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HLA-G POSITIVE/NEGATIVE CHORION-
KARZINOMZELLEN MODULIEREN DIE
ZYTOKINPRODUKTION DER CD56**
DEZIDUALEN LYMPHOZYTEN

Summary

Cytokines are basically immun-
response modulators that can be
secreted by all immunocompetent
cells. They are thought to play an
important role for the communi-
cation between the mother and the
developing fetus at the feto-maternal
interface. While some cytokines are
considered to be beneficial for the
success of pregnancy, other cyto-
kines seem to be harmful to the
developing feto-placental unit. The
regulation of the cytokine secretion
in the human decidua is still poorly
understood. In this work, we exam-
ined how MHC | positive/negative
choriocarcinoma cells affect the
production of TNF-a, IFN-y, IL-10,
IL-4 and GM-CSF by decidual
CD56* cells (LGL) and by LGL-
depleted decidual cells (WASH) in
cocultures. Decidual tissue was
obtained by legal therapeutic abor-
tions. CD 56** LGL were separated
from the remaining decidual cells in

ZUSAMMENFASSUNG

Zytokine sind Stoffe, die fiir die Regu-
lation der Immunantwort von grofser
Bedeutung sind und von allen im-
munkompetenten Zellen sezerniert
werden konnen. Sie spielen eine
wichtige Rolle an der ,feto-materna-
len Grenzzone” fiir die Kommunika-
tion zwischen Mutter und sich ent-
wickelndem Fetus. Man nimmt an,
daR bestimmte Zytokine eher forder-
lich fir die Entwicklung der Schwan-
gerschaft sind, wohingegen andere
eher schadlich sind. Die Regulation
der Zytokinsekretion in der Dezidua
wird nach wie vor kaum verstanden.
In der vorliegenden Arbeit unter-
suchten wir, ob Chorionkarzinomzel-
len mit unterschiedlicher MHC Klas-
se I-Expression die Sekretion
verschiedener Zytokine durch dezi-
duale CD56** large granular lympho-
cytes (LGL) sowie LGL-freie Dezidua

a magnetic cell separator. Then
isolated decidual cells were cocul-
tured with the choriocarcinoma
celllines JEG-3 (MHC class I positi-
ve) and JAR (MHC class | negative),
respectively. The cytokines in the
cell culture supernatant were mea-
sured by ELISA. Differences bet-
ween the groups were analyzed for
significance by Wilcoxons test. We
found a significant increase of IL-10
in LGL/JEG-3 and of TNF-a in LGL/
JAR cocultures compared to isolated
LGL. There was a significant increase
of IL-10 and of TNF-a and a signifi-
cant decrease of GM-CSF in WASH
cocultures with both JEG-3 and JAR.
IFN-y was only found in 3/11 cases
of LGL/JAR cocultures. No IL-4 was
found in any experiment. In con-
clusion, we found that MHC class |
positive/negative choriocarcinoma
modulate the cytokine production
of decidual LGL in different ways.

(WASH) beeinflussen. CD56* LGL
wurden mittels eines Magnetzellse-
parators von den restlichen dezidua-
len Zellen getrennt. Danach wurden
die isolierten dezidualen Zellen mit
MHC Klasse I-positiven JEG-3 oder
MHC Klasse I-negativen JAR Cho-
rionkarzinomzellen co-kultiviert. Die
Zytokine im Uberstand wurden mit-
tels eines ELISA bestimmt. Die statisti-
sche Auswertung erfolgte mit Hilfe
des Wilcoxon-Tests. Wir fanden ei-
nen signifikanten Anstieg der IL-10-
Sekretion in LGL/JEG-3 und einen
signifikanten Anstieg der TNF-a-Pro-
duktion in LGL/JAR-Co-Kulturen im
Vergleich zu isolierten LGL. In Co-
Kulturen von sowohl JEG-3 als auch
JAR mit WASH fanden wir einen si-
gnifikanten Anstieg der IL-10 und der
TNF-a-Produktion und einen signifi-
kanten Abfall der GM-CSF-Produkti-
on. IFN-y konnte nur in 3 von 11
Versuchsansatzen JAR/LGL nachge-
wiesen werden. IL-4 konnte in kei-
nem Experiment nachgewiesen wer-

den. Zusammenfassend fanden wir,
dall MHC Klasse I-positive Cho-
rionkar zinomzellen die Zytokinpro-
duktion von dezidualen LGL in un-
terschiedlicher Weise beeinflussen.

EINLEITUNG

Die sogenannte ,fetomaternale
Grenzzone” steht im Mittelpunkt der
derzeitigen Bemthungen um Klarung
der immunologischen Vorgange in
der Frihschwangerschaft. Dort trifft
die fetoplazentare Einheit (FPE), deren
antigene Struktur teilweise vom Vater
stammt und somit dem muitterlichen
Immunsystem fremd ist, auf mater-
nale immunkompetente Zellen.
Trotzdem tiberlebt sie dort im allge-
meinen ohne Anzeichen einer Absto-
Rungsreaktion fiir etwa 9 Monate.
Das Wachstum der FPE ist ein Vor-
gang, der sehr exakter Kontrolle be-
darf. Einerseits muf8 ein gentigend
tiefes Einwachsen der Trophoblasten
in die Spiralarterien moglich sein,
um die wachsende FPE zu erndhren,
anderseits soll ein zu tiefes invasives
Wachstum verhindert werden. Zu
geringe Invasion ist moglicherweise
mitbeteiligt an der Enstehung von
Gestosen und Aborten, wohingegen
zu tiefe Invasion zur Placenta accreta
bzw. percreta fiihren kann.

Neben direktem Zell-Zell-Kontakt
sind viele verschiedene Stoffe wie
Zytokine, Prostaglandine, Hormone
und schwangerschaftsassoziierte
Proteine an der Kontrolle der feto-
maternalen Grenzzone und damit
der Kommunikation zwischen Mutter
und sich entwickelndem Fotus betei-
ligt. Zytokine sind Botenstoffe, die von
Zellen wie Makrophagen, T-Zellen
und natiirlichen Killerzellen (NK-
Zellen) produziert werden und wich-
tig fuir die Koordination der Immun-
antwort sind.

Die Dezidua des ersten Trimenons

enthalt verschiedene lymphoide Zel-
len. Die haufigsten davon sind soge-
nannte ,large granular lymphocytes”
(LGL), die erstmals 1954 von Hamperl
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als ,Kornchenzellen” beschrieben
wurden (ca. 80% der Gesamtleuko-
zytenpopulation der Dezidua) [1].
Von ihren Oberflichenmarkern (CD3
negativ, CD16 negativ, CD56 positiv)
dhneln sie den sogenannten nattirli-
chen Killerzellen (NK-Zellen) im
peripheren Blut [2, 3]. Allerdings sind
die meisten NK-Zellen im peripheren
Blut CD16 positiv. Die genaue Auf-
gabe der uterinen LGL ist bisher nicht
bekannt. Eine mogliche Rolle in der
Frihschwangerschaft konnte die
Kontrolle der Zytotrophoblast-
invasion, die hauptsachlich in den
ersten 18 Schwangerschaftswochen
erfolgt, in das Plazentabett sein [4].
Dieser Aufgabe konnten sie als zyto-
toxische Zellen oder durch die Pro-
duktion spezifischer Zytokine nach-
kommen.

CD4-positive T-Helferzellen kénnen
sich in zwei verschiedene Subgrup-
pen (Th1 und Th2) differenzieren,
die sich durch das Muster der jeweils
sezernierten Zytokine unterscheiden.
T-Helferzellen, die Zytokine aus bei-
den Gruppen sezernieren, werden als
ThO-Zellen bezeichnet. Verschiedene
Zytokine sind schon auf ihre Bedeu-
tung fur den Erfolg einer Schwanger-
schaft untersucht worden. Von den
in dieser Arbeit untersuchten Zytoki-
nen zdhlen Tumornekrosefaktor a
(TNF-a) und Interferon-y (IFN-y) zu
den Th1-Zytokinen. Wahrend TNF-a
die Trophoblastenmotilitit hemmen
kann und somit moglicherweise fiir
die Kontrolle der Trophoblasteninva-
sion von Bedeutung ist [5], ist IFN-y
dafiir bekannt, daR es auf verschiede-
nen Zellen die Expression von Major
Histocompatibility Complex (MHC)
Klasse I- und MHC Klasse ll-Molekdi-
len verstarkt. Es konnte gezeigt werde,
dal’ uterine LGL mRNA von TNF-a
und IFN-y produzieren kénnen [6].

Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-
10 (IL-10) werden zu den Th2-Zyto-
kinen gerechnet. IL-4 kann die Wir-
kung von IFN-y abschwé&chen und
somit einen Th1-Th2-Shift bewirken.
IL-10 hat vor allem immunsuppressive
Eigenschaften. Man nimmt an, daf

IL-10 von besonderer Bedeutung fiir
den Erhalt der Schwangerschaft ist [7].
Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF) wird
ebenfalls als schwangerschaftsforder-
lich angesehen. Es konnte gezeigt
werden, daf die Applikation von
GM-CSF bei Mausen mit hohem
Risiko fiir Spontanaborte die Abort-
rate senkt [8]. Sowohl uterine Leuko-
zyten als auch Trophoblastzellen
konnen GM-CSF sezernieren [9].

Derzeit nimmt man an, dalt Th1-
Zytokine wie z. B. TNF-a und IFN-y
eher die plazentare Entwicklung
hemmen, wahrend Th2-Zytokine wie
IL-4, IL-6 und IL-10 einen positiven
EinfluR auf das Wachstum der Pla-
zenta haben sollen. Die erfolgreiche
Schwangerschaft als sogenanntes
Th2-Phanomen wurde erstmals 1993
von Tom Wegmann als Hypothese
formuliert [10]. Dieses Paradigma ist
im Mausmodell gut etabliert, beim
Menschen hingegen zunehmend
umstritten [11, 12]. In der vorliegen-
den Arbeit wéhlten wir die humanen
Chorionkarzinomzellinien JEG-3 und
JAR als ein etabliertes Modell fiir
invasive Trophoblasten, da nach wie
vor die Isolierung und Kultivierung
invasiver Trophoblasten ein grofRes
Problem darstellt. JEG-3 exprimieren
an ihrer Oberfliche die MHC Klasse I-
Antigene HLA-C und HLA-G, wohin-
gegen JAR MHC Klasse I-negativ
sind [13]. HLA-C ist ein klassisches
MHC Klasse I-Molekil mit starkem
Polymorphismus. Es konnte gezeigt
werden, daR HLA-C mit einem killer
inhibitory receptor (KIR) auf NK-Zellen
reagieren kann und somit die Lyse
der Zelle verhindern kann [14].
HLA-G stellt ein atypisches MHC
Klasse I-Molekiil dar, das sich durch
begrenzten Polymorphismus aus-
zeichnet. Auller im Thymus wird
HLA-G hauptsachlich auf extravillosen
Trophoblastzellen exprimiert, die in
direktem Kontakt mit maternalen
immunkompetenten Zellen, also
hauptsachlich LGL, sind [15]. Die
Rolle, die HLA-G fiir die Immuntole-
ranz der FPE spielt, ist immer noch
unklar. Es gibt Hinweise dafur, daf8

die Expression von HLA-G Tropho-
blasten vor NK-Zell-vermittelter Lyse
schiitzen kann [16]. Aullerdem
konnte gezeigt werden, dalt HLA-G-
Expression auf Lymphomzellinien die
Zytokinproduktion von co-kultivier-
ten Monozyten modulieren kann.

In dieser Arbeit wurde die Zytokin-
expression von isolierten dezidualen
CD-56** LGL-Zellen sowie von CD-
56**-freiem Deziduagewebe gemes-
sen und mit der von Co-Kulturen
dieser Zellen mit den Chorionkarzi-
nomzellinien JEG-3 bzw. JAR vergli-
chen. Als Zytokine wurden aus der
Th1-Gruppe TNF-a, IFN-y und
GM-CSF, aus der Th2-Gruppe IL-4
und IL-10 ausgewahlt.

IMIATERIAL UND METHODEN

Deziduagewebsproben und
Einzelzellisolation

Die Untersuchungen wurden von der
Ethikkommision der medizinischen
Fakultat der Universitdt Wiirzburg
genehmigt.

Das deziduale Material (Decidua
basalis und parietalis) wurde durch
Saugkdirettage von 11 schwangeren
Frauen mit sonographisch gesicherter,
intakter, intrauteriner Schwanger-
schaft (7.—11. Woche) nach vorausge-
gangener Beratung gemal Paragraph
19 des Schwangerschaftskonflikts-
gesetzes gewonnen. Das Gewebe
wurde in phosphate-buffered saline
(PBS) fur die nachfolgende Zellisola-
tion aufbewahrt. Zuerst wurden die
Gewebsproben von nichtdezidualem
Gewebe gereinigt und zweimal in PBS
gewaschen. Das Gewebe wurden
dann in Fragmente von etwa 1 mm?
Grolie zerteilt und 20 Minuten unter
leichtem Ratteln bei 37°C mit 200
U/ml Hyaluronidase (Sigma, Deisen-
hofen, Deutschland), 1 mg/ml Kolla-
genase (Sigma), 0,2 mg/ml DNase
(Sigma) und 1 mg/ml bovinem Serum-
albumin (Sigma) inkubiert. Die
gewonnene Zellsuspension wurde



dann durch ein steriles Edelstahlsieb
(Netzgrofen 50 pm) gefiltert und
anschliefend mit PBS gewaschen.
Mononukleére Zellen wurden mittels
Dichtegradientenzentrifugation abge-
trennt. Zur weiteren Isolation von
LGL wurden CD56**-Zellen mit ma-
gnetbeladenen Anti-CD56-Antikor-
pern markiert und in einer Magnet-
zellseparatorsdule (Milteny, Bergisch
Gladbach, Deutschland) aus dem
Deziduazellgemisch isoliert. Die
Reanalyse nach Isolation mit einem
FACScan-Durchflulzytometriegerét
(Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) ergab eine Reinheit der
CD56**-Zellen von >95 % (Abb. 1A).
Bei der von CD56**-gereinigten Zell-
fraktion (WASH) waren in der FACS-
Analyse < 2% CD56**-Zellen nach-
weisbar (Abb. 1B).

Abbildung 1: DurchfluBzytometrische
Analyse der Reinheit der isolierten
dezidualen Zellen. (A) In der LGL-Frak-
tion sind mehr als 95% der Zellen
CD56-positiv. (B) Wenigerals 5% der
Zellen der WASH-Fraktion sind CD56-
positiv.
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Co-Kulturexperimente und Messung
der Zytokinkonzentrationen

JEG-3 und JAR-Zellen (American Type
Culture Collection, Rockville, MD)
wurden in AIMV-Medium (Gibco)
kultiviert. Fiir Co-Kulturversuche
wurden 10° Zellen pro Well in 24
Wellplatten ausgesat und 6 Stunden
inkubiert, um einen semikonfluenten
Zellrasen zu erhalten. Danach wur-
den die Chorionkarzinomzellinien
mit 60 Gray bestrahlt. Diese wurden
dann mit 5 x 10° dezidualen Zellen
uberschichtet. Fiir jede Deziduaprobe
wurden 6 Experimente durchgefihrt.
Die von CD56**-Zellen gereinigten
Deziduazellen (WASH) sowie die
aufgereinigten CD56**-Zellen wurden
jeweils mit JEG-3 bzw. JAR in einem
Gesamtvolumen von 1 ml Medium
fur 48 h bei 37°C und 5% CO, kulti-
viert. Als Kontrolle diente Medium
alleine. Danach wurde der Zelliiber-
stand zentrifugiert und bei -80°C
eingefroren. Die Konzentrationen
von TNF-a, IFN-y, GM-CSF und IL-
10 wurden in jeder Probe zweimal
mittels ELISA (Quantikine, R&D Sy-
stems, Wiesbaden, Deutschland)
ermittelt.

Statistische Auswertung

Da die gemessenen Zytokinkonzen-
trationen innerhalb des Patientenkol-
lektivs nicht normalverteilt waren
(berechnet mit Shapiro-Wilkins-Test),
wurde die Signifikanzanalyse mittels
des zweiseitigen Wilcoxon-Test (p <
0,05) durchgeftihrt.

FRGEBNISSE

Die Ergebnisse der Versuche fur die
Zytokine TNF-a, IL-10 und GM-CSF
sind in Abbildung 2 zusammengefalt.

TNF-a konnte weder im Uberstand
von JEG-3- noch von JAR-Zellen
nachgewiesen werden. Isolierte
CD56++ LGL produzierten im Median
70 pg/ml, WASH im Median 299
pg/ml TNF-a. Bei Co-Inkubation von
WASH mit JEG-3 bzw. JAR ergab sich

eine signifikante Erhéhung der TNF-a-
Produktion im Vergleich zu WASH
alleine. Bei Co-Kultur von LGL mit
JEG-3-Zellen konnte keine signifikan-
te Anderung der TNF-a-Konzentrati-
on gegeniiber LGL-Zellen alleine
gemessen werden, allerdings produ-
zierten Co-Kulturen von LGL/JAR
signifikant (p < 0,05) mehr TNF-a als
LGL alleine.

IFN-y konnte lediglich in 3 Fallen bei
Co-Inkubation von LGL/JAR-Zellen

nachgewiesen werden (mittlere Kon-
zentration 14 pg/ml). In allen anderen

Abbildung 2; Effekt der Chorionkarzinom-
zellinien JEG-3 und JAR auf die Pro-
duktion der Zytokine TNF-a (A), IL-10
(B) und GM-CSF (C) durch deziduale
LGL und WASH. Sterne zeigen stati-
stische Signifikanz zwischen Kontrolle
(LGL oder WASH) und Co-Kultur (LGL
beziehungsweise WASH mit JEG-3
beziehungsweise JAR). Verglichen wird
der prozentuale Anteil der Mediane
der Zytokinproduktion der Co-Kultu-
ren mit dem entsprechenden Median
der Zytokinproduktion der isolierten
dezidualen Zellen (entspricht 100 %).
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Co- und Einzelkulturen konnte es
nicht nachgewiesen werden.

Wihrend IL-10 nicht im Medium von
reinen JEG-3 oder JAR-Zellen nach-
gewiesen werden konnte, fanden
sich im Uberstand von WASH im
Median 267 pg/ml und im Uberstand
von isolierten CD56** Zellen 44,5
pg/ml. Die Co-Kultur von WASH mit
JEG-3 oder JAR-Zellen ergab eine
signifikante Zunahme der IL-10-Kon-
zentration. Die Co-Inkubation von
LGL/JEG-3-Zellen ergab einen signifi-
kanten Anstieg an IL-10 im Vergleich
zu LGL alleine (p < 0,05).

GM-CSF fand sich nicht im Uberstand
von reinen JEG-3- oder JAR-Zellkul-
turen. WASH produzierten im Median
371 pg/ml und LGL im Median 256
pg/ml. JEG-3 und JAR reduzierten in
Co-Kultur mit WASH signifikant die
GM-CSF-Konzentration. Co-Kulturen
von LGL mit JEG-3 oder JAR zeigten
keine signifikante Anderung der GM-
CSF-Produktion im Vergleich zu LGL
alleine.

IL-4 konnte in keinem der Versuchs-
ansatze nachgewiesen werden.

DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde der
Einflu der Expression von MHC
Klasse I-Antigenen auf Chorionkarzi-
nomzellinien, die als Modell fiir in-
vasive fetale Trophoblasten dienen,
auf die Zytokinproduktion isolierter
dezidualer Zellen untersucht. Nach
wie vor stellt die Isolation und Kulti-
vierung von extravillosen, invasiven
Trophoblastzellen ein ungel6stes
Problem dar. Die Chorionkarzinom-
zellinien JEG-3 (MHC Klasse I-posi-
tiv) und JAR (MHC Klasse I-negativ)
sind trotz ihres unterschiedlichen
Ursprungs ein gebrduchliches Modell
fur invasive Trophoblasten. In Co-
Kulturen von JEG-3 und JAR-Cho-
rionkarzinomzellinien mit isolierten
dezidualen LGL sowie LGL-freien
Deziduazellen untersuchten wir die

Produktion der Zytokine TNF-q,
IFN-y, IL-4, IL-10 und GM-CSF. Wir
fanden einen signifikanten Anstieg
der IL-10 Produktion von LGL in
Co-Kulturen mit JEG-3-Chorionkarzi-
nomzellen und von TNF-a in Co-
Kulturen mit JAR-Zellen. Im Gegen-
satz dazu erhohten Co-Kulturen mit
sowohl JEG-3 als auch JAR-Zellen
signifikant die IL-10 und die TNF-a-
Produktion von LGL-freien Dezidua-
zellen. Bemerkenswerterweise wurde
nur die GM-CSF-Produktion von
LGL-freien Deziduazellen durch Co-
Kulturen mit Chorionkarzinomzellen
signifikant beeinfluBt. DaR die in
unserer Arbeit verwendeten Chorion-
karzinomzellinien auch einen Teil
zur Zytokinproduktion in den Co-
Kulturansdtzen beitragen, kann nicht
mit letzter Sicherheit ausgeschlossen
werden. Allerdings konnte im Zell-
tiberstand der isolierten Chorionkar-
zinomzellen keines der untersuchten
Zytokine nachgewiesen werden,
auBerdem wurden die Zellen vor den
Co-Kulturexperimenten bestrahlt.

Es besteht immer noch Unklarheit,
welche Rolle uterine LGL fiir die
Immunregulation der Schwanger-
schaft spielen. Eine Moglichkeit ist,
daR sie als nattrliche Killerzellen
gegen infiltrierende fetale Tropho-
blastzellen aktiv sind. Allerdings
zeigten in vitro-Experimente, dafd
deziduale LGL wesentlich weniger
zytotoxisch sind als LGL des periphe-
ren Blutes. Nur nach [L-2-Stimulation
konnen fetale Trophoblastzellen
durch deziduale LGL lysiert werden
[17]. Die Expression von HLA-G auf
Trophoblastzellen ist ein mogliches
Signal, um die Lyse durch deziduale
LGL zu verhindern. Diese Hypothese
wird dadurch unterstiitzt, dal® alle
NK-Zellen den ,killer inhibitor recep-
tor” (KIR) KIR2DL4 exprimieren, der
ein Rezeptor fur HLA-G ist [18].
Allerdings haben neuere Studien
gezeigt, dal® sowohl JEG-3 als auch
JAR-Chorionkarzinomzellinien nicht
durch Lymphozyten aus dem peri-
pheren Blut lysiert werden kénnen.
Werden diese Lymphozyten mit IL-2
stimuliert, werden hingegen beide

Chorionkarzinomzellinien lysiert [19].
Folglich kénnte die Resistenz der
Trophoblastzellen gegen NK-Zell-
vermittelte Lyse zumindest zum Teil
durch MHC Klasse l-unabhéngige
Mechanismen bedingt sein. Damit
stellt sich die Frage, welche anderen
Funktionen das Zusammenspiel der
MHC Klasse I-Antigene auf Tropho-
blastzellen mit dezidualen LGL haben
konnte. Abgesehen von ihrer Zyto-
toxizitat sind deziduale LGL auch als
Zytokinproduzenten bekannt [20].
Unsere Ergebnisse zeigen, dal% die
Zytokinfreisetzung dezidualer LGL
durch die MHC Klasse I-Expression
co-kultivierter CC-Zellen moduliert
werden kann. Sie scheinen bevorzugt
Th2-Zytokine freizusetzen, wenn sie
in Kontakt mit MHC Klasse I-positiven
Zellen sind, wohingegen sie bevor-
zugt Th1-Zytokine in Kontakt mit
MHC Klasse I-negativen Zellen pro-
duzieren. Im Gegensatz dazu scheint
die Zytokinproduktion der tibrigen
dezidualen Zellen unabhingig vom
MHC Klasse I-Status der co-kultivier-
ten Zellen reguliert zu sein. Zusam-
menfassend |4Rt sich feststellen, da
in der Dezidua die Erkennung von
MHC Klasse I-Oberflichenmolekiilen
und die entsprechende Modulation
der Zytokinantwort wahrscheinlich
vor allem von LGL tibernommen
wird. Ob dieses Phanomen durch
HLA-G, HLA-E oder klassische MHC
Klasse I-Molekiile vermittelt wird,
muf durch weitere Untersuchungen
geklart werden.
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