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CARACTERISTICA SUBCLASELOR CELULELOR ENDOTELIALE IMPLICATE iN
ANGIOGENEZA LIMFANGIOGENEZA
Vitalie Mazuru, Lilian Saptefrati, Tatiana Globa, Valeriu David, Lucian Rudico
Catedra Histologie, Citologie si Embriologie

Summary
Characteristic of endothelial cells subpopulations involved in the
angiogenesis and lymphangiogenesis

Filopodia have been identified on endothelial cells from the tip of the sprouting for half a
century, but the key role of these TIP cells in vessels branching have been identified in the past
few years. Recent studies have discriminated in addition to TIP cells that are responsible for
migration and leading the way, Stalk cells that trail behind the TIP, elongate the stalk, improve
intercellular junctions and lumen formation, and the most recently discovered Phalanx cells that
are the most quiescent and stabilize the branch, determining the tissue perfusion and
oxygenation. Discovering of these endothelial cells subpopulations allows better understanding
of angiogenesis, and its consequent clinical manipulating. In this paper, based on the most recent
achievements in the field, the authors give a brief phenotypical and physiological description of
each endothelial subpopulation convicted on vessels branching.

Rezumat

Filopodiile au fost identificate pe suprafata celulelor endoteliale de la frontul de inaintare
cu jumatate de secol In urma, insa rolul acestor celule in ramificarea vasculara a fost stabilit doar
de cativa ani. Studiile recente au identificat pe langa celulele TIP, care sunt responsabile de
migrare, celule Stalk, responsbile de alungirea prin proliferare tulpinei endoteliale, formarea
jonctiunilor intercelulare si lumenului, si celule Falangiene, care sunt cele mai calme din punct
de vedere fiziologic, stabilizeaza ramura formata si determind perfuzarea si oxigenarea tisulara.
Descoperirea acestor subpopulatii de celule endoteliale permite o mai bund intelegere a
fenomenului de angiogenezd si o mai bund manipulare clinica a ei, ulterior. In aceasti lucrare,
autorii, in baza celor mai recente rezultate din literatura, fac o succinta descriere a fiecarei
subpopulatii endoteliale in parte.

In ultimele decenii, angiogeneza ca si fenomen fiziopatologic este studiati foarte intens,
fiind descrisa cu lux de amdnunte importanta sa in diverse stari fiziologice, dar si patologice.
Inca in 1971, Folkman a expus o pérere, care mai apoi a devenit dogmi — progresia tumorali este
angiogendependentd. De-a lungul anilor, in baza rezultatelor obtinute in studii experimentale si
clinice, au fost elaborate o serie Intreaga de preparate chimice potente de interveni la diferite
verigi ale lantului patogenetic angiogen: factor de crestere, receptor, co-receptor. In pofida
acestor eforturi sustinute, rezultatele clinice nu s-au dovedit a fi cele scontate. Este bine cunoscut
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faptul ca vasele tumorale de neoformatie nu sunt niste structuri vasculare de tip terminal, ci
anastomozeaza abundent intre ele, formand o retea densa. La baza formarii unei retele vasculare
std fenomenul de ramificare a vasului. Mecanismele ce determind si regleaza aceasta ramificare
au inceput a fi intelese si intens studiate pe parcursul ultimelor 7-8 ani.

Un adevarat salt in domeniu I-a constituit identificarea catorva tipuri specializate de celule
endoteliale (CE), fiecare un fenotip celular distinct, fiind importantd in formarea ramurii
vasculare — baza angiogenezei. Primele, si cu siguranta cele mai importante, sunt celulele TIP —
celulele ,,deschizatoare de cale”. Cu ajutorul filopodiilor sale, aceste celule recunosc si raspund
la semnalele de ghidare din micromediul extracelular in acelasi mod cum o face conul de crestere
in timpul neurogenezei [2]. Prin urmare, nu e de mirare ca receptorii responsabili de cresterea
neuronala sunt implicati i in angiogeneza [2,13].

Celulele ,,Stalk” se intind in spatele celulelor TIP si sunt responsabile de elongarea tulpinii
endoteliale. Aceste celule prolifereaza, formeazd jonctiuni intercelulare, stabilesc relatii cu
matricele extracelular si formeaza lumenul.

Celulele ,,Falanga” (celulele falangiene) functional sunt cele calme CE. Ele tapeteaza vasul
din moment ce noua ramura vasculard este consolidata. Aceste celule formeaza un monostrat
celular neted, sunt aranjate In forma de falanga, sunt acoperite de pericite, sunt fixate intre ele
prin jonctiuni stranse, localizate pe o membrana bazald groasa. Celulele falangiene sunt
implicate in optimizarea fluxului sangvin, perfuziei si oxigenarii tisulare [25].

Fiecare din aceste trei tipuri de CE are o menire strict definitd in ramificarea vasculara.
Modul in care aceste celule actioneaza depinde in mod particular de organizarea citoscheletului
lor. De exemplu, pentru ca o CE sa migreze, e nevoie ca ea sa formeze filopodii, lamelopodii si
sa-si polarizeze citoscheletul actinic in directia migrarii.

I. Celulele endoteliale ,,TIP”

In pofida faptului ca prezenta ,,apofizelor filiforme” din zona de varf a cresterii endoteliale
a vaselor era cunoscutd in creier mai bine de jumatate de secol, importanta lor in alungirea si
cresterea orientatd a vasului (sprouting) a fost descifratd doar recent. Studiile clasice au aratat
prezenta in vivo a CE ,.fard suturi” — celule endoteliale lipsite de zonula occludens si adherens —
ceea ce a servit drept baza pentru formularea teoriei conform careia ar exista mai multe tipuri de
CE (celulele trunculare cu lumen si celulele TIP fard) in componenta capilarului in crestere [43].
Studiile electronooptice au depistat prezenta de filopodii in zona de proliferare a capilarului n
crestere [23].

La moment, TIP CE sunt descrise in numeroase modele de angiogeneza. Particularitatile
lor cheie sunt reprezentate de: localizarea lor in frontul de proliferare a vasului, polarizare inalt
exprimata, cat si numeroase filopodii in contact intim cu componentele matricei extracelulare,
orientate spre stimulul angiogenic [11,31]. Aceste celule nu participad la formarea cavitatii
vasului nou-format, si, cu mici exceptii, nu prolifereaza [1,44]. Ele poseda un fenotip molecular
specific, exprimand asa markeri ca VEGFR-2, VEGFR-3, PDGF-BB, Unc5B, DI1l4, NRP1 [12,
21,35,37,38]. Aceste celule detecteaza gradientele semnalelor de navigare si integreaza coduri
moleculare de combinare in directia migrarii. Abilitatea lor de baza este formarea filopodiilor.

Rolul de baza al celulelor TIP este de ,,a naviga”, proces care obligd la o cercetare
minutioasd a semnalelor din spatiul interstitial si transformarea lor intr-un proces dinamic de
adeziune (in frontul de proliferare) si deadeziune (in spate), care, in final, determind migrarea
celulard. Pentru a Indeplini acest obiectiv celula TIP formeaza permanent lamelopodii si filpodii.

Lameolopodiile structuri scurte asemanatoare cu o basma, localizate In imediata vecinatate
cu membrana celulard si care confine o bogata retea actinica foarte ramificata. Filopodiile, insa,
sunt niste protruziuni membranare foarte lungi, care contin fascicule dense de actina
filamentoasa (F-actin), care la rindul sdu se extinde din zona lamelopodiei [14,24,29]. Ambele
structuri sunt extrem de dinamice, fiind generate in citeva minute dupd stimulare [7]. Atat
lamelopodiile, cat filopodiile sunt capabile de a cerceta ambianta extracelulard, detectand
semnale de ghidare atractive sau repulsive. Un semnal atractiv va induce polimerizarea F-actinei
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ce va duce la extinderea filopodiei, in timp ce semnal repulsiv va determina depolimerizarea
retrograda a ei si, implicit, retractia filopodiei [14]. Filopodiile si lamelopodiile formeaza puncte
focale de contact intre citoschelet si matricele extracelular [7]. Aceasta permite de a trage celula
spre respectivele puncte de ancorare.

Fibrele de F-actind sunt elongate la capatul pozitiv cu ajutorul proteinelor din familiile
Profilin, Ena/Vasp, Formin, care determind polimerizarea G-actinei in imediata vecinatate cu
membrana celulard. La capdtul negativ, Cofilina depolimerizeaza si scurteaza filamentele de
actind [7]. Ramificarea F-actinei este mediatd de catre proteinele complexului ARP2/3 si
proteinele familiei WASP. Miozina X grupeazd filamentele in crestere in fascicule, care sunt
intersectate de Fasceina [24].

Expresia VEGF in celulele TIP

Pe langd VEGFR-2, 1n celulele mai sunt exprimati si alti receptori VEGF ca VEGFR-3 si
NRP1. Pe parcursul dezvoltarii, VEGFR-3 este expresat in toate tipurile de endoteliu, fiind mai
apoi restrictionat doar la celulele endoteliale limfatice [38]. Cu toate acestea, in endoteliul
vascular activat, expresia VEGFR-3 reapare, fiind mai specificad pentru zona filopodiilor din
frontul de sprouting [19,38]. Blocarea VEGFR-3 reduce numarul apofizelor celulare, a punctelor
de ramificare, cat si capacitatea de proliferare a CE. VEGFR-2 induce expresia VEGFR-3 in
celulele TIP, in timp ce sistemul de semnalizare Notch o inhiba 1n elulele Stalk [38]. Ca si in
cazul VEGFR-2, celulele TIP exprima VEGFR-3 mai intens decat celulele Stalk. VEGFR-2 si
VEGFR-3 sunt capabili de a forma heterodimeri, transmitand semnale distincte fatd de cele
transduse de corespondentii lor homodimerici [8]. Se pare ca aceste forme heterodimerice sunt
implicate in functionarea celulelor TIP. VEGFR-3 mai regleaza si integritatea vasculara, cu toate
ca nu inca cunoscut daca acest efect este mediat prin celulele TIP sau cele Stalk [19].

NRP (Neuropilinele) functioneaza ca si receptori endoteliali, fiind membre a doua familii
de receptori — Sema3 si VEGF [2,10]. In calitatea de VEGF receptori, NRP au un rol important
in dezvoltarea cardiovasculara si angiogeneza tumorald [10]. Ambele Neuropiline, NRP1 si
NRP2, sunt prezente in vasele ce se dezvolta. Utilizarea anti-NRP1, pentru a bloca selectiv
VEGF si nu Sema3, a aratat ca Sema3 are un efect nesemnificativ in angiogeneza controlata de
axul patogenetic VEGF/NRP-1 [10]. Cu toate acestea, Sema3F este un inhibitor eficient
angiogenezei §i progresiei tumorale, si a metastazarii. Neuropilinele pot forma coreceptori cu
VEGFR-1, -2 si -3, sau actiona direct prin intermediul sinectinei [9]. Studiile genetice au aratat
cd NRPI si sinectina regleaza ramificarea vasculara [3]. In absenta NRP1, vasele sangvine din
trunchiul cerebral al embrionului nu se ramificad [12]. Ramificarea si fuzionarea vasculara
deficiente, sunt cauzate nu de absenta filopodiilor in celulele TIP, ci de extinderea laterala
defectd a lor, mecanism crucial in formarea plexurilor vasculare datoritd asigurdrii confludrii
celulelor TIP. Cum NRP1 regleaza activitatea filopodiilor din celulele TIP, si indeosebi extensia
lor laterala, urmeaza inca de a fi studiat.

Capacitatea de invazie a celulelor TIP

Sprouting-ul, fara de care angiogeneza nu poate avea loc, este un fenomen invaziv, care
necesitd degradarea proteoliticd a matricei extracelulare. CE TIP exprimd metaloproteinaze
matriceale, expresia carora este determinatd de compozitia chimica a substantei intercelulare ce
urmeaza a fi invadata. Metaloproteinaza 14 (MMP14) regleazd angiogeneza si se pare ca este
indispensabild formarii canalelor de invazie de cétre CE [6,39,44]. Existd multiple date care aratd
ca MMP14 este prezent pe versantul anterior al CE invadante, n timp ce expresia sa e inhibata
gradual in celulele Stalk in timpul maturarii si stabilizarii vasculare ca rezultat al interactiunilor
dintre endoteliocite si pericite [44]. Rolul si necesitatea metaloproteinazelor in ramificarea
vaselor poate varia. Intr-adevir, vasele sangvine adulte sunt inconjurate de 0 membrani bazali
groasa (bogata 1n colagen IV si laminind), in timp ce pe parcursul angiogenezei embrionare ea
este foarte subtire sau chiar absentd. Acest lucru poate explica de ce pierderea expresieci MMP14
nu diminueaza dezvoltarea vasculard embrionara. Aceste date sugereazd faptul ca degradarea
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membranei bazale nu este fenomen obligator pentru ramificarea vasculard in embriogeneza, in
schimb e absolut necesard in angiogeneza postnatala.

Componentele matricei extracelulare sunt deseori utilizate de celulele TIP drept repere de
navigare [30]. De exemplu, integrinele induc modificari in citoschelet, Cofilina intensifica
migrarea celulard, iar 1n lipsa lamininei B1 sprouting-ul este deficitar [15]. Cand vasele se
ramificd, CE TIP sunt expuse la alte componente ale matricei extracelulare decét cele prezente in
membrana bazald; unele din aceste molecule matriceale sunt capabile de a stimula sprouting-ul
[30].

I1. Celulele endoteliale ,,Stalk”

Reprezintd a doua subclasa de celule endoteliale, care se localizeaza in spatele CE TIP.
Scopul lor este de a alungi, prin proliferare, tulpina de endoteliocite, de a forma lumen si de a
conecta aceasta ramurd nou-formata la circulatie [11,31]. Spre deosebire de celulele TIP, celulele
Stalk nu formeaza filopodii [11].

Celulele Stalk si mentinerea integritatii vasculare

Pentru alungirea tulpinii de CE, celulele Stalk trebuie sa se divida, sa mentina contactul cu
celulele TIP din fata, care 1nainteaza in permanentd, si s formeze lumenul. Similar cu celulele
TIP, mentinerea fenotipului celulelor Stalk necesitd restructurari ale citoscheletului. Cu toate
acestea, mecanismele moleculare responsabile de Tnaintarea celulelor Stalk dupa cele TIP, rdman
in mare parte un mister. VE-Caderina este importantd in mentinerea contactelor celuld-celula, iar
absenta ei duce la o migrare non-directionata, aleatorie a celulelor a celulelor ce nu mai sunt
conectate intre ele [40]. Caderinele nu formeaza structuri fixe, rigide, ci mai degrabd sunt
implicate 1n reorganizarea citoscheletului prin aga numita miscare ,,flow-like” [17]. Cand
celulele epiteliale se misca, aglomerdri caderinice se formeaza rapid in zona din fatd (de
inaintare), in timp ce pe versantii dorso-laterali sunt supusi degradarii. Sistemul de semnalizare
Wnt Nrarp indus, de asemenea este important in stabilizarea tulpinii §i prevenirea retractiei CE
prin multiplicarea jonctiunilor intercelulare [28]. FGF (Factorul de Crestere al Fibroblastelor)
este si el implicat 1n integritatea vasculard prin fortificarea punctelor de contact dintre CE [26].
Pe langa mecanismul descris mai sus ,,pull”, care presupune tragerea celulelor Stalk din tulpina
endoteliald de catre celulele TIP de la frontul de invazie, sunt date foarte recente care pledeaza
pentru mecanismul ,,push”, de impingere, conform céruia celulele Stalk, care prolifereaza,
imping celulele TIP de la spate, marind astfel ramura vasculara care se formeaza. In sustinerea
acestei teorii este adus argumentul cd in absenta factorului de secretie vascular-specific EGFL7,
proteind componentd a matricei extracelulare secretatd de celulele Stalk, endoteliocitele nou-
aparute se acumuleaza la baza tulpinii, determinand largirea ramificatiei fara elongarea ei [34].

Celulele Stalk si formarea lumenului

Dupa initierea celulelor TIP si elongarea tulpinii, ramura vasculard are nevoie de un lumen
pentru a fi conectatd la circulatie. Majoritatea conceptelor despre formarea lumenului au fost
create in baza experimentelor desfdsurate in vitro, studiind comportamentul CE in gel bi- si
tridimensional [6]. In aceste metode s-a aritat ci lumenogeneza este dependenta de formarea si
fuziunea ulterioara a vacuolelor pinocitare intracelulare, fenomen caracteristic CE din tulpina,
adica celulelor Stalk. In cazul embrionilor de zebrafish, fuziunea intracelulari si intercelulara a
acestor vacuole determina aparitia lumenului [16]. Cu toate acestea, studiile recente au aratat ca
formarea lumenului la embrionii de zebrafish apare ca rezultat al aranjérii CE in jurul lumenului
intercelular [1].

Formarea vacuolelor depinde de interactiunea integrinelor cu matricele extracelular, in
timp ce fuziunea lor e conditionatd de rearanjarea microfilamentelor actinice §i microtubulilor
scheletului celular [6]. Vacuolele celulelor endoteliale sunt acumulate intracelular intr-o maniera
polarizatd — langd centrozom [18]. Fuzionarea ulterioard a acestor vacuole este dirijatd de
componentele cdilor de semnalizare Racl si Cdc42, care se localizeazd langd membrana
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vacuolara [6,18]. Cascada enzimatica, pornitd la formarea lumenului, mai include factori proteici
din familiile WASP, PAK, proteine de polarizare si protein-kinaza C. La moment nu este clar
elucidata implicarea factorilor din familia RhoA in lumenogeneza. La actiunea directd a acestor
factori lumen nu se formeaza, dar inhibitorul proteic al ROCK, care este un membru al acestei
familiei, inhiba lumenogeneza. Mai mult ca atat, activarea Rho-A-GTP-azei endoteliale in CE cu
CCM2 inactivata (Cerebral Cavernous Malformations 2), genereazd modificari citoscheletice cu
inhibarea formarii lumenului [42]. Odata ce lumenul a fost format, semnale activatorii aditionale
determind CE sa prolifereze, sd creasca, sa-si mareascda, sau din contra, sd-si micsoreze
dimensiunile, modificand astfel dimensiunile lumenului nou-format. Asemenea efecte sunt
determinate de VEGF [31], Notch1 [33] si laminina [15].

III Celulele endoteliale Falangiene

Odata ce ramura vasculara este formata, celulele endoteliale devin fiziologic ,,calme”, doar
0,01% din ele avand capacitatea de a se divide mitotic la un adult sdnitos. Functia de bazd a
vaselor este de a asigura tesuturile cu oxigen si nutrienti. Pentru a fi asiguratd aceastd functie,
vasul sangvin, ca si structurd morfologica, trebuie sa fie mentinut intr-o stare stabild, in care CE
— componentele structurale cheie ale unui vas — sa se afle in ,,ticere functionalda”. Fluxul sangvin
este un factor important in menfinerea acestei ,taceri”, cateva molecule, ce determind acest
fenotip endotelial, au fost recent identificate cu ajutorul studiilor genetice. Intr-adevar, deletia
genei endotelial-specifice PHD2 (prolyl-hzdroxylase domai-2) care este u8n sensor pentru
oxigen, duce la ,,normalizarea endoteliala” a vaselor tumorale. in contrast cu vasele tumorale
neprelucrate (wild type tumor blood vessels), unde CE sunt hiperactivate, formeaza multiple
filopodii si contacte intercelulare de tip ocludent, CE la soarecii PHD2 haplodeficienti erau
aranjate Intr-un monostrat bine organizat, aratand ca falanga greaca antica, de unde au si primit
denumirea de celule falangiene. Modificarea CE tumorale in CE falangiene imbunétateste
perfuzia si oxigenarea tumorii, astfel prevenind aproape complet metastazarea si determinand
aparifia unui comportament mai putin agresiv [25]. Prin urmare, odatd cu pierderea activitatii
sensorului pentru oxigen (PHD2), CE ajusteaza forma lor pentru a imbunatati transportul de
oxigen in cazul deficitului sau.

Spre deosebire de celulele TIP, celulele falangiene formeaza un numar mai mic de filopodii
s1 migreazd mult mai slab la stimularea cu VEGF, in schimb prin multiplele jonctiuni celula-
celuld formeazd o barierd celulara stransa. Ramificarea vasculara, bazatd pe modelul TIP/Stalk,
sugereaza ca concentratiile inalte de VEGF determina inductia fenotipului migrator al CE TIP, in
timp ce concentratiile medii ale aceluiasi factor de crestere vor conditiona inductia fenotipului
proliferativ al celulelor Stalk. Modelele experimentale in vitro au aratat ca lipsa stimulului
VEGF duce la dezintegrarea masiva a cordoanelor endoteliale, sugerdnd importanta cruciald a
concentratiilor mici de VEGF 1n supravietuirea CE ,,fiziologic calme” [20]. De asemenea, este
cunoscutd importanta moleculei de adeziune VE-Caderin in modificarea raspunsului CE la
stimularea VEGF, de la proliferare la calmare fiziologicd si supravietuire [41]. Celulele
falangiene PHD2 haplodeficiente sunt mai calme datorita sintezei marite de VE-Caderin si sFlt1
care actioneazd ca o capcand pentru VEGF, prevenind efectul lui de inducere asupra celulelor
TIP [25].

Recent au fost descrise mai multe cdi moleculare implicate In calmarea si supravietuirea
CE. Activarea fosfatidilinozitol-3-kinazei si protein kinazei B determina supravietuirea CE ca
raspuns la activarea lor cu VEGF, FGF (Fibroblast Growth Factor), Angl (Angiopoietina 1), IGF
(Insulin-like Growth Factor) [26,22,4,27]. Mai mult ca atat, in CE calmate care exprima VE-
Caderin, Angl induce translocarea receptorului sdu — Tie2 — in contactele celuld-celuld cu
formarea complexelor homotipice transasociate Tie2-Tie2, care includ VEPP (Vascular
Endothelial Phosphotyrosine Phosphatase), lucru care duce la micsorarea permeabilitatii
paracelulare [32]. Mai mult ca atdt, inhibarea receptorului pentru FGF duce la degradarea
integritatii endoteliale cu dizolvarea jonctiunilor interendoteliale [26]. De asemenea, a fost
identificat rolul de calmare a CE de catre BMP-9 (bone-morphogenetic protein) si receptorul sau
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ALKI1 [5]. Interactiunea dintre TSP-1 si TSP-2 (trombospondind) cu receptorul lor CD36,
transforma stimulii migratori si proliferativi ai factorilor de crestere in semnale de supravietuire
[36].

Concluzie

Clasificarea CE in cele trei grupe descrise mai sus, a fost ficutd in baza studierii
mecanismului de ramificare vasculara. In pofida faptului ci clasificarea dati a fost ficuta
utilizdnd metode moderne, ea lasa un sir de Intrebari neclare. De exemplu, sunt aceste tipuri de
CE fenotipic distincte capabile de a se transdiferentia intre ele, si dacd da, atunci care sunt
determinantele moleculare ale acestei transdiferentieri reciproce? Nivelul de expresie sau statutul
de activare al receptorilor membranari este relevant in clasificarea fenotipica a CE? Cum celulele
Stalk mentin contactul cu cele TIP si reusesc sd nu se disperseze de ele n timpul migrarii? Care
este fundamentul molecular al lumenogenezei? Cum se recunosc celulele TIP din doud ramuri
diferite intre ele pentru a fuziona si a pune bazele unei retelei vasculare? Este hipoxia un factor
codeterminant in diferentierea fenotipicd ulterioara a CE?

Toate aceste intrebari urmeaza a fi elucidate prin studii ulterioare, iar cunostintele obtinute
transpuse in practica.
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