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Abstract. ������������ �������� �������� ���� �����-������������ �������� �������� ���� �����-
��y��� ��ro��� ����� (MSC�) �r� r��r����� �o ��� ���or, ��� 
pro�o�� ���or �����op���� ��� �row��. T�� pr����� ����y 
w�� p�rfor��� �o ����������� ��� �o���������o� b��w��� 
���r������ �����o�� ��� MSC� �� ������o����� �����ry 
(VM). Nor��� ����� MSC� p����� o� M��r���� w�r� ���b�� 
�o for� ��p����ry-��k� ��r����r�� (CLS�). By �o��r���, MSC� 
�o-�����r�� w��� ���r������ �����o�� ���� �����, �����y, 
Mel Cher, Mel Kor and Mel P, generated CLSs. Significantly, 
MSC� �o-�����r�� w��� poor�y ���r������ �����o�� �����, 
�����y, M�� M�, f����� �o for� CLS�. To ������fy f���or� 
r��po���b�� for VM, ��� �ff���� of �������r ���o������� 
�row�� f���or � (VEGF�), pro-�p���r��� �row�� f���or, 
b���� f�brob���� �row�� f���or ��� ��ro��� ����-��r���� 
f���or 1α o� ��� for����o� of CLS� by MSC� w�r� ������. 
VM w�� ������� by ��� ������o� of VEGF�, w��r��� o���r 
cytokines were inefficient. To confirm the hypothesis that 
���r������ ���or ����� ��� ���r���� ��� ������o����� �b����y 
of MSC�, � ������r� B16/F10 �o��� �����o�� ���� �y���� 
w�� ����. MSC� ��o����� fro� ��� ���po�� ������� of C57BL/6 
���� w��� �����o�� for��� � �������r-��k� ���work o� 
M��r����, w��r��� MSC� fro� ������y ���� f����� �o for� 
such structures. This study provides the first direct evidence 
���� �����o�� ���or� ������� MSC� �o ������ �� VM. T�� 
education may occur distantly. These findings offer promise 

for �o��� ���r�p����� ��r����o�� �� ��� �r������� of ���������� 
�����o��.

Introduction

I� ���or�, ��� for����o� of �������r ��������, �or�� ��� 
������� ���� ���k �� ���o������� ���� (EC) ������ �� ob��r��� 
�� ������o� �o ��� ��������� ����o�������. T���� ��r����r�� �r� 
for��� by ���or ����� ��� po����� � P�S-po������ b������� 
���br��� (1). O��� p����� in vitro o� �ppropr���� ���r����, 
����� ���or-��r���� ����� ��op� ��r���� EC-��k� prop�r���� 
��� �����op �����y p����r��� ��p����ry-��k� ��r����r�� (CLS�). 
T��� ������o����� �����ry (VM) ��y b� �o�����r�� �� 
��o���r ��������� by w���� ���or ����� ��� ob���� ���r����� 
��� oxy��� �o ��r����, p�r������r�y �� ���� �������r�z�� ���or 
�r���. I� ���or����� w��� ����, VM ��� b��� ��������� �o b� 
r�������� by �ypox�� (2). T�� o���rr���� of VM �� r��������y 
r�r� w����� ���or�, b�� ��� pr������ of VM ���work� �� ����� 
���or� �orr������ w��� ��� ���r����� r��k of ���������� ���, 
���r�for�, � poor o���o�� (3).

T�� �����op���� ��� pro�r����o� of ���or� �� ��� r����� 
of ��o����� �ro�����k b��w��� � r���� of ���� �yp�� w����� ��� 
���or ��� ��� ��ppor���� ������ or ���or ��ro��. T�� �xp��-
��o�, ������o�, ���������� ��� ����o������� of ��� ���or �� 
�ypo�����z�� �o b� �o������� by ������ ����r����o�� b��w��� 
���or ��� ��ro��� ����� ��ro��� ��r��� �o����� or ��� p�r��r��� 
����o�. T�� �o���p� of �� ����r������ ro�� for ��� bo�� ��rrow 
�������y��� ��ro��� ����� (MSC�) �� r��������� ���or ���� 
f��� w�� ���ro����� �� ����� 30 y��r� ��o ��� ��� b��� ����-
����� o��r ��� p��� ������ (4). T�� ���r���o� of ����ok����/
�y�ok���� fro� ��� ���or, ��������� ��ro��� ����-��r���� 
f���or 1 (SDF-1)/����ok��� (C-X-C �o��f) ������ 12, ��p�-
�o�y�� �row�� f���or, �������r ���o������� �row�� f���or 
(VEGF), tumor growth factor, basic fibroblast growth factor 
(bFGF), p�������-��r���� �row�� f���or ��� ����r���k��-8, �� 
k�ow� �o pro�o�� MSC ���r���o� fro� ��� bo�� ��rrow �o 
�o��� ���or� (5). C�r���o��-���o������ MSC� (C�-MSC�) 
�r� �o�-���or������, ��� ���p��y � �or��� �orp�o�o����� 
�pp��r���� ��� k�ryo�yp�. C�-MSC� �o�b���� w��� ���or 
����� pro�o�� in vivo ���or �row�� �or� �ff�������y ���� 
�o��ro� MSC� (6). Mor�o��r, �po� pro�o���� �xpo��r� �o 
���or ���� �o�����o��� ������, MSC� ��������o� o���r�, 
fo��ow�� by ��ff�r�������o� ���o C�F�, w���� b��o�� 
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���b�r� of ��� ���or ���ro����ro����� (7). ���or���� �o 
��� ����y by ����b� et al, MSC� p��y ������ ����o����� ro��� 
��ro��� ��� r�������o� of �o��� ������ for����o�, ���b���z���o� 
��� ����r���o� (8).

Pr���o�� ������� by N��o et al (9) ��� S������� et al (10) 
���o���r���� ���� ���rop����� ��� ���� ����� �o��r�b��� �o ��� 
for����o� of ��o������� �� ��� bo�� ��rrow �� ������ �����p�� 
�y��o�� ��ro��� VM, ��� ���� �b����y pro����� �� p�r����� �o 
��� pro�r����o� of ��� p����� ���� ���or�. T�� ���o������� of 
bo�� ��rrow ��ro��� ����� �� ��� �����ry pro���� �� ����� 
���k���� ��� b��� ��ow� by M�r����� et al (11). W� �ypo��-
���z�� ���� ���r� ��y ���o b� �ro�����k b��w��� ��� �o��� 
���or ����� ��� MSC�, ������� �o ��� for����o� of ��o������� 
by ��� MSC�.

T�� pr����� ����y ���o���r���� ���� ���r������ �����o�� 
����� ������� MSC� �o ��op� ��r���� EC-��k� prop�r���� ��� 
�����op �����y p����r��� CLS�. T��� �������� pro����� � 
�o��� p�r�p������ ���o ��� �o�p��x ����rp��y b��w��� ��ro��� 
��� �������r �o�po����� �� ���or�.

Materials and methods

Materials. M��r���� b������� ���br��� ���r�x, Grow�� 
F���or R������ (GFR) M��r����, VEGF, bFGF ��� 
pro-�p���r��� �row�� f���or (EGF) w�r� ob������ fro� 
B���o� D��k���o� L�bw�r� (B��for�, M�, US�). SDF-1α 
w�� p�r������ fro� R&D Sy�����, I��. (M�����po���, MN, 
US�). ����-VEGF ����r���z��� ����bo�y (����-����� �o��� 
monoclonal;  cat.  no.  аb1316) was  obtained  from Abcam 
(C��br����, M�, US�). Ro�w��� P�rk M��or��� I�������� 
(RPMI) 1640 ������ ��� Co��������� Typ� 1 w�r� ob������ 
fro� S����-���r��� (S�. Lo���, MO, US�). F���� bo���� 
��r�� w�� p�r������ fro� HyC�o�� L�bor��or���, I��. 
(Lo���, UT, US�).

Cell culture. T�� fo�r �����o�� ���� ����� (M�� C��r, M�� Kor, 
M�� P ��� M�� M�) w�r� ��r���� fro� ��� ��r����� �p������� 
of p������� w��� ������������ �����o��, w�o w�r� �r����� 
�� ��� B�ok��� R������ C����r R����r�� C����r (Mo��ow, 
R�����). T�� ��r�����o� ��� ���r����r�z���o� of ����� ���� ����� 
��� b��� ����r�b�� pr���o���y (12). ��� �xp�r������ w�r� 
performed with 70‑75% confluent cells.

H���� (�)MSC� fro� ���po�� ������ w�r� k����y 
pro����� by Dr E. So�o�'yo�� (N���o��� R����r�� C���r� 
K�r����o� I��������, Mo��ow, R�����), ��� �����r�� ����r 
�ypox�� �o�����o�� (5% CO2 ��� 5% O2). T�� �������y of 
hMSCs was confirmed by fluorescence‑activated cell sorting 
����y��� ����� po������ ��rf��� ��rk�r�, �����y, ������r of 
��ff�r�������o� (CD)13, CD44, CD90 ��� CD105, ��� ����-
���� ��rk�r�, �����y, CD34 ��� CD45, ��� by ��ff�r�������o� 
��o�� ���po����� ��� o���o����� ��������. T�� fo��ow��� ����-
bo���� (��� fro� B�oL�����, S�� D���o, C�, US�) w�r� ���� 
for �MSC ��rf��� p���o�yp���: ����-����� �o��� �o�o-
��o��� CD13, PE-�o�j������ (��o�� WM15; ���. �o. 301703); 
����-�����/�o��� CD44 r�� �o�o��o���, FITC-�o�j������ 
(��o�� IM7; ���. �o. 103005); ����-����� CD90 �o��� 
�o�o��o���, FITC-�o�j������ (��o��5E10; ���. �o. 328107); 
����-����� CD105 �o��� �o�o��o���, FITC-�o�j������ 
(��o�� 43�3; ���. �o. 323203); ����-����� CD34 �o��� 
�o�o��o���, FITC-�o�j������ (��o�� 4H11; ���. �o. 316405); 

��� ����-����� CD45 �o��� �o�o��o���, FITC-�o�j������ 
(��o�� HI30; ���. �o. 304005). For ��b�����, �MSC� w�r� 
resuspended at a concentration of 2х106 �����/�� �� 0.5% f���� 
bo���� ��r�� ��� 2 �M EDT� �� p�o�p����-b�ff�r�� ������. 
T�� ����� w�r� ����b���� w��� �y�-����bo�y �o�j������ 
������� ���or���� �o ��� ����f����r�r'� pro�o�o��, for 40 ��� 
at 4˚C, and washed twice prior to the analysis. The surface 
p���o�yp� of ���b�� (prop����� �o����-��������) ����� w�� 
analyzed using the Gallios flow cytometer (Beckman Coulter, 
I������po���, IN, US�). MSC� fro� ��� ���po�� ������� of 
healthy mice and mice with melanoma were isolated by finely 
������� ��� ������� w��� �����or� ��� ���� ����b����� ���� 
�� �o��������� �o����o� (�yp� I�; 2 ��/��; S����-���r���) 
for 30 min at 37˚C. This was then filtered through a 40‑µm 
���� ��r����r (BD B�o��������, Fr��k��� L�k��, NJ, US�), ��� 
w����� �w��� by ����r�f�����o� �� 400 x � for 10 ���. T�� 
final cell suspension was cultured under hypoxic conditions.

Non‑contact co‑culture system. To ��� �p � �o�-�o����� 
�o-�����r� �y����, � Tr���w���® �y���� (Cor���� I��., 
Cor����, NY, US�) w�� ����. � �o��� of 2x104 ���� MSC� 
w�r� ������ o� ��� ��rf��� of ���� ������ �����r� w��� �� � 
24-w��� p���� ��� ���ow�� �o ����r� for 4-5 �. M����o�� �����, 
M�� C��r, M�� Kor, M�� P or M�� M�, w�r� ������ o��o � 
filter (4‑µm pore size), and then the filters were inserted into 
the wells and co‑incubated for 4‑5 days at 37˚C in a humidi-
fied atmosphere containing 5% CO2. T�� �wo �o�p�r������ 
���r�� ��� ���� �����r� ������ ��ro��� � 4-µ� Tr���w��� 
���br��� ���� pr������� ���� ���r���o�. MSC� �o-�����r�� 
w���o�� �����o�� ����� w�r� ���� �� ��� �o��ro�. Fo��ow��� 
��� �r�������, ��� �b����y of ��� MSC� �o ������ �� CLS for��-
��o� o� M��r���� w�� ������.

CLS formation in three‑dimensional culture. M��r���� 
(8.7 mg/ml) was  thawed at 4˚C, and 100 µl was added  to 
���� w��� of � 24-w��� p���� ��� ���ow�� �o �o����fy for 1 � 
�� roo� ���p�r���r�. I���b���o� w�� ���� p�rfor��� for 
30 min at 37˚C in a humidified 5% CO2 ����b��or. Fo��ow��� 
�o-�����r� w��� ���r������ or poor�y ���r������ �����o�� 
�����, 2x105 MSC� w�r� ������ �� �o�p���� RPMI 1640 
medium onto the gel, and incubated at 37˚C for 5‑6 h. CLS 
for����o� w�� ���� ����yz��. T�� �ff��� of � ����r���z��� 
anti‑VEGF antibody (5 µg/ml) on educated MSCs was also 
������. T�� ����bo�y w�� ����� �o ��� ���� ���p����o� j��� 
pr�or �o p������ o� M��r����. �f��r 18 � of ����b���o�, ������ 
of ��� w���� w�r� ��p��r�� ����� �� ����r��� ����� ���ro��op� 
(N�ko� E���p�� T�-S; N�ko� Corpor���o�, Tokyo, J�p��) �� 
x20 magnification. The effect of the cytokines on CLS forma-
��o� w�� ������� o� GFR M��r����. T�� �y�ok���� (��� �� � 
10‑µM final concentration) were added just prior to plating 
��� ����� o� GFR M��r����, ��� CLS for����o� ����y��� w�� 
p�rfor��� �� �for������o���.

Tumor implantation. F����� C57BL/6 ���� (�=12; 43 ��y� 
old) were housed for a week in a room maintained at 22±1˚C 
w��� 60% r������� �������y, ��� w�r� pro����� w��� fr�� 
access to a non‑purified diet. The animal experimental proto-
�o�� w�r� �ppro��� by ��� Co������� for E����� of ������ 
Exp�r��������o� of ��� B�ok��� R������ C����r R����r�� 
C����r, ��� ��� �xp�r������ w�r� �o������� �� ���or����� 
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w��� ��� G��������� for ������ Exp�r������ �� B�ok��� 
R������ C����r R����r�� C����r. So���-�yp� �����o�� 
���or� w�r� pr�p�r�� by ��b������o�� �r���p�������o� of 
3x106 B16/F10 �����o�� ����� (0.3 ��) ���o ��� b��k� of ��� 
female mice on day 0. On day 15, the mice were sacrificed by 
��r����� ����o����o�, ��� MSC� fro� ��� ���po�� ������� of 
������y ���� ��� ���� w��� �����o��� w�r� ��o�����. T�� 
�b����y of ����� ����� �o for� CLS� o� M��r���� w�� ������, �� 
pr���o���y ����r�b��.

Results

Highly aggressive melanoma cells educate MSCs to form 
CLSs. B���� o� ��� ����o�y w��� ��� r������ of M�r����� et al 
���o���r����� ��� ����r���o� of VM �������� by MSC� �� 
����� ���k���� bo�� ��rrow (11), w� �ypo�����z�� ���� ���r� 
��y b� � ������r �ro�����k b��w��� ��� ���r������ ����-
�o�� ����� ��� MSC� r�������� �� ��q������o� by MSC� of 
features required for tumor VM. To confirm this, a Transwell 
�o-�����r� �y���� w�� �����z�� �� ��� pr����� ����y. Nor��� 
����� MSC� p����� o� M��r���� w�r� ���b�� �o for� CLS� 
(F��. 1�). How���r, MSC� �o-�����r�� w��� �����y ���r������ 
M�� C��r �����o�� ����� for 5 ��y� �po�����o���y ����r���� 
CLS� (F��. 1B). T�� CLS� for��� by ��� MSC� r������� 
���b�� for >3.5 ��y�. T�� p����r���o� of CLS� ���o ��� ���r�x 
w�� ob��r��� (F��. 1C). Significantly, MSCs failed to form 
CLS� �f �row� w��� poor�y ���r������ M�� M� �����o�� 
����� (F��. 1D).

Effect of angiogenic growth factors on CLS formation by 
educated MSCs. To ������fy ��� f���or� ���� �r� r��po���b�� for 
CLS for����o� by ����� MSC�, ��� �ff���� of ��� ������o� of 

SDF-1α, VEGF�, bFGF ��� EGF w�r� ������. T�� �o��r�b�-
��o� of ��� fo�r �y�ok���� �� ����o������� ��� b��� r�p������y 
r�por��� ��r��� ��� ���� ������. O� ��� b���� of ��� ob��r����o�� 
��ow��� SDF-1α to be o�� of ��� �o�� pro������ ���������� 
���o���� �� ��� for����o� of CLS� (13), ��� ���o������� of ���� 
�y�ok��� w�� �xp����� �� CLS for����o� �� ��� pr����� ����y. 
How���r, �� ��� pr����� �xp�r������, o�����o��� ������r� of ����� 
w�r� ob��r���, ��� �o�� ����� w�r� �b�or����y ��o������ �� 
r��po��� �o SDF-1α, b�� CLS� w�r� �o� fo��� �� GFR M��r���� 
(F��. 2�). bFGF ��� EGF w�r� ���o �������� �� �������� ��� 
for����o� of CLS� by MSC� �� ���� �y���� (F��. 2B ��� C). I� 
�o��r��� �o ��� �for������o��� f���or�, rob��� CLS for����o� �� 
GFR M��r���� w�� ������� by VEGF� (F��. 2D).

Education of MSCs by metastatic melanoma B16/F10 in vivo. 
P��o� in vitro �xp�r������ ��ow�� ���� B16/F10 �o��� ����-
�o�� ����� ��� ������� �o��� MSC� �ow�r�� � VM. To f�r���r 
���� ��� �ypo������ ���� ���r������ �����o�� �������� MSC� 
�ow�r�� � VM, in vivo �xp�r������ ����� � ������r� B16/F10 
�o��� �����o�� ���� �y���� w�r� p�rfor���. MSC� ��o����� 
fro� ��� ���po�� ������� of ������y C57BL/6 ���� w�r� ���b�� 
�o for� CLS� o� M��r���� (F��. 3�). By �o��r���, MSC� ��o����� 
fro� ��� ���po�� ������� of ���� w��� �����o�� for��� CLS� 
����r ������r �o�����o�� (F��. 3B). I� �� wor�� �o���� ���� ��� 
�������� MSC� r������� ����r �b����y �o for� CLS� �f��r �� 
������o��� �wo p�������.

N�x�, ��� ����y �����p��� �o ��r�fy w�����r VEGF� w�� 
��� pr���ry f���or �r����r��� CLS for����o� by �������� 
MSC�. W��� MSC� ��o����� fro� ��� ���po�� ������� of ���� 
w��� �����o�� w�r� �r����� w��� VEGF ����r���z��� ����bo�y 
��� ���� ������ o� M��r����, �o ��r�y ����� of CLS for����o� 
w�r� ob��r��� (F��. 3C).

F���r� 2. Ro�� of �row�� f���or� o� ��� for����o� of CLS� by �MSC� o� GFR-M��r����. S���r�� �row�� f���or�, (�) ��ro��� ����-��r���� f���or 1α,(B) b���� 
fibroblast growth factor, (C) pro‑epidermal growth factor and VEGFA (D) were added at a concentration of 500 ng/ml to hMSCs grown on GFR‑Matrigel. 
VEGFA significantly induced CLS formation. Magnification x20. hMSCs, human mesenchymal stromal cells; CLSs, capillary‑like structures; GFR, Growth 
F���or R������; VEGF�, �������r ���o������� �row�� f���or �.

F���r� 1. M����o�� ����� ������� �MSC� �ow�r�� ������o����� �����ry (�-D). (�) Co��ro�, �o�-�������� �MSC� ��� �o� for� CLS� o� M��r����. (B) �MSC� 
for��� CLS� o� M��r���� �f��r �o-�����r��� w��� ���������� M�� C��r �����o�� ����� for 5 ��y�. (C) T�� CLS� for��� by ��� �MSC� w�r� ���b�� for 85-90 �. 
(D) hMSCs did not form CLSs on Matrigel after co‑culturing with non‑aggressive Mel Me melanoma cells. Magnification x20. hMSCs, human mesenchymal 
��ro��� �����; CLS�, ��p����ry-��k� ��r����r��.
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Discussion

I� o�r pr���o�� ����y, �� w�� ��ow� ���� ������������ 
�����o�� ��op��� � �������r-��k� p���o�yp� ��� ������� 
�� VM (14), �� ������r�y fo��� �� pr���o�� ob��r����o�� �� 
uveal melanoma. In other previous studies, we also identified 
��r���� �o������r ����r������� ���� �r��� ��� �xpr����o� of � 
������ ‘������o����� pro�r��’ ���� ������� CLS for����o� �� 
�����o�� �����, w���� �� � ������rk of ���or VM (15,16). 
T�� pr����� ����y ���o���r���� ���� �) �����y ���r������ 
�����o�� ����� ���� ��� po������� �o ������� MSC� �o ��op� 
��r���� EC-��k� prop�r���� ��� �����op �����y p����r��� CLS�; 
��) rob��� CLS for����o� �� ������� by VEGF�; ��� ���) MSC� 
��o����� fro� ��� ���po�� ������� of ���� w��� �����o�� for� 
CLS�.

EC pro��f�r���o� ������ ��w b�oo� ������� �o �r��� fro� 
��� pr��x������ ���������r�. How���r, ��� r��r������� of bo�� 
��rrow-��r���� ���o������� pro�����or ����� ���o �������� 
���or �������r�z���o�. Upo� ����o�orp�o�o����� ����y���, 
��r���� ���or� w�r� ��ow� �o b� �������r�z�� by pr�-�x������ 
vessels, without significant angiogenesis; this process is termed 
‘�������r �o-op��o�’. T��or� ��� ���o b� �������r�z�� ��� ��� 
for����o� of �������r �������� w��� ��� ���or'� ow� ����� �� 
� �o�-EC pro���� ��r��� ‘������o����� �����ry’. I� ��� b��� 
��ow� ���� ���� ����� or ���rop����� p�r����p��� �� ������ 
w��� for����o� �� b�op�y �p������� of p������� w��� ������ 
�����p�� �y��o��. T�� �wo ���� pop�����o�� r����� ����r ������� 
��rk�r� ��� ��� b� r���r��� �� ����� ���� �o �o� �r�����ff�r��-
����� ���o EC�. S�����r �o ���rop����� ��� ���� ����� �� ������ 
�����p�� �y��o��, �� �� o��r��� ���or, Co��jo-G�r��� et al 
fo��� � pop�����o� of CD45-po������/�������r ���o������� 
�����r��-po������ �����, ��� �o-������ ‘�������r ���ko�y���’, 
w���� ���p��y�� ��� �orp�o�o����� ��� f�����o��� prop�r���� 
of ���o�������-��k� �����, w��� ��� �b����y �o �o��r�b��� f���-
��o����y �o ������o������� in vivo (17). I� ��� pr����� ����y, �� 
w�� ��ow� ���� �����y ���r������ �����o�� M�� C��r ����� 
��y ���� ��� ��p����y �o ������� MSC� �o for� CLS� ��ro��� 
��� r�������o� of ����r ����o����� prop�r���� (F��. 1� ��� B). 
O�r pr���o�� ����y ��ow�� ���� CLS� for��� by �����o�� 
����� o� M��r���� w�r� ���b�� 20-24 � �f��r ������� ��� ����� 
o��o ���r�x; ���r��f��r ��� ���� j�����o�� ���r����r����� of ��� 
CLS� w�r� �o�� ��� ��� �po�����o�� r������ of fo��� �o������ 
o���rr�� (14). I� ��� pr����� ����y, ��� CLS� for��� by MSC� 
r������� ���b�� for >3.5 ��y�. Mor�o��r, ��� p����r���o� of 
CLS� ���o ��� ���r�x �o��� b� ob��r��� (F��. 1C). T�� r������ 
fo��� w��� �wo o���r ���r������ �����o�� ���� �����, M�� 

Kor ��� M�� P, �x������ ��� ob��r����o� ���� �����o�� ����� 
������� MSC� �ow�r�� VM (���� �o� ��ow�). I� ������o�, ��� 
MSC� f����� �o for� CLS� w��� �row� w��� poor�y ���r��-
���� �����o�� M�� M� ����� (F��. 1D), ���������� ���� poor�y 
���r������ �����o�� ����� ���k ��� ��p����y �o ���o��� for 
CLS for����o� by MSC�.

I� �� �ow ����b������ ���� ���or ����� ���r��� ����o���r������ 
f���or� ���� f��������� MSC �o���� �o ��� ���or� (18). How���r, 
MSC� ���r��� f���or� ���� ��������� ���or ���� pro��f�r���o�, 
���������� ��� �x������� of �o�����-����p������ ����r����o�� 
b��w��� MSC� ��� �����r ����� in vivo (19). I� ������o�, �� 
� �o�-�o����� �o-�����r� �y����, EC pro��f�r���o� ��� ���r�-
��o� �� ���r����� by MSC�, ���� pro�o���� ��r�y ����o����� 
������. O�� of ��� �o�� pro������ ���������� �o b� ���o���� 
�� ��� for����o� of CLS� by MSC� �� SDF-1α. T��� ����ok��� 
������� �� �������� �o������o� b��w��� ��bryo��� ���� 
�����, ���r�by ���r������ ��� �b����y of ��� ����� �o �����b�� �� 
� r�������r ���work (13). SDF-1α ���o �������� ������o������� 
by r��r������ �������r pro�����or� �o ��� ��o���������r� (20). 
However, in the present experiments, VEGFA was sufficient to 
������ CLS� o� ��� GFR M��r���� by �������� MSC�, w��r��� 
bFGF, EGF ��� SDF-1α w�r� ��������. VEGF� ���o������� �� 
the mimicry process was confirmed by adding a neutralizing 
����bo�y ������� VEGF. ����-VEGF ����bo�y �bro����� CLS 
for����o�. T��� ���� �o ��� �������� ���� VEGF ��y �o��ro� 
MSC ������o�������. O�r pr���o�� ����y (15) ��� ������� by 
o���r �ro�p� (21) ���� ��ow� ���� ���or VM �� ����r ��� 
�o��ro� of ��� VEGF/VEGFR1 ��������� p���w�y, w���� ��� 
VEGF/VEGFR2 ��������� p���w�y p��y� � �r����� ro�� �� ��� 
��r�����, pro��f�r���o� ��� ��ff�r�������o� of EC� ��� ����r 
pro�����or�. MSC� ���� b��� ��ow� �o �xpr��� ���� ����� of 
VEGFR1 ��� � �ow�r ����� of VEGFR2 o� ��� ���� ��rf���. 
Mor�o��r, �ypox�� ��� b��� ��ow� �o ���r���� ��� �xpr����o� 
of VEGFR1 (22). T���� ���� ��y ���� �xp���� ��� ��p������� 
of CLS for����o� by MSC� o� VEGF�.

To confirm the hypothesis of a novel qualitative signature 
of MSC� �o ��ppor� ���or �������r�z���o� ��ro��� �ro�����k 
w��� ���r������ ���or�, in vivo ������ ������� w�� ���o 
p�rfor��� �� ��� pr����� ����y. � p��o� �xp�r����� ����� � 
������r� B16/F10 �o��� �����o�� ���� �y���� ��ow��� ��� 
���� CLS-for���� b�����or �� ��� ����� ����� ����� �� ��� 
study was performed. The data show for the first time that 
���r������ �����o�� �������� MSC� �ow�r�� VM.

T��or �������r�z���o� �� k�ow� �o b� �r������ for ���or 
growth, since sufficient nutrients and oxygen must be supplied 
�o �����r ����� �o ����r� ����r ��r����� ��� pro��f�r���o�. VM 

F���r� 3. M����o�� B16/F10 ���or� ������� MSC� �o for� CLS� o� M��r����. (�) MSC� fro� ��� ���po�� ������� of ������y C57BL/6 ���� ��� �o� for� 
CLSs on Matrigel. (B) MSCs from the adipose tissues of mice with melanoma formed CLSs on Matrigel. (С) Inhibition of CLS formation by an anti‑vascular 
endothelial growth factor A neutralizing antibody. Magnification x20. MSCs, mesenchymal stromal cells; CLSs, capillary‑like structures.
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��� ��r���y b��� ����r�b�� �� � ���b�r of ���or�, ��� �� ��� 
���o b��� ��ow� ���� VM �o��r�b���� �o ��� ������ry of b�oo� 
�o ���or� ��� �o �o������o� of �������r �������� w��� r�����r 
b�oo� �������. T�� pr����� ���� ��������� ���� MSC� ��y 
��q��r� ��� ��p����y �o p�r����p��� �� �����o�� �������r�z�-
��o� ��ro��� r�������o� of ����r ����o����� prop�r����. T�� 
pr����� ����y ��� �o� ����������� w�����r �������r �������� 
for��� by MSC� �o��� �o��r�b��� �o ��� b�oo� ��pp�y of 
���or� in vivo. How���r, ��� �������� pr������� ���������� 
��� ��por����� of ��� ��ro��� ���ro����ro����� ��r��� 
�������r�z���o� of �����o�� ��� ��y pro���� ����� for ��� 
�����op���� of �ff������ ��r������� for MSC-b���� �����r 
���r�p���.

Acknowledgements

T��� ����y w�� ��ppor��� by � �r��� (�o. 14-35-00107) fro� ��� 
R������ S������ Fo������o�. T�� ����or� wo��� ��k� �o ����k 
Dr E. So�o�'yo�� (N���o��� R����r�� C���r� K�r����o� I����-
����) w�o k����y pro����� ��� �MSC� ���� �� ���� ����y, ��� 
Dr M. Kr����'��ko� (D�p�r����� of C����ro�������, B�ok��� 
R������ C����r R����r�� C����r) for �����b�� �o������ ��� 
������. T�� ����or� �r� ���o �r���f�� �o Mr. �. S��rb�ko� 
(D�p�r����� of Exp�r������� D����o��� ��� B�o���r�py of 
T��or�, B�ok��� R������ C����r R����r�� C����r) for �����-
����r��� ��������� ����������.

References

 1. M���o��� �J, Fo�b�r� R, H��� �, S�f�or E�, G�r���r LM, 
P�'�r J, Tr��� JM, M���z�r PS ��� H���r�x MJ: V������r ������� 
for����o� by ����� �����o�� ����� �� ���o ��� �� ���ro: 
V�����o����� �����ry. �� J P���o� 155: 739-752, 1999.

 2. S�� B, Z���� D, Z���� S, Z���� W, G�o H ��� Z��o X: 
Hypox�� ������� ������o����� �����ry ������� for����o� ��� 
���or ������o�-r������ pro����� �xpr����o� �� �����o��. C����r 
L��� 249: 188-197, 2007. 

 3. P����� YW, So���ko�w PM, V�r���� HM, Tj��-H��j��� VC ��� 
Gr�ff�o�� �W: S�������� p���w�y� �� ������o����� �����ry. 
B�o���� B�op�y� ���� 1806: 18-28, 2010. 

 4. M���r� PJ, M���r� PJ, G�o� JW ��� B���rj�� D: M������y��� 
���� �����: F��p ���� of ��� �o��. C����r R�� 69: 1255-1258, 2009. 

 5. S�����y M, M�r��� FC, D��b���k� JL, Zo�p���� C, 
C�br��r�-H����� M, B�k��� BN, C���p��� RE ��� ���r��ff M: 
M������y��� ���� �����: Po������� pr���r�or� for ���or ��ro�� 
��� ��r�����-������ry �������� for ���������r ������. J N��� 
C����r I��� 96: 1593-1603, 2004. 

 6. M�L��� K, Go�� Y, C�o� Y, D��� N, Y��� K, B�� S, C�br�r� L, 
K����r E, M�C����y L, C�o KR ��� B��k��o���� RJ: H���� 
o��r��� ��r���o��-���o������ �������y��� ���� ����� r������� 
�����r ���� ����� ��� ���or�������� ��� ����r�� BMP pro�����o�. 
J C��� I����� 121: 3206-3219, 2011.

 7. B�r����o�-��-So�z� P, Gor� V, B��b� F ��� C���r��� P: T��or 
���ro����ro�����: Bo�� ��rrow-�������y��� ���� ����� �� 
k�y p��y�r�. B�o���� B�op�y� ���� 1836: 321-335, 2013.

 8. ����b� B, L�� YT, T�r�o��� S, N��� E, D��ro���r� RR, 
C���p���� M, E��opo��o� N, G���p��� J ��� Bé������ R: 
Hypox�� pro�o��� ��r��� bo��-��rrow-��r���� ��ro��� ���� 
���r���o� ��� ��b� for����o�. S��� C���� 21: 337-347, 2003. 

 9. N��o B, M�����r� D, Cr�������o E, V���� � ��� R�b���� D: M��� 
����� �o��r�b��� �o ������o����� �����ry �� �����p�� �y��o��. 
S��� C��� D�� 17: 19-22, 2008.

10. S������� C, N��o B, C�r���� T, R�� R, D� P���ro G, M�����r� D, 
B�������po �, M�������r�� G, Co������ �M, C�r����� T, et al: 
V�����o����� �����ry by bo�� ��rrow ���rop����� �� p������� 
w��� �����p�� �y��o��. O��o���� 27: 663-674, 2008. 

11. Mirshahi P, Rafii A, Vincent L, Berthaut A, Varin R, Kalantar G, 
M�rz�� C, C�������� O�, M�r�� JP, Sor�� C, et al: V�����o����� 
�����ry of ����� ���k���� bo�� ��rrow ��ro��� �����. 
L��k���� 23: 1039-1048, 2009. 

12. M�k����o�� IN, L�k������ MI, B�ry����ko� �Y, Morozo�� LF, 
B�ro�� OS, P��k��� TN, Koz�o� �M, Go��b��� V�, 
C��r�����k�� E�, Doro����ko MB, et al: M����o�� ���� ����� 
�� ��� b���� for �������or ������� pr�p�r���o�. V���� Ro�� �k�� 
M�� N��k: 37-40, 2005 (I� R������).

13. C��� T, B�� H, S��o Y, �rz����� M, J��z�� V, ����r E, X�� Y, 
S������ DT ��� W��� ZZ: S�ro��� ����-��r���� f���or-1/CXCR4 
��������� �o��f��� ��� ��p����ry-��k� or����z���o� of ����� 
��bryo��� ���� ����-��r���� ���o������� �� ���ro. S��� C���� 25: 
392-401, 2007. 

14. V�r������ �, B�ro�� O, S��p��o�� E, B�ry����ko� � ��� 
L���������r MR: T�� ���o������� of �pop�o��� �� �����o�� 
������o����� �����ry. M����o�� R�� 17: 1-8, 2007.

15. V�r������ �, S��p��o�� E, Gr��or���� I, So�o�ko E, 
B�ry����ko� � ��� L���������r M: VEGFR1 ��� PKCα 
��������� �o��ro� �����o�� ������o����� �����ry �� � VEGFR2 
k�����-����p������ �����r. M����o�� R�� 21: 91-98, 2011. 

16. V�r������ �, G������ G, Gr��or���� I, So�o�ko E, Do�bro��ky 
V, B�ry����ko� � ��� S��p��o�� E: T�� ���o������� of No��� 
��������� �� �����o�� ������o����� �����ry. C��� Exp M�� 13: 
201-219, 2013. 

17. Co��jo-G�r��� JR, B��k��o���� RJ, B������� F, Co�rr���� MC, 
R�b�� SC, C�rro�� RG ��� Co��o� G: V������r ���ko�y��� 
�o��r�b��� �o ���or �������r�z���o�. B�oo� 105: 679-681, 2005. 

18. R����� MR ��� K�p��� DL: Co����� r����w: M������y��� ���� 
���� ���or-�o����: D������o� ����o�� �� ������� �o��� �y�����. 
S��� C���� 29: 920-927, 2011. 

19. Ho� L, W��� X, Z�o� Y, M� H, W��� Z, H� J, H� H, G��� W 
��� M� Y: I���b��ory �ff��� ��� ��������� of �������y��� 
���� ����� o� ����r �����r �����. T��o�r B�o� 35: 1239-1250, 2014. 

20. ���� M, Co��� KS, K���� RJ, S������ DT ��� C��o��� E�: 
T��or ��ro���-��r���� f���or-1 r��r���� �������r pro�����or� �o 
mitotic neovasculature, where microenvironment influences their 
��ff�r�������� p���o�yp��. C����r R��. 66: 9054-9064, 2006.

21. W��� JY, S�� T, Z��o XL, Z���� SW, Z���� DF, G� Q, 
W��� XH, Z��o N, Q�� S ��� S�� BC: Functional significance 
of VEGF-� �� ����� o��r��� ��r���o��: Ro�� �� ������o����� 
�����ry. C����r B�o� T��r 7: 758-766, 2008. 

22. Ok�y��� H, Kr����������ry B, Z�o� YF, N�����w� H, 
Bo���-M�r�� M ��� S����z� GL: Expr����o� of �������r 
���o������� �row�� f���or r���p�or 1 �� bo�� ��rrow-��r���� 
�������y��� ����s �� ��p������ o� �ypox��-������b�� f���or 1. 
J B�o� C��� 281: 15554-15563, 2006. 


