398,18 (£36,56)"
3,6 (£1,04)°

39,71 (£0,91)
3495,71 (+602,71)

9,43 (£1,09)
610,71 (£65,45)
4,2 (+0,60)

Gestational age (weeks)
Fetal weight (grams)
Apgar score

Placental weight (grams)
Number of capillaries per
villi

37,27 (£2,33)"
2137,27 (£662,56)"
8,55 (£2,73)
398,18 (+36,56)"
3,6 (1,04)*

Hypotrofia Kontrola Fetus hypotro- Control
plodowa (n=11) (n=14) phy (n=11) (n=14)
Wiek matki (lata) 26,82 (£7,11) 30,21 (£6,40) Maternal age (years) 26,82 (£7,11) 30,21 (£6,40)

39,71 (£0,91)
3495,71 (+602,71)
9,43 (£1,09)
610,71 (£65,45)
4,2 (£0,60)

podane warto$ci sa $rednimi (+ odchylenie standardowe)
*poziom — p=0,05 (pogrubiono)

Values are group means (+ standard deviation)

2p<0,05 Significant effect versus healthy controls (bold)
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komoérkowej Srodbtonka oraz rozwarstwienia i narusze-
nia ciagglosci blaszki ciemnej blony podstawnej
(ryc.1A). W materiale kontrolnym obie blaszki btony
podstawnej srodbtonka byly cienkie i zwarte (ryc.1B).
W przestrzeni poza $rodblonkiem wystgpowaty nie-
liczne wtokienka kolagenowe. Blona komoérkowa §rod-
btonka zawierata wglgbienia - kaweole, oraz zwrocone
w kierunku $wiatla naczynia uwypuklenia — mikroko-
smki. Analiza elektronomikroskopowa komorek $rod-
btonka wykazata w cytoplazmie obecnos¢ typowych or-
ganelli — jadra komoérkowego, licznych mitochondriow,
siateczki $rodplazmatycznej szorstkiej, rybosomow,
aparatu Golgiego i endosoméw, przy czym w grupie z
hypotrofia ptodu wykazano znamienne poszerzenie
cystern siateczki $rodplazmatycznej szorstkiej oraz
zwigkszenie §rednicy mitochondrium (ryc.2A.).

CD34

Obecnos¢ CD34-pozytywnych komorek $rodbtonka
wykryto zarobwno w naczyniach kosmkow tozysk pra-
widltowych, jak i patologicznych (ryc.3A i 3B.). Anali-
za morfometryczna wykazala, ze w patologii hypotro-

In the space below endothelium there were numer-
ous collagen fibers. The endothelial cell membrane
contained small invaginations — caveolae, and protru-
sions — microvilli, directed into the vessel lumen. Elec-
tron microscopy of endothelial cells showed the pres-
ence of typical organelles — nucleus, numerous mito-
chondria, rough endoplasmic reticulum, ribosomes,
Golgi apparatus and endosomes. Interestingly, in hypo-
trophy group there was significant dilation of rough
endoplasmic reticulum cisterns as well as increase in
mitochondria diameter (Fig. 2A).

The presence of CD34-positive endothelial cells was
shown in both normal and pathologic placenta villi
vessels (Fig. 3A and 3B). Morphometric analysis
showed that in fetal hypotrophy 80.47% of vascular
profiles were CD34-positive. In the group of normal
placentas the presence of CD34 antigen was observed
in all analyzed vessels.

Ryc. 1. Btona podstawna $réd-
btonka naczyniowego tozyska wi-
doczna w transmisyjnym mikro-
skopie elektronowym: hypotrofia
ptodowa (A), kontrola (B); (pow.
oryg. x24000). E - $rédbtonek;
» _ btona podstawna srédbton-
ka

Fig. 1. Basement membrane of
endothelium. The transmission
electron micrographs are from
fetus hypotrophy (A) and normal
(B) placentas; (original magnifi-
cation, x24,000). E - endothe-
lium; » - basement membrane
of endothelium

Ryc. 2. Siateczka Srodplazma-
tyczna szorstka i mitochondrium
w komorce Srédbtonka naczynio-
wego tozyska widoczne w trans-
misyjnym mikroskopie elektrono-
wym: hypotrofia ptodowa (A),
(pow. oryg. x32000); kontrola
(B), (pow. oryg. x18000). )
siateczka Srodplazmatyczna
szorstka, M - mitochondrium
Fig. 2. Rough endoplasmic reti-
culum and mitochondrion in en-
dothelial cell. The transmission
electron micrographs are from
fetus hypotrophy (A) (original
magnification, x32,000) and nor-
mal (B) placentas (original ma-
gnification, x18,000). » - rough
endoplasmic reticulum, M - mi-
tochondrion
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fii ptodu 80,47% profili naczyniowych jest CD34-do-
datnich. W grupie tozysk prawidtowych obecnos¢ an-
tygenu CD-34 zaobserwowano na kazdym analizowa-
nym $rodblonku.

Czynnik von Willebranda

Analiza mikroskopowa naczyn tozyskowych wyznako-
wanych immunohistochemicznie przez przeciwciata
anty-vWF ujawnita w obu grupach badanych tozysk
pozasrodbtonkowa dystrybucje czynnika von Willebran-
da w postaci zakrzepoéw oraz wynaczynien (ryc.4A i
4B.). W grupie hypotrofii ptodu wykazano znamiennie
wigksza liczbg zmian naczyniowych w porownaniu do
grupy kontrolnej (tab.3.).

DYSKUSJA

Na zgromadzonym materiale wyznaczono ultrastruktu-
ralne i immunohistochemiczne cechy $rodbtonka na-

Tab. 3. Zmiany naczyniowe w tozysku

Microscopic analysis of immunohistochemically
labeled placental vessels using anti-vWF antibodies in
both studied groups showed that von Willebrand fac-
tor is released into circulation and also leaked to the
perivascular. This local vWF release represented by
blood clotting and extravasations (Fig. 4A and 4B). In
the group of fetal hypotrophy we proved that vascular
changes are significantly higher number of vascular
changes in comparison to normal pregnancy group
(table 3).

DISCUSSION

In the collected material we assessed ultrastructural and
immunohistochemical features of placental blood ves-
sels endothelium and analyzed changes in blood ves-
sels. Clinical characteristic shows (table 2) that fetal
hypotrophy group was characterized by significantly
lower birth weight and placenta weight as well as low-

Tab. 3. Changes in the placental capillaries

Hypotrofia Kontrola Fetus hypotro- Control

plodowa (n=11) (n=14) phy (n=11) (n=14)
skrzepy [%] 11,97* 9,49 blood clots [%)] 11,97° 9,49
wynaczynienia [%)] 13,99¢ 0,80 extravasation [%)] 13,99* 0,80

*poziom-p<0,05 (pogrubiono)

“P<0,05 Significant effect versus healthy controls (bold)

Ryc. 3. Rozmieszczenie antyge-
nu (D34 w kosmkach tozyska
ludzkiego widoczne w mikrosko-
pie Swietlnym: hypotrofia ptodo-
wa (A), kontrola (B); (pow.
obiektywu x40). Barwienie im-
munohistochemiczne. O - ko-
moérki Srédbtonka CD34-pozytyw-
ne

Fig. 3. The immunohistochemi-
cal distribution of CD34 in hu-
man placental villi: fetus hypo-
trophy (A) and control (B); (ob-
jective magnification, x40). O -
(D34 positive endothelial cells

Ryc. 4. Rozmieszczenie antyge-
nu vVWF w kosmkach tozyska ludz-
kiego widoczne w mikroskopie
Swietlnym: hypotrofia ptodowa
(A), kontrola (B); (pow. obiekty-
wu x40). Barwienie immunohi-
stochemiczne. O - skrzep, » -
wynaczynienie

Fig. 4. The immunohistochemi-
cal distribution of vWF in human
placental villi: fetus hypotrophy
(A) and control (B); (objective
magnification, x40). OO - blood
clots
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czyn tozyskowych oraz dokonano analizy zmian naczy-
niowych.

Z charakterystyki klinicznej (tab.2.) wynika, ze
grupa z hypotrofia ptodowa, w poréwnaniu z kontrola
charakteryzowata si¢ znaczaco mniejsza masa urodze-
niowa noworodka i tozyska oraz niskim wiekiem cia-
zowym w momencie porodu. W tozyskach z ograniczo-
nego wzrastania ptodu na poziomie kosmkow konco-
wych zanotowano redukcj¢ unaczynienia. Uzyskane
wyniki charakteryzujace grupe badana zgodne sa z li-
teraturowymi danymi [16-18].

Szczegoty budowy ultrastrukturalnej $rodbtonkow
tozyska w warunkach ciazy prawidtowej oraz powikta-
nej hypotrofia plodu opisano na podstawie badan elek-
tronomikroskopowych. Przekroje kosmkéw widoczne
w mikroskopie elektronowym obrazuja dobrze zacho-
wana i1 rozpoznawalng ultrastrukturge. Obserwowana
w lozyskach prawidtowych subkomoérkowa budowa
sroédbtonka w plytkach naczyniowo-nabtonkowych od-
powiadata wzorcom dobrze juz w literaturze udokumen-
towanym [2,19].

Analizy ptytek naczyniowo-nabtonkowych wykaza-
ly wystgpowanie znaczacych réznic w uformowaniu
btony podstawnej §rédbtonka w tozyskach z hypotrofii
ptodu w poréwnaniu z kontrola. Wykryte zmiany doty-
czyty struktury oraz uktadu przestrzennego btony pod-
stawnej $rodblonka.

W tozyskach grupy patologicznej zaobserwowano
rozwarstwienia blaszki ciemnej formujace uktad wie-
loblaszkowy oraz istotny zanik blaszki jasnej btony
podstawnej. Pismiennictwo donosito o wystgpowaniu
wieloblaszkowej btony podstawnej §rddbtonka, lecz
w tozysku prawidtowym, niemniej jednak aktualne pu-
blikacje, a takze obserwacje wlasne tozysk kontrolnych
nie potwierdzaja tych danych [20]. Co wigcej, wystg-
powanie rozwarstwien struktury bton podstawnych
srodbtonkow uznano za charakterystyczne dla tozysk
z cigz powiktanych cukrzyca [21]. Ujawniony w na-
szym materiale ubytek blaszki jasnej moze wskazywac
na niedobor sktadnikéow amorficznych odpowiedzial-
nych za adhezj¢ komorek $rodblonka do rusztowania
kolagenu typu IV. W tych warunkach niewystarczaja-
co zespolona ze §rodbtonkiem blaszka ggsta btony pod-
stawnej moze rozwarstwia¢ si¢. W badaniach in vitro
zwigkszenie depozytu kolagenu typu IV notowano w
warunkach niedoboru tlenu [22], zatem wzrost liczby
blaszek btony podstawnej moze wyznacza¢ hipoksj¢ w
tozysku hypotroficznym.

Analiza ultrastruktury komoérek $rodbtonka wyka-
zata w przypadku hypotrofii plodowej istotne poszerze-
nie cystern siateczki srodplazmatycznej szorstkiej oraz
obrzgk mitochondrium. Opisywane zmiany substruktu-
ralne obserwowane sa w tozyskach z niedotlenieniem,
a ich wystgpowanie moze warunkowac reologiczne
cechy naczyn ptodowo-tozyskowych [23].

Publikowane do tej pory wyniki analiz ultrastruk-
turalnych uzyskiwane dla tozysk powiktanych hypotro-
fia plodowa ujawniaja rowniez szereg zmian w sasia-
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er gestational age at the moment of labor in compar-
ison to control group. In placentas obtained from preg-
nancies with intrauterine growth retardation we visual-
ized reduction of vascularization at the level of termi-
nal villi. The obtained results are consistent with the
data published in scientific literature [16-18].

Details of endothelial ultrastructure in normal and
hypotrophic pregnancies are obtained from electron
microscopy studies. Sections of villi seen in electron
microscopy images presents well preserved and recog-
nizable structure. Subcellular structure of endothelium
in epithelial-vascular plates observed in normal placen-
tas well corresponded to standard images documented
in literature [2,19].

Analysis of epithelial-vascular plates shown signif-
icant differences between structure of endothelial base-
ment membrane in placentas from fetal hypotrophy
complicated pregnancies in comparison to controls. The
visualized changes concerned structure and spatial
arrangement of endothelial basement membrane. In
pathologic placentas we observed dissections of lam-
ina densa forming multilayered structures and signif-
icant atrophy of lamina lucida. There some reports in
the literature observing multilayered basement mem-
brane of the endothelium, however the studies con-
cerned normal placentas. Although actual publications
as well as our own observations of control placentas do
not support the previous findings [20]. Moreover, dis-
sections of endothelial basement membrane structure is
acknowledged being characteristic for placentas from
pregnancies complicated with diabetes mellitus [21].
Loss of lamina lucida shown in our material can indi-
cate amorphic components deficiency, which are re-
sponsible for endothelial cells adhesion to collagen type
IV scaffold. In such conditions, lamina densa insuffi-
ciently bound to the endothelium is able to dissect.
Increase in collagen type IV deposits was found in in
vitro studies performed in oxygen deficient environment
[22], hence, the basement membrane layers increase can
indicate hypoxia in hypotrophic placenta.

Ultrastructure analysis of endothelium in fetal hy-
potrophy showed significant dilation of rough endoplas-
mic reticulum cisterns and mitochondrial swelling. The
described substructural changes are observed in hypoxic
placentas, and their occurrence can be a trigger for
rheologic features of fetoplacental blood vessels [23].
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dujacym ze $rodbtonkiem trofoblascie [24]. Dane te
sugeruja, ze obserwowane zmiany w strukturze kosm-
kéw moga zaburzaé¢ prawidlowa czynno$¢ tozyska
1 przyczynia¢ si¢ do wystapienia wewnatrzmacicznego
zahamowania wzrostu ptodu.

Zmiana architektury wewnatrzkomoérkowej oraz
przebudowa btony podstawnej $rodbtonka w tozyskach
powiktanych, moga indukowaé¢ zmiany ilosci réznych
antygenow na $rodbtonku. Analize takich zmian opar-
to na przygotowanym metoda parafinowa materiale,
w polaczeniu z immunohistochemicznymi reakcjami
wykrywania antygendéw swoistych dla komorek $rod-
btonka (PECAM-1, vWF, CD34).

Antygen powierzchni komoérkowej CD34, jako
znacznik $rédbtonkéw naczyniowych ma zastosowanie
w charakterystyce waskularyzacji wielu typow tkanek,
w tym lozyska [12]. Zachowana ekspresja antygenu
CD34 w naczyniach tozyska ludzkiego odzwierciedla
aktywna powierzchni¢ wymian matczyno-ptodowych
[11]. Analiza tozysk z hypotrofii ptodu wykazata istot-
ne zmniejszenie w kosmkach $redniej liczby naczyn
CD34-pozytywnych. Zmniejszony zakres ekspresji
antygenu CD34 w naczyniach ptodowych tozyska ba-
danej patologii wyznacza ograniczenia w zaangazowa-
niu takiego S$rédbtonka w wymiany metaboliczne.
Skojarzona zatem z funkcjonalnym stanem s$rédbton-
kéw obecnos¢ antygenu CD34 umozliwia wykrycie
w tozysku zmian aktywnosci §rodbtonka naczyniowego.

Immunoekspresja czynnika von Willebranda na
komorkach srodbtonka ustanowita go powszechnym
znacznikiem struktur naczyniowych wielu narzadow
[12]. Uwalnianie czynnika von Willebranda przy pod-
raznieniu lub uszkodzeniu komorek §rodblonka w réz-
nych tkankach sugeruje wystepowanie podobnych za-
lezno$ci w tozysku. Przeprowadzone badania pozwo-
lity zaobserwowac¢ pozasrddbtonkowe przemieszczenia
czynnika VIII krzepnigcia krwi zard6wno w systemie
naczyniowym tozyska normalnego, jak i powiklanego
hypotrofia ptodowa, o czym donosimy w literaturze po
raz pierwszy. Immunolokalizacje czynnika von Wille-
branda poza obszar $rodbtonka okreslono jako skrzep
(czop ptytkowy), gdy dotyczyla swiatta naczyn oraz
jako wynaczynienie, gdy vWF dyfundowal migdzyna-
czyniowo do tkanki zrgbowej kosmka. Zmiany zakrze-
powe wykazane w naczyniach tozysk z hypotrofii pto-
dowej dotycza nieznacznie wigkszego w poréwnaniu
z kontrola, zakresu naczyn. Mozna przyjaé, ze obecne
w naczyniach tozysk terminowych czopy ptytkowe sa
konsekwencja progresji procesow krzepnigcia krwi
w tkankach odtaczonych od krazenia. Znacznie zwigk-
szona liczba wynaczynien czynnika von Willebranda
w przypadku tozysk powiktanych hypotrofia ptodu,
wskazuje na nadmierne uwalnianie do przestrzeni mig-
dzynaczyniowych czynnika VIII krzepnigcia krwi.
Mozliwos¢ wykrycia przemieszczen czynnika von Wil-
lebranda, stanowi uzyteczny wskaznik w analizie zmian
przepuszczalnosci srodblonka naczyniowego w tozysku
ludzkim.

Ultrastructural analysis results obtained for placen-
tas from pregnancies complicated with fetal hypotro-
phy published so far show multiple changes in tropho-
blast surrounding the endothelium [24]. These data
suggest, that the changes observed in villi structure can
disturb normal placental function and contribute to
intrauterine growth retardation.

Intracellular architecture changes as well as restruc-
turing of basement membrane in endothelium seen in
pathologic placentas can induce changes in various
antigens number on the surface of the endothelium. The
analysis of such changes was based on material embed-
ded in paraffin and stained using immunohistochemi-
cal reactions to detect specific antigens for endothelial
cells (PECAM-1, vWF, CD34).

CD34 surface antigen for endothelium labeling is
used to characterize vascularization of various types of
tissues, including placenta [12]. Preserved expression
of CD34 antigen in placental blood vessels illustrates
active surface of mother-fetus exchange processes [11].
The analysis of fetal hypotrophy placentas showed
significant decrease in mean number of CD34-positive
blood vessels in villi. The decreased range of CD34
antigen expression in placenta fetal blood vessels of the
studied pathology indicates limitations of such endot-
helium activity in metabolic exchange. The presence of
CD34 antigen associated with active state of the endot-
helium allows detection of blood vessel endothelium
activity changes in placenta.

As von Willebrand factor is expressed on the endot-
helial cells it is widely used as vascular structures
marker in many organs [12]. Release of von Willebrand
factor during irritation or damage of endothelial cells
in various tissues suggest occurence of similar relations
in placenta. Performed studies allow us to observe
extraendothelial migration of VIII blood clotting fac-
tor in both complicated with fetal hypotrophy and
normal placentas vascular systems. We are describing
this phenomenon for the first time. Immunolocalization
of von Willebrand factor and its presence outside the
endothelial area has been described as blood clots when
it considered vascular lumen or as extravasation when
vWF diffused to the perivascular stroma of the villi.
Thrombotic changes showed in placentas from fetal
hypotrophy complicated pregnancies concern slightly
larger range of blood vessels in comparison to controls.
We assume, that platelet plugs seen in blood vessels of
terminal placentas are generated in consequence of
blood clotting processes progression in tissues separat-
ed from normal blood circulation. Significantly in-
creased number of von Willebrand factor extravasations
in placentas from fetal hypotrophy complicated preg-
nancies shows excessive release of VIII blood clotting
factor to intervascular spaces. Von Willebrand factor
relocation is a useful indicator in analysis of human
placenta vascular endothelium permeability changes.
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WNIOSKI CONCLUSIONS
1. W lozyskach powiktanych hypotrofia ptodowa zaob- 1. In placentas complicated with fetal hypotrophy re-

serwowano zredukowang liczbe profili naczynio-

duced number of vessels has been observed.

wych. 2. Vascular endothelium in placentas after pregnancies
. Srédblonek naczyniowy w tozyskach po ciazy with fetal hypotrophy showed structural changes
z hypotrofia ptodowa eksponuje zmiany struktural- involving the following: basement membrane le-
ne, obejmujace: uszkodzenie btony podstawnej, po- sions, dilation of rough endoplasmatic reticulum
szerzenie $wiatla siateczki §rodplazmatycznej szorst- lumen and mitochondrial swelling, increased num-
kiej i pecznienie mitochondriow, zwigkszona liczbeg ber of blood clots and extravascular von Willebrand
zakrzepdw 1 pozanaczyniowych wyciekdw czynni- factor leakages.
ka von Willebranda. 3. In placentas from intrauterine growth retardation
. W lozyskach z ograniczonego wzrastania ptodu complicated pregnancies significant decrease of blo-
wykazano znamienne zmniejszenie liczby naczyn od vessels with CD34 antigen presence number has
krwiono$nych z obecnos$cia antygenu CD34. been indicated.
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