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FACTORII MOLECULARI Al LIMFANGIOGENEZEI EMBRIONARE
Vitalie Mazuru
Catedra Histologie, Citologie si Embriologie USMF ,,Nicolae Testemitanu”

Summary
Molecular agents of embryonic lymphangiogenesis

Lymphatic vessels represent a duplication of venous vascular system. Promote the
connection between all compartments of lymphatic system and, as a result, make possible the
realizing of its specific functions such as: immune function, drainage, maintenance of the
intratissullar pressure, mechanic cleaning, recirculation of the lymphocytes etc. Are involved in
pathogenesis of a wide variety of diseases, among which the main interest is focused on
malignant tumors. There were made a lot of efforts in studying of lymphatic vessels both in norm
and pathology, during the last decades. Different mechanisms that can inhibit the growth of new
lymphatics, initially is studied in experimental models on avian and rodent embryos. That’s why
is so important, for understanding of new lymphatic vessels formation in different diseases, to
know the embryonic lymphangiogenesis. The aim of this article is to highlight the molecular
players and the mechanisms which through these players lead to embryonic morphogenesis of
lymphatic vessels.

Rezumat

Sistemul vascular limfatic reprezintd o dublare a sistemului vascular venos. Asigura
unitatea morfologicd intre toate compartimentele sistemului limfatic, facand astfel posibild
realizarea functiilor specifice lui: imuna, drenare, mentinerea presiunii intratisulare, curatire
mecanica, recircularea limfocitelor etc. Este implicat in patogenia multor afectiuni dintre care un
interes deosebit il prezinti neoplaziile maligne. In ultimele decenii s-au facut eforturi sustinute in
studierea vaselor limfatice atat in norma, cat si in patologie. Procesul de studiere al diferitor
mecanisme de inhibare a cresterii vaselor limfatice noi se face inifial in modele experimentale pe
embrioni de pasdre sau rozatoare. Din aceste considerente reiese importanta cunoasterii
limfangiogenezei embrionare pentru intelegerea formarii noilor limfatice In cadrul diferitor
patologii. Scopul acestei lucrari este trecerea in revista a ultimelor date despre factorii moleculari
contribuabili la morfogeneza embrionara a limfaticelor.

149



Date generale

Sistemul limfatic este compus dintr-o retea de vase limfatice si organe limfoide
(ganglioni limfatici, amigdale, placi Payer, splina, timus). Vasele limfatice se impart in capilare
limfatice, limfatice eferente (intra- si extraorganice) si trunchiuri limfatice.

Spre deosebire de sistemul vascular sangvin, cel limfovascular nu formeaza o retea de tip
inchis, limfa fiind transportata unidirectional de la tesuturi spre circulatia sangvina, punctul de
confluenta al acestor doua sisteme fiind reprezentat de unghiul jugular[64].

Capilarele limfatice se deoebesc structural foarte mult de capilarele sangvine prin faptul
ca incep orb, sunt lipsite de fenestre, nu poseda o membrana bazald continud (chiar existenta ei
fiind un subiect de controverse), lipsesc pericitele. Capilarele limfatice sunt formate dintr-un
singur rand de celule endoteliale, unite intre ele prin jonctiuni ocluzive si aderente.
Endoteliocitele limfatice mai formeaza un tip de jonctiuni intercelulare moi de tip ,,valva”. Intre
celule sunt multi pori largi, iar pe versantul extern al capilarelor se pozitioneaza filamentele de
ancorare care le fixeaza la componentele matrixului extracelular. Aceste caracteristici fac din
capilarele limfatice structuri inalt permeabile pentru macromolecule, diversi agenti patogeni si
celule migratorii. In contrast cu capilarele limfatice, vasele limfatice colectoare poseda
membrand bazala continud, tunicd musculard, tunicd adventitiald si valve ce previn fluxul
retrograd al limfei. Pe langd structurile avasculare, cum ar fi epidermul, parul, unghiile,
cartilajele, corneea, vasele limfatice nu sunt prezente nici intr-un sir de organe vascularizate
precum creerul, maduva spinarii, retina, maduva osoasa, splina, placenta.

Embriogeneza vaselor limfatice. Sistemul vascular limfatic se dezvolta in paralel, dar
secundar sistemului vascular sangvin, procesul fiind denumit limfangiogeneza (LAG). La pasari
si la majoritatea mamiferelor, initierea LAG este marcatd de formarea sacilor limfatici primitivi
ca rezultat al fuziondrii capilarelor limfatice din zona jugulara, subclaviculara, dorsala,
retroperitoneald. La oameni primii saci limfatici se observa intre saptimana a 6-a si a 7-a de
dezvoltare embrionard, aproape peste o lund de la aparitia primelor vase sangvine. La soareci
sistemul limfatic incepe sa se dezvolte in jurul zilei 10 de dezvoltare embrionara, atunci cand
sistemul cardiovascular este deja functional [41,57].

Sursa de formare a sacilor limfatici nu este elucidata totalmente nici pand in prezent,
existand 2 teorii de baza pe seama acestui subiect. Prima din ele este ,.,teoria centrifugala”, care
fost propusa in 1902 de catre Florence Sabin[50,51]. Conform ei, sacii limfatici (primele
elemente morfologice decelabile ale LAG) apar prin inmugurirea endoteliocitelor sangvine din
venele cardinale ale embrionului. in perioada precoce de dezvoltare embrionara se formeaza mai
multi saci limfatici. Ulterior, celulele din acesti saci, prin inmugurire continud cu vector
centrifug de deplasare al structurilor nou-formate, dau nastere la capilare limfatice noi. Conform
acestui model, doi saci limfatici jugulari apar in apropierea venelor subclaviculare. Capilarele
limfatice cu punct de pornire din acesti doi saci, vor asigura vascularizarea limfatica a capului,
gatului, membrelor superioare si toracelui. Sacul limfatic retroperitoneal se formeaza langd v.
cava inferior din vv. mezonefrice, iar limfaticele aparute din acest sac vor vasculariza viscerele
abdominale si diafragmul. Ductul toracic se formeaza din cisterna chyli. Sacul limfatic posterior
apare langa confluerea venelor iliace primitive cu venele cardinale posterioare, dand nastere
limfaticelor peretelui abdominal, zonei pelviene, membrelor inferioare.

A doua teorie — ,teoria centripetd” - a fost propusa de Huntington si McClure in
1910[20]. Conform acesteia, endoteliocitele limfatice apar direct din mezenchim, independet de
venele cardinale, jonctiunea dintre sistemul limfatic si cel venos stabilindu-se ulterior. Structurile
mezenchimale progenitoare ale endoteliului limfatic au fost denumite limfangioblaste. Conform
lui Huntington, in zona venelor jugulare apar niste spatii tapetate cu limfangioblaste, umplute cu
sange. Aceste spatii se unesc intre ele, formand un plex de vase limfatice, la randu-le pline cu
sange (plexul limfatic hemoforic), care poseda numeroase jonctiuni cu venele cardinale jugulare.
Vasele plexului fuzioneazd, formand sacii limfatici jugulari, care se unesc la venele jugulare si
refuleazd in acestea continutul sau sangvin[19]. Dupd aceasta se intrerupe jonctiunea cu
componentul vascular venos, iar limfaticele periferice, formate tot din limfangioblaste,
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prolifereaza in sens centripet, in directia sacilor limfatici, la care se vor uni in final. Cand reteaua
limfovasculara este formata in intregul organism si e deja conectata la sacii limfatici, acestia din
urmi se reonecteaza in unghiul venos. In opinia lui Davis (1915) si Kinnaert (1973), aceste
mecanisme complexe de dezvoltare pot explica multiplele conexiuni dintre ductul toracic si
sistemul venos, frecvent observate la oameni[10,33]. In teoria centripeti figureaza doar o
pereche de saci limfatici primitivi.

in opinia lui G. Oliver (2004) si altor autori[41,16,62,42], LAG este un proces complex,
multistadial care se desfasoara in patru etape: competenta celulelor precursoare a endoteliocitelor
limfatice, comitare limfoendoteliala, specificare (diferentiere) limfoendoteliala, diferentierea si
maturarea vaselor limfatice.

Competenta celulelor precursoare a endoteliocitelor limfatice este capacitatea celulelor
de a raspunde la un semnal initial de inductie; acest stadiu pare a fi autonom si dirijat de catre
»ceasornicul biologic” (developmental timer)[15]. Cu toate ca factorii moleculari care regleaza
stadiul initial al competentei limfatice inca nu sunt cunoscuti, expresia receptorului pentru
hialuronan al endoteliocitelor vaselor limfatice (LYVE1) de catre un numar mic de endoteliocite
care tapeteaza venele cardinale anterioare ale embrionului de soarece cu varsta de 9 zile, este
considerat a fi primul indiciu morfologic al faptului ca endoteliocitele venoase sunt deja
competente de a raspunde la semnalele de inductie limfatica. LYVEI este expresat in perioada
embrionara de citre endoteliocitele tuturor vaselor limfatice (la adulti expresia este restrictionata
la nivelul capilarelor limfatice), de catre endoteliocitele sangvine de la nivelul sinusoidelor
hepatice si lienale si de catre macrofage[62,40]. Reprezintad o glicoproteinad transmembranara ce
contine un domeniu de atasare pentru proteina hialuronan. De acest domeniu se pot atasa atat
forma solubild, cat si cea legata a hialuronanului[5]. Hialuronanul este un component important
al matricei extracelulare, fiind un mediator al migrarii celulelor in timpul embriogenezei si al
metastazarii tumorale[34]. Probabil este implicat si in popularea ganglionilor limfatici cu
leucocite CD44+[23,34]. LY VEI participa la transportul hialuronanului prin peretele limfaticelor
si regleazd extravazarea leucocitelor din limfatice in interstitiu[23] (functie mediatda de
hialuronanul atagat la LYVEI] pe fata luminald a vasului limfatic). Concentratiile cele mai mari
de hialuronan sunt in piele si in tesutul muscular scheletal, fiind metabolizat rapid. Degradarea
hialuronanului are loc in ganglionii limfatici §i In ficat, destinatii la care ajunge prin patul
vascular limfatic. Probabil LYVEI nu determind competenta limfoendoteliald, deoarece deletia
tintitd a genei pentru LYVEI, la embrionul de soarece, nu influenteaza in nici un mod
dezvoltarea ulterioara a sistemului limfovascular[5]. Factorii moleculari responsabili de aceasta
competentd sunt incd neindentificati. Datoritd specificitatii Tnalte fatd de endoteliul limfatic si
restricitiel expresdrii la nivelul endoteliului vascular sangvin (cu mici exceptii), LYVEI este
unul din cei mai utilizati markeri limfoendoteliali[22].

Comitarea limfoendoteliala — dupa stadiul initial, celulele competente obtin abilitatea de
a da nastere unui tip particular de celule (comitare limfatica); acest stadiu depinde de tesutul
indus[15]. La mijlocul zilei 10 de dezvoltare a embrionului de soarece (E9,5), dupa cateva ore de
la debutul expresarii LYVE] de catre celulele venelor cardinale, tot in aceste vene incepe
expresia factorului transcriptional prospero-related homeobox (Prox1) [61]. Spre deosebire de
expresia LYVE]L, care la aceastd etapa este expresat de toate celulele endoteliale ale venelor
cardinale anterioare, expresia Prox1 este restrictionata doar la o subpopulatiec de endoteliocite,
aflate toate de aceeasi parte a peretelui venos[61]. Celulele progenitoare de endoteliocite
limfatice Prox1+, au o amplasare polarizata in peretele venelor cardinale (toate de aceeasi parte),
inmugurirea lor ulterioara pastrand acest patern polarizat, moment ce indicd prezenta unui
mecanism de ghidare a migrarii celulare de tip special[61]. La moment nu este clard cauza
acestei localizdri specifice — ea este determinata de particularitatile mecanismului de inductie sau
de heterogenitatea populatiei endoteliocitelor sangvine?

Dezvoltarea timpurie a sistemului vascular limfatic a fost studiatd cel mai bine pe
embrionul de soarece. Embrionul de soarece Prox " nu poseda vase limfatice. Aparitia expresarii
Prox1 pentru prima datd in endoteliocitele sangvine si absenta vascularizarii limfatice la
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embrionii cu deletia tintitd a genei pentru aceastd substantd, reprezintd un suport puternic in
favoarea teoriei lui Sabin, conform careia celulele precursoare ale endoteliocitelor limfatice
provin din endoteliocitele vasculare[61].

Prox1 este expresat de catre endoteliocitele limfatice embrionare si adulte, dar nu este
expresat 1n celulele endoteliale vasculare[62,61]. Restrictionarea initiald a expresarii Prox1 la o
subpopulatie de endoteliocite limfatice este un indiciu al faptului ca, celulele Prox1+ sunt deja
comitate pe calea dezvoltarii limfatice si pot fi considerate precursori ai celulelor endoteliale
limfatice (LEC). Absenta vaselor limfatice la embrionii Prox  este cauzatd nu de incapacitatea
precursorilor LEC de a inmuguri, ci din cauza cd celulele competente LY VE1+ nu sunt comitate
limfatic[62]. Celulele endoteliale care inmuguresc in E11-E11,5, din partea anterioara a venelor
cardinale, la embrionii Prox " nu exprima markeri pentru LEC, in schimb exprimd markeri
specifici pentru endoteliul vaselor sangvine[62]. Prin urmare expresia Prox1 este suficienta
pentru a conferi endoteliocitelor sangvine un fenotip de LEC[3]. Experimental s-a demonstrat
faptul ca supraexpresia de Prox1 comiteaza cultura de endoteliocite sangvine spre un fenotip
limfoendotelial; Prox1 induce in celule expresia genelor LEC-specifice si reprimd expresia
genelor caracteristice celulelor endoteliale sangvine[17,45]. Prox1 este pozitiv in endoteliul
limfaticelor embrionare, limfaticelor adulte si limfaticelor tumorale[62].

Specificarea limfoendoteliala este stadiul in care celulele se vor diferentia spre fenotipul
comitat, chiar daca vor fi izolate de ceilalti componenti ambientali specifici[15]. Comitarea si
specificarea limfoendoteliala sunt doua fenomene interpatrunse foarte strans, fiind dificila
trasarea unei limite temporospatiale distincte intre ele. Specificarea celulelor endoteliale
limfatice reprezintd primul pas spre diferenticrea limfatica finala. Pe parcursul acestui stadiu
apare si se intensificd expresia mai multor markeri limfatici, in timp ce expresia unor markeri
specifici endoteliului sangvin (spre exemplu, CD44, laminina) se micsoreaza progresiv[62].
Indiciul morfologic al specificérii limfoendoteliale este Inmugurirea LEC imature din venele
cardinale, care la embrionul de soarece incepe in E10,5[41,62]. La embrionul de soarece, in
E10,5 ambii markeri (LYVEI si Prox1) sunt expresati atat de endoteliul venos, cat si de LEC in
proces de inmugurire.

La embrionii de soarece, celulele limfoendoteliale ce inmuguresc din venele cardinale
anterioare, pot fi detectate din E10,5 pana la E12,5, atunci cand 1si fac aparitia primii saci
limfatici. O trasatura caracteristica pentru capilarele limfatice este absenta unei membrane bazale
continui. La inceputul E11 incepe descresterea continud a ratei de expresie in LEC aflate in
procesul de inmugurire[62].

VEGFR-3 este receptor tirozin-kinazik membranar, relativ stabil, cu masa moleculara de
180 kDa. Datorita similaritatii structurale, VEGFR-1, -2 si -3 formeaza o subfamilie de receptori
tirozin-kinazici clasa I1l. Au fost identificate 2 isoforme ale VEGFR-3, care se deosebesc intre
ele prin structura domeniului C-terminal[41].

Pana la inmugurirea precursorilor LEC din venele cardinale anterioare, VEGFR-3 este
expresat in endoteliul vaselor sangvine, unde joacad un rol esential in remodelarea si maturarea
plexului capilar primar[12]. Ulterior, dupa E11, expresia sa in endoteliul vascular descreste,
devenind in final restrictionatd la nivelul vaselor limfatice si al capilarelor fenestrate[26]. La
adulti se expreseaza in vasele limfatice lipsite de miocite[36]. Conform opinei lui Partanen si
colab.[44], expresia VEGFR-3 la nivelul capilarelor cu endoteliu discontinuu si absenta expresiei
in capilarele cu endoteliu continuu, se explicd prin rolul pe care il are acest marker in
permeabilitatea vasculara. Embrionii de soarece, lipsiti de gena pentru VEGFR-3, mor la E9,5
din cauza insuficientei cardiace, ceea ce perecliteaza evaluarea detaliata a impacutului VEGRF-3
asupra LAG[12]. Activarea continua a receptorului VEGFR-3 de catre ligandul specific duce la
dezvoltarea i remodelarea vaselor limfatice in perioada embrionara si timp de 2 saptdmani dupa
nastere, dupa care vasele limfatice devin independente fata de VEGFR-3[32,35]. Inactivarea
genei pentru VEGFR-3 prin mutatie duce la aparitia hipoplaziei limfatice si limfedemului
congenital primar, lucru care demonstreaza importanta majora a acestui factor in dezvoltarea
vaselor limfatice[21, 27,29].
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VEGFR-3 are 2 liganzi specifici: VEGF-C si VEGF-D, ambii fiind mitogeni foarte
puternici pentru endoteliul vaselor limfatice[24,58]. Cu toate ca VEGF-C nu are nici un rol in
comitarea limfoendoteliald, este esential pentru cresterea, migrarea directionata i supravietuirea
ulterioara a celulelor endoteliale limfatice[28]. Deletia ambelor alele pentru VEGF-C duce la
moartea embrionului, iar embrionii de soarece heterozigoti (Vegfc ™) prezinta dereglri severe in
dezvoltarea sistemului vascular limfatic[28]. In timpul dezvoltirii embrionare, VEGF-D este
implicat in cresterea endoteliului atat limfatic, cat si vascular. Unicul defect cauzat de deletia
genei pentru VEGF-D consta in reducerea usoarda a numarului de vase limfatice in jurul
bronhiolelor pulmonare — situsul primar de expresie a acestui marker[4].

Cu toate ca VEGF-C si VEGF-D sunt factorii indispensabili ai cresterii limfatice (in speta
VEGF-C), a fost demonstratd implicarea lor si in cresterea vaselor sangvine la mamifere[48,65].
In vitro, VEGF-C determina proliferarea endoteliului limfatic si celui vascular[25,37]. Afinitatea
si modalitatea de atasare a acestor 2 factori de crestere la receptorul lor specific este reglata de
procesarea proteolitica graduald a precursorilor proteici (forma sub care VEGF-C si —D sunt
sintetizati). Precursorul initial al acestor doi factori de crestere e constituit din 3 compartimente,
fiecare reprezentand cate un dimer (in total 6 componente): capatul N-terminal (un dimer),
capatul C-terminal (un dimer) si domeniul VHD (un dimer) (Vegf Homologue Domain) care
contine situsul de atasare cu receptorul si in lipsa celor doua capete este considerat forma matura
si cea mai activd a ambilor mediatori. Toate componentele precursorului sunt unite intre ele. In
stare neprocesatda  VEGF-C are o afinitate slaba pentru LEC si nu o are deloc pentru endoteliul
sangvin (BEC). VEGF-D neprocesat are afinitate pentru ambele tipuri de endoteliu, dar in
ambele cazuri afinitatea este slaba. Ambele capete, carboxi- si aminoterminal, sunt unite la VHD
prin cate o pereche de legaturi disulfidice. Enzima care cliveaza precursorul proteic al factorul de
crestere este plasmina[6]. Proteoliza precursorului include doud etape, dupa fiecare etapa
crescand progresiv afinitatea produsului de reactie fatd de receptor[30]. In rezultatul primei
reactii cate un component de la domeniile laterale (dimerul C-terminal si cel N-terminal) pierde
legatura cu VHD. Aceasta substanta este un ligand puternic pentru VEGFR-3, dar nu se uneste la
VEGFR-2. Dupa a doua reactiec domeniile laterale sunt inlaturate definitiv de la VHD si in
aceasta stare mediatorul este ligand foarte puternic pentru VEGFR-3 si puternic pentru VEGFR-
2[55]. Prin urmare factorii de crestere ai endoteliului vascular —C si —D poseda un efect
mitogenic puternic (primar) asupra endoteliului limfatic, dar au si un efect moderat (secundar)
asupra proliferarii endoteliului sangvin, efect mediat d¢ VEGFR-2. In ultima perioada apar tot
mai multe date referitor la expresia de catre endoteliul limfatic a VEGFR-2 (receptorul de baza al
factorilor de crestere al endoteliului vascular de tip sangvin), intensitatea careia coreleaza in mod
direct cu gradul de dezvoltare al retelei capilare limfovasculare[14,49,58,63]. Prin urmare, gradul
de procesare proteolitici a precursorilor VEGF-C si VEGF-D determind potentialul lor
limfangiogenic sau angiogenic.

VEGFR-3 se poate heterodimeriza cu VEGFR-2 (receptorul heterodimerizat consta din 2
jumatati ca si cel homodimeric, numai ca o jumatate ¢ de la VEGFR-3 iar alta jumatate de la
VEGFR-2), ceea ce va duce la o fosforilare deferitd a capatului carboxiterminal, si posibil, o
transductie diferitd a semnalului indus de catre ligand in comparatie cu semnalul generat de
VEGFR-3 homodimeric[11]. Datele recente sugereaza ca cooperarea dintre VEGFR-2 si
VEGFR-3 este necesard pentru migrarea si proliferarea LEC, iar organizarea cordoanelor de
celule endoteliale limfatice in capilare functionale este asiguratda de VEGFR-2[14].

Neuropilina-2 (Nrp2) face parte din grupul receptorilor neuropilinici, pentru care liganzi
cu afinitate foarte inaltd sunt semaforinele (SemaE si SemalV) implicate in cresterea axonala
embrionard[29,8]. Spre deosebire de celelalte neuropiline Nrp2 este expresatd si in vasele
limfatice[66]. Nrp2 este un receptor transmembranar localizat alaturi de VEGFR-3. La unirea
VEGF-C sau VEGF-D cu receptorul, Nrp2 este internalizat de catre VEGFR-3, fapt care
sugereazd ca Nrp2 moduleaza transducerea semnalului de catre VEGFR-3[31]. Soarecii cu gena
pentru Nrp2 mutantd se nasc fara capilarele si vasele limfatice mici (ele incep sa se formeze in
perioada postnatald), pe cand vasele limfatice de calibru mare sunt dezvoltate normal[66].
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Aceasta arata importanta selectiva si temporard a Nrp2 pentru dezvoltarea vaselor limfatice mici,
efectul producandu-se doar in perioada embrionara.

A fost demonstrat si rolul integrinelor in dezvoltarea limfatica. Integrina B1, cand este
unita cu colagenul sau fibronectina, poate interactiona direct si induce fosforilarea VEGFR-3. De
asemenea activeazd migrarea celulelor endoteliale[18]. Integrina osPB: potenteazd activarea
VEGFR-3 de catre VEGF-C156S, interactiune esentiald pentru supraviefuirea si proliferarea
fibronectin-mediata a endoteliocitelor limfatice[67]. Soarecii cu integrina ag deficienta mor in
perioada post-natald precoce, avand chilotorax masiv[18]. Integrina ogf; are afinitate pentru
VEGF-C si VEGF-D[59]. Mecanismele celulare si moleculare de actiune a integrinelor inca nu
sunt cunoscute exact, dar in baza celor mentionate mai sus, rolul lor in limfangiogeneza devine
foarte sugestiv.

Podoplanina umana (Tla-2) este o glicoproteind transmembranarda cu greutatea
moleculara 38kDa constituitd din 162 aminoacizi, noua dintre care formeazia domeniul
intracelular. Domeniul extracelular este Tnalt O-glicozilat cu acid sialic a-2,3 atasat la galactoza,
formand partea principald a podoplaninei. In tesuturile umane normale, podoplanina este
expresata de catre podocitele glomerulilor renali[7], tesutul muscular scheletal, placenta,
pulmoni, cord[38], in miofibroblastele glandei mamare si glandelor salivare, in osteoblaste si
celulele mezoteliale[43]. De asemenea este expresat §i in portiunea apicala a alveolocitelor de tip
I la sobolani[47]. Ocazional, poate fi intalnitd expresarea podoplaninei, sub forma de arii
circumscrise, §i in stratul bazal al epidermului uman[52], dar care este expresata predominant de
catre endoteliul vaselor limfatice. Expresia sa debuteaza in jurul E11 si raméane la cote inalte atat
in endoteliul vaselor limfatice colectoare, cat si al limfocapilarelor adultilor[7,53]. Soarecii cu
podoplanina deficientd mor la nastere din cauza insuficientei respiratorii, prezentand si dereglari
de dezvoltare ale vaselor limfatice (nu si a celor sangvine), fapt de diminuiaza drenarea limfei si
provoaca limfedem congenital[53]. In culturd, podoplanina determini adeziunea interecelular,
migrarea si formarea cordoanelor endoteliale[53]. Podoplanina este supraexpresata la frontul de
invazie a multor carcinoame umane, ea facandu-se vinovata de invazia tumoro-celulara[60].

Diferentierea si_maturarea vaselor limfatice reprezinta stadiul final 1n constituirea
vaselor limfatice §i reprezintd rezultatul proceselor de inductie, promovate de catre structurile
adiacente[13]. Acest stadiu nu este limitat doar la perioada embrionard de dezvoltare, ci continua
si dupd nastere. In jurul E14,5 vasele limfatice sunt prezente deja de-a lungul intregului embrion
in curs de dezvoltare, iar LEC sunt la finalul diferentierii. Odata cu progresarea LAG, noi
markeri incep sa fie expresati de catre vasele si capilarele limfatice.

Cele patru stadii de dezvoltare graduala a patului vascular limfatic ocupa la embrionul de
soarece aproximativ sapte zile[42]. Prin urmare, detectia si nivelul de expresie a unor markeri
depinde de stadiul dezvoltarii embrionului si de tipul tesutului studiat. Doar in preajma nasterii
vasele limfatice expreseaza intregul profil de markeri, care sunt decelabile in limfaticele adulte.

Tie2 este un receptor tirozin-kinazik, esential in remodelarea, maturarea si stabilizarea
vaselor sangvine. Ligandul specific al receptorului Tie2 este angiopoietina2 (Ang-2). A fost
demonstrat ca Tie2 este expresat si de catre LEC[13]. La soarecii cu Ang-2 deficientd sufera
remodelarea vasculard sangvina postnatala[13]. La acesti soareci mai apare si o disfunctie
limfatica generalizata, cauzatd de subdezvoltarea vaselor limfatice colectorii (ele au in peretele
sau o cantitate mult mai micd de miocite in comparatie cu vasele colectoare limfatice normale) si
hipoplazia retelei capilare limfatice[13]. Prezinta interes faptul ca activarea Tie2 de catre Ang-1,
la soarecii sus-mentionati, va determina o dezvoltare normala a vaselor limfatice, dar nu va evita
aparitia disfunctiilor vasculare sangvine. Acest lucru sugereaza cd Ang-2 actioneaza cu Tie2 ca
agonist in cazul dezvoltarii limfaticelor si ca antagonist in cazul dezvoltarii vaselor sangvine. Pe
langa importanta Ang-1 in LAG embrionara, s-a demonstrat efectul inductor al ei asupra formarii
vaselor limfatice si 1n tesuturile adulte[39,56].

EphrinB2 este expresat in vasele limfatice colectoare. Este ligandul receptorului EphB4.
Este crucial pentru remodelarea postnatala a vaselor limfatice si organizarea lor intr-o retea
vasculard ierarhizata[36]. Soarecii cu EphrinB2 inactivata prezinta hiperplazia vaselor limfatice
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colectoare, valve intraluminale defectuoase si formarea de cordoane limfoendoteliale discontinui
ce vor duce la aparitia capilarelor limfatice cu un lumen foarte larg, cu multiple protruzionari pe
traiectul sau. Prin urmare, aceasta indicd implicarea EphrinB2 in elongarea §i migrarea
directionata a LEC.

FOXC2 (forkhead transcription factor) este expresat in vasele limfatice la stadiile tardive
ale dezvoltarii embrionare si in valvele limfaticelor de la adulti[9,46]. La embrionii FOXC2"
dezvoltarea precoce a limfaticelor decurge normal. La stadiile mai avansate patternul structural
limfovascular devine atipic prin cresterea numarului de pericite, miocite si componente ale
membranei bazale (colagen tip IV)[46]. Prezenta pericitelor si miocitelor in jurul capilarelor
limfatice e probabil cauzata de cresterea expresiei de PdgfB (factorul de crestere B derivat din
trombocite) si endoglinei, care sunt responsabili de recrutarea celulelor murale (care fac parte
structura peretelui) in vasele sangvine. In afara de aceasta, vasele colectoare limfatice, la
embrionii FOXC2™"", sunt lipsite de valve. In baza acestor date este evident rolul FOXC2 in
dezvoltarea limfatica embrionara tardiva prin reglarea morfogenezei valvelor si in controlul
interactiunii LEC cu celulele murale prin supresia expresarii PdgfB, endoglinei, limitarea
depunerii de colagen IV, mentinand astfel fenotipul limfatic al vaselor formate[46].

Acordul final in dezvoltarea vaselor limfatice il constituie separarea lor de sistemul
vascular sangvin. In pofida faptului ci returnarea in sistemul venos al limfei, cu toate
componentele sale, se face la nivelul unghiului venos cervical, in organism exista jonctiuni
limfovenoase la nivelul glandei suprarenale, ficatului, rinichilor. In norma ele se consideri a fi
non-functionale, cu exceptia cazurilor de crestere a presiunii intralimfatice. Anastomozele
limfovenoase pot fi observate in limfedem congenital, limfedem secundar, ascita chiloasa,
chilotorax[1].

Moleculele de semnalizare intracelulara SYK si Slp76, care se expreseazd aproape
exclusiv 1n celulele hematopoietice si nu in cele endoteliale, sunt implicate in aceastd separare.
Se considera ca trecerea acestor molecule din celulele hematopoietice circulante, care sunt,
probabil, celule endoteliale progenitoare, in celulele endoteliale se face printr-un mecanism de
transfer intercelular integrin-mediat[54]. Mecanismele moleculare prin care se realizeaza aceasta
separare la moment nu sunt cunoscute, dar este cert demonstrat ca la embrionii de soarecii cu
SYK si Slp76 deficiente apar multiple sunturi arteriovenoase si conexiuni limfovenoase
anormale, ce determina prezenta vaselor limfatice umplute cu sange[2].

Concluzii

Morfogeneza embrionard a vaselor limfatice este un proces complex multistadial.
Limfangiogeneza incepe in termeni precoce ai dezvoltarii embrionare, continuand pe tot
parcursul vietii in functie de necesitatile reparatorii si de drenare ale organismului la un moment
anumit. Numeroasele modele experimentale puse pe animale de laborator vin sa sustind teoria
centrifugald de formare a vaselor limfatice, propusi de Florence Sabin. In ultima perioada de
timp tot multe lucrdri apar in literatura de specialitate despre rolul limfangioblastelor in
limfangiogenezd. Cu toate cd fenotipic limfaticele normale se deosebesc puternic de cele
tumoral-produse, procesele de formare a lor in ambele cazuri practic nu se deosebesc. De aici
reiese si importanta majora a cunoasterii detaliate a limfangiogenezei embrionare, pentru a face
posibild implementarea cunostintelor obtinute in terapia {intitd antilimfovasculard din patologiile
ce se caracterizeaza printr-un patern limfangiogen marcat (limfedem primar congenital,
limfedem secundar, tumori maligne).
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ROLUL PROTEINAZELOR LIZOZOMALE iN PROCESUL DE REGRESIE A
CIROZEI HEPATICE EXPERIMENTALE
Elena Rivneac, Valentin Gudumac, Valeriu Rudic, Ruslan Pretula, Victor Rivneac
Laboratorul Morfologie

Summary
The role of the lysosome proteinases in the process of the
regression of the experimental hepatic cirrhosis

It was investigated the role of the lysosome cisteine proteinases - cathepsins B, H and L -
in cirrhotic rat liver during the cirrhosis regression and the influence of the remedy BioR> on the
activity of these enzymes. It was determined that the hepatic cirrhosis provoked an increase of
lysosome proteinases activity, which continued to be elevated during the post cirrhotic
regeneration of the liver. It's of great interest that the activity of the enzyme was much higher in
the liver tissue of the animals treated with the remedy BioR>®. The considerable increase of the
catepsins activity contributes to enlarge the liver proteolytic ability for a more efficient
catabolism of the fibrous tissue in the liver.

Rezumat

S-a studiat rolul proteinazelor cisteinice lizozomale - catepsinelor B, Hsi L - in ficat in
procesul de regresie a cirozei hepatice experimentale si influenta remediului BioR* asupra
activitatii acestor enzime. A fost determinat, ca ciroza hepaticd provoaca o crestere a activitatii
proteinazelor lizozomale, care continud a fi elevata si in perioada restabilirii postcirotice a
ficatului. Prezinta interes faptul, ca activitatea enzimelor s-a dovedit a fi si mai inaltd in tesutul
hepatic al animalelor tratate cu remediul BioR*. Sporirea esentiali a activititii catepsinelor
contribuie la cresterea capacitatii proteolitice a ficatului intru catabolizarea mai eficienta a
tesutului fibros din ficat.

Fibroza - depunerea in exces de tesut conjunctiv fibros - reprezinta consecinta majoritatii
afectiunilor hepatice survenite Tn urma unor agresiuni cronice exercitate de diversi agenti (virali,
ficat este demonstratd experimental si nu trezeste indoieli [10]. Procesul de baza al involutiei
modificarilor sclerotice cronice ale ficatului este resorbtia tesutului fibros si, in special, a
colagenului [5,7]. Insa, majoritatea detaliilor mecanismelor acestui proces in vivo nu sunt
cunoscute.

O serie de exploratori atribuie proteinazelor cisteinice rolul central in procesul de
resorbtie a tesutului fibros [1,4]. Se considerd, ca circa 90% ai proteolizei intralizozomale se
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