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1. Einleitung

1.1 Seltene Lungenerkrankungen

Von einer seltenen Erkrankung spricht man, wenn weniger als eine unter 2000
Personen von der jeweiligen Erkrankung betroffen ist. Aktuell sind Gber 7000
seltene Erkrankungen beschrieben, etwa 250 seltene Erkrankungen kommen
zudem jahrlich hinzu. In Europa sind mehr als 30 Millionen Menschen von einer
seltenen Erkrankung betroffen.!2 Aufgrund der geringen Fallzahlen jeder
einzelnen Erkrankung und dem entsprechend geringen Fokus sind die
medizinischen Erkenntnisse Uber viele dieser seltenen Erkrankungen oft noch
sehr gering. FUr die meisten seltenen Erkrankungen gibt es bisher keine
fundierten Therapieansatze; oft sind es lediglich symptom-orientierte Therapien,
die die Lebensqualitat der betroffenen Patienten verbessern sollen.
Erfreulicherweise sind seltene Erkrankungen in den letzten Jahren mehr und
mehr in das allgemeine Blickfeld gerlickt. Bereits im Jahr 1997 wurde
beispielsweise Orphanet - eine Datenbank und Referenzquelle, die
Informationen zu seltenen Erkrankungen bereitstellt - in Frankreich gegriindet.
Solche Register sowie der Aufbau von Netzwerken fordern den Austausch von
Experten auf nationaler und internationaler Ebene und flhren zu einer
Verbesserung der Forschungseffizienz.! 1999 griindeten in Deutschland
Vertreter verschiedener Mitgliedsverbande den ,Arbeitskreis Seltene
Erkrankungen®, aus dem sich im Jahr 2004 die Allianz Chronischer Seltener
Erkrankungen (ACHSE) entwickelte. ACHSE ist ein Netzwerk von
Selbsthilfeorganisationen, das Menschen mit seltenen Erkrankungen vernetzt
und die Erforschung von seltenen Erkrankungen und Therapiemoglichkeiten
vorantreiben mochte.?

5% der seltenen Erkrankungen betreffen seltene Lungenerkrankungen, was
etwa ein bis zwei Millionen betroffenen Menschen in Europa entspricht.
Heruntergerechnet auf die einzelnen Lungenerkrankungen sind die Fallzahlen
gering, so dass die Planung und Durchfuhrung klinischer Studien schwierig ist.
Randomisierte, Placebo-kontrollierte Doppel-Blind-Studien - der Gold-Standard
klinischer Studien - sind somit nicht immer méglich. Um eine ausreichend grol3e

Patientenkohorte zu rekrutieren sind oft multizentrische Studien notwendig, was



wiederum eine sehr umfangreiche Organisation, Koordination und
Kommunikation zwischen den Kliniken und Zentren auf nationaler und
internationaler Ebene erfordert.?

Als ,Modellerkrankung“ mit Vorbildcharakter gilt sicherlich die Zystische Fibrose
- auch Mukoviszidose - ebenfalls eine seltene Lungenerkrankung, die erstmals
1938 beschrieben wurde.®> Uber Jahrzehnte waren die Therapiemoglichkeiten
auf eine symptomatische Therapie begrenzt, viele Patienten erreichten das
Erwachsenenalter nicht. Durch Fokussierung auf diese seltene Erkrankung,
klinisch wie auch in der Forschung, konnten die Atiopathogenese aufgeklart

und neue Therapieansatze entwickelt werden.

1.2 Bronchiolitis obliterans

Die Bronchiolitis obliterans ist eine seltene Lungenerkrankung, die erstmals
1901 von W. Lange beschrieben wurde.® Epithelverletzungen der kleinen
Atemwege initieren einen Entzindungsprozess, der durch sukzessive
Umbauprozesse der Bronchiolen zu einer Einengung oder einer vollstandigen
Obliteration der Lumina fuhrt.” Obwohl die Pathogenese der Bronchiolitis
obliterans noch weitgehend unklar ist, scheint die anhaltende Entziindung eine
entscheidende Rolle im Krankheitsverlauf zu spielen. Eine Kaskade von
Cytokinen und Entzindungsmediatoren fihrt zu einer Akkumulation von
Entziindungszellen.2® Infolge der anhaltenden Inflammation ohne Resolution
kommt es im Verlauf zu einer Proliferation mit intraluminalen Polypen
(proliferative Bronchiolitis) oder fibrotischen Umbauprozessen (konstriktive
Bronchiolitis).

Eine Vielzahl von Ursachen kann mit der Entstehung einer Bronchiolitis
obliterans in Verbindung gebracht werden. Fir die postinfektiose Bronchiolitis
obliterans (PIBO) sind vor allem Adenoviren Typ 1, 3, 7 und 21, Influenza,
Mykoplasmen und Legionellen verantwortlich.” Auch im Zusammenhang mit
Autoimmunerkrankungen  wie der Rheumatoiden  Arthritis®12  und
Sklerodermie®® - insbesondere nach einer medikamentdsen Therapie mit
Penicillamin - sowie bei Morbus Crohn!4 oder dem Stevens-Johnson Syndrom?®
wurde die Entwicklung einer Bronchiolitis obliterans im Verlauf der jeweiligen

Erkrankung beschrieben. Die Inhalation toxischer Substanzen kann ebenfalls



zu einer Bronchiolitis obliterans fuhren. Mitarbeiter einer Popcornfabrik
erkrankten nach Inhalation von Diacetyl (Geschmacksverstarker bei der
Produktion von Mikrowellen-Popcorn) an einer Bronchiolitis obliterans.®
Weiterhin tritt Bronchiolitis obliterans vermehrt nach Knochenmark- und Herz-/
Lungentransplantationen’ im Sinne einer ,graft versus host disease" auf.

Der Schwerpunkt dieser Promotion liegt auf der postinfektiosen Bronchiolitis
obliterans (PIBO). Seit 2016 besteht eine internationale Arbeitsgemeinschaft,
unter anderem aus Kinderpneumologen, Radiologen, Pathologen, Psychologen
und Physiotherapeuten, die sich sowohl klinisch als auch in verschiedenen
Forschungsprojekten intensiv mit der PIBO beschéftigen und im Rahmen
regelmaBiger Workshops die aktuellen Forschungsergebnisse diskutieren.® Die
PIBO wird als ein Prozess mit persistierender Atemwegsobstruktion
beschrieben mit sowohl funktionalem wie auch bildmorphologischem Nachweis
einer Beteiligung der kleinen Atemwege. Erste Langzeitbeobachtungen zeigen
neben einer anhaltenden Reduktion der Lungenfunktion bei persistierender
Obstruktion auch einen geringen, jedoch insbesondere fir die Patienten
relevanten Anstieg der Lungenfunktion im Verlauf.'® Auch Walther et al.
konnten trotz Schwere und Chronizitat der Erkrankung in einer
Langzeitbeobachtung einen Anstieg der forcierten Vitalkapazitat bei
padiatrischen Patienten nachweisen.?°

Wie viele Menschen von PIBO betroffen sind ist schwer einzuschétzen, da es
bisher keine systematische Erfassung der Patienten gibt. Eine Haufung der
Erkrankung auf der stdlichen Hemisphare, insbesondere in Argentinien, Chile,
Brasilien, Australien und Neuseeland sowie in Korea und den Vereinigten
Staaten von Amerika - insbesondere durch Einwanderung - ist in der Literatur
beschrieben.?:22 Daraus lasst sich schlieRen, dass genetische Faktoren eine
zentrale Rolle zu spielen scheinen.

Die Diagnose der PIBO wird in Zusammenschau aus Krankheitsgeschichte, der
klinischen Symptome, der Lungenfunktionsdiagnostik und der Bildgebung
gestellt, allerdings stellen Lungenbiopsie und Histopathologie nach wie vor den
Goldstandard zur Diagnosestellung dar.'® Da der Beginn der Erkrankung nicht
charakteristisch ist, die Diagnosestellung schwierig und eine Lungenbiopsie
eine hohe diagnostische Hirde ist, wird die Diagnose in der Regel erst gestellt,
wenn sich das therapeutische Fenster bereits geschlossen hat. Da die



Erkrankung aul3erdem sehr selten ist, gibt es bisher keine klar definierten
therapeutischen Richtlinien. Alle Ansatze sind bisher empirisch und variieren je
nach Klinik. In einer Studie von Rosewich et al.® konnte gezeigt werden, dass
vor allem eine neutrophile Entzindungsreaktion im Vordergrund steht. Auch
Belachew et al. beschreiben eine dominierende neutrophile bronchiale
Entzindungsaktivitat.>* Die Optimierung der Therapieprinzipien ist sehr
herausfordernd, da bisher nur sehr wenig tber die Pathophysiologie der PIBO
bekannt ist.

Ein aktueller Forschungsschwerpunkt umfasst die Rolle der microRNAs in der

pathophysiologischen Genese der PIBO.

1.3 microRNA
MicroRNAs - kurz miRNAs - sind kleine, etwa 22 Nukleotide lange, nicht-

kodierende RNAs, die eine wichtige Rolle in der Genregulation spielen.?>2?7 Die
Prozessierung bis hin zur ausgereiften miRNA umfasst mehrere Schritte im
Zellkern und Zytoplasma. Winter et al. beschreiben einen geradlinigen,
allgemein anerkannten Entstehungsprozess (Abb. 1)?8. Gleichzeitig wird darauf
hingewiesen, dass weitere Wege mit Abzweigungen und alternativen
Prozessierungsschritten existieren, um eine reife miRNA zu generieren. Im
klassischen Reifungsprozess entsteht das pri-miRNA-Transkript (pri-miRNA,
primary miRNA) im Zellkern mithilfe der RNA Polymerase Il oder Ill. Nach
Spaltung der pri-miRNA durch den Drosha-DGCR8-Komplex entsteht die pre-
mMiRNA, welche mithilfe des Exportin-5-Ran-GTP-Komplexes aus dem Zellkern
ins Zytoplasma transportiert wird. Dort wird die pre-miRNA durch den Dicer-
TRBP-Komplex gespalten und es entsteht ein miRNA-Duplex. Der funktionelle
Strang der reifen miRNA bildet gemeinsam mit Ago2 den sogenannten RNA-
induced-silencing complex (RISC), welcher die Ziel-mRNA direkt beeinflussen

kann.28
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Abb. 1: Prozessierung von miRNAs. (aus Winter et al. - Many roads to maturity:
microRNA biogenesis pathways and their regulation)?®

Die Genregulation kann an verschiedenen Stufen der Transkription
beziehungsweise Translation stattfinden. Die meisten Studien widmen sich der
miRNA-assoziierten post-transkriptionalen Herunterregulation von Genen. Es
erscheinen jedoch zunehmend Publikationen, die sich mit miRNAs als
Aktivatoren der Gen-Regulation beschéaftigen.?® Die Hoch-Regulation kann
durch die Erhdhung der Stabilitat der Ziel-mRNA und die Aktivierung der
Translation - durch direkte Aktivierung oder indirekt durch De-Repression -
erzielt werden. Eine einzelne miRNA kann die Gen-Regulation sowohl herauf-

wie auch herunterregulieren. Unter bestimmten Bedingungen kann ein Gen - je
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nach Umgebungsbedingungen - in beide Richtungen reguliert werden.*
Vasudevan und Steitz beschreiben dies als ein ,Oszillieren® zwischen
Repression und Aktivierung - angepasst an den jeweiligen Zellzyklus - und
unterstreichen somit die bedeutende Mitwirkung der miRNAs in den Bereichen
Entwicklung, Differenzierung und Karzinogenese.3! Da jede miRNA in der Lage
ist bis zu mehrere Hundert mMRNAS zu beeinflussen, kénnen Veranderungen der
miRNA-Expression zu signifikanten Effekten fiihren.28:32

MIRNAs mit &ahnlichen Sequenzen werden zu miRNA-Familien
zusammengefasst. Aufgrund der Gemeinsamkeiten haben die miRNAs der
gleichen Familie oft sich Uberschneidende Ziel-Gene, was wiederum zu einer
verstarkten Beeinflussung der entsprechenden Ziel-Signalwege fuihrt.>® Das
miR-17-92-Cluster beinhaltet beispielsweise die miRNAs miR-17, -18, -19a, -20,
-19b und -92. Dieses Cluster ist mit der Entwicklung verschiedener Karzinome
assoziiert und dort GbermaRig exprimiert.3

Bezuglich moglicher Therapieoptionen durch gezielte Modulation der miRNAs
gibt es verschiedene Strategien. Um bestimmte miRNAs auszuschalten,
konnen diese gezielt durch spezifische miRNA-Antagonisten blockiert werden.
Einen kontraren Ansatz stellen die sogenannten ,miRNA mimics“ dar, die
eingesetzt werden, um ausgewahlte miRNAs zu imitieren.®®> Trang et al.
konnten in einem Maus-Modell zeigen, dass die systemische Zufuhr von let-7-
und mir-34-Imitatoren zu einer Reduktion des Tumorwachstums bei einem
Lungenkarzinom fiihren.36

Im Zusammenhang mit Entzindungsprozessen spielen miRNAs eine zentrale
Rolle in der Regulation der Expression von Proteinen, welche die Immunantwort
modulieren.®” Da sich die miRNA-Expressionsmuster bei gesunden und
erkrankten Menschen vieler Krankheitsbilder unterscheiden, werden miRNAs -
haufig in Kombination mit anderen Biomarkern - zur Diagnostik herangezogen.
Der grof3e Vorteil der miRNAs als Biomarker besteht darin, dass sie wenig
invasiv aus Karperflussigkeiten, beispielsweise Blut, gewonnen werden

kénnen.33
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1.4 Zielsetzung

In der Pathogenese seltener Lungenerkrankungen kdnnen Veranderungen der
Immunantwort eine bedeutende Rolle spielen. Die Regulation immunologischer
Prozesse unterliegt epigenetischen Mechanismen. In den letzten Jahren konnte
die Rolle der miRNA in der posttranskriptionalen Regulation zunehmend
aufgeklart werden. MiRNA kénnen sowohl als Biomarker als auch therapeutisch
eingesetzt werden. Ziel der vorliegenden Promotion war es, Kandidaten-miRNA
zu identifizieren, die spezifisch in der Diagnostik der postinfektiosen
Bronchiolitis obliterans eingesetzt werden kénnen. Es handelt sich um eine
Pilotstudie mit der Hypothese, dass bei Patienten mit PIBO das
Expressionsmuster der miRNAs alteriert ist. Nach Komplettsequenzierung
wurden die miRNA-Profile der Patienten mit den Profilen einer alters- und
geschlechtsadaptierten gesunden Kontrollgruppe verglichen. Zur Bestimmung
der NebenzielgroRen wurden die Lungenfunktionsdaten erhoben. Weiterhin

erfolgte eine Sputuminduktion mit Aufbereitung der provozierten Sputumplugs.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

In der vorliegenden Promotion wurden 19 Patientinnen und Patienten, die an

PIBO erkrankt waren, aus der pneumologischen Ambulanz der Klinik fir Kinder-

und Jugendmedizin am Universitatsklinikum Frankfurt am Main eingeschlossen.

Die Kontrollgruppe setzte sich alters- und geschlechtsadaptiert aus 18

gesunden Probanden zusammen. Der Altersmedian der Patientenkohorte lag

bei 13 (Minimum 6 Jahre, Maximum 28 Jahre). In der gesunden Kontrollgruppe

lag der Altersmedian ebenfalls bei 13 Jahren (Minimum 6 Jahre, Maximum 28
Jahre) (Tabelle 1).

Vorab wurden folgende Ein- und Ausschlusskriterien festgelegt:

Einschlusskriterien:

Informierte Einwilligung

Alter > 6. und < 40. Lebensjahr

Bekannte Bronchiolitis obliterans / keine Bronchiolitis obliterans (je nach
Studiengruppe)

Fahigkeit zur Lungenfunktionsprifung nach ERS-Kriterien und zur
Inhalation

Ausschlusskriterien

Alter < 6 und = 45 Jahre zum Beginn der Studie

Akute Erkrankung mit systemischer oder bronchialer Entziindung
Andere chronische Krankheiten oder Infektionen (z.B. HIV, Thbc,
Malignom)

Schwangerschaft

Bekannter Alkohol-, Drogen- und/oder Medikamentenmissbrauch
Unfahigkeit zum Erfassen des Umfangs und Tragweite der Studie

Teilnahme an einer anderen Studie

14



Vor Teilnahme an der Studie mussten die Teilnehmer beziehungsweise deren

Erziehungsberechtigte eine Einverstandniserklarung unterzeichnen.

Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Goethe Universitat Frankfurt
genehmigt (Geschéafts-Nr. 166/16) und ist bei Clinical Trials (ClinicalTrials.gov)
unter der Nummer NCT02627833 registriert. Das Ethik-Votum ist dieser Arbeit

angehangt.

Im Rahmen der Studienvisite fuhrten die Studienteilnehmer verschiedene
Lungenfunktionstests durch und es erfolgte eine vendse Blutenthahme.
Weiterhin wurde eine Sputuminduktion durchgefiihrt. Die anschlieRende
Aufbereitung des Sputums erfolgte im Pneumologisch-Immunologischen Labor
(PIL) der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin des Universitatsklinikums
Frankfurt.

2.2 Studiendesign
Es handelt sich um eine Pilotstudie mit explorativem Setting. Die erhobenen
Daten der Patienten wurden mit einer alters- und geschlechtsadaptierten

gesunden Kontrollgruppe verglichen.

2.3 Anamnese und klinische Untersuchung

Am Tag der Studienvisite wurden zunachst Grof3e und Gewicht erhoben,
anschlieBend die Sauerstoffsattigung mittels Pulsoxymetrie bestimmt und die
Herzfrequenz gemessen. In einer umfassenden Anamnese wurde die
Krankheitsgeschichte der Patienten erfasst. Neben dem Krankheitsbeginn und
der Atiologie wurden zudem die aktuelle medikamentése Therapie und die
Ergebnisse der bildgebenden Diagnostik, insbesondere der
Computertomographie des Thorax, erfasst. AnschlieRend erfolgte eine

korperliche Untersuchung.
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2.4 Blutentnahme

Im Rahmen der Studienvisite wurde bei den Patienten und der gesunden
Kontrollgruppe eine vendse Blutentnahme durchgefuhrt. Zur Bestimmung des
MiRNA-Profils als Hauptzielgréfe wurden den Patienten und Kontrollen zwei
PAXgene® Blood RNA Blutentnahmerdhrchen (BD, Heidelberg, Deutschland)

enthommen.

2.5 Lungenfunktionsdiagnostik

Mittels Spirometrie (VIASYS Healthcare GmbH, Hoechberg, Deutschland)
wurden die Lungenfunktionsparameter - verglichen mit einem alters-,
geschlechts- und gewichtsadaptierten Kontrollwert - erfasst. In der Auswertung
wurden unter anderem die forcierte Vitalkapazitat (FVC), die
Einsekundenkapazitat (FEV1) und der maximale exspiratorische Fluss bei 75%
der forcierten Vitalkapazitat (FEF75) erfasst. AnschlieBend wurde in einer
separaten Messung die Diffusionskapazitat, der sogenannte DLCO-Wert,
ermittelt. Nach Einatmen einer dezidierten Menge Kohlenstoffmonoxid (0,28%)
wurde der Teilnehmer aufgefordert, die Luft fir zehn Sekunden anzuhalten. In
dieser Zeitspanne wurde das Uber das Mundstick eingeatmete
Kohlenstoffmonoxid auf die roten Blutkdrperchen, die sich in den Kapillaren der
Lunge befinden, Ubertragen. Uber die Differenz aus ein- und ausgeatmetem CO

konnte dann die Diffusionskapazitat der Lunge berechnet werden.

2.6 Bronchospasmolyse

Zur Durchfuhrung der Bronchospasmolyse inhalierten die Teilnehmer 400 pg
Salbutamol (4 Hube, entsprechend 400 ug Salbutamol).

2.7 Sputum

In der Dissertation ,Biomarker der bronchialen Entzindung im induzierten
Sputum® von Ulrich Zissler wurde die Aufbereitung von Sputum in unserem
Labor detailliert beschrieben.®® Die Sputuminduktion und -aufbereitung wurden
anhand der Arbeitsanweisung ,Sputumgewinnung und Aufbereitung® des
Pneumologisch-Immunologischen Labors der Klinik fur Kinder- und

Jugendmedizin des Universitatsklinikums Frankfurt durchgefiihrt.3°
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2.7.1 Sputuminduktion

Durch Inhalation von ansteigenden Konzentrationen von Kochsalzlosung (3%,
4% und 5%) wird ein Abhusten von Sputum aus den tieferen Atemwegen
provoziert. Da hypertone Kochsalzlésung Husten provoziert und
Bronchospasmen auslésen kann, wurde wie aufgefuhrt vor der Induktion des
Sputums 400ug Salbutamol inhaliert.

Die Patienten inhalierten Gber sieben Minuten mit aufgesetzter Nasenklammer
eine 3%-ige Natriumchlorid-Lésung. Der Ultraschallvernebler OMRON® NE-
Ul7 (OMRON Medizintechnik, Mannheim, Deutschland) wurde auf Hochststufe
der Verneblungsgeschwindigkeit eingestellt (MMAD 5,0 ym, Aerosol-Output
1ml/Minute). AnschlieBend wurde der Mund mit Wasser griindlich ausgespult
und die Nase geputzt, um Zellen aus Mund- und Nasenbereich im Praparat
maoglichst zu vermeiden und den Anteil squamdser Zellen zu reduzieren. Die
Patienten wurden aufgefordert, durch starkes Husten das Sputum abzuhusten
und das Expektorat wurde in einer Petrischale aufgefangen.

Nach Durchfihrung einer Spirometrie wurde die Inhalation mit 4%-

beziehungsweise 5%-iger Kochsalzldsung tber je sieben Minuten wiederholt.

2.7.2 Sputumaufbereitung

Die Aufbereitung des induzierten Sputums erfolgte innerhalb von zwei Stunden
nach Sputuminduktion. Zunachst wurde das induzierte Sputum selektiert, um
die bendtigten Sputum-Plugs von der umgebenden Saliva zu trennen und in ein
vorgewogenes leeres Falcon-Rohrchen zu transferieren. Anschliel3end wurde -
angepasst an das Gewicht der selektierten Plugs - die vierfache Menge 0,1%
Dithiothreitol-Losung hinzugegeben. Durch vorsichtiges Aspirieren und
anschlieBendes Vortexen fur 15 Sekunden wurden die Plugs geldst. Danach
wurde das Falcon-R6hrchen auf Eis fur 15 Minuten auf einem Schiuttler
inkubiert. Im nachsten Schritt wurde die gewichtsadaptierte zweifache Menge
an PBS hinzugegeben und die Probe erneut fur 15 Sekunden gevortext. Zur
Bestimmung der Gesamtzellzahl und Vitalitat der Zellen wurde eine Neubauer-
Zahlkammer (improved Marienfeld) verwendet.

Die filtrierte Probe wurde im nachsten Schritt bei 2000 rpm bei 4°C mit Bremse

fur 10 Minuten zentrifugiert, um einen zell- und ablagerungsfreien Uberstand zu
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erhalten. Der Uberstand wurde vorsichtig entnommen, vier Eppendorf-GefaRle
wurden mit je 500ul beflllt und umgehend bei -80°C eingefroren, der restliche
Uberstand wurde verworfen. AnschlieRend wurde die Zellsuspension auf 0,5 x
10¢ Zellen/ml mit PBS eingestellt. Nach kurzem Vortexten der Suspension
wurden vier Zytospin-Praparate mit jeweils zweimal 75pl und 100pl der
Zellsuspension hergestellt und bei 450rpm fir sechs Minuten zentrifugiert
(Shandon Cytospin 3, Shandon, Waltham, USA). Nach 15-minitigem Trocknen
der Objekttrager bei Raumtemperatur wurden die Praparate flr zehn Minuten in
Methanol fixiert.

Die Ubrige Zellsuspension wurde anschlieRend fir 10 Minuten bei 2000rpm
zentrifugiert. Zu den Zellen der Suspension wurden 300ul RNAcell protect
gegeben. Nach kurzem Vortexen wurde die Probe in ein Eppendorf-Gefaf}
Uberfuhrt und bei -80°C eingefroren.

2.7.3 Zelldifferenzierung

Die fertigen Objekttrager wurden nach Pappenheim (May-Grunwald-Farbung

und Giemsa-Farbung) gefarbt und jeweils 400 Zellen ausgezahlt.

2.7.4 Cytometric Bead Array

Die Bestimmung der Zytokine im Sputumtberstand erfolgte mit dem Cytometric
Bead Array (CBA). Die einzelnen Schritte wurden detailliert von U. Zissler
beschrieben.®® In der vorliegenden Studie wurden die Konzentrationen der
Biomarker IL-1B, IL-6 und IL-8 im Sputumuiberstand gemessen und mit einer
gesunden Kontrollgruppe einer vorherigen Studie unserer Arbeitsgruppe

verglichen.
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2.8 miRNA

2.8.1 Aufbereitung und Sequenzierung

Die gesamte RNA inklusive der miRNA wurde mithilfe des miRNeasy Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) entsprechend der Herstellerhinweise isoliert. Die
Konzentration der RNA wurde anschlieRend mit einem Nanodrop Lite
Spektrometer (Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland) gemessen, zur
Bestimmung der RNA-Qualitat wurden das Agilent RNA 6000 Nano Kit und der
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Carla, CA, USA)
verwendet.

Mithilfe des QIAseq miRNA Library Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) wurden
miRNA-Bibliotheken generiert. Die DNA-Konzentration wurde mit dem Qubit
dsDNA Assay Kit mit Messung an einem Qubit 3.0 Fluorometer (Thermo Fisher
Scientific, Dreieich, Deutschland) bestimmt. Die DNA-Qualitat wurde analog zur
RNA-Qualitat unter Verwendung des Bioanalyzers (Agilent Technologies, Santa
Carla, CA, USA) validiert. Die erstellten Bibliotheken wurden bei -20°C bis zur
mMiRNA-Sequenzierung eingefroren. Die Sequenzierung erfolgte mittels Next
Generation Sequenzing, einem Hochdurchsatz-Sequenzierungsverfahren unter
Verwendung des MiSeq Reagent Kit v3, dem PhiX Sequencing Control v3 und
dem MiSeq™ Desktop Sequencer (alle lllumina Inc. San Diego, USA). Die
Daten wurden mithilfe des Qiagen Web Portal Service prozessiert und
analysiert. Weitere Analysen und Visualisierungen wurden mit R (Version 3.6.0,
https://cran.r-project.org/) umgesetzt. In dieser Arbeit wurden miRNAs mit pbonf
< 0,05 berticksichtigt.

2.8.2 Signalwege, Ziel-Gene und Interaktionen

Die Kyoto Enzyklopadie fur Gene und Genome (KEGG) bietet eine Analyse der
Signalwege der einzelnen miRNAs, die mit miRNet (miRTarBase v8.0) und
DIANA-mirPath v3.0 durchgefiihrt wurden.#® Im Programm DIANA-mirPath v3.0
wurden zwei verschiedene Algorithmen verwendet (TarBase v7.0, microT-CDS
5.0), um die Ziele von hsa-miR-146a-3p, hsa-miR-1287-5p, hsa-let-7b-3p, hsa-
mMiR-27b-3p zu identifizieren. In der weiteren Analyse wurden die verschiedenen

Signalwege bezuglich ihrer Beteiligung an Entzindungs-prozessen
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differenziert. Mithilfe der Software String v.11 wurden die Ziele gruppiert und
eine Analyse des Netzwerkes durchgefiihrt um Ziel-Protein-Protein-

Interaktionen zu visualisieren.*!

2.8.3 Statistik

MiRNA-Expressionslevels, die mittels gPCR bestimmt wurden, sind als relative
Quantifizierung (RQ) der Gen-Expression dargestellt, wohingegen die anderen
Datensatze als Median plus / minus der Standardabweichung dargestellt sind.
Alle Versuche wurden mindestens dreifach durchgeftihrt. Sofern nicht anders
angegeben wurden Unterschiede zwischen den Gruppen mithilfe der
einfaktoriellen Varianzanalyse bestimmt. Berechnungen wurden unter
Verwendung von R Version 3.2.3, GraphPad Prism 5 Software (GraphPad
software, La Jolla, Kalifornien) und Excel (Microsoft Office, Munchen,
Deutschland) durchgefiihrt. Die statistische Signifikanz wurde als p < 0,05

definiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Lungenfunktionsdiagnostik

Die Lungenfunktionsdiagnostik ergab signifikante Unterschiede zwischen den

an PIBO erkrankten Patienten und der gesunden Kontrollgruppe (Tabelle 1).

Tabelle 1: Lungenfunktion der Patienten-/Kontrollgruppe

Patienten Kontrollen
Anzahl (n) 19 18
Alter (Jahre) (6 %3;8) (7 ?Aé8)
Geschlecht (m/w) 13/6 10/8
FVC (%) (547,2’_3:;,2) (73,99?’1802,7)
FVC (z score) (_3:540_4TST46) (-2,2-2’.7 8,24)
FEV1 (%) (40%2’?;*;9) (73,59.7 f16,4)
FEV1 (z score) (_4:5(.’34_2_*;25) (-2,2-(()) ’.51,41)
FEV1/FVC (0,256?328) (0,703’8-81,0)
FEV1/FVC (z score) . 4:42151??19) (-2,2%?92,49)
FEF75 (%) (955_’1;*;7) (41,%971’34,7)
FEF75 (z score) (_5:3’32?:;7) (-2,3%’%12,01)

Dargestellt sind Median, Minimum / Maximum.

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 - Signifikanz gegentber der Kontrollgruppe.
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Besonders interessant ist der maximale exspiratorische Fluss bei 75% der

forcierten Vitalkapazitat (FEF75), das hei3t die maximale Atemstromstéarke,

nachdem 75% der forcierten Vitalkapazitat bereits ausgeatmet sind. Die

Kontrollgruppe zeigte regelrechte Werte mit einem Median von 107,4%

(Minimum 41,3%, Maximum 184,7%), wohingegen die Patientenkohorte mit

einem Median von 25,1% (Minimum 9,2%, Maximum 195,7%) signifikant

niedrigere Werte erreichte.
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Abb. 2: Lungenfunktionsdaten der Patienten und Kontrollen. Dargestellt sind die

Einzelwerte als Punkte sowie die Mediane als horizontale Linie.
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3.2 Sputum

Tabelle 2: Sputum-Zelldifferenzierung und Konzentrationen der Biomarker IL-
1B, IL-6 und IL-8.

Patienten Kontrollen
Neutrophile 82,5%** 14,0
Granulozyten (%) (15,0 - 96,0) (1,0 - 49,0)
11,50 86,0
Makrophagen (%) (3.0 -83,0) (48,0 - 99,0)
1453,0%* 193,7
IL-1B (pg/mI) (48,8 - 7637,0) (36,5 - 840,6)
825,6% 51,7
IL-6 (pg/ml) (94,8 - 24810,0) (0,0 - 250,0)
L-8 (pg/m) 35368,0%++ 2734,0
(4906,0 - 155228,0) (366,1 - 13018,0)

Die Werte sind als Median und Spannweite angegeben.
Signifikanzen: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

3.2.1 Zelldifferenzierung

Die Zelldifferenzierung ergab bei den Patienten einen Anteil von 11,5%
Makrophagen im Median (Minimum 3,0% Maximum 83,0%), wohingegen die
Kontrollgruppe einen signifikant héheren Prozentanteil Makrophagen mit im
Median 86% (Minimum 48,0%, Maximum 99,0%) enthielt. In der
Patientenkohorte zeigte sich ein - im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe -
signifikant héherer prozentualer Anteil neutrophiler Granulozyten von 82,5% im
Median (Minimum 15,0%, Maximum 96,0%). Verglichen mit der gesunden
Kontrollgruppe (Median 14,0%, Minimum 1,0%, Maximum 49,0%) war der Anteil
neutrophiler Granulozyten in der Patientenkohorte fast sechsmal so hoch wie in

der gesunden Kontrollgruppe.
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3.2.2 Cytometric Bead Array

Mithilfe der CBA-Methode wurden aus den Sputumuberstanden die
Konzentrationen der Biomarker IL-1(3, IL-6 und IL-8 bestimmt.

In der Patientenkohorte war die Konzentration von IL-18 mit 1453,0 pg/ml im
Median (48,8 - 7637,0) gegenuber der gesunden Kontrollgruppe mit einem
Median von 193,7 pg/ml (36,5 - 840,6) signifikant erhoht. Auch die
Konzentration von IL-6 war in der Patientenkohorte mit einem Median von
825,6 pg/ml (94,8 - 24810,0) gegeniber der gesunden Kontrollgruppe mit
einem Median von 51,7 pg/ml (0,0 - 250,0) signifikant erhoht. Die grofite
Signifikanz zeigte sich bei IL-8. Hier lag die Konzentration in der
Patientenkohorte im Median bei 35368,0 pg/ml (4906,0 - 155228,0),
wohingegen die Konzentration in der Kontrollgruppe lediglich bei 2734,0 pg/ml
im Median (366,1 - 13018,0) lag.
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3.3 miRNA
3.3.1 Analyse der miRNA-Expression

Die Analyse ergab etwa 84 Millionen Reads mit einer durchschnittlichen Anzahl
von 2.332.316 Reads je miRNA je Probe. Insgesamt wurden 835 miRNAs
detektiert, davon 303 mit mehr als finf Reads in jeder Probe und 527 miRNAs
mit mehr als funf Reads in mindestens 50% der Proben. Die Gruppen zeigten in
der einfaktoriellen Varianzanalyse keine Unterschiede (ANOVA p-Wert > 0,1)
bezuglich Storfaktoren (Alter, Geschlecht, RNA-Qualitat) und Lesetiefe.

Die detalllierte Analyse der miRNA-Expression ergab eine Anzahl von 40
unterschiedlich regulierten miRNAs mit einer Signifikanz von padj < 0,05. 22
miRNAs waren in der Patientenkohorte gegentber der gesunden

Kontrollgruppe vermehrt exprimiert, 18 miRNAs waren vermindert exprimiert.

Vulcano plot

p.bonf=0.05

-log10(nom.p-val)

p=0.05

log2(FC)

Abb. 3: Volcano Plot zur Darstellung der miRNA-Expression
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In der Auswertung wurden die miRNAs bertcksichtigt, die sich bei den
Patienten und den Teilnehmern der gesunden Kontrollgruppe signifikant
unterschieden (Signifikanz p < 0,05 nach Bonferroni): hsa-miR-146a-3p, hsa-
miR-1287-5p, hsa-let-7b-3p, und hsa-miR-27b-3p.

Eine Probe aus der Patienten-Kohorte wurde nicht bertcksichtigt, da die Anzahl
der Reads zu gering war. Die miRNAs hsa-let-7b-3p und hsa-miR-146a-3p
waren in der Patienten-Kohorte gegentber der gesunden Kontrollgruppe
signifikant vermehrt exprimiert wahrend die beiden miRNAs hsa-miR-1287-5p
und hsa-miR-27b-3p gegeniber der gesunden Kontrollgruppe signifikant
vermindert exprimiert waren.

Die Quantitat der einzelnen miRNAs ist mithilfe vom UMIs (Unique Molecular
Indexes) prazise darstellbar. Wahrend der Sequenzierung wurde jede miRNA
mit einem UMI markiert, im Anschluss wurde ein Zahlenwert fur die Anzahl der

gelesenen UMIs ausgegeben.

Betrachtet man die miRNA hsa-let-7b-3p zeigte sich bei der Patienten-Kohorte
ein signifikant erhéhter UMI von 262,5 im Median (62 - 496), wohingegen der
Median der gesunden Kontrollgruppe bei 132 (42 - 211) lag. Die miRNA hsa-
miR-146a-3p war in der Patienten-Kohorte mit einem UMI von 5,5 im Median (0O
- 37) im Vergleich zu der gesunden Kontrollgruppe mit einem UMI von O im

Median (0 - 4) ebenfalls signifikant vermehrt exprimiert.

Die miRNA hsa-miR-1287-5p war in der Patientenkohorte mit einem UMI von
17,5 im Median (8 - 77) geringer exprimiert als in der gesunden Kontrollgruppe
mit einem UMI von 23,5 im Median (9 - 339). Auch die miRNA hsa-miR-27b-3p
war bei den Patienten mit einem UMI von 304 im Median (196 - 485) signifikant
geringer ausgepragt als in der gesunden Kontrollgruppe mit einem UMI von
430,5 im Median (143 - 741).
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Abb. 4: In Abb. 4 sind die Unique Molecular Indexes (Patienten und Kontrollen)

der vier ausgewahlten miRNAs dargestellt.
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3.3.2 Relevante Sighalwege

Die Analyse der Signalwege erfolgte mithilfe der Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG) und DIANA-mirPath, einem Webserver zur Analyse von
mMiRNA-Signalwegen. Mithilfe der Datenbanken Tarbase v7.0 und microT-CDS
v5.0 konnten insgesamt 36 Signalwege detektiert werden, in denen die vier

ausgewahlten miRNAs involviert sind.

mTOR signaling pathway
Non-small cell lung cancer
Endocytosis

Signaling pathways regulating pluripotency of...
Oocyte meiosis
Neurotrophin signaling pathway
PI3K-Akt signaling pathway
Ubiquitin mediated proteolysis
Mucin type O-Glycan biosynthesis
Pathways in cancer
Central carbon metabolism in cancer
Regulation of actin cytoskeleton
Cell cycle
Colorectal cancer
Melanoma
Transcriptional misregulation in cancer
RNA degradation
Axon guidance
FoxO signaling pathway
Chronic myeloid leukemia
Endometrial cancer
Glioma
AMPK signaling pathway
Bacterial invasion of epithelial cells
Focal adhesion
Bladder cancer
Thyroid hormone signaling pathway
Viral carcinogenesis
Thyroid cancer
TGF-beta signaling pathway
Hippo signaling pathway
Fatty acid metabolism
Proteoglycans in cancer
ECM-receptor interaction
Fatty acid biosynthesis
Prion diseases

Abb. 5: Signalwege mit gemeinsamer Beteiligung der ausgewahlten miRNAs
(Quelle: DIANA mirPath v.3, Datenbanken Tarbase und microT-CDS). Auf der
x-Achse ist die jeweilige Anzahl der Ziel-Gene dargestellt.
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Bei detaillierter Analyse der Signalwege in Hinblick auf Entziindungsprozesse

sind im TGF-3-Signalweg alle vier miRNAs mit insgesamt 28 Ziel-Genen

beteiligt. Weiterhin spielen die ausgewahlten miRNAs auch im Hippo-Signhalweg

mit insgesamt 36 Ziel-Genen eine entscheidende Rolle.

Eine Auflistung der Ziel-Gene findet sich im Anhang (Tabelle 8).

Tabelle 3: Relevante Signalwege der ausgewahlten, signifikanten miRNAs im

Hinblick auf Entziindungsprozesse

mMiRNA

Datenbank

KEGG Pathway

Anzahl Gene

hsa-let-7b-3p
hsa-miR-27b-3p
hsa-miR-146a-3p

hsa-miR-1287-5p

Tarbase v7.0

Tarbase v7.0

microT-CDS v5.0

microT-CDS v5.0

TGF-B-Signalweg

28

hsa-let-7b-3p
hsa-miR-27b-3p
hsa-miR-146a-3p

hsa-miR-1287-5p

Tarbase v7.0

Tarbase v7.0

microT-CDS v5.0

microT-CDS v5.0

Hippo-Signalweg

36

Stand: November 2021
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3.3.3 Protein-Protein-Interaktion in Entzindungsprozessen
Nach Identifikation der im Hinblick auf Entzindungsprozesse relevanten
Signalwege erfolgte die Analyse der Protein-Protein-Interaktionen. Mithilfe des
STRING Webservers Version 11.0 (https://string-db.org) wurden die Ziel-
Proteine der miRNAs hsa-let-7b-3p, hsa-miR-27b-3p, hsa-miR-146a-3p und
hsa-miR-1287-5p hinsichtlich der Interaktionen untereinander untersucht.

FRMDS TEAD3
— MOBIA o

LIMD1

/i

DLG1

— BMP8B

Abb. 6: Protein-Protein-Interaktionen der Ziel-Proteine im TGF-B- (rot) und
Hippo-Signalweg (blau). Stand: November 2021
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Es besteht eine signifikant hohe Anzahl an Interaktionen zwischen den
einzelnen Proteinen (Protein-Protein-Interaktionen mit p < 1.0e%%) im Vergleich
zu Interaktionen bei einer zuféalligen Auswahl an Proteinen. Dies bestatigt die
Vermutung, dass zwischen den Zielproteinen des in Entzindungsgeschehen
relevanten TGF-B- und Hippo-Signalwegs zahlreiche Interaktionen bestehen,
die im Hinblick auf zukinftige Therapieoptionen relevant sein koénnen.
Insbesondere die Proteine TGFBR1, TGFBR2, PPP2R1A, PPP2R1B, BMPR2,
BMP8B, SMAD4, SMAD7, MYC und ID2 spielen sowohl im TGF-B-Signalweg
wie auch im Hippo-Signalweg eine entscheidende Rolle.
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Abb. 7: Heatmap ausgewahlter Signalwege mit gemeinsamer Beteiligung der

ausgewahlten miRNAs
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4. Diskussion

Die Bronchiolitis obliterans ist eine seltene Lungenerkrankung, die mit einer
chronischen Entziindung der kleinen Atemwege einhergeht. Die Diagnose der
PIBO wird in Zusammenschau aus Krankheitsgeschichte, Kklinischer
Symptomatik, Lungenfunktionsdiagnostik und Bildgebung gestellt, wobei die
Lungenbiopsie und die Histopathologie nach wie vor den Goldstandard

darstellen.

Ziel dieser Arbeit war es, Kandidaten-miRNA zu identifizieren, die als Biomarker
in der Diagnostik der postinfektiosen Bronchiolitis obliterans herangezogen

werden sowie in Zukunft eine mdgliche Therapieoption darstellen kénnen.

Die Ergebnisse der Lungenfunktionsdiagnostik zeigten als Zeichen einer
Obstruktion bei den Patienten erwartungsgemal? signifikant verminderte FVC-,
FEV1- und FEV1/FVC-Werte sowie ebenfalls signifikant verminderte FEF75-
Werte. Der sehr geringe FEF75-Wert von nur 25,1% im Median in der
Patientenkohorte spiegelt die immense Obstruktion der kleinen Atemwege
wider. Die Atemstromstarke der Patienten ist auf etwa ein Viertel des
Normalwertes reduziert, sobald 75% der forcierten Vitalkapazitat bereits
ausgeatmet sind. Vergleichbare Veranderungen zeigten auch vorherige
Arbeiten unserer Arbeitsgruppe.®4?43 Die Obstruktion der kleinen Atemwege
kann zudem mithilfe des Lung Clearance Index, der als erganzende
Lungenfunktionsdiagnostik herangezogen werden kann, sehr gut erfasst

werden.?4

Die Sputum-Analyse zeigte neben einer signifikanten Erhohung der
neutrophilen  Granulozyten auch eine signifikante  Erh6hung der
proinflammatorischen Zytokine IL-1B, IL-6 und IL-8. Im Gegensatz zu Michel,
der nur eine signifikante Erh6éhung von IL-8 beschrieb, fanden sich in unserer
Patientenkohorte neben einer signifikanten Erhéhung von IL-8 auch signifikante
Erhéhungen von IL-1B und IL-6. Dies konnte sich dadurch erklaren lassen, dass

Michel in seiner Arbeit Patienten unterschiedlicher Atiologie auswertete,
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wohingegen die Patientenkohorte in dieser Arbeit lediglich Patienten mit
postinfektioser Bronchiolitis obliterans umfasste.*®* Mdglicherweise sind die
Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine, insbesondere IL-13 und IL-6,
bei Patienten mit postinfektioser Bronchiolitis obliterans hoher als bei Patienten
mit Bronchiolitis obliterans anderer Atiologie. Jerkic et al. konnten im Sputum
der Patienten eine signifikante Erh6hung von Calprotectin - ein Protein, das von
aktivierten neutrophilen Granulozyten freigesetzt wird - nachweisen und somit

einen weiteren relevanten Biomarker in der Sputumdiagnostik identifizieren.4

mMiRNA

Die Analyse der miRNA-Expression ergab insgesamt 40 unterschiedlich
regulierte miRNAs (padj < 0,05), die detailliert in Tabelle 9 im Anhang
aufgelistet sind. 22 miRNAs waren in der Patientenkohorte vermehrt exprimiert,
18 miRNAs waren vermindert exprimiert.

Die vier miRNAs (hsa-let-7b-3p, hsa-miR-146a-3p, hsa-miR-1287-5p, hsa-miR-
27b-3p) mit pbonf < 0,05 wurden in der weiteren Analyse berucksichtigt.

MiRNA hsa-let-7b-3p

In der Patientenkohorte zeigte sich im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
eine vermehrte Expression der miRNA hsa-let-7b-3p. In Zusammenhang mit
der PIBO gibt es in der Literatur diesbezlglich bisher keine publizierten
Studien. Da dem anhaltenden Entziindungsprozess in der Pathogenese der
PIBO eine entscheidende Rolle zukommt, wurde die Literaturrecherche auf die
Rolle der miRNA-Familie hsa-let-7 in Entzindungsprozessen erweitert.
Marques-Rocha et al. haben beschrieben, dass let-7b-Mimics die Expression
von IL-6 und TNF in Monozyten reduzieren (p = 0,014) und gleichzeitig IL-6 und
TNF in Makrophagen hochregulieren (p < 0,05). Es scheint sowohl eine pro-
wie auch eine antientztindliche Rolle von let-7b zu geben, die mit dem
jeweiligen Zelltyp zusammenzuhéngen scheint.4®

Teng et al. untersuchten den let-7b-Spiegel bei einer Infektion mit Helicobacter
pylori in Proben der Magenschleimhaut und in Zelllinien des Magenepithels.
Eine Infektion mit Helicobacter pylori war mit erniedrigten let-7b-Spiegeln
assoziiert. Let-7b ist komplementar zur TLR4 (Toll-like Rezeptor 4)-mRNA und
reguliert die TLR4-Expression durch post-transkriptionale Herunterregulation.
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Eine Infektion mit Helicobacter pylori induziert die Expression von TLR4 und
Aktivierung von NF-kB. Durch eine Hochregulation von let-7b durch let-7b-

Mimics konnte eine Herunterregulation von TLR4 und NF-kB erzielt werden,
zudem wurde die Expression von IL-8, COX2- und CyclinD1 ebenfalls reduziert.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die TLR4-mRNA durch let-7b
reguliert wird. Die Zufuhr von let-7b-Mimics oder let-7b-Inhibitoren fihrt zu einer
umgekehrten Modifikation der TLR4-Protein-Expression, jedoch ohne
signifikante Veranderung der TLR4-mRNA-Expression.4®

Satoh et al. beobachteten hingegen, dass sowohl die mRNA wie auch das
TLR4-Protein in THP-1-Zellen, die mit let-7i-Mimics prapariert wurden,
erniedrigt waren.*’

Die teilweise widerspruchlichen Studienergebnisse zeigen, dass Mitglieder der
let-7-Familie den Toll-like Rezeptor in verschiedenen Zellen auf

unterschiedliche Art und Weise zu regulieren scheinen.

Interessanterweise publizierten Ideozu et al. 2019 eine Studie zu dysregulierten
MiRNAs bei Zystischer Fibrose. Passend zu unseren Ergebnissen zeigte sich
auch hier eine vermehrte Expression von miRNAs der let-7-Familie. Die
MiRNAs hsa-let-7b-5p, hsa-let-7c und hsa-let-7d-5p waren bei Patienten mit
Zystischer Fibrose im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe
hochreguliert. In der anschlieRenden Analyse der Netzwerke und Interaktionen
zeigte sich, dass insbesondere hsa-let-7b-5p als wichtiger Knotenpunkt eine
besondere Rolle zu spielen scheint.*® Die vermehrte Expression der miRNA
hsa-let-7b scheint sowohl bei der Zystischen Fibrose als auch bei der
postinfektiosen Bronchiolitis obliterans eine wichtige Rolle zu spielen.

MiRNA hsa-miR-146a-3p

Neben der miRNA hsa-let-7b-3p war auch die miRNA hsa-miR-146a-3p bei
PIBO signifikant vermehrt exprimiert. Auch wenn es im Zusammenhang mit der
PIBO bisher keine vertffentlichten Studienergebnisse gibt, so finden sich bei
einem von Wang et al. entworfenen Tiermodell, das eine obliterative
Bronchiolitis nach Lungentransplantation simuliert, interessante Ergebnisse, die

auch fir die PIBO relevant sein konnten. Die beschriebene signifikante
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Hochregulation der miR-146a im Tiermodell deckt sich mit unseren
Ergebnissen.*® Ahnlich wie bei der PIBO spielt auch bei der obliterativen
Bronchiolitis nach Lungentransplantation eine chronische Entziindungsreaktion
der kleinen Atemwege eine wichtige Rolle. Taganov et al. beschreiben eine
regulatorische Rolle von miR-146a in der Signaltransduktion von Cytokinen. Die
Aktivierung nachgeschalteter Gene und Expression von IRAK1- und TRAF-6-
Proteinen wird durch posttranskriptionale Regulation abgeschwacht.®® Die
vermehrte Expression von miR-146a scheint vor allem mit chronischen
Entzindungsprozessen verschiedener Krankheitsbilder assoziiert zu sein -
beispielsweise zeigten sich bei Patienten mit Psoriasis ebenfalls signifikant
erhéhte miR-146a-Level.>!

Guo et al. beschreiben in ihrer 2010 verdffentlichten Arbeit die Rolle der miR-
146a bei Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom, woraus sich trotz des
unterschiedlichen Krankheitsbildes wichtige Erkenntnisse gewinnen lassen. Die
Behandlung mit miR-146a in vitro konnte unter anderem die Expression der
proinflammatorischen Proteine TNF-a und NF-kB induzieren. Im Gegensatz
dazu konnte die Hemmung von miR-146a dieses Phanomen signifikant
abschwéchen. Daraus lasst sich schlieRen, dass miR-146a eine wichtige Rolle
in der Regulation entziindlicher Immunantworten spielt, die mithilfe von miR-

146a-Mimics und -Inhibitoren beeinflusst werden kann.>?

MiRNA hsa-miR-1287-5p

Die Datenlage zu wissenschaftlichen Erkenntnissen beziglich der miRNA hsa-
miR-1287-5p ist bisher noch sehr diinn. Der Grof3teil der wenigen publizierten
Artikel bezieht sich auf die Funktion von hsa-miR-1287 in der Tumorgenese,
beispielsweise bei Mamma- und Larynxkarzinom sowie bei Glioblastomen.53-55
Bei PIBO zeigte sich im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe eine
verminderte Expression der miRNA hsa-miR-1287-5p. Schwarzenbacher et al.
beschreiben in ihrer Studie eine signifikante Herunterregulation von miR-1287-
5p in Brustkrebszellen. Gleichzeitig ist ein niedriges Expressionslevel von miR-
1287-5p mit einer schlechten Prognose assoziiert. miR-1287-5p reguliert unter
anderem das zellulare Wachstum. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass
die Zufuhr von miR-1287-5p-Mimics das Tumorwachstum hemmte, wohingegen

die Zufuhr von miR-1287-5p-Inhibitoren zu einer Progredienz des
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Tumorwachstums fuhrte. miR-1287-5p-Mimics kdnnten somit als therapeutische
Option als sogenannter ,suppressiver Faktor® bei Patienten mit dreifach
negativem Mammakarzinom herangezogen werden.>?

Auch Wolter et al. haben eine signifikant verminderte Expression von miR-
1287-5p - neben einer verminderten Expression von miR-107, miR-146b und
mR-346 - bei Patienten mit Astrozytom und Glioblastom beschrieben. Ein Ziel
von miR-1287-5p ist der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor EGFR.
Passend zu der detektierten Herunterregulation von miR-1287-5p bestand in
60-70% der Glioblastome eine Uberexpression des epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptors. Durch die verminderte Expression von miR-1287-
5p kam es durch die fehlende Regulation beziehungsweise die fehlende
Hemmung zu einer EGFR-Uberexpression.>*

Passend zu dem Ziel unserer Studie, potentielle Biomarker zur erganzenden
Diagnostik der PIBO zu detektieren, beschaftigten sich auch Wang et al. in ihrer
Studie mit méglichen pradiktiven Biomarkern bei frihen Larynxkarzinomen. Es
zeigte sich eine vermehrte Expression von hsa-miR-657 sowie eine verminderte
Expression von miR-1287. Diese beiden miRNAs hatten eine hohe Sensitivitat
und Spezifitat beziglich der Differenzierung zwischen einem friihen
Larynxkarzinom und normaler Schleimhaut und kénnten somit als potentielle

Biomarker geeignet sein.>®

MiRNA hsa-miR-27b-3p

Auch die miRNA hsa-miR-27b-3p war bei PIBO vermindert exprimiert. Die
bisher verdoffentlichten Arbeiten zur miRNA hsa-miR-27b-3p beschaftigten sich
vor allem mit onkologischen Krankheitsbildern wie Dbeispielsweise dem
kolorektalen Karzinom und dem Magenkarzinom. Eine Publikation zur miRNA-
Expression bei Patienten mit Zystischer Fibrose bietet jedoch interessante
Erkenntnisse mit Parallelen zu unserer Patientenkohorte. Stachowiak et al.
konnten in ihrer im Jahr 2020 verdffentlichten Arbeit zeigen, dass es bei
Patienten, die an Zystischer Fibrose erkrankt sind, eine signifikant veranderte
miRNA-Expression wahrend einer pulmonalen Exazerbation gibt.5¢ Unter
anderem war die Expression von miR-27b-3p wahrend einer pulmonalen
Exazerbation im Sputum verandert, wohingegen die im Blut bestimmten

miRNA-Profile jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen einer
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Exazerbation und der ,stabilen Phase” der Erkrankung zeigten. Weiterhin
konnten Stachowiak et al. zeigen, dass eine Infektion mit Pseudomonas
aeruginosa in der stabilen Phase - ohne Exazerbation - mit einer
Uberexpression von miR-27b im Sputum einhergeht. Die signifikant verminderte
Expression von miR-27b wahrend einer Exazerbation korrelierte mit einer
erhohten Inflammation sowie einer Kklinisch verminderten Lungenfunktion.
Daraus lasst sich schlieRen, dass erhdhte miR-27b-Level protektiv wirken
konnten, indem sie eine Entzindungsreaktion der Atemwege reduzieren und
somit die Lungenfunktion verbessern.

Auch in unserer Studie zeigte sich in der Patientenkohorte eine signifikant
verminderte Expression der miRNA hsa-miR-27b-3p. Unsere Ergebnisse
beinhalten jedoch nur die miRNA-Expression im peripheren Blut. miRNA-Profile
der Sputum-Diagnostik liegen nicht vor, da fir die Sputum-Gewinnung der
gesunden Kontrollgruppe kein positives Ethik-Votum vorlag. Fur weitere Studien
ware eine erganzende Untersuchung des Sputums hinsichtlich der miRNA-
Expression sicherlich ein interessantes und sehr wichtiges Forschungsgebiet.
Ebenso wére es interessant zu untersuchen, ob durch miR-27b-3p-Mimics eine
Reduktion der Entziindungsprozesse der Atemwege und eine Verbesserung

der klinischen Lungenfunktion erzielt werden kdnnte.

Protein-Protein-Interaktion in Entziindungsprozessen

Nach Analyse der - vor allem im Hinblick auf Entziindungsprozesse - relevanten
Signalwege scheinen vor allem der Hippo-Signalweg sowie der TGF-B-
Signalweg als mogliche Angriffspunkte zukinftiger Therapieoptionen
interessant zu sein. Der Hippo-Signalweg ist unter anderem an der Regulation
der Reaktion auf Entziindungsgeschehen beteiligt. Yeung et al. beschreiben in
ihrer Arbeit, dass Proteine, die zur Stabilisierung und erhéhten Aktivitat des
Hippo-Signalweges beitragen, zu einer Kontrolle des Entziindungsgeschehens

beitragen kénnen.®’
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Limitationen der Studienergebnisse ergeben sich aus der Seltenheit der
Erkrankung und der resultierend geringen Fallzahl. Die seit 2012 bestehende
Stiftung Starke Lunge férdert die Erforschung der PIBO und ermdglicht eine
enge Zusammenarbeit verschiedener Schwerpunktzentren auf nationaler und
internationaler Ebene. Aufgrund der Vernetzung und regem Austausch der
Experten ist die Rekrutierung groRerer Patientenkohorten moglich, was
aufgrund der groRReren Fallzahl wiederum zu einer besseren Aussagekraft der
Studienergebnisse fuhrt.

Erste Ergebnisse unserer Zusammenarbeit der Zentren in Frankfurt und
Barcelona wurden im Februar 2022 von Duecker et al. unter dem Titel
,Epigenetic regulation of inflammation by microRNAs in post-infectious
bronchiolitis obliterans® im Journal Clinical & Translational Immunology

veroffentlicht.
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5. Zusammenfassung

Einleitung: Die Bronchiolitis obliterans ist eine seltene Lungenerkrankung
unterschiedlicher Atiologie, die mit einer chronischen Entziindung der kleinen
Atemwege einhergeht. Mit der ldentifizierung von Kandidaten-miRNA sollen
Biomarker evaluiert werden, die in der Diagnostik der postinfektiosen
Bronchiolitis obliterans (PIBO) herangezogen werden sowie in Zukunft eine
maogliche Therapieoption darstellen konnen.

Material und Methoden: 19 Patientinnen und Patienten mit PIBO sowie 18
gesunde Kontrollen wurden in die Studie eingeschlossen. Nach
Komplettsequenzierung wurden die miRNA-Profile der Patienten mit den
Profilen der alters- und geschlechtsadaptierten gesunden Kontrollgruppe
verglichen. Als NebenzielgroBen wurden die Lungenfunktion und Sputum-
Biomarker erfasst.

Ergebnisse: Die Patientenkohorte wies signifikant niedrigere Werte in der
Lungenfunktionsdiagnostik (Patienten, Median: FVC (%) 76,3***, FEV1 (%)
59,8** FEV1/FVC 0,68***, FEF75 (%) 25,1** *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)
sowie eine signifikante Erhéhung der neutrophilen Granulozyten und der
proinflammatorischen Zytokine IL-1(3, IL-6 und IL-8 in der Sputumanalyse auf
(Patienten, Median: Neutrophile (%) 82,5***, IL-13 (pg/ml) 1453,0**, IL-6 (pg/ml)
825,6**, IL-8 (pg/ml) 35368,0***). Die Analyse der miRNA-Expression ergab
insgesamt 40 unterschiedlich regulierte miRNAs (padj < 0,05). 22 miRNAs
waren in der Patientenkohorte vermehrt exprimiert, 18 miRNAs waren
vermindert exprimiert. Die vier miRNAs mit pbonf < 0,05 wurden in der weiteren
Analyse berticksichtigt. Die miRNAs hsa-let-7b-3p und hsa-miR-146a-3p waren
signifikant vermehrt exprimiert, wohingegen die miRNAs hsa-miR-1287-5p und
hsa-miR-27b-3p signifikant vermindert exprimiert waren. Die identifizierten
mMiRNAs spielen unter anderem eine Rolle im TGF-B- und Hippo-Signalweg.
Schlussfolgerung: Die Ergebnisse zeigen, dass das miRNA-
Expressionsmuster bei Patienten, die an postinfektioser Bronchiolitis obliterans
erkrankt sind, alteriert ist. Die identifizierten miRNAs sind relevante Biomarker
und kénnen als potentielle Ziele von miRNA-Therapeutika in Betracht gezogen

werden.
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6. Abstract

Introduction: Bronchiolitis obliterans is a rare chronic lung disease of variable
causes, leading to a chronic inflammation of the small airways. The
identification of relevant miRNAs should evaluate biomarkers which could be
used in diagnosis and treatment of post infectious bronchiolitis obliterans
(PIBO) in the future.

Materials and methods: 19 patients with PIBO and 18 healthy controls were
included. After next generation sequencing the miRNA-profiles were compared.
Furthermore, the pulmonary function and the biomarkers of induced sputum
were analysed.

Results: Patients with PIBO had significantly lower lung function values
(patients, median: FVC (%) 76,3***, FEV1 (%) 59,8***, FEV1/FVC 0,68***,
FEF75 (%) 25,1** *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) and increased airway
inflammation in induced sputum — indicated by the proinflammatory cytokines
IL-18, IL-6 and IL-8 (patients, median: neutrophil granulocytes (%) 82,5***, IL-
1B (pg/ml) 1453,0**, IL-6 (pg/ml) 825,6**, IL-8 (pg/ml) 35368,0***).

Next generation sequencing revealed 40 dysregulated miRNAs which passed
significance threshold for padj < 0,05 with 22 miRNAs being upregulated and 18
mMiRNAs being downregulated. Further analysis considered four miRNAs with
pbonf < 0,05. miRNAs hsa-let-7b-3p and hsa-miR-146a-3p were significantly
upregulated whereas miRNAs hsa-miR-1287-5p and hsa-miR-27b-3p were
significantly downregulated. These miRNAs are functionally implicated in TGF-
B- and hippo-signaling.

Conclusion: The results demonstrate an aberrant miRNA expression profile in
patients with postinfectious bronchiolitis obliterans. The significant miRNAs are
relevant biomarkers and can be considered to be potential targets for

therapeutic approach.
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8. Anhang

Tabelle 4: Lungenfunktion Patienten, Rohdaten

Patienten
FVC (L) FVC (%) | VCmax (L) | VCmax (%) | FEV1 (L) FEV1 (%)

DE-F-001 5,60 84,77 89,6 3,83 69,4
DE-F-002 4,45 86,03 4,55 86,5 3,26 73,86
DE-F-005 3,87 84,13 4,06 85,1 2,37 59,78
DE-F-006 4,26 93,65 4,26 91,6 2,62 67,11
DE-F-007 1,92 63,1 1,93 64,3 1,53 56,7
DE-F-009 3,47 72,14 3,66 84 2,82 69,21
DE-F-017 1,79 88,07 1,86 83,9 1,47 83,06
DE-F-020 2,05 64,62 2,05 67,5 2,01 73,65
DE-F-022 2,02 91,86 2,07 91,7 1,57 82,67
DE-F-023 0,85 70,2 0,88 72 0,55 50
DE-F-024 1,72 76,38 1,72 73,5 0,86 43,33
DE-F-025 2,03 54,47 2,13 61,4 1,32 41,4
DE-F-030 3,39 72,48 3,39 75,7 1,7 42,36
DE-F-033 1,41 94,18 1,41 88,4 1,31 96,92
DE-F-034 1,46 83 1,58 86,3 1,06 68,49
DE-F-041 2,88 81,94 2,9 81,6 1,21 40,24
DE-F-042 2,54 57 2,55 55,6 1,84 47,87
DE-F-043 1,45 64,81 1,04 51,4 0,82 41,6
DE-F-044 2,09 66,24 2,14 1,27 46,64
DE-F-001 0,68 80,81 0,84 28,85
DE-F-002 0,73 85,02 0,89 37,2
DE-F-005 0,61 70,47 0,4 18,39
DE-F-006 0,62 71,17 0,6 29,43
DE-F-007 0,80 89,36 0,51 30,1
DE-F-009 0,81 95,27 0,91 40,16
DE-F-017 0,82 93,21 0,6 51,29
DE-F-020 0,98 113,7 2,71 195,72
DE-F-022 0,78 89,58 0,38 37,62
DE-F-023 0,65 70,87 0,19 25,08
DE-F-024 0,50 56,30 0,11 9,16
DE-F-025 0,65 75,64 0,26 15,78
DE-F-030 0,50 58,14 0,25 11,06
DE-F-033 0,93 102,18 1,13 123,24
DE-F-034 0,73 82,00 0,21 23,55
DE-F-041 0,42 48,85 0,21 12,64
DE-F-042 0,72 83,61 0,41 18,87
DE-F-043 0,57 63,68 0,14 11,77
DE-F-044 0,61 70,15 0,22 14,55
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Tabelle 5: Lungenfunktion Kontrollen, Rohdaten

Kontrollen
SVeX(N) FVC (%) VCmax (L) | VCmax (%) FEV1 (L) FEV1 (%)

DE-X-401 2,98 73,91 3,16 2,79 78.66
DE-X-402 2,83 74,03 2,92 78,7 2,46 73,48
DE-X-403 5,59 91,92 5,59 94,1 4,97 97,44
DE-X-406 4,34 99,04 4,34 105,6 3,69 99,82
DE-X-408 2,38 86,07 2,4 85,9 2,08 85,34
DE-X-410 5,69 102,73 5,84 104,8 5 106.38
DE-X-411 1,57 87,26 1,67 92,2 1,38 87,37
DE-X-412 2,22 88,13 2,3 86,7 1,65 76,68
DE-X-413 1,64 90,51 1,7 95,7 1,6 100,65
DE-X-414 5,56 99,03 5,65 111,3 4,88 102,19
DE-X-416 1,40 90,98 1,63 99,9 1,4 101,02
DE-X-419 1,02 78,64 1,03 81,2 1 85,47
DE-X-420 1,52 95,09 1,57 94,2 1,48 103,06
DE-X-421 3,79 87,45 3,96 95,8 3,36 90,06
DE-X-422 5,20 100,87 5,32 1115 5,14 116,42
DE-X-423 4,06 91,85 4,08 90,9 4 106,67
DE-X-424 4,01 101,83 4,02 108,5 2,91 83,37
DE-X-425 3,26 90,64 3,26 88,7 2,5 81.63
DE-X-401 0.94 105,56 76,49
DE-X-402 0,87 98,48 1,49 75,15
DE-X-403 0,89 104,84 2,94 111,68
DE-X-406 0,85 100,06 1,98 106,84
DE-X-408 0,87 98,49 1,08 71,76
DE-X-410 0,88 102,44 2,74 107,89
DE-X-411 0,88 99,27 0,71 71,62
DE-X-412 0,74 86,43 0,47 41,31
DE-X-413 0,98 110,57 1,32 148,95
DE-X-414 0,88 102,18 3,05 115,11
DE-X-416 1,00 110,36 1,04 115,37
DE-X-419 0,98 108,14 1,26 162
DE-X-420 0,97 107,73 1,12 126,56
DE-X-421 0,89 102,13 1,79 85,56
DE-X-422 0,99 114,62 4,27 172,1
DE-X-423 0,99 115,35 3,84 184,68
DE-X-424 0,73 81,26 1,1 50,34
DE-X-425 0,77 89,5 1,18 70,18
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Tabelle 6: miRNA - UMI (Unique Molecular Indexes) Patienten

Patienten
hsa-let-7b-3p hsa-miR-1287-5p | hsa-miR-146a-3p hsa-miR-27b-3p

DE-F-001

DE-F-002 166 29 18 352
DE-F-005 202 24 2 275
DE-F-006 226 25 9 341
DE-F-007 261 9 14 296
DE-F-009 273 77 1 485
DE-F-017 411 11 1 460
DE-F-020 62 13 1 196
DE-F-022 170 27 37 322
DE-F-023 190 46 18 403
DE-F-024 375 14 1 250
DE-F-025 284 8 0 231
DE-F-030 417 14 0 268
DE-F-033 496 66 19 312
DE-F-034 264 8 9 341
DE-F-041 377 18 2 205
DE-F-042*

DE-F-043 424 18 22 358
DE-F-044 241 17 0 279

*Probe nicht verwertbar aufgrund zu geringer Reads

Tabelle 7: miRNA - UMI (Unique Molecular Indexes) Kontrollen

Kontrollen
hsa-let-7b-3p hsa-miR-1287-5p | hsa-miR-146a-3p hsa-miR-27b-3p

DE-X-401 0

DE-X-402 173 26 0 479
DE-X-403 123 43 0 402
DE-X-406 73 27 0 459
DE-X-408 65 12 3 143
DE-X-410 77 17 0 500
DE-X-411 149 39 0 371
DE-X-412 98 9 0 326
DE-X-413 62 12 0 287
DE-X-414 159 12 4 223
DE-X-416 108 21 1 741
DE-X-419 163 181 0 647
DE-X-420 127 339 1 643
DE-X-421 211 21 0 346
DE-X-422 169 93 1 492
DE-X-423 199 92 1 279
DE-X-424 42 19 0 188
DE-X-425 151 41 2 562
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Tabelle 8: Ziel-Gene TGF-B- und Hippo-Signalweg

Ziel-Gene TGF-B-Signalweg Ziel-Gene Hippo-Signalweg

FST PPP1CA
TGFBR1 GSK3B
1D2 TGFBR1
SMAD9 ID2
THBS1 YAP1
CcuLl YWHAE
1D4 APC
RHOA DLG1
BMP8B YWHAG
ACVR1 PPP1CC
ACVR2B GLI2
SMAD4 SNAI2
MYC YWHAB
PPP2R1A TEAD3
SMURF1 WWC1
ZFYVE9 WWTR1
MAPKS3 FZD3
SP1 BMP8B
ACVRI1C LIMD1
BAMBI MPP5
LTBP1 FZD4
ID3 CSNK1D
SMAD7 CCND1
MAPK1 SMAD4
PPP2R1B CTNNB1
TGFBR2 MYC
BMPR2 PPP2R1A
RPS6KB1 FRMD6
TEAD1
SMAD7
MOB1A
PPP2R1B
PARDGB
TGFBR2
WNT9A
BMPR2
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Tabelle 9: Relevante miRNA Selektion, Rohdaten

hsa-miR-27b-3p
hsa-let-7b-3p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-30c-5p
hsa-let-7g-5p
hsa-miR-30b-5p
hsa-miR-335-5p
hsa-miR-326
hsa-let-7i-5p
hsa-miR-26b-5p
hsa-let-7f-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-126-3p
hsa-miR-186-5p
hsa-let-7a-5p
hsa-miR-183-5p
hsa-miR-93-5p
hsa-miR-378a-5p
hsa-miR-199a-5p
hsa-miR-29c-5p
hsa-miR-3613-3p
hsa-miR-2277-3p
hsa-let-7f-1-3p
hsa-miR-1287-5p
hsa-miR-5695
hsa-miR-4664-5p
hsa-miR-190b
hsa-miR-26a-2-3p
hsa-miR-4510
hsa-miR-627-3p
hsa-miR-4677-3p
hsa-miR-4753-3p
hsa-miR-6866-3p
hsa-miR-199b-3p
hsa_piR_001312
hsa-miR-590-3p
hsa-miR-20a-3p
hsa_piR_015026
hsa-miR-218-5p
hsa-miR-146a-3p

375,2
200,3
283205,5
25631,3
12606,9
4027,8
439,4
133,3
31373,2
7886,0
21794,9
528,2
16667,9
4765,9
67231,1
1068,7
50218,1
469,5
172,8
363,7
53,93138625
50,02957551
36,78739567
35,82420103
27,39015506
22,89654511
22,3551847
19,27782344
18,91915252
16,1667161
14,45620141
13,53843298
11,78152296
11,68558585
11,64543214
9,054515992
7,769941421
5,366444794
4,882772216
4,247566406

0,345003103
-0,458714732
0,324981794
-0,442569377
0,412691643
-0,499114262
-0,499504024
-0,267341907
0,3662884
0,405885652
0,371393758
0,272812114
0,425307872
-0,290672232
0,318654536
0,332201218
0,339615602
-0,363689088
-0,408999591
-0,252510041
-0,274119398
-0,224045131
-0,589837765
0,735408558
-0,427979052
-0,357179801
0,330958369
-0,383858735
0,528156443
-0,394841168
-0,381954905
-0,326868796
-0,286480027
0,474816848
-0,300231066
0,739869776
0,45006787
-0,55952552
0,91573236
-1,607291376
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IfcSE
0,082658755
0,109382622
0,090951632
0,122171218
0,115047243
0,139192762
0,135776726
0,073974243

0,10705279
0,118440633
0,112338655
0,082868607
0,130835517
0,089855816
0,099687176
0,103960764
0,110809323
0,116583447
0,137338868
0,085461168
0,088540697
0,067817018
0,166513744
0,173727236

0,13110443
0,119786957
0,104959332

0,1250616
0,175818619
0,119783112
0,121800976
0,107221846
0,092046537

0,15773569

0,09871628
0,240782192

0,14847929
0,156065952
0,297907916
0,350453465

stat
4,173824
-4,19367
3,573128
-3,62253
3,587149
-3,58578
-3,67886
-3,61399
3,421568
3,426912
3,306019
3,292104
3,250707
-3,23487
3,196545
3,195448
3,064865
-3,11956
-2,97803
-2,95468
-3,09597
-3,30367
-3,54228
4,233122
-3,26441
-2,98179
3,153206
-3,06936
3,003985
-3,2963
-3,13589
-3,04853
-3,11234
3,010206
-3,04135
3,072776
3,031183
-3,58519
3,073877
-4,58632

pvalue
2,99529E-05
2,74476E-05
0,000352743
0,000291731
0,000334313
0,000336076
0,000234276
0,000301525
0,000622612
0,000610486
0,000946316
0,000994407
0,001151186
0,001216965
0,001390842
0,001396139
0,002177684
0,001811212
0,002901054
0,003129978
0,001961698
0,000954277
0,000396689
2,3047E-05
0,00109691
0,002865665
0,001614879
0,002145199
0,002664687
0,000979671
0,001713313
0,002299655
0,001856112
0,002610709
0,002355174
0,002120775
0,002435977
0,000336838
0,002112964
4,51129E-06

padj
0,004545354
0,004545354
0,019464982
0,019464982
0,019464982
0,019464982
0,019464982
0,019464982
0,026994658
0,026994658
0,033533599
0,033533599
0,0349385
0,035176077
0,036845938
0,036845938
0,041307937
0,041307937
0,045152297
0,047497418
0,041307937
0,033533599
0,020065854
0,004545354
0,0349385
0,045152297
0,040842993
0,041307937
0,043715273
0,033533599
0,041307937
0,042046791
0,041307937
0,043715273
0,042046791
0,041307937
0,042246805
0,019464982
0,041307937
0,002738354



Abb. 8: Data Report (Originaldaten) der vier ausgewahlten miRNAs
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Patientennr:| | | | ’ | | ’ ’

Rolle der microRNAs in der Pathophysiologie der Bronchiolitis obliterans

(BO)
Leiter

Prifarzte

Doktorand
Sponsor

Inhalt:

Dr. med. Martin Rosewich

Prof. Dr. med. S. Zielen
Dr. med. O.Eickmeier

Cand. med. Annalena Kochems
Universitatsklinikum Frankfurt

1.) Einverstandniserklarung (-en) Eltern/ Patient
2.) CRF zur Visite 01

3.) Fragebdgen

4.) Dokumentation der Begleitmedikation

5.) Dokumentation von AE/ SAE

6.) Lungenfunktionsuntersuchungen

7.) Laborbefunde

8.) Sputum-Protokoll

Rolle der microRNAs in der Pathophysiologie der Bronchiolitis obliterans (BO) Seite 1 von 7
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Patientennr:| | | | ’ | | ’ ’

Visite 01 Datum: ; ;
Uhrzeit: _ :  Uhr

Alter: Jahre

Geschlecht: M | | W ||

Rasse: kaukasisch — europaisch

Kaukasisch — nicht-europaisch

Orientalisch
Schwarz
KorpermalRe: Gewicht: . kg Lange: cm BMI:
Untersuchungsbefund:
Atemfrequenz: /min Puls: /min Sa02: %
Auskultation Lunge: frei | | Knistern |_| andere:
Pfeifeﬂ . | Lokalisation:
Einziehungen: nein |__| ja |___| Lokalisation:
Andere Auffélligkeiten: nein \_\ ja |_\
Blutentnahme erfolgt:
1 x EDTA 1xBB
2 x Serum weil} Labor Schubert (RAST >3 Jahre, Ges.-IgE), CBA
Entzindungsprofil
1 x Serum braun Routine klinische Chemie mit CrP, Leber- und Nierenwerte

2 x miRNA

Rolle der microRNAs in der Pathophysiologie der Bronchiolitis obliterans (BO) Seite 2 von 7
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Patientennr:| \ | | ’ | | ’ ’

Anamnese: 1. Bekannte Bronchiolitis obliterans?

a) Seit wann: :

2. Vermuteter / gesicherter Ausloser?
a)

3. Erste Bildgebung mit V.a. Bronchiolitis obliterans?
a) Wann: ;

4. Letztes CT?
a) Datum:
b) Ort:

5. Weitere Diagnosen (z.B. Immundefekt, rheumatische
Erkrankung, rezidivierende Otitiden, ...?

a)
b)
c)
6. Bekannte allergische Erkrankung?
a) Seit wann:

7. Bekannte Allergie gegen:

Birke | Ja Graser| Ja| Mibe Katze| Ja

Alternaria | Ja | andere

8. Allergische Rhinokonjunktivitis?
a) Seit wann: .

9. Atopische Dermatitis?
a) Seit wann: . "

10. Mit Antibiotika behandelte Atemwegsinfekte?

a) Wann der letzte:

b) Anzahl in den letzten 12 Monaten:

11. Antibiotikaprophylaxe: - mit Zithromax Ja Nein
- andere: Ja Nein|
12. Raucher?
a) Seit wann:
b) Anzahl/d:

Rolle der microRNAs in der Pathophysiologie der Bronchiolitis obliterans (BO) Seite 3 von 7
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Patientennr:| | | | | | | ’ ’

13. Regelméfig eingenommene Medikamente?

Jeweils Medikament und Dosis
Steroid inhalativ

Systemisch

Montelukast

beta-Agonist
LAMA
Andere 1

Rolle der microRNAs in der Pathophysiologie der Bronchiolitis obliterans (BO) Seite 4 von 7
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Patientennr:| | | | ’ | | ’

Einschlusskriterien

1. Vorliegen der schriftlichen Einverstandnis der Teilnehmerin/
des Teilnehmers

2. Vorliegen einer schriftlichen Einverstéandnis beider Eltern/
des Vormundes (falls erforderlich)

3. Alter: Jahre (= 6 Jahre < 40 Jahre)

4. Bekannte Bronchiolitis obliterans / keine Bronchiolitis obliterans
(je nach Studiengruppe)

5. Fahigkeit zur Durchfiihrung einer Lungenfunktionspriifung)
(ATS-Kriteren)

6. Fahigkeit zur korrekten Inhalation

Ausschlusskriterien

1. Besteht eine akute Erkrankung, die mit systemischer oder
bronchialer Entziindung einhergeht

2. Besteht eine chronische Erkrankung oder Infektion
(HIV, Tbc, Malignom)

3 Alter < 6 und = 40 Jahre zum Beginn der Studie
4. Besteht eine Schwangerschaft
5. Besteht ein Alkohol-/ Drogen-/ Medikamentenabusus

6. Ist der Proband/ Patient unfahig, den Umfang und die Tragweite
der Studie zu erfassen.

7. Nimmt der Proband/ Patient an einer anderen klinischen Studie Teil

Wurden alle Einschlusskriterien mit Ja und
alle Ausschlusskriterien mit Nein beantwortet?
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Patientennr:| | | | | | ’ ’ ’

Messung des exhalierten Stickstoffmonoxid (eNO): |_ | . | __| ppB

1.) Lungenfunktionspriifung Body: Ja Nein
2.) Lungenfunktionspriifung (DLCO): Ja Nein
3.) Bronchospasmolyse (0,4 mg_Salbutamol) Ja Nein
4.) Lyse Ja Nein
5.) Lung Clearance Index (Multiple Breath Washout) Ja Nein

6.) Sputuminduktion

Induktion mit 3% Uber 7 Minuten
Induktion mit 4% Gber 7 Minuten
Induktion mit 5% tber 7 Minuten
Sputum nach Protokoll aufgearbeitet und Sputumprotokoll im CRF Nein
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Patientennr:| | | | | | ’ ’ ’

Einverstandniserklarung mit Unterschrift des Patienten Ja
(ab 8 Jahren)
Einverstandniserklarung mit Unterschrift aller

H I
Z
@
=

.
Z
@
3

Sorgeberechtigten

Korperliche Untersuchung erfolgt
Blutentnahme (inkl. miRNA) erfolgt
Fragebodgen ausgefiillt (chiLD-EU Baseline / Follow up,

e
Z
o.
=

e .
HHI
Z Z
. @
5 =)

PRO, BAT)
Studienende
Hat der Patient die Studie gemaB dem Studienprotokoll beendet?
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CRF Kontrollgruppe

Patientencode: - - Datum der Visite:
GroRe: cm Gewicht: kg
Herzfrequenz: 0O,-Sattigung: %

Auskultationsbefund Lunge:

BMI:

AF:

() Lungenfunktion

() DLCO

() eNO: ppb

() Einverstandnisbdgen vollstéandig ausgefillt?
( ) BAT-Bogen ausgefiillt?

() Blutentnahme (1x miRNA, 2x weil}, 1x rot)
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Patienteninformation und Einverstandniserklarung fiir Eltern

Titel der Studie

Rolle der microRNAs in der Pathophysiologie der Bronchiolitis obliterans (BO)

Anrede:

Sehr geehrte Eltern,
lhr Kind leidet an einer Bronchiolitis obliterans und ist nach Meinung lhres behandelnden
Arztes geeignet, an einer Studie teilzunehmen.

Zweck der Studie

Der Zweck dieser Studie ist es, mehr Uber die sehr seltene Erkrankung Bronchiolitis
obliterans (BO) zu lernen. Dazu wollen wir zunachst erfahren, wann und auf welchem Weg
die Diagnose bei lhrem Kind gestellt wurde und wie es lhrem Kind heute geht. Darliber
hinaus wollen wir Ihr Kind grindlich untersuchen, um den Schweregrad der Erkrankung
besser zu verstehen. Zudem wird die Rolle der sogenannten ,microRNAs" evaluiert.
MicroRNAs sind kleine und vermutlich keine Information tragende Bestandteile unseres
Erbguts, die das Ablesen der Gene beeinflussen kénnen. Studien konnten zeigen, dass
Veranderungen an diesen microRNAs (miRNA) bei anderen Lungenerkrankungen, wie
Asthma, Mukoviszidose oder COPD gefunden werden kénnen. Diese Fragmente dienen
dabei nicht als genetischer Fingerabdruck, anhand dessen ein Mensch identifiziert werden
kann, sondern eher als Marker fir oben genannte Erkrankungen. Wahrend man die
Veranderungen z.B. am Blutbild mittlerweile gut erklaren kann, ist das Wissen bei den
miRNA noch sehr begrenzt, weshalb wir wissen wollen, ob einzelne dieser miRNA bei BO
gehauft oder seltener vorkommen.

Freiwilligkeit
lhre Teilnahme ist freiwillig. Sie kénnen jederzeit, auch ohne Angabe von Grunden, lhre

Teilnahmebereitschaft widerrufen, ohne dass Ihnen oder Ihrem Kind dadurch irgendwelche
Nachteile fiir Ihre weitere arztliche Versorgung entstehen.

Andere Behandlungsmoglichkeiten

Zur Behandlung lhrer Erkrankung stehen therapeutische Optionen zur Verfligung, die wir mit
lhnen besprechen kénnen. Diese kdnnen in einigen Fallen eine Besserung oder Linderung
ihres Beschwerdebildes bewirken. Das Wissen uber die Erkrankung reicht heute jedoch nicht
aus, um eine Bronchiolitis obliterans vorzubeugen oder so zu behandeln, dass die
Erkrankung bei jedem ohne Folgen abheilen kann. Dazu muss weiter geforscht werden.

Wenn Sie mit lhrem Kind nicht an der Studie teilnehmen mdchten, stehen wir lhnen zur
Behandlung der Erkrankung weiter zur Verfliigung.

1 microRNA in BO
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Elr Madchen, die bereits Ihre Menarche hatten:

Schwangere sollten grundsatzlich nicht an Studien teilnehmen. Wahrend der Teilnahme an
dieser Studie muss eine zuverlassige MaRnahme zur Schwangerschaftsverhiitung
angewendet werden, wenn das fir lhr Kind relevant ist. Dartiber wird Sie der Studienarzt
informieren. Vor Beginn der Studie wird ein Schwangerschaftstest durchgefiihrt.

Sollte wahrend der Studie eine Schwangerschaft festgestellt werden oder der begriindete
Verdacht einer Schwangerschaft vorliegen, ist umgehend der Studienarzt zu informieren.

Ablauf der Studie

An dieser Studie werden insgesamt ungefahr 80 Personen teilnehmen (60 Patienten mit
Bronchiolitis obliterans und 20 Gesunde Kontrollen).

Vor Aufnahme in diese Studie wird die Vorgeschichte lhrer Krankheit erhoben und Sie
werden einer umfassenden arztlichen Untersuchung unterzogen. Zusatzlich werden Sie
gebeten einen standardisierten Fragebogen zur Lebensqualitdt gemeinsam mit lhrem Kind
auszuftillen.

Dann werden unterschiedliche Lungenfunktionsprifungen durchgefiihrt. Es erfolgt eine
Blutentnahme um verschiedene Entziindungsmarker, die daran beteiligt sind das
Krankheitsbild Bronchiolitis obliterans auszuldsen, bei Ihrem Kind zu analysieren. Insgesamt
werden |hrem Kind ca. 20 ml Blut abgenommen. Das Blut wird so lange aufbewahrt bis die
Entziindungsmarker im Blut einschlieBlich der microRNA bestimmt wurden und dann
anschlieend vernichtet.

Im Anschluss bitten wir Ihr Kind, ansteigende Konzentrationen von NaCl (3% = 4% = 5%)
Uber jeweils sieben Minuten zu inhalieren. Nach jeder Stufe fordern wir Ihr Kind auf, Sputum
abzuhusten, damit wir dieses zu Analysezwecken auffangen kdnnen.

Ilhre Teilnahme an dieser Studie wird voraussichtlich zwei Stunden dauern. Die Studie hat
nur einen Vorstellungstermin.

Mogliche Risiken, Beschwerden und Begleiterscheinungen

Im Rahmen der Abnahme von induziertem Sputum kann es in sehr seltenen Fallen zu einer
Atemwegsobstruktion mit Husten bis zur Entwicklung von leichtgradiger Atemnot kommen.
Aus diesem Grund wird vorher ein Bronchien erweiterndes Mittel (Salbutamol Dosier-
Aerosol, 400 pg = 4Hibe) inhaliert. Darunter treten die Beschwerden nicht auf. Sollte es
wider Erwarten trotzdem zu Husten oder Atemnot kommen, wird die Sputuminduktion
beendet und ein weiteres Mal mit 200ug Salbutamol behandelt.

Bei einer Blutentnahme kénnen Schmerz, blaue Flecken, Ohnmacht, Schwindel und evtl.
Nervenschadigungen auftreten, die ggf. irreversibel mit Dauerschmerzen und
Funktionsbeeintrachtigungen verbunden sind.

Bitte teilen Sie lhrem Arzt alle Beschwerden, Erkrankungen oder Verletzungen mit, die im
Verlauf der Studie auftreten. Falls Sie sehr beeintrachtigt sind, informieren Sie den Arzt bitte
umgehend, ggf. telefonisch. Nur so kdnnen wir die erforderlichen Gegenmalnahmen treffen.

2 microRNA in BO
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Moglicher Nutzen aus lhrer Teilnahme an der Studie

Ihr Kind wird durch die Teilnahme an dieser Studie voraussichtlich nicht profitieren. Die
Forschungsergebnisse dienen zunachst dazu, die Erkrankung besser zu verstehen.

Vorzeitige Beendigung der Studie

Sie waren eingangs darauf hingewiesen worden, dass die Teilnahme freiwillig ist und dass
Sie jederzeit auch ohne Angabe von Griinden lhre Bereitschaft widerrufen kdnnen ohne dass
Ihnen oder lhrem Kind dadurch irgendwelche Nachteile fiir die weitere arztliche Versorgung
entstehen.

Unter gewissen Umstanden ist es auch mdglich, dass der Studienarzt entscheidet, |hre
Teilnahme an der Studie vorzeitig zu beenden, ohne vorher |hr Einverstandnis einzuholen.
Die Griinde hierfir werden Ihnen bekanntgegeben.

Sofern Sie sich dazu entschlieBen, vorzeitig aus der Studie auszuscheiden, oder lhre
Teilnahme aus oben genannten Griinden vorzeitig beendet wird, ist es fur lhre eigene

Sicherheit wichtig, dass Sie sich im Anschluss bei allen auftretenden Schwierigkeiten bei
Ihrem Arzt vorstellen.

Ansprechpartner

Wenn Sie Fragen zu dieser Studie haben, wenden Sie sich bitte an:

Name: Dr. med. Martin Rosewich
Goethe Universitat
Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin
Allergologie, Pneumologie und Mukoviszidose

Telefon: 069/630183063

3 microRNA in BO
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Einwilligungserklarung

Titel der Studie
Rolle der microRNAs in der Pathophysiologie der Bronchiolitis obliterans (BO)

Wir erklaren uns dazu bereit, dass unser Kind an dieser Studie teilnehmen darf.

Wir sind von Herrn / Frau (Dr. med.) ausfuhrlich und verstandlich Gber
die Studie, mdgliche Belastungen und Risiken sowie Uber Wesen, Bedeutung und
Tragweite der Studie, sowie die sich fir und unser Kind daraus ergebenden
Anforderungen aufgeklart worden. Wir haben darGber hinaus den Text der
Patientenaufklarung und dieser Einwilligungserklarung gelesen und verstanden.
Aufgetretene Fragen wurden uns vom Studienarzt verstandlich und ausreichend
beantwortet.

[ Wir hatten ausreichend Zeit, Fragen zu stellen und uns zu entscheiden.

L Wir werden den arztlichen Anforderungen, die fur die Durchflihrung der Studie
erforderlich sind, Folge leisten, behalten uns jedoch das Recht vor, die freiwillige
Mitwirkung jederzeit zu beenden, ohne dass daraus Nachteile entstehen.

Datenschutz (optisch hervorheben)*

Wir sind mit der Aufzeichnung der im Rahmen der Studie an mir erhobenen
Krankheitsdaten und ihrer anonymisierten Verwendung, z. B. fiir Veroffentlichungen
einverstanden.*

Eine Kopie der Patienteninformation und der Einwilligungserklarung haben wir erhalten. Das
Original verbleibt beim Studienarzt.

Datum Ort Vor- und Nachname der Sorgeberechtigten Unterschrift
(in Druckbuchstaben)

Datum Ort Vor- und Nachname der Sorgeberechtigten Unterschrift
(in Druckbuchstaben)

Datum Ort Vor- und Nachname des Studienarztes Unterschrift
(in Druckbuchstaben)

Selbsterklarung alleiniges Sorgerecht

Hiermit bestatige ich, dass ich das alleinige Sorgerecht fur den/die 0.g. Patienten/in habe.

Datum Ort Vor- und Nachname des/der Sorgeberechtigen  Unterschrift
(in Druckbuchstaben)

4 microRNA in BO
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Patienteninformation und Einverstandniserklarung

Titel der Studie

Rolle der microRNAs in der Pathophysiologie der Bronchiolitis obliterans (BO)

Anrede: Sehr geehrte/r ,

Sie leiden an einer Bronchiolitis obliterans und sind nach Meinung lhres behandelnden
Arztes geeignet, an einer Studie teilzunehmen.

Zweck der Studie

Der Zweck dieser Studie ist es, mehr (ber die sehr seltene Erkrankung Bronchiolitis
obliterans (BO) zu lernen. Dazu wollen wir zunachst erfahren, wann und auf welchem Weg
lhre Diagnose gestellt wurde und wie es lhnen heute geht. Dariiber hinaus wollen wir sie
grindlich untersuchen, um den Schweregrad der Erkrankung besser zu verstehen. Zudem
wird die Rolle der sogenannten ,microRNAs“ evaluiert. MicroRNAs sind kleine und
vermutlich keine Information tragende Bestandteile unseres Erbguts, die das Ablesen der
Gene beeinflussen koénnen. Studien konnten zeigen, dass Verdnderungen an diesen
microRNAs (miRNA) bei anderen Lungenerkrankungen, wie Asthma, Mukoviszidose oder
COPD gefunden werden kdnnen. Diese Fragmente dienen dabei nicht als genetischer
Fingerabdruck, anhand dessen ein Mensch identifiziert werden kann, sondern eher als
Marker fir oben genannte Erkrankungen. Wahrend man die Veranderungen z.B. am Blutbild
mittlerweile gut erklaren kann, ist das Wissen bei den miRNA noch sehr begrenzt, weshalb
wir wissen wollen, ob einzelne dieser miRNA bei BO gehauft oder seltener vorkommen.

Freiwilligkeit

lhre Teilnahme ist freiwillig. Sie kdnnen jederzeit, auch ohne Angabe von Griinden, |hre
Teilnahmebereitschaft widerrufen, ohne dass Ihnen dadurch irgendwelche Nachteile fiir lhre
weitere arztliche Versorgung entstehen.

Andere Behandlungsmaglichkeiten

Zur Behandlung Ihrer Erkrankung stehen therapeutische Optionen zur Verfliigung, die wir mit
lhnen besprechen kénnen. Diese kénnen in einigen Fallen eine Besserung oder Linderung
ihres Beschwerdebildes bewirken. Das Wissen Uber die Erkrankung reicht heute jedoch nicht
aus, um eine Bronchiolitis obliterans vorzubeugen oder so zu behandeln, dass die
Erkrankung ohne Folgen abheilen kann. Dazu muss weiter geforscht werden.

Wenn Sie nicht an der Studie teilnehmen mdochten, stehen wir lhnen zur Behandlung Ihrer
Erkrankung weiter fiir die halbjahrlichen Verlaufsuntersuchungen zur Verfiigung.

Schwangere sollten grundsatzlich nicht an Studien teilnehmen. Wahrend der Teilnahme an
dieser Studie muss eine zuverldssige MaRnahme zur Schwangerschaftsverhltung
angewendet werden. Daruber wird Sie der Studienarzt informieren.
Vor Beginn der Studie wird ein Schwangerschaftstest durchgefiihrt.

Sollte wahrend der Studie eine Schwangerschaft festgestellt werden oder der begriindete
Verdacht einer Schwangerschaft vorliegen, ist umgehend der Studienarzt zu informieren.
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Ablauf der Studie

An dieser Studie werden insgesamt ungefahr 80 Personen teilnehmen (60 Patienten mit
Bronchiolitis obliterans und 20 Gesunde Kontrollen).

Vor Aufnahme in diese Studie wird die Vorgeschichte lhrer Krankheit erhoben und Sie
werden einer umfassenden arztlichen Untersuchung unterzogen. Zusatzlich werden Sie
gebeten einen standardisierten Fragebogen zur Lebensqualitdt gemeinsam mit lhrem Kind
auszufullen.

Dann werden unterschiedliche Lungenfunktionsprifungen durchgefiihrt. Es erfolgt eine
Blutentnahme um verschiedene Entzindungsmarker, die daran beteiligt sind das
Krankheitsbild Bronchiolitis obliterans auszulésen, bei Ihnen zu analysieren. Insgesamt
werden lhnen ca. 30 ml Blut abgenommen. Das Blut wird so lange aufbewahrt bis die
Entziindungsmarker im Blut einschlieRlich der MicroRNA bestimmt wurden und dann
anschlielend vernichtet.

Im Anschluf bitten wir Sie, ansteigende Konzentrationen von NaCl (3% = 4% = 5%) tber
jeweils sieben Minuten zu inhalieren. Nach jeder Stufe fordern wir Sie auf, Sputum
abzuhusten, damit wir dieses zu Analysezwecken auffangen kénnen.

lhre Teilnahme an dieser Studie wird voraussichtlich zwei Stunden dauern. Die Studie hat
nur einen Vorstellungstermin.

Maogliche Risiken, Beschwerden und Begleiterscheinungen

Im Rahmen der Abnahme von induziertem Sputum kann es in sehr seltenen Fallen zu einer
Atemwegsobstruktion mit Husten bis zur Entwicklung von leichtgradiger Atemnot kommen.
Aus diesem Grund wird vorher ein Bronchien erweiterndes Mittel (Salbutamol Dosier-
Aerosol, 400 pg = 4Hube) inhaliert. Darunter treten die Beschwerden nicht auf. Sollte es
wider Erwarten trotzdem zu Husten oder Atemnot kommen, wird die Sputuminduktion
beendet und ein weiteres Mal mit 200ug Salbutamol behandelt.

Bei einer Blutentnahme kdénnen Schmerz, blaue Flecken, Ohnmacht, Schwindel und evitl.
Nervenschadigungen auftreten, die ggf. irreversibel mit Dauerschmerzen und
Funktionsbeeintrachtigungen verbunden sind.

Bitte teilen Sie lhrem Arzt alle Beschwerden, Erkrankungen oder Verletzungen mit, die im

Verlauf der Studie auftreten. Falls Sie sehr beeintrachtigt sind, informieren Sie den Arzt bitte
umgehend, ggf. telefonisch. Nur so kdnnen wir die erforderlichen GegenmaRnahmen treffen.

Maoglicher Nutzen aus lhrer Teilnahme an der Studie
Sie werden durch die Teilnahme an dieser Studie voraussichtlich nicht direkt profitieren. Die

Forschungsergebnisse dienen zunachst dazu, die Erkrankung besser zu verstehen und in
Zukunft méglicherweise behandelbar zu machen.
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Vorzeitige Beendigung der Studie

Sie waren eingangs darauf hingewiesen worden, dass lhre Teilnahme freiwillig ist und dass
Sie jederzeit auch ohne Angabe von Griinden |hre Bereitschaft widerrufen kdnnen ohne dass
lhnen dadurch irgendwelche Nachteile fiir Ihre arztliche Versorgung entstehen.

Unter gewissen Umsténden ist es auch mdglich, dass ich als Ihr Arzt entscheide, lhre
Teilnahme an der Studie vorzeitig zu beenden, ohne vorher |hr Einverstandnis einzuholen.
Die Griinde hierfiir werden Ihnen bekanntgegeben.

Sofern Sie sich dazu entschlieBen, vorzeitig aus der Studie auszuscheiden, oder lhre
Teilnahme aus oben genannten Griinden vorzeitig beendet wird, ist es fur lhre eigene

Sicherheit wichtig, dass Sie sich weiterhin der jahrlichen Verlaufsuntersuchungen in der
Ambulanz unterziehen.

Ansprechpartner

Wenn Sie Fragen zu dieser Studie haben, wenden Sie sich bitte an:

Name: Dr. med. Martin Rosewich
Goethe Universitat
Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin
Allergologie, Pneumologie und Mukoviszidose

Telefon: 069/630183063
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Einwilligungserklarung

Titel der Studie
Rolle der microRNAs in der Pathophysiologie der Bronchiolitis obliterans (BO)

Ich erklare mich bereit, an der Studie teilzunehmen.

§

Ich bin von Herrn / Frau (Dr. med.) ausfiihrlich und verstandlich tber
die Studie, mdgliche Belastungen und Risiken sowie Uber Wesen, Bedeutung und
Tragweite der Studie, sowie die sich fir mich daraus ergebenden Anforderungen
aufgeklart worden. Ich habe dariiber hinaus den Text der Patientenaufklarung und dieser
Einwilligungserklarung gelesen und verstanden. Aufgetretene Fragen wurden mir vom
Studienarzt verstandlich und ausreichend beantwortet.

Ich hatte ausreichend Zeit, Fragen zu stellen und mich zu entscheiden.

Ich werde den arztlichen Anforderungen, die fiir die Durchfiihrung der Studie erforderlich
sind, Folge leisten, behalte mir jedoch das Recht vor, meine freiwillige Mitwirkung
jederzeit zu beenden, ohne dass mir daraus Nachteile entstehen.

Datenschutz (optisch hervorheben)*

Ich bin mit der Aufzeichnung der im Rahmen der Studie an mir erhobenen
Krankheitsdaten und ihrer anonymisierten Verwendung, z. B. fir Veroffentlichungen
einverstanden.*

Eine Kopie der Patienteninformation und der Einwilligungserklarung habe ich erhalten. Das
Original verbleibt beim Studienarzt.

Datum Ort Vor- und Nachname des Unterschrift

Patienten / Probanden
(in Druckbuchstaben)

Datum Ort Vor- und Nachname des Unterschrift

Studienarztes
(in Druckbuchstaben)
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Information und Einwilligung fiir
Kinder und Jugendliche

Priifstelle: Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin, Allergologie, Pneumologie und
Mukoviszidose, Goethe-Universitat,
Theodor-Stern—Kai 7, 60590 Frankfurt/M, Tel.: +49 69-6301-5732

Priifarzt: Dr. med. Martin Rosewich

Rolle der microRNAs in der Pathophysiologie der Bronchiolitis
obliterans (BO)

Liebe /r ...,

wir mochten Dich fragen, ob Du bereit bist, an der hier beschriebenen klinischen Prifung
(Studie) teilzunehmen.

Solche Studien dienen der Forschung in der Medizin. Sie sind notwendig, um genauer
herauszufinden, wie man Deine Erkrankung besser erkennen kann. In dieser Studie werden
keine Medikamente getestet Diese Studie wird in Frankfurt/M, Hannover, Dusseldorf und in
Barcelona in Spanien durchgefiihrt. Es sollen insgesamt ungefahr 80 Kinder, Jugendliche
und Erwachsene daran teilnehmen.

Ob Du bei der Studie mitmachen mdchtest, kannst Du zusammen mit Deinen Eltern selbst
entscheiden. Deine Teilnahme ist, auch wenn Deine Eltern zustimmen, freiwillig; keiner
zwingt Dich. Wenn Du nicht an der Studie teilnehmen oder spéater aus ihr ausscheiden
mochtest, entstehen Dir daraus keine Nachteile.

Ob Du mitmachen willst, musst Du nicht gleich entscheiden; lass Dir ruhig einige Tage Zeit
um dartber nachzudenken. Diese Information soll Dir bei Deiner Entscheidung helfen, denn
es ist wichtig, dass Du alles verstehst. Auch Deine Eltern haben von uns eine schriftliche
Information bekommen. Wenn Ihr alles gelesen habt, werdet Ihr Euch dariber unterhalten.
Deine Eltern werden sicher die meisten Fragen, die Du hast, beantworten kénnen. Und Dein
Arzt wird wegen dieser Studie auch alles mit Dir besprechen. Er wird genligend Zeit haben,
Deine Fragen zu beantworten.

1. Warum wird diese Studie durchgefiihrt?

Uber Deine sehr seltene Erkrankung mit dem Namen Bronchiolitis obliterans ist bisher noch
nicht genug bekannt. Deshalb wollen wir mehr Uber Deine Erkrankung erfahren. Dazu
mussen wir herausfinden, seit wann Du krank bist und welche Untersuchungen und
Behandlungen bisher erfolgt sind. Wir werden Dich griindlich untersuchen.
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2. Wie ist der Ablauf der Studie und was muss ich bei Teilnahme beachten?

Vor Aufnahme in diese Studie wird die Vorgeschichte Deiner Krankheit erhoben und Du
wirst umfassend arztlich untersucht. Zusatzlich musst Du zusammen mit Deinen Eltern
einen Fragebogen ausfiillen, damit wir wissen, wie es Dir mit Deiner Erkrankung geht.
Weiter werden wir bei Dir Lungenfunktionstests, eine korperliche Untersuchung sowie
eine Blutentnahme durchfiihren. AuBerdem Uben wir mit Dir, wie man den Schleim aus
Deiner Lunge gut abhusten kann.

Bei Teilnahme an der Studie vereinbaren wir mit Dir und Deinen Eltern gemeinsam einen
Termin, an dem du in die Ambulanz kommst. Gerne kannst du deine Eltern zu diesem
Termin mitbringen. Die verschiedenen Untersuchungen werden ungefdhr zwei Stunden
dauern.

3. Welchen persdnlichen Nutzen habe ich von der Teilnahme an der Studie?

Du wirst durch die Teilnahme an dieser Studie nicht profitieren. Die Forschungsergebnisse
dienen dazu, die Erkrankung besser zu verstehen.

4. Welche Risiken sind mit der Teilnahme an der Studie verbunden?

Im Rahmen der Abnahme von induziertem Sputum kann es in sehr seltenen Fallen zu
einer Atemwegsverengung mit Husten und Pfeifen und leichtgradiger Atemnot kommen.
Damit das nicht passiert, geben wir Dir vorher ein schitzendes Mittel (Salbutamol
Dosier-Aerosol, 400 pg = 4Hlibe) zum inhalieren. Darunter treten die Beschwerden nicht
auf. Sollte es wider Erwarten trotzdem zu Husten oder Pfeifen kommen, héren wir auf
und geben dir noch einmal das schiitzende Mittel.

Bei einer Blutentnahme koénnen Schmerz, blaue Flecken, Ohnmacht, Schwindel und evtl.
Nervenschadigungen auftreten, die ggf. unumkehrbar mit Dauerschmerzen und
Funktionsbeeintrachtigungen verbunden sind.

Bitte teile Deinem Arzt alle Beschwerden, Erkrankungen oder Verletzungen mit, die im
Verlauf der Studie auftreten. Falls sie Dich sehr beeintréchtigen, informiere den Arzt bitte
umgehend, ggf. telefonisch. Nur so kdnnen wir die erforderlichen GegenmaBnahmen
treffen.

5. Welche anderen Behandlungsmaoglichkeiten gibt es auBerhalb der Studie?

Wenn Du nicht an der Studie teilnehmen mdchtest, stehen wir Dir zur Behandlung Deiner
Erkrankung weiter fir die jéhrlichen Verlaufsuntersuchungen zur Verfigung.
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6. Wer darf an dieser Studie nicht teilnehmen?

Du darfst nicht teilnehmen, wenn Du gleichzeitig an anderen Studien teilnimmst.

Solltest Du schwanger sein oder vorhaben wahrend dieser Studie schwanger zu werden,
darfst Du nicht an dieser Studie teilnehmen.

Zu Beginn der Studie missen sich deshalb alle Madchen einem Schwangerschaftstest
unterziehen. Durch einen Schwangerschaftstest kann jedoch eine Schwangerschaft erst
einige Tage nach der Empfangnis verlasslich nachgewiesen werden.

Im Falle Deiner Teilnahme an dieser Studie musst Du daher zuverldssige MaBnahmen zur
Schwangerschaftsverhiitung anwenden. Diese sind:

- Depotpréparate wie z.B. Dreimonatsspritze oder Hormonimplantat

- Intrauterinpessare /-systeme wie z.B. Kupferspirale oder Hormonspirale
- Klassische Pille oder Minipille

- Sterilisation der Frau oder des Mannes

- Sexuelle Abstinenz (Enthaltsamkeit)

7. Wer entscheidet, ob ich aus der Studie ausscheide?

Du kannst jederzeit, auch ohne Angabe von Griinden, Deine Teilnahme an der Studie
beenden, ohne dass Dir dadurch irgendwelche Nachteile bei Deiner medizinischen
Behandlung entstehen.

Unter gewissen Umstdnden ist es aber auch méglich, dass Deine Teilnahme aus anderen
Grinden beendet werden muss. Dies wird Dir im Einzelfall durch Deinen Studienarzt
mitgeteilt.

8. Was geschieht mit meinen Daten?

Wahrend der Studie werden Angaben Uber Dich und Deine Krankheit aufgeschrieben und
elektronisch gespeichert. Sie werden an der Universitatsklinik in Frankfurt ausgewertet.
Dein Name wird dort aber nicht angegeben, damit nicht jeder etwas lber Dich und Deine
Krankheit erfahrt. Bestimmte Personen, z.B. Studienmitarbeiter, dirfen aber, vor allem
wenn es zu Deinem Schutz geboten erscheint, auch Deinen Namen erfahren und in die
Unterlagen Einblick nehmen.

Wenn Du Deine Teilnahme an der Studie beenden mochtest, miissen die bereits
gespeicherten Angaben Uber Dich und Deine Krankheit weiter gespeichert bleiben.

Nahere Informationen dazu haben Deine Eltern erhalten.
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9. Was geschieht mit meinen Blutproben / Gewebeproben?

Die Blutproben / Gewebeproben werden nach Abschluss der Studie in folgender Weise

aufbewahrt:

- Pneumologisch-Immunologisches Labor (PIL) - Prof. Dr. R. Schubert Tel.: 069/6301-
83611 ralf.schubert@kgu.de

- http://www.klinikum.uni-muenchen.de/Child-EU/en/register/biobank/index.html

10. An wen wende ich mich bei weiteren Fragen?

Beratungsgesprache an der Priifstelle

Du hast jederzeit die Gelegenheit zu weiteren Beratungsgesprachen mit dem auf Seite 1
genannten oder einem anderen Studienarzt.
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Rolle der microRNAs in der Pathophysiologie der Bronchiolitis obliterans (BO)

Einwilligungserkldarung

Voraussetzung fur Deine Teilnahme ist, dass Du einverstanden bist. Wenn ja, bitten wir
Dich, auf diesem Blatt zu unterschreiben. Du bestdtigst uns damit, dass Du an der
Studie teilnehmen mdéchtest und weiBt, dass dies freiwillig ist, alle Deine Fragen zu
Deiner Zufriedenheit beantwortet wurden und Du genlgend Zeit hattest, Deine
Teilnahme zu bedenken. Du kannst aber auch spater zu jeder Zeit sagen, dass Du nicht
mehr an der Studie teilnehmen mdchtest. Du wirst deshalb auch keine Nachteile fiur
Deine medizinische Behandlung haben.

Ich erklare mich freiwillig bereit, an der oben genannten Studie teilzunehmen.

Mit der Erhebung und Verwendung meiner Daten wie in der mir ausgehandigten
Informationsschrift beschrieben bin ich einverstanden.

Datum Ort Name des Patienten/Probanden Unterschrift
(in Druckbuchstaben)

Ich habe das Aufklarungsgesprach gefiihrt und die Einwilligung des Jugendlichen
eingeholt. Ich habe mich davon Uberzeugt, dass der Jugendliche alles verstanden hat,
keine weiteren Fragen mehr hat und seiner Teilnahme zustimmt.

Datum Ort Name des aufklarenden Prifarztes Unterschrift
(in Druckbuchstaben)
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