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Hypoxia can stimulate angiogenesis by degranulation 
of mast cells
Hipoksja mo¿e pobudzaæ angiogenezê poprzez degranulacjê 
komórek tucznych
Гипоксия может вызывать ангиогенез посредством дегрануляции 
тучных клеток
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SSuummmmaarryy
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% O2), 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.

KKeeyy  wwoorrddss:: mast cells, angiogenesis, human trophoblast, degranulation, hypoxia

SSttrreesszzcczzeenniiee
Angiogeneza ³o¿yskowa ma podstawowe znaczenie dla prawid³owego przebiegu ci¹¿y. Komórki trofoblastu
charakteryzuje zdolnoœæ do wzrostu inwazyjnego, przy czym stê¿enie tlenu mo¿e modulowaæ stopieñ inwa-
zyjnoœci tej tkanki, m.in. poprzez zmianê nasilenia miejscowej angiogenezy. £o¿ysko ludzkie jest stosunkowo
bogatym Ÿród³em komórek tucznych (KT), których ziarnistoœci wydzielnicze zawieraj¹ czynniki angiogenne
(np. VEGFs). Udowodniono, ¿e reakcj¹ fizjologiczn¹ w niedokrwionych tkankach ³o¿yskowych jest zwiêksze-
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WWSSTTÊÊPP

Cech¹ charakterystyczn¹ komórek tucznych (KT,
mastocyty) jest zdolnoœæ do degranulacji, a wiêc
uwalniania biologicznie czynnych substancji

z ziarnistoœci wydzielniczych(1). KT s¹ bogatym Ÿród³em
czynników angiogennych, m.in. naczyniowo-œródb³on-
kowych czynników wzrostowych (ang. vascular endothe-
lial growth factors, VEGFs), zasadowego czynnika wzro-
stowego fibroblastów (ang. basic fibroblast growth factor,
bFGF), transformuj¹cego czynnika wzrostowego beta
(ang. transforming growth factor beta, TGF-β), czynnika
martwicy nowotworów alfa (ang. tumor necrosis factor
alpha, TNF-α), histaminy i interleukiny 8 (IL-8)(2,3). Po-

IINNTTRROODDUUCCTTIIOONN

The characteristic feature of mast cells (MC) is their
ability to degranulate, i.e. to release biologically
active substances from the granulations(1). 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-β),
tumor necrosis factor alpha (TNF-α), histamine and
interleukin 8 (IL-8)(2,3). 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(4). Accu-
mulation of MC in sites of increased angiogenesis was

nie ekspresji VEGFs. Celem niniejszej pracy by³a ocena wp³ywu hipoksji na proces degranulacji KT w pozaustro-
jowej hodowli izolowanych komórek ludzkiego trofoblastu. Utworzono kohodowle in vitro komórek ludzkiego
trofoblastu z ci¹¿ donoszonych oraz KT uzyskanych z krwi pêpowinowej. Podczas 30-minutowej inkubacji
w warunkach hipoksji (2% O2) oceniano za pomoc¹ komputerowej analizy obrazu stopieñ degranulacji KT
barwionych 0,001% czerwieni¹ rutenow¹ z dodatkiem czterotlenku osmu. Wyniki porównywano z uzyskanymi
w warunkach normoksji, po podaniu zwi¹zku 48/80 (powoduje degranulacjê) oraz chromoglikonianu disodo-
wego (DSCG; stabilizator KT). Hipoksja doprowadza³a do znacz¹cego nasilenia degranulacji KT (p<0,05)
w kohodowli z komórkami trofoblastu. Maksymalna intensywnoœæ tej degranulacji by³a podobna do obserwo-
wanej po zadzia³aniu zwi¹zkiem 48/80, ale reakcja przebiega³a wolniej. Uprzednie zastosowanie DSCG blo-
kowa³o odpowiedŸ w postaci degranulacji zarówno na hipoksjê, jak i na podanie zwi¹zku 48/80. Ze wzglêdu na
zawartoœæ wielu mediatorów w ziarnistoœciach wydzielniczych KT hipoksja wp³ywa m.in. na angiogenezê ³o-
¿yskow¹, przepuszczalnoœæ naczyñ i inwazyjnoœæ trofoblastu. Zmiany liczby KT lub zmiany wzajemnych pro-
porcji subtypów KT (MCTC i MCT) mog¹ odgrywaæ istotn¹ rolê w fizjologii i patologii ludzkiego ³o¿yska.

SS³³oowwaa  kklluucczzoowwee:: komórki tuczne, angiogeneza, ludzki trofoblast, degranulacja, hipoksja
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described in the processes of placenta formation, regen-
eration and tissue healing as well as in malignancies,
especially metastatic(5-7). For their substantial invasive-
ness, trophoblastic cells bear a strong resemblance to
neoplastic cells, as far as physiological properties are con-
cerned(8). 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(9). 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(10,11).

OOBBJJEECCTTIIVVEE  OOFF  TTHHEE  SSTTUUDDYY

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.

MMAATTEERRIIAALL  AANNDD  MMEETTHHOODDSS

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(12). Specimens of the trophoblastic villi under-
went an enzymatic breakage (30 min) in a solution of
37°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 (1x106

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 µg/ml gentamicin. The
cells were consecutively cultured for 8 days in normoxic
conditions (20% O2), in a moisturized incubator, at the
temperature of 37°C with 5% CO2.
On the 4th day, MC suspension (2x105 MC/ml) was added
to the trophoblast in vitro culture. MC had been obtained
from the umbilical blood using the method of Igarashi et
al.(13) By means of sedimentation in 4.5% dextran solu-

nadto ekspresja VEGFs w komórkach innych ni¿ masto-
cyty ulega wybitnemu zwiêkszeniu pod wp³ywem media-
torów z KT, a substancje z rodziny VEGFs wywo³uj¹
chemotaksje KT w warunkach in vitro i in vivo(4). Groma-
dzenie siê KT w miejscach nasilonej angiogenezy opi-
sywano w procesach wytwarzania ³o¿yska, regeneracji
i gojenia tkankowego, jak równie¿ w nowotworach z³o-
œliwych, szczególnie guzach przerzutowych(5-7). Ze wzglê-
du na wybitn¹ inwazyjnoœæ trofoblastu jego komórki
przypominaj¹ w du¿ym stopniu w³aœciwoœciami fizjolo-
gicznymi komórki nowotworów z³oœliwych(8). Z badañ
nad komórkami trofoblastu wynika, ¿e ich stopieñ in-
wazyjnoœci, bezpoœrednio koreluj¹cy ze zdolnoœci¹ do
wytwarzania nowych naczyñ, ulega istotnemu wzrosto-
wi w warunkach hipoksji. Udowodniono, ¿e reakcj¹ fi-
zjologiczn¹ w niedokrwionych tkankach ³o¿yskowych
jest zwiêkszenie ekspresji VEGFs(9). Poznanie udzia³u
KT w procesach wzrostu ³o¿yska i rozwoju jego una-
czynienia ma znaczenie dla lepszego zrozumienia inter-
akcji zachodz¹cych w jednostce maciczno-³o¿yskowo-
-p³odowej w ci¹¿y fizjologicznej i powik³anej, a poprzez
analogiê mo¿e byæ przydatne w badaniu angiogene-
zy nowotworowej(10,11).

CCEELL  PPRRAACCYY

Celem niniejszej pracy by³a ocena wp³ywu hipoksji na
proces degranulacji KT w pozaustrojowej hodowli izo-
lowanych komórek ludzkiego trofoblastu.

MMAATTEERRIIAA££  II MMEETTOODDYY

Komórki trofoblastu kosmkowego wyizolowano z ludz-
kich ³o¿ysk po pobraniu w sposób standardowy wycin-
ków. £o¿yska (N=10) uzyskano po porodach si³ami
natury u pierwiastek w ci¹¿ach donoszonych, o prawi-
d³owym przebiegu. Zastosowano nieco zmodyfikowa-
n¹ enzymatyczn¹ metodê izolacji trofoblastu, któr¹ po
raz pierwszy opisali Esterman i wsp.(12) Wycinki pobra-
nej z ³o¿ysk tkanki kosmków poddawano przez 30 min
trawieniu enzymatycznemu w roztworze o temperaturze
37°C, zawieraj¹cym 0,125% trypsyny i 0,2 mg/ml dez-
oksyrybonukleazy I (Sigma Chemical Co., St Louis, MO,
USA). Powsta³¹ w obrêbie supernatantu zawiesinê ko-
mórek poddawano filtracji i odwirowaniu. Tworzono
ponownie zawiesinê komórek w p³ynie izotonicznym,
a komórki 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 stê¿eniach wzrastaj¹cych o 5% w przedziale
od 5 do 70%. Warstwa odwirowanych komórek znajdu-
j¹ca siê w przedziale pomiêdzy 40 a 50% Percollu o gê-
stoœci 1,048-1,062 g/ml zosta³a zebrana i po 2-krotnym
p³ukaniu zawieszona (1x106 komórek/ml) w mieszaninie
po¿ywek Ham’s F12 i Dulbecco’s (1:1; Gibco, Grand
Island, USA), z dodatkiem 15% p³odowej 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 106/ml, were then seeded on a base contain-
ing recombined human stem cells growth factor (rhSCF;
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,
at least 95% of the cells were MC, which was confirmed
by a positive reaction with acidic solution of toluidine
blue (Churukian method)(14).
The umbilical blood was collected from the umbilical
vessels in the 3rd 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% O2), either the oxygen concentration
was reduced to form a 30 minutes hypoxia (2% O2) or
the 48/80 compound (1 µg/ml) was added to degranu-
late the mast cells. The above procedures were repeat-
ed after the mast cells stabilizer, DSCG (10 µM/l), 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)(15). The relative intensity of staining in
every identified MC in a vision field of a constant calibra-
tion (138 692 µm2) was measured at 5-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).
The mean intensity of degranulation in the control group

lêcej, 1 mmol/l pirogronianu sodowego, 2 mmol/l L-glu-
taminy i 50 µg/ml gentamycyny. Komórki by³y nastêpnie
hodowane przez 8 dni w warunkach normoksji (20% O2)
w nawil¿anej cieplarce w temperaturze 37°C przy 5%
zawartoœci CO2.
W czwartym dniu do hodowli trofoblastu in vitro doda-
wano zawiesinê KT (2x105 mastocytów/ml). KT uzyski-
wano z krwi pêpowinowej poprzez izolacjê frakcji ko-
mórek jednoj¹drzastych, stosuj¹c metodê Igarashiego
i wsp.(13) W tym celu z heparynizowanej krwi pêpowino-
wej usuwano erytrocyty poprzez sedymentacjê w 4,5%
roztworze dekstranu. Górn¹ warstwê komórek (ang. buf-
fy coat) umieszczano w roztworze odczynnika Ficoll-He-
paque o gêstoœci 1,077 g/ml (Amersham Pharmacia
Biotech, USA), a przedzia³ gêstoœci odpowiadaj¹cy ko-
mórkom jednoj¹drzastym wyodrêbniano poprzez frak-
cjonowane odwirowanie. Pozostaj¹ce nieliczne erytrocy-
ty usuwano, stosuj¹c lizê w roztworze hipotonicznym,
a komórki jednoj¹drzaste zawieszano w po¿ywce RPMI
1640 (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA), zawiera-
j¹cej 10% p³odow¹ surowicê bydlêc¹, 2 mM L-gluta-
miny (oba odczynniki z firmy Fluka Chemika-Bioche-
mika, Buchs, Switzerland) i 2-merkaptoetanol (Gibco
BRL). Komórki zosta³y nastêpnie wysiane w stê¿eniu
106 komórek/ml na po¿ywce zawieraj¹cej rekombino-
wany ludzki czynnik wzrostowy z komórek pnia (rhSCF;
100 ng/ml) i ludzk¹ interleukinê 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% wystêpuj¹cych w niej komórek odpowia-
da³o KT, co wykazano za pomoc¹ pozytywnej reakcji
barwienia zakwaszonym roztworem b³êkitu toluidyny
(metoda Churukiana)(14).
Krew pêpowinow¹ pobierano z naczyñ pêpowinowych
w III okresie porodu. KT uzyskane z krwi pêpowinowej
dodawano zawsze do hodowli trofoblastu powsta³ej
z wycinków ³o¿yska tej samej pacjentki, od której pobie-
rano krew pêpowinow¹ (KT i trofoblast pochodzi³y od
tej samej pacjentki).
Po 8 dniach prowadzenia kohodowli trofoblastu i KT
w warunkach normoksji (20% O2) redukowano stê¿enie
tlenu, wywo³uj¹c trwaj¹c¹ 30 min hipoksjê (2% O2), lub
podawano zwi¹zek 48/80 (1 µg/ml), doprowadzaj¹cy
do degranulacji mastocytów. Powy¿sze procedury po-
wtórzono po uprzednim dodaniu do po¿ywki w kohodo-
wli DSCG (chromoglikonian disodowy; 10 µM/l) – sub-
stancji stabilizuj¹cej KT. Utworzono tak¿e kohodowlê
referencyjn¹ trofoblastu i KT, któr¹ prowadzono w wa-
runkach normoksji, bez modyfikowania od¿ywek poda-
waniem zwi¹zku 48/80 lub DSCG.
W celu oceny nasilenia degranulacji KT zastosowano
barwienie 0,001% czerwieni¹ rutenow¹ z czterotlenkiem
osmu (Ruthenium Tetroxide Staining Kit, SPI-Chem,
West Chester, PA, USA)(15). Wzglêdn¹ intensywnoœæ bar-
wienia ka¿dej ze zidentyfikowanych KT w polu widzenia
o sta³ej kalibracji (138 692 µm2) mierzono w odstêpach
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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.

RREESSUULLTTSS

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

5-minutowych w okresie 30 min prowadzenia ekspe-
rymentu, u¿ywaj¹c specjalistycznego oprogramowania
morfometrycznego, wspó³pracuj¹cego z mikroskopem
œwietlnym (Quantimet 500+C, Leica Cambridge Ltd.,
Cambridge, UK). Obraz z mikroskopu by³ odbierany
przez kamerê wideo, a wychodz¹cy z niej sygna³ analo-
gowy konwertowano do czarno-bia³ego sygna³u cyfrowe-
go, z wyraŸn¹ skal¹ wartoœci dla odcieni szaroœci (skala
od 0 do 255, gdzie „0” oznacza kolor czarny, a „255”
– kolor bia³y). Nasilenie degranulacji KT oceniano, wy-
korzystuj¹c tzw. wskaŸnik œredniego wysycenia kolorem
(skala szaroœci) i rozk³ad czêstoœci (histogram) dla ka¿dej
wartoœci w poszczególnych przedzia³ach skali szaroœci.
Uzyskiwane wyniki porównywano w postaci œrednich
wartoœci odsetkowych (%; ±SEM) ze stwierdzanymi
w grupie kontrolnej, gdzie doœwiadczenie przeprowa-
dzano po zadzia³aniu zwi¹zkiem 48/80, w warunkach
normoksji, bez uprzedniej ekspozycji kohodowli na dzia-
³anie DSCG. Œrednie nasilenie degranulacji w grupie kon-
trolnej przyjêto jako 100%. W celu analizy statystycznej
wyników zastosowano test U Manna-Whitneya. Przyjê-
to, ¿e dla wartoœci p<0,05 ró¿nice pomiêdzy œrednimi
wartoœciami wykazuj¹ statystyczn¹ znamiennoœæ.

WWYYNNIIKKII

Na rys. 1 podsumowano uzyskane wyniki. Hipoksja do-
prowadza³a do znacz¹cego nasilenia degranulacji KT
(p<0,05) w kohodowli z komórkami ludzkiego trofo-
blastu. Maksymalna intensywnoœæ tej degranulacji by³a
podobna do obserwowanej po zadzia³aniu zwi¹zkiem
48/80, ale reakcja przebiega³a wolniej. Uprzednie zasto-
sowanie DSCG (zwi¹zku stabilizuj¹cego KT) blokowa-
³o odpowiedŸ w postaci degranulacji zarówno na hipo-
ksjê, jak i na podanie zwi¹zku 48/80.

DDYYSSKKUUSSJJAA

Ciœnienie parcjalne tlenu odgrywa wa¿n¹ rolê w ró¿ni-
cowaniu siê trofoblastu i wp³ywa na jego inwazyjnoœæ.
Stosunkowo wysoka zawartoœæ tlenu (20% O2, odpo-
wiadaj¹ca warunkom panuj¹cym w pobli¿u têtnic ma-
cicznych w II trymestrze ci¹¿y) pobudza ró¿nicowanie
siê cytotrofoblastu, podczas gdy stany hipoksji (2% O2,
odpowiadaj¹ce warunkom panuj¹cym w s¹siedztwie
powierzchni matczynej ³o¿yska w II trymestrze ci¹¿y)
nasilaj¹ proliferacjê cytotrofoblastu i hamuj¹ jego ró¿-
nicowanie(16). Liczba i rozmieszczenie ³o¿yskowych KT
odgrywa istotn¹ rolê w fizjologii ³o¿yska, jak równie¿
mo¿e warunkowaæ powstawanie stanów patologicz-
nych(17). W badaniach w³asnych stwierdziliœmy, ¿e œred-
nia gêstoœæ naczyñ ³o¿yskowych w kosmkach jest wprost
proporcjonalna do œredniej liczby KT w danej objêtoœci
tkanek ³o¿yskowych. Nasilonej angiogenezie w ³o¿ysku
cukrzycowym (cukrzyca klasy C wg White) towarzyszy³
wzrost liczby mastocytów, podczas gdy w ci¹¿y powi-

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 komórek tucznych (%; ±SEM) ob-
serwowana w kohodowli z komórkami trofoblastu
ludzkiego z ci¹¿y donoszonej w warunkach normo-
ksji, hipoksji oraz po zastosowaniu zwi¹zku 48/80
(wyzwalacz degranulacji) w obecnoœci lub przy bra-
ku substancji stabilizuj¹cej mastocyty (DSCG – chro-
moglikonian disodowy); wartoœci œrednie uzyskane
po podaniu zwi¹zku 48/80 w warunkach normoksji
(bez uprzedniego oddzia³ywania DSCG) przyjêto
jako 100%; * oraz ♦ p<0,05
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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.

DDIISSCCUUSSSSIIOONN

The oxygen partial pressure plays an important role in
the trophoblast differentiation and influences its invasive-
ness. A relatively high percentage of oxygen (20% O2

– similar to the conditions near the uterine arteries in
the 2nd trimester of pregnancy) stimulates the cytotropho-
blast differentiation, whereas hypoxia (2% O2 – similar
to the conditions near the mother side of the placenta in
the 2nd trimester of pregnancy) stimulates the cytotro-
phoblast proliferation and inhibits its differentiation(16).
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(17). 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(18,19). MC
mediators, e.g. histamine, VEGF, 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 1st

trimester of the pregnancy(20). According to many authors,
MC control the invasion and growth of the trophoblast
e.g. by the release of angiogenic factors(21). 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(22). 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(23). 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 1st

trimester of a pregnancy adapt better to hypoxia when
compared with trophoblastic cells from a pregnancy at
term(16). It is probably due to changes in the gene expres-
sion for angiogenic factors receptors, mainly VEGF and
PlGF (placental growth factor). A pathologically altered
expression of the above receptors were found in pregnan-
cies complicated with diabetes and IUGR(24,25).

k³anej hipotrofi¹ p³odu (IUGR) zmniejszonej œredniej
gêstoœci unaczynienia kosmków towarzyszy³a obni¿ona
liczba KT(18,19). Mediatory z KT (np. histamina, VEGF)
wp³ywaj¹ miejscowo na opór naczyniowy i przepuszczal-
noœæ naczyñ. Angiogeneza zwi¹zana z KT zapewnia sto-
sunkowo szybk¹, fizjologiczn¹ odpowiedŸ tkanek ³o¿y-
skowych na niedotlenienie, co jest najbardziej widoczne
w I trymestrze ci¹¿y(20). Wielu autorów uwa¿a, ¿e m.in.
poprzez uwalnianie czynników angiogennych KT kon-
troluj¹ inwazjê i wzrost trofoblastu(21). Opisywano miej-
scowe grupowanie siê KT w tkankach nowotworów typu
borderline, bezpoœrednio przed ich przemian¹ w postaæ
z³oœliw¹ (inwazyjn¹, daj¹c¹ przerzuty), co jest istotne ze
wzglêdu na podobieñstwo trofoblastu do tkanki nowo-
tworowej(22). Angiogeneza zwi¹zana z KT w tkankach
³o¿yska mo¿e równie¿ przebiegaæ powoli, co prawdo-
podobnie odzwierciedla w³¹czanie do tego procesu po-
szczególnych komórek docelowych z otoczenia, takich
jak makrofagi i fibroblasty, sukcesywnie uwalniaj¹cych
dodatkowe czynniki angiogenne lub degraduj¹ce macierz
pozakomórkow¹(23). Wra¿liwoœæ trofoblastu na hipoksjê
oraz odpowiedŸ trofoblastu na degranulacjê KT s¹ praw-
dopodobnie ró¿ne w poszczególnych okresach ci¹¿y. Wy-
niki badañ przeprowadzonych in vitro dowodz¹ zdaniem
niektórych autorów, ¿e komórki trofoblastu pochodz¹-
cego z I trymestru ci¹¿y wykazuj¹ lepsz¹ adaptacjê do
hipoksji ni¿ komórki trofoblastu z ci¹¿y donoszonej(16).
Zwi¹zane jest to prawdopodobnie ze zmianami ekspresji
receptorów dla czynników angiogennych, g³ównie VEGF
i PlGF (³o¿yskowy czynnik wzrostowy). Patologicznie
zmienion¹ ekspresjê wymienionych receptorów stwier-
dzano w ci¹¿ach powik³anych cukrzyc¹ i IUGR(24,25).
U cz³owieka KT charakteryzuj¹ siê tzw. heterogennoœci¹.
Mo¿na wyró¿niæ KT zawieraj¹ce tryptazê i chymazê (ang.
tryptase-positive, chymase-positive mast cells, MCTC) oraz
KT zawieraj¹ce tylko tryptazê (ang. tryptase-positive, chy-
mase-negative mast cells, MCT). Poniewa¿ wykazano, ¿e
tryptaza odgrywa g³ówn¹ rolê w zapewnieniu „prozapal-
nej” aktywnoœci KT, a dzia³anie chymazy wi¹¿e siê bez-
poœrednio z reakcjami zapalnymi, zmiany wzajemnych
proporcji pomiêdzy MCTC i MCT mog¹ mieæ istotne
znaczenie w fizjologii i patologii ³o¿yska. W badaniach
w³asnych wykazaliœmy znamienny wzrost odsetkowy ko-
mórek MCT oraz zmniejszenie liczby MCTC w ³o¿y-
skach z ci¹¿ powik³anych cukrzyc¹ klasy C wg White(26).
Obserwacje kliniczne i wyniki badañ histopatologicznych
³o¿ysk potwierdzaj¹ zwiêkszon¹ czêstoœæ wystêpowania
reakcji zapalnych w cukrzycy(27).

WWNNIIOOSSKKII

1. Hipoksja doprowadza do degranulacji KT w koho-
dowli pozaustrojowej z komórkami ludzkiego trofo-
blastu z ci¹¿y donoszonej.

2. Ze wzglêdu na zawartoœæ wielu mediatorów w ziar-
nistoœciach wydzielniczych KT hipoksja wp³ywa 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)(26). Clinical obser-
vations and the results of the histological examinations
of the placentas confirm the higher frequency of inflam-
matory reactions in diabetes(27).

CCOONNCCLLUUSSIIOONNSS

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.

BIBLIOGRAPHY:
PIŒMIENNICTWO:
11.. Krishnaswamy G., Kelley J., Johnson D. i wsp.: The human

mast cell: functions in physiology and disease. Front. Bio-
sci. 2001; 6: D1109-D1127.

22.. Ribatti D., Crivellato E., Candussio L. i wsp.: Mast cells
and their secretory granules are angiogenic in the chick
embryo chorioallantoic membrane. Clin. Exp. Allergy 2001;
31: 602-608.

33.. Grutzkau A., Kruger-Krasagakes S., Baumeister H. i wsp.:
Synthesis, storage, and release of vascular endothelial
growth factor/vascular permeability factor (VEGF/VPF)
by human mast cells: implications for the biological signif-
icance of VEGF206. Mol. Biol. Cell 1998; 9: 875-884.

44.. Sawatsubashi M., Yamada T., Fukushima N. i wsp.: Asso-
ciation of vascular endothelial growth factor and mast cells
with angiogenesis in laryngeal squamous cell carcinoma.
Virchows Arch. 2000; 436: 243-248.

55.. Trabucchi E., Radaelli E., Marazzi M. i wsp.: The role of
mast cells in wound healing. Int. J. Tissue React. 1988; 10:
367-372.

66.. Hiromatsu Y., Toda S.: Mast cells and angiogenesis.
Microsc. Res. Tech. 2003; 60: 64-69.

77.. Ribatti D., Vacca A., Nico B. i wsp.: The role of mast cells in
tumour angiogenesis. Br. J. Haematol. 2001; 115: 514-521.

88.. Baergen R.N.: Gestational choriocarcinoma. Gen. Diagn.
Pathol. 1997; 143: 127-141.

99.. Lash G.E., Taylor C.M., Trew A.J. i wsp.: Vascular endothe-
lial growth factor and placental growth factor release in

na angiogenezê ³o¿yskow¹, przepuszczalnoœæ naczyñ
i inwazyjnoœæ trofoblastu.

3. Zmiany liczby KT lub zmiany wzajemnych proporcji
subtypów KT (MCTC i MCT) mog¹ odgrywaæ istot-
n¹ rolê w fizjologii i patologii ludzkiego ³o¿yska.

cultured trophoblast cells under different oxygen tensions.
Growth Factors 2002; 20: 189-196.

1100.. Knoeller S., Lim E., Aleta L. i wsp.: Distribution of
immunocompetent cells in decidua of controlled and
uncontrolled (choriocarcinoma/hydatidiform mole) tro-
phoblast invasion. Am. J. Reprod. Immunol. 2003; 50:
41-47.

1111.. Theoharides T.C., Conti P.: Mast cells: the Jekyll and Hyde
of tumor growth. Trends Immunol. 2004; 25: 235-241.

1122.. Esterman A.L., Rosenberg C., Brown T., Dancis J.: The
effect of zidovudine and 2’3’-dideoxyinosine on human
trophoblast in culture. Pharmacol. Toxicol. 1995; 76: 89-92.

1133.. Igarashi Y., Kurosawa M., Ishikawa O. i wsp.: Character-
istics of histamine release from cultured human mast cells.
Clin. Exp. Allergy 1996; 26: 597-602.

1144.. Churukian C.J.: Manual of the Special Stains Laboratory.
The Department of Pathology and Laboratory Medicine,
University of Rochester Medical Center, Rochester, New
York 1993.

1155.. Kubes P.: Ruthenium red as measure of mast cell activa-
tion. Methods Enzymol. 1999; 301: 22-27.

1166.. Genbacev O., Zhou Y., Ludlow J.W., Fisher S.J.: Regula-
tion of human placental development by oxygen tension.
Science 1997; 277: 1669-1672.

1177.. Purcell W.M., Hanahoe T.H.: A novel source of mast cells:
the human placenta. Agents Actions 1991; 33: 8-12.

1188.. Szukiewicz D., Szukiewicz A., Maslinska D. i wsp.: Pla-
cental mast cells (MC) and histamine (HA) in pregnancy
complicated by diabetes class C – relation to the develop-
ment of villous microvessels. Trophoblast Res. 1999; 13:
503-510.

1199.. Szukiewicz D., Szukiewicz A., Maslinska D. i wsp.: Mast
cells and histamine in intrauterine growth retardation
– relation to the development of placental microvessels.
Inflamm. Res. 1999; 48 (supl. 1): S41-S42.

2200.. Wheeler T., Elcock C.L., Anthony F.W.: Angiogenesis and
the placental environment. Placenta 1995; 16: 289-296.

2211.. Reynolds L.P., Redmer D.A.: Utero-placental vascular
development and placental function. J. Anim. Sci. 1995;
73: 1839-1851.

2222.. Duncan L.M., Richards L.A., Mihm M.C. Jr: Increased
mast cell density in invasive melanoma. J. Cutan. Pathol.
1998; 25: 11-15.

2233.. Duncan J.I., Brown F.I., McKinnon A. i wsp.: Patterns of
angiogenic response to mast cell granule constituents. Int.
J. Microcirc. Clin. Exp. 1992; 11: 21-33.

2244.. Torry D.S., Ahn H., Barnes E.L., Torry R.J.: Placenta
growth factor: potential role in pregnancy. Am. J. Reprod.
Immunol. 1999; 41: 79-85.

2255.. Helske S., Vuorela P., Carpen O. i wsp.: Expression of vas-
cular endothelial growth factor receptors 1, 2 and 3 in pla-
centas from normal and complicated pregnancies. Mol.
Hum. Reprod. 2001; 7: 205-210.

2266.. Szukiewicz D., Maslinska D., Poppe P. i wsp.: Placental
mast cell heterogeneity in pregnancy complicated by dia-
betes class C. Inflamm. Res. 2000; 49 (supl. 1): S33-S34.

2277.. Diamant Y.Z.: The human placenta in diabetes mellitus.
Isr. J. Med. Sci. 1991; 27: 493-497.


