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1 Zusammenfassung/Abstract

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Einleitung: Die Chronisch obstruktive Lungenerkrankung ist eine hédufige und fiir die weltweiten
Gesundheitssysteme hochrelevante Erkrankung, die mit einer chronischen Entziindung der
Atemwege einhergeht. Das PD-1/PD-L1-System ist ein mittlerweile gut verstandener Teil des
Immunsystems und bei der Therapie verschiedener Tumorerkrankungen als Biomarker und
Therapietarget etabliert. Bislang existieren fiir die COPD noch keine laborchemischen Biomarker

mit therapeutischen oder prognostischen Implikationen. Gleichwohl besteht hier ein groer Bedarf.

Ziele: Diese Arbeit vergleicht eine Patientengruppe mit COPD und eine Kontrollgruppe ohne COPD
im Hinblick auf Lungenfunktion und die Konzentrationen der 16slichen Biomarker der PD-1/PD-L1-

Achse in Serum und bronchoalveolérer Lavage (BAL).

Methoden: Patienten mit verschiedenen Lungenerkrankungen, die im Zeitraum 11/2016 bis 08/2019
bronchoskopiert und einer BAL unterzogen wurden, wurden hinsichtlich wichtiger biometrischer
Daten und Anhand der Konzentration der 16slichen Biomarker PD-1 und PD-L1 in Serum und BAL
verglichen. Die Daten wurden im Rahmen der PULMOHOM-Studie gewonnen und ausgewertet.

Ergebnisse: Es konnten hochsignifikante Korrelationen von PD-1 und PD-L1 innerhalb der BAL-
Proben (Spearman rho = 0,712, p < 0,001 bei obstruktiven Patienten) und teils auch zwischen BAL
und Serumproben (Spearman rho = 0,340, p = 0,021 fiir BAL PD-1/ Serum PD-1 bei obstruktiven
Patienten) nachgewiesen werden. Innerhalb der Serumproben konnten wir ebenfalls Korrelationen
finden, allerdings in geringerer Ausprigung (Spearman rho = 0,336, p = 0,02 fiir Serum PD-1/PD-
L1 bei obstruktiven Patienten). Bei den nicht-obstruktiven Patienten waren diese Korrelationen
ebenfalls signifikant. Wir fanden keine signifikanten Zusammenhénge zwischen der Konzentration
von PD-1/ PD-L1 und dem Schweregrad der Obstruktion. In multivariablen Modellen zeigte sich
ebenfalls kein signifikanter Einfluss der Marker auf die Lungenfunktion unter Adjustierung auf

Geschlecht, Alter, Body Mass Index sowie gerauchte Pack Years.

Zusammenfassung: In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Korrelation der 16slichen PD-
1/PD-L1 Achse in BAL und Serum besteht. Bei fehlendem Zusammenhang zur Lungenfunktion
erscheint die PD-1/PD-L1-Achse als Biomarker fiir den Schweregrad der COPD zum jetzigen Stand

weniger geeignet.

1.2 English Abstract

Introduction: The Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a common and highly relevant

disease with a massive impact on global healthcare systems. It is characterized by chronic airway



inflammation. The PD-1/PD-L1-System is a well-defined and investigated part of the immune system
and is widely used in the treatment and surveillance of various malignant diseases. For the COPD,
however, there is no such biomarker with therapeutic or prognostic implications. There is a huge

need for such biomarkers, nonetheless.

Aim: This study compares two groups of patients with and without COPD in regards of the

expression of the soluble PD-1/PD-L1 axis in serum and bronchoalveolar lavage.

Methods: We investigated Patients receiving bronchoscopy with bronchoalveolar lavage from
November 2016 to August 2019 in regards of important clinical characteristics and the concentrations

of PD-1/ PD-L1 in serum and BAL samples.

Results: There were highly significant correlations of PD-1 and PD-L1 in terms of BAL samples
(Spearman rho =0.712, p < 0.001 in COPD- patients) and to a lesser degree between BAL and serum
samples (Spearman rho = 0.340, p = 0.021 for BAL PD-1/ Serum PD-1 in COPD patients). There
were correlations within the serum samples as well (Spearman rho = 0.336, p = 0.02 for serum PD-
1/PD-L1 in COPD patients). In the non-obstructive patients, these findings were also significant.
However, there were no significant correlations between the biomarkers and the severity of airway
obstruction. Multivariate modelling showed no significant impact on lung function after adjusting

for age, sex, body mass index and smoking history.

Conclusion: This study found a correlation between PD-1 and PD-L1 in BAL and Serum. An impact
on lung function, however, could not be shown. This makes the PD-1/PD-L1 Axis not suitable as a

biomarker for COPD.



2 Einleitung und Fragestellung
2.1 Die Chronisch Obstruktive Lungenerkrankung (COPD)
2.1.1 Definition

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (Chronic Obstructive Pulmonary Disease, (COPD)) ist
eine heterogene Lungenerkrankung, die regelhaft mit chronischen respiratorischen Symptomen wie
Husten, Dyspnoe, vermehrtem Sputum mit oder ohne Exazerbationen einhergeht. Ursdchlich sind
jeweils irreversible Verdnderungen der Atemwege (Bronchitis oder Bronchiolitis) oder der Alveolen,
was als Emphysem bezeichnet wird. Diese Verdnderungen sind Ausdruck einer progredienten und

persistierenden Atemwegsobstruktion [47].

2.1.2 Atiologie und Epidemiologie

Im Jahr 2023 befand sich die COPD auf Platz 3 der weltweiten Todesursachenstatistik [73]. Damit
ist die Haufigkeit der COPD innerhalb von vier Jahrzehnten deutlich angestiegen, 1990 lag sie noch
auf Platz 5 der Todesursachen [89]. Die Pravalenz der COPD ist von Land zu Land unterschiedlich.
Weltweit finden sich die hochsten Pravalenzen in Kapstadt mit 23%, gefolgt von Kasachstan und der
Mongolei (im Mittel 21,8%) und im Iran (16,9-22,2%). Manche Stadte wie beispielsweise Salzburg
(26%) und Miinchen (21%) zeigen im Vergleich zu den {iibrigen européischen Stiddten hdhere
Priavalenzen. Die meisten Regionen der Welt zeigen Priavalenzen zwischen 9 und 15% fiir COPD,
das Schlusslicht bilden Siidindien (Bangalore 4,4%), Abu Dhabi (3,7%). Fiir die spérlichen
besiedelten Gebiete wie beispielsweise Gronland fehlen bislang verldssliche epidemiologische Daten
[16]. Seit 2002 existiert aufgrund der hohen Relevanz der COPD fiir die Allgemeinbevélkerung ein
»World COPD Day*“. Dadurch soll jahrlich am 16. November die Erkrankung besser bekannt

gemacht werden [2].

2.1.3 Risikofaktoren

Der Zusammenhang zwischen der Entstehung der COPD und Tabakkonsum (Aktiv- und
Passivrauchen) ist mittlerweile unumstritten. Verschiedenste Studien haben hinreichenden
Zusammenhang sowohl zwischen Tabakrauch und messbarer Atemwegsobstruktion [48,62] als auch
ein erhohtes Risiko fiir COPD und deren Exazerbation aufgezeigt [87]. Dariiber hinaus gelten
verschiedene weitere Faktoren als Risiko, wie Exposition gegeniiber organischen Stduben und
bakteriellen-, sowie Pilzantigenen bei beispielsweise landwirtschaftlicher Arbeit. Auch die
Exposition gegeniiber weiteren inhalativen Noxen gilt als risikoassoziiert (Baumwollstidube aus der

Textilindustrie, Stdube aus Bergwerken und der Metallindustrie, Holzstdube und auch Bauschutt)



[29]. Neben diesen bekannten Risikofaktoren hat auch eine Studie einen deutlichen Zusammenhang
zwischen COPD-assoziierter Hospitalisierung bzw. Mortalitdt und einer Exposition gegeniiber u.a.
Feinstaub und Stickoxiden aufgezeigt [44]. Zusétzlich spielen auch genetische Faktoren in der
Suszeptibilitit fiir die Ausbildung der COPD eine Rolle. Der bekannteste genetische Faktor in der
Entstehung der COPD ist der Alpha-1-Antitrypsin-Mangel. Dieser zeigt sich allerdings nur fiir etwa
3% der COPD-Fille verantwortlich [102]. Dariiber hinaus sind viele weitere Assoziationen mit
Genvarianten (z.B. mit Interleukin 4, -6, -13 und anderen Signalwegen) und der Entstehung einer

COPD bekannt, aber bisher weitaus weniger gut erforscht [18].

2.1.4 Diagnostik und Einteilung der COPD nach Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD)

Notwendig zur Diagnosestellung ist neben dem anamnestischen Kontext die Spirometrie und hier

zur Einteilung in Stadien das forcierte exspiratorische Volumen (FEV)).

Setzt man die FEV; in Relation zur forcierten Vitalkapazitét ergibt sich der sogenannte Tiffeneau-

Index (Robert Tiffeneau und André Pinelli, 1947) [107].

Die Diagnose einer COPD kann dann bei einem postbronchodilatatorisch gemessenen Tiffeneau-
Index von unter 0,7 gestellt werden [47]. Nach den aktuellen GOLD-Kriterien wird die COPD wie
folgt eingeteilt:

Tabelle 1: Stadieneinteilung der COPD nach GOLD; Nach: Global Strategy for the Diagnosis, Management and
Prevention of Chronic Obstructive Pulmonary Disease (2023 REPORT); Alle FEVi-Angaben beziehen sich auf

postbronchodilatatorisch gemessene Werte, Abkiirzungen: COPD= Chronic obstructive pulmonary disease, FEV =
Forcierte Einsekundenkapazitit, GOLD= Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease

Stadium Schweregrad der Obstruktion FEV:
GOLD 1 Mild > 80%
GOLD 2 Moderate > 50% bis < 80%
GOLD 3 Severe > 30% bis < 50%
GOLD 4 Very severe <30%

Neben der Einteilung der COPD nach apparativ objektivierbaren Kriterien wird eine weitere
Eingruppierung der COPD nach dem Schweregrad der subjektiv empfundenen Symptomatik
vorgenommen. Anwendung finden dabei verschiedene Fragebogen (z.B. der COPD Assessment Test
(CAT) oder die ,,modified Medical Research Council®“ (mMRC) Dyspnoe-Skala), die die subjektive

Symptomatik der Patienten erfassen.
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Tabelle 2 zeigt die mittels der erhobenen Daten erfolgte Einteilung der Patienten nun neben den
spirometrisch erfassten GOLD-Stadien noch in die Kategorien A, B und E.
Tabelle 2: Einteilung in Schweregrade anhand Symptomlast und Exazerbationshdufigkeit

Global Strategy for the Diagnosis, Management and Prevention of Chronic Obstructive Pulmonary Disease (2023
REPORT); Abkiirzungen: CAT= COPD Assesment Test; mMRC= Modified Medical Research Council

> 2 moderate Exazerbationen/Jahr oder
> 1 Exazerbation mit E

Krankenhauseinweisung

Keine Exazerbation oder eine
moderate Exazerbation/Jahr ohne A B

Krankenhauseinweisung

CAT <10, mMRCO0-1 CAT>10,mMRC=>2

Dartiiber hinaus stehen noch weitere Moglichkeiten zur Verfiigung, um die Diagnose der COPD
weiter zu erhdrten und die Ausprdgung der Erkrankung weiter zu klassifizieren. Diese werden

nachfolgend weiter ausgefiihrt.
Bildgebung

Obwohl ein Rontgenbild des Thorax fiir die Diagnosestellung der COPD nicht zwingend erforderlich
ist, so eignet es sich gut zur Detektion bzw. zum Ausschluss relevanter Begleiterkrankungen (z.B.
einer Lungenfibrose oder Bronchiektasen, muskuloskelettaler Erkrankungen, kardiovaskuldre
Komorbiditéten). Klassische radiologische Merkmale der COPD beinhalten Zeichen der
Lungeniiberbldhung (abgeflachte Zwerchfellkuppeln, vermehrte retrosternale Transparenz sowie
insgesamt hypertransparentes Lungengewebe). Computertomographische (CT) Bildgebung ist kein
Teil der Routinediagnostik, kann aber bei Patienten mit Bronchiektasen oder hohem
Lungenkrebsrisiko hilfreich sein (hier insbesondere bei Patienten mit Lungenemphysem). Bei
geplanter chirurgischer oder endoskopischer Lungenvolumenreduktion ist eine vorherige
Computertomographie ebenso sinnvoll [41,59]. Auch fiir die Evaluation einer eventuellen

Lungentransplantation ist die CT notwendig.
Evaluation der Lungenvolumina und der Diffusionskapazitiit

Rasch zu Beginn ihrer Erkrankung fallen COPD-Patienten durch einen Anstieg ihres
Residualvolumens als Ausdruck der Lungeniiberblahung auf. Mit fortschreitender Erkrankung
entsteht durch die andauernde Flusslimitation eine Zunahme der totalen Lungenkapazitit (TLC).
Diese Verdnderungen lassen sich durch Bodyplethysmographie oder weniger genau durch die
Heliumdilutionsmethode bestimmen. Auch wenn die Messung der Diffusionskapazitit (DLCO) zur

Behandlung von COPD-Patienten nicht unbedingt erforderlich ist, 14sst sich damit der funktionelle
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Einfluss einer Emphysembildung quantifizieren. Dies kann bei Patienten, die im Vergleich mit ihrer
spirometrisch gemessenen Lungenfunktion tiber ungewo6hnlich starke Dyspnoe klagen, hilfreich sein

[28].
Arterielle Blutgasanalyse

Die arterielle Blutgasanalyse dient zur Evaluation einer eventuell notwendigen Sauerstofftherapie
und sollte bei allen Patienten durchgefiihrt werden, die klinische Zeichen eines respiratorischen
Versagens oder eines Rechtsherzversagens aufweisen. Im Falle einer peripheren Sauerstoffsittigung

von weniger als 92% sollte eine arterielle Blutgasanalyse durchgefiihrt werden [5,58].
Evaluation der Ubungsbelastbarkeit und der Leistungsfihigkeit im Alltag

Objektiv gemessene Beeintrachtigung der korperlichen Leistungsfihigkeit etwa im 6-Minuten-
Gehtest ist ein aussagekréftiger Pradiktor [21,88] der individuellen Prognose [31,80,83]. So ist im
letzten Jahr vor dem Tod eines Patienten hiufig ein Abfall der Testleistungen festzustellen [84].
Gehtests sind dariiber hinaus auch hilfreich bei der Verlaufs- und Erfolgskontrolle von Behandlungen
[23]. Zusitzlich konnen Fahrrad- oder Laufbandergometrie helfen, weitere Diagnosen, z.B. Herz-

Kreislauferkrankungen aufzudecken bzw. auszuschlieB3en.

Eine Erfassung der korperlichen Aktivitit im Alltag der Patienten kann eine stirkere Aussagekraft
haben als die im Versuch gemessenen Leistungswerte. Hierzu stehen mittlerweile eine Reihe von

Geriten bzw. Methoden wie Schrittzihler, Accelerometer und weitere zur Verfiigung [49].

2.1.5 Therapie und Prognose

Die medikamentdse Therapie der COPD dient der Symptomverbesserung, reduziert die Haufigkeit
und die Schwere von Exazerbation und verbessert die allgemeine Leistungsfahigkeit und
Lebensqualitdt. Bis heute gibt es allerdings noch keine Untersuchungen, die zeigen, dass durch
konsequente Therapie der COPD eine langfristige Verschlechterung der Lungenfunktion verhindert

werden kann [6,7,82,106].

Neben der medikamentdsen Therapie existiert noch die Mdglichkeit der endoskopischen bzw.
chirurgischen Lungenvolumenreduktion. Diese Verfahren dienen allerdings lediglich der

Symptomlinderung und kénnen nur bei wenigen Patienten das Uberleben verlingern [100].

Dariiber hinaus existieren noch weitere nicht-medikamentdse Therapieansitze wie Sauerstoffgabe

und Heimbeatmung, die nachfolgend ebenfalls weiter ausgefiihrt werden.
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Nikotinkarenz

COPD-Patienten mit fortgesetztem Nikotinkonsum erleben eine schnellere Krankheitsprogression,
hiufigere Exazerbationen und eine insgesamt hohere Sterblichkeit [10,46,71]. Etwa 40% der COPD-
Patienten setzen ihren Nikotinkonsum trotz Kenntnis iiber die negativen Auswirkungen auf den
Krankheitsverlauf fort [71]. Nikotinkarenz hat das grofite Potential den Krankheitsverlauf positiv zu
beeinflussen. Beim Erreichen einer dauerhaften Nikotinkarenz scheint eine Kombination aus
Verhaltenstherapie und medikamentoser Unterstiitzung den gréfiten Effekt zu haben [109]. Neben
dem Rauchstopp des einzelnen Patienten verringert auch ein gesetzliches Rauchverbot zum Beispiel
an Offentlichen Plitzen das Auftreten der COPD und anderer mit dem Rauchen assoziierter

Erkrankungen [26].
Rehabilitation

Die Durchfiihrung einer RehabilitationsmaBnahme bei Patienten mit COPD fiihrt zu einer Reduktion
der subjektiv empfundenen Dyspnoe, zu einer Steigerung der individuellen Ubungsbelastbarkeit und
zu einer Steigerung der Lebensqualitét. Hierbei empfiehlt sich ein multimodales Konzept, das unter
anderem korperliches Training, Verhaltenstherapie und erndhrungsmedizinische Beratung beinhaltet

[75].
Bronchodilatatoren

Bronchodilatatoren verbessern die FEV; und andere spirometrisch objektivierbare Parameter. Die
Wirkung beruht auf einer Herabsetzung des Tonus der glatten Bronchialmuskulatur und somit einer
Erweiterung der kleinen Atemwege. Bronchodilatatoren reduzieren die Lungeniiberbldhung in Ruhe
und unter Belastung [78,79] und verbessern die korperliche Leistungsfahigkeit. Allerdings ist das
Therapieansprechen unter Belastung bei Patienten mit schwerer und sehr schwerer COPD ausgehend
von den Ruhewerten individuell unterschiedlich und nur schlecht anhand der Anderung der FEV, zu

prognostizieren [ 13].

Die Kombination von Bronchodilatatoren mit verschiedenen Wirkmechanismen und Wirkdauern
geht mit einer verbesserten bronchodilatatorischen Wirkung und mit einer Verringerung der

Nebenwirkungen im Vergleich zur Monotherapie einher [22,50].
Inhalative Corticosteroide (ICS)

In vitro Versuche haben gezeigt, dass die COPD-assoziierte Entziindungsreaktion nur ein begrenztes
Ansprechen auf Corticosteroide aufweist. Dabei konnen verschiedene Wirkstoffe das Ansprechen
auf eine Steroidtherapie verbessern [17]. Bei Patienten mit mittelschwerer bis schwerer COPD und
mit Exazerbationen haben sich ICS in Kombination mit LABA als wirksamer erwiesen als die

Monotherapie im Hinblick auf Lungenfunktion, Allgemeinzustand, sowie Exazerbationshéufigkeit-
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und -schwere [74]. Studien zeigten allerdings eine dosisabhingige Risikoerhohung beziiglich des

Auftretens von Pneumonien [115].
Orale Phosphodiesterase-4-Inhibitoren (Roflumilast)

Bei Patienten, die trotz einer addquaten Therapie mit inhalativen Bronchodilatatoren unter haufigen
Exazerbationen leiden, kann eine Therapie mit einem Phosphodiesterase-4-Inhibitor (PDE-4-

Inhibitor) erwogen werden [12].

Die intrazellulire Hemmung von PDE4 fiihrt zur Hemmung des Abbaus von cyclischem
Adenosinmonophosphat (cAMP). Dies wiederum fiihrt zu einer Vielzahl an antiinflammatorischen
Effekten und soll so die Krankheitslast verringern. Mehrere klinische Studien konnten bisher zeigen,
dass die Therapie mit Roflumilast zu einer signifikanten Verbesserung der Lungenfunktion und

letztlich auch der Exazerbationshaufigkeit fiihrt [91,111].
Sauerstofftherapie (Long-term oxygen therapy, LTOT)

Bereits in den 1980er Jahren konnte in zwei randomisierte kontrollierten Studien gezeigt werden,
dass die ambulante Langzeitsupplementation (15-18 Stunden tdglich) von Sauerstoff eine praktikable
Methode ist, um bei Patienten, die in Ruhe eine Hypoxdmie aufweisen (arterieller
Sauerstoffpartialdruck < 55mmHg oder bei Vorliegen eines Cor pulmonale < 60mmHg) das
Langzeitiiberleben zu verbessern [54,104]. Bei Patienten mit lediglich méBiger Hypoxadmie in Ruhe
sollte eine LTOT jedoch nicht routinemiBig verordnet werden, da fiir diese Patienten kein

Uberlebensvorteil gezeigt werden konnte [61].
Heimbeatmung (Continuous positive airway pressure, CPAP)

Es konnte gezeigt werden, das eine Heimbeatmung bei chronisch hyperkapnischen Patienten sowohl
das Sterberisiko als auch das Risiko einer Krankenhauseinweisung signifikant zu reduzieren vermag

[64].
Monoklonale Antikorper (Dupilumab)

Der Wirkstoff Dupilumab ist ein humaner monoklonaler Antikdrper gegen Interleukin-4 und

Interleukin-13, welche mafigebliche Faktoren der Typ-2-Inflammation sind.

In zwei randomisierten, placebokontrollierten, doppelblinden Phase-II1-Studien bei Erwachsenen mit
mittelschwerer bis schwerer COPD, erhéhten Eosinophilen (> 300 Zellen/ pl im peripheren Blut)
und bereits bestehender maximaler Inhalativatherapie konnte gezeigt werden, dass die moderaten bis
schweren Exazerbationen unter einer Therapie mit Dupilumab abnahmen. Ebenso fanden sich

positive Auswirkungen auf FEV; und Lebensqualitdt [14]. Seit Juli 2024 ist Dupilumab als Add-on-
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Erhaltungstherapie fiir Erwachsene mit unzureichend kontrollierter COPD mit Eosinophilen > 300

Zellen/pul zugelassen [113].

2.2 Biomarker

2.2.1 Geschichte der Biomarker

Als ,,Biomarker* bezeichnet man die Mess- und Verwendbarkeit einer physiologischen Substanz,
Kenngrofe und dergleichen, um daran physiologische oder pathophysiologische Vorginge
vergleichbar zu machen und auch den Erfolg therapeutischer Interventionen zu iiberpriifen und sogar
vorherzusagen [9]. Die amerikanische Food and Drug Administration (FDA) definiert in ihrem ,,The
Biomarkers, EndpointS and other Tools“ (BEST) Glossar sieben verschiedene Arten von
Biomarkern. Zunéchst einmal existieren im BEST-Glossar Biomarker fiir die Anfalligkeit bzw. das
Risiko fiir die Entstehung oder das Auftreten einer bestimmten Erkrankung. Hier sei beispiclsweise
die Faktor-V-Leiden-Mutation als Risikofaktor fiir das Auftreten thrombotischer Krankheitsbilder
zu nennen [37]. Daneben werden auch diagnostische Biomarker wie beispielsweise der Chlorid-
Schweilltest bei der Mukoviszidose aufgefiihrt. Diese dienen der Sicherung einer Diagnose oder der
Einteilung von Patienten in bestimmte Untergruppen einer Erkrankung [38]. Ebenso werden
Biomarker zur Verlaufs- bzw. Erfolgskontrolle einer Therapie beschrieben (,,Monitoring®-
Biomarker) [39]. Hierzu zéhlen unter anderem die FEV, als wichtiger Marker zur Verlaufskontrolle
und Evaluation des Therapieansprechens bei der COPD [1]. Als néchstes werden Marker zur
Prognoseabschétzung und Biomarker mit pradiktivem Wert benannt. Hier zu nennen sind zum
Beispiel die Breast Cancer Gene 1 und 2 (BRCA 1+2) dessen Mutationen zum einen das Risiko fiir
das Auftreten eines Karzinoms der Mamma determinieren, zum anderen genutzt werden kdnnen, um
eine prognostische Aussage liber ein Therapieansprechen zu treffen [34,35]. Als letztes werden
Parameter genannt, die Riickschliisse auf ein Therapieansprechen oder Marker zur Abschétzung der
Therapiesicherheit genannt. Zu ersteren zihlt unter anderem die ,,International Normalized Ratio*
(INR) zur Messung des Ansprechens auf eine Therapie mit Vitamin-K-Antagonisten, zu letzteren
kann beispielsweise die frequenzkorrigierte QT-Zeit (QTc-Zeit) als Risikomarker fiir das Auftreten
von Torsade de Pointes-Tachykardien unter Therapie mit QT-Zeit verlingernden Medikamenten
genannt werden [36,40]. Als erster genetischer Biomarker und Risikofaktor fiir die Entwicklung
einer COPD gilt seit 1963 die Serumspiegelbestimmung des Alpha-1-Antitrypsins. Ein genetisch
veranlagter Mangel an Alpha-1-Antitrypsin pradisponiert zur Entwicklung eines Lungenemphysems,
insbesondere in Kombination mit Tabakkonsum oder anderer inhalativer Noxen und sorgt auch bei

Rauchkarenz fiir einen Progress der Erkrankung [103].
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Ein in den letzten Jahren zunehmend wichtig gewordener Biomarker in der Tumortherapie ist auch
das Programmed Death Protein 1(PD-1) und Programmed Death Ligand 1 (PD-L1) -System, welches

nachfolgend noch ausfiihrlich beschrieben wird.

Fiir die COPD existieren derzeit bis auf die FEV| keine weiteren vergleichbaren klinisch relevanten
biochemischen Marker, die zur Diagnose, zur Phanotypisierung oder zur Prognose verwendet werden
koénnen. Gleichwohl besteht hier bei hohem Druck auf die internationalen Gesundheitssysteme ein

grof3er Bedarf.

2.2.2 Die Biologie des PD-1/PD-L1-Systems

PD-1 und sein Ligand PD-L1 sind Transmembranproteine mit einer immunglobulindhnlichen
Extrazelluldrdoméne fiir die Interaktionen und die Signaltransduktion ins Zellinnere. PD-1 (auch
bekannt als cluster of differentiation 279 (CD279)) ist ein Typ I Transmembranrezeptor. Die PD-1
Expression findet vor allem auf einer Vielzahl von Immunzellen wie zum Beispiel auf CD4 und CD8
positiven T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen), Monozyten,
dendritischen Zellen, Makrophagen und Langerhanszellen statt. Die vermehrte PD-1-Expression auf
dauerhaft in Antigenkontakt stehenden T-Zellen ist mitverantwortlich fiir eine Erschopfung der T-
Zell-Funktion [3,96]. Diese erschopften T-Zellen zeigen regelhaft eine hohere u.a. PD-1-Expression,
mit einer verringerten Fahigkeit zur Aufnahme von stimulierenden Signalen. Diese Erschopfung tritt
sowohl bei Tumorerkrankungen als auch bei chronischen Virusinfektionen auf und sorgt fiir eine
Immunevasion [15]. PD-L1 findet sich im Wesentlichen auf der Oberfliche von professionellen
antigenprisentierenden Zellen (Makrophagen, B-Lymphozyten, dendritische Zellen) sowie auf der
Oberflache von Zellen die Antigene fiir cytotoxische CDS8 positive-T-Lymphozyten auf ihrer
Oberflache priasentieren. Ebenso wird PD-L1 beispielsweise auf Endothelzellen von Blutgefa3en,
Pankreasinselzellen, in Plazentazellen und Hoden exprimiert. Hier dient PD-L1 zur Verhinderung
von Autoimmunitét [30,42]. Bei Krebserkrankungen hemmt das PD-1/PD-L1-System die T-Zell-
Proliferation sowie die Zytokinfreisetzung (insbesondere Tumornekrosefaktor o (TNF-a),
Interleukin 2 (IL-2) und Interferon y (IFN-y) und die zytotoxische T-Zell-Aktivitét, was letztlich zur
Apoptose tumorspezifischer T-Lymphozyten fiihrt und den Tumor zu einer Immunevasion beféhigt
[43,66,97]. Aus diesem Grund ist eine suffiziente Immunantwort auf Tumoren &uflerst selten und

lediglich in Einzelfillen beschrieben [24,69,108].

Mittlerweile konnten verschiedene Signalwege identifiziert werden, die sich auf die Expression von
PD-1/PD-L1 auswirken. Hierunter fallen beispielsweise der Hypoxie-induzierte Faktor o (HIF-1),
der ,,Signal transducer and activator of transcription 3“ (STAT3), und der ,,Nuclear factor 'kappa-
light-chain-enhancer' of activated B-cells® (NF-kB) [25]. Exemplarisch sind im Tierexperiment

erhohte HIF-1-Spiegel in hypoxischem Gewebe mit einer erhdhten PD-L1-Expression assoziiert.
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Dies legt nahe, dass in hypoxischen Gebieten ein direkter negativer Einfluss auf die T-Zell-Funktion

und somit auf die Stirke der Immunantwort besteht [76].

Mitverantwortlich fiir das Versagen der Immunantwort scheint daneben auch eine Herabregulierung
von membranstindigen ,,Major histocompatibility complex- [ (MHC-I)-Molekiilen und somit eine
verringerte Erkennung der Tumorzellen durch cytotoxische T-Lymphozyten sowie eine durch die
Ausschiittung  immunsupprimierender Mediatoren vermittelte Immunsuppression in der
unmittelbaren Umgebung des Tumors zu sein [56,72]. Ein wichtiges Merkmal dieser Tumor-

Mikroumgebung ist zudem die Hochregulation der Expression von PD-L1 [119].

Die gesteigerte Expression von PD-L1 konnte bisher auf einer ganzen Reihe solider Tumoren der
meisten medizinischen Fachdisziplinen nachgewiesen werden. So kdnnen beispielsweise neben dem
Bronchialkarzinom und dem malignen Melanom auch verschiedene gastrointestinale (Leber, Colon,
Magen, Pankreas) und gynékologische, aber auch Urothel- und diverse Kopf/Hals-Tumoren eine

gesteigerte PD-L1-Expression aufweisen [20,53,60,67,77,105,114].

Neben der gesteigerten Bildung von PD-L1 konnte gezeigt werden, dass in unmittelbarer Néhe der
Tumoren die PD-1-Expression auf tumorinfiltrierenden Lymphozyten gesteigert sein kann und

ebenfalls zum Versagen der Immunantwort beitrégt [52].

Verschiedene Studien konnten belegen, dass eine Uberexpression von PD-L1 in ,,Non-small-cell
Lung Cancer* (NSCLC) mit einer hohen Aggressivitit und daher schlechten Prognose einhergeht,

was sich auch auf andere Tumorentitédten tibertragen lésst [56,72,98,99].

2.2.3 Immuncheckpoints in der Tumortherapie

Der Begriff ,,Immuncheckpoint® bezieht sich auf eine Reihe von Signalwegen, die essenziell fiir die
Immunmodulation und den Erhalt bzw. die Etablierung einer Selbsttoleranz verschiedener
korpereigener Gewebe sind. Es ist bekannt, dass Tumoren verschiedene Signalwege verwenden um
ebenfalls eine Immuntoleranz, besonders im Hinblick auf die T-Zell-spezifische Immunreaktion zu
bewirken. Da viele dieser Signalwege auf Rezeptor-Liganden-Interaktionen beruhen, bieten

Immuncheckpoints bzw. deren Inhibition ein interessantes Ziel fiir die Tumortherapie [81].

Der weltweit erste Checkpointinhibitor Ipilimumab wurde im Jahre 2011 zuerst von der
amerikanischen FDA und wenig spéter von der europdischen EMA zur Therapie des malignen
Melanoms zugelassen [27]. Ipilimumab richtet sich gegen das ,,Cytotoxic T-lymphocyte—associated
antigen 4 (CTLA-4) und zeigte als erstes Medikament dieser neuen Wirkstoffgruppe eine gute
Wirksamkeit [94]. Neben Ipilimumab gegen CTLA-4 existieren mittlerweile noch diverse weitere

Immuncheckpointinhibitoren. So haben sich beispiclsweise die Anti-PD-1-Antikdrper Nivolumab
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und Pembrolizumab und auch der Anti-PD-L1-Antikérper Atezolizumab als klinisch wirksam bei

verschiedenen Tumorerkrankungen wie dem NSCLC erwiesen [33,92,101].

2.3 Fragestellung

Die Biologie von PD-1 und PD-L1 bei verschiedenen Tumorerkrankungen ist mittlerweile recht gut
verstanden und in der Literatur oft beschrieben. Bislang ist jedoch nicht bekannt, ob sich PD-1/PD-
L1 im Serum oder der bronchoalveoliren Lavage (BAL) als Biomarker fiir Patientinnen und
Patienten mit COPD eignen. Diese Arbeit untersucht die COPD und mogliche Zusammenhénge

zwischen den 16slichen Formen der Biomarker PD-1 und PD-L1 und der Lungenfunktion.

Ziel dieser Dissertation ist es, neben der Lungenfunktion auch auch noch andere Faktoren wie das
Geschlecht oder das Korpergewicht, den Rauchstatus und das Alter der Probanden als Einflussgréf3en
auf die Konzentrationen von PD-1 und PD-L1 in Serum und BAL zu untersuchen und mogliche

Zusammenhinge im Rahmen einer explorativen Pilotstudie zu identifizieren.
Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

1) Gibt es einen Zusammenhang zwischen den Konzentrationen von léslichem PD-1 und PD-
L1 in BAL und Serum?

2) Gibt es eine Assoziation zwischen dem Vorliegen einer COPD und der PD1/PD-L1-
Konzentration in Serum oder bronchoalveoldrer Lavage (BAL)?

3) Hat der Schweregrad der COPD einen Einfluss auf die Konzentrationen der Biomarker?

4) Gibt es weitere Faktoren, die im Zusammenhang mit der PD-1/PD-L1-Konzentration bei

Patienten mit COPD stehen?
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3 Material und Methodik

3.1 Patientenkollektiv

Untersucht wurden bronchoalveoldre Lavageproben sowie Blutproben von 130 Patienten, die im
Zeitraum November 2016 bis August 2019 in der Klinik fiir Pneumologie der Universitétsklinik
Homburg/Saar bronchoskopiert und in die PULMOHOM Studienkohorte eingeschlossen wurden.

Dabei waren folgende Patientengruppen von besonderem Interesse:

e Patienten mit bekannter COPD, héufig im Rahmen einer endoskopischen
Lungenvolumenreduktion oder einer Priifung der Kollateralventilation

e Patienten mit einer pulmonalen Raumforderung, Bronchoskopie hdufig im Rahmen der
Tumordiagnostik ohne das Vorhandensein einer COPD

e Patienten mit sowohl bestehender COPD als auch mit einer suspekten Raumforderung

Bei der Auswahl der Probanden wurde darauf geachtet, dass sich die jeweiligen Krankheitsbilder in
einem stabilen Zustand befanden. Patienten, bei denen zum Zeitpunkt der Probeentnahme eine akute

Exazerbation ihrer Erkrankung bestand, wurden vorab aus der Kohorte ausgeschlossen.

3.2 Einverstindniserklirung und Ethikvotum

Die Studie erhielt ein positives Ethikvotum der Landesérztekammer des Saarlandes (Ethiknummer

105/12).

Von allen Patienten wurde nach ausfiihrlicher Aufklarung eine schriftliche Einverstindniserklarung

eingeholt.
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3.3 Material

Das fiir die Materialgewinnung und die Weiterverarbeitung verwendete Material ist in Tabelle

zusammengefasst.

Tabelle 3: Verwendetes Material fiir die Konservierung der Blut- und BAL-Proben
Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveoldre Lavage, EDTA= Ethylendiamintetraacetat

Material fiir die BAL

2 Stiick 15ml Falcon-Réhrchen
Microliterpipette mit passenden Spitzen
Je Probe ein 1ml Tube fiir das Zellpellet
Je Probe 12 Stiick Iml Tubes fiir den
Uberstand

Material fir die Blutentnahme

Becton Dickinson (BD) Vacutainer
Blutentnahmesystem 21G

Je Probe 2 Stiick 6ml Citrat-Réhrchen
Je Probe 2 Stiick 6ml
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-
Roéhrchen

Je Probe 2 Stiick 10ml Serumréhrchen
Je Probe 1 Stiick PAXgene ® -Rohrchen
(PreAnalytiX, Hombrechtikon,
Schweiz)

Je Probe 1 Stiick Becton Dickinson
P100 Rohrchen

Weiteres Verbauchsmaterial Stauband,
Tupfer, alkoholisches
Hautdesinfektionsmittel

6 Stiick 7,5ml Sekundarréhrchen fiir den
Uberstand der zentrifugierten Proben.

Transferpipetten

Verwendete Gerite

Panasonic Ultra-Low Temperature
Freezer MDF-U700VX bei -80°C
Zentrifuge Beckman Coulter Allegra X-
30R

20




3.4 Bearbeitung der BAL

Die Entnahme der BAL erfolgte hauptsidchlich im Rahmen der Tumordiagnostik oder im Falle der
COPD-Patienten im Rahmen einer Bronchoskopie zur Evaluation der Kollateralventilation oder
dhnlichen Indikationen. Hierbei erfolgte die Durchfithrung der Bronchoskopie sowie die Aufkldrung
und Einholung der Einwilligung zur Teilnahme an unserer Studie durch das Fachérzteteam der

Endoskopie der Klinik fiir Innere Medizin V des Universititsklinikum des Saarlandes.

Fiir die BAL wurden wahrend der Untersuchungen 100 ml sterile NaCl-Losung endobronchial

instilliert und der Riicklauf wiedergewonnen.

Von diesem Riicklauf wurden wiederum 10ml fiir die Studie verwendet. Der Rest ging in das
klinikeigene Labor zur Tumor-bzw. Erregerdiagnostik. Die Probe wurde moglichst zeitnah zur
Entnahme bei 1200 Umdrehungen pro Minute (rpm) und 20°C 10 Minuten lang zentrifugiert. Der so
entstandene Uberstand wurde in ein zweites Réhrchen iiberfiihrt. Das so im urspriinglichen Réhrchen
verbleibende Zellpellet wurde sofort mit 200ul des Uberstandes resuspendiert und in ein einzelnes

Rohrchen pipettiert (Abb. 1).

100 mi NaCl 0,5%

IF Ricklaut

7 =
./,.- 10mt /
/
,‘/
1200 rpm 200 pl

—
20°C
10 min

. N

—

Abbildung 1: Ablauf der Probengewinnung. Endobronchiale Instillation von 100ml NaCl 0,9%. Wiedergewinnung des
Riicklaufs. Davon Abpipettieren von 10ml. Zentrifugation der 10ml mit 1200 rpm fiir 10 Minuten bei 20°C. Abpipettieren
des Uberstands, Resuspension des entstandenen Zellpellets mit 200ul des Uberstands.

Der Rest des Uberstandes wurde zu je 750ul in 12 weitere Tubes pipettiert und alle Proben dann

unmittelbar bis zur Analyse bei -80°C eingefroren.
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3.5 Bearbeitung der Blutproben

Allen Studienteilnehmern wurde im Verlauf ihrer Untersuchung Blutproben durch den Autor dieser

Arbeit flir die Studie entnommen und aufgearbeitet.
Die Blutproben wurden in folgender Reihenfolge gewonnen:

- 2 mal Citrat

- 2 mal Serum

- 2mal EDTA

- 1 mal BD P100

- 1 mal PAXgene ®

Nach der Entnahme wurde eines der EDTA-R6hrchen und das PAXgene-® Rohrchen sofort bei -80°
eingefroren. Die beiden Citratrohrchen, das verbleibende EDTA-Rohrchen und die P100-Probe
wurden bei 2500 x g und 20° 20 Minuten lang zentrifugiert.

Die Serumréhrchen wurde nach 30 Minuten Gerinnungszeit bei 1300 x g und 20°C 10 Minuten lang

zentrifugiert.

Die hierbei entstehenden Uberstinde wurden mittels Transferpipetten in Sekundérrohrchen iiberfiihrt

und ebenfalls bei -80°C eingefroren.

Das EDTA-Pellet wurde ebenfalls konserviert, die restlichen Pellets verworfen.

3.6 Klinische Angaben

Zu jedem Patienten wurde im Anschluss an die Probengewinnung eine Datenerhebung durchgefiihrt.
Die entsprechenden Informationen wurden vom Autor aus dem Klinikinformationssystem
entnommen oder im Anamnesegesprich erhoben. Besonderer Wert wurde hierbei neben der
aktuellen Diagnose, die bei Probenentnahme meistens noch ausstand, auf die Lungenfunktionswerte

gelegt.

Die Erfassung der Daten erfolgte mittels einer bereits etablierten elektronischen Erfassung

(electronic case report form, eCRF) der PULMOHOM-Patientenkohorte in Homburg.

Bei Vorliegen einer obstruktiven Ventilationsstdorung und einer entsprechenden Noxe in der

Vorgeschichte wurde die Diagnose einer COPD als gestellt angesehen.

22



3.7 Analyse der Proben

Die Konzentrationen von PD-L1 nach Herstellerangaben mit einem magnetischen Luminex-Assay
bestimmt (R&D Systems, Minneapolis, USA), die PD-1-Werte wurde mit Hilfe eines ,,Enzyme-
linked immunosorbent assay* (ELISA) gemessen (R&D Systems, Minneapolis, USA).

Die Proben wurden vor der Messung auf Eis aufgetaut und anschlieend bei 15000 rpm bei 4°C fiir
5 Minuten zentrifugiert. Bei nur sehr niedrigen Konzentrationen von PD-1 und PD-L1 in den BAL-
Proben, wurden diese unverdiinnt in den Messungen verwendet. Die Serum-Proben wurden nach
Herstellerangaben 1:2 mit Assay-Puffer (1 % Bovines Serum Albumin (BSA) in PBS (Phosphate

Buffer Saline) verdiinnt.
Luminex-Assay

Bei dem Luminex-Assay werden die Analyte iiber spezifische Antikorper an magnetische Beads
gebunden. Die Beads sind mit einer Mischung aus Fluoreszenz-Farbstoffen markiert Dadurch kann
durch die Analyse-Software eine bestimmte Markierung einem Analyten zugeordnet werden.
Dariiber ist eine Multiplex-Messung mehrerer Analyte mdglich. Die gebundenen Analyte werden
von einem zweiten Antikorper erkannt, der wiederum mit einem Phycoerythrin-Farbstoff (PE)
markiert ist. Uber die Detektion von PE wird durch die Analyse-Software durch Vergleich mit einer
Standardkurve die Konzentration ermittelt. Die Regressionsanalyse erfolgte durch eine 4-Punkt
Spline-Interpolation der Fluoreszenzwerte der Standardkurve. Die Analyse erfolgte in Milliplex-

Analyst.
Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA)

Fiir die Analyse von Proben durch einen ELISA wurden zunéchst spezifische Antikdrper an den
Boden einer 96-Well-Platte gebunden. Die Anheftung erfolgte durch -elektrostatische
Wechselwirkungen des Antikdrpers mit dem Polystyrol der Platte. Unspezifische Bindungen werden
durch Inkubation mit einer 1%igen bovinen Serumalbumin-Lésung (BSA) in phosphatgepufferter
Kochsalzlosung (PBS) unterdriickt. Nach der Bindung des Analyten (PD-1) mit dem an der Platte
immobilisierten  Antikorper, erfolgte die Inkubation mit einem zweiten Antikorper
(Detektionsantikorper), der an mehrere Stellen des Analyten binden kann. Dadurch kommt es zu
einer ersten Verstirkung des Signals. Der Detektionsantikdrper ist mit einem Biotin-Rest markiert.
Daran binden im folgenden Schritt mehrere mit Streptavidin markierte Enzyme. Dadurch kommt es
zu einer nochmaligen Verstirkung des Signals. Das Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP)
katalysiert im letzten Schritt die Umsetzung des Substrates Tetramethylbenzidin (TMB), was zu
einem Farbumschlag fiihrt. Diese Reaktion wird mit verdiinnter Schwefelsdure gestoppt. Die
Intensitét der Farbung wird mittels Absorptionsmessung in einem ELISA-Reader (SPECTROstar
Omega, BMG Labtech, Ortenberg) gemessen und durch einen Vergleich mit einer Standardkurve
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quantifiziert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der MARS Datenanalyse Software (BMG Labtech,
Ortenberg).

3.8 Software
Die Textverarbeitung sowie die Erstellung der Diagramme erfolgten Mittels des Microsoft Office
365-Paketes fiir Windows (Version 2602, Microsoft Corporation, Redmont, WA, USA). Die
statistischen Berechnungen erfolgten in IBM SPSS Statistics (Version 28.0.1.1, IBM Corp., Armonk,
NY, USA) sowie in R (Version 4.5.2, R Foundation for Statistical Computing, Wien, Osterreich)

unter Verwendung des Pakets rms.

3.9 Statistische Methoden

Bei der Priifung auf Normalverteilung kam der Shapiro Wilk-Test zum FEinsatz.

Bei normalverteilten Daten kam der t-Test zum Einsatz, bei nicht normalverteilten Daten der Mann-

Whitney-U-Test.
Die Untersuchung auf etwaige Korrelationen erfolgte mit der Rangkorrelation nach Spearman.

Die Null-Hypothese wurde jeweils abgelehnt, wenn das Signifikanzniveau p < 0,05 war. Die jeweils

angewandten Tests sind in den Abbildungsbeschreibungen enthalten.

Bei der vereinzelten Anwendung weiterer statistischer Verfahren sind diese in den

Abbildungsbeschreibungen aufgefiihrt.

Fiir die Untersuchung auf lineare Zusammenhénge erfolgten Regressionsanalysen die jeweils auf

Alter, Body Mass Index (BMI), den Rauchstatus und das Geschlecht adjustiert wurden.

Um dariiber hinaus mogliche nichtlineare Zusammenhénge aufzuzeigen, wurden die Biomarker
mittels Restricted Cubis Splines (RCS) mit vier Knoten modelliert. Die Positionen der Knoten
wurden anhand der 5., 35., 65. und 95. Perzentil festgelegt. Aufgrund der rechtsschiefen Verteilung
der Markerkonzentrationen wurde vorab eine logarithmische Transformation der Werte

durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Patientenkohorte

Insgesamt wurden 175 Patienten fiir den Studieneinschluss gescreent. Nach Ausschluss von
Patienten ohne spirometrische Daten, von Patienten mit einer reversiblen Atemwegsobstruktion oder
zuriickgezogener Finverstindniserkldrung wurden die Datensédtze von 130 Probanden die wegen
unterschiedlicher Fragestellung im Zeitraum von November 2016 bis August 2019 am
Universitétsklinikum des Saarlandes (UKS) in Homburg bronchoskopiert wurden ausgewertet. Es
erfolgte zunéchst eine Unterteilung in zwei Gruppen anhand der Spirometrie in Patienten mit einer

irreversiblen Atemwegsobstruktion (n=59) und ohne irreversible Atemwegsobstruktion (n=71).

Abbildung 2 zeigt eine Ubersicht iiber das erfolgte Patientenscreening und die Dropouts.

Screening
(n=175)

Dropouts

- Einverstdndnis
zuriickgezogen (n=2)
- Keine Lungenfunkion
durchgefiihrt (n=32)

- Reversible Obstruktion
(n=11)

Patienten mit COPD (n=59) Patienten ohne COPD (n=71)

Abbildung 2: Flowchart der Patientenrekrutierung
Gescreent wurden 175 Patienten. 45 Patienten qualifizierten sich nicht. 130 Patienten wurden eingeschlossen, davon 59
Patienten mit COPD und 71 Patienten ohne COPD. Abkiirzungen: COPD= Chronic obstructive pulmonary disease

Nach Einschluss wurden zundchst die beiden Gruppen hinsichtlich diverser biometrischer
Charakteristika auf ihre Vergleichbarkeit hin untersucht (Tabelle 4). AuBlerdem erfolgte ein
Vergleich im Hinblick auf spirometrische Charakteristika. Hier wurde die FEV; als MaB fiir den

Schweregrad einer vorliegenden COPD herangezogen.
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Tabelle 4: Baseline Charakteristika der Kohorte

Abkiirzungen: BAL = Bronchoalveoldre Lavage; COPD = Chronic Obstructive Pulmonary Disease; PD-1 = Programmed
Death Receptor 1; PD-L1 = Programmed Death Ligand 1; BMI = Body Mass Index; FEV| = Forciertes Exspiratorisches
Volumen; TLC = Totale Lungenkapazitit; CRP = C-Reaktives Protein. Die Ergebnisse werden als n (%) oder Median
(25.-75. Perzentil) dargestellt. *Mann-Whitney-U-Test fiir unverbundene Stichproben,; #t-Test fiir unabhdngige
Stichproben; ‘Exakter Test nach Fisher. Sofern nicht fiir alle Patienten Daten vorhanden waren, wird mit n die Anzahl der
vorhandenen Datensdtze bezeichnet.

Merkmal COPD (n=159) Keine COPD (n =71) Signifikanz
Alter (Jahre) 69 (62,5 - 75) 64 (58 —71) (n="67) p=0,007*
Geschlecht (n=57) (n=167) p=0,518"
weiblich 18 (31,6%) 22 (32,8%)
minnlich 39 (68,4%) 45 (67,2%)
Pack Years (py) 38,8 (20 - 52,5) 27,5(0-41,3) p=0,015%
(n = 46) (n=162)
BMI (kg/™) 25,9 (23,4 -29,5) 26,9 (24,6 — 30,0) p=0,531*%
(n=58) (n=69)
GroBe (m) 1,70 (1,64 — 1,75) 1,70 (1,62 — 1,76) p=0,463*
(n=56)
Gewicht (kg) 77,7 (64,9 — 85,9) 81,0 (65,8 — 88,6) p=0323%
(n=156)
FEV, (L) 1,53 (1,09 - 1,88) 2,31 (1,76 — 2,74) p <0,001*
TLC (L) 6,47 (5,37 - 7,39) 5,27 (4,68 — 6,20) p <0,001*
(n=58) (n="10)
Tiffeneau-Index 0,57 (0,47 — 0,64) 0,78 (0,73 — 0,84) p <0,00I%
Leukozytenzahl (1/nl) 8,3 (6,35 -9,80) 8,5 (6,53 -10,18) p=0,524*
(n=53) (n=68)
Erythrozytenzahl (1/nl) 4,45 (4,14 — 4,84) 4,57 (4,20 — 4,94) p=0221%
(n=53) (n=168)
Thrombozytenzahl (1/nl) 266,0 (225,5 - 334.5) 287,5 (236,0 - 355,5) p=0441%
(n=53) (n=168)
Hémoglobinwert (g/dl) 13,4 (12,3 - 14,6) 13,5 (12,1 - 14,7) p = 0,866*
(n=53) (n=167)
Hamatokrit (%) 40 (35,5 - 43) 40 (37 - 42) p=0,083%
(n=53) (n=168)
Kreatininwert (mg/dl) 0,86 (0,75 — 1,15) 0,86 (0,73 —1,02) p=0,343%
(n=53) (n=167)
Serumharnstoff (mg/dl) 31 (25-43) 29(23,8-39.3) p=0512%
(n=53) (n=66)
CRP (mg/]) 8,9 (32 -22,7) 7,75 (2,2 -27.9) p=0,865%
(n=153) (n=168)
Blutzucker (mg/dl) 106,0 (93,5 — 133,0) 107,0 (94,5- 129,0) p=0,744%
(n=53) (n=66)
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Die beiden Patientengruppen unterschieden sich signifikant hinsichtlich ihrer Lungenfunktion
(p <0,001). Ebenso zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Altersverteilung (p = 0,007) und
im Rauchverhalten. Bei den iibrigen untersuchten Parametern zeigte sich kein signifikanter

Unterschied.

4.2 Raucherstatus

Von den 130 Patienten gaben 79 (60,8%) an, derzeit Nichtraucher zu sein. 27 Patienten (20,8%)
gaben an, derzeit zu rauchen. Bei 24 (18,4%) Patienten fehlte diese Angabe. Die Patienten mit COPD
wiesen im Vergleich zu den Patienten ohne COPD eine signifikant hohere Anzahl an gerauchten

Pack Years auf (im Median 38,8 vs. 27,5 Pack Years (p = 0,015).

4.3 Nebendiagnosen

Neben dem Vorliegen einer obstruktiven Ventilationsstorung bzw. einer COPD wurden die Kohorte

auch auf das Vorhandensein weiterer Nebendiagnosen untersucht.

Tabelle 5 zeigt die Verteilung der Nebendiagnosen zwischen den beiden Patientengruppen

Tabelle 5: Verteilung der Nebendiagnosen, Abkiirzungen:COPD= Chronic obstructive pulmonary disease

Merkmal COPD (n=159) Keine COPD (n=71) Signifikanz

Arterielle Hypertonie | 28 (47.5%) 31 (43,7%) p=0317
(n =52) (n=65)

Koronare 9 (15,3%) 19 (26,8%) p=0,076

Herzerkrankung (n=52) (n=62)

Herzinfarkt 2(3,4%) 8 (11,3%) p=0,079
(n=52 (n=61)

Schlaganfall 1(1,7%) 3 (4,2%) p=0372
(n=752) (n=61)

Varikosis 2(3,4%) 4 (5,6%) p=0410
(n =52) (n = 60)

Periphere arterielle 4 (6,8%) 3 (4,2%) p=0411

Verschlusskrankheit | =32 (n = 61)

Tiefe Venenthrombose | 7 (11,9%) 4 (5,6%) p=0,182
(n=153) (n=162)

Gastritis 3(5,1%) 5(7,0%) p=0438
(n=54) (n=062)

Gastrointestinale 3(5,1%) 1 (1,4%) p=0251

Ulcuserkrankung (n=52) (n=61)

Cholezystitis 1.(1,7%) 1 (1,4%) p=0711
(n=52) (n=61)
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Leberzirrhose 1(1,7%) 0 (0%) p=0,460
(n=152) (n=061)

Hyperthyreose 2(3,4%) 4 (5,6%) p=0428
(n=51) (n=061)

Hypothyreose 3(5,1%) 4 (5,6%) p=0,600
(n=>51) (n=61)

Diabetes mellitus 7(11,9%) 6 (8,5%) p=0376

(nicht insulinpflichtig) (n=51) (n=60)

Diabetes mellitus 2 (3,4%) 6 (8,5%) p=0,195

(insulinpflichtig) (n=31) (n = 60)

Hyperlipoproteindmie | 6 (10,2%) 11 (15,5%) p=0244
(n=52) (n=161)

Gicht 2 (3,4%) 5(7,0%) p=0,290
(n = 52) (n=61)

Ma]ignom 12 (20,3%) 12 (16,9%) p=0,416
(n = 52) (n=61)

Rheumatoide Arthritis | 1(1,7%) 4 (5,6%) p=0236
(n = 52) (n=61)

Osteoporose 2(3,4%) 3(4,.2%) p=0576
(n=52) (n=62)

Epilepsie 1.(1,7%) 2(2,8%) p=0,566
(n = 52) (n=62)

Morbus Parkinson 1(1,7%) 0 (0%) p=10,460
(n=152) m=61)

Sonstige 3(5,1%) 2(2,8%) p=0424

psychiatrische (n=352) (n=61)

Diagnosen

Polyneuropathie 0(0%) 1(1,4%) p=0,540
(n=57) (n=061)

Alkoholismus 0 (0%) 3 (4,2%) p=0,157
(n=>57) (n=61)

Es ergab sich bei der Verteilung der Nebendiagnosen kein signifikanter Unterschied zwischen der

Kohorte mit COPD und der Kohorte ohne COPD.

4.4 Spirometrie

Es erfolgte die Kategorisierung der Studienpopulation anhand ihrer spirometrischen Daten. In
Abbildung 3 sind die gemessenen FEV-Werte der Probanden dargestellt. Zundchst wurden die

Patienten in zwei Kohorten aufgeteilt. Eine Gruppe bildeten diejenigen mit relevanter bronchialer
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Obstruktion (Tiffencau Index < 0,7) und die restlichen Patienten ohne Obstruktion.
Die Patienten mit Obstruktion wiesen im Median eine FEV| vom Soll von 59,9% (49,0-72,1%) auf.
Bei den Patienten ohne Obstruktion lief3 sich eine FEV; in % vom Soll im Median von 79,9% (65,9-
93,4%) finden. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war signifikant (p < 0,001).

150,000

100,000

50,000 -

FEV1 in % vom Sell

99

sl

Mit Obstrultion Ohne Obstruktion
Obstruktion

Abbildung 3: Verteilung der gemessenen FEV-Werte im Vergleich der beiden Patientengruppen, Abkiirzungen: FEV =
Forcierte Einsekundenkapazitdt

Die nachfolgende Abbildung 4 zeigt die Anzahl und Verteilung der COPD-Stadien Patienten nach
GOLD.

Von den eingeschlossenen Probanden wiesen 59 eine irreversible Atemwegsobstruktion auf. Hierbei
waren 9 Patienten der COPD GOLD I Kohorte zuzuordnen, 29 Patienten wiesen eine COPD im
GOLD-Stadium II auf, 14 Patienten wiesen eine COPD im Stadium GOLD III auf und 7 Patienten
konnten der COPD GOLD v Kohorte zugeordnet werden.

Anzahl

GOLD-Stadium

Abbildung4: Anzahl und Verteilung der COPD-Stadien nach GOLD, Abkiirzungen: COPD= Chronic obstructive
pulmonary disease, GOLD = Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease.
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4.5 Die Konzentrationen von PD-1/ PD-L1 in Serum und BAL

Ausgewertet wurden die Serumkonzentrationen von PD-1/ PD-L1 sowie die entsprechenden

Konzentrationen in BAL-Proben.

4.5.1 Korrelation der PD-1 und PD-L1-Spiegel in Serum und BAL

Die Abbildungen 5 bis 16 zeigen die Zusammenhidnge zwischen den BAL- und Serumspiegeln bei

obstruktiven und nicht-obstruktiven Patienten.

Zunichst wurden die Patienten mit Atemwegsobstruktion hinsichtlich PD-1 und PD-L1 untersucht.

4.5.1.1 Korrelationen PD-1 und PD-L1 bei Patienten mit bronchialer

Obstruktion
Abb. 5 zeigt den Zusammenhang zwischen den Spiegeln von PD-1 und PD-L1 in der BAL bei

Patienten mit Atemwegsobstruktion.
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Abbildung 5: Korrelation zwischen den Konzentrationen von PD-1 und PD-LI in der BAL bei obstruktiven Patienten,
Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveoldre Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1, PD-L1= Programmed Death
Ligand-1

Es bestand eine signifikante positive Korrelation zwischen den Messwerten von PD-1 und PD-L1 in

der BAL bei obstruktiven Patienten (Spearman-Rho p = 0,712, n =50, p < 0,001).
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Die folgende Abbildung 6 zeigt den Zusammenhang der Konzentrationen von 16slichem PD-1 in der

BAL und im Serum bei obstruktiven Patienten.
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Abbildung 6: Korrelation zwischen den Konzentrationen von PD-1 in der BAL und PD-1 im Serum bei obstruktiven
Patienten. Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveoldre Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1

Es bestand auch hier ein signifikanter positiver Zusammenhang zwischen den Messwerten von PD-

1 in BAL und Serum bei obstruktiven Patienten (Spearman-Rho p = 0,340, n =46, p = 0,021).

Folgend wurde der Zusammenhang zwischen den Konzentrationen von BAL PD-1 und Serum PD-

L1 bei obstruktiven Patienten untersucht (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Korrelation zwischen den Konzentrationen von PD-1 in der BAL und PD-L1 im Serum bei obstruktiven
Patienten, Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveoldre Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1, PD-L1= Programmed
Death Ligand-1

Es bestand hier allerdings kein signifikanter Zusammenhang zwischen den Messwerten von PD-1 in
der BAL und PD-L1 im Serum bei den obstruktiven Patienten (Spearman-Rho p = 0,137, n = 46,
p=0,364)
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In der folgenden Abbildung 8 ist der Zusammenhang der Konzentrationen von PD-1 und PD-L1 im

Serum bei der Gruppe der obstruktiven Patienten dargestellt.
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Abbildung 8: Korrelation zwischen den Konzentrationen von PD-1 und PD-LI1 im Serum bei obstruktiven Patienten,
Abkiirzungen: PD-1= Programmed Death Protein-1, PD-L1= Programmed Death Ligand-1

Wir konnten hier wieder einen signifikanten positiven Zusammenhang zwischen den Messwerten
von PD-1 und PD-L1 im Serum bei obstruktiven Patienten beobachten (Spearmans-Rho p = 0,336,
n=48, p=0,020).

In der folgenden Abbildung 9 sind die Zusammenhénge von PD-L1 in der BAL und PD-1 im Serum

bei den obstruktiven Patienten dargestellt.
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Abbildung 9: Korrelation zwischen den Messwerten von PD-L1 in der BAL und PD-1 im Serum bei obstruktiven Patienten,
Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveoldre Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1, PD-L1= Programmed Death
Ligand-1

Es bestand ein signifikanter positiver Zusammenhang zwischen den Messwerten von PD-L1 in der

BAL und PD-1 im Serum bei obstruktiven Patienten (Spearman-Rho p = 0,355, n =40, p = 0,025).
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Nachfolgend sind in Abbildung 10 die Zusammenhéange zwischen den Konzentrationen von PD-L1

in der BAL und im Serum dargestellt.
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Abbildung 10: Korrelation zwischen den Messwerten von PD-L1 in der BAL und im Serum bei obstruktiven Patienten,
Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveolire Lavage, PD-L1= Programmed Death Ligand-1

Hierbei fanden wir wiederum keinen signifikanten Zusammenhang zwischen den

Markerkonzentrationen (Spearman-Rho p = 0,234, n =40, p = 0,147).
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4.5.1.2 Korrelationen von PD-1 und PD-L1 bei Patienten ohne bronchiale Obstruktion

Die folgenden Abbildungen 11 bis 16 zeigen nun die Zusammenhénge der Konzentrationen der
gemessenen Biomarker bei der Kohorte der Patienten ohne Atemwegsobstruktion auf. In der
folgenden Abbildung 11 sind zunéchst die Zusammenhinge der Konzentrationen von BAL PD-1 und

PD-L1 bei den nicht-obstruktiven Patienten dargestellt.
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Abbildung 11: Korrelation zwischen den Konzentrationen von PD- und PD-L1 in der BAL bei nicht- obstruktiven Patienten,
Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveoldre Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1, PD-L1= Programmed Death
Ligand-1

Es bestand ein signifikanter positiver Zusammenhang zwischen den Messwerten von PD-1 und PD-

L1 in der BAL bei den nicht- obstruktiven Patienten (Spearman-Rho p = 0,383, n =60, p = 0,003).

Die nachfolgende Darstellung 12 stellt die Zusammenhinge zwischen den Konzentrationen von BAL

PD-1 und Serum PD-1 bei den Patienten ohne Atemwegsobstruktion dar.
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Abbildung 12: Korrelation zwischen den Messwerten von PD-1 in Serum und BAL bei nicht-obstruktiven Patienten,
Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveolire Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1
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Es bestand ein signifikanter positiver Zusammenhang zwischen den Messwerten von PD-1 in der
BAL und PD-1 im Serum bei nicht-obstruktiven Patienten (Spearman-Rho p = 0,501, n = 60,
p<0,001).

Folgend sind in Abbildung 13 die Zusammenhénge der Konzentrationen von BAL PD-1 und Serum

PD-L1 bei der nicht-obstruktiven Gruppe aufgezeigt.
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Abbildung 13: Korrelation zwischen den Konzentrationen von PD-1 in der BAL und PD-1 im Serum bei nicht- obstruktiven
Patienten, Abkiirzung: Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveoldre Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1, PD-LI1=
Programmed Death Ligand-1

Es bestand ein signifikanter positiver Zusammenhang zwischen den Messwerten in BAL und im
Serum (Spearman-Rho p = 0,257, n = 60, p = 0,048).

Weiterhin wurden auch die Zusammenhénge der Konzentrationen von lslichem PD-1 und PD-L1
im Serum bei der Kohorte der nicht-obstruktiven Patienten untersucht. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Korrelation zwischen den Konzentrationen von PD-1 und PD-L1 im Serum bei nicht- obstruktiven Patienten,
Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveoldre Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1, PD-L1= Programmed Death
Ligand-1
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Es bestand ein signifikanter positiver Zusammenhang zwischen den Messwerten von PD-1 und PD-

L1 im Serum bei den nicht-obstruktiven Patienten (Spearman-Rho p = 0,270, n = 63, p = 0,033).

In Abbildung 15 ist der Vergleich der Konzentrationen von PD-L1 der BAL und PD-1 im Serum bei

den nicht-obstruktiven Patienten dargestellt.
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Abbildung 15: Korrelation der zwischen den Konzentrationen von PD-LI in der BAL und PD-1 im Serum, Abkiirzungen:
BAL= Bronchoalveolire Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1, PD-L1= Programmed Death Ligand-1

Bei der Auswertung fand sich allerdings kein signifikanter Zusammenhang der Konzentrationen der

Biomarker (Spearman-Rho p = 0,131, n = 54, p = 0,344).

Zuletzt ist in Abbildung 16 noch der Zusammenhang zwischen den Messwerten von PD-L1 in Serum

und BAL dargestellt.
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Abbildung 16: Korrelation zwischen den Konzentrationen von PD-L1 in Serum und BAL, Abkiirzungen: BAL=
Bronchoalveoldre Lavage, PD-L1= Programmed Death Ligand-1
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Auch im Hinblick auf PD-L1 in BAL und Serum lie} sich ein signifikanter Zusammenhang der
Konzentrationen der Biomarker bei den nicht-obstruktiven Patienten nachweisen (Spearman-Rho

p=0335n=54,p=0,013).

Zusammenfassend fand sich jeweils eine signifikante Korrelation von PD-1 und PD-L1 in den beiden
untersuchten Medien BAL und Serum, und zwar sowohl bei Patienten mit als auch bei Patienten
ohne Obstruktion. Auflerdem fand sich eine Korrelation von PD-1 in Serum und BAL, ebenfalls
unabhéngig vom Vorhandensein einer Obstruktion. Die Werte von PD-L1 in BAL und Serum

korrelierten bei beiden Patientengruppen nicht miteinander.

PD-1 in der BAL korrelierte nur bei Patienten ohne Obstruktion mit der PD-L1-Konzentration im
Serum wihrend PD-L1 in der BAL nur bei Patienten mit Obstruktion mit der PD-1-Konzentration

im Serum korrelierte.

4.5.2 Konzentration der Marker bei obstruktiven und nicht obstruktiven

Patienten

Es erfolgte anschlieBend eine Auswertung der gemessenen Markerkonzentrationen hinsichtlich ihrer
Unterschiede zwischen den beiden Patientengruppen mit und ohne COPD. Die beiden
Patientengruppen wurden hinsichtlich ihrer spirometrischen Untersuchungen in Patienten mit einem

postbronchodilatatorischen Tiffeneau-Index von < 0,7 bzw. > 0,7 unterteilt.

AnschlieBend wurden die Markerkonzentrationen der beiden Gruppen miteinander verglichen

(Tabelle 6).

Hierbei ergab sich weder bei den Konzentrationen in der BAL noch bei den Konzentrationen im
Serum ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p = 0,561 fiir BAL PD-1;
p = 0,821 fiir BAL-PD-L1; p = 0,693 fiir Serum PD-1 und p = 0,179 fiir Serum PD-L1).

Weiterhin wurden auch die Quotienten von BAL PD-1 und PD-L1 sowie Serum PD-1 und PD-L1
verglichen. Auch hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (p = 0,607
fiir den Quotienten aus den Markerkonzentrationen im Serum und p = 0,170 fiir den Quotienten aus

der BAL, jeweils Mann-Whitney-U-Test).
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Tabelle 6: Messwerte der Konzentrationen der Biomarker PD-1 und PD-L1 in Serum und BAL. Die Ergebnisse werden als
Median (25.-75. Perzentil) dargestellt. Die Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-Whitney-U-Test bestimmt. Sofern
nicht fiir alle Patienten Daten vorhanden waren, wird mit n die Anzahl vorhandener Datensditze bezeichnet. Abkiirzungen:
BAL= Bronchoalveolire Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1, PD-L1= Programmed Death Ligand-1, COPD=

Chronic obstructive pulmonary disease

Messwert/Probe COPD (n=159) Keine COPD (n=71) | Signifikanz
BAL PD-1 (pg/ml) 13,35 (7,16 -19,17) | 13,19 (7,16 -21,76) p=0,561
(n=56) (n=267)

BAL PD-L1 (pg/ml) 7,21 (4,59 -16,32) 8,30 (2,41 - 15,50) p=0,821
(n=155) (n=67)

Serum PD-1 (pg/ml) 37,67 (6,72 -85,08) | 31,95 (14,81 -106,49) | p=0,693
(n=50) (n=063)

Serum PD-L1 (pg/ml) 16,77 (11,17 -25,77) | 20,57 (13,20 -26,19) | p=0,179
(n=50) (n=263)

BAL PD-1/PD-L1- 1,45 (0,97 -2,50) 1,41 (0,80 - 4,70) p=0,819

Quotient (n=49) (n=15%8)

Serum PD-1/PD-L1- 2,11 (0,66 - 5,65) 1,89 (0,72 - 7,52) p=0,945

Quotient (n=48) (n=263)

Serum PD-1/ 2,19 (0,84 - 7,62) 2,07 (0,94 - 5,28) p=0,908

BAL PD-1 Quotient (n=52) (n=59)

Serum PD-1/ 3,94 (1,19 -11,91) 2,71 (1,14 - 13,34) p=0,694

BAL PD-L1 Quotient (n=139) (n=150)

Serum PD-L1/ 1,37 (0,73 - 2,40) 1,56 (0,66 -2,80) (n= | p=10,842

BAL PD-1 (n=47) 57)

Serum PD-L1/ 2,43 (1,07- 3,08) 2,32 (1,03- 4,28) p=0,728

BAL PD-L1 (n=40) (n=51

Es ergab sich zwischen den beiden Patientengruppen kein signifikanter Unterschied in den

Konzentrationen der Biomarker.

In den nachfolgenden Abbildungen 17 bis 20 sind die Ergebnisse der Vergleichsuntersuchungen

zwischen den beiden Gruppen im Boxplot dargestellt.

Abbildung 17 zeigt den Vergleich der Konzentrationen der BAL PD-1-Messwerte zwischen den

Patienten mit und ohne Obstruktion.
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Abbildung 17: Konzentrationen von BAL PD-1 bei obstruktiven und nicht obstruktiven Patienten, Abkiirzungen: BAL=
Bronchoalveoldre Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1

Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war nicht signifikant (p = 0,561, Mann-Whitney-U-

Test).

Nachfolgend (Abbildung 18) ist die Darstellung der Messwerte von PD-L1 in der BAL und der

entsprechende
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Abbildung 18: Konzentrationen von BAL PD-L1 bei obstruktiven und nicht obstruktiven Patienten, Abkiirzungen: BAL=
Bronchoalveoldre Lavage, PD-L1= Programmed Death Ligand-1

Hierbei fanden wir ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (p = 0,821,

Mann-Whitney-U-Test).
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Ebenso getestet und zwischen den beiden Gruppen verglichen wurden die Messwerte von PD-1 im

Serum (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Konzentrationen von Serum PD-1 bei obstruktiven und nicht obstruktiven Patienten, Abkiirzungen: PD-1=

Programmed Death Protein-1

Auch im Hinblick auf die Werte von Serum PD-1 fanden wir keinen signifikanten Unterschied

zwischen den Gruppen (p = 0,693, Mann-Whitney-U-Test)

Es erfolgte ebenso ein Vergleich der PD-L1-Werte im Serum zwischen obstruktiven und nicht-

obstruktiven Patienten (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Konzentrationen von Serum PD-L1 bei obstruktiven und nicht- obstrukt
L1= Programmed Death Ligand-1

iven Patienten, Abkiirzungen: PD-
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Auch bei den Messwerten von PD-L1 im Serum ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied

zwischen den Patientengruppen (p = 0,179, Mann-Whitney-U-Test)

Nach erfolgtem einfachem Vergleich der Messwerte erfolgte die Bildung entsprechender
Messwertverhéltnisse. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 21 bis 26 dargestellt. Abbildung 21
zeigt den Unterschied des Quotienten von PD-1 und PD-L1 aus den Messwerten der BAL-Proben.
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Abbildung 21: Quotienten der Konzentrationen von BAL PD-1 und PD-LI bei obstruktiven und nicht obstruktiven
Patienten, Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveolire Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1, PD-L1= Programmed
Death Ligand-1

In der BAL ergab sich bei den Quotienten von PD-1 und PD-L1 kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen (p = 0,819, Mann-Whitney-U-Test). Wir verglichen ebenso den
Quotienten von PD-1 und PD-L1 im Serum zwischen den beiden Patientengruppen (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Quotienten der Konzentrationen von Serum PD-1 und PD-LI bei obstruktiven und nicht obstruktiven
Patienten, BAL= Bronchoalveoldre Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1, PD-L1= Programmed Death Ligand-
1
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Auch im Vergleich der Quotienten ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Patientengruppen im Hinblick auf die Konzentrationen von PD-1 und PD-L1 im Serum (p = 0,945,
Mann-Whitney-U-Test).

Nach Vergleich der Messwerte jeweils getrennt nach BAL und Serum erfolgte auch ein Vergleich

der Konzentrationsverhiltnisse zueinander. Diese sind in den Abbildungen 23 bis 26 dargestellt.

£ 100,00 |
."
2
§ 80,00 |
o
o 85
s 60,00 |
E 57
o *
s 40,00 |
lg mga'"-‘
| 142 117
20,00 o a
00 i
Keine Obstruktion Obstruktion

Abbildung 23: Quotienten der Konzentrationen von Serum PD-1 und BAL PD-1 bei obstruktiven und nicht obstruktiven
Patienten, Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveoldre Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1

Im Hinblick auf die Quotienten von PD-1 im Serum und PD-1 in der BAL ergab sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (p = 0,908, Mann-Whitney-U-Test).

Nachfolgend ist in Abbildung 24 der Vergleich der Quotienten aus Serum PD-1 und BAL PD-L1
dargestellt.
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Abbildung 24: Quotienten der Konzentrationen von Serum PD-1 und BAL PD-1 bei obstruktiven und nicht obstruktiven
Patienten, Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveoldre Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1, PD-L1= Programmed
Death Ligand-1
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Es zeigte sich auch beim Vergleich von Serum PD-1 und BAL PD-L1 kein signifikanter Unterschied
zwischen den Quotienten der Messwerte (p = 0,694, Mann-Whitney-U-Test). Die folgende
Abbildung 25 zeigt den Vergleich von PD-L1 im Serum und PD-1 in der BAL zwischen den

Patienten mit und ohne Atemwegsobstruktion.
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Abbildung 25: Quotienten der Konzentrationen von Serum PD-1 und BAL PD-1 bei obstruktiven und nicht obstruktiven
Patienten, Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveolire Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1, PD-L1= Programmed
Death Ligand-1

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen (p = 0,842,
Mann-Whitney-U-Test). Zuletzt ist in Abbildung 25 der Vergleich des Quotienten der PD-L1-Werte
aus Serum und BAL der beiden Gruppen aufgezeigt.
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Abbildung 26: Quotienten der Konzentrationen von Serum PD-1 und BAL PD-1 bei obstruktiven und nicht obstruktiven
Patienten, Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveoldre Lavage, PD-L1= Programmed Death Ligand-1

Es ergab sich auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Testgruppen (p = 0,728,
Mann-Whitney-U-Test)
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4.5.3 Der Einfluss des Geschlechts auf die Markerkonzentrationen

Wir untersuchten die Patienten auch auf etwaige Unterschiede in den Markerkonzentrationen
hinsichtlich des Geschlechts. Hierbei fanden wir keine signifikanten Unterschiede in den direkt
gemessenen Konzentrationen (BAL PD-1 p = 0,868; BAL PD-L1 p = 0,740, Serum PD-1 p = 0,184,
Serum PD-L1 p = 0,568).

Zusitzlich wurden die Quotienten aus den gleichnamigen Biomarkern im Serum sowie in der BAL
untersucht. Hierbei ergab sich ein signifikanter Unterschied im Serum PD-1/PD-L1-Quotienten (p =
0,032) mit signifikant h6heren Werten bei Méannern.

Tabelle 7: Verteilung der Konzentrationen der Biomarker PD-1 und PD-L1 im Serum und in der BAL sowie der Quotienten
aus PD-1/PD-L1 verteilt auf beide Geschlechter. Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveolire Lavage; COPD= Chronic
Obstructive Pulmonary Disease; PD-1 = Programmed Death Receptor 1, PD-L1= Programmed Death Ligand-1. Die
Ergebnisse werden als Median (25.—75. Perzentil) dargestellt. Die Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-Whitney U
Test bestimmt. Sofern nicht fiir alle Patienten Daten vorhanden waren, wird mit n die Anzahl der vorhandenen Datensdtze
bezeichnet.

Geschlecht
Marker Minnlich (n=84) Weiblich (n=40) Signifikanz

BAL PD-1 (pg/ml) 13,35 (7,16 - 22,59) 12,59 (7,16 - 19,89) p=10,868
(n=178) (n=139)

BAL PD-L1 (pg/ml) 9,71 (5,3 -19,39) 8,83 (5,77-15,59) p=10,740
(n=171) (n=34)

Serum PD-1 (pg/ml) 41,17 (14,81 - 195,97) 23,68 (12,79 -78,07) | p=0,184
(n=174) (n=134)

Serum PD-L1 (pg/ml) 17,12 (11,17 - 30,21) 20,30 (13,59 -24,52) | p=0,568
(n=173) (n=135)

BAL PD-1/PD-L1- 1,45 (0,85 -2,58) 1,22 (0,88 - 2,23) p=0,582

Quotient (n=169) (n=33)

Serum PD1/PD-L1- 3,12 (0,78 - 7,38) 1,04 (0,50 - 5,27) p=10,032

Quotient (n=173) (n=134)

Serum PD-1/ 2,22 (0,94 - 6,67) 1,94 (0,94 - 3,82) p=0,625

BAL PD-1 Quotient (n=173) (n=34)

Serum PD-1/ 3,01 (1,34 -17,15) 2,01 (0,98 - 5,94) p=0,192

BAL PD-L1 Quotient (n=158) (n=28)

Serum PD-L1/ 1,50 (0,65 - 2,66) 1,98 (0,99 - 2,99) p=0,283

BAL PD-1 Quotient (n=067) (n=33)

Serum PD-L1/ 1,99 (0,97 - 3,47) 2,57 (1,33 -4,45) p=0,327

BAL PD-L1 Quotient n=59 (n=29)
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4.5.4 Der Einfluss des Gewichts auf die Markerkonzentrationen

Wir untersuchten ebenso den Einfluss des Korpergewichts auf die Konzentrationen der Biomarker.

Tabelle 8 zeigt die Unterschiede der verschiedenen Marker und deren Quotienten hinsichtlich eines

vorhandenen Ubergewichts der Patienten. Als Grenze wurde die aktuelle WHO-Definition fiir

Ubergewicht herangezogen (Body Mass Index > 25 kg/m?). Es ergab sich kein signifikanter

Unterschied zwischen tibergewichtigen und nicht-iibergewichtigen Patienten.

Tabelle 8: Der Zusammenhang von Ubergewicht und den Konzentrationen der Biomarker, Abkiirzungen: BAL =
Bronchoalveolire Lavage; BMI= Body Mass Index; PD1 = Programmed Death Receptor 1, PD-L1= Programmed Death
Ligand-1. Die Ergebnisse werden als Median (25.—75. Perzentil) dargestellt. Die Gruppenunterschiede wurden mittels
Mann-Whitney U Test bestimmt. Sofern nicht fiir alle Patienten Daten vorhanden waren, wird mit n die Anzahl der
vorhandenen Datensditze bezeichnet.

PD-L1 Quotient

(n = 55)

(n=136)

BMI Signifikanz
Marker Ubergewicht Kein Ubergewicht
(= 25kg/m?) (< 25kg/m?)
(n=81) (n=45)
BAL PD-1(pg/ml) 14,16 (7,16 - 20,16) 10,5 (7,16 - 21,46) p=0,452
(n=175) (n=44)
BAL PD-L1 (pg/ml) 10,58 (5,33 - 18,69) 7,42 (4,41 - 13,55) p=0,132
(n=067) (n=41)
Serum PD-1 (pg/ml) 40,68 (14,81 - 209,17) 31,5 (10,77 - 103,69) p=0422
(n=69) (n=41)
Serum PD-L1(pg/ml) | 18,28 (12,22 - 28,97) 19,43 (12,56 - 25,21) p=0,815
(n=068) (n=42)
BAL PD-1/ 1,32 (0,84 -2,73) 1,69 (0,94 -2,97) p=0,345
PD-L1-Quotient (n=66) (n=139)
Serum PD1/ 2,65 (0,70 - 6,77) 1,49 (0,72 - 5,58) p=0,752
PD-L1-Quotient (n=68) (n=41)
Serum PD-1/ 2,07 (0,87-6,01) 2,16 (0,94 -5,28) p=10,569
BAL PD-1 Quotient (n=169) (n=139)
Serum PD-1/ 2,98 (1,18 -20,38) 3,40 (1,34 -9,04) p=0,826
BAL PD-L1 Quotient | (n=155) (n=134)
Serum  PD-L1/BAL | 1,56 (0,66 - 2,40) 1,41 (0,66 -3,01) p=0,978
PD-1 Quotient (n=162) (n=40)
Serum  PD-L1/BAL | 2,47 (0,99 - 3,70) 2,36 (1,14 -3,91) p=0,752
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4.5.5 Der Einfluss des Schweregrades der Obstruktion auf die

Markerkonzentrationen

Die Konzentrationen der Biomarker wurden innerhalb der Gruppe mit persistierender

Atemwegsobstruktion auf eventuelle Zusammenhénge gepriift.

Die Patienten wurden anschlielend anhand ithrer GOLD-Stadien auf Unterschiede zwischen den vier

verschiedenen Gruppen untersucht (Tabelle 9).

Tabelle 9: Unterschied zwischen in den Markerkonzentrationen zwischen den COPD-Gruppen GOLD I bis GOLD 1V,
Abkiirzungen: BAL = Bronchoalveolire Lavage; COPD = Chronic Obstructive Pulmonary Disease; PD1 = Programmed
Death Receptor 1, PD-L1= Programmed Death Ligand-1. H = Teststatistik; df = Anzahl der Freiheitsgrade. Getestet
wurde mittels Kruskal-Wallis-Test, Signifikanzniveau p<0.05

Marker Teststatistik | Freiheitsgrade Anzahl Signifikanz
(H=) (df=) (n=)

BAL PD-1 2,745 3 56 p=0,433
BAL PD-L1 2,349 3 50 p=0,503
Serum PD-1 0,069 3 49 p=0,995
Serum PD-L1 0,774 3 49 p=10,856
BAL PD1/PD-L1- | 1,792 3 49 p=20,617
Quotient
Serum PD1/ 0,172 3 48 p=0,982
PD-L1-Quotient
Serum PD-1/ 3,455 3 52 p=0,327
BAL PD-1-Quotient
Serum PD-1/ 2,605 3 39 p=0,457
BAL PD-L1-Quotient
Serum PD-L1/ 3,082 3 47 p=20,379
BAL PD-1-Quotient
Serum PD-L1/ 2,748 3 40 p=10,432
BAL PD-L1-Quotient

Es ergab sich beim Vergleich der vier COPD-Stadien kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der

Biomarkerkonzentrationen, weder in BAL noch im Serum.

Als nichstes wurden die Patienten in zwei Gruppen anhand ihrer FEV| in eine Gruppe mit leichter
und eine Gruppe mit schwerer Obstruktion unterteilt. Als Cutoff diente hierbei ein Wert von 50%

vom Soll, entsprechend einer Gruppe mit formaler COPD Gold I/Il und einer Gruppe mit COPD
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Gold III/IV. Auch beim Vergleich dieser beiden Gruppen fand sich kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Markerkonzentrationen (Tabelle 10).

Tabelle 10: Signifikanzniveaus der Biomarkerkonzentrationen zwischen den Gruppen mit leichter und schwerer
Obstruktion. Zur Anwendung kam der Mann-Whitney-U-Test. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den Gruppen mit
leichter und schwerer Obstruktion. Abkiirzungen: BAL = Bronchoalveoldre Lavage, PD-1 = Programmed Death Receptor
1, PD-L1= Programmed Death Ligand-1

Marker Signifikanz
BAL PD-1 p=0,938
BAL PD-L1 p=0,928
Serum PD-1 p=20,975
Serum PD-L1 p=0,607
BAL PD-1/PD-L1-Quotient p=0,468
Serum PD-1/PD-L1-Quotient p=0,788
Serum PD-1/BAL PD-1 Quotient p=0,961
Serum PD-1/BAL PD-L1 Quotient p=0,884
Serum PD-L1/BAL PD-1 Quotient p =0,445
Serum PD-L1/BAL PD-L1 Quotient p=0,342

4.5.6 Der Einfluss des Raucherstatus auf die Markerkonzentrationen
Hinsichtlich des aktuellen Raucherstatus fanden sich 27 (20,8%) Patienten mit aktivem
Nikotinabusus, 79 Patienten (60,8%) rauchten zum Zeitpunkt der Datenerhebung nicht. Fiir 24

Patienten (18,4%) war der Raucherstatus nicht zu erheben.

Es fanden sich signifikante Unterschiede zwischen Rauchern und Nichtrauchern in der Hohe des
Serum PD-1 (p= 0,010) und der BAL PD-1/PD-L1 bzw. Serum PD-1/PD-L1-Quotienten (p =0,007
bzw. p = 0,046). Die Kohorte der Nichtraucher wiesen dabei jeweils hohere Konzentrationen auf als
die Kohorte der Raucher. Die genauen Konzentrationen und Verhiltnisse konnen Tabelle 11

entnommen werden.
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Tabelle 11: Unterschied zwischen den Konzentrationen der Biomarker und deren Quotienten im Hinblick auf den
Raucherstatus Die Ergebnisse werden als Median (25.—75. Perzentil) dargestelit. Die Gruppenunterschiede wurden mittels
Mann-Whitney U Test bestimmt. Sofern nicht fiir alle Patienten Daten vorhanden waren, wird mit n die Anzahl der
vorhandenen Datensdtze bezeichnet. Abkiirzungen: BAL = Bronchoalveoldre Lavage; COPD = Chronic Obstructive
Pulmonary Disease; PD-1 = Programmed Death Receptor 1, PD-L1= Programmed Death Ligand-1

Marker Raucher (n=27) Nichtraucher (n=79) Signifikanz

BAL PD-1 (pg/ml) 7,16 (7,16 — 17,21) 14,16 (7,16 — 21,05) p=0,120
(n=25) (n=76)

BAL PD-L1(pg/ml) 9,71 (5,65 — 18,69) 7,77 (4,23 — 15,85) p=0,395
(n=23) (n=67)

Serum PD-1 (pg/ml) 23,68 (6,72 —48,81) 51,83 (14,81 — 128,30) p=0010
(n=26) (n=66)

Serum PD-L1 (pg/ml) | 16,41 (12,09 —22,27) 17,7 (11,94 — 25,47) p=0,541
(n=26) (n=66)

BAL PD-1/PD-L1- | 1,11 (0,73 —2,12) 1,69 (0,92 - 6,11) p=0,007

Quotient (n=22) (n=66)

Serum PD-1/PD-L1- | 1,07 (0,60 — 2,50) 3,84 (0,72 - 7,60) p=0,046

Quotient (n=25) (n=66)

Serum PD-1/BAL PD- | 0,94 (0,84 —3,31) 2,21 (0,94 - 6,62) p=0,091

1 Quotient (n=24) (n=66)

Serum PD-1/BAL PD- | 1,50 (0,67— 3,63) 4,27 (1,37 -18,9) p=00I5

L1 Quotient (n=20) (n=54)

Serum  PD-L1/BAL | 1,56 (0,72 —3,02) 1,56 (0,52 - 2,39) p=0,567

PD-1 Quotient (n=22) (n=63)

Serum  PD-L1/BAL | 1,55 (1,08 —3,56) 2,57 (1,03 — 4,18) p=0415

PD-L1 Quotient (n=20) (n=55)

4.6 Lineare und nichtlineare Zusammenhinge

Ein moglicher komplexer Zusammenhang zwischen Rauchstatus, BMI, Geschlecht und Alter und

den Markerkonzentrationen wurde mittels linearer Regressionen gepriift.
Als abhéngige Variable wurde jeweils die FEV in % vom Soll gewdhlt.

Das Alter, das Geschlecht, der BMI sowie der Rauchstatus wurden aufgrund ihrer klinischen

Relevanz als mogliche Confounder gewihlt und in alle Modelle mit aufgenommen.
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In den Tabellen 12 bis 15 sind die Ergebnisse der linearen Regressionen dargestellt.

Tabelle 12: Ergebnis der multivariablen linearen Regression fiir BAL PD-1, Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveolire
Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1, BMI= Body Mass Index

Variable Beta 95% KI p-Wert
BAL PD-1 0,048 -0,155-0,036 0,220
Alter (Jahre) - 0,082 -0,620-0,272 0,440
BMI (kg/m?) 0,044 -0,756 - 1,169 0,671
Geschlecht -0,147 - 16,68 — 3,00 0,171
PackYears -0,184 -0,285-10,021 0,091

Das Gesamtsystem erwies sich als nicht signifikant (p = 0,081) und erklérte in diesem Fall nur 5%

(korrigiertes R*= 0,053) der Varianz der FEV; vom Soll (n = 93).

Unter Adjustierung auf Alter, BMI, Geschlecht und PackYears ergab sich keine signifikante
Assoziation zwischen den Spiegeln der BAL PD-1-Werte und der FEV; vom Soll. Auch die iibrigen
moglichen Confounder nahmen fiir sich allein genommen jeweils keinen signifikanten Einfluss auf

die vorhergesagte FEV; vom Soll.

Tabelle 13: Ergebnis der multivariablen linearen Regression fiir BAL PD-L1, Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveoldre
Lavage, PD-L1= Programmed Death Ligand-1, BMI= Body Mass Index

Variable Beta 95% KI p-Wert
BAL PD-L1 -0,123 - 0,406 — 0,122 0,287
Alter (Jahre) - 0,022 - 0,539 -0,444 0,847
BMI (kg/m?) 0,077 - 0,663 — 1,395 0,481
Geschlecht -0,167 - 18,817 - 2,661 0,138
PackYears - 0,204 -0,32-0,02 0,086

Das Gesamtsystem war nicht signifikant (p = 0,071) und erklarte 6,3% (korrigiertes R?= 0,063) der
Varianz der FEV; vom Soll (n = 84)

Unter Adjustierung auf Alter, BMI, Geschlecht und PackYears ergab sich auch im Hinblick auf die
PD-L1 Spiegel in der BAL keine signifikante Assoziation zwischen den Spiegeln und der FEV| vom
Soll. Auch die iibrigen mdglichen Confounder zeigten jeweils keinen signifikanten Einfluss auf die

FEV, in % vom Soll.

49



Tabelle 14: Ergebnis der multivariablen linearen Regression fiir Serum PD-1. Das Gesamtsystem war nicht signifikant
(p = 0,191) und erklirte 3% (korrigiertes R’ = 0,030) der Varianz der FEV| vom Soll (n = 87) Abkiirzungen: PD-1=
Programmed Death Protein-1, BMI= Body Mass Index

Variable Beta 95% KI p-Wert
Serum PD-1 -0,032 - 0,029 - 0,022 0,774
Alter (Jahre) - 0,029 - 0,546 - 0,416 0,790
BMI (kg/m?) 0,105 - 0,545 -1,540 0,345
Geschlecht - 0,156 - 18,542 - 3,205 0,164
PackYears - 0,203 -0,315-0,012 0,069

Unter Adjustierung auf Alter, BMI, Geschlecht und PackYears ergab sich auch im Hinblick auf die
PD-1 Spiegel im Serum keine signifikante Assoziation zwischen den Spiegeln und der FEV; vom
Soll. Ebenso ergab sich keine signifikante Assoziation zwischen der FEV; vom Soll und den anderen
Einflussvariablen.

Tabelle 15: Ergebnis der multivariablen linearen Regression fiir PD-L1. Das Gesamtsystem war nicht signifikant

(p = 0,116) und erklirte 4,6% (korrigiertes R?> = 0,046) der Varianz der FEV| vom Soll (n = 87), Abkiirzungen: PD-1=
Programmed Death Protein-1, BMI= Body Mass Index

Variable Beta 95% KI p-Wert
Serum PD-L1 0,015 -0,291-0,335 0,889
Alter (Jahre) - 0,042 - 0,568 — 0,383 0,699
BMI (kg/m?) 0,076 - 0,676 — 1,409 0,486
Geschlecht -0,171 - 19,09 — 2,288 0,122
PackYears -0,228 - 0,349 —- 0,008 0,040

Unter Adjustierung auf Alter, BMI, Geschlecht und PackYears ergab sich auch im Hinblick auf die
PD-L1 Spiegel im Serum keine signifikante Assoziation zwischen den Spiegeln und der FEV| vom

Soll. Wir fanden jedoch eine signifikante Assoziation des Rauchstatus mit der FEV; vom Soll.

Bei Fehlen eines linearen Zusammenhangs der BAL- und Serumspiegel von 16slichem PD-1 und PD-
L1 wurden ergidnzend auch Modellierungen mittels Restricted Cubic Splines (RCS) durchgefiihrt.

Die Anzahl der Knoten wurde vorab auf vier festgelegt.

Fiir jeden der vier untersuchten Biomarker wurde der Gesamteffekt auf die FEV, in % vom Soll,
sowie das Vorliegen eines nichtlinearen Zusammenhangs getestet. Alle Modelle wurden fiir BMI,
Alter, Geschlecht und Rauchexposition adjustiert. Die p-Werte der Effekte der FEV; in % vom Soll

auf die Biomarkerkonzentrationen sind in Tabelle 16 dargestellt.
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Tabelle 16: p-Werte der multiplen Regressionsmodelle unter Verwendung von Restricted Cubic Splines (RCS) Fiir
Variablen ohne signifikante Nichtlinearitdt konnte kein p-Wert geschdtzt werden. Diese Fille wurden als NA= Nicht
anwendbar angegeben. Abkiirzungen: BAL= Bronchoalveoldre Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1, BMI=

Body Mass Index
Biomarker p-Wert p-Wert fiir nichtlinear
BAL PD-1 0,386 NA
BAL PD-L1 0,852 NA
Serum PD-1 0,773 NA
Serum PD-L1 0,374 NA

In der folgenden Tabelle 27
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Abbildung 27: Modellierung der Assoziation aller vier untersuchten Biomarker mit der FEV | in % vom Soll, Abkiirzungen:
BAL= Bronchoalveoldre Lavage, PD-1= Programmed Death Protein-1, BMI= Body Mass Index

Fiir alle vier untersuchten Biomarker zeigte sich zusammenfassend nach Adjustierung auf die zuvor

genannten Confounder weder eine lineare noch eine nichtlineare Assoziation mit der FEV in % vom

Soll.
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5 Diskussion

PD-1 und PD-L1 sind mittlerweile als bedeutsame therapeutische Ziele bei verschiedenen
Tumorerkrankungen etabliert. Auch das Vorliegen anderer Erkrankungen ist als Einflussfaktor auf
die Konzentrationen dieser Biomarker bereits gut in der Literatur beschrieben [11]. Fiir die
Bedeutung von PD-1 und PD-L1 bei COPD als eigenstindige Krankheitsentitdt existieren bisher
allerdings nur sehr wenige Daten. Unsere Literaturrecherche ergab bisher lediglich eine einzelne
Arbeit von Ritzmann et al., welche die Konzentrationen von 16slichem PD-1 und PD-L1 bei Patienten
mit COPD gezielt untersucht hat. Sie konnte bereits am Mausmodell einen Einfluss der PD-1/PD-
L1-Achse auf die neutrophile Inflammation und die damit einhergehende Schédigung des
Lungengewebes bei COPD aufzeigen [93], auch die medikamentdse Blockade der PD-1/PD-L1-

Achse zeigte im Tiermodell einen positiven Einfluss auf die Zerstorung von Lungengewebe.

In dieser Pilotstudie konnten keine signifikanten Unterschiede der Konzentrationen von PD-1 oder

PD-L1 (Serum / BAL) zwischen Patienten mit und ohne COPD festgestellt werden.

5.1 Der Zusammenhang zwischen loslichem PD-1 und PD-L1 bei
COPD

In dieser Arbeit konnte aufgezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen den Serum- und den

BAL-Spiegeln von PD-1 und PD-L1 bei Patienten mit und ohne COPD zu existieren scheint.

Bei den Patienten ohne chronische Atemwegsobstruktion konnten wir diesen Zusammenhang
ebenfalls aufzeigen. Dies bestitigt die Ergebnisse von Ritzmann et al., die ebenfalls Korrelationen
der Marker in Serum und BAL nachweisen konnten [93]. Die vorliegende Arbeit konnte somit die
Ergebnisse von Ritzmann et al. an einer groferen Kohorte validieren, wobei einschrinkend erwéhnt

werden muss, dass ein Teil der Patienten in beiden Arbeiten identisch ist.

In unserer Studie waren die Konzentrationen der Biomarker zwischen den beiden Gruppen mit und
ohne COPD nicht signifikant unterschiedlich. Die Pathophysiologie der COPD legt einen
Unterschied zwischen den beiden Gruppen allerdings nahe. Die chronische Inflammation bei COPD-
Patienten ist zwar mit einer erhohten Zahl an Immunzellen in der Lunge assoziiert, diese sind durch
dauerhafte Aktivierung allerdings erschopft und in ihrer Funktion eingeschriankt. Diese Erschdpfung
kann unter anderem prinzipiell durch eine Heraufregulierung der PD-1/PD-L1-Achse erklért werden

[112,116].

Zumindest in der akuten Exazerbation der COPD konnten Ritzmann et al. eine Heraufregulierung

der PD-1/PD-L1-Achse nachweisen [93].
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In einer weiteren Arbeit von Zhang et al. zeigte sich bei 54 Patienten mit COPD mit stabilem
Krankheitsverlauf eine erhohte Expression von PD-1 auf CD4-T-Zellen, aber nicht auf CD8-Zellen.
Die 16slichen Marker wurden hier nicht untersucht, sodass die Ergebnisse nicht direkt vergleichbar

sind, aber einen Zusammenhang zwischen PD-1 und COPD nahelegen [117].

Dariiber hinaus sind in unserer Studie die Ein- und Ausschlusskriterien beziiglich der Komorbidititen
deutlich liberaler ausgelegt, sodass die Markerkonzentrationen noch anderen Stoérgroflen unterliegen

konnen.

In einer systematischen Analyse von Lin et al. im Jahr 2022 wurden 9 Kohortenstudien untersucht
mit insgesamt 1044 Patienten mit nicht kleinzelligem Lungenkarzinom Stadium III — IV. Davon
wiesen 432 Patienten als Komorbiditét eine COPD auf. Die Arbeit fasste die bisherigen Erkenntnisse
zur Wirksamkeit von PD-1/PD-L1-Inhibitoren bei Patienten mit und ohne COPD zusammen und
fand in den meisten der eingeschlossenen Studien bessere klinische Ergebnisse mit hoherem
Gesamtiiberleben und hoherem progressionsfreiem Uberleben bei Lungenkrebspatienten mit COPD

die eine Therapie mit einem Checkpointinhibitor erhalten hatten [63].

Auch Mark et al. konnten 2017 zeigen, dass das Vorliegen einer COPD bei Patienten mit NSCLC
und Checkpoint-Inhibitoren mit einem hoheren progressionsfreien Intervall assoziiert ist als bei
Patienten ohne COPD[65].

Obwohl in diesen Arbeiten jeweils nicht die Markerkonzentrationen per se gemessen wurden, ldsst
ein Uberlebensvorteil der jeweiligen COPD-Kohorten auf einen relevanten Einfluss der PD-1/PD-
L1-Achse auf die COPD schlieBen. Hier bieten sich moglicherweise fiir die Zukunft

Forschungsansitze.

5.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Die gemessenen Konzentrationen der Biomarker waren in unserer Patientenkohorte zwischen
Mainnern und Frauen nicht signifikant unterschiedlich. Lediglich der Quotient von PD-1/PD-L1 im

Serum zeigte sich bei den Ménnern erhoht.

Der Quotient von l6slichem PD-1 und PD-L1 ist in der Literatur bisher unzureichend untersucht,
insbesondere nicht im Hinblick auf Patienten mit COPD. Gu et al. fanden erhéhte Serum PD-1
Konzentrationen bei Frauen in einer Kohorte mit NSCLC-Patienten. In der Kontrollkohorte ohne
Lungenkarzinom zeigten sich keine geschlechtsspezifischen Unterschiede, was sich mit den Daten

unserer Gesamtkohorte deckt [51].

Eine weitere Untersuchung von Rodriguez-Lara et al. zeigten hingegen eine hdéhere PD-L1-
Expression bei Mannern. Hierbei wurden allerdings auch wiederum nur die membranstidndigen

Formen der Marker analysiert [95]. Inwiefern das Geschlecht jedoch tatsdchlich kausal die
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Markerkonzentrationen mit beeinflusst, bleibt bisher ungeklart. Auch hier ergeben sich Ansatzpunkte

fiir zukiinftige Studien.

5.3 Einfluss des Korpergewichts

In unserer dieser Arbeit ergab sich kein Unterschied hinsichtlich der loslichen Biomarker PD-1/PD-

L1 in Serum und BAL bei Patienten mit bzw. ohne Ubergewicht.

In einer Studie aus 2022 von Katongole et al., die Patienten mit Prostatakarzinom hinsichtlich der
loslichen Biomarker der PD-1/PD-L1-Achse untersucht, zeigte sich kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich Konzentrationen aus den Blutproben bei iibergewichtigen Patienten [57]. FEine

Untersuchung der Proben aus der BAL fand nicht statt.

Die Ergebnisse der Serumproben aus unserer Studie stimmen zwar mit Katongole et al. iiberein,
moglicherweise ist jedoch die Vergleichbarkeit der Ergebnisse eingeschrinkt. So haben Katongole
et al. in ihrer Studie ausschlieBlich Patienten afrikanischer Abstammung untersucht, wihrend in
unserer Studienkohorte ausschlieBlich Patienten kaukasischer Abstammung eingeschlossen waren.
AuBerdem untersuchten Katongole et al. fragestellungsbedingt nur Manner. Zudem ist das Verhaltnis
der verschiedenen WHO-Gewichtsklassen in unserer Studie im Vergleich deutlich in Richtung

iibergewichtiger Patienten verschoben.

Seit langem ist auBlerdem bekannt, dass der Body Mass Index als Parameter zwar ein héufig
verwendeter Parameter ist, als anthropometrische Grofe jedoch nur Surrogatparameter fiir die

eigentliche Korperzusammensetzung darstellt [86].

Der Zusammenhang zwischen der PD-1/PD-L1-Achse und dem BMI wird in einer aktuellen
Untersuchung nochmals besonders deutlich. In einer Interventionsstudie von Akasheh et al. aus 2025
zeigten sich die PD-L1-Spiegel im Serum signifikant erniedrigt, nachdem die Patienten {iber einen
Zeitraum von 12 Wochen gefastet und somit Gewicht abgenommen hatten[4].
Somit suggerieren die Daten der vorliegenden Arbeit in Zusammenschau mit der Literatur einen
Zusammenhang zwischen Gewicht und PD-L1, moglicherweise im Rahmen einer chronischen

Inflammation. Es benétigt auch hierzu weitere Forschung.

5.4 Einfluss des Schweregrades der Obstruktion auf

Markerkonzentration

Es konnte kein Unterschied zwischen den verschiedenen Schweregraden der Obstruktion und der
Konzentration von PD-L1 oder PD-1 im Serum oder in der BAL nachgewiesen werden. Dies deckt

sich mit den Ergebnissen der Arbeit von Ritzmann et al., welche ebenfalls keinen Unterschied
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zwischen Patienten mit COPD in den Stadien I und II und Patienten in den Stadien III und IV
nachweisen konnten. Zwar zeigt eine Untersuchung von Polverino et al. aus 2022, dass PD-L1 bei
COPD-Patienten in den milderen Stadien I und II im Vergleich zu den Patienten mit den Stadien III
und IV erhoht ist (in Abhéngigkeit des Rauchstatus), allerdings wurden von Polverino et al. nicht die
loslichen Isoformen der Marker untersucht, sondern membranstéindige Formen aus Gewebeproben

und Alveolarmakrophagen [85].

In einer Studie von McKentry et al, die PD-1 Expression auf CD8+-T-Zellen bei COPD gemessen
hat, war PD-1 bei COPD Patienten im Vergleich zu den Kontrollen erhoht [68].

Zhang et al. untersuchten PD-1 auf CD4+ und CD8+ Zellen bei COPD und unterschieden je nach
Grad der bronchialen Obstruktion. In einer Subgruppenanalyse konnte festgehalten werden, dass
COPD Patienten mit GOLD I/II oder III/IV keine signifikanten Unterschiede von PD-1 Expression
zeigten [118]. Sowohl bei McKentry et al., als auch bei Zhang et al. wurden jedoch nicht die 16slichen

Marker untersucht, sodass kein direkter Vergleich mit der vorliegenden Arbeit gezogen werden kann.

5.5 Raucherstatus

In unserer Kohorte zeigte sich die Konzentration von PD-1 im Serum bei Nichtrauchern signifikant
erhoht im Vergleich zu Rauchern. Bei PD-L1 zeigten sich keine Unterschiede beziiglich des
Rauchstatus. Es zeigten sich der Quotient von PD-1 und PD-L1 in der BAL, der Quotient von PD-1
und PD-L1 im Serum sowie der Quotient von Serum PD-1 und BAL PD-L1 bei den Nichtrauchern

im Vergleich erhoht.

Die Ergebnisse der Literatur stiitzen sich vor allem auf die Ergebnisse aus der Forschung bei
Patienten mit Lungenkarzinomen, bei denen sich bei rauchenden Patienten eine hohere Expression

von PD-L1 auf den Tumorzellen zeigte [19].
Die l6slichen Marker sind bislang schlechter untersucht.

In einer Studie aus 2018 von Wasen et al., die die Spiegel von lslichem PD-L1 zwischen Patienten
mit und ohne rheumatoide Arthritis untersucht hat, zeigten sich signifikant niedrigere Spiegel von
l6slichem PD-L1 im Serum bei rauchenden Patienten [110]. Die Spiegel von 16slichem PD-1 und
deren Verhiltnisse zueinander fanden allerdings hier keine Beriicksichtigung, zusitzlich wurden von

Wasen et al. keine BAL-Proben untersucht.

Der Unterschied zwischen unseren Daten und den Daten von Wésen et al. liegt mdglicherweise an
der Unterreprisentation von Patienten mit rheumatoider Arthritis in unserer Kohorte. In unserer

Studienkohorte waren nur insgesamt fiinf Patienten mit rheumatoider Arthritis enthalten.
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Ob auBerdem die Ergebnisse von rauchenden Patienten mit COPD und rauchenden Patienten mit

rheumatoider Arthritis vergleichbar sind, bleibt ungeklért und zukiinftigen Studien vorbehalten.

Dennoch ist insgesamt ein Unterschied der Markerkonzentrationen zwischen Rauchern und
Nichtrauchern allerdings grundsétzlich als plausibel anzunehmen, da eine proinflammatorische
Wirkung von Zigarettenrauch in der Literatur gut belegt ist und die PD-1/PD-L1-Achse bzw. deren
l6sliche Formen eine antiinflammatorische Wirkung {iber die Herabregulierung von Zytokinen

aufweist [8,32,70].

5.6 Limitationen der Studie

Die Anzahl der untersuchten Patienten in unserer Kohorte war mit 130 Patienten niedrig.
Moglicherweise ergeben sich daher keine statistischen Unterschiede, die bei einer groBeren Kohorte
aufgezeigt worden wiren. Aus diesem Grund sind auch zukiinftige Studien mit einer grofleren
Anzahl an Probanden sinnvoll. Eine detailliertere Untersuchung hinsichtlich des Einflusses
beispielsweise von einzelnen Nebendiagnosen ldsst bei der erwartbar niedrigen Patientenzahl

vermutlich keine statistisch signifikanten Ergebnisse aufzeigen.

Als weitere Limitation ist weiterhin zu berilicksichtigen, dass sie als monozentrische Studie
durchgefiihrt worden ist. Dieser Umstand begrenzt moglicherweise die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse mit denen zukiinftiger Studien. AuBerdem fanden sich in unserer Patientenkohorte
ausschlieBlich Patienten kaukasischer Abstammung. Multizentrische Studien mit Patienten

verschiedener Ethnien kdnnten moglicherweise in Zukunft aussagekréftigere Ergebnisse liefern.

Es muss auflerdem beriicksichtigt werden, dass in unsere Kohorte auch Patienten mit NSCLC und
anderen Tumorerkrankungen eingeschlossen waren, bei denen die Rolle der membransténdigen PD-
1/PD-L1-Achse mittlerweile gut verstanden ist. Zukiinftige Untersuchungen konnten hier zur

Klérung, inwiefern die 16slichen Biomarker eine Rolle spielen, beitragen [90].

In unserer Studie wurde kein Vergleich mit den membranstdndigen Markern im Lungengewebe
vorgenommen. Es bleibt aktuell noch ungeklért, ob die 16sliche PD-1/PD-L1-Achse bei COPD-
Patienten einen Zusammenhang mit den membranstidndigen Formen der entsprechenden Molekiile

aufweist.

Hou et al. konnten 2025 aufzeigen, dass mehrere Isoformen von 16slichem PD-L1 existieren [55].
Eine Messung bzw. Unterscheidung zwischen verschiedenen Isoformen der 16slichen Biomarker

fand in unserer Studie nicht statt.

Als weitere Einschrinkung kommt sicherlich auch hinzu, dass unsere Stichproben nur einen

Querschnitt und keine Entwicklung der Markerkonzentrationen {iber die Zeit, beispielsweise bei sich
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dndernder Lungenfunktion abbilden. Somit konnten insgesamt auch keine kausalen Zusammenhénge

zwischen den 16slichen Biomarkern der PD-1/PD-L1-Achse und COPD detektiert werden.

Dariiber hinaus ist die vorliegende Arbeit als eine explorative Analyse durchgefiihrt worden. Bei
einer Vielzahl an moglichen Einflussgrofen auf die Markerkonzentrationen ist auf eine Korrektur
fiir multiples Testen verzichtet worden. Die Ergebnisse sind daher eher als Ausgangspunkt fiir

zukiinftige Untersuchungen und zur Generierung von Hypothesen zu verstehen.

5.7 Ausblick

Der Zusammenhang von chronischen Lungenerkrankungen, in diesem Fall COPD, mit der PD-1/PL-
1 Achse bietet interessante Angriffspunkte in diagnostischer als auch potenziell in therapeutischer
Hinsicht. Medikamente zur Inhibition von PD-1/PD-L1 existieren bereits und verzeichnen gute
Therapieerfolge bei mittlerweile der iiberwiegenden Zahl der Patienten mit Lungenkarzinom [45].
Bei der COPD hat dieser Medikamentengruppe bislang jedoch noch keine Bedeutung. Sollte sich
hier nach weiteren Studien eine therapeutische Option bieten, wire der Einsatz von PD-1/PD-L1-

Inhibitoren auch bei der COPD perspektivisch denkbar.

Ein erster Ansatz zum FEinsatz der PD-1/PD-L1-Achse bei der COPD findet sich in der

nachgewiesenen Korrelation der Biomarker in BAL und im Serum.

Bei einer in dieser Studie nachgewiesenen Korrelation der Konzentrationen in der BAL mit den
Spiegeln im Serum konnte bei entsprechend vorerkrankten Patienten und damit einhergehendem
erhohtem Risiko fiir periinterventionelle Komplikationen in Zukunft zum Beispiel auf die
Durchfiihrung einer BAL verzichtet werden. Stattdessen wire in solchen Féllen eine risikodrmere
und routinemaBig durchgefiihrten Blutentnahme eine denkbare Alternative zur Bronchoskopie mit

BAL.

Weitere Studien zum mdglichen diagnostischen Wert der PD-1/PD-L1-Achse bei der COPD sind
jedoch erforderlich.
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