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Zur funktionellen Bedeutung des löslichen Ober-
flächen-Antigens HLA-G in der Blastozystenkultur

der Assistierten Reproduktion
H. Juch, G. Dohr

Die HLA-Expression in menschlichen Keimzellen und in präimplantativen menschlichen Entwicklungsstadien beschäftigt die Wissenschaft nun
seit beinahe 20 Jahren. Dieses Thema wurde immer wieder kontrovers diskutiert. Die Entdeckung von HLA-G, einem untypischen Vertreter der
HLA-Klasse-1-Moleküle, und insbesondere angebliche Funde von löslichen HLA-G-Formen im Kulturüberstand menschlicher Furchungsstadien,
haben diese Debatte wieder belebt. Die HLA-G-Expression wurde sogar als Voraussetzung für die Einnistung der Blastozyste angesehen. Allerdings
konnten diese HLA-G-Funde von einer zweiten Arbeitsgruppe nicht bestätigt werden, daher ist die Frage nach der möglichen Bedeutung einer
HLA-G-Produktion humaner Präimplantationsstadien noch immer offen und eine mögliche Verwendung von löslichem HLA-G als biochemischer
Blastozystenparameter steht nach wie vor im Raum. Dieser Artikel beschäftigt sich mit der Darstellung des aktuellen Disputs und versucht, dessen
Hintergründe und Ursachen zu beleuchten.

Schlüsselwörter: Blastozystenkultur, lösliches HLA-G, Qualitätsparameter, IVF

Discussion on the Functional Significance of Soluble HLA-G for Human Blastocyst Culture. HLA expression in human germ cells and in human
embryos has been a topic in the scientific community for about 20 years now, and has always been discussed controversially. Recently, HLA-G, a
nonclassical HLA molecule, was suggested to play an important role in human implantation. In 2002, soluble forms of HLA-G (sHLA-G) were
detected in culture supernatant of human embryos by Fuzzi et al. and appeared to be possible markers for the assessment of embryo quality in the
IVF-lab. These findings however, were soon refuted by Van Lierop et al., describing human blastocyst culture supernatant to be devoid of sHLA-G.
The history of this dispute and possible technical reasons for the contradictions are discussed in this review. J Reproduktionsmed Endokrinol 2004;
1 (3): 165–70.
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HLA-G wurde vor ungefähr 15 Jahren erstmals be-
schrieben und beschäftigt seither die Immunologen,

insbesondere die Reproduktionsimmunologen.
Als Vertreter der sogenannten „nicht klassischen HLA-

Klasse-1-Moleküle“ besitzt dieses Glykoprotein (wie auch
die „klassischen HLA-Klasse-1-Glykoproteine“ HLA-A,
HLA-B, und HLA-C) prinzipiell eine „schwere Aminosäu-
renkette“, gegliedert in drei extrazelluläre Proteindomä-
nen (alpha 1, 2, 3), eine Transmembrandomäne zur Ver-
ankerung des Moleküls in der Plasmamembran der Zelle
sowie eine (im Vergleich zu klassischen HLA-Klasse-1-
Molekülen verkürzte) intrazelluläre Domäne. Nicht
kovalent an diese „schwere Kette“ gebunden findet man
das beta-2-Mikroglobulin (die sog. „leichte Kette“) und
ein kleines Peptidstück aus dem Proteinstoffwechsel der
Zelle (Abb. 1). Die tatsächliche Bedeutung dieses HLA-
G-Moleküls ist nach wie vor nicht bekannt – ein Um-
stand, der nach gut 15 Jahren intensiver Forschung doch
ein wenig verwunderlich ist [1]. Wie von Bainbridge
et al. eindrucksvoll dargestellt, wurden in den letzten
Jahren einige Hypothesen zur Funktion dieses unge-
wöhnlichen HLA-Klasse-1-Moleküls aufgestellt. Als wirk-
lich gesichert gilt jedoch nur, daß HLA-G weniger poly-
morph ist als HLA-A, -B, und -C, und daß dieses Glyko-
protein in erster Linie von einer bestimmten Tropho-
blastpopulation in der Plazenta exprimiert wird, nämlich
vom extravillösen Zytotrophoblasten [2, 3].

Diese extravillösen Zytotrophoblastzellen dringen be-
sonders tief in die Gebärmutterschleimhaut ein und sind
dort am Umbau der Spiralarterien beteiligt. Darüber hin-
aus kann man das HLA-G-Protein nur noch an bestimm-
ten Epithelzellen im Thymus [4] eindeutig nachweisen.
Die Expression von HLA-G bei Tumoren, die nicht tro-

phoblastartig differenziert sind, sowie bei verschiedenen
entzündlichen Erkrankungen, ist hingegen nach wie vor
umstritten [5].

Mit In-vitro-Versuchen konnte inzwischen gezeigt
werden, daß HLA-G, ähnlich wie HLA-A, -B, und -C, von
Natürlichen Killer-Zellen (NK-Zellen) erkannt wird, es
also mit Oberflächenmolekülen dieser unspezifischen
Abwehrzellen reagieren kann [6, 7]. Solche Interaktio-

Abbildung 1: HLA-Klasse-1 Zelloberflächenantigen. Grob schematische
Darstellung eines HLA-Klasse-1-Moleküls mit den verschiedenen Ab-
schnitten der „schweren Kette“ (alpha 1-, 2-, 3- sowie Transmembran-
und Zytoplasmadomäne) und der assoziierten „leichten Kette“ (beta-2-
Mikroglobulin). Wichtig für die Funktion des Moleküls ist die Peptid-
Bindungstasche, die hauptsächlich von alpha-1- und alpha-2-Domäne
gebildet wird. Damit werden den Abwehrzellen zelleigene und
zellfremde Proteinbruchstücke (z. B. Virusproteine im Falle einer Infek-
tion der Zelle) präsentiert.
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nen können die zytotoxische Aktivität von NK-Zellen
hemmen.

Daraus wurde abgeleitet, daß HLA-G den extravillö-
sen Zytotrophoblastzellen möglicherweise als Schutz vor
mütterlichen NK-Zellen dienen könnte, die während der
Schwangerschaft in großer Zahl in der Gebärmutter-
schleimhaut vorhanden sind.

HLA-G wurde zunächst mit einem speziellen Antikör-
per auch auf kindlichen Endothelzellen in der Plazenta
beobachtet [8], allerdings stellte sich danach heraus, daß
die Spezifität dieses Antikörpers eher fragwürdig ist, mittler-
weile ist dieser Antikörper auch nicht mehr für Kontroll-
untersuchungen erhältlich.

Dennoch sind diese „Funde“ noch immer Anlaß für
Spekulationen über mögliche HLA-G-Funktionen in der
Angiogenese. Ähnliche technische Probleme führten
auch zur Vermutung, HLA-G könnte auf Makrophagen
vorhanden sein [9]. Diese Beobachtung konnte zwar spä-
ter ebenfalls widerlegt werden [10], trotzdem stößt man
immer wieder auf diese Behauptung. Diese beiden Bei-
spiele für vermeintliche HLA-G-Funde sollen verdeutli-
chen, daß die technischen Details solcher Studien (vor
allem die Frage der Antikörperspezifität) ganz besonderer
Aufmerksamkeit bedürfen, speziell dann, wenn sehr
schwach exprimierte Moleküle wie HLA-G untersucht
werden und die Untersuchungsmethoden daher sehr
nahe am Detektionslimit arbeiten.

Fest steht inzwischen aber, daß HLA-G die Funktion
der Peptidpräsentation an der Zelloberfläche erfüllen
kann [11]. Das ist auch die Hauptaufgabe der klassischen
HLA-Klasse-1-Moleküle und besonders wichtig für die
Funktion der spezifischen Immunabwehr. Neuere Unter-
suchungen zur Auswirkung der verkürzten Zytoplasma-
domäne von HLA-G zeigten, daß HLA-G eine etwas an-
dere intrazelluläre „Verarbeitung“ erfährt als HLA-A, -B
und -C [12]. Deshalb sind neue Hinweise auf mögliche
besondere Funktionen von HLA-G vielleicht in dessen
besonderer intrazellulärer Verarbeitung zu suchen.

Ein weiteres ungelöstes Rätsel ist die Regulation der
HLA-G-Expression. Sie scheint anders abzulaufen als bei
den klassischen HLA-Klasse-1-Antigenen, HLA-A, -B und
-C, die auf allen kernhaltigen Körperzellen, mit Ausnah-
me der Ei- und Samenzellen, vorhanden sind [13, 14].

Lösliches (solubles) HLA-G

Besondere Aufmerksamkeit haben in letzter Zeit die so-
genannten löslichen Isoformen von HLA-G erfahren. Es
handelt sich dabei um Moleküle, die nicht (mehr) in der
Zellmembran verankert sind, und daher frei in der extra-
zellulären Flüssigkeit „umherschwimmen“. Prinzipiell
gibt es drei verschiedene Wege, auf welchen membran-
gebundene Zelloberflächenmoleküle in die extrazel-
luläre Flüssigkeit freigesetzt werden können. Eine Mög-
lichkeit der Entstehung von solublen Molekülen ist das
thermodynamisch bedingte „Abbrechen“ der extrazellu-
lären Domänen von der Transmembran-Domäne (engl.
„shedding“). Außerdem wurden Enzyme beschrieben,
die extrazelluläre Proteinanteile abspalten [15]. Eine dritte
Möglichkeit für Zellen, soluble Varianten von Membran-
molekülen herzustellen, ist das „alternative RNA-Splei-
ßen“. Es handelt sich dabei um einen molekularbiolo-
gischen Prozeß im Zellkern, bei dem durch Heraus-
schneiden von verschieden langen RNA-Stücken aus der
primären Genabschrift auch verkürzte messenger-RNAs
(mRNAs) entstehen, die dann, wenn sie im Zytoplasma in
Protein übersetzt werden, verkürzte Protein-Isoformen
zur Folge haben. Wenn dabei die Transmembrandomäne
verloren geht, bzw. „herausgespleißt“ wird, entsteht eine
primär lösliche Proteinvariante ohne Möglichkeit zur
Membranverankerung [16].

Durch alternatives Spleißen sollen vom HLA-G-Gen
sieben verschiedene Protein-Isoformen entstehen. Drei
davon, und das wäre eine Spezialität von HLA-G [17],
sollen primär deshalb löslich sein, weil durch einen
„Spleißfehler“ normal herauszuschneidende RNA-Ab-
schnitte („Introns“) in der mRNA verbleiben. Bei der
Übersetzung dieser (längeren!) mRNA in Protein führen
„Stop-Codons“ in diesen Introns zu einem vorzeitigen
Übersetzungsstop und somit zum Verlust der Membran-
verankerungsdomäne (Abb. 2).

Diese speziellen löslichen Isoformen HLA-G5, HLA-
G6 und HLA-G7 sind bislang nicht auf Proteinebene,
sondern nur auf mRNA-Ebene eindeutig in vivo identifi-
ziert worden [18]. Da ihnen prinzipiell eine Transmen-
brandomäne fehlt, sie also von der Zelle primär als lösli-
ches oder solubles Molekül intendiert wären, sprechen

Abbildung 2: HLA-G-Isoformen.
Schema der verschiedenen vor-
geschlagenen HLA-G Isofor-
men, welche auf mRNA-Ebene
charakterisiert wurden und
durch alternatives Spleißen ent-
stehen, als mRNA und als (mög-
liches) resultierendes Protein.
Wichtig dabei ist die Hypothe-
se zur Entstehung der löslichen
Isoformen: durch Nichtheraus-
spleißen von Intron-4 entsteht
eine längere mRNA, die jedoch
ein Stopsignal vor den für die
Transmembrandomäne kodie-
renden Abschnitt enthält. Da-
durch werden die Transmem-
bran- und die Zytoplasmadomä-
 ne nicht mehr in Protein über-
setzt. Es wird jedoch ein kleines
Stück vom Intron-4 in Protein
überschrieben, dieses Stück un-
terscheidet die beiden Isoformen
HLA-G5 und -G6 auch quali-
tativ von allen anderen Isofor-
men und deren Fragmenten.
Eine ähnliche Situation finden
wir für HLA-G7 und Intron-2
postuliert. Mod. nach [17].
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manche Autoren im Zusammenhang mit HLA-G5, -G6
und -G7 auch von den „aktiv sezernierten“ löslichen
Molekülen. Dahinter steht die Überlegung, daß diesen
Molekülen wahrscheinlich eine besondere physiologi-
sche Bedeutung zukommen könnte, wenn die Zelle sie
bereits gezielt als soluble Moleküle herstellt.

HLA-G und humane Präimplantationsstadien

Im „European Journal of Immunology“ wurde von Fuzzi
et al. eine Studie veröffentlicht, die einen direkten Zu-
sammenhang zwischen der Sekretion von HLA-G durch
menschliche Furchungsstadien vom Tag 3 nach Befruch-
tung und deren Fähigkeit zur Einnistung in die Gebär-
mutterschleimhaut beschreibt [19]. In Reaktion auf diese
Studie wurde von einem Durchbruch in der HLA-G-De-
batte gesprochen [20] und eine weitere Funktion für das
HLA-G-Molekül postuliert: HLA-G könnte bei der Adhä-
sion der Blastozyste am Epithel der Gebärmutter-
schleimhaut eine Rolle spielen und daher eine Vorausset-
zung für die Implantation sein.

Tatsächlich ist die Diskussion über den Beginn der
HLA-Expression in der menschlichen Entwicklung inzwi-
schen schon über einen längeren Zeitraum im Gange.
Nachdem bei ersten Untersuchungen von Dohr et al.
1987 über die HLA-Expression an humanen Keimzellen
und in der Folge an polyploiden, also defekten, nicht
weiter entwicklungsfähigen menschlichen Präimplan-
tationsstadien keine HLA-Moleküle nachgewiesen wer-
den konnten [21], tauchten einige Zeit später Hinweise
auf eine mögliche HLA-G-Expression bei intakten, über-
zähligen humanen Blastozysten von IVF-Patienten auf
[22]. Da die Regulation der HLA-G-Expression offenbar
anders erfolgt als die der anderen HLA-Moleküle, wäre es
durchaus möglich, daß zwar keine klassischen HLAs,
wohl aber das nichtklassische HLA-G schon sehr früh in
der Embryonalentwicklung produziert wird.

Es muß an dieser Stelle erwähnt werden, daß bei den
frühen Studien von Dohr / Desoye et al. ein Antikörper
verwendet wurde, der zwar nicht HLA-G-spezifisch war,
jedoch neben HLA-A, -B und -C auch HLA-G erkannt
hat. Es wurde nach den ersten Hinweisen auf eine doch
mögliche HLA-G-Expression daran gedacht, diese als
möglichen Viabilitätsparameter einzusetzen [23]. Diese
ersten Überlegungen zu einem möglichen diagnosti-
schen Einsatz von HLA-G wurden 3 Jahre später durch
eine Studie relativiert, die auf mRNA-Ebene keine HLA-
G-Expression bei humanen Präimplantationsembryonen
feststellen konnte [24]. Nachfolgend wurden allerdings
Artikel veröffentlicht, die doch von einer HLA-G-mRNA-
Expression bei über 40 % der untersuchten humanen
Furchungsstadien vom Tag 3 berichten [25].

Zusammenfassend wäre also festzuhalten, daß es
Widersprüche in bezug auf die Auffindbarkeit von HLA-
G-mRNA bei humanen Präimplantationsstadien gibt. Dies
könnte eventuell auf eine unterschiedlich eingesetzte
molekularbiologische Technologie zurückzuführen sein.
Diese Tatsache hat allerdings zur Folge, daß auch die
HLA-G-Proteinexpression bei frühen menschlichen
Entwicklungsstadien noch nicht als gesichertes Faktum
angesehen werden kann. Problematisch ist darüber hin-
aus, daß vor allem Experimente mit vitalen humanen
Präimplantationsstadien heute für uns nicht nachvoll-
ziehbar sind, da es sich dabei um sogenannte „verbrau-
chende Embryonenforschung“ handelt, bei der menschli-
che Keime mit immunhistochemischen und molekular-
biologischen Methoden untersucht und dabei zerstört
werden.

Lösliches HLA-G als Qualitätsparameter
für die Blastozystenkultur?

Verbrauchende Embryonenforschung zur Frage der HLA-
G-Expression zu betreiben, ist für viele völlig zu Recht
auch insofern nicht akzeptabel, als auf Basis einer Unter-
suchungsmethode, die unweigerlich zur Zerstörung des
Keimes führt, keine brauchbare Anwendung für die assi-
stierte Reproduktion (z. B. zur Blastozysten-Qualitätsbe-
stimmung) entwickelt werden kann. Es muß also ein
„nicht-invasiver“ Ansatz gewählt werden, um eine brauch-
bare Anwendung zu etablieren. Dafür bietet sich das so-
luble HLA-G an. Dieses könnte im Blastozystenkultur-
überstand nachgewiesen werden, ohne dabei die Blasto-
zyste zu beeinträchtigen.

Das Auffinden löslicher HLA-G-Moleküle im Kultur-
überstand humaner Keime wäre also theoretisch für die
assistierte Reproduktion von möglicher praktischer Rele-
vanz. Sollte sich zeigen lassen, daß diese Expression von
löslichem HLA-G positiv mit der Implantationswahr-
scheinlichkeit der sezernierenden Präimplantationssta-
dien korreliert, wäre ein ELISA-Testverfahren zur Bestim-
mung von löslichem HLA-G im Blastozystenkulturüber-
stand vielleicht ein routinemäßig einsetzbarer Vitalitäts-
test für IVF-Blastozysten.

Ein früher Hinweis auf diese interessante diagnosti-
sche Möglichkeit stammt aus dem Jahr 1999 [26]. In der
darauffolgenden, brisanten Studie aus dem Jahr 2002, die
zu dem Schluß kommt, daß eine HLA-G-Expression des
Furchungsstadiums sogar eine Voraussetzung für dessen
Einnistung in die Gebärmutterschleimhaut ist, wurde in
den positiv getesteten Kulturüberständen zwischen 1,4
und 30 ng/ml HLA-G gemessen. Während in der Gruppe
der HLA-G-positiven Tag-3-Furchungsstadien eine Schwan-
gerschaftsrate von 24 % pro Transfer erreicht wurde, führ-
te kein Transfer eines Furchungsstadiums aus der HLA-G-
negativen Gruppe zu einer nachweisbaren Implantation.
Leider konnte in dieser Studie nicht der unmittelbare Zu-
sammenhang der HLA-G-Sekretion eines einzelnen Tag-
3-Keimes mit dessen individueller Implantationswahr-
scheinlichkeit hergestellt werden, da die Keime in Grup-
pen von 1–4 pro Kulturschale kultiviert wurden, und sich
so nur ein statistischer Zusammenhang herstellen ließ.

Problematischer als dieser Umstand ist jedoch die Tat-
sache, daß diese HLA-G-Funde von einer anderen For-
schungsgruppe nicht bestätigt wurden [27]. Diese Grup-
pe setzte andere Antikörper ein und entwickelte ebenfalls
einen spezifischen Test für HLA-G mit gleichem Detek-
tionslimit (1 ng HLA-G/ml). Ihre Studie beschreibt, daß
kein HLA-G im Kulturmedium humaner Präimplan-
tationsstadien zu finden ist.

Interessant sind hier sicher die Parallelen zur Grund-
satzdiskussion um die Expression von HLA-G auf Protein-
und mRNA-Ebene bei frühen menschlichen Entwick-
lungsstadien. Die Gruppe um Fuzzi findet HLA-G, die
Gruppe um Van Lierop findet kein HLA-G. Es stellt sich
die Frage, wie sich dieser Widerspruch erklären läßt, zu-
mal es sich dabei um ein Thema mit möglicher klinischer
Bedeutung handelt. Um diesem Problem näher zu kom-
men, empfiehlt sich die Auseinandersetzung mit den sehr
komplexen technischen Details dieser Studien.

Diskussion der ELISA-Testsysteme
für lösliches HLA-G

Bei der ersten Studie von Menicucci et al. wurde tech-
nisch so vorgegangen, daß Kulturüberstand von Zygoten
und Furchungsstadien bis Tag 3 parallel mit zwei ELISA-
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Systemen analysiert wurde. Eines dieser Systeme war auf-
grund der verwendeten Antikörper-Kombination in der
Lage, HLA-Klasse-1-Moleküle mit Ausnahme von HLA-G
zu detektieren, währen das zweite System alle HLA-Klas-
se-1-Moleküle inklusive HLA-G messen konnte. Ein posi-
tives Meßergebnis mit dem HLA-G inkludierenden
System, bei negativem Meßresultat mit dem HLA-G-
„blinden“ System, wurde als HLA-G-Expression interpre-
tiert (Abb. 3A). Wichtig ist dabei anzumerken, daß in die-
ser Untersuchung kein HLA-G-spezifischer Antikörper
verwendet wurde. Es wurde außerdem nicht gezeigt, daß
die Sensitivität der beiden verwendeten Testsysteme für
klassische HLA-Klasse-1-Moleküle exakt gleich hoch
war, daher kann die Existenz von solublem HLA-G in den
getesteten Überständen dieser Studie eigentlich nicht als
bewiesen angesehen werden. Es fehlt der Beweis, daß
das HLA-G-erkennende ELISA-System nicht einfach all-
gemein sensitiver für klassische HLA-Klasse-1-Moleküle
war. Verunreinigungen der Probe mit klassischen HLA-
Klasse-1-Molekülen aus Serum oder Seminalflüssigkeit
hätten so vom HLA-G-miterkennenden System noch be-
merkt werden können, während das zweite „HLA-G-
blinde“ (weniger sensitive?) System diese nicht mehr
hätte detektieren können.

Der Signalunterschied, der zwischen den beiden Test-
systemen entstand und als Vorhandensein von löslichem
HLA-G interpretiert wurde, könnte auch allein durch das
Vorhandensein klassischer HLA-Klasse-1-Moleküle er-
klärt werden. Diese methodischen Probleme wurden
dann teilweise beseitigt, für die neue Studie, die einen
direkten Zusammenhang von HLA-G-Sekretion und Implan-
tationsfähigkeit humaner Präimplantationsstadien be-
schreibt [19], wurde ein HLA-G spezifischeres, aus der
Literatur bekanntes [28] Testsystem angewendet. Der
Vorteil dieses Testsystems gegenüber dem zuvor disku-
tierten Ansatz war der Einsatz zumindest eines HLA-G-
spezifischen Antikörpers – und zwar zum „Herausfischen“
der löslichen HLA-G-Moleküle aus der zu untersuchen-
den Flüssigkeit (Abb. 3B). Darauffolgend wurde das her-
ausgefangene HLA-G allerdings von einem zweiten Anti-
körper detektiert, der wieder alle HLA-Klasse-1-Moleküle

(inklusive HLA-G) erkennen konnte. Immerhin könnte
jetzt argumentiert werden, daß bei diesem Assay nur
HLA-G-Moleküle gefangen wurden, die dann detektiert
werden konnten. Die Schwierigkeit dabei ist allerdings,
daß Antikörper zwar teilweise eine sehr hohe, aber nie
hundertprozentige Spezifität für ein Molekül haben. Es ist
daher nicht auszuschließen, daß durch eine geringe
Unspezifität dieses einen HLA-G-„Fang-Antikörpers“
(v. a. durch Kreuzreaktionen mit den sehr ähnlichen klas-
sischen HLA-Klasse-1-Molekülen!) versehentlich doch
ein paar klassische HLA-Klasse-1-Moleküle gebunden
wurden.

Der Einsatz des nicht HLA-G-spezifischen Detek-
tionssystems könnte in diesem Fall auch zu falsch positi-
ven Resultaten geführt haben.

Die Spezifität ergibt sich bei einem Fangantikörper-
ELISA aus der Kombination der beiden verwendeten
Antikörperspezifitäten. In der Studie von Fuzzi et al. wurde
jedoch die HLA-G-Spezifität nur vom Fangantikörper
vermittelt, während Van Lierop et al. für ihre Studie zwei
HLA-G spezifische Antikörper benutzten (Abb. 3C), wenn
auch das Detektionssystem, wie sie selbst beschreiben,
nicht absolut HLA-G-spezifisch war.

Der erste mögliche Ansatzpunkt zur Klärung der
widersprüchlichen Ergebnisse der HLA-G-Messungen im
Kulturüberstand menschlicher Präimplantationsstadien
wäre also der Umstand, daß mit unterschiedlich spezifi-
schen Tests gearbeitet wurde. Der unspezifischere der
beiden Tests war positiv, der spezifischere negativ. Da
Fuzzi et al. keine originalen ELISA-Daten publiziert
haben und deshalb die begleitenden Negativ- und Posi-
tivkontrollen nicht beurteilbar sind, besteht die Möglich-
keit, daß es sich bei den positiven Daten der italienischen
Studie eventuell um falsch-positive Reaktionen des Test-
systems handelt (eventuell durch Kreuzreaktion mit klas-
sischen HLA-Klasse-1-Molekülen). Aus eigenen Untersu-
chungen wissen wir, daß es bei dem von Fuzzi et al. ver-
wendeten Testsystem zu Hintergrundsignalen kommen
kann, die nur durch entsprechende Kontrolluntersu-
chungen als solche erkannt werden. Eine weitere mögli-
che Erklärung für die unterschiedlichen Resultate wäre,
daß es verschiedene Isoformen von HLA-G geben soll
(Abb. 2), und daher verschiedene mögliche lösliche For-
men dieser Isoformen. Es könnte nun sein, daß Fuzzi et
al. mit ihrem Test lösliche Varianten miterfaßten, die vom
Van Lierop’schen System nicht erkannt wurden. Dagegen
spricht aber, daß Fuzzi et al., bedingt durch deren Anti-
körperwahl, ohnehin nur zwei der mindestens sieben
theoretisch möglichen löslichen Formen detektieren
konnten. Diese zwei (abgespaltetes, solubles HLA-G1
und HLA-G5) waren auch im wesentlichen jene, welche
Van Lierop et al. mit ihrer Antikörperkombination gemes-
sen haben.

Andererseits wäre es möglich, daß Van Lierop et al.
ihre Testempfindlichkeit zu hoch eingeschätzt haben. Sie
hätten sich dann allerdings um mehr als Faktor 10 täu-
schen müssen, um gar kein positives Signal zu bekom-
men. Möglicherweise ist aber auch die soluble HLA-G-
Menge im Kulturüberstand der Furchungsstadien von
Fuzzi et al. zu hoch geschätzt worden, sodaß mit ihrem
Test in niedrigeren Konzentrationsbereichen gemessen
wurde als angegeben.

Die Quantifizierung eines ELISA-Systems ist nämlich
besonders dann eine diffizile Aufgabe, wenn die Test-
systeme (wie im vorliegenden Fall) nur intakte, korrekt
gefaltete und mit beta-2-Mikroglobulin assoziierte HLA-
G-Moleküle erkennen können. Da die genaue Menge
dieser intakten solublen HLA-G1-/-G5-Moleküle in den

Abbildung 3: sHLA-G-Fangantikörper-ELISA-Aufbau. Die drei mögli-
chen Fangantikörper-ELISA-Systeme zur Detektion von HLA-G sche-
matisch: Während im Ansatz A alle HLA-Klasse-1-Moleküle inklusive
HLA-G detektierbar sind, man also nicht von einer HLA-G-Spezifität
sprechen kann, ist Ansatz B spezifisch, da zumindest ein HLA-G-spezi-
fischer Fangantikörper verwendet wird. Das spezifischste System (C)
verwendet zwei HLA-G-spezifische Antikörper und bringt daher die
zuverlässigsten Positivsignale. Die beiden in einem solchen „Sandwich“-
ELISA verwendeten Antikörper müssen grundsätzlich an unterschiedli-
chen Stellen am HLA-G-Molekül binden. Diese Bindungsstellen müs-
sen auch räumlich weit genug voneinander entfernt sein, damit sich
die Antikörper nicht gegenseitig behindern.
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zur Testquantifizierung verwendeten Standardlösungen
nicht analysiert wurde (mehr Gesamtprotein als intaktes
HLA-G1/-G5?), könnten fälschlich hohe HLA-G-Mengen
in den Kulturmedien angegeben worden sein.

Einen wichtigen Nachteil haben indes beide Testver-
fahren: sie sind beide nicht in der Lage, alle möglichen
Varianten des löslichen HLA-Gs zu erkennen. Bis heute
ist nicht klar, welche lösliche Isoform hauptsächlich pro-
duziert wird (manche Autoren behaupten, die hauptsäch-
lich im Serum von Schwangeren vorkommende HLA-G-
Isoform wäre HLA-G6 [29]). Ein ELISA-System, welches
tatsächlich die Gesamtmenge an löslichem HLA-G er-
kennen könnte, wäre daher ein ganz wesentliches Hilfs-
mittel, um eine mögliche Bedeutung von löslichem HLA-
G für die Blastozystenkultur endgültig zu beurteilen.

Resultate unserer eigenen Voruntersuchungen

Wir haben versucht, ein Testsystem zu entwickeln, wel-
ches lösliche Fragmente aller HLA-G-Isoformen erkennt.
Dies ist durch die Verwendung von Fang- und Detek-
tionsantikörpern gelungen, welche beide hochspezifisch
an die alpha-1-Domäne von HLA-G binden. Diese
Proteindomäne ist bei allen theoretischen HLA-G-Isofor-
men vorhanden (Abb. 2). Erste Voruntersuchungen mit
unserem System (Abb. 3C) haben gezeigt, daß zumindest
die Mengenangaben für HLA-G im Blastozystenkultur-
medium von Fuzzi et al. zu hinterfragen sind. Wir konn-
ten bisher im gepoolten Kulturüberstand mehrerer, ein-
zeln kultivierter Blastozysten kein lösliches HLA-G mes-
sen. Da wir alle HLA-G-Isoformen und Bruchstücke mit-
erfaßt haben und dabei eine sehr ähnliche Sensitivität
wie die beiden publizierten Testsysteme erreichen konn-
ten, würden diese Resultate eher die Befunde von Van
Lierop et al. weiter untermauern. In einem derzeit laufen-
den Projekt versuchen wir, dieser Frage mit einem ver-
besserten und damit deutlich sensitiveren ELISA-Test
weiter nachzugehen, um sie im Rahmen einer größer an-
gelegten Studie eindeutig zu beantworten.

Ausblick

Sollte sich zeigen lassen, daß eine HLA-G-Expression bei
einzelnen Präimplantationsstadien im Kulturmedium
nachweisbar ist, und sollten sich die Hinweise auf eine
bessere Implantationsrate bei solchen HLA-G-sezernie-
renden Furchungsstadien und Blastozysten tatsächlich
verdichten, könnte die HLA-G-Bestimmung vielleicht
wirklich bald routinemäßig im IVF-Labor eingesetzt wer-
den. Die HLA-Sekretion per se wäre dann ein zusätzli-
cher, biochemischer Qualitätsparameter für die humane
Blastozyste und könnte die verschiedenen, zur Zeit ver-
wendeten morphologischen Parameter ergänzen. Bevor
man jedoch diese Technologie tatsächlich in der Routine
anwenden kann, wird sowohl die Testzuverlässigkeit als
auch die wirkliche prognostische Aussagekraft einer
HLA-G-Sekretion in einer großen Studie zu prüfen sein.
Egal, wie man zur Frage des Status der frühen Form
menschlichen Lebens steht – auch wenn man humanen
präimplantativen Embryonen nur eine abgestuft geringe-
re Schutzwürdigkeit attestiert als späteren, implantierten
Entwicklungsstadien oder dem geborenen Menschen –,
man wird sich bei der ethisch zweifellos bedeutenden
Entscheidung, welcher Keim eine Weiterentwicklungs-
chance bekommt, trotzdem auf möglichst zuverlässige
Informationen stützen wollen.

Wenn nachweisbar sein sollte, daß sich HLA-G-
negative Blastozysten ebenfalls einnisten können, müs-
sen wir uns ernsthaft fragen, mit welchem Recht wir dann
eine fakultative Eigenschaft wie die HLA-G-Sekretion
zu einem Kriterium für die Chance auf Leben machen
können.
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