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Zusammenfassung

Hintergrund:

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist eine progressive Lungenerkran-
kung, die durch anhaltende Atemwegsobstruktionen und Lungenentziindungen gekenn-
zeichnet ist, die hauptsachlich durch die Inhalation von Zigarettenrauch verursacht werden
[97].

Die Lungenentziindung ist mit Alveolarmakrophagen, Epithelzellen, Neutrophilen, Eosinophi-
len sowie T- und B-Lymphozyten verbunden, die viele Entziindungsmediatoren freisetzen,
die zur Pathophysiologie der COPD beitragen. Des Weiteren wird die antioxidative Kapazitat
bei COPD reduziert, wahrend die oxidative Ausschiittung aus vermehrt aktivierten Entzin-

dungszellen verstarkt wird [7].

Der resultierende oxidative Stress wird bei Exazerbationen noch weiter erhéht und kann mit
einer erhéhten Inflammation, einem Umbau der Atemwege und einer Kortikosteroidresistenz

assoziiert sein [52].

Trotzdem sind Kortikosteroide bei COPD (GOLD Stadium lll, 1V) mit haufigen Exazerbatio-
nen empfohlen, obwohl eine systemische Langzeittherapie mit Kortikosteroiden ein unab-

hangiger Risikofaktor fir eine erhdhte Letalitat darstellt [38].

Das naturliche Polyphenol-Resveratrol (3, 5,4-Trihydroxystilben) kénnte mit seinen entzin-
dungshemmenden Eigenschaften ein interessanter therapeutischer Kandidat fir COPD sein,

da es sowohl die pulmonale, als auch die extrapulmonale Pathologie angreift.

Heutzutage gewinnt Resveratrol aufgrund seines Potenzials zur Verbesserung der Stoff-
wechselgesundheit, seiner entziindungshemmenden und antioxidativen Eigenschaften zu-
nehmend an Bedeutung [26, 84,11].

Methode:

Grundlage dieser Studie ist ein Zellkultur-Entziindungsmodell, in dem menschliche durch
BAL gewonnene Alveolarmakrophagen mit dem gramnegativen bakteriellen Endotoxin (Lip-
opolysaccharid, LPS) stimuliert wurden. Die LPS-induzierte Freisetzung von Entziindungs-

mediatoren (IL-8, GM -CSF) wurde vergleichend zwischen den Alveolarmakrophagen von



Rauchern mit (COPD) und ohne (smokers, S) Atemwegsobstruktion und Nichtrauchern
((non-smokers, NS) untersucht. Der antiinflammatorische Effekt von Dexamethason auf die
LPS-induzierte IL-8 und GM-CSF-Expression verglichen mit Resveratrol war der Kerngegen-

stand dieser Arbeit.

Ergebnis:

Die Freisetzung von IL-8 aus LPS-exponierten Alveolarmakrophagen war bei COPD erhoht,
die Freisetzung von GM-CSF war bei COPD verringert. Dexamethason inhibiert die Freiset-
zung sowohl von IL-8 als auch von GM-CSF aus den LPS- exponierten Alveolarmakropha-
gen aller Gruppen, aber dieser Effekt war bei COPD im Vergleich zu gesunden Nichtrau-
chern reduziert. Im Gegensatz dazu reduziert Resveratrol fast vollstandig die Freisetzung

beider Zytokine, ohne signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen.

Diese Ergebnisse konnten wir hochrangig international publizieren [53].

Diskussion:

Unsere Daten liefern Hinweise auf eine Kortikosteroid-Resistenz von Alveolarmakrophagen-
abhangigen, entzindlichen Reaktionen, die durch gramnegative Bakterien bei COPD indu-
ziert werden. Somit wird der Nutzen von Kortikosteroiden in der COPD-Therapie in Frage
gestellt. Resveratrol kdnnte eine Alternative zu Kortikosteroiden bei der COPD-Therapie

sein.



1. Einleitung

1.1 Aligemeines

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist eine der fihrenden Todesursachen
und zahlt zu den 5 haufigsten [15,33]. Nach einer Untersuchung aus 12 Landern ist jeder

zehnte Erwachsene Uber 40 Jahre erkrankt [14].

Im internationalen Durchschnitt betrug die Pravalenz 10,1 Prozent. Sie liegt damit weit Gber

den bisherigen Schatzungen, die zwischen 0,2 und 3,2 Prozent schwankten.

Die Pravalenz der COPD war bei Mannern (11,8 Prozent) héher als bei Frauen (8,5 Pro-

zent), was darauf zurlickzufiihren ist, dass weniger Frauen als Manner rauchen.

Tabakrauchen ist der mit Abstand haufigste Risikofaktor [67]. Die genetische Disposition in
Form eines 1-Antitrypsinmangels ist lediglich bei einem geringen Anteil der COPD Erkrank-

ten zu beobachten [16].

Sowohl Aktiv- als auch Passivrauchen flihren zu einer Veranderung des Lungengewebes
sowie der pulmonalen Immunantwort. Unklar bleibt jedoch, weshalb nur ein geringer Teil der
mit schadlichen Noxen in Kontakt gekommenen Individuen eine COPD entwickelt. So wurde
friiher postuliert, dass nur etwa 15% aller Raucher an einer COPD erkranken. Auch wenn
neuere Studien davon berichten, dass die COPD haufig nicht diagnostiziert wird und der An-
teil der Raucher, die an COPD erkranken, bei fast 50% liegt [63], bleibt immer noch die Fra-

ge bestehen, warum die Erkrankung bei nur einem Teil der Raucher auftritt.

Ein weiterer Risikofaktor ist das Alter. Im Alter verdoppelt sich die COPD-Rate alle zehn Jah-
re, haben die Autoren errechnet. Wegen der steigenden Lebenserwartung der Menschen

werde die Pravalenz der COPD deshalb in den nachsten Jahrzehnten weiter zunehmen [14].
Die COPD wird durch eine chronische Entziindung der Atemwege verursacht.

Verantwortlich dafir ist ein Ungleichgewicht zwischen inflammatorischen und antiinflammato-
rischen Mechanismen. So finden sich bei der COPD eine erhéhte Zahl von Alveolarmakro-

phagen, CD8+-Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten in der Lunge [80,82].

Die Inflammation, welche bei Lungengesunden z. B. gewisse Zeit nach einer Infektion wie

erwartet abklingt, bleibt bei den COPD-Patienten permanent aufrechterhalten.



Hier sind aktivierte Entziindungszellen, wie Alveolarmakrophagen, CD8+-Lymphozyten und
neutrophilen Granulozyten, die bei dieser Gruppe von Patienten weiterhin verschiedenste
inflammatorische Mediatoren und Enzyme (unter anderem Interleukin-8 (IL-8) und Gra-
nulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) freisetzen, fur diesen Pro-
zess verantwortlich [41]. In der Regulation unspezifischer Entziindungsreaktionen besitzen
Makrophagen mit ihrer Aufgabe zur Phagozytose, Antigen-Prozessierung und -Prasentation,

Zytokinfreisetzung und T-Zellaktivierung, eine bedeutende Funktion [94].

Das Rauchen, als Hauptrisikofaktor fur die Entwicklung einer COPD, beeinflusst die immun-
regulatorischen Funktionen der Lunge. So konnte bei Rauchern mit unauffalliger Lungen-
funktion gezeigt werden, dass sich die Alveolarmakrophagen in Anzahl, Morphologie und

Funktionen verandern.

Bei gesunden Rauchern war im Vergleich zu Nichtrauchern eine insgesamt deutlich erhéhte
Zellzahl mit einem signifikant vermehrten Anteil an Alveolarmakrophagen in der bronchoal-
veolaren Lavage (BAL) nachzuweisen [86]. Lipopolysaccharid (LPS), ein Endotoxin gramne-
gativer Bakterien stimuliert Alveolarmakrophagen zusatzlich zur vermehrten Freisetzung von
Entzindungsmediatoren, welche eine wichtige Rolle bei der COPD-Entstehung spielen
[57,58].

Somit verstarken Infektionen mit gramnegativen Bakterien die chronische Inflammation der
Atemwege, was zur beschleunigten und irreversiblen Progression der Erkrankung flhrt
(COPD Exazerbationen) [98].

Als haufig exazerbierende COPD-Patienten (frequent exacerbators) gelten solche mit zwei
oder mehr behandlungsbedirftigen Exazerbationen pro Jahr. Je fortgeschrittener die COPD
ist, desto haufiger erleiden die Patienten regelmaRige Exazerbationen; im GOLD Stadium I
sind es 22%, im Stadium Il 33% und im Stadium IV sogar 47% [44].

Im Vergleich zu den COPDlern ohne Exazerbation weisen COPD-Patienten mit haufigen
Exazerbationen im folgenden Jahr ein signifikant héheres Risiko fir eine erneute Exazerba-
tion auf. Die durchschnittliche jahrliche Haufigkeit der Exazerbationen im folgenden Jahr war
bei den Patienten mit haufigen Exazerbationen signifikant hdher als bei denjenigen ohne
Exazerbationen. Zudem war die mittlere Periode bis zur ersten Exazerbation in der Gruppe
mit den haufigen Exazerbationen deutlich kiirzer als in der Gruppe mit seltenen oder gar kei-

nen Exazerbationen.

Eine schwere Atemobstruktion, Refluxkrankheit und eine Therapie mit inhalativen Kortikoste-
roide sind als unabhangige Risikofaktoren flirs Auftreten haufiger Exazerbation beschrieben
worden [96].



Exazerbationen bestimmen den Verlauf und die Prognose der COPD [87, 91,27 ,64].

Haufige Exazerbationen verschlechtern nicht nur den Verlauf der Prognose und Erkrankung,

sondern erhdéhen auch die Kosten-Belastung fiir das Gesundheitssystem [24, 72,95].

Zunehmend wird diskutiert, vom starren Leitlinienschema der Schweregrad-abhangigen The-
rapie auf die Behandlung von abgrenzbaren Phanotypen gemal GOLD A-D bzw. klinischen

Merkmalen (,treatable traits*) Gberzugehen [1, 68,101].

Die haufigsten bakteriellen Erreger im Rahmen von COPD-Exazerbationen sind Haemophi-
lus influenzae, Pneumokokken, Moraxella catarrhalis, Enterobacteriaceae und Pseudmonas
aeruginosa. Bis auf die Pneumokokken handelt es sich hier um gramnegative Bakterien.
Atypische Erreger wie Mykoplasmen, Chlamydien oder Legionellen spielen praktisch keine
Rolle.

Basierend auf den GOLD-COPD-Richtlinien wird bei der akuten Exazerbation grundséatzlich
eine systemische Kortikosteroidtherapie von 40 mg oralem Prednison fir 5 Tage empfohlen
[102].

In randomisierten kontrollierten Studien (RCT) konnte zwar nachgewiesen werden, dass die
systemische Kortikosteroidtherapie den klinischen Verlauf verbessert sowie die Lange des
stationaren Aufenthalts und die Zeit bis zur Erholung des FEV, (forciertes exspiratorisches
Volumen in der ersten Sekunde) verkirzt [25]. Andererseits ist eine systemische Langzeit-

therapie mit Kortikosteroiden ein unabhangiger Risikofaktor fur eine erhéhte Letalitat [39].

Inhalative Kortikosteroide beeinflussten die FEV; und die Mortalitat bei Patienten mit COPD
nicht. Sie verlangsamten jedoch die Verschlechterung der Lebensqualitat und reduzierten die
Exazerbationsrate. Diese positiven Effekte sind gegen die erhdhte Infektionsgefahr abzuwa-
gen. Welche Patienten profitieren, welche klinischen und biologischen Faktoren Pradiktoren
sind, ob langfristige Nebenwirkungen auftreten und welche Dosis-Wirkungs-Beziehung be-

steht, sind die wichtigsten offenen Fragen [105].

Zudem scheint der Einsatz inhalativer Kortikosteroide bei COPD mit einem erhohten Risiko

fur schwere Pneumonien einherzugehen [93].

Wenn COPD (zumindest die meisten Phanotypen) resistent gegentber inhalativen Steroi-
den, aber sensitiv gegeniber systemischen Steroiden ist, liegt es nahe, die Ursache dafiir in
lokalen und nicht in zirkulierenden/systemischen immunaktiven Zellen zu suchen und in ent-

sprechenden Modellen Alternativen zu testen.



In unserer Studie wird dies untersucht und die antiinflammatorische Wirkung von Resveratrol
auf die Freisetzung von Entziindungsmediatoren aus Alveolarmakrophagen, welche ein
Hauptteil der zellularen Bestandteile der Lunge sind und eine zentrale Rolle im unspezifi-

schen lokalen pulmonalen Immunsystem spielen [18], evaluiert.

1.2 Alveolarmakrophagen

Der Makrophage ist die differenzierte Zelle des Monoklearen Phagozyten Systems (MPS).
Dieses funktionell zusammengehorende Zellsystem umfasst mononukleare Makrophagen,
periphere Blutmonozyten und die im Knochenmark vorkommenden Vorlauferzellen, die Mo-
noblasten und Promonozyten (Makrophagenlinie) [31].

Makrophagen sind im gesamten menschlichen Korper verteilt: Zentrales Nervensystem,
Lunge, Leber, Gastrointestinaltrakt, lymphoide Organe, serése Hohlen, Knochen, Synovia
und Haut. Die im Blut zirkulierenden Monozyten siedeln sich scheinbar zufallig in den ver-

schiedenen Geweben an [35].

Makrophagen zeigen eine grofe regionale Heterogenitat: Zum Beispiel sind residente Mak-
rophagen in der Leber (Kupffersche Sternzellen) unter anderem flir die Reinigung von parti-
kuldren und I6slichen Substanzen aus dem Blut verantwortlich, wogegen die heterogene
Population von residenten Makrophagen in der Milz fir die Antigenprasentation und Interak-
tion mit B- und T-Lymphozyten verantwortlich ist. Die funktionelle, morphologische und pha-
notypische Heterogenitat reflektiert die lokale Umgebung der Makrophagen und ihre Ver-

wicklung in physiologische und pathologische Prozesse [62].

Alveolarmakrophagen sind ein Hauptteil der zelluldren Bestandteile der Lunge und spielen
eine zentrale Rolle im unspezifischen lokalen pulmonalen Immunsystem [18].

In der gesunden Lunge machen Alveolarmakrophagen 85% der Abwehrzellen in den Alveo-
len aus. Zudem besitzen sie eine bedeutende Funktion in der frihen Phase von Entzindun-

gen und in der Kontrolle von Infektionen [62].

Aktivierte Alveolarmakrophagen sind am chronischen Entziindungsprozess in den Atemwe-
gen wesentlich beteiligt. So konnte nachgewiesen werden, dass spezifisch bei der chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) die Alveolarmakrophagenzahl bis zum Zehnfachen
erhéht sind und am Ort der Lungengewebsschadigung lokalisiert vorliegen. Zudem besitzen
sie die Fahigkeit, alle fur die Auslésung und den Krankheitsprogress notwendigen Entzin-
dungsmediatoren (Tumornekrosefaktor-a, Interleukin-8, und Granulozyten-Monozyten-
Kolonie-stimulierende Faktor), Proteasen (Metalloproteinasen, Cathepsine) und Adhasions-

molekile (intercellular adhesion molecule 1, E-Selektin, Leukotriene B4, Makrophagen-1-
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Antigen) zu produzieren und auszuschutten, die ursachlich und spezifisch fiir die Entwick-
lung einer COPD verantwortlich sind [9,10].

Makrophagen lassen sich aufgrund ihrer inflammatorischen Effekte in zwei Subpopulationen
unterteilen: Proinflammatorische M1- und antiinflammatorische M2-Makrophagen. Die Diffe-
renzierung zu einem proinflammatorischen Makrophagen wird durch T1-Helferzellen ausge-
I6st. Von T2-Helferzellen werden die Makropagen angeregt, sich zu einem antiinflammatori-
schen Makrophagen zu differenzieren [36].

Die entsprechend der Aktivierung durch TH-Zellen entstandenen Phanotypen haben unter-
schiedliche Aufgaben. Wahrend der M1-Phanotyp eher fir die Ausschittung von proin-
flammatorischen Zytokinen verantwortlich ist, beeinflusst der M2-Phanotyp die Entziindungs-

reaktion und férdert die Gewebeheilung [70].

1.3 Zigarettenrauchen

Die chronisch obstruktive Atemwegserkrankung (englisch: chronic obstructive pulmonary
disease = COPD) ist ein Krankheitszustand, der durch eine nicht oder (nur teilweise) rever-
sible Atemflussbehinderung gekennzeichnet ist. Diese Atemflussbehinderung ist langsam
chronisch fortschreitend und begleitet von einer inadaquaten entziindlichen Immunantwort

der Lunge auf auslésende Reize wie schadigende Partikel oder Gase [75].

Das Zigarettenrauchen ist der Hauptrisikofaktor fir die Entwicklung einer COPD [98].

Achtzig Prozent aller COPD-Erkrankten sind Zigarettenraucher [60]. Bereits bei Lungenge-
sunden verursacht Zigarettenrauchen eine Erhdhung der Anzahl und der Zellaktivitat von
Alveolarmakrophagen und neutrophilen Granulozyten in den Atemwegen. Es wird vermutet,
dass der erhdhte Einstrom dieser Entzindungszellen in die Atemwege durch chemotaktische
Faktoren initiiert wird, die durch Zigarettenrauchen aktiviert werden [71]. Es wurde schon in
einer Studie an humanen Alveolarmakrophagen gezeigt, dass Zigarettenrauchen zu einer
verstarkten Aktivierung von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen flhrt. Dieses wiederum resul-
tiert in eine erhdhte Ausschittung von Interleukin-8 in LPS stimulierten Alveolarmakrophagen
von Rauchern [60].

Zudem konnte Zigarettenrauchen eine negative Wirkung auf Glukokortikosteroid-Effekte in

den Alveolarmakrophagen besitzen [24,46].



1.4Das Zytokin Interleukin-8

Interleukin-8 (IL-8) ist ein proinflammatorisch wirkendes Zytokin. Es wird zu den Hauptmedia-
toren des akuten Inflammationsgeschehens gezahit. IL-8 ist ein proteinhaltiger Mediator, mit
einem Molekulargewicht von 8 kD. Die IL-8-Produktion wird durch Viren, Endotoxine und
Bakterien und andere proinflammatorische Zytokine stimuliert.

Die biologische Aktivitat und Funktion von IL 8 ist vielfaltig. (Dies spiegelt sich auch in den
unterschiedlichen Nomenklaturen wider: Monocyte derived neutrophil chemotactic factor;

Granulocyte chemotactic peptide; Neutrophil activating peptide/factor) [69].

Die biologische Aktivitat besteht in der Férderung der Chemotaxis, der transendothelialen
Migration und Degranulation von neutrophilen Leukozyten, in der Rekrutierung von T-und B-
Zellen, der Regulation der IgE-Synthese, der Expression von Adhasionsmolekilen fiir Ent-
zindungszellen- und Mediatoren, der Stimulation der Angiogenese, wie auch in der Induktion

der Kollagensynthese von Fibroblasten.

IL-8 scheint bei der Aktivierung von Neutrophilen und Eosinophilen in den Atemwegen von
Patienten mit COPD eine primare Rolle zu spielen. Die Sputum-Konzentration von IL-8
scheint eng mit dem Grad der Luftstrom-Obstruktion bei Patienten mit COPD verbunden zu
sein und kann als Marker bei der Bewertung der Schwere der Atemwegsentziindung dienen,
was ein Risikofaktor fir COPD ist [104].

Im Gegensatz zu anderen proinflammatorischen Zytokinen kann IL-8 nach Ausschuttung in
den Extrazellularraum dber einen langen Zeitraum persistieren und somit seine chemotakti-
sche Wirkung aufrechterhalten [76].

Eine Zytokin-Hemmung durch Resveratrol konnte bei akuter Exazerbation als attraktiver the-
rapeutischer Ansatzpunkt angestrebt werden, um bei Rauchern die Entwicklung einer COPD

zu vermeiden oder zumindest zu verzégern.

1.5 Der Granulozyten - Makrophagen- Colony - stimulierender Faktor (GM-CSF)

GM-CSF wird von einer Vielzahl verschiedener Zelltypen gebildet, zum Beispiel von aktivier-
ten T-Zellen, Fibroblasten, Makrophagen und Endothelzellen [3]. GM-CSF induziert, wie
auch andere Wachstumsfaktoren, die Proliferation und Reifung verschiedener hamatopoeti-
scher Zelllinien des Knochenmarks [3, 37]. In der Pathogenese der COPD ist GM-CSF ent-
scheidend an Zellaktivierung- und Zellakkumulationsvorgangen, insbesondere der neutrophi-
len Granulozyten, beteiligt. Wahrend einer Exazerbation ist eine deutlich héhere GM-CSF -

Konzentration in der BAL - Flissigkeit nachweisbar [5].



1.6 Das Glukokortikoid Dexamethason (DEX)

Dexamethason ist ein synthetisches Glukokortikoid. Wie die natlrlichen Glukokortikoide wirkt
es katabolisch auf den Fett-, Protein- und Kohlenhydratmetabolismus und beeinflusst das

Immunsystem und den lonentransport in Neuronen des zentralen Nervensystems.

Wie fast alle Glukokortikoide signalisiert Dexamethason Uber einen zytosolischen Glukokor-
tikoidrezeptor [108] und ist so in der Lage, die Transkriptionsrate verschiedener Zielgene zu

steigern oder zu hemmen [89].

Bei der Entstehung der Inflammation, als Hauptmerkmal einer COPD kdnnten die Makro-

phagen eine bedeutende Rolle spielen [6].

Diese chronische Entziindung fiihrt dann unbehandelt zu Gewebeschaden, fibrotischen Ver-

anderung der Atemwege, einer chronischen Bronchitis und zum Lungenemphysem [82,44].

Es wurde bereits gezeigt, dass die Inflammation eine Resistenz gegenliber Glukokortikoiden
hat und Zigarettenrauchen eine inhibitorische Wirkung auf die Wirkung von Dexamethason,

als Hauptvertreter der Glukokortikoiden, in den Alveolarmakrophagen hat [23,45].

Eine Reihe von Studien haben gezeigt, dass weder hochdosiert inhalierte noch orale Korti-
kosteroide das Niveau von IL-8 oder Proteasen im induzierten Sputum der Patienten mit
COPD reduzieren [21,48,49]. Diese verminderte Glukokortikosteroid-Wirksamkeit bei Patien-

ten mit COPD kdénnte mit einer Makrophagenunempfindlichkeit zusammenhangen [24].

Fir diese Hypothese wird folgende Interpretation diskutiert: Es sollen sowohl die proin-
flammatorische M1-Makrophagen als auch antiinflammatorische M2-Makrophagen (Tumor-

assoziierte Makrophagen) diese Resistenz zeigen.

Diese Alveolarmakrophagen befinden sich standig in einer oxidativen Umgebung und je lan-
ger sie dieser Umgebung ausgesetzt sind, desto wahrscheinlicher entwickelt sich eine Resis-
tenz [45,17,46].

1.7 Resveratrol

Resveratrol (3, 5,4-trihydroxy-trans-Stilben) ist ein Biomolekiil, gehért zu den Flavoniden und
wird der Klasse der Phytoalexine zugeordnet. Resveratrol wurde erstmals aus Knoterich-
pflanzen isoliert und identifiziert. Diese Substanz kommt aber auch in Weintrauben [60], Kie-

fern [51] Lein- und Sesamsaat [40] und Erdnissen [83] vor. Phytoalexine sind eine Klasse



von antibiotischen Polyphenolverbindungen, die das Abwehrsystem der Pflanzen starken.
Resveratrol wird in den Pflanzen bei erhdhter Belastung als Stressmetabolit gebildet, bei-
spielsweise durch hohe Ozon- und UV-Belastung, sowie bei Insekten- und Pilzbefall [39 ,42
,61].

Resveratrol entfaltet seine abwehrstarkenden Fahigkeiten nicht allein in der Pflanze, sondern
auch im menschlichen Kérper. Das beruht vorwiegend auf seinen antioxidativen Wirkungen.
Resveratrol ist vor allem ein Fanger von Peroxyl-Radikalen, es senkt auferdem die Lipidper-
oxidation von Lipoproteinen und Zellen und es schutzt vor den schadlichen Folgen von oxi-
diertem Lipoprotein [30,66]. Resveratrol kann Herzkrankheiten vorbeugen [66, 12,90]. Zu-
dem ist es als Hemmstoff der Arachidonsaure bekannt [50].

Resveratrol kann auRerdem auf Prozesse einwirken, welche die Bildung von Krebszellen
sowie deren weitere Entwicklung hemmen kdnnen [47].

Dass Resveratrol die entzlindliche Zytokinfreisetzung aus Alveolarmakrophagen in COPD
hemmt und als wirksame Pharmakotherapie in Frage kdme, wurde bereits 2003 bei einer
Studie diskutiert [22].

2. Zielsetzung

Ziel dieser Dissertation ist es, die Wirkung der antiinflammatorisch und anti-oxidativ wirksa-
men Substanz Resveratrol im Vergleich zu Dexamethason in humanen Alveolarmakropha-
gen zu untersuchen. Dafiir sollen Alveolarmakrophagen aus der bronchoalveolaren Lavage
von Nichtrauchern, Rauchern und Rauchern mit einer COPD untersucht werden. Hauptsach-
lich soll die IL-8- und GM-CSF- Ausschittung in unstimulierten, in mit dem bakteriellen En-
dotoxin LPS vorstimulierten Alveolarmakrophagen, sowie mit und ohne Resveratrol und
Dexamethason stimulierten Alveolar-Makrophagen mittels Enzyme-linked Immunosorbent

Assay (ELISA) in Zellkulturiberstanden analysiert werden.

Culpitt und Mitarbeiter konnten einen inhibitorischen Effekt von Resveratrol auf IL-8- und
GM-CSF-Ausschittung von Alveolarmakrophagen bei Rauchern und bei COPD-Patienten
feststellen [22]. Allerdings wurde hier kein Vergleich mit anderen antiinflammatorischen Sub-
stanzen hergestellt, vor allem aber wurde keine nichtrauchende Kontrollgruppe (non-

smokers) in die Studie miteinbezogen.

Ziel unserer Studie ist es, Resveratrol als eine vielversprechende Substanz fiir die Behand-

lung von Patienten mit COPD zu validieren.



3. Material und Methoden

3.1 Powerkalkulation und Studienteilnehmende

Die Powerberechnung (mit dem SAS program fpower) erfolgte unter Beachtung des folgen-
den primaren Endpunkts: unterschiedlicher Effekt von Dexamethason mit 10° M (entspricht
der Konzentration mit klinischer Relevanz) auf Zytokinfreisetzung von LPS-exponierten Alve-
olarmakrophagen zwischen Nichtrauchern (NS; non-smokers, weniger als 100 Zigaretten im
Leben) aktiven Rauchern (S; smokers) (R >10 Packungsjahre) — hier wiesen beide Gruppen
keine Einschrankung in der allgemeinen Lungenfunktion auf und hatten keinerlei respiratori-
sche Symptome - und COPD-Patienten (COPD). Als Basis fur die Berechnung der Fallzahl

dienten Vorversuche mit N= 4 Patienten

in jeder Gruppe. Um eine Teststarke (Power, 1-) groRer als 0,8 fir one-way ANOVA —Test
mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit a von 0,05 zu erreichen, sollten in jeder Gruppe N=12 fir

GM-CSF (n < 12 fur IL-8) Probanden eingeschlossen werden.

Far die Experimente dieser Arbeit wurde bronchoalveolare Lavage von insgesamt 36 Pro-
banden verwendet, welche sich aus medizinischer Sicht - ganz unabhangig von dieser Stu-
die - einer Bronchoskopie, entweder stationar im Rahmen eines Aufenthaltes in der Klinik 11l
fur Innere Medizin der Universitat zu Kéln, unterzogen haben oder einen ambulanten Termin
fur eine elektive Bronchoskopie in der pneumologischen Ambulanz hatten. Vor Teilnahme

wurden die Kandidaten eingehend schriftlich und mandlich aufgeklart.

Demnach bestand die Studienpopulation aus 12 NS, 12 S und 12 COPD (GOLD Stadium II)
(Tabelle 1). Keiner der Patienten der Gruppe erhielt Cortison, weder oral noch inhalativ, zu-
dem keine immunsuppressiven Behandlungen. Es wurde nicht Uber eine schwere Erkran-
kung oder akute Viruserkrankung, in den letzten zwei Monaten vor der Untersuchung berich-
tet. Tuberkulose, Parasiteninfektion, Allergieanamnese oder Asthma gehoérten ebenso zu

den Ausschlusskriterien [55].

Diagnostiziert wurde die COPD nach den aktuellen Kriterien der Global Initiative for Chronic

Obstructive Lung Disease [34].

Die COPD-Patienten hatten irreversible Einschrankungen der Lungenfunktion (FEV1/FVC <
70 % und FEV1 < 80 % > 50 % des pradiktiven Wertes). Nach Inhalation von 200 pg Salbu-

tamol war keine signifikante Atemwegsreversibilitdt nachweisbar (FEV1 postinhalativ < 12



%). Alle Raucher (mit bzw. ohne Atemwegsobstruktion) hatten eine Zigarettenrauchexpositi-

on von mindestens 10 py (pack year, Packungsjahre).

Die Studie hat die Zustimmung der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Univer-

sitat zu Koln erhalten.

Tabelle 1.

Einteilung der Probanden in drei Gruppen:

NS S COPD

N 12 12 12

Alter (Jahre) 65.8 + 3.3 61.3+2.3 67.4 + 3.1
Geschlecht (m:w) 10:2 7:5 9:3

FEV1 (% pred.) 101.0+4.0 953+4.4 67.4 + 3.3*
FEV1/FVC (%) 87.5+2.0 87.5+24 60.9 + 1.4*
FVC (% pred.) 89.0+4.0 92.7+4.5 82.7+4.5
Packungsjahre — 529+ 12.0 48.8 £ 8.2

NS: non-smokers; S: smokers ohne COPD (210 py); FEV,: forciertes exspiratorisches Volu-
men in 1 Sekunde; FVC: forcierte exspiratorische Kapazitdt; COPD: Chronisch obstruktive

Lungenerkrankung.

*p < 0.001 versus NS und S.
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Die Differenz in Packungsjahren zwischen S und COPD st statistisch nicht signifikant
(p=0.79).

COPD-Patienten waren alle Patienten mit GOLD Stadium |I.

3.2 Flexible Bronchoskopie

Die Patienten wurden mit Midazolam (5-10 mg) in intravendser Form sediert. Sauerstoff (2-3
Liter) wurde Uber Nasensonde kontinuierlich verabreicht, der Puls und die Sauerstoffsatti-

gung wurden wahrend der Untersuchung kontinuierlich Gberwacht.
Lidocaine (2% wi/v) wurde zur Lokalanasthesie in die oberen Atemwege appliziert.

Mit einem flexiblen Bronchoskop (Olympus BF10; Olympus, Hamburg, Germany) konnte

man problemlos Uber die Nase bis in die Trachea / Bronchien passieren.

Die Spitze des Bronchofiberskopes wurde in den rechten Mittellappen eingefuhrt und dort

durch einen maximalen Sog (Wedegeposition) eingeklemmt.

Dann wurde die auf Zimmertemperatur erwarmte Saline durch den Arbeitskanal eingefillt
und anschlieldend Uber den Absaugkanal in einen geeigneten Behalter abgesaugt. Die aspi-
rierte Flussigkeit wurde anschliefend in vorgeklhlten Flaschen gesammelt und bis zur

Durchflihrung der Untersuchung auf Eis gelagert.

Die durch bronchoalveolare Lavage gewonnene Flissigkeit betrug 150-180 ml.

3.3 Die Isolierung von Alveolarmakrophagen aus der bronchoalveolaren Lava-
ge

Die Separation von Alveolarmakrophagen aus der bronchoalveolaren Lavage wurde wie zu-
vor beschrieben durchgefihrt [57,58].

Die bronchoalveolare Lavage wurde kurz durch eine sterile Gaze filtriert, um Schleimpfropfen
zu eliminieren. Anschlielend wurde Lavageflissigkeit bei 4 °C flr 10 Minuten zentrifugiert.
Die Zellkultur wurde einmal in 50 ml Ca2+/Mg2+-freien Hank’s balanced salt solution (HBSS;

Sigma, Munich, Germany) gewaschen.

Die Alveolarmakrophagen wurden mittels Zahlkammer (Neubauer chamber) gezahlt und an-
schlielRend erfolgte eine Gegenfarbung mit Kimura. Durch Zugabe von Benzaminblau konnte

man die Zellviabilitat beurteilen.
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Die Alveolarmakrophagen wurden in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium
(Sigma), unter Zusatz von 10% (v/v) heat-inactivated foetal calf serum (Sigma), 2 mM I-
Glutamine (Sigma), 100 U/ml Penicillin (Sigma) und 100 pg/ml Streptomycin (Sigma), resus-

pendiert.

Alveolarmakrophagen wurden mit einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/Well auf Multiwell-
platten (12 Wells) ausplattiert und anschlieBend im CO2-Inkubator bei ca. 5% CO2, 95%
relative Feuchte und 37C° zum Adharieren Uber Nacht inkubiert. Nicht adharente Zellen wur-
den durch Waschen mit RPMI 1640 entfernt. Die verbliebene adharente Alveolarmakropha-
gen wurden durch Farbung mit Kimura-Lésung und morphologische Analyse bis zu > 99%

als rein bewertet.

3.4 Zellkultur

Die Alveolarmakrophagen wurden in RPMI 1640 als Zellkulturmedium, unter Zusatz von 10%
(v / v) hitzeinaktiviertem fétalem Kalberserum, 2 mM I-Glutamin(Sigma), 100 U/ml Penicillin
(Sigma) und 100 pg/ml Streptomycin in einem Begasungsbrutschrank (37 °C, 5% CO2 und
95% Luftfeuchte) kultiviert. Nach 12 Stunden wurden die Zellen mit LPS- (S-Form von Sal-
monella minnesota; ohne nachweisbare Kontaminationen mit Protein- oder DNA-Agonisten
fur Toll-like-Rezeptoren; Alexis, EnzoLifeSciences GmbH cat#-581-020-L002) Konzentration
von 1 pg/ml fir 24 Stunden in frischem Medium mit einem Zellzahl von 1 x 10° /ml  stimu-
liert. Dexamethason oder Resveratrol (beide von Sigma) wurden 60 Minuten vor der Stimula-
tion mit LPS hinzugefugt. Die Zelllebensfahigkeit (>85%) wurde mittels trypan blue exclusion

ermittelt.

3.5 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Wie in der Vorabpublikation [22 ,54] beschrieben, erfolgte Enzym-linked Immunosorbent As-
say (ELISA, cat#: DY208, DY215; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) zur Messung der
Konzentration von IL8 und GM-CSF. Hierzu verwendeten wir 96-well plates, welche Uber
Nacht mit 100yl eines monoklonalen mouse-anti-human IL-8- bzw. GM-CSF-Antikérpers
inkubiert wurden. Die Platten wurden dreimalig mit TBSTween-20® gewaschen. Anschlie-
Rend erfolgte die Blockierung des Antikdrpers mit 300ul/well PBS/1%BSA, 5% Sucrose und
0,05% NaN3 fir eine Stunde.

Nach Wiederholung des Waschvorganges wurden IL-8 Standard bzw. GM-CSF Standard

sowie die Proben aufgetragen und fir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

12



Nach einem dreimaligen Waschvorgang mit TBS-Tween20® erfolgte die Applikation von
100ul eines sekundaren biotinylierten anti-human IL-8 bzw. GM-CSF Antikérpers in
PBS/1%BSA.

Nach einstlindiger Inkubation sowie erneutem Waschvorgang erfolgte die Zugabe von 100l
Streptavidin. Nach erneutem Waschen wurden 100ul TMB Substratldsung pro well hinzuge-
geben. Nach Entwicklung der Farbreaktion wurde diese mit 50pul/well einer einmolaren

H2S04 Ldsung gestoppt.

Die optische Dichte wurde mittels eines Spektrometers bei einer Wellenlange von 450 nm

gemessen und durch Interpolation mit Hilfe einer Standardkurve quantifiziert.

Die Durchfiihrung der ELISA Tests wird durch Resveratrol nicht beeinflusst [19].

3.6 Statistik

Die Daten wurden als Mittelwert und Standardabweichung des Mittelwerts (S.E.M) angege-
ben. Der Kohortenvergleich erfolgte mittels Varianzanalyse (one-way ANOVA). Ergab sich
ein signifikanter Unterschied, wurde der interindividuelle Gruppenvergleich mit dem post-hoc

Bonferroni-Holm Test analysiert.
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4. Ergebnisse

4.1 Interleukin-8 (IL-8)

Die basale IL-8-Freisetzung von den flr 24-Stunden kultivierten Alveolarmakrophagen betrug
93.9 £ 37.7 ng/ml ((mean £ S.E.M.) bei NS (non-smokers) 89.4 + 27.8 ng/ml bei S (smokers)
und 85.1 + 28.8 ng/ml bei COPD, ohne signifikanten Unterschied zwischen den Kohorten
(Abbildung 1A). Die LPS-induzierte IL-8-Freisetzung (18-fache Induktion, 1524 + 207 ng/ml)
war bei COPD erhéht im Vergleich zu S (13-fach; 1168 £ 155 ng/ml) und war ebenso hoher
bei S im Vergleich zu NS (8.5-fach; 802 + 90.9 ng/ml) (Abbildung 1A).

A
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T 1750-
S, 1500-
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% 1000-
= 750-
500-
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Abbildung 1A.
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Dexamethason reduzierte konzentrationsabhangig die IL-8-Freisetzung aus LPS-exponierten
Alveolarmakrophagen bis zur Ausgangskonzentration bei NS. Dieser Effekt wurde bei S im
Vergleich zu NS und ebenfalls bei COPD im Vergleich zu S vermindert (Abb. 1B, Tabelle 2).

-404

-60 -

IL-8 release
% reduction of LPS .,

804 © Ns: r’=0.88
o S: rl=0.53
= COPD: r?=0.52
T 2 .4
1021010 10° 10® 107 10 10 10*
Dexamethasone [M]

Abbildung 1B.
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Im Gegensatz dazu reduzierte Resveratrol konzentrationsabhangig die IL-8-Freisetzung aus
LPS-exponierten Alveolarmakrophagen fast bis zur Grundlinie, ohne Unterschiede zwischen
den drei Kohorten (Abb. 1C, Tabelle 2).
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IL-8 release
% reduction of LPS ..,

NS: r’=0.54
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w00
108 1077 10 107 104

Resveratrol [M]

Abbildung 1C.
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4.2 GM-CSF

Die GM-CSF-Basalfreisetzung aus den fir bereits 24-Stunden kultivierten Alveolarmakro-
phagen betrug 30.6 + 6.3 pg/ml bei NS, 24.4 + 3.6 pg/ml bei S, und 17.5 = 1.7 pg/ml bei
COPD ohne signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Abbildung 1D). Die LPS-
induzierte GM-CSF-Freisetzung war bei den S (105-mal Anstieg Uber den Ausgangswert bis
zur 2.55 £ 0.43 ng/ml) und bei COPD (102-mal; 1.78 £ 0.22 ng/ml) im Vergleich zu NS (130-
mal; 3.97 £ 0.73 ng/ml) geringer (Abbildung 1D).
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Abbildung 1D.
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Dies zeigt, dass das Zigarettenrauchen die LPS-induzierte GM-CSF-Freisetzung beeintrach-
tigt. Dexamethason reduziert konzentrationsabhangig die GM-CSF-Freisetzung aus LPS-
exponierten Alveolarmakrophagen bei NS und S fast bis auf den Ausgangwert. Allerdings
war dieser Effekt bei COPD geringer. (Abbildung 1E, Tabelle 2).

NS: r’=0.83
S: r’=0.94
COPD: r’=0.83
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Abbildung 1E.
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Im Gegensatz dazu zeigte die konzentrationsabhangige Zugabe von Resveratrol eine Redu-
zierung der GM-CSF-Freisetzung aus LPS-exponierten Alveolarmakrophagen bis auf den

Baselinewert in allen Gruppen, ohne signifikanten Unterschied. (Abbildung 1F, Tabelle 2).
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Abbildung 1F.
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Abbildung 2. (Quelle: maodifiziert nach: Knobloch J, Hag H, Jungck D, Urban K, Koch A. Res-
veratrol impairs the release of steroid-resistant cytokines from bacterial endotoxin-exposed

alveolar macrophages in COPD. Basic Clin Pharmacol Toxicol 2011; 109: 138-143.)

Der Effekt von Dexamethason und Resveratrol auf LPS-induzierte IL-8- und GM-CSF-
Freisetzung aus Alveolarmakrophagen. Die Alveolarmakrophagen wurden mit LPS (Konzent-
ration von (1 ug/ml) fiir 24-Stunden stimuliert. Dexamethason (linke Spalte) oder Resveratrol
(rechte Spalte) wurden in der angegeben Konzentration zu Medium 1 Stunde vor der Stimu-
lation mit LPS zugegeben. Nach Inkubation wurden IL-8 und GM-CSF mittels ELISA be-
stimmt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + S.E.M présentiert. Die Werte in der linken
und rechten Spalte zeigen die prozentige Verringerung im Zusammenhang mit den Zellen,

welche vorher lediglich mit LPS stimuliert wurden (LPSmax).

Die Konzentration-Response-Kurven wurden nach Durchfiihrung von sigmoidalem Fit er-
stellt; r3, Bestimmtheitsmal3, Die Werte EC50 (mittlere effektive Konzentration), logeC50 und
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Emax (extrapolierter maximaler Effekt) zeigt die Tabelle 2. Zu beachten ist, dass in C und F
die Emax- Werte in allen Gruppen unter - 100% liegen. Demzufolge wurden die Konzentrati-
ons- Response-Kurven mit einem konstanten unteren Wert von -100 % neu berechnet, um
die Werte EC50, logeC50 und Emax zu ermitteln (siehe Tabelle 2).

One-way ANOVA: p < 0.0001 (1A&1D; B, C, E&F). Post hoc Bonferroni-Holm Tests in den
Abbildungen (1A&1D): *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. Post hoc Bonferroni-Holm Tests in
der linken und rechten Spalte (B, C, E&F) wurden durchgefiihrt, um die Unterschiede in der
Substanzwirkung zwischen den Gruppen bei gleicher Konzentration zu untersuchen: NS ver-
sus COPD, *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; NS versus S, #p < 0.05; S versus COPD, +p
< 0.05; +++p < 0.001.
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Tabelle 2.

Emax- und EC50- Werte fiir den Effekt von Dexamethason und Resveratrol auf die

LPS-induzierte Freisetzung von IL-8 /GM-CSF aus Alveolarmakrophagen.

Zytokine = Gruppe

IL-8 NS

COPD

GM-CSF NS

COPD

Die Werte wurden aus den Konzentrations-Wirkungskurven in der vorherigen Abbildung er-
mittelt. Der Emax-Wert von Resveratroleffekt auf IL-8 und GM-CSF war durch Ermittlung der

sigmoiden Konzentrations-Wirkungskurven mit den variablen Basalwerten in allen Gruppen

ECs, (M)

Dexamethason

1.7%x10°

3.7x10°

3.1x10°

3.9x10°

23x10°

27x10°

LogEC,, = S.E.

Dexamethason

=7.770 £ 0.3437

=7.437 £ 0.8043

=7.515 £ 0.6269

-8.405 £ 0.3139

-8.634 £ 0.1373

-8.565 £ 0.2133

E..xt S.E.M.

'max
(% reduction)

Dexamethason

102+9

8517

60£10

90 £6.1

90 2.1

ECs, (M)

Resveratrol

6.3x10°

3.4%x10°

40x10°

40x10°

6.5%x10°

3.9%x10°

LogEC,, t S.E.

Resveratrol

-5.200 + 0.7051

-4.440 % 0.3571

-4.406 £ 0.3732

-5.400 * 0.3254

-5.189 * 0.1320

=5.409 £ 0.4481

unter -100 % (hundertprozentige Verringerung) (siehe Abbildung 1C, F).

Diese Kurven wurden also fiir die Ermittlung von Emax- und EC50-Werte mit konstantem

Tiefstwert von -100% neu berechnet.

NS, non-smokers; S, smokers; S.E standard error, S.E.M, standard error of the mean;

COPD, chronic obstructive pulmonary disease.
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5. Diskussion

Der Gesamtspiegel von IL-8 und GM-CSF ist in den Atemwegen von Patienten mit stabiler
oder exazerbierter COPD erhoht [8,73]. Unsere Daten zeigen, dass die Aktivierung der Alve-
olarmakrophagen durch LPS zum Anstieg des IL-8-Spiegels, jedoch zu keinem Anstieg des
GM-CSF-Spiegels bei COPD flhrt [77].

Dennoch wird davon ausgegangen, dass die therapeutische Reduktion nicht nur bei IL-8 und
GM-CSF, sondern auch bei den anderen in friiheren Studien gemessenen Entziindungsme-
diatoren bei stabiler und exazerbierter COPD von Nutzen ist [8, 22, 23,73].

In unserer Vorabpublikation (Knobloch et al. 2011) berlcksichtigten wir auch die Effekte von
Resveratrol und Dexamethason auf die Freisetzung von folgenden Zytokinen: IL-6, MMP-9
und MCP-1.

Wir konnten verdeutlichen, dass die Freisetzung von IL-8 und GM-CSF durch Kortikosteroide
gehemmt werden kann. Dexamethason war allerdings nicht in der Lage diese Ausschuittung
der beiden Mediatoren aus den Alveolarmakrophagen der COPD vollstandig zu reduzieren.
Dies belegt, dass die LPS-induzierte IL-8- und GM-CSF- Freisetzung aus den Alveolarmak-

rophagen teilweise resistent gegeniber Kortikosteroiden bei COPD ist.

Die krankheitsunabhangigen Unterschiede in Bezug auf Kortikosteroiden - Sensibilitat von
entzindungsférdernden Genen wurden zuvor so postuliert, dass sie auf Unterschieden in der
Wirkung von kortikosteroid-sensitiven und - nichtsensitiven Transkriptionsmechanismen be-
ruhen [4]. So hangt beispielsweise die LPS-regulierte Gen-Transkription von Zytokinen in
Alveolarmakrophagen normalerweise vom Nuklear-Faktor-kappaB (NF-kB)- Signal ab, des-
sen Aktivitat sensibel gegenlber Kortikosteroiden ist, und vom Mitogen-aktivierten Protein-
kinasen (MAPK)/Aktivator-Protein 1(AP-1)-Signalweg, welcher unempfindlich gegenlber
Kortikosteroiden ist [4].

Daher kénnte das Ausmal} der Kortikosteroidresistenz eines bestimmten Zytokins vom Ver-
haltnis der kortikosteroidunempfindlichen und -empfindlichen Signalmechanismen abhangen,
die fur die vollstandige transkriptionelle Aktivierung ihres Gens erforderlich sind. Bemer-
kenswert ist, dass die partielle Kortikosteroidresistenz von der IL-8- und GM-CSF-
Freisetzung aus Alveolarmakrophagen charakteristisch fiir COPD und (im Falle von IL-8) flr

Raucher ist.

Im Gegensatz dazu verhinderte Dexamethason vollstandig die Freisetzung dieser Zytokine

aus Alveolarmakrophagen gesunder Nichtraucher.
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Diese Tatsache lasst sich mechanistisch durch die verminderte Expression und Aktivitat von
Histon-Deacetylasen in Alveolarmakrophagen bei COPD erklaren, die durch Zigarettenrauch
induzierten oxidativen und nitrosativen Stress verursacht werden, da die Histon-
Deacetylasen-Aktivitat fir die antiinflammatorischen Eigenschaften von Kortikosteroiden er-
forderlich ist [6].

Wie bereits erwahnt, bleibt die Wirksamkeit von Kortikosteroiden bei schwerer und exazer-
bierter COPD umstritten. Randomisierte kontrollierte Studien, Metaanalysen, Medikamen-
tenentzug-Studien und Beobachtungsberichte haben diese Forschungsfrage untersucht,
ohne einheitliche Ergebnisse [92]. Die Daten einer durchgeflhrten gro3en randomisierten,
kontrollierten Studie (Moreover, eine Post-hoc-Analyse der TORCH Studie) deuten darauf
hin, dass das Pneumonie-Risiko nach einer COPD-Behandlung mit Kortikosteroiden hoch
sein koénnte [20]. Darlber hinaus bergen Langzeitbehandlungen mit oralen Kortikosteroiden
ein hohes Risiko fur signifikante Nebenwirkungen wie Blutzuckeranstieg, Muskelatrophie und
Bauchfettleibigkeit [78].

Somit mussen in der Zukunft die antiinflammatorischen Wirkungen der Kortikosteroide bei
schwerer oder exazerbierter COPD unter Beweis gestellt werden, um das Risiko fiir solche

Nebenwirkungen als tolerierbar anzuerkennen.

Unsere Ergebnisse demonstrieren, dass die bakterielle Endotoxin-induzierte Freisetzung von
COPD-relevanten Entzindungsmediatoren zum Teil unsensibel gegenliber Kortikosteroiden
ist. Damit liefern sie ein starkes Argument gegen Verwendung von Kortikosteroiden bei aku-

ter Infekt-Exazerbation einer COPD mit gramnegativen Bakterien.

Im Gegensatz zu Dexamethason reduzierte Resveratrol die LPS-induzierte IL-8-, GM-CSF-
Freisetzung aus den Alveolarmakrophagen der COPD bis auf den Ausgangswert. In dieser
Hinsicht kénnte Resveratrol eine gute Alternative sein, um die entziindliche Reaktion in den

Atemwegen bei infektexazerbierter COPD mit gramnegativen Bakterien zu bekampfen.

Uberdies ist Resveratrol auch effizienter als Dexamethason bei der Reduzierung von IL-8 -
und GM-CSF-Freisetzung aus IL-1B-aktivierten Alveolarmakrophagen und TNFa-aktivierten
glatten Muskelzellen der Atmungswege von COPD. Dies kbénnte bei der Therapie der stabi-
len COPD nutzlich sein [56,23].

Im Gegensatz zu Kortikosteroiden kann Resveratrol nicht nur NF-kB- sondern auch MAPK-
Signalwege blockieren [28 ,107]. Dies konnte die verbesserte Effektivitat von Resveratrol, die

Freisetzung von Zytokinen aus Alveolarmakrophagen zu reduzieren, erklaren.
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Bemerkenswert ist, dass die entzindungshemmenden Effekte von Resveratrol relativ hohe
Konzentrationen in vitro erfordern. Die Plasmakonzentrationen von Resveratrol nach einer
einzigen Verabreichung sind beim Menschen relativ niedrig, was auf einen rapiden Stoff-
wechsel und eine geringe Bioverflgbarkeit hinweist [19]. Allerdings kénnten die Plasmaspie-
gel von unverandertem freiem Resveratrol aufgrund groRer Mengen, die mdglicherweise in
der Zellfraktion enthalten sind, stark unterschatzt werden. Dies wurde in den entsprechenden
Studien nicht ausgewertet. Darlber hinaus erhdhte die wiederholte Verabreichung von Res-
veratrol die Halbwertszeit und die Plasmakonzentration beim Menschen und somit konnte
seine wirksame Dosis fir entzindungshemmende Effekte verringert werden [57,19]. Des
Weiteren versucht man aktuell mit groBem Aufwand, die Bioverfiuigbarkeit zu steigern, zum

Beispiel durch strukturelle und chemische Modifikationen.

Somit sind die antiinflammatorischen Wirkungen von Resveratrol auf die Alveolarmakropha-
gen von COPD, welche hier im Zellkulturmodell von bakterieller Infektion gezeigt wurden,

von relevanter Bedeutung in der COPD-Therapie.

Viele Studien deuten zudem auf eine wichtige Rolle von oxidativem Stress bei der Funkti-
onsstorung des Skelett- und Atemmuskels und dem Verlust von Skelettmuskelmasse bei
Patienten mit COPD hin [65, 32,74]. Durch Hemmung von oxidativem Stress und Verringe-
rung der Aktivitat von NF-kB wurde Resveratrol den Prozess des Muskelabbaus drosseln
[79]. Bei einer Studie wurde sogar ein positiver Effekt von Resveratrol auf die Glucocorticoid-

induzierte Muskelatrophie beschrieben [2].

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse vielversprechende Effekte von Resveratrol auf den oxi-
dativen Stoffwechsel des Skelettmuskels. Dadurch kdnnten COPD-Patienten, welche eine
langfristige Kortisontherapie hinter sich haben, bei einer Behandlung mit Resveratrol sowohl

von seinen pulmonalen, als auch von seinen extrapulmonalen Wirkungen profitieren.

Wie bereits erwahnt, beschaftigte sich unsere Vorabpublikation (Knobloch et al. 2011) au-
Rerdem mit anderen Zytokinen (Interleukin-6, Monozyten-Chemoattraktorprotein-1 und Mat-
rix metallopeptidase 9), welche bei der COPD-Pathogenese eine entscheidende Rolle spie-

len.

Interleukin-6 (IL-6) wird von Alveolarmakrophagen, T- und B-Lymphozyten und anderen Zel-
len synthetisiert und spielt eine zentrale Rolle bei der Entwicklung von Entziindungen, so-
wohl systemisch als auch lokal. IL-6 ist jedoch nicht nur ein Marker fiir eine Entziindung der
Atemwege, sondern auch ein Pradiktor fiir eine mogliche Schadigung des Lungenepithels,
die zu einem Umbau des Bronchialbaums und einem Elastizitatsverlust des Epithelgewebes
fuhrt [99, 109].
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Der relative Effekt von LPS auf die IL-6-Freisetzung wurde bei COPD im Vergleich zu S und
NS signifikant erhéht. Allerdings wurde die Gesamtmenge des in Kulturliberstanden von
LPS-exponierten Alveolarmakrophagen gemessenen IL-6 bei COPD verglichen mit NS deut-
lich reduziert. Ein Vergleich zwischen S und COPD bzw. NS und S zeigte keine signifikanten

Unterschiede.

Sowohl Dexamethason als auch Resveratrol hemmen konzentrationsabhangig die LPS-
induzierte IL-6-Ausschiitung aus Alveolarmakrophagen aller Kohorten bis zur Basallinie ohne

signifikanten Unterschied.

Dass die Makrophagen mehrere Matrixmetalloproteinasen (MMPs, vor allem MMP-9) sezer-
nieren, wurde bereits in friheren Studien nachgewiesen [100 ,85]. Die Alveolarmakrophagen
wurden sogar als die MMP-9 Hauptquelle in den Atemwegen von COPD-Patienten mit Em-
physem beschrieben [29]. Die Ubersekretion von MMP-9, als wichtiger elastolytischer MMP,
kann zu einem unerwinschten Abbau von Lungengewebe fiihren, was eine der Ursachen flr
COPD [59] sein kann, wahrscheinlich aufgrund der Reize des Tabakrauchs [88]. Die MMP-
9-Freisetzung aus LPS-exponierten Alveolarmakrophagen war bei COPD gegenuber S und
NS erhoéht.

Dexamethason reduzierte teilweise die Freisetzung von MMP-9 aus LPS-exponierten Alveo-
larmakrophagen, ohne Unterschiede zwischen den Kohorten. Im Gegensatz dazu senkte
Resveratrol die MMP-9-Freisetzung aus LPS-exponierten Alveolarmakrophagen nahezu
vollstandig, ohne Unterschiede zwischen den drei Kohorten. Durch seine vollstandige Hem-
mung von MMP-9- und IL-6-Freisetzung kénnte Resveratrol einen positiven Effekt auf die

Umbauprozesse (sogenanntes Remodelling) haben.

Das Chemokin MCP-1 wird ebenso von den Alveolarmakrophagen gebildet [103]. Die Se-
zernierung dieses Chemokins wird durch proinflammatorische Zytokine (unter anderem IL-6
und IL-8) stimuliert [13]. Experimente mit Knockout-Mausen fir das MCP-1-Gen haben ge-
zeigt, dass MCP-1 sogar essentiell fur die Rekrutierung von Monozyten ist [106], welche sich

im Falle einer Entziindung in Alveolarmakrophagen differenzieren.

Die LPS-induzierte MCP-1-Freigabe war ohne Unterschiede zwischen NS, S und COPD.
Dexamethason reduzierte teilweise die MCP-1-Freisetzung aus LPS-exponierten Alveolar-
makrophagen ohne Unterschiede zwischen den Kohorten. Im Gegensatz dazu reduzierte
Resveratrol die MCP-1-Freisetzung aus LPS-exponierten Alveolarmakrophagen fast voll-

standig ohne Unterschiede zwischen den drei Kohorten.
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Mit dieser Wirkung koénnte Resveratrol den durch diese Interaktion von Monozyten, Makro-

phagen und /MCP-1 verursachten Circulus vitiosus unterbrechen.

Zusammenfassend stitzen unsere Daten die Hypothese, dass die entzindungshemmende
Eigenschaften von Kortikosteroiden nur begrenzt hilfreich bei der COPD-Therapie sind und

stattdessen Resveratrol oder seine Derivate sich als vielversprechende Alternative anbieten.
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