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Zusammenfassung

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist einer der groten Risikofaktoren flr
die Entstehung von Lungenkrebs. Zu den innovativsten Therapieansatzen der Behandlung von
Lungenkrebs gehdren Immuntherapien, die sich gegen den PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint
richten. Es sind bereits einige therapeutische Antikorper gegen den PD-1/PD-L1-Immun-
Checkpoint bei Lungenkrebs zugelassen. Inwieweit der PD-1-Immun-Checkpoint zur
Pathogenese der COPD beitragt und therapeutische Antikdérper gegen PD-1 den Verlauf der
COPD beeinflussen, wird kontrovers diskutiert.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Erkenntnisse Uber die Rolle des PD-1/PD-L1-Immun-
Checkpoints bei der Pathogenese der COPD zu gewinnen. Zudem sollte geklart werden,
inwieweit im primaren Lungentumormodell chronische bakteriell-induzierte Entziindung den
PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint in der Tumormikroumgebung aktiviert.

Es konnte im Serum und in der bronchoalveoldren Lavage (BAL-Flussigkeit) von COPD-
Patienten 16sliches PD-1 und PD-L1 nachgewiesen werden. Hierbei zeigte sich eine
signifikante positive Korrelation zwischen PD-1 und PD-L1 in der BAL-Flussigkeit und im
Serum von stabilen COPD-Patienten und im Serum von exazerbierenden COPD-Patienten. PD-
L1 Konzentrationen im Serum von akut exazerbierenden Patienten waren im Vergleich zu den
Serumkonzentrationen von stabilen COPD-Patienten signifikant erhoht. Weiter konnte ein
erhdhtes PD-1/PD-L1 Verhaltnis in der BAL-Flussigkeit von stabilen GOLD I11/IV Patienten
festgestellt werden. Zudem korrelierte das Verhéltnis von PD-1 zu PD-L1 negativ mit dem
Sollwert des Lungenfunktionsparameters der Einsekundenkapazitdt (FEV: predicted). In
retrospektiven Schnittproben von COPD-Patienten konnte die Expression von PD-1 und PD-
L1 immunhistochemisch im Lungenparenchym in Entziindungszellen detektiert werden.

Im Modell des zigarettenrauchinduzierten Lungenschadens wurden Mause wéhrend der
Expositionsphase mit einem therapeutischen Antikorper gegen PD-1 behandelt, wéhrend
Kontrollmduse einen Isotyp-Antikorper erhielten. Durch die Gabe des anti-PD-1 Antikorpers
wurde die Anzahl an neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten in der Lunge signifikant
verringert. Invasive Lungenfunktionsmessung sowie stereologische Analysen zeigten, dass die
Blockade von PD-1 zu einem verminderten Lungenschaden flhrte. So resultierte chronische
Rauchexposition bei anti-PD-1 behandelten Mé&usen in der Lungenfunktionsmessung im
Gegensatz zu Kontrollmdusen in keiner signifikanten Zunahme der Vitalkapazitdt und
Compliance - zwei Parameter, die einen rauchinduzierten Lungenschaden anzeigen. Die
stereologisch ermittelte mittlere freie Weglange zwischen den Alveolarsepten gibt Aufschluss

uber den rauchinduzierten Lungenschaden. Es konnte gezeigt werden, dass die
Il



Rauchexposition zu einem Verlust der Lungenstruktur in den Kontrolltieren flihrte, welcher in
den mit dem PD-1 AntikOrper behandelten Tieren signifikant verringert war. Auch im
bakteriell-induzierten Lungenschadenmodell flihrte die Blockade des PD-1-Immun-
Checkpoints zu einem signifikant verringerten Lungenschaden.

Im Kras-abhéngigen Lungenkrebsmodell wurde gezeigt, dass chronische bakterielle
Entziindung den PD-1-Immun-Checkpoint in der Tumormikroumgebung aktiviert. Es wurde
untersucht, inwieweit sich IL-17C-vermittelte Entziindung auf die Blockade des PD-1/PD-L1-
Immun-Checkpoints auswirkt. Hierzu wurden Wildtyp und IL-17C defizienten Mausen wie in
den COPD-Modellen wahrend der NTHi-Expositionsphase ein gegen PD-1 gerichteter
therapeutischer Antikorper verabreicht. Nach einer vierwochigen Beobachtungszeit konnte
festgestellt werden, dass es in IL-17C defizienten Mausen durch die Gabe des therapeutischen
PD-1 Antikorpers zu einem geringeren Tumorwachstum kam. Dies ging mit signifikant
verminderten Konzentrationen an inflammatorischen bzw. tumorférdernden Zytokinen wie IL-
6, CCL5 und TNF-a in der Lunge einher.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Aktivierung des PD-1-Immun-Checkpoints in pré-
klinischen COPD-Modellen zum Lungenschaden beitragt. Zudem konnte gezeigt werden, dass
im Kras-abhdngigen Lungenkrebsmodell I1L-17C-vermittelte angeborene Entziindung die

Wirkung der Blockade von PD-1 vermindert.



Summary

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a major risk factor for the development of
lung cancer. The most innovative therapeutic approaches in the treatment of lung cancer include
immunotherapies that are directed against the PD-1/PD-L1 immune checkpoint. Therapeutic
antibodies against the PD-1/PD-L1 immune checkpoint in lung cancer have already been
approved. The extent to which the PD-1 immune checkpoint contributes to the pathogenesis of
COPD and therapeutic antibodies against PD-1 influence the course of COPD is discussed
controversially.

The aim of this work was to analyze the role of the PD-1/PD-L1 immune checkpoint in the
pathogenesis of COPD. Additionally, it was also examined to what extent chronic bacterial-
induced inflammation activates the PD-1/PD-L1 immune checkpoint in a primary lung tumor
model.

PD-1 and PD-L1 concentrations were detected in the serum and in the BAL fluid of COPD
patients. There was a significant positive correlation between PD-1 and PD-L1 in the BAL fluid
and in the serum of stable COPD patients and in the serum of exacerbating COPD patients.
Comparison of stable COPD patients with acute exacerbating patients revealed significant
increased PD-L1 concentrations in the serum during acute exacerbations. Furthermore, the PD-
1 to PD-L1 ratio was increased in the BAL fluids of stable GOLD I11/1V COPD patients. There
was also a negative correlation between the lung function parameter FEV1 predicted (one-
second capacity) and the ratio of PD-1 to PD-L1. Retrospectively, the expression of PD-1 and
PD-L1 was detected immunohistochemically on sections of lung tissue from COPD patients.
In the smoke-induced lung damage model, mice were treated with a therapeutic antibody
against PD-1 during the exposure phase, while control mice received an isotype antibody. The
number of neutrophilic granulocytes and lymphocytes in the lungs was significantly reduced
by the administration of the anti-PD-1 antibody. Invasive lung function measurements and
stereological analyzes showed that the blockade of PD-1 led to reduced lung damage. In
contrast to control mice, chronic smoke exposure of anti-PD-1 treated mice did not lead to a
significant increase in vital capacity and compliance, two parameters that indicate smoke-
induced lung damage, measured in the lung function. The determined MCL provides
information about the smoke-induced lung damage. It could be shown that the smoke exposure
led to a loss of lung structure in the control animals, which was significantly reduced in the
animals treated with the PD-1 antibody. In the NTHi-induced lung damage model, the blockade
of the PD-1 immune checkpoint also led to a significantly reduced lung damage.



In the kras-dependent lung cancer model, chronic bacterial inflammation resulted in the
activation of the PD-1 immune checkpoint in the tumor-microenvironment. It was further
examined to what extent IL-17C-mediated inflammation affects the blockade of PD-1/PD-L1
axis. For this purpose, a therapeutic antibody directed against PD-1 as in the COPD models was
administered to wildtype and IL-17C deficient mice during the NTHi exposure phase. It could
be shown that in IL-17C-deficient mice, the administration of the therapeutic PD-1 antibody
resulted in less tumor growth. This was associated with significantly reduced concentrations of
inflammatory cytokines such as IL-6, CCL5 and TNF-a in the lungs.

This work shows that activation of the PD-1 immune checkpoint in pre-clinical COPD models
contributes to lung damage. In addition, it was shown that IL-17C-mediated innate

inflammation decreases the response to PD-1 blockade in a model of Kras-driven lung cancer.

Vi



1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Epidemiologie und Pathologie der COPD

Mit weltweit tber 320 Millionen betroffenen Menschen zahlt die chronisch obstruktive
Lungenerkrankung (COPD), deren pathologische Effekte sich nicht nur auf die Lunge
beschrénken, zu den flnf fuhrenden Todesursachen [1, 2]. In den Industrielandern ist die COPD
eine der grofiten Belastungen fir das Gesundheitssystem, in der Européischen Union
beispielsweise belaufen sich die jahrlichen Gesamtkosten auf geschéatzt 38,6 Mrd. Euro, wobei
schwere Krankheitsverldufe besonders kostenintensiv sind [3-6].

Der groRte, jedoch nicht einzige Risikofaktor fir die Entstehung einer COPD st
Zigarettenrauch [7, 8]. Durch das Inhalieren des Zigarettenrauches hat ein Grofteil der Raucher
eine hohere Pravalenz von respiratorischen Beschwerden und eine hohere jahrliche Abnahme
der Lungenfunktion, unter anderem gemessen Uber das forcierte exspiratorische VVolumen in
der ersten Ausatmungssekunde (FEV1) [8]. Epidemiologische Studien konnten zeigen, dass
auch Nichtraucher ebenfalls eine COPD entwickeln konnen [9, 10]. Bis zu 20% aller Félle
kénnen auf eine dauerhafte Exposition zu organischen und anorganischen Partikeln bzw.
Démpfen zurlckgefuhrt werden. Erwahnenswerte Berufsfelder mit solchen Expositionen sind
beispielsweise die Landwirtschaft sowie die Minen- und Bauindustrie [11-13].

Neben beruflich bedingten Risiken fir die Entstehung einer COPD ist das Verfeuern von
Biomasse ein weiterer unterschatzter Risikofaktor [14]. Geschatzt drei Milliarden Menschen
benutzen weltweit Biomasse wie Holz, Tierdung und Kohle als Hauptenergiequelle fir die
Nahrungszubereitung und das Heizen [15]. Beispielsweise kommt es in Entwicklungsléandern
aufgrund offener Herdfeuer und der damit verbundenen erhdhten Luftverschmutzung in
schlecht gelufteten Innenrdumen gerade bei Frauen zu einem hdéheren Risiko, eine COPD zu
entwickeln [15-17].

Neben den genannten externen Risiken durch Inhalation von schadlichen Partikeln gibt es
Hinweise, dass auch genetische Faktoren die Entstehung einer COPD begunstigen kénnen.
Einer der bestbeschriebenen genetischen Ausloser ist ai-Antitrypsinmangel [18, 19]. -
Antitrypsinmangel ist eine autosomal kodominante Erbkrankheit, fiir die mehr als 100 mutierte
Allele identifiziert werden konnten [20]. Bei az-Antitrypsinmangel-Patienten kommt es je nach
Art der Mutationen zu schwach bis stark verringerten Serumkonzentrationen von az-Antitrypsin
[18]. Der ai-Antitrypsinmangel gibt Hinweis darauf, welche Mechanismen bei einer COPD
zum Verlust an Lungenfunktion und Lungenstruktur fithren konnten. az-Antitrypsinmangel-

Patienten, die rauchen, haben ein erhohtes Risiko, an einer COPD zu erkranken [21].
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1. Einleitung

Zigarettenrauch, aber auch Infektionen fiihren in der Lunge zu einer erhdhten Anzahl an
neutrophilen Granulozyten und Makrophagen, die die Serinprotease Elastase bilden. Durch die
geringen Konzentrationen von oai-Antitrypsin kann die Elastase nicht genugend inhibiert
werden, was den Abbau von Elastin und dadurch das Entstehen von Emphysemen begunstigt
[18, 22]. Inwiefern ein Ungleichgewicht von neutrophiler Elastase und ai-Antitrypsin zur
Pathogenese der COPD bei Patienten ohne ai-Antitrypsinmangel beitragt, wird kontrovers
diskutiert [23, 24].

Das Krankheitsbild der COPD zeichnet sich durch fortschreitende pathologische
Verdnderungen der proximalen und distalen Atemwege, sowie Verdanderungen des
Lungenparenchyms und des pulmonalen Geféal3systems aus [7, 25]. Im Verlauf der COPD
kommt es in den Lungen zu einer fortdauernden Entziindung, vermehrten Schleimbildung,
eingeschrankter mukoziliaren Klarung und einem Verlust epithelialer Integritat, was
letztendlich zu einem Abbau des Lungenparenchyms bis hin zum Emphysem flihren kann [26-
29]. Die relativen Anteile dieser Merkmale variieren zwischen den Patienten und formen
letztendlich das klinische Bild der COPD [30]. Die genannten typischen klinischen Symptome
treten hierbei erst Jahre nach Beginn des Zigarettenkonsums auf. Damit verbunden ist das
Risiko, dass die COPD zu Beginn der Erkrankung im milden Stadium oft undiagnostiziert
bleibt. Es wird davon ausgegangen, dass weltweit etwa 70% der von der COPD Betroffenen
undiagnostiziert bleiben [31]. Im Allgemeinen wird die COPD ab dem flinfzigsten Lebensjahr
diagnostiziert, mit einer Spitzeninzidenz im Lebensalter von etwa 70 Jahren [32]. Danach
getroffene Mallnahmen wie sofortiges Einstellen des Zigarettenkonsums fuhren zu keiner
Heilung der Erkrankung.

Die COPD wird durch die Bestimmung der irreversiblen Limitation des Atemflusses in der
Lungenfunktionsmessung diagnostiziert [8, 33, 34]. Dazu wird der Lungenfunktionsparameter
FEV: ermittelt und ins Verhaltnis mit der forcierten exspiratorischen Vitalkapazitat (forced
vital capacity, FVC) gesetzt. Dieser Quotient, auch als Tiffeneau-Index bezeichnet, ist ein
altersabhéngiges Mal} fiir den Strdmungswiderstand der Atemwege. Eine Verringerung des
Quotienten unter 0,7 ist charakteristisch fir eine obstruktive Erkrankung der Atemwege [35-
37]. Sowohl durch einen gesteigerten Widerstand der kleinen Atemwege, als auch durch eine
gesteigerte Dehnbarkeit der Lunge (Lung Compliance) aufgrund fehlender Riickstellkraft wird
dabei der Atemfluss und somit FEV1/FVC negativ beeinflusst [38-40].

Das Krankheitsstadium der COPD wird anhand der GOLD (Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease) Klassifizierung nach der Schwere der Atemflusslimitation

eingeteilt. Bei Patienten mit einem Tiffeneau Index < 0,7 wird das Ergebnis der FEV1-Messung
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1. Einleitung

zu einem Referenzwertes des jeweiligen Alters und Geschlechts in Bezug gesetzt, siehe
Tabelle 1.
Tabelle 1: Klassifikation der Schwere der Krankheit nach GOLD

Patienten mit FEV1/FVC < 0,70

GOLD 1 mild FEV:1>80%
GOLD 2 moderat 50% < FEV; < 80%
GOLD 3 schwer 30% < FEV1 < 50%

GOLD 4 sehr schwer FEV: < 30%

Zu dieser klassischen Beurteilung der Schwere der Krankheit werden weitere Fragebogen zur
Diagnose hinzugezogen. Beispielsweise wird das korperliche Befinden der Patienten in dem
sogenannten COPD Assessment Test (CAT)™ abgefragt. Durch diese und weitere
Kombinationen von Fragebdgen wird das Krankheitsbild der COPD besser dargestellt, da die
korperliche Verfassung sowie das Risiko einer Exazerbation beriicksichtigt werden [41].
Zudem werden bildgebende Verfahren wie Rontgen-Thorax eingesetzt, um die Diagnose der
COPD zu bestdtigen. Zusétzlich rucken weitere bildgebende Verfahren wie
Computertomographie (CT) und Kernspintomographie (MRT) starker in den Fokus um
Aufschluss tber die Schwere der Erkrankung und den Verlust an Lungenstruktur zu geben [42,
43].

1.1.1 Entzindung in der COPD

Uber die Zeit entwickelt sich in den Lungen von Rauchern eine schwelende Inflammation, mit
starkerer Auspragung bei COPD-Patienten, welche sich systemisch auf das Herz, die
BlutgefaRe und die Skelettmuskulatur ausbreiten kann [25, 44]. Mit Zunahme der Schwere der
Krankheit steigt hierbei auch die schwere der Inflammation, welche wéhrend der akuten
Exazerbation der COP noch weiter verstarkt wird, unter anderem angetrieben durch bakterielle
oder virale Infektionen [8, 25, 29, 45, 46]. Die Exazerbationen sind stark mit korperlichen
Beeintrachtigungen, Krankenhausaufenthalten und erhohter Mortalitat verbunden [47]. Der
molekulare Hintergrund der Inflammation, gerade bei Exazerbationen, ist noch nicht
hinreichend gekléart. So dauert die Entzindung bei Rauchern, die das Rauchen aufgegeben
haben, weiter an [25, 48]. Hogg et al. konnten belegen, dass es auch Jahre nach
Raucherentwohnung durch entziindliche Mukusproduktion und durch die Zunahme des
Gewebes der Bronchialwand zu einer fortschreitenden Obstruktion der kleinen Atemwege
kommt [25]. Die chronische Entziindung im Verlauf der COPD schlie8t angeborene und
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adaptive Immunantwort ein und ist durch starke Akkumulation von neutrophilen Granulozyten,
B Zellen, CD4" und CD8" Zellen und lymphoiden Follikeln in den kleinen Atemwegen
gekennzeichnet [7, 25, 45, 46].

1.1.2 Immunzellen in der COPD

Makrophagen sind maRgeblich an der Pathogenese der COPD beteiligt. Die Makrophagen von
COPD-Patienten haben einen entzindlicheren Phanotyp als bei Rauchern, die keine COPD
haben [49]. Im Verlauf der COPD ist die Anzahl der Makrophagen in den Atemwegen sowie
im Lungenparenchym stark erhoht, mit der Folge, dass eine direkte Korrelation zwischen
gewebsstandigen Makrophagen und der Entwicklung eines Emphysems erkannt werden konnte
[50]. Durch Zigarettenrauch werden die Makrophagen aktiviert und produzieren eine Vielzahl
an Entziindungsmediatoren wie Chemokine, reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Proteasen.
Studien konnten zeigen, dass die Makrophagen von COPD-Patienten eine geringere
Phagozytose-Aktivitat gegenuber Bakterien wie Haemophilus influenzae und Streptococcus
pneumoniae aufweisen, was mdglicherweise die chronische Besiedlung der Lungen vieler
COPD-Patienten mit Bakterien wie nontypeable Haemophilus influenzae (NTHi) begunstigt
[51-53].

Die auftretenden neutrophilen Granulozyten weisen einen entzlndlicheren Charakter als die
Makrophagen auf und sind die Hauptzellart wéahrend akuten Exazerbationen [54, 55]. Die
neutrophile Granulozyten werden durch Zigarettenrauch aktiviert und produzieren ROS und
Proteasen wie beispielsweise die neutrophile Elastase [56]. Die Aktivitat der neutrophilen
Elastase wird durch al-Antitrypsin gehemmt, der erblich bedingte Mangel an a1-Antitrypsin
geht daher, wie zuvor genannt, mit einem erhohten Risiko fiir die COPD und dem
Lungenemphysem einher [57]. Tierexperimentelle Arbeiten und die Analyse von
Patientenmaterial legen nahe, dass neutrophile Granulozyten und Alveolarmakrophagen Uber
die Bildung von weiteren Proteasen wie Metalloproteasen, zum Lungenschaden bei der COPD
beitragen [58]. Ein Ungleichgewicht von Proteasen und Anti-Proteasen flhrt daher
hdchstwahrscheinlich auch bei der durch Zigarettenrauch verursachten COPD zum Abbau
extrazellularer Matrix bis hin zum Emphysem [57]. Im Verlauf der COPD entwickeln sich in
den kleinen Atemwegen charakteristische Verdickungen an der Epithelschicht, die sogenannten
lymphoiden Follikel, welche aus Ansammlungen von T- und B-Zellen bestehen. VVerschiedene
T Zellpopulationen sind zudem im Lungenparenchym sowie in den Atemwegen zu finden, mit
einem erhdhten Anteil von CD8" Zellen [25, 59]. Th17 Zellen, eine Unterklasse der T Zellen,

produzieren das Zytokin IL-17A. Es konnte von Roos et al. gezeigt werden, dass das
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proinflammatorische Zytokin IL-17A im Endstadium der COPD erhéht ist und zur
Zigarettenrauch induzierten Bildung der lymphoiden Strukturen beitragt. Neben IL-17A
werden von Makrophagen und T Zellen weitere wichtige proinflammatorische Zytokine wie
Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a), IL-1, IL-6 und IL-8 gebildet und tragen zu der Pathogenese
der COPD bei [54, 60].

Zigarettenrauch Biomasse
I —

periphere
pulmonale Inflammation

Genetische
Faktoren

kardiovaskulare
Erkrankungen
- Koronare Herzkrankheit

Depression

Knochenerkrankungen
- Bluthochdruck Stoffwechselerkrankungen - Osteopenie o
- Diabetes - Osteoporose

- Obesitas

Abbildung 1: Auswirkungen der COPD auf den Gesamtorganismus (nach [61]). Durch das
Inhalieren von Zigarettenrauch bzw. Verfeuern von Biomasse kommt es in der Lunge zu einer
peripheren Inflammation, welche auch die Entstehung von Lungenkrebs begiinstigt. Im Blutkreislauf
von COPD-Patienten, besonders wahrend Exazerbationen, konnten proinflammatorische Zytokine wie
IL-1B, IL-6, 1L-18 und TNF-o nachgewiesen werden. Da diese Zytokine auch in der BAL-FlUssigkeit
und im Sputum von COPD-Patienten detektierbar sind, wird vermutet, dass die systemisch
nachweisbaren Zytokine ihren Ursprung in der peripheren Lunge haben. Durch den Ubertritt der
Zytokine kommt es zu systemischen Komorbiditdten wie kardiovaskuldaren Erkrankungen,
Stoffwechselerkrankungen, Knochenerkrankungen und Depression.
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1.2 Lungenkrebs

Unter allen Krebsarten fuhrt Lungenkrebs weltweit am héaufigsten zum Tode. Es wird davon
ausgegangen, dass jedes Jahr 1,8 Millionen Menschen mit Lungenkrebs diagnostiziert werden
und 1,6 Millionen Menschen aufgrund der Krankheit sterben [62, 63]. Durch die Aggressivitat
der Krankheit und der spaten Erkennung stirbt die Halfte aller diagnostizierten Menschen
innerhalb eines Jahres. Die 5 Jahres Uberlebenschance schwankt, je nach bereits erreichtem
Stadium bei der Diagnose, zwischen lediglich 4-17% [64, 65]. Lungenkrebs wird in zweli
Subgruppen unterteilt: kleinzellige und nichtkleinzellige Lungenkarzinome mit einer
Héaufigkeitsverteilung von 15% beziehungsweise 85% [66, 67].

Hauptrisikofaktor fur die Entstehung von Lungenkrebs ist aktiver Zigarettenkonsum, daneben
sind auch das Passivrauchen, das naturlich vorkommende Gas Radon und Luftverschmutzung
weitere Ausloser der Krankheit [68-73]. Bei jedem Zug an der Zigarette werden mehr als 10°
Partikel pro ml und mehr als 4800 Vertreter verschiedenster Stoffklassen eingeatmet, darunter
uber 60 Stoffe mit nachgewiesenen Kkarzinogenen Eigenschaften wie beispielsweise
Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK), N-Nitrosamine, Schwermetalle
(Nickel, Cadmium), Aldehyde und aromatische Amine [74, 75]. Die im Rauch enthaltenen
Karzinogene, Partikel und reaktive Sauerstoffspezies fordern pathologische Veranderungen der
Lunge wie beispielsweise gesteigerte Entzindungsreaktionen, oxidative Schéden, endotheliale
Dysfunktion, das Induzieren von zelluldrer Seneszenz und vor allem genetische Veranderungen
[76, 77]. Es wird davon ausgegangen, dass bis zu 90% aller Krebserkrankungen der Lunge auf
die rauchinduzierten Verénderungen der DNS wie beispielsweise Mutationen zurtickzufuhren
sind [68, 77-80].

Zahlreiche Studien zeigten, dass Kanzerogene, wie sie im Zigarettenrauch vorhanden sind, zu
onkogenen Mutationen innerhalb des kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS)
Genes flhren. Dies konnte initial in Adenokarzinomen bei Lungenkrebspatienten mit stark
ausgepragtem Raucherstatus beschrieben werden [81-83]. KRAS Mutationen sind in bis zu 30%
aller Adenokarzinomen bei Lungenkrebspatienten in westlichen Landern zu finden, in
geringerer Zahl in asiatischen Populationen [84-90]. Beim nichtkleinzelligen Lungenkarzinom
treten die KRAS Mutationen tberwiegend an Kodon 12 und 13 auf. Dabei ist die hdufigste
Kodonvariante die KRAS-G12C Mutation (~39%), gefolgt von den Varianten KRAS-G12V und
KRAS-G12D [86, 87].

Das KRAS-Gen kodiert fur ein kleines G-Protein aus der RAS-Familie. Die GTPase, welche
durch die Bindung von GDP inaktiviert vorliegt, wird durch die alternierende Bindung von

GDP und GTP aktiviert und leitet Signale als molekularer Schalter an verschiedene
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nachgeschaltete Effektoren weiter. Kommt es zu einer onkogenen Uberaktivierung von KRAS,
werden die rapidly accelerated fibrosarcoma (RAF)/mitogen-activated protein kinase (MAPK)
und Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K)/Protein-Kinase B (AKT) Signalwege konstitutiv
aktiviert, was unter anderem ein erhéhtes Zelllberleben sowie gesteigerte Zellproliferation zur
Folge hat [91-94]. Aus Klinischer Sicht ist die onkogene Aktivierung von KRAS mit einer
schlechteren Prognose sowie einer erhohten Therapieresistenz assoziiert [95-98].

Die COPD ist ein weiterer, unabhéngiger Risikofaktor fur die Entstehung von Lungenkrebs
[99-103]. Raucher mit begleitender COPD zeigen hierbei eine zwei bis funffach héhere
Wahrscheinlichkeit an Lungenkrebs zu erkranken als Nichtraucher mit COPD, wobei bis zu
50% aller Raucher an einer COPD erkrankt sind und das Risiko mit zunehmendem Alter weiter
steigt [104-107]. Dies hat zur Folge, dass die Uberlebenserwartung bei Patienten mit der
Kombination COPD und gleichzeitiger Lungenkrebserkrankung weiter verringert ist.
Chemische und genetische Mausmodelle zeigten, dass COPD-typische Entzindung zu einer

vermehrten Tumorinitiation und einem verstarkten Tumorwachstum fihrt [108-110].

1.2.1 Die Tumormikroumgebung

Aus der Beobachtung heraus, dass Tumore an Stellen von chronischer Entziindung zu finden
sind und dass Entziindungszellen Tumorgewebe infiltrieren, postulierte Rudolf Virchow schon
vor 150 Jahren, dass eine Entziindung die Tumorentstehung fordert [111-115]. Und in der Tat
konnten Studien einen starken Zusammenhang zwischen chronischer Infektion, Inflammation
und Krebs nachweisen [116-122]. Ein Tumor ist daher nicht nur durch die Ansammlung solider
maligner Zellen definiert. Aufgrund der Infiltration von Immunzellen als auch des
Zusammenspiels nicht maligner Zellen in der nahen Umgebung des Tumors und der damit
verbundenen engen Interaktion, wird dieser Komplex aus verschiedensten Zellen als
Tumormikroumgebung definiert [123]. Dabei lassen sich in der Tumormikroumgebung Zellen
des Immunsystems, Endothelzellen, Blut- und Lymphatische Zellen, Fibroblasten, Perizyten
und Adipozyten finden [124, 125]. Interessanterweise sind die nicht-malignen Zellen dabei
stark dynamisch, nehmen oft tumorférdernde Funktionen ein und haben starke Auswirkungen
auf das Ansprechen von Tumortherapien [124, 125]. In der Tumormikroumgebung findet die
interzellulare Kommunikation durch ein komplexes Netzwerk aus Zytokinen, Chemokinen und
Wachstumsfaktoren statt [123].
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1.2.2 Entzindung und Tumorprogression

Es wird davon ausgegangen, dass mindestens 20% aller Tumore aufgrund einer Infektion und
chronischer Entzindung entstehen [111, 115, 126], dennoch sind die Grundlagen der
Tumorentstehung vor diesem Hintergrund unklar [122, 127, 128]. Der Tumor bzw. die
Tumormikroumgebung wird dabei stark von Leukozyten infiltriert, mit einer starken
Immunantwort von Makrophagen und T Zellen [129, 130]. Neueste Studien weisen zudem eine
malgebliche Rolle den neutrophilen Granulozyten zu [131-134].

Monozyten infiltrieren die Tumorumgebung und werden vor Ort durch Faktoren wie dem
Makrophagen-Chemoattraktorprotein-1  (MCP-1) und den vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktoren (VEGF) zu Makrophagen differenziert. Die differenzierten Makrophagen
werden als tumorassoziierte Makrophagen (TAM) bezeichnet [135]. Die TAM kdnnen weiter
in die M1 oder M2 Phanotypen unterteilt werden. Dem M1 Phanotyp werden antimikrobielle
sowie antitumorale Funktionen zugeschrieben, wohingegen der M2 Phanotyp aufgrund seines
verénderten Zytokin-Profils mit dem Umbau bzw. der Reparatur von Gewebe und Angiogenese
und letztendlich tumorférdernden Eigenschaften in Verbindung gebracht wird [136]. In der
anfanglichen Tumorentwicklung weisen die TAMs einen M1-Phanotyp auf, welcher im
weiteren Verlauf der Tumorentwicklung in den antagonistischen M2 Phanotyp ubergehen kann
[137, 138].

Das Einwandern von Lymphozyten ist eine wichtige Reaktion bei Krebs, da insbesondere
zytotoxische T Zellen bei der Eliminierung bzw. Kontrolle neoplastischer Zellen von
Bedeutung sind [130, 139]. Die tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs) sind dabei auch
malgeblich an der Ansprache auf Chemotherapien und Immuntherapien beteiligt und finden
als Screening-Tool und prognostischer Faktor weite Anwendung [140-142].

Neutrophile Granulozyten rickten in den letzten Jahren starker in den Fokus der
Krebsforschung. Gerade von der Etablierung des Tumors bis zur Progression zum malignen
Zustand konnten die neutrophilen Granulozyten als wichtiger treibender Faktor identifiziert
werden [143-148]. So konnten tumorassoziierte neutrophile Granulozyten (TANS) in
verschiedensten Tumorentitaten mit einer verschlechterten Prognose korreliert werden [149-
151]. Analog zu den M1/M2 Phénotypen der tumorassoziierten Makrophagen zeigen die
neutrophilen Granulozyten nach Infiltrieren des Tumors zwei distinkte Phanotypen, deren
Regulation noch weitestgehend unbekannt, jedoch als therapeutisches Ziel von groflem
Interesse ist [152]. Der N1 Phanotyp zeigt dabei antitumorale Eigenschaften, wohingegen die

N2 Ausprégung die Tumorprogression fordert [143, 144, 153].
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1.3 Der PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint

Die T Zell Aktivierung findet durch eine komplexe Interaktion der T Zellen und der Antigen-
prasentierenden Zelle statt. Eine Erkennung der présentierten Antigene auf dem
Haupthistokompatibilitaitskomplex (MHC) durch den T Zell Rezeptor (TCR) benétigt weitere
Stimulation, damit eine Immunantwort ausgelost werden kann. Sekundére Signale werden
durch sogenannte Immun-Checkpoints induziert [154-156].

Immun-Checkpoints regulieren Immunantworten und hiermit verbundene
Entziindungsprozesse, die auch immer negative Auswirkungen auf den Organismus haben
kénnen [157, 158]. Immun-Checkpoints sind besonders bei der Vermeidung von
Autoimmunreaktionen von Bedeutung. Immun-Checkpoints regulieren wahrend und nach
Infektionen die Immunantwort und verhindern durch Erhalt der Eigentoleranz etwaige
Autoimmunreaktionen. Immun-Checkpoints bestehen aus einer ganzen Reihe co-
stimulierender und co-inhibitorischer Rezeptoren und deren Liganden. Das zytotoxische T
Lymphozyt Antigen (CTLA-4, CD152) und Programmed cell death protein 1 (PD-1, CD279)
stehen dabei als Schlisselmolekile im Brennpunkt der aktuellen Forschung. Wichtige
Bestandteile von Immun-Checkpoints sind Rezeptoren (z.B. PD-1) und deren spezifische
Liganden (z.B. Programmed cell death ligand 1, PD-L1, CD274). Verschiedene Zelltypen wie
antigenprasentierende Zellen, Makrophagen, Lymphozyten und Tumorzellen bilden zum
Beispiel PD-L1 und modulieren tber PD-1 die Aktivitat von Zielzellen wie CD4" und CD8*
Zellen [159, 160]. Uber die Aktivierung von Immun-Checkpoints kommt es beispielsweise zur
Inaktivierung von zytotoxischen T Zellen [161].

Aufgrund des therapeutischen Nutzens liegt der Fokus dieser Arbeit auf dem PD-1/PD-L1-
Immun-Checkpoint. Der Rezeptor PD-1, ein 288 Aminosdure langes Typ 1
Transmembranprotein, reguliert die T Zell Aktivitat und ist beim Menschen im Gen PDCD1
auf Chromosom 2 kodiert [162]. PD-1 wird nach Aktivierung hauptséchlich auf T Zellen, B
Zellen, Natirlichen Killerzellen, aktivierten Monozyten und Dendritischen Zellen (DCs)
exprimiert [163-167]. PD-1 interagiert mit zwei Liganden, PD-L1 (CD274) und PD-L2
(CD273) und fuhrt durch Inhibition der Proliferation und der Produktion von Zytokinen wie
Interferon-y (IFN-y) zu einer Inaktivierung der T Zellen [167-172]. Der Ligand PD-L1 besteht
aus 290 Aminosauren ist ebenfalls ein Typ 1 Transmembranprotein und ist im Gen CD274 auf
Chromosom 9 kodiert [162].

Tumore unterliegen aufgrund ihrer hohen Mutationsrate einer Vielzahl genetischer und
epigenetischer Verénderungen, die eine Produktion von Neoantigenen zur Folge haben.

Dadurch sind Tumorzellen potenzielle Ziele fir die wirtseigene Immunantwort [173, 174].
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Wahrend der Immunantwort werden die Tumorzellen von T Zellen erkannt, die zytotoxische T
Lymphozyten rekrutieren, die in das Tumorgewebe infiltrieren und die Tumorzellen abt6ten
kénnen. Die Tumorzellen selbst konnen jedoch durch das Exprimieren eines Immun-
Checkpoint Liganden wie PD-L1 der Erkennung durch das Immunsystem entgehen [174]. PD-
L1 wird neben vielen verschiedenen Krebsarten mafgeblich von nichtkleinzelligen
Lungentumoren exprimiert [175-179]. Dabei wird PD-L1 sowohl im Zytoplasma als auch aktiv
an der Plasmamembran der Tumorzellen, jedoch nicht zwingend auf allen Zellen eines Tumors,
exprimiert [180, 181]. Induziert wird die Expression von PD-L1 durch proinflammatorische
Molekdle, hauptsachlich durch IFN-y, aber auch durch TNF-a, LPS, GM-CSF und VEGF sowie
durch die Zytokine 1L-10 und IL-4 [182, 183]. In der Tumormikroumgebung produzieren
aktivierte T Zellen IFN-y und TNF-a, zusitzlich produzieren Stromazellen des Tumors GM-
CSF und VEGF, was als Antwort zu einer hohen Expression von PD-L1 auf Tumorzellen sowie
in der Tumormikroumgebung fiihrt und dadurch die adaptive Immunsuppression des Tumors
fordert [181]. Die tumordse Beeinflussung des Immunsystems lauft dabei in drei Schritten ab:
Die Elimination, dem Gleichgewicht und der Flucht. Im ersten Schritt kann das Immunsystem
durch Erkennen der Neoantigene die Tumorzellen bekdmpfen. In der Gleichgewichtsphase
kann das Immunsystem die Tumorzellen nicht vollumfanglich bekdmpfen, jedoch eine
Progression des Tumors verhindern. Inaktiviert der Tumor angreifende T Zellen durch die
Expression eines Immun-Checkpoint Liganden, werden die T Zellen inaktiviert und
Tumorzellen kénnen ungehindert proliferieren [184]. Anhand klinischer Daten konnte gezeigt
werden, dass Patienten mit einer Uberexpression von PD-L1 im Tumor bzw. in der

Tumormikroumgebung eine schlechtere Prognose haben [185, 186].

1.3.1 PD-1-Immuntherapie

Bisher war die Platin-basierte Chemotherapie der Standard fiir die Therapie von NSCLC. Im
letzten Jahrzehnt etablierten sich Immuntherapien als neue und vielversprechende
Krebstherapien. Bei der sogenannten Immun-Checkpoint Blockade werden Tumorzellen nicht
direkt therapeutisch adressiert, sondern durch das reaktivierte wirtseigene Immunsystem
bekdmpft [174, 187]. 2016 konnte gezeigt werden, dass NSCLC Patienten, welche mit
Pembrolizumab, einem therapeutischen Antikorper gegen PD-1, behandelt wurden, eine
gesteigerte Uberlebensrate aufwiesen [174, 188, 189]. Um die Eignung eines Patienten fiir die
Immuntherapie zu bestimmen, wird anhand von Tumorbiopsien die Expression von PD-L1
analysiert. Es konnte eine Korrelation zwischen der PD-L1 Expression und dem positiven

Ansprechen auf eine PD-1/PD-L1 Blockade nachgewiesen werden [158, 190]. Dabei zeigen
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etwa bis zu 28% der Patienten mit NSCLC eine hohe PD-L1 Expression im Tumorgewebe auf.
Eine positive PD-L1 Expression wird dabei immunhistochemisch als membranése PD-L1
Expression an mindestens 50% der Tumorzellen definiert, ungeachtet der Intensitét der Farbung
[189, 191, 192]. Uberraschenderweise profitieren jedoch nicht alle Patienten von einer
Immuntherapie, selbst solche mit einem hohen PD-L1 Status in Tumorbiopsien sprechen haufig
nicht auf die Therapie an [193-195]. Neben schweren Nebenwirkungen [196, 197] werden die
Erwartungen an Immuntherapien auch durch eine sogenannte Hyperprogression der Tumore
aufgrund der gegebenen Immuntherapie gedampft [198]. Es zeigt sich zudem zusehends, dass
der PD-L1 Expressionsstatus des Tumors keine valide Aussage Uber die Eignung des Patienten
fur eine PD-1-Immuntherapie liefert. Auch Patienten mit geringer oder sogar fehlender PD-L1
Expression sprechen auf die Therapie mit gesteigerter Uberlebensrate an [199-207].

A

TCR

' Tumorzelle
T Zelle
-inaktiviert-

TCR

Tumorzelle

aPD-1
Antikdrper

T Zelle
-aktiviert-

Abbildung 2: Der PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint und PD-1-Immuntherapie (nach [208]). Die T
Zell Aktivierung bendtigt zwei Signale: (i) Antigenerkennung durch den T Zell Rezeptor (TCR) und (i)
Modulation durch Molekiile aus der Familie der Immun-Checkpoints. T Zellen exprimieren den
Oberflachenrezeptor PD-1, welcher nach binden von PD-L1 bzw. PD-L2 die Apoptose von
antigenspezifischen T Zellen férdert und dadurch Autoimmunreaktionen verhindert. (A) Tumorzellen
kdnnen ebenfalls den Ligand PD-L1 exprimieren und durch das Inaktivieren attackierender T Zellen
dem Immunsystem entgehen. (B) Therapeutische Antikdrper gegen PD-1 blockieren die PD-1/PD-L1
Interaktion. Durch das Reaktiveren der T Zellen kénnen Tumorzellen wiedererkannt und bekampft
werden.
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1.3.2 PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint im Kontext der COPD

COPD und Lungenkrebs sind durch eine starke Aktivierung des Immunsystems eng
miteinander verknulpft. Es ist bekannt, dass es durch die im Zigarettenrauch enthaltenen
Karzinogene zu einer erhéhten Mutationsrate des Tumors kommen kann [209] und dadurch
Raucher besser auf eine PD-1-Immuntherapie ansprechen [189, 192, 199, 210]. Neue Studien
legen nahe, dass es abseits des PD-L1 Status des Tumorgewebes sowohl durch die chronische
Entziindung bei NSCLC als auch bei COPD-Patienten zu einer Aktivierung des PD-1/PD-L1-
Immun-Checkpoints und damit zu einer Inaktivierung der T Zellen kommt. Studien konnten
zeigen, dass NSCLC Patienten mit einer existierenden COPD dadurch besser auf eine PD-1-
Immuntherapie ansprachen [211-213], obwohl dies entgegen der Annahme war, da COPD bei
NSCLC Patienten eigentlich die Uberlebensrate senkt [101, 102, 214, 215].

Inwiefern der PD-1 Immun-Checkpoint zur Pathogenese der COPD beitragt und therapeutische
Antikorper gegen PD-1 bzw. PD-L1 den Verlauf der COPD beeinflussen, wird kontrovers
diskutiert [216, 217]. So ist zum gegenwartigen Zeitpunkt unklar, ob sich Immuntherapien
gegen den PD-1 Immun-Checkpoint ginstig oder ungunstig auf die pulmonale Entziindung bei
COPD-Patienten auswirken. In ex vivo Experimenten zeigten McKendry et al., dass die Virus-
induzierte Expression von PD-L1 in Makrophagen aus COPD-Patienten vermindert ist [213].
Es ist daher gut mdglich, dass die zusétzliche Inhibierung der PD-1/PD-L1 Achse die pulmonale
Entziindung bei COPD-Patienten weiter verstarkt und die Erkrankung vorantreibt. Andererseits
konnte die Umkehrung der Suppression von T Zellen die antimikrobielle Immunantwort
verbessern [216, 217].

1.4 1L-17C

Die Gruppe der Interleukin-17 (IL-17) Zytokin-Familie besteht aus IL-17A bis IL-17F und
spielt eine tragende Rolle in der Immunantwort gegen Mikroorganismen und in akuten und
chronischen Entzlindungsreaktionen [218]. IL-17C wurde mit einer etwa 27%igen
Ubereinstimmung der Aminoséaurensequenz im Jahr 2000 als weiteres Homolog zu I1L-17A
identifiziert [219]. Die Expression von IL-17C erstreckt sich dabei tber das respiratorische
Epithel [220-222], das Darmepithel [223], Nierenzellen [224-226] und Keratinozyten [226-
230]. Zudem wurde IL-17C in glatten Muskelzellen nachgewiesen [231]. Durch die Rezeptoren
IL-17RA bis IL-17RE binden die Zytokine der IL-17 Familie an ihren Zielstrukturen, um ihre
Effektorantwort weiterzuleiten. 2011 konnte erstmals nachgewiesen werden, dass I1L-17C (ber
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den heterodimeren Rezeptorkomplex IL-17RA/IL-17RE bindet, wobei der Rezeptor IL-17RE
exklusiv fir IL-17C ist und IL-17RA auch von IL-17A angesprochen wird [223, 232, 233].
Die genaue Signaltransduktion von IL-17C nach Rezeptorbindung ist noch nicht vollstandig
beschrieben worden. Es ist jedoch bekannt, dass die SEFIR (similar expression to fibroblast
growth factor genes and IL-17R) Domane in der IL-17 Familie hoch konserviert ist [234].
Bisher konnte gezeigt werden, dass der heterodimere Rezeptorkomplex IL17RA/IL17RE (ber
intrazelluldare SEFIR Domanen das Actl Adaptermolekil (NFxB activator 1) binden kann
[232]. Dadurch kommt es, wie bei IL-17A bereits beschrieben, zu einer Aktivierung des MAPK
Signalweges durch Phosphorylierung von p65 und des NF-kB Inhibitors IkBa. [223].

IL-17C steuert als autokriner epithelialer Mediator die Entziindungsreaktionen [221, 233]. Die
Expression von 1l117c wird zu einem frihen Zeitpunkt nach Kontakt mit pathogenen
Mikroorganismen reguliert. Das Aktivieren von Toll-like Rezeptoren (TLR) stellt dabei die
erste Reaktion des Immunsystems bei Kontakt mit PAMPS dar, worauf IL-17C verstérkt
gebildet wird [223, 233, 235].

In einem murinen Infektionsmodell konnte gezeigt werden, dass eine pulmonale Infektion mit
Pseudomonas aeruginosa zu einer gesteigerten Expression von IlI-17c im Lungenepithel fuhrt.
Damit verbunden war eine gesteigerte Anzahl neutrophiler Granulozyten im Alveolarraum
sowie gesteigerte Level rekrutierender Zytokine wie macrophage inflammatory protein 2 (MIP-
2) und keratinocytes-derived chemokine (KC) [220]. Vergleichbare Ergebnisse einer
gesteigerten Expression von II-17c¢ konnten in einem weiteren murinen Infektionsmodell in
Darmepithelzellen durch Infektion mit dem Darmpathogen Citrobacter rodentium erkannt
werden [223].
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1. Einleitung

1.5 Fragestellung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Erkenntnisse Uber die Rolle des PD-1/PD-L1-Immun-
Checkpoints bei der Pathogenese der COPD zu gewinnen. Dazu sollten die Konzentrationen
von léslichem PD-1 und PD-L1 in Serum und BAL Proben von COPD-Patienten gemessen und
mit dem Krankheitsverlauf korreliert werden. Mit Hilfe praklinischer COPD-Modelle sollte die
Auswirkung von Zigarettenrauch- und bakteriell-induzierter Inflammation auf die Aktivierung
des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints analysiert werden. Mit Hilfe gegen PD-1 gerichteter
therapeutischer Antikorper sollte in den COPD-Modellen zudem gepruft werden, ob PD-1
chronische pulmonale Entziindung reguliert und der PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint als
therapeutisches Ziel geeignet ist.

Im préklinischen Lungentumormodell sollte geklart werden, inwieweit der PD-1/PD-L1-
Immun-Checkpoint in der Tumormikroumgebung durch bakteriell-induzierte Inflammation
beeinflusst wird. Eine Blockade des PD-1-Immun-Checkpoints sollte Aufschluss daruber
geben, ob es in Verbindung mit dem Zytokin IL-17C zu einem verénderten Tumorwachstum

kommt.
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2. Material und Methoden

2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsartikel
In Tabelle 2 sind die in dieser Arbeit verwendeten Gerdte mit Herstellerangabe aufgelistet.

Tabelle 2: Verwendete Gerate mit Hersteller

Gerétebezeichnung

Hersteller, Land

Zentrifuge Cellspin I

Zentrifuge Heraeus Fresco 21
Zentrifuge Heraeus Labofuge 400
Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0 R
Sterilbank Hera Safe

Inkubator Hera Cell

Inkubator Minitron

FACS Canto Il

Lichtmikroskop Axiovert 25
Lichtmikroskop DM750
Fluoreszenzmikroskop Olympus BX51
Mikroplattenleser FLUOstar Omega
NanoDrop 8000

Photometer Ultrospec 2100 pro
CFX96 Touch Real Time System
MyCycler

Luminex Magpix

PariMaster Nebulizer
Rauchmaschine TE-10
gentleMACS Dissociator

FlexiVent

Tharmac, Durmersheim, Dtl.
Thermo Scientific, Dtl.
Thermo Scientific, Dtl.
Thermo Scientific, Dtl.
Heraeus, Dtl.

Heraeus, Dtl.

Infors HAT, Ditl.

Becton Dickinson, USA
Zeiss, Dtl.

Leica, Dtl.

Olympus, JP

MBG Labtech, Dtl.
Thermo Scientific, Dtl.
Biochrom, Dtl.

BioRad, USA

BioRad, USA

Luminex Corp., USA
Pari, Dtl.

Teague Enterprises, USA
Miltenyi Biotec, USA

Scireq Inc, Kanada

Die weiteren in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsartikel, Kunststoffwaren, Kits,
Antikorper und Computerprogramme und deren Hersteller sind dem jeweiligen Methodenteil

Zu entnehmen.
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2. Material und Methoden

2.1.2 Losungen, Puffer, Medien

Die verwendeten Losungen und Puffer sind in nachfolgender Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Verwendete Lésungen

10 x PBS

800,6 g NaCl

20,1 g KCI

115,6 g Na;HPO4 * 2 H,O

20,4 g KH2:PO,4

in 10 L Aqua dest. Igsen, pH 7,2-7,4

Formalinlésung 4%

108 ml 37% Formaldehydlésung mit 1 x PBS auf 1 L auffullen

PEB-Puffer 0,5% BSA

2mM EDTA

in 1 x PBS losen, pH 7,2
ELISA Diluent 0,1% BSA in 1 x PBS

10x Blotting Puffer

0,048 M Tris Base

0,039 M Glycin

in 600 ml Aqua dest. I6sen, pH 9,2
0,0013 M SDS

auf 1 L auffillen

1x Blotting Puffer

100 ml 10x Blotting Puffer
700 ml Aqua dest.
200 ml Methanol abs.

10X SDS-PAGE Laufpuffer

0,25 M Tris Base

1,92 M Glycin

1% SDS

pH 8,3, mit HCI einstellen

1 x SDS-PAGE Laufpuffer

100 ml 10x SDS-PAGE Laufpuffer
900 ml Aqua dest.

RIPA Puffer

150 mM NaCl

1% Triton X-100

0.5% Natrium deoxycholate
0.1% SDS

50 mM Tris, pH 8.0
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2. Material und Methoden

2.1.3 Software

Das Softwarepaket Microsoft Office wurde fir Texte und Kalkulationen verwendet.
Diagramme wurden mit der Software GraphPad Prism 8.4.0 der Firma GraphPad Software Inc.
erstellt und statistisch ausgewertet.

Die Mikroskopie der histologischen Préparate wurde mit den Programmen Visiomorph der
Firma Visiopharm und CellSens Dimension der Firma Olympus Life Science durchgefthrt. Die
Software ImageJ wurde zur Auswertung von immunhistochemischen Farbungen und fiir die

Berechnung der Tumorflachen verwendet.

2.2 Methoden
2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Anzucht von Bakterien

Aus einem Glycerol-Stock von Nontypeable H. influenzae (klinisches Isolat) wurde mittels
steriler Impfése eine Vorkultur in 50 ml Hirn-Herz Medium (Roth, Deutschland) mit 1 %
Supplement B (BD, Deutschland) tber Nacht bei 37°C angeimpft. Diese wurde am
darauffolgenden Tag auf Kochblutagar (BD, Deutschland) ausgestrichen und (ber Nacht bei
37°C kultiviert. Hiervon wurde eine Einzelkolonie in eine weitere Vorkultur tberfihrt, aus

welcher am néchsten Tag Hauptkulturen angeimpft wurden.

2.2.1.2 Hitzeinaktivierung und Lysieren der Bakterien

Die NTHi-Flussigkultur wurde bei 2500 x g, 4°C fiir 15 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das erhaltene Pellet wurde in PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die
Bakterien fiir 45 min bei 70°C inaktiviert. Die anschlielend auf Eis gekiihlte Suspension wurde
an der Ultraschallsonde fiir 45 Sekunden lysiert. Hiernach erfolgte ein Kontrollausstrich des
hitzeinaktivierten Lysates auf Kochblutagarplatten, um die vollstandige Lyse der Bakterien zu
uberprifen. Die Proteinkonzentration wurde mittels BCA (Kap. 2.2.2.3) bestimmt und auf 2,5
mg/ml Gesamtprotein eingestellt. Das Lysat wurde fir die Vernebelung in 7 ml Aliquots bei -

80°C gelagert.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 RNS-Extraktion

Fir die RNS Extraktion wurden die Lungen aus den Mé&usen entnommen und von umliegendem
Gewebe befreit, geteilt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Flr die RNS-Extraktion
wurde der linke Lungenfligel verwendet. Aus dem Lungengewebe wurde die RNS mittels
TRIZOL-Reagent (Invitrogen) isoliert. Hierzu wurde pro 100 mg Gewebe 1 ml Trizol hinzu
pipettiert, bei einer halben Lunge wurden demnach 2 ml Trizol eingesetzt. Das Gemisch wurde
mittels IKA® ULTRA-TURRAX® bei 20.000 rpm homogenisiert. Um Zelltrimmer zu
entfernen, wurden die erhaltenen Suspensionen bei 4°C fur 5 min bei 5000 x g zentrifugiert und
1,6 ml des Uberstandes in ein neues ReaktionsgefaR tberfihrt. Hiernach wurde in jede Probe
400 pl Chloroform (RoTi-CL, Roth, Karlsruhe) hinzu pipettiert und durch kraftiges Schitteln
gut gemischt. Nach einer 3-minutigen Inkubationsdauer bei Raumtemperatur wurden die
Proben bei 4°C fiir 15 min und 12.000 x g zur Phasenauftrennung zentrifugiert. Die erhaltene
obere wassrige Phase wurde vorsichtig abgenommen, mit 1 ml Isopropanol vorsichtig gemischt
und bei Raumtemperatur fur 10 min inkubiert. Zum Féllen der RNS wurden die Proben bei 4°C
fiir 10 min bei 12.000 x g zentrifugiert. Das erhaltene RNS Pellet wurde darauf zweimal mit je
2 ml 75% Ethanol gewaschen und abermals bei 7.500 x g pelletiert und final in 200 pl RNase
freiem Wasser aufgenommen. Um restliche kontaminierende genomische DNS zu entfernen,
wurde ein DNase-Verdau mit dem rDNase Set (Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben
durchgefuhrt, die RNS anschliefend durch eine Natriumacetatfallung erneut pelletiert. Hierzu
wurde zu der RNS-L6sung 100% Ethanol im Verhéltnis 1:2,5 als auch 3 M Natriumacetat (pH
5,2) im Verhdltnis 1:10 hinzugegeben und bei -20°C (ber Nacht inkubiert. In einem
Zentrifugationsschritt bei 21.000 x g, 4°C fir 10 min wurde die RNS abzentrifugiert und erneut
mit 75% Ethanol und einem Zentrifugationsschritt bei 7500 x g gewaschen. In einem folgenden
Trocknungsschritt bei Raumtemperatur fir 10-20 Minuten wurde restliche Flussigkeit entfernt,
das angetrocknete Pellet final in 200 pl RNase-freiem Wasser (Sigma-Aldrich) aufgenommen.
Die Konzentration der RNS (ng/pl) wurde spektralphotometrisch an dem NanoDrop 8000
bestimmt. Fir den Umschrieb der RNS in komplementdre DNS (cDNS) wurde das RevertAid
First Strand cDNS Synthesis Kit (Thermo Scientific) nach Herstellerangaben verwendet. In die
Reaktion wurde 1 pg extrahierte Gesamt-RNS in RNase-freiem Wasser in einem Volumen von

10 pl eingesetzt. Das Programm der cDNS Synthese ist nachfolgend in Tabelle 4 dargestellt.
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Tabelle 4: Programm der cDNS Synthese

Schritt Zeit Temperatur
1 5 Minuten  65°C

2 5 Minuten  4°C

3 60 Minuten 42°C

4 5 Minuten  70°C

Die synthetisierte cDNS wurde nach der Synthese 1:10 mit RNase freiem Wasser verdinnt.

2.2.2.2 Quantitative real time PCR

Mittels Real Time gPCR (RT-gPCR) wurden Genexpressionsstudien durchgefiihrt. Hierzu
wurde das SensiMix SYBR Kit (Bioline) auf dem System CFX96 (BioRad) verwendet. Der
jeweilige Reaktionsansatz fiir eine Reaktion ist in Tabelle 5 aufgelistet, das gewéhlte Programm
ist in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 5: Reaktionsansatz (einfach) fur RT-gPCR

12,5 ul SensiMix SYBR Fluorescein

0,1 pul Primer fw (100 uM)
0,1 pul Primer rev (100 uM)
7,3 ul PCR-H:0O

5ul cDNS

Tabelle 6: RT-gPCR Programm

Zyklus Zeit (m:s) Temperatur

1 10:00 95°C

2 00:15 95°C

3 00:30 60°C

4 Messung der Fluoreszenz
Wiederholen der Zyklen 2-4, 40 x

5 00:30 65°C

6 00:05 65°C+0,5°C/ Zyklus
7 Messung der Fluoreszenz
Wiederholen der Zyklen 6-7, 60 X

8 0 4°C
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Die fir die Genexpressionsstudien verwendeten Primer wurden von der Firma Metabion

(Deutschland) bezogen und sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Murine RT-gPCR Primer

Gen Primersequenz Quelle

GAPDH forward 5’-ATG GTG AAG GTC GGT GTG-3’
reverse 5’-CAT TCT CGG CCT TGA CTG-3’

IL-17C forward 5’-CTG GAA GCT GAC ACT CAC G-3’ [236]
reverse 5’-GGT AGC GGT TCT CAT CTG TG-3’

IL-6 forward 5’-AGT TGC CTT CTT GGG ACT GA-3’
reverse 5’-TCC ACG ATT TCC CAG AGA AC-3

KC forward 5°-GCT GGG ATT CAC CTC AAG AA-3> [220]
reverse 5’-AGG TGC CAT CAG AGC AGT CT-3’

IL-17RE forward 5’-CCCTCTCTTGGTGAGGAA ATC-3’

reverse 5’-GCCTAGCAGCTTCCTCTGG-3’

Der korrekte Ablauf der RT-qPCR wurde nach dem Lauf mittels Schmelzkurvenanalyse und
durch elektrophoretische Auftrennung der erhaltenen PCR-Produkte 0berpriift. Die
Veranderungen in der Genexpression wurden anhand der AACT Methode ausgewertet.

2.2.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Quantifizierung der Gesamtproteine in Bakterienlysat, Zellkulturiiberstdnden und
Zelllysaten wurde mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) nach

Herstellerangaben durchgefihrt.

2.2.3 Tierversuche

Samtliche tierexperimentellen VVersuche wurden durch das Landesamt fur Soziales, Gesundheit
und Verbraucherschutz genehmigt und unter Einhaltung des deutschen Tierschutzgesetzes
durchgefuhrt. Es wurden aufgrund der vertraglicheren Tierhaltung ausnahmslos sieben bis neun
Wochen alte weibliche Tiere verwendet, mit stets freiem Zugang zu Wasser und Futter. Die in
dieser Arbeit verwendeten Mausstdmme mit genetischem Hintergrund und deren Herkunft sind

in Tabelle 8 aufgelistet.
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Tabelle 8: Verwendete Mausstamme

Mausstamm Mutation Herkunft

C57BL/6N Wildtyp Janvier, FR
C57BL/6N, 1117¢™ systemischer knockout von IL-17C, eigene Zucht; der Stamm wurde
homozygot ursprunglich ~ vom  Mutant

Mouse Resource and Research

Center (USA) erhalten
C57BL/6N KrastA! systemische Mutation, G12D  eigene Zucht; der Stamm wurde
Substitution, heterozygot urspringlich vom  Frederick

National Laboratory for Cancer
Research (USA) erhalten
C57BL/6N Kombination aus IL-17C knockout eigene Zucht nach Kreuzung
Kras-AY1117¢™ und Kras“A! Mutation von C57BL/6N Kras*A! mit
C57BL/6N, 1117¢™

C57BL/6N Kras"*' Mause sowie C57BL/6N Kras*AYIl17¢™ Mause tragen aufgrund einer
Substitution von Glycin zu Asparaginsdure in Kodon 12 (G12D) im Exon 1 des Kras Genes ein
onkogenes Allel, das nach einem spontanen Rekombinationsereignis zur Expression kommt.
Die Méuse tragen das Allel zwar in allen Kérperzellen, es wird in der Regel jedoch nur eine
multifokale Tumorbildung in der Lunge beobachtet. Histopathologisch &hnelt die
Tumorprogression der Kras“*! Mause der bei Menschen mit NSCLC. Typische Tumorstadien
wie atypische adenomatdse Hyperplasie, leichte Hyperplasie bis hin zum Adenokarzinom

lassen sich in den Lungen der Tiere erkennen [237].

2.2.3.1 Tabakrauchexposition

Zur Induktion eines rauchvermittelten Lungenschadens wurden die M&use an funf Tagen pro
Woche in der Rauchmaschine TE-10 (Teague Enterprises) im Kurzzeitmodell fir 5 Tage, fur
vier Wochen und im Langzeitmodell fir 12 Wochen Tabakrauch exponiert. Die
Versuchsdurchfihrungen sind den jeweiligen Ergebnisteilen zum besseren Verstandnis
schematisch vorangestellt. Die Mé&use wurden an den entsprechenden Tagen zweimal 50
Minuten exponiert, mit einer Pause von 120 Minuten. Als Zigaretten wurden ,,Research
Cigarettes™ des Typs 3R4F (College of Agriculture, University of Kentucky, USA) benutzt. In
den angewandten Modellen wurden die Zigarettenfilter handisch entfernt. Wéhrend der
Rauchexposition betrug die Partikelkonzentration 400 — 500 mg/m?, die CO Konzentration lag

zwischen 200 und 350 ppm.
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2.2.3.2 Bakterienexposition

Um die Auswirkung einer chronischen Entziindung der Lunge mit NTHi zu untersuchen,
wurden die Mause in dem COPD Modell sowie im Kras Modell an drei Tagen pro Woche fur
40 Minuten in eine Plexiglasbox gesetzt und mittels PariMaster Nebulizer, dem wie in Kapitel
2.2.1 beschriebenen NTHi-Lysat (Gesamtproteinkonzentration 2,5 mg/ml in 1 x PBS) fir bis
zu vier Wochen ausgesetzt (siehe Abb. 17, 21, 35).

2.2.3.3 Gabe des PD-1 Antikorpers

Der PD-1 Blocking Antikorper (Klon RMP1-14, BioXCell, USA) und der Isotyp Antikorper
(BioXCell) wurde den Mé&usen i.p. injiziert. Es wurden pro Injektion 200 pug Antikdrper / 200
ul PBS verabreicht. In den Versuchen der NTHi Exposition wurde der Antikdrper dreimal pro
Woche 30 Minuten vor der NTHi Exposition gegeben, wéhrend der Rauchexposition wurde der
Antikorper zweimal pro Woche 30 Minuten vor der Rauchexposition injiziert (Siehe Abb. 9
und Abb. 17). Nach dem Injizieren wurden die M&use auf Nebenwirkungen beobachtet. Das
Gewicht sowie das Verhalten der Mause wurden Uber den Versuchszeitraum téglich

protokolliert.

2.2.3.4 Lungenfunktionsmessung

Die invasive Lungenfunktionsmessung fir Kleintiere wurde mit dem System FlexiVent (Scireq,
Kanada) durchgefuhrt. Wahrend der Messung wird die Mechanik des respiratorischen Systems
der Mduse anhand festgelegter Beatmungsmandver untersucht. Hierzu wurden die Mause durch
intraperitoneale Gabe von Ketamin (6 — 8 mg/kg) und Xylazin (90 — 120 mg/kg) narkotisiert,
die Trachea freigelegt und eine Stahlkaniile als Bypass in die obere Trachea eingefiihrt. Die
Méuse wurden anschlieBend computergestutzt Gber den Bypass beatmet. Durch eine Pumpe
wurden oszillierende Luftstrome in das respiratorische System der Maus gegeben und
resultierende Druck — und Volumenverénderungen aufgezeichnet. Die genauen Mandver der
Lungenfunktionsmessung sind in Tabelle 9 aufgelistet. Nach der Messung wurden die Tiere fir
die weitere Probenentnahme unter bestehender Narkose durch eine finale Blutentnahme aus

dem Herzen euthanasiert.
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Tabelle 9: Beatmungsmanoéver der Lungenfunktionsmessung und deren Messparameter

Manover Modell Parameter
- Compliance
. Single Compartment - Elastance
Single-Frequency FOT Model - Widerstand des
resp. Systems
Multi-Frequency FOT Constant Phase Model ('jT'SS!Je
amping
- Totale
i i \/ P-V-Loop Salazar Lungenkapazitat
Pressure-Volume-Loop (P-V-Loop) Knowles Gleichung - quasi-statische
Compliance

2.2.4 Probengewinnung und —aufarbeitung

2.2.4.1 Praparation der Mause

Die Mduse wurden fiir die Probengewinnung durch eine intraperitoneale Gabe von Ketamin
und Xylazin betdubt (90 — 120 mg/kg). Nach Priufen des Zwischenzehenreflexes wurde der
Brustkorb er6ffnet und das Tier durch finale Blutentnahme aus dem Herzen getotet. Das
Vollblut wurde mit einer mit 0,5 M EDTA Losung vorgespulten Spritze entnommen. Durch
Zentrifugation bei 4°C fir 10 Minuten bei 2500 x g konnte das Plasma von den dbrigen
Zellbestandteilen getrennt und fur weitere Analysen bei -80°C gelagert werden.

Um die Lungen zu lavagieren, wurde die Trachea freigelegt und eine Venenverweilkanile
(BBraun, Vasofix G18) eingeflhrt. Die Lungen wurden anschlieRend einmal mit 1 ml 1 x PBS

gespult. Die Lavage wurde bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert.

2.2.4.2 Quantifizierung der Leukozytenzahl und Anfertigung der Cytospinpraparate

Die gewonnene BAL-Flussigkeit wurde schnellstmdglich weiterverarbeitet. Hierzu wurden die
Proben bei 4°C, 300 x g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde
abgenommen und fur weitere Untersuchungen bei -80°C gelagert. Das erhaltene Zellpellet
wurde in 1 ml 1 x PBS aufgenommen und die Gesamtleukozytenzahl mit Hilfe einer Neubauer
Z&hlkammer (Innovatis) verblindet von einem technischen Mitarbeiter bestimmt. Hierzu
wurden geeignete Verdlinnungen in 1 x PBS hergestellt und je 10 pl in die Z&hlkammer
pipettiert. VVon der restlichen Zellsuspension wurden fiir das Differentialbild der Lavage
Cytospins mit Hilfe der Cellspin Cyto Zentrifuge angefertigt. Hierzu wurden 50 pl

Zellsuspension mit 150 pl 1 x PBS direkt in den Cytospinaufsatzen gemischt und bei 200 x g
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fir 6 Minuten auf Objekttrager (Super Frost Plus, Thermo Scientific) zentrifugiert. Fir die
darauffolgende Farbung wurden die Zellen zuerst bei -20°C fir 10 Minuten in Methanol fixiert.
Nach einer kurzen Trocknung bei Raumtemperatur wurden die Zellen mittels DiffQuick
Schnellférbekit (Medion Diagnostics, USA) angefarbt. Die Differenzierung der einzelnen
Zelltypen erfolgte verblindet von einem technischen Mitarbeiter am Lichtmikroskop. Hierbei

wurden mindestens 200 Zellen an verschiedenen Stellen des Préparates bestimmt.

2.2.4.3 Einbetten der Lunge und Stereologie

Fur histologische Untersuchungen der Lunge wurde der Thorax der euthanasierten M&use
eroffnet, eine Venenverweilkantle in die obere Trachea eingefuhrt und durch Abbinden mit
einem Faden fixiert. Die Lunge wurde mit der Verweilkanile vorsichtig aus der Maus
herausprépariert. Es wurde eine PBS gepufferte 4%ige Formaldehydlésung (Formalin) mit
einem konstanten Druck von 30 cmHO fiir mindestens 15 Minuten in die Lungen eingefiillt.
Zur weiteren Fixierung wurde die Lunge unter dem Druck der S&ule mit einem Faden
abgebunden und in 50 ml ReaktionsgefaRe Uberfihrt und mit 40 ml Formalin Gberschichtet.
Nach 24 Stunden wurde das Formalin ausgewechselt und die Fixierung fiir weitere 24 Stunden
weitergefuhrt [238]. Danach wurde das Formalin mehrfach mit PBS ausgewaschen.
Waéhrenddessen wurde die Lunge von anhdngendem Gewebe und Organen wie Herz, Thymus
und Oesophagus, freiprapariert. Die Lungen wurden im Ganzen in PBS gepufferter 1%iger
Agarose Losung tber Nacht bei 60°C voreingebettet. Nachdem die Lungen am nédchsten Tag
in der Agarose abgekiihlt waren, wurden diese in 5 Millimeter dicke Blocke cranial nach caudal
vorgeschnitten. Diese wurden planar in Einbettschdlchen Gberfiihrt, wobei darauf geachtet
wurde, dass die Schnittflachen so orientiert waren, dass unterschiedliche Schnittebenen im
Schélchen nach oben zeigten. Die Schnitte wurden mit 1%iger Agaroselésung Uberschichtet.
Die ausgeharteten Agaroseblécke sind in Einbettkassetten bis zur Paraffineinbettung in
Formalin gelagert worden. Die Paraffineinbettung wurde im Institut far Klinisch-
Experimentelle Chirurgie der Universitit des Saarlandes durchgefuhrt. Von den erhaltenen
Paraffinblocken wurden 2 pum dicke Schnitte am Schlittenmikrotom (Leica SM 2000R)
angefertigt und bis zur weiteren Farbung bei Raumtemperatur dunkel und staubgeschitzt
gelagert.

Fur die stereologische Auswertung der Lungenschnitte musste zuvor das Volumen der Lungen
nach dem Fixieren durch die Flissigkeitsverdrangungsmethode nach Scherle bestimmt werden
[239]. Um sicherzustellen, dass die Schnittpraparate reprasentativ fur die gesamte Lunge sind,

wurden die Schnittpraparate nach der ,,systematic uniformly random sampling (SURS)*“-
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Methode erstellt [240, 241]. Die zuvor mit Hamatoxylin-Eosin (H&E) geféarbten
Schnittpraparate wurden vor der Mikroskopie verblindet. Um Ubersichtshilder des gesamten
Lungenschnittes zu erhalten, wurden diese an dem Olympus BX51 Mikroskop auf einem
automatischen Objekttragertisch mit dem Programm Visiopharm Integrator vollstandig
eingescannt. Durch das Programm wurden anschlielend zufallige Bereiche der
Schnittpréparate automatisch als Testfelder (30-50 Felder je Lungenschnitt) fur die
stereologische Auswertung bestimmt. Anhand der zufélligen Testfelder wurde eine End- und
Schnittpunktzahlung angewendet. Dadurch konnte die mittlere freie Weglange zwischen den

Alveolarsepten (MCL) vermessen werden [242].

2.2.4.4 Immunhistochemie

Die fixierten und in Paraffin eingebetteten Lungenschnitte wurden tber Nacht bei 60°C
inkubiert und anschlieBend in Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Ethanolreihe
rehydriert. Da die Lungen in Formalin fixiert wurden, musste vor der Farbung ein Demaskieren
der Epitope durchgefiihrt werden. Durch Aufkochen der Lungenschnitte in EDTA-Puffer
kénnen nicht mehr immunreaktive Epitope zuriickgewonnen werden. Hierzu wurden die
Schnitte in einer Mikrowelle fur 45 Minuten leicht kochelnd in EDTA Puffer (1 mM EDTA,
pH 8,0) aufgekocht. Nach vorsichtigem Abkiihlen wurden die Schnitte in PBS gewaschen und
endogene Peroxidasen durch Inkubieren in wassriger 0,3%iger H2O.-Losung bei
Raumtemperatur fir 30 Minuten geblockt. Nach einem weiteren Waschschritt in PBS wurden
unspezifische Bindestellen mit PBS gepufferter 0,2% BSA-L6sung ebenfalls fiir 30 Minuten
geblockt. Im néchsten Schritt wurden die Lungenschnitte mit dem jeweiligen Primérantikorper,
welche mit Angabe der Arbeitsverdinnung in Tabelle 10 aufgelistet sind, Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Schnitte dreimal mit PBS gewaschen und mit dem
entsprechenden Sekundérantikorper (nach Herstellerangabe 1 Tropfen pro Objekttrager,
gekoppelt mit Meerrettichperoxidase, HRP) bei Raumtemperatur fir 30 Minuten inkubiert.
Nach einem erneuten dreimaligen Waschschritt mit PBS wurden die Schnitte mit dem
Chromogen Aminoethylcarbazol bis zur Sichtbarkeit positiver Reaktionen entwickelt. Die
Reaktion wurde gestoppt, indem die Schnitte in neutralem PBS Puffer gewaschen wurden. Die
noch ungefarbten Strukturen wurden fur eine Minute in Hamatoxylin gegengefarbt. Nach
Auswaschen Uberschussiger Farbelésung wurde die Hintergrundfarbung der Schnitte durch
kurzes Eintauchen in Ammoniakwasser gebldut. Die Schnitte wurden mit einem

wasserbasierten Eindeckmittel (Aquatex, Merck KGaA, Deutschland) eingedeckelt. Die
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Anzahl positiv gefarbter Zellen je mm? Lungenparenchym (fiir den immunhistochemischen
Nachweis von PD-L1, PD-1, CD4, CD8Ly6B,2 und P-ERK) wurde (ber zufallig und
randomisierten Lichtbildern gemittelt (mindestens 8 Lichtbilder je Tier). Die Anzahl positiv
gefarbter Zellen wurden zudem fur jeden Tumorknoten separat ermittelt. Mittels
immunhistochemischer Farbung fir den Proliferationsmarker Ki67 wurde der Ki67-Index fiir
individuelle Tumorknoten (positive Tumorzellen pro 100 Tumorzellen) bestimmt.

Tabelle 10: Auflistung der verwendeten priméaren und sekundaren Antikorper fir die
Immunhistochemie

Antigen Spezies Arbeitsverdiinnung Hersteller

PD-L1 human 15 pg/mi R&D (MAB1561)
PD-L1 murin 10 pg/ml R&D (AF1019)

PD-1 murin 10 pg/mi R&D (AF1021)

Ki67 murin 2,5 ug/ml Abcam (ab15580)
IL-6 murin 5 pg/ml GeneTex (GTX15815)
Ly-6B.2 murin 7 pug/ml BioRad (MCA771G)
p-Erk murin 5 pg/ml CellSignalling (46315S)
CD4 murin 5 pg/ml Abcam (ab183685)
CD8 murin 2,5 pg/mi Abcam (ab217344)
Anti-Ziege human/murin 1 Tropfen pro Slide  Nichirei (414351F)
Anti-Hase human/murin 1 Tropfen pro Slide  Nichirei (414341F)
Anti-Ratte human/murin 1 Tropfen pro Slide  Nichirei (414311F)
Anti-Maus human/murin 1 Tropfen pro Slide  Nichirei (414321F)

2.2.4.5 Bewertung des Tumorwachstums

Die Tumorlast wurde nach vier bzw. 12 Wochen Versuchsdauer in den Lungen bestimmt.
Hierzu wurde aus den, wie in Kap. 2.2.4.3 beschrieben hergestellten Gewebsschnitten zuféllig
ein Schnitt ausgewahlt und durch H&E Féarbung angefarbt. Der gesamte Gewebsschnitt wurde
mit Hilfe des Programms Visiomorph mikroskopisch aufgenommen. Das Verhéltnis von
Tumorflache zu Lungenflache wurde am Olympus BX51 Mikroskop mit Hilfe des Programms
CellSens ausgemessen. Hierzu wurde zuerst die gesamte Lungenflache pro Gewebsschnitt
ausgemessen. Die Tumorlasionen wurden individuell ausgemessen und deren Anteil der

Gesamtflache errechnet.

26



2. Material und Methoden

2.2.4.6 Quantifizierung von Zytokinen
Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA)

Mittels kommerziell erhaltlichen DuoSet ELISA-Systemen (R&D Systems) wurden in
Zellkulturuberstanden, BAL-Flussigkeit, Blutplasma und aus Lungenhomogenat die
Zytokinkonzentrationen von MIP2 und KC nach Herstellerangaben bestimmt. Das
Herstellerprotokoll wurde dahingehend modifiziert, dass die Proben an entsprechender Stelle
im Protokoll Gber Nacht bei 4°C in den Platten inkubiert wurden statt fur zwei Stunden bei

Raumtemperatur.
Multiplex Zytokin Assay

Aufgrund geringer Probenmengen wurden Multiplexassays (R&D Luminex, Merck Milliplex)
zur Bestimmung der Zytokinkonzentrationen von IL-6, CCL5, IL-17A, TNFa, Granulocyte-
Colony Stimulating Factor (G-CSF), KC und IL-10 eingesetzt. Die Kits wurden nach
Herstellerangaben verwendet. Fir die Messung wurde das Luminex MAGPIX System benutzt.

2.2.5 Zellbiologische Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien und deren Kulturmedien sind in Tabelle 11
aufgelistet. Die Medien DMEM-F12, RPMI-F12 und F12 Nutrient Mix sowie Trypsin, fotales
Kélberserum (FCS), Antibiotika (Penicillin-Streptomycin, 10.000 U /ml) wurden von der Firma
Gibco bezogen, Airway Epithelial Cell Medium von der Firma PromoCell und Primocin

(50 mg/ml) von der Firma InvivoGen.

Tabelle 11: Zelllinien und Wachstumsmedien

Zellen Wachstumsmedium

Calu-3 DMEM-F12 + 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin
LA-4 F12 + 15% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin

HBECs Airway Epithelial Cell Medium, 100 pg/ml Primocin

Alveolarmakrophagen RPMI + 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin

Die verwendeten Zelllinien wurden in der Erhaltungskultur in 75 cm? Zellkulturflaschen
(Greiner) im Brutschrank bei 37°C und 5% CO: kultiviert. Bei Erreichen von etwa 80%iger
Konfluenz wurden die Zellen subkultiviert. Hierzu wurde unter beachten der sterilen

Arbeitsweise das Medium aus den Flaschen abgesaugt, die Zellen mit 20 ml 1 x PBS ohne
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Mg/Ca gewaschen und nach Zugabe von 3 ml Trypsin etwa funf bis zehn Minuten bis zum
vollstdandigen Ablosen der Zellen im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die erhaltene
Zellsuspension wurde mit 10 ml frischem Medium versetzt und in 50 ml Zentrifugenréhrchen
uberfiihrt. Die Zellen wurden bei 300 x g fiir 5 Minuten pelletiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet in 5 ml frischem Medium aufgenommen. Hiervon wurden 500 pl in eine neue
Zellkulturflasche mit 20 ml vorgelegtem warmen Medium vermischt. Wurden mit den Zellen
Stimulationsversuche durchgefiihrt, so wurden diese in Zellkulturplatten mit 24 Vertiefungen

ausgesat und bei Erreichen von 80%iger Konfluenz in den Versuche genommen.

Stimulation bronchialer Epithelzelllinien

Die Zelllinien LA4, Calu-3 und HBECs wurden 12 Stunden vor den Stimulationsversuchen mit
dem jeweiligen Wachstumsmedium mit reduzierter Serumkonzentration (1% FCS) inkubiert.
Die Zellen wurden daraufhin fir bis zu vier Stunden mit hitzeinaktivierten NTHi (107
koloniebildende Einheiten (KBE)/ml), IL-17C (100 ng/ml) und der Kombination von NTHi
und IL-17C stimuliert. Die Zellkulturiiberstdnde wurden zu den im Ergebnisteil (Kap. 3.2.3)
angegebenen Zeitpunkten abgenommen und fur weitere Analysen bei -80°C gelagert. Die

Zellen wurden fur die Analyse der Proteinexpression in 500 ul RIPA Puffer lysiert.

Stimulation Alveolarmakrophagen

Um murine Alveolarmakrophagen zu isolieren, wurden die Mause wie in Kap. 2.2.4.1
beschrieben getdtet und die Trachea freiprapariert. Die Lungen wurden durch funfmaliges
Spilen der Lunge mit 1 ml 1x PBS + 0,5 mM EDTA lavagiert. Die erhaltene Zellsuspension
wurde anschlieRend bei 300 x g fiir 5 Minuten pelletiert, nach Verwerfen des Uberstandes in 2
ml RPMI Medium aufgenommen und die Zellzahl mittels Neubauer Zahlkammer bestimmt.
Fur die Stimulation wurden je 10° Alveolarmakrophagen pro Kondition in einer Vertiefung
einer Zellkulturplatte mit 48 Vertiefungen in 300 pl entsprechendem Kulturmedium
ausgebracht. Nach zweistiindiger Inkubation bei 37°C wurden nicht adharente Zellen durch
Wechseln des Zellkulturmediums entfernt. Die Alveolarmakrophagen wurden mit NTHi-Lysat
(Verdunnung 1:50 mit RPMI Medium) aus Kapitel 2.2.1.2 fir 24 Stunden stimuliert. Der
Uberstand aus den Vertiefungen wurde anschlieRend abgenommen und bei -80°C fiir weitere

Versuche gelagert.
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2.2.5.1 Elektrophoretische Trennung von Zelllysaten und Western Blot-Transfer

Nach Bestimmen und Einstellen der Proteinkonzentration (Kap. 2.2.2.3) der in Kap. 2.2.5
erhaltenen Zelllysate wurden die Lysate Uber eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese
aufgetrennt. Zum Denaturieren der Lysate wurden diese mit Probenpuffer (ROTI® Load, Roth,
Deutschland) gemischt und bei 95°C fir 5 min inkubiert. Im Anschluss wurden die Proteine
uber ein diskontinuierliches 8-16%iges Tris-Glycin-Gradienten-Gel (Anamed Elektrophorese
GmbH, Deutschland) aufgetrennt. Das darauffolgende Ubertragen der aufgetrennten Proteine

auf eine Nitrozellulose-Trdgermembran erfolgte im Nass-Blot Verfahren.

2.2.5.2 Immunologischer Nachweis von Proteinen

Die auf der Tragermembran immobilisierten Proteine wurden immunologisch mit den
Antikorpern gegen phospho-p44/42 MAPK (p-Erk1/2, 1:1000 in 1x PBS + 0,5% BSA, #9101,
CellSignal, USA), p44/42 (Erk1/2, 1:1000 in 1x PBS + 0,5% BSA, #4695, Cell Signal)
nachgewiesen. Der Nachweis erfolgte durch die Chemilumineszenz-Reaktion (Pierce™ ECL
Western-Blot Substrat, Thermo Scientific, USA) iber den entsprechenden HRP-konjugierten
Sekundarantikorper (Ziege/Anti-Hase, 1:5000 in 1x PBS + 0,5% BSA, Dako Agilent, USA).
Dazu wurde die Membran mit den Antikérpern inkubiert und nach Zugabe der Substratlésung
in der Dunkelkammer auf einem lichtempfindlichen ECL-Hyperfilm (GE Healthcare
Amersham, USA) exponiert. Fir die densitometrische Analyse der Banden wurde das

Programm ImageJ verwendet.

2.2.6 Durchflusszytometrische Analysen

Samtliche durchflusszytometrischen Analysen wurden an dem BD FACS Canto Il in der drei
Laser Konfiguration (8 Farboption) durchgefihrt. In die Analysen wurden ausschlieflich
Einzelzellsuspensionen der Mauslunge eingesetzt. Hierzu wurden die Mause, wie in Kap.
2.2.4.1 beschrieben, euthanasiert. Die freigelegte Lunge wurde vor Entnahme blutfrei gespilt.
Dazu wurde die rechte Herzkammer angeschnitten und mit einer Kaniile (BD Vacutainer®,
Blutentnahmekandtle) in die linke Herzkammer gestochen. Durch die Kaniile wurde der
Blutkreislauf mit 1 x PBS gespilt, bis die Lunge sichtbar frei von Blutriickstanden war. Danach
wurde umliegendes Gewebe von der Lunge entfernt, die Lunge herausprépariert und davon die
rechte Lungenhélfte in gentleMACS C Réhrchen (MACS Miltenyi Biotec) auf Eis gelagert.
Zum Erstellen der Einzelzellsuspension wurde ein Lungendissoziationskit fiir Mauslungen

(MACS Miltenyi Biotec) nach Herstellerangaben benutzt. Die Lungenhdlfte wurde
29



2. Material und Methoden

enzymatisch verdaut und mechanisch mit dem gentleMACS Dissociator (MACS Miltenyi
Biotec) aufgeschlossen. Die erhaltene Zellsuspension wurde durch ein Zellsieb mit einer
PorengroBe von 70 um filtriert. Nach einem Waschschritt mit PEB-Puffer wurde die
Zellsuspension durch ein 40 um Zellsieb gefiltert, bei 300 x g fir 5 min abzentrifugiert und in
100 pl FACS Staining Buffer (Biolegend, USA) aufgenommen. Unspezifische Bindungen
wurden durch eine 15-minutige Inkubation mit einem Fc-Block (anti-Maus CD16/CD32, Klon
2.4G2, BD Biosciences) geblockt. Die verwendeten Fluoreszenz-Antikorper und deren
jeweilige vom Hersteller empfohlene Isotypen sind in Tabelle 12 aufgelistet. Die Antikdrper
und deren passende Isotypen wurden in Konzentrationen nach Herstellerangaben zu den
jeweiligen Ansétzen pipettiert und fur 30 min bei 4°C lichtgeschitzt inkubiert. Nach einem
Waschschritt mit FACS Staining Buffer wurden die Proben in 500 pl Staining Buffer

aufgenommen und umgehend am FACS Canto Il analysiert.

Tabelle 12: Auflistung der verwendeten FACS-Antikorper

Antigen Fluorochrom Hersteller

CD45.2 PerCP-Cy5.5 BioLegend (#109827)
CD3e V500 BD (#560773)

CD4 APC-H7 BD (#560246)

CD8a FITC BioLegend (#100706)
PD-1 Alexa Fluor 647 BiolLegend (#109118)
Isotyp PerCP-Cy5.5 BioLegend (#400257)
Isotyp V500 BD (#560785)

Isotyp APC-H7 BD (#560200)

Isotyp FITC BioLegend (#400506)
Isotyp Alexa Fluor 647 BiolLegend (#400626)

2.2.7 Messen der PD-1/PD-L1 Konzentrationen in humanen Proben

Die in dieser Arbeit verwendeten Patientenproben wurden aus der prospektiven Kohortenstudie
PULMOHOM bezogen. Schwerpunkt der Studie sind entzindliche Lungenerkrankungen.
PULMOHOM wurde von der Ethikkommission der Landesdarztekammer des Saarlandes
genehmigt, alle Teilnehmer gaben eine schriftliche Einverstdndniserklarung ab. Folgende
Einschlusskriterien fir die Probenauswahl fir diese Arbeit wurden vorausgesetzt: (i)
mindestens 40 Jahre und &lter, (ii) diagnostizierte COPD (nach GOLD Kriterien) und
schriftliche Dokumentation der Lungenfunktion innerhalb eines Zeitrahmens von acht Wochen.
AECOPD wurde als akute Zunahme respiratorischer Symptome wie Atemnot, Husten und

erhohter Sputumproduktion definiert, unter Ausschluss von Differenzialdiagnosen.
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PD-1 und PD-L1 Konzentrationen in der BALF und im Serum wurden mit dem Milliplex
Human Immuno-Oncology Checkpoint Protein Panel MAP-Kit (Merck KGaA, Deutschland)
auf dem Luminex MAGPIX System (Austin, USA) nach Herstellerangabe gemessen.

Freundlicherweise wurden sechs Lungenexplantate mit COPD im Endstadium von dem Institut
der Allgemeinen und Speziellen Pathologie (Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg)
zur Verfugung gestellt (genehmigt durch die Ethikkommission der Landesarztekammer des
Saarlandes). Die paraffinierten Gewebsschnitte wurden fir die Immunhistochemie mit einem

Antikdrper gegen PD-L1 (R&D Systems, Deutschland) verwendet.

2.3 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 8.4.0 der
Firma GraphPad Software Inc.

Die Normalverteilung der Daten wurde mittels Shapiro-Wilk-Test gepriift. Vergleiche
zwischen zwei Gruppen wurden bei Normalverteilung mit dem Students t-Test bzw. bei nicht
normalverteilten Daten mit dem Mann-Whitney-Test durchgefihrt. Bei mehr als zwei Gruppen
wurde der parametrische two-Way ANOVA mit Bonferroni post-test angewandt. Korrelationen
wurden mit der nichtparametrischen Rangkorrelation nach Spearman durchgefiihrt. Die
Ergebnisse wurden als statistisch signifikant betrachtet, wenn p<0,05. Die verwendeten
statistischen Tests, Signifikanzen sowie n-Zahlen (zusammengefasst) sind in den jeweiligen
Ergebnisteilen in den Abbildungsbeschriftungen aufgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Rolle des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints im Krankheitsverlauf der COPD

Die COPD ist ein unabhangiger Risikofaktor fir Lungenkrebs. Es gibt bereits zugelassene PD-
1-Immun-Checkpoint Inhibitoren fiir die Behandlung von Lungenkrebs, die bei einem Teil der
Patienten das Tumorwachstum verlangsamen, wobei das Vorhandensein einer COPD das
Ansprechen auf PD-1-Immun-Checkpoint Inhibitoren moglicherweise begtinstigt [211, 212].
Neue Studien weisen zudem darauf hin, dass bei COPD-Patienten der PD-1 Signalweg in
lungensténdigen Lymphozyten aktiviert ist [211-213]. Es stellt sich daher die Frage, inwiefern
der PD-1-Immun-Checkpoint zur Pathogenese der COPD beitragt und therapeutische
Antikorper gegen PD-1 den Verlauf der COPD beeinflussen.

3.1.1 PD-1 und PD-L1 im Serum und in der BAL-FIlUssigkeit von COPD-Patienten

Es wurden die Konzentrationen von PD-1 und PD-L1 im Serum von stabilen und exazerbierten
Patienten mittels Multiplex Assay bestimmt. Die Patientencharakteristika sind in Tabelle 13

Zusam mengefasst.

Tabelle 13: Patientencharakteristika, aufgetrennt nach stabilem und akut exazerbierten Verlauf

Parameter stabil AECOPD p-Wert
N 53 19
Geschlecht 32/21 12/7
Alter [Jahre] 63,03+8,483 64,98+6,72 ns
GroRe [m] 1,676+0,109 1,698+0,091 ns
Gewicht [kg] 69,67+17,87 76,46+21,75 ns
FEV1 0,864+0,467 1,136+0,599 ns

FEV1 (% predicted) 31,01+12,36 39,66+20,88 ns
FEV1/FVC 46,69+14,47 58,37+13,08  0,0195

ns = nicht signifikant, GOLD = Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease; Daten als MW + SD gezeigt

PD-1 und PD-L1 konnten im Serum von sowohl stabilen als auch akut exazerbierten Patienten
detektiert werden. Es ergab sich eine positive Korrelation von PD-1 mit PD-L1 in beiden

Patientengruppen (Abb. 3).
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Abbildung 3: Korrelation von PD-1 und PD-L1 in Serum von COPD-Patienten. Korrelation der
Serumlevel von PD-1 und PD-L1 aus Proben von (A) stabilen und (B) exazerbierten COPD-Patienten.
Nichtparametrischer Spearman’s Korrelationstest. r = Korrelationskoeffizient, p = Signifikanzniveau.

Die Konzentrationen von PD-L1 waren im Serum von akut exazerbierten COPD-Patienten

verglichen mit stabilen Patienten signifikant erhoht, wéahrend sich fur PD-1 kein signifikanter

Unterschied ergab (Abb. 4).
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Abbildung 4: Konzentrationen von PD-1 und PD-L1 in Serum von COPD-Patienten. Serumlevel
von (A) PD-1 und (B) PD-L1 aus gesammelten Proben von stabilen und exazerbierten (AE) COPD-
Patienten. Mann-Whitney Test. Daten sind als MW = SEM gezeigt. *p<0,05.
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Zudem wurden die Konzentrationen von PD-1 und PD-L1 in der BAL-Flissigkeit von stabilen

COPD-Patienten gemessen. Die Patientencharakteristika sind in Tabelle 14 zusammengefasst.

Tabelle 14: Patientencharakteristika, aufgetrennt nach GOLD Status

Parameter GOLD I/l GOLD I1l/1vV p-Wert
N 19 12
Geschlecht 17/2 9/3
Alter [Jahre] 67,3249,9 68,25+6,5 ns
Grole [m] 1,73240,079  1,686+0,118 ns
Gewicht [kg] 84,99+18,80 72,72+19,92 ns
FEV1 1,91+0,65 0,872+0,35 <0,0001
FEV1 (% predicted) 65,67+£15,93 32,263+12,38 <0,0001
FEV1/FVC 0,685+0,097 0,422+0,0103  <0,0001

ns = nicht signifikant, GOLD = Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease; Daten als MW + SD gezeigt

Die Patienten wurden in zwei Gruppen aufgeteilt: Patienten mit einer mittelschweren COPD
(GOLD I/11) und Patienten mit einer fortgeschrittenen COPD (GOLD I111/1V). GOLD HI/1vV
Patienten wiesen eine stark eingeschréankte Lungenfunktion auf. FEV1, FEV1 (% predicted)
und FEV1/FVC waren bei diesen Patienten verglichen mit GOLD I/1l Patienten signifikant
vermindert. Auch hier konnte eine positive Korrelation von PD-1 mit PD-L1 festgestellt werden
(Abb. 5).
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Abbildung 5: Korrelation von PD-1 und PD-L1 in BAL-Flussigkeit von COPD-Patienten.
Korrelation von PD-1 mit PD-L1 aus gesammelten Proben von stabilen COPD-Patienten.
Nichtparametrischer Spearman’s Korrelationstest. r = Korrelationskoeffizient, p = Signifikanzniveau.
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Es ergab sich kein signifikanter Unterschied in den Konzentrationen von PD-1 und PD-L1
zwischen GOLD I/11 und I1I/1V Patienten. Das Verhéltnis von PD-1 zu PD-L1 konnte jedoch
dem Schweregrad der COPD zugeordnet werden. In den BAL-Flissigkeiten von GOLD HI/1V
Patienten war das PD-1/PD-L1-Verhdltnis signifikant erhoht (Abb. 6).
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Abbildung 6: Konzentrationen von PD-1 und PD-L1 in BAL-Flussigkeit von COPD-Patienten.
Die Patientenkohorte wurde anhand des GOLD-Status unterteilt. (A) Konzentrationen von PD-1 und
PD-L1 in BAL-Flussigkeit von stabilen GOLD I/l und GOLD IlI/IV Patienten. (B) Verhaltnis von PD-
1 zu PD-L1 in der Lavage-Flissigkeit von stabilen GOLD I/Il und GOLD Ill/IV Patienten. Mann-
Whitney Test. Daten sind als MW + SEM gezeigt. *p<0,05.

Das Verhéltnis von PD-1 zu PD-L1 korreliert zudem negativ mit der Einsekundenkapazitat
FEV1 (% predicted) (Abb. 7).

100

FEV1 predicted

0 1 2 3 4
PD-1/PD-L1

Abbildung 7: Korrelation des Verhaltnisses von PD-1/PD-L1 mit FEV1 (% predicted). Anhand der
bestimmten Konzentrationen von PD-1 und PD-L1 in gesammelten Serumproben wurde das Verhaltnis
PD-1/PD-L1 zu der Einsekundenkapazitit korreliert. Nichtparametrischer Spearman’s Korrelationstest.
r = Korrelationskoeffizient, p = Signifikanzniveau.
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Um die Expression von PD-L1 in der Lunge nachzuweisen, wurde retrospektiv eine
immunhistochemische Farbung auf PD-L1 mit Lungenresektaten von COPD-Patienten im
Endstadium durchgefuhrt. Es konnten hierbei PD-L1 positive Zellen in allen Proben

nachgewiesen werden (Abb. 8).

S spelf
’«ﬁﬁ’w. =

1gG Kontrolle

Abbildung 8: Repréasentative immunhistochemische Farbung von PD-L1 in COPD
Lungenschnitten. (A) Immunhistochemische Farbung von PD-L1 in Lungenresektaten von COPD-
Patienten mit schwerem Krankheitsverlauf. (B) Kontroll 1gG Farbung einer zuféllig ausgewahlten
Probe. MaRstab 50 pm.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die I6slichen Formen von PD-1 und PD-L1 bei COPD-Patienten
sowohl im Blut als auch in der BAL-Flissigkeit nachweisbar sind und miteinander korrelieren.
PD-L1 ist wahrend akuter Exazerbationen im Serum erhéht und das Verhéltnis von PD-1 zu
PD-L1 in der BAL-Flussigkeit korreliert mit dem Krankheitsverlauf.
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3.2 Die Antikorpervermittelte PD-1 Blockade fuhrt in COPD Mausmodellen zu einem
verminderten Lungenschaden

Es ist unklar, wie sich gegen PD-1 gerichtete Therapien auf den Krankheitsverlauf der COPD
auswirken und ob die Aktivierung der PD-1/PD-L1-Achse zum rauchinduzierten
Lungenschaden beitrdgt. Um die Rolle des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints im Kontext
COPD-ahnlicher Inflammationen zu untersuchen, wurden zwei préaklinische Mausmodelle
verwendet, in denen durch Zigarettenrauchexposition und durch NTHi-Exposition ein

entzlindungsassoziierter Lungenschaden hervorgerufen wurde.

3.2.1 Die Blockade des PD-1-Immun-Checkpoints vermindert rauchinduzierte
neutrophile Entziindung

C57BL/6 Wildtyp Mé&use wurden fir bis zu 12 Wochen fiinfmal wdéchentlich Zigarettenrauch
exponiert und zudem zweimal wochentlich i.p. mit einem therapeutischen Antikdrper gegen
PD-1 (aPD-1) behandelt. Die Kontrollgruppen wurden mit einem Isotyp-Antikérper behandelt.
Der Versuchsablauf ist in Abb. 9 dargestellt.

aPD-1 oder IgG Kontrolle

Tag: 1 4
\ y X 4 oder 12
rA A A A

Tag:1 2 3 4 5

Exposition zu Rauch

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes. C57BL/6 Mause wurden flr vier
bzw. fir bis zu zwolf Wochen an fiinf Tagen pro Woche Zigarettenrauch exponiert und zweimal
wdchentlich mit einem aPD-1 oder einem Isotyp-Antikorper behandelt Die Antikdrper (200 pg/200 pul)
wurden den Méusen 30 Minuten vor der Exposition an den angegebenen Tagen i.p. verabreicht.

Es wurde berichtet, dass eine PD-1-Immuntherapie sowohl beim Menschen als auch im
Mausmodell teils gravierende Nebenwirkungen hat [243]. Daher wurde wdchentlich das
Verhalten und das Gewicht der Tiere tberprift und am Versuchsende eine Differenzialblutbild
erstellt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede im Gewicht und im Differenzialblutbild
zwischen den verschiedenen Gruppen nach vier- und zwolfwochiger Rauchexposition
festgestellt werden (Abb. 10). Final wurden die inneren Organe (Magen, gesamter Darm, Niere
und Milz) bei der Praparation der Mduse auf etwaige Entziindungserscheinungen visuell
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begutachtet. Sowohl im Verhalten der Tiere als auch bei der visuellen Begutachtung der Organe

konnten keine Auffalligkeiten erkannt werden.

o Iso
A 25— © oPD-1 B
] 5
O Q. o - uft
20| pRoq o  peeg 588 _ v Iso/Rauch
_ “c 4 © oPD-1/Rauch o
3 154 £
£ 5
2 4-
2 10 X o
o = ol a
3 ¥ dp
5— E 2- O M .::I
0 T T
Luft Rauch
C o lIso D
309 ® oPD-1 957 o Iso/Luft
A aPD-1/ Luft
254 oo o —_ v Iso/Rauch o
& 4 N
ok Sa 2 B = O aPD-1/Rauch
= 20 P S
= og 3
5 154 —
2 R
@ —
© 104 15
5 NIEE
0 T T 04 SHa s S N
Luft Rauch Granulozyten Monozyten Lymphozyten

Abbildung 10: Die Behandlung mit einem therapeutischen Antikdrper gegen PD-1 beeinflusst
weder Gewicht noch Blutbild bei Zigarettenrauch-induzierter Inflammation. C57BL/6 Mé&use
wurden flr vier (A/B) und zwolf (C/D) Wochen an flinf Tagen die Woche Zigarettenrauch exponiert
und zweimal wdchentlich mit einem oPD-1 oder einem Isotyp-Antikdrper behandelt. Das Gewicht
wurde wochentlich kontrolliert. (A/C) Gezeigt wird das Gewicht der Tiere nach vier- und zwdlfwdchiger
Rauchexposition. (B/D) Die Blutleukozyten wurden gezéhlt und mittels Mikroskopie differenziert.
Daten sind als MW * SEM gezeigt, n = 4-8 pro Gruppe.

Immunhistochemische Férbungen zeigten, dass Rauchexposition zu einer verstérkten
Membranexpression von PD-L1 und PD-1 fiihrte. Die quantitative Auswertung der Farbungen
ergab, dass die Anzahl an PD-1 und PD-L1 positiven Zellen in den Lungen der
zigarettenrauchexponierten Tiere signifikant erhoht war (Abb. 11).
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Abbildung 11: Rauchexposition fuhrt zu einer erhéhten Anzahl an PD-1 und PD-L1 positiven
Zellen. C57BL/6 Mduse wurden zw0If Wochen Zigarettenrauch exponiert und gleichzeitig mit einem
aPD-1 oder Isotyp Antikdrper behandelt. Repréasentative Immunhistochemie fiir PD-1 (A) und PD-L1
(B) und Quantifizierung PD-1 und PD-L1 positiver Zellen. MaRstab 100 pum. Two-way ANOVA mit
Bonferroni post-test. Daten sind als MW £ SEM gezeigt. *p<0,05, n = 5-6 pro Gruppe.

Im néchsten Schritt wurde die durch Zigarettenrauch induzierte pulmonale Entziindung im
Alveolarraum an verschiedenen Zeitpunkten der Versuchsdauer analysiert. Es wurde die
Gesamtzellzahl und das Differenzialzellbild der BAL-Flissigkeit nach flnftagiger und
vierwochiger Rauchexposition bestimmt. Zigarettenrauchexposition fuhrte zu einem Anstieg
an neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten in der BAL-Flissigkeit. Nach funftagiger
Rauchexposition zeigte sich noch kein signifikanter Unterschied im Zellbild zwischen aPD-1
und Isotyp behandelten Mausen. Nach vierwochiger Rauchexposition war die Gesamtzellzahl
in der BAL-Flussigkeit von aPD-1 behandelten Mausen signifikant vermindert. Das
Differenzialzellbild zeigte weiterhin, dass die verringerten Zellzahlen auf eine signifikant

verminderte Anzahl neutrophiler Granulozyten und Lymphozyten in aPD-1 behandelten Tieren
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zuriickzufuhren war. Die Anzahl der Makrophagen hingegen wurde durch die Blockade von
PD-1 nicht signifikant beeinflusst (Abb. 12).
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Abbildung 12: Die Behandlung mit einem gegen PD-1 gerichteten therapeutischen Antikdrper
vermindert die rauchinduzierte Rekrutierung von Entzindungszellen in den Alveolarraum.
C57BL/6 Mé&use wurden fiir finf Tage und vier Wochen Zigarettenrauch exponiert und gleichzeitig mit
einem aPD-1 oder Isotyp Antikorper behandelt. (A) Gesamtzellzahl in der BAL-Flissigkeit. (B)
Differenzialbild der BAL-Flussigkeit mit Gesamtzahl der neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und
Lymphozyten. Two-way ANOVA mit Bonferroni post-test. Daten sind als MW = SEM gezeigt.
***n<0,001, n = 4-8 pro Gruppe.

Nach flnftagiger Exposition waren die Konzentrationen der Chemokine KC und MIP-2 in der
BAL-Fllssigkeit der mit aPD-1 behandelten Mause signifikant vermindert. Die
Konzentrationen von KC und MIP-2 waren nach vierwdchiger Exposition im Vergleich zu den
funf Tagen stark reduziert und zeigten auch in den Gruppen untereinander keine signifikanten
Unterschiede mehr auf (Abb. 13).
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Abbildung 13: Die Behandlung mit einem gegen PD-1 gerichteten therapeutischen Antikorper
fuhrt zu verminderten Konzentrationen von Chemokinen in der BAL-Flussigkeit. Die
Konzentrationen von MIP-2 und KC in der BAL-Flussigkeit der C57BL/6 Mé&use wurden nach
flinftagiger und vierwdchiger Rauchexposition mit begleitender aPD-1 Behandlung bestimmt. Die
Kontrollgruppen bekamen einen nicht funktionellen Isotyp-Antikdrper injiziert. Two-way ANOVA mit
Bonferroni post-test. Daten sind als MW + SEM gezeigt. **p<0,01 und ***p<0,001, n = 4-9 pro Gruppe.

3.2.2 Die Behandlung mit einem gegen PD-1 gerichteten therapeutischen Antikdrper
fahrt zu einem verminderten Lungenschaden in zigarettenrauchexponierten Tieren

Um zu prifen, inwiefern die Aktivierung der PD-1/PD-L1-Achse zum rauchinduzierten
Lungenschaden beitragt, wurden C57BL/6 Mé&use wie in Abb. 9 beschrieben Zigarettenrauch
bzw. Raumluft exponiert und gleichzeitig mit einem gegen PD-1 gerichteten Antikorper oder
einem Isotyp-Antikorper behandelt. Es wurden durch eine invasive Lungenfunktion die
mechanischen Eigenschaften der Lunge gemessen. Zudem wurden die Lungen flr
stereologische Methoden prépariert. Um eine obstruktive Beeintrachtigung der Lungen zu
erkennen, wurde der Widerstand der Lungen gemessen. Die Zigarettenrauchexposition fuhrte
bei Isotyp-behandelten Tieren, nicht aber bei aPD-1 behandelten Tieren zu einem signifikant
verringerten Widerstand des respiratorischen Systems (Abb. 14). Die elastische Dehnbarkeit
der Lungen wurde anhand des Parameters Compliance bestimmt. Hierbei zeigten die Isotyp-
Kontrolltiere nach Rauchexposition eine fiir das Modell charakteristische signifikant erhéhte
Compliance, wohingegen bei den mit oPD-1 behandelten Tieren keine signifikanten

rauchinduzierten Veranderungen auftraten (Abb. 14).
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Abbildung 14: Die Behandlung mit einem gegen PD-1 gerichteten therapeutischen Antikorper
beeinflusst rauchinduzierte Veranderungen der Lungenmechanik. C57BL/6 Mé&use wurden fir
zwolf Wochen Zigarettenrauch exponiert und gleichzeitig mit einem oPD-1 oder Isotyp Antikdérper
behandelt.  Nach  zwolfwdchiger  Zigarettenrauchexposition ~ wurde  mittels  invasiver
Lungenfunktionsmessung die (A) Respiratory Resistance und (B) Compliance gemessen. Two-way
ANOVA mit Bonferroni post-test. Daten sind als MW + SEM gezeigt. **p<0,01, ***p<0,001, n =5 pro
Gruppe.

In Abb. 15 A sind reprasentative Ubersichtsfarbungen der Lungen aus den verschiedenen
Versuchsgruppen gezeigt. Im Vergleich zu den raumluftexponierten Tieren zeigten die
zigarettenrauchexponierten Tiere einen deutlichen Verlust des Lungenparenchyms, wobei in
den Proben der PD-1 behandelten Mause weniger Lungenschaden erkennbar war. Der
Lungenschaden wurde mittels stereologischer Analysen quantifiziert. In den mit dem Isotyp-
Antikorper behandelten Mausen konnte durch die Exposition zu Zigarettenrauch eine
signifikante Zunahme des MCL gemessen werden, welche in den mit aPD-1 behandelten

Méusen signifikant vermindert war (Abb. 15 B).
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Abbildung 15: Die Behandlung mit einem gegen PD-1 gerichteten therapeutischen Antikorper
flhrt zu einem verminderten rauchinduzierten Lungenschaden. C57BL/6 Mause wurden flir zwolf
Wochen Zigarettenrauch exponiert und gleichzeitig mit einem oPD-1 oder Isotyp Antikorper behandelt.
(A) Repréasentative H&E Farbung der Lungenhistologie. MaRstab 100 pum. (B) Stereologische
Auswertung des Lungenschadens, MCL = mean chord length. Two-way ANOVA mit Bonferroni post-
test. Daten sind als MW £ SEM gezeigt. **p<0,01, ***p<0,001, n = 5-6 pro Gruppe.

3.2.3 Die Gabe eines therapeutischen PD-1 Antikdrpers moduliert die Immunantwort
von Alveolarmakrophagen

Um zu untersuchen, ob die Blockade des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints die
Entziindungsreaktion von Alveolarmakrophagen beeinflusst, wurden Mduse fir vier Wochen
Zigarettenrauch exponiert und mit einem therapeutischen Antikérper gegen PD-1 behandelt.
AnschlieRend wurden die Alveolarmakrophagen isoliert und ex vivo mit inaktiviertem NTHi-
Lysat (Verdlnnung des Lysates 1:50) stimuliert. Dabei zeigten die Alveolarmakrophagen der
zigarettenrauchexponierten Mduse durch die Stimulation mit NTHi eine erhohte Expression
von IL-6, TNF-a, G-CSF, KC sowie IL-10 im Vergleich zu den Alveolarmakrophagen der
raumluftexponierten Mause. Die Blockade des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints fiihrte bei
den Alveolarmakrophagen von zigarettenrauchexponierten Mausen zu einer signifikant
reduzierten Bildung von IL-6, TNF-o, G-CSF und KC (Abb. 16 A-D). AuRerdem wurde durch
die Blockade von PD-1 bei den raumluftexponierten Mdusen die Bildung von IL-6 signifikant
verringert (Abb. 16 A).
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Abbildung 16: Die Behandlung mit einem therapeutischen Antikdrper gegen PD-1 moduliert die
Entztndungsreaktion ex vivo. C57BL/6 Méause wurden fiir vier Wochen Zigarettenrauch exponiert
und gleichzeitig mit einem aPD-1 oder Isotyp Antikorper behandelt. Zwei Stunden nach der letzten
Rauchexposition wurden die Alveolarmakrophagen isoliert und fiir 24 Stunden mit inaktiviertem NTHi
stimuliert. Die Konzentrationen von IL-6, TNF-a, G-CSF, KC und IL-10 wurden in den
Zellkulturiiberstdnden zweier unabhéangiger Experimente gemessen. Two-way ANOVA mit Bonferroni
post-test. Daten sind als MW £ SEM gezeigt. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, n = 6 pro Gruppe.

3.2.4 Die Behandlung mit einem gegen PD-1 gerichteten therapeutischen Antikorper fihrt
zu einem verminderten NTHi-induzierten Lungenschaden

Die Lungen von COPD-Patienten sind hdufig, auch nach der Rauchentwdhnung, mit NTHi
infiziert bzw. kolonisiert [104-106, 244]. Zudem stehen NTHi mit Exazerbationen in
Verbindung [245-247]. Um zu untersuchen, inwiefern die Aktivierung der PD-1/PD-L1-Achse
bakteriell-induzierten Lungenschaden vermittelt, wurden C57BL/6 Wildtyp Mé&use in einem
weiteren praklinischen Modell wie in Abbildung 17 schematisch beschrieben fiir vier Wochen

NTHi exponiert und mit einem anti-PD-1 Antikdrper oder einem Isotyp-Antikorper behandelt.
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Abbildung 17: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes der Blockade des PD-1/PD-L1-
Immun-Checkpoints mit einem gegen PD-1 gerichteten therapeutischen Antikorper. C57BL/6
Maéuse wurden fur vier Wochen dreimal wdchentlich NTHi exponiert und dreimal wdchentlich mit
einem aPD-1 oder einem Isotyp-Antikorper behandelt. Die Antikdrper (200 pg/200 pl) wurden den
Mausen 30 Minuten vor der Exposition an den angegebenen Tagen i.p. verabreicht.

Wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, wurde auch im Falle des NTHi-abhéngigen
Entziindungsmodells mit begleitender aPD-1 Behandlung zuerst untersucht, ob sich die
Blockade des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints systemisch auswirkt. Analog zu dem
Zigarettenrauchmodell wurden die Mause wochentlich hinsichtlich Auffalligkeiten im
Verhalten und Veranderungen des Gewichts beobachtet. Wéhrend der Préparation der Tiere
wurden die inneren Organe auf etwaige Verdnderungen untersucht. Hierbei konnten keine
Auffalligkeiten erkannt werden. Ebenfalls wurde final von jeder Maus ein Differenzialblutbild
erstellt. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Gewicht und im Blutbild zwischen
den verschiedenen Gruppen (Abb. 18). Sowohl im Verhalten der Tiere als auch bei der visuellen
Begutachtung der inneren Organe konnten keine Auffalligkeiten erkannt werden.

A o Iso B
25 © PD-1 49 O Iso/ Luft
A oPD-1/Luft v
204 f8s] @& °2 5= T gl v Iso/NTHi .
P~ = O  oPD-1/NTHi
S 15- 3
= —
2 2-
2 10 z
o 5
5 S 17
0 n Axn e SEm

I | i
Luft NTHi Granulozyten Monozyten Lymphozyten

Abbildung 18: Die Behandlung mit einem therapeutischen Antikorper gegen PD-1 beeinflusst
weder Gewicht noch Blutbild bei NTHi-induzierter Inflammation. C57BL/6 Mé&use wurden flr vier
Wochen dreimal wochentlich NTHi exponiert und dreimal wéchentlich mit einem aPD-1 oder einem
Isotyp-Antikorper behandelt. Das Gewicht der mit aPD-1 und Isotyp-Antikorper behandelten und
NTHi-exponierten Mause wurde wdchentlich kontrolliert. (A) Gezeigt wird das Endgewicht der Tiere
nach vierwochiger Exposition. (B) Die Blutleukozyten wurden gezéhlt und mittels Mikroskopie
differenziert. Daten sind als MW + SEM gezeigt, n = 5 pro Gruppe.
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Es wurde immunhistochemisch tberprift, ob auch in dem NTHi-Inflammationsmodell wie in
dem Zigarettenrauchmodell eine erhohte Anzahl an PD-1 und PD-L1 positiven Zellen
feststellbar ist. Die erhaltenen Farbungen zeigten, dass es durch die Exposition mit NTHi
sowohl in den Kontrolltieren als auch in den mit PD-1 behandelten Tieren zu einer verstarkten
Membranexpression von PD-1 und PD-L1 kam (Abb. 19).

Abbildung 19: NTHi-Exposition fuhrt zu einer erhéhten Anzahl an PD-1 und PD-L1 positiven
Zellen. C57BL/6 Mause wurden flr vier Wochen NTHi exponiert. Vor der Exposition wurden die
Maiuse mit einem aPD-1 oder Isotyp Antikorper behandelt. (A) Reprasentative Immunhistochemie fir
PD-1 und (B) PD-L1. MaRstab 100 pm.

Um den Einfluss der Blockade des PD-1-Signalwegs auf den Lungenschaden nach
vierwdchiger NTHi Exposition zu beurteilen, wurden die Lungen mittels histologischer und
stereologischer Methoden analysiert. Reprasentative Ubersichtsfarbungen der Lungen sind in
Abb. 20 A dargestellt. Chronische NTHi-Exposition fiihrte zu einem sichtbaren Zellinfiltrat und
Verlust an Lungenparenchym. In den histologischen Praparaten der NTHi-exponierten und mit
aPD-1 behandelten Mé&use konnte eine reduzierte Infiltration von Immunzellen in das
Lungenparenchym beobachtet werden. Der Lungenschaden wurde mittels stereologischer
Analysen quantifiziert. NTHi-Exposition fuhrte sowohl bei Isotyp-, als auch bei aPD-1
behandelten Mdusen zu einem signifikant erhéhten MCL. Die Zunahme des MCL war jedoch
in aPD-1 behandelten Mdusen signifikant vermindert (Abb. 20 B).
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Abbildung 20: Die Behandlung mit einem therapeutischen anti-PD-1 Antikorper reduziert NTHi-
induzierten Lungenschaden. C57BL/6 Mause wurden fiir vier Wochen NTHi exponiert und mit einem
aPD-1 bzw. Isotyp Antikorper behandelt. (A) Reprasentative H&E Férbung der Lungenhistologie.
MaRstab 100 um. (B) Stereologische Auswertung des Lungenschadens, MCL = mean chord length.
Two-way ANOVA mit Bonferroni post-test. Daten sind als MW = SEM gezeigt. ***p<0,001, n = 4-5
pro Gruppe.

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine antikdrpervermittelte Blockade des PD-1/PD-L1-Immun-
Checkpoints im préaklinischen COPD-Modell zu einer verminderten neutrophilen Entziindung

der Lunge und zu einem verringerten Lungenschaden fihrt.
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3.3 Blockade des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints fuhrt zu verringertem
Tumorwachstum in 11-17c defizienten M&usen

In dieser Arbeit wurde zunéchst die Funktion von IL-17C in einem priméren Kras-abhangigen
Tumormodell untersucht. Aufbauend hierauf wurde geprift, inwiefern IL-17C den PD-1-
Immun-Checkpoint reguliert und die Blockade der PD-1/PD-L1-Achse das bakteriell-

induzierte Tumorwachstum beeinflusst.

3.3.1 IL-17C fordert das Wachstum von Lungentumoren bei bakteriell-induzierter
Entziindung

Um die Funktion von IL-17C auf das Kras-induzierte Tumorwachstum im Rahmen einer COPD
dhnlichen bakteriellen Entziindung zu untersuchen, wurden Kras®*?® Mause (Kras) mit 11-17¢
defizienten Mdusen gekreuzt. Aus dieser Kreuzung ergaben sich 1l-17c defiziente Kras Mause

(1-17¢”/Kras). Diese wurden an drei Tagen pro Woche fir vier bis zwolf Wochen NTHi

exponiert. Der Versuchsablauf ist in Abb. 21 schematisch dargestelit.
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Abbildung 21: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes der NTHi-Exposition. Kras®?°
Mause und 11-17c”/Kras Mause wurden fiir vier bzw. zwdlf Wochen dreimal wochentlich NTHi
exponiert.

Durch Vermessung der einzelnen Tumorknoten in Schnittpraparaten wurde die Tumorlast
quantifiziert. Die Defizienz flr IL-17C wirkte sich in raumluftexponierten Tieren nicht auf die
Tumorlast aus. Nach vier- bzw. zwolfwochiger NTHi Exposition wiesen Kras Méuse einen
signifikant gesteigerten prozentualen Anteil der mit Tumor belegten Lungenflache auf. Bei den
NTHi-exponierten 11-17c”/Kras Mausen ergab sich keine signifikante Zunahme der Tumorlast.
Der Vergleich zwischen NTHi-exponierten Kras und 11-17¢”/Kras Mausen ergab keine
signifikanten Unterschiede (Abb. 22).
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Abbildung 22: Defizienz von IL-17C verringert NTHi-induzierte Tumorprogression. Kras und II-
17¢"/Kras Méause wurden fiir vier (A/B) und zwdélf (C/D) Wochen NTHi exponiert. Es wurde die
Tumorlast anhand von Schnittpraparaten der Lunge quantifiziert. (A/C) Reprasentative mikroskopische
Pathologie (H&E Farbung) nach vier und zwoélf Wochen NTHi Exposition. MaRRstab 1000 um. (B/D)
Prozentuale Tumorflache der Lungenflache nach vier und zwolf Wochen NTHi Exposition. Two-way
ANOVA mit Bonferroni post-test. Daten sind als MW + SEM gezeigt. *p<0,05, n = 7-10 pro Gruppe.

Die durchschnittliche Grofe der einzelnen Tumorl&sionen war in den Kras M&usen nach
vierwochiger NTHi-Exposition signifikant erhéht. In den 11-17¢”/Kras Mausen ergab sich kein
signifikanter Unterschied (Abb. 23). Bei fur zwolf Wochen NTHi-exponierten Mausen lieRen
sich die Tumorl&sionen nicht voneinander abgrenzen. Daher konnte die durchschnittliche
Grole der Tumorldsionen hier nicht fundiert ausgewertet werden.
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Abbildung 23: Durchschnittliche Grolie der einzelnen Tumorl&asionen nach vierwdchiger NTHi-
Exposition. Kras und 1I-17c¢”/Kras Mause wurden fiir vier Wochen NTHi exponiert. Die einzelnen
Tumorlasionen wurden anhand an Schnittpréparaten der Lunge quantifiziert. Mann-Whitney Test.
Daten sind als MW + SEM gezeigt. #p<0,001. Einzelne Tumorldsionen von n = 7-10 Mausen pro
Gruppe.

Es wurde anschliel3end analysiert, wie sich die Defizienz von IL-17C auf die Proliferation der
Tumorzellen auswirkt. Mittels immunhistochemischer Farbung fir den Proliferationsmarker
Ki67 wurde der Ki67-Index (positive Tumorzellen pro 100 Tumorzellen) ermittelt. Es zeigte
sich, dass NTHi-induzierte Entzindung zu einer signifikant gesteigerten Proliferation der
Tumorzellen in Kras Méausen fiihrte und die Tumorproliferation in NTHi-exponierten 11-17¢”
/Kras Méausen signifikant vermindert war (Abb. 24).
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Abbildung 24: Die NTHi-Exposition fuhrt zu einer gesteigerten Tumorproliferation. Kras und Il-
17¢”"/Kras Mause wurden fiir vier Wochen NTHi exponiert. (A) Repréasentative Immunhistochemie fiir
Ki67 auf Schnittpraparaten der Lunge nach vierwdchiger NTHi Exposition. MaRstab 100 um. (B)
Bestimmung des Ki67-Index mit Ki67 positiven Zellen pro 100 Tumorzellen. Two-way ANOVA mit
Bonferroni post-test. Daten sind als MW + SEM gezeigt. ***p<0,001. Einzelne Tumorlésionen von n =
7-10 Mausen pro Gruppe.

3.3.2 Deletion von IL-17C verringert die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten
in die Tumormikroumgebung

Das Tumorwachstum in der Lunge wird malRgeblich durch persistierende
Entziindungsreaktionen beeinflusst [248]. In unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt
werden, dass IL-17C im Lewis Lung Carcinoma Metastasemodell die Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten in die Tumorknoten vermittelt [109]. Es wurden daher Immunzellen
und Zytokine in der BAL-Flussigkeit analysiert. Die Gesamtzellzahl der Leukozyten in der
BAL-Flussigkeit war in den NTHi behandelten Kras und 1117c¢”/Kras Méausen nach
vierwochiger Exposition signifikant erhoht. Die Gesamtzellzahl war jedoch in behandelten
1117¢c”/Kras Mausen im Vergleich zu den behandelten Kras Méausen signifikant verringert
(Abb. 25 A). Das Differenzialbild der BAL-Flissigkeit zeigte, dass es durch die NTHi
Exposition zu einer gesteigerten Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und
Lymphozyten kam. Die Anzahl an neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten war in NTHi-
exponierten 11-17¢”/Kras Mausen signifikant vermindert. Die Defizienz fiir IL-17C hatte keine
signifikante Auswirkung auf die Anzahl an Makrophagen in der BAL-Flussigkeit (Abb. 25 B).
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Abbildung 25: NTHi-Exposition fuhrt zu einem Einstrom von Entziindungszellen in den
Alveolarraum. Die Gesamtzellzahl der BAL-Fliissigkeit von Kras und 11-17¢”/Kras Mausen wurden
nach vierwdchiger NTHi-Exposition mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Anhand angefertigter
Cytospin-Préparate wurde ein Differenzialzellbild der Lavage erstellt. (A) Gesamtzellzahl der BAL-
Flussigkeit. (B) Differenzialbild der BAL-Flissigkeit mit Gesamtzahl der neutrophilen Granulozyten,
Lymphozyten und Makrophagen. Two-way ANOVA mit Bonferroni post-test. Daten sind als MW *
SEM gezeigt. *p<0,05; ***p<0,001, n = 9-15 pro Gruppe.

Es wurde bereits gezeigt, dass proinflammatorische Zytokine wie I1L-6 und IL-17A in dem
Kras-abhéngigen Tumormodell das Tumorwachstum fordern [249-251]. Es wurden daher die
Konzentrationen verschiedener Entziindungsmediatoren im Alveolarraum gemessen.

Die Konzentrationen von IL-6 und CCL5 waren in der BAL-Flussigkeit von NTHi-exponierten
Kras Mausen signifikant erhdht. In der BAL der 11-17C”/Kras Mé&use wurden leicht erhohte,
jedoch nicht signifikant gesteigerte Konzentrationen von IL-6 und CCL5 gemessen. Die
Konzentrationen von IL-6 und CCL5 waren in BAL-Flissigkeit aus NTHi-behandelten 11-17C
"IKras verglichen mit denen aus behandelten Kras Mausen signifikant vermindert (Abb. 26 A
/ B). Die Konzentration des proinflammatorischen Zytokins IL-17A war in der BAL-Flissigkeit
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der Kras als auch der II-17¢”/Kras Mause nach Exposition zu NTHi signifikant erhéht. Es

ergab sich kein signifikanter Unterschied innerhalb der mit NTHi-behandelten Gruppen (Abb.
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Abbildung 26: Die Defizienz von IL-17C fuhrt zu verminderten Konzentrationen von
Entzindungsmediatoren im Alveolarraum. Nach vierwdchiger NTHi Exposition wurden die
Konzentrationen von (A) IL-6, (B) CCL5 und (C) IL-17A in der BAL-Flussigkeit mittels Luminex
Assay bestimmt. Two-way ANOVA mit Bonferroni post-test. Daten sind als MW = SEM gezeigt.

**p<0,01 und ***p<0,001, n = 9-15 pro Gruppe.

Immunhistochemische Analysen von IL-6 auf Schnittpraparaten der Lungen konnten zudem

zeigen, dass es nach vierwochiger NTHi-Exposition zu einer signifikanten Zunahme von IL-6

positiven Zellen im Lungenparenchym der Kras Mé&use kam, wohingegen dies in NTHi-

exponierten 11-17c”/Kras Mausen nicht beobachtet werden konnte (Abb. 27)
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Abbildung 27: NTHi-Exposition fihrt IL-17C-abhangig zu einer gesteigerten Expression von IL-
6 im Lungenparenchym. Nach vierwdchiger NTHi-Exposition wurde mittels immunhistochemischer
Analysen die Expression von IL-6 im Lungenparenchym bestimmt. (A) Reprasentative
Immunhistochemie auf IL-6. Malstab 100 um. (B) Die immunhistochemische Farbung wurde mittels
Intensitatsauswertung quantifiziert. Two-way ANOVA mit Bonferroni post-test. Daten sind als MW *
SEM gezeigt. ***p<0,001, n = 3-4 pro Gruppe.

3.3.3 IL-17C vermittelt die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in die
Tumormikroumgebung

Es ist bekannt, dass neutrophile Granulozyten Bestandteile der Tumormikroumgebung sind und
zum Tumorwachstum beitragen [133, 252]. Es wurde daher die Expression des neutrophilen
Granulozytenmarkers Ly6B [253] immunhistochemisch untersucht. Makrophagen kénnen
ebenfalls Ly6B exprimieren. In der Mikroskopie konnten jedoch keine Ly6B-positiven
Makrophagen erkannt werden. Bereits vier Stunden nach einer einmaligen NTHi-Exposition
konnten sowohl in der Tumormikroumgebung als auch im Lungenparenchym Ly6B positive
Zellen nachgewiesen werden (Abb. 28 A). Die mikroskopische Quantifizierung zeigte zudem,
dass die Anzahl an Ly6B positiven Zellen in der Tumormikroumgebung von NTHi-exponierten
Kras Méausen verglichen mit 1117c”/Kras Méausen signifikant erhéht war. In den jeweiligen
Kontrollgruppen konnten weder in den Tumoren noch im Lungenparenchym kaum Ly6B*
Zellen nachgewiesen werden (Abb. 28).
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Abbildung 28: IL-17C tragt zur friihen Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in die
Tumormikroumgebung bei. Kras und 11-17c”/Kras Mause wurden einmalig NTHi exponiert und vier
Stunden spater analysiert. (A) Reprasentative Immunhistochemie flir Ly6B in der
Tumormikroumgebung und (B) Quantifizierung der Ly6B positiven Zellen in einzelnen
Tumormikroumgebungen. (C) Reprasentative Immunhistochemie fiir Ly6B im Lungenparenchym und
(D) Quantifizierung der Ly6B positiven Zellen im Lungenparenchym. Mafstab 100 um. Two-way
ANOVA mit Bonferroni post-test. Daten sind als MW = SEM gezeigt. *p<0,05; ***p<0,001, n = 3 pro
Gruppe.

Es wurde zudem die Genexpression von IL-17C, IL-6 und KC analysiert. Durch die NTHi-
Exposition kam es in Kras M&usen zu einer signifikant gesteigerten mRNS Expression von IL-
17C (Abb. 29 A). Die Expression von IL-6 und KC war in Lungen von II-17¢”/Kras M&usen
24 Stunden nach einer einmaligen NTHi-Exposition signifikant vermindert (Abb. 29 B). Die
Expression des IL-17C Rezeptors IL-17RE wurde durch die Defizienz fir IL-17C nicht
beeinflusst. In 11-17¢”/Kras Mausen konnte zudem wie erwartet keine mRNS fiir 1L-17C
nachgewiesen werden (Abb. 29 B).
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Abbildung 29: mRNS-Expression von Entziindungsmediatoren nach einmaliger NTHi
Exposition. (A) Relative IL-17C mRNS Expression (GAPDH) in Lungen von Kras Mé&usen vier
Stunden nach der NTHi- bzw. Raumluft Exposition. (B) Relative mRNS-Expression (GAPDH) von Il-
6, Kc, 11-17re und 11-17c in Lungen von Kras und II-17¢”/Kras Mausen 24 Stunden nach der NTHi-
Exposition. Student’s t-test. Daten sind als MW + SEM gezeigt. *p<0,05; **p<0,01, n = 3-5 pro Gruppe.
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3.3.4 IL-17C vermittelt die Aktivierung der MAP Kinase ERK

IL-17 Zytokine vermitteln die Aktivierung von MAP Kinasen [254]. Da die MAP Kinase ERK
eine wichtige Rolle in der Tumorprogression spielt und auch ein therapeutisches Ziel darstellt
[255], wurde in dem verwendeten Tiermodell die Aktivierung durch Phosphorylierung von
ERK (pERK) immunhistochemisch analysiert. Es wurden Kras und 11-17¢”"/Kras Méuse vier
Stunden nach einer einmaligen Dosis NTHi analysiert. Die Anzahl pERK positiver Zellen war
in den Tumorlédsionen von Kras Mausen, nicht aber von IL-17c¢”/Kras Mausen signifikant
erhoht. Durch die NTHi-Exposition kam es im Lungenparenchym zu einer signifikant
gesteigerten ERK Aktivierung, die in 1I-17¢”-/Kras Méausen signifikant vermindert war (Abb.
30).
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Abbildung 30: IL-17C tragt zur Aktivierung von ERK in der Tumormikroumgebung bei. Kras
und II-17¢”/Kras Mause wurden einmalig NTHi ausgesetzt und vier Stunden spater analysiert. (A)
Reprasentative Immunhistochemie furr phosphoryliertes ERK (pERK) in der Tumormikroumgebung und
(B) Quantifizierung der pERK positiven Zellen in einzelnen Tumormikroumgebungen. (C)
Représentative Immunhistochemie fur pERK im Lungenparenchym und (D) Quantifizierung der pERK
positiven Zellen im Lungenparenchym. Malistab 100 pm. Two-way ANOVA mit Bonferroni post-test.
Daten sind als MW * SEM gezeigt. *p<0,05; **p< 0,01; ***p<0,001, n = 4 pro Gruppe.
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Anhand von in vitro Experimenten wurde geprift, ob IL-17C ERK direkt aktiviert. Hierzu
wurden die humane Tumorzelllinie Calu-3, humane epitheliale Primérzellen (HBEC) und die
murine Tumorzelllinie LA4 mit IL-17C (100 ng/ml) und NTHi (10" KBE/mI) fiir 30 bis 240
Minuten stimuliert. Eine Western Blot Analyse mit semi-quantitativer Densitometrie ergab,
dass sowohl eine Stimulation mit IL-17C oder NTHi als auch deren Kombination zu einer

gesteigerten Phosphorylierung von ERK fiihrte (Abb. 31).
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Abbildung 31: Stimulation mit IL-17C und NTHi bedingt in vitro eine gesteigerte Aktivierung von
ERK. Die Krebszelllinien LA4 (murin) und Calu-3 (human) und humane bronchiale Epithelzellen
wurden bis zu vier Stunden mit IL-17C (100 ng/ml), NTHi (107 KBE/ml) und der Kombination
stimuliert. (A) Zelllysate wurden elektrophoretisch aufgetrennt und aktiviertes ERK Protein mittels
Immundetektion nachgewiesen. (B-D) Semi-quantitative Densitometrie der erhaltenen Signale nach
chemilumineszenter Reaktion. Phosphoryliertes ERK wurde auf nicht phosphoryliertes ERK
normalisiert.
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Anhand der gewonnenen Resultate wird deutlich, dass das Tumorwachstum, die Proliferation
von Tumorzellen, die tumorassoziierte Inflammation und die Expression von

Entztindungsmediatoren durch IL-17C vermittelt werden.

3.3.5 Der PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint wird durch COPD &ahnliche Inflammation
unabhangig von IL-17C aktiviert

Studien konnten zeigen, dass der Immun-Checkpoint Rezeptor PD-1 in tumorinfiltrierenden
zytotoxischen T Zellen in COPD-Patienten aktiviert ist und dadurch das Ansprechen auf
Immun-Checkpoint Inhibitoren bei COPD-Patienten mit einhergehender Tumorerkrankung
begunstigt [211-213]. Es wurde daher untersucht, inwiefern der PD-1/PD-L1-Immun-
Checkpoint in dem verwendeten COPD-&hnlichen Inflammationsmodell aktiviert wird.
Immunhistochemie zeigte, dass es nach vierwochiger NTHi-Exposition in Kras und 11-17¢”
/Kras Mausen zu einer signifikant gesteigerten Anzahl an PD-1 und PD-L1 positiven Zellen in
der Tumormikroumgebung kam. Es konnte eine typische Membranfarbung fur PD-L1 in Zellen
mit makrophagenahnlicher Morphologie festgestellt werden (Abb. 32).
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Abbildung 32: Der PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint ist im Kontext einer COPD &hnlichen
Inflammation aktiviert. Kras und 1l-17c¢”/Kras Mause wurden vier Wochen NTHi exponiert. (A)
Représentative Immunhistochemie flir PD-1 in der Tumormikroumgebung und (B) Quantifizierung der
PD-1 positiven Zellen in der Tumormikroumgebung. (C) Représentative Immunhistochemie fur PD-L1
in der Tumormikroumgebung und (D) Quantifizierung PD-L1 positiver Zellen in der
Tumormikroumgebung. Mafstab 100 pum. Student’s t-test. Daten sind als MW + SEM gezeigt. *p<0,05;
**p<0,01. Die einzelnen Tumorlasionen von n = 4-6 Mdusen pro Gruppe wurden analysiert.

Immunhistochemische Farbungen der Schnittpréparate fiir CD4 und CD8 zeigten, dass NTHi-

Exposition zu einer erhohten Anzahl an CD4 und CD8 positiven Zellen in der
Tumormikroumgebung unabhdngig von IL-17C fihrte (Abb. 33).
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Abbildung 33: COPD-ahnliche Inflammation fuhrt zu einer erhéhten Anzahl an CD4 und CD8 in
der Tumormikroumgebung. Kras und 11-17¢”/Kras Méuse wurden vier Wochen NTHi exponiert. (A)
Représentative Immunhistochemie fiir CD4 in der Tumormikroumgebung und (B) Quantifizierung der
CD4 positiven Zellen in der Tumormikroumgebung. (C) Reprasentative Immunhistochemie fir CD8 in
der Tumormikroumgebung und (D) Quantifizierung CD8 positiver Zellen in der
Tumormikroumgebung. Mafstab 100 um. Two-way ANOVA mit Bonferroni post-test. Daten sind als
MW £ SEM gezeigt. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Die einzelnen Tumorl&sionen von n = 4-6
Méusen pro Gruppe wurden analysiert.

Mittels durchflusszytometrischer Analysen wurden CD8 Zellen hinsichtlich der Expression von
PD-1 untersucht. Hierzu wurden die Lungen enzymatisch verdaut, um Einzelzellsuspensionen
lebender Lungenzellen zu erhalten. Jeweils 10° Zellen wurden wie in Kap. 2.2.6 beschrieben in
die Immunfarbung eingesetzt. Es zeigte sich, dass NTHi-Exposition zu einem signifikant
erhohten Anteil an PD-1 positiven CD8 positiven Zellen unabhangig von IL-17C fuhrte (Abb.
34).
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Abbildung 34: Die Expression von PD-1 ist nach NTHi-Exposition in CD8 positiven T-
Lymphozyten erhoéht. Nach vierwdchiger NTHi-Exposition wurden durchflusszytometrische Analysen
mit Lungenhomogenisat durchgefihrt. (A) Die in den Versuchen angewandte Gating-Strategie der
durchflusszytometrischen Analysen ist exemplarisch dargestellt. (B) Relative Quantifizierung PD-1 und
CD8 doppelpositiver Zellen im Lungenhomogenisat. Student’s t-test. Daten sind als MW + SEM
gezeigt. **p<0,01, n = 3-6 pro Gruppe.
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3.3.6 Die Blockade des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints verringert bakteriell-
induzierte Entziindung

Es wurde die Auswirkung einer Immun-Checkpoint Therapie in dem entziindungsgesteuerten-
Kras Krebsmodell untersucht. Es ist bekannt, dass die PD-1-Immun-Checkpoint Therapie im
verwendeten Kras-abhangigen Lungenkrebsmodell lediglich in Kombination mit Radiotherapie
einen positiven Effekt auf das Tumorwachstum besitzt, wohingegen eine alleinige Immun-
Checkpoint Therapie nur geringe Auswirkungen auf den Tumor hat [256, 257]. In den
folgenden Versuchen wurden Kras und 11-17c¢”/Kras Mause fiir vier Wochen NTHi exponiert
und gleichzeitig mit einem therapeutischen Antikorper gegen PD-1 oder mit einem Isotyp-
Antikorper als Kontrolle behandelt (Abb. 35).

aPD-1 oder 1gG-Kontrolle
Tag: 1 3 5
R 2 /

r A A
Tag: 1 3 5

x 4

Exposition zu NTHi

Abbildung 35: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes der Blockade des PD-1/PD-L1-
Immun-Checkpoints mit einem gegen PD-1 gerichteten therapeutischen Antikorper. Kras®?°
Méuse und 1I-17c¢”/Kras Mause wurden fiir vier Wochen dreimal wochentlich NTHi exponiert und
dreimal wochentlich mit einem oPD-1 oder einem Isotyp-Antikdrper behandelt Die Antikdrper
(200 ug/200 pl) wurden den Méausen 30 Minuten vor der Exposition an den angegebenen Tagen i.p.
verabreicht.

Zur Bestimmung der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wurde ein Multiplex Assay
mit der gewonnenen BAL-Fllssigkeit der Lungen durchgeflhrt. Hierbei zeigten die Kras
Mause ein signifikantes Ansprechen auf die Blockade des PD-1/PD-L1-Immuncheckpoints,
wobei in den 1I-17¢”/Kras Mausen deutlich geringere Konzentrationen der Zytokine IL-6,
CCL5, G-CSF und TNF-a gemessen werden konnten (Abb. 36). Die Konzentrationen der
ebenfalls analysierten Zytokine IFN-y, IL-10 und IL-12p70 lagen in beiden Mauslinien
unabhéngig der Behandlung unter dem Detektionslimit des verwendeten Assays. Die Daten
sind nicht gezeigt.
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Abbildung 36: Die Behandlung mit einem gegen PD-1 gerichteten therapeutischen Antikdrper
reduziert Entziindungsmediatoren in der BAL-FIlussigkeit. Nach vierwdchiger NTHi-Exposition mit
begleitender PD-1 Blockade wurden die Konzentrationen von (A) IL-6, (B) CCLS5, (C) G-CSF und (D)
TNF-a in der BAL-Flussigkeit mittels Luminex Assay bestimmt. Two-way ANOVA mit Bonferroni
post-test. Daten sind als MW £ SEM gezeigt. *p<0,05 **p<0,01 und ***p<0,001, n = 5-8 pro Gruppe.

In weiteren Versuchen wurden die Gesamtzellzahl und die Zellzusammensetzung in der BAL-
Flussigkeit untersucht. Durch die Blockade von PD-1 kam es in den BAL-Flissigkeiten beider
Mausstamme zu einer signifikant verringerten Gesamtzellzahl, welche jedoch keine
Unterschiede in den mit PD-1 behandelten Gruppen aufzeigte. Die Behandlung mit dem gegen
PD-1 gerichteten therapeutischen Antikorper resultierte in einer signifikanten Verringerung der
neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten unabhéngig von IL-17C. Die Anzahl an
Makrophagen wurde durch die NTHi-Exposition als auch durch die Blockade von PD-1 nicht
beeinflusst (Abb. 37).
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Abbildung 37: Die Blockade des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints fihrt zu einer verminderten
Anzahl an neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten im Alveolarraum. Die Gesamtzellzahl
und das Differenzialzellbild der BAL-Flissigkeit wurden nach vierwdchiger NTHi Exposition mit
begleitender PD-1 Blockade ermittelt. (A) Gesamtzellzahl der BAL-Flissigkeit. (B) Differenzialbild der
BAL-Flussigkeit mit Gesamtzahl der neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten.
Two-way ANOVA mit Bonferroni post-test. Daten sind als MW £ SEM gezeigt. **p<0,01; ***p<0,001,
n = 6-8 pro Gruppe.

Da das Hauptziel der PD-1-Immuntherapie die Reaktivierung sogenannter erschopfter T Zellen
ist [258], wurde in immunhistochemischen Farbungen untersucht, inwieweit die CD4 bzw. CD8
COPD-ahnlichen

Inflammationsmodell durch die Blockade des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints beeinflusst

Populationen in  den  Tumorlasionen in dem verwendeten
wurden. Es zeigte sich, dass es nach vierwdchiger NTHi-Exposition mit begleitender Blockade
von PD-1 in beiden Mauslinien zu einer signifikant verringerten Anzahl an CD4 positiven
Zellen in die Tumorldsionen kam. Die Anzahl an CD8 positiven Zellen war lediglich in den 1l-

17c”/Kras Mausen signifikant reduziert (Abb. 38).
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Abbildung 38: Die Blockade der PD-1/PD-L1 Achse fuhrt zu einer verminderten Anzahl an
Lymphozyten in den Tumorlasionen. Kras und Il-17¢”/Kras Méause wurden vier Wochen NTHi
exponiert. (A) Reprasentative Immunhistochemie fir CD4 und (B) und Quantifizierung CD4 positiver
Zellen in der Tumormikroumgebung. (C) Reprasentative Immunhistochemie fiir CD8 und (D)
Quantifizierung CD8 positiver Zellen in der Tumormikroumgebung. Malistab 100 pum. Two-way
ANOVA mit Bonferroni post-test. Daten sind als MW + SEM gezeigt. **p<0,01; ***p<0,001. Die
einzelnen Tumorlasionen von n = 4-6 Mausen pro Gruppe wurden analysiert.

3.3.7 Die Behandlung mit einem gegen PD-1 gerichteten therapeutischen Antikorper
fuhrt zu geringerem Tumorwachstum in 11-17¢”/Kras M&usen

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass COPD-ahnliche Entziindung den PD-1/PD-L1-Immun-
Checkpoint in der Tumormikroumgebung aktiviert. Aufgrund dessen wurde weiterfiihrend
untersucht, welche Auswirkung die PD-1-Blockade auf das Tumorwachstum in dem hier
verwendeten Mausmodell hat. Es zeigte sich, dass die Behandlung mit einem therapeutischen
PD-1 Antikorper das Wachstum der individuellen Tumorl&sionen in den Kras M&usen nicht

beeinflusste, wohingegen es in den 11-17¢”/Kras Mausen zu einem signifikant verringerten
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Tumorwachstum verglichen zu den anderen Versuchsgruppen kam (Abb. 39). Der prozentuale
Anteil der Tumorldsionen, welche eine Grofie > 0.27 mm? aufwiesen, war in den I1-17¢”/Kras
Méusen signifikant reduziert (Abb. 39 C).
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Abbildung 39: Die Blockade des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints reduziert die Tumorlast in Il-
17c”/Kras Mausen. Die Tumorlast wurde nach vierwdchiger NTHi-Exposition mit begleitender PD-1
Blockade bestimmt. (A) Reprasentative mikroskopische Pathologie (H&E Féarbung). MaRstab 200 pm.
(B) Die durchschnittliche TumorgréBe wurde mikroskopisch ausgemessen. Two-way ANOVA mit
Bonferroni post-test. *p<0,01. Mann-Whitney Test in der Gruppe der II-17¢”/Kras Mause mit *p<0,001.
Daten sind als MW + SEM gezeigt. (C) Prozentuale Aufteilung der durchschnittlichen TumorgréRen
groRer als 0,27 mm?. Fisher’s exact Test, **p<0,01. Die einzelnen Tumorlasionen von n = 4-6 Mausen
pro Gruppe wurden analysiert.

Diese Daten belegen, dass die Defizienz von IL-17C das Ansprechen der PD-1-Immuntherapie

im Kontext einer COPD-ahnlichen Inflammation verbessert.
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4. Diskussion

Die COPD ist einer der groRten Risikofaktoren fiir die Entstehung von Lungenkrebs. Zu den
innovativsten Therapieansédtzen der Behandlung von Lungenkrebs gehdren Immuntherapien,
die sich gegen den PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint richten. Es sind bereits einige
therapeutische Antikorper gegen den PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint bei Lungenkrebs
zugelassen. Inwieweit der PD-1-Immun-Checkpoint zur Pathogenese der COPD beitrégt und
therapeutische Antikorper gegen PD-1 den Verlauf der COPD beeinflussen, wird kontrovers
diskutiert. Die vorliegende Arbeit untersuchte daher in bakteriell- und rauchinduzierten COPD-
Modellen, inwiefern der PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint pulmonale Entziindung reguliert und
zum Lungenschaden beitragt. In einem priméren Tumormodell wurde geprift, ob bakteriell-
induzierte Entziindung zur Aktivierung der PD-1/PD-L1-Achse im Tumorgewebe fiihrt und ob
die Blockade von PD-1 mittels eines therapeutischen Antikorpers das entziindungsabhéngige
Tumorwachstum vermindert. Zudem wurde untersucht, inwiefern das epitheliale Zytokin IL-
17C die Aktivierung der PD-1/PD-L1-Achse reguliert und das Ansprechen auf die Blockade

von PD-1 beeinflusst.

4.1 Die Rolle des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints im Verlauf der COPD

COPD und Lungenkrebs sind miteinander eng verbundene Krankheiten. Die COPD gilt als
grofter unabhédngiger Risikofaktor flr Lungenkrebs, bis zu 70% der Lungenkrebspatienten
haben eine koexistierende COPD [259]. In den letzten Jahren wurden Immun-Checkpoint-
Inhibitoren als vielversprechende Therapien bei der Behandlung von Lungenkrebs identifiziert
[260, 261]. Bisher untersuchten nur wenige Studien, inwieweit der PD-1/PD-L1-Immun-
Checkpoint bei COPD-Patienten ohne Lungenkrebs aktiviert ist. McKendry et al. konnten in
ihrer Studie zeigen, dass der Anteil PD-1 exprimierender CD4" und CD8" Zellen in
Lungengewebe von COPD-Patienten erhoht ist [213]. Kalathil et al. konnten zusatzlich bei
zirkulierenden CD4*CD127" Effektor T Zellen von COPD-Patienten eine gesteigerte PD-1
Expression nachweisen [262]. Stoll et al. konnten weiter zeigen, dass plasmazytoide
Dentritische Zellen bei COPD-Patienten geringere PD-L1 Expression aufzeigten [263].

Der membranstéandige PD-1 Rezeptor wird auf Immunzellen wie T und B Lymphozyten sowie
myeloiden Zellen Uber die Liganden PD-L1 und PD-L2 aktiviert. Zahlreiche Proteine
immunregulierender Signalwege besitzen neben ihrer membrangebundenen Form eine weitere
I6sliche Form. Diese wird entweder durch Proteolyse aus der Zellmembran geldst, wie im Fall

der 16slichen Form des Zytokins STNF-o und der 16slichen Form des Immun-Checkpoints sB7H
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[264, 265], oder ergibt sich durch alternatives Splicing der mRNS wie im Falle von sB7-2 und
SCTLA-4[266, 267]. Analog wurden l6sliche Formen von PD-1 und PD-L1 in Tumorpatienten
nachgewiesen [268-271].

In dieser Arbeit konnten im Serum und in der zellfreien BAL-Flussigkeit von COPD-Patienten
PD-1 und PD-L1 nachgewiesen werden. Hierbei zeigte sich eine signifikante positive
Korrelation der PD-1 und PD-L1 Konzentrationen in der BAL-Flussigkeit und im Serum von
stabilen COPD-Patienten und im Serum von exazerbierenden COPD Pateinten. Durch
Vergleich der stabilen COPD-Patienten mit akut Exazerbierenden konnten dabei signifikant
erhdhte PD-L1 Konzentrationen im Serum der akut exazerbierenden Patienten nachgewiesen
werden. Die gesteigerten systemischen Konzentrationen von PD-L1 wahrend akuten
Exazerbationen reflektieren mdglicherweise eine verstarkte pulmonale Entziindung. Da bei
akut exazerbierenden COPD-Patienten keine BAL durchgefiihrt wird, ist es unklar, ob das
systemische PD-L1 eine gesteigerte systemische Inflammation wiedergibt oder ob l6sliches
PD-L1 wahrend einer Exazerbation aus der Lunge in den Blutkreislauf tibertritt. Weiter konnte
in dieser Arbeit ein erhohtes PD-1/PD-L1 Verhéltnis in der BAL-Flissigkeit von stabilen
GOLD IlI/1v COPD-Patienten beschrieben werden. Zudem ergab sich eine negative
Korrelation des Lungenfunktionsparamters FEV1 (% predicted) (Einsekundenkapazitat) zu dem
Verhaltnis PD-1/PD-L1. Dies konnte darauf hindeuten, dass sich bei einer fortgeschrittenen
COPD vermehrt PD-1-exprimierende Zellen in der Lunge befinden. Diese Ergebnisse stehen
im Einklang mit der oben erwéhnten Studie von McKendry et al.,, auch wenn in der
vorliegenden Studie nicht untersucht wurde, ob die Anzahl an PD-1-exprimierenden
Lymphozyten mit der Schwere der COPD assoziiert ist.

Zu dem Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit wurde noch nicht beschrieben, dass PD-1/PD-
L1 Konzentrationen in der BAL-Flussigkeit von COPD-Patienten bestimmt wurden. Eine
Aussage Uber die mogliche Verwendung des PD-1/PD-L1 Levels im Serum als mdglichen
Biomarker um Exazerbationen frihzeitig zu erkennen liegt zwar nahe, doch konnten in dieser
Arbeit zu den akut exazerbierten Patienten keine Daten aus dem stabilen Krankheitsstadium
analysiert werden. Um die Eignung von PD-1 und PD-L1 als Biomarker einer Exazerbation zu
prifen, misste daher eine intraindividuelle Analyse des Verlaufs der PD-1 und PD-L1
Konzentrationen mit eventueller Zunahme Gber den Krankheitsverlauf durchgefiihrt werden.
Dies sollte an zwei unabhéngigen Kohorten geprift werden. Zusatzlich gilt zu beachten, dass
eine relativ kleine Anzahl an Patienten in die Analysen einbezogen wurde und 17 von den 31

untersuchten Patienten mit Lungenkrebs diagnostiziert wurden. In weiteren Analysen sollte
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daher auch geprift werden, inwiefern sich das VVorhandensein von Lungentumoren auf die PD-

1 und PD-L1 Konzentrationen auswirkt.

4.1.1 Blockade des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints in experimentellen COPD-
Modellen

In der Literatur wird kontrovers diskutiert, ob der PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint zur
Progression der COPD beitragt und ob therapeutische Antikdrper gegen den Immun-
Checkpoint bei COPD-Patienten den Krankheitsverlauf positiv beeinflussen kdnnen. Es ist
unklar, ob eine PD-1-Immuntherapie bei COPD-Patienten ohne Tumorerkrankung zum Tragen
kommt, da die Reaktivierung der Tumor-gerichteten zytotoxischen Eigenschaften der T Zellen
durch einen therapeutischen PD-1 Antikorper in einem neoantigenfreien Umfeld nicht von
Relevanz ist [216, 217, 272].
Aufgrund der kontroversen Datenlage und bisher fehlenden experimentellen Studien wurde in
dieser Arbeit anhand zweier praklinischer COPD-Modelle geprift, inwiefern sich die Blockade
von PD-1 auf einen entziindungsinduzierten Lungenschaden auswirkt. Im Modell des
rauchinduzierten Lungenschadens wurden Mduse an finf Tagen pro Woche Zigarettenrauch
exponiert und gleichzeitig zweimal wochentlich mit einem therapeutischen Antikorper gegen
PD-1 behandelt. In dem Rauchmodell war nach vierwdchiger Exposition eine starke Zunahme
neutrophiler Granulozyten und Lymphozyten in der BAL-Flussigkeit feststellbar, was einem
COPD ahnlichen klinischen Bild entspricht [273-275]. Durch die Gabe des anti-PD-1
Antikdrpers wurde die Anzahl an neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten in der Lunge
signifikant verringert. Nach zwolfwochiger Rauchexposition wurde der Lungenschaden mittels
invasiver Lungenfunktionsmessung sowie durch anschlielende stereologische Analysen der
Schnittpraparate der Lunge analysiert [238, 242, 276]. Anhand der Lungenfunktionsmessung
konnte nach zwdlfwochiger Rauchexposition eine verdnderte Lungenmechanik beschrieben
werden, welche die von COPD-Patienten typischen Merkmale aufzeigte. Die mit einem
Kontrollantikdrper behandelten zigarettenrauchexponierten Tiere zeigten eine signifikante
Zunahme der Vitalkapazitat, wéahrend bei anti-PD-1 Antikérper behandelten Tieren keine
signifikante Zunahme der Vitalkapazitat gemessen wurde. In diesem préklinischen Modell fiihrt
Rauchexposition zu einer erhohten Compliance, was auf eine erhéhte Elastizitat der Lunge
aufgrund entstandener Emphyseme riickschlie3en lasst [277]. Dieser Verlust der elastischen
Rickstellkraft der Lunge konnte nach zwdlfwochiger Rauchexposition ebenfalls in den
Kontrolltieren gemessen werden. Die PD-1 behandelten Tiere wiesen hingegen keine
signifikante Zunahme der Compliance auf. Der stereologisch ermittelte MCL gibt Aufschluss
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Uber den rauchinduzierten Lungenschaden. Es konnte deutlich gezeigt werden, dass die
Rauchexposition zu einem Verlust der Lungenstruktur in den Kontrolltieren flihrt, welcher in
den mit dem PD-1 Antikorper behandelten Tieren signifikant verringert war.

Die Lungen von stabilen COPD-Patienten sind haufig mit Bakterien wie NTHi infiziert bzw.
kolonisiert. Es wird angenommen, dass NTHi zur pulmonalen Entziindung von COPD-
Patienten entscheidend beitragt, besonders auch bei Patienten, die das Rauchen aufgegeben
haben [245-247, 278]. Damit der Einfluss einer bakteriell-vermittelten pulmonalen Entziindung
auf den PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint analysiert werden konnte, wurde ein vierwdchiges
NTHi Expositionsmodell angewandt. Gleichzeitig zu der Exposition wurden die Tiere mit
einem therapeutischen Antikorper gegen PD-1 behandelt. In diesem Modell kommt es bereits
nach vier Wochen zu einem Lungenemphysem. Hierin und auch in der neutrophilen
Entziindung ahnelt das Modell gangigen Elastase/LPS-abhédngigen COPD Modellen [108, 279,
280]. Analog zu den beschriebenen Ergebnissen der zwdlfwdchigen Zigarettenrauch
Exposition konnte ebenfalls in den NTHi-exponierten Tieren eine Zunahme PD-1 und PD-L1
positiver Zellen im Lungenparenchym festgestellt werden. Durch stereologische Auswertung
der Schnittpraparate wurde der Verlust der Lungenstruktur quantifiziert. Hierbei wiesen die
NTHi-exponierten Kontrolltiere eine starke Zunahme des MCLs auf. Durch die Gabe des PD-
1 Antikdrpers kam es zu einer deutlichen Reduktion des Lungenschadens.

Kennzeichnend flr beide in dieser Arbeit verwendeten Modelle ist die Aktivierung der PD-
1/PD-L1-Achse einhergehend mit einer erhéhten Anzahl an PD-1 positiven Zellen, was
hdchstwahrscheinlich die Situation in Patienten abbildet. So zeigten, wie bereits erwéhnt,
McKendry et al., dass Lymphozyten im Lungengewebe von COPD-Patienten verstarkt positiv
fur PD-1 sind [213] und Kalathil et al., dass zirkulierende CD4*CD127" Effektor T Zellen von
COPD-Patienten eine gesteigerte PD-1 Expression aufweisen [262]. Auch Studien zu
Lungenkrebs legen eine verstarkte Aktivierung von PD-1 bei COPD-Patienten nahe. Biton et
al. konnten zeigen, dass bei Lungenkrebspatienten mit einer koexistierenden COPD
tumorassoziierte CD8" Lymphozyten PD-1 verstarkt exprimieren was nahelegt, dass sich
NSCLC Patienten aufgrund einer gleichzeitig auftretenden COPD fir eine PD-1-
Immuntherapie qualifizieren [212]. McKendry et al. konnten anhand isolierter T Zellen von
COPD-Patienten, welche ex vivo in humanen Lungenexplantaten inkubiert wurden, zeigen, dass
es nach COPD-typischer viraler Infektion mit Influenza zu einer gesteigerten Expression von
PD-1 auf den T Zellen von COPD-Patienten verglichen zu gesunden Spendern kam. Sie
konnten daraus schlussfolgern, dass eine PD-1-Immuntherapie in diesem Kontext positiven

Einfluss auf die dysregulierten T Zellen haben kann [213]. Mark et al. ibertrugen diese Ansatze
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auf NSCLC Patienten. Sie berichteten, dass die PD-1 Expression in Tumoren von COPD-
Patienten stark erhoht war und die Patienten, welche eine PD-1-Immuntherapie bekamen, eine
erhéhte progressionsfreie Uberlebensrate aufwiesen [211]. Unsere Daten und die Studien von
McKendry et al. und Kalathil et al. deuten darauf hin, dass die PD-1/PD-L1-Achse bei COPD-
Patienten unabhangig von Lungenkrebs aktiviert wird und zur Pathogenese der Erkrankung
beitragt. Hier konnte eine durch die COPD-assoziierte Entziindung verursachte Aktivierung
von PD-1 in z.B. zytotoxischen T Zellen und auch myeloiden Zellen wie Makrophagen, die
entartete Gewebe angreifen, zum erhéhten Auftreten von Lungenkrebs bei COPD-Patienten
beitragen. So konnten Gordon et al. zeigen, dass PD-1 in tumorassoziierten Makrophagen die
Phagozytose von Krebszellen hemmt und die Blockade von PD-1 andererseits die
Phagozytoseaktivitat erhoht und das Tumorwachstum hemmt [281].

Die hier festgestellten positiven Effekte der Gabe eines PD-1 Antikorpers auf die
Lungenstruktur in den verwendeten COPD Mausmodellen sind teilweise unerwartet. Unter
normalen physiologischen Umsténden reguliert der PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint die
Balance der Immunantwort, um Autoimmunreaktionen wahrend und nach einer Infektion zu
unterbinden [282]. Daher ist eine gesteigerte Inflammation mit erhéhtem Lungenschaden
aufgrund einer unkontrollierten Reaktivierung der T Zellen durch das Blockieren des PD-1/PD-
L1-Immun-Checkpoints in der Lunge denkbar.

Interessanterweise zeigt eine aktuelle Studie, dass die aktivierte PD-1/PD-L1-Achse unter
pathologischen Bedingungen zu einer gesteigerten Inflammation flhrt. Celada et al. konnten
zeigen, dass die Aktivierung des PD-1-Immun-Checkpoints abseits von Lungenkrebs zur
Pathogenese chronischer Lungenerkrankungen beitrdgt. Im Kontext der idiopathischen
Lungenfibrose, eine langsam fortschreitende, todliche Lungenerkrankung, bei der das
Lungenparenchym in Bindegewebe umgewandelt wird, konnten durch immunhistochemische
und durchflusszytometrische Analysen eine Expression von PD-1 auf CD4 T Zellen
nachgewiesen werden. Aufgrund der Expression von PD-1 lagen die T Zellen zwar in einem
proliferativ inaktiven Zustand vor, diese zeigten jedoch eine erhOhte Expression von
proinflammatorischen und zellregulierenden Entziindungsmediatoren wie TGF-f und IL-17A.
Diese T Zellen induzierten in einer ex vivo ko-Kultur mit humanen Fibroblasten die Produktion
von Kollagen. Wurde jedoch ein anti-PD-1 Antikorper in die Versuche zugegeben, kam es zu
einer Reduktion der Expression von TGF-B und IL-17A, einhergehend mit einer verringerten
Produktion von Kollagen. Dieser Mechanismus fand auch im Mausmodell Bestétigung [283].
Eine verminderte Expression inflammatorischer Mediatoren nach anti-PD-1 Gabe konnte auch

in dem in dieser Arbeit verwendeten rauchinduzierten COPD-Modell beobachtet werden. In
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diesem Modell waren die Expressionen der neutrophilen Granulozyten Chemokine KC, das
murine Homolog zu humanem IL-8, als auch MIP-2 zu einem friihen Zeitpunkt der Exposition
nach anti-PD-1-Gabe vermindert. Dies ging mit einer verminderten Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten in die Lunge einher. Weitere Analysen missen zeigen, inwiefern
PD-1-exprimierende Lymphozyten im COPD-Modell wie bei Celada et al. tiber Zytokine wie
IL-17A pulmonale Inflammation vermitteln.

Speziell IL-8 spielt in dem Krankheitsverlauf, als auch als eventueller Biomarker und
Therapieansatz fur Exazerbationen der COPD eine erwéhnenswerte Rolle [284-286].

In einer Kklinischen Studie von Zhang et al. wurde beschrieben, dass die Serumkonzentrationen
von IL-8 bei COPD-Patienten mit akut exazerbierendem Verlauf im Vergleich zu stabilen
COPD-Patienten erhoht waren. Dabei spielt auch die Haufigkeit der akuten Exazerbation eine
Rolle. So lagen die Serumkonzentrationen von IL-8 bei Patienten mit oftmalig auftretenden
Exazerbationen, verglichen zu spontan Exazerbierenden ebenfalls héher [284]. Einhergehend
zeigten Beeh et al., dass IL-8 in Sputum von COPD-Patienten nachweisbar ist und dieses in
einem ex vivo Chemotaxis Assay neutrophile Granulozyten mobilisiert [285]. Ahnliche
Ergebnisse erzielten Tiwari et al. fir MIP-2. Sie konnten nachweisen, dass sowohl die
Chemokine MIP-2 (CXCL2) und CXCL1, als auch dessen Rezeptor CXCR2 in Lungengewebe
von COPD-Patienten exprimiert werden. Diese klinischen Erkenntnisse konnten sie ebenfalls
in einem Mausmodell mit Zigarettenrauch-Exposition nachbilden [287]. Die indirekte und
breite Hemmung der Expression von Chemokinen (ber die lokale Blockade der PD-1/PD-L1-
Achse konnte ein Ansatz sein die neutrophile Entziindung der Lunge bei COPD-Patienten zu
mindern.

Es ist auch denkbar, dass der positive Effekt der Blockade von PD-1 in beiden in dieser Arbeit
verwendeten COPD-Modellen auf eine gesteigerte Phagozytose- bzw. Efferozytose-Aktivitat
von Makrophagen zuriickfihrbar ist. Mittels Efferozytose eliminieren Makrophagen tote bzw.
apoptotische neutrophile Granulozyten und Epithelzellen. Es wird angenommen, dass eine
gestorte Efferozytose zur pulmonalen Entzindung der Lunge bei der COPD beitragt [288-291].
Verschiedene Arbeiten konnten bereits zeigen, dass die Blockade von PD-1 die Phagozytose-
Aktivitat verstarkt. So konnten Gordon et al. einen direkten positiven Einfluss einer PD-1-
Immuntherapie auf Makrophagen nachweisen. In einem préaklinischen Mausmodell als auch
anhand humaner Proben konnte gezeigt werden, dass tumorassoziierte Makrophagen eine
erhdhte PD-1 Expression aufzeigen, welche mit dem Schweregrad der Tumorerkrankung beim
Menschen sowie im Mausmodell zunimmt. Die PD-1 positiven Makrophagen zeigten, wie oben

bereits erwéhnt, eine verminderte Phagozytose gegenliber Tumorzellen, welche jedoch durch
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eine PD-1-Immuntherapie im Mausmodell wiederhergestellt werden konnte [281]. Shen et al.
fihrten ebenfalls die verringerte Phagozytose von Makrophagen im Kontext der Tuberkulose
auf den aktivierten PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoint zurlck. In klinischen Proben von aktiven
Tuberkulosepatienten konnte eine erhéhte PD-1 und PD-L1 Expression auf CD4 T Zellen sowie
Monozyten beobachtet werden. Auch sie konnten nachweisen, dass es durch eine PD-1-
Blockade in einem in vitro Testsystem zu einer gesteigerten Phagozytose und flr die
Tuberkulose wichtigen intrazelluldren Lyse der Bakterien kam [292].

Einhergehend mit den oben genannten Studien konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, dass
die PD-1/PD-L1-Immuntherapie auch im Kontext der COPD Anwendung finden kdnnte. In den
verwendeten préklinischen Mausmodellen mit COPD ahnlicher Inflammation, ausgeldst durch
Tabakrauch als auch NTHi, konnte durch die Gabe eines PD-1 Antikdrpers begleitend zu den
Expositionen ein protektiver Effekt auf die Erhaltung der Lungenstruktur erkannt werden. Dies
deutet darauf hin, dass die PD-1/PD-L1-Achse bei der Pathogenese der COPD eine Rolle spielt.
Die reduzierte Sekretion proinflammatorischer Zytokine oder auch die gesteigerte Phagozytose
von Makrophagen mit verbundener erhohter Klarung von Partikeln und apoptotischer Zellen,
wie zum Beispiel neutrophiler Granulozyten, kénnte das positive Ansprechen auf eine PD-
1/PD-L1-Immun-Checkpoint Therapie in den verwendeten COPD &hnlichen Mausmodellen
erklaren. Das Blockieren des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints wurde in diesem Falle
gleichzeitig, also prophylaktisch durchgefiihrt, was im klinischen Bild einer frihen Phase einer
COPD-Erkrankung entspricht. Die erhobenen Daten weisen weiter darauf hin, dass eine
Immunmodulation durch die Blockade des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints im Kontext
schwerwiegender mikrobieller Infektionen abseits der Tumortherapie nutzbringende
Eigenschaften entfalten kann.

Die PD-1-Immuntherapie selbst kann schwere Nebenwirkungen ausldsen, welche sich bis zu
Organversagen und Tod steigern kénnen [293]. Die Nebenwirkungen streuen dabei systemisch
und sind nicht vorab zu definieren [243]. Die Diversitat der moglichen Effekte erstreckt sich
hierbei auf das Gastrointestinale System mit der Auspragung einer Kolitis [294-297], der
Beeintrachtigung des Endokrinen Systems, mit Auswirkungen auf Pankreas, Niere und
Schilddrise [298-303]. Weiter kann das kardiale System durch eine PD-1-Immuntherapie
negativ beeinflusst werden [304-307]. Im Vergleich dazu konnten in den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimenten durch engmaschige Uberwachung der Versuchstiere keine
negativen systemischen Effekte bei der gewahlten Dosis des PD-1 Antikorpers festgestellt
werden. Die individuellen Gewichte und das finale Blutbild der Versuchstiere zeigten sowohl

in dem Zigarettenrauch- als auch in dem NTHi-Expositionsmodell keine Verédnderungen. Ein
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zusétzlich durchgefuhrter T Zell Killing Assay mit direkt aus der Milz isolierten T Zellen
konnte ebenfalls keine unterschiedlichen Killing-Raten der Tumorzelllinien erkennen lassen.
Aufgrund der Nebenwirkungen ist es trotzdem kritisch zu betrachten, inwiefern sich anti-PD-1
Therapien fir COPD-Patienten eignen.

4.2 Funktion der PD-1/PD-L1-Achse im Kras-abhangigen Lungenkrebsmodell

Mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von etwa 16 % gehort Lungenkrebs weltweit zu den
h&aufigsten Todesursachen [65, 308]. Tabakrauch ist dabei der grofite Risikofaktor Lungenkrebs
als auch COPD zu entwickeln [99, 245, 309]. Lungenkrebs und COPD sind stark vernetzte und
sich gegenseitig bedingende Krankheiten, bei bis zu 70% aller Lungenkrebspatienten wird eine
begleitende COPD diagnostiziert [99-101]. In beiden Krankheiten kommt es im Verlauf zu
einer gesteigerten Rekrutierung von Immunzellen wie beispielsweise neutrophiler
Granulozyten in das Lungenparenchym bzw. in die Tumormikroumgebung [133, 211-213,
310].

Bei der Rekrutierung von Entzindungszellen in die Tumormikroumgebung sowie im Verlauf
der COPD spielen Zytokine eine Schlisselrolle [311, 312]. Im Verlauf der COPD produzieren
Epithelzellen und Entziindungszellen wie Alveolarmakrophagen erhoht Zytokine und
Chemokine, was zu einer gesteigerten Rekrutierung von Monozyten, neutrophilen
Granulozyten und Lymphozyten in die Lunge und letztendlich zu einer gesteigerten,
destruktiven Inflammation fiihrt [313]. Durch den inflammatorischen Charakter fordert die
COPD die Entstehung und Progression von Lungenkrebs [259, 314]. Wir konnten bereits
zeigen, dass die kombinierte Exposition mit Rauch und NTHi im Metastasemodell die
Tumorprogression  stark  fordert [109]. Auch im  primdren  Kras-vermittelten
Lungenkrebsmodell ~ fiihrte  NTHi-induzierte Entziindung zu einem gesteigerten
Tumorwachstum [315, 316]. Dabei wird die angeborene Immunantwort durch Toll-like
Rezeptoren aktiviert, was eine Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in die
Tumormikroumgebung zur Folge hat [109, 132, 315-317].

Immun-Checkpoint Therapien mit Antikoérpern, die die PD-1/PD-L1-Achse adressieren, sind
neue, vielversprechende Anséatze bei der Behandlung von Lungenkrebs. Das Ansprechen auf
eine Monotherapie mit PD-1 blockierenden Antikorpern liegt jedoch unter 20% [158, 318-326].
Beim Ansprechen auf Immuntherapien spielen die Zusammensetzung des Tumors als auch die
der Tumormikroumgebung eine entscheidende Rolle. Anhand immunhistochemischer
Féarbungen von Tumorbiopsien wird klassischerweise zwischen immune desert, in welchen

keine infiltrierenden Immunzellen erkennbar sind, immune-excluded, Immunzellen sind
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lediglich an den Réndern der Tumorl&sion erkennbar, und inflamed Tumoren, hier ist deutliches
Infiltrat von Immunzellen in dem Tumor selbst erkennbar, unterschieden [155, 327, 328].

In dieser Arbeit wurde geprft, inwiefern im priméren Kras-Modell eine gegen PD-1 gerichtete
Therapie das Tumorwachstum unter basalen sowie inflammatorischen Bedingungen
beeinflusst. In dem hier verwendeten Kras-abhangigen Tumormodell waren infiltrierende
neutrophile Granulozyten in der Tumormikroumgebung und proinflammatorische Zytokine in
der Lavage nur in geringer Anzahl bzw. Konzentration nachweisbar. Ebenfalls wurden PD-1
sowie PD-L1 positive Zellen im Lungenparenchym als auch in der Tumormikroumgebung nur
in geringer Anzahl identifiziert. Diese Beobachtung fligt sich zu der Erkenntnis, dass Kras-
induzierte Lungentumore im Mausmodell eine niedrige Immunogenitat aufweisen und dadurch
einer Erkennung des Immunsystems entgehen [209, 256, 257, 329]. Passend hierzu zeigen die
Ergebnisse der Blockade des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints in dieser Arbeit keine Wirkung
auf das Kras-abhangige Tumorwachstum. Durch die NTHi-induzierte Entziindung kam es im
Mausmodell zu einer verénderten Zellzusammensetzung des Tumormikromilieus, welches
durch einstrdmende neutrophile Granulozyten, PD-1 positive CD8 T Zellen und PD-L1 positive
myeloide Zellen gekennzeichnet war und in diesen Aspekten dem Milieu in Patienten mit
NSCLC dhnlich ist [133, 211-213]. So konnten Kargl et al. nachweisen, dass neutrophile
Granulozyten die haufigste Zellart in NSCLC ist und dass die PD-1 Expression auf CD4 T
Zellen positiv mit der TumorgroRe korreliert [133]. Auch bei NTHi-induzierter Entzindung
hatte die Blockade mit dem therapeutischen anti-PD-1 Antikorper in der vorliegenden Arbeit
jedoch keinen signifikanten Effekt auf das Tumorwachstum. Dies kdnnte daran liegen, dass die
durch NTHi ausgeldste pulmonale Inflammation durch die anti-PD-1-Behandlung nur teilweise
vermindert wurde und die noch vorhandene Inflammation moéglicherweise noch ausreichend
das Tumorwachstum im verwendeten System forderte. Zudem wurden die Méause nur Uber
einen relativ kurzen Beobachtungszeitraum von vier Wochen beobachtet. Zum Zeitpunkt der
Analyse war der Anteil der Tumor-Lasionen gréRer als 0,27 mm? in anti-PD-1-behandelten
Mausen geringer als bei mit Kontrollantikdrper behandelten Mé&usen. Es stellt sich daher die
Frage, inwiefern sich eine Wirkung der anti-PD-1-Therapie auf das Tumorwachstum bei
langeren Beobachtungszeiten zeigt und das verwendete System aufgrund des variablen
Tumorwachstums innerhalb der einzelnen Gruppen limitiert ist. Verschiedene Studien
beobachten das Tumorwachstum einzelner Tumore in &hnlichen pré-klinischen Modellen
mittels bildgebender Verfahren, sodass das Ansprechen einzelner Tumore innerhalb einer Maus
analysiert werden kann [256, 257]. Die vorliegende Studie ist im Vergleich hierzu in ihrer

Sensitivitat bezlglich des Tumorwachstums limitiert.
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4.2.1 IL-17C hat eine Funktion bei der Rekrutierung von Immunzellen in die
Tumormikroumgebung

Da neutrophile Granulozyten und Makrophagen zahlreich in Lungentumoren zu finden sind,
wird vorgeschlagen, Immuntherapie mit anti-PD-1 Antikérpern und Therapien, die die
Rekrutierung und Aktivitat myeloider Zellen regulieren, zu kombinieren [133, 134].

Studien zeigen, dass das epitheliale Zytokin IL-17C die angeborene Immunantwort reguliert
und nach Stimulation durch bakterielle Erreger, aber auch bei Autoimmunkrankheiten oder bei
akutem Nierenversagen, die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten vermittelt [109, 220-
223, 225, 233, 330-333]. Im Metastasemodell konnten wir bereits zeigen, dass IL-17C die
entziindungs-vermittelte Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in die Tumormikroumgebung
und Tumorwachstum vermittelt [109]. Wie im Metastasemodell flihrte die Defizienz fiir 11-17C
in dem in dieser Arbeit verwendeten Kras-Modell zu einer verminderten Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten in die Tumormikroumgebung. Nach einem Beobachtungszeitraum
von vier bis zwolf Wochen zeigte sich die entziindungsinduzierte Tumorproliferation in Il-17c
defizienten Mdusen vermindert.

Fur das Zytokin IL-17A konnte bereits beschrieben werden, dass das Wachstum Kras-
induzierter Tumore unabhéngig einer NTHi vermittelten Inflammation geférdert wird [334]. Es
wurden IL-17A produzierende CD4 T Zellen identifiziert, welche an chronischer Inflammation
in der Tumormikroumgebung beteiligt sind. Eine Defizienz von Il-17a in einem Kras-
induzierten Tumormodell verringerte neben der Proliferation der Tumorzellen auch die
Angiogenese und die Produktion proinflammatorischer Mediatoren [334]. In dieser Arbeit
konnte bei einer Defizienz von IlI-17c bei Abwesenheit NTHi-induzierter Entzindung kein
verringertes Tumorwachstum und keine Beeinflussung der intrinsischen Inflammation wéhrend
der Beobachtungszeit von zwolf Wochen erkannt werden. Dies liegt wahrscheinlich an der
geringen Expression von IL-17C in Lungen von unbehandelten Méausen. Die Ergebnisse dieser
Arbeit unterstiitzen die Annahme, dass IL-17C-vermittelte Entziindung ein krankhaftes
Mikrobiota mit einem gesteigerten Tumorwachstum verbindet [109].
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4.2.2 1L-17C reguliert die Expression tumorfordernder Entziindungsmediatoren

Abseits der zellrekrutierenden Eigenschaften konnte in dieser Arbeit ein Einfluss von IL-17C
auf die Expression tumorfordernder Zytokine wie IL-6 und CCL5 nachgewiesen werden. Die
Expression von IL-17A wurde hingegen von der Defizienz fir IL-17C nicht beeinflusst.
Studien zeigten, dass IL-6 das Tumorwachstum in Kras-induzierten Lungentumoren sowohl
unabhéngig COPD-&hnlicher Inflammation als auch bei NTHi- und IL-17A-induzierter
pulmonaler Entziindung fordert [249-251, 335-337].

Auch vorherige Studien beschrieben, dass IL-17C die Expression von IL-6 reguliert. So waren
die Plasmakonzentrationen von IL-6 in einem murinen Pneumoniemodell mit Pseudomonas
aeruginosa bei IL-17C defizienten Tieren vermindert [220]. Ebenfalls konnten in einem
Niereninsuffizienzmodell neben verringerten Konzentrationen von TNF-o und IL-1p geringere
Konzentrationen von IL-6 im Serum und Nierengewebe I1-17¢ defizienter Mause nachgewiesen
werden, einhergehend mit verringerter Sterblichkeit und reduziertem Nierenschaden [338]. In
einem viral induzierten Hepatitis-Modell konnte in Serumproben von II-17c defizienten
Méusen eine geringere Konzentration proinflammatorischer Zytokine wie IL-2, IL-6, TNF-a
und INFy gemessen werden.

Die Rolle von IL-17C wurde auch in weiteren préaklinischen Krankheitsmodellen untersucht.
So zeigten IL-17C defiziente M&use in einem Glomerulonephritis-Modell einen verminderten
Nierenschaden was mit einer reduzierten Expression inflammatorischer Zytokine wie I1L-6 und
verminderten Rekrutierung von Entziindungszellen einherging [339]. Im murinen Psoriasis-
Modell fihrte die Antikorper-vermittelte Blockade von IL-17C zu einer verminderten
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in das entziindete Gewebe und zu einer verminderten
Expression inflammatorischer Zytokine [340]. Im Imiquimod-Modell fuhrte die Defizienz fur
IL-17C zu einer verminderten Rekrutierung neutrophiler Granulozyten und zu einer
verminderten Proliferation von Keratinozyten [233]. In Verbindung mit den in dieser Arbeit
erzielten Ergebnissen Iasst sich ableiten, dass IL-17C Uber die Regulation tumorfordernder
Zytokine wie IL-6 und CCL5 und die Rekrutierung von Entziindungszellen wie neutrophile
Granulozyten die Tumorproliferation férdert.

Verschiedene Studien zeigten, dass IL-17 Zytokine synergistisch mit anderen Stimuli wie
Liganden fiir TLRs die Bildung von Zytokinen vermittelt. Dies geschieht (iber die Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren, MAP-Kinasen und Stabilisierung von mRNS [341]. Die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche konnten nach Stimulation mit NTHi eine IL-
17C abhéngige gesteigerte Infiltration Erk-positiver Zellen in die Tumorlasionen und in das

Lungenparenchym der Mé&use belegen. In weiteren in vitro Studien konnte eine direkte
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Aktivierung der MAP Kinase Erk1/2 in humanen und murinen Tumorzelllinien als auch in
primaren humanen Bronchialepithelzellen nachgewiesen werden, wie es auch bereits fir
Darmepithelzellen gezeigt wurde [223]. IL-17C scheint daher in den in dieser Arbeit
verwendeten Modellen die Expression der inflammatorischen Zytokine unter anderem Uber
MAP-Kinase Signalwege zu regulieren. Es ist allerdings auch denkbar, dass IL-17C die

Tumorproliferation direkt tiber die Aktivierung von ERK1/2 vorantreibt [342].

4.2.3 Die IL-17C vermittelte Entziindung verringert das Ansprechen auf die Blockade
des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints

In dieser Arbeit wurde untersucht, inwieweit sich die Ablation von IL-17C auf die Blockade
des PD-1/PD-L1-Immun-Checkpoints und auf die tumorassoziierte Entziindung und
Tumorprogression auswirkt. Hierzu wurde WT und IL-17C defizienten M&usen wie in den
COPD-Modellen wahrend der NTHi-Expositionsphase ein gegen PD-1 gerichteter
therapeutischer Antikorper verabreicht. Nach einer vierwdchigen Beobachtungszeit konnte
festgestellt werden, dass es in IL-17C defizienten Méusen durch die Gabe des therapeutischen
PD-1 Antikorpers zu einem geringeren Tumorwachstum kam. Dies ging mit signifikant
verminderten Konzentrationen an inflammatorischen Zytokinen wie 1L-6, CCL5 und TNF-a in
der Lunge einher.
Wie bereits erwéhnt, scheint die COPD mit einer Erschopfung von CD8 Zellen in Verbindung
zu stehen. Zudem zeigten Studien, dass der PD-1 Signalweg bei Lungenkrebspatienten mit einer
koexistierenden COPD aktiviert ist [211-213]. Daher wird vorgeschlagen, dass COPD-
assoziierte Entziindung das Ansprechen von Lungenkrebspatienten auf eine PD-1/PD-L1-
Behandlung begulnstigt [211, 212]. Erste klinische Studien deuten darauf hin, dass
Lungenkrebspatienten mit einer koexistierenden COPD sich flr Therapien, die die PD-1/PD-
L1-Achse blockieren, qualifizieren [211, 212]. In dem in dieser Arbeit verwendeten COPD-
Modell hatte Defizienz fir IL-17C keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von PD-1
in CD8 Lymphozyten und die Membranexpression von PD-L1 in myeloiden Zellen, sie fiihrte
aber zu einem verbesserten Ansprechen auf die PD-1-Therapie. Die IL-17C-vermittelte
Expression tumorfordernder Zytokine wie IL-6 und die Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten scheint daher die Sensitivitat gegentiber der Blockade von PD-1 zu vermindern.
Diese Hypothese wird von aktuellen praklinischen Studien unterstiitzt. So verstarkte die
zielgerichtete Inhibierung von IL-6 die Wirkung einer anti-PD-1 Therapie in murinen Modellen
von Bauchspeicheldriisen- und Hautkrebs [343, 344]. Dariiber hinaus zeigten Akbay, E. A. et
al., dass IL-17A, das den IL-17 Rezeptor IL-17RA mit IL-17C teilt, die Wirkung der Blockade
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des PD-1-Immun-Checkpoints in Kras-Mausen, die ein konditionales Allel fir IL-17A
exprimieren, mindert [249]. Die Autoren konnten zeigen, dass erzwungene Expression von IL-
17A uber IL-6 und tumorassoziierte neutrophile Granulozyten zum Tumorwachstum fuhrt.
Studien zeigten auch, dass neutrophile Granulozyten Uber die Suppression von T Zellen
Immunantworten, die sich gegen Tumorwachstum richten, hemmen. Dies geschieht Uber
unterschiedliche Mechanismen, wie die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies oder Arginase
[345, 346]. Negative Effekte auf Immuntherapien konnten auch fiir das antiinflammatorische
Zytokin 1L-10 identifiziert werden. Vahl et al. konnten zeigen, dass die Expression von IL-10
und dessen Rezeptor IL-10R in der Lunge mit der Tumorgrél3e korreliert und das Ansprechen
auf eine PD-1-Immuntherapie erschwert (Vahl, Friedrich et al. 2017). In den Versuchen mit
vierwochiger Exposition zu NTHi lagen die Konzentrationen von IL-10 unter dem
Detektionslimit. Dennoch kénnten zu friheren Zeitpunkten positive Effekte einer 1l-17c
Defizienz auf die Produktion antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 zu einer gesteigerten
Effektivitat der PD-1 Blockade fuhren.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten legen nahe, dass COPD-&hnliche Entziindung zu einem
Tumormikromilieu beitrégt, dass ein Ansprechen auf eine PD-1-Immuntherapie begunstigt.
Auf der anderen Seite kommt es durch die Inflammation zu einer gesteigerten Expression von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-17C und IL-6, welche wiederrum Tumorwachstum
antreiben und einer PD-1-Monotherapie entgegenwirken konnen. Bereits etablierte
Kombinationstherapien bzw. Wechseltherapien aus verschiedenen Immun-Checkpoint-
Inhibitoren wie PD-1 und CTLA-4 legen zwar eine gesteigerte Effektivitit nahe, doch zeigten
diese ebenfalls gesteigerte toxische Effekte [322, 347-350]. Denkbar ist, dass eine Kombination
einer PD-1-Immuntherapie mit einer Blockade weiterer proinflammatorischer Zytokine wie IL-
17C und IL-6 positive Effekte aufweisen konnte, welche bei bisherigen Kombinationstherapien
noch zu starken Komplikationen flihren. Weiterfiihrende Studien miissen zeigen, inwiefern sich

innovative Kombinationstherapien fiir die Behandlung von Lungenkrebs eignen.
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