
 

 
 

 

 

 

Aus dem Biochemisch-Pharmakologischen Zentrum,  

Forschungsbereich für Translationale Entzündungsforschung und  

Core Facility für Single Cell Multiomics 

Leitung: Prof. Dr. Holger Garn 

des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universität Marburg 

 

 

Die pathophysiologische Rolle des Atemwegepithels und dessen 
zielgerichtete Freisetzung kleiner nicht-kodierender RNAs in 

extrazellulären Vesikeln bei Asthma bronchiale 
 
 

Kumulative Dissertation 

zur Erlangung des Doktorgrades der gesamten Humanmedizin 

doctor medicinae (Dr. med.) 

 

dem Fachbereich Medizin  

der Philipps-Universität Marburg 

 

 

vorgelegt von 

 

Viktoria Elisabeth Maria Schindler 

aus München 

 

Marburg, 2023



 

 
 

 

Angenommen vom Fachbereich der Medizin der Philipps-Universität Marburg 

am: 07.06.2023 

Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs 

Dekanin: Prof. Dr. Denise Hilfiker-Kleiner 

Referent: Prof. Dr. Holger Garn 

Korreferent:  Prof. Dr. Leon Schulte



Inhaltsverzeichnis 

 

Inhaltsverzeichnis 

Abkürzungsverzeichnis .................................................................................... 6 

1 Zusammenfassung ...................................................................................... 9 

2 Summary .................................................................................................... 11 

3 Einleitung ................................................................................................... 13 

3.1 Asthma ................................................................................................ 13 

3.1.1 Epidemiologie ............................................................................... 13 

3.1.2 Klinik ............................................................................................. 13 

3.1.3 Pathogenese und Pathophysiologie ............................................. 15 

3.1.3.1 Pathogenese ......................................................................... 15 

3.1.3.2 Pathophysiologie ................................................................... 15 

3.1.3.3 Asthma Phäno- und Endotypen ............................................ 16 

3.1.3.4 Das Atemwegsepithel ........................................................... 18 

3.2 Extrazelluläre Vesikel .......................................................................... 19 

3.2.1 Definition ...................................................................................... 19 

3.2.2 Einteilung ..................................................................................... 19 

3.2.3 Zusammensetzung von EVs ........................................................ 20 

3.2.4 Biologische Funktion von EVs ...................................................... 21 

3.2.5 EVs als Träger extrazellulärer RNA ............................................. 22 

4 Zusammenfassung der Veröffentlichungen und Darstellung des 
Eigenanteils an den Publikationen .......................................................... 24 

4.1  Role of airway epithelial cells in the development of different asthma 

phenotypes .......................................................................................... 24 

4.1.1 Zusammenfassung ....................................................................... 24 

4.1.1.1 Das Atemwegsepithel in T2HIGH Asthma ............................... 24 

4.1.1.2 Das Atemwegsepithel in T2LOW Asthma ............................... 25 

4.1.1.3 Epigenetische Regulation von Atemwegsepithelzellen in 

Asthma .................................................................................. 26 



Inhaltsverzeichnis 

 

4.1.2 Darstellung des Eigenanteils ........................................................ 26 

4.2 Directed release of differential exosomal small non-coding RNA profiles 

by bronchial epithelial cells from healthy and asthmatic subjects ........... 27 

4.2.1 Zusammenfassung ....................................................................... 27 

4.2.1.1 Einleitung .............................................................................. 27 

4.2.1.2 Zielsetzung und Hypothesen ................................................ 27 

4.2.1.3 Durchführung ........................................................................ 28 

4.2.1.4 Ergebnisse ............................................................................ 28 

4.2.2 Darstellung des Eigenanteils ........................................................ 30 

5 Diskussion ................................................................................................. 31 

5.1 Methodische Limitationen der EV Diagnostik ...................................... 32 

5.1.1 Ko-Isolation nicht-vesikulärer RNA-bindender Moleküle .............. 32 

5.1.1.1 Verunreinigung von EV Präparaten durch nicht-vesikuläre 

Bestandteile .......................................................................... 32 

5.1.1.2 ISEV-Einteilung der EV Isolationsmethoden anhand Spezifität 

und Ausbeute ........................................................................ 33 

5.1.2 Morphologische und inhaltliche Unterschiede verschiedener 

Vesikelpopulationen ................................................................................... 34 

5.1.2.1 Größenverteilung apikaler und basolateraler Partikel ........... 35 

5.1.2.2 Tetraspanin Expression verschiedener EV-Subtypen .......... 35 

5.1.2.3 Variable vesikuläre RNA Zusammensetzung in EV- 

 Subtypen ............................................................................... 36 

5.2 Einordnung in den fachwissenschaftlichen Kontext ............................ 36 

5.2.1 Die Rolle des Atemwegsepithels in der Entwicklung von Asthma36 

5.2.2 Extrazelluläre Vesikel in der Pathophysiologie von Asthma 

bronchiale ..................................................................................... 38 

5.2.2.1 Differentiell exprimierte miRNA in basolateralen und apikalen 

EVs ....................................................................................... 38 

5.2.2.2 Differentiell exprimierte miRNAs in EVs der gesunden und 

asthmatischen Kohorte ......................................................... 40 

5.2.2.3 Zelluläre Alterungsprozesse in Asthma bronchiale ............... 42 



Inhaltsverzeichnis 

 

5.3 Ausblick und Schlussfolgerung ........................................................... 43 

6 Literaturverzeichnis .................................................................................. 45 

7 Anhang ....................................................................................................... 65 

7.1 Verzeichnis der Veröffentlichungen ..................................................... 65 

7.2 Veröffentlichung 1 ............................................................................... 66 

7.3 Veröffentlichung 2 ............................................................................... 75 

7.4 Verzeichnis akademischer Lehrer ....................................................... 92 

7.5 Danksagung ........................................................................................ 94 



Abkürzungsverzeichnis 

 6 

Abkürzungsverzeichnis 
BAL   Bronchioalveoläre Lavage 

BALF   Bronchioalveoläre Lavage Flüssigkeit 

CCL   CC-Chemokin Ligand 

CD   Cluster of Differentiation 

COPD   Chronisch Obstruktive Lungenerkrankung 

CXCL   CXC-Chemokin Ligand 

DAMP   Danger Associated Molecular Pattern 

EMT   Epitheliale-Mesenchymale Transition 

EV   Extrazelluläre Vesikel 

FMT   Fibroblast-zu-Myofibroblast Transition 

FOXO3  Forkhead-Box-Protein O3 

GM-CSF  Granulozyten/Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor 

HDL   High-Density Lipoprotein 

HIV   Humanes Immundefizienz-Virus 

HSP   Hitzeschockprotein 

IFN-g   Interferon Gamma 

IL   Interleukin 

ILC   Innate Lymphoid Cell 

ILV   Intraluminale Vesikel 

IRF   Interferon Regulatorischer Faktor 

ISEV   Internationale Gesellschaft für Extrazelluläre Vesikel 

LDL   Low-Density Lipoprotein 

lncRNA  Lange nicht kodierende RNA 

MAPK   Mitogen-aktivierte Proteinkinasen 

MHC   Major Histocompatibility Complex 
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miRNA   MicroRNA 

mRNA   Messenger RNA 

mTOR   Mammalian Target of Rapamycin 

MUC5AC  Mucin 5AC 

MVE   Multivesikuläre Endosomen 

MYD88  Myeloid Differentiation Primary Response 88 

NanoFCM  Nano Flow Cytometry 

ncoRNA  Nukleoläre RNA 

ncRNA   Nukleäre RNA 

NETs   Neutrophile Extrazelluläre Traps 

NF-kb   Nukleärer Faktor kb  

NFKB1  Nukleärer Faktor B1  

NK-Zelle  Natürliche Killerzelle 

NTA   Nanopartikel Tracking Analyse 

PAMP   Pathogen Associated Molecular Pattern 

PCR   Polymerase-Kettenreaktion 

piRNA   PIWI-interagierende RNA 

PRR   Pattern Recognition Rezeptor 

rRNA   Ribosomale RNA 

RUNX3  Runt-Related Transkriptionsfaktor 3 

SEC   Size Exclusion Chromatography 

STAT6   Signal Transducer and Activator of Transcription 6 

T2HIGH   Typ-2-High 

T2LOW   Typ-2-Low 

TGF-b   Transforming Growth Factor 

TGFB1   Transforming Growth Factor B1 

Th-Zelle  T-Helferzelle 
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TLR   Toll-Like Rezeptor 

TNF-α   Tumor Nekrose Faktor α 

TP53   Tumorsuppressorprotein 53 

tRNA   Transfer RNA 

TSLP   Thymic Stromal Lymphopoietin 
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1 Zusammenfassung 
Asthma bronchiale ist eine chronisch entzündliche Erkrankung mit heterogener 

Pathophysiologie. Das Atemwegsepithel nimmt eine zentrale pathophysiologische Rolle 

ein. Atemwegsepithelzellen weisen eine hohe strukturelle und funktionelle Diversität und 

Plastizität auf, die abhängig von den unterschiedlichen Asthma Phänotypen und 

Krankheitsstadien variiert. Sie sind pathophysiologisch nicht nur passiv von 

entzündlichen Veränderungen betroffen, sondern nehmen aktiv an immunologischen 

Prozessen teil. Eine wichtige Form der interzellulären Kommunikation zwischen 

Epithelzellen und anderen Immunzellen ist hierbei der Informationsaustausch mittels 

extrazellulärer Vesikel (EV). EVs werden von nahezu jeder Körperzelle produziert. Sie 

übertragen Moleküle der Ursprungszelle, wie Proteine, Lipide und Ribonukleinsäuren, 

auf die Zielzelle und können diese so direkt beeinflussen. MicroRNA sind kleine nicht-

kodierende RNA, die über posttranskriptionale Modifikation an der Genregulation 

beteiligt sind. Über ihren Transport in EVs können sie die Zielzelle sowohl über 

Modifikation der Proteintranslation als auch über direkte Rezeptor-Interaktion 

immunologisch beeinflussen. 

In dieser kumulativen Dissertationsarbeit soll anhand zweier Publikationen die 

pathophysiologische Rolle des Atemwegsepithels in Asthma bronchiale erläutert 

werden. Hierbei wird der Fokus insbesondere auf dessen zielgerichtete Freisetzung 

kleiner nicht-kodierender miRNA gelegt. In der Übersichtsarbeit mit dem Titel „Role of 

airway epithelial cells in the development of different asthma phenotypes“ werden die 

Unterschiede in den funktionellen und strukturellen Eigenschaften der 

Atemwegsepithelzellen anhand der verschiedenen Asthma Phänotypen und 

Krankheitsstadien dargestellt. 

In der beiliegenden experimentellen Arbeit mit dem Titel „Side-Directed Release of 

Differential Extracellular Vesicle-associated microRNA Profiles from Bronchial Epithelial 

Cells of Healthy and Asthmatic Subjects“ wurden vesikuläre miRNA Profile von durch 

Atemwegsepithelzellen produzierten EVs abhängig vom jeweiligen Sezernierungsort 

untersucht. In dieser Arbeit konnten EVs sowohl aus der apikalen als auch basolateralen 

Domäne isoliert werden und unterschieden sich anhand ihrer Konzentration, Größe und 

Oberflächenmarkerexpression voneinander. Darüber hinaus wurden signifikante 

Unterschiede in den vesikulären miRNA Profilen der beiden Domänen nachgewiesen. 

Außerdem wichen die vesikulären miRNA Profile gesunder und asthmatischer 

Probanden innerhalb eines Kompartiments voneinander ab. Differentiell exprimierte 
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miRNA waren abhängig vom Sezernierungsort mit unterschiedlichen Signalwegen 

assoziiert. 

Zusammenfassend beschreibt diese Arbeit die zentrale Rolle des Atemwegsepithels in 

der Entstehung und Aufrechterhaltung von Asthma bronchiale. Insbesondere wurde 

dargelegt, dass sich das vesikuläre Profil kleiner nicht-kodierender RNAs in Gesunden 

und Asthmatikern voneinander unterscheidet. Die Identifizierung und Charakterisierung 

der verschiedenen Asthma Phänotypen ist für die Etablierung neuer, individualisierter 

Therapiestrategien zukünftig wichtig. Komplexe vesikuläre miRNA Profile können zur 

Identifikation und Phänotypisierung von Asthma beitragen sowie zur Erkennung von 

Krankheitsstadien und Therapieprädiktoren genutzt werden. Sie bergen damit großes 

diagnostisches und therapeutisches Potential in der Erkennung und Behandlung von 

Asthma bronchiale.
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2 Summary 
Bronchial asthma is a chronic inflammatory disease with a diverse pathophysiology. The 

airway epithelium plays a central part in the pathophysiology of Asthma. Airway epithelial 

cells display high structural and functional diversity and plasticity, each of which varies 

depending on the different asthma phenotypes and disease stages. 

Pathophysiologically, they are not only passively affected by inflammatory events, but 

actively participate in immunological activities. An important form of intercellular 

communication between epithelial cells and other immune cells in this context is the 

exchange of information by extracellular vesicles (EVs). EVs are produced by almost 

every cell in the body. They transfer molecules from the cell of origin, such as proteins, 

lipids, and ribonucleic acids, to the recipient cell and can thus directly influence it. 

MicroRNA are small non-coding RNA involved in gene regulation via post-transcriptional 

modification. Through transportation in EVs, they can immunologically influence the 

target cell by modifying protein translation as well as through direct receptor interaction. 

In this cumulative dissertation, the pathophysiological role of the airway epithelium in 

bronchial asthma will be explained on the basis of two publications. In particular, the 

focus will be on the targeted release of small non-coding miRNA by airway epithelial 

cells. In the review "Role of airway epithelial cells in the development of different asthma 

phenotypes", the differences in the functional and structural properties of airway 

epithelial cells are presented based on the different asthma phenotypes and disease 

stages. 

In the attached experimental article "Side-Directed Release of Differential Extracellular 

Vesicle-associated microRNA Profiles from Bronchial Epithelial Cells of Healthy and 

Asthmatic Subjects", vesicular miRNA profiles of EVs produced by airway epithelial cells 

are analyzed depending on their site of secretion. It is demonstrated that EVs can be 

isolated from both the apical and basolateral domains and differ from each other based 

on their concentration, size, and surface marker expression. Additionally, vesicular 

miRNA profiles show significant differences in the two domains. Furthermore, vesicular 

miRNA profiles of healthy and asthmatic subjects varied within the same compartment. 

Differentially expressed miRNA were associated with different signaling pathways 

depending on the site of secretion. 

In summary, this work outlines the central role of the airway epithelium in the 

development and maintenance of bronchial asthma. In particular, it was demonstrated 

that the vesicular profile of small noncoding RNAs differed in healthy individuals and 
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asthmatics. The identification and characterization of different asthma phenotypes will 

be important for the future establishment of novel individualized therapeutic strategies. 

Complex vesicular miRNA profiles can contribute to the identification and phenotyping 

of asthma as well as be used to detect disease stages and treatment predictors. Thus, 

they hold great diagnostic and therapeutic potential in the detection and treatment of 

bronchial asthma. 
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3 Einleitung 

3.1 Asthma 
Asthma bronchiale ist eine heterogene, multifaktorielle, chronisch-entzündliche 

Erkrankung der Atemwege. Derzeit sind weltweit über 300 Millionen Menschen von der 

Erkrankung betroffen (Vos et al., 2016). 2015 war Asthma bronchiale und dessen Folgen 

vor allem in Entwicklungsländern für über 390.000 Todesfälle verantwortlich (Wang et 

al., 2016). Damit gehört Asthma zu einer der bedeutendsten Volkskrankheiten weltweit. 

Die Erkrankung tritt häufig bereits im Kindesalter auf, ein Erstauftreten ist jedoch in 

jedem Lebensalter möglich (Bundesärztekammer (BÄK), Kassenärztliche 

Bundesvereinigung (KBV), 2018). Das klinische Erscheinungsbild ist gekennzeichnet 

durch bronchiale Hyperreagibilität und/oder reversible bronchiale Obstruktion von 

unterschiedlicher Intensität und zeitlichem Auftreten (Global Initiative for Asthma (GINA), 

2019).  

3.1.1 Epidemiologie 
Weltweit schwanken die Prävalenzdaten stark, insgesamt ist eine Zunahme der 

Erkrankung vor allem in Entwicklungsländern zu beobachten (Pearce et al., 2007), 

während in Industrieländern die Asthma-Prävalenz allmählich stagniert (Sears, 2014). 

Dadurch nähern sich die niedrigeren Prävalenzraten in Entwicklungsländern denen der 

hochentwickelten westlichen Länder allmählich an (Anandan et al., 2010). Die Prävalenz 

für Asthma in Deutschland beträgt ca. 4% bei Kindern (Poethko-Müller et al., 2018) und 

ca. 8% bei Erwachsenen (Heidemann et al., 2021), womit Asthma zu einer der 

häufigsten Erkrankungen der deutschen Bevölkerung gehört. 

3.1.2 Klinik 
Das klinische Bild ist sehr variabel. Es reicht von milderen Verläufen mit chronischem 

Husten und leichter Kurzatmigkeit bis hin zu akut lebensbedrohlichen Verläufen mit 

schwerer Dyspnoe und respiratorischer Erschöpfung. Die typische klinische 

Manifestation resultiert aus chronischen Entzündungsprozessen der Atemwege mit 

langfristig strukturellen Umbauprozessen, auch als Airway-Remodeling bezeichnet. Bei 

betroffenen Patienten kommt es nach Stimulus-Reiz zu einer bronchialen 

Hyperreagibilität und reversibler bronchialer Obstruktion (Global Initiative for Asthma 

(GINA), 2019). Verschiedene pathophysiologische Prozesse wie bronchiale 

Hypersekretion, neuromuskuläre Atemwegsobstruktion, Flüssigkeitseinlagerungen in 
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die Atemwege und Airway-Remodeling resultieren in der für die Erkrankung typischen 

Symptomatik. Unbehandelt führt die Erkrankung zu rezidivierenden Episoden 

anfallsartiger Atemnot, trockenem Husten mit nächtlicher und morgendlicher Betonung, 

thorakalem Engegefühl und Luftnot bis hin zu Erstickungsangst. Die Symptomatik kann 

sowohl in ihrer Intensität als auch in ihrem zeitlichem Auftreten variieren. Eine akute 

Zunahme der Symptomatik über das für den Patienten typische Krankheitsausmaß 

hinaus wird als Exazerbation oder akuter Asthmaanfall bezeichnet und erfordert eine 

Therapieänderung bzw. -intensivierung (Buhl et al., 2017). Exazerbationen variieren in 

ihrer Ausprägung und können durch frustrane Atemarbeit zu Zyanose, Bradykardie, 

Hypotonie, Erschöpfungszuständen bis hin zum Koma führen. Ein Asthmaanfall kann 

damit akut lebensbedrohlich verlaufen und intensivmedizinische Maßnahmen erfordern. 

Zwischen einzelnen Anfällen oder in frühen Stadien können lediglich unspezifische 

Symptome wie chronischer Husten, häufiges Räuspern und Kurzatmigkeit ohne die 

typischen Exazerbationen dominieren.  (Global Initiative for Asthma (GINA), 2019). 

Auslöser für akute Asthmanfälle sind unter anderem körperliche oder psychische 

Belastung, Allergenexposition, Atemwegsinfekte, Tabakrauch und andere inhalative 

Noxen (Jackson et al., 2008; Jayasinghe et al., 2015; Ritz et al., 2016; Sears et al., 2003; 

Thomson et al., 2004).  

In vielen Fällen geht die Krankheitsaktivität vom Kindesalter bis in das Erwachsenenalter 

deutlich zurück oder persistiert vollständig (Bisgaard and Bonnelykke, 2010). Eine 

Fixierung der Erkrankung mit nicht reversibler bronchialer Obstruktion und dauerhaft 

eingeschränkter Lungenfunktion ist vor allem bei unbehandeltem Asthma beobachtbar 

(Bousquet et al., 2000). Unter adäquater Therapie jedoch kann sich die 

Lebenserwartung von Asthmatikern deutlich verbessern (Suissa and Ernst, 2001). 

Das klinische Erscheinungsbild und die Krankheitsausprägung variiert von Patient zu 

Patient teils stark. Es werden daher anhand der klinischen Merkmale eines Patienten 

verschiedene Asthma-Phänotypen definiert. Hierunter werden sowohl das klinische 

Erscheinungsbild als auch die Ausprägung spezifischer Biomarker und das 

Therapieansprechen zusammengefasst. Begrifflich müssen Phänotypen von den 

sogenannten Endotypen abgegrenzt werden  (Kuruvilla et al., 2019). Letztere werden 

anhand der zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismen definiert (s. Kapitel 

3.1.3.3). In der Literatur werden die Begriffe häufig synonym verwendet. 
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3.1.3 Pathogenese und Pathophysiologie 

3.1.3.1 Pathogenese 

Die Ursache der Entstehung von Asthma bronchiale ist nicht abschließend geklärt und 

Grundlage aktueller Forschung. Die Pathogenese ist ein sehr komplexer und interaktiver 

Prozess, der sich wahrscheinlich aus zwei Hauptfaktoren zusammen setzt: interne 

Faktoren (Wirtsfaktoren) und externe Faktoren (Umweltfaktoren) (National Asthma 

Education and Prevention Program, 2007). Diese führen im Zusammenspiel häufig in 

jungen Lebensjahren zu einer veränderten Immunantwort des angeborenen und 

adaptiven Immunsystems, die die Entstehung von Asthma begünstigen können (Eder et 

al., 2006). 

Unter den intrinsischen Faktoren spielen neben Geschlecht und Körpergewicht vor allem 

die genetische Veranlagung eine wesentliche Rolle in der Asthmaentstehung (Fuseini 

and Newcomb, 2017; Peters et al., 2018). Diese kann allerdings nicht auf einzelne 

auslösende Gene zurückgeführt werden und ist für die unterschiedlichen Asthma-

Phänotypen sehr variabel (Meyers, 2010).  

Zu den extrinsischen Faktoren zählen Allergenkontakt, respiratorische Infektionen im 

Kindesalter und Exposition gegen Umweltfaktoren wie z.B. Tabakrauch, 

Luftverschmutzung und Ernährung (Bønnelykke et al., 2015; Esposito et al., 2014; Illi et 

al., 2006; Ma et al., 2016; Polosa and Thomson, 2013; Sears et al., 2003). Die Reaktion 

des intrinsischen Systems, v.a. das gestörte Zusammenspiel von Atemwegsepithel und 

Immunsystem, auf extrinsische Faktoren führt zu den charakteristischen 

pathophysiologischen Ausprägungen von Asthma (Potaczek et al., 2020). 

3.1.3.2 Pathophysiologie 

Der wesentliche pathophysiologische Mechanismus ist eine chronische Entzündung der 

Atemwege mit reversibler bronchialer Obstruktion. Letztere entsteht aus der Kontraktion 

glatter Bronchialmuskulatur (Bronchospasmus), einem bronchialen Wandödem und 

bronchialer Hypersekretion. Bei unzureichender Therapie kann es durch die chronische 

Entzündung zum Atemwegs-Remodeling und damit zu einer Fixation der obstruktiven 

Symptomatik kommen. Aufgrund der bronchialen Hyperreagibilität auf externe und 

interne Stimuli kommt es bei betroffenen Patienten zu der Symptom-verursachenden 

Bronchokonstriktion (Global Initiative for Asthma (GINA), 2019). 

Für die individuelle pathophysiologische Ausprägung ist das Zusammenspiel von 

Veränderungen folgender zellulärer Systeme der Atemwege relevant: Immunsystem, 

Gefäßsystem, neuromuskuläres System und epitheliales bzw. subepitheliales System. 
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Diese Mechanismen sind eng miteinander vernetzt und beeinflussen sich gegenseitig 

über z.B. Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren (Holgate and Davies, 2009). Die 

genaue Zusammensetzung der Veränderungen variiert zwischen den verschiedenen 

asthmatischen Phänotypen. Gemeinsamkeit aller Phänotypen ist eine neuromuskuläre 

Hyperreagibilität, Hyperviskosität des Atemwegsekrets, Atemwegsödem und -

verdickung sowie langfristig struktureller Umbau der Atemwege (An et al., 2007; Wang 

et al., 2015).  

3.1.3.3 Asthma Phäno- und Endotypen 

Asthma ist eine pathophysiologisch heterogene Erkrankung. Wie bereits beschrieben 

werden daher verschiedene Endotypen anhand der Pathophysiologie unterschieden. 

Demographische und klinische Merkmale eines Patienten hingegen werden definierten 

Asthma-Phänotypen zugeordnet. Mittlerweile sind zahlreiche Asthma Phäno- und 

Endotypen beschrieben und nach wie vor Gegenstand intensiver Forschung. Eine der 

ältesten und bekanntesten Einteilungen ist die Unterscheidung zwischen allergischem 

bzw. extrinsischem und nicht-allergischem bzw. intrinsischem Asthma (Rackemann, 

1947). Charakteristika des allergischen Asthmas sind der frühe Erkrankungsbeginn, 

begleitende Komorbiditäten bzw. eine familiäre Prädisposition für Erkrankungen aus 

dem atopischen Formenkreis. Hierzu gehören das atopische Ekzem, die allergische 

Rhinokonjunktivitis und die nachgewiesene Sensibilisierung gegen typische Allergene 

wie Pollen, Gräser oder Milben, und/oder Nahrungsmittelallergien. Patienten mit 

allergischem Asthma sprechen häufig gut auf inhalative Glukokortikoide an (Braido et 

al., 2018; Mathur and Viswanathan, 2014). Die Krankheitsentstehung beruht auf einer 

IgE-vermittelten allergischen Reaktion vom Soforttypen nach Allergenkontakt und auf 

einer nachfolgenden zellulären Reaktion vom Spättypen. In Sputum-Untersuchungen 

dieser Patienten findet sich häufig dominierend eine eosinophile Entzündung. Beim 

nicht-allergischen bzw. intrinsischen Asthma hingegen spielen verschiedene Zelltypen 

wie neutrophile oder eosinophile Granulozyten eine Rolle im Entzündungsprozess (Kuo 

et al., 2017). Dieser Phänotyp ist nicht mit einer atopischen Diathese und nicht mit dem 

Auftreten von Allergien assoziiert. Betroffene Patienten sprechen oft nur unzureichend 

auf eine Glukokortikoidtherapie an (Gauthier et al., 2015). Die Zuordnung zu einer der 

beiden Gruppen hat auch therapeutische Konsequenz. Bei Patienten mit 

nachgewiesener allergischer Komponente stehen spezifische Therapiemöglichkeiten 

wie neuen Biologikatherapien und die spezifische Immuntherapie zur Verfügung. 

Außerdem ist die Allergenvermeidung von nachgewiesener Wirksamkeit (Ingram and 

Kraft, 2012; Virchow et al., 2016).  
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Eine andere Einteilung richtet sich nach dem dominierenden Zytokinprofil und deren 

Ursprungszellen. Es werden zwei wesentliche Endotypen der Erkrankung anhand der in 

der Entzündung dominierenden T-Helferzell-Subtypen voneinander unterschieden: der 

häufigere Type-2-High (T2HIGH) und der seltenere Type-2-Low (T2LOW) Typ (Kuo et al., 

2017). Die ursprüngliche Namensgebung von T2HIGH als „Th2-Asthma“ bezog sich auf 

den erhöhten Nachweis der Zytokine Interleukin (IL)-2, -3, -4, -5, -13 und 

Granulozyten/Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) in 

bronchoalveolären Lavage (BAL)-Proben von Patienten mit allergischem Asthma. Diese 

ist durch eine Häufung CD4-positiver T2-Helferzellen (Th2-Zelle) und einem Shift in 

Richtung einer Th2-dominierten T-Zellantwort charakterisiert. Die Th1-Zellantwort ist nur 

gering ausgeprägt (Robinson et al., 1992). Allerdings können Zytokine nicht nur von 

Allergen-spezifischen T-Helferzellen (Th-Zellen), sondern auch von Allergen-

unspezifischen Zellen des angeborenen Immunsystems wie basophilen und 

eosinophilen Granulozyten oder Mastzellen gebildet werden, weshalb im aktuellen 

Sprachgebrauch die Bezeichnung „T2HIGH“ bevorzugt werden sollte (O’Garra, 1998; 

Tindemans et al., 2014). Das charakteristische Merkmal der T2HIGH Entzündungsreaktion 

ist die Polarisierung in Richtung einer Th2-dominierten Immunantwort mit dem Th2-

typischen oben beschriebenen Zytokinmilieu. Das Zusammenspiel von Th2-Zellen, B-

Zellen und eosinophilen Granulozyten zur Abwehr parasitärer Erreger ist vergleichbar 

mit der in T2HIGH-Patienten beschriebenen überwiegend eosinophilen Entzündung bei 

diesem Asthma-Endotyp (Woodruff et al., 2009).  

Allerdings ist eine Th2-Polarisation nicht bei allen Patienten zu finden. Die seltenere 

T2LOW-Gruppe ist durch eine Polarisierung in Richtung Th1- und Th17-Zellen 

charakterisiert. Th1-Zellen sind ursprünglich für die Bekämpfung intrazellulärer Erreger, 

Th17-Zellen für die Bekämpfung extrazellulärer Bakterien und Pilze zuständig (Wenzel 

et al., 1999). Der T2LOW-Typ beinhaltet variable Entzündungsbilder u.a. mit neutrophiler, 

eosinophiler oder gemischter Zellinvasion. Neutrophile Entzündungsreaktionen sind 

allerdings häufig mit einer dominanten Th17-Aktivität assoziiert (Holgate, 2012; McGrath 

et al., 2012; Moore et al., 2014; Wilson et al., 2009). 

Die Einteilung von Patienten mit Asthma in eine dieser Gruppen hat nicht nur 

wissenschaftliche, sondern auch klinische Bedeutung. So wurde gezeigt, dass Patienten 

der T2LOW-Gruppe häufiger klinisch schwere Verlaufsformen zeigen und wesentlich 

schlechter auf eine inhalative Glukokortikoid-Therapie ansprechen, weshalb auf 

alternative Phänotyp/Endotyp-spezifische neue Therapeutika zurückgegriffen werden 

sollte (Busse et al., 2013; Green et al., 2002; De Luca et al., 2017; Raundhal et al., 2015). 
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3.1.3.4 Das Atemwegsepithel   

Das Lungenepithel kann grob in zwei physiologische Funktionsabschnitte eingeteilt 

werden: (1) Das obere oder bronchiale Atemwegsepithel, welches eine physikalische 

Barriere zum Schutz vor inhalativen Noxen und Krankheitserregern bildet. Gleichzeitig 

wird über Mukusproduktion und Zilienbewegung für einen Abtransport dieser gesorgt, 

was als mukoziliäre Clearance bezeichnet wird. (2) Das untere oder alveoläre 

Lungenepithel, in dem der Gasaustausch stattfindet.  

Das Lungenepithel setzt sich aus mindestens zehn verschiedenen Zelltypen zusammen. 

Im bronchialen Atemwegsepithel dominieren Basalzellen, Becherzellen und Zilien-

tragende Zellen. Hier wird mithilfe Mukusproduktion durch Becherzellen und retrograden 

Zilienschlag des Flimmerepithels die mukoziliäre Clearance gewährleistet. In den 

Alveolen treten hauptsächlich Pneumozyten Typ 1, welche für den Gasaustausch, und 

Pneumozyten Typ 2, welche für die Surfactant-Produktion verantwortlich sind, auf 

(Mercer et al., 1994). Zusätzlich zu epithelialen Zellen beinhaltet Lungengewebe eine 

Vielzahl weiterer Zelltypen. Das Lungenparenchym wird aus Stromazellen, wie 

Fibroblasten, Myofibroblasten und Endothelzellen gebildet. Immunzellen der 

myeloischen Reihe wie Makrophagen, Mastzellen, dendritische Zellen und neutrophile 

Granulozyten und der lymphatischen Reihe wie T-Zellen, B-Zellen und Natürliche 

Killerzellen (NK-Zellen) sind in den Atemwegen und im Lungenparenchym vertreten 

(Vieira Braga et al., 2019).  

Neben der reinen Barriere- und Reinigungsfunktion des respiratorischen Epithels wurde 

in den vergangenen Jahren zunehmend seine komplexe Rolle in entzündlichen 

Prozessen erkannt. Einerseits kommunizieren Epithelzellen über die Sekretion löslicher 

Mediatoren, wie Zytokine und Chemokine, extrazellulärer Vesikel und über direkten Zell-

zu-Zell-Kontakt intensiv miteinander und mit Zellen des Immunsystems und beeinflussen 

so die Immunreaktion auf Antigene. Umgekehrt sind Zellen des Immunsystems in der 

Lage über ähnliche Mechanismen Phänotyp und Funktion von Epithelzellen zu  wandeln. 

Andererseits besitzen Epithelzellen eigene intrinsische immunologische Funktionen 

(Hewitt and Lloyd, 2021). Diese reichen von der Sekretion antimikrobieller Peptide, über 

die Erkennung und Beseitigung apoptotischer Zellen (Juncadella et al., 2013) bis hin zu 

der Entwicklung eines immunologischen Gedächtnis (Ordovas-Montanes et al., 2018) 

und einer immunologischen Zirkadianik (Gibbs et al., 2009). 
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3.2 Extrazelluläre Vesikel 

3.2.1 Definition 
Interzelluläre Kommunikation in multizellulären Organismen findet hauptsächlich über 

die Sekretion extrazellulärer Moleküle wie Lipide, Nukleotide, Peptide oder Proteine 

durch eine Zelle und deren Rezeptorinteraktion einer anderen Zelle statt. Vor über 30 

Jahren wurde allerdings eine weitere Art der interzellulären Kommunikation entdeckt: die 

Kommunikation über extrazelluläre Vesikel (EVs). Bei Erstentdeckung in Thrombozyten 

als „Thrombozytenstaub“ wurden extrazelluläre Vesikel initial lediglich als Zellschrott 

oder als Nebenprodukt des Zelluntergangs angesehen (Harding et al., 1983; Sharrow et 

al., 1981; Wolf, 1967). Erst 1996 mit der Entdeckung, dass EVs, die von EBV-

veränderten B-Lymphozyten sezerniert wurden, Major-Histocompatibility-Complex-

Moleküle der Klasse 2 (MHC-II) auf ihrer Oberfläche tragen und so Antigen-spezifische 

T-Zell-Antworten induzieren können, ist das Interesse an extrazellulären Vesikeln 

exponentiell gestiegen (Raposo, 1996). 

Der Begriff EV umfasst eine Gruppe heterogener sphärischer Strukturen mit komplexem 

Aufbau. Eine äußere Lipiddoppelschicht, ähnlich der einer Zellmembran, durchzogen 

von Transmembranproteinen umhüllt wasserlösliche zytosolische Bestandteile, u.a. 

Proteine, Lipide und Nukleinsäuren der Ursprungszelle (Théry, 2011).  

3.2.2 Einteilung 
EVs werden anhand ihres Sezernierungsmechanismus und ihres intrazellulären 

Ursprungs eingeteilt. Ein Sezernierungsmechanismus ist das sogenannte „Membrane-

Budding“ bzw. „Membrane-Shedding“. Beim Budding, was „Knospung“ oder 

„Sprossung“ bedeutet, kommt es zu einer Ausstülpung der Plasmamembran 

eukaryotischer Zellen in den extrazellulären Raum und anschließend zu der 

Abschnürung eines sphärischen Vesikels, dem EV, von der zellulären Membran. Auf 

diese Weise können verschiedene EVs entstehen: Membranpartikel mit einer Größe von 

<100nm; Mikrovesikel, mit einer Größe von 100-1000nm und Ektosomen mit einer 

Größe von 200-1000nm. Die EVs unterscheiden sich jeweils in ihrem exakten Budding-

Mechanismus und in der Zusammensetzung z.B. hinsichtlich ihrer Marker-Proteine und 

Lipidbestandteile (Gasser et al., 2003; Heijnen et al., 1999; Marzesco, 2005).  

Ein zweiter Mechanismus EVs zu sezernieren ist über die Fusion intrazellulärer 

Kompartimente mit der Plasmamembran. Dieser Prozess involviert multivesikuläre 

Endosomen (MVEs) genannte späte endozytische Kompartimente, deren intrazellulärer 
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Ursprung nicht abschließend geklärt ist (Pan and Johnstone, 1983). Durch 

Einwärtsstülpung endosomaler Membranen und Integration transmembranärer Proteine 

entstehen zahlreiche 50-100nm große intraluminale Vesikel (ILV) in den MVEs. ILVs 

enthalten zytosolische Bestandteile und werden nach Fusion des MVE mit der 

Zellmembran in den Extrazellularraum freigesetzt (Van Niel et al., 2006). Diese 

freigesetzten Vesikel werden als Exosomen bezeichnet und sind 50-150nm groß (Tkach 

and Théry, 2016). Sie teilen ähnliche biochemische und biophysikalische Eigenschaften 

mit den Vesikeln innerhalb der MVEs (Harding et al., 1983; Johnstone et al., 1987; Pan 

et al., 1985). 

Eine dritte Gruppe extrazellulärer membranöser Vesikel bilden apoptotische Vesikel, die 

während des Zelltods von der apoptotischen Zelle freigesetzt werden und dadurch von 

oben genannten EVs abzugrenzen sind (Caruso and Poon, 2018).  

3.2.3 Zusammensetzung von EVs 
EVs beinhalten Lipide, Peptide, Proteine und Nukleinsäuren in variabler 

Zusammensetzung. Sie lassen sich aus nahezu allen Körperflüssigkeiten inklusive Blut, 

Sputum und Urin in vivo isolieren und können von fast allen Körperzellen auch in vitro 

produziert werden. Entgegen früherer Annahmen enthalten EVs nicht eine zufällige 

Zusammensetzung intrazellulärer Proteine, sondern spezifische Proteinfamilien. Hierzu 

gehören unter anderem zytoskelletale, zytosolische, Hitzeschockproteine (HSP), 

Plasmamembran- und vesikuläre Transportproteine, aber zu einem geringeren Anteil 

auch Proteine aus intrazellulären Zellkompartimenten wie dem Nukleus, dem 

endoplasmatischen Retikulum oder dem Golgi-Apparat (Yáñez-Mó et al., 2015). Die 

genaue Proteinzusammensetzung variiert je nach Subtyp und Ursprung des EVs. Am 

besten untersucht ist bislang die Proteinzusammensetzung von Exosomen. Proteine, die 

auf der Oberfläche der meisten Exosomen exprimiert werden, können als 

Markermoleküle verwendet werden. Hierzu gehören Proteine aus der Gruppe der 

Tetraspanine (CD9, CD63 und CD81), MHC, HSP (HSP-70 und HSP-90), Alix und 

andere (Escola et al., 1998; Simpson et al., 2012). Die Expression dieser 

Oberflächenmarker wird für den Nachweis und für die Isolierung von Exosomen genutzt. 

Allerdings können diese Marker auch auf anderen EV-Subtypen wie z.B. Mikrovesikeln 

exprimiert werden. Zudem ist noch unklar, inwieweit deren Expression auf bestimmte 

Subgruppen von Exosomen begrenzt ist (Willms et al., 2018). Die heterogene 

Expression vesikulärer Proteine kann möglicherweise auf die Lokalisation des Vesikels, 

die Ursprungzelle oder den Sezernierungsmechanismus rückschließen. Zusätzlich 
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beeinflussen Umweltfaktoren, Zelltopographie (z.B. basolaterale oder apikale 

Lokalisation) und zelluläre Stimuli wie Zytokine die Proteinexpression in EVs. (Aatonen 

et al., 2014; Mathivanan et al., 2010; Østergaard et al., 2012; Tauro et al., 2013). Letztlich 

können EVs Krankheits-spezifische Markermoleküle enthalten, die Rückschlüsse auf 

zugrundeliegende Erkrankungen wie z.B. Krebserkrankungen liefern können. EVs und 

deren Bestanteile können daher in der Diagnostik als Biomarker als sogenannte „Liquid-

Biopsies“ eingesetzt werden (Barile and Vassalli, 2017). 

3.2.4 Biologische Funktion von EVs 
EVs agieren über verschiedene Mechanismen als Kommunikationsmodul zwischen 

Zellen. Zum einen geschieht dies über einfache Interaktion zwischen Liganden und 

Rezeptoren. Hierfür präsentieren EVs Liganden in Form von Peptiden, Lipiden oder 

Nukleotiden auf der Vesikelmembran. Diese interagieren mit Rezeptoren auf der 

Zelloberfläche und regulieren somit intrazelluläre Signalkaskaden (Ratajczak et al., 

2006). Ein zweiter Mechanismus der Informationsübertragung ist über den Austausch 

von Oberflächenrezeptoren. Während der Synthese von EVs inkorporieren die Vesikel 

einige Oberflächenrezeptoren ihrer Ursprungszelle in der Vesikelmembran. Nach Fusion 

des Vesikels mit der Membran einer Rezeptorzelle werden die Rezeptoren der 

Ursprungszelle auf der Zielzelle exprimiert und somit der Zellphänotyp der Zielzelle 

verändert (Janowska-Wieczorek et al., 2001; Kahn et al., 2017; Mack et al., 2000). Zum 

anderen kann der gesamte Vesikelkomplex von Zielzellen etwa durch Phagozytose, 

Endozytose, Mikropinozytose oder durch direkte Membranfusion in die Zielzelle 

aufgenommen werden. Im Zellinneren entlädt das EV seinen Inhalt, wodurch seine 

Information direkt intrazellulär verarbeitet werden kann (Fitzner et al., 2011; Morelli et 

al., 2004).  

Somit können EVs komplexe Informationen zwischen Zellen in unmittelbarer Umgebung 

und durch systemische Verteilung in Körperflüssigkeiten auch über weitere Strecken 

überbringen (Takahashi et al., 2013; Willekens et al., 2005). 

Bislang sind keine Möglichkeiten vorhanden, um von einem isolierten EV eindeutig auf 

dessen Ursprungszelle zurückzuschließen. Aus Körperflüssigkeiten isolierte EVs 

können somit unterschiedlichsten Ursprungs sein, in BAL Flüssigkeit (BALF) 

beispielsweise aus verschiedenen Immunzellen, Epithelzellen oder Stromazellen. 
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3.2.5 EVs als Träger extrazellulärer RNA 
Seit einigen Jahren ist bekannt, dass EVs nicht nur Proteine und Lipide, sondern auch 

Nukleinsäuren wie DNA und RNA transportieren können. Neben kodierender 

Messenger-RNA (mRNA), struktureller ribosomaler RNA (rRNA) und Transfer RNA 

(tRNA) enthalten EVs auch nicht-kodierende kleine RNA-Subtypen (small RNA) (Huang 

et al., 2013; Thakur et al., 2014). Small RNA sind kurze RNA-Sequenzen mit einer Länge 

von 20-30 Nukleotiden. Die bekanntesten Vertreter sind microRNA (miRNA), PIWI-

interagierende RNA (piRNA), nukleäre RNA (ncRNA), nukleoläre RNA (ncoRNA), 

zudem gibt es lange nicht kodierende RNA (lncRNA). MiRNA haben eine Länge von ca. 

22 Nukleotiden und spielen auf posttranskriptionaler Ebene eine bedeutende Rolle in 

der Genregulation. Durch Bindung an bestimmte Sequenzen von mRNA verhindern sie 

entweder deren Translation oder bewirken durch Zerschneiden eine Degradation der 

Ziel-mRNA und inhibieren damit die Proteinsynthese (Bartel, 2004; Guo et al., 2010). 

Small RNAs kommen sowohl im Inneren einer Zelle als auch als extrazelluläre RNA vor. 

Ungebundene, extrazelluläre Nukleinsäuren werden in Körperflüssigkeiten allerdings 

durch Enzyme, sogenannte RNasen, abgebaut. Sie benötigen somit für ein Überleben 

außerhalb der Zelle EVs oder Trägermoleküle wie Lipoproteine (HDL, LDL) oder 

bestimmte Proteinkomplexe (Arroyo et al., 2011; Tsui et al., 2002; Wagner et al., 2013). 

Die Lipiddoppelschicht von EVs bietet einen Schutz vor extrazellulärer RNA-Degradation 

und ermöglicht den Transport sensitiver Moleküle außerhalb der Zelle. Vesikuläre RNA 

wird aktiv als Möglichkeit des Informationsaustauschs zwischen Zellen genutzt, indem 

z.B. in EVs enthaltene mRNA von Zielzellen aufgenommen und dort in die kodierten 

Proteine translatiert wird (Ratajczak et al., 2006; Valadi et al., 2007). Vesikuläre small 

RNA können über zwei verschiedene Hauptmechanismen die Zielzelle beeinflussen: (1) 

wie bereits beschrieben über Regulation der Proteintranslation (2) über direkte 

Interaktionen mit Rezeptoren der Zielzelle. Nach Endozytose des EVs durch die Zielzelle 

gelangt vesikuläre small RNA in das Endosom. Hier können bestimmte miRNA 

endosomale Toll-Like-Rezeptoren (TLR) aktivieren. TLR sind eine Rezeptorfamilie, die 

relevant für die Erkennung körperfremder Strukturen sind. Nach Aktivierung von TLR 

können miRNA proinflammatorische Signale in der Zielzelle induzieren (Bayraktar et al., 

2019; Buonfiglioli et al., 2019; Fabbri et al., 2012). 

Die Charakterisierung von EVs bzw. vesikulärer RNA birgt über deren Einsatz als 

Biomarker großes diagnostisches Potential. Zudem können mit dem wachsenden 

Verständnis ihrer pathophysiologischen Bedeutung miRNAs möglicherweise 

therapeutisch eingesetzt werden. In der vorliegenden kumulativen Dissertation wird 
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anhand der beiden vorliegenden Publikationen die Rolle des Atemwegsepithels und 

speziell der von Epithelzellen gebildeten EVs mit Fokus auf vesikuläre miRNAs Profile 

dargestellt.
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4 Zusammenfassung der Veröffentlichungen und Darstellung des 
Eigenanteils an den Publikationen 

4.1 Role of airway epithelial cells in the development of different 
asthma phenotypes 

4.1.1 Zusammenfassung 
Asthma bronchiale beschreibt ein Syndrom einer Erkrankung, das nach heutigem 

Kenntnisstand verschiedene Krankheitsphänotypen umfasst. Allen gemeinsam ist eine 

chronische entzündliche Reaktion des Lungengewebes, den Mittelpunkt des 

entzündlichen Geschehens bildet hierbei das bronchiale Atemwegsepithel. Entgegen 

bisheriger Annahmen spielen Atemwegsepithelzellen nicht nur eine passive Rolle, 

sondern auch eine aktive pathophysiologische Rolle bei der Entstehung, 

Aufrechterhaltung und letztlich auch Chronifizierung der Erkrankung. Somit können 

Veränderungen des Atemwegsepithels nicht nur als Folge immunologischer Prozesse, 

sondern auch als aktiver Treiber pathologischer Veränderungen verstanden werden.  

Ziel dieser systematischen Übersichtsarbeit war eine Zusammenfassung des bisherigen 

wissenschaftlichen Kenntnisstands hinsichtlich der Rolle des Atemwegsepithels in der 

Pathophysiologie unterschiedlicher Asthma-Phänotypen. 

Hierfür wird zu Anfang des Artikels die Zusammensetzung und der Aufbau des 

Atemwegsepithels detailliert geschildert und dessen Funktionen wie die Bildung einer 

mechanischen Barriere oder die Produktion bestimmter Moleküle z.B. antimikrobielle 

Peptide oder Zytokine erläutert. Dabei wird insbesondere auf die immunologischen 

Funktionen des Atemwegsepithels als Teil des angeborenen Immunsystems 

eingegangen. Im Anschluss werden die Asthma Phänotypen kurz vorgestellt, für die 

Arbeit entschieden wir uns dabei für die am häufigsten angewandte Einteilung in eine 

T2HIGH und T2LOW wie bereits in Kapitel 1.1.3.3 erläutert (Koczulla et al., 2017; Kuruvilla 

et al., 2019). Wir beschreiben nachfolgend die Rolle von Lungenepithelzellen unter dem 

Einfluss der jeweiligen Zytokine in den unterschiedlichen Asthma Phänotypen.  

4.1.1.1 Das Atemwegsepithel in T2HIGH Asthma 

Wie bereits beschrieben fungiert das Atemwegsepithel als Teil der angeborenen 

Immunantwort und bildet eine Brücke zwischen angeborenem und adaptivem 

Immunsystem. Atemwegsepithelzellen können Chemokine und proinflammatorische 

Zytokine produzieren, zu denen unter anderem die sogenannten Alarmine wie IL-25, 
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Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP) und IL-33 gehören (Lloyd and Saglani, 2015). 

Diese werden nach Allergenkontakt vermehrt exprimiert und spielen eine wichtige Rolle 

in der Aktivierung von lymphoiden Zellen des angeborenen Immunsystems des Typs 2 

(ILC2), welche Hauptproduzenten von Typ-2 Zytokinen, v.a. IL-4, IL-5 und IL-13 

darstellen. Hierdurch wird die Stimulation und Akkumulation von Eosinophilen, 

Mastzellen, Th2- und Th9-Zellen induziert (Kato, 2019). Zusätzlich sind Typ-2 Zytokine 

mit der Programmierung von Epithelzellen in Richtung Hypersekretion und Becherzell-

Metaplasie, Bildung Mukus-produzierender zilientragender Zellen („mucous ciliated 

cells“) und MUC5AC-Überexpression assoziiert (Turner et al., 2011; Tyner et al., 2006; 

Vieira Braga et al., 2019). Darüber hinaus gibt es Hinweise für eine langfristige 

proinflammatorische Prägung von Epithelzellen durch Typ-2 Zytokine im Sinne eines 

immunologischen Gedächtnisses (Ordovas-Montanes et al., 2018).  

4.1.1.2 Das Atemwegsepithel in T2LOW Asthma 

Die zugrundeliegenden Mechanismen des Typ-T2LOW Phänotyps in Asthma wurden 

bislang nur unzureichend untersucht. Im Zentrum steht eine neutrophile 

Entzündungsreaktion, in der Th-17-vermittelte Entzündungsreaktionen und die 

Produktion von IL-8 wesentlich sind. Atemwegsepithelzellen können z.B. getriggert 

durch Zigarettenrauch IL-8 produzieren und dadurch zur Rekrutierung neutrophiler 

Granulozyten in die Lunge beitragen (Ordoñez et al., 2000). Neutrophile können im 

Gewebe sogenannte „neutrophil extracellular traps (NETs)“ freisetzen, welche wiederum 

Mastzellen und Eosinophile aktivieren. Hierdurch kommt es zur Freisetzung von Toxinen 

und damit zu Förderung der Entzündungsreaktion und Schädigung der Epithelstruktur 

mit folglich erhöhter Permeabilität des Epithels (Pham et al., 2017; Wright et al., 2016). 

Zusätzlich sind IL-1b (Inflammasom-assoziiert) und IL-17 (Th-17 assoziiert) mit der 

Aktivierung von Neutrophilen und neutrophiler Invasion in Type-T2LOW Asthma assoziiert 

(Fogli et al., 2013; Rossios et al., 2018; Simpson et al., 2014). Während IL-1b und IL-17 

zu einer gesteigerten Mukusproduktion und erhöhten Permeabilität des Epithels führen 

(Chen et al., 2003; Fujisawa et al., 2011), wird dem Typ-1 Zytokin Interferon-g (IFN-g) 

aufgrund seiner Assoziation mit reduzierter MUC5AC Expression und Inhibition der Th-

2 Zellantwort ein regulatorischer Effekt bei Asthma zugeschrieben (Mitchell et al., 2011; 

Oyanagi et al., 2017). 

Eine Sonderform des T2LOW Phänotypen stellt das Adipositas-assoziierte Asthma dar. 

Hierbei kommt es zu vermehrter Produktion proinflammatorischer Mediatoren wie Tumor 

Nekrose Faktor α (TNF-α), IL-6, IFN-g und IL-17 durch das Fettgewebe und damit zu 
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einer niedriggradigen, chronischen, systemischen Entzündungsreaktion (Miethe et al., 

2018). Pulmonale Epithelzellen weisen in übergewichtigen Asthmatikern im Vergleich zu 

normalgewichtigen Asthmatikern zudem Abweichungen im Zellmetabolismus auf 

(Winnica et al., 2019). Eine wichtige Rolle spielen Adipokine wie Leptin, welches 

Atemwegsepithelzellen aktiviert und die Zytokin- und Chemokinproduktion von lokalen 

Zellen triggert (Watanabe et al., 2019). 

4.1.1.3 Epigenetische Regulation von Atemwegsepithelzellen in Asthma 

Im letzten Teil der Übersichtsarbeit gehen wir auf epigenetische Mechanismen der 

Epithelzellfunktion in Asthma ein. Hierbei werden insbesondere die drei 

Hauptmechanismen epigenetischer Regulation beachtet: DNA-Methylierung, Histon-

Modifikation und nicht-kodierende RNAs, wie miRNAs. Die Rolle nicht-kodierender RNA 

wird am Beispiel von miR-19 und miR-744 erläutert. MiR-19 ist in bronchialen 

Epithelzellen von Patienten mit schwerem Asthma signifikant überexprimiert, während 

die Expression von miR-744 signifikant reduziert ist. Beiden wird eine relevante 

Bedeutung in der Fehlregulation epithelialer Funktionen bei Asthmatikern beigemessen 

(Haj-Salem et al., 2015; Huang et al., 2019).  

4.1.2 Darstellung des Eigenanteils 
Diese Übersichtsarbeit wurde durch die Autoren Daniel P. Potaczek, Sarah Miethe, 

Viktoria E. M. Schindler, Fahd Alhamdan und Holger Garn recherchiert und verschriftlich.  

Für diese Arbeit führte ich eine systematische Literaturrecherche durch und fertigte das 

Kapitel „Plasticity of lung epithelial cells under the adverse influence of type 1 and type 

2 inflammation“ an. Zusätzlich wirkte ich an der Korrektur der Gesamtarbeit mit und trug 

wesentlich zu der Entwicklung der Abbildungen (v.a. Abbildungen 2 und 3) bei.  

Die Arbeit wurde im Mai 2020 in der Zeitschrift „Cellular Signalling“ (ISSN 18733913, 

Volume 69, Special Issue epithelial cells_lung, Pages 109523)“ veröffentlicht (Potaczek 

et al., 2020). Der Artikel ist unter doi:10.1016/j.cellsig.2019.109523 einsehbar und ist 

dieser Arbeit im Anhang unter Punkt 7.2. beigefügt. 
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4.2 Directed release of differential exosomal small non-coding RNA 
profiles by bronchial epithelial cells from healthy and asthmatic 
subjects 

4.2.1 Zusammenfassung 
In dieser wissenschaftlichen Arbeit wurde das Expressionsprofil kleiner nicht-

kodierender RNAs in von Atemwegsepithelzellen gesunder und asthmatischer 

Probanden freigesetzten EVs in Abhängigkeit vom Sezernierungsort untersucht. 

4.2.1.1 Einleitung 

In einem Epithel liegen Zellen entlang einer Längsachse polarisiert vor, hieraus lassen 

sich zwei Zellpole definieren. Am basalen Zellpol hat die Zelle Kontakt zu dem 

körpereigenen Milieu (meist eine Basallamina), während am apikalen Pol die Zelle häufig 

Kontakt zum Außenmilieu hat. Untereinander sind die Zellen eines Epithels an ihrer 

seitlichen bzw. lateralen Fläche i.d.R. über Adhäsionsproteine fest miteinander 

verbunden und bilden somit eine semi- oder auch nicht permeable Einheit. Im 

Bronchialepithel ist der basale Zellpol über Adhäsionsmoleküle mit einer Basallamina 

verbunden. Am apikalen Zellpol hat die Zelle Kontakt zum Lumen der Atemwege und 

damit zur eingeatmeten Luft. Die Zellpole beschreiben nicht nur eine strikte räumliche 

Trennung, sondern bilden auch eine komplexe funktionelle Einheit mit abweichender 

Zusammensetzung der Zellmembran, des Zytoskeletts und des Zytosols. Es wird 

deshalb funktionell zwischen einer apikalen und basolateralen Domäne unterschieden, 

wobei die basolaterale Domäne sowohl die basale Membran mit Kontakt zur 

Basallamina, als auch laterale Membran mit Kontakt zur Nachbarzelle beschreibt. 

(Hasan et al., 2018; Simons and Mlodzik, 2008). 

Bisher liegen einige Studien zur Charakterisierung von durch Atemwegsepithelzellen 

produzierte EVs vor. Bislang wurde allerdings nicht untersucht ob sich die molekulare 

Zusammensetzung von EVs in Abhängigkeit ihres Sezernierungsorts voneinander 

unterscheidet. 

4.2.1.2 Zielsetzung und Hypothesen 

Ziel der vorliegenden Arbeit war eine Charakterisierung von durch 

Atemwegsepithelzellen gebildeten EVs und deren miRNA Expressionsprofil von 

Patienten mit Asthma bronchiale im Vergleich zu gesunden Probanden.  

Folgende Hypothesen wurden hierfür formuliert: 
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1. EVs lassen sich sowohl an der basolateralen, als auch an ihrer apikalen Domäne 

von Epithelzellen isolieren 

2. Sezernierte EVs innerhalb eines Phänotyps (Gesund oder Asthma) der 

basolateralen Domäne unterscheiden sich von EVs der apikalen Domäne 

hinsichtlich ihrer Vesikelcharakteristika und ihres miRNA Expressionsprofils 

3. Sezernierte EVs unterscheiden sich unabhängig von einer Domäne zwischen 

gesunden und asthmatischen Probanden hinsichtlich ihrer Vesikelcharakteristika 

und ihres miRNA Expressionsprofils 

4. Sezernierte EVs innerhalb einer Domäne unterscheiden sich zwischen gesunden 

und asthmatischen Probanden hinsichtlich ihrer Vesikelcharakteristika und ihres 

miRNA Expressionsprofils 

4.2.1.3 Durchführung 

Hierfür wurden die Vesikel bezüglich ihrer Konzentration, ihrer morphologischen 

Eigenschaften (Größenverteilung und Expression von Oberflächenmarkern) und ihres 

Expressionsprofils kleiner nicht-kodierender RNAs mit Fokus auf das miRNA 

Expressionsprofil untersucht. Zusätzlich wurde zwischen EVs unterschiedlichen 

Sezernierungsorts (apikale oder basolaterale Domäne) unterschieden. Um zwischen 

Vesikeln der apikalen und der basolateralen Domäne unterscheiden zu können, wurde 

eine kommerziell erhältliche Air-Liquid-Interface Gewebekultur von bronchialem 

Atemwegsepithel (®MucilAir, Epithelix) von jeweils drei gesunden und drei 

asthmatischen Patienten verwendet. Somit konnte sowohl Material von der 

basolateralen Seite in Form von Zellkulturmedium, als auch von der apikalen Seite nach 

einer Spülung des Epithels von apikal entnommen und die EVs hieraus separat isoliert 

werden. Isolierte Vesikel wurden mittels Nano-Flow-Zytometrie (NanoFCM) und Bead-

basierter Durchflusszytometrie charakterisiert. Das RNA Expressionsprofil wurde mittels 

small RNA Sequenzierung erhoben und bioinformatisch ausgewertet. MiRNA assoziierte 

Funktionen und Zielstrukturen wurden mittels Gen Annotation und miRNA 

Netzwerkanalysen basierend auf den Daten der Sequenzierung erhoben. Für weitere 

Informationen kann die detaillierte Methodik der beiliegenden Publikation entnommen 

werden (siehe Anlage 7.3) (Schindler et al., 2022) 

4.2.1.4 Ergebnisse 

In dieser Arbeit wurden Unterschiede in EVs der beiden Zellkompartimente hinsichtlich 

ihrer Vesikelcharakteristika und ihres miRNA Expressionsprofils verdeutlicht. Innerhalb 
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der Kompartimente konnten zudem abweichende miRNA Expressionsprofile zwischen 

gesunden Kontrollen und Asthma-Patienten beobachtet werden.  

Am apikalen Zellpol wurden EVs in höheren Konzentrationen als am basolateralen 

Zellpol isoliert. Apikale EVs waren zudem deutlich kleiner als basolaterale EVs und lagen 

mit einer medianen Größe von 75 nm im typischen Größenbereich von Exosomen. 

Basolaterale EVs hingegen waren mit einer medianen Größe von 169 nm hinsichtlich 

der Partikelgröße eher Mikrovesikeln zuzuordnen. In den jeweiligen Kompartimenten 

wurden zwischen der gesunden und asthmatischen Gruppe keine Unterschiede in 

Vesikelkonzentration oder -größe beobachtet (Schindler et al., 2022, Figure 2). Mittels 

Bead-basierter Durchflusszytometrie konnte in allen Vesikelpräparationen die 

Expression von Tetraspaninen nachgewiesen werden, wobei Unterschiede in der 

Expression der Tetraspanine CD9 und CD81 beobachtet wurden (Schindler et al., 2022, 

Figure 3). 

Darüber hinaus wurden in der small RNA Sequenzieranalyse relevante Unterschiede in 

der Expression kleiner nicht-kodierender RNAs der verschiedenen Gruppen aufgezeigt. 

So unterschied sich die RNA-Zusammensetzung in EVs der apikalen und basolateralen 

Fraktion wesentlich voneinander. Während miRNA mit 37,3% neben lncRNA (33,3%) in 

apikalen EVs den häufigsten RNA-Typen darstellten, lag in der basolateralen Fraktion 

lediglich ein miRNA Anteil von 2,3% vor.  Mit weiterem Fokus auf die miRNA-

Zusammensetzung konnten apikale und basolaterale EVs klar als zwei unterschiedliche 

Populationen voneinander getrennt werden. Insgesamt sind 236 miRNAs in 

Abhängigkeit vom Zellpol (unabhängig vom Phänotypen Gesund vs. Asthma) 

unterschiedlich exprimiert (Schindler et al., 2022, Figure 5). Darüber hinaus waren 

innerhalb dieser zwei Populationen (apikal vs. basolateral) zwei Cluster erkennbar, die 

entweder den gesunden oder asthmatischen Zustand repräsentierten. Im apikalen 

Kompartiment wurden 32 miRNAs, im basolateralen Kompartiment 23 miRNAs mit 

unterschiedlichen Expressionsprofilen in der gesunden und asthmatischen Gruppe 

identifiziert (Schindler et al., 2022, Figure 7). In der KEGG Pfadanalyse wurden MAP-

Kinasen (MAPK) und Mammalian Target of Rapamycin (mTOR) Signalwege als 

potentielle Zielstrukturen apikal dominanter miRNAs prognostiziert. Präferentiell 

basolateral sezernierte miRNAs hingegen waren u.a. mit Prozessen von B- und T-Zell-

Rezeptorsignalwegen assoziiert (Schindler et al., 2022, Figure 6). 
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4.2.2 Darstellung des Eigenanteils 
An dieser Arbeit wirkten die Autoren Viktoria E.M. Schindler, Fahd Alhamdan, Christian 

Preußer, Lukas Hintz, Bilal Alashkar Alhamwe, Andrea Nist, Thorsten Stiewe, Elke 

Pogge von Strandmann, Daniel P. Potaczek, Clemens Thölken und Holger Garn mit.  

Am Studiendesign wirkte ich grundlegend mit. Zudem pflegte ich die Zellkulturen, 

isolierte das Material, führte die Vesikel- und RNA-Isolation sowie die FACS-Analyse 

durch. Das Manuskript wurde in geteilter Arbeit von mir und Fahd Alhamdan 

verschriftlicht.   

Die Studie wurde im März 2022 in der Zeitschrift „Biomedicines (ISSN 22279059, 

Volume 10(3), Special Issue Pathogenesis and Novel Therapeutics in Asthma, Pages 

622)“ veröffentlicht (Schindler et al., 2022). Der Artikel ist unter doi: 

10.3390/biomedicines.10030622 Open Access verfügbar und ist dieser Arbeit im 

Anhang unter Punkt 7.3. beigefügt. 
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5 Diskussion 
In den vergangenen Jahren wurde zunehmend die Bedeutung von EVs als 

Informationsvermittler in einer Vielzahl von Erkrankungen erkannt. Über vesikuläre small 

RNAs kann die Proteintranslation in der Zielzelle und somit der zelluläre Phänotyp 

beeinflusst werden (O’Brien et al., 2020). Vesikuläre small RNA konnten mittels RNA 

Sequenzierung in nahezu allen Körperflüssigkeiten nachgewiesen werden, unter 

anderem auch in Sputum und Blutplasma. Erkenntnisse über Krankheits-spezifische 

small RNA-Profile bieten einen potentiellen Baustein für funktionelle Studien. Darüber 

hinaus bergen vesikuläre small RNA Profile großes Potential als minimal-invasive 

Biomarker in der Krankheitsdiagnostik. Der große Vorteil der vesikulären RNA 

Diagnostik ist, dass über EVs Rückschlüsse auf Ursprungszellen gezogen werden 

können ohne die Zelle selbst mittels einer invasiven Biopsie isolieren zu müssen. Es gibt 

bereits zahlreiche Ansätze für die klinische Anwendung des sogenannten Prinzips der 

„Liquid Biopsies“ für u.a. onkologische, kardiovaskuläre oder entzündliche Erkrankungen 

(de Miguel Pérez et al., 2020; Trino et al., 2021; Zhou et al., 2020). 

Auch in der Krankheitsentstehung und -aufrechterhaltung von Asthma wird zunehmend 

die Rolle von EVs untersucht. Es liegen bereits eine Vielzahl an Studien vor, die das 

vesikuläre miRNA Profil von Patienten mit Asthma mit gesunden Kontrollen vergleichen 

(Bahmer et al., 2021; Kho et al., 2016; Levänen et al., 2013; Milger et al., 2017; Rodrigo-

Muñoz et al., 2019). Einige Studien konzentrieren sich hierbei explizit auf 

Atemwegsepithelzellen als Produzent vesikulärer small RNA (Bartel et al., 2020; Jardim 

et al., 2012; Solberg et al., 2012). Zum Zeitpunkt des Verfassens dieser Arbeit lag jedoch 

lediglich eine Publikation vor, die miRNA Profile in polarisierten Epithelzellen untersuchte 

und hierbei die Richtung der EV Sekretion, und damit den potentiellen Aktionsort der 

EVs berücksichtigte (Bartel et al., 2020). 

Im ersten Teil der Diskussion soll der Fokus primär auf der kritischen 

Auseinandersetzung mit Methoden der Isolation und Charakterisierung von EVs liegen. 

Hierfür ist unsere im Journal Biomedicines veröffentlichte Publikation wesentlich 

(Schindler et al., 2022). In dieser Arbeit wurden erstmals Vesikelcharakteristika und 

vesikuläre miRNA Expressionsprofile von EVs aus polarisierten Epithelzellen gesunder 

und asthmatischer Probanden abhängig von der Richtung der Vesikelsekretion mittels 

small RNA Sequenzierung erhoben. Eine solche Charakterisierung vesikulärer RNA 

könnte zum Verständnis der pathophysiologischen Rolle von EVs in Asthma beitragen 

und eine Grundlage für die Weiterentwicklung von Biomarkern bilden. 
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Fokus des zweiten Teils ist eine Einordnung beider Studien in den vorherrschenden 

wissenschaftlichen Konsens, hier wurden auch Studien berücksichtigt, welche zum 

Publikationszeitpunkt noch nicht veröffentlicht waren. 

5.1 Methodische Limitationen der EV Diagnostik 
EV Diagnostik ist ein relativ neues biomedizinisches Feld, das noch vor einigen 

technologischen Herausforderungen steht. Weitere Optimierungsprozesse in der 

Vesikel-Isolation und -Charakterisierung werden benötigt bis diese Methoden Einzug in 

eine standardisierte, klinische Anwendung finden können. Ein großes bislang ungelöstes 

Problem ist der Mangel an Standardisierung und ein hohes Maß an methodischem Bias 

bei einer gleichzeitig großen Anzahl an zur Verfügung stehenden methodischen 

Optionen. Dies führt zu mangelnder Kohärenz, Konsistenz und Reproduzierbarkeit der 

Daten einzelner Studien und stellt somit ein großes Problem in der klinischen Etablierung 

von EVs als Biomarker dar. Multiple Schritte in der Aufbereitung des Materials, der EV 

Isolation, RNA Isolation und Charakterisierung können potentiell das Ergebnis einer 

small RNA Analyse beeinflussen (Fritz et al., 2016). Die Ergebnisse einer Analyse sind 

daher immer im Kontext der verwendeten Methodik zu interpretieren. 

5.1.1 Ko-Isolation nicht-vesikulärer RNA-bindender Moleküle 

5.1.1.1 Verunreinigung von EV Präparaten durch nicht-vesikuläre Bestandteile 

Wie in Kapitel 1.2.5 beschrieben kann extrazelluläre RNA nicht nur über EVs 

transportiert werden, sondern kommt auch Protein- (z.B. Argonaut 2) oder Lipoprotein-

gebunden vor. Die spezifische RNA Zusammensetzung ist abhängig vom extrazellulären 

Transportmechanismus. Proteine, Ribonukleoproteine bzw. Lipoproteine zeigen 

dementsprechend eine andere Zusammensetzung von small RNA als EVs. In einer 

Subgruppenanalyse waren nach Trennung einer vesikulären und einer nicht-vesikulären 

Fraktion mittels Dichtegradientenfraktionierung viele der am stärksten vertretenen 

extrazellulären miRNA sogar eher mit der nicht-vesikulären als mit der vesikulären 

Fraktion assoziiert (Jeppesen et al., 2019). Die alleinige Detektion extrazellulärer miRNA 

lässt daher nicht den Rückschluss zu, dass diese vesikulären Ursprungs sind. Während 

der Vesikelisolation ist es nicht unüblich, dass aufgrund ihrer den Vesikeln ähnlichen 

Größe als Nebenprodukt Protein-RNA-Komplexe ebenfalls isoliert werden. Dies wurde 

für viele verschiedene Isolationsmethoden u.a. für Ultrazentrifugation, Size Exclusion 

Chromatographie (SEC) und Membranaffinitäts-basierte Methoden gezeigt (Arroyo et 

al., 2011; Benedikter et al., 2017; Stranska et al., 2018; Tang et al., 2017). Es ist deshalb 



Diskussion 

 33 

gut möglich, dass die im Anschluss isolierte und charakterisierte RNA nicht spezifisch 

vesikulären Ursprungs ist, obwohl sie in vielen Publikationen als solche bezeichnet wird. 

In dieser Arbeit wurde die kommerziell erhältliche Membranaffinitäts-basierte Methode 

exoEasy von Qiagen verwendet. Diese ermöglicht eine schnelle Isolation der Vesikel mit 

einfacher Handhabung. Allerdings wird die Nutzung kommerziell erhältlicher Kits mit 

Membranaffinitäts-basierter EV Isolierung aufgrund ihres vergleichsweise schlechteren 

Abschneidens in der Reinheit des Isolationsprodukts kritisch diskutiert. Im Vergleich zu 

der EV Isolation mittels SEC, wiesen die mittels exoEasy isolierten EV Populationen 

insgesamt einen geringeren Reinheitsgrad auf und zeigten eine höhere Kontamination 

mit Plasma- und Lipoproteinen. Die Verunreinigung mit Low-Density-Lipoprotein (LDL) 

hingegen war in der SEC Gruppe höher. Beide Methoden schnitten bei der 

nachfolgenden RNA Isolation allerdings bezüglich der RNA-Konzentration und des 

hohen Anteils an small RNA gleichwertig ab. Unterschiede in small RNA 

Expressionsprofilen sind hierbei jedoch nicht berücksichtigt worden (Stranska et al., 

2018). In der initialen Evaluation des exoEasy Kits durch Enderle et al. ist keine Kontrolle 

des Reinheitsgrads bzw. der Proteinkontamination erfolgt (Enderle et al., 2015).  

5.1.1.2 ISEV-Einteilung der EV Isolationsmethoden anhand Spezifität und Ausbeute  

Die internationale Gesellschaft für extrazelluläre Vesikel (ISEV) empfiehlt eine Einteilung 

der Isolationsmethoden anhand ihrer Spezifität (hinsichtlich Ko-Isolation nicht-

vesikulärer Bestandteilen) und Ausbeute. Hierdurch werden vier Gruppen 

unterschieden: (1) Hohe Ausbeute - geringe Spezifität. Charakteristisch für diese Gruppe 

ist eine maximale Ausbeute an isoliertem extrazellulären Material einschließlich 

vesikulärer, aber auch nicht-vesikulärer Bestandteile. Hierzu werden Präzipitations-

basierte Methoden, sowie High-Speed Ultrazentrifugation und Ultrafiltration ohne 

zusätzliche Schritte gezählt. (2) Mittlere Ausbeute - mittlere Spezifität. Hier werden 

Methoden zusammengefasst, die gemischte EV Populationen zusammen mit einer 

eingeschränkten Menge an nicht-vesikulärem Material isolieren. Hierunter fallen die 

SEC, differentielle Ultrazentrifugation und Membranaffinitäts-basierte Methoden. (3) 

Geringe Ausbeute - hohe Spezifität. Diese Gruppe beinhaltet u.a. kombinierte Verfahren 

aus Filtrationsschritten und SEC, Dichtegradienten- oder Immunoaffinitäts-basierte 

Methoden, die EV-Subpopulationen bei möglichst geringer Kontamination mit nicht-

vesikulärem Material isolieren. (4) Hohe Ausbeute, hohe Spezifität. Für diese Gruppe 

besteht bis dato keine valide Methodik zur Verfügung (Théry et al., 2018). 
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Da es aktuell keine generell optimale Methodik zur EV Isolation gibt, empfiehlt die ISEV 

die Wahl des Verfahrens abhängig von der jeweiligen Fragestellung und der geplanten 

Verwendung der EVs zu machen. Membranaffinitäts-basierte Methoden werden zu der 

Gruppe mit mittlerer Ausbeute bei mittlerer Spezifität gezählt. In der nachgeschalteten 

RNA Isolation erzielt dieses Verfahren eine vergleichsweise hohe RNA Konzentration 

und bessere Library Qualität in der Sequenzierung. Anhand der erhobenen RNA 

Sequenzierprofile konnte zuverlässiger zwischen unterschiedlichen 

Patientenpopulationen unterschieden werden als bei EV Aufreinigung mittels 

differentieller Ultrazentrifugation und SEC. Letztere erzielten weniger komplexe Libraries 

und eine geringere Anzahl an miRNA Ablesungen und schnitten schlechter in der 

Differenzierung zwischen Patientenpopulationen ab (Buschmann et al., 2018). 

Demzufolge könnte die Reinheit der EV Aufbereitung nur beschränkten Einfluss auf die 

Qualität der RNA Profile haben, wenn die primäre Absicht einer Studie die Erkennung 

potentieller Biomarker ist (Deregibus et al., 2016; Quek et al., 2017). Wichtige 

Eigenschaften einer Methode zur Bestimmung eines Biomarkers sind deren 

Durchführbarkeit, Reproduzierbarkeit und ein hoher prädiktiver Wert. Ziel der 

vorliegenden experimentellen Arbeit war primär der Vergleich von miRNA 

Expressionsprofilen in unterschiedlichen EV Populationen, weshalb die verwendete 

Methode gewählt wurde. Allerdings müssen die Ergebnisse der EV Charakterisierung 

mit Vorsicht interpretiert werden, da diese nicht als primäre Ziele der Arbeit definiert 

wurden. Auch Interpretationen möglicher pathophysiologischer Bedeutungen der miRNA 

müssen stets in dem Wissen erfolgen, dass es sich hierbei wahrscheinlich nicht um reine 

EV Präparationen handelt. 

5.1.2 Morphologische und inhaltliche Unterschiede verschiedener 
Vesikelpopulationen 

Es gibt unterschiedliche Ansätze zur EV Charakterisierung: die Einteilung anhand (1) 

der Vesikelgröße mittels Nanopartikel-Tracking-Analyse (NTA) oder Nanopartikel-

adaptierter Durchflusszytometrie (Nanoparticle Flow Cytometry, NanoFCM) (2) der 

Expressionsanalyse von  Oberflächenmarkern mittels Western Blot oder 

Durchflusszytometrie oder (3) der Bestimmung der molekularen Zusammensetzung 

mittels „Omics-Analysen“ z.B. Proteomics, Transcriptomics oder Lipidomics (Ratajczak 

and Ratajczak, 2020). 
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5.1.2.1 Größenverteilung apikaler und basolateraler Partikel 

In der vorliegenden Studie fanden sich Unterschiede in der Konzentration und 

Größenverteilung isolierter Partikel. Apikal isolierte Partikel entsprachen in der 

Partikelgröße eher Exosomen, basolateral isolierte Partikel entsprachen hinsichtlich 

ihrer Größe eher Mikrovesikeln. An dieser Stelle muss nochmals auf zwei Punkte 

aufmerksam gemacht werden. Zum einen differenziert die verwendete Methodik in der 

Größenbestimmung nicht zwischen Partikeltypen (z.B. EVs, Proteine, Lipoproteine u.a.). 

Zum anderen muss die Größenauswertung mit Vorsicht interpretiert werden, da in den 

Messungen lediglich Eichgrade von 40-200 nm abgedeckt sind. Daher sind 

Messungenauigkeiten insbesondere bei den basolateralen Vesikeln aufgrund der 

großen Partikelgröße nicht auszuschließen. 

5.1.2.2 Tetraspanin Expression verschiedener EV-Subtypen 

Mittels FACS-Analyse konnten wir eine Expression der Tetraspanine CD9, CD63 und 

CD81 in basolateral und apikal isolierten Partikeln nachweisen. In der Annahme 

exosomaler Spezifität sind diese Moleküle in der Vergangenheit als exosomale Marker 

verwendet worden. Allerdings konnte diese These durch mehrere Studien widerlegt 

werden, nachdem diese Marker teils auch in Mikrovesikeln nachgewiesen wurde 

(Andreu and Yáñez-Mó, 2014; Crescitelli et al., 2013). Sowohl CD9 als auch CD63 sind 

demnach in Exosomen und Mikrovesikeln nachweisbar. Kowal et al. zeigte zudem eine 

mit Mikrovesikeln assoziierte Expression von CD9 und CD81 bei gleichzeitig reduzierter 

Expression von CD63. Die Ko-Expression von CD63, CD9 und/oder CD81 hingegen 

wurde eher mit Exosomen assoziiert (Kowal et al., 2016). Auch Mathieu et al. wiesen 

eine Expression von CD9 und CD81 bei nur geringer Expression von CD63 in 

Mikrovesikeln nach, während Exosomen vermehrt CD63 und nur in geringem Maße CD9 

exprimierten (Mathieu et al., 2021).  Interessanterweise waren apikal isolierte EVs in 

unserer Studie im Median kleiner als basolateral isolierte Partikel. Gleichzeitig wurden 

in apikal isolierten Partikeln signifikant mehr CD9 und CD81 nachgewiesen als in 

basolateral isolierten Partikeln. Dies lässt vermuten, dass EVs am apikalen Zellpol 

anhand beschriebener Charakteristika eher exosomale Charakteristika aufweisen, 

während EVs basolateralen Ursprungs Charakteristika von Mikrovesikeln aufwiesen. Die 

Expression von CD63 unterschied sich hingegen nicht in beiden Gruppen. 

Abschließend kann anhand dieser Daten nicht zwischen unterschiedlichen Vesikeltypen 

unterschieden werden, weshalb generell der Überbegriff EV verwendet und von einer 

weiteren Spezifizierung abgesehen wurde. EVs unterschiedlicher Größe und 

molekularer Zusammensetzung sind in Körperflüssigkeiten präsent und bislang existiert 
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keine validierte Methodik zur gezielten Isolation einzelner EV Populationen (Théry et al., 

2018). Für eine Untersuchung potentiell biologischer Effekte dieser unterschiedlichen 

EVs müssen diese zur bestmöglichen Annäherung an die in vivo Situation in ihrer 

Gesamtheit betrachtet werden (Ratajczak and Ratajczak, 2020).  

5.1.2.3 Variable vesikuläre RNA Zusammensetzung in EV-Subtypen 

Insgesamt scheinen reinere EV Populationen eine geringere Ausbeute an RNA zu liefern 

als Präparate mit höherer Proteinkontamination. In einer Studie wurde sogar die Zahl 

eines miRNA-Moleküls in einem isolierten EV auf weniger als eine Kopie pro Vesikel 

geschätzt (Chevillet et al., 2014; Jeppesen et al., 2019). Eine mögliche Erklärung für 

dieses Phänomen ist eine abweichende RNA Zusammensetzung spezifischer EV-

Subtypen. Bestimmte EVs mit gemeinsamen Merkmalen könnten somit spezifische 

miRNA exprimieren, welche in anderen EV-Subpopulationen in der Vesikelpräparation 

nicht vertreten sind (Mateescu et al., 2017). Da in der vorliegenden Arbeit nicht zwischen 

EV Populationen unterschieden worden ist, wurde dieser Aspekt jedoch nicht weiter 

berücksichtigt oder diskutiert.  

5.2 Einordnung in den fachwissenschaftlichen Kontext 

5.2.1 Die Rolle des Atemwegsepithels in der Entwicklung von Asthma 
Initial wurde bronchialen Epithelzellen eine hauptsächlich passive pathophysiologische 

Rolle in Asthma zugesprochen. In dieser Hypothese steht zu Beginn der 

Krankheitsentstehung die pathologische Aktivierung der Th2-Immunantwort durch 

Allergenexposition. Hierauf folgt eine Dysregulation des Atemwegsepithels und des 

subepithelialen Systems. Demgegenüber steht die neuere Hypothese, die das 

Atemwegsepithel als Ort der primären Krankheitsentstehung postuliert. Erst durch eine 

vorangehende gestörte Permeabilität des Epithels kommt es nachfolgend durch Kontakt 

zu Toxinen, Allergenen oder Viren zu einer pathologischen Immunreaktion (Holgate, 

2011).  

In asthmatischen Patienten ist eine Reihe struktureller Veränderungen des 

Atemwegsepithels beschrieben. Hierzu gehört eine erhöhte Dichte von Becherzellen und 

muköser Drüsen, Becherzellhyper- und -metaplasie und eine veränderte Mukus-

Zusammensetzung. Dies führt zu einer Überproduktion von zähem Mukus und durch 

gestörte mukosale Clearance zu Mukus-Akkumulation in den Atemwegen, auch Mucus-

Plugging genannt (Frey et al., 2020). Zusätzlich sind bei schweren Asthmatikern eine 

gesteigerte Epithelzellproliferation und Apoptoserate beschrieben (Cohen et al., 2007).  
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Epithelzellen exprimieren auf ihrer Oberfläche Pattern Recognition Rezeptoren (PRR), 

über welche sie in der Lage sind Pathogene (über Pathogen Associated Molecular 

Patterns, PAMPs) bzw. Alarmine (Danger Associated Molecular Patterns, DAMPs) zu 

erkennen und entsprechend zu reagieren. Sie bilden somit einen Teil des angeborenen 

Immunsystems (Frey et al., 2020). Der Kontakt von PAMPs oder DAMPs zu PRR auf 

der Oberfläche von Epithelzellen führt über intrazelluläre Signalwege zu der Aktivierung 

von Nukleärem Faktor kb (NF-kb), Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) und 

Interferon Regulatorischem Faktor 3 (IRF-3) und damit zur Produktion von Zytokinen und 

Chemokinen in Atemwegsepithelzellen (Lambrecht and Hammad, 2012). Epithelzellen 

können eine Reihe proinflammatorischer Zytokine produzieren, u.a. IL-1b, IL-6, IL-25, 

IL-33, CXC-Chemokin Ligand (CXCL)-8, GM-CSF und TNF. Hierdurch werden 

wiederum Immunzellen wie dendritische Zellen, B- und T-Lymphozyten, Mastzellen, 

eosinophile und neutrophile Granulozyten angelockt bzw. aktiviert (Frey et al., 2020). In 

Asthma können bestimmte epithelial gebildete Zytokine wie IL-13, IL-25, IL-33 oder 

TSLP, Chemokine wie CC-Chemokin Ligand (CCL) 7, CCL17 oder CCL-22, 

Wachstumsfaktoren wie GM-CSF oder Transforming Growth Factor Beta (TGF-b) und 

extrazelluläre Matrixbestandteile die Entzündungsreaktion direkt beeinflussen (Chung, 

2016). Viele dieser Zytokine induzieren zudem einen Shift in Richtung T2-

Helferzellantwort in T2HIGH Asthma (Ziegler and Artis, 2010). Epitheliale Zytokine können 

außerdem zur Modulation subepithelialer Stroma-Zellen mit gesteigerter 

Kollagenablagerung, Basalmembranverdickung und Hyperplasie glatter Muskelfasern 

führen. Das resultierende Atemwegs-Remodeling führt häufig zu der klassischen 

Symptomatik der bronchialen Obstruktion (Frey et al., 2020; Wang et al., 2008).  

Darüber hinaus wird die gesteigerte Zytokinproduktion epithelialer Zellen kausal mit 

einer gestörten Barrierefunktion des respiratorischen Epithels in Verbindung gebracht. 

Durch die gesteigerte Zytokinsekretion wird die mukosale Permeabilität für Fremdstoffe 

erhöht. Somit kommt es zu einer gesteigerten Aktivierung von Epithelzellen, 

lymphatischen und dendritischen Zellen und damit zur Induktion einer 

Entzündungsreaktion (Gon and Hashimoto, 2018). 

Zusammenfassend ist am ehesten eine parallele und interaktive Dysregulation sowohl 

epithelialer als auch immunologischer Zellen für die Krankheitsentstehung und -

aufrechterhaltung in Asthmatikern entscheidend wie in unserer Übersichtsarbeit erläutert 

wird (Potaczek et al., 2020).  
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5.2.2 Extrazelluläre Vesikel in der Pathophysiologie von Asthma 
bronchiale 

In den vergangenen Jahren wurde zunehmend die bedeutende Rolle von EVs in der 

Pathogenese von Asthma bronchiale erkannt (Sastre et al., 2017). EVs können in der 

Lunge durch eine Vielzahl von Zellen produziert werden, unter anderem von 

eosinophilen und neutrophilen Granulozyten, Makrophagen, B-Lymphozyten und von 

Lungenepithelzellen selbst (Mohan et al., 2020). In Asthmatikern konnte sowohl eine 

Veränderung in der EV Konzentration, als auch in der molekularen Zusammensetzung 

von EVs im Vergleich zu Gesunden gezeigt werden (Hough et al., 2018; Torregrosa 

Paredes et al., 2012). Auch das miRNA Expressionsprofil unterschied sich in EVs von 

asthmatischen Patienten im Vergleich zu Gesunden (Levänen et al., 2013; Suzuki et al., 

2016). Für einige dieser miRNA-Subtypen konnten sogar direkte pro- bzw. 

antiinflammatorische Effekte auf Immun-, Stroma- oder Epithelzellen nachgewiesen 

werden (Jude et al., 2012; Kumar et al., 2011; Lu et al., 2009). Aus Nasensekret von 

Asthmatikern isolierte EVs konnten einen direkten chemotaktischen Effekt auf 

Monozyten, NK-Zellen und Neutrophile ausüben (Lässer et al., 2016). Kulshreshtha et 

al. wiesen nach, dass EVs aus Atemwegsepithelzellen nach Stimulation mit IL-13 eine 

verstärkende Wirkung auf Proliferation und Chemotaxis von Monozyten haben 

(Kulshreshtha et al., 2013). Ax et al. zeigten, dass polarisierte Atemwegsepithelzellen 

nach Stimulation mit Th2- oder Th17-Zytokinen vermehrt apikale EVs sezernierten. 

Zudem wiesen stimulierte EVs veränderte Transkriptom- und Proteom-Profile auf. Th17 

stimulierte EVs wurden mit aktivierenden Signalwegen in der Rekrutierung von 

Neutrophilen in Verbindung gebracht. In dieser Studie wurde auch eine Air-Liquid-

Interface Zellkultur von Atemwegsepithelien verwendet, interessanterweise waren hier 

allerdings keine EVs aus dem basolateralen Kompartiment nachweisbar (Ax et al., 

2020). Zusätzlich konnten EVs aus alveolären Epithelzellen mit asthmatischem 

Phänotypen den Phänotypen von bronchialen Epithelzellen verändern (Gupta et al., 

2019).  

5.2.2.1 Differentiell exprimierte miRNA in basolateralen und apikalen EVs 

Die miRNA Signaturen in basolateralen und apikalen Vesikeln unterscheiden sich 

unabhängig vom Phänotyp (Asthma vs. Gesund) wesentlich voneinander. Apikale und 

Basolaterale Vesikel ließen sich somit anhand ihres miRNA Profils als zwei 

unterschiedliche Populationen voneinander abgrenzen.  
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Insgesamt waren 236 vesikuläre miRNAs in apikalen und basolateralen Vesikeln 

unterschiedlich exprimiert. Unter anderem wurde eine vermehrte Expression von 

miRNAs der Let-7 Familie in apikalen EVs im Vergleich zu basolateralen EVs 

nachgewiesen. In basolateralen EVs unterschied sich zudem die Let-7 Expression 

zwischen gesunden und asthmatischen Probanden, während dies in apikalen EVs nicht 

der Fall war. Im Gegensatz hierzu stehen Daten von Levänen et al., in denen eine 

signifikante Herunterregulierung von miRNA der Let-7 Familie in BALF festgestellt wurde 

(Levänen et al., 2013). Interessanterweise waren in unserer Studie Let-7c und Let-7d in 

EVs aus asthmatischen Probanden in geringerem Maß exprimiert als in der gesunden 

Kontrolle, während für Let-7a ein umgekehrter Effekt beobachtet wurde. Die miRNAs der 

Let-7-Familie sind eine der am besten untersuchten vesikulären miRNAs in Asthma 

bronchiale (Mendes et al., 2019). So liegen Hinweise auf einen EV-vermittelten Transfer 

von Let-7 miRNA zwischen Immunzellen mit modulierender Wirkung von bzw. auf Treg-

Zellen vor (Kimura et al., 2018; Okoye et al., 2014).  

MAPK und mTOR Signalwege wurden als potentielle Ziele für differentiell exprimierte 

vesikuläre miRNAs apikaler EVs identifiziert. Der proinflammatorische IL-4/IL-13/STAT6 

Signalweg gilt als einer der Schlüsselmodulatoren in der Pathophysiologie von Asthma 

bronchiale. Signal Transducer and Activator of Transcription 6 (STAT6) ist ein 

Transkriptionsfaktor, der nach Stimulation durch Zytokine wie z.B. IL-4 oder IL-13 

aktiviert wird. Die Aktivierung von STAT6 führt wiederum zu einer Aktivierung von Genen 

proinflammatorischer Moleküle. mTOR ist eine Serinkinase und wirkt über 

Phosphorylierung von Proteinen an der Regulation von Signalkaskaden mit. Sie wirkt 

auch als Aktivator von STAT6 und entfaltet somit proinflammatorische Wirkung. Die 

Aktivierung von mTOR wurde mit einer zunehmenden Brüchigkeit von Tight Junctions 

im Atemwegsepithel und mit der sogenannten epithelialen-mesenchymalen Transition 

(EMT) in Verbindung gebracht (Athari, 2019). Letzteres bezeichnet den Übergang 

epithelialer Zellen in Zellen mit Eigenschaften mesenchymaler Zellen. Dies wiederum 

führt zu Störungen der Zelladhärenz und -polarisierung und somit zu einer 

Einschränkung der epithelialen Barrierefunktion (Thiery et al., 2009). Die Aktivierung von 

mTOR ist mit Atemwegs-Remodeling in Asthma bronchiale assoziiert worden (Gong et 

al., 2014; Saito et al., 2020). MAPK sind eine Gruppe von Proteinkinasen, die 

verschiedene Zielsubstrate phosphorylieren und eine essentielle Rolle im 

Zellstoffwechsel spielen. Auch STAT6 kann durch MAPK aktiviert werden (Pesu et al., 

2002). MAPK-Signalwege haben über Kontrolle der Genexpression 

proinflammatorischer Faktoren wie IL-6 und TNF-a regulatorische Funktionen in Asthma 
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bronchiale (Athari, 2019). Die Hemmung von MAPK-Signalwegen kann zu einer 

relevanten Reduktion allergischer Inflammation in den Atemwegen führen (Alam and 

Gorska, 2011). 

Im basolateralen Kompartiment waren differentiell exprimierte miRNAs in der KEGG-

Pfadanalyse unter anderem mit B- und T-Rezeptorsignalwegen assoziiert.  

5.2.2.2 Differentiell exprimierte miRNAs in EVs der gesunden und asthmatischen 

Kohorte 

In unserer Studie konnten Unterschiede in EV-assoziierten miRNA Profilen von 

Atemwegsepithelzellen in gesundem und asthmatischem Zustand beobachtet werden. 

Interessanterweise waren diese Unterschiede wesentlich deutlicher, wenn hierbei das 

Zellkompartiment berücksichtigt wurde, also zwischen basolateral und apikal 

sezernierten EVs unterschieden wurde. Eine kürzlich publizierte PCR-basierte Studie 

von Bartel et al. verglich die Expression einzelner miRNAs in basolateral und apikal 

sezernierten EVs aus humanen Atemwegsepithelzellen nach Stimulation mit IL-13 

(Bartel et al., 2020). Interessanterweise gab es einige Überlappungen zu unseren Daten, 

allerdings konnten viele differentiell exprimierte miRNAs aus dieser Studie in unserer 

Analyse nicht beobachtet werden.  

Eine der miRNAs mit signifikanter Hochregulation sowohl im basolateralen als auch 

apikalem Kompartiment in der Asthma Kohorte ist miR-21. In Patienten mit schwerem 

Asthma sind erhöhte Serum-Level für miR-21 beschrieben (Sawant et al., 2015). Zudem 

ist der Nachweis erhöhter Serum-Level mit einem schlechteren therapeutischen 

Ansprechen auf Steroide in Verbindung gebracht worden (Elbehidy et al., 2016; Kim et 

al., 2017). miR-21 wird aufgrund dessen bereits als potentieller Biomarker für schweres 

Asthma bronchiale und als Prädiktor für steroidrefraktäre Verläufe diskutiert. Der Einsatz 

eines miR-21 spezifischen Antagomirs führte im Mausmodell zu einer verringerten 

Hypersensitivität der Atemwege und zu einem verbessertem Ansprechen auf Steroide 

(Lee et al., 2017). In einem Mausmodell der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung 

(COPD) wiesen Kim et al. ebenso erhöhte miR-21 Level nach, welche mit einer 

Hochregulation von NF-kb (über eine miR-21/SATB1/S100A9/NF-kb Achse) assoziiert 

wurde. So wurde durch einen miR-21 Antagomir eine reduzierte Aktivität von NF-kb 

erzielt (Kim et al., 2021). 

miR-99a wurde erst kürzlich als Treiber allergischer Th2-getriebener 

Atemwegsentzündung identifiziert (Entwistle et al., 2021). Nach Induktion durch NF-kb 

reduzierte miR-99a die Bildung proinflammatorischer Zytokine, vermutlich in einer 
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negativen Feedbackschleife über mTOR Suppression (Bao et al., 2016). Warth et al. 

beobachtete darüber hinaus, dass sich die Überexpression von miR99a in CD4-positiven 

T-Zellen positiv auf die Differenzierung regulatorischer T-Zellen auswirkte und leicht 

supprimierend auf Th17-Zellen wirkte (Warth et al., 2015; Zhu et al., 2019). MiR-99a war 

sowohl im apikalen als auch basolateralen Kompartiment in Asthmatikern im Vergleich 

zu Gesunden herunter reguliert. Weitere funktionelle Studien zur Rolle von miR-99a in 

der Pathophysiologie von Asthma werden mit Spannung erwartet.  

Einer der in unserer Studie mit Asthma assoziierten Signalwege in der KEGG-

Pfadanalyse war der TGF-b Signalweg. TGF-b1 wird in den Atemwegen hauptsächlich 

von Atemwegsepithelzellen und Eosinophilen gebildet. In Patienten mit Asthma sind 

erhöhte Konzentrationen an TGF-b in BALF nachweisbar. TGF-b kann abhängig vom 

jeweiligen Signalweg sowohl pro- als auch antifibrotische Effekte haben (Al-Alawi et al., 

2014). In Asthma ist TGF-b durch seine profibrogene Wirkung am Atemwegs-

Remodeling über EMT sowie über Fibroblast-zu-Myofibroblast Transition (FMT) und 

damit der subepithelialen Fibrosierung beteiligt (Wnuk et al., 2020). Außerdem wurde 

nach Exposition gegenüber TGF-b die miR-21 Expression in pulmonalen Fibroblasten 

induziert, was eine Rolle von miR-21 bei Lungenerkrankungen über Beeinflussung von 

Fibroblasten nahe legt (Ong et al., 2017). Für MiR-375-3p hingegen wurde in humanen 

Fibroblasten eine protektive Wirkung in FMT nachgewiesen. In dieser Studie verhinderte 

miR-375-3p FMT und Kollagensynthese durch Blockade des p38 Signalwegs (Zhang et 

al., 2020). In unseren Ergebnissen war miR-375-3p in basolateralen EVs von 

Asthmatikern runterreguliert, was prinzipiell die Theorie einer protektiven Rolle dieser 

miRNA im Airway-Remodeling unterstützt. Auch neutrophile Granulozyten, die eine 

wichtige pathophysiologische Rolle insbesondere bei schwerem Asthma spielen, 

können TGF-b produzieren. Neutrophile können über TGF-b die EMT in 

Atemwegsepithelien treiben und somit zur Pathophysiologie von Asthma beitragen 

(Haddad et al., 2019). Eine assoziierte biologische Funktion differentiell exprimierter 

miRNAs in unserer Studie ist interessanterweise neben EMT auch die Differenzierung 

von Neutrophilen. Hier muss allerdings darauf hingewiesen werden, dass keine 

Informationen zum Asthma-Phänotypen der Spender vorliegen. Somit ist nicht bekannt, 

ob bei den involvierten Asthmatikern eine neutrophile oder eosinophile entzündliche 

Komponente vordergründig ist.  

Als potentielle biologische Funktion der miRNAs mit differentieller Expression in der 

asthmatischen versus der gesunden Kohorte wurde u.a. die Regulation von NF-kb-
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Signalwegen identifiziert. NF-kb umfasst eine Gruppe von Transkriptionsfaktoren, die 

zahlreiche Genome mit immunologischer Funktion regulieren. Diese spielen eine 

wichtige Rolle in entzündlichen Prozessen über  Induktion proinflammatorischer Gene in 

Zellen des angeborenen Immunsystems oder Regulation der T-Zell-Funktion. In vielen 

chronisch entzündlichen Erkrankungen kann eine Dysregulation des NF-kb Signalwegs 

beobachtet werden (Liu et al., 2017). In Asthma bronchiale ist eine erhöhte Aktivität von 

NF-kb in mehreren in vivo Studien beschrieben (Poynter et al., 2002, 2004; Tully et al., 

2013). Ein in unserer Arbeit identifiziertes mögliches Target-Protein differentiell 

exprimierter miRNA in Asthma ist NFKB1, ein Bestandteil des NF-kb-Protein- 

Komplexes. 

IL-5 ist ein Th2-Zytokin mit Wirkung auf die Proliferation, Differenzierung und Aktivierung 

von eosinophilen Granulozyten. In T2HIGH Asthma spielt IL-5 durch Induktion eosinophiler 

Inflammation eine wichtige pathophysiologische Rolle. Eine differentiell exprimierte 

miRNA in Asthmatikern ist MiR-1248. Diese kann die IL-5 Expression posttranskriptionell 

hochregulieren und somit eine T2-vermittelte Immunantwort bestärken (Panganiban et 

al., 2016). 

In der mRNA-miRNA Netzwerk Analyse sind differentiell exprimierte miRNA beider 

Kompartimente mit relevanten Genen des IL-4/IL-13 Signalwegs assoziiert. Im apikalen 

Kompartiment wurde außerdem eine Assoziation für Gene mit transkriptioneller 

Regulation durch Runt-Related Transkriptionsfaktor 3 (RUNX3) gezeigt. Diesem wird 

eine regulatorische Bedeutung in der Differenzierung unterschiedlicher Immunzellen 

inklusive in der Th1/Th2-Balance in Asthma bronchiale beigemessen (Yu et al., 2018). 

5.2.2.3 Zelluläre Alterungsprozesse in Asthma bronchiale  

In den vorhegesagten potentiellen biologischen Funktionen differentiell exprimierter 

miRNAs bei Asthma überwiegen Funktionen, die mit dem Zellzyklus wie 

Stammzelldifferenzierung und -regulation, Zellzyklus, Zellproliferation, 

Zelldifferenzierung,  DNA Damage Response (also zelluläre Mechanismen als Reaktion 

auf DNA Schaden), Wundheilung, Alterungsprozesse, Zelltod und Apoptose assoziiert 

sind. Es ist bekannt, dass zelluläre Alterungsprozesse in der Entstehung chronischer 

Lungenerkrankungen wie COPD oder Asthma bronchiale eine Rolle spielen (Wang et 

al., 2020).  

Im basolateralen Kompartiment wurden unter anderem potentielle Target-Gene mit 

Regulation durch Tumorsuppressorprotein 53 (TP53) identifiziert. TP53 kodiert für den 

Transkriptionsfaktor p53 mit regulatorischer Funktion im Zellzyklus und hat unter 
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anderem die Funktion eines Tumorsuppressors. Aufgrund der höheren 

Mutationswahrscheinlichkeit in zunehmendem Alter wird TP53 populärwissenschaftlich 

auch als Altersgen bezeichnet. Altersgene wie Forkhead-Box-Protein O3 (FOXO3), 

Transforming Growth Factor B1 (TGFB1) und TP53 sind wichtige Bestandteile der 

Signaltransduktion bei chronischen Lungenerkrankungen wie Asthma oder COPD. So 

weisen diese Gene in Patienten mit Asthma und COPD eine differentielle Expression auf 

(Amarin et al., 2017; Hur and Broide, 2019; Yang et al., 2021). TP53 wird eine Rolle in 

der Induktion zellulärer Alterungsprozesse in COPD zugesprochen. Die Hochregulierung 

von TP53 führte darüber hinaus zu einer Zunahme des Lungenemphysems in Patienten 

mit COPD (Hu et al., 2018). Dem Transkriptionsfaktor FOXO3 wird eine Beteiligung in 

der Pathogenese von Asthma und COPD zugesprochen. So wurde ein FOXO3 

Polymorphismus mit einer vermehrten Aktivierung von Mastzellen, Herunterregulation 

antiinflammatorischer Moleküle und Produktion proinflammatorischer Zytokine assoziiert 

(Barkund et al., 2015). Zudem wird eine Defizienz des FOXO3 Transkriptionsfaktors mit 

einer signifikant erhöhten Anfälligkeit für pulmonale Inflammation und Schädigung des 

Lungenparenchyms in Verbindung gebracht (Hwang et al., 2011). Einer der in unseren 

Beobachtungen angereicherten Signalwege in Asthma war der FOXO-Signalweg in der 

KEGG Pfadanalyse.  

5.3 Ausblick und Schlussfolgerung 
In der vorliegenden kumulativen Dissertation wird die Rolle des Atemwegsepithels in der 

Pathophysiologie von Asthma bronchiale dargestellt. Grundlage dafür ist die in dem 

Journal „Cellular Signalling“ publizierte Übersichtsarbeit. In der Originalarbeit im Journal 

„Biomedicines“ wird der Fokus auf vesikuläre miRNA Expressionsprofile in polarisierten 

humanen Atemwegsepithelien gesunder und asthmatischer Probanden gelegt. Hierbei 

wird insbesondere zwischen Vesikeln der basolateralen und apikalen Domäne 

unterschieden. 

Das Atemwegsepithel gilt als ein wichtiger pathophysiologischer Bestandteil in der 

Entstehung und Aufrechterhaltung von Asthma bronchiale. Epithelzellen üben hierbei 

eine Vielzahl immunologischer Funktionen aus. Die Identifizierung der detaillierten 

pathophysiologischen Mechanismen, die hierbei eine Rolle spielen, ist ein essentieller 

Baustein, um die Pathogenese von Asthma zukünftig besser zu verstehen. Dadurch 

können möglicherweise Angriffspunkte für neue Therapien identifiziert werden. 

Das zunehmende Interesse in der miRNA Forschung hat zu einer Flut an neuen 

Informationen geführt und lange Listen differentiell exprimierter miRNA für verschiedene 
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Erkrankungen hervorgebracht. Letztlich ist dabei das komplexe Netzwerk von miRNA 

Expressionsprofilen wahrscheinlich wesentlich bedeutender als einzelne differentiell 

exprimierte miRNA. Durch diese Expressionsprofile können verschiedene 

Erkrankungen, Krankheitsphänotypen, Krankheitsstadien oder Therapieprädiktoren 

leichter identifiziert werden (Kho et al., 2016; Milger et al., 2017; Panganiban et al., 2016; 

Rodrigo-Muñoz et al., 2019; Yu et al., 2011). miRNA Expressionsprofile als Biomarker 

haben somit eine wichtige diagnostische Funktion. Des Weiteren rückt die gezielte 

Hemmung einzelner miRNAs über sogenannte Antagomire als zukünftige 

Therapiestrategie zunehmend in den Fokus (Collison et al., 2011b, 2011a; Lee et al., 

2017; Li et al., 2015; Mattes et al., 2009; Qin et al., 2012). 

Asthma ist eine komplexe Erkrankung mit sehr variablen Phänotypen. Etablierte 

Therapiestrategien berücksichtigen bisher kaum die unterschiedlichen 

Krankheitsphänotypen und sind teils nur unzureichend in der Lage die Erkrankung 

adäquat zu kontrollieren. Deshalb werden neue individualisierte Therapien dringend 

gesucht und mit Spannung erwartet.
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A B S T R A C T

The term (bronchial) asthma describes a disorder syndrome that comprises several disease phenotypes, all
characterized by chronic inflammation in the bronchial epithelium, with a variety of subsequent functional
consequences. Thus, the epithelium in the conducting airways is the main localization of the complex patho-
logical changes in the disease. In this regard, bronchial epithelial cells are not passively affected by inflammatory
mechanisms induced by immunological processes but rather actively involved in all steps of disease development
from initiation and perpetuation to chronification. In recent years it turned out that bronchial epithelial cells
show a high level of structural and functional diversity and plasticity with epigenetic mechanisms playing a
crucial role in the regulation of these processes. Thus, it is quite reasonable that differential functional activities
of the bronchial epithelium are involved in the development of different asthma phenotypes and/or stages of
disease. The current knowledge on this topic will be discussed in this review article.

1. The airway epithelium – more than just a physical barrier

Originally the airway epithelium was considered to represent a ra-
ther rigid mechanical barrier structure that conducts air transport be-
tween the upper airways and thus the environmental air and the gas
exchange area in the lung, namely the alveoli within the lung par-
enchyma. This function requires a highly impermeable barrier espe-
cially at the apical side of the columnar cells of the epithelial layer
which is – besides other adhesion mechanisms (e.g. extracellular matrix
interactions, desmosomes, cell adhesion molecules) – mainly realized
by tight junctions. These structures are composed of a variety of in-
teracting proteins such as Claudins, Occludin, ZO 1–3, β-Catenin and E-
Cadherin [1]. The expression of most of these proteins is differentially
and tightly regulated in response to external (environmental influences)
and internal (e.g. inflammatory mechanisms) signals. This indicates
that even the mechanical barrier function is a tightly regulated feature
of the bronchial epithelium which allows plastic adaptation of physical
barrier features to specific internal requirements and/or environmental
changes. In addition, ciliated cells facilitate the retrograde transport of
inhaled particles to avoid their accumulation in deeper areas of the
lung. Specialized airway epithelial cells such as Goblet cells support this
(cleaning) function by production of mucus as part of the biochemical

barrier system. Mucus consists of several large (> 1000 kDa) and
highly glycosylated proteins called mucins. These proteins possess a
high water adsorption capability and thus develop a gel-like structure.
Inhaled particulate matter associates with mucus which together be-
come proximally transported by coordinated cilia beating, a process
called mucociliary clearance [2]. Most mucin genes are constitutively
expressed at low levels, however, under diverse pathological conditions
their expression is rapidly and dramatically increased leading to sig-
nificant hypersecretion of mucus and/or compositional changes and
thus alterations in its physical properties [3,4]. Further components of
the biochemical barrier system are antimicrobial peptides, namely de-
fensins and cathelicidins. A variety of such molecules are produced and
apically secreted directly by epithelial cells. Their main function is to
exert antimicrobial activity against gram-positive and gram-negative
bacteria, fungi and certain viruses. In addition, several antimicrobial
peptides exert enzymatic activity, may neutralize bacterial toxins such
as LPS or promote aggregation of invading pathogens supporting their
faster elimination. Moreover, many of such peptides exert chemotactic
activities for innate and/or adaptive immune cells [5]. Epithelial-de-
rived cytokines and chemokines further facilitate interactions between
epithelial cells and components of the professional immune system. The
latter, e.g. CXCL8/interleukin (IL)-8, CCL2/MCP-1 or CCL3/MIP-1α,
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2.1. Type 2-driven asthma

Atopic sensitization, hypersensitivity, and eosinophilic inflamma-
tion characterize asthma driven by type 2 mechanisms. Type 2 cyto-
kines IL-4 and IL-13 stimulate B cells to produce immunoglobulin E
(IgE). Eosinophils are in turn activated and attracted by IL-5, another
type 2 cytokine, while IL-13 induces airway hyperresponsiveness (AHR)
and increased mucus production [17,18]. IL-9, which has been recently
shown to be synthesized mostly by a distinct T cell subpopulation,
namely Th9 cells, stimulates survival and proliferation of mast cells and
innate lymphocytes type 2 (ILC2) as well as mucus production [24–26].
Although the clinical manifestation of type 2-driven asthma can range
from mild to severe, it is generally characterized by a robust response to
inhaled corticosteroids (ICS) [18,20].

Despite of a clear correlation between allergen exposure and the
development of asthmatic symptoms described in early-onset allergic
asthma, it remains quite difficult to unambiguously define this pheno-
type due to the lack of a defined age of initial manifestation and missing
effective diagnostic tools for identifying atopic asthma in young chil-
dren. Nevertheless, some of its characteristics have been rather pre-
cisely delineated, such as a simultaneous occurrence of other atopic
diseases typical for childhood, mainly allergic rhinitis or atopic der-
matitis [18,20,23]. Adult (late)-onset eosinophilic asthma first appears
in adulthood and is frequently associated with severe disease manifes-
tation. It can be characterized by increased eosinophil counts in airways
and blood. Besides, it is often preceded or accompanied by chronic si-
nusitis with nasal polyps [17,20,23]. The symptoms of exercise-induced
asthma are in turn mild and occur solely after physical exercise, re-
sulting from reactive bronchoconstriction [18,20,21].

2.2. Non-type 2-driven asthma

It seems highly unlikely that non-type 2-driven asthma represents a
single mechanistic entity but rather is comprised of several specific
endotypes. These disease subtypes are closely associated with defined
causal factors and clinical characteristics, such as neutrophilic in-
flammation resulting from smoking or AHR following viral infection
(−s) [19,21]. Neutrophilic inflammation is driven by type 1 and Th17
cytokines, such as interferon γ (IFNγ), tumor necrosis factor α (TNFα),
and IL-17 [17,18].

Smoking-associated neutrophilic asthma, which develops in asso-
ciation with chronic use of steroids or habitual smoking, is character-
ized by local and peripheral neutrophilia. Further characteristics of this
phenotype are reduced lung function, increased air trapping, and
airway thickening in absence of AHR [18,23]. The classical obesity-
associated asthma phenotype is associated with a late-onset, mostly
affects women, and is not accompanied by atopy [17,20].

2.3. Chronification, airway remodeling, and epithelial-mesenchymal
transition (EMT)

Independently of its phenotype, asthma starts with repeated injuries
to the airway mucosal epithelium resulting in acute local inflammation.
In predisposed mice, repeated acute mucosal insults are accompanied
by initially temporally limited immune responses, which can later de-
velop into chronic inflammation clinically corresponding to persistent,
chronic disease [27]. Similar mechanisms are also expected to work in
humans where those mucosal injuries are evoked by different etiolo-
gical asthma triggers, comprising various types of external factors such
as allergens, viruses, smoking, pollution, and others, alone or in com-
bination [28,29]. One of the classical examples of this “chronification”
is the development of the allergic asthma phenotype in very young
children with atopic susceptibility, experiencing repeated wheezing
episodes due to viral infections. Once established, such atopic asthma
can persist through childhood and even into adulthood [29–31].

On the histocytological level, the progression to chronic asthmatic

disease is characterized by airway remodeling with accumulation of
smooth muscle cells, thickening of basal lamina, submucosal fibrosis,
angiogenesis, loss of epithelial cell polarity and barrier integrity, and
mucus cell expansion [32–34]. These changes are in huge part under-
lain by dysregulated EMT, a process normally involved in mucosal
wound healing with the formation of a temporary protective barrier
[34–36]. During the process of EMT, epithelial cells exhibit enhanced
motility and invasive capacity via the decreased expression of epithelial
markers, including E-Cadherin, and the upregulation of mesenchymal
proteins. This way epithelial cells become a source of migrating myo-
fibroblasts and fibroblasts and thus making EMT a promoter of extra-
cellular matrix deposition and subepithelial fibrosis [36,37]. EMT oc-
curs through molecular reprogramming of epithelial cells with
epigenetic mechanisms being involved (see below). Transforming
growth factor (TGF)β1, which is the most potent inducer of abnormal
EMT in asthma, can be secreted not only by eosinophils but also several
other cell types [32,37,38]. In neutrophilic asthma for example, airway
remodeling may be a result of TFGβ1-induced EMT with TGFβ1 being
secreted by neutrophil-derived elastase-stimulated dendritic cells and/
or airway smooth muscle cell [32].

3. Plasticity of lung epithelial cells under the adverse influence of
type 1 and type 2 inflammation

Specific types of lung injury and their consecutive immunological
responses result in an altered cellular landscape and different molecular
phenotypes of single cells in healthy and asthmatic lung epithelium
[39]. Significant mucus overproduction and Goblet cell metaplasia in
epithelial cells of asthmatic patients is induced by inflammatory cyto-
kines and observed as upregulation of characteristic mucus genes ex-
pression, such as MUC5AC or MUC5B, in epithelial cells.

Two types of cell lineages originating from epithelial basal cells are
relevant for mucus production: the ciliated cell lineage with ciliated
cells and the secretory lineage consisting mainly of Goblet cells and
Club cells [40]. Single-cell analysis of structural and inflammatory cells
from asthmatic and healthy individuals revealed alterations in cell-
specific disease-associated proinflammatory genes in epithelial cells
resulting in the description of novel epithelial cell states. Mucous cell
hyperplasia in asthmatic individuals seems to arise out of Goblet cell
hyperplasia as well as out of a novel mucous-producing state of ciliated
cells. Mucous ciliated cells detected in asthma are characterized by si-
multaneous co-expression of ciliary genes with mucous genes and other
key asthmatic genes forming a transitional ciliary cell state with mu-
cous metaplasia in the ciliated cell lineage. Development of mucous
ciliated cells is suspected to be dependent on IL-4/IL-13-signaling and
thus to contribute to increased mucus production and type 2 in-
flammation in asthma (Fig. 2) [41]. Along mucus production by the
ciliated cell lineage, ovalbumin exposure in mice can simultaneously
induce a metaplastic transformation of club cells to mucus-producing
cells [42]. Opposingly, others solely have seen mucus production in the
secretory cell lineage, however without confirmation in human patients
so far [43,44].

Signaling by type 2 cytokines IL-4 and IL-13 is reported to be es-
sential for mucous metaplasia and MUC5AC-overexpression in ciliated
cells [41,45,46]. Cultured basal cells of the ethmoid sinus epithelium in
patients with chronic rhinosinusitis with polyposis not only show acute
effects of IL-4/IL-13 stimulation in form of Wnt pathway activation but
also baseline Wnt induction in the absence of inflammatory cytokines
compared to patients without polyposis. This suggests a mechanism of
inflammatory memory after chronic type 2 cytokine exposure and
hence might lead the epithelial differentiation toward enhanced disease
[47]. A proinflammatory cytological imprinting of epithelial cells after
cytokine exposure has not been described for asthma so far and remains
subject to further investigation.

Type 2 cytokine IL-4 and type 1 cytokine IFNγ prompt antagonistic
genetic regulation patterns in cultured human bronchial epithelial cells
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(HBECs) representing a type 1/type 2-driven antagonism of epithelial
gene regulation [48]. The mechanism of epithelial transcriptional an-
tagonism is suggested to be similar to the direct mutual inhibition de-
scribed for GATA3/TBX21 or GATA3/FOXP3 in Th1/Th2/Treg cells but
is so far lacking evidence [49,50].

The effect of type 1 cytokines shows contradictory effects compared
to the upregulation of mucous genes by type 2 cytokines. Neutrophilic
inflammation in asthma has been linked to inflammasome activation
and IL-1β/IL-17-induced neutrophil recruitment [51–53]. A compar-
ison between mouse models with neutrophilic and eosinophilic asth-
matic lung inflammation revealed differential expression of tight-
junction molecules and a general upregulation of mucin genes Muc5ac
and Muc5b, strongest observed in neutrophilic inflammation. Clca5
(Gob5), a highly induced gene associated with mucus overproduction in
asthma [54,55], in the bronchial epithelium was significantly upregu-
lated especially in neutrophilic inflammation [56]. Direct stimulation of
HBECs with inflammasome-associated IL-1β and the Th17-cytokine IL-
17 leads to increased mucus production and slight impairment of epi-
thelial barrier function linking the axis of inflammasome and Th17
activation in neutrophilic inflammation to mucus hypersecretion and
epithelial barrier dysfunction (Fig. 3) [56]. Pezzulo et al. have recently
identified the activation of heat shock protein 90 (HSP90) as an in-
evitable condition for IL-13 and IL-17-induced airway Goblet cell hy-
perplasia [57]. While IL-17 and IL-1β stimulate Muc5ac and Muc5b by
JAK2-dependent autocrine/paracrine loop and NFκ-based mechanisms
[58–60], the type 1 cytokine IFNγ is known to inhibit Muc5AC tran-
scription by reduction of Muc5AC-mRNA expression via the JAK/STAT-
pathway in NHBES [61]. In the presence of functional Th1 and Th2 cells
ovalbumin stimulation in mice leads to inhibition of Th2 function by
IFNγ, observed among others by Muc5AC expression. IFNγ might,
therefore, exert regulatory effects on asthma phenotype development
[62]. Subsequent investigation on the influence of type 1 cytokines is
needed as adverse effects of IFNγ are described.

4. Role of epithelial cells in type 2-driven allergic asthma

Type 2-driven allergic asthma is the most abundant and by far best-
investigated asthma endotype with regard to underlying pathomecha-
nistic dysregulations. Thus, most of the currently available knowledge
on the contribution of epithelial cells to asthma development and

perpetuation is derived from investigations within this endotype.
Originally, it was proposed that allergic asthma is initially caused by
inappropriate activation of type 2 immune mechanisms by allergen
exposure. This subsequently results in local changes in the airways in-
cluding alterations in the airway epithelium like Goblet cell hyper-
plasia, altered barrier integrity and remodeling processes such as EMT.

This concept was challenged by a new hypothesis in the early 2000s
stating asthma as being primarily an epithelial disorder with altered
functional barrier properties causing subsequent immune activation
processes, e.g. by viral infections, permeation of pollutants and/or al-
lergens [63]. Meanwhile it is widely accepted that in type 2-driven
asthma both mechanisms, i.e. epithelial changes and induction of type 2
inflammatory processes, develop in parallel and interdependently
(Fig. 2) [64]. Besides changes in epithelial barrier properties, diverse
airway epithelial cell types are an integrative part of early innate im-
mune activation mechanisms initiating exaggerated type 2 adaptive
immune responses. This function is mainly executed by the release of a
variety of epithelial-derived cytokines produced in response to diverse
environmental insults. In addition to chemokines and proinflammatory
cytokines, this includes so-called alarmins such as IL-25, TSLP, and IL-
33 [65].

Airway epithelial cells constitutively express IL-25, however, its
expression is significantly increased in response to allergens with pro-
tease activity such as house dust mite. It has been demonstrated that
apically expressed protease-activated receptor 2 (PAR2) is involved in
the signaling mechanisms leading to epithelial IL-25 expression [66].
Tuft cells have recently been shown to represent the main producers of
IL-25 in the airways (in parallel to eicosanoids associated with type 2
inflammation) suggesting a specific role of this cell type in the control
of type 2 immune mechanisms [67]. Interestingly, a subgroup of asthma
patients with strong AHR, high local and systemic levels of eosinophils
and serum IgE may be identifiable by high epithelial IL-25 expression
[68].

Bronchial epithelial cells also represent a major source of TSLP
which is increasingly produced following exposure to allergens with
protease activity or viral infections [69]. Accordingly, significantly in-
creased TSLP levels have been demonstrated in asthmatics [70]. Com-
parably to IL-25, TSLP is stored in the cytoplasm of epithelial cells
suggesting the capability of an immediate release following respective
stimulation. Most recently, therapeutic inhibition of TSLP by a

Fig. 2. Involvement of epithelial cells in pathomechanisms leading to type 2-driven asthma phenotypes. Abbreviations: IL, interleukin; TSLP, thymic stromal
lymphopoietin; IgE, immunoglobulin E; DC, dendritic cells, Th, T helper cells; ILC, innate lymphoid cell; Eos, eosinophils; MC mast cells.
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monoclonal antibody resulted in significant improvement of clinical
parameters in asthma patients suffering from type-2 driven allergic
asthma [71].

The genes for IL-33 (an IL-1 family member) and its receptor have
been identified as asthma susceptibility loci and animal studies suggest
a role for IL-33 especially in the initiation of allergic airway in-
flammation [72]. However, its role in human asthma is still not fully
elucidated. Increased levels in BAL or sputum have been demonstrated
following acute stimulation (but almost not in steady state conditions)
indicating an immediate and short-term local action of this cytokine. In
addition to active secretion, IL-33 seems also to be released by necrotic
epithelial cells [73].

Altogether, IL-25, IL-33, and TSLP (the latter by specific priming of
dendritic cells) play an important role in the activation of ILC2 which
are considered to be main source of initial type 2 cytokines such as IL-5
and IL-13 which then further prime additional type 2 mechanisms in-
cluding accumulation and stimulation of eosinophils, mast cell activa-
tion, and the involvement of Th2 and Th9 cells [74]. Type 2 cytokines
also feedback to the epithelium with induction of reprogramming to-
ward a hypersecretory phenotype (IL-13 and IL-9; see above), inhibition
of ciliated cell differentiation (IL-13), and disruptive effects on barrier
integrity (IL-4 and IL-13) [1]. For example, IL-13 has been reported to
downregulate Claudin-18 expression associated with higher epithelial
permeability, higher IgE levels and increased AHR [75].

5. Role of epithelial cell in non-type 2 asthma phenotypes
including obesity-associated asthma

The underlying mechanisms of non-type 2-driven asthma pheno-
and endotypes are not as fully elucidated as the contribution of allergic
type 2 immune responses to the development and clinical manifestation
of type 2-driven asthmatic disease. Non-type 2 asthma patients gen-
erally suffer from a rather severe outcome and do not respond well to
treatments with corticosteroids [20]. Causes of neutrophilic airway
inflammation range from smoking, chronic obstructive pulmonary
disease (COPD), preceding virus infection to systemic obesity-asso-
ciated inflammation. Continuous production of inflammatory mediators
like TNFα, IL-6, IFNγ and IL-17 by obese adipose tissue leads to a
chronic low-grade systemic inflammation. This promotes the

development and clinical course of a non-type 2-driven asthma phe-
notype in obese patients. Since type 2-driven immune mechanisms are
also known to be involved in a subpopulation of obese patients a single
distinct obesity-associated phenotype cannot be described [17]. Age of
disease onset seems to play a decisive role as obese patients with an
early asthma development have a rather atopic outcome and markedly
higher bronchial hyperresponsiveness, whereby they tend to have an
allergic type 2-associated phenotype accompanied by obesity [76].

In most cases, the asthmatic phenotype with a neutrophilic in-
flammation is associated with Th17 pathways, increased IL-8 produc-
tion and stronger activation of innate immune mechanisms [20].
Morphology of lung cells in non-allergic asthma patients differs from
that in healthy subjects and show a rather flattened than columnar
structure [77]. In obese asthmatics, epithelial cells additionally show
increased glycolysis and reduced production of nitric oxide compared to
non-obese asthmatics, indicating bioenergetic differences between lean
and obese patients [78,79]. Adipokines often play an important role in
diseases correlated to obesity with several known impacts of adipokines
on the lung. Leptin, for example, a hormone regulating the energy
balance and appetite, activates airway epithelial cells and upregulates
cytokine production of normal lung fibroblasts (NHLFs) [80]. Not only
several cytokines but also chemokines like CCL11/Eotaxin, CCL2/MCP-
1, CXCL8/IL-8, and CXCL10/IP-10 are upregulated by leptin in the lung
[80]. In contrast to leptin and resistin, the anti-inflammatory adipokine
adiponectin promotes proliferation and wound repair in human
bronchiolar epithelial cells [81].

The chemoattractant IL-8 produced by the airway epithelium is an
important cytokine contributing to neutrophil recruitment in the lung
[82]. Cigarette smoke, for example, induces production of IL-6 and IL-8
via p38 and NF-κB pathways in epithelial cells and thereby contributes
to inflammatory processes in the lung [83]. Autophagy of recruited
neutrophils can further trigger inflammatory mechanisms via the re-
lease of neutrophil extracellular traps (NETs). NETs are capable of ac-
tivating mast cells and eosinophils [84,85]. These activated eosinophils
release granules containing toxic proteins, such as major basic protein,
eosinophil peroxidase or eosinophil cationic protein, contributing to
tissue damage and promoting inflammation [22]. NETs can further
damage the airway integrity of human airway epithelial cells (SAECs)
by degradation of tight junction proteins, e.g. Occludin and Claudin 1

Fig. 3. Involvement of epithelial cells in patho-
mechanisms leading to non-type 2-driven asthma
phenotypes. Abbreviations: COPD, Chronic ob-
structive pulmonary disease; CCL, CeC type che-
mokine ligand; TNF, tumor necrosis factor; IL, in-
terleukin; MΦ, macrophages; DC, dendritic cells, Th,
T helper cells; Neutro, neutrophils; Eos, eosinophils;
MC mast cells; NETs, neutrophil extracellular traps.
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[84]. Claudin 4, functioning as a barrier molecule and usually upre-
gulated in early stages of acute lung injury, is also upregulated in ex-
perimental neutrophilic airway inflammation in mice, thereby ad-
justing damaged tight junctions. This possibly reflects the more severe
clinical appearance of neutrophilic inflammation [56]. Isolated epi-
thelial cells from COPD patients also show a reduced capacity for epi-
thelial junction formation. The loss of epithelial integrity increases the
transepithelial permeation of toxic compounds and pathogens, e.g. ci-
garette smoke [86]. As consequence of loosened tight junctions be-
tween epithelial cells, the wounded regions undergo EMT [87]. This de-
differentiation of the epithelium appears in COPD leading to peri-
bronchial fibrosis and airflow limitations. It is quite conceivable that
similar mechanisms also contribute to the complex pathological situa-
tion observed in more severe chronified forms of neutrophilic asthma
which show a variety of similarities to COPD.

Mucus hypersecretion not only occurs in type 2- but also in Th17-
associated asthma since induction of a neutrophilic inflammatory
phenotype in mice was shown to be associated with higher expression
of Clca1, Muc5ac, Muc4 and Muc5b [56]. In obesity-associated asthma,
leptin regulates mucus production via the IL-13-induced MUC5AC
pathway [88]. Additionally, resistin contributes to mucus production
via different pathways, such as phosphorylation of ERK1/2, p38, and
NF-κB [89]. In mice fed with a high-fat diet, even in the absence of
concomitant allergen exposure, several changes in the bronchial mu-
cosa were seen, such as increased numbers of mitochondria in airway
smooth muscle cells. Due to a loss of cristae and mitochondrial swelling,
these mitochondria seemed to be stressed [42]. This mitochondrial
dysfunction arises because of increased levels of asymmetric dimethy-
larginine (ADMA), an inhibitor of the endogenous nitric oxide synthase.
Airway epithelial cells treated with IL-4 showed an intracellular accu-
mulation of ADMA, leading to airway epithelial injury and remodeling.
The increased level of IL-4 and ADMA therefore might contribute to
disease development of asthma in obese patients [90]. Increased
numbers of AT2 cells and induced proliferation of lung parenchymal
epithelial stem cells are further observed in mouse models as an effect
of high fat diet [91].

Taken together, there is a broad range of mechanisms within the
non-type 2 asthmatic phenotype differentially affecting lung mucosa,
especially epithelial cells (Fig. 3). This includes higher mucus produc-
tion, degradation of tight junctions and thus increased barrier perme-
ability, morphological changes as well as changes in the number of stem
cells and increased cytokine synthesis. However, further research is
needed to deeply evaluate the differences between the overlapping ef-
fects of different non-type 2 asthmatic phenotypes on the lung epithe-
lium.

6. Epigenetic regulation of epithelial cell functions in asthma

The airway epithelium exhibits a unique interface between the
surrounding environment and the mucosal layer, which makes it prone
to diverse types of environmental triggers. The interaction between
those triggers and susceptible genetic factors can adjust the epigenetic
status of the airway epithelial cells. This may lead to a functional and
morphological remodeling of the airway epithelium causing different
diseases including asthma [92] and its individual phenotypes.

The main epigenetic mechanisms comprise DNA methylation, his-
tone modifications, and non-coding RNAs such as microRNAs (miRNAs;
Fig. 4). DNA methylation plays an essential role in gene repression. It
can be described as an enzymatic addition of a methyl group to the fifth
carbon of DNA cytosine rings (5mC) in CpG dinucleotide structures.
This reaction can be reversed by detaching the methyl group eventually
through TET (ten-eleven-translocation) enzymes [29,93]. A variety of
asthma-associated genes were differentially methylated in nasal epi-
thelial cells of atopic asthmatic children compared to healthy control
subjects. Some of these affected genes are linked to immunity (IFNGR2,
HLKA-DPA1, LAG3, NFIL3, PRF1, TNFSF13), epigenetic regulation

(ATXN7L1, H1F0, HIST1H1D, METTL1), airway obstruction (GABRG3),
and obesity (C1QTNF1, GPC4) [94]. Recent studies have also in-
vestigated the role of the DNA methylation eraser TET1 in the epithe-
lium of asthmatics. In nasal airway epithelial cells of asthmatic chil-
dren, de-methylation of a single CpG site in the TET1 promoter region
leads to an increase in global 5hmC (5-hydroxymethyl cytosine) levels,
representing a genomic state where genes start to become demethy-
lated. This indicates an activation of genes that might associate with
asthma pathogenesis [95]. To gain a mechanistic view of how TET1
contributes to epithelial changes in asthma, a study was performed
using Tet1 deficient mice that underwent allergic airway inflammation.
The results demonstrate that the absence of Tet1 increases the severity
of allergic disease parameters including AHR and lung eosinophilia
associated with elevated expression of Muc5ac, Il13, Il33, Il17a, Egfr,
and Tff2 in bronchial epithelial cells [96].

Compared to DNA methylation, histone modifications including
histone methylation and acetylation are more complex and associate
with either gene silencing or activation [97]. One genome-wide analysis
study of asthmatic bronchial epithelial cells displayed that acetylation
of the lysine in position 27 on histone 3 (H3K27ac; active promoter and
enhancer mark) correlates strongly with genes that associate with type
2 high asthma, like CLCA1, POSTN, and SERPINB2. In addition, several
transcription factors binding motifs (e.g. for FOXA3, SMAD3,
BHLHE40, and RELA) were enriched at the H3K27ac enhancers. Those
factors relate to several epithelial development processes including
EMT [98]. Further, a global elevation in acetylation levels of lysine 18
on histone 3 (H3K18ac) and trimethylation of lysine 9 on histone 3
(H3K9me3) were observed in the airway epithelial cells of asthma pa-
tients compared to healthy subjects as further hints to elevated gene
expression activities. Further investigations revealed an increased as-
sociation of H3K18ac around the transcription start site of several
asthma-associated genes like ΔNp63, EGFR, and STAT6 [99].

Non-coding RNAs (ncRNAs) are highly conserved small RNA tran-
scripts and can be categorized into many RNA subclasses such as short
RNAs like miRNAs (about 18 nt in length) or longer RNAs like long
noncoding RNAs (lncRNAs,< 200 nt in length). ncRNAs regulate many
events during cellular differentiation and activation in a variety of
ways. miRNAs for example can degrade specific messenger RNAs
(mRNAs) and stop the gene translation machinery, while some lncRNAs
may act as sponges for miRNAs and reverse their biological effects [92].
miRNA-19a was found to be significantly up-regulated in bronchial
epithelial cells (BECs) of severe asthma patients, while this was not the
case in mild asthmatics. This finding can pose miRNA-19a as a potential
biomarker for the differentiation between severe and mild asthma. On
the other hand, hampering miRNA-19a expression leads to reduction in
the BECs proliferation, which makes miRNA-19a a new promising
therapeutic tool to reconstruct the airway epithelium in asthma [100].
In contrast, miRNA-744 was down-regulated in epithelial cells of severe
asthmatics. Overexpression of miRNA-744 repressed proliferation of
BECs by targeting TGFß1 mRNA expression which might provide a
promising approach for therapeutic intervention with epithelial func-
tion in severe asthma [101]. As mentioned above, TGFß1 drives airway
epithelial cells into the EMT state which is characterized by down-
regulation of miRNA-448-5p and up-regulation of Six1 gene expression.
It has been shown that miR-448-5p is dramatically decreased in lung
tissues of asthmatic mice and that its experimental overexpression is
able to abrogate the EMT process by targeting the Six1 mRNA transcript
[102].

7. Concluding remarks

Altogether, the airway epithelium represents much more than a
simple air-conducting structure. Instead, it is composed out of a variety
of highly differentiated and functionally specialized cells which, how-
ever, still possess a high level of plasticity. Under healthy conditions,
diverse epithelial cells in collaboration with mesenchymal cells as well
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as innate and adaptive immune cells maintain the organisms local in-
tegrity including specific requirements for a structure constituting a
direct borderline to changing environmental conditions. This func-
tionality is fulfilled by the concerted action of adaptive permeability,
various regulatory mechanisms, such as directed release of a variety of
cytokines, chemokines and other mediators, and apical cleaning me-
chanisms including mucus production and cilia-mediated retrograde
transport. Pathological influences may disrupt this well-balanced
system at different points leading to changes in several if not all of the
above mentioned general processes. Therefore, it is not unexpected that
different influences, seen e.g. in different asthmatic phenotypes, result
in differential patterns of altered epithelial responses. Many of them are
accompanied by epigenetic regulatory mechanisms whose influence on
disease development we just begin to get an impression of. A better
understanding of underlying cellular and molecular mechanisms of
epithelial responses and there triggers provide a promising strategy for
the development of stratified diagnostic and therapeutic tools specific
for various asthma endotypes and their associated clinical phenotypes.
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Abstract: Extracellular vesicles (EVs) are released by virtually all cells and may serve as intercellular
communication structures by transmitting molecules such as proteins, lipids, and nucleic acids
between cells. MicroRNAs (miRNAs) are an abundant class of vesicular RNA playing a pivotal role
in regulating intracellular processes. In this work, we aimed to characterize vesicular miRNA profiles
released in a side-directed manner by bronchial epithelial cells from healthy and asthmatic subjects
using an air�liquid interface cell culture model. EVs were isolated from a culture medium collected
from either the basolateral or apical cell side of the epithelial cell cultures and characterized by
nano-flow cytometry (NanoFCM) and bead-based flow cytometry. EV-associated RNA profiles were
assessed by small RNA sequencing and subsequent bioinformatic analyses. Furthermore, miRNA-
associated functions and targets were predicted and miRNA network analyses were performed. EVs
were released at higher numbers to the apical cell side of the epithelial cells and were considerably
smaller in the apical compared to the basolateral compartment. EVs from both compartments showed
a differential tetraspanins surface marker expression. Furthermore, 236 miRNAs were differentially
expressed depending on the EV secretion side, regardless of the disease phenotype. On the apical
cell side, 32 miRNAs were significantly altered in asthmatic versus healthy conditions, while on the
basolateral cell side, 23 differentially expressed miRNAs could be detected. Downstream KEGG
pathway analysis predicted mTOR and MAPK signaling pathways as potential downstream targets
of apically secreted miRNAs. In contrast, miRNAs specifically detected at the basolateral side were
associated with processes of T and B cell receptor signaling. The study proves a compartmentalized
packaging of EVs by bronchial epithelial cells supposedly associated with site-specific functions of
cargo miRNAs, which are considerably affected by disease conditions such as asthma.
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1. Introduction

Asthma is a common non-communicable inflammatory disease of the airways, affect-
ing more than 339 million people worldwide, and is a major cause of morbidity around
the globe [1,2]. Disease pathogenesis in asthma involves the interaction of many different
cell types within the respiratory tract, including CD4+ T-cells, granulocytes, dendritic cells,
macrophages, myeloid-derived regulatory cells, natural killer cells, smooth muscle cells,
and airway epithelial cells [3]. These various types of cells communicate via many different
signaling mechanisms, such as soluble factors, including cytokines and chemokines. In
the past decade, a new mechanism of intercellular communication by extracellular vesicles
(EVs) was discovered [4]. They have been found in all body fluids, including in blood [5],
urine [6], and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) [7]. All EVs are composed of a lipid
bilayer containing transmembrane proteins and can be classified into exosomes, microvesi-
cles, and apoptotic bodies depending on size, structural components, and generation
process [8]. While exosomes are approximately 30–150 nm in diameter and are derived
from the exocytosis of multivesicular bodies, microvesicles are shed at the cell surface and
are 50–1000 nm in size [9,10]. EVs express membrane proteins, which frequently have been
used as surface markers to identify specific EV subsets such as exosomes, or to trace the
cell of origin. Universally expressed exosomal proteins such as the tetraspanins CD9, CD63,
and CD81 are therefore commonly used as exosomal markers to distinguish exosomes from
other EV subsets [11], although conflicting data describe the expression on both exosomes
and microvesicles [12].

EVs function as intercellular communicators transporting diverse lipids, proteins, and
nucleic acids, such as DNA and certain types of RNA including messenger RNA (mRNA)
and small RNAs, such as microRNAs (miRNAs), small interfering RNAs (siRNAs), transfer
RNAs (tRNAs), and PIWI-associated RNAs (piRNAs) [13]. Small RNAs are less than
200 nucleotides long and are not translated into proteins, but rather regulate biological
processes by interfering with mRNA translation. MiRNAs are defined as short non-coding
single-stranded RNAs with a length of approximately 22 nucleotides. They target mRNA,
inducing mRNA degradation or inhibiting protein translation, and thereby regulate gene
expression [14]. Vesicular miRNAs are protected from degradation by RNA-degrading
enzymes (RNAses) in body fluids due to the protective shell provided by the vesicles lipid
bilayer, and therefore can be shuttled between cells [15].

The airway epithelium is known to account for a variety of abnormal responses in
asthma, such as epithelial mucus metaplasia [16,17]. Increasing evidence further sug-
gests an active role of lung epithelial cells in the initiation and perpetuation of local
immune mechanisms not only by the secretion of cytokines, but also as a major producer
of EVs [18–21]. Many studies have described a potential proinflammatory role of EVs in
allergy and asthma, but with few studies specifically addressing the role of EVs derived
from airway epithelial cells. Vesicles secreted by lung epithelial cells have been shown
to prime immune cells toward proinflammatory features [22]. Furthermore, a differential
expression of extracellular miRNAs in asthmatic patients compared to non-asthmatics with
a downstream regulatory impact on inflammation has been described [23,24]. However, to
the best of our knowledge, so far, no study has explicitly distinguished between vesicular
miRNA profiles on the apical and basolateral cell side of airway epithelial cells.

The purpose of this study was to investigate vesicle characteristics and vesicular
miRNA profiles associated with EVs derived from the airway epithelial cells of healthy
and asthmatic subjects depending on the cell side of secretion. Therefore, an air�liquid-
interface cell culture model of airway epithelial cells was used for sample collection. We
then performed small RNA sequencing and conducted extensive bioinformatic analyses
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to identify vesicular miRNA signatures. Furthermore, miRNA associated roles, functions,
and targets were predicted by associated target genes, and miRNA network analysis was
conducted to reveal closely related functional clusters within the identified set.

2. Materials and Methods

2.1. Cell Culture

MucilAirTM primary human bronchial epithelial cells were purchased from Epithelix
(Epithelix, Sárl, Geneve, Switzerland) and cultured using air�liquid interface conditions.
Cultures were established from three different healthy non-smoking donors (two males
and one female, aged 15, 41, and 71 years, respectively) and three different asthmatic
non-smoking donors (two males and one female, aged 36, 50, and 55 years, respectively).
MucilAirTM cell culture medium (Epithelix) was exchanged and the cells were washed
carefully with a medium from the apical side to remove residual mucus on a regular basis,
according to the manufacturer’s instructions. The cell culture medium was continuously
collected over one month from the basolateral and apical cell sides. While basal samples
were directly retrieved from the bottom chamber of the culture system, for collection of the
apical samples, the cells were incubated with 200 µL apically applied cell culture medium
for 30 min at 37 �C, and afterwards they were washed by carefully pipetting up and down.
All samples were stored at �80 �C until further use. The general experimental downstream
workflow is shown in Figure 1.
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Figure 1. Schematic overview of EV preparation steps.

2.2. EV Isolation

After thawing at room temperature, conditioned medium samples were sequentially
centrifuged at 4 �C to remove cell debris and large vesicles (10 min at 500⇥ g, 20 min
at 2000⇥ g and 30 min at 10,000⇥ g). Next, the samples were passed through a 0.22 µm
filter (Millex-GS Syringe filter unit, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) and the EVs were
isolated using the exoEasy kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) from 4 mL of basolaterally
and 600 µL of apically collected conditioned medium, according to the manufacturer’s
protocol [25].

2.3. NanoFCM Analysis

For the Flow Nano Analyzer (NanoFCM Co. Ltd., Nottingham, UK) analysis, the
system was calibrated using 200 nm polystyrene beads (NanoFCM Co. Ltd., Nottingham,
UK) with a defined concentration of 5.7 ⇥ 108 particles/mL, which were also used as a
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reference for the particle concentration. In addition, monodisperse silica beads (NanoFCM
Co. Ltd., Nottingham, UK) of four different sizes were used as reference standards to
calibrate the size of the EVs. Freshly filtered (0.22 µm) PBS was analyzed as a background
signal, which was subtracted from the other measurements. EV samples were diluted
with filtered PBS resulting in a particle count in an optimum range of 2500–12,000 events,
and sample data were collected for 1 min with a sample pressure of 0.4 kPa. Particle
concentration and size distribution were calculated using the NanoFCM software NF
Profession v1.08) (NanoFCM Co. Ltd., Nottingham, UK). Median and interquartile range
(IQR) were calculated using R software v4.1.0 (R Foundation, Vienna, Austria).

2.4. Total Protein Quantification

The EV sample protein concentration measurement was performed on NanoDropTM

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) at 280 nm, with an estimated percent extinc-
tion coefficient of 10. The analysis was performed in triplicate on non-diluted EV isolates.

2.5. Bead-Based Flow Cytometry

EVs were detected by bead-based flow cytometry as previously described by Benedik-
ter et al., with some adaptations [26]. Briefly, 4 µm aldehyde/sulphate latex beads
at 3.5 ⇥ 108/mL (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) were incubated with
0.125 mg/mL of an equal mixture of three monoclonal antibodies (anti-human CD9 (clone
M-L13), anti-human CD63 (clone H5C6), anti-human CD81 (clone JS-81); all antibodies
were purchased from BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) overnight in an MES buffer
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) on a shaker at 6500 rpm. The coated beads were
stored in PBS containing 0.1% (m/v) glycine and 0.1% (m/v) sodium azide at 4 �C until
use. Before use, the beads were washed with PBS containing 2% (w/v) bovine serum
albumin (BSA). Then, 1 ⇥ 106 beads in 1 µL were incubated overnight with 100 µL of
isolated EVs suspended in PBS at a concentration of 1.6 ⇥ 107 particles/mL based on
NanoFCM measurements. Detection was performed as described previously, with either
one or a mixture of the following phycoerythrin (PE)-labelled antibodies: anti-human CD9,
anti-human CD63, and anti-human CD81 (same clones as above) [26]. Stained beads were
suspended in 150 µL PBS and were analyzed using a BD FACSCanto II and FACS Diva
v8.0.1 analysis software (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). To quantify the EV
surface marker expression, relative fluorescence units (RFU) were calculated by multiplying
the percentage of PE-positive beads with the median fluorescent intensity (MFI) of the
positive bead population, as described by Benedikter et al. [26].

2.6. Statistical Analysis of Numerical Data

Data were analyzed using GraphPad Prism v7 (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, USA) using Student’s unpaired t-test for concentration and size distribution, and the
Whitney�Mann U-test for FACS analysis with p-values * < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001, and
**** < 0.0001. Data are presented as mean ± SEM.

2.7. Vesicular RNA Extraction

RNA extraction was performed from 200 µL of EV solution using the miRNeasy kit
(Qiagen GmbH, Hilden, Germany), according to the manufacturer’s instructions. The
RNA concentration was assessed using the Qubit™ microRNA Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). RNA size distribution and yield were analyzed using the
Agilent 2100 Bioanalyzer with the Small RNA analysis kit (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA).

2.8. Small RNA Sequencing

Small RNA libraries were constructed using NEBNext Small RNA Library Prep Set
for Illumina (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), according to the manufacturer’s
protocol, with minor modifications for the low RNA input. Briefly, 3 ng of RNA was used for
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the library preparation. The 30 SR Adapter, SR RT Primer, and 50 SR Adapter were diluted
1:4, and the RNA was ligated with both adapters, and was reverse transcribed, barcoded,
and amplified for 15 cycles. The generated libraries were cleaned up using AMPure XP
Beads (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) and quantified using the Qubit™ dsDNA HS
Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and the Bioanalyzer High Sensitivity
DNA Analysis kit (Agilent Technologies) prior to sequencing on a NextSeq550 platform
(Illumina, San Diego, CA, USA) with High Output Kit v2.5 and 50 bases single-reads,
according to the manufacturer’s instructions.

2.9. Bioinformatic Analysis

The reads were first trimmed for the first three nucleotides (-u 3) and adapters over-
lapping at least five nucleotides with the read (-O 5) using cutadapt v2.9 [27]. Reads shorter
than 15 nucleotides were discarded (-m 15). Trimmed reads were mapped using bwa-mem
v0.7.17-r1188 in three steps, with the minimum score output (-T) and seed length (-k)
set to 15 [28]. The reads were mapped successively against a custom list of transcripts
containing ribosomal RNAs (rRNAs) from rFam 14.1, mature miRNAs from miRbase 22.1,
ncRNAs from ENSEMBL release 97, piRNAs from piRNA-DB v1.7.5, and cDNAs from
ENSEMBL release 97 as the references. In this order, unmapped reads from each step
were mapped against the next reference to assure unique attribution per RNA type. The
reads were counted per transcript with Samtools v1.10 [29], and 374 miRNAs with more
than 10 reads across all samples were analyzed using R package DESeq2 v1.28.1 for the
differential gene expression [30]. Differences were classified as significant with a threshold
of absolute value of fold change (FC) > 2 and FDR < 0.05. Principal component analysis
was conducted and visualized using R package pcaExplorer v2.14.2 based on variance
stabilized transformed read counts of miRNAs [31]. Heatmaps were generated using R
package pheatmap v1.0.12 with default clustering parameters. KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes) pathway analyses were performed using DIANA-miRPath v3.0
with a FDR threshold < 0.05 and other default settings [32]. miRNAs function, family,
disease, and regulatory proteins were analyzed using TAM 2.0 by masking cancer-related
terms and keeping the other default settings [33]. Network analysis was conducted by
miRTargetLink Human with strong evidence, and the resulting genes were uploaded on
STRING v11.0 for the Reactome pathways [34].

3. Results

3.1. EVs Secreted by Airway Epithelial Cells Are Mainly Released at the Apical Cell Surface

To confirm that the isolated particles were indeed EVs, and to compare numbers
and composition of apically versus basolaterally released EVs, NanoFCM analysis and
bead-based flow cytometry with staining for characteristic tetraspanin surface markers of
EVs were performed. Particle concentrations and size profiles showed significant differ-
ences in NanoFCM analysis, depending on their isolation side. Generally, epithelial cells
secreted significantly larger quantities of particles at the apical cell surface compared to the
basolateral side. NanoFCM analysis showed higher particle concentrations in apically ob-
tained EV samples (Figure 2A). This finding was further confirmed by the results of protein
concentration analyses, as depicted in Figure 2B. Furthermore, the size of particles retrieved
from the apical cell side wash corresponded to the typical size range of exosomes with a
mean median size of 75 nm (62–95 nm). Contrarily, particles isolated from the basolateral
side were considerably larger in size with a mean median size of 169 nm (140–192 nm),
consistent in size with microvesicles rather than with exosomes (Figure 2C,D). No differ-
ences in concentration or size range were observed between particles from healthy and
asthmatic subjects.
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Figure 2. EV characteristics in apically and basolaterally secreted vesicles. (A), Particle concentration
after EV isolation analyzed by NanoFCM. (B), Protein concentration in EV isolates measured by
NanoDrop Protein A280. (C), Median particle diameter and (D) size distribution of EVs isolated from
the apical or basolateral side of bronchial epithelial cell cultures from healthy and asthmatic subjects
analyzed by NanoFCM. Bars represent mean ± SD; dots indicate individual samples. ** p < 0.01,
*** p < 0.001, **** p < 0.0001. EV—extracellular vesicle; n.s.—not significant.

3.2. Differential Surface Marker Expression Profiles between Apically and Basolaterally

Released EVs

Bead-based flow cytometry using cocktails of antibodies directed towards the EV-
identifying tetraspanin surface markers CD9, CD63, and CD81 for bead binding and
detection did not reveal any significant differences between apical and basolateral EVs.
However, when examining the expression of singular surface proteins, vesicles secreted to
the basolateral side showed a higher expression of CD9 and CD81 compared to apically
secreted vesicles, while for CD63, such a difference could not be observed (Figure 3A,B).
When further looking at the subgroups, namely EVs from asthmatic and healthy subjects,
these differences in marker expression depending on secretion side were similarly repre-
sented. However, CD9 expression by apical compared to basolateral EVs seemed to differ
to a greater extent in the EVs of healthy subjects. When comparing the surface marker
expression of EVs from healthy and asthmatic subjects, subtle distinctions in the expression
of CD9 were observed on the basolateral side, but not for the other tetraspanins. No differ-
ences could be found in these groups for vesicles from the apical cell side (Figure 3C). This
differential representation of selective marker proteins on EVs was generally suggestive for
compositional differences, depending on the cell side of secretion.
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Figure 3. Bead-based flow cytometry analysis of tetraspanins surface marker expression on EVs
released by airway epithelial cells. Vesicles were captured using beads coated with a mixture of CD9-,
CD63-, and CD81-specific antibodies. Specific secondary antibodies coupled with either CD9, CD63,
or CD81, or a combination of all three, were used for detection. (A) The results of one representative
experiment demonstrating tetraspanin expression on EVs isolated from apical and basolateral cell
culture medium are shown. (B) Tetraspanin expression in EVs isolated from basolateral versus
apical cell culture medium regardless of disease expression. (C) Comparison of the surface marker
expression of apical and basolateral EVs in healthy and asthmatic subjects. n = 3 in each group,
* p < 0.05, ** p < 0.01. EV—extracellular vesicle; ns—not significant; RFU—relative fluorescent units.

3.3. Apically and Basolaterally Released EVs Show Distinct RNA Cargo Composition

Small RNAs were isolated from EVs retrieved from the apical and basolateral com-
partments of airway epithelial air�liquid interface cultures from healthy and asthmatic
subjects (each n = 3), and were further analyzed by small RNA sequencing. All libraries
exhibited a minimum of 7.5 million uniquely mapped reads and were thus comparable in
efficiency. RNA composition was determined by counting the percentages of reads mapped
to different species of RNA, such as rRNAs, long-non-coding RNAs (lncRNAs), miRNAs,
mRNAs, and piRNAs. Our analysis showed a significant difference in the composition
of RNA subtypes between apical and basolateral EV populations. Apical EVs contained
comparable proportions of miRNAs (37.3%) and lncRNAs (33.3%) as te most prominent
fractions, while basolateral EVs contained miRNAs only at a percentage of 2.3% and were
rather dominated by a high percentage of lncRNAs (50.5%; Supplementary Figure S1).

Further focusing on miRNAs composition, apical and basolateral vesicles could be
clearly separated from each other as two distinct populations in a principal component
analysis. Moreover, in each of these populations, two clearly different clusters representing
either the healthy or the asthmatic condition were clearly distinguishable (Figure 4). When
looking at differences in miRNAs composition between apical and basolateral EVs in
all 12 samples, we found 236 significantly differentially expressed miRNAs between the
two subgroups, of which 151 miRNAs were more and 85 miRNAs less abundant in the
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apical compared to the basolateral EVs (Figure 5A,B). More frequent miRNAs in the apical
population were assigned to different miRNA families (groups of miRNAs with a high
sequence similarity deriving from distinct genomic loci) than those found at higher levels in
the basolateral EVs (Figure 5C,D). In apically secreted EVs, all family members of the miR-
30 (6/6) and the miR-941 (5/5) family were present, pointing to a significant association of
these miRNAs to processes specifically important to the apical environment. Additionally,
10 out of 12 miRNAs from the let-7, 6 out of 8 of the miR-10, and 5 out of 8 of the miR-17
families were present. On the basolateral side, the most represented miRNA family was
the miR-320 family with 7 out of 8 members, followed by the miR-181 (4/6), the miR-550
(3/5), the let-7 (3/12), and the miR-154 (3/19) families.

We then investigated whether these differentially distributed EV miRNAs could be
linked to specific biological effects by evaluating the KEGG pathways and biological
functions predicted to be affected by them, according to the two databases, DIANA-
miRPath v3.0 and TAM 2.0. As shown in Figure 6, the significantly associated KEGG
pathways of the preferentially apically secreted miRNAs included, among others, the
mTOR and MAPK signaling pathways. Interestingly, miRNAs on the basolateral side were
associated with processes of T and B cell receptor signaling, along with others (Figure 6A).
Thus, associated KEGG pathways deviated in apically and basolaterally secreted EVs,
suggesting different downstream functions for EVs depending on the site of action that
are linked to diverse potential biological functions, as shown in Figure 6B. Significantly
enriched target regulatory proteins can be found in Figure 6C. The results showed very
distinct differences in miRNA composition as well as in downstream targeted proteins and
pathways of vesicular RNA, depending on their cell side of secretion.
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Figure 5. Differential expression analysis of vesicular miRNAs in apical versus basolateral compart-
ments of bronchial epithelial cell cultures. (A,B) Volcano plot and heat map showing the differentially
expressed miRNAs within EVs secreted to the apical versus basolateral compartment at padj < 0.05
and FC � 2, and (C,D) donut charts showing the distribution of the mainly represented miRNA
families in both compartments. Digits in brackets depict the number of enriched miRNA family
members out of the total number of miRNAs belonging to the respective family, * p < 0.05, ** p < 0.01,
miRNA—microRNA; EV—extracellular vesicle; FC—fold change.
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Figure 6. Functional analysis of miRNAs differentially expressed in EVs released by bronchial
epithelial cells to the apical versus basolateral compartments. (A) KEGG pathway and (B) biological
functions analyses of differentially expressed miRNAs in both compartments and (C) target proteins
potentially regulated by the differentially expressed miRNAs. EV—extracellular vesicle.
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3.4. Small RNA Cargo Is Altered in Vesicles from Asthmatic Subjects

We additionally checked whether EVs derived from epithelial cells of healthy and
asthmatic subjects differed in their miRNA expression profiles regardless of the secretion
side, and found overall 12 miRNAs differentially represented in the two groups, with
6 being up- and 6 down-regulated in the vesicles of asthmatics (Supplementary Figure S2).
A more complex picture was obtained when additionally taking the EV secretion side
into account (Figure 7A). In apical EVs, 32 miRNAs showed a significant difference in
abundances in the two groups, 29 of which were up- and 3 of which were down-regulated
in the vesicles of asthmatics (Figure 6A, left). On the basolateral side, 23 miRNAs with a
divergent expression profile were detected, 9 being significantly upregulated and 14 being
downregulated in asthmatics (Figure 7A, right), with 5 out of 12 being family members
of the let-7 family and with 3 out of 8 being members of the miR-10 family (Figure 6C).
Specifically, the miR-9 family showed significant differences between the healthy and the
asthmatic phenotype origin in both EV secretion compartments (Figure 7B,C). The KEGG
pathway terms and biological functions associated with differentially abundant miRNAs
in apical and basolateral EVs from asthmatic versus healthy subject’s bronchial epithelial
cell cultures are shown in Supplementary Figure S3A,B, respectively. Enriched associated
diseases included a variety of inflammatory conditions, among them asthma, especially
when the analysis was based on the signals from the basolateral side (Supplementary
Figure S3C). Significantly enriched target regulatory proteins in asthmatic subjects were
HIF1A and NFKB1 (Supplementary Figure S3D). The target genes of the EV-derived
miRNAs differentially expressed between both conditions are shown in Supplementary
Figure S4A,B, associated with some of the most significant pathways.
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compartment (apical and basolateral). (A) Volcano plot and heat map of differentially expressed
miRNAs of asthma versus healthy comparison in EVs from the apical (left) and basolateral (right) cell
culture compartments at padj < 0.05 and FC � 2, and (B,C) donut charts showing the distribution of the
mainly represented miRNA families in the asthma versus healthy comparison in both compartments.
Digits in brackets depict the number of enriched miRNA family members out of total number of
miRNAs belonging to the respective family, ** p < 0.01. miRNA—microRNA; EV—extracellular
vesicle; FC—fold change.

4. Discussion

In the past decade, the role of EVs as communication structures between neighboring
or remote cells has been increasingly recognized. The presence of EV-associated RNAs has
been attested by next-generation sequencing in numerous body fluids, including blood
plasma and sputum [35]. Specific miRNA signatures hold the potential for being used as
fingerprints, helping to identify phenotypes or states of diseases and gain more insights
into their underlying pathological mechanisms. Plenty of studies have analyzed miRNA
profiles in patients with asthma compared to subjects not affected by this disease, some with
a specific focus on the role of airway epithelial cells in EV-related miRNA generation [36].
However, to date, no investigations have explicitly distinguished between EV RNA profiles
in polarized airway epithelial cells depending on their direction of secretion. Hence, no
distinction has been made between their supposed location of action being either the
outer epithelial environment, e.g., sputum, or compartments within the body, such as lung
interstitium, tissue, or even blood plasma.

According to the results of the NanoFCM particle characterization, EV populations
isolated from the apical cell side were mainly composed of vesicles with diameters matching
the size range of the exosomes. Contrarily, on the basolateral cell side, median vesicle
diameters were noticeably larger, consistent rather with the size of the microvesicles than
with the exosomes [37,38]. FACS analysis for exosomal marker proteins revealed the
presence of exosomes in both apical and basolateral samples, although apical EVs seemed
to express exosomal marker proteins to a greater extent than the basolateral vesicles.

In our study, we were able to observe distinct differences in EV-associated miRNA
patterns secreted by bronchial epithelial cells from healthy and asthmatic subjects, depend-
ing on the side of EV secretion. Interestingly, secretion patterns of EV miRNAs varied
more distinctly based on the side of secretion than the pathophysiological condition. This
knowledge might be essential for future investigations into potential biomarkers analyzed
in different compartments such as sputum and plasma. Bartel et al. recently published a
PCR-based study comparing the expression of specific miRNAs in EVs secreted by nor-
mal human bronchial epithelial cells to the basolateral and apical cell side. Interestingly,
there were some notable overlaps in miRNAs, including miR-34b and miR-21 preferen-
tially identified on the apical side, while other differentially expressed miRNAs in this
study could not be observed in our analysis [39]. Notably, serum levels of miR-21 have
been previously reported to be an efficient biomarker for asthma patients [40]. Further,
treatment with a miR-21-specific antagomir was demonstrated to reduce airway hyper-
responsiveness and restore steroid sensitivity in mice with ovalbumin-induced allergic
airway inflammation [41]. The differentially expressed miR-10 on the apical side was found
to regulate the proliferation of airway smooth muscle cells by suppressing the phospho-
inositide 3-kinase (PI3K) pathway [42]. Moreover, MAPK and mTOR signaling pathways
were enriched as potential targets for differentially expressed miRNAs on the apical side.
Activation of the mTOR pathway has been shown to lead to tight junction susceptibility and
epithelial–mesenchymal transition (EMT), which can in turn play an essential role in airway
remolding in asthma pathogenesis [43,44]. Accordingly, inhibition of MAPK signaling
pathway led to a significant reduction in the allergic inflammation of the airways [45].
In contrast, miR-221, which was downregulated on the basolateral side, was shown to
play a unique role in controlling the differentiation of Th17 and regulatory T (Treg) cells
through targeting SOCS-1 (suppressor of cytokine signaling 1) [46]. Likewise, T and B cell
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receptor signaling pathways have been associated with miRNAs dominantly secreted to the
basolateral side. These pathways have been intensively investigated as key regulators of the
antigen recognition in the adaptive immune response and have been utilized as key therapy
targets in asthmatic patients [47,48]. Taken together, our observations strongly indicate a
compartmentalized packaging and side-speciÞc release of EVs by bronchial epithelial cells,
pointing to site-speciÞc functions of these structures at least partially mediated by their
miRNA cargo.

While differences in miRNA proÞles from apical versus basolateral sides were more
pronounced, a number of signiÞcant alterations in the levels of certain EV-associated miR-
NAs (or their families) were also observed between cells of an asthmatic or healthy origin,
either at one or at both sides. For example, EV miRNAs belonging to the miR-9 family were
upregulated in both apical and basolateral vesicles of asthmatic patients. Increased levels of
miR-9 have already been linked to steroid-resistant and neutrophilic, but not eosinophilic
asthma [49]. Interestingly, Bazzoni et al. observed a miR-9-dependent inhibition of NF ! B1
transcription in human neutrophils and monocytes exposed to proinßammatory signals,
suggesting that the rapid induction of miR-9 operates as a feedback control of NF ! B1-
dependent cellular response [50]. Accordingly, NF ! B1 was found among the predicted
targets of miRNAs, speciÞcally present in asthmatic samples in our investigation. Several
independent studies further identiÞed enhanced NF ! B-pathway activation in asthmatic
tissue [51].

Interestingly enough, miR-34b and miR-34c were downregulated when associated
with EVs released by epithelial cells from asthmatic subjects at both compartments, even
though they were generated from opposite DNA strands, dependent on the compartment.
The levels of miR-34b/c have been found to be signiÞcantly lowered in murine mouse
models of ovalbumin-induced allergic airway inßammation and have been suggested to
play a regulatory role in the activation of the Nrf2-/ARE pathway [ 52]. Disruption of Nrf2-
expression augmented airway inßammation and hyperresponsiveness [ 53Ð55]. Moreover,
in a clinical study by Solberg et al., treatment with corticosteroids resulted in increased
levels of miR-34b/c in BALF of patients suffering from asthma, while the administration
of IL-13 was able to repress its expression in an air! liquid interface bronchial epithelial
cell culture model [ 56]. This suggests a protective role of miR-34b/c against allergic and
asthmatic cellular responses, and hints toward a diagnostic potential of the miR-34 family.

Generally, miRNA of the let-7 family showed a higher expression in apical compared
to basolateral EVs. However, in basolateral EVs, the let-7 family was the miRNA subgroup
with the largest divergence between asthmatic and healthy subjects, with 5 out of 12 total
family members showing signiÞcant alterations, while on the apical side, no differences
in expression were found. In contrast to this Þnding, LevŠnen et al. described signiÞcant
variations in 16 miRNA, including the let-7 and miR-200 families and miR-99 (as seen in
our study) in BALF [ 24]. Interestingly, while let-7c and let-7d were downregulated, let-7a
showed an upregulation in EVs released by cells from asthmatics. miRNAs of the let-7
family are among the most intensely studied miRNAs, with two studies proposing the
exosome-mediated transfer of let-7 miRNAs to various immune cells as a suppressive
mechanism used by Treg cells (let-7d), and reporting the inhibition of Treg cell generation
and function by these miRNAs (let-7i) [ 57,58].

There are some limitations to this study that should be mentioned. One limitation
is the small sample size, yet the major goal of the study was a general overview of EV
Þngerprints in different cellular compartments, rather than assessing the function of sin-
gular EV miRNAs. For a more detailed analysis, further studies investigating the role of
single miRNA are required to give the data a clinical signiÞcance. Another limitation is
that there was no information available about the clinical details and/or the asthmatic
phenotype of the patients whose cells were involved in the study. Lastly, as miRNAs can
be secreted by almost every cell type, the overall in vivo situation can largely dissociate
from in vitro observed conditions. Dissecting the contribution of individual cell types in
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the production of speciÞc miRNA is, on the other hand, essential to understand their role
in disease pathogenesis.

In summary, in this study, we provide a general overview of miRNA-composition in
EVs secreted by airway epithelial cells. We were able to reveal distinctly differing miRNA
expression proÞles depending on the vesicle side of secretion and disease condition. This
emphasizes the importance of taking the vesicle site of action into consideration for further
research to which the data presented in this study provide a sound basis.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
//www.mdpi.com/article/10.3390/biomedicines10030622/s1 . Supplementary Figure S1: Compari-
son of EV total RNA composition between basolateral and apical compartments regardless of disease
expression in percentage of reads mapped to indicated RNA species. EVÑextracellular vesicle;
rRNAÑribosomal RNA; mRNAÑmessenger RNA; lncRNAsÑlong-non-coding RNAs; piRNAÑ
PIWI-associated RNAs; miRNAÑmicroRNA. Supplementary Figure S2: Differential miRNA expres-
sion analysis per disease condition (asthma versus healthy) regardless of compartment (apical and
basolateral). (A) Volcano plot and (B) heat map exhibiting the differently expressed miRNAs of the
asthma versus healthy comparison at padj < 0.05 and FC! 2. miRNAÑmicroRNA; FCÑfold change.
Supplementary Figure S3: Functional analysis of the differentially expressed miRNAs in the asthma
versus healthy comparison in each apical and basolateral compartment. (A) KEGG pathway and (B)
biological function analyses of differentially expressed vesicular miRNAs of asthma versus healthy
in each apical and basolateral compartment, (C) enriched diseases, and (D) target proteins potentially
regulated by the differentially expressed miRNAs. miRNAÑmicroRNA. Supplementary Figure S4:
mRNA " miRNA network analysis involving differentially regulated miRNAs of the asthma versus
healthy comparison in (A) the apical and (B) the basolateral compartments associated with biological
pathways of potential target genes. miRNAÑmicroRNA.
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