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2. Zusammenfassung
Ziel In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen der Nattrlichen Killerzelllinie 92

(NK92-Zelllinie) und Natiirliche Killerzellen des peripheren Blutes (Blut-NK-Zellen) unter dem
Einfluss von Human Leukocyte Antigene G1 soluble (HLA-Gls) in verschiedenen
Konzentrationen (0,2ug/ml-2,0ug/ml) auf ihre Proliferationsaktivitit zu verschiedenen
Zeitpunkten (24, 48 und 72 Stunden nach Versuchsbeginn) und Zytotoxizitit gegentiber der K562-
Zelllinie untersucht. Es sollte geprift werden, inwieweit HLA-Gls die Proliferation und
Zytotoxizitit der NK-Zellen moduliert.

Grundlagen HILA-Gls ist ein oligomorphes, 16sliches Protein, der MHC-Klasse Ib, welches
immunmodulatorische Fahigkeiten besitzt. Es wird von extravilldsen Zytotrophoblasten, fetalen
Endothelzellen der Chorionzotten, dem Amnionepithel sowie Zellen des Thymus exprimiert. Es
ist in verschiedensten Konzentrationen in Blutseren von Mutter und Foetus nachweisbar. Dies ist
auf den Genotyp des HLA-G zuriickzufiihren.

Methoden  HLA-Gls wurde von transfizierten Lymphoblasten in das Kulturmedium
sezerniert und aus diesem heraus mit Hilfe des zuvor produzierten Antikérper W6,/32 aufgereinigt.
Die Proliferation wurde mit drei verschiedenen quantitativen, colorimetrischen Proliferationstests
(Sulforhodamin-B-Test, MTT-Test und CellTiter-Test) gemessen, wobei diese sich im
Ansatzpunkt der Bestimmung und dem systematischen Fehler unterscheiden. Die Zytotoxizitat
wurde mit dem quantitativen 51*Cr Zytotoxizititsassay untersucht. Die Expression der
Proliferationsmarker CD71 und CD25 sowie CD56 wurde mit Hilfe von spezifischen FACS-
Antikorpern im Durchflusszytometer bestimmt. CD71 ist der ubiquitir vorkommende Transferrin
Rezeptor, der die proliferierenden Zellen mit Eisen versorgt. CD25 ist die IL-2Ra-Kette des 11.-2
rezeptors und wird von den NK-Zellen zur Proliferation benétigt. CD56 ist das N-CAM, ein
Zelladhisionsmolekul, welches neben den Nervenzellen noch auf den NK-Zellen vorkommt und
hier als Differenzierungsmerkmal dient. Von der im Labor kultivierten NK92-Zelllinie wurde
NK92-Zellen zur Versuchsdurchfithrung benutzt. Die nativen NK-Zellen wurden mittels MACS
(Magnet Activated Cell Seperation) negativ aus dem peripher-vendsen Blut gesunder Erwachsener
selektiert und mit CD3, CD16 und CD45 Antikérpermarkierung auf ihre Reinheit tberpriift
(jeweils >80%).

Ergebnisse Die verschiedenen getesteten HLA-G1s Konzentrationen (0,2pg/ml-2,0ug/ml)
wirken im Sulforhodamin-B-Proliferationstest und MTT-Proliferationstest zu keinem Zeitpunkt
der Versuche (24, 48 und 72 Stunden nach Versuchsbeginn) inhibierend auf die Proliferation der
NKO92-Zelllinie, die sich aufgrund der Proliferationsstimulation der Erhaltungskultur mit IL-2 fast
ausschlieBlich aus CD56™*" NK-Zellen zusammensetzt. Ebenso wirkt HLA-G1s im 51*Ct-

Zytotoxizititstest in keiner Konzentration (0,5ug/ml-2,0pg/ml) inihibierend auf die Zytotoxizitit



der NK92-Zellen den K562-Zellen gegeniiber. HLA-G1s hat in der Konzentration von 0,25pg/ml
einen protektiven Einfluss auf K562-Zellen und scheint deren spontane Apoptose zu hemmen.
Die verschiedenen getesteten HLA-G1s Konzentrationen (0,2ug/ml-2,0ug/ml) wirken zu allen
Zeitpunkten der Versuche (24, 48 und 72 Stunden nach Versuchsbeginn) inhibierend auf die
Proliferation der peripheren Blut-NK-Zellen, die sich zu mehr als 80% aus CD56"™ NK-Zellen
und weniger als 20% aus CD56"" Zellen zusammensetzen. Aus den Durchflusszytometeranalysen
geht hervor, dass HLA-G1s in der Konzentration von 1pg/ml die Expression von CD71, CD25
und CD56 in ruhenden NK-Zellen nicht beeinfluflt, jedoch bei IL-2 stimulierten NK-Zellen die
Expression von CD71, CD25 und CD56 auf das Niveau der Kontrollgruppe drtickt.

Diskussion HILA-GT1s hat inhibitorischen Einfluss auf native Blut-NK-Zellen, was sich in einer
verminderten Proliferationsmarkerexpression und Proliferation von aktivierten NK-Zellen
bemerkbar macht. Auf die Zellen der ruhende und aktivierte NK92-Zellen hat HLA-G1s keinen
Einfluss. Dies kann in der pathologische Transformation oder der langfristige Kultivierung der
NKO92-Zellen mit 11.-2, welches zu Rezeptorverinderungen fiihrt, begriindet sein. Neben dem
Vorkommen in der Plazenta und dem Thymus wurde HLA-G1s auch bei verschiedenen
pathologischen Vorgingen nachgewiesen. Im Zuge der Tumorgenese kommt es zu
Demethylierungen, die eine HLA-G1s Expression nach sich ziehen. Die HLA-G1s Produktion
dient dem ,,Immune Escape® durch Inhibition der aktivierten NK-Zellen und Apoptoseeinleitung
der CD8" T-Lymphozyten. Zu diesen Tumoren gehoren Gliome, Mammacarcinome, Non-
Hodgkin-Lymphome sowie Melanome. Auf den Monozyten HIV-1 infizierter Patienten wurde es
ebenfalls nachgewiesen. Auch kommt es in ausgedehnten Entziindungsherden zur Expression von
HILA-GTs, was der Gewebeprotektion dienen soll.

Schlussfolgerung  Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass HLA-G1s einen signifikanten
immunmodulatorischen Einfluss auf das Immunsystem des Menschen austibt. Es fihrt zu einer
Inhibition der Proliferation und Differenzierung von aktivierten CD56"*" und CD56™ NK-
Zellen und 16st Apoptose bei CD8+ T-Lymphozyten aus. HLA-G1s scheint einen wichtigen
Einfluss auf die immunologische Akzeptanz des semiallogenen Schwangerschaftproduktes zu
nehmen, wenn auch gleich der Stellenwert des HLA-GT1s in der Schwangerschaft noch genauer zu
untersuchen ist. Die physiologische Funktion des HLA-GT1s scheint sich auch pathophysiologisch
auszuwirken: verschiedene Erkrankungen nutzen die Moglichkeit des Immune Escapes durch
Expression des immunmodulatorisch wirksamen HLLA-G1s. Der genaue Stellenwert des HLA-G1s
im Immunsystem ist Gegenstand weiterer Forschung mit dem Ziel der therapeutischen

Anwendung z.B. bei Infertilitit, Infektionen und Tumorerkrankungen.



3. Zielstellung

Ziel dieser Studie war die Untersuchung des Einflusses des zur MHC-Klasse Ib geh6renden HLA-
G1s in physiologischen sowie bis 100x stirker konzentrierten Dosierungen auf die NK-Zelllinie
NK92 und NK-Zellen des peripheren Blutes gesunder Erwachsener.

Die NK-Zellen sollten mittels MACS auf eine Konzentration von tiber 80% aufgereinigt werden.
Die Reinheit wurde dann durchflusszytometrisch iiberprift. Es sollte untersucht werden, ob HLA-
Gls die Proliferation und Zytotoxizitit sowie die Expression  verschiedener
Oberflichenrezeptoren der NK-Zellen tber Inkubationsverliufe von 24, 48 und 72 Stunden
moduliert.

Zunichst wurden die Versuche an der tiberwiegend CD56"" NK92 Zellkultur, die sich durch
stabiles Wachstum auszeichnet, durchgefiihrt. Nach ersten Ergebnissen wurden die Versuche auf
periphere Blut-NK-Zellen ausgeweitet, die zu mehr als 80% als CD56™ klassifiziert werden.

Zur Bestimmung der Proliferation wurden drei verschiedene Proliferationstest (Sulforhodamin B,
MTT und CellTiter) mit jeweils unterschiedlichen Enzymaktivititsmesspunkten gewihlt.

Die Zytotoxizitit wurde mit Hilfe des 51*Cr Zytotoxizititsassay bestimmt, bei dem zerstorte K562
Zielzellen zur Erhéhung der Radioaktivitit im Uberstand fithren.

Die Expression der CD71 (Transferrinrezeptor, Proliferationsmarker), CD25 (IL-2Ra,
Aktivierungsmarker) und CD56 (N-CAM, Differenzierungsmarker) wurde durchflusszytometrisch

bestimmt.

Folgende Hypothesen sollten tberpriift werden:
HILA-GT1s inhibiert

e die Proliferation der CD56""" und CD56“™ NK-Zellen,

e die Zytotoxizitit der CD56"¢" NK-Zellen gegentiiber Zielzellen,

e die Expression des Transferrin- und des 1L.-2-Rezeptoren auf der CD56"*" und CD56%™
NK-Zelloberfliche



4. Einleitung

Eine Vielzahl verschiedener Pathogene (Viren, Bakterien, Parasiten, etc...) bedroht permanent die
Unversehrtheit unseres Organismus. Das Immunsystem spielt bei der Erkennung und
Bekampfung pathologischer Besiedlungen neben physiologischen Barrieren die Hauptrolle. Major-
Histocompatibility-Rezeptoren (MHC-Rezeptoren), erstmals entdeckt in Zusammenhang mit
TransplantatsabstoBungen (Dausset, 1958), tragen hauptsichlich zu dem Schutz des Organismus
bei. Sie werden auf der Zelloberfliche exprimiert, wo sie mit T-Lymphozyten in Interaktion treten.
CD4" und CD8" T-Lymphozyten vermitteln dann zusammen mit den Natiitlichen Killerzellen
(NK-Zellen) die Immunantwort, welche bei Inkompatibilitit der Gewebe in der Lyse der fremden
Zellen miindet. Das Prinzip der Restriktion der Immunantwort wurde erstmals 1974 von
Zinkernagel und Doherty (Zinkernagel und Doherty, 1974) erforscht.

Die MHC-Molekiile des Menschen, auch HLA (Human-Leukocyte-Antigene) genannt, werden in
2 Typen eingeteilt: MHC-Klasse I und MHC-Klasse I1I. MHC-Klasse I Molekiile werden auf der
Oberfliche fast aller somatischen Zellen exprimiert und spielen eine wichtige Rolle bei der
Erkennung und Bekdmpfung viral infizierter, tumords verinderter Zellen sowie allogen- oder
xenogen-transplantierter Gewebe durch das Immunsystem. NK-Zellen erkennen diese Molekiile
tber inhibitorische oder aktivierende Rezeptoren und erhalten somit positive oder negative Signale,
die zu einer Stimulation oder Inhibition der lytischen NK-Zellaktivitit fihren.

Erstaunlicherweise sind wahrend der Schwangerschaft diese ,,Grundgesetze® der Immunologie,
welche die sofortige Vernichtung eingedrungener fremder Zellen postulieren, auler Kraft gesetzt.
Wihrend der Schwangerschaft, in der das eingenistete Kind als semi-allogenes (50% maternales
und 50 % paternales Erbgut) Transplantat angesehen werden kann, befinden sich maternale und
fotale Zellen in regem Austausch.

Dieses Phinomen stellt wichtige Fragen an die momentan gultige Vorstellung des humanen
Immunsystems.

1953 postulierte Medawar verschiedene Hypothesen, die dieses Paradoxon erkliren kénnten:

1. Unreife der Antigeneigenschaften fotaler Zellen,

2. Toleranz durch das maternale Immunsystem,

3. raumliche Trennung des Foten und der Mutter durch die Plazenta.

Im Laufe der letzten Jahre stellte sich durch die weitere Erforschung der foetal-maternalen
Grenzschicht ein Zusammenspiel unterschiedlicher Mechanismen als sehr wahrscheinlich heraus.
Ein spezielles Zytokinprofil (Raghupathy, 1997), die Anergie der CD8" T-Lymphozyten gegen
paternale Alloantigene (Tafuri et al., 1995) und der Einfluss des lokalen Tryptophankatabolismus

(Munn et al., 1998) stellen dabei wichtige Determinanten dar. Desweiteren ist die restringierte



Expression der nicht klassischen MHC-Klasse I in der Plazenta ebenso von grofler Bedeutung. Mit
der neuerdings moglichen Produktion von klassischen und nicht klassischen HLA-Klasse

Molekiilen ist nun die Erforschung ihrer direkten Finflisse auf NK-Zellen moglich geworden.



4.1 Die MHC-Molekiile

Das MHC Genom ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 an Position 6p21.3 lokalisiert. Es
besteht aus ungefihr 4000 Kilobasen (kB) (Dunham et al., 1987), einer sehr dichten Ansammlung
von Genen, denen vielfiltige immunologische Funktionen zugeschrieben werden. Forbes und
Trowsdale (Forbes und Trowsdale, 1999) erstellten eine Karte der ungefiahr 200 Gene, Pseudogene
und Fragmente der MHC-Molekiile.

Sie werden folgendermal3en klassifiziert:

Region MHC-Klasse 1, liegt in telomerer Position und ist mit 2000 kB die grofite Region. HLA-G
und HLA-G1s als MHC-Klasse I Molekdl liegen hier kodiert vor.

Region MHC-Klasse 11, liegt an centromerer Position und besteht aus 900 kB.

Region MHC-Klasse 111, liegt an intermedidrer Position und wird von 1100 kB reprisentiert.

4.1.1 MHC-Klasse II und III

Die Region MHC-Klasse II setzt sich aus ca. 40 Genen und Pseudogenen (HLA-DP, HLA-DQ,
HILA-DR) zusammen, die die MHC-Klasse II kodieren. Diese polymorphen Molekiile bestehen
aus jeweils 2 Ketten, einer a-Kette (31-34 kDa) und einer -Kette (26-29 kDa). Sie formen ein
Heterodimer auf der Zelloberfliche und prisentieren den CD4" T-Lymphozyten exogene

Proteinsticke.

In der MHC-Klasse III sind ca. 70 Gene lokalisiert, zu denen die Komplementfaktoren C2, C4a,
C4b (Campbell, 1988), der TNF (Spies et al., 1986) sowie die Heat-Shock-Proteins HSP 70-1 und
HSP 70-2 gehoren.

4.1.2 MHC-Klasse 1

Die Region MHC-Klasse I: In der Telomerregion des Chromosoms 6 findet sich alle 20 kB ein
Gen (Forbes und Trowsdale, 1999), was einer dullerst hohen Dichte entspricht.
Schematisch gesehen findet man dort 3 Kategorien von Genen:

1. Gene der MHC-Klasse I

2. Pseudogene

3. HLA-Klasse 1 assoziierte Gene



Gene der MHC-Klasse 1
Die Gene der MHC-Klasse I werden in zwei Unterklassen aufgeteilt:

1. Gene der klassischen MHC-Klasse I (auch genannt MHC-Klasse Ia) und

2. Gene der nicht-klassischen MHC-Klasse I (auch genannt MHC-Klasse Ib).
(siche ABBILDUNG 1)
<I--[if !vml]--><!--[endif]-->Die Gene
der MHC-Klasse Ia kodieren HILA-A,
HLA-B sowie HLA-C. Strukturell bestehen

die HLLAs aus jeweils einer schweren Kette
(45 kDa) und einer leichten Kette (12 kDa).
Das mit Thnen nicht-kovalent verbundene

B2-Mikroglobulin ist auf Chromosom 15

Abbildung 1 Die MHC-Klasse I im Uberblick ) o
kodiert. Sie sind polymorph und kommen

auf allen somatischen Zellen, mit Ausnahme von Germinalzellen und bestimmten
Subpopulationen der Plazenta, vor. Die Aufgabe der HLLAs ist die Fixierung und Prisentation
endogener sowie exogener Peptidsticke (Rock, 1996) gegentiber NK-Zellen und CD8" T-
Lymphozyten. Sie induzieren dadurch den Erhalt oder die Lyse der Zelle durch NK-Zellaktivierung
oder NK-Zellinaktivierung.

Die Gene der MHC-Klasse Ib kodieren HLA-G, HLA-E sowie HLA-F. Sie sind denen der MHC-
Klasse Ia strukturell sehr dhnlich. Das Vorkommen im Gewebe ist jedoch restringiert und es
besteht kein Polymorphismus. Ihre Funktion ist noch nicht umfassend geklart. Dennoch weil3 man,
dass HLA-G und HLA-E die Zytotoxizititsaktivitit der NK-Zellen modulieren. Die vorliegende
Arbeit befasst sich mit dem Einfluss des HLA-G1soluble auf NK-Zellen.

Pseudogene

Aus vielfiltigen Mutationen in der Promotorregion des Strukturgens gingen verschiedene
Pseudogene hervor. Hierzu gehoren unter anderem HLA-J, HLA-K und HLA-L in der Nihe von
HLA-A, vier weitere (HLA-16, HLA-75, HLA-80 HLA-90) sowie drei Genfragmente HLLA-17,
HILA-21 und HLA-30.

MHC-Klasse I assoziierte Gene
HILLA-H (HFE) ist auf Chromosom 6 lokalisiert, auch mit $2-Mikroglobulin assoziiert, fihrt aber
keine immunologische Funktion aus, sondern ist fir den Eisentransport in Zusammenarbeit mit

Transferrin von Bedeutung (Feder et al., 1998). Eine Mutation des HFE-Gens in der



Assoziationsstelle mit 32-Mikroglobulin ist verantwortlich fir die hereditire Himochromatose

(Feder et al., 1990).

4.1.2.1 Genomstruktur HLLA-G und HLLA-G1s

Das Genom des HLLA-G besitzt die gleiche Struktur wie die Gene der MHC-Klasse Ia: acht Exons,
getrennt durch sieben Introns, kodieren die Leadersequence (Exon 1), drei extrazellulire Domanen
al, 2 und o3 (Exon 2, Exon 3 und Exon 4), cine transmembranire Domine (Exon 5), eine
zytoplasmatische Domine (Exon 6 und Exon 7) und eine nicht translatierte 3 Region (Exon 8).
Ebenso besteht eine nicht-kovalente Bindung mit 32-Mikroglobulin (Geraghty et al., 1987). (siche
ABBILDUNG 2)

HLA-G1s und HLLA-G2s haben in Intron 4 ein Stopcodon, welches nicht herausgeschnitten wird.
(siche ABBILDUNG 3)

Die meisten strukturellen Merkmale der MHC-Klasse Ia finden sich auch bei der MHC-Klasse Ib.
Dazu gehoren die Cystinwiederholungen (Position 101-164 und 203-259), die die Ausbildung von
Disulfidbriicken zwischen der 2 und «3 Domaine zulassen; ebenso die N-Glykolysierung von
Asparagin (Pos. 86) am Ubergang der a1 Domine in die «2 Domine. Desweiteren bestehen die
notwendigen Basenwiederholungen zur Interaktion mit dem CD8-Rezeptor, das Alanin an Pos.
245 und eine negativ geladene Bindungstasche an Pos. 223-229 (Norment et al., 1988). Der einzige
Unterschied dieser Domine liegt in dem Austausch von Threonin gegen Valin an Pos. 228, welches
normalerweise bei allen HLA-A, HLA-B und HLA-C votliegt. HLA-G kann mit CD8 o/« eine
Bindung eingehen (Sanders et al., 1991). Thre Bindungsaffinitit liegt im mittleren Bereich, der fur
die Bindungsaffinitit der MHC-Klasse Ia angegeben wird (Gao et al., 2000). HLA-G hat eine aus
27 Aminosiuren bestehende hydrophobe transmembranire Domine. Aus den Dominen a1 und
o2 sind insgesamt 19 Aminosduren fir die Fixierung und Prisentation von Peptidstiicken den T-
Zellrezeptoren gegentiber verantwortlich. Im Gesamtiiberblick bestehen zu 86% Homologien mit
der MHC-Klasse Ia. Im Einzelnen liegen die Ubereinstimmungen bei 81% fiir a1, bei 85% fiir a2
und sogar bei 91% fiir «3.

4.1.2.2 Struktur der HLLA-G und HLLA-GT1s

HILLA-G und HLLA-G1s unterscheidet sich in Genomstruktur und Proteinstruktur nur durch das

Vorhandensein eines Stopcodons in Intron 4.



%Lé—G—Struktur

Abbildung 2 Transkriptionelle und Proteinisoformen des HLA-G
(nach Ishitany et Geraghty, 1992; Kirzenbaum et al., 1994)

L — Leadersequenz, o1, a 2, o 3 - Extrazellulire Dominen,
Tm - Transmembranire Dominen, C - Cytoplasmatische Domine,

* - Stopcodon, 3°UT - not translated region, 32m — 32-Mikroglobulin

Strukturell bestehen
zwischen den beiden MHC-
Klassen Ia und Ib einige
Unterschiede. Der
erheblichste Unterschied
liegt in der Gegenwart eines
Stopcodons in der
zytoplasmatischen Domaine
des HLA-G (Exon 0); es
resultiert ein nur 6 AS langer
zytoplasmatischer Schwanz
im Vergleich zu ca. 30 AS bei
der MHC-Klasse Ia. Dabei
fehlen die

Phosphorylierungsstelle
(Serin Pos. 336), bedeutend
im Prozess der
Internalisierung von
Molekilen der MHC-Klasse
Ia (Guild und Strominger,
1984), und das Tyrosin

(codiert in Exon 0), das

Substrat der TyrostakinZ8oREsRERe Bk4983). Dadurch kommt es zu Unterschieden in der

Signaltransduktion (Geraghty et al., 1987) sowie zu einer verminderten Re-internalisierung des

HLA-G (Davis et al., 1997) im Vergleich zur MHC-Klasse Ia. Aufgrund dieser Deletion hat HLA-

G auch ein geringeres Gewicht als die HLA der MHC-Klasse Ia.

<!--[if !vml]--><!--[endif]-->Von HLA-G existieren verschiedene transkriptionelle Isoformen,

die aus alternativen Splicevorgingen einer oder zweier Exons der extramembraniren Domine

hervorgehen (Ishitani und Geraghty, 1992). (siche ABBILDUNG 2)

Man unterscheidet die Isoformen HLA-G1 (grofite Isoform, alle drei extrazelluliren Dominen

beinhaltend) sowie HLA-G2, HLA-G3 und HLA-G4, bei denen die Domine «2 (Exon 3), die

Dominen o2 und o3 (Exon 3 und Exon 4) sowie die Domine o3 (Exon 4) fehlen (Le Bouteiller et

al., 1999).



HLA-GT1s Struktur

Durch alternatives Splicen der Isoform HLA-G1, ausgel6st durch ein Stopcodon in Intron 4,
welches nicht herausgeschnitten wird, kommt es zu einem 21 AS langen Anhang an die «3
Domine, aber auch zum kompletten Fehlen der membraniren und zytoplasmatischen Domaine.
Diese Isoform heilit HLA-G5, besser bekannt als HLA-G1soluble (HLA-G1s). Durch einen
identischen Vorgang bei der Isoform HLA-G2, kommt es zur Entstehung von HLA-GOG - besser
bekannt als HLA-G2s (Le Bouteiller et al., 1999). (siche ABBILDUNG 3)

<!--[if !vml]--><!--[endif]--
>Noch eine dritte dsliche
Form  wurde  beschrieben
(HLA-G7), sie ist
charakterisiert ~ durch  das
Vorhandensein von Intron 2
neben Intron 4 und jeweils
darin vorkommenden
Stopcodons. Es besteht deshalb
nur aus der Domine ol und
einem 2 AS langen Anhang aus
Intron 2 (Paul et al., 2000a).

Auch bei der MHC-Klasse Ia
(HLA-A und HLA-B) gibt es

Abbildung Fehler! Textmarke nicht definert. Transkriptionelle und 2 1cTntive Splicevorginge, hier
Protein-Isoformen HLA-Gs jedoch in Exon 5, also der

(nach Fuji et al., 1994) transmembraniren  Domine
L — Leadersequenz, al, a 2, « 3 - Extrazellulire Dominen,
(Krangel, 1985).

Tm - Transmembranire Dominen, C - Cytoplasmatische Domiine,

* - Stopcodon, 3°UT - not translated region, 32m — B2-Mikroglobulin

4.1.2.3 3D-Struktur des HLA-G und HLA-G1s

Bisher wurde noch keine kristallographischen Untersuchungen von HLA-G und HLA-G1s
durchgefthrt

Die extrazelluliren Dominen a1 und a2 stellen mit acht B-Faltblattstrukturen und zwei a-Helices
die Peptidfixationstasche dar (Madden, 1995). Weitergehende Untersuchungen der Bindungstasche
beschreiben sechs Abschnitte (A-F), die die Bindung mit den Seitengruppen des Peptids
ermoglichen (Barber und Parham, 1993). Die Abschnitte A und F an den jeweiligen Enden sind

bei den verschiedenen Allelen monomorph, ganz im Gegensatz zu den Abschnitten B bis E. Diese



determinieren die Spezifitit der Bindungstasche. Die Bindungstasche ist an beiden Enden

geschlossen und erlaubt die Fixierung von Peptiden mit acht bis zehn AS. Diese Struktur wird

durch drei AS charakterisiert: Tryptophan und
Tyrosin an Position 167 und 171 in Abschnitt A,
sowie Tyrosin an Position 84 in Abschnitt F. 32-
Mikroglobulin interagiert mit allen drei Dominen, die
Bindung mit «3 ist jedoch die Stirkste.
Untersuchungen des HLA-G zeigen eine komplette
Konservierung des Abschnittes A, Abschnitt B
hingegen ist negativer geladen als in der MHC-Klasse
Ia.

<!--[if lvml]--><!--[endif]-->Vielfiltigen Analogien
mit den Molekiilen der MHC-Klasse Ia legen eine
sehr dhnliche 3D-Struktur nahe. Dies gilt besonders
fir die Ahnlichkeit mit HLA-A2 (Bjorkman et al.,
1987). (siche ABBILDUNG 4)

Abbildung 4 Kristallographische
Darstellung von HLA-A2

(A) Es sind die a1, «2, a3 Domine, das 82-
Mikroglobulin sowie die schwere Kette zu sehen.

4.1.2.4 Polymorphismus des HLA-G

}(1]31 cAeleii;cgtﬁagglfé}f::i(zliitislcii g‘;’lzscngrln . Die Gene der MHC-Klasse Ia weisen einen sehr
hohen Polymorphismus auf: Es werden 414 Allele fiir
Locus B, 209 Allele fiir Locus A und 101 Allele fir Locus C beschrieben, wobei die untersuchten
Individuen meistens heterozygot waren (Marsh et al, 2001) (Robinson et al., 2001) Dieser
Polymorphismus betrifft hauptsichlich die Exone der Dominen ol und «2, die die
Proteinbindungstasche und die Andockungsregion mit den T-Zellen (TcR) kodieren (Parham,
1988).
HLA-G wurde nur ein sehr geringer Polymorphismus nachgewiesen, welcher sich in einzelnen
Nukleotidsubstitution ausdriickt (Geraghty et al.,, 1987). Bis jetzt wurden insgesamt 15 Allele
gefunden, acht synonyme Allele sowie sieben Allele mit jeweils einer ausgetauschten AS. All diese
wurden in verschiedenen Populationen detektiert (Robinson et al, 2001). Van der Ven
veroffentlichte 1998 (van der Ven et al.,, 1998) weitere 26 synonyme Allele, vornehmlich der a1
Domine und a2 Domine. Diese Arbeit konnte aber sogar unter Zuhilfenahme speziellerer

Techniken (RNAm-RT-PCR) (Ishitani et al., 1999) nicht reproduziert werden und wird deshalb

sehr kontrovers diskutiert.



Zusammenfassend gibt es nur einen sehr limitierten Polymorphismus des HLA-G, welcher
keinesfalls die Peptidbindungsstelle oder die CD8-Fixierungsstelle betrifft. Dieses spiegelt einen
hohen Selektionsdruck beztiglich der Beibehaltung der Funktion und des genauen Aufbaus des
Proteins wider.

Auch in der nicht translatierten 3'Region wurden verschiedene Mutationen nachgewiesen
(Alizadeh et al., 1993). So fand sich bei der australischen Urbevolkerung eine Insertion/Deletion
von 14 Basenpaaren in Exon 8. Andere Studien belegen mit Hilfe der DNA-PCR zwei
Polymorphismen von drei und 51 Basenpaaren in der nicht translatierten 3 Region (Castro et al.,
2000). Der Einfluss dieser Polymorphismen wird aber als sehr limitiert angesehen. Fir HLA-G1s

wurden bislang noch keine Polymorphismen nachgewiesen.

4.1.2.5 Expressionsregulation von HLA-G und HLA-GT1s

Die Expression der MHC-Klasse 1 kann auf verschiedenen Ebenen reguliert werden.
Regulationsmoglichkeiten bestehen wihrend der Transkription sowie der Translation und
posttranslational bis zur Expression auf der Zelloberfliche.

Die Regulation wihrend der Transkription erfolgt iber nukleire Regulationsfaktoren (cis
bezeichnet die Seite der DNA und trans die komplementire Seite der Regulationsfaktoren) und
tber den Methylierungsgrad der DNA.

Die Regulation der Translation erfolgt wahrend der Biosynthese, die posttranslationale Regulation

erfolgt zwischen Antigenprozessierung und Expression des Rezeptors auf der Zelloberfliche.

Cis-Regulation

Mit Hilfe der Histone ist die DNA in Form von Nukleosomen aufgerollt und stellt so die uns
bekannten Chromosomen dar. Die Erkennung der DNA (cis) durch die Transkriptionsfaktoren
(trans) setzt eine bestimmte Zuginglichkeit der DNA voraus. Diese ist jedoch nur in nicht-
histonassoziierter DNA vorhanden. Diese offenen Regionen stellen meistens die Regionen der
Promotoren dar (Gross und Garrard, 1988). Ist jedoch eine Promotorsequenz histonassoziiert,
kann es nicht zu einer Ablesung der kodierten Information kommen.

Als weitere cis-Regulationsmoglichkeit spielt die Methylierung der CpG-Inseln (5™-Cytosin-
phosphat-Guanin-3") eine grofle Rolle. CpG-Inseln sind finden sich normalerweise bei
Wirbeltieren am 5 -Anfang der jeweiligen Gene, welche hiufig die Promotorregion und die ersten
Exons sowie Introns darstellen. Sie sind aufgrund ihrer Funktion nur in den seltensten Fallen
methyliert. Hinzukommt, dass Gene in Gewebe mit spezifischen Aufgaben im Allgemeinen keine

CpG-Inseln in sich tragen.



Die Gene der MHC-Klasse I und hier besonders HLA-G tragen vermehrt CpG-Inseln in ithren
5'Regionen (Pontarotti et al., 1988). Die Korrelation zwischen Methylierung und Repression der
HLA-G Expression wurde eindeutig durch eine Arbeit mit der Trophoblastenzelllinie JAR
(Boucraut et al.,, 1993) hergestellt. In dieser Zelllinie wurde bei bestehender Methylierung kein
HILA-G transkribiert, die Behandlung der Zelllinie mit einem Demethylanz (5-Azacytidin)
restaurierte  die HLA-G  Produktion. Im  Zytotrophoblasten sowie im  villosen
Synzytiotrophoblasten am Ende der Schwangerschaft wurde eine partielle Methylierung
festgestellt, die die HLA-G Expression mindert (Guillaudeux et al, 1995). Die Rolle der
Methylierung scheint aber in verschiedenen Geweben unterschiedlich starken Einfluss nehmen zu
konnen, so dass offensichtlich weitere Regulationsmechanismen bestehen (Onno et al., 1997). Das
Genome-imprinting (unterschiedliche Methylierungsstati der maternalen und paternalen Gene)
lisst sich hier jedoch ausschlieSen (Franklin et al., 1996). Auch fur die transkriptionelle Expression
der maternalen und paternalen HLA-A, HLA-B und HLA-C Gene im vill6sen Synzytiotrophoblast
am Ende der Schwangerschaft spielt das genome-imprinting keine Rolle (Lenfant et al., 1998). Das
Vorhandensein von nicht methylierten HLA-G Genen wurde in der DNA menschlicher
Spermatozyten im Vergleich zur DNA von Lymphozyten aus dem peripheren Blut desselben
Individuums nachgewiesen, was eine spezifische Aktivitit des HLLA-G fir die Fortpflanzung

nahelegt.

Promotorregion des HLA-G und Trans-Regulationsfaktoren

Die Transkription eukaryoter Gene wird durch die Fixierung transkriptioneller Faktoren an die
Nukleotidsequenz an dem nicht translatierten 5" Ende reguliert. Dies geschieht ca. 200 Basenpaare
vor der Initiatorstelle und formt somit die Promotorregion. FEine Untersuchung dieser Region
zeigte fiir HLA-G das Vorhandensein gewohnlicher Promotoren, wie sie auch bei den anderen
Genen der MHC-Klasse I, sowie allen anderen RNA-Polymerase II transkribierten Genen
vorkommen (Geraghty et al., 1987). (siche ABBILDUNG 5)

Die erste der insgesamt zwei Regulationsboxen ist die TATA-Box, eine Thymin und Adenin reiche
Struktur. Bei HLA-G liegt sie ca. 50 Basenpaare vor der Initiatorregion der Transkription liegt und
weist wie alle MHC-Klasse I Loci eine leicht modifizierte Sequenz (TCTAAA) auf. IThre Aufgabe
besteht in der korrekten Steuerung der RN A-Polymerase II in Richtung der Initiationsstelle.

Die zweite Regulationsbox ist das Up-Stream-Element (UPE); dieses Element liegt mit 75
Basenpaaren vor der Initiatorstelle direkt vor der TATA-Box (CCAAT-Box) und regelt die
Hiuftigkeit der Transkription.

Es bestehen noch eine Reihe anderer Regulationssequenzen (Enhancer oder Silencer) fir die

MHC-Klasse I, im Fall von HLA-G sind diese jedoch deletiert oder modifiziert.



Abbildung 5 Fixation der Transkriptionsfaktoren an die Promotoren der HLLA-Klasse I
(nach Gobin, 1999; Rousseau, 2000; Lefebvre, 2000; Ibrahim, 2000)

Cis-Regulations Elemente: LCR: Locus Control Region, ISRE: Interferon-Stimulated-Responsive-Element,
GAS: Gamma Activated Sequence, HSE: Heat-Shock-Element

Trans-Regulations Elemente: IRF 1: Interferon Regulatory Factor 1, HSF 1: Heat-Shock-Factor 1

+1: Reprisentiert den Initiationsplatz der Transkription
<l--[if

lvml]--><!--[endif]-->

Die Ineffektivitit der Faktoren der NFxB-Familie sind wahrscheinlich auf eine ausschlieB3liche
Bindungsfihigkeit des Homodimers p50/p50 ihrer Familie mit dem Enhancer A (200 Basenpaare
vor der Initiatorregion) zurtickzuftihren (Gobin et al., 1998). Dieselben schwachen Interaktionen
gelten auch fur andere Faktoren, die mit dem Palindrom in der »B Region des Enhancer A
interagieren. Dazu gehéren die Activatorproteins 1 und 2 (AP1 und AP2), das Zinc-Finger-Protein
und der MHC Enhancer Binding Factor (MBP1) sowie der IFN-B Second Positive Regulatory
Domain Binding Factor 1 (PRDII B F1) (Baldwin et al., 1990) (L'Haridon et al., 1996) (Mansky et
al., 1994).

Heat-Shock-Elements, in Form zweier inverser Repetitionen, wurden zwischen -487 Basenpaaren
und -475 Basenpaaren im Genom des HLA-G, jedoch nicht bei anderen MHC-Klasse I Molekiilen,

gefunden. Durch einen thermischen Schock oder eine Arsenbehandlung wird die Aktivierung und



Fixierung des Trimeres Heat-Shock-Factor 1 (HSF1) an dem HSE Motiv induziert und somit fiir
eine vorubergehende Aktivierung der HLA-G-Transkription gesorgt (Ibrahim et al., 2000).

Das Interferon-Stimulated-Response-Element (ISRE) mit der Basenfolge AGTTTCNNTTCT
liegt 180 Basenpaare vor dem Initiator der Transkription und ist das Ziel der Interferone (IFN-a,
IFN-8 und IFN-y), welche eine wichtige Rolle bei der Expressionsinduktion der MHC-Klasse 1
Molekiile spielen (Gobin et al., 1999). Die Interferone werden an die ISRE-Region des Interferon
Regulatory Factor (IRF) gebunden und aktivieren (IRF-1) oder inhibieren (IRF2, Interferon
Consensus Factor Binding Protein (ICS-BP)) die HLA-Transkription (Hobart et al., 1997).
Insbesondere die IFN-y Stimulation ist fiir die Basalexpression und Induzierbarkeit der Gene der
MHC-Klasse I wichtig. Die Stimulierbarkeit der HLA-G-Transkription durch Interferone ist
momentan ein diskutiertes Thema, da ein normales ISRE nicht vorhanden zu sein scheint, sondern
nur eine weit nach vorne verlagerte Form. An Position -746 befindet sich ein ISRE gefolgt von
einem Gamma-Interferon-Activated-Sequence-Motiv (GAS). Dieses ISRE scheint jedoch nur
durch IFN-8 in Erst-Trimester-Plazenten stimulierbar zu sein (Lefebvre et al., 2001).

Ebenso wird eine weit vorangestellte Locus-Control-Region (LCR) diskutiert, die an Position -1500
Basenpaare bis -1250 Basenpaare vor der Initiationsstelle der Transkription liegt. Es wurde ihre
Existenz nur im HLA-G Genom gefunden, auch passende interagierende Proteinkomplexe; die
Existenz wird jedoch durch eine Arbeit angezweifelt (Gobin und van den Elsen, 1999).

Neben den transkriptionsstimulierenden Sequenzen gibt es auch transkriptionsinhibierende
Strukturen, die Negative-Response-Elements (NRE), welche mit der ISRE und der GAS-Region
tberlappen (Chiang und Main, 1994). Sie galten lange als nicht existent im HLA-G Genom, werden
aber seit 1999 in der Region -450 Basenpaare bis -220 Basenpaare vermutet (Gobin und van den
Elsen, 1999).

Die vorangehend beschriebenen Transkriptionsregulatoren gelten fir HLA-Gls ebenso.
Auffallend jedoch ist eine Anzahl von Mutationen und Deletionen in der Regulationsbox fiir HLA-
Gls, auf der NFxB Fixationsstelle, in dem Interferon-Stimulated-Response-Element und dem

SXY-Motiv, welches fiir die IFNy Induktion zustindig ist (Gobin et al., 1998).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Transkription von HLA-G und HLA-G1s nicht durch
die wichtigsten Aktivationsmechanismen (NF-xB und CIITA) der MHC-Klasse 1 reguliert wird,
sondern durch Interferone iiber das ISRE. Diese binden an ein spezielles ISRE. Im Gegensatz zu
den anderen MHC-Klasse I Molekiilen ist die Stimulation tiber ein HSE durch thermischen Schock
moglich. Die vorwiegende Expression von HLA-G und HLA-G1s in der Plazenta macht es gut

vorstellbar, dass die Transkription der Gene von anderen Zytokinen oder Hormonen, zum Beispiel



IL-10 (Moreau et al., 1999) oder dem Leukemia Inhibitory Factor (LIF) (Bamberger et al., 2000),

uber noch zu identifizierende Faktoren stimuliert wird.

Post-Transkriptionelle Regulation des HLA-G und -G1s

Die posttranskriptionelle Regulation des Trimeres HLA/Peptid/B2-Mikroglobulin geschieht
wihrend der Biosynthese und des Zusammenbaus sowie auf dem Weg zur Zelloberfliche.

Die Prisentation von Molekilen durch MHC-Klasse 1 setzt drei wichtige Entwicklungsschritte
voraus: als erstes die Herstellung von Antigenpeptiden aus endogenen Proteinen, zweitens den
Transport ins Endoplasmatische Reticulum und drittens der Zusammenbau des Heterotrimeres
HLA /Peptid/B2-Mikroglobulin sowie den Transport an die Zelloberfliche. (siche ABBILDUNG
6). Im Gegensatz zu den MHC-Klasse II Molekilen prisentieren die MHC-Klasse I
Antigenpeptide, die aus endogenen Peptiden hergestellt werden. Das Zytosol ist die Quelle aus der,
mit Hilfe von Proteasomen, endogene Antigenpeptide produziert werden (Fruh und Yang, 1999).
Verschiedene Untereinheiten des Proteasoms kénnen durch IFN-y stimuliert werden. Es entsteht
dadurch  ein leicht verindertes Proteasom mit MHC-Klasse 1  spezifischeren
Proteindegradierungseigenschaften. Dieses heiflit dann Immunoproteasom (Rammensee, 1995).
Interessanterweise verfiigen die IFN-y stimulierten Immunoproteasomen tiber die Fahigkeit der
Virus-Epitop-Prisentation (Schwarz et al., 2000) (van Hall et al., 2000). Vielfiltigste Viren
induzieren einen IFN-y Anstieg, wodurch es zur Virus-Epitop-Prasentation durch die MHC-Klasse
I Molekile kommt und in Folge dessen zu einer Lyse der Zelle durch Zytotoxische T-Zellen.
Ebenso kann eine im Trans-Golgi-Apparat vorkommende Protease, das Furin, virale Peptidstiicke
herstellen. Diese Peptidstiicke werden in das Heterotrimer HILA/Peptid/B2-Mikroglobulin
eingebaut und somit auf der Zelloberfliche prisentiert (Gil-Torregrosa et al., 2000).

Die im Zytosol hergestellten Peptide werden mit Hilfe des TAP-Transporters in das
Endoplasmatische Reticulum transportiert. HSP-70 ist eines der Chaperone, die die
Antigenpeptide vor den Proteasen des Cytosol schiitzt. Gleichzeitig erleichtert es durch notige
Konformationsinderungen die Bindung an den TAP-Transporter (Chen und Androlewicz, 2001).
Desweiteren konnte eine kurzfristige Bindung des Immunoproteasomes an den TAP-Transporter
den Zerfall der Peptidantigene verhindern (Brooks et al., 2000).

Noch nicht veréffentlichte Daten aus TAP-1*" Lymphoblasten Versuchen legen nahe, dass HLLA-
G und insbesondere HLA-G1s TAP-unabhingig endogene Peptide prisentieren kénnen (Moreau
et al, 2002). Copeman zeigte hingegen zuvor, dass im ersten Stadium der
Zytotrophoblastendifferenzierung TAP-1, TAP-2, Tapasine und [B2-Mikroglobulin vermehrt
transkribiert werden, ebenso kommt es zu einer Anreicherung des extravillosen Zytotrophoblasten

mit HLA-G (Copeman et al., 2000). Dies wiirde eine Rolle der TAP-1 und TAP-2 bei der



plazentiren Expression von HLA-G zulassen.

Abbildung 6 Modell der HLA-G1- sowie HLA-G1s-32m-Protein Synthese
(nach Lee et al., 1995; Diehl et al., 1996; Wainwright et al., 1998)

<l--[if lvml]--><I--[endif]-->



Die Bindung des HLA-G an den TAP Transporter legt einen dem MHC-Klasse Ia gleichenden
Aufbauprozess nahe. Die Chaperone scheinen von identischer Wichtigkeit zu sein, sodass man von
einem identischen Vorgang sprechen kann (Wainwright et al., 1998) (Copeman et al., 2000).
Verschiedene Viren haben Mechanismen des Immunescapings entwickelt, zu denen auch eine
Stérung des HLA-G Aufbaus auf verschiedenen Stufen gehort (Tortorella et al., 2000). Durch das
Protein ICP 47 des Herpes simplex Virus wird die Fixierungsstelle des Transport Proteins TAP
blockiert und die HLA-G Expression inhibiert (Easterfield et al., 2001). Dasselbe gilt fur
Cytomegalievirus-Infektionen, hier wird die TAP-abhingige Protein-Translokation durch das
Glycoprotein US6 blockiert (Jun et al., 2000). Diese Mechanismen scheinen auch auf HLA-G1s
zuzutreffen. Das Nef-Protein des HIV-1 (206 AS an der zytoplasmatischen Seite der Zellmembran
gelegen) beschleunigt hingegen die Endocytose der MHC-Klasse I. Dies geschieht durch
Interaktion mit dem 31 AS langen zytoplasmatischen Schwanz der MHC-Klasse Ia. Dabei kommt
es zu einer Verhinderung der Erkennung der Zellen durch CD8+ T-Lymphozyten (Piguet et al.,
1999) (Cohen et al.,, 1999). Fir HLA-G scheint dies aber nicht zuzutreffen, da das Nef mit dem
verkirzten AS-Schwanz nicht interagieren kann und somit HLA-G weiterhin virale Proteine

prasentieren und die Lyse der Zelle durch CD8+ T-Lymphozyten auslésen kann (Pizzato, 2000).

4.1.2.6 Zellulire Expression des HLA-G und HLA-G1s

HILA-G wird von allen extravillosen Populationen (interstitieller endovasculirer Zytotrophoblast,
Placentariesenzellen) zumindest auf der transkriptionellen Ebene exprimiert (Goldman-Wohl et al.,
2000). Desweiteren wurde die HLLA-G-Produktion im Verlauf der Schwangerschaft anhand der
Transkriptionsrate beschrieben, wobei proximale Zellen im Vergleich zu distal gelegenen Zellen in
Bezug auf den Implantationsort eine hohere Rate aufweisen (Copeman et al., 2000). HLA-G
Transkriptionen wurden gleichermallen fiir den villésen Zytotrophoblasten (Copeman et al., 2000)
und extravilldsen Zytotrophoblasten zu Beginn der Schwangerschaft (Paul et al., 2000b) (Proll et
al., 2000), sowie fur das Chorion und Amnionepithelzellen am Ende der Schwangerschaft,
nachgewiesen (Hammer et al., 1997). Auch Makrophagen des villésen Chorions exprimieren HLA-
G (Blaschitz et al., 1997). Interessanterweise nimmt die Transkriptionsrate mit zunehmender
Schwangerschaft ab (Fan et al., 1999) (Kovats et al., 1990).

Mit Hilfe der sehr sensiblen RT-PCR konnten sechs Isoformen des HLA-G in der Plazenta
nachgewiesen werden. Die HLA-G1 Isoform ist pridominant, wohingegen die anderen Isoformen
in nur sehr geringem Ausmal3 transkribiert werden (Hviid et al., 1998).

HILLA-G1s wird vor allem von proliferierenden Zellen des villésen und extravillésen

Zytotrophoblasten des ersten Trimesters sowie von den fotalen Endothelzellen des Chorions



produziert (Blaschitz et al., 1997). Weiterhin wurde eine Expression von HLA-Gls in
Makrophagen des villésen Chorions, den Hofbauerzellen, festgestellt (Chu et al., 1998). HLA-GT1s
wurde ebenso in der Amnionflissigkeit in Konzentrationen bis zu 275ng/ml nachgewiesen
(Fournel et al., 1999) (Hamai et al., 1999).

IFN-y steigert nicht nur das Expressionsniveau der MHC-Klasse Ia, sondern auch von HLA-G
auf der Amnionepithelzelloberfliche (Lefebvre et al., 2001). Die Produktion des HLA-G ist
antiproportional zum Durchmesser des Blutgefi3es (Blaschitz et al., 1997)

AbschlieBend ldsst sich also feststellen, dass HLLA-G im Zytotrophoblasten exprimiert wird und
die Expressionsrate von dem Stadium der Differenzierung der Zelle sowie dem Stadium der
Schwangerschaft abhidngt. Zu Beginn der Schwangerschaft besteht eine hohere Expression von
HLA-G, welche mit zunehmender Dauer der Schwangerschaft abnimmt (Copeman et al., 2000)
(McMaster et al., 1995). Desweiteren wird HLA-G1s an mehreren Stellen der Plazenta exprimiert
(Trophoblasten, villése Zytotrophoblasten, foetale Endothelzellen). Dieses legt einen wichtigen
Stellenwert des HLA-G1s im Verlauf der Schwangerschaft nahe.

HILA-G wird aber nicht nur in den oben genannten Geweben gefunden, sondern auch in Tumoren
verschiedenster Gewebe und Histopathologie. Transkriptionen von HLA-G werden bei allen
Lymphomen, bei chronischen lymphatischen Leukimien sowie einigen Fillen von akuten
myeloischen Leukdmien beschrieben, allerdings nicht bei Myelomen (Amiot et al., 1998). Ebenso
wird HLA-G in Melanomen exprimiert (Paul et al., 1998).

Diese Ergebnisse sind kritisch zu betrachten, da sie allesamt die RT-PCR zur Detektion nutzten,
nicht jedoch den Northern-Blot. Durch die viel sensiblere RT-PCR kann eine Basalexpression
detektiert werden, die keinerlei physiologischen Wert hat. Zu Vorkommen von HLA-G1s bei
Tumoren gibt es nach unseren Erkenntnissen bis jetzt noch keine Veroffentlichung. HLA-G wird
nicht von den CD34+ Stammzellen exprimiert, ebenso wenig von NK-Zellen (Amiot et al., 1998)

(Kirszenbaum et al., 1995).

Die Expression des HLA-G in Embryo und Oozyte

Die Expression von HLA-G kann in allen priaimplantorischen Stadien gemessen werden, sie hingt
in hohem Maf3e von der Entwicklung des Embryos und damit der Effektivitit der Implantation ab
(Jurisicova et al., 1996). Die lymphozytire Proliferation wird durch Mitogene, die aus dem
umgebenden Milieu des Embryonen stammen, gehemmt (Daya und Clark, 1986). Diese Hemmung
korreliert mit dem Implantationsstadium und wird mit der Sekretion von HLA-G1s in Verbindung
gebracht (Jurisicova et al., 1996). Es bleibt jedoch zu erwihnen, dass eine neuere Arbeit von Hiby
(Hiby et al., 1999) diese Resultate anzweifelt, da die Prisenz von HLA-G mRNA im 2- bis 8-Zellen

Stadium und dem Stadium der Blastocyste nicht nachgewiesen werden konnte.



Die Expression des HLA-G von Monocyten des peripheren Blutes und im Thymus

HILA-G wurde in Monocyten und IFN-y stimulierten Makrophagen nachgewiesen (Amiot et al.,
1998). ZMV-Erkrankte exprimieren auf ihren Makrophagen sowohl HLA-G als auch HLA-G1s.
Das gleiche gilt fiir bronchiale Makrophagen bei pulmonal erkrankten Patienten (Onno etal., 1997).
In diesem Zusammenhang wird der Ausloser der Prasentation der HLA-G Molekiile diskutiert.
Ein Grund konnte die Ausschiittung proinflaimmatorischer Zytokine oder die regulire Folge einer
viralen Infektion sein, was wiederum die Rolle des HLLA-GT1s in der Abwehr viraler Infektionen
starken wiirde.

Auch in nativen bzw. kultivierten medulliren Thymozyten wurden HLA-G und HLA-G1s
nachgewiesen (Mallet et al., 1999a) (Mallet et al., 1999b).

Dass HLA-G und HLA-GT1s nicht nur auf das System Plazenta beschrinkt sind, zeigt, dass sie
neben Aufgaben wihrend der Schwangerschaft weitere wichtige Funktionen erfillen, wie z.B. die
Abwehr viraler Infektionen oder die Mitwirkung an der T-Zell-Selektion im Thymus (Mallet et al.,
1999a).

4.2 Naturliche Killerzellen

Natirliche Killerzellen (NK-Zellen) stellen aufgrund vielfiltiger Funktionen und Rezeptorfamilien
ein interessantes Ziel immunologischer Forschung dar. Diese zeigen bedeutende Unterschiede in
der Herkunft und Aktivierung ihrer Rezeptoren und werfen somit Fragen zur Bedeutung bei
Schwangerschaft, autoimmunologischen Reaktionen sowie Tumoren im Vergleich zu den im Blut
wesentlich hiufiger vorkommenden T- und B-Lymphozyten auf. NK-Zellen sind Lymphozyten
des angeborenen Immunsystems und erfillen wichtige Aufgaben bei der Produktion von
Zytokinen und der Zytotoxizitit zur Verteidigung gegen maligne entartete Zellen sowie infektiosen

Pathogenen (Robertson und Ritz, 1990).

4.2.1 Entwicklung Natiirlicher Killerzellen

Die Leukozyten des peripheren Blutes setzen sich aus ca. 59% Neutrophilen, 3% Eosinophilen,
0,3% Basophilen und 4% Monocyten sowie 34% Lymphozyten zusammen. Die Lymphozyten
teilen sich wiederum in ca. 78% T-Lymphozyten (53% zytotoxischer T-Zellen CD8", 25% T-
Helferzellen CD4", CD4+/CD8+ = 1,5-2,5/1), 12% B-Lymphozyten und 10% NK-Zellen auf.



Dies entspricht ca. 180.000 NK-Zellen pro ml peripheren Blutes. Diese Werte beziehen sich jeweils
auf gesunde Erwachsene, konnen sich aber durch Erkrankung um 10er Potenzen verindern.
Nattrliche Killerzellen stammen von den Lymphoiden Stammzellen (CD10+, CD34+), welche aus
den pluripotente Stammzellen (CD34+, CD234+) hervorgehen, ab. Sie zeichnen sich durch
Expression von CD16 (FcyRII) und CD56 (N-CAM) sowie durch das Fehlen von CD3 aus. Diese
Entwicklung setzt die Knochenmarkmikroumgebung mit ihrer Physiologie und den vielfaltigen
Zytokinen voraus. Das Zusammenwirken der aus dem Knochenmarkstroma stammenden c-kit
Ligand (KL) und flt-3 Ligand (FL)) mit Interleukin 15 (IL-15) sind wichtige Schritte fir die NK-
Zellmaturation (Fehniger und Caligiuri, 2001).

Die NK-Zellentwicklung kann in eine frithe und eine spite Phase eingeteilt werden. Die Frithphase
ist durch die Interaktion der Stromawachstumsfaktoren, KI. und FL, mit den lymphoiden
Stammzellen gekennzeichnet. Uber intermediire NK-Zellvorliuferzellen (CD34'11L-2/11.-
15RB'CD56) entstehen mit Hilfe von I1-15 die endgultigen CD56" NK-Zellen. Stromaftei
kultivierte lymphoide Stammzellen entwickeln sich unter Zugabe von IL-15 immer zu CD56""
NK-Zellen (stark CD56 positive NK-Zellen) mit dem ihnen typischen Rezeptorrepertoire. Dies
zeigt, dass zur CD56"™ NK-Zellentwicklung (schwach CD56 positive NK-Zellen) mit ihren
typischen Rezeptoren, weitere stromale Wachstumsfaktoren bendtigt werden oder dass die
CD56%™ NK-Zellen von anderen Vorliufern abstammen (Miller und McCullar, 2001) (Raulet et
al., 2001).

NK-Zellen finden sich normalerweise im peripheren Blut, in der Milz und dem Knochenmark, sie
konnen jedoch auf verschiedene chemotaktische Reize reagieren und in das entziindete Gewebe
migrieren. Interessanterweise findet sich wahrend der Schwangerschaft eine erhebliche Anzahl von

NK-Zellen in der Plazenta (Markert et al., 2002).

4.2.2 NK-Zellaufgabe

NK-Zellen sind essentieller Bestandteil des angeborenen Immunsystems zur Verteidigung des
Organismus gegentiber eingedrungenen Pathogenen und mutierten korpereigenen Zellen. Sie
exocytieren immunregulatorische Zytokine, die die frithe Immunantwort co-stimulieren und zur
verzogerten T-Zellantwort beitragen. Hierzu gehoéren unter anderem die Zytokine Interferon-y
(IFN-y), Tumor Nekrose Faktor-o (TNF-a«) und Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating
Factor (GM-CSF) (Cooper et al., 2001a). NK-Zellen haben eine natitliche zytolytische Aktivitit
gegentiber virusinfizierten Zellen (z.B. Herpesviren der a, B, und y-Subklassen) und vermitteln die
Antikérper-Abhingige-Zellvermittelte-Zytotoxizitit (Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity,
ADCC) von Zielzellen durch den CD16 (Allavena et al., 1989) (Lotzova et al., 1987).



4.2.3 NK-Zellsubtypen

Es sind 2 Subtypen von NK-Zellen bekannt, die sich in der Stirke der CD56 Expression auf der
Zelloberfliche unterscheiden (Cooper et al., 2001a).

- <I-[if !supportLists]--><!--[endif]-->Die Mehrheit der humanen NK-Zellen (80%) sind
nur leicht CD56" (CD56%") und exptimieren hohe Konzentrationen von CD16 (CD16"%")
auf ihrer Zelloberfliche.

- <!--[if !supportLists]--><!--[endif]-->Nur 20% der NK-Zellen exprimieren hohe
Konzentrationen von CD56 (CD56"*"), gleichzeitig sind sie nur schwach CD16"
(CD16%™), teilweise sogar CD16..

Diesen Subtypen werden unterschiedliche Aufgaben zugeschrieben: CD56"*%" Zellen produzieren
vielfiltige Zytokine, wihrend die CD56"™ die natiirliche und die Antibody-Dependent Target Cell
Lysis effizient vermitteln (Cooper et al., 2001b). CD56"*" Zellen exprimieren I1.-2-Rezeptoren mit
hoher Affinitit und proliferieren in vitro als auch in vivo schon bei nanomolaren Dosen von IL-2
(Caligiuri et al., 1993). CD56"™ NK-Zellen besitzen ausschlieBSlich 11.2-Rezeptoren mit niedriger
Affinitit und proliferieren somit nur zogerlich selbst bei hohen IL2-Gaben mit vorheriger II.-
Rezeptorstimulation (Caligiuri et al., 1990). Zusitzlich zeigen ruhende CD56"" und CD56™ NK-
Zellen Unterschiede in ihrem Rezeptortepertoire auf (Voss et al., 1998). Ruhende CD56"" NK-
Zellen sind grofle agranulire Zellen, sie exprimieren hohe Konzentrationen der C-type lectin
CD9%4/NKG2 Rezeptorfamilie neben nur einem sehr geringen Anteil von Rezeptoren der Killer-
Cell Immunglobulin-like Rezeptorfamilie (KIR). Ruhende CD56* NK-Zellen jedoch exprimieren
KIR und C-type Lectin Rezeptoren in hoher Konzentration auf der Zelloberfliche und erscheinen

durch zahlreiche zytolytische Vesikel im Zellplasma stark granuliert (Nagler et al., 1989).

4.2.4 Erkennung von Targetzellen durch NK-Rezeptoren

Im Gegensatz zu T- und B-Lymphozyten konnen NK-Zellen ihre rezeptorkodierenden Gene nicht
re-arrangieren. Sie erkennen die MHC-Klasse I sowie verwandte Molekdle (class I like molecules)
tber die nur auf NK-Zellen vorkommenden NK-Zell-Rezeptoren (NKRs). Diese Rezeptoren
konnen die zytolytische Aktivitit der NK-Zellen aktivieren oder inhibieren. Die ,,missing-self*
Hypothese von Ljunggren und Karre (Ljunggren und Karre, 1990) besagt, dass NK-Zellen
verminderte oder verinderte MHC-Klasse I Expression auf autologen Zellen erkennen und diese

Zellen lysieren. Dies trifft auch auf virusinfizierte Zellen zu, bei denen die MHC-Klasse I



Expression marginal gemindert ist. NK-Zellen lysieren Epstein-Barr-Virus infizierte, MHC-Klasse
I defiziente B-Lymphoblasten. Eine Transfektion mit MHC-Klasse I Allelen schiitzt diese B-
Lymphoblasten jedoch vor der Lyse durch NK-Zellen (Storkus et al., 1989). In den letzten Jahren
wurde eine Reihe von inhibitorischen NK-Rezeptoren gefunden, die spezifisch die MHC-Klasse
Ia (HLA-A, -B, -C) und die MHC-Klasse Ib (HLA-E, -G) erkennen.

Dennoch scheint eine Expression von MHC-Klasse I Molekiilen nicht immer zum Schutz vor der
Lyse durch NK-Zellen nétig zu sein, ebenso ist der Schutz durch MHC-Klasse I Molekiile nicht
immer ausreichend vor Zelllyse durch NK-Zellen. Nicht-himatopoetische MHC-Klasse 1
defiziente Gewebe wie z.B. Hauttransplantate, kénnen durch NK-Zellen nicht lysiert werden,
ebenso die Fibroblasten von B2-Mikroglobulin-null Mausen, bei denen keine Expression von
MHC-Klasse I Molekiilen vorliegt (Zijlstra et al., 1992). Einige virusinfizierte Zellen (mit
aufrechterhaltener MHC-Klasse I Expression) hingegen werden von autologen NK-Zellen lysiert
(Routes, 1992). IL-2 aktivierte NK-Zellen zeigen eine erhéhte lytische Aktivitiat und kénnen somit
NK-Zell-resistente Zielzellen lysieren (Caligiuri et al., 1990). Daraus geht hervor, dass weitere
aktivierende Rezeptoren in die Regulation der NK-Zellaktivitit eingebunden sein missen. Die
Bindung membranirer Rezeptoren der Zielzellen mit aktivierenden NK-Zellrezeptoren fithrt zu
Blastogenese, Zytokinsekretion, erhohter Zytotoxizitit und Steigerung der Migrationsneigung.
Demnach scheint jede einzelne NK-Zelle ihr ganz spezifisches, inhibitorisches und aktivierendes
Rezeptorrepertoire zu exprimieren. Die Zytotoxizitit wird durch die Balance der inhibitorischen
und aktivierenden Rezeptoren, welche mit MHC-Klasse I Molekilen der Zielzelloberfliche
reagieren, reguliert. (siche ABBILDUNG 7)

Abbildung 7 Interaktion inhibierender und aktivierender <l--[if vml]--><I--

Rezeptoren auf NK-Zellen
[endif]-->



4.2.4.1 NK-Zell Immunoglobulin Rezeptoren

Die aus der Immunoglobulin Superfamilie stammenden Killercell Immunoglobulin Receptors
(KIR) bestehen aus zwei oder drei extrazellulir immunglobulindhnlichen Domainen. Sie sind als
CD158 in der Cluster-of-differentiation Nomenklatur aufgefithrt und erkennen MHC-Klasse I
Allele (HLA-A, -B, -C) spezifisch (Dohring et al., 1996) (Wagtmann et al., 1995). Man unterscheidet
zwei unterschiedliche Gruppen der KIR-Rezeptoren, zum einen die aktivierenden und zum
anderen die inhibierenden KIR-Rezeptoren. Beide haben identische extrazellulire Domanen und
binden demnach identische Liganden. Unterschiede in der transmembraniren und der
zytoplasmatischen Domine jedoch verursachen die Inhibition oder Steigerung der zytotoxischen
Aktivitit obwohl die Rezeptoren an identische MHC-Klasse I Allele gebunden haben (Biassoni et
al., 1990). (siche ABBILDUNG §)

Abbildung 8 KIR2DL und KIR2DS

Beide KIR verfigen tber 2 Immunglobulin Dominen
(2D). Der inhibierende KIR2DL verfiigt tiber einen
langen zytoplasmatischen Schwanz und verlittelt sein
Signal tber ein phosphoryliertes ITIM an die
Tyrosinphosphatase SHP-1. SHP-1 dephosphoryliert
verschiedene Proteine der ITAM Signaltransduktion
und vermittelt so sein inhibierendes Signal. KIR2DS
hingegen aktiviert {ber eine transmembranire
Domine das ITAM, welches phosphoryliert mit der
SYK (Tyrosinkinase) die weitere Signaltransduktion
triggert. <l-- [lf 'le] —-><]-

[endif]-->
Auf dem Chromosom 19p13.4 sind zwolf verschiedenen KIR und einige Allelvarianten kodiert.
sechs der KIR sind inhibitorischer Natur und sechs vermitteln ein aktivierendes Signal (Wilson et
al., 1997). Es sind monomere (Single Chain) Rezeptoren mit zwei (KIR2D) oder drei (KIR3D)
immunglobulindhnlichen Ketten. Diese koénnen weiter in Rezeptoren mit langem (L)

zytoplasmatischen Schwanz (KIR2DL, KIR3DL) und in Rezeptoren mit kurzem (S)



zytoplasmatischen Schwanz (KIR2DS, KIR3DS) unterteilt werden. Von diesen vier Grundtypen
gibt es insgesamt 12 verschiedene Formen, die unterschiedliche Liganden erkennen.

KIR2DL und KIR3DL, mit langen zytoplasmatischen Schwinzen also, wirken inhibierend auf die
NK-Zellen. Dies geschieht tiber Immunoreceptor Tyrosin-Based Inhibition Motifs (ITIMs) auf
dem zytoplasmatischen Ende. (siche ABBILDUNG 8)

KIR2DS und KIR3DS hingegen, mit kurzen zytoplasmatischen Schwinzen, aktivieren die
Zytotoxizitit. Die Anlagerung von Proteinen mit Immunoreceptor Tyrosin-Based Activating
Motifs ITAMs) wird dafiir verantwortlich gemacht. (sieche ABBILDUNG 8)

KIRs sind spezifisch fiir eine Reihe von MHC-Klasse I Molektilen. HLA-C ist der dominierende
Isotyp der MHC-Klasse I, der sowohl Inhibition als auch Aktivierung vermitteln kann. Vales-
Gomez beobachtete, dass aufgrund minimal unterschiedlicher Determinantenerkennung
inhibitorische KIRs eine groere Affinitit fir HLA-C Allele besitzt als aktivierende KIRs (Vales-
Gomez et al., 1998). Daher wird eine NK-Zelle, die inhibitorische und aktivierende KIRs
exprimiert, die dasselbe Allel erkennen, nicht zur zytotoxischen Aktivitit angeregt. Wenn auch
nicht fir jedes MHC-Klasse Ia Molekdl ein inhibitorischer KIR existiert, so nimmt die Bedeutung
der inhibitorischen KIRs in immunologischen Theorien zu.

Fir die MHC-Klasse Ib wurde ein spezifischer inhibitorischer KIR entdeckt. Der inhibitorische
KIR wird KIR2DL4 und erkennt HLA-G und wahrscheinlich HLA-G1s. Dieser KIR2DIL4
unterscheidet sich von den anderen Rezeptoren durch sein restringiertes Auftreten: man findet ithn
nur auf den NK-Zellen (Rajagopalan und Long, 1999).

Eine zweite Gruppe von inhibitorischen Immunoglobulin Rezeptoren gehoért ebenfalls zur
Immunoglobulin Superfamilie, es sind die Immunoglobulinlike Transcripts (ILTs) oder auch
Leukocyte Immunoglobulinlike Receptors (LIRs) (Colonna et al., 1997). Diese Rezeptoren sind auf
Chromosom 19 kodiert und liegen nahe der KIR Region. ILTs werden neben Expressionen auf
Zellen der myeloiden Reihe, den dendritischen Zellen und den B-Zellen als Untergruppe 1LT-2
(LIR-1) auf den NK-Zellen gefunden (Cosman et al., 1997).

4.2.4.2 NK-Rezeptoren der C-type Lectin Familie

Durch C-Typ Lectin extrazellulire Domianen charakterisiert sich eine zweite Familie von NK-
Zellrezeptoren, die MHC-Klasse I Molekiile erkennen kénnen. Diese Heterodimere setzen sich
aus einer CD94 Untereinheit und einer kovalent gebundenen Kette zusammen. Sie sind auf den
Genen des C-Typ Lectin der NKG2D Familie kodiert (Lanier, 1998). CID94 geht aus einem
monomorphen Gen hervor, fir eine intrinsische Signaltransduktionskapazitit fehlt jedoch die

zytoplasmatische Domine (Chang et al., 1995). Die extrazelluliren und zytoplasmatischen



Dominen sind strukturell verschieden, was sich auch in Unterschieden der Ligandenerkennung
und der Signaltransduktion bemerkbar macht (Plougastel et al., 1996). CD94 Homodimere wurden

beschrieben, ihre physiologische Funktion ist jedoch nicht definiert (Lopez-Botet et al., 1998).

Vier eng verwandte Transkriptionen der NKG2-Familie mit zugehdrigen Genen wurden
charakterisiert: NKG2A (mit Splicevariante NKG2B), NKG2C, NKG2E (mit Splicevariante
NKG2H) und NKG2F. CD9%4 und NKG2 Gene sind nebeneinander auf dem Chromosom
12p12.3-p13.1 im NK-Gen Komplex kodiert (Sobanov et al., 1999).

CD94/NKG2 Heterodimere werden ausschlieBlich von NK-Zellen und zytotoxischen T-
Lymphozyten exprimiert, sie erkennen HLA-E, welches Leaderpeptide der MHC-Klasse I
gebunden hat (Aramburu et al., 1990). Von den C-Typ Lectin NK-Zellrezeptoren wirkt nur der
CD94/NKG2A inhibitorisch, alle anderen Heterodimere wirken aktivierend. NK-Zellklone
exprimieren laut RT-PCR Untersuchungen nur inhibierende oder aktivierende CD94/NKG2
Rezeptoren, eine Co-expression beider Heterodimerarten wurde jedoch indirekt, anhand von

funktionellen Daten, postuliert (Lopez-Botet et al., 1998). (siche ABBILDUNG 9)

Abbildung 9 CD94/NKG2A und CD9%4/NKG2C

Die C-type Lectin Rezeptoren sind disulfidverbundene
Heterodimere von CD94 und NKG2-Rezeptoren. Der
inhibierende und der aktivierende Rezeptor erkenne

jeweils HLA-E, welches zur MHC-Klasse Ib gehort.

Gleich den KIR, vermittelt der inhibierende Rezeptor
NKG2A) sein  Signal tdber ITIM und die
dephosphorylierende  Interaktion des SHP-1  mit
Proteinen der ITAM-Signaltransduktion. Somit kommt es

zu einem inhibitorischen Signal in der NK-Zelle. Der
aktivierende NKG2C bedient sich ebenfalls gleich den .
KIRsich des phosphorylierten ITAM-SYK Weges. <l-- [lf 'le] —-><|--

[endif]-->



4.2.4.3 Natural Cytotoxicity Receptors

Aktivierende KIRs und CD94/NKG2 Rezeptoren sind essentiell fir die Vermittlung der
Zytotoxizitit gegeniiber MHC-Klasse 1 tragenden Zellen; die Vermittlung der Zytotoxizitat
gegeniiber MHC-Klasse I negativen Zielzellen hingegen erfolgt tber andere aktivierende
Rezeptoren. Eine Rethe MHC-Klasse I unspezifischer, aktivierender Rezeptoren ist bekannt, wobei
diese eher co-stimulatorisch wirken als direkt stimulierend. Diese Rezeptoren stellen die Gruppe
der Natural Cytotoxicity Receptors (NCRs) dar (Sivori et al., 1997). Drei NCRs (NKp46, NKp44
sowie NKp30) wurden bis heute spezifiziert. NKp46 und NKp30 werden nur von NK-Zellen des
peripheren Blutes exprimiert (Pende et al., 1999). Diese Rezeptoren vermitteln ihr Signal tber

Bindung an ein ITAM beinhaltendes Adapterprotein.

4.2.4.4 Sonderfall NKG2D-Rezeptor

NKG2D ist der am besten beschriebene, aktivierende NK-Zell Rezeptor. Dieser C-Typ Lectin
Oberflichen Rezeptor, der filschlicherweise der NKG2 Familie zugeordnet wurde, ist innerhalb
des NK Gen Komplexes auf Chromosom 12 kodiert (Sobanov et al., 1999).

NKG2D, ein Homodimer, weist kleine Sequenzhomologien auf und ist, im Gegensatz zu den
anderen NKG2 Rezeptoren, nicht mit CD94 assoziiert (Wu et al, 1999). Die
Oberflichenexpression von NKG2D setzt eine Bindung mit den transmembraniren
Adapterproteinen DAP10 und KAP10 voraus (Chang et al., 1999). NKG2D besitzt kein
intrazellulires Motiv zur Signaltransduktion. Die Signaltransduktion geschieht ausschlief3lich tber
DAP10 mit Hilfe der Phophatidylinositol (PI)-3 Kinase, welche dann die Zytotoxizitit induziert.
NKG2D ist somit weniger durch inhibierende Signale beeinflussbar als die aktivierenden KIRs und
C-Typ Lectin NKRs. NKG2D wird von allen NK-Zellen exprimiert, ebenso von fast allen y8T-
Lymphozyten und CD8" T-Lymphozyten.

Die Liganden des NKG2D Rezeptors werden als Reaktion auf Stress oder Mutationen exprimiert
und sind zwei Familien zugeordnet. Dies sind die MHC-Klasse I Chain-Related (MIC) Antigene
(Bahram, 2000) und die UL-16 bindenden Proteine (ULBPs) (Cosman et al., 2001).

Die MIC Antigene werden von Genen innerhalb der MHC-Klasse I Region auf dem Chromosom
6 kodiert. Sie weisen hinsichtlich der Transkriptionskontrollelemente und bestimmter
Polymorphismenmuster hohe Ahnlichkeit mit den MHC-Klasse I Genen auf. Von den insgesamt
sieben MIC-loci werden jedoch nur zwei, MICA und MICB, transkribiert. Die restlichen funf sind
Pseudogene (Bahram, 2000). Die MIC Glykoproteine bestehen, dhnlich den MHC-Klasse 1

Molekiilen, aus 3o Dominen, benétigen zur stabilen Oberflichenprisentation jedoch keine 32-



Mikroglobulin Assoziation (Li et al., 1999). MICA und MICB sind spezifische Liganden des
NKG2D (Bauer et al.,, 1999). (siche ABBILDUNG 10)

DAP-10

Abbildung 10 CD94/NKG2D

Der NKG2D-Rezeptor ist nur weit
entfernt verwandt mit den anderen
NKG-Rezeptoren. Er ist nicht CD9%4
assoziiert und bindet MHC-ahnliche
Ligande, wie MICA und MICB sowie
ULBP. Durch die transmembranire
Domine ist NKG2D mit DAP-10
assoziiert. Dieses bindet wiederum an
die PI-3kinase (FISK) und aktiviert

uber verschiedene Pfade die NK-Zelle. <l [lf !le]__> <!——[endif]——>

Fur MICA sind 47 Allele und fir MICB 16 Allele bekannt, die sich durch Nukleotidsubstitutionen
in den ol, 2 und a3 Dominen unterscheiden (Bahram, 2000). MIC Gene finden sich nicht
ubiquitir, sie werden z.B. in Fibroblasten und Epithelzelllinien exprimiert, jedoch nicht in der Milz
und den lymphohimatopoetischen Zelllinien.

Die zweite Familie der NKG2D Liganden wurden erstmals durch ihre Fahigkeit der CMV-Protein
UL16 Bindung gefunden. Es sind drei verschiedene UL bindende Proteine (ULBPs) bekannt, die
fast ubiquitir exprimiert werden (Herz, Lunge, Testes, Gehirn, Lymphknoten, Plazenta, etc...)
(Cosman et al., 2001) (Pende et al., 2001). Sie haben keinerlei Beziehung zur Interaktion der MHC-

Klasse I Molektle mit NK-Zellen, weshalb sie auch hier nicht weiter beschrieben werden.

4.2.4.5 Rolle der NCR und NKG2D in NK-zellvermittelter Tumorbekimpfung



Bestimmte Tumorzelllinien werden allein durch NCR erkannt und lysiert, Melanome und
Leukimien hingegen bediirfen einer Interaktion von NCR und NKG2D. Mit Hilfe eines NCR™"
NK-Zellklones wurde nachgewiesen, dass NKG2D der einzige, triggernde Rezeptor der
Tumorzelllyse ist, wobei die Oberflichenexpression von NKG2D auf NCR™ und NCR"*#" NK-
Zellen gleich hoch war (Pende et al., 2001). NCR und NKG2D agieren demnach komplementir,
in Abhingigkeit von dem jeweiligen Rezeptorrepertoire der Tumorzelle.

Die Affinitit der inhibitorischen KIR und CD94/NKG2 Rezeptoren fur MHC-Klasse I Molekdile
ist hoher als die der aktivierenden Rezeptoren. Dies hat eine Dominanz des inhibitorischen Signals
zur Folge. NKG2D scheint im Gegensatz dazu aber die Signale inhibitorischer Rezeptoren zu
tberdecken und 16st somit trotz der inhibitorischen Signale eine Zelllyse aus (Cerwenka und Lanier,
2001). Der genaue Mechanismus dieses Vorganges ist nicht bekannt, scheint aber durch eine
hoéhere Affinitit des NKG2D fir die Liganden hervorgerufen zu werden (Li et al., 2001). Pende et
al konnten dies jedoch nicht durch Arbeiten an Ovarialtumorzellen nachweisen. Diese Tumoren
exprimieren auBlerst zahlreich MHC-Klasse I Molekiile und verschiedene MHC-Klasse I dhnliche
Molekile, so dass die hohere NKG2D Affinitit in der Integration der verschiedenen

inhibitorischen und aktivierenden Signale unterzugehen scheint (Pende et al., 2001).

4.2.4.6 Weitere Membranrezeptoren zur Modulation der NK-Zellfunktion

Eine Vielzahl von Rezeptormolekiilen ist bekannt, die an der Triggerung und Modulation der NK-
Zellaktivitit beteiligt ist. Zu diesen Molektlen gehéren unter anderem CD2 (LFA-2) (Siliciano et
al., 1985), CD16 (FcyRII) (Lanier et al., 1988), LFA-1 (Timonen et al., 1988), CD40 Ligand
(Carbone et al., 1997), CD69 (Activation Inducer Molecules) (Borrego et al., 1999), 2B4 (Tangye
et al., 2000) sowie NKp80 (Vitale et al., 2001). Zum Beispiel kénnen monoklonale Antikérper zur
Stimulation von 2B4 und NKp80 in NKp46™" Zellen eine statke zytotoxische Reaktion
hervorrufen, wohingegen dieses in NKp46™" Zellen nicht funktioniert. Diese Vielzahl von
Rezeptoren agiert zumindest als Co-Rezeptoren, bendtigt aber einen der vorher beschriebenen
Rezeptoren als Haupttrigger. Die Rolle dieser Co-Rezeptoren der Aktivierung und Inhibition gilt

es noch vollstindig aufzukliren.



5. Material und Methoden

5.1 Antikérperproduktion W6/32

Hintergrund

Dieser von einer humanen, B-lymphozytiren Hybridomzelllinie sezernierte, monoklonale anti-
MHC-Klasse I Antikorper erkennt die $2-Mikroglobulin assoziierte, schwere Kette der MHC-
Klasse I Molekiile. Der Antikorper wurde benutzt, um HLLA-G1s in dem Uberstand einer HLLA-

G1s sezernierenden Lymphoblastzelllinie zu detektieren.

Zellkulturfihrung

Der Hybridom W6/32 wurde mit ca. 500.000 Zellen/ml ,,Medium Complet* als Erhaltungskultur
in 75cm® Zellkulturflaschen im Inkubator bei 37°C gefiihrt. Bei normalem Zellzyklus war eine
Aufteilung der Zellen nach mikroskopischer Kontrolle in zwei 75cm® Zellkulturflaschen alle 2-3
Tage notig.

Zur Produktion des W6/32 wurden die Zellen nach mikroskopischer Kontrolle und
Abzentrifugation des Medium Complet (550 g, 5 min, +18-20°C) in proteinfreies Hybridom
Medium umgesetzt. Die Zellkultur wurde bis zu 7 Tagen in der Zellkulturflasche unter Zugabe von

frischem Hybridom Medium weitergefiihrt.

Reinigung des W6/32 aus der Zellkultur

Nach Abzentrifugation der Zellen (550g, 5 min, +18-20°C) wurde der Uberstand gesammelt und
bei +4°C iiber 12h mit 81,8 ml gesittigter (NH,).SO4 Losung pro 100ml Uberstand versetzt. Die
leicht tribe Losung wurde mit 2000 g fir 10 min bei +4°C zentrifugiert und das Prizipitat in 1 ml

PBS pro 100ml Ausgangsiiberstand wieder gelést. Dieses geloste Prizipitat wurde fiir 72 Stunden
bei 4°Celsius gegen PBS dialysiert (Dialyseschlauch mit MW 6000).

Bestimmung der W6/32 Konzentration und Spezifitit

Durch den Vergleich mit bekannten Proteinkonzentrationen im Bradford-Test (Messung der
optischen Dichte mit Hilfe der Coomassie Brilliant Blue G250 Umsetzung im
Absorptionsspektrum 595nm) wurde der Gehalt an W6/32 bestimmt. Die Spezifitit des W6/32

wurde in Westernblots nachgewiesen.

Material



Zellkultur
Medium complet 500ml RPMI 1640 mit 5ml Natrium Pyruvat, 50ml Kélberserum, 50.000
Einheiten Penicillin und 50mg Streptomycin

Reagenzien
RPMI 1640 GibcoBRL, 61870-010
Natrium Pyruvat GibcoBRL, 11360-039

Penicillin-Streptomycin  GibcoBRL, 14192-094
Medium Hybridoma  GibcoBRL, 12040-051

PBS steril GibcoBRI, 14190-094
Foetales Kilberserum  GibcoBRIL, 10270-106
(NH4)2504 Prolabo France

5.2 W6/32 beschichtete Sepharosekiigelchen

Hintergrund
Die mit Hilfe des Hybridoms hergestellten W6/32 Antikrper werden tiber eine Esterbindung an
die terminale Carboxylgruppe der Sepharose gebunden. Dieses dient der Gewichtserh6hung und

ermOglicht somit die Abzentrifugation der W6/32 Antik6rper und ihrer Liganden aus Losungen.

Beschichtungsprotokoll det Sepharosekiigelchen mit W6,/32

Der selbsthergestellte Antikorper W6/32 wurde auf 4mg/ml PBS konzentriert. 1ml der
Sepharosekiigelchen wurde zweimal mit 30ml ImMolarer HCL Lésung bei +4°C gewaschen und
jeweils mit 300g 10 min lang bei +4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
verbleibenden Kiigelchen in 2ml Reagenzgefile nach Eppendorf transferiert. Hier erfolgte
nochmals 2 min lang eine Zentrifugation mit 50g bei +4°C. Nach der Zentrifugation wurden die
Reagenzgefile nach Eppendorf aus der Zentrifuge genommen und der Uberstand erst nach 2-3
min abgenommen. Durch diese Wartezeit wird der unbeabsichtigte Verlust von
Sepharosekiigelchen minimiert. Bei einem pH-Wert von 6-8 wurden 1ml der Sepharosekiigelchen
mit 1ml des Antik6rpers W6/32 inkubiert. Fur 12-18 Stunden wurden diese bei +18-20°C mit
Hilfe eines Rotators gemischt und danach einer Zentrifugation von 50g fir 2 min bei +4°C
unterzogen. Nach erneuter 2-3 miniitiger Wartezeit wurde der Uberstand verworfen und die
unbesetzten Stellen der Sepharosekiigelchen mit 100mMolarem Ethanolamin blockiert. Dann
folgte zweimaliges Waschen mit PBS bei +4°C. Die Zentrifugation erfolgte erneut mit 50g fiir 2
min bei +4°C. Nach dem Waschschritt wurden die W6/32-Sepharosekiigelchen in 1ml PBS bei
+4°C aufgehoben.



Bestimmung der Funktionsfihigkeit der W6/32-Sepharosekiigelchen
Die Funktionalitit der Sepharosekiigelchen wurde anhand der HLA-G1s-Konzentrationsfahigkeit
Uberpruft. Hierbei war zu beobachten, dass die Konzentrationsfahigkeit mit fortschreitender

Benutzung zunahm!

Material

Reagenzien

HCl Prolabo France

PBS steril GibcoBRL, 21300-074
Sepharosekiigelchen Amersham, 170906
W6/32 Eigenproduktion
Ethanolamin Prolabo France

5.3 Produktion des HLLA-G1s

Hintergrund
Das MHC-Klasse Ib zugehorige HLA-G1s wird von der transfizierten B-Lymphoblastzelllinie
221.G1s in das Zellkulturmedium sezerniert, aus dem es mit Hilfe des Antikérpers W6/32

aufgereinigt wird.

Zellkulturfihrung

Die transfizierte Lymphoblastzelllinie wurde mit ca. 500.000 Zellen/ml Medium Complet in 75cm®
Zelkulturflaschen gefiihrt. Bei normalem Zellzyklus war eine Aufteilung in zwei 75cm” alle 2-3
Tage nétig. Nach einer mikroskopischen Kontrolle des Zellzustandes wurden sie fir 5 min mit
550g bei +18-20°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde direkt zur HLA-G1s Reinigung mit W6/32-
Sepharosekiigelchen weiterverwendet oder bei -20°C in 50ml Falcons eingefroren. Die Kulturdauer
der 221.G1s war auf max. 3 Wochen begrenzt.

Kontrolle einer méglichen Mykoplasmeninfektion

Die 221.G1s Zellkultur wurde routinemilig auf Mykoplasmeninfektion untersucht. Das FErgebnis

des Mykoplasmen-ELISA war negativ.

Material

Zellkultur

RPMI complet GibcoBRL, 61870-010
Natrium Pyruvat GibcoBRL, 11360-039
Penicillin-Streptomycin  GibcoBRL, 14192-094
PBS steril GibcoBRL, 14190-094

Foetales Kilberserum  GibcoBRI, 10270-106



5.4 HLA-G1s Reinigung aus 221.G1s Zellkulturiiberstinden

Hintergrund

Mit Hilfe der W6/32-Sepharosektgelchen wird HLA-G1s in den 221.G1s Zellkulturiiberstinden
detektiert und  nicht-kovalent dber  Salzbricken  (Ionenbeziehungen), hydrophobe
Wechselwirkungen an W6/32 gebunden. Nach Abzentrifugation der Kiigelchen wird die Bindung
tber eine pH-Wert-Gradienten-Elution wieder gelost und das HLA-Gls in Fraktionen

aufgefangen.

Aufreinigung des HLA-G1s

50ml des frischen oder unter Protease-Inhibitor-Schutz (10ul pro 50ml) aufgetauten 221.Gls
Zellkulturtberstand wurden mit 0,5ml W6/32-Sepharosektgelchen bei +4°C fir 12-18 Stunden
auf einem Rotator inkubiert. Nun folgte eine 10 minttige Zentrifugation bei +4°C mit 300g. Erst
2-3 Minuten nach der Herausnahme aus der Zentrifuge wurde der Uberstand abpipetiert und bei
+4°C fir eine mogliche 2. Passage verwahrt. Die HLA-G1s-W6/32-Sepharosekiigelchen wurden
nun zweimal mit 30 ml PBS gewaschen. Am Ende eines jeden Waschschrittes wurde mit 300g bei
+4°C fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand jeweils verworfen. Nun erfolgte der Transfer der
0,5ml HLA-G1s-W6/32-Sepharosekiigelchen in ein 2ml Reagenzgefal nach Eppendorf. Hieran
schloss sich nochmals eine 2 miniitige Zentrifugation bei +4°C mit 50 g an. Der Uberstand wurde
verworfen und jeweils 2 Reagenzgefille nach Eppendorf mit den HLA-G1s-W6/32-
Sepharosekiigelchen (sofern vorhanden) gepoolt. 1ml eines 0,1Molaren, pH-Wert 11,5,
Glycinpuffers wurde den Reagenzgefilen nach Eppendorf nun bei +4°C zugesetzt. Es schloss
sich eine 2 miniitige Zentrifugation bei +4°C und 50g an. Nach einer Wartezeit von 2-3 Minuten
wurde der Uberstand abgezogen und einem anderen 2ml Reagenzgefi3 nach Eppendorf mit 1ml
1Molaren, pH-Wert 7,5 TRIS-Puffer zugefiigt. Das HLA-G1s-W6/32-Sepharosekiigelchen-
gefiillte Reagenzgefi3 nach Eppendorf wurden erneut mit 1 ml des 0,1 Molaren, pH-Wert 11,5,
Glycinpuffers bei +4°C versetzt. Nach 2 miniitiger Zentrifugation wurde der Uberstand wieder in
TRIS-Puffer gegeben. So entstanden insgesamt 10 Fraktionen mit TRIS-Glycin Puffergemisch und
heruntergewaschenem HLA-G1s. Die W6/32-Sepharosekiigelchen wurden zweimal mit PBS
gewaschen und bei +4°C bis zum nichsten Einsatz aufbewahrt. Die 10 Fraktionen wurden nun
gepoolt und mit Hilfe eines 5K NMWL Millipore Filter bei 1800g und +4°C bis zu einem
Endvolumen von ca. 500ul aufkonzentriert. Das TRIS-Glycin Puffergemisch des Konzentrates
wurde nun in 4 Waschschritten gegen PBS ausgetauscht. Jeweils 4 ml PBS auf das Konzentrat in
dem Filter gegeben und bis zu einem Endvolumen von ca. 500ul bei 1800g und +4°C zentrifugiert.

Bestimmung der Konzentration und Reinheit sowie Lagerung des HLA-G1s



Nachdem vierten Waschen wurde mit Hilfe der Spektrometrie bei 280nm und bei 595nm
(Bradford-Assay) die Konzentration des HLA-G1s bestimmt. Durch Westernblot wurde die
Reinheit und Spezifitit des HLLA-G1s getestet. Nach diesen Tests erfolgte die Aliquotierung in an
die Versuchsreihen angepasste Konzentrationen, um mehrmaliges Einfrieren und Auftauen zu

vermeiden. Die Lagerung des aliquotierten HLLA-G1s erfolgte bei -80°C.

Material

Reagenzien

Proteaseinhibitor Sigma, P8340

PBS steril GibcoBRL, 21300-074
Glycin GibcoBRL, 15527-013
TRIS Quantum Appligene

Bradfordstammldsung BIORAD

5.5 NK-Zellkultur

Hintergrinde

Die Natiirliche Killerzelllinie NK92 stammt von mononukleiren Zellen des peripheren Blutes
eines 50 Jahre alten Kaukasier, der an einem progressiven Non-Hodgkin Lymphom erkrankt war.
Sie verfigen aufgrund eines stabilen, aber langsamen Stoffwechsel tber eine niedrige
Proliferationsrate. Dieses dndert sich jedoch unter Zugabe von IL-2, einem Lymphokin der Thl.
Gruppe. Diese Interleukin-Stimulierung 16st aber auch eine abweichende Rezeptorexpression aus,
weshalb nur die Erhaltungskultur mit IL-2 gefithrt wird und NK-Zellen zur Versuchsdurchfithrung
4 Tage ohne IL.-2 in Medium Complet gehalten werden.

NK-Zellkultur

Die NK-Zellkultur wurde mit ca. 200.000 Zellen/ml Medium Complet in 75cm” Zellkulturflaschen
im Brutschrank gefiihrt. Der Erhaltungskultur wurden nach mikroskopischer Kontrolle alle 2 Tage
100 Einheiten IL-2 /ml Zellkulturmedium zugefiihrt. Alle 4 Tage wurden die NK-Zellen
abzentrifugiert (550g, 5min, +18-20°C) und in zwei 75cm’ Zellkulturflaschen aufgeteilt und
wiederum IL-2 mit 100 FEinheiten/ml Zellkultur hinzugesetzt. NK-Zellen zutr
Versuchsdurchfithrung wurden fiir vier Tage mit 500.000 Zellen/ml Medium Complet in 75cm”
Zellkulturflaschen ohne IL-2 Zugabe kultiviert.



Verschiebung des CD56""-CD56%™ Gleichgewichtes in der Kultur
Durch die IL-2 Stimulation bildet sich im Laufe der Proliferation eine Selektion zugunsten der
CD56"" NK-Zellen mit ihrem speziellen Rezeptormuster aus, da CD56"™ NK-Zellen keine

erhohte Proliferationsneigung auf IL-2 Stimulation zeigen.

Material

Reagenzien

RPMI complet GibcoBRL, 61870-010
Natrium Pyruvat GibcoBRL, 11360-039
Penicillin-Streptomycin  GibcoBRL, 14192-094
PBS steril GibcoBRIL, 14190-094
Foetales Kilberserum  GibcoBRIL, 10270-106
11.-2 GibcoBRI,,14193-093

5.6 K562-Zellkultur

Hintergrinde
Die K562-Zelllinie wurde aus dem Pleurapunktat einer 53 Jahre alten, an chronischer myeloischer

Leukimie im terminalen Blastenschub erkrankten Kaukasierin gewonnen.

K562-Zellkultur
Die K562-Zellkultur wurde mit ca. 500.000 Zellen/ml Medium Complet in 75cm’
Zellkulturflaschen im Brutschrank gefthrt. Alle 2 Tage wurden die K562-Zellen nach

mikroskopischer Kontrolle abzentrifugiert (550g, 5min, +18-20°C) und in zwei 75cm’
Zellkulturflaschen tberfiihrt.

Eignung der K562-Zellen
Die Zellen wurden als duBlerst entdifferenziert charakterisiert, sind pluripotent, mit
Differenzierungsmoglichkeit in die Vorlduferstufen der erythrozytiren, granulozytiren und

monozytiren Linien. Sie gelten als ideale Zielzellen fiir NK-Zellzytotoxizititsversuche.

Material

Reagenzien

RPMI complet GibcoBRL, 61870-010
Natrium Pyruvat GibcoBRL, 11360-039
Penicillin-Streptomycin  GibcoBRL, 14192-094
PBS steril GibcoBRL, 14190-094

Foetales Kilberserum  GibcoBRIL, 10270-106



5.7 NK-Zellseparation aus peripherem Blut

Hintergrund

Da die NK-Zellen sich von den anderen Lymphozyten durch ein spezifisches Rezeptorrepertoire
unterscheiden, ist eine Separation mit Hilfe der MACS (Magnetism-Assisted-Cyto-Selection)
moglich. Ausgehend von peripherem Blut werden die Lymphozyten per Dichtegradienten-
Zentrifugation isoliert. Nun werden bestimmte Oberflichenmolekiile (Cluster of Differentiation,
CD) auf den Lymphozyten mit Eisenpartikeln beladenen spezifischen Antikérpern markiert und
in einer Saule mit Hilfe eines starken magnetischen Feldes aufkonzentriert. Hierbei gibt es zwei
Verfahren, die positive und die negative Selektion. Bei der positiven Selektion wird der gewtinschte
CD direkt markiert, die gewiinschten Zellen werden also im magnetischen Feld zuriickgehalten.
Sie konnen nach Ausschaltung des magnetischen Feldes von der Kolonne gewaschen werden. Die
negative Selektion beruht auf der Markierung aller nicht gewtinschten Zellen der Suspension. Die
gewiinschten Zellen werden somit im magnetischen Feld nicht aufgehalten, sondern durchlaufen
sie ungehindert. Der Nachteil der positiven Selektion gegentiber der negativen Selektion ist die
mogliche Interferenz der magnetischen Antikorper auf den Zielzellen mit anderen Antikérpern
sowie die geringere Reinheit der Zellsuspension.

Die NK-Zellen des peripheren Blutes setzen sich zu mehr als 80% aus CD56"™ NK-Zellen und
nur zu 20% aus CD56"" NK-Zellen zusammen (Cooper et al., 2001b).

Negativ Selektion der NK-Zellen aus dem peripheren Blut

Gesunden weiblichen sowie mannlichen Probanden wurden mit dem Monovettensystems von
Sarstedt (Li-Heparin Monovetten) jeweils 50ml Blut abgenommen. Das abgenommene Blut wurde
mit 50 ml PBS verdinnt und eine Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation in 15ml Falcons mit
jeweils 3ml Ficoll-Losung und 11,5ml Blut durchgefiihrt. Nach 20 minititiger Zentrifugation mit
2000g bei +18-20°C wurden die Lymphozytenringe der verschiedenen Falcons gepoolt und erneut
fiir 10 Minuten bei +18-20°C mit 550g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und nun
zweimal mit PBS gewaschen (Zentrifugation 550g, 5 min, +18-20°C). Der Uberstand wurde
ebenfalls verworfen und das Zellsediment auf 0,5ml Gesamtvolumen mit Medium Complet
aufgefiillt und suspendiert. Nun wurde die MACS-Antikoérperlosung laut Gebrauchsanweisung
hinzugegeben und fir 20 min bei +4°C inkubiert. Danach folgte eine 5 miniitige Zentrifugation
bei 550g und +4°C. Dann wurde das magnetische Hapten laut Gebrauchsanweisung addiert. Nach
20 Minuten Inkubationszeit bei +4°C wurde der Uberstand mit 550g, 5 min, +4°C abzentrifugiert.

Es folgten nun 2 Waschschritte mit PBS (Zentrifugation 550g, 5min bei +4°C) Die NK-Zellen



wurden bis zu den jeweiligen Versuchen bei 37°C im Inkubator mit 500.000 Zellen pro ml Medium

Complet kultiviert.

Kontrolle der NK-Zellextraktion

Von den 1,5 ml NK-Zellsuspension wurden 25ul abgenommen und mit 25ul Trypanblau versetzt.
Das Trypanblau dringt in Zellen mit Membranschiden ein und zeigt somit tote Zellen auf. Die
Zahl der vitalen Zellen der Suspension wurde dementsprechend mit einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Es wurden jeweils 100.000 vitale Zellen aus der NK-Zellsuspension entnommen und
mit Durchflusszytometer-Antikérpern (CD3-FITC, CD16-RPE, CD45-RPE-Cy5, neg. AK)
markiert. Die sich anschlieBende Durchflusszytometer-Analyse lieB Aussagen zur Reinheit der

NK-Zellsuspension zu.

Material

Reagenzien

Ficoll Biocoll

PBS steril GibcoBRL, 14190-094
RPMI complet GibcoBRL, 61870-010
Natrium Pyruvat GibcoBRL, 11360-039

Penicillin-Streptomycin  GibcoBRL, 14192-094
Foetales Kilberserum  GibcoBRI, 10270-106
MACS NK-Depletion  Miltenyi, NK-Cell depl.
Magnetische Kolonne Miltenyi, Minimacs

5.8 Biotinylierung von Proteinen

Hintergrund

Die Biotinylierung des W6/32 ist eine essentielle Vorraussetzung fur den HLA-G1s-ELISA.
W6/32 detektiert als Nachweis-Antikérper das an den Finger-Antikérper gebundene HLA-G1s
auf der Matrix der ELISA-Platte. Das Biotin des W6/32 interagiert mit dem Avidin der
Avidinperoxidase und bindet dieses fest an den Nachweis-Antikérper. Durch Zugabe eines
geeigneten Reduktionsmittels entsteht durch die Peroxidase ein Farbumschlag der Losung, welcher

ohne eine Bindung des Biotins an W6/32 nicht zustande kommen kann.

Biotinylierung des W6/32
Das zu biotinylierende Protein wutrde auf 1mg/ml konzentriert und mit 20ul/ml Proteinlésung
Biotinylierungsreagenz bei +18-20°C auf einem Schiittler inkubiert. Im Anschluf3 daran wurde das

Protein mit dem Reagenz mit Hilfe einer Sepharosesaule eluiert. Nach der Passage der Siule, in der



das Biotinylierungsreagenz gebunden wurde, wurde das Protein mit PBS eluiert, in Fraktionen

aufgefangen und die Konzentration des Eluates mit Hilfe des Spektrometers bei 280nm bestimmt.

Material

Reagenzien
Biotinylierungsset Perbio, 21420

5.9 HLA-G1s-ELISA

Hintergrund

Der Enzym-Linked ImmunoSorbent Assay ist ein Testverfahren, welches Proteine im
Nanogrammbereich detektieren kann. In mehreren Arbeitsschritten werden verschiedene Lagen
nach einem Sandwich-Prinzip aufgetragen. Die erste Lage ist der Priméarantikorper, der spezifisch
die Bindung zwischen Reaktionsgefal3 und dem zu detektierenden Stoff herstellt. Nun folgt der zu
detektierende Stoff. Die nichste Schicht besteht aus dem Sekundirantikérper, der die Bindung des
zu detektierenden Stoffes mit einem FEnzym vermittelt. Bei Zugabe eines geeigneten
Reduktionsmittels (Chromphor) reduziert das gebundene Enzym dieses und es entsteht dabei ein

Farbumschlag, der mit dem Spektrometer gemessen werden kann.

HILA-G1s-ELISA

In den speziellen ELISA-Platten mit 96 Flachboden-Lochern wurden 50ul des Primarantikorper
pro Vertiefung aufgetragen und fir 1h bei +37°C im Brutschrank und dann 12-18h bei +4°C
inkubiert. Als Primarantikérper wurden MEM-G9, 87-G und IgG1 jeweils in der Konzentration
von 2ug/ml Beschichtungspuffer verwendet. Der Uberstand wurde mit einer schnellen
Handbewegung ausgegossen und die Platten auf einer Zellstoffunterlage trocken geklopft. Dann
erfolgte dreimaliges Waschen mit 100ul Waschpuffer pro Vertiefung. Nach dem Trockenklopfen
wurden 100ul Blockpuffer pro Vertiefung aufgetragen und fiir 12-18h bei +4°C inkubiert. Hierauf
folgten wiederum drei Waschschritte mit jeweils 100ul Waschpuffer pro Vertiefung. Nach dem
Trockenklopfen wurden die Proben aufgetragen. Pro Vertiefung wurden 50ul der Proben
aufgetragen, bei geringeren Volumina wurden die Proben mit Verdinnungspuffer verdiinnt. Es
erfolgte nun eine zweistiindige Inkubation im Inkubator bei +37°C. Hierauf folgten wiederum drei
Waschschritte mit 100ul Waschpuffer pro Vertiefung und anschlieBendem Trockenklopfen. Der
Sekundir-Antikérper wurde dann mit 50ul pro Vertiefung aufgebracht. Es wurde das biotinylierte
W6/32 mit 5pg/ml Verdinnungspuffer mit 0,05% tween 20 sowie 1% Mausserum verwendet.

Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde im Inkubator bei +37°C folgten 5 Waschschritte mit



jeweils 100ul Waschpuffer pro Vertiefung. Nach dem Trockenklopfen folgte pro Vertiefung die
Zugabe von 50ul Verdinnungspuffer mit 0,05% tween 20, 1% Mausserum sowie 1:4000
verdinnter Avidinperoxidase. Die Inkubationszeit betrug 15 Minuten bei +37°C im Inkubator.
Nun erfolgten nochmals 5 Waschschritte mit 100ul Waschpuffer pro Vertiefung. Nach dem
Trockenklopfen wurden 50ul OPD-Substratlosung pro Vertiefung hinzugefiigt. Nach ungefihr 10-
15 Minuten Inkubation unter Ausschluss von Licht wurde die Reaktion bei ausreichender
Umsetzung des OPD-Substrates durch die Zugabe von 50ml H,SO4 2N gestoppt. Nun folgte die
Analyse mit dem ELISA-Platten-Spektrometer bei 492nm.

Blutproben von Mutter und Kind

Die benétigten Blutproben fiir den HLA-G1s-ELISA wurden vom betreuenden Personal des
Kreissaals gewonnen und dem Labor zur sofortigen Verarbeitung bereitgestellt. Das villose Blut
der Plazenta wurde nach der Austreibung der Plazenta von der maternalen Seite der Plazenta
gewonnen, das Nabelschnurarterienblut und Nabelschnurvenenblut wurde aus den
Nabelschnurgefiflen abpunktiert, das vendse Blut des Foeten wurde im Rahmen der
Routineuntersuchungen direkt nach der Geburt des Neonaten abgenommen. Die Menge betrug
zwischen 300ul und 500ul Blut. Nach einer Zentrifugation mit 500g fiir 5 min bei 18-20°C wurde
das Zellsediment verworfen und der Uberstand direkt im HLA-G1s-ELISA getestet oder bis zur
Verwendung bei -20°C gelagert.

Antikorper

Der monoklonale Antikérper MEM-G?Y ist ein Maus-IgG1-Antikorper, der HLA-G und HLA-G1s
in B2-Mikroglobulin assoziierter Form erkennt.

Der monoklonale Antikorper 87G gehort zur Gruppe der IgG2a Antikérper und erkennt HLA-G
sowie HLA-GT1s in $2-Mikroglobulin assoziierter Form.

Der Antikorper anti-IgG1 erkennt generell MHC-Klasse I Molekile und stellt somit eine Kontrolle
der spezifischen Bindung des MEM-G9 dar.

Material

Zusammensetzung der Puffer:

Beschichtungspuffer 55 ml 0,1M Na,CO; pH 11 und
50 ml 0,1M NaHCO; 0,1M pH 8,15 mischen auf pH-Wert 9,6 einstellen

Waschpuffer 50ul Tween 20 in 100 ml PBS
Blockpuffer 4g elektrophoretisch aufgetrenntes BSA in 100 ml PBS
Verdiinnungspuffer  1g elektrophoretisch aufgetrenntes BSA in 100ml PBS



OPD-Substrat 1 Tablette Sigma OPD (O-phenyldiamin-peroxidase) in Zitrat-Phosphat-

Puffer
Reagenzien
Na2CO3 Prolabo France
NaHCO3 Prolabo France
PBS GibcoBRL, 21300-074
Tween Sigma, P7949
BSA Sigma, A3803
Zitrat-Phosphat-Puffer Sigma, P4922
OPD Sigma, P3804
MEM-G9 Exbio Praha
IgG1 DAKO X0931
W6/32 biot. Eigenproduktion
Mausserum Eigenproduktion
MEM-G1 Exbio Praha
Avidin Peroxidase Sigma, P0347

5.10 Gelelektrophorese und Westernblot

Hintergrund

Der Westernblot stellt eine Methode zur Detektion von Proteinen im Nanogrammbereich dar. Mit
Hilfe einer Gelelektrophorese in Acrylamidgel werden nach Hitzebehandlung Bestandteile der
einzelnen Proben gemil ihrer GroBe und Ladung aufgetrennt. Es erfolgt der Transfer auf eine
Zellulosemembran, die das Elektrophoreseergebnis sichert und es fir verschiedene

Proteinmarkierungsverfahren zuginglich macht.

Gelelektrophorese und Westernblotprotokoll

Das Gel wurde nach der Anweisung des Herstellers mit (NH4)2SO4 gegossen. Die zu
untersuchenden Proben wurden 1:16 mit Laemmlipuffer mit 10% B-Mercaptoethanol und 0,05%
Trypanblau gemischt. Es erfolgte eine Erhitzung auf 100°C fir 5 Minuten. Nun wurden die
Geltaschen mit den jeweiligen Proben beladen und in die Elektrophoresekammer eingespannt. Die
Laufkammer wurde mit Laufpuffer gefillt und die Gelelektrophorese mit 110 Volt gestartet.
Nachdem die Proben das Sammelgel durchlaufen hatten, wurde die Spannung auf 160 Volt
hochgesetzt. Kurz bevor das Trypanblau das Gel auf der Unterseite verldsst, wurde die
Elektrophorese gestoppt und der Transfer auf die Nitrozellulosemembran durchgefiihrt. Nach der
Einlage des Gels und der Membran in die Transfervorrichtung laut Gebrauchsanweisung und dem
Auffillen der Transferkammer mit Transferpuffer wurden 350mA fiir 2 Stunden angelegt. Danach
wurde die Membran fiir 12-18h bei +4°C mit Blockpuffer auf einem Schiittler abgesittigt. Nach
zweimaligem Waschen mit jeweils 30ml Waschpuffer wurde der Primirantikérper aufgetragen

(10ml des Primirantikbrperpuffers fir 2h bei +18-20°C auf einem Schiittler). Nun wurde noch



dreimal mit jeweils 30ml Waschpuffer gewaschen. Im Anschluss daran wurde die Membran fiir 45
Minuten bei +18-20°C mit dem Sekundirantikérper (Sekundirantikbrperpuffer) inkubiert. Nach
finfmaligem Waschen mit jeweils 30ml Waschpuffer wurde die Membran mit destilliertem Wasser
kurz abgesptlt und die Detektion der Proteine mit dem ECL-Revelation-kit von Amersham laut
Gebrauchsanweisung durchgefthrt. Die Belichtungszeiten der Filme lagen je nach Versuch

zwischen 30 Sekunden und 15 Minuten.

Antikorper

MEM-GT1 ist ein Maus-IgG1-Antikorper, der spezifisch die freie, denaturierte schwere Kette von
HLA-G und HLA-G1s detektiert. Zellgebundenes HLLA-G wird nicht erkannt.

Anti-Maus IgG1-Peroxidase ist ein polyklonaler IgG-Schaf-Antikérper, der mit Peroxidase
konjugiert ist. Die Peroxidase katalysiert in Gegenwart von H»O, die Oxidation des Luminols der

ECL-L6sung. Luminol emittiert Licht, welches auf dem Film sichtbar gemacht wird.

Material

Zusammensetzung der Puffer:

Laemmlipuffer 0,2M TRIS HCI, pH 6,8, 8%SDS, 40% Glycerol, 0,004
Bromphenolblau

Laufpuffer 14,25¢ Glycin, 2,9¢ TRIS und 1g SDS in 11 dest. H,O

Transferpuffer 1,45¢ TRIS, 7,2g Glycine, 200ml Methanol in 800ml dest. H,O

Blockpuffer 3g BSA, 5g Trockenmilch, 100ul Tween 20 in 100ml PBS

Waschpuffer 100u Tween 20 in 100ml PBS

Primirantikérperpuffer 0,3g BSA, 0,5g Trockenmilch, 10ul Tween 20, 20ul MEM-G1lin
10ml PBS

0,3g BSA, 0,5g Trockenmilch, 10ul Tween 20, 5ul anti-Maus

IgG1-Peroxidase in 10ml PBS

Sekundarantikbrperpuffer

Reagenzien

(NH4).SO4 Prolabo France
SDS-Gel-System GibcoBRL, 15574-015
Trypanblau GibcoBRL, 15250-061

B-Mercaptoethanol
Butanol

Sigma, M7522
Prolabo France

Ethanol Prolabo France

PBS GibcoBRL, 21300-074
Trockenmilchpulver  Regilait France

BSA Sigma, A3803

Tween Sigma P7949
Ponceau-Rot Sigma, P7170
Regenbogenmarker Amersham, RPN756
MEM-G1 Exbio Praha

Anti-Maus IgGM-



Peroxidase Amersham, NA931

ECL Kit Amersham, RPN2209
Chemiluminesz.-Film  Amersham, RPN3103
Entwickler Guilleminot France
Fixateur Guilleminot France

Nitrozellulosemembran Amersham, RPN68D

5.11 51*Cr-Release Cytotoxicity Assay

Hintergrund

In diesem Zytotoxizititsassay werden Zielzellen mit schwach radioaktivem 51*Chrom inkubiert.
Die Zellen nehmen das 51*Chrom in ihr Zytoplasma auf. Nach einer bestimmten Inkubationszeit
mit NK-Zellen werden alle Zellen abzentrifugiert und der Uberstand behalten. Aus diesem kann
nun der Anteil der zerstorten Zielzellen tGber die Aktivitit des radioaktiven Chroms in dem

Uberstand mit Hilfe eines y-Zihlers bestimmt werden.

51*CR-Zytotoxizititsassay

In einem 1ml Falcon wurden 1x10° K562 Zielzellen in 10 pl 51*Chrom suspendiert und fiir 1h bei
+37°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit RPMI (Zentrifugation fiir 2 Minuten mit 550g
bei +18-20°C) wurden jeweils 60.000 K562 Zielzellen zu NK-Zellen mit einem Effektor/Target
Ration von 30/1,10/1,3/1 und 1/1 in 96 Loch Mikrotiterplatten mit rundem Boden gegeben. Die
einzelnen Vertiefungen wurden bis auf 100ul mit RPMI aufgefiillt und fir 2 Minuten mit 350g bei
+18-20°C zentrifugiert. Nun folgte eine Inkubationszeit von 4h bei +37°C im Inkubator. Daran
schloss sich eine erneute Zentrifugation mit 400g, bei +18-20°C und fiir 5 Minuten an. 100ul des

Uberstandes wurden jeweils abgenommen und in einem y-Zihler gemessen.

Spezielle Infos
51*Chrom hat eine Halbwertszeit von 27,7 Tagen und setzt sich zu 51*Vanadium um, unter

Emission von elektromagnetischer Strahlung.

Material

Reagenzien

RPMI complet GibcoBRL, 61870-010
Tryptanblau GibcoBRL, 15250-061
51*Cr-Losung Prolabo France

5.12 Sulforhodamin B Proliferations Test

Hintergrund



Der Sulforhodamin B Proliferationstest stellt eine empfindliche und einfach durchzufiihrende
colorimetrische Methode dar, um den Gesamtproteingehalt einer Losung zu ermitteln. Zwischen
der Extinktion bei 550nm und der Proteinkonzentration besteht iiber grof3en Bereich eine lineare

Beziechung.

Sulforhodamin B Proliferationstest

Die NK-Zellen wurden 24h vor Versuchsbeginn in 96 Loch Flachboden Mikrotiterplatten mit
150ul Medium Complet umgesetzt (ca. 50% Bedeckung des Bodens). Direkt vor dem Versuch
wurde der Uberstand nach Zentrifugation (300g, 6 Minuten, +18-20°C) abgenommen und durch
150ul des zu testenden Mediums ersetzt. Die Inkubation erfolgte nun im Inkubator bei +37°C
(entsprechend der Versuchsdauer zwischen 24 und 72 Stunden). Dann erfolgte eine Zentrifugation
mit 300g fiir 6 Minuten bei +18-20°C. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen mit 50ul
Trichloressigsdurelosung fiir 1h bei+4°C inkubiert, was zur Prizipitation der Zellen fithrt. Nach
erneuter Zentrifugation (300g, 6 Minuten, +18-20°C) wurde der Uberstand verworfen und 5
Waschschritte mit PBS durchgefiihrt (Zentrifugation 300g, 3 Minuten +18-20°C). Nun wurden die
Mikrotiterplatten komplett getrocknet und die Locher mit 50ul Sulforhodamin Losung gefiillt. Die
Inkubationsdauer betrug 4h im Inkubator bei +37°C. Nach einer Zentrifugation (300g, 6 Minuten,
+18-20°C) wurde der Uberstand abgenommen und viermal mit Eisessiglésung gewaschen
(Zentrifugation jeweils 300g, 6 Minuten, +18-20°C). Nach dem Waschen wurden die Platten
wieder komplett getrocknet und die Lécher dann mit 150ul TRIS Puffer aufgefallt. Nach 5 Minuten
Inkubationszeit bei +18-20°C auf einem Schiittler wurden die Platten mit Hilfe eines ELISA-

Platten-Spektrometer bei 540nm ausgelesen.

Material
Trichloressigsdurelosung 50ml 99,9% Trichloressigsaure in 100ml H20 dest.
Sulforhodamin B Losung 0,4g Sulforhodamin B in 100ml H20 dest.

Eisessiglosung 1ml 99,9% Eisessig in 100ml H20 dest.
TRIS-Puffer 10mM TRIS Base, pH-Wert 10,5
Reagenzien

Trichloressigsdure Prolabo France

Sulforhodamin B Prolabo France

Eisessig Prolabo France

TRIS Quantum Appligene

HLA-G1s Eigenproduktion



5.13 MTT Proliferationstest

Hintergrund

Beim MTT-Assay nehmen die Zellen das gelbe Tetrazoliumsalz (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid) — auf und  reduzieren es durch die mitochondriale
Succinatdehydrogenase zu blauem MTT-Formazan. Formazan hat ein Absorptionsmaximum bei
540nm, so dndert sich die optische Dichte der Zellsuspension und kann in einem Spektrometer

gemessen werden.

MTT Proliferationstest

Die NK-Zellen wurden 24h vor Versuchsbeginn in 96 Loch Flachboden Mikrotiterplatten mit
150ul Medium Complet umgesetzt (ca. 30% Bedeckung des Bodens). Vor Versuchsbeginn wurde
eine Zentrifugation mit 300g fiir 6 Minuten bei +18-20°C durchgefiihrt und der Uberstand
abgenommen. Nun wurde das zu testende Medium hinzugefiigt. Nach der entsprechenden
Inkubationszeit im Inkubator bei +37°C wurde 30ul MTT-Losung pro Vertiefung hinzugefiigt und
erneut fiir 4h im Inkubator bei +37°C inkubiert. Der Uberstand wurde nach einer Zentrifugation
(300g, 6 Minuten, +18-20°C) verworfen und 150ul DMSO pro Vertiefung hinzugefiigt. Die
Mikrotiterplatte wurde nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei +37°C in einem ELISA-

Platten-Spektrometer (Wellenlinge 540nm) ausgelesen.

Sonderinfos

Der MTT-Test eignet sich zur Durchfihrung eines Proliferationstests, weil er nur sehr wenige

Waschschritte zur Durchfiihrung ben6tigt und damit einen verminderten Zellverlust bedeutet.

Material

MTT-Lésung 50mg MTT in 10ml H>0 dest.
Reagenzien

MTT Prolabo France

PBS steril GibcoBRL, 14190-094

RPMI complet GibcoBRL, 61870-010

Natrium Pyruvat GibcoBRL, 11360-039

Penicillin-Streptomycin  GibcoBRL, 14192-094
Foetales Kilberserum  GibcoBRIL, 10270-106
DMSO Prolabo France



5.14 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

Hintergrund

Der AQueous One Solution Cell Proliferation Assay ist ein colorimetrischer Test zur Bestimmung
der Anzahl lebender Zellen in einem Reaktionsgefi3. Owens Reagenz wird von Dehydrogenasen
metabolisch aktiver Zellen in Formazan umgesetzt. Formazan wird durch eine erhohte Absorption

bei 4990nm Wellenlinge nachgewiesen.

AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

100.000 NK-Zellen wurden 24h vor Versuchsbeginn in 96 Loch Flachboden Mikrotiterplatten mit
100ul Medium Complet umgesetzt. Zu Versuchsbeginn wurde zentrifugiert (300g, 6 Minuten, +18-
20°C), der Uberstand verworfen und das zu testende Medium hinzugefiigt. Nach entsprechender
Inkubationszeit wurden 20ul des AQueous One Solution Reagenz hinzugefihrt und fir 4h im
Inkubator bei +37°C inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Absorption bei 490nm in einem

ELISA-Platten-Spektrometer gemessen.

Material

Reagenzien

Aqueous One Solution Promega

RPMI complet GibcoBRL, 61870-010
Natrium Pyruvat GibcoBRL, 11360-039

Penicillin-Streptomycin  GibcoBRL, 14192-094
Foetales Kilberserum  GibcoBRL, 10270-106

5.15 FACS-Analyse

Hintergrund

Die Fluorescencs-Assisted-Cytometry (FACS) bestimmt mit Hilfe eines Laser die GroB3e (forward
scatter) und Menge der Granula (sideward scatter) jeder einzelnen Zelle in der Losung. So kann
tber die Werte fiir forward scatter und sideward scatter auf die Art der Zelle zuriickgeschlossen
werden. Zellen konnen zusitzlich mit Fluoreszenz-markierten spezifischen Antikérpern gefarbt
werden. Photosensoren kénnen mehrere Fluoreszenzen pro Zelle ermitteln und somit mehrere
markierte Proteine pro Zelle detektieren. Die Ergebnisse werden digital verarbeitet und
gespeichert. Fir zuverldssige Ergebnisse benétigt das Durchflusszytometer mindestens 10.000

Zellen.



FACS-Analyse

100.000 der zu bestimmenden Zellen wurden mit 50ul PBS in kleine Reagenzgefile nach
Eppendorf transferiert und mit 2,5ul der gewtnschten FACS-Antikérper fiir 20 Minuten bei +4°C
inkubiert. Dann wurde die Lésung auf insgesamt 200ul mit PBS aufgefillt und direkt die Messung
am Durchflusszytometer durchgefihrt. War die Messung nicht innerhalb von 4 Stunden méglich,
wurden die Zellen mit 550g bei +4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
ein Waschgang mit 200ul PBS durchgefiihrt. Nach der erneuten Zentrifugation mit 550g bei +4°C
fiir 5 Minuten und dem Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen mit 200ul einer 0,05%

Formalin-HBSS-Lésung fixiert. Die Lagerung erfolgte unter Ausschluss von Licht bei +4°C.

Material

ReagenzienPBS steril GibcoBRL, 14190-094

FACS-Antikorper DAKO
Formalin Prolabo France
HBSS ProlaboFrance
GESAMTAUFSTELLUNG der verwendeten Materialien und Maschinen
Materialien
Zellkulturflaschen Advantage, 3170

Falcon 50ml

Falcon 15ml

Pipetten 2, 5, 10, 25ml
Saran
Desinfektionsmittel
ELISA-96 Platten
pH-Teststreifen
Parafilm
Chemilumineszenzfilm
Westernblotmembran

Maschinen
Elektrische Pipette
Inkubator
Zentrifuge
Mikroskop

Waage

Rotator

Vortex

Wasserbad
ELISA-Spektrometer
pH-Meter
Spektrometer
Ultraschall

Rotator

Advantage, 2098
Advantage, 2097
Advantage, 6502-6525
Dowchemicals, Saran
Amiolab, Amiospray
Costar USA, 3690
Whatman, 1628

Am. Nat. Can
Amersham, 3103K
Amersham, 68D

bioblock, pipetboy,
Heraeus, HeraCell
Hettich , Hettich

Zeiss, Axioscop

Bel engineering, Mark
bioblock, rotomix 9240
bioblock, topmix 94323
bioblock, polystat
MRX Dynatech Lab, 27
WTW, Multical pH526
UNICAM UV 300
bioblock, Vibracell 724
amilabo, apelex



Migrationseinheit
Transfereinheit
Spannungsgenerator
Multiblockheater
Durchflusszytometer
y-Zihler

BIORAD

BIORAD

amilabo, ST304
Labline, multiblock 3
DAKO, Galaxy
Packard, Autogamma



6. Ergebnisse

Diese Doktorarbeit besteht aus drei Ergebnisteilen, die untereinander in Beziehung stehen. Zuerst
wurde das Vorkommen von HLA-G1s an verschiedenen Punkten des Blutkreislaufes von Mutter
und Foetus mit Hilfe des HLA-G1s-ELISA getestet. In dem zweiten Teil wurde der Einfluss von
HILA-GTs auf die Proliferation und Zytotoxizitit der NK-Zellkultur NK92 untersucht. Der dritte
Ergebnisteil beschiftigt sich mit dem Einfluss von HLA-G1s auf die Proliferation humaner NK-

Zellen des peripheren Blutes.

6.1 Ergebnisteil I

6.1.1 Das Vorkommen von HLLA-GT1s in Blutproben von Mutter und Foetus

Um die Prisenz des HLLA-G1s in der Plazenta nachzuweisen, wurden HILA-G1s-ELISAs
durchgefiihrt, die HLA-G1s in den jeweils vier verschiedenen Blutproben (Nabelschnurvenenblu,
Nabelschnurarterienblut, villoses Blut, gemischt venoses Blut des Foeten) pro Plazenta-Kind-
Einheit detektierten.
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<lI--[if lvml]--><!--[endif]-->Abbildung 11 ~ HLA-G1s-ELISA. Relative Konzentration des HL.A-G1s. Die
mittlere Absorption des HLA-G1s-ELISA stellt semiquantitativ die Konzentration des HLA-G1s im Blut von Mutter
und Foetus dar. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. * signifikant hohere Konzentration als Cuv,
Cua und Vp (p<0,05). n=15



Cuv Nabelschnurvenenblut Cua Nabelschnurarterienblut
Vp villéses Blut Vi peripher-vendses Blut des Foeten



Der HLA-G1s-Gehalt des peripher-vendsen Blutes des Foeten ist signifikant hoher als der HLA-
G1s-Gehalt des Nabelschnurvenenblutes, des Nabelschnurarterienblutes und des villésen Blutes
(siche ABBILDUNG 11). Zwischen 15 Plazenta-Kind-Einheiten gibt es jedoch erhebliche
Konzentrationsunterschiede, auf die in der Diskussion nochmals eingegangen wird.

6.2 Ergebnisteil IT

6.2.1 Sulforhodamin B Proliferationstest

Nach dem erfolgreichen Nachweis des HLA-G1s in miitterlichem und foetalem Blut wurde mit
dem Sulforhodamin-B-Test der Einfluss verschiedener HLLA-G1s-Konzentrationen auf die NK92-
Zellproliferation gemessen.

In den Abbildungen 12-14 erkennt man die mit Hilfe des Sulforhodamin-B-Tests gemessene
Proliferationsaktivitit von jeweils 32.000 NK92-Zellen. Es wurde der Einfluss von 100 Einheiten
1L.-2/ml sowie HLLA-G1s in verschiedenen Konzentrationen tiber die Zeitdauer von 24, 48 und 72

Stunden untersucht.
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<!I--[if lvml]--><!--[endif]-->Abbildung 12 Sulforhodamin-B-Test. ~Mittlere ~Absorption des 24h
Sulforhodamin-B-Proliferationstests von NKO92 unter Einfluss von 100 Einheiten IL-2/ml und HLA-Gls in
verschiedenen Konzentrationen (jeweils pg/ml) sowie 10ul Uberstand einer HLA-G1s exprimierenden Zellkultur).
Die mittlere Absorption des Sulforhodamin-B-Tests stellt semiquantitativ die Proliferationsaktivitit der Zellen dar.
Die linken fiinf Ergebnisse zeigen IL.-2 behandelte NK92-Zellen, die rechten fiinf Ergebnisse zeigen nicht mit I1.-2
behandelte Zellen. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. * signifikant hohere Proliferation als
vergleichbare nicht mit IL-2 stimulierte NK92-Zellen (p<0,01). n=5

Die Ergebnisse des 24h Sulforhodamin-B-Proliferationstests zeigen fir NK92-Zellen eine
signifikante positive Korrelation von IL-2 Gabe und NK92-Zellproliferation. HLLA-G1s hat
hingegen weder einen positiven noch negativen Effekt auf die NK92-Zellproliferation in HLA-
Gls-Konzentrationen zwischen 0,5ug/ml und 2,0ug/ml. (siche ABBILDUNG 12)
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Abbildung 13 Sulforhodamin-B-Test. Mittlere Absorption des 48h Sulforhodamin-B-Proliferationstests von
NK92 unter Einfluss von 100 Einheiten IL-2/ml und HLA-G1s in verschiedenen Konzentrationen (jeweils pug/ml)
sowie 10ul Uberstand einer HLA-G1s exprimierenden Zellkultur. Die mittlere Absorption des Sulforhodamin-B-Tests
stellt semiquantitativ die Proliferationsaktivitiat der Zellen dar. Die linken finf Ergebnisse zeigen 11.-2 behandelte
NK92-Zellen, die rechten fiinf Ergebnisse zeigen nicht mit IL-2 behandelte Zellen. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. * signifikant héhere Proliferation als vergleichbare nicht mit IL-2 stimulierte NK92-Zellen
(p<0,01). n=5

Die Ergebnisse des 48h Sulforhodamin-B-Proliferationstests gleichen den Ergebnissen der 24h
Messung. Die II-2 Stimulation der NKO92-Zellen ergibt eine signifikant verstirkte

Proliferationstitigkeit, wohingegen HLLA-GT1s in verschiedenen Konzentration keinen Einfluss auf

die Proliferationstitigkeit der NK92-Zellen hat. (siche ABBILDUNG 13)
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Abbildung 14 Sulforhodamin-B-Test. Mittlere Absorption des 72h Sulforhodamin-B-Proliferationstests von
NKO92 unter Einfluss von 100 Einheiten IL-2/ml und HLA-GTs in verschiedenen Konzentrationen (jeweils pg/ml)
sowie 10pl Uberstand einer HLLA-G1s exprimierenden Zellkultur). Die mittlere Absorption des Sulforhodamin-B-
Tests stellt semiquantitativ die Proliferationsaktivitit der Zellen dar. Die linken finf Ergebnisse zeigen IL.-2 behandelte
NK92-Zellen, die rechten fiinf Ergebnisse zeigen nicht mit IL-2 behandelte Zellen. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. * signifikant héhere Proliferation als vergleichbare nicht mit IL-2 stimulierte NK92-Zellen
(p<0,01). n=5

Auch nach 72 Stunden findet sich eine signifikante Erhéhung der Proliferationstatigkeit unter I1L-
2 Stimulation, jedoch keinetlei Inhibition oder Aktivierung der NK92-Proliferation durch HLA-
Gls. (siehe ABBILDUNG 14)



Zwischen den beiden Gruppen mit und ohne IL.-2 Behandlung gibt also zu den Zeitpunkten 24,
48 und 72 Stunden nach Versuchsbeginn signifikante Unterschiede in der Proliferation.

Die Proliferation der mit IL-2 behandelten Zellkultur nimmt von der 24h Messung bis zum zweiten
Zeitpunkt (48 Stunden Proliferationstatigkeit) zu und fillt dann bis zum dritten Zeitpunkt der
Messung (72 Stunden Proliferationstitigkeit) rapide ab. Die Proliferationsaktivitit der nicht mit IL-
2 behandelten NK92-Zellkultur bleibt Gber die ersten beiden Messungen gleich, fallt aber auch bis

zum dritten Zeitpunkt ab.



6.2.2 MTT-Proliferationstest

Dieser Proliferationstest misst die Enzymaktivitit der mitochondrialen Succinatdehydrogenase und
verflgt, aufgrund eines kiirzeren Protokolls, iiber einen geringeren systematischen Fehler als der
Sulforhodamin-B-Test. Somit koénnen geringere, moglicherweise im Sulforhodamin-B-Test

maskierte Effekte von HLA-G1s auf die NK92-Zellproliferation detektiert werden.
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Abbildung 15 MTT-Test. Mittlere Absorption des 24h MTT-Test von 8.000 und 16.000 NK-Zellen unter Einfluss
von 100 Einheiten IL-2/ml, HLA-Gls in verschiedenen Konzentrationen (jeweils ng/ml), 221.G1s(10ul): 10ul
Uberstand der 221.G1s Zellkultur, Medium: Kontrollgruppe ohne Zusitze. Die mittlere Absorption des MTT-Tests



stellt semiquantitativ die Proliferationsaktivitit der Zellen dar. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.
* signifikant hohere Proliferation als vergleichbare nicht mit ITL.-2 stimulierte NK92-Zellen (p<0,01). n=6

In Abbildung 15 erkennt man die anhand der optischen Dichte im MTT-Test gemessene, mittlere
Proliferationstitigkeit von 8.000 und 16.000 NK92-Zellen, jeweils mit und ohne I1.-2 Stimulation
sowie unterschiedlichen HLLA-G1s Konzentrationen. 221-G1s (10ul) sind 10ul des Uberstandes
einer 221.G1s-Zellkultur, die HLA-G1s sezerniert. Die erste Gruppe (8.000 NK92-Zellen) wurde
mit 100 Einheiten IL.-2/ml Versuchsansatz stimuliert, ebenso wie die zweite Gruppe (16.000
NK92-Zellen). Gruppe drei und vier bestanden aus 8.000 und 16.000 NK92-Zellen, sie wurden
nicht IL-2 stimuliert. Es ist ein signifikanter Unterschied zwischen den IL-2 stimulierten und den
nicht IL-2 stimulierten NK92-Zellen, in beiden Zellkonzentrationen, festzustellen. I1.-2 stimuliert
die Proliferation, wohingegen HLLA-G1s keinen Einfluss auf die Proliferation nach 24 Stunden

zeigt.
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Abbildung 16 MTT-Test. Mittlere Absorption des 48h MTT-Test von 8.000 und 16.000 NK-Zellen unter Einfluss
von 100 Einheiten IL-2/ml, HLA-G1s in verschiedenen Konzentrationen (jeweils pg/ml), 221.G1s(10ul): 10ul
Uberstand der 221.G1s Zellkultur, Medium: Kontrollgruppe ohne Zusitze. Die mittlere Absorption des MTT-Tests
stellt semiquantitativ die Proliferationsaktivitit der Zellen dar. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.
* signifikant héhere Proliferation als vergleichbare nicht mit IL-2 stimulierte NK92-Zellen (p<<0,01). n=6

Das Vorgenannte gilt auch fir den zweiten Messzeitpunkt nach 48 Stunden. IL-2 stimuliert
signifikant die Proliferation, HLA-G1s hat auch hier keinen signifikanten Einfluss auf die

Proliferation. (siche ABBILDUNG 16)
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Abbildung 17 MTT-Test. Mittlere Absorption des 72h MTT-Test von 8.000 und 16.000 NK-Zellen unter Einfluss
von 100 Einheiten IL-2/ml, HLA-G1s in verschiedenen Konzentrationen (jeweils pg/ml), 221.G1s(10ul): 10ul
Uberstand der 221.G1s Zellkultur, Medium: Kontrollgruppe ohne Zusitze. Die mittlere Absorption des MTT-Tests
stellt semiquantitativ die Proliferationsaktivitit der Zellen dar. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.
* signifikant hohere Proliferation als vergleichbare nicht mit IL-2 stimulierte NK92-Zellen (p<0,01). n=6

Auch nach 72 Stunden Proliferation ergibt sich dasselbe Bild, IL-2 stimuliert signifikant die
Proliferation, HLA-G1s jedoch hat keinetlei Einfluss auf die Proliferation der NK92-Zellen. (siche
ABBILDUNG 17)



Die relativen Proliferationswerte des MTT-Proliferationstests stiegen insgesamt genommen
wiederum von der 24 Stundenmessung zur 48 Stundenmessung an, fielen dann aber ebenso bis zur

72 Stundenmessung nach Versuchsbeginn ab.



6.2.3 51*Cr-Zytotoxizititstest

Diese 51*Cr-Zytotoxizititsversuche wurden mit 51*Cr markierten K562-Zellen und HLA-G1s

behandelten CD56"%" NK-Zellen sowie Kontrollgruppen durchgefiihrt.
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Abbildung 18 51*Cr Zytotoxizititstest. Mittlere spezifische Zytotoxizitit in Prozent von NK92 gegeniiber K562-
Zellen unter Einfluss von HLA-Gls in verschiedenen Konzentratonen (jeweils pg/ml). Die
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. * signifikant niedrigere Apoptoserate als
Spontanapoptose der K562-Zellen (,,eingenullt™). n=4

In Abbildung 18 sind die Ergebnisse dokumentiert. Es wurden drei Gruppen gebildet, die in der
Abbildung durch unterschiedliche Farben gekennzeichnet sind. Die erste Gruppe bestand nur aus
K562-Zellen ohne NK92-Zellen (gelb). In der zweiten Gruppe (blau) wurden K562-Zellen und
NK92-Zellen 1 zu 1 gemischt (jeweils 60.000). Der Effektor/Zielzell Ratio lag somit bei '/1. Die
dritte Gruppe (rot) bestand aus 600.000 NK92-Zellen und 60.000 Kb562-Zellen. Der
Effektor/Zielzell Ratio lag bei /1. Nach Abzug der Hintergrund-Radioaktivitit, ausgelést durch
den normalen Zellzerfall, kann fiir HLA-GT1s ein leichter aber dennoch signifikanter protektiver

Effekt auf reine K562-Zellen (gelb) nachgewiesen werden. Hingegen kann bei simtlichen



getesteten HLA-G1s Konzentrationen in den verschiedenen Effektor-/Targetcell Ratios kein
signifikanter Unterschied zu den HLA-G1s unbehandelten Kontrollgruppen festgestellt werden.
HILA-G1s hat also in keiner Konzentration von 0,2ug/ml bis 2,0ug/ml in der Kombination von

K562-Zellen und CD56>%" NK92-Zellen einen nachweisbaren protektiven Effekt.



6.3 Ergebnisteil I1I

6.3.1 CellTiter Proliferationstest

Es wurden CellTiter Proliferationstests tiber 24, 48 und 72 Stunden mit jeweils 100.000 NK-Zellen,
isoliert aus dem peripher-venosen Blut gesunder Erwachsener, durchgefihrt (siche
ABBILDUNGEN 19-21). Die Zellen wurden mit MACS-Antikorpern negativ selektiert, gruppiert
und verschiedenen Behandlungen mit 100 Einheiten IL-2/ml sowie 1pug HLA-Gls/ml

Versuchsansatz unterzogen.
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Abbildung 19 CellTiter-Test. mittlere Absorption des 24h CellTiter-Proliferationstest von Blut-NK-Zellen unter
Einfluss von 100 Einheiten I1.-2/ml und 1pg HLA-G1s/ml. Die mittlere Absorption des CellTiter-Tests stellt
semiquantitativ die Proliferationsaktivitit der Zellen dar. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung,. *
signifikant héhere Proliferation als alle anderen getesteten Gruppen (p<0,05). n=6

Die erste Gruppe bestand allein aus NK-Zellen des peripheren Blutes und stellt die Kontrollgruppe
dar. Die zweite Gruppe wurde mit 100 Einheiten I1.-2/ml Versuchsansatz stimuliert. Der dritten
Gruppe wurde neben 100 Einheiten IL-2/ml Versuchsansatz auch noch 1ug HLA-Gls/ml
Versuchsansatz hinzugegeben. Die vierte Gruppe bestand aus NK-Zellen mit 1pg HLA-G1s/ml



Versuchsansatz. In der Messung zum ersten Zeitpunkt (24 Stunden) zeigt sich eine gesteigerte
Proliferationstitigkeit der mit IL-2 behandelten Blut-NK-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Die mit IL-2 und HLA-G1s behandelte Gruppe unterscheidet sich nicht signifikant von der
Kontrollgruppe. Die nur mit HLA-G1s behandelten Blut-NK-Zellen zeigen eine leicht gesteigerte
Proliferationsaktivitit. (siche ABBILDUNG 19)
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Abbildung 20 CellTiter-Test. mittlere Absorption des 48h CellTiter-Proliferationstest von Blut-NK-Zellen unter
Einfluss von 100 Einheiten IL-2/ml und lpg HLA-G1s/ml. Die mittlere Absorption des CellTiter-Tests stellt
semiquantitativ die Proliferationsaktivitit der Zellen dar. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. *
signifikant héhere Proliferation als alle anderen getesteten Gruppen (p<0,05). n=6

Die Proliferationssteigerung durch IL-2 Stimulation (zweite Gruppe) ist nach 48 Stunden im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant ausgeprigt. Die dritte Gruppe zeigt keinen Unterschied
zur Kontrollgruppe, es findet sich keine gesteigerte Proliferation. Dasselbe gilt fiir die, nur mit
HILLA-G1s behandelte Gruppe. Auch hier ist keine gesteigerte Proliferation festzustellen. (siche
ABBILDUNG 20)
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Abbildung 21 CellTiter-Test. mittlere Absorption des 72h CellTiter-Proliferationstest von Blut-NK-Zellen unter
Einfluss von 100 Einheiten IL-2/ml und lpg HLA-G1s/ml. Die mittlere Absorption des CellTiter-Tests stellt
semiquantitativ die Proliferationsaktivitit der Zellen dar. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. *
signifikant héhere Proliferation als alle anderen getesteten Gruppen (p<0,05). n=6

Nach 72 Stunden ist die Proliferation der zweiten Gruppe weiterhin signifikant erhoht, wohingegen

die Werte der ersten, dritten und vierten Gruppe weiterhin stagnieren. (siche ABBILDUNG 21)

Man erkennt zu allen drei Zeitpunkten eine charakteristische Erhéhung der Proliferation der NK-
Zellen in der zweiten Gruppe, der allein mit IL-2 behandelten Gruppe. Die Gruppen drei und vier

zeigen hingegen keine erhohte Proliferationsaktivitit im Vergleich zur Kontrollgruppe.

6.3.2 FACS Analyse CD71, CD25, CD56

Es wurden durchflusszytometerische Untersuchungen durchgefiihrt, die zu den drei Zeitpunkten
24, 48 und 72 Stunden nach Versuchsbeginn die Expression von CD71, CD25 und CD56 durch
Antikérpermarkierung bestimmten. Jeweils 100.000 periphere Blut-NK-Zellen wurden zu den drei

Zeitpunkten mit entsprechenden Antikérpern versetzt und pro Probe mindestens 10.000 Zellen



mit Hilfe des Durchflusszytometers ausgezihlt. Die Reinheit der NK-Zellen wurde zuvor durch
Markierungen der CD3, CD16 und CD45 bestimmt. Die Reinheit der Blut-NK-Zellen (CD3;,
CD16" und CD45") lag bei allen Versuchen jeweils tiber 85%. In der ersten Versuchsreihe wurden
die beiden Antikérpermarkierungen von CD71 und CD25 einander gegentbergestellt. In der

zweiten Versuchsreihe wurden die Markierungen von CD71 und CD56 bestimmt.

Versuchsreihe I CD71/CD25
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Abbildung 22 FACS-Analyse. Mittlerer prozentualer Anteil CD71/CD25 positiver Blut-NK-Zellen nach 24h
Inkubationszeit mit 100 Einheiten IL-2/ml und 1,0ug HLA-Gls/ml. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. ** signifikant hohere Expression des markierten CDs als die anderen Gruppen mit gleicher
Antikérpermarkierung (p<<0,01), * signifikant héhere Expression des matkierten CDs als die anderen Gruppen mit
gleicher Antikérpermarkierung (p<0,05). n=7

Die Blut-NK-Zellen wurden in 4 Gruppen eingeteilt. Die Kontrollgruppe (blau) wurde nicht mit
IL-2 oder HLLA-G1s behandelt. Der zweiten Gruppe (rot) wurden mit 100 Einheiten 11.-2/ml
Versuchsansatz inkubiert, der dritte Gruppe (gelb) wurden neben 100 Einheiten IL-2/ml noch 1ug



HILA-G1s/ml Versuchsansatz hinzugefiigt. Die vierte Gruppe (griin) wurde alleine mit 1pg HLA-
G1s/ml Versuchsansatz behandelt.

Nach 24 Stunden Inkubationszeit ist fur die alleine mit IL-2 behandelte Gruppe ein signifikantes
Ansteigen der CD71 Expression zu bemerken, wohingegen die anderen drei Gruppen sich nicht
signifikant von einander unterscheiden. Auch die CD25 Expression steigt nur bei der allein mit IL-
2 behandelten Gruppe an. Das Verhiltnis von CD71/CD25 steigt dementsprechend auch nur bei
dieser Gruppe an. (siche ABBILDUNG 22)
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Abbildung 23 FACS-Analyse. Mittlerer prozentualer Anteil CD71/CD25 positiver Blut-NK-Zellen nach 48h
Inkubationszeit mit 100 Einheiten IL-2/ml und 1,0ug HLA-Gls/ml. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. ** signifikant hohere Expression des markierten CDs als die anderen Gruppen mit gleicher

Antikérpermarkierung (p<<0,01), * signifikant héhere Expression des markierten CDs als die anderen Gruppen mit
gleicher Antikérpermarkierung (p<<0,05). n=7

Zum zweiten Zeitpunkt der Messung (48 Stunden) ergibt sich das gleiche Bild wie bei der 24
Stundenmessung. Die Expression von CD71 und CD25 steigt nur bei der mit IL.-2 behandelten
Gruppe an, die anderen drei Gruppen exprimieren die CD71 und CD25 in gleichem MaBle. Der
Koeftizient von CD71 und CD25 ergibt jedoch keinen korrelierten Anstieg fiir die alleine mit IL-
2 behandelte Gruppe. (siche ABBILDUNG 23)
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Abbildung 24 FACS-Analyse. Mittlerer prozentualer Anteil CD71/CD25 positiver Blut-NK-Zellen nach 72h
Inkubationszeit mit 100 Einheiten IL-2/ml und 1,0pg HLA-G1s/ml. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. ** signifikant hohere Expression des markierten CDs als die anderen Gruppen mit gleicher
Antikérpermarkierung (p<<0,01). n=7

Die Ergebnisse der ersten beiden Messungen spiegeln sich auch in der dritten Messung wider. Ein
signifikanter Anstieg von CD71 ist nur in der roten Gruppe zu bemerken. Das Ergebnis der CD25-
Markierung ist uneinheitlich und zeigt nur in der reinen NK-Zellgruppe keine Steigerung der CD25

Expression. Das gleiche gilt fiir den CD71/CD25 Koeffizienten. (siche ABBILDUNG 24)

Die erste Versuchsreihe ergab einen positiven Zusammenhang von IL-2 Gabe und CD71
Expression ebenso von IL-2 Gabe und CD25 Expression. HLA-G1s scheint zumindest in den

ersten 48 Stunden inhibitorisch auf die CD71 und CD25 Expression zu wirken.



Versuchsreihe 11 CD71/CD56

Die zweite Versuchsreihe verglich die CD71 und CD56 Expression auf den, tiber 24, 48 oder 72
Stunden mit HLA-G1s und/oder IL-2 inkubierten NK-Zellen. Das Versuchsaufbau glich dem der

ersten Versuchsreihe.
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Abbildung 25 FACS-Analyse. Mittlerer prozentualer Anteil CD71/CD56 positiver Blut-NK-Zellen nach 24h
Inkubationszeit mit 100 Einheiten IL-2/ml und 1,0ug HLA-Gls/ml. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. ** signifikant héhere Expression des markierten CDs als die anderen Gruppen mit gleicher
Antikérpermarkierung (p<<0,01). n=7

Schon zum ersten Messzeitpunkt ist eine signifikante Steigerung der CD56 Expression der nur mit
IL-2 behandelten Gruppe erkenntlich, ebenso kommt es in dieser Gruppe zu einer leicht
gesteigerten CD71 Expression. Dies fiithrt zu einer gesteigerten Korrelation der CD71 und CD56
Expression auf den IL-2 stimulierten Blut-NK-Zellen. Die anderen Gruppen heben sich weder in
der CD71 oder CD56 Exptession, noch in dem CD71/CD56 Koeffizienten von der
Kontrollgruppe ab. (siche ABBILDUNG 25)
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Abbildung 26 FACS-Analyse. Mittlerer prozentualer Anteil CD71/CD56 positiver Blut-NK-Zellen nach 48h
Inkubationszeit mit 100 Einheiten IL-2/ml und 1,0ug HLA-Gls/ml. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. ** signifikant héhere Expression des markierten CDs als die anderen Gruppen mit gleicher
Antikérpermarkierung (p<0,01), * signifikant héhere Expression des markierten CDs als die anderen Gruppen mit
gleicher Antikérpermarkierung (p<0,05). n=7

Nach 48 Stunden Versuchsdauer ist die CD71 und CD56 Expression der 1L-2 stimulierten Zellen
signifikant gegentiber der Kontrollgruppe erhoht. Auch der CD71/CD56 Koeffizient ist leicht
gestiegen. In der mit IL.-2 und HILA-G1s behandelten Gruppe wie auch in der nur mit HLA-G1s
behandelten Gruppe findet sich gleichfalls eine signifikante Erhéhung der CD56 Expression,
jedoch nicht der CD71 Expression, weshalb der CD71/CD56 Koeffizient nicht signifikant erhoht
ist. (siche ABBILDUNG 20)
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Abbildung 27 FACS-Analyse. Mittlerer prozentualer Anteil CD71/CD56 positiver Blut-NK-Zellen nach 72h
Inkubationszeit mit 100 Einheiten IL-2/ml und 1,0pg HLA-G1s/ml. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. ** signifikant hohere Expression des markierten CDs als die anderen Gruppen mit gleicher
Antikérpermarkierung (p<<0,01), * signifikant héhere Expression des markierten CDs als die anderen Gruppen mit
gleicher Antikérpermarkierung (p<0,05). n=7

In der dritten Messung (72 Stunden) bestitigt sich das Ergebnis der Messung nach 48 Stunden. Die
IL-2 stimulierten Zellen exprimieren signifikant mehr CD56 und CD71 als die Kontrollgruppe, der
CD71/CD56 Koeffizient ist nur minimal erhoht. Auch die mit IL-2 und HLA-G1s behandelte
Gruppe und die nur mit HLA-G1s behandelten Gruppe exprimieren signifikant mehr CD56 als
die Kontrollgruppe. Es schligt sich abermals nicht in dem CD71/CD56 Koeffizienten nieder, da
die CD71 Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht gesteigert ist. (siche ABBILDUNG
27)

Zu allen drei Zeitpunkten der Antikérpermarkierung (24, 48 und 72 Stunden) wurde die
signifikante Erh6hung der CD71 Expression unter IL-2 Einfluss und Hemmung unter HLA-G1s

Einfluss bestitigt. Ebenso wurde eine signifikant erh6hte Expression des CD56 unter Einfluss von



IL-2 nachgewiesen. Die Erhohung der CD56 Expression tritt ebenso bei den HLA-Gls
behandelten Gruppen auf, jedoch in geringerem Maf3e als bei den rein IL-2 behandelten Gruppen.



7. Diskussion

7.1 HLLA-G1s in Mutter und Foetus

Das Vorhandensein von HLA-G1s in der Plazenta und dem dazugehérigen Blutkreislauf sowie der
Amnionflissigkeit (Fournel et al., 1999) legt eine Bedeutung fiir die foeto-maternale Grenzschicht
und damit die Entwicklung des Kindes nahe. HLA-G1s konnte ebenso wie HLA-G in die
Regulation des Immunsystems und damit in das Uberleben des implantierten semi-allogenen
Organismus eingebunden sein.

Die im HLA-G1s-ELISA gemessenen Konzentrationen der Plazenta-Kind-Einheiten
untereinander zeigten grosse Unterschiede. Dieses ist nach Rebmann auf die verschiedenen HLLA-
G Allele zurtickzufithren (Rebmann et al., 2001). Triger des haufigsten HLA-G Allel (G*01011)
zeichnen sich durch hohe HLA-G1s Sekretion aus (27ng/ml), wohingegen bei Trigern des HLA-
G Allel (G*01013) nur 66% niedrigere Konzentrationen nachweisbar waren. Desweiteren gibt es
ein ,,Null-Allel“ (HLA-G*0105N), welches ein non-sense-Protein erzeugt. Aufgrund einer
Cytosindeletion im  Nukleotid 1597 des HLA-G*0105N kommt es zu einer
Leserahmenverschiebung des Dreierbasenrhythmus und somit zu einer verdnderten
Aminosaurenabfolge; es resultiert ein Stopcodon am Anfang des Exons 4 (Domine «3) (Ober et
al., 1998). Man konnte annehmen, dass es in diesen Individuen zu manifesten Storungen des
Immunsystems oder der Fertilitit kommt, dies ist jedoch nicht der Fall. 6,14% der spanischen
Bevolkerung (Suarez et al., 1997), 7,4% der schwarzen nordamerikanischen Bevolkerung und 2,3%
der kaukasischen Bevolkerung (van der Ven et al., 1998), hingegen 0% der japanischen Bevolkerung
sind zumindest heterozygot fiir dieses Allel. Ober beschrieb sogar eine Patientin, die homozygot
fir das Allel G*-0105N war und sechs Kinder ohne jegliche Komplikation wiahrend
Schwangerschaft oder Geburt zur Welt brachte. Diese Kinder zeigten auch spiter keinerlei
Immundefizienz oder Autoimmunprozesse (Ober et al., 1998).

Die Existenz von ,Stark-“ und ,,Schwach-Sezernierern® von HLA-G1s koénnte auf die
unterschiedliche Einbindung des HLLA-GT1s in die spezifische Immunregulation jedes einzelnen
Individuums zuriickzufihren sein. HLA-G1s hingt nicht von der Expression des HLA-G1 ab
(Moreau et al., 2002).



7.2 Kritische Betrachtung der eigenen Ergebnisse

7.2.1 Sulforhodamin B Proliferationstest

An der NK-Zellkultur NK92, die sich fast ausschlieBlich aus CD56"" NK-Zellen aufgrund der
langfristigen IL.-2 Stimulation zur Erhaltung der Zellkultur (Caligiuri et al., 1993) zusammensetzt,
wurden zwei verschiedene Proliferationstests und ein Zytotoxizitatstest durchgefiihrt.

Wie aus den Ergebnissen des Sulforhodamin-B-Proliferationstests hervorgeht, proliferieren NK92-
Zellen nur unter IL-2 Einfluss. Ohne IL-2 Behandlung kommt es lediglich zu einer schwachen
Proliferation der NK92-Zellen. Das Vorhandensein von HLLA-G1s ergibt keine Unterschiede in
der Proliferationsaktivitit der verschiedenen Versuchsansitze.

Die Tendenz der Proliferationsaktivitit der NK92-Zellkulturen ist bis zum zweite Messzeitpunkt
(48 Stunden) zunehmend, danach fillt sie jedoch rapide ab. Dieses kann einerseits auf ein
Nachlassen der IL-2 Aktivitit in den IL-2 behandelten Gruppen und andererseits auf die

Qualititsabnahme der nicht gewechselten Nihrstoffmedien aller Gruppen zurtickgefithrt werden.

7.2.2 MTT Proliferationstest

Auch im MTT-Proliferationstest konnten trotz einer héheren Sensitivitit und eines geringeren
systematischen Fehler als im Sulforhodamin-B-Test keine signifikanten Unterschiede in der
Proliferationsaktivitit der CD56""" NK-Zellen bei den verschiedenen HLLA-G1s Konzentrationen
und Kontrollproben festgestellt werden.

Eine basale Proliferation der Proben wurde auch hier festgestellt, jedoch nicht der Abfall der
Proliferationsaktivitit nach 72 Stunden. Dies ist wahrscheinlich auf die um die Halfte reduzierte
Zellanzahl pro Versuchsgruppe und damit den langsameren Ressourcenverbrauch im Vergleich zu

dem Sulforhodamin-B-Proliferationstest zurickzufihren.

7.2.3 51*Cr Zytotoxizitatstest

Wie aus den Ergebnissen hervorgeht, hat die HLA-G1s-Konzentration keinerlei Einfluss auf die
Zytotoxizitit der NK92-Zellen. Es ist bekannt, dass ruhende CD56"™ NK-Zellen stirker
zytotoxisch gegeniiber K562-Zellen wirken als ruhende CD56"" NK-Zellen (Nagler et al., 1989).
Nach Aktivierung mit IL.-2 oder I1.-12 nimmt jedoch die zytotoxische Aktivitit der CD56"" NK-

Zellen stark zu, sodass es zu vergleichbaren Werten mit den CD56" NK-Zellen kommt



(Robertson et al., 1992). Dies schlief3t also einen moglicherweise entscheidenden Unterschied in
der zytotoxischen Aktivitit der CD56"*" NK92-Zellen und den vorwiegend im Blut
vorkommenden CD56%™ NK-Zellen aus.

Nach IL-2 Stimulation kommt es auch zu einer Expression des Natural Cytotoxicity Receptors
NKp44. Dieser Rezeptor scheint eine wichtige Funktion in der IL-2 aktivierten NK-Zell
Zytotoxizitit zu ibernehmen (Vitale et al., 1998). Er vermittelt sein Signal Giber Bindung an ein
ITAM beinhaltendes CD3{ und FceRly Adapterprotein, welches in die Erkennung zahlreicher
Tumorzellen eingebunden ist (Moretta et al.,, 2000). HLA-G1s scheint also auch auf diesen

Rezeptor und dessen Signaltransduktion keinen inhibitorischen Einfluss auszutiben.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass HLA-G1s in verschiedenen Konzentrationen
weder proliferationsinhibitorische noch zytotoxizititsinhibitorische Wirkung auf die Zellen der
NK92-Zelllinie austbt. Dies ist wahrscheinlich auf eine akquirierte Unempfindlichkeit der NK92-
Zellen gegeniiber HLLA-GT1s zurlickzufihren. Der Ausloser konnte eine Verinderung der normalen
Zellfunktion aufgrund der pathologischen Transformation der NK92-Zellen oder die bekannte
CD56""Selektion unter der I1.-2 Behandlung in NK-Zellkulturen sein (Caligiuti et al., 1993).

7.2.4 Celltiter 96 Proliferationstest

HLA-G1s zeigt in den verschiedenen Konzentrationen (0,2ug/ml-2,0pg/ml) eine signifikante
proliferationsinhibitorische  Wirkung auf periphere Blut-NK-Zellen. Selbst der starke
Proliferationsaktivator I.-2 kann unter HLLA-G1s Einfluss keine erhohte Proliferationstitigkeit
hervorrufen.

Die optische Dichte aller Gruppen nimmt bis 72 Stunden nach Versuchsanfang zu, dies ist
wahrscheinlich auf eine Adaptation der nativen Zellen an die optimalen Kulturbedingungen

zuruckzufihren.

7.2.5 FACS Analyse des Vorkommens von CD71, CD25 und CD56

Zur durchflusszytometrischen Analyse der Proliferation der Blut-NK-Zellen unter Einfluss HLA-
G1s wurden proliferationstypische Cluster of differentiation (CD) der NK-Zellen ausgewibhlt.
CD71 ist der Transferrin Rezeptor, der ubiquitir auf proliferierenden Zellen vorkommt.

Transferrin  versorgt proliferierende Zellen mit bendtigtem FEisen, die Dichte des



Transferrinrezeptors auf der Zelloberfliche lasst sich in Korrelation mit der Proliferationsrate der
Zellen setzen (Kawabata et al., 2001)

CD25 ist die IL-2Ra Kette des 1L.-2 Rezeptors. 1L-2 ist ein Thl. Zytokin und wird von den NK-
Zellen zur Proliferation benotigt. NK-Zellerhaltungskulturen werden wie beschrieben mit 1L-2
versetzt, um die Proliferationstitigkeit aufrechtzuerhalten.

CD56 ist auch als N-CAM bekannt. Es ist das urspringlich nur auf neuronalen Zellen
nachgewiesenes Neuronal-Cell Adhesion Molecule, kommt aber auch auf den NK-Zellen vor. Es
dient hier als Differenzierungsmerkmal der CD56 NK-Zellen, die, wie vorher beschrieben,

unterschiedliche Rezeptorexpressionen aufzeigen.

Unter Einfluss von IL-2 stiegen die Expressionen von CD71, CD25 und CD56 signifikant an. Dies
spricht fiir eine Stimulation der Proliferation und Differenzierung durch IL-2.
Unter Zugabe von HLA-GT1s stiegen die Expressionen von CD71, CD25 und CD56 jedoch nicht

an. Das heil3t HLA-G1s wirkt proliferations- und differenzierungshemmend.

7.3 Interpretation der Ergebnisse anhand publizierter Studien

7.3.1 NK-Zell Immunoglobulin Rezeptoren

Aus der Familie der KIR kommt einzig KIR2ZDLA nur auf NK-Zellen vor, dartiiber hinaus
interagiert KIR2ZDI.4 als einziger KIR mit der MHC-Klasse Ib. Dies lisst eine besondere Funktion
des KIR2DL4 vermuten. Ponte schrinkte das Auftreten des KIR2DI4 in einem viel diskutierten
Artikel noch weiter ein und wies ihn nur auf CD56"" NK-Zellen der Plazenta nach (Ponte et al.,
1999). KIR2DIL4 wurde als inhibitorischer Rezeptor klassifiziert, was unsere Versuche anhand der
Proliferationsinhibition durch HLA.G1s bestitigen. Neuere Versuche zeigen, dass es bei einer
Rezeptoraktivierung durch HLA-G sowie HLLA-G1s zu einer erh6hten IFN-y Produktion kommt,
ohne eine lytische Aktivitit der NK-Zelle zu induzieren (Rajagopalan et al., 2001). IFN-y ist ein
Typ II Interferon, welches von T-Lymphozyten und NK-Zellen exprimiert wird. Es liegt auf
Chromosom 12 (12q24) kodiert vor und hemmt phasenunspezifisch die Zellteilung; dies geschieht
wahrscheinlich tber die Forderung der Zelldifferenzierung. Es interagiert mit verschiedenen
Wachstumsfaktoren und férdert die Endothelentwicklung, zusitzlich fihrt es zur Induktion von
Immunglobulin- und IL-2-Rezeptorbildung. Es ist umstritten, ob dadurch eine Toleranz dem semi-
allogenen Foetus gegenuber entwickelt wird; vielleicht ermdglicht IFN-y eine bessere

Vaskularisation der Implantationsstelle (Ashkar et al., 2000).



7.3.2 Rezeptoren der Immunoglobulin Superfamilie

Imunoglobulinlike Transcripts (ILT), auch Leukocyte Immunoglobulinlike Receptors (LIR)
genannt, liegen nahe der KIR Region auf Chromosom 19 und reprisentieren ebenfalls
inhibitorische Rezeptoren. Das auf NK-Zellen exprimierte ILT-2 (LIR-1), welches mit einem
breiten Spektrum von MHC-Klasse Ia reagiert, erkennt ebenso HLA-G (Cosman et al., 1997). Die
Erkennung resultiert in einem inhibitorischen Signal fir die NK-Zelle. Dies ist ein weiterer Hinweis
auf das immunregulatorische Zusammenwirken von HLA-G und NK-Zellen (Navarro et al., 1999).

Die Ergebnisse unserer Versuche kénnten ein Beweis auf die vermutete Erkennung von HLA-G1s

durch die ILT (LIR) sein.

7.3.3 NKG2A Rezeptoren

Der inhibitorische CD94/NKG2A Rezeptor erkennt weder HLA-G noch HLA-G1s direkt,
sondern das MHC-Klasse Ib HLA-E (Braud et al., 1998). HLA-E wiederum bindet Leaderpeptide
der MHC-Klasse Ia, sowie von HLA-G und HLA-G1s. Das HLA-E Molekil kann nur an die
Zelloberfliche transportiert werden, wenn es die passenden Signalsequenzen der MHC-Klasse 1
Molekile gebunden hat. Daraus ergibt sich ein sensitiver Mechanismus, der die regelrechte
Biosynthese der HLLA-Klasse I Molekiile tiberwacht. Die Biosynthese der HLLA-Klasse I Molekiile
kann leicht durch Infektion oder Mutation der Zelle gestort werden (Borrego et al., 1998). Die
Diskriminationsfiahigkeit des CD94/NKG2 Rezeptor beztglich der verschiedenen Peptide, die an
HILA-E gebunden sein kénnen, ist noch nicht niher beschrieben worden.

KIRs und CD94/NKG2-Rezeptoren decken nur pattiell das gleiche Spektrum von MHC-Klasse I
Molekiilen ab, so dass man von einer komplementiren Aufgabenteilung der Uberwachung von
Biosynthese und Expression der meisten HLLA-Klasse I Molekiile ausgehen kann (Lopez-Botet et
al., 2000). In beiden Rezeptorsystemen ist die jeweilige Bindungsaffinitit des inhibitorischen
Rezeptors (CD94/NKG2A) hoher als die des aktivierenden Rezeptors (CD94/NKG2C). Dies
stellt die Dominanz des inhibitorischen Signals sicher (Vales-Gomez et al.,, 1999). Dennoch
exprimieren NK-Zellen nur in den seltensten Fillen aktivierende und inhibierende Isoformen,
welche exakt die gleichen MHC-Klasse I Allele erkennen kénnen (Uhrberg et al., 1997). NK-Zellen
exprimieren neben einem aktivierenden Rezeptor auch noch einen spezifischen inhibierenden

Rezeptor fir ein anderes MHC-Klasse I Allel. Dieses ldsst bei Bindung mit dem passenden MHC



Allel die Inhibition iiberwiegen. So kann der aktivierende Rezeptor sein Potential nur ausschopfen,
wenn der inhibierende Rezeptor kein Allel erkennt und somit kein inhibitorisches Signal induziert.
Virus-infizierte oder transformierte Zellen vermindern oftmals ihre HLA-A und HLA-B
Expression bei erhaltener HLA-C und HLA-E Expression, wodurch es bei der Erkennung durch
NK-Zellen zu einem zytotoxischen Signal in diesen kommt (Marincola et al., 1994). Somit ergibt
sich eine wichtige Uberwachungsfunktion der NK-Zellen bei Minderung oder Verlust der MHC-
Klasse I Expression der Zellen (Bakker et al., 2000).

Aktivierende Rezeptoren konnen also in Gegenspieler inhibitorischer MHC-Klasse I Molekiile und
in Rezeptoren fir induzierbare, nicht der MHC-Klasse zugehérige Molekile auf Zielzellen ohne

inhibitorische Gegenspieler unterschieden werden.

7.3.4 Sonderfall NKG2D Rezeptor und sein Ligand MIC

Die MHC-Klasse I Chain-Related Antigene (MIC) ahneln den MHC-Klasse I Molekiilen in
Genomaufbau und Proteinaufbau sehr. Sie sind aber Liganden des aktivierenden NKG2D
Rezeptors. Durch Hitze-Schock-Versuche mit MIC-exprimierenden Epithelzelllinien stellte Groh
fest, dass MICA und MICB, ebenso wie MHC-Klasse Ib Molekiile unter Kontrolle eines Heat-
Shock-Elements stehen (Groh et al., 1996). Eine Infektion mit Cytomegalieviren (CMV) erhoht
die Expression der MIC in diesen Epithelzelllinien ebenso (Groh et al., 2001). Eine hohe MICA
und MICB Expression wurde aber auch auf verschiedenen Epithelzelltumoren, sowie auf Blasten
der akuten myeloischen Leukidmie nachgewiesen (Pende et al., 2001). All dies spricht fir eine die
Immunabwehr induzierende MIC-Expression durch zelluliren Stress, virale Infektionen oder
neoplastische Transformationen, die die Immunabwehr induziert. MIC ruft also trotz hoher
Ahnlichkeit mit HLA-G und HLLA-G1s eine dem HLA-G entgegengesetzte Antwort hervor. Dies

wirft weitere Fragen auf.

7.4 Die Rolle des HLLA-G1s wihrend Schwangerschaft

HILA-G1s wird in der unreifen Plazenta von Trophoblasten und villosen Mesenchymzellen, welche
die Eigenschaft von Makrophagen besitzen, produziert. Plazentare Fibroblasten produzieren kein
HILA-GTs, es ist auch nicht gelungen, die HLA-G1s-Produktion zu induzieren. Wahrscheinlich
induzieren Trophoblastzellen die HLA-G1s Expression der Plazentamakrophagen (Chu et al.,
1998). Diese Ergebnisse werden durch Untersuchungen der villésen Zytotrophoblastzellen von

Solier gestiitzt, die sowohl HLLA-G1s als auch HILA-G2s in der Kultur nachweisen konnten. Das



von den Zytotrophoblastzellen exprimierte HLA-G1s triggerte die Apoptose in aktivierten CD8"
T-Lymphozyten. HLA-G1s schutzt somit wahrscheinlich die kindlichen Chorionzotten, die von
mitterlichem Blut und den dazugehorigen CD8" T-Lymphozyten umspilt werden (Solier et al.,
2002) (Contini et al., 2003). Emmer wies bei Patientinnen mit wiederholten frihgeburtlichen
Schwangerschaften eine erhéhte CD56 und CD16 Expression auf plazentaren NK-Zellen bei
erniedrigter HLLA-G Expression der fetalen Trophoblasten nach (Emmer et al., 2002). Die
Expression von HLA-G1s scheint eine Bedingung der Implantation der Blastozyste in den Uterus
zu sein, Schwangere mit Frithaborten zeigten eine signifikante Verminderung der HLA-G1s
Serumkonzentration im Vergleich zu Schwangeren mit intakter Schwangerschaft. Besonders
Frauen mit priovulatorisch niedrigen HLA-G1s Spiegeln scheinen hiufiger einen Frithabort nach
IVF zu etleiden (Pfeiffer et al., 2000). Fuzzi bestatigt diese Ergebnisse und nennt die Expression
von MHC-Klasse Ib Molekilen eine nétige, aber nicht umfassende Voraussetzung fur die
Entwicklung einer Schwangerschaft. Dies steht im Widerspruch zu der von Ober beschriebenen
»Nullallel HLA-G*0105N* Schwangerschaft (Ober et al., 1998). Ein Konsens kénnte in der
unterschiedlichen Bedeutung der Funktion des HLA-G1 des individual-spezifischen Immunsytems
liegen (Fuzzi et al., 2002), sowie der abnehmenden Bedeutung des HLA-G1s mit zunehmender
Schwangerschaftsdauer und der Plazentaausreifung (Solier et al., 2001).

Neben den vorher genannten komplikationslosen ,,Nullallel HLA-G*0105N*“ Schwangerschaften
sind auch ,,Nullallel-Schwangerschaften® fir den KIR2DI4-Rezeptor beschrieben worden. Sie
verlaufen ebenfalls komplikationslos (Gomez-Lozano et al., 2003), was von einer hohen

Anpassungsfihigkeit des Immunsystems zumindest wahrend der Schwangerschaft zeugt.

7.5 Die Rolle des HLLA-G1s in pathophysiologischen Vorgingen

HILA-G und HLA-GT1s scheinen ebenfalls in Tumoren eine wichtige immunologische Rolle zu
tbernehmen. Moreau stellt einen Zusammenhang zwischen Demethylierungen in der
Tumorgenese und MHC-Klasse Ib Expression her (Moreau et al., 2003). Durch Methylierung der
Promotorregion des MHC-Klasse Ib Genoms ist eine Transkription des Bereiches nicht méglich.
Durch Demethylierung wird diese Blockade jedoch aufgehoben und die Expression des
immunsuppressiven HLA-G erfolgt. Die Demethylierung kann durch Tumorgenese, Entziindung
oder allogene Reaktionen hervorgerufen werden. In der Umgebung der meisten Tumoren, die eine
verinderte MHC Expression aufweisen, finden sich lokal hohe Ansammlungen von
immunkompetenten Zellen, die jedoch von MHC-Klasse Ib Molekiilen inhibiert werden kénnen.

Seliger bestitigt den Einfluss von HLA-G und HLA-G1s auf die Balance der aktivierenden und



inhibierenden Signale der immunkompetenten Zellen. Dies hat Auswirkungen auf die Effektivitit
der Immunantwort und somit auf die Tumorprogression. (Seliger et al., 2003). Carosella sieht eine
gewebsprotektive Aufgabe der MHC-Klasse Ib Molekiile bei Entziindungen (Carosella et al., 2001).
Ugurel untersuchte das Blutserum von Melanompatienten auf die HLA-G1s-Konzentration und
fand um das Zweifach erhohte Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es zeigte sich eine
Korrelation des Erkrankungsstadiums und der Tumorausbreitung mit der  HLA-Gls
Serumkonzentration. Jedoch hing die gemessene HLA-G1s Konzentration nicht mit der Dauer der
riickfallsfreien Zeit oder der Uberlebenszeit zusammen (Ugurel et al.,, 2001). Menier fiihrte
Untersuchungen an MICA und HLA-G/HLA-G1s exprimierenden Melanomzelllinien durch.
MICA stimuliert die NK-Zellen iiber den NKG2D-Rezeptor, wohingegen HLA-G1s die NK-
Zellen tber den ILT2-Rezeptor inhibiert. Die Inhibition tberwiegt, so dass es zu keiner
zytotoxischen Aktivitit der NK-Zellen kommt. (Menier et al., 2002). HLA-G1s wird ebenso in
Gliomen gefunden, schon wenige HLA-G1s positive Zellen rufen eine signifikante Inhibition der
umgebenden immunkompetenten Zellen hervor (Wiendl et al., 2002). In Mammacarcinombiopsien
werden hohe Konzentrationen von MHC-Klasse Ib Molekiilen gefunden, sie sind in der Nihe von
Immunzellinfiltraten am hochsten (Lefebvre et al., 2002). Drenou beschrieb HLA-G Expressionen
in  Non-Hodgkin-Lymphomen, die mit der Transformation der Tumorzellen zeitlich
zusammenhingen. Dies macht einen direkten Einfluss der MHC-Klasse Ib in der Lymphomgenese
wahrscheinlich. (Drenou et al., 2002).

Auch wurde eine erhohte Expression von HLA-G auf Monozyten von HIV-1 positiven Patienten
festgestellt, die Bedeutung und méglicher Einsatz der Entdeckung zur HIV-Bekimpfung ist aber
noch nicht klar (Lozano et al., 2002).



8. Schlussfolgerungen

Die MHC-Klasse I b Molekiile und hiervon ganz besonders HLA-G und HLLA-G1s stellen auch
weiterhin ein interessantes und wichtiges Ziel immunologischer Forschung dar.

HILA-G1s, dessen physiologische Funktionen erst teilweise geklart sind, moduliert das
Immunsystem des Menschen und scheint von wichtiger Bedeutung an der foeto-maternalem
Grenzschicht zu sein. Es inhibiert die Expression des Proliferationsmarker CD71, des
Aktivierungsmarkers CD25 sowie des Differenzierungsmarkers CD56 und fihrt zur Hemmung
der Proliferation und Zytotoxizitit aktivierter NK-Zellen. In CD8+ T-Lymphozyten induziert es
ein apoptotisches Signal. Durch diese Einflisse auf angreifende immunkompetente Zellen der
Mutter schiitzt HLA-G1s das semiallogene Schwangerschaftsprodukt vor dem maternalen
Immunsystem (Solier et al., 2002). Die Infertilitit einiger Paare kénnte auf Unstimmigkeiten in der
Immunmodulation durch HLA-G1s am Implantationsort der Blastozyste zurlickzuftihren sein. Da
die Funktion der NK-Zellen in der Dezidua sehr vielfiltig ist, konnten Einfliisse auf ihre Regulation
verschiedenartige Stérungen der Invasion und Plazentation zur Folge haben, durch welche
Schwangerschaftsprobleme ausgelost werden kénnten.

HILA-G1s wird auch von verschiedenen Tumoren (Melanome und Gliome zum Beispiel)
exprimiert, die so die Erkennung und Bekimpfung durch das Immunsystem inhibieren (Ugurel et
al., 2001) (Wiendl et al., 2002).

Die Rolle des HLA-G sowie HLA-Gls im Rahmen der HI-Infektion gilt es noch weiter
aufzukliren. Monozyten von HIV-infizierten Patienten zeigen eine ungewohnliche Expression von
HLA-G (Lozano et al, 2002). HLA-G1s konnte sich mittelfristig bei einigen der genannten

Situationen als diagnostischer Marker bewihren und auch einen Ansatz fiir neue Therapien liefern.
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