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Il - Einleitung

Die menschliche Fortpflanzung ist ein faszinierender Vorgang, der auf Grund seiner
Komplexitat an seinem Erfolg zweifeln lassen wirde, gabe es nicht den Nachweis
seiner Effizienz, die sich in einer Weltbevdlkerung von derzeit ca. 7,2 Milliarden
Menschen darstellt (Gerland 2014).

37 % aller Paare werden innerhalb eines weiblichen Zyklus schwanger und
nach 12 Monaten liegt die Schwangerschaftsrate bei 92 % (Leidenberger 2004).
Stellt sich nach 12 Monaten regelmaRigen Geschlechtsverkehrs ohne
Verhitungsmethoden keine Schwangerschaft ein, spricht man von einer Sterilitat, die
bei ca. 4-6% aller Paare auftritt. Diese fuhrt zu reproduktionsmedizinischen
Behandlungen, die uber 8000 geborene Kinder allein in Deutschland 2013 nach sich
zieht (Deutsches-IVF-Register 2014).

Tritt eine Schwangerschaft auf, ist in ca. 20-25 % der Falle mit einer
Schwangerschaftskomplikation zu rechnen, die ahnlich wie die Sterilitdt oft in
Zusammenhang mit dem steigenden maternalen Alter zu beobachten ist (Deutsches-
IVF-Register 2014).

Die Haufigkeit von Sterilitdt und Schwangerschaftskomplikationen spiegelt
sich in dem wissenschaftlichen Interesse und der Fille an Publikationen im Bereich
der Gynakologie, Geburtshilfe und Reproduktionsmedizin wider.

Besonders die humane Plazentaentwicklung ist Grundlage flr intensive
experimentelle sowie klinische Studien. Die Plazenta ist ein transientes Organ, das
die Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung des heranwachsenden Kindes
gewahrleistet. Sie ist bei der Geburt fast 500 g schwer und hat einen Durchmesser
von ca. 22 cm (Benirschke K 2012). Innerhalb der 40 Wochen dauernden

Schwangerschaft entsteht ein Organ, das nicht nur fetale und maternale Anteile hat,
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sondern auch tumorahnlich in die maternale Uteruswand einwachst, um dort eine
Verbindung zu dem maternalen Gefallsystem herzustellen (Genbacev et al. 1997).
Fetale, plazentare Zellen sind schon in fruhsten Schwangerschaftswochen im
maternalen Blut nachweisbar und werden inzwischen flr genetische Untersuchungen
im Bereich der Pranatalmedizin genutzt (Richter-Kuhlmann 2013). Weiterhin wird
Humanes Choriongonadotropin (hCG) von plazentaren Zellen gebildet, das schon ab
5 Tagen nach Eizellbefruchtung sezerniert wird und als diagnostisches Mittel zur
Feststellung oder Verlaufskontrolle auch einer pathologischen Schwangerschaft
verwendet werden kann (Zygmunt et al. 2002).

Die plazentare Entwicklung ist aus vielerlei Grinden hdchst interessant und
die humane Plazenta bietet verschiedene Zellarten und Gewebetypen, die sich fur
wissenschaftliche Untersuchungen sehr gut eignen.

Aspekte wie Angiogenese, gerichtete Zellbewegung, Immunologie,
Stammzellentwicklung und tumorartiges Wachstum spielen eine Rolle und kénnen im
Rahmen der Plazentaentwicklung untersucht werden. Diese Aufzahlung umreif3t
jedoch nur einen Teil der wissenschaftlichen Richtungen.

Methodisch ist es moglich, Plazentagewebe aus unterschiedlichen
Schwangerschaftswochen zu gewinnen bzw. zu sammeln, z.B. wenn eine
Schwangerschaft elektiv oder aus medizinischen Griinden in einer friheren
Schwangerschaftswoche beendet wird oder ein Kind nach einer zeitgerechten oder
pathologischen Schwangerschaft entbunden wird. Dieses Gewebe kann aufbereitet
werden fir bildliche Darstellungen wie Immunhistochemie, Fluoreszenzmikroskopie
oder aber auch in situ Hybridisierung. Plazentabestandteile wie isolierte
Zytotrophoblastzellen, Syncytiotrophoblasten oder auch Plazentavilli Explants
kénnen verwendet werden fur Funktionsassays oder weiter aufgearbeitet werden fir

Protein- oder RNA-Analysen. Zur Veranschaulichung siehe Abbildung 1, in der
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Differenzierungsassays von Zytotrophoblasten dargestellt werden (Red-Horse et al.
2004).

Ein essentieller Vorteil an diesem Gewebe ist, dass eine Plazentaspende
keine Nachteile fur die Probandin hat, da eine ausgesto3ene Plazenta anderweitig
keine Verwendung finden kann. Zudem handelt es sich um primares, humanes
Gewebe, welches direkte Rlckschlusse auf die in vivo Situation im Menschen zu
lasst und keine Speziesunterschiede zeigt.

In den Publikationen, die Gegenstand der vorliegenden Habilitationsschrift
sind, wurden vielfaltige Methoden angewandt und sowohl klinische als auch
experimentelle Studien durchgefihrt.

Unter anderem wurde Plazentagewebe gefarbt flr Immunhistochemie in
Paraffin bzw. in OCT eingebettet fir Fluoreszenzmikroskopie. Innerhalb dieser
Farbungen wurde die Lokalisation verschiedener Molekule innerhalb der Plazenta
auch zu verschiedenen Gestationszeitpunkten ermittelt, aber auch Gewebe von
gesunden Plazentas versus gematchte praeklamptische Plazentas verglichen.
Weiterhin wurden Sekretionsmolekile der Plazenta via ELISA quantitativ bestimmt
und in Relation gesetzt zur Konzentration, die in der passenden Dezidua sezerniert
wurde. Einzelne Zellen, insbesondere Zytotrophoblastzellen wurden isoliert fur
Proteinanalysen via Western Blot oder Fluoreszenzmikroskopie, RNA-Analysen via
Realtime PCR, aber auch funktional innerhalb von Differenzierungs- (siehe
Abbildung 1) /Migrations- und Invasionsassays verwendet. Die Methoden und
Materialien fur die einzelnen Publikationen sind in den jeweiligen Material & Methods
Abschnitten detailliert beschrieben.

Innerhalb der Vielfalt von moéglichen wissenschaftlichen Schwerpunkten wird
hier vor allem der Einfluss von Chemokinen und ihren Rezeptoren innerhalb der

Plazentaentwicklung untersucht.
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Abbildung 1 Darstellung von 2 in vitro Modellen fiir die Analyse humaner
Zytotrophoblastinvasion

(A) Wenn humane Zytotrophoblasten (hellgrine Zellen rot umrandet) aus Ersttrimester
Plazentas isoliert und auf einer extrazellularen Matrix (ECM) Substrat (Matrigel) kultiviert
werden, differenzieren sie zu ihrem invasiven Phanotypen, der zur uterinen Invasion fihrt.
Nach 12 h bilden sich Zellaggregate, welche die Zellcolumns der adharenten Plazentavilli
widerspiegeln. Nach 48 h verandern die Zellen ihre Antigenexpression derartig, dass sie den
Zytotrophoblasten in der uterinen Wand &hneln (dunkelgriine Zellen). Diese exprimierten
Molekule ermdglichen die uterine Invasion, die vaskuldre Nachahmung und die Abwendung
einer maternalen Immunantwort.

(B) Kultiviert man praparierte, adharente Plazentavilli von Ersttrimester-Plazentas auf ECM
(Matrigel) (blauer Kasten), fahren die Zytotrophoblasten fort, sich zu differenzieren. Nach 48 h
verlassen viele invasive Zytotrophoblasten das Zellcolumn und invadieren die ECM (griiner
Kasten). Wahrend dieses Prozesses durchlaufen die invadierenden Zellen die gleiche
phanotypische Veranderung wie die isolierten Zytotrophoblasten nach 48 h Kultur.
Verwendung der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von JCI (Red-Horse et al. 2004).
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Inbegriffen sind dabei die erstmalige Beschreibung von Chemokinrezeptoren
in der humanen Plazenta, die Regulation von Rezeptoren und Chemokinen wahrend
der Praeklampsie oder durch physiologische Sauerstoffveranderungen wahrend der
Plazentaentwicklung, aber auch die Wirkung von hCG auf angiogenetische Signale
von Endothelzellen (Schanz et al. 2011a, Schanz et al. 2011b, Schanz et al. 2014b).

In Zusammenarbeit mit anderen Wissenschaftlern der eigenen Arbeitsgruppe
sowie mit fachfremden Gruppen wie z.B. der Kardiologie wurde der o.g.
Forschungsschwerpunkt wesentlich erweitert. Unter anderem wurden der Einfluss
von Tabakrauch auf das L-Selektin System in Zytotrophoblasten (Zdravkovic et al.
2006) und auf den Thromboxane A2 Metabolismus in Blutplattchen untersucht
(Weber et al. 2000, Weber et al. 2002).

In enger Zusammenarbeit mit Frau PD Dr. Hess und Frau Dr. Baston-Bust
wurden das Protein Neuropilin-1 (Rezeptor fiir Vascular endothelial growth factor,
VEGF) in humanen Endometrium und Dezidua, aber auch in trophoblastartigen
Zelllinien untersucht (Hess et al. 2009). Weiterhin wurden Analysen im Bereich der
Mausembryologie unternommen, die Aufschlisse Uber Angiopoietin-1 und 2, aber
auch Cystatin C und F gegeben haben. Arraystudien von Frau PD Dr. Hess (Hess et
al. 2007) haben zudem die Untersuchung von CXCL1 (Baston-Bust et al. 2013) und
ISG15 an der maternal-fetalen Schnittstelle provoziert und die Untersuchungen
weiter vorangetrieben (Schanz et al. 2014a).

In Kooperation mit PD Dr. Heiss aus der hiesigen Kardiologie wurde die Nitric
oxide synthase in endothelialen Progenitor Zellen analysiert (Heiss et al. 2010), die
weitere Untersuchungen von Plazenta-bedingten Signalen auf diese Progenitor
Zellen nach sich gezogen haben. Diese endothelialen Progenitor Zellen, die auch
circulting angiogenic cells (CAC) genannt werden, sind in steigender Anzahl im

maternalen Blut zu finden (Gussin et al. 2002). Im Rahmen von Angiogenese-
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Studien wurde der Einfluss von hCG, das hauptsachlich in der Schwangerschaft von
dem Trophoblasten gebildet wird, untersucht. Zusatzlich wurden weitere
Endothelzelltypen in diese Studie einbezogen, wie lymphatische Endothelzellen
(LEC)(Schanz et al. 2015). LEC waren uns bekannt aus einer Vorstudie (Red-Horse
et al. 2006), welche die Lymphangiogenese bei der Plazentation und

Schwangerschaftsentwicklung beleuchtet hat.
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Cytotrophoblast induction of arterial apoptosis and
lymphangiogenesis in an in vivo model of human placentation.

Red-Horse K, Rivera J, Schanz A, Zhou Y, Winn V, Kapidzic M, Maltepe E,
Okazaki K, Kochman R, Vo KC, Giudice L, Erlebacher A, McCune JM,
Stoddart CA, Fisher SJ.

J Clin Invest. 2006;116(10):2643-2652.
Abstract

We studied the vascular effects of invasive human cytotrophoblasts in vivo by
transplanting placental villi to the fifth mammary fat pads or beneath the kidney
capsules of Scid mice. Over 3 weeks, robust cytotrophoblast invasion was
observed in both locations. The architecture of the mammary fat pad allowed
for detailed analysis of the cells' interactions with resident murine blood
vessels, which revealed specific induction of apoptosis in the endothelial cells
and smooth muscle walls of the arterioles. This finding, and confirmation of the
results in an in vitro coculture model, suggests that a parallel process is
important for enabling cytotrophoblast endovascular invasion during human
pregnancy. Cytotrophoblast invasion of the kidney parenchyma was
accompanied by a robust lymphangiogenic response, while in vitro, the cells
stimulated lymphatic endothelial cell migration via the actions of VEGF family
members, FGF, and TNF-alpha. Immunolocalization analyses revealed that
human pregnancy is associated with lymphangiogenesis in the decidua since
lymphatic vessels were not a prominent feature of the nonpregnant
endometrium. Thus, the placenta triggers the development of a decidual
lymphatic circulation, which we theorize plays an important role in maintaining
fluid balance during pregnancy, with possible implications for maternal-fetal

immune cell trafficking.
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NO- synthase expression and functional response to NO are
both important modulators of circulating angiogenic cell
response to angiogenic stimuli.

Heiss C, Schanz A, Amabile N, Jahn S, Chen Q, Wong ML, Rassaf T, Heinen
Y, Cortese-Krott M, Grossman W, Yeghiazarians Y, Springer ML.

Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2010;30(11):2212-2218
Abstract

OBJECTIVE:

Circulating angiogenic cells (CACs), also termed endothelial progenitor cells,
play an integral role in vascular repair and are functionally impaired in
coronary artery disease (CAD). The role of nitric oxide (NO) in CAC function is
poorly understood. We hypothesized that CAC migration toward angiogenic
signals is modulated by both NO synthase (NOS) expression and functional
response to NO.

METHODS AND RESULTS:

Similar to endothelial cells, CAC chemotaxis to vascular endothelial growth
factor (VEGF) was blocked by inhibition of NOS, phosphatidylinositol 3-kinase,
or guanylyl cyclase or by treatment with an NO scavenger. Addition of an NO
donor (S-nitroso-N-acetylpenicillamine) and the NOS substrate I-arginine
increased random cell migration (chemokinesis) and enhanced VEGF-
dependent chemotaxis. Healthy CACs expressed endothelial NOS, but
endothelial NOS was not detected in CAD patient CACs. Both chemokinesis
and chemotaxis to VEGF of patient CACs were decreased compared with
healthy CACs but were restored to healthy values by S-nitroso-N-
acetylpenicillamine. In parallel, CAD patients exhibited lower flow-mediated
vasodilation and plasma NO source nitrite than young, healthy subjects,
indicating endothelial dysfunction with reduced NO bioavailability.

CONCLUSIONS:

NOS activity is required for CAC chemotaxis. In CAD patients, impairment of
NOS expression and NO bioavailability, rather than response to NO, may
contribute to dysfunction of CACs and limit their regenerative capacity.
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Pre-eclampsia is associated with elevated CXCL12 levels in
placental syncytiotrophoblasts and maternal blood.

Schanz A, Winn VD, Fisher SJ, Blumenstein M, Heiss C, Hess AP, Krussel JS,
Mcmaster M, North RA.

Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol. 2011;157(1):32-37.
Abstract

OBJECTIVES:

Placental derived vasculogenic/angiogenic substances in maternal blood are
dysregulated in pre-eclampsia. We hypothesized that CXCL12, a chemokine
with vasculogenic actions, is amongst such molecules.

STUDY DESIGN:

CXCL12, CXCL16, CXCR4, and CXCR6 immunolocalization in placental
tissue was analyzed in pre-eclampsia (n=8) in comparison to controls (n==8).
CXCL12, measured by ELISA in blood, in women diagnosed with pre-
eclampsia (n=14) and prior to the development of pre-eclampsia (at 20 weeks'
gestation, n=20) was compared with CXCL12 concentrations in gestation-
matched, healthy control subjects (n=34).

RESULTS:

In placental tissue, syncytiotrophoblast staining for CXCL12 was increased in
pre-eclampsia. Maternal serum CXCL12 was increased in pre-eclampsia
[2000 (SD 402) vs 1484 (SD 261)pg/ml, P=0.01] but not in plasma obtained at
20 weeks of gestation prior to the onset of pre-eclampsia [1183 (SD 336) vs
1036 (SD 144)pg/ml, P=0.09].

CONCLUSION:

Our data suggest that the syncytiotrophoblast contributes to a pre-eclampsia-
associated increase in CXCL12 levels in maternal blood. These findings
support the hypothesis that an imbalance of angiogenic factors contributes to
the pathogenesis of pre-eclampsia.
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CXCR?7 and syndecan-4 are potential receptors for CXCL12 in
human cytotrophoblasts.

Schanz A, Baston-Bust D, Krissel JS, Heiss C, Janni W, Hess AP.

J Reprod Immunol. 2011;89(1):18-25.
Abstract

The placenta forms the interface between the mother and the fetus. During
placental development cytotrophoblasts differentiate to form the syncytium or
to invade the decidual wall to breach maternal vessels and establish the blood
flow in the intervillous space. This process is still not well understood but it is
proposed that chemokines and their receptors are involved in guiding
cytotrophoblasts to the decidua and maternal vessels as well as attracting
immunocompetent cells to the implantation site. CXCL12 is a chemokine
expressed by cytotrophoblasts and is involved in cytotrophoblast invasion,
differentiation and survival. One of its receptors, CXCR4, has been detected
on cytotrophoblasts. Recent data show that CXCR7 and syndecan-4 might
partially mediate CXCL12 function in other cell types. In this study, we
examined CXCR7 and syndecan-4 expression at the maternal-fetal interface
via immmunolocalization in placental tissue sections and in isolated
cytotrophoblasts. We further used immunoblot analyses to confirm the data.
We were able to show that cytotrophoblasts express both receptors and that
upregulation occurs during the differentiation process of cytotrophoblasts
towards the invasive phenotype. On a functional level CXCR7 seems not to be
involved in JAR cell chemotaxis, suggesting a different function of this
receptor. In conclusion, we propose that CXCL12 binds to CXCR4, but also to
CXCR7 and syndecan-4. These three receptors could mediate different
functions of CXCL12, such as cell migration, directed invasion, proliferation
and survival. The latter molecules might also be involved in the development

of placental pathologies, such as preeclampsia or choriocarcinoma growth.
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Interferon stimulated gene 15 expression at the human
embryo-maternal interface.

Schanz A, Baston-Bust DM, Heiss C, Beyer IM, Krussel JS, Hess AP.

Arch Gynecol Obstet. 2014;290(4):783-789.
Abstract

PURPOSE:

In early pregnancy the dialogue between maternal endometrium and embryo
is a key process in establishing a receptive decidua and placental network.
Decidual ISG15 induction is thought to promote pregnancy maintenance and
development. ISG15 is involved in RNA splicing, cytoskeletal organization,
stress response and further intracellular processes.

METHODS:

ISG15 expression was examined immunohistologically in paraffin-embedded
human placental and decidual tissue samples of all pregnancy trimesters on
adjacent sections (first trimester n =5, second n =5, third n =3). Samples
were processed using a protocol applying a rabbit polyclonal ISG15 antibody.
A mouse monoclonal cytokeratin seven antibody was utilized to identify the
different placental departments and decidual glands. Staining results and
anatomical features were evaluated blindly with strict rating criteria.

RESULTS:

ISG15 expression was identified in first and second trimester tissue samples.
ISG15 localized especially to the extravillous cytotrophoblasts in the maternal
wall and in maternal blood vessel. Expression was detected in cytotrophoblast
progenitor cells in the placental villi and the cell column with a maximum in the
first trimester. The syncytial layer stained positive in first and second trimester
samples. Third trimester samples showed no expression of ISG15 at all.

CONCLUSIONS:

ISG15 abundance in the human placenta is an interesting finding, with
implications for placental development, fetal growth and potential defense
mechanism against infections. The maximal expression of ISG15 in the first
and second trimester of pregnancy suggests that ISG function is needed when
placental and embryo development is enormous and embryo susceptibility to
external influences is high.

15



Oxygen regulates human cytotrophoblast migration by
controlling chemokine and receptor expression.

Schanz A, Red-Horse K, Hess AP, Baston-Blst DM, Heiss C, Krussel JS.
Placenta. 2014;35(12):1089-1094.
Abstract

INTRODUCTION:

Placental development involves the variation of oxygen supply due to vascular
changes and cytotrophoblast invasion. Chemokines and their receptors play
an important role during placental formation. Herein, the analysis of the
chemokine/receptor pair CXCL12/CXCR4 and further chemokine receptors,
such as CCR1, CCR7 and CXCRG6 expression in human cytotrophoblasts was
conducted.

METHODS:

Human cytotrophoblasts were examined directly after isolation or after
incubation with different oxygen tensions and a chemical HIF-stimulator for
12 h with realtime PCR, immunoblot, immunohistochemistry. Conditioned
media of placental villi, decidua, and endothelial cells was used for ELISA
analysis of CXL12. Cytotrophoblast migration assays were conducted applying
conditioned media of endothelial cells, a CXCL12 gradient, and different
oxygen level. Endometrial and decidual tissue was stained for CXCL12
expression.

RESULTS:

An upregulation of CXCL12, CXCR4, CCR1, CCR7 and CXCRG6 was observed
after cytotrophoblast differentiation. Low oxygen supply upregulated CXCR4,
CCR7 and CXCR®6, but downregulated CXCL12 and CCR1. In contrast to the
HIF associated upregulation of the aforementioned proteins, downregulation of
CXCL12 and CCR1 seemed to be HIF independent. Cytotrophoblast migration
was stimulated by low oxygen, the application of a CXCL12 gradient and
endothelial cell conditioned media. CXCL12 was detected in endometrial
vessels, glands and conditioned media of placental and decidual tissue, but
not decidual vessels.

DISCUSSION/CONCLUSION:

Taken together, oxygen supply and cytotrophoblast differentiation seem to be
regulators of chemokine and receptor expression and function in human
cytotrophoblasts. Therefore, this system seems to be involved in placental
development, directed cytotrophoblast migration in the decidual compartment
and a subsequent sufficient supply of the growing fetus.
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HCG stimulates angiogenic signals in lymphatic endothelial
and circulating angiogenic cells.

Schanz A, Lukosz M, Hess AP, Baston-Blist DM, Krussel JS, Heiss C.
J Reprod Immunol. 2015
Abstract

Human chorionic gonadotropin (hCG) has long been associated with the
initiation and maintenance of pregnancy, where angiogenesis plays an
important role. However, the function of hCG in angiogenesis and recruitment
of vascular active cells is not fully understood.

In this study, the role of hCG and its receptor in circulating angiogenic and
human endothelial cells, including lymphatic, uterine microvascular, and
umbilical vein endothelial cells was examined. Immunohistochemistry and
immunoblot analysis were used to detect the LH/hCG receptor expression and
the expression of hCG induced angiogenic molecules. HIF-1a was determined
via ELISA and downstream molecules, such as CXCL12 and CXCR4, via real
time PCR. Chemotaxis was analyzed using Boyden chambers.

Our results show that the LH/hCG receptor was present in all tested cells.
Furthermore, hCG was able to stimulate LH/hCG-receptor-specific migration in
a dose-dependent fashion and induce key angiogenic molecules including
HIF-1a, CXCL12, and CXCRA4.

In conclusion, our findings underscore the importance of hCG as one of the
first angiogenic molecules produced by the conceptus. HCG itself alters
endothelial motility, recruitment, and expression of pro-angiogenic molecules
and may therefore play an important role in vascular adaption during

implantation and early placental formation.

17



IV — Zusammenfassung der bisherigen wissenschaftlichen
Arbeiten

Das Uubergeordnete Ziel der dargestellten wissenschaftlichen Arbeiten war es,
Mechanismen der Plazentaentwicklung mit dem Schwerpunkt der Funktion und
Veranderung von Chemokinen und ihren Rezeptoren zu beleuchten.
Angiogenetische Aspekte und auch der Zusammenhang von
schwangerschaftsbedingten hormonellen Veranderungen wurden dabei

berlcksichtigt.

Chemokine und ihre Rezeptoren in der humanen Plazentaentwicklung
Chemokine und ihre passenden Rezeptoren umfassen ein komplexes System aus
Molekulen, das vielfaltige Funktionen vermitteln kann.

Ihre Expression oder auch Regulation wird in einer Vielzahl von Publikationen
beschrieben und spielt unter anderem eine Rolle bei immunologischen,
onkologischen, angiologischen/-genetischen Vorgangen mit dem Fokus auf
Zellmigration und Chemotaxis. Diese Funktionen kénnen sowohl bei physiologischen
als auch bei pathophysiologischen Prozessen wichtig sein.

Chemokine sind ca. 7-15 kDa grol3e Proteine, die |6slich sind und aus 70-130
Aminosauren bestehen. Sie binden an Chemokinrezeptoren, die als G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren in der Membran der Zielzelle liegen. Teilweise binden
mehrere Chemokine, die auch Liganden genannt werden, an einen Rezeptor. Uber
die Bindung an den G-Protein-Komplex vermitteln die Chemokine ihre Funktionen
uber unterschiedliche Signalwege. Beteiligt sind u.a. RGS-Proteine (Regulators of G-
Protein signaling), GTP-bindende Proteine oder auch das PI3K System mit den

nachfolgenden Effektoren PKB, PKC oder AKT und den Ras-Signalweg.
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In Studien von Ceradini et al. (Ceradini et al. 2004) wurde erstmals beschrieben,
dass das Chemokin Stromal Cell Derived Factor- 1 (SDF-1 oder auch CXCL12), von
einem Sauerstoffgradienten in zirkulierenden Stammzellen aus dem Knochenmark
reguliert wird. Es wurde eine Induktion durch den Hypoxia inducible factor (HIF-1a)
beschrieben und die dadurch bedingte Rekrutierung von den zirkulierenden
Stammzellen an den Ort des Geschehens.

Diese Erkenntnis gab Anstol} flr einige der hier vorliegenden Studien. Es war bereits
bekannt, dass sowohl CXCL12 als auch der passende Rezeptor CXCR4 in der
humanen Plazenta vorhanden sind. Zudem wurde beschrieben, dass physiologische
Hypoxie eine Rolle bei der humanen Plazentaentwicklung spielt.

Bei der humanen Plazentation sind die Trophoblast Proliferation, Migration,
Differenzierung und Invasion in die maternale Dezidua und muskulare Uteruswand
sehr wichtig. Zu Beginn der Schwangerschaft verschliel’ien Trophoblastzellen uterine
Arterien und minimieren so den Blutfluss zu der gerade entstandenen Plazenta, was
zu einem physiologisch niedrigen Sauerstoffgradienten fuhrt (Genbacev et al. 1996).
Zu diesem Zeitpunkt liegt der Sauerstoffpartialdruck mit ca. 18-40 mmHg im
intervillésen Raum deutlich unterhalb des Sauerstoffpartialdruckes im restlichen
maternalen Blutkreislauf (Hustin et al. 1990, Rodesch et al. 1992). In der 10.-12.
Schwangerschaftswoche (SSW) gleicht sich dann der Partialdruck unter Eréffnung
der maternalen Spiralarterien an (Burton and Caniggia 2001) [zur Veranschaulichung
siehe Abbildung 2 (Genbacev et al. 2001)]. Bei diesem Prozess findet nicht nur eine
bedeutende Migration und Invasion der Trophoblastzellen statt, sondern auch eine
Zelldifferenzierung vom Trophoblastprogenitor im Plazentavillus und Plazenta
Zellcolumn zum invasiven Phanotypen, der in die Dezidua, Uterusmuskel und

Blutgefalie invadiert.
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Abbildung 2 Schematische Darstellung der reifungsbedingten Verianderungen
der Anatomie, bedingt durch Verdanderungen der
Sauerstoffverhiltnisse an der maternal-fetalen Schnittstelle
wahrend der Plazentaentwicklung

(A)Adharente Plazentavilli (anchoring villi) beinhalten spezialisierte Strukturen, Zellcolumns
(CC), welche die Liicke zwischen den maternalen und fetalen Kompartimenten schliessen.
Villare Zytotrophoblast-Stammzellen (cytotrophoblast stem cells) dringen in die Columns ein
und differenzieren (cCTB). Diese differenzierten Zellen verlassen das Zellcolumn und
invadieren den Uterus (invasive cytotrophoblasts), wobei sie die Plazenta an die Uteruswand
verankern. Wahrend der meisten Zeit im ersten Schwangerschaftstrimester (<10.-12. SSW) ist
die Invasion auf das uterine Parenchym begrenzt (interstitial invasion). Durch die Abwesenheit
eines normalen Blutflusses besteht ein starker Sauerstoffgradient (O, Gradient dargestellt als
schattiertes Dreieck) zwischen der Plazenta, die sauerstoffarm ist, und dem Uterus.

(B) Ungefahr zum Ende des ersten Trimesters (~10.—12. SSW) invadiert eine Subpopulation
von Zytotrophoblasten die vorhandenen uterinen Arterien und Venen (endovascular invasion).
Dieser Vorgang lenkt arterielles Blut in den intervillésen Raum (intervillous space), in dem die
Plazentavilli, die vom Syncytiotrophoblasten umgeben sind, flotieren. Das Ergebnis ist eine
Reduktion des Sauerstoffgradienten zwischen der Plazenta und dem Uterus (O, Gradient
dargestellt als schattiertes Dreieck). Verwendung der Abbildung mit freundlicher
Genehmigung von Dev Biol (Genbacev et al. 2001).
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Dieser Regulierungsprozess unterliegt einer Vielzahl von Einflussen durch
Chemokine und ihre Rezeptoren. Insbesondere CXCL12 und der passende Rezeptor
CXCR4 waren Schwerpunkte der vorliegenden Studie (Schanz et al. 2014b). Es
wurde der Einfluss von Zelldifferenzierung und Applikation eines niedrigen
Sauerstoffgradienten auf den humanen Zytotrophoblasten untersucht. CXCL12,
CXCR4 und andere bekannte Rezeptoren wie CCR1, CXCR6 und CCR7 wurden
dabei auf RNA- und Proteinebene analysiert. Weiterhin wurde der Ursprung von
CXCL12 im maternalen Endometrium, Dezidua und dessen Einfluss auf
Zytotrophoblastenmigration in Hypoxie und Normoxie gepruft. Zudem wurden
Endothelzellen als Quelle von CXCL12 und anderen migrationsférdernden Molekulen
verifiziert.

Die Studienergebnisse zeigten, dass sowohl CXCL12 als auch CXCR4 unter
der Trophoblastdifferenzierung zum invasiven Phanotypen, aber auch unter dem
Einfluss von Hypoxie reguliert wurden. Zelldifferenzierung flihrte sowohl auf RNA- als
auch Proteinebene zur Hochregulierung von CXCL12 und CXCR4, wahrend ein
niedriger Sauerstoffgradient eine Hochregulierung von CXCR4 und Reduktion von
CXCL12 induzierte. Die Verwendung eines chemischen HIF-Induktors
(Desferroxamine, DFX) ergab den Hinweis, dass die Hochregulierung von CXCR4
HIF spezifisch ist, wahrend die Reduktion von Molekllen unter Hypoxie eher HIF
unspezifisch ist. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass CXCL12 von dem humanen
Endometrium und der Dezidua sezerniert wird. Vor allem Drusen und deziduale
Stromazellen zeigten eine deutliche Farbung fir CXCL12. Endothelzellen, die sich im
Endometrium positiv zeigten, wiesen keine Farbung in der schwangeren Dezidua
auf. Diese Reduktion von endothelialer CXCL12 Sekretion wurde auch schon in
vorherigen Publikationen bestatigt (Hanna et al. 2003). Konditioniertes Medium von

uterinen Endothelzellen, Plazentavili und Dezidua wurde auf die CXCL12
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Konzentration untersucht. Es zeigte sich, dass die Dezidua bei weitem die hochste
CXCL12 Menge sezernierte. Dies ist wahrscheinlich durch diffuse Sekretion der
Stromazellen verursacht.

Funktional zeigte CXCL12 einen deutlichen Einfluss auf die gerichtete
Zytotrophoblastmigration. CXCL12 in Normoxie induzierte eine gesteigerte Migration,
welche jedoch durch die Applikation von Hypoxie noch verstarkt wurde. Dieser Effekt
ist durch die Hochregulierung des passenden Rezeptors, CXCR4, zu erklaren. Auch
das konditionierte Endothelzellmedium konnte die Zytotrophoblastmigration
aktivieren, welches jedoch nur zu einem kleineren Teil durch eine CXCL12 Sekretion
begrindet werden konnte.

Es wurden zusatzlich zu CXCL12 und CXCR4 noch weitere Rezeptoren, wie
CCR1, CCR7 und CXCR®6 untersucht, die zu dem Durchfihrungszeitpunkt der Studie
in der humanen Plazenta beschrieben wurden. CCR1 zeigte eine ahnliche
Regulierung wie CXCL12, was die Ergebnisse von Sato et al. bestatigte (Sato et al.
2003). Das Verhalten von CCR7 und CXCRG6 wies auf eine vergleichbare Regulation
wie bei CXCR4 hin.

Zusammenfassend ergab diese Studie einen deutlichen Hinweis darauf, dass
Chemokine und ihre Rezeptoren bei der physiologischen Plazentaentwicklung
beteiligt sein kdnnen und eine Regulierung durch Sauerstoffgradienten moéglich ist.
Diese Erkenntnis hat zu der Frage geflihrt, ob Chemokine und ihre Rezeptoren in
pathophysiologischen Prozessen wie z.B. bei der Praeklampsie dysreguliert sein
konnten.

In der Annahme, dass Chemokine und ihre Rezeptoren an der gerichteten
Trophoblastinvasion/-migration beteiligt sein kdnnen, ist es wichtig zu wissen, dass
die Invasionstiefe der Zytotrophoblasten in die maternale Wand bei der Praeklampsie

vermindert ist (Redman and Sargent 2005). Eine Veranderung der
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Chemokine/Rezeptor Expression kénnte somit durchaus bei der Entstehung einer
Praeklampsie mitwirken. Veranderungen anderer angiogenetisch aktiver Proteine wie
eine soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFLT)-Erhohung und placental growth factor
(PIGF)-Reduktion konnten bereits im maternalen Blut bei der Praeklampsie
nachgewiesen werden (Levine et al. 2004). Diese Studienergebnisse ergaben
Hinweise, dass ggf. auch andere angiogenetische Molekile reguliert werden

konnten.

Chemokine Regulation bei der Praeklampsie

In Hinblick auf die Ergebnisse unserer Hypoxiestudie und den neusten Ergebnissen
der anderen Arbeitsgruppen wurde die folgende Studie ,Pre-eclampsia is associated
with elevated CXCL12 levels in placental syncytiotrophoblast and maternal blood®
initiiert (Schanz et al. 2011b).

In dieser Studie wurden gematchte Gewebeproben von gesunden und
praeklamptischen  Plazenten fur CXCL12/CXCR4 und CXCL16/CXCR6
immunhistologisch ausgewertet und gematchte Blutproben von gesunden und
praeklamptischen Probandinnen auf ihre CXCL12 Konzentration untersucht.

Die Gewebeproben wurden in der gynakologischen Abteilung der University of
California San Francisco (UCSF) durch Prof. Virginia Winn gesammelt. Sie stammten
von gesunden Probandinnen, die eine vorzeitige Entbindung hatten ohne Hinweise
auf eine Zervizitis oder Amnioninfektion aufgrund eines vorzeitigen Blasensprunges
oder einer Zervixinsuffizienz und von Probandinnen, die aufgrund einer vorliegenden
Praeklampsie vorzeitig entbunden wurden. Das durchschnittliche Schwangerschafts-
alter lag in beiden Gruppen bei 30.-32. SSW.

Die immunhistologische Untersuchung ergab, dass bis auf eine Hochregulation von

CXCL12 in dem Syncytiotrophoblasten der Plazentavilli in der praeklamptischen
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Gruppe keine weitere Veranderung der Expression an anderer Stelle der Plazentas
nachgewiesen werden konnte. Zudem war kein Unterschied zwischen der
Expression von CXCL16 und dem passenden Rezeptor CXCRG6 in praeklamptischen
und gesunden Plazentas zu erkennen, sodass die Anderung von CXCL12 im
Syncytiotrophoblasten der praeklamptischen Plazentas spezifisch flr dieses
Chemokin zu sein scheint.

Da der Syncytiotrophoblast in direktem Kontakt mit dem maternalen Blut steht
und CXCL12 l6slich ist, wurden sowohl Serum als auch Plasmaproben von weiteren
Probandinnen einer anderen Studiengruppe auf ihre CXCL12 Level untersucht
(University of Auckland, New Zealand, Prof. Robyn North).

Es wurden gematchte Serumproben von gesunden und praeklamptischen
Probandinnen zum Zeitpunkt der Erkrankung via ELISA auf die CXCL12
Konzentration untersucht. Dabei lag das durchschnittliche Schwangerschaftsalter bei
36 SSW.

Die Analyse ergab, dass praeklamptische Probandinnen signifikant hdhere
CXCL12 Level zeigten als die gesunden Probandinnen. Die gesunden Probandinnen
zeigten Werte, die bei ca. 1500 pg/ml CXCL12 lagen, wahrend die erkrankten
Probandinnen Werte von ca. 2000 pg/ml zeigten.

Daraufhin wurden weitere Probandinnen in die Studie einbezogen, die den
pradiktiven Wert von CXCL12 nachweisen sollten. Es wurden Plasmaproben von
Probandinnen in der 20. SSW via ELISA analysiert, bei denen es noch keinen
Hinweis auf eine bestehende Praeklampsie gab. Die eine Gruppe der Probandinnen
hat im Verlauf eine Praeklampsie entwickelt, wahrend die gematchte, andere Gruppe

einen normalen Schwangerschaftsverlauf hatte.
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Die Ergebnisse dieser Analyse ergaben, dass erhdhte Level von CXCL12 in
der Praeklampsiegruppe vorlagen, die sich jedoch statistisch nicht signifikant von der
Vergleichsgruppe abhoben.

Zusammenfassend scheint CXCL12 ein interessantes Molekul bei der
Praeklampsie zu sein. Erhohte Level zum Zeitpunkt der Erkrankung spiegelt eine
Dysbalance von angiogenetischen Signalen wider und koénnte ein molekularer
Korrekturmechanismus sein, um die plazentare Entwicklung bzw. Funktion aufrecht
zu erhalten.

Im Rahmen der beschriebenen CXCL12 Regulation an der fetal-plazentaren
Schnittstelle stellte sich die Frage, ob CXCL12 in der Plazenta nur an einen Rezeptor

bindet oder eventuell alternative Rezeptoren vorhanden sind bzw. funktional sind.

Alternative Rezeptoren fur CXCL12

Balabanian et al. (Balabanian et al. 2005) haben das erste Mal einen neuen
Chemokin-Rezeptor fir CXCL12, RDC1, beschrieben. Dieser wurde dann in CXCR7
umbenannt nach der gangigen Nomenklatur. CXCR?7 spielt vor allem eine Rolle als
Ko-Rezeptor fur einen speziellen Strang des Human Immunodeficiency Virus (HIV)
und bindet zudem auch das Chemokin CXCL11. Es konnte gezeigt werden, dass
CXCRY7 in T-Lymphozyten CXCL12 induzierte Chemotaxis vermittelt.

CXCR7 wurde erst- und einmalig von Tripathi et al. (Tripathi et al. 2009) auch in der
humanen Plazenta beschrieben mit dem Maximum der Expression im dritten
Trimester. Allerdings wurde in dieser Studie keine genaue Analyse der einzelnen
Zellbestandteile der Plazenta durchgefuhrt, sondern lediglich mit RNA-Analysen von
vollstandigen Plazentavilli. Auch funktionelle Aspekte von CXCR?7 in der humanen

Plazenta wurden von Tripathi et al. nicht untersucht.
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Syndecan-4 (Sdc-4) wurde auch als Rezeptor fur CXCL12 bei der
Leukozytenmigration und beim Wachstum von Tumoren beschrieben. Sdc-4 ist ein
Proteogyklan, das entweder direkt an CXCL12 binden kann oder einen Komplex mit
dem bereits bekannten Rezeptor, CXCR4 bildet (Hamon et al. 2004, Brule et al.
2009). Sdc-4 wurde in der humanen Plazenta von Crescimanno et al. (Crescimanno
et al. 1999) untersucht und in den invasiven Zytotrophoblasten von Ersttrimester-
Plazentas und in den Syncytiotrophoblasten im dritten Trimester nachgewiesen. Im
Maus Plazentalabyrinth konnten bei Sdc-4 Verlust geschadigte fetale Gefalie gezeigt
werden, die wahrscheinlich durch gestorte antikoagulatorische Mechanismen bedingt
waren (Ishiguro et al. 2000).

Aufgrund der Ergebnisse fir CXCL12 in der humanen Plazenta unter
physiologischen, aber auch pathophysiologischen Bedingungen waren die
Ergebnisse Uber alternative Rezeptoren fur CXCL12 flr uns von gro3em Interesse.
Da es sich bei den Studien fur CXCR7 (Tripathi et al. 2009) und Sdc-4 (Crescimanno
et al. 1999) in der humanen Plazenta um Erstbeschreibungen ohne Bestatigung
durch andere Studien handelte und gewisse Ungenauigkeiten aufgezeigt wurden,
haben wir uns fur eine neue und detailliertere Analyse dieser mdglichen CXCL12
Rezeptoren in der gesunden humanen Plazenta entschieden.

In unserem Studiendesign wurde paraffin-eingebettetes Plazentagewebe aus
allen Trimestern einer detaillierten immunhistochemischen Analyse sowohl flr
CXCR?7 als auch Sdc-4 zugefuhrt. Es wurden isolierte Zytotrophoblasten des ersten
und zweiten Trimesters mit Immunofluoreszenz gefarbt und der Effekt von
Zytotrophoblastdifferenzierung zum invasiven Phanotypen auf die
Rezeptorexpression untersucht. Weiterhin wurden sowohl diese isolierten

Zytotrophoblasten als auch eine Chorioncarcinomzelllinie (JAR) mit Western Blot auf
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die Expression analysiert. JAR Zellen wurden dann einem Migration Assay zugefuhrt,
um die Funktion von CXCR7 zu prufen.

Unsere Ergebnisse konnten zum Einen die Resultate aus den Vorstudien
bestatigen und sichern, zudem jedoch weiterfUhrende Erkenntnisse aufweisen
(Schanz et al. 2011a)

Das Syncytium zeigte eine deutliche Farbung sowohl fir CXCR7 als auch
Sdc-4 mit steigender Intensitat im letzten Trimester. Zytotrophoblast Progenitorzellen
wiesen eine konstante Farbung auf und invasive Zytotrophoblasten vor allem
intravasal eine starkere Expression im ersten und zweiten Trimester.

Die isolierten Zytotrophoblastzellen des ersten und zweiten Trimesters wurden
sowohl direkt nach lIsolation gefarbt als auch nach 12 Stunden Kultur auf einer
kiinstlichen extrazellularen Matrix (Matrigel). In dieser Zeit der Kultur differenzieren
die isolierten Zellen zu dem invasiven Phanotypen, welcher sonst in der maternalen,
dezidualen Wand als auch BlutgefalRen aufzufinden ist.

Es zeigte sich eine gesteigerte Expression sowohl fur CXCR?7 als auch Sdc-4 in den
isolierten Zytotrophoblasten nach der Zelldifferenzierung. Weiterhin konnten CXCR7
und Sdc-4 via Western Blot nachgewiesen werden.

JAR Zellen wurden einem Migrations/Chemotaxis Assay zugeflhrt, der eine deutlich
gesteigerte Migration zu einem CXCL12 Gradienten zeigte, welche durch die Zugabe
von CXCRA4-Blocking-Antikorper deutliche reduziert wurde. Im Gegensatz dazu
beeinflusste die Zugabe eines CXCR?7-Blocking-Antikdrpers die chemotaktische
Reaktion der Zellen nicht. Dieses Ergebnis lies den Rickschluss zu, dass CXCR7 in
Zytotrophoblast ahnlichen Zellen bzw. Chorioncarcinomazellen andere Funktionen
vermittelt als die gerichtete Zellmigration.

Zusammenfassend ist anzunehmen, dass sowohl CXCR7 als auch Sdc-4 fur

die Vermittlung von CXCL12-induzierten Signalen zur Verfligung stehen und in der
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gesamten Schwangerschaft in den humanen Plazenta exprimiert werden. Diese
alternativen Rezeptoren konnten an Signalen fur Zelldifferenzierung, Proliferation

oder auch Zelluberleben beteiligt sein.

Humanes Choriongonadotropin als angiogenetischer Faktor bei der
Plazentaentwicklung

HCG ist im maternalen Blut bereits Stunden nach der Blastozystenimplantation
nachweisbar und wird zur Diagnose einer Schwangerschaft bzw. eines
Schwangerschaftsverlaufes verwendet. Es wird vom Trophoblasten gebildet und ist
beteiligt an der Immuntoleranz des fetalen Allografts, induziert endometriale
Angiogenese und unterstutzt die Progesteronproduktion des Corpus Luteum (Strott
et al. 1969, Zygmunt et al. 2002, Berndt et al. 2009, Cole 2012). Interessanterweise
ist hCG bei der Zytotrophoblastinvasion, aber auch bei der Sauerstoff-unabhangigen
Induktion von HIF-1a z.B. in Granulosazellen des Ovars beteiligt (Herr et al. 2004,
van den Driesche et al. 2008, Zhang et al. 2011).

Eine Wirkung auf die Lymphangiogenese, die wahrend der Schwangerschaft
stattfindet (Red-Horse et al. 2006) oder die Rekrutierung von Circulating angiogenic
cells (CAC), die in erhéhter Anzahl im maternalen Blut zirkulieren (Gussin et al. 2002,
Sugawara et al. 2005), wurde bislang nicht untersucht, so dass das angiogenetische
Potential eher unterschatzt wird.

Der Rezeptor von hCG, der LH/hCG Rezeptor, gehort zu der Familie der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren und bindet auch an das Luteinisierende Hormon
(LH), was darauf hinweist, dass gekoppelte Funktionen vermittelt werden konnen.
Ein Beispiel ist, dass mit subkutaner Injektion von hCG die Ovulation ausgelost
werden kann, was physiologisch durch das LH induziert wird (Filicori et al. 2005).

Eine Komplikation durch eine hCG-induzierte Ovulation im Rahmen einer

28



hormonellen, ovariellen Hormonstimulation, die vorbereitend auf eine in vitro
Fertilisation (IVF) stattfindet, ist das sogenannte Uberstimulationssyndrom, was u.a.
eine erhohte kapillare Permeabilitdt und ovarielle Neoangiogenese nach sich zieht
(Kumar et al. 2011).

Der LH/hCG Rezeptor wurde nachgewiesen im humanen Uterus, Eileiter,
Ovar, Plazenta und auch in einigen Endothelzellen dieser Organe. Zusatzlich wurde
er auch extragenital in der Haut und Knochen aber auch in malignen Zellen der
Mamma oder Prostata entdeckt. Die Funktionen des Rezeptors in diesem Gewebe
ist jedoch bislang nicht vollstandig nachvollzogen (Rao 2001, Tsampalas et al. 2010).

In dieser Studie wurde daraufhin die moégliche Rolle von hCG und des
Rezeptors in verschieden Endothelzellen untersucht. Insbesondere angiogenetische
Prozesse, wie gerichtete Zellmigration und die Induktion von weiteren
angiogenetischen Molekulen, wie HIF-1a und downstream Molekile, wie CXCL12
und CXCR4 wurden in CAC und LEC analysiert (Schanz et al. 2015).

Mit Western Blot und Immunhistochemie wurde der LH/hCG Rezeptor in CAC
und LEC erstmalig nachgewiesen. Weiterhin wurde hCG als migratorischer Stimulus
verwendet und die gerichtete Zellbewegung, Chemotaxis, von CAC, LEC und
weiteren Endothelzellen, wie human umbilical vein (HUVEC) und uterinen
Endothelzellen (UTM) gemessen. Die Ergebnisse zeigten, dass hCG als
chemotaktisches Molekul wirkt und zudem eine Sauerstoff unabhangige Induktion
von HIF-1a bedingt. Auch downstream Signale von HIF konnten mit einer
gesteigerten CXCR4 und CXCL12 Expression nachgewiesen werden.

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass hCG eines der ersten
angiogenetischen Signale in der Schwangerschaft darstellt. HCG induziert

endotheliale Zellbewegung, die flr eine Endothelzellrekrutierung essentiell ist und fur
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eine physiologische Schwangerschaftsentwicklung und GefalRanpassung bei der

Plazentation wichtig ist.

Chemokine und angiogenetische Signale in der Schwangerschaft

Angiogenese und gerichtete Zellmigration sind bei der Schwangerschaftsentstehung
und Plazentaentwicklung essentielle Ereignisse, welche die Zusammenarbeit von
fetalen und maternalen Zellen moglich machen. Fetale Zellen, wie Zytotrophoblasten
suchen den Anschluss an das maternale Gefal3system und verankern sich in der
Uteruswand, um den wachsenden Fetus und die Plazenta ausreichend versorgen zu
konnen. Gleichzeitig reagiert das maternale System mit Veranderungen von
Gefallsystem und Uterusbeschaffenheit, um diesen Anschluss zu ermdéglichen. Es
handelt sich um ein ausgewogenes Zusammenwirken, das die Vorrausetzung fur ein
massives Zusammenwachsen der beiden ansonsten getrennten Systeme schafft.
Stérungen in dieser rasanten Entwicklung kénnen zu vermindertem oder zu
verstarktem Einwachsen von fetalen Zytotrophoblasten fihren und so zu einem
spater auftretenden Abort, einer Praeklampsie aber auch zu einer Plazenta acreta
oder percreta flhren.

Die Regulation dieser Prozesse ist durch vielfaltige Einflisse mdglich und ist an die
anatomischen Verhaltnisse gekoppelt. Chemokine und ihre Rezeptoren, die sowohl
durch veranderte Sauerstoffverhaltnisse als auch durch Hormone wie hCG justiert
werden konnen, konnten daher eine wichtige Rolle bei dem Einwachsen der
Zytotrophoblasten spielen, aber auch die Rekrutierung von Endothelzellen bewirken.
Das Verstandnis fur diese fetal-maternale Zusammenarbeit ist essentiell fur die
Entwicklung von pradiktiven Aussagen in Hinsicht auf die Entwicklung einer

Praeklampsie. Weiterhin  konnten durch  Anpassung von embryonalen
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Kulturmethoden in der Reproduktionsmedizin die Bedingungen physiologischer

gestaltet und die Schwangerschaftsraten verbessert werden.
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