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1 Einleitung

1.1 Asthma bronchiale

Das Asthma bronchiale stellt im Kindesalter eine der haufigsten nicht Ubertragbaren
chronischen Erkrankungen dar. Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation waren im

Jahr 2019 schatzungsweise 262 Millionen Menschen betroffen [1,2].

Die Erkrankung stellt somit ein globales Gesundheitsproblem dar, welches zu einer
reduzierten Lebenserwartung und verminderten Lebensqualitdt in allen Altersklassen
beitragt. Dabei ist die Hospitalisierung von Betroffenen ein indirekter Indikator fiir die Inzidenz
von schweren Asthmaformen. Wahrend in Nationen mit hohem Einkommen in den letzten
Jahren ein Rickgang der stationdren Behandlung von Asthmapatienten verzeichnet wurde,
herrscht insbesondere in weniger entwickelten Landern eine Unterversorgung beispielsweise
durch mangelnde Verfligbarkeit und Durchfiihrung einer angemessenen medikamentdsen
Therapie [3]. Als weitere Risikofaktoren hierfiir werden z.B. Tabakkonsum, passive
Tabakrauchexposition, Luftverschmutzung in Innenstddten und genetische Einfllsse
diskutiert [4-6].

In Deutschland wurden durch das Robert-Koch-Institut anhand der Studie zur Gesundheit von
Kindern und Jugendlichen (KiGGS) mit mehr als 10 000 Teilnehmern umfangreiche Daten zur
Epidemiologie von Asthma bronchiale ausgewertet, welche im Rahmen der Basiserhebung
(2003-2006) sowie Folgeerhebungen (2009-2012 und 2014-2017) ermittelt wurden [7]. Die
12-Monats-Prdvalenz von Asthma bronchiale bei Kindern und Jugendlichen lag demnach bei
3,5% [8]. Dieser Wert liegt in den letzten Jahren auf einem stabil hohen Niveau. Zwischen dem
weiblichen und mannlichen Geschlecht wurden keine signifikanten Unterschiede beziiglich
der Inzidenz (3,4%), Remission (65% nach 10 Jahren) und Persistenz (35% nach 10 Jahren) von

Asthma bronchiale festgestellt [9].

Im Kindesalter ist Asthma bronchiale mit einem erhéhten Bedarf an Akutmedizin verbunden,
fUhrt zu Fehltagen in der Schule und beeintrachtigt die Lebensqualitat z.B. durch Vermeidung
korperlicher Aktivitaten. Um diese Situation zu verbessern, ist es wichtig insbesondere das

Grundverstandnis von Asthma bronchiale zu verbessern und die Pathomechanismen weiter
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aufzuschllsseln, um Fortschritte in der Pravention und Behandlung bewirken zu kénnen [10-
12].

Im Allgemeinen beruht das Grundverstandnis von Asthma bronchiale zunachst auf der
Beschreibung des heterogenen Symptomkomplexes, welcher durch Entziindungsprozesse der
kleinen und mittleren Atemwege hervorgerufen wird und durch eine variable
Atemwegsobstruktion mit bronchialer Hyperreagibilitdat gekennzeichnet ist. Die klinische
Symptomatik verhalt sich zeitlich variabel, tritt in wechselnder Intensitat auf und prasentiert

sich durch ein thorakales Engegefiihl, trockenen Reizhusten sowie Kurzatmigkeit [13,14].

Die Atemnebengerdusche kdnnen durch Giemen, Brummen und Pfeifen charakterisiert sein.
Dieser Symptomkomplex wird auch unter dem englischen Begriff wheezing (anndhernd engl.
Ubersetzung fiir ,,Pfeifen/Keuchen”) zusammengefasst [15,16]. Die Definition eines Wheezers
ist vor allem bei der Diagnosefindung von Asthma bei Sdauglingen und Kleinkindern hilfreich,
wenn beispielsweise eine Spirometrie aufgrund mangelnder Compliance (z.B. altersbedingt)

nicht durchfihrbar ist [17].

Mittels Spirometrie bzw. peak-flow (engl. Spitzendurchfluss) Messung kann eine Obstruktion
bei dlteren Kindern unter guter Mitarbeit quantifiziert werden. Ein wesentlicher Parameter
der Spirometrie ist der Tiffeneau-Index (relative Einsekundenkapazitdt), welcher durch
Division des forcierten exspiratorischen Einsekundenvolumens (FEV1) durch die Vitalkapazitat
(FVC) berechnet wird. Bei einer obstruktiven Ventilationsstorung ist der Tiffeneau-Index auf
altersabhangige Werte unterhalb der 5. Perzentile vermindert. Die Asthma bronchiale
kennzeichnende  Reversibilitdit einer  Obstruktion  kann  anschlieBend  mittels
Bronchodilatationstest gemessen werden, bei dem das FEV: nach Inhalation eines

kurzwirksamen Beta-Mimetikums erneut bestimmt wird [18].

Die Behandlung von Asthma bronchiale richtet sich aktuell nach einem Stufenschema, anhand
dessen je nach Symptomkontrolle eine Therapieeskalation bzw. Deseskalation empfohlen
wird [13]. Hierunter kann in den meisten Fallen eine gute Symptomkontrolle erzielt und
Spatfolgen reduziert bzw. vermieden werden. Dennoch leiden bei den Patienten mit schweren
Asthmaformen etwa 3,6% trotz maximaler medikamentdser Therapie und guter Adharenz
unter einer schlechten Symptomkontrolle mit hoher Krankheitslast [19]. Um insbesondere
diesem Patientenkollektiv eine bessere individuelle Behandlung zu erméglichen, werden die
bisher  bekannten klinischen  Phdnotypen hinsichtlich des zugrundeliegenden
Pathomechanismus aktuell genauer erforscht [20-22].
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Die Gruppe der Wheezer kann entsprechend der klinischen Symptomatik zwei klinischen
Phanotypen zugeordnet werden, welcher eine Therapieentscheidung beeinflussen kann. Die
gangige Charakterisierung der Wheezer erfolgt in eine Gruppe mit ,episodic viral wheeze”
(Auftreten virus-assoziierter Exazerbationen mit intermittierender Symptomfreiheit) und
eine Gruppe mit ,multitrigger wheeze” (durch Umwelteinfliisse ausgeldste Exazerbationen
mit intermittierender Symptompersistenz) [23]. Diese berticksichtigt jedoch nicht die Schwere
und Haufigkeit der Symptomatik und differenziert nicht ausreichend hinsichtlich nicht
asthmatischer Ursachen fir eine wheezing Symptomatik, deren Kenntnisse jedoch
wesentliche Behandlungskriterien bzgl. einer Therapieentscheidung und Therapiekontrolle
darstellen [17,24]. Um eine Objektivierung dieses heterogenen Bildes zu ermdglichen und eine
optimale individualisierte Behandlung zu erzielen, ist insbesondere das molekulare
Grundverstandnis von asthmarelevanten Pathomechanismen auch in dieser Altersgruppe von

groRRer Bedeutung.

1.2 Asthmarelevante Pathomechanismen

Die Pathogenese von Asthma bronchiale ist noch nicht vollstandig verstanden.

Bei den meisten Kindern und Jugendlichen ist Asthma bronchiale allergisch bedingt und
entsteht aufgrund einer allergischen Sensibilisierung des Immunsystems [14,16].

Endogene Faktoren der allergischen Komponente von Asthma bronchiale konnte
insbesondere auf zelluldrer Ebene bereits tiefergehend erforscht werden.

Zu den endogenen Faktoren gehéren eine Uberexpression proinflammatorischer Zytokine und
Mediatoren, die von T-Zellen, Mastzellen und eosinophilen Granulozyten produziert werden
[25-27]. T-Helferzellen (Th) bilden Interleukin (IL)-4 und IL-13, steuern dariber die
Ausschiittung von Immunglobulin (Ig)E und beeinflussen eosinophile Granulozyten Gber IL-5
[28]. Die eosinophile Entziindungsreaktion tritt bei etwa 40-60% der Patienten mit einer
schweren Asthmaform auf und wird auch bei der Einteilung von Asthma Endotypen in , Th2-
high” (eosinophil) und ,, Th2-low“ (nicht-eosinophil) bericksichtigt [29].

Patienten mit schwerem, allergischem Asthma weisen hohe IgE-Level im Serum auf und
sprechen in der Regel gut auf eine Anti-IgE-Therapie an. Auf der anderen Seite zeigen

Patienten mit schwerem nicht-allergischem Asthma haufig eine Resistenz gegeniiber einer
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Therapie mit Glukokortikoiden. Hierfur verantwortlich sein kénnen eine Dysfunktion am
Glukokortikoid-Rezeptor oder eine Reduktion des Enzyms Histon-Deacetylase [30,31]. Histon-
Modifikationen sind Teil epigenetischer Steuerungsmechanismen in der Zelle [32]. Diese
Steuerungsmechanismen werden als wichtiger Aspekt in der Asthmapathogenese gesehen
und werden im spateren Abschnitt genauer erldutert [33].

Neben den endogenen Faktoren sind auch exogene Faktoren an der Asthmapathogenese
beteiligt. Hierzu gehoren beispielsweise bestimmte Allergene, die besonders mit atopischem
Asthma assoziiert sind. Das Allergenlevel in geschlossenen Raumen weist eine positive
Korrelation mit Asthmasymptomen auf, wobei insbesondere der Zeitpunkt der
Sensibilisierung und das Alter entscheidend sind [16,34-36]. Eine wichtige Rolle bei bakteriell
ausgelosten Asthamaexazerbationen spielt das mikrobielle Lipopolysaccharid (LPS), ein
Endotoxin und Bestandteil der Zellmembran gram-negativer Bakterien, welches primar eine
neutrophile Entziindungsreaktion in den Atemwegen auslésen kann [37]. Allerdings kann eine
erhohte Exposition mit diesem Endotoxin im frihen Lebensalter durch Inhibierung von IL-13
protektiv wirken und dadurch negativ mit dem Auftreten von allergischem Asthma korrelieren
[38,39].

Virale Infektionen fiihren im Gegensatz zu bakteriellen Infektionen haufig zu einer akuten
Exazerbation der Symptomatik. Atemwegsinfekte, die mit Asthmasymptomen (Husten,
Giemen, Pfeifen, Brummen) einhergehen sind besonders bei Kleinkindern im Alter von 1-2
Jahren sehr verbreitet [16,40]. Diese Infekte werden hauptsachlich von RS-Viren
(Respiratorische Synzytial-Viren), humanen Rhinoviren, Parainfluenza- und zu einem
geringeren Anteil von Adeno-, humanen Metapneumo-, Influenza- und Coronaviren ausgeldst
[6,16,41,42].

Wahrend die Symptome bei atopischem Asthma haufig bis in das Erwachsenenalter
persistieren, werden die Symptome bei Virus-assoziiertem Asthma mit zunehmendem Alter
eher weniger [29]. Beiden Formen gemein ist eine aberrante und tiberméaRige Abwehrreaktion
des Immunsystems, die zu entzlindlich bedingten Gewebeschaden in den Atemwegen und zu
einer verstarkten Reaktion auf bronchokonstriktorisch wirkende Reize fuhrt. Dieser
Krankheitsprozess beginnt in den meisten Fallen im friihen Kindesalter und erstreckt sich dann
haufig Gber mindestens 10 Jahre [43,44]. Dabei kommt es durch die chronische Entziindung
zu reaktiven Umbauprozessen mit Hypertrophie und Hyperplasie glatter Muskelzellen sowie

einer Fibrose durch aktivierte Fibroblasten. Diese sezernieren proinflammatorische
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Signalproteine und flihren so zu einer Kommunikation zwischen den bronchialen Epithelzellen
mit der extrazelluldren Matrix sowie einer Stimulation zur Hypervaskularisation, wodurch

wiederum die klinische Symptomatik verstarkt wird [45-47].

Um das Verstandnis dieser komplexen Interaktion aus multiplen endogenen und exogenen
Faktoren zu verbessern und die Heterogenitat des klinischen Bildes zu erkldren, wird schon
seit einigen Jahren die Interaktion des Genoms mit dessen Umwelt molekulargenetisch
genauer erforscht [21,48].

Ziel ist es weitere Endotypen entsprechend Patientengruppen mit gleichem
zugrundeliegenden Wirkmechanismus zu identifizieren, die dadurch von einer prazisierten
Behandlung profitieren kdnnen, beispielsweise durch Biologika wie den monoklonalen IL-5-
Antikdrper Mepolizumab. AuBerdem kann die Kenntnis des Endotyps eine Indikation zur
Therapieeskalation darstellen [29,49].

Auf molekularer Ebene wurden anhand von genomweiten Assoziationsstudien bereits mehr
als 100 Gene im Zusammenhang mit Asthmaanfalligkeit identifiziert. Bei den Genen handelt
es sich beispielsweise um solche, die bei der Expression von Bestandteilen der epithelialen
Matrix sowie glatten Muskelzellen beteiligt sind und somit eine wichtige Rolle am Erhalt der
Epithelfunktion darstellen. Beispiele hierfir sind die Gene ORMDL3 und GSDMB, welche eine
starke Assoziation mit kindlichem Asthma bronchiale gezeigt haben, insbesondere bei
denjenigen die einer Exposition gegenliber Tabakrauch als Umweltfaktor ausgesetzt waren

[50,51].

1.3 Rhinoviren und Asthma

Bei den Rhinoviren handelt es sich um den haufigsten exogenen Ausloser einer Asthma
Exazerbation im Kindesalter [52].

Allgemein gehdren Humane Rhinoviren (RV) zur Familie der Picornaviren. Es handelt sich um
positive RNA-Viren mit einem einzelstrangigen RNA-Genom von denen bisher etwa 150
Serotypen identifiziert wurden. In epidemiologischen Studien zur Serotypen-Zirkulation

wurde herausgefunden, dass sich diese stabil verhalten und keinem Antigen-Drift unterziehen
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[53-56]. Anhand ihrer Genstruktur wurden die Serotypen in drei genetisch unterschiedliche
Gruppen A, B und C unterteilt [53,57].

Uber 50% der Infekte der oberen Atemwege werden durch RV ausgeldst. Infekte der unteren
Atemwege, z.B. Bronchiolitiden kénnen ebenfalls von RV ausgeldst werden und fiihren dann
zu akuten Asthma-Symptomen [58,59]. Infantiles wheezing (Alter 0-3 Jahre) wird haufig durch
eine RV-Infektion (RVI) ausgeldst und ist zusatzlich mit einem hohen Risiko fiir erneutes
Auftreten von wheezing im Kleinkindalter verbunden [6]. Wiederholte schwere virale
Infektionen mit RV steigern das Asthmarisiko bis um das zehnfache. Liegt bereits eine
asthmatische Erkrankung vor kénnen virale Infekte zu Verschlechterungsschiiben fiihren,
insbesondere bei bestehender Atopie [25,26,43]. Fiir Infekte der unteren Atemwege werden
vor allem RV vom Typ A und C verantwortlich gemacht. Diese I6sen vergleichsweise starkere
Symptome aus, wobei Kinder unter flinf Jahren deutlich haufiger eine stationdre Behandlung
bendtigen [60,61].

Ein moglicher Faktor bei der Asthmapathogenese durch eine Infektion mit RV Typ C ist ein
Polymorphismus des transmembrandren Proteins CDHR3 (engl. Cadherin-related family
member 3), welches einen Eintrittsfaktor fir RV Typ C in die Epithelzellen der Atemwege
darstellt [60,62,63]. Eine als ,minor group” bezeichnete Untergruppe der RV vom Typ A
binden an LDL-Rezeptoren (engl. low-density lipoprotein). Die tGbrigen RV vom Typ A und B
bilden mit Gber 90% die ,major group” und binden an das interzellulare Adhasionsmolekiil 1
(ICAM-1). Die RV werden dann Uber Endozytose in Zilien tragende nasale Epithelzellen
aufgenommen. Das in dieser Arbeit untersuchte RV-16 gehort zur ,major group” [56,57,59].
Die meisten RV-Infektionen betreffen Kinder im Alter von unter zwei Jahren [64]. In diesem
Zeitraum adaptieren sich die Atemwege an Umwelteinflliisse, um auf exogene Stimuli
reagieren zu kdnnen. Im Wachstum finden strukturelle Umbauprozesse statt, wie zum Beispiel
die Alveolarisierung, Epithelverdnderungen, VergrofRerung des Atemwegsdurchmessers sowie
deren neuronale Verschaltung. Es besteht die Mdoglichkeit, dass der spatere Phanotyp der
Atemwege durch viral induzierte strukturelle und funktionelle Veranderungen vor allem in der
frihen postnatalen Phase beeinflusst und hier eine Art Gedachtnisanlage stattfindet, wodurch
die Grundlage fiir die spatere Entstehung von Asthma bronchiale gebildet wird [16,43,65,66].
Eine wichtige Rolle dabei spielen Sensorzellen des angeborenen Immunsystems (z.B.
dendritische Zellen), die mit Hilfe von Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (PAMPs) nicht kdrpereigener Bestandteile von Zellen (z.B.
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virale RNA) erkennen und so eine Th2-vermittelte adaptierte Immunantwort auslésen kdnnen
[67-69].

Aktuell werden Multiplex-PCR-Assays verwendet, um Viren wie die RVs bei respiratorischen
Infekten zu detektieren [70]. Wahrend zur Pravention einer schweren RSV-Infektion eine
Passivimmunisierung mit dem monoklonalen Antikérper Palivizumab fiir bestimmte
Risikogruppen wie Friihgeborene oder Kinder mit angeborenen Herzfehlern saisonal
empfohlen ist, konnte aufgrund der hohen Anzahl von Serotypen, bei denen sich die Antigen
kodierenden Sequenzen sehr stark voneinander unterscheiden, noch kein spezifischer
Impfstoff zur Pravention einer RVI entwickelt werden [57,71,72]. Ebenfalls gibt es derzeit
noch keine zugelassenen RV spezifischen antiviralen Medikamente. Antivirale
Therapieansatze bei Asthmapatienten sind Gegenstand aktueller Forschung, wobei unter
anderem das viruskapsidbindende Medikament Pleconaril genauer untersucht wird, welches
die Freisetzung der viralen Nukleinsdure hemmt [55,73,74].

Wie eine durch RVI hervorgerufene akute Exazerbation mit der Entstehung von Asthma
bronchiale pathophysiologisch zusammenhangt, ist auf molekulargenetischer Ebene noch

nicht genau verstanden und wurde in dieser Arbeit genauer untersucht.

1.4 Das Enzym Adenylatzyklase und dessen Bedeutung fir Inflammation und

Asthma

Der Fokus der molekulargenetischen Untersuchung dieser Arbeit liegt auf einem fiir das

Enzym Adenylatzyklase kodierenden Genabschnitt.

Allgemein handelt es sich bei Adenylatzyklasen (ADCYs) um weit verbreitete Signalproteine,
die unterschiedlichste intra- und extrazellulare Reize in ein einheitliches intrazellulares Signal
verarbeiten konnen [75]. Die ADCYs reagieren typischerweise auf stimulierende und
inhibierende Reize, die liber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vermittelt werden. G-Proteine
interagieren dann mit den ADCYs, die als Enzym die Synthese von intrazelluldrem ATP zum
second-messenger (engl. sekundarer Botenstoff) cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat)
katalysieren. cAMP entfaltet seine Wirkung durch Aktivierung der cAMP-abhdngigen
Proteinkinase A (PKA), die wiederum andere zelluldre Proteine und damit eine Vielzahl

zelluldarer Prozesse durch Phosphorylierung steuert [76]. Die Regulation der ADCY-Aktivitat
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Uber Beta-Rezeptoren ist heute besonders gut verstanden. Durch Agonisten (z. B. Adrenalin)
am f3,-adrenergen Rezeptor werden stimulierende G-Proteine (Gs) aktiviert und so die ADCY

angeregt (s. Abb. 1) [77-81].

Adrenalin

extrazellular

S

intrazellular

Aktivierung ATP

cAMP PKA

Abbildung 1: Rolle der Adenylatzyklase in der Zelle.

Schematische Darstellung einer Zellmembran: Transmembranar befinden sich der B,-Rezeptor (B2-R.) und die
Adenylatzyklase (ADCY). Durch Bindung eines B,-Agonisten, z.B. Adrenalin wird das intrazellular an den f8,-
Rezeptor gebundene G-Protein (Gs) aktiviert und so die ADCY zur Katalyse von ATP zu cAMP angeregt. CAMP
aktiviert dann die Proteinkinase A (PKA).

Quelle: Eigene Darstellung adaptiert aus Lehninger Biochemie, Nelson und Cox, S. 560, 2011.

Bisher wurden mindestens neun ADCY-lIsoformen und zwei Splicevarianten der ADCY8
identifiziert. Diese weisen eine starke Homologie in der Primarstruktur des katalytischen
Zentrums auf und zeigen vermutlich die gleiche Tertiadrstruktur. Insgesamt werden die ADCYs
ubiquitar im Gewebe exprimiert, wobei bestimmte Isoformen gewebespezifisch vorliegen. In
dieser Arbeit wurde die Isoform ADCY9, welche ubiquitdr gefunden wurde und gehauft in
Gehirn, Lunge und Skelettmuskel exprimiert wird, untersucht. Schwedische Forscher
untersuchten die RNA-Expression von ADCY9 aus Lungengewebeproben von 9 Erwachsenen
mittels RNA-Sequenzierung und zeigten, dass innerhalb der vorliegenden Zelltypen ein Anteil
von durchschnittlich 5% von bronchialen Epithelzellen, 10% von Makrophagen und etwa 30%
von Alveolar- sowie Endothelzellen exprimiert wird. Der restliche Anteil wurde weiteren

unspezifizierten Zelltypen der Gewebeprobe zugeordnet [82].
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Das ADCY9-Gen befindet sich auf dem humanen Chromosom 16p13.3 (134) und erstreckt sich
Uber mehr als 150 kb und 9 Introns. ADCY9 kann im Gegenteil zu allen anderen ADCYs nicht
durch Forskolin aktiviert werden und wird nicht direkt Gber Ca?* und die G-Protein

Untereinheiten Sy reguliert [83—85].

Aufgrund ihrer enzymatischen Funktion bei der Katalyse von cAMP, bilden die
Adenylatzyklasen einen essenziellen Bestandteil fiir den Energiestoffwechsel der Zellen
insbesondere in den Mitochondrien. Durch einen Anstieg der cAMP Konzentration werden
mitochondriale Proteine der Atmungskette durch Phosphorylierung aktiviert, die an der
Zellatmung beteiligt sind und so die Bereitstellung von ATP fir den zelleigenen

Energiespeicher steuern [86—89].

Umgekehrt wird die Zellatmung durch den Abbau von cAMP durch Phosphodiesterasen
(PDE2A) geschwacht [85,90]. Ebenso konnte gezeigt werden, dass cAMP Verbrauch durch
Hemmung von mitochondrialer ADCY eine Abnahme von funktionellen Untereinheiten der
Komplexe | und V der Atmungskette induziert und eine Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials bewirkt [91,92]. Diese Funktionseinschrankung der Atmungskette
resultiert entsprechend in einer verminderten ATP-Synthese, wodurch ATP abhangige
Zellmechanismen wie z.B. der ATPase abhdngige transmembranadre lonentransport in ihrer
Funktion beeintrachtigt werden. Dadurch kommt es zu Elektrolytverschiebungen mit
Ubermaligem intrazelluldarem sowie mitochondrialem Calciumeinstrom, Inflammation und
letztendlich moglichem Zelltod durch Nekrose und Apoptose [93-95].

Die Apoptose wird durch Freisetzung proapoptotischer Proteine aus den Mitochondrien (z.B.
Bad, Bax und Bak) in Interaktion mit unspezifischen Proteasen, sogenannten ,Caspasen”
koordiniert und durch multiple cAMP-PKA abhdngige Signalkaskaden reguliert [94,96,97].
Dabei erfolgt beispielsweise die Aktivierung einiger proapoptotischer Proteine (z.B. Bax und
Bad) durch PKA-abhdngige Phosphorylierung [98—100]. Im Gegensatz dazu konnte auch ein
protektiver Einfluss von mitochondrialem cAMP auf die Apoptose beobachtet werden [101].
Typischerweise geht die Apoptose nicht mit einer direkten Inflammationsreaktion einher [96].
Dennoch konnte die mitochondriale Beteiligung in der Pathogenese von Asthma bronchiale in
multiplen epidemiologischen und klinischen Studien mit erhéhten reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) in Zusammenhang gebracht werden, welche als Nebenprodukt bei der ATP-Synthese
durch oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien gebildet werden und eine Apoptose
induzieren kénnen [102].
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In  bronchialen Zellen von Asthmatikern konnten sowohl nach ROS bedingter
Proteinschadigung der mitochondrialen Atmungskette als auch nach Allergenprovokation

vermehrte ROS gemessen werden [103,104].

Ebenso kdnnen ROS durch Exposition gegenliber Umweltfaktoren wie Luftverschmutzung und
Tabakrauch entstehen und bei einem Ubersteigen der zelleigenen enzymatischen
Abbaumechanismen (z.B. durch Peroxidase) Zellschadigungen hervorrufen [105-107]. ROS
konnen eine Entziindungsreaktion in den Atemwegen auslosen, indem z.B.
Transkrisptionsfaktoren  aktiviert werden, die eine vermehrte Genexpression
proinflammatorischer Zytokine sowie Adhdsionsmolekile neutrophiler Granulozyten

bewirken [108-110].

Die ADCY bildet daher eine Schlisselrolle in multiplen cAMP-abhangigen Signalkaskaden der
mitochondrialen Apoptoseregulation und Zellatmung. In dem Zusammenhang stellt sich die
Frage, ob eine Beeinflussung der Genexpression der ADCY z.B. durch Umwelteinflisse wie
Tabakrauchexposition oder virale Infektionen eine Rolle in der Pathophysiologie von
Atemwegsinflammation durch Schadigung mitochondrialer Stoffwechselprozesse und ROS

Entstehung darstellt.

Aufgrund der Vielzahl komplexer Signalwege der G-Protein gekoppelte Rezeptoren, deren
Signaltransduktion mittels ADCY vielfdltige biologische Antworten hervorrufen kénnen, sind
noch viele weitere Mechanismen denkbar, welche durch eine verminderte Genexpression von
ADCY 1zu diversen Fehlregulationen unterschiedlicher Systeme fihren und eine

Entziindungsreaktion hervorrufen kénnen.

Im Immunsystem sind G-Protein gekoppelten Rezeptoren z.B. in den Zellmembranen der
Immunzellen (T- und B-Lymphozyten) verankert und Bestandteil von Reifung, Migration,
Proliferation, Adhasion und Suppression der Immunzellen sowie chemotaktischen Attraktion
von Leukozyten an Entziindungsherden [111,112]. Eine Dysregulation dieser Prozesse kann

mit Autoimmunitat oder Allergie in Verbindung gebracht werden [113-116].

Im klinischen Kontext von Asthma bronchiale spielt das Enzym ADCY eine besondere Rolle in
der Asthmatherapie. Hier werden als Bedarfsmedikation kurz- und langwirksame [32-
Sympathomimetika eingesetzt. Diese entfalten Ihre Wirkung ebenfalls durch die G-Protein Gs
vermittelte Aktivierung der ADCY und dem daraus resultierenden Anstieg der intrazelluldren
cAMP-Konzentration (Abb. 1) [117]. Diese Medikamente werden in der Regel inhalativ
verabreicht und bewirken eine Relaxation der glatten Bronchialmuskulatur. Durch die
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Bronchodilatation wird der Atemwegswiderstand gesenkt, die Atemarbeit reduziert sowie die

gesamte Atemmechanik verbessert und die Ventilation der Lunge optimiert.

Im Jahr 2007 konnten Edwards et al. zeigen, dass das proinflammatorische Zytokin Interleukin-
6 (IL-6) nach in vitro RVI einer Zellkultur bronchialer Epithelzellen (BEAS-2B) verstarkt
exprimiert wird und dass dieser Effekt durch Anwendung von [3-Sympathomimetika durch
Aktivierung cAMP empfindlicher Transkriptionsfaktoren verstarkt wird. Umgekehrt dazu
konnten die Forscher zeigen, dass eine Applikation von Glucocorticoiden diesem Effekt
moglicherweise durch Hemmung dieser Transkriptionsfaktoren entgegenwirkt. Die
Ergebnisse liefern Evidenz fiir die sinnvolle Indikation einer kombinierten Therapie aus (.-
Sympathomimetika und inhalativer Glucocorticoide bei viral bedingten Asthma
Exazerbationen [118].

Ob eine verminderte Genexpression der ADCY durch virale Infektion(en) oder exogene
Umwelteinflisse ebenfalls den Wirkmechanismus von [;-Sympathomimetika sowie
inhalativer  Glucocorticoide auf transkriptioneller Ebene beeinflusst und eine
pathophysiologische Ursache fiir eine Verschlechterung des Asthmas darstellen kdnnte,

wurde bisher nicht untersucht.

1.5 Epigenetik

Epigenetische Mechanismen beschreiben vererbbare Verdanderungen der Genaktivitat in
Unabhangigkeit von der zugrundeliegenden DNA-Sequenz, die im Laufe der Entwicklung und
Zellproliferation auftreten und den Organismus auf Umwelteinfllisse reagieren lassen [119—
121]. Wahrend die genetischen, phdanotypischen und transkriptionellen Aspekte von Asthma
bronchiale schon gut charakterisiert wurden, befinden sich die epigenetischen
Untersuchungen noch in ihren Anfangen.

Zu den Grundlagen epigenetischer Verdanderungen gehdéren DNA-Methylierung, Histon-
Modifikationen und Mikro-RNA (miRNA)-Regulation, deren Wirkmechanismen eine
potentielle molekulare Erklarung fir das Zusammenspiel von genetischen Komponenten mit
Umwelteinflissen in der Pathogenese von Asthma und Atopie darstellen [122—-125]. Bei der
DNA-Methylierung handelt es sich um den Einbau von Methylgruppen an bestimmten

Cytosin-Phosphat-Guanin (CpG) Basenpaaren. Die DNA-Methylierung reguliert so die
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Genexpression entweder direkt, indem die Bindung von Transkriptionsfaktoren gehemmt
wird oder indirekt, durch die Rekrutierung von Histon assoziierten Proteinen und
Chromatinumbau. Histon-Modifikationen beinhalten vor allem eine Acetylierung,
Methylierung, Phosphorylierung und Ubiquitinylierung, wodurch die Chromatinstruktur und
transkriptionelle Aktivitat reguliert werden kann. Diese Reaktionen werden durch bestimmte
Enzyme katalysiert, woraus sowohl unterdriickende als auch aktivierende Effekte resultieren
konnen. Die Acetylierung flihrt zum Beispiel zu einer weniger dichten Ummantelung der DNA
durch die Histon-Proteine, wodurch die DNA leichter fiir die Transkription zugdnglich ist
[122,126,127]. miRNAs sind sehr kleine nicht kodierende RNAs, die im Zytoplasma durch die
Endoribonuklease Dicer in kurze doppelstrangige RNA-Fragmente geschnitten und
anschliefend lber ein doppelstrangiges RNA-Bindeprotein entwunden und einzelstrangig
werden. Diese einzelstrangige miRNA bildet dann einen Proteinenkomplex mit
Argonautproteinen, den sogenannten RNA-induced silencing Komplex (RISC). Die miRNA
bildet dabei einen spezifischen Leitstrang fiir die komplementare Ziel-mRNA, welche in den
RISC mitaufgenommen und dadurch z.B. die Translation an den Ribosomen supprimiert
werden kann. Zusatzlich kann das Argonautprotein zu einer Ribonuklease aktiviert werden
und einen Abbau der Ziel-mRNA bewirken, wodurch die entsprechende Proteinbildung
reduziert oder verhindert werden kann [122,128-130].

In den letzten Jahren konnten in epigenomweiten Assoziationsstudien DNA-
Methylierungsprofile aus Vollblut im Zusammenhang mit kindlichem Asthma erstellt werden,
wobei insgesamt eine verminderte DNA-Methylierung an unterschiedlichen CpGs beobachtet
wurde, deren zugehorigen Gene mit einer Aktivierung von Eosinophilen und zytotoxischen T-
Zellen in Verbindung gebracht werden [131-133].

Die klinische Forschungsgruppe (Allergy, Asthma and Immunology Research Unit) der
Northwestern  University, Chicago konnte im Jahr 2014 aulerdem DNA-
Methylierungsanderungen in nasalen Epithelzelle nach RVI feststellen. Die Forscher erstellten
dabei ein Profil der DNA-Methylierung von primaren nasalen Epithelzellen (NECs) bei
Asthmatikern und gesunden Spendern, die jeweils in vitro mit dem humanen Rhinovirus (RV)
infiziert wurden. Das Profil der gesamten DNA-Methylierung wurde mit dem Human
Methylation450BeadChip Kit (lumina) analysiert und dazu Loci-spezifische Methylierungen
mittels Pyrosequenzierung detektiert. Die Ergebnisse zeigen, dass die RVI einen signifikanten

Anstieg der genomweiten DNA-Methylierung in Zellen von Asthmatikern ausldésen kann.
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Neben krankheitsbedingten DNA-Methylierungsanderungen, die nicht durch die RVI ausgeldst
wurden, konnten jedoch auch einzigartige Anderungen des Methylierungsgrades durch die
RVI in beiden Versuchsgruppen gemessen werden. In der Studie wurde zum ersten Mal
beschrieben, dass Rhinoviren unterschiedliche epigenetische Modifikationen in Zellen der
Atemwege von Asthmatikern und gesunden Probanden auslésen [134]. Diese Ergebnisse
konnten inzwischen mehrfach bestatigt werden, unter anderem durch die Forschungsgruppe
der Sektion Padiatrische Pneumologie und Allergologie der Kinderklinik am UKSH Libeck,
deren Ergebnisse die Grundlage dieser Arbeit bilden [135,136]. Diese Erkenntnisse liefern
daher moglicherweise eine molekulargenetische Erklarung fur viral bedingte Asthma
Progression.

In weiteren Forschungsarbeiten wurde neben der RVl auch der Einfluss von anderen exogenen
Umweltfaktoren auf die DNA-Methylierung untersucht und gezeigt, dass eine Exposition
gegenilber Tabakrauch und Luftverschmutzung sowie Nahrungsmittelsensibilisierung eine
differentielle Methylierung auslésen und mit Asthma und Atopie assoziiert werden kdnnen
[137-139].

Es bleibt zu erforschen ob weitere Gene durch exogene Faktoren wie die virusinduzierte
Methylierungsanderung in ihrer Expression beeinflusst und dadurch Asthma assoziierte
Proteine signifikant in Ihrer Funktion beeintrachtigt werden.

Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse wurde in dieser Arbeit untersucht, inwiefern exogene
Faktoren, z.B. eine RVI die Genexpression von ADCY in Epithelzellen durch differentielle DNA-

Methylierung beeinflusst und mit kindlichem Asthma bronchiale assoziiert ist.
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1.6 Fragestellung

Die Pathogenese von Asthma bronchiale beruht auf genetischen und exogenen Faktoren,
deren Zusammenhang mit epigenetischen Veranderungen aktuell genauer erforscht wird, um
das Grundverstandnis der heterogenen Erkrankung zu verbessern und eine individualisierte
Behandlung anzustreben.

Einen wichtigen Risikofaktor fiir die Entstehung von Asthma im Kindesalter stellt die
Rhinovirus-Infektion (RVI) dar. Bei Asthmatikern fiihrt diese haufig zu einer Infektexazerbation
wobei aullerdem ein verschlechtertes Ansprechen auf eine Therapie mit [3-
Sympathomimetika beobachtet wurde. Das vom [3;-Rezeptor gesteuerte Enzym
Adenylatzyklase (ADCY) Ubernimmt eine essenzielle Funktion bei der intrazelluldren
Signalverarbeitung. Die exakten ursachlichen Pathomechanismen wurden bisher noch nicht
hinreichend geklart. Arbeiten verschiedener Forschungsgruppen haben gezeigt, dass
epigenetische Modifikationen wie eine differentielle DNA-Methylierung an spezifischen
Cytosin-Phosphat-Guanin (CpG) Loci mit einer RVI assoziiert sein konnen. In unserer
Arbeitsgruppe wurden die Methylierungsgrade von mehrfach durch RV-16 in vitro infizierten
Beas-2Bs mittels des Human Methylation450 BeadChip Kit (llumina) bestimmt und
signifikante Verdanderungen der DNA-Methylierung an bestimmten CpG-Loci gemessen,
welche im ADCY9 kodierenden Gen lokalisiert sind.

Das Ziel dieser Arbeit lag in der Charakterisierung der Methylierungsanderung am ADCY9-Gen
in Epithelzellen nach wiederholten RVI und deren Assoziation mit asthmarelevanten
Pathomechanismen sowie in der Charakterisierung der Beeinflussung der Expression von
ADCY9 durch die RVI. Dazu wurden Methylierungsanderungen am ADCY9-Gen von
Asthmatikern, Wheezern und Nicht-Asthmatikern einer pdadiatrischen Studienpopulation
untersucht sowie die DNA-Methylierung und RNA-Expression in einer Zellkultur humaner
bronchialer Epithelzellen im Zusammenhang mit einer RV-16 Infektion gemessen.

Es wird hypothetisiert, dass eine differentielle DNA-Methylierung von ADCY9 mit
asthmarelevanten Pathomechanismen assoziiert ist und die RNA-Expression der ADCY9 durch
eine differentielle Methylierung nach RVI vermindert wird. Eine reduzierte Genexpression mit
resultierender Enzymdysfunktion der ADCY kann eine Inflammation der Bronchialzelle

beglinstigen und eine Asthma Exazerbation mit reduziertem Ansprechen auf [-
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Sympathomimetika auslésen. Zur Bestdtigung der Hypothese wurden folgende

Fragestellungen Gberprift:

1.

Haben Alter und Geschlecht Einfluss auf die DNA-Methylierung im ADCY9 Gen?
Nimmt eine RV-Infektion Einfluss auf die DNA-Methylierung von ADCY9 bei
Asthmatikern, Wheezern und Nicht-Asthmatikern?

Korreliert die Hospitalisierung bzw. zusatzliche Behandlung mit systemischen
Steroiden mit der DNA-Methylierung von ADCY9 in Asthmatikern?

Ist eine differentielle DNA-Methylierung von ADCY9 assoziiert mit gestorter
Lungenfunktion, Anzahl der eosinophilen Granulozyten, Atopie, passiver
Rauchexposition bzw. einer Behandlung mit SABAs bei Asthmatikern/Wheezern?

Wie korreliert die DNA-Methylierung mit der RNA-Expression von ADCY9 bei
Asthmatikern/Nicht-Asthmatikern vor und nach einer RV-Infektion?

Verandert sich die mRNA-Expression der ADCY9 bei Asthmatikern/Nicht-Asthmatikern
durch eine RV-Infektion?

Verandert sich die mRNA-Expression der ADCY9 einer Zellkultur humaner bronchialer

Epithelzellen durch mehrfache RV-Infektion?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Eine Auflistung aller verwendeten Materialien, Chemikalien und Gerdtschaften mit

Herstellerangaben befindet sich im Anhang unter Punkt 7.1.

2.2 Studienpopulation

Zur Untersuchung der differentiellen DNA-Methylierung von ADCY9 in Assoziation mit einer
RV-16-Infektion und asthmarelevanten Pathomechanismen wurden zwei Datensets
zusammengefasst. Beide Studienpopulationen waren Teil der Kohorte der All Age Asthma
Cohort (ALLIANCE) des Deutschen Zentrums fiir Lungenforschung (DZL). Die Durchflihrung der
Studien des padiatrischen Arms wurde durch die Ethikkommission der Universitat zu Libeck

mit ihrem Votum AZ 12-215 am 18.12.2012 genehmigt (s. Anhang 7.2).
Zur Teilnahme an der Studie mussten folgende Einschlusskriterien erfillt werden:

Die Teilnehmer mussten ein Alter von 6 Monaten bis 18 Jahre erreicht haben, Reifgeboren
sein (> 37. Schwangerschaftswoche) und ein gutes Verstindnis der deutschen Sprache
vorweisen. Nach einem Aufklarungsgesprach mussten die Sorgeberechtigten oder Teilnehmer
selbst, insofern das achtzehnte Lebensjahr erreicht wurde, das schriftliche Einverstandnis
erklaren.

Die Diagnose bei Asthmatikern (Alter > 6 Jahre) musste arztlich anhand der aktuellen Leitlinien
der Global Initiative for Asthma (GINA) von 2014 gestellt werden. Dabei musste eine
Obstruktion, die durch bronchiale Provokation auftrat und durch Bronchodilatatoren
reversibel war, dokumentiert werden. In der Lungenfunktion erfolgte die Messung der
exspiratorischen Einsekundenkapazitat (FEV1) und der forcierten Vitalkapazitat (FVC). Als
Biomarker einer Atemwegsinflammation wurde aullerdem die Fraktion des exhalierten
Stickstoffmonoxids (FeNO) bestimmt.

Bei Wheezern (Alter < 6 Jahre) mussten in den letzten 12 Monaten mindestens zwei Episoden

mit einer wheezing Symptomatik aufgetreten und ebenfalls drztlich diagnostiziert worden

26



sein. Gesunde Kontrollen wurden definiert als Kinder ohne Vorliegen von wheezing/Asthma

bronchiale.

Alle Teilnehmer wurden korperlich untersucht, es wurde Blut abgenommen und ein
Fragebogen zur Krankengeschichte ausgefiillt. Dabei wurde dokumentiert, ob eine arztlich
diagnostizierte Atopie vorlag, ob der Proband selbst geraucht hat oder im Haushalt eine
Exposition gegenliber Tabakrauch bestand, ob eine Therapie mit SABAs erfolgte, ob aufgrund
einer Asthma Exazerbation eine Hospitalisierung in den vergangenen 12 Monaten notwendig
war und ob im Rahmen der Hospitalisierung eine Behandlung mit systemischen Steroiden
erfolgte. Eine Naivitdt gegenilber Steroid-/Leukotrien-Rezeptorantagonisten wurde
akzeptiert, insofern entweder keine Anwendung stattgefunden hat oder zu einer
inhalativen/systemischen Anwendung ein Mindestabstand von vier Monaten eingehalten
wurde. Im Blut wurde die Anzahl der eosinophilen Granulozyten als korrelierender Marker flr
den Schweregrad der Erkrankung gemessen [140].

Die Rekrutierung der ersten Studienpopulation erfolgte von Januar 2014 bis zum Februar
2015. Es wurden insgesamt 20 Probanden mit einem Anteil von 50% Asthmatikern und 50%
Nicht-Asthmatikern eingeschlossen.

Die Rekrutierung der zweiten Studienpopulation erfolgte in den Jahren von Januar 2014 bis
Mai 2018. Hier wurden insgesamt 83 Probanden eingeschlossen.

Als Ausgangsmaterial fur die Infektionsversuche mit RV-16 wurden jeweils primdre nasale
Epithelzellen durch je zwei Birstenabstriche (Top Caredent AG, Ziirich, Schweiz) pro Seite
gewonnen. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Biirsten in einem 15 ml Falcon mit
phosphatgepufferter Kochsalzlosung (phosphate-buffered-saline = PBS) aufbewahrt und auf

Eis gelagert.

2.3 DNA-Methylierungsanalyse und RNA-Sequenzierung in der Kohorte

Die Bestimmung der DNA-Methylierung und RNA-Expression von ADCY9 in der Kohorte
erfolgte in unserer Arbeitsgruppe, deren Ergebnisse mir freundlicherweise von Markus
Weckmann und Martin Pech zur Auswertung zur Verfligung gestellt wurden. Die Verarbeitung
der Proben erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fir klinische Molekularbiologie des

Universitatsklinikums Schleswig-Holstein am Campus Kiel.
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Bei der ersten Studienpopulation (2014-2015) erfolgte die Isolation von RNA und DNA unter
Verwendung des AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach
Anweisung des Herstellers. Die DNA-Konzentration wurde mit dem FLUOstar Omega-System
(BMG-Labtech, Ortenberg, Deutschland) gemessen.

Die Bestimmung der DNA-Methylierung erfolgte mit dem HumanMethylation450 BeadChip
(Humina, San Diego, USA). Bei der zweiten Studienpopulation (2014-2018) erfolgte erneut die
Bestimmung der DNA-Methylierung. Diese erfolgte hier mit dem neuen Illumina
HumanMethylationEPIC BeadChip (EPIC). Im Vergleich zum 450K-Chip kdnnen bei diesem mit
der gleichen Funktionsweise mehr als 850.000 CpGs gemessen werden, die zu etwa 90% mit
den CpGs des 450K Chips Gbereinstimmen. Aktuelle Untersuchungen haben gezeigt, dass die
Messergebnisse der beiden Chipdaten miteinander kompatibel sind und daher die Ergebnisse
zur DNA-Methylierung aus beiden Kohorten zusammengefiigt werden kénnen [141]. Zur
Bestatigung dieser Annahme wurde in dieser Arbeit eine Probe mit beiden Chips gemessen
und so gezeigt werden, dass sich die B-Werte jeweils nicht signifikant voneinander
unterscheiden. Diese Probe (méannlicher Asthmatiker, 13 Jahre alt) wurde nur einmal in die

Auswertung einbezogen.

Der Methylierungsgrad einer Region wurde in Form des [-Wertes aus den Chip-Daten
kalkuliert. Der B-Wert errechnet sich aus dem Signal der methylierten Beads/ (methylierte +
unmethylierte Beads) und wird auf einer Skala von 0 (unmethyliert) bis 1 (vollstandig
methyliert) abgebildet. Anhand der B-Werte kann dieser weiter unterteilt werden in nicht-
methyliert (B-Wert = 0-0,2), teilmethyliert (B-Wert=0,2-0,6) und vollmethyliert (3-Wert= 0,6-
1,0). (Quelle: UCSC Genome Browser)

Ausgewertet wurden die Daten an den CpG-Loci cg04737885, cg0576501, cg00834536 und
€g27066052, da diese ebenfalls bei den Ausgangsdaten der Arbeitsgruppe zur DNA-
Methylierung in der Zellkultur erfasst wurden (siehe Pech et. al. [135]). Die Lagebestimmung
der CpG-Loci im Gen erfolgte mit Hilfe des UCSC Gnome Browsers und zeigte folgende

Ergebnisse (s. Tab. 1):

cg04737885 cg05765011 cg00834536 €g27066052

Promotorregion

Intronisch (2/10) ‘ Promotorregion ‘ Promotorregion

Tabelle 1: Lagebestimmung der CpG-Loci mittels UCSC Genome Browser.
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Die Promotorregion dient als Bindungsstelle fir RNA-Polymerasen und Transkriptionsfaktoren
bei der Transkription und stellt eine wichtige regulatorische Einheit bei der Genexpression
dar. Intronische Genabschnitte bilden die nicht kodierenden Einheiten der DNA, enthalten

aber haufig wichtige Regulationselemente fir die Transkription.

Die Messung der RNA-Konzentration und Qualitat erfolgte bei der ersten Studienpopulation
(2014-2015) mit dem Agilent RNA6000 Nano Chip Kit (Agilent, Santa Clara, USA) und die
Bestimmung der mRNA-Expression von ADCY9 mittels RNASeq (Gesamt-Transkriptom-
Shotgun-Sequenzierung).

Fir die RNA-Sequenzierung wurden insgesamt 1000ng RNA (RNA-Integritatszahl (RIN) >8)
verwendet und die Sequenzierung mit Hilfe des HiSeq PE Cluster Kits v4, cBot, des HiSeq SBS
Kit v4 und des HiSeq2500 Systems (jeweils von lllumina, San Diego, USA) entsprechend der
Herstellerangaben durchgefihrt.

Die Datenanalyse der sequenzierten RNA-Fragmente (reads) erfolgte mit Partek Flow
(Software Partek Flow 4.0, Partek, Chesterfield, USA), wobei Proben mit einem
Qualitatsscore <20 nicht berticksichtigt wurden. Eine Zuordnung der Fragmente zum
menschlichen Genom erfolgte mit dem GSNAP Algorithmus (Version 3) und die Analyse der
RNA-Expression nach Normalisierung der Daten in reads per kilobase per million mapped
reads (RPKM). Unter Beriicksichtigung der GengréRe entsprechen hohe RPKM-Wert einer

starkeren Genexpression und niedrige RPKM-Werte einer niedrigen Genexpression.

2.4 In vitro Infektion mit humanem Rhinovirus-16

2.4.1 Beschichten der Zellkulturflaschen

Alle Arbeiten an der Zellkultur wurden an einer Sicherheitswerkbank unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt und sterile Pipettenspitzen sowie sterile Zellkulturflaschen
verwendet.

Zur Kultivierung der Zellen wurden die Zellkulturflaschen zundchst mit einer Anhaftungs-
Losung beschichtet, um den epithelialen Bronchialzellen eine gute Adhasion zu ermdéglichen.
Die Anhaftungs-Losung wurde aus BEBM™ (Bronchial Epithel Cell Growth Basal Medium),

Fibronectin (Zielkonzentration 0,005 mg/ml), Rinder Kollagen Typ 1 (Zielkonzentration 0,03
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mg/ml) und BSA-Stammlosung (Zielkonzentration 0,01 mg/ml) hergestellt und bei 4°C
gelagert. Eine T75-Zellkulturflasche (T75= 75cm? Wachstumsfliche) wurde mit 4,5 ml
Anhaftungs-Losung befiillt, dann bei 37°C und 5% CO; fiir 12h - 18h in einem Brutschrank

inkubiert und maximal einen Monat bis zur Verwendung lichtgeschiitzt gelagert.

2.4.2 Zellkultur primarer humaner Nasenepithelzellen

Um moglichst viele Nasenepithelzellen zu gewinnen, wurde das Falcon-Réhrchen mit den sich
in PBS befindlichen Nasenbdirsten fiir einige Sekunden auf dem Vortexmischer geschittelt und
zusatzlich die Birste insgesamt 10mal durch eine Pipettenspitze vor und zurlick geschoben.
AnschlieBend folgte eine fiinfminitige Zentrifugation bei 300 rcf (relative Zentrifugalkraft).
Das entstandene Zellpellet wurde dann in 1 ml BEGM™ (Bronchial Epithelial Cell Growth
Medium mit Zusatz von Gentamycin) suspendiert und die Zellzahl mittels Neubauer
Zahlkammer bestimmt. Dazu wurden 10ul der Zellsuspension im Verhadltnis 1:2 mit
Tryptanblau-Lésung verdinnt und auf die Neubauer Zahlkammer aufgetragen. Die Zellen
wurden dann in BEGM™ und einer Dichte von 50-100 Tsd./cm?in die kollagenbeschichtete
T25-Zellkulturflasche (T25 = 25cm? Wachstumsflache) gegeben und anschlieBend bei 37°C und
5% CO; inkubiert. Nach 18h wurde das Medium gewechselt und sobald eine
Oberflachenkonfluenz von 90% vorlag in zwei T75 Flaschen passagiert. Hierfir wurde das
Medium vorsichtig abgesaugt, die Zellen dann mit PBS gespilt und die adharenten Zellen mit
Trypsin-EDTA vom Flaschenboden abgel6st. Die Zellen wurden dann in 10 ml PBS gel6st, in ein
Falcon-Rohrchen Uberfiihrt und die enzymatische Trypsin-Reaktion mit 10% FCS in RPMI-
Medium (entwickelt am Roswell Park Memorial Institute) gestoppt. Im Anschluss erfolgte
erneut eine flinfminitige Zentrifugation bei 300 rcf, Auflésen des Zellpellets in BEGM™ und
Aussaat in kollagenbeschichtete Zellkulturflaschen. Alle drei Tage wurde das
Zellkulturmedium gewechselt bis erneut eine Konfluenz von 90% vorlag. Fir den
Infektionsversuch wurden die Zellen dann bei der ndachsten Passage auf eine beschichtete
Multiwellplatte (1:50 in PBS verdiinnt) Gberfihrt. Je Well wurden 500 Tsd. Zellen in 2 ml

BEGM™ ausgesat und vor der Infektion mit RV16 zwei Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

2.4.3 Infektion primdrer humaner Nasenepithelzellen mit humanem Rhinovirus-16

Die Virusinfektion erfolgte durch das humane Rhinovirus Typ 16. Das Virus wurde in Hela-

Zellkulturen proliferiert und im Anschluss durch Ultrazentrifugation und Dichtegradienten-
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Zentrifugation in Saccharose aufgereinigt. Der Virusstock wurde dann in 10mM TRIS (=THAM:

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) und 1mM EDTA gel0st.

Fir jedes Well mit 500 Tsd. Nasenepithelzellen in 2 ml BEGM™ sollten pro Zelle zehn Viren
(MO, engl. multiplicity of infection = 10) hinzugefiigt werden. Die RV16 enthaltende
Pufferlésung enthielt 1,8 x 10 RV16/ml TE-Puffer (TRIS-EDTA-Puffer: 10mM TRIS, 1mM EDTA,
pH8.0), sodass jedem Well 27,7ul dieser Losung zur Infektion beigefiigt wurde. Als Kontrolle
wurde analog dazu ein zweites Well mit gleicher Menge TE-Puffer ohne Viruszusatz befullt. Es
folgte eine einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur (RT), wonach jedem Well 1 ml
BEGM™ hinzugefiigt und anschlieRend eine erneute 48-stiindige Inkubation bei 37°C und 5%
CO; erfolgte. Der Uberstand wurde danach entfernt, jedes Well mit 2 ml PBS gespiilt und die
Zellen mit 1 ml Trypsin EDTA abgeldst (s.0.). Die Trypsin-Reaktion wurde mit 2 ml BEGM™
beendet, die Zellsuspension in ein Falcon-Réhrchen uUberfihrt und eine flinfminitige
Zentrifugation bei 300 rcf angeschlossen. Das Zellpellett wurde dann in RLT-Lysepuffer mit 1%
B-Mercaptoethanol (aus dem RNeasy Kit von Qiagen, Hilden, Deutschland) suspendiert und

das Lysat bis zur Weiterverarbeitung bei -70°C eingefroren.

2.4.4 Zellkultur der Zelllinie BEAS-2B

Die Infektionsversuche wurden mit der Zelllinie Beas-2B durchgefiihrt, bei denen es sich um
humane bronchiale Epithelzellen handelt, die durch Autopsien von gesunden Individuen
gewonnen und durch Infektion mit einem replikationskompetenten Hybridvirus aus

Adenovirus 12 und Simian Virus 40 immortalisiert wurden [142].

Vor Verwendung der Flaschen zur Zellkultivierung wurde die Beschichtungslésung mit einer
Vakuumpumpe abgesaugt und einmal mit PBS gewaschen. Zum Ansatz der Beas-2B Kultur
wurden die Zellen aufgetaut und anschlieend in einem 15ml Falcon Tube mit 10 ml RPMI
suspendiert. Diese Zellsuspension wurde dann 5 min. bei Raumtemperatur und 350 rcf
zentrifugiert. Der Uberstand wurde nun vorsichtig abgenommen, die Zellen in 1 ml BEBM™
suspendiert und in eine beschichtete Kulturflasche tberfihrt. Die Zellen wurden bei 37°C und
5 % CO2 weiter kultiviert. Nach 2-3 Tagen wurde ein kompletter Mediumwechsel
durchgefiihrt, um die Stoffwechselendprodukte zu entsorgen und den Zellen geniigend
Nahrstoffe zur Verfligung zu stellen. Hierzu wurde das alte Medium vorsichtig abgesaugt und
15ml neues Medium hinzugegeben. Dabei wurde mikroskopisch der Konfluenzgrad der Zellen
geprift sowie eine mogliche Kontamination mikroskopisch ausgeschlossen. Bei einem
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Konfluenzgrad von ca. 90% wurden die Zellen passagiert, um das Wachstum in mehreren
Schichten und somit auch Zelltod zu verhindern.

Um eine Zellkultur zu splitten, wurde der Uberstand erneut abgesaugt, mit ca. 5 ml PBS
gespllt, dann wiederum abgesaugt und anschlieBend die Zellen mit 5 ml Trypsin abgel6st.
Diese wurden dazu bei 37°C und 5% CO; inkubiert und nach 5-10 min. mikroskopisch
kontrolliert. Wenn sich die Zellen erfolgreich abgelést hatten, wurde die enzymatische
Reaktion des Trypsins mit 10 ml RPMI + 10% FCS gestoppt und die Suspension in ein 50 ml
Falcon Uberfiihrt.

Nach erneuter Zentrifugation (s.0.) wurde der Uberstand abgenommen, das Zellpellet in 2 ml
Medium suspendiert und in eine neue beschichtete Kulturflasche mit weiteren 10 ml Medium

Uberfuhrt.

2.4.5 |Infektion der Zelllinie BEAS-2B mit humanem Rhinovirus-16

Zur Infektion einer Zellkultur mit BEAS-2Bs wurde zundchst eine Anzahl von 2 Millionen Zellen
pro Zellkultur bestimmt. Hierzu wurde erst das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gespilt
und anschliefend abgelost (s.0.). Die abgelosten Zellen wurden in einer 10ul Neubauer
Zdahlkammer unter dem Mikroskop ausgezahlt und anschlieBend in einer neuen
kollagenbeschichteten Zellkulturflasche tber 2h zur Adhéasion bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
Danach erfolgte die Infektion durch Zugabe von 55 pl Viruslésung (Virus-Konzentration 1,8 x
108 Viren/ml) zum Medium in der Zellkulturflasche.

Die Zellkulturen wurden nach der Infektion tber 1h bei RT inkubiert und zwischendurch
geschwenkt. Das Medium wurde im Anschluss mit 2 ml aufgefillt und die Zellkulturen weiter
fir 48h bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

Fiir das Experiment wurden jeweils 5 Zellkulturen mit dem Virus wie oben beschrieben
infiziert. Weitere 5 Zellkulturen dienten zur Kontrolle und wurden unter Zugabe von 55yl
Viruspufferldsung (10mM TRIS-Puffer, 1ImM EDTA) ohne Viruszusatz weiter kultiviert.

Die Virusinfektion wurde insgesamt flinfmal wiederholt, um konsekutive Infektionen zu
simulieren. Hierbei wurden die Zellen vor jeder Infektion ausgezahlt und jeweils 2 Mio. Zellen
infiziert und weiterkultiviert. Die Kontrollkulturen wurden entsprechend fiinfmal mit der

Viruspufferlésung behandelt.
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2.5 Probennahme nach Virusinfektion

Aus den infizierten und nicht infizierten Zellkulturen wurde zuerst jeweils 1 ml Uberstand aus
dem Medium abgenommen und eingefroren.

Das Medium wurde danach abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gespiilt. Im Anschluss
wurden die Zellen mit 2 ml Trypsin abgelést. Nach 5 min. Inkubation bei 37°C und 5% CO;
wurde die enzymatische Reaktion des Trypsins mit Medium + 10% FCS gestoppt. Die
Zellkultursuspension wurde dann 5 min. bei 350 rcf und RT zentrifugiert. Zur Vorbereitung der
Aufarbeitung von RNA, DNA und Proteinen wurde das Zellpellet nach Zentrifugation und
Absaugen des Uberstandes in 3,7 ml RLT-Puffer und 37ul Mercaptoethanol resuspendiert. Alle
Inhaltsstoffe des RLT-Puffers werden vom Hersteller nicht veréffentlicht. Ein groBer Anteil ist
jedoch das Guanidiniumthiocyanat, welches zur Lyse der Zellen verwendet wird. Das

Mercaptoethanol dient der Inaktivierung von RNAsen. Die Lagerung der Proben erfolgte bei

-70°C.

2.6 Aufarbeitung von DNA und RNA

Die Proben aus den Infektionsversuchen wurden mit dem AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit
nach Angaben des Herstellers (Qiagen, Hilden, Deutschland) und unter Verwendung der zum
Kit zugehdrigen Losungen, Saulen und Tubes aufgearbeitet.

Bei der Aufarbeitung wurden die Proben stets auf Eis aufbewahrt, sofern sie nicht bearbeitet
wurden. Zuerst wurden alle Proben gleichzeitig 5 x 1 min. auf dem Vortexmischer geschittelt
und das Zelllysat im Anschluss in eine AllPrepDNA-Sadule in einem Collection-Tube Uberfihrt.
Diese wurden dann 30s bei 9000 rcf und RT zentrifugiert. Die DNA ist nun an die Sadule
gebunden und wurde in einem neuen Collection-Tube bei 4°C zwischengelagert.

Der Durchfluss enthalt die RNA. Um die RNA Ausfallung zu beglinstigen, wurden als nachstes
250ul Ethanol (96-100%) hinzugegeben, gut gemischt und zusammen in ein RNeasy-Spin
Column (Bestandteil des AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kits) in einem Collection-Tube
Uberfiihrt. Dieses wurde erneut 15s bei 9000 rcf und RT zentrifugiert. Der Durchfluss enthalt
nun die Proteine und wurde ebenfalls bei 4°C zur Zwischenlagerung aufbewahrt. Die RNeasy-

Spin Column wurden dann in mehreren Schritten gewaschen und jeweils wie zuvor
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zentrifugiert. Hierzu wurden zundchst 700ul RW1- Puffer, im zweiten und dritten Schritt je
500ul RPE-Puffer verwendet. Danach erfolgte eine Zentrifugation fiir 1 min. bei 9000 rcf und
RT sowie die Saulentrocknung wiederum 1 min. bei 16 000 rcf. Das RNeasy-Spin Column wurde
dann in ein neues Collection-Tube platziert und die RNA mit 50ul RNAse-freiem Wasser
eluiert. Nach einer erneuten Sdulentrocknung durch Zentrifugation fir 1 min. bei 9000rcf und
RT konnte die isolierte RNA bei 4°C bis zur Konzentrationsbestimmung gelagert werden.

Zur Aufarbeitung der DNA wurden auf die vorbereitete AllPrepDNA-Saule 500ul AW1-Puffer
gegeben. Es folgte die Zentrifugation fiir 15s bei 9000rcf und RT sowie die Zugabe von 500ul
AW?2 Puffer mit nachfolgender Zentrifugation fiir 2 min. bei 16000rcf. Die Sdaule wurde dann
in ein neues Collection Tube Uberfihrt und 2 min. in 80ul EB-Puffer bei RT inkubiert. Der EB-
Puffer wurde zuvor auf 70°C erhitzt. Im Anschluss erfolgte die Elution durch Zentrifugation fir

1 min. bei 10 000 rcf, RT.

2.6.1 DNA und RNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration erfolgte mit dem Gerat FLUOstar OMEGA
(BMG LABTECH, Ortenberg, Deutschland), welches die Absorption der Probe misst. Zunachst
wurde die Mikroplatte LVis-Plate (BMG LABTECH, Ortenberg, Deutschland) auf Sauberkeit
gepruft, anschlieBend 2 pl der Probe auf das Deckglas pipettiert und mit einem zweiten
Deckglas abgedeckt. Die Absorption der Probe wurde bei 260nm, dem Absorptionsmaximum
von Nukleinsduren, gemessen. Da sich die Nukleinsduren in einer Losung befanden, wurden
hierfir Leerwerte flur EB-Puffer und RNAse-freies Wasser gemessen und von der Probe
subtrahiert. Die Berechnung der Nukleinsdaurekonzentration wurde mit dem Programm MARS

data analysis 5.2R (BMG LABTECH, Ortenberg, Deutschland) durchgefiihrt.

2.6.2 Qualitatsprifung von DNA und RNA

Die Reinheit der DNA wurde Uber das Verhaltnis des Absorptionsgrades bei einer Wellenlange
(A) von 260nm und 280nm bestimmt, da das Licht stérender Bestandteile bei einer
Wellenldange von 280nm absorbiert wird. Bei einem Verhaltnis aus A260/A280 im Bereich von
1,7 — 2,0 wird eine Probe als rein gewertet [143].

Die Qualitat der RNA aus den primaren Nasenepithelzellen der Kohorte und aus den Beas-2Bs

wurde stichprobenartig mit dem 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
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Uberprift, um die Verldsslichkeit der quantitativen Echtzeit-PCR (qQPCR) zu erhéhen. Diese
verbessert sich bei Verwendung von intakter, nicht fragmentierter RNA [144]. Zur
vorbereitenden automatisierten Kapillarelektrophorese wurde das Agilent RNA 6000 Nano Kit
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) verwendet. Die Analyse erfolgte mit der 2100 Expert

Software 2.6 (Agilent Technologies, Santa Clara, USA).

2.7 Complementary DNA-Synthese

Zur complementary DNA (cDNA) - Synthese wurde das SuperScriptVILO cDNA Synthesis Kit
(Life technologies, Carlsbad, USA) verwendet. Der Enzym-Mix beinhaltet eine reverse
Transkriptase, einen RNaseOUT Recombinant Ribonuklease Inhibitor zum Schutz der Target-
RNA gegen Ribonuklease Kontamination, sowie ein Helferprotein. Der Reaction-Mix enthalt
zufdllige zusammengesetzte Primer, MgCl, und dNTPs in einer fiir qRT-PCR optimierten
Pufferlosung.

Zunachst wurde die RNA Konzentration der isolierten RNA Proben photometrisch gemessen
und die notwendige Menge fir die cDNA-Synthese berechnet. Die cDNA wurde nach Angaben
des Herstellers synthetisiert.

Der Ansatz der PCR wurde zusammengesetzt aus 4 pl 5x VILO Reaction Mix, 2 ul 10x
SuperScript Enzym Mix, 1000 ng RNA und ddH,0, sodass ein Gesamtvolumen von 20ul erreicht
wurde. Die Substanzen wurden wahrend der Arbeitsschritte auf Eis gekihlt. Die cDNA-

Synthese erfolgte dann im Thermo-Cycler mit folgendem Programm (s. Tab. 2):

Reaktionsschritt Zeit Temperatur
Mixen 10 min. 25°C
Inkubation 60 min. 42°C
Termination 5 min. 85°C
Lagerung Bis zu 24h -20°C

Tabelle 2: Thermo-Cycler-Programm zur cDNA-Synthese.
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2.8 Quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR)

Fir die Echtzeit-PCR wurde der TagMan g-PCR-Assay (PrimeTimeMini gPCR Assay, Integrated
DNA Technologies, Coralville, USA) und das qRT-PCR-Gerat 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Waltham, USA) mit der Software SDS 2.4 (Applied Biosystems, Waltham,
USA) verwendet.

Bei der gRT-PCR wird die PCR-Amplifikation mit dem PCR-Nachweis kombiniert. Die PCR-
Produkte werden wdhrend der exponentiellen Phase der Reaktion mit fluoreszierenden
Farbstoffen markiert und die Anreicherung von Fluoreszenzsignalen gemessen. Dadurch
gelingt bereits wahrend der Vervielfdltigung die genaue Quantifizierung der PCR-Produkte,
indem die Anzahl der Zyklen auf der x-Achse, gegen die Fluoreszenzintensitat auf der y-Achse
aufgetragen wird. Aus der Hintergrundfluoreszenz wird dann ein Schwellenwert fiir die
Fluoreszenz der Proben berechnet. Der Zyklus, bei dem ausreichend PCR-Produkt vorhanden
ist, um den Schwellenwert zu lberschreiten, wird als Schwellenwertzyklus (threshold-cycle)
bezeichnet und als CT-Wert wiedergegeben. Bei einem niedrigen CT-Wert wird der
Schwellenwert nach wenigen PCR-Zyklen erreicht, sodass viel cDNA in der Probe vorhanden
war. Ein hoher CT-Wert bedeutet, dass viele Zyklen erforderlich sind, um den
Schwellenwertzyklus zu erreichen und somit in der Ausgangsprobe wenig cDNA vorliegt. Die
Messungen wurden dann anhand eines nicht regulierten Housekeeping-Gens normalisiert.
Der Master Mix (Tagman Universal PCR Master Mix 5, Life Technologies) enthéalt die DNA-
Polymerase, Uracil-DNA Glycosylase und dNTPs mit dUTP und eine optimierte Pufferlésung.
Die Substanzen wurden nach Herstellerangaben bei 4°C gelagert. Es wurden Ansdtze mit
Primern flr jeweils drei Replikate fiir das Zielgen ADCY9 (Assay ID: Hs.PT.56a.39764734, IDT,
Coralville, USA) und das Referenzgen (=endogene Kontrolle) RPS18 (Assay ID:
Hs.PT.58.14390640, IDT, Coralville, USA) vorbereitet. Hierbei wurden die cDNA Proben (aus
1000 ng RNA) im Verhaltnis 1:10 mit destilliertem H,O verdiinnt und hinzugefiigt. Nach
Angaben des Herstellers wurden diese Ansdtze mit dem Master Mix und PCR Wasser fir die
gRT-PCR vervollstandigt. Die Proben wurden dann auf eine Multiply PCR-Platte (Cat.No.
72.1984.202, Sarstedt) aufgetragen und mit adhdasiver Folie (95.1994, Sarstedt) abgedeckt.
Die Durchfuhrung der qRT-PCR erfolgte nachfolgendem Protokoll: 10 min. bei 95 °C und
anschliefend 40 Zyklen mit 15 Sek. bei 95 °C und 45 Sek. bei 60 °C.
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2.9 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen innerhalb der Studienpopulation und der Zellkultur wurden mit
dem Programm Prism 7 fiir Mac OS X (GraphPad Software, Kalifornien, USA) durchgefiihrt und
die graphischen Darstellungen zur Veranschaulichung der Daten hiermit erstellt. Die
Datenauswertung zur genomweiten Methylierungsanalyse erfolgte mit dem Programm JMP®
13.2 (SAS, Cary, USA).

Zur Auswertung der Charakteristika der Studienpopulation wurde zundchst ein moglicher
Konfundierungseffekt durch die StorgroRen Alter und Geschlecht analysiert.

Mit Hilfe eines nicht parametrischen t-Tests wurde untersucht, ob ein signifikanter
Unterschied in der Altersverteilung bei Nicht-Asthmatikern und Asthmatikern vorlag. Mittels
Chi-Quadrat-Test wurde untersucht, ob bei Nicht-Asthmatikern und Asthmatikern ein
Unterschied in der Geschlechtsverteilung bestand.

Eine Korrelation des Methylierungsgrades mit dem Alter wurde nach Uberpriifung einer
Normalverteilung der Daten mittels D’Agostino-Pearson-Test und Shapiro-Wilk-Test durch die
Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson (r) bzw. Spearman (rs) untersucht.
Dieser bildet Werte im Bereich von -1 bis +1, wobei ein Wert von +1 eine perfekte lineare
Beziehung mit positiver Korrelation angibt und -1 eine perfekt lineare Beziehung mit negativer
Korrelation darstellt. Ein Korrelationskoeffizient von r = 0 besagt hier, dass kein linearer
Zusammenhang zwischen Alter und DNA-Methylierung besteht. Der p-Wert gibt an, ob eine
signifikante Abweichung vom Wert 0 vorliegt und wird ab einem Wert <0,05 als statistisch
signifikant gewertet.

Fir die Analyse der Korrelation von DNA-Methylierung und mRNA-Expression von ADCY9
wurde ebenfalls der Korrelationskoeffizient nach Pearson bzw. Spearman (rs) berechnet. Die
Darstellung einer signifikanten Korrelation erfolgte mittels Regressionsgerade in einem
Streudiagramm.

Um zu Uberprifen, ob eine Assoziation zwischen Geschlecht und DNA-Methylierung besteht,
wurden Mittelwerte und Standardabweichung der B-Werte fiir weibliche und mannliche
Probanden gebildet, diese mittels Mann-Whitney-Test verglichen und graphisch in einem

Streudiagramm dargestellt.
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Der Einfluss der RVI auf die DNA-Methylierung bei Nicht-Asthmatikern und Asthmatikern,
sowie der Einfluss auf die RNA-Expression in der Zellkultur wurde mittels zweifacher
Varianzanalyse (two-way-ANOVA) untersucht und multiple Vergleiche durchgefiihrt. Eine
Korrektur der Ergebnisse erfolgte durch Kontrolle der Falscherkennungsrate (FDR, engl. false
discovery rate) im Testverfahren nach Benjamini und Hochberg, um falschlicherweise
abgelehnte Hypothesen zu identifizieren. Die graphische Darstellung erfolgte mittels Box-Plot.
Die Hohe der Boxen reprasentiert dabei die Verteilung der mittleren 50% der Werte. Der
Median wird innerhalb der Box als horizontale Linie dargestellt. Vertikale Linien aulRerhalb der
Box zeigen die Verteilung der verbleibenden 50% mit minimalem und maximalem Extremwert

als Schlusspunkte.

Die weiteren Analysen zur Charakterisierung der Studienpopulation und Analyse der RNA-
Expression innerhalb der Zellkultur erfolgte erneut durch den Vergleich der (3-Werte nach
Mittelwertbildung und unter Angabe der Standardabweichung fiir die unterschiedlichen
Gruppen. Die Berechnung der p-Werte der differentiellen DNA-Methylierung bei der
Assoziation mit klinischen Aspekten bei Asthmatikern/Wheezern erfolgte mittels Mann-
Whitney-Test. Das Signifikanzniveau wurde jeweils auf 0,05 festgelegt. Zur Vermeidung einer
alpha-Fehler-Kumulation und Einhaltung eines globalen Signifikanzniveaus von 0,05 wurde bei
den Analysen ebenfalls eine Korrektur nach Benjamini und Hochberg (FDR (Q) = 5%)
durchgefiihrt. Zur Berechnung des kritischen Benjamini-Hochberg-Wertes (ps+) wurden die p-
Werte fiur die untersuchten CpGs (Gesamtzahl der Tests m=4) aufsteigend geordnet, jeweils
einem Rang (i) zugewiesen und nach der Formel (psn = i/m * Q) fur jeden p-Wert berechnet.
Es wurden unterhalb des jeweiligen psu-Wertes liegende p-Werte als statistisch signifikant

anerkannt [145].
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3 Ergebnisse

3.1 Zusammensetzung der Studienpopulation

Die gesamte Studienpopulation bestand aus insgesamt 102 Probanden von denen n=23 (22%)
Nicht-Asthmatiker, n=63 (62%) Asthmatiker und n=16 (16%) Wheezer waren.

Das Alter der Probanden betrug 6 Monate bis 18 Jahre. Nicht-Asthmatiker und Asthmatiker
hatten definitionsgemal mindestens ein Alter von 6 Jahren, wahrend die Wheezer jlinger als
6 Jahre alt waren.

Der Anteil der mannlichen Probanden des Gesamtkollektivs lag mit 70% insgesamt deutlich
hoéher als der Anteil der weiblichen Teilnehmer mit 30%. Unter den Nicht-Asthmatikern war
das Geschlechterverhdltnis mit 48% weiblichen und 52% mannlichen Probanden
ausgeglichen, wahrend bei den Asthmatikern und Wheezern die mannlichen Probanden mit
75% gegeniiber den weiblichen Probanden mit 25% die Mehrheit bildeten. In der Kohorte
waren somit mehr mannliche Probanden mit der Diagnose Asthma bronchiale/Wheezer
enthalten als weibliche. Im Chi-Quadrat-Test zeigte sich ebenso ein signifikanter Unterschied
in Bezug auf die Geschlechterverteilung bei Nicht-Asthmatikern und Asthmatikern (p<0,05) (s.
Tab. 3).
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n (gesamt) = 102 Nicht-Asthmatiker (n=23) Asthmatiker (n=63) Wheezer (n=16)
Mittelwert SD Mittelwert SD Mittelwert SD
Alter (Jahre) 12,8 2,7 11 3,5 3,3 1,4
weiblich: n=31 (30%) n =11 (48%) n =16 (25%) n =4 (25%)
mannlich: n=71 (70%) n=12 (52%) n =47 (75%) n=12(75%)

Hospitalisierung (n) - 16 9
Steroidtherapie unter

- 9 6
Hospitalisierung (n)
Reduzierte

- 9 1
Lungenfunktion (n)
Eosinophilie

- 36 10
>300/ul (n)
Arztlich diagnostizierte

1 18 6
Atopie (n)
Passive Rauchexposition

3 22 4
(n)
Therapie mit SABAs (n) - 38 14

Tabelle 3: Beschreibung der Studienpopulation.

SD: Standardabweichung.

3.2 Einfluss von Alter und Geschlecht auf die DNA-Methylierung von ADCY9

Um altersabhdngige Methylierungsunterschiede an den vier CpG-Loci im ADCY9 Gen zu
untersuchen, wurden die 3-Werte aus der zweiten Studienpopulation in Relation zum Alter
der Probanden ausgewertet. Zur Auswahl des Testverfahrens wurde zunadchst mittels
D’Agostino-Pearson-Test und Shapiro-Wilk-Test Uberprift, ob die Daten zur DNA-
Methylierung einer Normalverteilung unterliegen. Fir die CpG-Loci cg04737885, cg05765011
und cg00834536 konnte so eine Normalverteilung bestatigt werden, wahrend diese fiir die
Methylierungsdaten am ¢g27066052 nicht zutraf. Es erfolgte daher die Berechnung des
Korrelationskoeffizienten nach Pearson (r) fir cg04737885, cg05765011 und cg00834536 und
nach Spearman (rs) flir cg27066052. Fiir cg00834536 zeigt sich eine leicht positive Korrelation
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von r = 0,33. Bei den weiteren CpGs zeigte sich keine signifikante Korrelation von DNA-

Methylierung mit dem Alter (s. Tab. 4 und Abb. 2).

cg04737885 cg05765011 cg00834536 €g27066052
r 0,17 -0,07 0,33 r=0,08
p-Wert | n.s. n.s. p =0,0068 n.s.

Tabelle 4: Korrelation von DNA-Methylierung und Alter.
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Abbildung 2: Korrelation von DNA-Methylierung und Alter.

Exemplarische Darstellung anhand von cg00834536. Es zeigt sich eine leicht positive Korrelation zwischen der
DNA-Methylierung und dem Alter in Jahren, r = 0,33; p = 0,0068. Berechnung des Korrelationskoeffizienten

nach Pearson (r).

Zur Beurteilung, ob das Geschlecht mit einem Methylierungsunterschied assoziiert ist, wurden
insgesamt 71 mannliche und 31 weibliche Studienteilnehmer beider Populationen
miteinander verglichen. Die Berechnung der p-Werte erfolgte mittels Mann-Whitney-Test.
Hierbei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede an den untersuchten CpG-Loci (s. Tab.

5).
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mannlich (n=71) weiblich (n=31)

Mittelwert SD Mittelwert SD p-Wert
cg04737885 0,7523 0,0567 0,7602 0,0607 n.s.
cg05765011 0,4124 0,1327 0,4042 0,1242 n.s.
cg00834536 0,3579 0,0591 0,3532 0,0579 n.s.
¢g27066052 0,8652 0,0594 0,8800 0,0307 n.s.

Tabelle 5: Assoziation der DNA-Methylierung mit dem Geschlecht.

3.3 Einfluss der RVI auf die DNA-Methylierung bei Asthmatikern

Um den Einfluss einer Infektion mit Rhinoviren auf die DNA-Methylierung zu untersuchen,

wurden die Gruppen der Nicht-Asthmatiker und Asthmatiker jeweils vor und nach RVI

miteinander verglichen.

Fir die Gruppe der Wheezer lag aufgrund der Rekrutierung keine gesunde Kontrollgruppe mit

der entsprechenden Altersklasse (0-6 Jahre) vor, sodass fir diese Gruppe keine Analyse

vorgenommen wurde.

Die Berechnung der p-Werte erfolgte mittels zweifacher Varianzanalyse (engl. two-way

ANOVA). Die Ergebnisse multipler Vergleiche wurden durch Kontrolle der FDR nach Benjamini

und Hochberg korrigiert (s. Abb. 3).
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Abbildung 3: Einfluss der RVI auf die DNA-Methylierung.

Darstellung der untersuchten CpG-Loci (A-D). DNA-Methylierungsanalyse mit dem Human Methylation 450
BeadChip Kit und EPIC (llumina). Darstellung des Methylierungsgrades durch B-Werte (0= unmethyliert und
1=vollstdndig methyliert, y-Achse). Unterscheidung zwischen Nicht-Asthmatikern und Asthmatikern (x-Achse).
Die Kastengrafik (engl. Box-Plot) zeigt die Mittelwerte sowie Maximum und Minimum je Gruppe. Es zeigt sich
kein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollen und Asthmatikern vor und nach RVI. Testverfahren: two-
way-ANOVA und Kontrolle der FDR. Zur besseren Ubersicht wurden bei dem Vergleich von Nicht-Asthmatikern

und Asthmatikern keine Querbalken dargestellt.

3.4 Assoziation der Hospitalisierung und Behandlung mit systemischen

Steroiden mit der DNA-Methylierung bei Asthmatikern

In der Studienpopulation wurde untersucht, ob neben der RVI auch andere relevante
Einflussfaktoren fiir eine Asthmaerkrankung mit einem Unterschied in der DNA-Methylierung
im ADCY9 Gen assoziiert sind. Hierzu wurden zunachst klinische Aspekte der
Asthmaerkrankung, die mit einem schweren Krankheitsverlauf assoziiert sind, bericksichtigt
und die Notwendigkeit einer Hospitalisierung in den vergangenen 12 Monaten sowie eine
erforderliche systemische Steroidtherapie wahrend des stationdaren Aufenthalts in die
Auswertung einbezogen.

Die Berechnung der p-Werte erfolgte im Folgenden mittels nicht parametrischem t-Test,
Mann-Whitney-Test. Die Ergebnisse wurden ebenfalls durch Kontrolle der FDR nach Benjamini
und Hochberg korrigiert.

Hierbei zeigte sich am cg00834536 eine verminderte DNA-Methylierung bei Asthmatikern,
welche in den vergangenen 12 Monaten hospitalisiert wurden (n= 16) im Vergleich zu
Asthmatikern, die in den vergangenen 12 Monaten nicht hospitalisiert wurden (n=27),

(p <0,0125).

An den weiteren CpG-Loci konnten keine signifikanten Methylierungsunterschiede gemessen
werden.

In der Wheezer Gruppe konnte aufgrund der Rekrutierung keine reprasentative Anzahl (n=3)

untersucht werden (s. Tab. 6 und Abb. 4).
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Asthmatiker (n=27) Hospitalisierte A. (n=16)

Mittelwert SD Mittelwert SD p-Wert
cg04737885 0,7539 0,0454 0,7424 0,0358 n.s.
cg05765011 0,4028 0,1365 0,3796 0,0969 n.s.
cg00834536 | 0,3771 0,0584 0,3360 0,0370 0,0122
cg27066052 | 0,8634 0,0419 0,8487 0,1059 n.s.

Tabelle 6: Assoziation der DNA-Methylierung mit Hospitalisierung.
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Abbildung 4: Assoziation der DNA-Methylierung mit Hospitalisierung.

Anzahl der Messwerte je Gruppe fiir die unterschiedlichen CpGs. Unterscheidung zwischen Asthmatikern (A) und
in den vergangenen 12 Monaten hospitalisierten Asthmatikern (A hosp.). Darstellung des Methylierungsgrades
durch B-Werte (O=unmethyliert, 1=vollstédndig methyliert, y-Achse) und Berechnung der Mittelwerte (MW) mit
der entsprechenden Standardabweichung (SD). p= 0,0122, nicht parametrischer t-Test, Mann-Whitney-Test,

nach Kontrolle der FDR signifikant *.

In der Gruppe der hospitalisierten Asthmatiker betrug die Anzahl der Patienten ohne
Steroidtherapie n=16 (64%) im Vergleich zu n=9 (36%) Patienten mit Steroidtherapie.

Die Gruppe der hospitalisierten Wheezer bestand aus n=9 (60%) ohne Steroidtherapie und
n=6 (40%) mit Steroidtherapie. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
hospitalisierten Asthmatikern bzw. Wheezern mit und ohne systemischer Steroidbehandlung

(s. Tab. 7).
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Hospitalisiert (n=16) Hosp. + Steroide (n=9)
1. Asthmatiker
Mittelwert SD Mittelwert SD p-Wert
cg04737885 0,7424 0,0358 0,7622 0,0312 n.s.
cg05765011 0,3796 0,0969 0,4002 0,1038 n.s.
cg00834536 0,3360 0,0370 0,3446 0,0313 n.s.
¢g27066052 0,8487 0,1059 0,8347 0,1414 n.s.
2. Wheezer Hospitalisiert (n=9) Hosp. + Steroide (n=6)
cg04737885 0,7227 0,0330 0,7212 0,0414 n.s.
cg05765011 0,3750 0,1150 0,3511 0,0960 n.s.
cg00834536 0,3308 0,0365 0,3270 0,0431 n.s.
€g27066052 0,8605 0,0352 0,8583 0,0427 n.s.

Tabelle 7: Assoziation der DNA-Methylierung mit Steroidtherapie und Hospitalisierung.

Anzahl der Messwerte je Gruppe fir die unterschiedlichen CpGs. Unterscheidung zwischen
Asthmatikern/Wheezern mit Hospitalisierung in den vergangenen 12 Monaten und hospitalisierten (Hosp.)
Asthmatikern/Wheezern mit zuséatzlicher Steroidtherapie. Darstellung des Methylierungsgrades durch 3-Werte
(O=unmethyliert, 1=vollstdndig methyliert) und Berechnung der Mittelwerte mit der entsprechenden

Standardabweichung (SD). Berechnung der p=Werte mittels nicht parametrischem t-Test, Mann-Whitney-Test.

3.5 Assoziation der differentiellen Methylierung mit klinischen Aspekten bei

Asthmatikern und Wheezern

Es wurde die differentielle DNA-Methylierung hinsichtlich weiterer klinischer Aspekte und
wichtigen Charakteristika einer Asthmaerkrankung untersucht. Als Hinweis auf den
Schweregrad einer Asthmaerkrankung wurde die Lungenfunktion, die Anzahl der eosinophilen
Granulozyten im Blut und das Vorhandensein einer Atopie in die Auswertung eingeschlossen.
Als wichtiger Risikofaktor wurde zudem eine passive Tabakrauchexposition untersucht. Als
wesentlicher Bestandteil der Asthmatherapie wurde zudem der Einfluss einer Behandlung mit
SABAs analysiert, in deren Wirkmechanismus die Adenylatzyklase eine entscheidende

Enzymfunktion aufweist.
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3.5.1 Lungenfunktion

Bei Asthmatikern und Wheezern der Kohorte erfolgte die Einteilung hinsichtlich der Qualitat
der Lungenfunktion in eine Gruppe mit normaler Lungenfunktion und eine Gruppe mit
reduzierter Lungenfunktion unter Berlcksichtigung der aktuellen GINA-Kriterien zur
Diagnosestellung von Asthma bronchiale und den aktuellen Empfehlungen der nationalen
Versorgungsleitlinie zur Diagnosestellung von Asthma bronchiale fir Kinder ab 6 Jahren. In
der Lungenfunktionsprifung soll hierbei eine variable, (partiell) reversible
Atemwegsobstruktion typischerweise mittels Spirometrie nachgewiesen werden, wobei die
besten Werte aus mindestens drei reproduzierbaren Fluss-Volumen-Kurven verwendet
werden sollen. Eine reduzierte Lungenfunktion liegt vor, wenn die Messwerte unterhalb der

5. Perzentile liegen [13].

Bei Asthmatikern betrug die Anzahl derjenigen mit normaler Lungenfunktion n= 44 (83%),
wahrend n=9 (17%) eine reduzierte Lungenfunktion vorwiesen.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen mit normaler und
reduzierter Lungenfunktion in Bezug auf die differentielle DNA-Methylierung (s. Tab. 8). In der

Wheezer Gruppe wurde aufgrund der geringen Fallzahl (n=1) keine Korrelation untersucht.

Lufu normal (n=44) Lufu reduziert (n=9)

Mittelwert SD Mittelwert SD p-Wert
cg04737885 0,7523 0,0440 0,7535 0,0723 n.s.
cg05765011 0,4008 0,1302 0,4275 0,0751 n.s.
cg00834536 0,3710 0,0601 0,3368 0,0441 n.s.
€g27066052 0,8542 0,0707 0,8711 0,0266 n.s.

Tabelle 8: Assoziation der differentiellen DNA-Methylierung mit der Lungenfunktion bei Asthmatikern.

Asthmatiker mit normaler Lungenfunktion (Lufu normal), Asthmatiker mit reduzierter Lungenfunktion (Lufu
reduziert), entsprechend Messwerten < 5. Perzentile in der Spirometrie. Darstellung des Methylierungsgrades
durch B-Werte (O=unmethyliert, 1=vollstdndig methyliert) und Berechnung der Mittelwerte mit der
entsprechenden Standardabweichung (SD). Berechnung der p=Werte mittels nicht parametrischem t-Test,

Mann-Whitney-Test.
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3.5.2 Anzahl der eosinophilen Granulozyten im Blut

Zur Untersuchung, ob eine Assoziation der DNA-Methylierung mit der Anzahl der eosinophilen
Granulozyten im Blut besteht, wurden zwei Gruppen gebildet. Es wurde unterschieden
zwischen Probanden mit normaler und erhdhter Eosinophilenzahl. Als Cut-off wurde ein
Grenzwert der Eosinophilenzahl von 300/ul festgelegt, da oberhalb dieses Wertes im
Allgemeinen von schwerem eosinophilem Asthma ausgegangen werden kann und in dieser
Gruppe ein gutes Ansprechen auf Antikdrpertherapien, z.B. mit Mepolizumab (Anti-IL5)
beobachtet wird [146,147]. Bei Kindern ist in diesem Fall eine Therapie mit Mepolizumab ab
einem Alter von 6 Jahren und Benralizumab (Anti-IL5 Rezeptor a) ab 12 Jahren zugelassen
[14].

Es zeigte sich kein signifikanter Methylierungsunterschied in den fiir ADCY9 identifizierten
CpGs in Abhiangigkeit der Eosinophilenzahl. Zur besseren Ubersicht erfolgte exemplarisch die
Darstellung eines CpG-Locus (cg00834536) (s. Abb. 5). Die Ergebnisse zu den weiteren CpG-

Loci finden sich im Anhang unter 7.3.1.
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Abbildung 5: Assoziation der DNA-Methylierung mit der Anzahl der eosinophilen Granulozyten.

Exemplarische Darstellung von cg00834536. Unterscheidung von Eosinophilenzahlen von > 300/ul und < 300/ul
im Blut. Darstellung des Methylierungsgrades durch B-Werte (0O=unmethyliert, 1=vollstdndig methyliert) und
Darstellung der Anzahl der Messwerte je Gruppe mit Berechnung der Mittelwerte und entsprechender

Standardabweichung (SD). Berechnung des p=Wertes mittels nicht parametrischem t-Test, Mann-Whitney-Test.
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Bei Asthmatikern und Wheezern wurde zusatzlich die differentielle Methylierung in
Abhangigkeit der Eosinophilenzahl analysiert.

Bei Nicht-Asthmatikern konnte aufgrund der Rekrutierung keine reprasentative
Vergleichsgruppe mit Eosinophilenzahlen > 300/ul (n= 2) untersucht werden.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der differentiellen Methylierung zwischen den

einzelnen Gruppen (s. Tab. 9).

n Eos > 300/ul (n=36) n Eos < 300/ul (n=18)
1. Asthmatiker
Mittelwert SD Mittelwert SD p-Wert
cg04737885 0,7553 0,0426 0,7462 0,0597 n.s.
¢cg05765011 0,4002 0,1247 0,4170 0,1167 n.s.
cg00834536 0,3557 0,0594 0,3840 0,0523 n.s.
€g27066052 0,8634 0,0374 0,8460 0,1004 n.s.
2. Wheezer n Eos > 300/ul (n=10) n Eos < 300/ul (n=6)
cg04737885 0,7231 0,0406 0,7537 0,0511 n.s.
¢cg05765011 0,4885 0,1710 0,4135 0,1484 n.s.
cg00834536 0,3415 0,0595 0,3492 0,0290 n.s.
€g27066052 0,8635 0,0351 0,8753 0,0170 n.s.

Tabelle 9: Assoziation der differentiellen DNA-Methylierung mit der Anzahl der eosinophilen Granulozyten.

Gruppenaufteilung fiir Asthmatiker und Wheezer je CpG-Locus. Unterscheidung anhand der Anzahl der
Eosinophilen im Blut. Darstellung des Methylierungsgrades durch B-Werte (O=unmethyliert, 1=vollstandig
methyliert) und Berechnung der Mittelwerte mit entsprechender Standardabweichung (SD). Berechnung der

p=Werte mittels nicht parametrischem t-Test, Mann-Whitney-Test.
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3.5.3 Atopie

Untersucht wurde der Einfluss von Atopie auf die DNA-Methylierung in den fir ADCY9
identifizierten CpGs.

Im Gesamtkollektiv befanden sich n = 25 (39%) mit Atopie und n = 39 (61%) ohne Atopie. Es
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Atopikern bzw. Nicht-Atopikern.
Exemplarisch erfolgte die Darstellung eines CpG-Locus (cg00834536) (s. Abb. 6). Die

Ergebnisse zu den weiteren CpG-Loci finden sich im Anhang unter 7.3.2.

Bei Asthmatikern und Wheezern und wurde zusatzlich die differentielle Methylierung in
Abhdngigkeit der Atopie analysiert. Hier konnten keine signifikanten

Methylierungsunterschiede gemessen werden (s. Tab. 10).
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Abbildung 6: Assoziation der DNA-Methylierung mit Atopie.

Exemplarische Darstellung von cg00834536. Unterscheidung von Abwesenheit oder Vorliegen einer Atopie.
Darstellung des Methylierungsgrades durch B-Werte (O=unmethyliert, 1=vollstandig methyliert) und Darstellung
der Anzahl der Messwerte je Gruppe mit Berechnung der Mittelwerte und entsprechender Standardabweichung

(SD). Berechnung des p=Wertes mittels nicht parametrischem t-Test, Mann-Whitney-Test.
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Atopie (n=18) keine Atopie (n=22)
1. Asthmatiker
Mittelwert SD Mittelwert SD p-Wert
cg04737885 0,7493 0,0428 0,7526 0,0430 n.s.
cg05765011 0,3778 0,1206 0,4266 0,1129 n.s.
cg00834536 0,3596 0,0506 0,3671 0,0629 n.s.
¢g27066052 0,8628 0,0496 0,8484 0,0899 n.s.
2. Wheezer Atopie (n=6) keine Atopie (n=5)
cg04737885 0,7279 0,0297 0,7296 0,0401 n.s.
cg05765011 0,4288 0,1146 0,4830 0,2621 n.s.
cg00834536 0,3238 0,0329 0,3544 0,0770 n.s.
€g27066052 0,8666 0,0199 0,8568 0,0503 n.s.

Tabelle 10: Einfluss von Atopie bei Asthmatikern/Wheezern auf die differentielle DNA-Methylierung.

Unterscheidung von Asthmatikern (A) und Wheezern (W) mit Atopie (n=18) und ohne Atopie (n=22). Darstellung
des Methylierungsgrades durch B-Werte (O=unmethyliert, 1=vollstdndig methyliert) und Berechnung der
Mittelwerte mit der entsprechenden Standardabweichung (SD). Berechnung der p=Werte mittels nicht

parametrischem t-Test, Mann-Whitney-Test.

3.5.4 Passive Rauchexposition

Es wurde der Einfluss einer passiven Rauchexposition auf die DNA-Methylierung am ADCY9-

Gen untersucht.

Eine passive Rauchexposition wurde als Rauchen im Haushalt oder auch auf dem Balkon

definiert. In der Kohorte gab es keine Teilnehmer, die aktiv geraucht haben.

Der Anteil derjenigen mit einer passiven Rauchexposition betrug n= 29 (36%) und der Anteil

derjenigen, die in einem Nichtraucher Haushalt leben betrug n= 51 (64%).

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Zusammenhang mit passiver

Rauchexposition in der differentiellen DNA-Methylierung (s. Tab. 11).
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Nichtraucher (n=51) passiv Rauchen (n=29)

Mittelwert SD Mittelwert SD p-Wert
cg04737885 0,7528 0,0417 0,7414 0,0430 n.s.
cg05765011 0,3923 0,1079 0,4459 0,1629 n.s.
cg00834536 0,3552 0,0588 0,3647 0,0590 n.s.
¢g27066052 0,8683 0,0343 0,8480 0,0803 n.s.

Tabelle 11: Einfluss von passiver Rauchexposition auf die differentielle DNA-Methylierung.

Anzahl der Messwerte je Gruppe fiir die unterschiedlichen CpGs. Unterscheidung von Nichtraucher Haushalten
und dem Vorliegen einer passiven Rauchexposition. Darstellung des Methylierungsgrades durch B-Werte
(0O=unmethyliert, 1=vollstdndig methyliert) und Berechnung der Mittelwerte mit der entsprechenden

Standardabweichung (SD). Berechnung der p=Werte mittels nicht parametrischem t-Test, Mann-Whitney-Test.

3.5.5 Behandlung mit SABAs

Ferner wurde untersucht, ob eine Behandlung mit SABAs bei Asthmatikern und Wheezern
Einfluss auf die DNA-Methylierung zeigt.

In der Zusammenfassung von Asthmatikern und Wheezern betrug die Anzahl derjenigen, die
eine Therapie mit SABAs erhalten haben n= 52 (91%), wahrend n=5 (9%) keine Medikation
mit SABAs erhielten.

Es zeigten sich bzgl. der Methylierung keine signifikanten Unterschiede bei
Asthmatikern/Wheezern im Zusammenhang mit einer SABA- Therapie. Exemplarisch erfolgte
die Darstellung eines CpG-Locus (cg00834536) (s. Abb. 7). Die Ergebnisse zu den weiteren
CpG-Loci finden sich im Anhang unter 7.3.3.

Bei Asthmatikern konnte in der Gruppe ohne Behandlung mit SABAs aufgrund der
Rekrutierung nur ein Vergleich mit einer geringen Anzahl (n=3) hergestellt werden.

Die differentielle DNA-Methylierung bei Asthmatikern zeigte ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede (s. Tab. 12).

Die Gruppe der Wheezer zeigte aufgrund der Rekrutierung keine reprasentative

Vergleichsgruppe ohne Therapie mit SABAs (n=2).
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Abbildung 7: Assoziation der DNA-Methylierung mit einer SABA Therapie.

Exemplarische Darstellung von cg00834536. Unterscheidung von Probanden ohne SABA Therapie (kein SABA)

und Probanden mit SABA Therapie

(SABA). Darstellung des

Methylierungsgrades durch B-Werte

(0O=unmethyliert, 1=vollstandig methyliert) und Darstellung der Anzahl der Messwerte je Gruppe mit Berechnung

der Mittelwerte (MW) und entsprechender Standardabweichung (SD). Berechnung des p=Wertes mittels nicht

parametrischem t-Test, Mann-Whitney-Test.

SABAs (n=38) ohne SABAs (n=3)
Asthmatiker

Mittelwert SD Mittelwert SD p-Wert
cg04737885 0,7547 0,0512 0,7616 0,0122 n.s.
cg05765011 0,4109 0,1218 0,4751 0,1368 n.s.
cg00834536 0,3644 0,0559 0,3221 0,0085 n.s.
¢g27066052 0,8526 0,0761 0,8590 0,0268 n.s.

Tabelle 12: Einfluss inhalativer Betamimetika auf die differentielle DNA-Methylierung bei Asthmatikern.

Anzahl der Messwerte von Asthmatikern fiir die unterschiedlichen CpGs. Unterscheidung zwischen einer

Therapie mit SABAs und ohne SABAs. Darstellung des Methylierungsgrades durch B-Werte (O=unmethyliert,

1=vollsténdig methyliert) und Berechnung der Mittelwerte und entsprechender Standardabweichung (SD).

Berechnung der p=Werte mittels nicht parametrischem t-Test, Mann-Whitney-Test.
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3.6 Korrelation von Methylierung und ADCY9-Expression

Im ersten Datenset der Studienpopulation erfolgte die Bestimmung der mRNA-Expression von
ADCY9 mittels RNASeq (Gesamt-Transkriptom-Shotgun-Sequenzierung) [135].

Um zu differenzieren, ob bei den primdaren humanen Nasenepithelzellen eine Korrelation
zwischen der DNA-Methylierung an den vier CpG-Loci und der mRNA-Expression von ADCY9
vorliegt, wurde diese jeweils fiir die Kontrollgruppe (n=10), die Asthmatiker (n=10), die
infizierten Kontrollen (n=10) und die infizierten Asthmatiker (n=10) untersucht. Aufgrund der
geringen StrichprobengrofRe konnte hier keine Normalverteilung gezeigt werden. Da jedoch
in der gesamten Studienpopulation (s. Ergebnisteil 3.2) eine Normalverteilung der Daten zur
DNA-Methylierung gezeigt wurde, erfolgte die Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach
Pearson (r) fiir cg0437885, cg05765011 und cg00834536 und nach Spearman (rs) fur
€g27066052.

Eine negative Korrelation der mRNA-Expression von ADCY9 mit zunehmender DNA-
Methylierung konnte am cg04737885 fiir Asthmatiker ohne Infektion und am cg00834536 fir

Asthmatiker mit und ohne Infektion gezeigt werden (s. Tab. 13 und Abb. 8).

CpG r p-Wert
Asthmatiker ohne Infektion cg04737885 -0,7492 0,0126
Asthmatiker ohne Infektion cg00834536 -0,7045 0,0229
Asthmatiker mit Infektion cg00834536 -0,6465 0,0434

Tabelle 13: Korrelationsanalyse der mRNA-Expression von ADCY9 und DNA-Methylierung.

Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson (r) in humanen nasalen Epithelzellen von Asthmatikern

mit oder ohne RV-Infektion.
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C Asthmatiker mit RVI
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Abbildung 8: Regressionsgerade der Korrelation von ADCY9-mRNA-Expression und spezifischen DNA-

Methylierungen.

A, B: Asthmatiker ohne in vitro RVI C: Asthmatiker mit in vitro RVI. mRNA-Expression in RPKM (Reads per Kilobase

per million mapped reads), Methylierungsniveau als B-Wert.

3.7 Einfluss einer RVI auf die ADCY9-Expression bei Asthmatikern und Nicht-

Asthmatikern

Die Analyse der RNA-Sequenzierungsergebnisse erfolgte nach Normalisierung der
Expressionsstirke in RPKM (Anzahl der Fragmente pro Kilobase Transkriptlange pro eine
Millionen Sequenzen). Dieser Wert ermdglicht den Vergleich der RNA-Expressionsstarke von
ADCY9 in unterschiedlichen Gruppen innerhalb der Kohorte. Mittels zweifacher
Varianzanalyse wurde untersucht, ob Asthmatiker und Nicht- Asthmatiker mit und ohne in
vitro RVI eine differentielle DNA-Methylierung zeigten. Dabei wurden multiple Vergleiche
durchgefliihrt und die Ergebnisse durch Kontrolle der FDR nach Benjamini und Hochberg
korrigiert. Der Vergleich der RNA-Expression von ADCY9 zwischen den Kontrollen zeigt ein

ahnliches Ausgangsniveau. Nach der Virusinfektion wurde eine Tendenz zur héheren RNA-
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Expression von ADCY9 bei Asthmatikern im Vergleich zu Nicht-Asthmatikern gefunden. Der

Unterschied ist allerdings nicht signifikant (s. Abb. 9).
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Abbildung 9: Einfluss einer multiplen RVI auf die RNA-Expression von ADCY9.

RNA-Expression von ADCY9 durch RNA-Sequenzierung und Darstellung nach Normalisierung in RPKM (Anzahl der
Fragmente pro Kilobase Transkriptlange pro eine Millionen Sequenzen) bei Nicht-Asthmatikern (kein Asthma)
und Asthmatikern (Asthma) mit und ohne in vitro RVI. Testverfahren: two-way-ANOVA und Kontrolle der FDR.
Zur besseren Ubersicht wurden bei dem Vergleich von Nicht-Asthmatikern und Asthmatikern keine Querbalken

dargestellt.

3.8 Einfluss einer multiplen RVI auf die ADCY9-Expression einer Zellkultur

humaner bronchialer Epithelzellen

3.8.1 Infektionskontrolle durch IL8

Um im Infektionsversuch nachzuweisen, dass eine erfolgreiche Infektion der Zellen
stattgefunden hat, erfolgte die Messung der RNA-Expression von IL8 mittels qPCR. Das Zytokin
IL8 zeigt bei einer Infektion mit dem RV16 einen besonders hohen Anstieg und wird bei einer
Asthma Exazerbation verstarkt exprimiert [26,148-150].

Fir die Auswertung der gPCR wurde zunachst der CT-Mittelwert (CT-MW) aus den CT-Werten

der drei Replikate je Probe berechnet. Ein hoher CT-Wert bedeutet, dass wenig cDNA vorliegt.
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Zur Berechnung der ACT-Werte wurden fir die Infektionskontrolle und zur Auswertung der
Infektionsversuche das Housekeeping-Gen RPS-18 verwendet. Aus einem vorherigen Versuch
der Arbeitsgruppe geht hervor, dass sich RPS18 im Vergleich zu HPRT1 und ACTB Uber eine
Anzahl von funf Infektionen stabil verhalt.

Der ACT-Wert wurde durch Subtraktion des Zielgens vom CT-MW des Housekeeping-Gens
berechnet. Da sowohl die CT-MW fiir IL8 als auch fiir ADCY9 héhere Werte zeigten als der CT-
MW fir RPS18, ergaben sich in beiden Auswertungen negative ACT-Werte. Niedrigere ACT-
Werte bedeuten auch eine geringere Menge vorliegender cDNA und eine geringere RNA-
Expression.

Der AA-CT Wert errechnet sich anhand der Differenz zwischen den ACT-Werten aus der 5.
Infektion minus der 1. Infektion.

Die AA-CT Werte zeigen einen signifikanten Unterschied zwischen den Kontrollzellen und
infizierten Zellen, sodass von einer erfolgreichen Infektion ausgegangen werden kann (p=

0,016) (s. Abb. 10).
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Abbildung 10: Infektionskontrolle durch IL8.

Erfolgreiche Infektion bei signifikantem Anstieg der RNA-Expression von IL8 bei den infizierten Proben (RVI) im
Vergleich zu den Kontrollen (K): p=0,016* (Mann-Whitney-Test) in der gPCR. Jeder Punkt steht flr einen

berechneten Messwert, die Linien zeigen den Mittelwert und die Standardabweichung.
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3.8.2 ADCY9-Expression in der Zellkultur

Die mRNA-Expression in den Beas2-Bs wurde nach der 1. Infektion und nach der 5. Infektion
untersucht. Nach einmaliger Infektion zeigten die Kontrollkulturen und infizierten Zellen ein
fast gleiches Ausgangsniveau der mRNA-Expression von ADCY9. Uber die fiinf Infektionen
blieb der ACT-Mittelwert bei infizierten Zellen auf gleichem Niveau, wahrend bei
Kontrollzellen eine Tendenz zum Anstieg der Expression von ADCY9 sichtbar war. Der
Expressionsunterschied zwischen Kontrollzellen und infizierten Zellen nach finf Infektionen

(K5 vs. RV5) ist jedoch nicht signifikant (p>0,05) (s. Abb.11).
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n.s. n.s. 1 RVI
= L — —
% -6.0
®  -6.5-
§ -T T
< -7.0-
7 54 -
-8C 1 ||
1. 5.

Abbildung 11: RNA-Expression von ADCY9 nach Mehrfachinfektion in Zellkultur.

Messung mittels gPCR in Beas-2B. Unterscheidung von RV16 infizierten Zellen nach erster Infektion (1.) und nach
finfter Infektion (5.) (x-Achse). Dargestellt werden Mittelwerte und Standardabweichungen. Bei den
Kontrollzellen zeigt sich Uber die Kulturdauer ein Anstieg von ADCY9, wdhrend die RV16 infizierten Zellen eine
eher gleichbleibende Expression von ADCY9 zeigen. Der Anstieg zwischen den Kontroll- und RV16-Zellkulturen

ist nicht signifikant. K5 vs. RV5: n.s. p=0,095 (Mann-Whitney Test).

Die Erhéhung des ACT-Werts bei den Infektionskontrollen wiirde auf eine Zunahme der RNA-

Expression von ADCY9 mit zunehmender Passage der Zellen hindeuten.
Die mehrfache Virusinfektion scheint diesem Expressionsanstieg entgegenzuwirken (Trend).
Anhand der Berechnung der AA-CT-Werte wird der Einfluss der Infektionen auf die mRNA-

Expression von ADCY9 abgebildet. Hierflir wurde die Differenz zwischen den ACT-Werten aus
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der 5. Infektion minus der 1. Infektion bei den Kontrollen (K (5-1)) und den Infizierten (RV (5-
1)) gebildet. Die AA-CT Werte zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den

Kontrollen und infizierten Zellen (p=0,15, Mann-Whitney-Test).

3.8.3 Powerkalkulation zur ADCY9-Expression in der Zellkultur

Da die statistische Auswertung nicht signifikant ist, jedoch ein Trend zur Unterdriickung von
ADCY9 durch die Infektionen vermutet werden kann, wurde eine Power-Kalkulation
angeschlossen. Die Berechnung erfolgte mit dem Programm StatMate von GraphPad. Unter
der Annahme, dass eine GauR-Verteilung vorliegt, wurden der Mittelwert und die
Standardabweichung fiir die Kontrollen nach der 5. Bearbeitung (K5) und die funffach
Infizierten (RV5) berechnet. Die Power-Kalkulation zeigt, dass bei einer groReren
Stichprobenzahl von 30 Proben bei einer Standardabweichung von 0,15 und Power von 95-

99% ein Unterschied auf einem Signifikanzniveau von 0,05 messbar waére (s. Tab. 14).

n=5 K5 RV5
Mittelwert -6,534 -7,049
Standardabweichung 0,133 0,168

0,15 (MW)
Signifikanzlevel a=0,05
n/Gruppe 99% 95% 90%
20 0,21 0,18 0,16
25 0,19 0,16 0,14
30 0,17 0,14 0,13
35 0,16 0,13 0,12

Tabelle 14: Power-Kalkulation Infektionsversuche.

Berechnung mit StatMate (GraphPad). Bei einer Standardabweichung von 0,15 und einer Power von 95-99%
wadre bei einer Probenanzahl von n=30 ein Unterschied der RNA-Expression auf einem Signifikanzniveau von 0,05

zwischen den Kontrollen (K5) und infizierten (RV5) messbar.
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4 Diskussion

Bereits seit einigen Jahren ist bekannt, dass eine Infektion mit Rhinoviren im Kindesalter einen
signifikanten Einfluss auf die spatere Entstehung von Asthma bronchiale aufweist [25,41]. Der
genaue Pathomechanismus wurde noch nicht hinreichend erklart. Bekannt ist, dass die
Pathogenese von Asthma bronchiale sowohl auf genetischen als auch exogenen Faktoren
beruht, deren Zusammenhang mit epigenetischen Veranderungen aktuell genauer erforscht
wird. In unserer Arbeitsgruppe wurde der Einfluss einer RVI auf die differentielle DNA-
Methylierung genauer untersucht und es konnten dabei Unterschiede im Adenylatzyklase
kodierenden Gen (ADCY9) festgestellt werden. Ob jedoch die Expression des Enzyms
Adenylatzyklase epigenetisch durch RVI beeinflusst wird und dabei eine Rolle bei
asthmarelevanten Pathomechanismen spielt, soll in dieser Arbeit eruiert werden.

Um diese Fragen zu beantworten, wurde nach aktuellem Kenntnisstand zum ersten Mal eine
Analyse zur DNA-Methylierung am ADCY9-Gen und zur RNA-Expression von ADCY9 bei einer
RVI kindlicher Asthmatiker und Nicht-Asthmatiker durchgefiihrt. Das Ziel dieser Arbeit
bestand in der Charakterisierung der Methylierungsanderung am ADCY9-Gen nach
wiederholten in vitro RV-Infektionen. Ferner wurde die Assoziation nach in vitro RVI
differentiell methylierter CpG-Loci mit asthmarelevanten klinischen Aspekten in
Nasenepithelzellen einer padiatrischen Studienpopulation untersucht.

Die Ausgangshypothese lautete, dass eine differentielle DNA-Methylierung mit
asthmarelevanten Pathomechanismen assoziiert ist und die RV-Infektion(en) durch eine
differentielle Methylierung die RNA-Expression der Adenylatzyklase hemmt(en). Insgesamt
konnte diese nicht bestatigt werden. Die Analyse erbrachte Gberwiegend keine statistisch
signifikanten Ergebnisse. Fiir einen CpG-Locus konnte eine differentielle Methylierung mit
Hospitalisierung von Asthmatikern assoziiert werden, wobei kein direkter Zusammenhang mit
einer RVI gezeigt werden konnte. Dennoch zeigte sich ein Trend zur héheren Expression von
ADCY9 bei infizierten Asthmatikern im Vergleich zu infizierten Nicht-Asthmatikern.

Fir alle  Fragestellungen  wurden  Korrekturen angewandt, um fur die

Irrtumswahrscheinlichkeit zu korrigieren.
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4.1 Methylierung und Expression von ADCY9 nach RVI in der Kohorte

Am Gen-Locus cg00834536 konnte bei nicht-hospitalisierten Asthmatikern eine starkere
Methylierung im Vergleich zu hospitalisierten Asthmatikern gemessen werden. Fir diesen
CpG-Locus in der Promotorregion zeigte die Korrelationsanalyse, dass die Expression von
ADCY9 bei infizierten und nicht-infizierten Asthmatikern mit zunehmender Methylierung
abnimmt. Bei Asthmatikern, die aufgrund einer schweren Exazerbation hospitalisiert werden
mussten, kann daher auf eine hohere Genexpression von ADCY9 im Vergleich zu nicht-
hospitalisierten Asthmatikern geschlossen werden. Nach der Virusinfektion zeigte sich bei
infizierten Asthmatikern ein Trend zur hdéheren Expression von ADCY9 im Vergleich zu
infizierten Nicht-Asthmatikern. Vermutet werden kann daher, dass das Gen ADCY9 bei
Asthmatikern, die z.B. aufgrund einer schweren viral ausgeldsten akuten Exazerbation eine
stationdre Behandlung bendtigten, verstarkt exprimiert wird.

In  der jeweiligen Kontrollgruppe ohne Infektion bestand kein signifikanter
Expressionsunterschied von ADCY9 bei Asthmatikern im Vergleich zu Nicht-Asthmatikern,
sodass kein Zusammenhang zwischen der ADCY9-Expression und der Diagnose Asthma
allgemein vermutet werden kann. Interessant wadre es daher, ob bei hospitalisierten
Asthmatikern im Rahmen der akuten Exazerbation Rhinoviren mittels Multiplex-PCR
detektiert werden konnten. Dieser Parameter ist im Rahmen der Datenerhebung jedoch nicht

erfasst worden.

Eine differentielle DNA-Methylierung konnte bisher nur in wenigen Forschungsarbeiten mit
einer RVI bei Asthmatikern assoziiert werden.

In einer 2018 veroffentlichten Studie von Pech et al. aus unserer Arbeitsgruppe wurden
anhand von primdren nasalen Epithelzellen genomweite Analysen zur DNA-Methylierung und
RNA-Expression bei Kindern mit Asthma bronchiale durchgefiihrt und die Beeinflussung durch
eine RVI im Vergleich zu Nicht-Asthmatikern untersucht. Pech et al. fanden dabei signifikante
Unterschiede an 16 unterschiedlichen CpG-Loci. Diese befanden sich unter anderem an den
Genen BAT3 (HLA-B-assoziiertes Transkript 3) und NEU1 (Neuraminidase 1), welche bei der

Immunantwort eines Wirts auf virale Infektionen involviert sind [135].
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In einer Studie von McErlean et al. im Jahr 2014 wurde publiziert, dass sich die DNA-
Methylierung bei einer Infektion mit Rhinoviren sowohl global als auch an spezifischen Gen
Loci wie zum Beispiel SNORA12 bei Asthmatikern im Vergleich zu Nicht-Asthmatikern
unterscheidet. Das RNA-Gen SNORA12 wurde bisher mit der Pathogenese von systemischem
Lupus erythematodes assoziiert und steht somit moglicherweise im immunologischen
Zusammenhang mit Asthma [153]. Das Gen ADCY9 wurde in der Arbeit von McErlean et al.
nicht aufgefihrt.

Von McErlean et al. wurden nasale Epithelzellen erwachsener Asthmatiker und Nicht-
Asthmatiker analysiert bei denen genomweite und spezifische Anstiege der DNA-
Methylierung nach RVI auftraten [134]. Auch wenn sich Epithelzellen sowohl bei Kindern, als
auch bei Erwachsenen regelmalig erneuern, sollte das biologische Alter der Probanden bei
der Interpretation der Methylierungsmuster bericksichtigt werden [154].

In unserer Arbeitsgruppe konnten Nemani et al. im Jahr 2021 mehr als 30 000 differentiell
methylierte CpG-Loci in einer Zellkultur (BEAS-2Bs) nach konsekutiver in vitro RVI
identifizieren. Von diesen CpG-Loci konnten acht CpG-Loci signifikant mit der RNA-Expression
einer Isoform des Kollagen Typ IV (COL4A3) in Zusammenhang gebracht werden, wobei
insbesondere eine erhéhte Methylierung am cgl11797365 mit einer verminderten RNA-
Expression von COL4A3 assoziiert war [136].

COL4AS3 ist ein wesentlicher Bestandteil der Basalmembran und wird im Lungengewebe in
groflen Mengen exprimiert [155]. Bekannt ist, dass Asthmatiker mit schwerer Asthmaform
eine verminderte Expression dieses Proteins aufweisen, wodurch Inflammation und
Angiogenese beglinstigt werden [156—159].

Die Arbeitsgruppe von Kim et al. veroffentlichte im Jahr 2015 Ergebnisse aus einer Studie mit
erwachsenen Asthmatikern und Nicht-Asthmatikern, in der bei Asthmatikern eine
verminderte Genexpression von Interferon (IFN)-a, IFN-B und dem Transkriptionsfaktor IFN-
regulatory factor 7 (IRF7) in Lymphozyten im Zusammenhang mit einer RV-16 Infektion in vitro
gefunden wurde. Diese Gene kodieren fiir Interferone, die eine wichtige Rolle in der
Immunabwehrreaktion einer Virusinfektion spielen. Fiir IRF7 wurde zusatzlich die DNA-
Methylierung an 16 CpG-Loci der Promotorregion untersucht, wobei keine signifikante
differentielle Methylierung gefunden wurde, die eine Expressionsanderung bedingen kdnnte

[160].
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Neben der RVI wurden in dieser Arbeit weitere Indikatoren flr einen hohen Schweregrad der
Asthmaerkrankung wie eine notwendige orale Steroidtherapie bei Hospitalisierten, eine
reduzierte Lungenfunktion und die Anzahl der eosinophilen Granulozyten im Blut untersucht,
wobei an den untersuchten CpG-Loci ebenfalls kein Einfluss auf eine differentielle
Methylierung bei Asthmatikern und Nicht-Asthmatikern bzw. Wheezern gefunden wurde.
Eine Behandlung mit SABAs und der Risikofaktor Tabakrauchexposition konnten ebenfalls

nicht mit signifikanten differentiellen Methylierungsunterschieden assoziiert werden.

Der Einfluss einer Steroidtherapie auf eine differentielle DNA-Methylierung wurde ebenfalls
von Xue Zhang et al. untersucht. Die Arbeitsgruppe analysierte nasale Proben von 33 Kindern
mit einer akuten Asthma Exazerbation, die initial entweder ein gutes oder schlechtes
Ansprechen auf die Steroidtherapie zeigten. Die Proben wurden 18-24h nach Erstvorstellung
in der Notfallambulanz nochmals kontrolliert. Bei denjenigen Patienten mit gutem
Ansprechen zeigte sich im zeitlichen Verlauf eine differentielle DNA-Methylierung an drei

CpG-Loci in der Promotorregion von OTX2 [161].

Die Arbeit von Xue Zhang et al. zeigt, dass sich die Methylierung im Zeitintervall einiger
Stunden verandern und auBerdem mit einem Therapieerfolg durch Steroidapplikation
assoziiert werden kann. In dieser Arbeit konnte zwar keine differentielle DNA-Methylierung
mit einer Steroidtherapie assoziiert werden, es ist jedoch denkbar, dass eine Steroidtherapie
kurzzeitige oder zeitlich variable Effekte auf die DNA-Methylierung aufweisen kann. Nemani
et al. konnten in dem Zusammenhang zeigen, dass der Methylierungsgrad eines CpG-Locus
(cg11797365) moglicherweise die transkriptionelle Antwort auf eine inhalative
Steroidtherapie beeinflusst und so Auswirkungen auf das Therapieansprechen von
Asthmatikern haben kann [136].

In Bezug auf eine reduzierte Lungenfunktion wurde in dieser Arbeit wiederum keine
differentielle Methylierung von ADCY9 gefunden. Nemani et al. konnten dagegen eine
erhohte Methylierung am ¢gl11797365 mit einer reduzierten Lungenfunktion bei
Asthmatikern korrelieren [136]. In einer Studie von Dekker et al. wurde Nabelschnurblut von
insgesamt 1688 Neugeborenen auf differentielle Methylierungsmuster untersucht und mit
der Lungenfunktion im Alter von 7-13 Jahren korreliert. Dabei konnten 22 CpG-Loci
identifiziert werden, die im Zusammenhang mit der Lungenfunktion standen und 18

Methylierungsstellen mit Asthma bronchiale assoziiert werden. Die betreffenden Gene, z.B.
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HOXA5 wurden zuvor mit der Entwicklung der Atemwege, z.B. der Alveolarisierung,
Atemwegserkrankungen allgemein und zellularer Immunitat in Verbindung gebracht [162].

Die Ergebnisse beschreiben Zusammenhange von differentieller Methylierung und Asthma
bronchiale, woraus jedoch keine Kausalitat impliziert werden kann. Vielmehr besteht die
Moglichkeit eines Konfundierungseffekts durch multiple Einflussfaktoren auf den Organismus.
In dieser Arbeit wurde daher der Einfluss einer in vitro RVI auf die differentielle Methylierung

von ADCY9 zusatzlich in einer Zellkultur untersucht.

4.2 Methylierung und Expression von ADCY9 nach multipler RVI in der

Zellkultur

Um eine schwere wiederholte virale Infektion zu simulieren, erfolgte eine filinffache RVI
humaner bronchialer Epithelzellen (Beas-2B) in einer Zellkultur. Hierdurch lasst sich der
Einfluss der Virusinfektion auf die differentielle Methylierung sowie deren Auswirkungen auf
die Genexpression unabhdngig untersuchen, da multiple Einflussfaktoren, welche in vivo
epigenetische Veranderungen hervorrufen kénnen, deutlich reduziert werden.

Die Grundlage fur die Messungen und Analyse zum Gen ADCY9 dieser Arbeit beruhte auf
Experimenten unserer Arbeitsgruppe, in denen Methylierungsgrade von mehrfach in vitro RV-
16 infizierten Beas-2Bs bestimmt wurden. Mittels Human Methylation450 BeadChip Kit
(Humina) wurden hierbei signifikante Veranderungen der DNA-Methylierung an den in dieser
Arbeit untersuchten CpG-Loci gemessen.

Die Ergebnisse konnten in dieser Arbeit nicht bestatigt werden.

In der Zellkultur mit Beas-2Bs zeigte die Expression von ADCY9 innerhalb der geringen
Stichprobenzahl keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontrollen (n=5) und infizierten
Zellen (n=5). Insgesamt zeigte sich bei den Kontrollen jedoch ein Trend zur Zunahme der RNA-
Expression von ADCY9 mit zunehmender Passage der Zellen, wahrend die mehrfache RVI
scheinbar diesem Trend entgegenwirkt.

Da aufgrund des Trends geringe Unterschiede wahrscheinlich sind, erfolgte eine Power-
Kalkulation fiir die Ergebnisse der Zellkultur. Hier konnte berechnet werden, dass es bei einer
groRBeren Anzahl an Proben von n=30 einen signifikanten Unterschied zwischen der

Kontrollgruppe und den flinffach infizierten Proben geben wiirde. In diesem Fall stellt sich
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jedoch die Frage, ob es sich bei dem beschriebenen Effekt um ein Zellkulturartefakt handelt

und ob diese Unterschiede biologisch fiir den Organismus relevant waren.

Auffallig ist, dass sich die Methylierung in vivo scheinbar nicht entsprechend den

experimentellen Daten aus der Zellkultur verhilt.

Wahrend in der Zellkultur tendenziell ein hemmender Effekt auf die RNA-Expression von
ADCY9 durch die RVI besteht, zeigte sich in der Kohorte ein gegensatzlicher Trend zur héhere
RNA-Expression von ADCY9 nach RVI bei Asthmatikern im Vergleich zu Nicht-Asthmatikern.
Ubertragt man die Beobachtungen der Zellkultur auf die Kohorte, wiirden Asthmatiker
demnach einen geringeren Effekt durch die RVI als Nicht-Asthmatiker zeigen. Hierflr kénnte
eine verminderte Methylierung bei Asthmatikern im Vergleich zu Nicht-Asthmatikern
verantwortlich sein, welche allerdings in den Ergebnissen zur Methylierung an den

untersuchten CpG-Loci nicht bestatigt werden konnte.

Insgesamt liegt daher innerhalb der Studienpopulation eher die Vermutung nahe, dass
Asthmatiker in Situationen mit hdherer Krankheitsaktivitat, hier am Beispiel der notwendigen
stationdren Behandlung z.B. durch Infektexazerbation, vermehrt ADCY9 exprimieren, um den
Energiebedarf der Zellen zu decken. Ob dieser Bedarf epigenetisch durch die Methylierung
reguliert wird, konnte jedoch nicht bestatigt werden. Wenn Asthmatiker bei einem Infekt mit
Rhinoviren mehr ADCY9 exprimieren als Nicht-Asthmatiker, spricht dieses fiir einen erhéhten
Energiebedarf der Zelle bei erhdhter Krankheitsaktivitat. Daraus kénnte geschlussfolgert
werden, dass Asthmatiker bei einer RVI mehr cAMP in der Zelle benétigen als Nicht-
Asthmatiker. Bleibt die Vermutung bestehen, dass die Funktion der Adenylatzyklase durch den
viralen Infekt eingeschrankt wird, konnte eine erhéhte RNA-Expression von ADCY9 einen

Mechanismus zur Gegenregulation bei Asthmatikern bilden.

Andere Arbeiten haben in dem Zusammenhang Proteine untersucht, deren regulatorische
Funktion fir die Entzindungsmediation bei Asthmatikern Uber eine ADCY-cAMP
Signalkaskade vermittelt wird und die zelluldren Effekte daher indirekt die Funktion der
Adenylatzyklase involvieren. In verschiedenen Experimenten in vivo und in vitro wurde
herausgefunden, dass z.B. der Transkriptionsfaktor CREM in den CD4-positiven T-Zellen
herunterreguliert ist und so eine Entziindungsreaktion bei Kindern mit Asthma bronchiale
verstarkt wird [163]. Eine Isoform von CREM (CREMa), die durch alternatives splicing
generiert wird, reguliert auBerdem die Zytokinausschittung, z.B. von IL-5. Neben der
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regulatorischen Funktion auf Promotorregionen in T-Lymphozyten verdandert CREMa
zusatzlich die epigenetische Konformation von Zytokingenen, unter anderem durch DNA-
Methylierung [164].

Da der Einfluss von CREM (uber eine Signalkaskade mit Adenylatzyklase und cAMP vermittelt
wird, besteht die Moglichkeit, dass auch eine Verminderung von cAMP &dhnliche Effekte auf
die Zytokinausschiittung haben kénnte und somit die Pathogenese von Asthma positiv
beeinflussen kdnnte. Umgekehrt konnte eine Erniedrigung von CREM einen Mechanismus zur
Gegenregulation in der Zelle auslésen und zu einer Hochregulierung von ADCY9 fiihren, um

mehr cAMP zu generieren.

Der in der Kontrollgruppe vorliegende Trend zur Zunahme der RNA-Expression von ADCY9 mit
zunehmender Passage der Zellen, konnte in anderen Forschungsarbeiten ebenfalls
beobachtet werden. Horvath zeigte in den letzten Jahren, dass die DNA-Methylierung einen
Biomarker fir die biologische Uhr eines Organismus darstellt und eine Korrelation mit der
Anzahl einer Zellpassage vorliegt [154,165]. Ebenfalls konnte in epigenomweiten
Assoziationsstudien ein erhdhtes epigenetisches Alter nasaler Epithelzellen mit Asthma und
Allergie korreliert werden [125].

In dieser Arbeit konnte am Gen-Locus cg27066052 ebenfalls eine leicht positive Korrelation
der Methylierung mit dem Alter der Studienteilnehmer gezeigt werden. Hieraus wurde jedoch
nicht auf eine kausale Beziehung zwischen den Parametern geschlussfolgert und es sollte fir
weitere Analysen eine Korrektur erfolgen. Im Datensatz von Horvath wurde dieses CpG nicht
aufgefihrt.

Die DNA-Methylierung weiterer untersuchten CpG-Loci innerhalb der Kohorte zeigte keine
Beeinflussung durch die Merkmale Alter und Geschlecht und es wurde somit ein

Konfundierungseffekt hierdurch fir die Analysen ausgeschlossen.

4.3 Methodenkritik

Die Starken dieser Arbeit liegen in der Erforschung von Grundlagen eines aktuellen Themas,
zu dem bisher nur wenige Daten veroffentlicht wurden. Die Arbeit profitiert von der

Kombination der Analysen aus einer Kohorte mit denen einer Zellkultur. Die gewonnenen
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Informationen anhand von Probanden schaffen einen Bezug von Grundlagenforschung zum
klinischen Alltag, wahrend mit Hilfe der Zellkultur konkrete Fragestellungen, hier am Bespiel
des Einflusses einer multiplen RVI auf die DNA-Methylierung und Genexpression von ADCY9,

untersucht werden konnten.

Die Zellkultur mit Beas-2Bs stellt hier eine einfache Methode dar, um anhand von leicht
zuganglichen menschlichen Zellen, einfach reproduzierbare Experimente durchzufiihren.
Komplexe Zusammenhdnge in vivo lassen sich in vitro auf bestimmte Fragestellungen
reduzieren, da die Zellen nicht in Kommunikation mit dem gesamten Organismus stehen und
duBere Einflisse, wie zum Beispiel die Temperatur und das Nahrstoffangebot, reguliert
werden kénnen. Dadurch lasst sich die Analyse im Hinblick auf einen Fokus, hier am Beispiel

ADCY9, vereinfachen und StorgréRen deutlich reduzieren.

Die Limitation dieser Arbeit besteht umgekehrt darin, dass Ergebnisse von Zellkulturen
grundsatzlich nur bedingt auf Organismen in vivo Ubertragen werden kénnen. Um diese
Limitation zu reduzieren, wurden Beas-2Bs verwendet. Die humanen bronchialen
Epithelzellen Beas-2B ndhern sich der in vivo Situation eng an und werden schon viele Jahre

flir die Asthma Forschung verwendet [166].

Da die nasalen Zellen aus der Kohorte im Gegensatz zu den Beas-2Bs maximal 3-5 Passagen
Uberlebt haben, konnte in der Kohorte nur eine einfache Infektion mit dem RV16 durchgefiihrt
werden. Aufgrund der geringeren Viruslast in der Kohorte im Vergleich zur hoheren Viruslast
in der Zellkultur (finffache RVI) ist daher ein geringerer Effekt auf Methylierungsanderungen

in der Kohorte denkbar.

Zu bericksichtigen ist auBerdem, dass bei den humanen Proben nasale Epithelzellen und
keine bronchialen Epithelzellen untersucht wurden, da diese bei Kindern nur unzulanglich
gewonnen werden konnen. Obwohl gezeigt wurde, dass nasale Epithelzellen ein
vergleichbares Expressionsmuster wie bronchiale Epithelzellen aufweisen, ist denkbar, dass
die Analysen durch Entziindungsreaktionen bei allergischer Rhinitis je nach Jahreszeit und
Atopie beeinflusst werden kdnnten [167]. In einer Studie von 2013 mit 17 erwachsenen
Asthmatikern und Nicht-Asthmatikern konnte diese Uberlegung bestétigt und eine
differentielle Methylierung in 52 Genen bronchialer Mukosazellen mit Atopie assoziierte
werden [168]. In einer genomweiten Untersuchung nasaler Epithelzellen von 483 Kindern aus
Puerto Rico konnten Forno et al. im Jahr 2019 ebenfalls Methylierungsmuster ausfindig
machen, die eine Assoziation mit Atopie darstellten. Hierbei waren vor allem CpG-Loci
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betroffen, deren nahegelegenen Gene mit epithelialer Barrierefunktion, z.B. CDHR3 und

CDH26 oder Immunregulation, z.B. FBXL7, NTRK1 und SLC9A3 assoziiert werden [124].

In dieser Arbeit konnte dagegen kein Effekt von Atopie auf die DNA-Methylierung gezeigt
werden. Auch Stefanowicz et al. untersuchten 2012 die Methylierung von 1027 CpG-Loci in
671 Genen bronchialer Epithelzellen von kindlichen Asthmatikern und Nicht-Asthmatikern
und konnten ebenfalls keinen Effekt durch Atopie beobachten [169].

Weitere Arbeiten haben gezeigt, dass nasale Zellen flr epigenetische DNA-Analysen gut

geeignet sind [170].

Fir die Interpretation der Ergebnisse zur DNA-Methylierung wurden ausschlieRlich Daten der
Methylierungs-Analyse mit dem Human Methylation450 BeadChip Kit und EPIC (llumina)
verwendet. Obwohl mit dieser Messmethode in etwa 480.000 CpG-Loci des menschlichen
Genoms abgedeckt werden, bericksichtigt diese Methode insbesondere Regionen mit einem
hohen CpG Gehalt, wie sie zum Beispiel in der Promotorregion gehauft vorkommen. Dadurch
werden wichtige Genregionen, wie zum Beispiel Enhancer durch die llumina CHIP-Messung
stark unterreprasentiert [171]. Mit dem UCSC Gnome Browser erfolgte eine Lagebestimmung
der untersuchten CpG-Loci. Demnach befinden sich das cg04737885, cg00834536 und
€g27066052 in der Promotorregion, wahrend das cg05765011 im Intron 2/10 mittig gelegen
ist. Viele Studien in der Literatur haben gezeigt, dass sich die Methylierung in der
Promotorregion umgekehrt proportional zur Transkription verhdlt und eine starke
Methylierung die Transkription vermindert. Erganzend dazu wurde ebenfalls in der Literatur
beschrieben, dass auch Introns eine wichtige funktionell relevante Bindungstelle fir
Transkriptionsfaktoren bilden und durch Methylierung reguliert werden kénnen [172,173].
Dieser Effekt wurde ebenfalls in dieser Arbeit fiir die in der Promotorregion liegenden Loci
cg04737885 und cg00834536 bei Asthmatikern beobachtet. In der Korrelationsanalyse zeigte
sich bei Asthmatikern jeweils eine Abnahme der mRNA-Expression von ADCY9 mit
zunehmender DNA-Methylierung.

Der Methylierungsgrad lag am cg00834536 fiir alle Werte im Bereich der Teilmethylierung und
am cg04737885 fir alle Werte im Bereich der Vollmethylierung. Hieraus ergibt sich die Frage
aus welcher Quantitat der differentiellen Methylierung eine Expressionsanderung resultiert

und ob eine Unterteilung in differenziertere Methylierungsgrade sinnvoll und erforderlich ist.
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Eine weitere Limitation der experimentellen Arbeit stellen die Labormethoden dar.

Durch Pyrosequenzierung sollte eine Quantifizierung des Methylierungsgrades an den
untersuchten CpG-Loci durchgefliihrt werden, um moglicherweise durch das llumina
Verfahren falsch erhoht gemessene Methylierungswerte zu Uberprifen. Aufgrund von
Schwierigkeiten bei der Amplifikation des ADCY9-Gens konnten die
Methylierungsanderungen jedoch nicht durch Pyrosequenzierung validiert werden und daher
keine prdzise Quantifizierung des Methylierungsgrades an den untersuchten CpG-Loci
erfolgen. Mithilfe der Software Pyromark Assay Design 2.0 (Qiagen) wurden bestmogliche
Primer ausgewadhlt, wobei nicht alle Kriterien fiir hochqualitative Primer fir die jeweilige
Zielregion berlicksichtigt werden konnten. Daraus resultierten unspezifische PCR-Produkte in
der Gelelektrophorese durch Schlierenbildung und schwache Banden. Ursachlich hierfir
konnen die Ausbildung von Sekundarstrukturen wie Primer-Dimere und Hairpin-Strukturen

innerhalb der Zielregion sein [174].

Die Ergebnisse dieser Arbeit wiirden aullerdem von einer noch gréReren Stichprobenzahl
profitieren, um aus Tendenzen signifikante Werte zu erzielen. Leider handelt es sich bei der
RNA-Sequenzierung und den Chip-Messungen zur Methylierung um sehr teure Verfahren, die

im Rahmen der Laborarbeit nicht unbegrenzt verfiigbar waren.

4.4 Mogliche Folgeexperimente

Um festzustellen, ob die Methylierung einen biologisch relevanten Einfluss auf die
Enzymfunktion und somit auch auf den Energiehaushalt der Zelle haben kdnnte, besteht die
Moglichkeit das cAMP-Level in Abhdngigkeit von RVI und der mRNA-Menge der ADCY9 zu
messen. Dazu ist ein Versuchs-Kit im Handel erhéltlich (z.B. das AlphaScreen cAMP Assay Kit).
Der Einfluss der mRNA-Menge von ADCY9 auf eine Entziindung und die Pathogenese von
Asthma, kénnte anhand von immunologisch relevante Signal- und Botenstoffe in Abhangigkeit
der mRNA-Menge der ADCY9 untersucht werden. Hierfiir eignen sich z.B. Messungen zum
Level asthmarelevanter proinflammatorischer Zytokine wie IL4, IL5 und IL13 im Serum bzw.

Zelliberstand [27,175].
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Klinische Beobachtungen haben gezeigt, dass Asthmatiker bei einer viralen Asthma-
Exazerbation ein verschlechtertes Ansprechen auf inhalative SABAs und LABAs aufweisen,
welches experimentell mit einer RVI induzierten Reduktion der Beta-2-Rezeptor Funktion an
glatten Muskelzellen in den Atemwegen assoziiert werden konnte [151]. Um zusatzlich den
Effekt einer RVI auf die Expression der Adenylatzyklase zu untersuchen, kénnten die

Infektionsversuche in der Zellkultur durch eine Behandlung mit Salbutamol erweitert werden.

Weiterhin bleibt die Frage offen, welche Rolle das Gen ADCY9 fir die Funktion des Enzyms
spielt, da es insgesamt zehn Isoformen des Enzyms gibt, von denen zum Beispiel die Isoform
ADCY2 primar in der Lunge exprimiert wird. Die Isoform ADCY9 und andere Isoformen wie

ADCY4 und ADCY6 werden dagegen weit verbreitet exprimiert [176].

Durch Transfektion mit siRNA (engl. small interfering RNA) besteht die Moglichkeit ein
kurzzeitiges ,,Abschalten” des ADCY9-Gens zu simulieren, um herauszufinden wie die Zelle auf
eine deutliche Verminderung der Expression von ADCY9 reagieren wirde. Hier kdonnten
ebenfalls Messungen zur cAMP-Funktion angeschlossen werden, um zu Uberprifen, ob die
Funktion der Adenylatzyklase reduziert wurde. AuBerdem ware auch in diesem Versuch eine
Messung asthmarelevanter Zytokine sinnvoll, um einen Zusammenhang zur
Asthmapathogenese durch einen reduzierten Energiehaushalt der Zelle bilden zu kénnen.
Erginzend dazu kann eine Uberexpression der ADCY9 mit einem Expressionsvektor induziert
werden und erneut die mMRNA-Menge der ADCY9, von cAMP und immunologischen Signalen

gemessen werden.

Eine weitere Moglichkeit auch langfristig bestimmte Gene hoch- bzw. herunter zu regulieren
bietet die Induktion einer spezifischen Methylierung in der Promotorregion oder bestimmten
Steuerelementen in Form von epigenetischem silencing [177-179]. Das Grundprinzip beruht
auf dem CRISPR-/cas9 — System wodurch ein bestimmter DNA-Abschnitt erkannt und
zerschnitten werden kann. Viele Bakterien schiitzen sich mit diesem Mechanismus vor
fremden Nukleinsdauren wie Viren oder Plasmiden. CRISPR (engl. clustered regularly
interspaced short pallidrome repeats) sind sich wiederholende DNA-Abschnitte. Bei den
Bakterien wird fremde DNA zundchst in die CRISPR integriert. Die Transkripte der CRISPR
liefern dann sogenannte crRNA (CRISPR-RNA). Die crRNA bildet zusammen mit einer
komplementaren tracrRNA (trans-activating RNA) einen Komplex mit der Endonuklease Cas9
(CRISPR associated Protein). Bei erneutem Kontakt mit der fremden DNA wird diese

wiedererkannt und durch die Cas9 zerschnitten [180-183].
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Fir das epigenetische silencing wurden Fusionsproteine konzipiert, die eine Bindung einer 5-
Methyl-Cytosin-Methyltransferase an eine bestimmte DNA-Stelle schaffen, um dort eine
Methylierung anzufliigen. Gen-Editierung mit CRISPR/Cas9 ermoglicht aulerdem die
Inaktivierung von katalytisch aktiven DNA-Methyltransferasen, um die Zielregionen dieser
Enzyme genau zu untersuchen. Es wird vermutet, dass eine Kaskade von Verdanderungen an
der DNA-Struktur bewirkt wird und das Zielgen in ein repressives Chromatin Stadium ibergeht
[184,185]. Das epigenetische silencing kann langfristig Einfluss nehmen auf die
Genexpression, wodurch offene biologische Fragen beantwortet werden kénnten. Ferner

kdnnte sich hieraus ein Therapieansatz flr genetische Erkrankungen entwickeln [185,186].

4.5 Botschaft fiir die Asthmapathogenese

Das zentrale Ziel aktueller Forschung ist die Identifizierung von sogenannten Asthma
Endotypen. Dabei sollen Patientengruppen gebildet werden, denen der gleiche zelluldre
Pathomechanismus zugrunde liegt und bei denen molekulargenetische Merkmale mit der
klinischen Symptomatik von Wheezern bzw. Asthmatikern korreliert werden ko&nnen
[21,48,187]. Anhand der All Age Asthma Cohort (ALLIANCE) sollen aktuell unter anderem
molekulare Pradiktoren und Biomarker identifiziert werden, die insbesondere den Verlauf und
das Therapieansprechen von Wheezern bzw. Asthmatikern vom Kindesalter bis hin zu
Erwachsenen charakterisieren, wodurch die individuelle Behandlung fiir alle Lebensphasen
verbessert werden konnte [140].

Bisher konnten in epigenomweiten Analysen schon eine Vielzahl von epigenetischen
Verdanderungen mit Asthma, Allergie, Lungenfunktion und viral induzierter Inflammation
assoziiert werden. Es ist allerdings noch nicht gelungen spezifische Methylierungsmuster fir
einzelne Asthmatiker zu identifizieren und einem bestimmten Endotyp zuzuordnen [125].
Besonders im Hinblick auf die Patientengruppe mit schwerem therapierefraktarem Asthma
stellt sich die Frage, ob sich gemeinsame DNA-Methylierungssignaturen identifizieren lassen,
die zum einen eine Erklarung fir die unzureichende Symptomkontrolle unter den aktuellen
Therapieoptionen liefern kénnen und zum anderen ob Methylierungsanderungen an
bestimmten CpG-Loci Pradiktoren fiir Krankheitsverlaufe und Biomarker als Wegweiser fir

Therapieentscheidungen darstellen.
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Eine systematische Uberpriifung von epigenomweiten Assoziationsstudien bei denen
differentielle Methylierungen und Asthma von 2005 bis 2019 untersucht wurden, zeigte, dass
bei Kindern bisher mehr als 400 und bei Erwachsenen bereits Tausende CpG-Loci identifiziert
wurden, jedoch noch weitere grofRe Studien notwendig sind, um diese mit asthmarelevanten
Pathomechanismen zu korrelieren, Patientenkollektive zu  klassifizieren  und
Vorhersagekonstellationen zu identifizieren [188].

Ob sowohl die genetische Pradisposition ein Asthma bronchiale zu entwickeln als auch die
Exposition gegenuiber exogenen Pathogenen wie die RVI oder Umweltnoxen wie Tabakrauch
Uber eine differentielle Methylierung an der Asthmapathogenese beteiligt sind, konnte
anhand der untersuchten CpG-Loci nicht beantwortet werden. Interessant ware es daher ob
zuklnftig andere Methylierungsstellen oder CpG-Konstellationen mit diesen Merkmalen

assoziierte werden kdonnen.

4.6 Ausblick fiir die Asthmatherapie

In der medikamentdsen Asthmatherapie spielt die Funktion der Adenylatzyklase eine wichtige
Rolle in der Signalkaskade bei der Behandlung mit Beta-2-Sympathomimetika. Bei Kindern und
Jugendlichen sind kurzwirksame Beta-2-Mimetika (SABAs) wesentlicher Bestandteil der
Bedarfsmedikation aller Behandlungsstufen und langwirksame Beta-2-Mimetika (LABAS) in
Kombination mit inhalativen Glucocorticoiden zur Langzeittherapie ab Behandlungsstufe 4
empfohlen [13].

Bekannt ist ein individuell sehr unterschiedliches Ansprechen auf eine Therapie mit Beta-2-
Sympathomimetika, wobei genetische Polymorphismen partiell ursachlich fiir diese klinischen
Beobachtungen erachtet und aktuell genauer erforscht werden [189-191].

Im Hinblick auf eine personalisierte Asthmatherapie ist insbesondere die Identifikation von
pharmakogenetischen Biomarkern Forschungsziel genomweiter Assoziationsstudien. In
diesem Studiendesign wurden bereits potentielle Einzelnukleotid-Polymorphismen
identifiziert, die mit Asthmarisiko oder einer verbesserten Lungenfunktion nach
Glucocorticoid Behandlung assoziiert werden konnten [192,193]. Mehrfach beschrieben
wurde auch ein Polymorphismus im ADCY9-Gen (Met-772-lle), welcher mit dem

Therapieansprechen auf inhalatives Salbutamol bei Patienten, die seit der Kindheit mit
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inhalativen Corticosteroiden behandelt wurden, assoziiert werden kann [194,195]. Ob die
Kenntnis dieser Polymorphismen zur Verbesserung der individuellen Asthmatherapie

darstellt, bleibt noch offen [193].

Fir die Altersgruppe der Wheezer sind Biomarker und Pradiktoren von besonderem
Interesse, um eine frilhe Asthmatherapie gezielt bei denjenigen Kindern einzuleiten, die
davon profitieren und allgemein das Nebenwirkungsrisiko so gering wie moglich zu halten.
Diese Gruppe zu identifizieren ist schwierig. Anhand der aktuellen Studienlage besteht
Konsens innerhalb der Fachgesellschaft, dass bei Wheezern mit ,multitrigger-wheeze”
Symptomatik, bei denen Exazerbationen durch Umwelteinfllisse ausgelost werden und
zwischen den Exazerbationen eine Symptompersistenz fortbesteht, eine hohe
Asthmagefahrdung vorliegt und daher eine Dauertherapie mit inhalativem Corticosteroid
sinnvoll ist. Unter der Therapie sollte in jedem Fall nach 2-3 Monaten eine Verlaufskontrolle
erfolgen [17].

Zur Verbesserung der Evidenz sind diesbeziiglich weitere Studien erforderlich.

Unter den bisher untersuchten Biomarkern, wie z.B. dem fraktionierten exhalierten
Stickstoffmonoxid (FeNo), dem Leukotrien E4-Level im Urin und dem eosinophil-cationic-
protein (ECP) im Serum, eigenen sich bisher keine fir die klinischen Anwendung bei
Wheezern. In experimentellen Studien konnte jedoch das eosinophile-derived neurotoxin
(EDN), ein Marker auf eosinophilen Granulozyten, als geeigneter Biomarker fiir eine
wiederkehrende wheezing Symptomatik bei Vorschulkindern bestimmt werden [196,197]. In
unserer Arbeitsgruppe konnten Weckmann et. al. vor kurzem einen Biomarker als
Vorhersageparameter flr das Ansprechen auf eine anti-IgE Therapie mit Omalizumab
identifizieren. Dabei handelt es sich um den serologischen COL4A3 (engl. inflammation-
protective collagen 4) Abbaumarker C4Ma3, welcher im Patientenblut gemessen werden

kann [198].

Die experimentelle Asthmaforschung widmet sich neben der Exploration von
molekulargenetischen Biomarkern auch molekularen und epigenetischen Therapieansatzen.

Einen Ansatz stellt beispielsweise das proinflammatorische Zytokin Interleukin-9 (IL9) dar. In
der Lunge beeinflusst IL9 direkt die Induktion von Genen zur Schleimbildung und hat indirekte
Effekte auf allergische Reaktionen Uber IL13 [199]. Es wird vermutet, dass bei Asthmatikern

eine Subgruppe von CD4 T-Zellen (Th9-Zellen) hauptsachlich fir die Freisetzung von IL9
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verantwortlich ist und bei Allergikern erhéht nachgewiesen werden kdénnen. Xiao et al. haben
im Mausmodell die epigenetische Beeinflussung durch die Ausbildung von Super-Enhancern
bei der Differenzierung von Th9-Zellen untersucht. Super-Enhancer unterstiitzen die Gen-
Expression und stehen im Zusammenhang mit bestimmten Histon-Proteinen, die ebenfalls die
Gen-Expression regulieren und Einfluss auf die Chromatinstruktur nehmen. Das Verstandnis
zur Regulation und Expression der IL9- exprimierenden Zellen schafft neue Uberlegungen fiir
die Asthmatherapie. Im Mausmodell von Xiao et al. wurde beispielsweise die CRISPR/Cas-
Methode verwendet, um Super-Enhancer zu entfernen [200,201].

Ob das Gen ADCY9 ebenfalls einen Angriffspunkt fiir epigenetisches silencing bietet, misste
in Zukunft noch naher untersucht werden. Eventuell kdnnte eine Inaktivierung von katalytisch
aktiven DNA-Methyltransferasen durch Gen-Editierung mit dem CRISPR/Cas9 — System dazu
beitragen eine erhohte Methylierung durch virale Infektionen zu reduzieren oder zu

verhindern.

Biomarker-Panels wiirden Indikatoren fir bestmogliche Therapieoptionen mit hoéchster
Effektivitat und dem geringsten Nebenwirkungsrisiko fir Asthmapatienten eines Endotyps
bilden und in Zukunft moéglicherweise den Weg von der experimentellen Forschung in die
klinische Praxis finden.

Eine individualisierte Therapie wiirde dann fir die Betroffenen zu einer deutlichen
Verbesserung der Lebensqualitdt beitragen und die Belastung fiir unser Gesundheitssystem

reduzieren.
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5 Zusammenfassung

Die Atemwegsinfektion durch Rhinoviren stellt einen der starksten Risikofaktoren fir die
Entstehung von virus-assoziiertem Asthma bronchiale dar. Neue Erkenntnisse der
Asthmapathogenese zeigen, dass epigenetische Modifikationen wie die DNA-Methylierung
positiv mit dem Schweregrad der Asthmaerkrankung korrelieren. Rhinoviren kénnen einen
Anstieg der DNA-Methylierung an bestimmten Genen, wie zum Beispiel ADCY9 bewirken und

dadurch die Genexpression und Zellfunktion im Hinblick auf Asthma beeinflussen.

In dieser Arbeit wurden die in vitro RVI assoziierte differentielle DNA-Methylierung und RNA-
Expression von ADCY9 in einer Kohorte von Asthmatikern und Nicht-Asthmatikern analysiert,
eine Assoziation mit klinischen Aspekten des Asthma bronchiale hergestellt und die RNA-

Expression von ADCY9 einer Zellkultur mehrfach infizierter BEAS-2Bs untersucht.

In der Kohorte zeigte sich bei hospitalisierten Asthmatikern eine verminderte Methylierung
eines CpG-Locus im Vergleich zu nicht hospitalisierten Asthmatikern. Zusatzlich bestand eine
abnehmende RNA-Expression von ADCY9 bei infizierten und nicht infizierten Asthmatikern bei
zunehmender Methylierung. Bei infizierten Asthmatikern bestand ein Trend zur héheren RNA-
Expression von ADCY9 im Vergleich zu infizierten Nicht-Asthmatikern. Dieses konnte
bedeuten, dass Asthmatiker, die einer stationdare Behandlung bedirfen, mehr cAMP zur
intrazelluldaren Signalverarbeitung bendtigen. Fir den Fall, dass die Funktion der
Adenylatzyklase durch den viralen Infekt vermindert ist, konnte eine erhéhte RNA-Expression
von ADCY9 einen Mechanismus zur Gegenregulation bei Asthmatikern darstellen. In der
Zellkultur zeigt sich die Tendenz eines hemmenden Effekts durch die RVI auf die RNA-
Expression von ADCY9. In Folgeexperimenten kdnnte untersucht werden, welchen Effekt eine
Reduktion der RNA-Expression von ADCY9 auf die Funktion des Enzyms Adenylatzyklase hat
und ob epigenetische Modifikationen fiir die Asthmatherapie in Frage kommen. Weitere
groBe Studien sind erforderlich, um Methylierungsmuster mit asthmarelevanten
Pathomechanismen zu korrelieren und Biomarker fiir die Definition von Asthma Endotypen

zu identifizieren.
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7 Anhang

7.1 Materialverzeichnis

Verbrauchsmaterial

AllPrep DNA Mini Spin Coolumn (1032507)
Adhasive qPCR-Folie (951999)

Biopur 0,5, 1,5, 2,0ml

Biosphere® SafeSeal Tube 1,5 ml (72706200)

Deckglaser (10513234)

Falcon-Réhrchen, 15ml, 50ml (62554002)
Filtertips 0,5-20pl, 2-100pl, 100-1000ul
Flachboden 24-Well-Platten
Multiply’-PCR-Platte (721984202)
Multiply’-Pro GefaR 0,5 ml (72735002)
Multiply’-uStrip Pro 8er-Kette (72991002)
Nasenblirste IDB-G

Parafilm M® (PM996)

Qiagen, Hilden, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Top Caredent AG, Zirich, Schweiz
Laboratory Film, Bemis, USA

Pasteurpipetten Karl Hecht GmbH, Sondheim/Rhdn, Deutschland
PCR-Tubes 50pl Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipettenspitzen 10, 100, 1000yl Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

Reagiergefal® 0,5 ml Low Binding (72704600) Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Serologische Pipetten 5/10/25 ml (861253001) Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Zellkulturflaschen T75, T175 (833912)
Zellkultur Multiwell-Platte (833920)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
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Zellkultur

Bronchial Epithelial Cell Basal Medium™
(BEBM™, CC-3171)

Bovines Serum Albumin (11930.04)
Bovines Kollagen Typ 1 (A10644-01)
Bronchial Epithelial SingleQuots™ (CC-4175):
Cryo-SFM (C-29910)

Fetales Kalberserum (FCS, 2-01F10-1)
Fibronektin (FO895)

PBS pH 7,2 1x (20012019)
RPMI-Medium 1640 1x (27016021)
Trypan-Blau-Lésung 0,4 % (C123850)
Trypsin-EDTA 10x (L11003)

Infektion

Human rhinovirus 16 (ATCC*VR-283™)
RLT Lyse Puffer (1015750) aus AllPrep”
DNA/RNA/Protein Mini Kit (80004)
2-Mercaptoethanol 99 % (4227.3)
TE-Puffer (A25751000)

DNA, RNA und Qualitatspriifung

Agilent RNA 6000 Nano Kit

AllPrep® DNA/RNA/Protein-Kit (80004)

ALO Protein loading buffer (1045809)

Elution buffer (EB) 10 mM Tris-Cl, pH 8,5 (1014608)
Ethanol for molecular biology (1.08543.0250)
RNase-freies Wasser (1017979)

Quantitative Echtzeit-PCR

PrimeTimeMini qPCR Assay (68836406)
SuperScript™VILO™ c¢DNA Synthesis Kit (11754050)
TagMan® Universal PCR Master Mix (4304437)

LONZA Clonetics®, Basel, Schweiz

SERVA, Heidelberg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
LONZA Clonetics®, Basel, Schweiz
PromoCell, Heidelberg, Deutschland
Amimed Direct, London, UK

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Gibco® by life technologies™, UK

Gibco® by life technologies™, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland

American Type Culture Collection, Manassas, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

IDT — Integrated DNA Technologies, Coralville, USA
Life technologies, Carlsbad, USA
Applied Biosystems, Waltham, USA
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Gerdte

Absaugpumpe
Absorptions-Microplate Reader FLUOstar
Omega-System

2100 Bioanalyzer

Brutschrank Forma Scientific
7900HT Fast Real-Time PCR System
Flow Biohazard Clean Air

Laboklav HSP

Lichtmikroskop

Magnetrihrer lab disc white
Mikroplatte LVis-Plate

Neubauer Zdhlkammer

Pipetten research plus
Sterilbank Biological Safety Cabinet Class

Thermocycler PeqStar 2x

Thermoblock UNITEK HB-130

Timelapse-Mikroskop EVOS fl Cell Imaging
System (AMF4300)

Vacuum Prep. Station

Vakuumpumpe

Varioklav Dampfsterilisator

Vortexer MS3 basic

Zentrifuge 5810R

Software

2100 Expert Software 2.6
GraphPad Prism 7 fir Mac OS X
JMP® 13.2

MARS data analysis 5.2R
Pyromark Assay Design SW 2.0
SDS2.4

GraphPad StatMate

Neuberger KNF, Freiburg, Deutschland
BMG LABTECH, Ortenberg, Deutschland

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Applied Biosystems, Waltham, USA

Contained Air Solutions, Manchester, UK
WEBECO, Selmsdorf, Deutschland

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland
IKA®, Staufen im Breisgau, Deutschland

BMG LABTECH, Ortenberg, Deutschland

Karl Hecht ,Assistent” GmbH, Sondheim,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

NUAIRE, Plymouth, USA

VWR Life Science Competence Center, Erlangen,
Deutschland

Schweizer Engineering Laboratories, Pullman,
Deutschland

AMG, Mill Creek, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Welch®, Fiirstenfeldbruck, Deutschland

HP Medizintechnik GmbH, Oberschleilheim,
Deutschland

IKA®, Staufen, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
GraphPad Software, Kalifornien, USA
SAS, Cary, USA

BMG LABTECH, Ortenberg, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Applied Biosystems, Waltham, USA
GraphPad Software, Kalifornien, USA
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7.2 Ethikvotum

Die Ethik-Kommission der Universitat zu Libeck genehmigte Prof. Dr. Matthias Kopp am

18.Dezember 2012 die Studien des padiatrischen Arms der all age asthma cohort (ALLIANCE)

des Deutschen Zentrums fiir Lungenforschung (DZL) unter dem Aktenzeichen 12-215. Diese

wurden am 14. Juli 2015 erstmals auf der Internetseite clinicaltrials.gov unter der

Identifikationsnummer NCT02496468 veroffentlicht.

'\“llly"—
3 z
H © UNIVERSITAT ZU LOBECK
% s
2 »
%15 Soan®
R r All
Herrn

Prof. Dr. med. Kopp
Klinik fr Kinder- und Jugendmedizin

im Hause

CC Prof. Zabel, PD Dr. Drémann
Med. Klinik Il im Haus

Ethik-Kommission

Vorsitzender:

Herr Prof. Dr. med. Alexander Katalinic
Universitdt zu LUbeck

Stellv. Vorsitzender:

Herr Prof. Dr. med. Frank Gieseler
Ratzeburger Allee 160

23538 Lubeck

Sachbearbeitung: Frau Janine Erdmann
Tel.: 449 451 500 4639

Fax: 449 451 500 3026
ethikommission@uni-luebeck.de

Aktenzeichen: 12-215 %
Datum: o5. Dezember 2013

Kinder Register Asthma (KIRA-Studie) - Deutsche Asthmakohorte im Deutschen Zentrum fir

Lungenforschung (DZL)

Hier: Amendment - Ihr Schreiben vom 02. Dezember 2013

Sehr geehrter Herr Prof. Kopp,

das Amendment vom 02. Dezember 2013 mit der beschriebenen Erweiterung des KIRA Registers um
erwachsene Patienten mit bekannter Asthmaerkrankung (Erwachsenen Register Asthma ERA-Studie)

nehme ich zustimmend zur Kenntnis.

Folgende Unterlagen lagen vor:

Anlage 1 - Verantwortlicher Leiter, beteiligte Arzte und Wissenschaftler, Prifstellen

Anlage 2 - Studienpopulation, Ein- und Ausschlusskriterien
Anlage 3~ Anderung des Untersuchungsplans

Anlage 4 - Aufklarungsmaterialien

Anlage 5-Anamnesefragebogen Basis und Follow Up

- Anlage 6 - Asthma Control Test, Asthma Control Questionnaire, Asthma Quality of Life

Questionnaire

- Anlage 7-Versicherungsunterlagen.

Es bedarf keiner weiteren Begutachtung durch die Kommission.

Mit freundlichem GruB binich
r

Prof. Dr. med. Alexander Katalinic
Vorsitzender
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7.3 Abbildungen

7.3.1 Assoziation der differentiellen Methylierung mit der Anzahl der eosinophilen

Granulozyten im Blut
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Abbildung 12: Assoziation der DNA-Methylierung weiterer CpG-Loci mit der Anzahl der eosinophilen
Granulozyten.

Darstellung der untersuchten CpG-Loci (A-C). Unterscheidung von Eosinophilenzahlen von > 300/ul und

< 300/ul im Blut. Darstellung des Methylierungsgrades durch 3-Werte (O=unmethyliert, 1=vollstandig
methyliert) und Darstellung der Anzahl der Messwerte je Gruppe mit Berechnung der Mittelwerte und
entsprechender Standardabweichung (SD). Berechnung des p=Wertes mittels nicht parametrischem t-Test,

Mann-Whitney-Test. Skalierungsunterbrechung der y-Achse zur besseren Ubersicht (C).
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7.3.2 Assoziation der differentiellen Methylierung mit Atopie

DNA Methylierung (p-Wert)

DNA Methylierung (p-Wert)
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Abbildung 13: Assoziation der DNA-Methylierung weiterer CpG-Loci mit Atopie.

Darstellung der untersuchten CpG-Loci (A-C). Unterscheidung Abwesenheit oder Vorliegen einer Atopie.
Darstellung des Methylierungsgrades durch B-Werte (O=unmethyliert, 1=vollstandig methyliert) und
Darstellung der Anzahl der Messwerte je Gruppe mit Berechnung der Mittelwerte und entsprechender
Standardabweichung (SD). Berechnung des p=Wertes mittels nicht parametrischem t-Test, Mann-Whitney-

Test. Skalierungsunterbrechung der y-Achse zur besseren Ubersicht (A,C).
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7.3.3

DNA Methylierung (p-Wert)

DNA Methylierung (p-Wert)

Assoziation der differentiellen Methylierung mit einer SABA-Therapie
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Abbildung 14: Assoziation der DNA-Methylierung weiterer CpG-Loci mit einer SABA Therapie.

Darstellung der untersuchten CpG-Loci (A-C). Unterscheidung von Probanden ohne SABA Therapie (kein SABA)
und Probanden mit SABA Therapie (SABA). Darstellung des Methylierungsgrades durch B-Werte
(0=unmethyliert, 1=vollstdndig methyliert) und Darstellung der Anzahl der Messwerte je Gruppe mit
Berechnung der Mittelwerte (MW) und entsprechender Standardabweichung (SD). Berechnung des p=Wertes
mittels nicht parametrischem t-Test, Mann-Whitney-Test. Skalierungsunterbrechung der y-Achse zur besseren

Ubersicht (A,C).
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