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Hypoxia increases invasiveness of isolated term trophoblast cells
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Summary |

Introduction: The aim of this study was to determine the influence of hypoxia on invasiveness of the human
term trophoblast cultured in vitro. Material and method: Placental samples, obtained in standardized manner
after normal term pregnancies (N=6) were subjected to enzymatic digestion, and the resultant cell suspension
was filtrated and centrifuged in 5-70% Percoll. The cell layers between Percoll 40-50% were collected and
developed into two trophoblast cultures: normoxic (20% O,; group I), and hypoxic (2% O,; group 2). In order
to examine trophoblast invasiveness, the Cell Invasion Assay Kit (Chemicon International, USA), equipped
with extra cellular matrix proteins-coated permeable polycarbonate membrane, was used. After 48 hours, inva-
sive cells on the bottom surface of the polycarbonate membrane were counted in both groups in calibrated areas,
using morphometric software. Results: The mean number of identified trophoblastic cells in the group 11
amounted 184.57=19%=SD of the mean number counted in the Group I. Conclusions: The statistically sig-
nificant (p=0.05) increase of the trophoblast, cultured in vitro in hypoxic conditions, when compared with the
culture in normoxic conditions, was ascertained. The trophoblast cells in full-term pregnancy preserve the abil-
ity to answer for local hypoxia, typical for the first trimester trophoblast.
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Streszczenie |

Wstep: Celem niniejszej pracy byta ocena wplywu hipoksji na inwazyjno$¢ trofoblastu ludzkiego w hodowli in
vitro. Materiat i metoda: Pobrane w sposob standardowy wycinki tozysk z cigz donoszonych o przebiegu fizjo-
logicznym (N=6) poddano enzymatycznemu trawieniu, a powstatg po filtracji zawiesing — frakcjonowanemu
odwirowywaniu w Percollu o st¢zeniach od 5 do 70%. Warstwe komorek pozyskiwano z przedziatu st¢zen Per-
collu 40-50%, tworzac z kazdego badanego tozyska dwie hodowle trofoblastu: inkubowang w warunkach nor-
moksji (20% O,; grupa I) oraz hodowang w obecnosci 2% tlenu (hipoksja; grupa II). Do badania inwazyjnoSci
trofoblastu uzyto zestawow Cell Invasion Assay Kit firmy Chemicon International (USA) skiadajacych si¢ z plyt-
ki do hodowli komorkowej zawierajacej 12 studzienek, z dnem w postaci przepuszczalnej biony poliwgglanowe;,
powleczonej od gory cienkg warstwg roztworu substancji biatkowych odpowiadajacych macierzy pozakomor-
kowej. Po 48 godzinach uwidocznione komorki inwazyjne na dolnej powierzchni blony poliweglanowe; zlicza-
no za pomoca komputerowego programu morfometrycznego w polu o stalej kalibracji. Wyniki: Srednia liczba
komorek trofoblastu zidentyfikowanych na dolnej powierzchni biony poliweglanowej stanowita w grupie 11
184,57+19%=SD S$redniej liczby komorek zliczonych w grupie 1. Wnioski: Stwierdzono istotny statystycznie
(p<0,05) wzrost inwazyjnosci trofoblastu hodowanego in vitro w warunkach obnizonego ciSnienia parcjalnego
tlenu w poréwnaniu z hodowla w warunkach normoksji. Komorki trofoblastu w cigzy donoszonej zachowuja
zdolnos¢ do odpowiedzi na miejscowe niedotlenienie, typowa dla trofoblastu z I trymestru cigzy.

Stowa kluczowe: hipoksja, hodowla trofoblastu, inwazyjnos¢, tozysko ludzkie
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ConepkaHue |

Beenerme: 1lesb ipesicTaBieHHON pabOTHI COCTOSIIA B TOM, YTOOBI [IATh OLJCHKY BIIVISIHUSI TMIIOKCUY HA WH-
BA3MOHHOCTH YEJIOBEYECKOTO TPOOOIIACTA 1P KYJIbTUBALMY UH BUTPO. Marepnan meropa: Basrtoie cran-
LIapTHBIM 00Pa30M BBIPE3KM JETCKOI'O MECTA U3 JOHOLICHHBIX 6EPEMEHHOCTEN IIPK (PU3MOJIOTUIECKOM
TedeHnn (H=06) MOBEPrayINCh DH3UMATIMMECKOMY IIUIIICBAPECHNIO, 4 CYCIICH3IIS IOSIBUBIIASICS OCIIC (DIUTB-
TPUPOBAHIIS IIO/IBEPrasiach (PPAKIMOHIPOBAHHOMY LeHTPUYrupoBannio B [IepKosie py KOHIICHTPALN
ot 5 10 70%. Ciioit KJIeTOK moJyyascs us nurepsaia Kouuenrpanun [eprosuia 40-50%, 06pasys us Kax-
JIOTO MCCIIEAYEMOTO IETCKOTO MECTA [{BA KYJIBTVBIPOBAHISI TPOOOIIACTa: MHKYOMPOBAHHOE B YCIIOBISIX HOP-
mokcnu (20% O,; rpynma 1) u KyasruBupoBaHHOe Ipy Hamudanu 2% K1c1opoaa (TUIokcenst; rpyma 2). [t
JVICCIICZIOBAHMS HBA3MOHHOCTY TPohobiiacta mpumMensmch cocrassl Lesn Vuserzken Accan Kur dupmbr
Kemuron Vurepnermenans (CIIA) cocTosimmx U3 IUIACTUHKM A7 KJICTOYHOTO PasBENCHUS COLEpPIKa-
miert 12 KoJIoz1IeB, ¢ JHOM B BU/IC IIPOHUIIAEMON nonMKap60HaTOBor71 IJIEHKY, TIOKPBITON CBEPXY TOHKNM
CJIOEM PACTBOPA IPOTEVHOBBIX BEIECTB COOTBETCTBYIOIINX BHEKJIETOYHOMY JI0XKY. [lociie 48 yacos cras-
II¢ 3aMCTHBIMI MHBA3MOHHBIC KJICTKI HA HIZKHEN IOBEPXHOCTIL ITOJIUKAPOOHATOBOM IJICHKY COCUMThI-
BAJIVCh [IPYI IIOMOLIY KOMITBIOTEPHOI MOP(OMETPITIECKOI IIPOTPAMMBI Ha YUACTKE IIPY [TOCTOSHHOM KaJlu-
6puposannu. PesymsraTer: Cpennee KommyecTso KICTOK TPoobaacTa MACHTU(MUIPOBAHHOC Ha HIZKHET
[IOBEPXHOCTH MOJIMKAPOOHATOBO IIJIEHKM COCTAaBIIIO B rpyme 2 — 184,57+£19%+C]] cpenHero Kosmdecrsa
KJIETOK mieHTU(UIMPOBaHHbIX B rpyiie 1. BeiBogsr: KoHcTaTnpoBaHO CyLECTBEHHOE CTATUCTUYECKI
(11<0,05) yBesmueHNe MHBa3MOHHOCTI TPOPOOIACTA KYJIFTUBUPOBAHHOIO MH BUTPO B YCIJIOBMSIX CHUZKCH-
HOTO IapLUAaIbHOTO JAaBJICHNS KUCJIOPOZa B CPAaBHEHMY C KYJIFTUBALIMEI B YCIIOBUSAX HOpMOKcuM. Kirerkn
Tpo06IIacTa IPU JOHOIIEHHON GEPEMEHHOCTI COXPAHSIOT CHOCOOHOCTh PEAKIMY Ha JIOKAIBHBI HEO-
CT4TOK KVCJIOPOAA, TUIIMYHYIO Il TPpodobacTa IEepBOro Tpumecrpa 6€peMEHHOCTIL

KimoueBrble ciioBa: TUIIOKCYS, KYJIBTUBMIPOBAHNIC TpO(bO6.J'IaCTa, JIHBA3MIOHHOCTbD, AETCKOC MECTO

INTRODUCTION

he cell’s ability for invasive growth presents the
characteristic attribute for malignant diseases,

and also plays a major role in physiology and
pathology of the trophoblast"”. Number of independ-
ent investigators share the opinion, that the nature of
human’s trophoblast cognition (in speculation consider-
ably wider — the early pregnancy immunology cognition),
will contribute in decisive level to the effective treatment
methods of malignant diseases, based on its specific sup-
pression to the invasive growth®?.
The extrachorionic villus trophoblast cells invade the
intravascular within the limits of the spiral uterine artery
and stromale, where through the decidua, they reach the
skeleton of myometrium (physiologically, trophoblast
may invade up to 1/3 of the thickness of myometrium).
The acquiring of the invasive properties is connected with
the intensified expression of the appropriate genes, or
the transpiring of the new genes expression. The actual
knowledge about the control operator factors is still unsat-
isfactory®. Significant influences on the environmental
infiltration by the trophoblast cells, and its survival, have
the growth factors and the mother’s origin cytokines®®.
The trophoblast invasiveness is connected with the new
blood vessels formation as the effect of the two process-
es: vasculogenesis — the originating de novo vascular rete
of haemangioblasts and angiogenesis — when the vas-
cular rete expanses on the basis of the previous blood
vessel”. The invasive growth happens through the enzy-
matic degradation of the extra cellular matrix in the sur-
rounding tissue. This is therefore not a simple mechanic
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WSTEP

dolnos¢ komdrek do wzrostu inwazyjnego stano-

z wi charakterystyczng ceche nowotwordw ziosli-
wych, odgrywa rowniez zasadniczg rol¢ w fizjo-

logii i patofizjologii trofoblastu™”. Wielu niezaleznych
badaczy podziela poglad, ze poznanie natury ludzkie-
go trofoblastu (w domysle znacznie szerzej — poznanie
immunologii wezesnej cigzy) przyczyni si¢ w decyduja-
cym stopniu do opracowania skutecznych metod lecze-
nia nowotworOw ztoSliwych opartych na swoistym hamo-
waniu zdolnosci komorek nowotworowych do wzrostu
inwazyjnego™*. Komorki trofoblastu pozakosmkowego
dokonujg inwazji wewnatrznaczyniowej w obrebie ma-
cicznych tetnic spiralnych oraz srodmigzszowej, gdzie
poprzez doczesng dochodzg do zr¢bu miometrium (fi-
zjologicznie trofoblast moze naciekac do 1/3 grubosci
miometrium). Nabywanie wlasciwosci inwazyjnych wia-
ze si¢ z nasilong ekspresjg odpowiednich gendw lub ujaw-
nianiem si¢ ekspresji nowych gendw, przy czym obecna
wiedza na temat czynnikdw kontrolujacych ten proces
jest niewystarczajgca®. Istotny wptyw na infiltracje oto-
czenia przez komorki trofoblastu i ich przezycie wywiera-
ja czynniki wzrostowe i cytokiny pochodzenia matczyne-
20"?. InwazyjnoS¢ trofoblastu wigze si¢ z wytwarzaniem
nowych naczyf krwiono$nych w wyniku dwoch proce-
sow: waskulogenezy — czyli powstawania de novo sieci
naczyn z hemangioblastow i angiogenezy — gdy sieC na-
czyniowa zostaje rozbudowana na bazie uprzednio ist-
niejacego naczynia krwionoSnego”. Wzrost inwazyjny
odbywa si¢ poprzez enzymatyczng degradacj¢ macierzy
zewngtrzkomorkowej w otaczajacej tkance, nie polega za-
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jostling of the infiltrating cells®. One of the most impor-
tant parameters, regulating the local process of angio-
genesis is the oxygen concentration. Hypoxia stimulates
the endothelial vessel growth factor forming (VEGF),
and modulates — in not totally investigated — the activ-
ity of the belonging to the same family matter, placen-
tal growth factor (PIGF)®"”. The local oxygen concen-
tration changes are accompanied with the significant
changes of the receptors for VEGF and P1GF expres-
sion""'?. Some investigators observe, that the physio-
logical process of blastocyst implantation and the inva-
sion of the trophoblast, as the pathological processes,
connected with the tumour growth and the metastases,
happens with the reduced oxygen pressure (in the con-
dition of local hypoxia)"*'.

According to some authors, during the III trimester of
pregnancy, when the placenta achieves the maturity,
comes to the loss of the ability for answer to hypoxia
in this organ, as the increase of the trophoblast inva-
siveness">'?.

OBJECTIVE

The aim of this study was the assessment of the hypoxia
influence on the invasiveness of isolated cells of human
trophoblast, cultured in vitro. The material of the full-
term pregnancy was used, to verify the thesis, that the
invasiveness of the trophoblast as the answer to hypoxia
does not increase, during the III trimester of pregnancy.

MATERIAL AND METHODS

Placental samples, obtained in standardized manner,
during the standard cesarean section (N=6; ophthalmic
indications, orthopedic or pelvic lie of the fetus in prim-
igravida), in period not longer than 5 minutes from the
manual removal of placenta. All pregnancies concerned
unigravidas, aged between 25 and 28 years, were unifoe-
tal, full-term (medium age of pregnancy was 38 weeks
and 4+7 days and run correctly). Patients, qualified to
the placental samples obtaining, signed informed con-
sent. From the mothers surface of each placenta, locat-
ed about 2.5 to 5 cm from the central attachment of the
umbilical cord on the opposite organs surface (fetal sur-
face), 3 placental samples with total weight 10.0=0.5 g,
which were the basis for the trophoblast culture. The
especial care was taken with the elimination of the pla-
cental fields with evidently macroscopic morphology
changed, for example: placental infarcts. The placental
cell isolation was performed, using the Kliman et al’s
method"”, according to Esterman et al’s modification"?.
After the crumbling of the placental samples obtained,
they were subjected to enzymatic digestion for 12 hours in
the temperature of 4°C, diluted in 50 ml of solution, con-
taining 0.125% of trypsin (Gibco, Merelbeke, Belgium),

100 and 0.2% of deoxyribonuclease I (Sigma, St. Louis,

tem na prostym, mechanicznym ,,rozpychaniu si¢” nacie-
kajacych komorek®. Jednym z najwazniejszych para-
metrow regulujacych proces miejscowego wytwarzania
naczyfi jest stezenie tlenu. Hipoksja pobudza wytwa-
rzanie Srodbtonkowego czynnika wzrostowego naczynh
(VEGF) oraz moduluje, w sposob nie do kofica zbadany,
aktywnos¢ nalezgcego do tej samej rodziny substancji to-
zyskowego czynnika wzrostowego (PIGF)*'"”. Zmianom
miejscowego stezenia tlenu towarzyszg istotne zmiany
ekspresji receptorow dla VEGF i PIGF"""?. Cz¢$¢ bada-
czy zauwaza, ze zarowno fizjologiczne procesy implanta-
cji blastocysty i inwazji trofoblastu, jak i zjawiska patolo-
giczne zwigzane z szerzeniem si¢ nowotworow ztosliwych
1 powstawaniem przerzutow, dokonujg si¢ przy obnizo-
nym ciSnieniu parcjalnym tlenu (w warunkach miejscowe;j
hipoksji)**'*. Zdaniem niektorych autoréw w III tryme-
strze cigzy, po osiagnieciu dojrzatosci przez tozysko, do-
chodzi do utraty odpowiedzi na hipoksj¢ w tym narzadzie
pod postacig zwickszenia inwazyjnosci trofoblastu®*'?.

CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byla ocena wptywu hipoksji na
inwazyjnos¢ izolowanych komorek ludzkiego trofobla-
stu w warunkach in vitro. Uzyto materiatu z cigzy dono-
szonej, aby zweryfikowac teze¢, ze inwazyjno$¢ komorek
trofoblastu w odpowiedzi na hipoksj¢ nie zwicksza si¢
w III trymestrze.

MATERIAL. I METODY

Wycinki tkanek tozyskowych pobierano w standardo-
wy sposOb podczas elektywnych cie¢ cesarskich (N=6;
wskazania okulistyczne, ortopedyczne lub miednicowe
potozenie ptodu u pierwiastki) w czasie nie dfuzszym
niz 5 min. od wydobycia fozyska. Wszystkie ciaze byly
u pierwiastek w wieku 25-28 lat, byty pojedyncze, dono-
szone (Sredni wiek cigzowy wynosif 38 tygodni i 4 dni
+7 dni) i przebiegaly prawidtowo. Pacjentki zakwalifi-
kowane do pobrania tozysk uzytych w badaniu podpi-
saly oSwiadczenie Swiadomej zgody (informed consent).
Z powierzchni matczynej kazdego fozyska znajdujacej
sie w odlegtosci 2,5 do 5 cm od miejsca centralnego
przyczepu pepowiny na przeciwlegtej powierzchni na-
rzadu (powierzchnia ptodowa) pobierano po 3 wycinki
o facznej masie Srednio 10,0=0,5 g, ktore stanowity pod-
stawe do hodowli trofoblastu. Zwracano szczegdlng uwa-
ge na wyeliminowanie obszarow tozyska o ewidentnie
zmienionej makroskopowo morfologii, np. zawatow to-
zyskowych. Izolacji komorek trofoblastu dokonano, sto-
sujac metode Klimana i wsp."” w modyfikacji Estermana
1 wsp."? Po rozdrobnieniu pobrane tkanki tozyskowe
poddawano przez 12 godzin w temperaturze 4°C deli-
katnemu trawieniu enzymatycznemu w 50 ml roztworu
zawierajacego 0,125% trypsyny (Gibco, Merelbeke, Bel-
gia) 10,02% dezoksyrybonukleazy I (Sigma, St. Louis,
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MO, USA). During the next day (the second day of the
experiment), the 5 mg of deoxyribonuclease I was added,
and the mixture was incubated, shaking, for 15 minutes
in the temperature of 37°C in the water baths. To sup-
press the enzymatic digestion, the 10 ml of DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) with low con-
tent of D-glucose (Gibco BRL, MD, USA) was added,
with 20% supplement of thermally inactivated serum of
the veal (Gibco). After the filtration through the three-
layers of sterile surgical gauze, the obtained cell sus-
pension was centrifuged (1200 rot./min., for 20 minutes
in the room temperature) in 5-70% Percoll (Pharmacia,
Piscataway, NJ, USA). The cell layers emerged between
Percoll gradient 40-50% (density 1.048-1.062 g/ml) were
collected. Afterwards, after the Percoll deletion through
the multiple rinse, isolated trophoblast cells were sus-
pensed in Medium 199 (Sigma-Aldrich Co., USA), con-

Fig. 1. The diagram for the trophoblast cell invasion exam-
ination (Cell Invasion Assay Kit — Chemicon Inter-
national USA) set. The invasive cells pass through
(arrows) from the non-serum base (I), through extra
cellular matrix layer (II) proteins-coated polycar-
bonate membrane to the performing role of chemo-
tactic factor, the 10% basis FBS (I1I)

Rys. 1. Schemat zestawu do badania inwazyjnosci komorek
trofoblastu (Cell Invasion Assay Kit) firmy Chemicon
International (USA). Inwazyjne komorki przecho-
dzq (strzafki) z podloza niezawierajgcego surowicy

(1), poprzez warstwe bialek macierzy pozakomor-
kowej (1), pokrywajgcg w postaci zelu blong poli-
weglanowg, do pelnigcego role czynnika chemotak-
tyeznego 10% podioza FBS (I11)

Puc. 1. Cxema Habopa 0415 uccie008aHuA UHBAUOH-

Hocmu knemok mpoghoonacma Cen Hueetlocer
Oceu Kum gpupmor Kemuxorn Humepretiutenan
(CIIA). Huea3zuoHHbIE KAEMKU HPOXOOAM
(cmpenku) u3 OCHOBbL, KOMOPAsL He COOePICUM
coigopomku (1), uepes cnoti benkos 8HeKk1emMOU-
Hoeo noaxca (II), nokpvigaroweeo 6 sude eena
ROAUKAPOOHAIMHYIO NAEHKY, K UCNOHAIOUEMY
POob Xemomakmuueckoeo gpaxkmopa 10% ocHo-
evlt OBHC (I1I)
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MO, USA). Nastepnego dnia (drugi dzief eksperymen-
tu) dodawano 5 mg dezoksyrybonukleazy I'i mieszani-
n¢ inkubowano, wstrzasajac, przez 15 min. w temperatu-
rze 37°C wtazni wodnej. W celu zahamowania trawienia
enzymatycznego dodawano 10 ml pozywki DMEM (Du/-
becco’s modified Eagle’s medium) o niskiej zawartoSci
D-glukozy (Gibco BRL, MD, USA) z 20% dodatkiem
inaktywowanej termicznie surowicy cielecej (Gibco). Po
filtracji przez trzy warstwy sterylnej gazy chirurgicznej
uzyskang zawiesing komorek poddano frakcjonowanemu
odwirowywaniu (1200 obr./min. przez 20 min. w tempe-
raturze pokojowej) w Percollu (Pharmacia, Piscataway,
NJ, USA) o stezeniach od 5 do 70%. Pozyskiwano war-
stwe komorek z przedziatu stezen 40-50% (o gestosci
1,048-1,062 g/ml). Nastepnie, po usuni¢ciu Percollu za
pomocg kilkakrotnego ptukania, wyizolowane komorki
trofoblastu zostaty zawieszone w Medium 199 (Sigma-
-Aldrich Co., USA) zawierajagcym 15% plodowej suro-
wicy wotowej (FBS, Sigma) i antybiotyki o szerokim
spektrum dziatania (Gibco). Po tej czynnoSci zawiesing
komorek filtrowano dwustopniowo przez nylonowg ga-
z¢ o Srednicy porow 250 1 100 um. Trofoblast hodowa-
no w naczyniach (plytkach do hodowli komorkowych)
o Srednicy 50 mm, stosujac wyjSciowe st¢zenie w zawie-
sinie rowne 2x10° komorek/ml. Barwienia immunoflu-
orescencyjne z przeciwciatami antycytokeratynowymi
(Sigma) wykazaly, ze w przygotowanych w powyzszy
sposob hodowlach komorki trofoblastu stanowig ponad
95% wszystkich komorek. Materiat uzyskany z kazdego
tozyska wykorzystano do utworzenia dwoch hodowli
trofoblastu: inkubowanej w warunkach normoksji (gru-
pal; 5% CO,, 20% O,) oraz hodowanej w obecnosci
2% tlenu (grupa IT; hipoksja). Hodowle w obu grupach
prowadzono w temperaturze 37°C, zmieniajac odzyw-
ki co 24 godziny i stale zachowujac warunki normoksji
badz hipoksji.

W celu zbadania inwazyjnosci trofoblastu wykorzystano
zestaw Cell Invasion Assay Kit firmy Chemicon Inter-
national (USA). Sktada si¢ on z ptytki do hodowli ko-
morkowej zawierajacej 12 studzienek, ktorych dno sta-
nowi przepuszczalna bfona poliweglanowa o Srednicy
porow 8 um, powleczona od gory cienka warstwg roz-
tworu substancji biatkowych odpowiadajacych macie-
rzy pozakomdrkowej (ECM; ECMatrix™). Ta specjal-
na warstwa w postaci statego zelu zostata wyizolowana
z mysich tkanek nowotworowych (Engelbreth Holm-
-Swarm mouse tumour) i w opisywanym zestawie petni
rolg blony podstawnej. Czasteczki ECM zamykaja pory
w btonie poliwgglanowej 1 blokujg przechodzenie przez
nig komorek nieinwazyjnych w kierunku czynnika che-
motaktycznego (10% FBS) umieszczonego w dolnym
naczyniu. Schemat zestawu Cell Invasion Assay Kit
przedstawiono na rysunku 1. Uzyto po 6 zestawow, od-
powiednio do badan w warunkach normoks;ji (grupa I)
1 hipoksji (grupa II). Po ich przygotowaniu do kazdej
studzienki podawano 300 pl zawiesiny 1,0x10° komorek
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taining 15% of the fetal bovine serum (FBS, Sigma), and
antibiotics with the wide spectrum activity (Gibco). Next,
the cell suspension was filtrated in the two steps trough
the nylon gauze pore diameter 250 and 100 pm. The
trophoblast was cultured in laboratory vessels (shallows
for the cell culture), in diameter 50 mm, using the con-
centration in the suspension 2x10° cells/ml at starting
point. The immunofluorescent stain with anti-cytokeratin
antibodies (Sigma), demonstrated, that in prepared in
the above way cultures, the trophoblast cells compose
over 95% of total cells. The material obtained from each
placenta, was used to establish the two trophoblast cul-
tures: normoxic (group I; 5% CO,, 20% O,), and hypoxic
(2% O,; group 11, hypoxia). Two cultures were performed
in the temperature of 37°C, changing the nutrients
every 24 hours and preserving the normoxic or hypox-
ic conditions.

To evaluate the invasiveness of the trophoblast, the
Chemicon International (USA) Cell Invasion Assay
Kit set was used. This is composed of the plate for the
cellular culture, containing 12 manholes, which bottom
is composed of the permeable polycarbonate membrane,
with pore diameter 8 um, with extra cellular matrix pro-
teins-coated (ECM; ECMatrix™). This special layer in
form of stable gel was isolated of the mouse neoplasm
tissues (Engelbreth Holm-Swarm mouse tumour), and
in the described set plays the role of the basement mem-
brane. The ECM molecules close the pores in polycar-
bonate membrane and block the transit of non-invasive
cells to the chemotactic factor (10% FBS) located in the
low part of the vessel. The scheme of the Cell Inva-
sion Assay Kitset is presented on the figure 1. In each
group, 6 sets were used: accordingly for the studies in
normoxic conditions (group I), and hypoxic (group II).
After its preparation, into each manhole, the suspension
of 300 ul 1.0x10° cells of the trophoblast in the nutrient
without serum was located and incubated for 48 hours
in the temperature of 37°C. Afterwards, using the cot-
ton pads, from the center of each manhole, non-inva-
sive cells and the ECM gel-layer were removed. The
invasive cells on the bottom surface of the polycarbon-
ate membrane were demonstrated by the 20 minutes
immersion of the culture plate in the staining solution
(haematoxylin). Next to the rinse and drying of the cells
on the open air condition, using the light microscope, the
picture bottom surface of the polycarbonate membrane
was taken, and, using the morphometric software (Quan-
timet 500+C, Leica Cambridge Ltd., Cambridge, UK),
the trophoblast cells were counted in calibrated view field
on the stable surface: 138692 um’ (figure 2).

The medium numbers of the trophoblast cells in both
groups were compared, using the graphic forms as the
difference in percentage. The value of 100% was accept-
ed for group I, cultured in normoxic conditions. The sta-
tistical significance was evaluated using the t-Student’s

102 | test A p value <0.05 was considered significant.
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Fig. 2. Invasion of the trophoblast cells — computer gener-
ated with morphometric software picture (enlarge-
ment 320x) of the bottom surface of polycarbonate
membrane of Cell Invasion Assay Kit set. The area
inside the circle corresponds with calibrated surface
of the trophoblast cells counting by morphometric
programme (A — group I; B — group I1)

Rys 2. Inwazja komaorek trofoblastu — generowany kompu-
terowo obraz z mikroskopu swietlnego (pow. 320x)
dolnej powierzchni btony poliweglanowej zestawu
Cell Invasion Assay Kit. Pole we wnetrzu okregu
odpowiada kalibrowanej powierzchni zliczania ko-
morek trofoblastu przez program morfometryczny
(A —grupa I; B — grupa II)

Puc. 2. Hugasus kaemok mpogobaacma — 2enepupo-

BAHHAA NPpU NOMOWU KOMNblomepa KapmuHa
u3 cgemogoeo mukpockona (yseauuerue 320
pa3) HUYCHell NOBEPXHOCIU NOAUKAPOOHAMHOLL
naenku Habopa Cen Hueetiocern Iceu Kum. [lo-
/1€ BHYmpu OKpy2a coomeemcsyen Kaauopupo-
BaHHOLL noesepxHocmu NOOCUUMBIBAHUA K/1EIOK
mpoghobracma npu nomowu mopghomempuue-
ckotl npoepammul (A — epynna I; b — epynna I1)
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RESULTS

The statistically significant growth of the trophoblast
cultured in hypoxic condition in vitro, compared to the
culture in normoxic condition was affirmed. The mean
number of the trophoblast cells identified on the bot-
tom surface of the polycarbonate membrane of the Cell
Invasion Assay Kit set, in the group II constituted
184.57+19%=SD of the medium number of the cells,

220 4

200 - T
.
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100
276.07:21.2
60 -

149.57+16.1

The number of the trophoblast cells [% +SD]
Liczba komérek trofoblastu [% +SD]

40 148
0
Group | Group |
Grupa | Grupa Il
(20%0,) (2%0,)

* Inamiennos¢ statystyczna p<0,05

Fig. 3. Invasiveness of the trophoblast in the culture in vitro
in normoxic (group 1) and hypoxic conditions (group
D). Based on the number of the counted cells at the
bottom surface of the polycarbonate membrane of
the Cell Invasion Assay Kit set. The values are
expressed in % =SD; 100% was admitted for the
group 1. On the diagram columns, the mean num-
ber of trophoblast cells, identified in visual area in
each group and median (italics) is illustrated

Rys 3. Inwazyjnosc trofoblastu z hodowli in vitro w warun-

kach normoksji (grupa 1) oraz hipoksji (grupa II).
Na podstawie liczby komarek zliczonych na dolnej
powierzchni blony poliweglanowej zestawu Cell Inva-
sion Assay Kit. Wartosciwyrazone w % +SD; 100%
przyjeto dla grupy 1. Na kolumnach wykresu poda-
no takze Srednig liczbe komorek trofoblastu ziden-
tyfikowanych w polu widzenia w danej grupie oraz
mediang (kursywa)

Puc. 3. HueazuonHocmes mpogobaacma u3 Ky1bmuea-
YUY UH BUMPO 8 YCA0BUAX HOPMOKCUU (2pyn-
na I) u eunoxcuu (epynna II). Ha ocnogaruu
KOAUYecmsa KaemoK nOOCUUMAHHbIX 8 HUIC-
Hell NOBEPXHOCMU NOAUKAPOOHAIMHOTL N/IEHKU
Habopa Cen Huseticer Iceu Kum. Beauuurvl
ykaszanwl 8 %o CI; 100% npuramo 0414 nepeoii
epynnbvl. Ha KonoHHax cxembl yKa3aHo makoice
CpedHee Koauuecmso Kaemok mpogobaacma
UOEHMUPUYUPOBAHHYIX 8 N0/1e 3DEHUA 8 OaH-
HOIL gpynne u cpeoHee KoAuuecmso (Kypcusom)
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trofoblastu w odzywce niezawierajacej surowicy i inku-
bowano ja przez 48 godzin w temperaturze 37°C. Na-
stepnie za pomocg bawetnianych wacikow z wnetrza kaz-
dej studzienki usuwano nieinwazyjne komorki i warstwe
zelu ECM. Komorki inwazyjne na dolnej powierzchni
btony poliweglanowej uwidaczniano poprzez 20-minu-
towe zanurzenie ptytki hodowlanej w roztworze barwia-
cym (hematoksylina). Po optukaniu i wysuszeniu ply-
tek na wolnym powietrzu, fotografowano w mikroskopie
Swietlnym dolng powierzchni¢ btony poliweglanowej i za
pomocg komputerowego programu morfometrycznego
(Quantimet 500+C, Leica Cambridge Ltd., Cambridge,
UK liczono komorki trofoblastu w skalibrowanym polu
widzenia o stalej powierzchni wynoszacej 138692 um’
(rys. 2). Porownywano Srednie liczby komorek trofobla-
stu w obu grupach, przedstawiajac je w formie graficz-
nej jako réznice procentowe, przy czym warto$¢ 100%
przyjeto dla grupy I (hodowanej w warunkach normo-
ksji). Istotno$¢ roznic badano testem t-Studenta, przyj-
mujac, ze dla p<0,05 sg one statystycznie znamienne.

WYNIKI

Stwierdzono istotny statystycznie wzrost inwazyjnosci
trofoblastu hodowanego in vitro w warunkach obnizo-
nego cisnienia parcjalnego tlenu w porownaniu z ho-
dowla w warunkach normoksji. Srednia liczba komérek
trofoblastu zidentyfikowanych na dolnej powierzchni
btony poliweglanowej zestawu Cell Invasion Assay Kit
stanowita w grupie II 184,57+19%=SD Sredniej liczby
komorek zliczonych w grupie 1. Roznice te sg istotne
statystycznie (p<0,05). Powyzsze wyniki przedstawio-
no na rysunku 3, podajac oprocz wartosci odsetkowych
takze Srednie liczby komorek i mediany w obu grupach.

DYSKUSJA

Fenotyp komorek zdeterminowany jest dziataniem czyn-
nikow genetycznych i mikrosrodowiskowych"”. Sposrod
tych ostatnich stezenie tlenu wplywa w duzym stopniu
na wlasciwosci trofoblastu. Canning i wsp. wykazali, ze
hipoksja doprowadza do wzrostu aktywnosci (st¢zenia)
tzw. metaloproteinaz macierzy zewngtrzkomorkowe;j
(matrix metalloproteinases, MMPs) 1 w ten sposob, na-
ruszajac stan rownowagi dynamicznej pomi¢dzy miej-
scowym stezeniem MMPs a stezeniem ich inhibitorow
tkankowych, zwicksza inwazyjnos¢ trofoblastu"”. Na-
ciekanie macierzy zewngtrzkomorkowej przez komorki
trofoblastu o réznym stopniu inwazyjnoSci stwierdza
si¢ w cigzy fizjologicznej oraz powiktanej. Miejscowej
hipoksji przypisuje si¢ dziatanie korzystne (zwickszaja-
ce inwazyjnos¢ komorek) w procesach implantaciji bla-
stocysty 1 wytwarzania tozyska. Wiadomo jednak, ze
w niektorych stanach patologicznych w odpowiedzi na
hipoksje dochodzi do wzrostu miejscowego wytwarzania
czynnika martwicy nowotworow alfa (TNF-o), ktory
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counted in the group I. Differences are statistically sig-
nificant (p<0.05). The above results are presented on
figure 3, where, apart from the percentage values, also the
mean number of the cells and medians in both groups
are shown.

DISCUSSION

The phenotype of the cell is determined by the genetic
and microenvironmental factors™”. Among these last, the
oxygen concentration has important influence on the
trophoblast properties. Canning et al. demonstrated, that
hypoxia leads to the growth of the activity (concentra-
tion), called as metalloproteinases of the extra cellular
matrix (matrix metalloproteinases, MMPs), and, in this
way, upsetting the balance between the local concentra-
tion of the MMPs, and the tissue inhibitors concentra-
tion, increases the invasiveness of the trophoblast®. The
infiltration of the extra cellular matrix through the tro-
phoblast cells with different level of invasiveness is
affirmed in physiological and complicated pregnancy.
To the local hypoxia, the favorable action (increasing
the invasiveness of the trophoblast) in the process of
the blastocyst implantation and the production of pla-
centa, is attributed. It is a well-known fact, that in some
pathological conditions, the increase of local produc-
tion of the tumour necrosis factor alpha (TNF-or) takes
place, which inhibits the invasion of the extrachorionic
villus trophoblast cells within the limits of the spiral uter-
ine arteries. The above mentioned fact, according to
some authors, presents the fundamental element in the
pathomechanism of the pre-eclampsia and eclampsia
state*®. Moreover, the other investigators suggest, that
the basis for pre-eclampsia and eclampsia state may be
also the hypo invasiveness of the trophoblast, among
others, as the result of the incorrectly increased local
oxygen concentration, during the time of implantation,
the consequence is not total infiltration of the spiral
uterine arteries. The reason may be disorder of ability
of the cytotrophoblast cells to the adhesive molecules
expression, unnecessary for the proper spiral arteries
reconstruction, what was demonstrated in relation to
vitronectin and fibronectin Lash et al.*” Similarly, study-
ing the placental development, patomechanism in preg-
nancy complicated with intrauterine fetal growth retarda-
tion (IUGR), Khaliq et al. suggest, that the beginning
reason, paradoxically, may be hyperoxia, which, through
the local inhibition of the trophoblast invasiveness and
the local angiogenesis, leads to the chronic fetal anox-
aemia®’. Kingdom and Kaufmann agree with the above
thesis partly, considering the existence of the possibility
of the two types of the placental vascularization disor-
ders (two vascular phenotypes) in [UGR: first, more
popular, developing on the basis of hypoxia, and the
second, infrequent, connected with the local hyperoxia®.

104 In this study, essential is to demonstrate, that the iso-

hamuje inwazj¢ trofoblastu pozakosmkowego w obrebie
macicznych t¢tnic spiralnych. To, zdaniem niektorych
autorow, stanowi zasadniczy element w patomechani-
zmie rozwoju stanu przedrzucawkowego/rzucawki®®.
Co wiecej, inni badacze sugeruja, ze podtozem stanu
przedrzucawkowego i rzucawki moze byC rowniez zmniej-
szona inwazyjnos¢ trofoblastu, m.in. wskutek nieprawi-
dfowo podwyzszonego miejscowego stezenia tlenu pod-
czas implantacji, co skutkuje niecatkowitym naciekaniem
macicznych tetnic spiralnych. Przyczyng moze tu by¢
zaburzenie zdolnosci komorek cytotrofoblastu do ekspre-
sji czgsteczek adhezyjnych niezbednych do prawidiowe;
przebudowy tetnic spiralnych, co wykazali w odniesie-
niu do witronektyny i fibronektyny Lash i wsp.*” Analo-
gicznie, badajac patomechanizm rozwoju fozyska w cig-
zy powikianej wewngtrzmacicznym opOznieniem wzrostu
plodu (IUGR), Khaliq i wsp. sugeruja, ze przyczyna
wyjSciowq moze paradoksalnie by¢ hiperoksja, ktora,
hamujac inwazyjnoS¢ trofoblastu oraz miejscowg an-
giogeneze, doprowadza do przewlektego niedotlenienia
plodu®”. Kingdom i Kaufmann tylko czeSciowo zgadza-
ja si¢ Z powyzszym, uwazajac, ze istnieje mozliwos¢ wy-
stepowania dwoch typdw zaburzefi unaczynienia (dwoch
fenotypow naczyniowych) fozyska w IUGR: pierwszy,
stwierdzany czeSciej — rozwijajacy si¢ na podiozu hipo-
ksji; drugi, rzadszy — zwigzany z miejscowq hiperoksja®.
Istotne jest wykazanie w niniejszym badaniu, ze izolo-
wane komorki trofoblastu pochodzacego z cigzy dono-
szonej reaguja na hipoksje w sposob zblizony do tego,
jaki opisuje si¢, charakteryzujac trofoblast pochodzacy
z I trymestru. Nalezy zatem podejrzewac, ze w warun-
kach ustrojowych za ,starzenie si¢” tozyska w zakresie
nat¢zenia odpowiedzi wywolanej hipoksja odpowiadajg
gtdwnie zmiany ekspresji receptorodw i mikrosrodowiska
tkankowego (m.in. zmiany st¢zen czynnikow wzrosto-
wych, chemotaktycznych i wywotujacych apoptoze) .

WNIOSKI

1. Hipoksja doprowadza do wzrostu inwazyjnosci izo-
lowanych komorek ludzkiego trofoblastu w hodow-
li in vitro.

2. Komorki trofoblastu izolowane z fozysk w cigzy do-
noszonej majg zachowang zdolno$¢ odpowiedzi na
hipoksj¢ pod postacig zwigkszenia inwazyjnosci.
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nancy placenta, have the ability to answer to hypox-
ia as the more invasive form.
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