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Hypoxia can stimulate angiogenesis by degranulation
of mast cells
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Summary

Streszczenie |

The placental angiogenesis is crucial for the proper course of pregnancy. The trophoblast cells are able to grow
invasively. The oxygen concentration can modulate the degree of invasiveness of the trophoblastic tissue e.g.
by changes in the intensity of angiogenesis. The human placenta is a relatively good source of mast cells (MC),
whose secretory granulations contain angiogenic factors (e.g. VEGFs). On hypoxia, the placental cells have
been proved to physiologically increase the expression of VEGFs. The aim of this study was to assess the
influence of hypoxia on the process of MC degranulation in an extracorporeal culture of human trophoblastic
cells. The cells from full-term pregnancies as well as most cells from the umbilical blood were obtained to form
in vitro co-cultures. After 30 minutes of incubation in hypoxic environment (2% O,), a computer analysis
assessed the degree of mast cells degranulation. The cells had been stained with 0.001% ruthenium red and
osmium tetroxide. The results were compared with those obtained at normoxia. Control tests included incu-
bation with the compound 48/80 (which causes degranulation) and disodium cromoglycate (DSCG, mast
cells stabilizer). Hypoxia led to increased degranulation of MC (p<0.05) in the co-culture with trophoblastic
cells. Maximum intensity of this process was similar to this observed with 48/80, but the rate of this reaction was
lower. Prior incubation with DSCG inhibited the degranulation, both at hypoxia and in response to 48/80.
Due to the presence of numerous mediators in their secretory granulations, mast cells at hypoxia are able to
affect e.g. the placental angiogenesis, the vessels permeability and the trophoblast invasiveness. Changes in
the number of MC or in the proportion between their subtypes (MCTC and MCT) can play an important
role in the physiology and pathology of the human placenta.

Key words: mast cells, angiogenesis, human trophoblast, degranulation, hypoxia

Angiogeneza fozyskowa ma podstawowe znaczenie dla prawidiowego przebiegu ciazy. Komorki trofoblastu
charakteryzuje zdolno$¢ do wzrostu inwazyjnego, przy czym stezenie tlenu moze modulowac stopien inwa-
zyjnosci tej tkanki, m.in. poprzez zmiang nasilenia miejscowej angiogenezy. f.ozysko ludzkie jest stosunkowo
bogatym Zrodlem komorek tucznych (KT), ktorych ziarnistosci wydzielnicze zawieraja czynniki angiogenne
(np. VEGFs). Udowodniono, ze reakcja fizjologiczng w niedokrwionych tkankach fozyskowych jest zwigksze-
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nie ekspresji VEGFs. Celem niniejszej pracy byta ocena wplywu hipoksji na proces degranulacji KT w pozaustro-
jowej hodowli izolowanych komorek ludzkiego trofoblastu. Utworzono kohodowle in vitro komorek ludzkiego
trofoblastu z cigz donoszonych oraz KT uzyskanych z krwi pgpowinowej. Podczas 30-minutowej inkubacji
w warunkach hipoksji (2% O,) oceniano za pomoca komputerowej analizy obrazu stopiefi degranulacji KT
barwionych 0,001% czerwienia rutenowa z dodatkiem czterotlenku osmu. Wyniki porownywano z uzyskanymi
w warunkach normoksji, po podaniu zwigzku 48/80 (powoduje degranulacje) oraz chromoglikonianu disodo-
wego (DSCG; stabilizator KT). Hipoksja doprowadzata do znaczacego nasilenia degranulacji KT (p<0,05)
w kohodowli z komorkami trofoblastu. Maksymalna intensywnoS¢ tej degranulacji byta podobna do obserwo-
wanej po zadziataniu zwigzkiem 48/80, ale reakcja przebiegata wolniej. Uprzednie zastosowanie DSCG blo-
kowato odpowiedZ w postaci degranulacji zardwno na hipoksje, jak i na podanie zwigzku 48/80. Ze wzgledu na
zawartoS¢ wielu mediatorow w ziarnistoSciach wydzielniczych KT hipoksja wplywa m.in. na angiogeneze to-
zyskowa, przepuszczalnosS¢ naczyn i inwazyjnoS¢ trofoblastu. Zmiany liczby KT lub zmiany wzajemnych pro-
porcji subtypéw KT (MCTC i MCT) moga odgrywac istotng rolg w fizjologii i patologii ludzkiego fozyska.

Stowa kluczowe: komorki tuczne, angiogeneza, ludzki trofoblast, degranulacja, hipoksja

Conep:xanue |

ITocstenoBbIT aHIMOTEHE3 NMEET (PYHAAMEHTAIBHOE 3HAUCHIE UL IIPABUJIBHOTO PA3BUTIS OEPEMEHHOCTIL.
Kuterkn Tpodobiracra XapakTepusyOTCs ClIOCOOHOCTHIO MHBA3MOHHOTO POCTA, IIPY YE€M KOHIICHTPAIS KI-
CJI0pO/ia MOZKET MOAYJIMPOBATH CTCIICHb MHBA3MOHHOCTY HTOM KJIETKY, B YACTHOCTI ITOCPEACTBOM M3MEHE-
HVISL MHTCHCUBHOCTY JIOKAJIBHOTO aHIMOTreHE3a. [IeTCKOE MECTO SIBIISICTCS OTHOCUTEILHO GOraThIM MCTOY-
HUKOM Ty4HbIX Ki1eTOK (TK), BhIgesinTesbHbIe 3€PHUCTOCTI KOTOPBIX COAEPIKAT aHIVIOHHBIC BO3OYAUTEIIN
(manpnmep BEI'®c). Jokasano, uro pusmoIOrnyecKoil peakimey B MaJOKPOBHBIX ITOCJIE/IOBBIX TKAHSIX
sIBIIseTCs yBesmaeHe BoipasuresbHoct BET®c. Ilesb Hacrosmeit paboTsl COCTOSIA B TOM, YTOOBI OLICHITH
BJIVSTHUE TMITOKCUM Ha IIporecc Aerpanyssinyy TK Bo BHEOPTaHNYECKOM Pa3BECHNII M30JIMPOBAHHBIX KJIC-
TOK YEJIOBEYECKOTO TPOodobiiacta. Bputo CO3aHO KJIETOYHOE PA3BEEHUE MH BUTPO KJIETOK YEJIOBEYC-
CKOTO TPOhOoBIaCTa U3 ZOHOLIEHHBIX GepeMeHHOCTEN, a TakxKe TK 110sIyueHHbIX 13 IyIIOBUHHON KPOBIL.
Bo Bpemst 30-MunyTHOM MHKYOAMM B yeaoBusx runokcnu (2% O,) mpy OMOIIU KOMIIBIOTEPHOTO aHAJIN3a
KapTUHbI OIlCHUBAIACH creneHb perpanyssinmu TK oxpamennsix 0,001% nyprypo pyreHuem c npnbasiie-
HyeM 4-KICIIOPOSHOTO OcMutst. Pe3ysisrarsl CPaBHMBAIINCH C IIOJIYYECHHBIMU B YCIIOBYSIX HOPMOKCH, ITOCJIE
npumMeHeHust coenuuens 48/80 (BBI3BIBACT SETPAHYIIALNIO), 4 TAKIKE AVMCOLOBOIO XPOMOIIMKOHMAHA
(OCLT; crabwmsarop TK). Tumokcust mpuBojuia K 3HaqurebHOMY yentenuto erparyssinyn TK (11<0,05)
B KJIETOYHOM DPa3BEICHUN C KJIETKaMu TPpopobiacta. MakcuMaibHas MHTCHCUBHOCTD STON [CTPAHYIIALIAN
ObLIa TIOIOOHOT TAKO, KOTOPAst HADJIIOAIIACH TIOCIIE IpuMeHeHs coequueHns 48/80, HO peakiust mpoTe-
kaya mezuiennee. [Tpumenenue paupiue JJCLT 6;10KMpOBaIO OTBET B BUJIE IETPAHYJIISIIUI KAK HA TUITOKCHIO,
TaKk u Ha npumenenne coepuueHns 48/80. B cBs13u ¢ HaM4MeM MHOITIX MEINATOPOB B BBIAC/INTEIIBHBIX
sepuucrocTsx TK rumokcust Bamser B 4aCTHOCTU Ha IIOCJICJOBBIN aHITMOI'CHES, IIPOHUIJAEMOCTh COCYZOB
U MHBa3MOHHOCTS Tpodobitacta. Viamenenust kosmmdaecrsa TK nim B3aumubix nponopuuii cy6rumnos TK
(MILTL n MIIT) moryTt urpath CyIeCTBEHHYIO POJIb B (DU3MOJIOIMN U [TATOJIOTMY JIETCKOTO MECTA.

KiroueBble ciioBa: TY4YHBIC KJICTKN, aHI'IOI'CHE3, YEJIOBEUECKUM TpO(i)O6.J'IaCT, JACTPaHYJIALVISA, TUIIOKCUSA

INTRODUCTION WSTEP

echg charakterystyczng komorek tucznych (KT,

ability to degranulate, i.e. to release biologically

active substances from the granulations". MC are
a potent source of angiogenic factors, e.g. vascular endo-
thelial growth factors (VEGFs), basic fibroblast growth
factor (bFGF), transforming growth factor beta (TGF-§),
tumor necrosis factor alpha (TNF-a), histamine and
interleukin 8 (IL-8)*. Moreover, MC mediators can
dramatically increase the VEGFs expression in other
cells. VEGFs, in turn, exhibit the ability to act chemo-
tactically towards MC, both in vitro and in vivo®. Accu-

The characteristic feature of mast cells (MC) is their

16 mulation of MC in sites of increased angiogenesis was

mastocyty) jest zdolno$¢ do degranulacji, a wicc

uwalniania biologicznie czynnych substancji
z ziarnistoSci wydzielniczych”. KT sq bogatym zrodtem
czynnikow angiogennych, m.in. naczyniowo-Srodbton-
kowych czynnikdw wzrostowych (ang. vascular endothe-
lial growth factors, VEGFs), zasadowego czynnika wzro-
stowego fibroblastow (ang. basic fibroblast growth factor,
bFGF), transformujacego czynnika wzrostowego beta
(ang. transforming growth factor beta, TGF-), czynnika
martwicy nowotworow alfa (ang. tumor necrosis factor
alpha, TNF-o), histaminy i interleukiny 8 (IL-8)*?. Po-
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described in the processes of placenta formation, regen-
eration and tissue healing as well as in malignancies,
especially metastatic®”. For their substantial invasive-
ness, trophoblastic cells bear a strong resemblance to
neoplastic cells, as far as physiological properties are con-
cerned®. Research on trophoblastic cells shows that the
degree of their invasiveness, correlated with the angio-
genic abilities, increases significantly in hypoxic condi-
tions. It has been proved that ischemic placental tissues
physiologically increase the VEGFs expression. The dis-
covery of MC contribution to the processes of placental
growth and vascularization is of a great importance for
a better understanding of interactions within a uterine-
placental-fetal unit, both in a physiological and com-
plicated pregnancy. Analogically, it can come in useful
in research on neoplastic angiogenesis"'.

OBJECTIVE OF THE STUDY

The aim of this study was to assess the influence of hypo-
xia on the process of MC degranulation in an extracor-
poreal culture of human trophoblastic cells.

MATERIAL AND METHODS

The cells of villous trophoblast were isolated from human
placentas after standard biopsy specimens had been
taken. The placentas (N=10) were obtained from phys-
iological pregnancies of primigravidas, ended with spon-
taneous labors at term. A modified enzymatic method
of trophoblast isolation, first described by Esterman et
al., was used™”. Specimens of the trophoblastic villi under-
went an enzymatic breakage (30 min) in a solution of
377°C containing 0.125% trypsin and 0.2 mg/ml deoxyri-
bonuclease I (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA).
The suspension of cells obtained in the supernatant
underwent filtration and centrifugation. A suspension
of cells in a isotonic fluid was then re-created and the
trophoblast cells were isolated by means of fractional
centrifugation (1200 rev/min in 25 minutes at the room
temperature) in Percoll (Pharmacia, Piscataway, NJ,
USA) of concentrations increasing by 5% within the
range 5-70%. The layer of centrifuged cells within the
range 40-50% of Percoll (density 1.048-1.062 g/ml) was
then collected and, after double rinsing, suspended (1x10°
cells/ml) in a mixture of nourishments Ham’s F12 and
Dulbecco’s (1:1; Gibco, Grand Island, USA), with the
addition of 15% calf serum, 1 mmol/l sodium pyruvate,
2 mmol/l L-glutamine and 50 pug/ml gentamicin. The
cells were consecutively cultured for 8 days in normoxic
conditions (20% O,), in a moisturized incubator, at the
temperature of 37°C with 5% CO,.

On the 4" day, MC suspension (2x10° MC/ml) was added
to the trophoblast i vitro culture. MC had been obtained
from the umbilical blood using the method of Igarashi et
al."” By means of sedimentation in 4.5% dextran solu-
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nadto ekspresja VEGFs w komorkach innych niz masto-
cyty ulega wybitnemu zwigkszeniu pod wptywem media-
torow z KT, a substancje z rodziny VEGFs wywotuja
chemotaksje KT w warunkach in vitro i in vivo”. Groma-
dzenie si¢ KT w miejscach nasilonej angiogenezy opi-
sywano w procesach wytwarzania fozyska, regeneracji
1 gojenia tkankowego, jak rowniez w nowotworach zto-
Sliwych, szczegolnie guzach przerzutowych®”. Ze wzgle-
du na wybitng inwazyjnos¢ trofoblastu jego komorki
przypominajg w duzym stopniu wlasciwosciami fizjolo-
gicznymi komorki nowotwordw ztoSliwych®. Z badan
nad komorkami trofoblastu wynika, ze ich stopiefi in-
wazyjnosci, bezpoSrednio korelujacy ze zdolnoscig do
wytwarzania nowych naczyi, ulega istotnemu wzrosto-
wi w warunkach hipoksji. Udowodniono, ze reakcjq fi-
zjologiczng w niedokrwionych tkankach tozyskowych
jest zwigkszenie ekspresji VEGFs®. Poznanie udziatu
KT w procesach wzrostu tozyska i rozwoju jego una-
czynienia ma znaczenie dla lepszego zrozumienia inter-
akcji zachodzacych w jednostce maciczno-tozyskowo-
-plodowej w cigzy fizjologicznej i powiktanej, a poprzez
analogi¢ moze by¢ przydatne w badaniu angiogene-
zy nowotworowej""'".

CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byta ocena wplywu hipoksji na
proces degranulacji KT w pozaustrojowej hodowli izo-
lowanych komorek ludzkiego trofoblastu.

MATERIAL. I METODY

Komorki trofoblastu kosmkowego wyizolowano z ludz-
kich fozysk po pobraniu w sposob standardowy wycin-
kow. Lozyska (N=10) uzyskano po porodach sitami
natury u pierwiastek w cigzach donoszonych, o prawi-
diowym przebiegu. Zastosowano nieco zmodyfikowa-
ng enzymatyczng metode izolacji trofoblastu, ktorg po
raz pierwszy opisali Esterman i wsp."? Wycinki pobra-
nej z tozysk tkanki kosmkow poddawano przez 30 min
trawieniu enzymatycznemu w roztworze o temperaturze
37°C, zawierajacym 0,125% trypsyny i 0,2 mg/ml dez-
oksyrybonukleazy I (Sigma Chemical Co., St Louis, MO,
USA). Powstala w obrebie supernatantu zawiesing ko-
morek poddawano filtracji i odwirowaniu. Tworzono
ponownie zawiesing komorek w ptynie izotonicznym,
a komorki trofoblastu izolowano z niej poprzez frakcjo-
nowane odwirowanie (1200 obr./min przez 25 min w tem-
peraturze pokojowej) w Percollu (Pharmacia, Piscataway,
NJ, USA) o stezeniach wzrastajacych o 5% w przedziale
od 5 do 70%. Warstwa odwirowanych komorek znajdu-
jaca si¢ w przedziale pomigdzy 40 a 50% Percollu o gg-
stosci 1,048-1,062 g/ml zostata zebrana i po 2-krotnym
plukaniu zawieszona (1x10° komorek/ml) w mieszaninie
pozywek Ham’s F12 i Dulbecco’s (1:1; Gibco, Grand
Island, USA), z dodatkiem 15% ptodowej surowicy byd-
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tion, erythrocytes were removed from the heparinized
umbilical blood. The upper layer of cells (“buffy coat”)
was placed in the reagent Ficoll-Hepaque of density
1.077 g/ml (Amersham Pharmacia Biotech, USA). The
density range referring to mononuclear cells was deter-
mined by fractional centrifuging. The single remaining
erythrocytes were removed by lysis in a hypotonic solu-
tion. The mononuclear cells were suspended in RPMI
1640 (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA), containing
10% fetal calf serum, 2 mM L-glutamine (both reagents
of Fluka Chemika-Biochemika, Buchs, Switzerland) and
2-mercaptoethanol (Gibco BRL). The cells, in the con-
centrations of 10°/ml, were then seeded on a base contain-
ing recombined human stem cells growth factor (thSCF;
100 ng/ml) and human interleukin 6 (rhIL-6; 50 ng/ml;
both substances produced by Amgen Inc., Thousand
Oaks, CA, USA). After 4 weeks of the in vitro culture,
atleast 95% of the cells were MC, which was confirmed
by a positive reaction with acidic solution of toluidine
blue (Churukian method)™.

The umbilical blood was collected from the umbilical
vessels in the 3 stage of the labor. MC obtained from
the umbilical blood were always added to the trophoblast
culture obtained from the placental specimens of the same
patient (hence, MC and trophoblast originated from the
same patient).

After 8 days of the co-culture of the trophoblast and MC
at normoxia (20% 0O,), either the oxygen concentration
was reduced to form a 30 minutes hypoxia (2% O,) or
the 48/80 compound (1 pg/ml) was added to degranu-
late the mast cells. The above procedures were repeat-
ed after the mast cells stabilizer, DSCG (10 uM/1), was
added to the culture. Moreover, a control culture of tro-
phoblast and MC was set up in normoxic conditions,
without any modifications (48/80 or DSCG).

To assess the intensity of MC degranulation, staining with
0.001% ruthenium red and osmium tetroxide was used
(Ruthenium Tetroxide Staining Kit, SPI-Chem, West
Chester, PA, USA)™. The relative intensity of staining in
every identified MC in a vision field of a constant calibra-
tion (138 692 um*) was measured at S-minutes intervals
within the 30 minutes of the experiment. A specialistic
morphometric software co-working with a light micro-
scope was used for this purpose (Quantimet 500+C,
Leica Cambridge Ltd., Cambridge, UK). The micro-
scopic picture was detected by a video camera, which, in
turn, emitted an analogue signal, converted into a black
and white digital signal, with a distinct values scale for the
shades of gray (0-255; 0 - black, 255 — white). The extent
of MC degranulation was assessed by means of the so-
called medium color saturation index (gray scale) and
the frequency distribution (histogram) for each value in
every compartment of the gray scale. The results were
compared as mean percentages (%; =SEM) with the con-
trols (48/80, normoxia, no prior exposition to DSCG).

18 The mean intensity of degranulation in the control group

lecej, 1 mmol/l pirogronianu sodowego, 2 mmol/l L-glu-
taminy i 50 pg/ml gentamycyny. Komorki byly nastepnie
hodowane przez 8 dni w warunkach normoksji (20% O,)
w nawilzanej cieplarce w temperaturze 37°C przy 5%
zawartoSci CO.,.
W czwartym dniu do hodowli trofoblastu in vitro doda-
wano zawiesing KT (2x10° mastocytow/ml). KT uzyski-
wano z krwi pgpowinowej poprzez izolacje frakcji ko-
morek jednojadrzastych, stosujac metode Igarashiego
1wsp.™” W tym celu z heparynizowanej krwi pepowino-
wej usuwano erytrocyty poprzez sedymentacje w 4,5%
roztworze dekstranu. Gorng warstwe komorek (ang. buf-
[y coat) umieszczano w roztworze odczynnika Ficoll-He-
paque o gestosci 1,077 g/ml (Amersham Pharmacia
Biotech, USA), a przedziat gestosci odpowiadajacy ko-
morkom jednojadrzastym wyodrebniano poprzez frak-
cjonowane odwirowanie. Pozostajace nieliczne erytrocy-
ty usuwano, stosujgc liz¢ w roztworze hipotonicznym,
a komorki jednojadrzaste zawieszano w pozywce RPMI
1640 (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA), zawiera-
jacej 10% ptodowa surowicg bydleca, 2 mM L-gluta-
miny (oba odczynniki z firmy Fluka Chemika-Bioche-
mika, Buchs, Switzerland) i 2-merkaptoetanol (Gibco
BRL). Komorki zostaly nast¢pnie wysiane w st¢zeniu
10° komorek/ml na pozywce zawierajacej rekombino-
wany ludzki czynnik wzrostowy z komorek pnia (rhSCF;
100 ng/ml) i ludzka interleuking 6 (rhIL-6; 50 ng/ml; obie
substancje z firmy Amgen Inc., Thousand Oaks, CA,
USA). Po 4 tygodniach prowadzenia hodowli in vitro co
najmniej 95% wystepujacych w niej komorek odpowia-
dato KT, co wykazano za pomocg pozytywnej reakcji
barwienia zakwaszonym roztworem bi¢kitu toluidyny
(metoda Churukiana)“.
Krew pepowinowa pobierano z naczyi pepowinowych
w III okresie porodu. KT uzyskane z krwi pepowinowej
dodawano zawsze do hodowli trofoblastu powstatej
z wycinkow lozyska tej samej pacjentki, od ktorej pobie-
rano krew pgpowinowg (KT i trofoblast pochodzity od
tej samej pacjentki).
Po 8 dniach prowadzenia kohodowli trofoblastu i KT
w warunkach normoksji (20% O,) redukowano st¢zenie
tlenu, wywolujac trwajaca 30 min hipoksje (2% O,), lub
podawano zwigzek 48/80 (1 ug/ml), doprowadzajacy
do degranulacji mastocytow. Powyzsze procedury po-
wtorzono po uprzednim dodaniu do pozywki w kohodo-
wli DSCG (chromoglikonian disodowy; 10 uM/1) - sub-
stancji stabilizujgcej KT. Utworzono takze kohodowle
referencyjng trofoblastu i KT, ktorg prowadzono w wa-
runkach normoksji, bez modyfikowania odzywek poda-
waniem zwigzku 48/80 lub DSCG.
W celu oceny nasilenia degranulacji KT zastosowano
barwienie 0,001% czerwienig rutenowg z czterotlenkiem
osmu (Ruthenium Tetroxide Staining Kit, SPI-Chem,
West Chester, PA, USA)™. Wzgledna intensywnos¢ bar-
wienia kazdej ze zidentyfikowanych KT w polu widzenia
o stalej kalibracji (138 692 um’) mierzono w odstepach
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was evaluated as 100%. For the purpose of a statistical
analysis, Mann-Whitney U test was used. For the p val-
ues <0.05, the differences between the mean values were
considered statistically significant.

RESULTS

Fig. 1 gives a summary of the results. Hypoxia led to
a significant increase in the intensity of MC degranula-
tion (p<0.05) in the co-culture with human trophoblastic

EH - Hypoxia — DSCG + compound 48/80 (normoxia)
Hipoksja DSCG + zwigzek 48/80 (normoksja)

B - DSCG + hypoxia [ - Normoxia (control)
DSCG + hipoksja Normoksja (kontrola)
110+ Normoxia + compound 48/80*  *
| Normoksia + zwigzek 48/80°

=3
=3

90
80
70
60-
50
40
30

Mean intensity of degranulation (%)
Srednie natgzenie degranulacji (%)

Time (minutes)
(zas (min)

Fig. 1. Mast cell degranulation (%; =SEM) observed in
a co-culture with human trophoblastic cells from
a full-term pregnancy in normoxia, hypoxia and
after the administration of the compound 48/80
(causing degranulation), in the presence or absence
of a MC-stabilizing substance (DSCG — disodium
cromoglycate); mean values obtained after 48/80
administration at hypoxia (without prior DSCG
incubation) assumed to be 100%; * and * p<0.05
Rys. 1. Degranulacja komorek tucznych (%; =SEM) ob-
serwowana w kohodowli z komorkami trofoblastu
ludzkiego z ciqzy donoszonej w warunkach normo-
ksji, hipoksji oraz po zastosowaniu zwigzku 48/80
(Wyzwalacz degranulacji) w obecnosci lub przy bra-
ku substancji stabilizujgcej mastocyty (DSCG — chro-
moglikonian disodowy); wartosci Srednie uzyskane
o podaniu zwigzku 48/80 w warunkach normoksji
(bez uprzedniego oddziatywania DSCG) przyjeto
Jjako 100%; * oraz * p<0,05
Puc. 1. Aesparynayus myumvix xaemox (%; 2CIOM) nabmoda-
eMas npu KYemusHposa KJemox 1enosenecko20 mpo-
pobaccma u3 donouenon bepemerocm 8 YosUAX Hop-
MOKCUH, SUNOKCHUHU, A TAKIHE Noce Wpll]%é’h%’lﬂlz‘l wedurenus
48/80 (s036ydumens dezparnynruun) npu nanuuuu unn
OMCYIMOMBHIU BEULENBA CNADUTUSHDYIOUIE) MY UHbIE KIEN-
i, abposumst (ACLIT — ducodosvizi xpomoznuxoriudrs);
CpfaH/‘l/‘l GenUHUNA NOTYHEHHAA 110CTIE WpﬂM@Hﬁﬂl}l CO@aZ{-
rernun 48/80 6 yenosuax nopmorcuu (bes npedsapumens-
nozo so3dericmeusn ACLIL) npunumanace xax 100%:;
* a makwee * n<0,05
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S-minutowych w okresie 30 min prowadzenia ekspe-
rymentu, uzywajac specjalistycznego oprogramowania
morfometrycznego, wspotpracujacego z mikroskopem
Swietlnym (Quantimet 500+C, Leica Cambridge Ltd.,
Cambridge, UK). Obraz z mikroskopu byt odbierany
przez kamerg¢ wideo, a wychodzacy z niej sygnat analo-
gowy konwertowano do czarno-biafego sygnatu cyfrowe-
go, z wyrazng skalg wartoSci dla odcieni szaroSci (skala
od 0 do 255, gdzie ,,0” oznacza kolor czarny, a ,,255”
— kolor bialy). Nasilenie degranulacji KT oceniano, wy-
korzystujac tzw. wskaznik Sredniego wysycenia kolorem
(skala szarosci) i rozklad czestosci (histogram) dla kazdej
wartoSci w poszczeg6lnych przedziatach skali szaroSci.
Uzyskiwane wyniki porownywano w postaci srednich
wartoSci odsetkowych (%; =SEM) ze stwierdzanymi
w grupie kontrolnej, gdzie doSwiadczenie przeprowa-
dzano po zadziataniu zwigzkiem 48/80, w warunkach
normoksji, bez uprzedniej ekspozycji kohodowli na dzia-
tanie DSCG. Srednie nasilenie degranulacji w grupie kon-
trolnej przyjeto jako 100%. W celu analizy statystyczne;
wynikow zastosowano test U Manna-Whitneya. Przyje-
to, ze dla wartoSci p<0,05 r6znice pomi¢dzy Srednimi
wartoSciami wykazujg statystyczng znamiennoSc.

WYNIKI

Narys. 1 podsumowano uzyskane wyniki. Hipoksja do-
prowadzata do znaczgcego nasilenia degranulacji KT
(p<0,05) w kohodowli z komorkami ludzkiego trofo-
blastu. Maksymalna intensywnos¢ tej degranulacji byta
podobna do obserwowanej po zadzialaniu zwigzkiem
48/80, ale reakcja przebiegata wolniej. Uprzednie zasto-
sowanie DSCG (zwiazku stabilizujacego KT) blokowa-
to odpowiedz w postaci degranulacji zardwno na hipo-
ksje, jak i na podanie zwigzku 48/80.

DYSKUSJA

Cisnienie parcjalne tlenu odgrywa wazna role w rdzni-
cowaniu si¢ trofoblastu i wptywa na jego inwazyjnosc.
Stosunkowo wysoka zawartos¢ tlenu (20% O,, odpo-
wiadajgca warunkom panujacym w poblizu tetnic ma-
cicznych w II trymestrze cigzy) pobudza rdznicowanie
si¢ cytotrofoblastu, podczas gdy stany hipoksji (2% O,,
odpowiadajace warunkom panujagcym w sgsiedztwie
powierzchni matczynej fozyska w II trymestrze cigzy)
nasilajg proliferacje cytotrofoblastu i hamujg jego roz-
nicowanie"?. Liczba i rozmieszczenie tozyskowych KT
odgrywa istotng role w fizjologii tozyska, jak rowniez
moze warunkowaC powstawanie stanOw patologicz-
nych”. W badaniach wtasnych stwierdziliSmy, ze Sred-
nia gestos¢ naczyn tozyskowych w kosmkach jest wprost
proporcjonalna do Sredniej liczby KT w danej objetosci
tkanek fozyskowych. Nasilonej angiogenezie w tozysku
cukrzycowym (cukrzyca klasy C wg White) towarzyszyt
wzrost liczby mastocytow, podczas gdy w cigzy powi-
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cells. The maximum intensity was similar to this observed
with the 48/80 compound, but the rate of the reaction
was lower. Prior use of DSCG (a MC stabilizer) blocked
the degranulation in response to both hypoxia and com-
pound 48/80.

DISCUSSION

The oxygen partial pressure plays an important role in
the trophoblast differentiation and influences its invasive-
ness. A relatively high percentage of oxygen (20% O,
— similar to the conditions near the uterine arteries in
the 2 trimester of pregnancy) stimulates the cytotropho-
blast differentiation, whereas hypoxia (2% O, — similar
to the conditions near the mother side of the placenta in
the 2" trimester of pregnancy) stimulates the cytotro-
phoblast proliferation and inhibits its differentiation"®.
The number and location of the placental MC play a key
role in the physiology of the placenta as well as can orig-
inate certain pathologies"”. In our studies, the mean den-
sity of the placental vessels in the villi was proportional
to the mean number of MC in a given volume of placen-
tal tissues. The intense angiogenesis in a diabetic pla-
centa (class C diabetes — White) was connected with the
increase in MC number, whereas in pregnancies compli-
cated with an intrauterine growth retardation (IUGR),
the decreased mean density of villi vascularization was
accompanied by a lowered number of MC""”. MC
mediators, e.g. histamine, VEGE locally affect the vessel
resistance and permeability. MC-related angiogenesis
enables a rapid physiological response of placental tis-
sues to ischemia, which is most conspicuous in the 1*
trimester of the pregnancy™. According to many authors,
MC control the invasion and growth of the trophoblast
e.g. by the release of angiogenic factors®”. It has been
described that MC tend to group locally in borderline
tumors directly before their transformation into a malig-
nancy (an invasive, metastatic form). This, in turn, is
important in view of the similarity of the trophoblast and
the neoplastic tissue®”. MC-related angiogenesis in the
placenta can also be less dynamic, which supposedly
reflects the fact of incorporating other goal cells into this
process. These cells, such as macrophages and fibro-
blasts, successively evolve additional angiogenic factors
or factors degrading the extracellular matrix®. The sen-
sitivity of the trophoblast to hypoxia and its response to
the MC degranulation is probably different in successive
pregnancy periods. According to various researchers, in
vitro results prove that trophoblastic cells from the 1*
trimester of a pregnancy adapt better to hypoxia when
compared with trophoblastic cells from a pregnancy at
term"?. It is probably due to changes in the gene expres-
sion for angiogenic factors receptors, mainly VEGF and
PIGF (placental growth factor). A pathologically altered
expression of the above receptors were found in pregnan-

20 cies complicated with diabetes and [TUGR®***.

ktanej hipotrofig ptodu (IUGR) zmniejszonej Sredniej
gestosci unaczynienia kosmkow towarzyszyta obnizona
liczba KT"*". Mediatory z KT (np. histamina, VEGF)
wplywaja miejscowo na opOr naczyniowy i przepuszczal-
nos¢ naczyn. Angiogeneza zwigzana z KT zapewnia sto-
sunkowo szybka, fizjologiczng odpowiedz tkanek fozy-
skowych na niedotlenienie, co jest najbardziej widoczne
w I trymestrze cigzy®. Wielu autoréw uwaza, ze m.in.
poprzez uwalnianie czynnikdw angiogennych KT kon-
trolujg inwazje i wzrost trofoblastu®”. Opisywano miej-
scowe grupowanie si¢ KT w tkankach nowotworow typu
borderline, bezpoSrednio przed ich przemiang w posta¢
ziosliwa (inwazyjna, dajaca przerzuty), co jest istotne ze
wzgledu na podobienstwo trofoblastu do tkanki nowo-
tworowej*?. Angiogeneza zwigzana z KT w tkankach
tozyska moze réwniez przebiegac powoli, co prawdo-
podobnie odzwierciedla wigczanie do tego procesu po-
szczegblnych komorek docelowych z otoczenia, takich
jak makrofagi i fibroblasty, sukcesywnie uwalniajgcych
dodatkowe czynniki angiogenne lub degradujace macierz
pozakomoOrkowa™. WrazliwoS¢ trofoblastu na hipoksje
oraz odpowiedz trofoblastu na degranulacj¢ KT sg praw-
dopodobnie rdzne w poszczegolnych okresach cigzy. Wy-
niki badan przeprowadzonych in vitro dowodza zdaniem
niektorych autorow, ze komorki trofoblastu pochodza-
cego z I trymestru cigzy wykazujg lepszg adaptacje do
hipoksji niz komorki trofoblastu z cigzy donoszonej"®.
Zwigzane jest to prawdopodobnie ze zmianami ekspresji
receptorow dla czynnikow angiogennych, giownie VEGF
i PIGF (fozyskowy czynnik wzrostowy). Patologicznie
zmieniong ekspresje wymienionych receptordw stwier-
dzano w cigzach powiktanych cukrzycg i [UGR™**.
U cztowieka KT charakteryzujg si¢ tzw. heterogennoscia.
Mozna wyr6zni¢ KT zawierajace tryptaze i chymaze (ang.
tryptase-positive, chymase-positive mast cells, MCTC) oraz
KT zawierajace tylko tryptaze (ang. iryptase-positive, chy-
mase-negative mast cells, MCT). Poniewaz wykazano, ze
tryptaza odgrywa gtéwna role w zapewnieniu ,,prozapal-
nej” aktywnosci KT, a dziatanie chymazy wiaze si¢ bez-
poSrednio z reakcjami zapalnymi, zmiany wzajemnych
proporcji pomiedzy MCTC i MCT moga mie€ istotne
znaczenie w fizjologii i patologii tozyska. W badaniach
wiasnych wykazaliSmy znamienny wzrost odsetkowy ko-
morek MCT oraz zmniejszenie liczby MCTC w tozy-
skach z cigz powiktanych cukrzyca klasy C wg White®.
Obserwacje kliniczne i wyniki badan histopatologicznych
tozysk potwierdzajg zwickszong czestosC wystepowania
reakgji zapalnych w cukrzycy®”.

WNIOSKI

1. Hipoksja doprowadza do degranulacji KT w koho-
dowli pozaustrojowej z komorkami ludzkiego trofo-
blastu z cigzy donoszong;j.

2. Ze wzgledu na zawarto$¢ wielu mediatorow w ziar-
nistosciach wydzielniczych KT hipoksja wptywa m.in.
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Human MC are heterogenic. There are MC containing
tryptase and chymase (MCTC-tryptase-positive, chy-
mase-positive mast cells) and only tryptase (MCT — tryp-
tase-positive, chymase-negative mast cells). It has been
established that tryptase is crucial in ensuring the pro-
inflammatory activity of MC and chymase is direct-
ly involved in inflammatory reactions. Therefore, any
changes in the proportion between MCTC and MCT
can be of significant importance in the physiology and
pathology of the placenta. Our studies exhibited a signif-
icant increase of the percentage of MCT and a decreased
number of MCTC in placentas from pregnancies com-
plicated with diabetes class C (White)®. Clinical obser-
vations and the results of the histological examinations
of the placentas confirm the higher frequency of inflam-
matory reactions in diabetes””.

CONCLUSIONS

1. Hypoxia leads to the MC degranulation in an extra-
corporeal co-culture with human trophoblastic cells
from a full-term pregnancy.

2. Due to the presence of numerous mediators in MC
secretory granulations, hypoxia affects e.g. the pla-
cental angiogenesis, permeability of the vessels and
invasiveness of the trophoblast.

3. Changes in the number of MC or in the proportion
between subtypes MCTC and MCT can play an
important role in the physiology and pathology of
the human placenta.
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