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Glycodelin vermindert die Makrophagenanzahl in
der Peritonealhéhle von C57BL/6-Mdusen —
Neue Therapiemoglichkeit bei Endometriose?

D. Hornung' 2, J.-L. Vigne?, V. A. Chao?, D. Wallwiener', R. N.Taylor?

Eine erhbhte Anzahl von aktivierten Peritonealmakrophagen, die durch Chemokine angezogen werden, sind ein wichtiges pathophysiologisches Merk-
mal fiir Frauen mit Endometriose. In dieser Studie charakterisieren wir die inflammatorische Antwort in einem in vivo-Mausmodell von Peritonitis und
untersuchen die antiinflammatorischen Effekte von Glycodelin. Menschliches Glycodelin wird in den Endometriumzellen der spaten sekretorischen
Phase und in der Frithschwangerschaft unter Hormoneinflul3 synthetisiert. Die genaue physiologische Rolle von Glycodelin ist bisher noch nicht
bekannt. Seine Expression wahrend der Nidation des Embryos und seine Verhinderung der T-Zell-Proliferation lafSt jedoch auf eine immunmodulatori-
sche Rolle schlielSen. Die intraperitoneale Injektion von Thioglycollat-Medium in 7 Wochen alte, weibliche C57BL/6-Mause wurde dazu benutzt, um
eine Rekrutierung von aktivierten Peritonealmakrophagen hervorzurufen. RT-PCR fir Maus-spezifische c-fms mRNA-Transkripte verifizierte den mono-
zytischen Ursprung dieser Zellen. Glycodelin, ein Glykoprotein von 27 kDa, welches zuvor schon in vitro seine immunsuppressiven Effekte gezeigt
hatte, verhinderte die Makrophagenakkumulation im Mausmodell. Aulerdem sekretierten die Peritonealmakrophagen der Glycodelingruppe weniger
RANTES und IL-1B-Protein, wenn sie in vitro kultiviert und mit TNF-a fiir 48 h stimuliert wurden, als die der Thioglycollatgruppe. Wir schlagen vor, dal3
weitere Studien durchgefiihrt werden sollten, um zu zeigen, ob Glycodelin als neue Therapie fiir Frauen mit Endometriose eingesetzt werden kann.

Elevated numbers of activated peritoneal macrophages, attracted by chemokines, are important pathophysiological features in women with endo-
metriosis. In the current studies we characterized the inflammatory response in an in vivo murine model of peritonitis and assessed the anti-inflamma-
tory effect of glycodelin. Human glycodelin is synthesized by endometrial cells in the late secretory phase and early pregnancy under hormonal
regulation. Whereas the precise physiological role of glycodelin is unknown, its expression during embryonic nidation and its inhibition of T cell
proliferation suggests an immunomodulatory role. Intraperitoneal injection of thioglycollate solution into 7-week-old female C57BL/6 mice was used to
elicit the recruitment of activated peritoneal leukocytes. RT-PCR for mouse c-fms mRNA transcripts verified the monocytic derivation of these cells.
Glycodelin, a 27 kDa glycoprotein with recently documented immunosuppressive effects in vitro, inhibited macrophage accumulation in the mouse
model. When the murine peritoneal macrophages were cultured in vitro and stimulated with TNF-a for 48 hours, prior exposure to glycodelin resulted
in less RANTES and IL-1 3 protein secretion than from cells of mice treated with thioglycollate alone. We propose that further studies should be done to

show, if glycodelin could be considered as a novel therapy for women with endometriosis. J Fertil Reprod 2003; 13: 16-20.

ndometriose mit der Anwesenheit von ektopem Endo-

metrium-Stroma und -Drisen ist ein hdufiger Grund fiir
Dysmenorrhoe, Unterbauchschmerzen und Infertilitét [T,
2]. Die Pathophysiologie der endometrioseassoziierten
Symptome ist noch nicht vollstandig geklart, aber es deu-
tet vieles darauf hin, daf8 die Symptome der Endometriose
das Produkt einer lokalen, inflammatorischen Antwort
sind [3-6]. Endometrioseldsionen treten hauptsachlich in
der Peritonealhdhle auf. In den letzten 20 Jahren wurde
entdeckt, daf$ die Endometriose-Implantate von einer Im-
munzell-Infiltration begleitet sind. Endometriose ist mit
einem hauptsdchlich monozytischen Peritonealexsudat
verbunden [1, 7]. Mit der Hilfe von Boyden-Kammern
konnten wir die Monozytenmigration in vitro quantifizie-
ren und demonstrieren, dal8 Glycodelin die menschliche
Monozytenchemotaxis inhibiert [8].

Endometriose tritt spontan bei Frauen und menstruie-
renden Primaten auf [9-11], jedoch nicht bei anderen Tie-
ren. Modelle der Endometriose wurden bei Ratten dadurch
kreiert, daf8 uterines Gewebe an das Beckenperitoneum
gendht wurde [12, 13] oder dadurch, dall athymischen
Méusen menschliches Endometrium intraperitoneal appli-
ziert wurde [14, 15]. Keines dieser Modelle spiegelt
jedoch die lokale Immunantwort dar, die typisch fiir die
peritoneale Endometriose bei Frauen ist.
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Die Thioglycollatinjektion in Mduse induziert ein Peri-
tonealexsudat, welches das inflammatorische Milieu bei
Patientinnen mit Endometriose gut widerspiegelt [16, 17]:
Die Immunantwort ist hauptsachlich monozytisch. Unsere
Daten zeigen, dafs Glycodelin die Monozytenmigration in
vivo im Maus-Modell hemmen kann. Klinische Studien
missen zeigen, ob die anti-inflammatorische Wirkung von
Glycodelin dazu dienen kann, die Symptome der Patientin
mit Endometriose zu behandeln.

Tiere und Methodik

Wir benutzten fiir diese Experimente 7 Wochen alte, weibli-
che C57BL/6 Mduse. Die Miuse wurden in der University
of California, San Francisco in den USA gehalten. Sie er-
hielten Wasser und Futter ad libitum. Die Experimente
wurden von dem UCSF Animal Care and Use Committee
genehmigt und entsprachen den Richtlinien des National
Institute of Environmental Health Sciences.

Medien und Reagenzien

1 ml 4% Thioglycollat-Medium (Sigma, St. Louis, USA)
wurde dazu benutzt, Peritonealmakrophagen in die Peri-
tonealhohle anzuziehen [16, 17]. Glycodelin wurde aus
der Dezidua des ersten Schwangerschaftstrimesters extra-
hiert, wie zuvor beschrieben [8]. Alle zuvor genannten
Reagenzien waren endotoxinfrei und wurden in Kalzium
und Magnesium freier, Phosphat gepufferte NaCl-Lésung
(PBS) gelost, um die Effekte der Zelladhdsion zu minimie-
ren.

Stimulation und Gewinnung der inflammatorischen
Peritonealzellen

1 ml 4 % Thioglycollat-Medium oder PBS (Kontrolle) wur-
de in die Peritonealhohle von je 4 Mdusen an den Behand-
lungstagen 1 und 3 injiziert. Zusatzlich zu Thioglycollat
erhielten je 4 Mduse 20 pg Glycodelin intraperitoneal an
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den Tagen 1 und 3 appliziert. An dem 4. Behandlungstag
wurden die Tiere dekapitiert, um eine traumatische Blutung
in die Peritonealh6hle zu minimieren. Diese Versuche wur-
den dreimal wiederholt, so dafl insgesamt 12 Mduse pro
Behandlungsgruppe untersucht wurden. Die Peritoneal-
flussigkeit wurde folgendermafSen gewonnen: 4 ml PBS
wurde in die Peritonealhdhle injiziert und das Abdomen
vorsichtig massiert, um die Flussigkeit gleichmaRig zu ver-
teilen. Das Abdomen wurde daraufhin durch eine Ventral-
inzision eroffnet, wobei darauf geachtet wurde, dafl der
Inhalt nicht verloren wurde. Die Flissigkeit wurde aspi-
riert, nochmals 3 ml PBS instilliert und der Aspirationspro-
zef wiederholt. Die Zellen wurden unter dem Mikroskop
in einer Neubauer-Zahlkammer von 3 unabhéngigen Beob-
achtern in jeweils 4 Mefquadraten ausgezahlt.

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
Die Gesamt-RNA von den Peritonealmakrophagen wurde
mit Trizol® isoliert und 2 pg von jeder RNA-Probe wurde
mittels MMLV reverser Transkriptase, oligo-dT und Ran-
domhexamer-Primern revers transkribiert, wie zuvor be-
schrieben [18]. Die PCR-Amplifikation von cDNA wurde
mit c-fms-spezifischen Primern wie nachfolgend durchge-
fuhrt: upstream: 5'-GGT GCG CTG GAA GAT CAT CGA
GAG ATA-3’; downstream: 5'-CTC CGT GAG TAC AGG
CTC CCA AGA GGT T-3'. Die Zyklusparameter fiir die
PCR-Amplifikation waren: 94°C, 11 Minuten; 8 Zyklen
von94°C, 40s; 60°C, 20s,75 °C, 80s, 30 Zyklen von 94 °C,
40s; 62°C, 20s,75°C, 80s. Eine abschlieRende Extensions-
runde (75°C, 10 Min) wurde dazu benutzt, um die kom-
plette Produktformation zu optimieren. 10 pl von jedem
PCR-Produkt wurde mit Samplepuffer gemischt und auf
ein 4% E-Gel Agarosegel aufgetragen (Invitrogen, Carls-
bad, USA). Die RT-PCR fiir GAPDH-Transkripte wurde als
Kontrolle eingeschlossen, um die Integritdt der RNA zu
bestitigen.

Statistische Analysen

Die Daten werden als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben. Jedes Experiment wurde dreimal wiederholt.
Wir benutzten non-parametrische Methoden (Kruskal-
Wallis- und Mann-Whitney-Statistiken), um die Daten zu
analysieren. Signifikante Unterschiede wurden akzeptiert,
wenn die Analysen einen P-Wert < 0,05 ergaben.

Ergebnisse

Die Peritonealzellen wurden direkt nach ihrer Gewinnung
an Tag 4 gezahlt. Die Gesamtzellanzahl in der Kontroll-
gruppe (PBS) betrug 117.000 + 11.000 Zellen. Die Anzahl
der Zellen von Mdusen, die nur mit Thioglycollat behan-
delt worden waren, betrug 381.000 + 69.000 und war da-
mit mehr als dreifach gegentiber der Kontroll-PBS-Gruppe
erhoht. Die Mduse, die mit Thioglycollat plus Glycodelin
behandelt wurden, zeigten eine Reduktion der Zellanzahl
um 44 % auf 233.000 + 19.000 Zellen verglichen mit der
Gruppe, die ausschlieBlich Thioglycollat erhalten hatte.
Beide Ergebnisse waren statistisch signifikant (p < 0,05).

Die Peritonealzellen wurden gewonnen, gewaschen
und auf Gewebekulturschalen kultiviert. Wir konnten
durch RT-PCR fiir Maus c-fms mRNA verifizieren, dal® es
sich bei den gewonnenen Zellen um Makrophagen han-
delte. c-fms kodiert den CSF-1-Rezeptor, der spezifisch fiir
Makrophagen bei Mdusen ist. Die RT-PCR fiir alle experi-
mentellen Gruppen war positiv flr c-fms. Eine positive
Kontrolle wurde durch die RNA von Maus-Plazenta, eine
negative Kontrolle durch RNA von adrenalen MA10-Zellen
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durchgefiihrt. GAPDH-Transkripte als positive Kontrolle fir
die Integritdt der mRNA war in allen Proben nachweisbar.

Die RANTES-Protein-Produktion der Mausmakropha-
gen in Kulturmedium wurde nach 48h Stimulation mit
100 ng TNF-a gemessen. Die Sekretion von Maus-RAN-
TES wurde mit Hilfe eines ELISA gemessen und pro
100.000 Zellen angegeben. Die Peritonealmakrophagen
der Kontrollgruppe (PBS) produzierten 1551 + 198 pg/ml
RANTES pro 100.000 Zellen. Die RANTES-Sekretion von
Mausmakrophagen der Thioglycollatgruppe war auf 3393
+ 1062 pg/ml/100.000 Zellen erhoht und betrug damit
218 % mehr als bei der negativen Kontrolle mit PBS. Glyco-
delin bewirkte eine signifikante Hemmung der RANTES-
Sekretion der Makrophagen auf 1919 + 368 pg/ml/
100.000 Zellen und damit um 80% verglichen mit der
Gruppe, die nur mit Thioglycollat behandelt worden war
(p < 0,05).

Die selben Zellkulturiiberstinde wurden ebenfalls mit
Hilfe eines ELISA untersucht und die Menge an sekretier-
tem IL-1f3 gemessen. IL-13 von Mauszellen der PBS-Kon-
trollgruppe betrug 20 + 4 pg/ml/100.000 Zellen. IL-1 der
positiven Kontrolle (Thioglycollat) war auf 34 + 12 pg/ml/
100.000 Zellen und damit um 172 % gegentiber der nega-
tiven Kontrolle erhoht. Die IL-1B-Produktion der Perito-
nealmakrophagen in der Glycodelingruppe war auf 26 + 2
pg/ml/100.000 Zellen und damit um 55 % verglichen mit
der Thioglycollatgruppe signifikant supprimiert (p < 0,05).

Diskussion

Thioglycollat-Medium, ein unspezifisches Irritanz, konnte
ein monozytisches, peritoneales Exsudat im Nagetiermo-
dell hervorrufen [16, 17]. Es wurde behauptet, daf die in-
flammatorische Antwort mit einer reduzierten Fertilitat
einherging [16]. Diese Beobachtung wurde jedoch von
einer anderen Arbeitsgruppe widerlegt [17]. In unserer
Studie konnten wir bestdtigen, dalé Thioglycollat eine peri-
toneale Inflammation hervorrufen kann. Obwohl die
Peritonealhohle viele verschiedene Immun- und Meso-
thelzellen enthilt, ist der vorherrschende Zelltyp in Thio-
glycollat-stimuliertem Peritonealexsudat der Peritoneal-
makrophage, wie durch Immunfluoreszenz-Flowzytometrie
gezeigt werden konnte [19]. Wir haben die Makrophagen-
charakteristik dieser Zellen durch die Demonstration der
Maus c-fms-mRNA-Expression verifiziert [20].

Die Behandlung mit Glycodelin, einem Endometrium-
Lipocalin, reduzierte die Monozyteninfiltration im Maus-
modell. Zuvor konnten wir schon zeigen, daf8 diese Sub-
stanz auch die menschliche Monozytenmigration in vitro
in Boydenkammer-Versuchen gehemmt hatte [8]. Glyco-
delin war im Vergleich zu anderen Substanzen, wie z.B.
Ciglitazone aus der Gruppe der Thiazolidinedione, durch
eine noch deutlichere Makrophagenmigrationshemmung
charakterisiert. Auch die Reduktion der Zytokinproduktion
von RANTES und IL-1B nach 48h TNF-a-Stimulation war
bei den Zellen von Tieren, die zuvor mit Glycodelin be-
handelt wurden, deutlicher als nach Vorbehandlung mit
Thiazolidinedionen [21, 22]. Ein Problem fir die klinische
Anwendung von Glycodelin konnte darin bestehen, dafs
eine Herstellung von Glycodelin bisher nicht kommerziell
durchgefiihrt wird, sondern seine Extraktion aus menschli-
cher Dezidua des ersten Trimesters oder aus Amnionfliis-
sigkeit mittels aufwendiger HPLC-Technik durchgefihrt
werden mul [8]. Auf Basis unserer praklinischen Versuche
schlagen wir vor, dal$ die Wirkungen und das Nebenwir-
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kungsspektrum von Glycodelin noch ndher untersucht
werden sollten, bevor Glycodelin méglicherweise als me-
dikamentose Therapie bei Frauen mit Endometriose einge-
setzt werden kann.
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