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Zusammenfassung

Chronisch respiratorische Erkrankungen wie Asthma tragen einen grof3en Anteil
zur Krankheitslast bei. Atemwegsentzindungen sind einer der relevantesten
Mechanismen zur Erklarung wie Luftschadstoffe die respiratorische Gesundheit
schadigen. Gen-Umwelt-Interaktionen (GxE) untersuchen, wie die genetische
Pradisposition den Effekt von Luftverschmutzung auf das Erkrankungsrisiko
beeinflusst und andersherum, wie Luftverschmutzung den Effekt der genetischen
Ausstattung beeinflusst. Bislang hat keine Studie GxE Effekte zwischen

vulnerablen Gruppen verglichen, obwohl Unterschiede angenommen werden.

Die Fragestellung inwiefern interagiert die individuelle genetische Ausstattung mit
der Luftverschmutzung hinsichtlich der respiratorischen Gesundheit in
verschiedenen Altersgruppen und ethnischen Gruppen? wird anhand von
Datenanalysen verschiedener Kohortenstudien in drei Publikationen untersucht.
Hinsichtlich Asthma und Biomarker flur Atemwegsentziindungen wurden mit Hilfe
von Regressionsanalysen die Effekte (1) von chronischer Luftverschmutzung
(verschiedene Luftschadstoffe bis zu einem 15 Jahres-Zeitfenster), (2) des
individuellen polygenetischen Risikoscores uber risikoassoziierte genetische
Varianten und (3) von GxE untersucht. Die GxE Effekte wurden zwischen
(4) Altersgruppen (Jugendliche und altere Frauen) und (5) ethnischen Gruppen
(deutsche und japanische Frauen) verglichen.

Die Ergebnisse zeigen (1) Effekte der Luftverschmutzung fir bestimmte
GesundheitszielgroRen und ethnische Gruppen, (2) keine bzw. protektive
polygenetische Effekte auf Asthma bei deutschen alteren Frauen sowie (3-5)
keine stabilen GxE Effekte. Aufgrund der Ergebnisse aus Sensitivitatsanalysen
in Subgruppen wird jedoch vermutet, dass sich die zugrundeliegenden

biologischen Mechanismen zwischen Subgruppen unterscheiden.

GxE sollten in groRen longitudinalen Studien unter Einbezug des
polygenetischen Risikoscores sowie verschiedener vulnerabler Gruppen weiter
untersucht werden. Mit dem Erkenntnisgewinn Uber GXE kénnen im Weiteren
vulnerable Gruppen identifiziert werden, um langfristig eine individuelle
Gesundheitsversorgung und eine Reduzierung gesundheitlicher Ungleichheiten

anzugehen.



Abstract

Chronic respiratory diseases such as asthma are contributing to a major burden
of diseases. Airway inflammation is one of the most relevant mechanisms to
explain the harmful effect of air pollution on respiratory health. Gene-environment
interactions (GxE) examine how the genetic predisposition influences the effect
of air pollution on the risk of disease and vice versa how air pollution influences
the effect of genetic make-up. No study to date has compared GxE effects

between vulnerable groups, although differences are hypothesised.

The research question how does the individual genetic make-up interact with air
pollution regarding respiratory health in different age and ethnic groups? is
investigated in three publications using data analyses of different cohort studies.
Using regression models to asthma and biomarkers of airway inflammation the
effects of (1) chronic air pollution (different air pollution particles up to 15 years
exposure window), (2) the individual polygenic risk score including risk-related
genetic variants, and (3) GXE were examined. The GxE effects were compared
between (4) age (adolescents and elderly women) and (5) ethnic (German and

Japanese women) groups.

The results showed (1) air pollution effects on specific health outcomes and in
ethnic groups, (2) no, or protective polygenic effects on asthma in elderly German
women, and (3-5) no stable GxE effects. Due to the results of sensitivity analyses
in subgroups, it is hypothesised that the underlying biological mechanisms differ

between subgroups.

GxE should be further studied using large longitudinal studies including the
polygenic risk score and various vulnerable groups. With the knowledge gained
about GxE, vulnerable groups can then be identified in order to address

personalised health care and reduce health inequalities in the future.



Abkurzungsverzeichnis

A
ATS

COPD

DALY

DNA

ERS

ESCAPE

FeNO

G
GINIplus

GRS

GWAS

Adenin

American Thoracic
Society

Cytosin

chronisch obstruktive
Lungenerkrankung

Disability-Adjusted Life
Years (deutsch:
behinderungs-
bereinigte
Lebensjahre)

Desoxyribonucleinacid
(deutsch: Desoxyribo-
nukleinsaure)

European Respiratory
Society

European Study of
Cohorts for Air
Pollution Effects

fractional exhaled nitric
oxide (deutsch:
fraktioniert ausge-
atmeter Stickstoff-
monoxid)

Guanin

German Infant study
on the influence of
Nutrition Intervention
plus environmental and
genetic influences on
allergy development

genetischer
Risikoscore

genomweite
Assoziationsstudie

GWIS

GxE

HRC

LISA

LTB4
LUR

ml/s
NO

NOx
NO:

PMo,1/ 2,5/ 10

P M coarse

PM 2,5 absorbance

ppb

genomweite
Interaktionsstudien

Gen-Umwelt-
Interaktion

Haplotype Reference

Consortium

The Influence of Life
style factors on the
development of the
Immune System and
Allergies in East and
West Germany

Leukotrien B4

Land Use Regression
Models (deutsch: Land-
nutzungsmodelle)

Milliliter pro Sekunde
Stickstoffmonoxid
Stickoxide
Stickstoffdioxid

Partikel mit einem
aerodynamischen
Durchmesser von
weniger als 0,1/ 2,5/ 10
Mikrometer

Partikel mit einem
aerodynamischen
Durchmesser von 2,5
bis 10 Mikrometer

Messung der
Schwarzung bzw. des

RulRes von PM2s
Partikeln

parts per billion
(deutsch: Teile pro

Milliarde)



PRS

SALIA

SNP

polygenetischer
Risikoscore

Study on the influence
of Air pollution on Lung
function, Inflammation
and Aging

Single Nucleotide
Polymorphism
(deutsch: Einzel-

nukleotid-Polymor-
phismus)

TNF-a

WHO

pg/m3

pm

Thymin

Tumornekrosefaktor-
alpha

Weltgesundheits-
organisation

Mikrogramm pro Kubik-
meter

Mikrometer



Inhaltsverzeichnis

S = 1 0] =Y 1 0] 4 T 1
1.1 Public-Health-Relevanz...............oooo e 1
1.2 Respiratorische Gesundheit ...........ccooovviiiiiiiiiiiieeeee e, 4

1.2 Asthma ... 5
1.2.2 Biomarker fur Atemwegsentzindungen ..........ccccceeiii. 7
1.3 Luftverschmutzung ... 10

1.4 Wirkung von Luftverschmutzung auf die respiratorische Gesundheit.... 13

1.5 Genetische Variationen ............ccuueiiiiiiiiii e 19
1.6 Genetische Pradisposition und respiratorische Gesundheit................... 24

1.6.1 Hypothesenbasierter Kandidatenansatz..........c......ccccoeeieiiiiiinnen, 25

1.6.2 Genomweite Assoziationsstudien............cccooviiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiee, 27
1.7 Polygenetische RiSIKOSCOIES........coiiiiiiiiiiiiiiiie e 29
1.8 Gen-Umwelt-Interaktionen..............c.cooooiiiiiiiiiiiieeee e 34
1.9 VUulnerable GrUPPEN ......oooiiiiiee e 39
110 EthiKVOTa ... 41
111 Ziele der Arbeit ... 43

2 Chronic air pollution-induced subclinical airway inflammation and
polygenic susceptibility, Kress, S., Wigmann, C., Zhao, Q., Herder, C.,
Abramson, M. J., Schwender, H., Schikowski, T., Respiratory Research, 23:
265, (2022)......ccccceeeeree e ——— e e e e annn e e e e e e e e e e nnnnnnnnes 45

3 Airway inflammation in adolescents and elderly women: Chronic air
pollution exposure and polygenic susceptibility, Kress, S., Kilanowski, A.,
Wigmann, C., Zhao, Q., Zhao, T., Abramson, M. J., Gappa, M., Standl, M.,
Unfried, K., Schikowski, T., Science of the Total Environment, 841: 156655,
(70727 TR 46

4 The role of polygenic susceptibility on air pollution-associated asthma

between German and Japanese elderly women, Kress, S., Hara, A,

\Y



Wigmann, C., Sato, T., Suzuki, K., Pham, K.-0., Zhao, Q., Areal, A., Tajima,

A., Schwender, H., Nakamura, H., Schikowski, T., International Journal of

Environmental Research and Public Health, 19: 9869, (2022).................... 47
ES T B = (U E=1 ] Lo T 48
5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse.............ovieiiiiiiiiiiiiiciee e, 48
5.2 Diskussion der ErgebniSSe .......ccoooiiiiiiiiii 50

5.2.1 Effekte von chronischer Exposition gegenuber Luftschadstoffen auf

die respiratorische Gesundheit ... 50

5.2.2 Effekte der polygenetischen Pradisposition auf die respiratorische
GESUNANEIL .....ceeieie e 56

5.2.3 Effekte von Gen-Umwelt-Interaktionen auf die respiratorische
Gesundheit unter Einbeziehung chronischer Exposition gegentber
Luftschadstoffen sowie des polygenetischen Risikoscores in vulnerablen

(€T U] o] o= o 1SS PPPTR 58

5.2.4 Unterschied der Effekte von Gen-Umwelt-Interaktionen zwischen

verschiedenen AILErSgrUPPEN ... .oooe e e eeeeeeicee e 61

5.2.5 Unterschied der Effekte von Gen-Umwelt-Interaktionen zwischen

verschiedenen ethnischen Gruppen ..........ccooi oo 63

5.3 Starken und Limitationen ... 65
5.3.1 Datengrundlage und Studiendesign ...........ccccevvviiiiiiiiii i, 65
5.3.2 Variablenauswahl und -erfassung ...........ccccccooiiiiiiiiiiiiiiis 67
5.3.3 Statistische ANalySe .........cooeiiiiiiiiie e 71
5.3.4 Generalisierbarkeit ... 72

5.4 Implikationen und Handlungsempfehlungen............ccccccooiiiiiiiiiiiiiiinnns 73
5.5 ScChlUSSTOIGEIUNG .......uuiiiiiiii e 77

6 Literatur- und Quellenverzeichnis..........ccccciiiiiiniciininnn 79
7 X 1 T T 107

VI



Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Berechnung der Krankheitslast (eigene Darstellung)......................... 4
Abb. 2: Einflussfaktoren, Charakteristika und Symptomatik von Asthma
(eigene Darstellung). .....uueeiiii e 5
Abb. 3: Messung der fraktioniert ausgeatmeten Stickstoffmonoxid
(FeNO)-Konzentration (eigene Darstellung)............ooeveeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeee 9
Abb. 4: Vergleich und Veranschaulichung des Durchmessers von
Luftschadstoffpartikeln (eigene Darstellung). .........oceeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeees 11
Abb. 5: Wirkungspfad von Luftverschmutzung auf die respiratorische
Gesundheit (eigene Darstellung).. ........ooovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 13
Abb. 6: Zusammenhang zwischen der GroRe von Luftschadstoffpartikeln
und der Gesundheitsschadigung (eigene Darstellung). .....................oo. 15
Abb. 7: Aufbau der DNA (eigene Darstellung). ........ccooooeoiiiiiiiiiiis 19
Abb. 8: Erklarung des Single Nucleotide Polymorphism (SNP, deutsch:
Einzelnukleotid-Polymorphismus) (eigene Darstellung). ...........ccccceeeveennnns 20
Abb. 9: Gendatenaufbereitung ausgehend von der DNA Isolation bis hin zu
bereinigten und imputierten Gendaten mit Anfihrung des Beispiels der
GINIplus/LISA Studie (eigene Darstellung).. .......cccoeeeeeeeiiiiiiiiiiiiee e, 22
Abb. 10: Darstellung des hypothesenbasierten Kandidatenansatzes (eigene
Darstellung).......coooiiiiiiii 26
Abb. 11: Darstellung des Ansatzes einer genomweiten Assoziationsstudie
einschlieBBlich eines beispielhaften Manhattan Plots (eigene Darstellung)..27
Abb. 12: Einfluss der genetischen Ausstattung im Vergleich zwischen
Mukoviszidose und Asthma (eigene Darstellung)............cccoovvviiiiiiieiiniennnnns 30
Abb. 13: Verschiedene Modelle des Polygenetischen Risikoscores (PRS)
(eigene Darstellung).. .......oeeeeiiiiiiiiieiiiiiieeeeeeeeeeee ettt 32

Abb. 14: Darstellung von Gen-Umwelt-Interaktionen (Eigene Darstellung)..36

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Ethikvota mit Zulassungsdatum, Ethikkommission und
Referenznummer fiir die Studien, deren Daten in dieser Dissertation

verwendet worden sind (eigene Darstellung). ........ccoooooiiiiiiiiiiiiis 41

VI



Public-Health-Relevanz

1 Einleitung

Im folgenden Kapitel wird die Public-Health-Relevanz des Themas Effekte von
Gen-Umwelt-Interaktionen auf die respiratorische Gesundheit in verschiedenen
Altersgruppen und ethnischen Gruppen erlautert. Anschlielend werden der
theoretische Hintergrund, die inhaltlichen Zusammenhange sowie der aktuelle
Stand der Forschung dargelegt. Unter Einbeziehung der aktuellen
Forschungslicken wird zudem die Zielsetzung mit der Ubergeordneten
wissenschaftlichen Fragestellung sowie den zugehdrigen Hypothesen im

Zusammenhang zu den drei Publikationen dargelegt.
1.1 Public-Health-Relevanz

Uber 90 Prozent der Weltbevolkerung sind einer Luftverschmutzung
ausgesetzt, welche die gesundheitsorientierten Grenzwerte fur Luftqualitat der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) Ubersteigt (WHO, 2022; Boogaard et al.,
2019). Luftverschmutzung ist eine bekannte globale Public Health
Herausforderung (Boogaard et al., 2019). Als einer der grof3ten Risikofaktoren
fur Mortalitat ist die Reduzierung der Luftverschmutzung bereits in den United
Nations Sustainable Development Goals verankert (Boogaard et al., 2019; The
United Nations, 2019). Es besteht Evidenz dafir, dass die Exposition gegenlber
Luftschadstoffen ein Risikofaktor fur sowohl Mortalitat, als auch Morbiditat ist
(Boogaard et al., 2019). Eine chronische Exposition gegenuber Luftschadstoffen
wie Feinstaub (siehe Kapitel 1.3) steht im Zusammenhang mit einer erhdhten
naturlich bedingten Sterblichkeit. Dabei wurde der Zusammenhang auch fur
Luftschadstoffkonzentrationen unterhalb der europaischen Grenzwerte von
25 Mikrogramm  pro  Kubikmeter (ug/m3) mit Hilfe von Daten aus
22 Kohortenstudien gezeigt (Beelen et al., 2014). Trotz der seit 25 Jahren
sinkenden Luftschadstoffkonzentrationen in den Industrielandern, wird die
Luftverschmutzung im Jahr 2017 mit 4,9 Millionen Tode assoziiert (Boogaard et
al., 2019).

Luftverschmutzung steht insbesondere im Zusammenhang mit der
respiratorischen Gesundheit und beeinflusst die Lebenslange sowie die
Lebensqualitat der Bevolkerung (Boogaard et al., 2019). Dabei wird der

Zusammenhang zwischen Luftverschmutzung und der kardiopulmonalen

1
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Mortalitat mit 14 bis 20 Prozent Uber eine verringerte Lungenfunktion vermittelt
(Dalecka et al., 2021) (siehe Kapitel 1.2).

Jedoch sind nicht alle Bevolkerungsgruppen gleichermalien betroffen. Oft wird
das Alter, das Geschlecht sowie der sozioOkonomische Status mit dem Risiko
fur eine Erkrankung in Verbindung gesetzt. Individuell benachteiligte Menschen
leben haufiger in benachteiligten sozialen Settings (Lebenswelten) (Hartung &
Rosenbrock, 2022), sodass sich gesundheitsschadliche individuelle
Lebensstilfaktoren und Umweltfaktoren zu einem hoheren Gesundheitsrisiko
kumulieren (WHO, 2022). Diese Individuen oder Bevdlkerungsgruppen weisen

generell ein héheres Risiko fur nichtibertragbare Erkrankungen auf.

Die Pravention von nichtibertragbaren Erkrankungen steht im Fokus der
Gesundheitsversorgung in den Industrielandern. Kurzlich hat die COVID-19
Pandemie jedoch die Herausforderungen im Gesundheitswesen mit dessen
begrenzten Ressourcen verdeutlicht. Fur die Pravention sowie Therapie von
Erkrankungen ware es daher zielfUhrend das individuelle Erkrankungsrisiko zu
kennen, sodass individuelle Versorgungsangebote fur mitunter chronisch

respiratorische Erkrankungen entwickelt werden kdnnen.

Mit der Entschlisselung des menschlichen Genoms im Jahr 2003 wurden der
individuellen Medizin neue Mdglichkeiten erdffnet (Shastry, 2002; Venter et al.,
2001) (siehe Kapitel 1.5 und 1.6). Informationen Uber die genetische Ausstattung
lassen sich bewerten und in einen Risikoscore zusammenfassen. Ein bestimmter
genomweiter Risikoscore (polygenetischer Risikoscore (PRS), siehe Kapitel
1.7) kann beispielsweise die 2,5 Prozent der Bevdlkerung identifizieren, die ein
vierfach erhéhtes Risiko fur koronare Herzkrankheiten haben (Khera et al., 2018).
Studien haben gezeigt, dass der PRS alleine das Risiko fur Brustkrebs besser
schatzen kann, als die bisher angewendeten klinischen Ansatze (Martin et al.,
2021). Die Einbeziehung des genetischen Erkrankungsrisikos kdnnte neben dem
altersbasierten Kriterium in der Gesundheitsversorgung genutzt werden (Khoury
et al., 2013). Individuen mit einem erhdhten genetischen Risiko fiur eine
bestimmte Erkrankung konnten dann friher oder haufiger praventive Angebote
erhalten (Khoury et al., 2013). Dies wurde nicht nur die individuelle Gesundheit
und die Bevolkerungsgesundheit insgesamt verbessern, sondern auch

Gesundheitskosten einsparen.
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Jedoch konnte dies nach dem aktuellen Stand der Forschung gesundheitliche
Ungleichheiten ebenfalls teilweise begunstigen. Zum jetzigen Zeitpunkt sind
aufgrund der Datenlage Berechnungen des PRS fir die europaische
Bevolkerung deutlich praziser und sensitiver, sodass Individuen anderer

Ethnizitaten benachteiligt werden wirden (Martin et al., 2021).

Hinsichtlich komplexer Erkrankungen sollten stets moglichst viele Faktoren
individuell einbezogen werden. Ein signifikanter Anteil von phanotypischen
Diversitaten wird durch genetische Unterschiede erklart, die mit der Umwelt
interagieren (Moss et al., 2019; Murcray et al., 2009; Tebbutt et al., 2007). Eine
gréRere erklarte Varianz der Gesundheitszielgrofie wird durch die Einbeziehung
von Gen-Umwelt-Interaktionen (GxE) angestrebt (Pasman et al., 2019) (siehe
Kapitel 1.8). Es wird vermutet, dass GxE das Risiko fur chronisch respiratorische
Erkrankungen in verschiedenen vulnerablen Individuen und Subgruppen, also
die ein erhohtes Risiko fir einen negativen Gesundheitseffekt tragen (Sacks et
al., 2011) (siehe Kapitel 1.9), unterschiedlich beeinflussen (Ottman, 1990).

Vor dem Hintergrund global wachsender Herausforderungen, wie die Pravention
respiratorischer Erkrankungen sowie die Reduzierung gesundheitlicher
Ungleichheiten, ist es wichtig vorhandene Ressourcen der
Gesundheitsversorgung optimal und bedarfsgerecht zu nutzen. Daflr ist
wissenschaftliche Evidenz Uber die Zusammenhange zwischen Umweltfaktoren,
genetischer Ausstattung und Gesundheitszielgrofden in vulnerablen Gruppen
notwendig. So lassen sich geeignete Ansatzpunkte fur Pravention und Therapie

identifizieren.

Mit der vorliegenden Arbeit wird ein Beitrag geleistet, Effekte von GxE auf die
respiratorische Gesundheit in verschiedenen Altersgruppen und ethnischen
Gruppen zu schatzen sowie vulnerable Individuen und Subgruppen zu
identifizieren. Im Folgenden wird der theoretische Hintergrund von
respiratorischer  Gesundheit, Luftverschmutzung  sowie  genetischer
Pradisposition bis hin zum theoretischen Hintergrund von GxE und vulnerablen
Gruppen dargelegt. Dabei werden die inhaltlichen Zusammenhange der drei

Publikationen zusammen mit dem aktuellen Stand der Forschung dargestellit.



Respiratorische Gesundheit

1.2 Respiratorische Gesundheit

Chronisch respiratorische Erkrankungen sind weltweit eine der Hauptursachen
fur Todesfalle und Krankheitslasten (Soriano et al., 2020). 544,9 Millionen
Menschen weltweit hatten im Jahr 2017 eine chronisch respiratorische
Erkrankung, was einem Anstieg von 39,8 Prozent gegentber dem Jahr 1990
entspricht (Soriano et al., 2020). Mit sieben Prozent (Jahr 2017) sind chronisch
respiratorische Erkrankungen weltweit die dritthaufigste Todesursache (Soriano
et al, 2020). Zusammen tragen sie zu einer Krankheitslast von
112 316 763 Disability-Adjusted Life Years (DALY, deutsch:
behinderungsbereinigte  Lebensjahre) bei (davon in  Deutschland:
1247 634 DALY) (Soriano et al., 2020). Eine Darstellung zur Erklarung der
Berechnung der Krankheitslast findet sich in Abb. 1. Innerhalb der Industrielander
setzte sich die Krankheitslast gleichermallen aus 702,0 Years Lived with
Disability (deutsch: mit Behinderung gelebte Lebensjahre) und 688,8 Years of

Life Lost (deutsch: verlorene Lebensjahre) zusammen (Soriano et al., 2020).
[ ] o o
T Y E S
| ‘ ‘ ‘ .‘>g— - I Lebenserwartung
‘ }
Y \_Y_}

mit Behinderung gelebte Lebensjahre

verlorene Lebensjahre

( J
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Krankheitslast: behinderungsbereinigte Lebensjahre

Abb. 1: Berechnung der Krankheitslast (eigene Darstellung).

Chronisch  respiratorische Erkrankungen haben im Jahr 2019 zu
Gesundheitskosten von mindestens 380 Milliarden Euro innerhalb der
28 Mitgliedslander der Europaischen Union gefuhrt. Die anfallenden Kosten
setzen sich mitunter aus direkten Kosten der Pflege und Gesundheitsversorgung,
indirekten Kosten des Arbeitsproduktivitatsverlustes sowie des monetaren
Betrags der Krankheitslast zusammen (European Respiratory Society, 2022).
Dabei ist ein Grolteil der Krankheitslast, Mortalitat und Krankheitskosten
vermeidbar, beispielsweise mit Hilfe einer angepassten Gesundheitsversorgung
(Soriano et al., 2020; Ferkol & Schraufnagel, 2014).



Respiratorische Gesundheit

Asthma tragt einen grof3en Anteil zur Krankheitslast bei (Soriano et al., 2020),
wobei die Pravalenz von chronisch respiratorischen Erkrankungen eine hohe
Variabilitdt zwischen dem Geschlecht, Alter und Regionen aufweist (Soriano et
al., 2020).

1.2.1 Asthma

Wie in Abb. 2 graphisch zusammengefasst, wird Asthma als heterogene
Erkrankung charakterisiert durch chronische Atemwegsentzindungen,
anfallsweise und reversible Verengung der Bronchien bei der Ausatmung
(Atemwegsobstruktion) und eine  Ubererregbarkeit der Atemwege
(Hyperreagibilitat) (Papi et al., 2018; Bousquet et al., 2000). Dabei ist bei einer
Hyperreagibilitat die glatte Muskulatur der Atemwege durch aktivierte Mastzellen
verstarkt hyperkontraktil (Papi et al., 2018; Bousquet et al., 2000). Symptome von
Asthma sind pfeifende Atemgerausche, Husten, Engegeflihl in der Brust und
Atemnot (Papi et al., 2018; Bousquet et al., 2000).

B.:
Ethnie

Geschlecht

Alter

Familiare Disposition
Genetische Pradisposition
Umweltfaktoren

Allergene

e & o o o o o N

Entzindung des

Bronchialgewebes / *
Schwellung der Schleimhaut

Verengung der

Atemwegsoffnung

pfeifende Atemgerausche
Husten

Engegefihl in der Brust
Atemnot

Vermehrter Schleim

Abb. 2: Einflussfaktoren, Charakteristika und Symptomatik von Asthma (eigene
Darstellung).



Respiratorische Gesundheit

Asthma betrifft alle Ethnien und Altersgruppen, wobei deutliche Unterschiede
bestehen (Ferkol & Schraufnagel, 2014). In Deutschland ist Asthma mit einer
Pravalenz von 4,5 Prozent mit 165 239 DALY assoziiert (Soriano et al., 2020).
Funf- bis Neunjahrige haben generell die hoéchste Asthmapravalenz, wobei
Jungen bis zum Alter von neun Jahren eine hohere Pravalenz haben. Ab einem
Alter von zehn Jahren sind Madchen und Frauen bis ins hohe Alter haufiger von
Asthma betroffen als Manner (Soriano et al., 2020; Papi et al., 2018). Diese
Umkehrung nach der Pubertat steht im Zusammenhang mit der Grol3e der Lunge
(Papi et al., 2018).

Es bestehen deutliche Unterschiede in der Lungenfunktion und
asthmarelevanten Gesundheitszielgrofien zwischen verschiedenen Ethnien,
wobei beispielsweise afroamerikanische Individuen vulnerabler sind, im
Vergleich zu kaukasischen und lateinamerikanischen Individuen (Lester et al.,
2001) und asiatische Individuen im Vergleich zu kaukasischen Individuen (Kim et
al., 2016).

Die Auspragung von Asthma wird durch komplexe GxE erklart (Papi et al., 2018).
Unter den relevantesten Risikofaktoren werden neben einer genetischen
Pradisposition und der Exposition gegentber Luftverschmutzung, auch
Allergene, Ernahrungsfaktoren sowie abnormale immunologische Reaktionen
beschrieben (Ferkol & Schraufnagel, 2014). Asthma beginnend im Kindesalter ist
mit Ekzemen/Dermatitis, Schnupfen/Rhinitis, Nahrungsmittelallergien, einer
familiaren Disposition, Husten sowie Atemwegsentziindungen assoziiert (Papi et
al., 2018). Demgegenuber ist Asthma, welches erstmalig im Erwachsenenalter
auftritt, oft nicht-allergisch/atopisch und ist charakterisiert durch einen
schwereren Verlauf wie eine starkere Verringerung der Lungenfunktion (Papi et
al., 2018).

Die charakteristischen Atemwegsentzindungen von Asthma lassen sich in
eosinophile, neutrophile oder gemischte Entzindungsreaktionen einteilen
(Pelaia et al., 2015). Eosinophile Atemwegsentztindungen treten bei 50 Prozent
der Erwachsenen mit Asthma auf, wahrend nicht-eosinophiles Asthma haufiger
bei Kindern Dbeschrieben wird (Papi et al, 2018). Gemischte
Entztindungsreaktionen sind mit einem schweren Verlauf von Asthma assoziiert
(Munoz et al., 2015).
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1.2.2 Biomarker fur Atemwegsentzindungen

Atemwegsentzundungen stehen im Zusammenhang mit der Entwicklung
verschiedener chronisch respiratorischer Erkrankungen wie Asthma
(Schraufnagel et al., 2019; Suhaimi & Jalaludin, 2015). Bei
Atemwegsentzundungen sind verschiedene Zellen wie Eosinophile, Neutrophile
und Makrophagen in einer komplexen Wechselwirkung involviert (Mufioz et al.,
2015). Biomarker fur Atemwegsentzindungen, definiert als Indikatoren fur
pathobiologische Prozesse (FDA-NIH Biomarker Working Group, 2016), zeigen
lokale Entziindungen in der Lunge an. Sie ermdglichen es die Entwicklung von
respiratorischen Erkrankungen frihzeitig zu identifizieren und primar- oder
sekundarpraventive Mallinahmen ansetzen zu kénnen (Di Palmo et al., 2021; Wu
et al., 2018).

Biomarker flur Atemwegsentziindungen kénnen nicht-invasiv beispielsweise mit
Hilfe von induzierten Sputumproben gesammelt werden (Raulf-Heimsoth et al.,
2011). Um eine Sputumprobe zu induzieren, atmet ein Individuum zehn Minuten
eine isotonische Kochsalzlosung (0,9 Prozent) ein. Anschlielend wird das
Individuum dazu aufgefordert sich zu rauspern sowie zu husten und Sputum

auszuhusten (Raulf-Heimsoth et al., 2011).

Verschiedene Biomarker far entzundliche/ inflammatorische
Atemwegserkrankungen bzw. die zugrundeliegenden inflammatorischen
Reaktionen sind bekannt (Pelaia et al., 2015; Bousquet et al., 2000). So bietet
die Auszahlung der verschiedenen Zellen in Sputumproben Rickschluss auf
das Bestehen und die Art einer Atemwegsentziindung (Munoz et al., 2015). Wie
im Kapitel 1.2.1 angefuhrt, kann die Anzahl der Eosinophilen und Neutrophilen
fir die primare und sekundare Asthmapravention relevant sein (Mufoz et al.,
2015).

Biomarker kdnnen des Weiteren nach ihren Funktionen unterschieden werden.
Neben Biomarkern fir oxidative DNA-Schaden und Biomarkern fur
Entzindungen nach oxidativen Schaden, z. B. Tumornekrosefaktor-alpha
(TNF)-a, gibt es Biomarker als Mediatoren nach Entzundungen,

z. B. Leukotrien B4 (LTB4) und fractional exhaled nitric oxide (FeNO, deutsch:
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fraktioniert ausgeatmeter Stickstoffmonoxid) (Kress, Wigmann et al., 2022; Kim
et al., 2016; Suhaimi & Jalaludin, 2015; Dweik et al., 2011).

TNF-a ist ein entzindungsfordernder Botenstoff (Zytokin), welcher u. a. wahrend
allergischer Reaktionen von Makrophagen und Mastzellen freigesetzt wird (Kim
et al., 2016; Yang et al., 2014). Wie im Kapitel 1.2.1 beschrieben, wird Asthma
unter anderem dadurch charakterisiert, dass die glatte Muskulatur der Atemwege
verstarkt von aktivierten Mastzellen hyperkontraktil ist (Papi et al., 2018;
Bousquet et al., 2000), sodass TNF-a in der Asthmapathogenese relevant ist
(Yang et al., 2014).

LTB4 induziert die Apoptose, den selbstprogrammierten Zelltod, in
Endothelzellen der Pulmonalarterie und tragt so zu Gewebeverletzungen und
Entzindungen bei (Tian et al., 2013). Bei Patient:innen mit chronisch obstruktiver
Lungenerkrankung (COPD) tragt LTB4 zu einem Anstieg von Neutrophilen in den
Atemwegen bei, was eine neutrophile Entzindungsreaktion charakterisiert
(Crooks et al., 2000).

FeNO ist ein weiterer Biomarker. Bei einer subklinischen Atemwegsentzindung
produziert das Epithelium hohe Konzentrationen von Stickstoffmonoxid (NO),
welches direkt Uber die ausgeatmete Luft messbar ist (Kim et al., 2016; Dweik et
al., 2011). Die Produktion von NO ist ein komplexer Prozess bei dem
verschiedene Zelltypen und Zytokine, u. a. TNF-q, beteiligt sind (Kim et al., 2016).
Die  FeNO-Konzentration wird als nicht-invasiver  Biomarker  fur
Atemwegsentzindungen genutzt und spielt somit eine grofle Rolle in der
Diagnose und dem Monitoring fur chronisch respiratorische Erkrankungen wie
Asthma (Kim et al., 2016). Dabei indiziert eine hohe FeNO-Konzentration
(Erwachsene: > 50 parts per billion (ppb, deutsch: Teile pro Milliarde),

Kinder: > 35 ppb) eine eosinophile Atemwegsentzindung (Dweik et al., 2011).

Gemessen wird die FeNO-Konzentration nach den Empfehlungen der American
Thoracic Society (ATS) und der European Respiratory Society (ERS) mit Hilfe
eines standardisierten Messverfahrens (ATS/ERS, 2005), wie in Abb. 3

vereinfacht dargestellt.
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Abb. 3: Messung der fraktioniert ausgeatmeten Stickstoffmonoxid (FeNO)-Konzentration
(eigene Darstellung).

Dabei wird ein spezielles FeNO-Messinstrument verwendet. In einer stehenden
Position wird in das Mundstick des Gerats eingeatmet, wobei eine
Nasenklammer die nasale Inspiration verhindert. Um die Lunge zunachst mit
NO-freier Luft zu fullen, wird zuerst schnell durch das Mundstiick bis zur
gesamten Lungenkapazitat eingeatmet. Danach folgt das langsame Ausatmen
durch das Mundstlick mit einer Durchflussrate von 50 x5 Milliliter pro
Sekunde (ml/s) Uber einen Zeitraum von sechs Sekunden. Dabei helfen Ton- und
Lichtsignale des Gerats die erforderliche Durchflussrate einzuhalten (ATS/ERS,
2005).

Die NO-Produktion hangt mit vielen Faktoren zusammen. Die wichtigsten
Determinanten sind Alter, Geschlecht, Ethnizitat und atopische Erkrankungen.
Dabei wurde zusammengefasst (Nerpin et al., 2019; Kim et al., 2016), dass die
FeNO-Konzentration mit dem Alter ansteigt und Jungen ein h6heres FeNO-Level
aufweisen, als Madchen. Da die LungengroRe mit der Kérpergrolde assoziiert ist,
ist diese ebenfalls relevant. Hinsichtlich der Ethnizitdt haben z. B. asiatische
Individuen eine héhere FeNO-Konzentration gegenlber kaukasischen Individuen
(Kim et al., 2016). Weitere Determinanten sind genetische Variationen,
Lebensstilfaktoren, wie NO enthaltene Lebensmittel sowie Rauchen und
Umweltfaktoren wie Luftverschmutzung (Nerpin et al., 2019; Kim et al., 2016;
Dweik et al., 2011; ATS/ERS, 2005).
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1.3 Luftverschmutzung

Luftverschmutzung wird definiert als jegliche Substanz in der Luft, die Menschen,
Tiere, Vegetationen oder Stoffen schadigt (Kampa & Castanas, 2008). Sie setzt
sich aus Luftschadstoffen wie Stauben und Gasen zusammen, welche regional
und saisonal mitunter durch die Temperatur variieren (Umweltbundesamt, 2021a;
Boogaard et al., 2019; Cohen et al., 2017).

Die Quellen von Luftverschmutzung sind vielfaltig. Neben naturlichen Quellen wie
Bodenerosionen, Pflanzen oder Mikroorganismen, tragen anthropogene Quellen,
insbesondere Industrieanlagen, der motorisierte Verkehr und Heizungen zur

Luftverschmutzung bei (Umweltbundesamt, 2021a; Peters et al., 2019).

Staube und Gase werden je nach Entstehung in primare und sekundare
Luftschadstoffe unterschieden (Schraufnagel et al., 2019). Staube kénnen aus
den oben genannten Quellen entstammen (primare Schadstoffe) oder dariber
hinaus z. B. durch Ammoniakemissionen der Landwirtschaft zusammen mit
Stickstoffdioxid (NO2) oder Schwefeldioxid gebildet werden (sekundare
Schadstoffe) (Umweltbundesamt, 2021a; Schraufnagel et al., 2019). Sie werden
anhand ihres aerodynamischen Durchmessers kategorisiert, da dieser im
Zusammenhang zum Gesundheitseffekt steht (siehe Kapitel 1.4) (Schraufnagel,
2020). Unter Feinstaub werden Partikel mit einem aerodynamischen
Durchmesser von weniger als 10 Mikrometer (um, PMs1o) und weniger als
2,5 um (PMz5) beschrieben (Schraufnagel et al., 2019; Eeftens et al., 2012),

siehe Abb. 4 zur Veranschaulichung des Durchmessers.
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Menschliches Haar
(50-70 pm)

0,0002 : 1

Abb. 4: Vergleich und Veranschaulichung des Durchmessers von Luftschadstoffpartikeln
(eigene Darstellung). ym = Mikrometer, PMo 1/ 25 10 = Partikel mit einem aerodynamischen
Durchmesser von weniger als 0,1/ 2,5/ 10 ym.

Die Kategorisierung anhand des Durchmessers bedingt somit eine Uberlappung,
sodass die Gruppe von PM1o auch PMz5 Partikel enthalt (Schraufnagel, 2020;
Schraufnagel et al., 2019). Weitere Luftschadstoffpartikel sind PMcoarse (Partikel
mit einem aerodynamischen Durchmesser von 2,5 bis 10 um) und PM2 5 absorbance,
was die Messung der Schwarzung bzw. des RulRes von PM2 5 Partikeln darstellt
(Eeftens et al., 2012). Ultrafeine Partikel, die in dieser Arbeit aufgrund fehlender
Datenverfligbarkeit nicht berlcksichtigt werden konnten, weisen einen
aerodynamischen Durchmesser von weniger als 0,1 ym (PMo,<1) auf
(Umweltbundesamt, 2021a; Peters et al., 2019) und werden aufgrund des
Uberlappungsproblems anhand der Partikelanzahl pro Kubikzentimeter
gemessen (Schraufnagel, 2020). Wahrend groRRere Partikel als Staub oder Dunst
mit geeignetem Licht sichtbar sind, sind kleinere Partikel fur das menschliche

Auge nicht sichtbar (Schraufnagel et al., 2019).
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Stickoxide  (NOx) und  Stickstoffdioxid @ sind Gase, die Dbei
Verbrennungsprozessen, wie bei der Verbrennung von Kohle, Ol, Gas und Holz
als primarer Schadstoff freigesetzt werden (Umweltbundesamt, 2022;
Schraufnagel et al.,, 2019). Stickoxide reagieren des Weiteren mit
Sonneneinstrahlung am Boden Uber photochemische Prozesse zum sekundaren
Luftschadstoff Ozon (Umweltbundesamt, 2022; 2021b; Peters et al., 2019;
Schraufnagel et al., 2019). Aufgrund der fehlender Datenverfugbarkeit wird Ozon

in dieser Dissertation nicht bertcksichtigt.

Es gibt verschiedene Mess- und Modellierungsmethoden von
Luftverschmutzung. In den ersten Modellen wurde zunachst die gemessene
Luftverschmutzung von einem oder wenigen Messinstrumenten auf alle
Individuen in der naheliegenden Stadt Ubertragen. Aktuelle epidemiologische
Studien hingegen beziehen oft Land Use Regression Models (LUR, deutsch:
Landnutzungsmodelle) ein (Boogaard et al., 2019). LUR-Modelle analysieren mit
Hilfe von multiplen linearen Regressionen den Zusammenhang zwischen
gemessener Luftschadstoffkonzentration mehrerer Messstationen und weiteren
Pradiktoren aus geografischen Informationssystemen wie Verkehr und
Landnutzung (Beelen et al., 2013; Eeftens et al., 2012). In der European Study
of Cohorts for Air Pollution Effects (ESCAPE, http://www.escapeproject.eu/)

wurden mithilfe von LUR-Modellen Schatzungen uber die Luftverschmutzung an

der Wohnadresse von Proband:innen fur 36 Studienorte innerhalb von Europa
generiert (Beelen et al., 2013). Die LUR-Modelle bieten die Mdglichkeit auf
kleinrdumiger Ebene, wie innerhalb einer Stadt, Unterschiede in der
Luftschadstoffkonzentration zu schatzen (Beelen et al., 2013; Eeftens et al.,
2012).

Neuste Modelle nutzen im Weiteren Satellitendaten, die eine globale und prazise
Messung von Luftschadstoffkonzentrationen abzielen. Ebenso werden
Hybridmodelle von unterschiedlichen Mess- und Modellierungsmethoden

angewendet (Tularam et al., 2021).
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1.4 Wirkung von Luftverschmutzung auf die respiratorische
Gesundheit

Uber 90 Prozent der Weltbevolkerung (WHO, 2022) sind mit jedem Atemzug tber
die menschliche Lunge gegenuber Luftverschmutzung exponiert (Ferkol &
Schraufnagel, 2014). Wie und durch welche Mechanismen Luftschadstoffe auf
die respiratorische Gesundheit wirken, ist jedoch noch nicht hinreichend
erforscht. Es werden verschiedene potentielle biologische Wirkungspfade

angenommen.

Atemwegsentzindungen sind einer der relevantesten zugrundeliegenden
Mechanismen zur Erklarung der Wirkung von Luftverschmutzung auf die
respiratorische Gesundheit sowohl bei Kindern, als auch bei Erwachsenen
(Peters et al., 2021; Abramson et al., 2020; Schraufnagel et al., 2019; Kim et al.,
2016; Miller & Peden, 2014). Wie in Abb. 5 veranschaulicht, induzieren dabei
Luftschadstoffe oxidativen Stress und aktivieren subklinische inflammatorische
Biomarker mit der potentiellen Folge einer systemischen Schadigung Gesundheit
(Sies & Jones, 2020; Schraufnagel et al., 2019; Hampel et al., 2015). Dabei
entspricht dieser Wirkungspfad nicht vorgegebenen Stufen, sondern vielmehr

Phasen, die ineinander Ubergehen kdnnen und einander beeinflussen.

Subklinische
Atemwegsentzindung
B
/N <+“—>
/
v
Oxidativer Stress z.B. Systemische Schadigung
Sauerstoffradikale > -II_-"I\'II';-G e Asthma
Antioxidantien FeNO * y Lungenfunktion
—~_ oo
| Toleranz Adaption Inflammation Apoptose und Nekrose >

Abb. 5: Wirkungspfad von Luftverschmutzung auf die respiratorische Gesundheit (eigene
Darstellung). FeNO = fraktioniert ausgeatmeter Stickstoffmonoxid, LTBa4= Leukotrien Ba,
TNF-a = Tumornekrosefaktor-alpha.

Im Detail werden durch Luftschadstoffe reaktive Sauerstoffspezies aus
Makrophagen freigesetzt, welche oxidativen Stress induzieren und dann

Zytokine, wie TNF-a, aktivieren, welche wiederum Entzindungsprozesse
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verursachen (Kim et al., 2016; Bousquet et al., 2000; Ribeiro et al., 1996).
Dadurch steigt auch die Produktion von NO, sodass der Effekt von
Luftverschmutzung auf Atemwegsentziindungen Uber die FeNO-Konzentration

gemessen werden kann (Kim et al., 2016).

Oxidativer Stress ist ein gestortes Gleichgewicht zwischen schadigenden
reaktiven  Sauerstoffspezies  (Sauerstoffradikalen) und  schitzenden
Antioxidantien (Sies & Jones, 2020; Suhaimi & Jalaludin, 2015). Die Fahigkeit
gesundheitsschadigende Effekte durch oxidativen Stress zu vermeiden, steht im
Zusammenhang mit dem Altern und der Langlebigkeit (Peters et al., 2021; Finkel
& Holbrook, 2000).

Die inflammatorische Reaktion auf Zellebene wird von Toleranz, GUber Adaption
und Inflammation bis hin zur Apoptose und Nekrose veranschaulicht (Peters et
al., 2021) und beschrieben (Madaniyazi et al., 2020; Schraufnagel et al., 2019;
Wittkopp et al., 2016). Zudem wird die angeborene und erworbene
Immunreaktion durch Luftschadstoffe auf Asthma dargestellt (Miller & Peden,
2014).

Epidemiologische Studien haben im Weiteren gezeigt, dass die
gesundheitsschadigende Wirkung von Luftverschmutzung vielfaltig ist und neben
der respiratorischen, auch die kardiovaskulare, reproduktive, kognitive,
neurologische, dermatologische und metabolische Gesundheit betreffen (Peters
et al., 2019; Boogaard et al., 2019). Einige Gesundheitseffekte treten kurz nach
der Exposition auf, beispielsweise Husten, Schwierigkeiten beim Atmen und
tranende Augen, andere wiederum werden erst nach einer langeren Zeit

wahrgenommen (Schraufnagel et al., 2019).

Zahlreiche epidemiologische Studien untersuchten den Zusammenhang
zwischen Luftverschmutzung und respiratorischer Gesundheit. In einer
systematischen Ubersichtsarbeit (Cabieses et al., 2014) wurde die bedeutende
Rolle der Umwelt fir die Asthmapravalenz dargelegt, indem Menschen mit
Migrationshintergrund mit Einheimischen verglichen worden sind. Fur Personen,
die aus einem Land mit niedriger in ein Land mit hoher Asthmapravalenz

einwanderten, war die Pravalenz zunachst auch niedriger im Vergleich zu den
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Einheimischen. Sie stieg allerdings mit langerer Aufenthaltsdauer auf ein

ahnliches Niveau wie bei den Einheimischen an (Cabieses et al., 2014).

Innerhalb  von  epidemiologischen  Studien  zur  Auswirkung  von
Luftverschmutzung auf  die respiratorische Gesundheit kénnen

Expositionsart, -quantitat, -zeitpunkt und -dauer wie folgt unterschieden werden.
Expositionsart

Inflammatorische Reaktionen unterscheiden sich je nach Luftschadstoff (Kim et
al.,, 2016; Holloway et al., 2012). Hinsichtlich des Feinstaubes hangt die
gesundheitsschadigende Wirkung, wie in Kapitel 1.3 bereits angeflihrt und wie in
Abb. 6 nachstehend veranschaulicht, mit dem Durchmesser der Partikel

zusammen (Schraufnagel, 2020).

PMz2,5 PMo,1

PartikelgroRe

Gesundheitsschadigung

Abb. 6: Zusammenhang zwischen der GroBe von Luftschadstoffpartikeln und der
Gesundheitsschadigung (eigene Darstellung). PMoyy 25 10 = Partikel mit einem
aerodynamischen Durchmesser von weniger als 0,1/ 2,5/ 10 Mikrometer.

PMio kann mindestens bis in die Nasenhohle eines Menschen eindringen, PMz5

bis in die kleinsten GefalRe der Lunge, den Bronchien und Lungenalveolen,
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wahrend PMo,1 bis in den Blutkreislauf und somit bis zu jedem Organ eindringen
kann. Kleinere Partikel haben so eine hohere Toxizitat fur den menschlichen
Organismus. Dementsprechend reichen die Gesundheitseffekte vom Aushusten
der groReren Partikel bis hin zu Veranderungen in den Blutgefallen und im
vegetativen Nervensystem bei kleineren Partikeln (Umweltbundesamt, 2021a;
Schraufnagel, 2020; Peters et al., 2019; Schraufnagel et al., 2019). Im Weiteren
ist die Toxizitat auch abhangig von der Struktur und Komposition der Partikel
(Schraufnagel et al., 2019).

In einer Studie von 22 europaischen Kohorten wurde der Zusammenhang
zwischen chronischer Exposition gegenuber verschiedenen Luftschadstoffen
(PM1o, PM2,5, PMcoarse, PM2,5 absorbance, NOx und NO2) und natdrlich bedingter
Mortalitat untersucht. Dabei zeigte die Exposition gegenuber PM25 ein erhdhtes
Risiko (Beelen et al., 2014). Expositionen gegenuber NOx und NO2 sind im
Weiteren mit dem Risiko fiur kardiopulmonale Mortalitdt nach 22 Jahren
assoziiert, wobei der Zusammenhang mit bis zu 20 Prozent Uber eine verringerte

Lungenfunktion vermittelt wird (Dalecka et al., 2021).

In einer toxikologischen Studie wurde gezeigt, dass insbesondere PM2z5s
(gegenluber PM1o) das Gleichgewicht zwischen proinflammatorischen TNF-a und
antiinflammatorischen Zellen storen kann (Dobreva et al., 2015). NO:2 ist ein
Reizgas, das bis tief in die Lunge eindringen und dort die oben beschriebenen
inflammatorischen Prozesse induzieren kann (Olaniyan et al., 2020; Peters et al.,
2019; Schraufnagel et al., 2019).

Expositionsquantitat

Anhand von biologischen Prozessen auf Zellebene wurde gezeigt, dass eine
gewisse Konzentration von Luftschadstoffen toleriert werden kann, wahrend ab
einer bestimmten héheren Konzentration Schadigungen oder die Apoptose und
Nekrose eintreten (Peters et al., 2021). Die Wirkung von Luftverschmutzung wird

daher auch Uber die Expositionsquantitat der jeweiligen Luftschadstoffe bewertet.

Zur Verringerung von gesundheitsschadigenden Auswirkungen wurden
Luftqualitatsziele in der europaischen Richtlinie 2008/EG/50 festgelegt. Die
Grenzwerte, die wissenschaftlich fundiert festgelegt worden sind, durfen nach

Erlass dieser Richtlinie nicht Gberschriten werden (PM1o: 40 pug/ms3,
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PMz2s: 25 pg/m3, NOz2: 40 ug/m?®) (Europaisches Parlament und Europaischer
Rat, 2008).

Eine Metaanalyse von 15 Studien Uber den Langzeiteffekt von NO2 zeigte, dass
bei einer Konzentration von 20 ug/m?3 bereits signifikante Gesundheitseffekte
beobachtet werden konnen (Hoek et al., 2013). Eine Reduzierung der
NO2-Konzentration steht auch im Zusammenhang mit einer relativen
Verbesserung der Lungenfunktion bei alteren Frauen in Deutschland (Huls et al.,
2019). Aufgrund der gesundheitsschadigenden Wirkung von Luftschadstoff-
konzentrationen unterhalb der gesetzten Grenzwerte (Beelen et al., 2014), hat
die WHO die Grenzwerte der Luftqualitdt im Jahr 2021 angepasst
(PM10: 15 pg/m3, PM25: 5 ug/m3, NO2: 10 yg/m?3) (WHO, 2021).

Expositionszeitpunkt

Hinsichtlich des Expositionszeitpunktes wurde zusammengefasst, dass
Expositionen sowohl in den vorgeburtlichen, als auch in den ersten Lebensjahren
relevant fur die Entwicklung von Asthma und die Lungenfunktion sind (Miller &
Peden, 2014). Dies stehe im Zusammenhang mit der Entwicklung des
Immunsystems sowie der Lunge (Schraufnagel et al., 2019; Miller & Peden,
2014).

Daneben besteht seit Uber 30 Jahren die Hygienehypothese (Strachan, 1989),
welche besagt, dass fruhkindliche Expositionen gegenuber bestimmten
Bakterien das Immunsystem weiterentwickeln und so vor allergischen

Erkrankungen und Asthma schuitzen (Pfefferle et al., 2021).
Expositionsdauer

Auf Zellebene wurde gezeigt, dass eine kontinuierliche und andauernde
Exposition im Zusammenhang zur Apoptose und Nekrose steht (Peters et al.,
2021). Wahrend Vviele epidemiologische Studien Kurzzeiteffekte von
Luftverschmutzung auf die respiratorische Gesundheit untersuchten,
beispielsweise auf Lungenfunktion und COPD (Doiron et al., 2019; Adam et al.,
2015) sowie FeNO (Chen et al., 2020), gibt es wenige Studien, die
Langzeiteffekte fokussierten. Insgesamt zeigten diese inkonsistente Ergebnisse
(Bowatte et al., 2017).
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In einer europaischen Studie von 6 bis 8-Jahrigen (n=5921) wurde kein
Zusammenhang zur Lungenfunktion mit der Exposition gegentuber PM1o, PM25,
PMcoarse;, PM2,5 absorbance, NOx und NO2 zum Zeitpunkt der Geburt gefunden,
wahrend die Expositionen gegenuber PM2,5, PM2 5 absorbance, NOx und NO2 an der
aktuellen Wohnadresse mit einer Verringerung der Lungenfunktion assoziiert ist
(Gehring et al., 2013). Eine ahnliche Studie Uber die Asthmapravalenz bei 8 bis
10-Jahrigen (n=10377) hat ebenfalls keinen Zusammenhang zur
Luftverschmutzung zum Zeitpunkt der Geburt gefunden (Mdlter et al., 2015).
Auch das FeNO-Level von Kindern stand nicht im Zusammenhang zu einer
Exposition gegenlber Luftschadstoffen tber einen Zeitraum von einem Jahr (Liu
et al., 2014).

Bei alteren Frauen wurden fur eine Luftverschmutzung Uber einen Zeitraum von
funf Jahren schadigende Effekte auf die hier untersuchten Biomarker flr
Atemwegsentzindungen gefunden (Vossoughi et al.,, 2014). In einer
Langsschnittanalyse von sechs europaischen Kohorten (n =17 909 bis 23 704)
zur Asthmainzidenz bei Erwachsenen zeigten die Luftschadstoffe PMz25, PM1o,
PMg2,5 absorbance, NOx und NOz2 einen schadlichen Trend, der aber statistisch nicht
signifikant war (Jacquemin et al., 2015). Eine Metaanalyse von europaischen
Erwachsenen (43-73 Jahre) zeigte ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen
Luftverschmutzung und einer Veranderung der Lungenfunktion Uber die Zeit
(Adam et al., 2015).

Dagegen wurde ein Zusammenhang zwischen einer niedrigen Exposition
gegentber NO2 Uber einen Zeitraum von funf Jahren und einer erhohten
Asthmapravalenz im Alter von 45 bis 50 Jahren in der Tasmanian Longitudinal
Health Study gefunden (Bowatte et al., 2017). Eine landesweite Studie mit
US-amerikanischen Frauen zeigte ebenfalls Langzeiteffekte zwischen einer
Exposition gegenuber PM2s5 und der Asthmainzidenz im Erwachsenenalter
(Young et al., 2014).

18



Genetische Variationen

1.5 Genetische Variationen

Mit der Entschlisselung (= Sequenzierung) des menschlichen Genoms wurde
die Abfolge von Nukleotiden des gesamten Genoms bestimmt (Venter et al.,
2001). In Abb. 7 wird der Aufbau der Desoxyribonucleinacid (DNA, deutsch:
Desoxyribonukleinsaure) von der Zelle mit Zellkern bis zu den Basen der DNA

vereinfacht veranschaulicht.

Q XXXXX
XXX X XX)

6 7 8 9 10

XXXXXX

12 13 14 15 16 17

XXXXXX

18 19 20 21 22 XX

ATGACCG
TACTGGC

Abb. 7: Aufbau der DNA (eigene Darstellung). A =Adenin, C = Cytosin,
DNA = Desoxyribonucleinacid (deutsch: Desoxyribonukleinsdure), G = Guanin, T = Thymin.

Nukleotide unterscheiden sich in ihren Basen. Die Basen der DNA sind
Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin (T), wobei sich A mit T und C
mit G binden (Nature Education, 2019).

Die Transportform der DNA ist das Chromosom. Jede menschliche Zelle besitzt
46 Chromosomen, davon 22 homologe Chromosomen, jeweils von einem
Elternteil, sowie zwei Geschlechtschromosomen, ein X-Chromosom von der
Mutter und ein X oder Y-Chromosom von dem Vater. Auf einem Chromosom gibt

es festgelegte Positionen der DNA-Sequenz (van der Mei et al., 2014).

Als Genotyp wird die Sammlung von Genen eines Individuums bezeichnet. Ein
Gen bezeichnet einen Abschnitt der DNA mit dem ein bestimmtes Merkmal
definiert wird. Die kodierte DNA in den Genen wird genutzt, um Proteine zu

synthetisieren (van der Mei et al., 2014). Die Auspragung des Genotyps als ein
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zu beobachtendes Merkmal des Individuums wird als Phanotyp bezeichnet (van
der Mei et al., 2014).

Ein Gen kann zwei oder mehrere Varianten haben, welche als Allele bezeichnet
werden. Fir jedes Gen tragt ein Individuum zwei Allele, eines von jedem
Elternteil. Bei einem Genotyp mit zwei Allelen (Allel A und Allel B) ergeben sich
folgende Mdoglichkeiten: Homozygot A/A, Heterozygot A/B und Homozygot B/B
(van der Mei et al., 2014).

Wahrend die DNA zwischen Individuen zu 99,9 Prozent identisch ist, bestehen
dennoch genetische Variationen (Tebbutt et al., 2007; Shastry, 2002; Venter et
al., 2001). Eine Abanderung der DNA-Sequenz wird als Mutation beschrieben.
Eine Mutation, die in Uber einem Prozent einer Population auftritt, wird als
Polymorphismus klassifiziert. Der Austausch eines einzelnen Nukleotids bzw.
Basenpaares an einer bestimmten Position, wie in Abb. 8 dargestellt, ist definiert
als Single Nucleotide Polymorphism (SNP, deutsch: Einzelnukleotid-
Polymorphismus) (Nature Education, 2019; Shastry, 2002).

v'
ATGACCG

TACTGGC

e
ATGACCG
GTGACCG
AGGACCT
ATGACCG
ATGACCG
GTGACCG
ATGACCG

ATGACCG
AGGACCG

SNP A/G
A: 80 Prozent Allel B
G: 20 Prozent Allel A —»

Abb. 8: Erklarung des Single Nucleotide Polymorphism (SNP, deutsch: Einzelnukleotid-
Polymorphismus) (eigene Darstellung). A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin, T = Thymin.
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SNPs machen 90 Prozent der Unterschiede in der menschlichen DNA aus
(Huang et al., 2015; Shastry, 2002). Sie treten etwa alle 200 bis 300 Basenpaare
innerhalb von Genen (dann hat das Gen mehrere Allele) oder auch in nicht
kodierten Abschnitten der DNA auf (Nature Education, 2019; Tebbutt et al.,
2007). SNPs bestimmen so die Diversitat zwischen Populationen, die
Individualitat, aber auch die Vulnerabilitat gegenuber Erkrankungen,
beeinflussen deren Therapien sowie die Wirkung von Umweltfaktoren (van der
Mei et al., 2014; Paré, 2012; Shastry, 2002).

Genetische Varianten, wie SNPs, die nah beieinander liegen, konnen
miteinander korrelieren und sind hinsichtlich ihrer Haufigkeit nicht unabhangig
voneinander. Sie liegen in einem linkage disequilibrium (deutsch:

Kopplungsungleichgewicht) (El-Husseini et al., 2020).

Die Methoden, genetische Informationen zu gewinnen sowie aufzubereiten
sind komplex und entwickeln sich stetig weiter. Die folgende Abb. 9 stellt eine der

Moglichkeiten vereinfacht dar.
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DNA Isolation
Blut oder Speichel

883 Individuen
712 189 Varianten

Next generation
sequencing

DNA microarray

Qualitatskontrolle

Base calling

Fluoreszenz-
signale

SNP und
Genotype Calling

Rohdaten

fehlende

alpnmis VSI1/snIdINIO [8ldsiag

792 Individuen

479 023 Varianten bereinigte Gendaten

792 Individuen

39 131 600 Varianten Referenzpanel
T
1
i Imputa-
| Genotyp Multi- tions-
i . llele ualita
| Imputation aele \qualitat
J

792 Individuen

7 658 196 SNPs bereinigte und imputierte

Gendaten

Abb. 9: Gendatenaufbereitung ausgehend von der DNA Isolation bis hin zu bereinigten und
imputierten Gendaten mit Anfiihrung des Beispiels der GINIplus/LISA Studie (eigene
Darstellung). DNA = Desoxyribonucleinacid (deutsch: Desoxyribonukleinsaure),
GINIplus = German Infant study on the influence of Nutrition Intervention plus environmental and
genetic influences on allergy development, LISA = The Influence of Life style factors on the
development of the Immune System and Allergies in East and West Germany, SNP = Single
Nucleotide Polymorphism (deutsch: Einzelnukleotid-Polymorphismus).
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Demnach kann aus Blut oder Speichelproben die DNA isoliert werden. Mit Hilfe
von DNA microarrays konnen letztendlich SNPs und Genotypen sequenziert
werden. Auf einem DNA microarray kbnnen multiethnische genetische Varianten
liegen, aber es werden auch spezielle DNA microarrays fur spezifische ethnische

Populationen entwickelt (lllumina, 2022a; Kawai et al., 2015).

Ein Verfahren fur die Genotypisierung ist das next generation sequencing. Der
DNA microarray Hersteller lllumina verwendet die Methode sequencing by
synthesis. Vereinfacht werden dabei Millionen Kopien von einstrangigen
DNA-Fragmenten amplifiziert. Danach binden chemisch modifizierte Nukleotide
durch die natirliche Bindungskomplementaritdt an den ersten DNA-Strang.
Dieser Vorgang wiederholt sich im Weiteren fur den zweiten Strang (lllumina,
2022c; Nielsen et al., 2011).

Jede Base sendet ein individuelles Fluoreszenzsignal anhand dessen die
DNA-Sequenz bestimmt werden kann (base calling) (lllumina, 2022b; Nielsen et
al., 2011). Ist die DNA-Sequenz mit dessen Basen identifiziert, folgt in der Regel
eine Qualitatskontrolle, die eine Einschatzung uber die Fehlerrate beim base

calling liefert (Nielsen et al., 2011).

Daraufhin werden anhand der identifizierten Basen und deren Qualitatsscore die
SNPs (SNP calling) und der Genotyp fur jedes Individuum (genotype calling)
bestimmt. Bei dem SNP calling werden die Positionen identifiziert, an denen ein
Polymorphismus vorliegt oder sich mindestens eine Base von der Referenz
unterscheidet. An diesen Positionen wird dann der Genotyp des Individuums
bestimmt. Fur diesen Vorgang gibt es verschiedene Algorithmen und Methoden
(Nielsen et al., 2011). Die einfachste Methode ist es, die Allele zu zahlen und
uber Grenzwerte zu definieren, ab wann ein SNP vorliegt (Nielsen et al., 2011).

Die erhaltenen Rohdaten konnen im Weiteren in einer Qualitatskontrolle
bereinigt werden. In Reed et al. werden Schritte der Qualitatskontrolle erlautert
(Reed et al., 2015), wobei sich diese durch die Charakteristik der Studie, der

Daten sowie durch die Forschungsfrage andern kénnen.

Nach der Qualitatskontrolle sind 300 000 bis 1 000 000 Einzelnukleotid Varianten

pro Individuum zu erwarten. Mit dem Ziel Informationen des gesamten Genoms
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abzubilden, wird oft eine Genotyp Imputation angewendet (Das et al., 2016).
Bei der Imputation werden Ahnlichkeiten zwischen den vorliegenden Gendaten
und einem Referenzpanel genutzt, um nicht-genotypisierte Varianten hinzu zu
schatzen. Ein Referenzpanel ist von dem Haplotype Reference Consortium
(HRC) entwickelt worden und umfasst genetische Informationen von uber
32 000 Individuen aus Uber 20 Studien (Das et al., 2016). Die Stichprobengrolde,
Anzahl an seltenen Varianten sowie die Ubereinstimmung der
Studiencharakteristika beeinflussen die Qualitat der Imputation und der
resultierenden Gendaten (Kawai et al., 2015). Ein Algorithmus fir die Genotyp
Imputation wurde entwickelt, der in einem webbasierten Imputationsserver zur
eigenstandigen Anwendung bereitgestellt wird (Das et al., 2016). Die Imputation
ist somit eine kostenglnstigere Mdglichkeit, da so nicht das gesamte Genom
sequenziert werden muss, aber nahezu vollstandige Daten Uber das Genom

eines Individuums vorliegen (Kawai et al., 2015).

Nach der Imputation folgt oftmals eine weitere Qualitatskontrolle (Reed et al.,
2015).

Grundlage dieser Dissertation war es, die genetischen Rohdaten der
Kohortenstudien German Infant study on the influence of Nutrition Intervention
plus environmental and genetic influences on allergy development (GINIplus) und
The Influence of Life style factors on the development of the Immune System and
Allergies in East and West Germany (LISA) aus Wesel (Details unter Kapitel 7.1.1
im Anhang) mit Hilfe einer neu zu generierenden Pipeline in der Statistiksoftware
R aufzubereiten und mit Hilfe der aktuellen Referenzpopulation die Genotypen
zu imputieren. Ebenso wurde diese Pipeline auf die bestehenden Gendaten der
Study on the influence of Air pollution on Lung function, Inflammation and Aging
(SALIA) Studie (Details unter Kapitel 7.1.2 im Anhang) sowie den neu
genotypisierten Daten aus dem Jahr 2020 angewendet, um ein einheitliches

Verfahren zu schaffen.
1.6 Genetische Pradisposition und respiratorische Gesundheit

Bestimmte genetische Variationen wie SNPs stehen im Zusammenhang mit der
Entwicklung bestimmter Erkrankungen (Nature Education, 2019; Chakravarti,

2001). SNPs auf dem gesamten Genom erklaren zwischen 50 und 66 Prozent
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von individuellen Unterschieden in der Lungenfunktion, was einem ahnlichen
Anteil entspricht, der durch die familiare Disposition erklart wird (Klimentidis et
al.,, 2013). Die grundlegende Theorie Uber den Zusammenhang zwischen
genetischer Pradisposition und respiratorischer Gesundheit stutzt sich auf die
Mechanismen, die eine Entwicklung von respiratorischen Erkrankungen erklaren.
Es wird davon ausgegangen, dass der Wirkungspfad der Atemwegsentzundung
(siehe Kapitel 1.4) genetisch reguliert wird (Schraufnagel et al., 2019). Dabei
besteht generell die Hypothese, dass eine hohere Anzahl an seltenen

genetischen Varianten das Risiko flir eine Erkrankung erhéht (Risikoallel).

Die Haufigkeit der seltenen genetischen Varianten variiert zwischen
Populationen abhangig vom Geschlecht, Alter, soziobkonomischen Status und
der Ethnizitat (Mostafavi et al., 2020; Duncan et al., 2019; Tebbutt et al., 2007).
Die Theorie des ancestral bottleneck (deutsch: Ahnenengpass) wird
herangefuhrt, um genetische Unterschiede zwischen verschiedenen Ethnien zu
erklaren (Ortega & Meyers, 2014). Dabei fuhrte die unterschiedliche
Vermischung der Vorfahren dazu, dass sich die Haufigkeit seltener genetischer
Varianten zwischen ethnischen Populationen unterscheidet. So sind bei
afrikanischen Individuen dreimal so viele seltene genetische Varianten
vorhanden wie bei kaukasischen oder asiatischen Individuen (Ortega & Meyers,
2014). Eine Analyse von seltenen genetischen Variationen ausgewahlter SNPs
zeigte, dass ethnische Gruppen spezifische Risikoallele tragen (Huang et al.,
2015). So sind 15 Prozent der gesamten SNPs spezifisch fur bestimmte
Populationen (Huang et al., 2015). Daraus ergibt sich eine Vulnerabilitat fur
bestimmte  ethnische  Bevodlkerungsgruppen  gegenuber  bestimmten

Erkrankungen.

Um den Zusammenhang der genetischen Ausstattung mit der respiratorischen
Gesundheit zu bestimmen, werden Assoziationsstudien angewendet. Dabei kann
der hypothesenbasierte oder der hypothesenfreie Ansatz verfolgt werden (Belsky
& Israel, 2014; Holloway et al., 2012).

1.6.1 Hypothesenbasierter Kandidatenansatz

Zahlreiche epidemiologische Studien haben auf Grundlage bekannter

biologischer Wirkungspfade einzelne Kandidaten-Gene oder Kandidaten-SNPs
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im Zusammenhang  zur  respiratorischen Gesundheit  analysiert
(hypothesenbasierter Kandidatenansatz) (Belsky & Israel, 2014). Ziel dabei ist
es, den Einfluss des vermuteten relevanten Gens oder SNPs zu quantifizieren,
um letztlich Gene zu identifizieren, die zur Entwicklung der Erkrankung beitragen
(Tebbutt et al., 2007; Shastry, 2002). Die vermuteten relevanten Gene oder SNPs
werden Uber den biologischen Wirkungspfad abgeleitet, wie in folgender Abb. 10

veranschaulicht.

National Library of Medicine
National Center for Biotechnology Information
#§  SNPdatabase

]:|/‘ Gene database

|
l Biologischer Wirkungspfad > | GesundheitszielgroRe
|
I

Kandidaten-Gen(e) |~~~ " """ """ """ " L

Kandidaten-SNP(s)

Abb. 10: Darstellung des hypothesenbasierten Kandidatenansatzes (eigene Darstellung).
SNP = Single Nucleotide Polymorphism (deutsch: Einzelnukleotid-Polymorphismus).

Beispielsweise konnen uber Proteine, die mit der Erkrankung zusammenhangen,
Gene und im Weiteren funktionelle SNPs abgeleitet werden (Belsky & Israel,
2014). Der grolte Vorteil des Kandidatenansatzes ist die hiermit direkt
abzuleitende biologische Plausibilitat (Belsky & Israel, 2014; Tebbutt et al., 2007).

Im Detail kdnnen verschiedene Ansatze (Tebbutt et al., 2007), resultierende
Wirkungspfade, Bevolkerungsgruppen wie Altersgruppen (Di Palmo et al., 2021)
und respiratorische GesundheitszielgroRen unterschieden werden. Hinsichtlich
Asthma sind verschiedene Gene mit der Entstehung der Erkrankung oder auch

mit Asthmaattacken bereits assoziiert worden (Di Palmo et al., 2021).

Eine groRe Limitation des hypothesenbasierten Kandidatenansatzes ist, dass

dieser nur auf zuvor generiertem Wissen fundiert (Belsky & Israel, 2014).
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1.6.2 Genomweite Assoziationsstudien

Mit der Entschlisselung der Sequenz des gesamten Genoms (Venter et al.,
2001) ist es gegenuber dem hypothesenbasierten Kandidatenansatz madglich, die
Identifizierung relevanter Gene oder SNPs hypothesenfrei anzustreben (Belsky
& Israel, 2014; Shastry, 2002), wie in Abb. 11 veranschaulicht wird.

hypothesenfrei bislang unbekannte Gene bzw. SNPs
I\
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———— | \
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Abb. 11: Darstellung des Ansatzes einer genomweiten Assoziationsstudie einschlieflich
eines beispielhaften Manhattan Plots (eigene Darstellung). SNP = Single Nucleotide
Polymorphism (deutsch: Einzelnukleotid-Polymorphismus).

So kénnen aus dem gesamten Genom bislang unbekannte relevante Gene oder
SNPs auf Grundlage statistischer Grenzwerte identifiziert werden (Belsky &

Israel, 2014; Shastry, 2002). In den sogenannten genomweiten
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Assoziationsstudien (GWAS) wird genomweit nach Assoziationen mit der

Gesundheitszielgrof3e gesucht (Belsky & Israel, 2014).

Dabei wird fur jeden SNP des Genoms ein Regressionsmodell fir die
GesundheitszielgroRe getestet (Belsky & Israel, 2014). Die Ergebnisse werden
auf Grundlage der Plausibilitat der Nullhypothese, dem p-Wert, sortiert und
oftmals in einem Manhattan Plot veranschaulicht (Dudbridge, 2013). Dabei ist zu
sehen, dass SNPs, die nah beieinander liegen oft auch im linkage disequilibrium
stehen (El-Husseini et al., 2020; Thomas, 2010).

Mit Hilfe der identifizierten SNPs aus den GWAS koénnen im Weiteren Gene und
biologische Wirkungspfade abgeleitet werden (El-Husseini et al., 2020; Shrine,
Guyatt et al., 2019). Eine Vielzahl an GWAS fur verschiedene
GesundheitszielgroRen ist in einer Online-Datenbank, dem GWAS Katalog

(https://www.ebi.ac.uk/gwas/), frei zuganglich zu finden.

Der grofdte Vorteil der GWAS ist das EinschlieRen von Genen oder SNPs, die
nicht innerhalb der bekannten biologischen  Wirkungspfade der
GesundheitszielgroRRe auftreten (Belsky & Israel, 2014). Ein Nachteil ist hingegen
die Abhangigkeit vom statistischen Modell, sodass das Ziel der grof3tmdglichen
statistischen Power verfolgt wird (Belsky & lIsrael, 2014). Um falsch-positive
Assoziationen zu verringern, erfordert die multiple Teststrategie der GWAS eine
Bonferroni-Korrektur, sodass (unter Annahme von 1000 000 SNPs) ein
Zusammenhang anhand eines p-Wertes unter 5 x 1078 als genomweit signifikant
angenommen wird (Belsky & Israel, 2014). Des Weiteren wird die
Stichprobengréfe von tber 10 000 Individuen in jeder GWAS angestrebt (Kim &
Ober, 2019; Belsky & Israel, 2014).

Hinsichtlich der Lungenfunktion und COPD wurden in einer GWAS mit
400 102 Individuen kaukasischer Abstammung 279 relevante SNPs identifiziert,
wovon 139 SNPs bis dahin unbekannt waren (Shrine, Guyatt et al., 2019). Die
bisherigen GWAS zu Asthma wurden bereits zusammengefasst (Kim & Ober,
2019). In einer Ubersichtsarbeit wurden die Ergebnisse von fiinf groBen GWAS

von Asthma dargestellt (El-Husseini et al., 2020):
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1) Ferreira et al.: Asthma beginnend im Kindesalter 0-19 Jahre (n = 13 962),
Asthma beginnend im Erwachsenenalter 20-60 Jahre (n =26 582) mit
300 671 Kontrollen (Ferreira et al., 2019)

2) Zhu et al.: Asthma und Allergien (n =33593) mit 76 768 Kontrollen
kaukasischer Ethnizitat (Zhu et al., 2018)

3) Demenais et al.: Metaanalyse von weltweiten Asthma GWAS (n= 23 948)
mit 118 538 Kontrollen (Demenais et al., 2018)

4) Ferreira et al.: Asthma, Heuschnupfen (oder allergische Rhinitis) und
Ekzem (n = 360 838) (Ferreira et al., 2017)

5) Shrine et al.: mittelschweres bis schweres Asthma (n =5 135) mit
25 675 Kontrollen (Shrine, Portelli et al., 2019)

Dabei wurden insgesamt 128 unabhangige asthmarelevante SNPs identifiziert.
Bestimmte genetische Segmente, wie 17q12-21 assoziieren nur mit Asthma im
Kindesalter und nicht mit Asthma, welches erstmals im Erwachsenenalter auftritt
(El-Husseini et al., 2020). Dies verdeutlicht die genetischen Unterschiede

zwischen Subgruppen, wie Altersgruppen (El-Husseini et al., 2020).

Aufgrund der ethnischen Unterschiede in der genetischen Ausstattung
fokussieren sich GWAS meistens nur auf eine bestimmte ethnische
Bevolkerungsgruppe, wobei die kaukasische Ethnizitat mit einem Anteil von uber
78 Prozent an allen GWAS Uuberreprasentiert ist (Duncan et al., 2019; Peterson
et al., 2019). In der sudasiatischen Bevdlkerungsgruppe wurde jedoch
beispielsweise eine GWAS mit 212453 japanischen Individuen fur
42 Erkrankungen, einschlieBlich Asthma, durchgefihrt (Ishigaki et al., 2020).

Eine Alternative bieten auch multi-ethnische GWAS (Demenais et al., 2018).

Die Effekte der einzelnen SNPs, welche Uber den hypothesenbasierten
Kandidatenansatz oder die hypothesenfreie GWAS identifiziert worden sind,
konnen im Weiteren in genetischen Risikoscores (GRS) sowie PRS kumuliert

und quantifiziert werden (Belsky & Israel, 2014).
1.7 Polygenetische Risikoscores

Bei monogenetischen Erkrankungen ist der Zusammenhang zwischen
genetischer Ausstattung und Erkrankung eindeutig. Das Vorhandensein der

Mutation des bestimmten einzelnen Gens fuhrt direkt zur Auspragung der
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Erkrankung, z. B. Mukoviszidose (Paré, 2012). Fur lebensstilassoziierte
nichtibertragbare Erkrankungen wie Asthma tragt das genetische Risiko

hingegen, wie in Abb. 12 veranschaulicht, zur Entwicklung oder Auspragung bei.

Chromosom 7: CFTR-Gen [——» ﬂ\ Mukoviszidose

asthmarelevante Gene bzw. SNPs /| .
/ Ethnie /
Geschlecht /
Alter 1
Umweltfaktoren ¢
i
Allergene ~<

-
-

Abb. 12: Einfluss der genetischen Ausstattung im Vergleich zwischen Mukoviszidose und
Asthma (eigene Darstellung). SNP = Single Nucleotide Polymorphism (deutsch: Einzelnukleotid-
Polymorphismus).

So wird das gesamte Risiko nicht durch ein Gen oder ein SNP bestimmt, sondern
vielmehr kumuliert das relativ geringe Risiko vieler einzelner Gene oder SNPs zu
einem gemeinsamen relevanten Risiko, neben anderen Determinanten der
GesundheitszielgroRe (Albinana et al., 2021; Khera et al., 2018; Belsky & Israel,
2014; Dudbridge, 2013; Pare, 2012; Horne et al., 2005).

Die genetische Pradisposition einer Population flr nichtibertragbare
Erkrankungen lasst sich in einem normalverteilten Kontinuum beschreiben,

wobei die meisten Individuen ein mittleres genetisches Risiko flr eine bestimmte
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Erkrankung haben, aber einige ein sehr niedriges oder sehr hohes Risiko tragen
(Khera et al., 2018; Plomin et al., 2009).

PRS sind eine effektive Methode, um die individuelle genetische Pradisposition
fur eine Erkrankung uUber risikoassoziierte Allele von SNPs vieler Gene
zusammenzufassen und zu quantifizieren (Albinana et al., 2021; Khera et al.,
2018; Belsky & lIsrael, 2014; Plomin et al., 2009). Ein PRS kann einen
signifikanten Einfluss der genetischen Ausstattung abbilden, wahrend die
einzelnen SNPs des PRS alle jeweils keinen signifikanten Zusammenhang
zeigen (Khera et al.,, 2018; Horne et al.,, 2005). Anhand von Uber
400 000 Individuen konnte mit Hilfe eines PRS gezeigt werden, dass eine
Normalverteilung des Risikos fur koronare Herzkrankheiten vorliegt. Dabei haben
2,5 Prozent der Population ein vierfach erhdhtes Risiko durch ihre genetische
Ausstattung (Khera et al., 2018). Eine aktuelle Zusammenfassung von den flnf
am haufigsten zitierten Studien mit Gber 45 000 SNPs im Zusammenhang zu
PRS und koronaren Herzkrankheiten zeigte jedoch, dass trotz des signifikanten
Zusammenhangs des PRS mit dem Risiko fur koronare Herzkrankheiten in allen
Studien, die klinische Bedeutung flr die primare Pravention gering bliebe
(Groenendyk et al., 2022).

Die Idee hinter den GRS im Jahr 2005 war es, eine biologisch plausible,
statistisch robuste und klinisch relevante Methode mit Hilfe einer Skala zu
entwickeln, um somit auf logische und konsistente Zusammenhange zwischen
der genetischen Ausstattung und der Gesundheit schliel3en zu kdnnen (Horne et
al., 2005). In der Literatur wird derzeit zwischen GRS und PRS nicht eindeutig
differenziert (Lin et al., 2019). Wahrend ein PRS oft die genomweite
Einbeziehung von SNPs bezeichnet, werden dagegen in GRS meist
hypothesenbasierte Kandidaten-SNPs zusammengefasst (Choi et al., 2020;
Pasman et al., 2019). In Abb. 13 werden verschiedene Modelle von PRS

zusammenhangend dargestellt.
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Selektion von SNPs
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Abb. 13: Verschiedene Modelle des Polygenetischen Risikoscores (PRS) (eigene
Darstellung).  SNP =Single  Nucleotide = Polymorphism  (deutsch:  Einzelnukleotid-
Polymorphismus).

Zur Selektion der SNPs, die in einen PRS eingeschlossen werden, konnen
GWAS als Grundlage dienen, da sie die SNPs identifiziert haben, die mit der
interessierenden GesundheitszielgroRe statistisch zusammenhangen (Albifiana
et al., 2021; Duncan et al.,, 2019). GWAS Daten sind, wie im Kapitel 1.6.2

beschrieben, beispielsweise Uber den GWAS Katalog frei zuganglich.
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Die Genauigkeit und Prazision von PRS hangt dabei von vielen Faktoren ab. So
ist die zugrundeliegende Stichprobengrof3e entscheidend (Dudbridge, 2013).
Zudem ist es sinnvoll, dass die ausgewahlten SNPs aus der GWAS fur die
gleiche GesundheitszielgrofRe identifiziert worden sind, welche dann auch mit
dem PRS fokussiert wird (Albifiana et al.,, 2021). Neben den
GesundheitszielgroRen sollten moglichst viele Bevolkerungscharakteristika
zwischen der GWAS Population und der Population fur den PRS
ubereinstimmen, insbesondere Alter und Ethnizitat (Mostafavi et al., 2020;
Pasman et al., 2019; Duncan et al., 2019; Belsky & Israel, 2014). Die PRS sind
im Weiteren effizienter, wenn viele SNPs aus denen der PRS zusammengesetzt

wird, eine ahnliche Interaktion haben (Meisner et al., 2019).

Die eingeschlossenen SNPs kdonnen ungewichtet oder gewichtet in den PRS
einbezogen werden. Ein ungewichteter PRS entspricht der individuellen Summe
von risikoassoziierten Allelen der eingeschlossenen SNPs (Belsky & Israel,
2014). Ein gewichteter PRS dagegen wird aus der individuellen Summe von
risikoassoziierten Allelen der eingeschlossenen SNPs berechnet, gewichtet nach
dem Einfluss der einzelnen Allele auf das Erkrankungsrisiko (Pasman et al.,
2019; Purcell et al., 2009). Es koénnen die Punktschatzer aus dem
Regressionsmodell der GWAS als Gewichtung im PRS verwendet werden
(= externe Gewichtung) (Albifiana et al., 2021; Duncan et al., 2019). Ein PRS
wird dann definiert als eine individuelle Schatzung eines einzelnen Wertes, der
anhand der Summe von genomweiten Genotypen gewichtet nach der
zugehorigen Effektstarke des Genotyps aus den GWAS Daten berechnet wird
(Choi et al., 2020).

Wenn keine adaquate GWAS existiert und die Stichprobe der eigenen Daten zu
klein ist, um eine GWAS durchflhren zu kénnen, dann sollte anhand der elastic-
net Regression ein PRS mit interner Gewichtung gegenuber Einzel-SNP-
Analysen oder einem ungewichteten PRS angewendet werden (Hdls, Ickstadt et
al., 2017).

Es ist entscheidend, dass die Individuen fur die der PRS geschatzt wird, nicht
ebenfalls fur die Generierung der Gewichtung eingeschlossen worden sind (Choi
et al., 2020; Wray et al., 2013). Wahrend bei der externen Gewichtung mittels

GWAS eine Uberschneidung der Individuen meistens ausgeschlossen
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werden kann, wird bei der internen Gewichtung die Stichprobe mit Verringerung

der statistischen Power zweigeteilt (Horne et al., 2005).

Die statistische Berechnung von gewichteten PRS kann auf verschiedenen
Theorien und Modellen basieren. Darunter werden die empirische Bayes-Theorie
und interne EffektgroRenverteilungen mit dem R-Paket EBPRS (Song et al.,
2020) angewendet, um den PRS prazise zu schatzen. Im Detail werden dabei
die EffektgroRen fur jeden SNP durch einen Bootstrapping-Ansatz mit einer
robusten Schatzung berechnet, welche sowohl auf den Punktschatzern aus dem
Regressionsmodell der GWAS, als auch auf der Anzahl der
Studienteilnehmer:innen mit Auspragung der Gesundheitszielgrofie basiert.
Unterschiede in der Definition des Risikoallels zwischen den Kohorten fur die der
PRS geschatzt wird und der GWAS werden berlucksichtigt. Anhand der
geschatzten Effektstarken wird der PRS individuell fur jedes Individuum der
Kohorte generiert. Hohere Werte reprasentieren dabei ein hoheres

Erkrankungsrisiko (Song et al., 2020).

Mit Hilfe von PRS konnen Individuen mit einer hohen genetischen Vulnerabilitat
fur eine bestimmte Erkrankung identifiziert werden, die ansonsten wahrscheinlich
unentdeckt bleiben wirden (Albifiana et al., 2021; Khera et al., 2018; Belsky &
Israel, 2014). Es besteht somit das Potential, die Pravention und Therapie zu
individualisieren (Khera et al., 2018; Horne et al., 2005). Beispielsweise zeigten
Moll et al., dass Individuen mit einem erhohten Risiko fur COPD, gemessen an
einer schlechten Lungenfunktion, mit einem PRS identifiziert und daruber hinaus
auch phanotypische Subgruppen abgeleitet werden kénnen (Moll et al., 2020).
Bislang fehlt es allerdings noch an evidenzbasierten Studien, die das
polygenetische Risiko in den Zusammenhang zu allen polygenetischen
respiratorischen Erkrankungen bringt (Khoury et al., 2013). Eine grofere erklarte
Varianz der GesundheitszielgroRe wird durch die Einbeziehung von GxE

angestrebt (Pasman et al., 2019).
1.8 Gen-Umwelt-Interaktionen

Ein signifikanter Anteil von phanotypischen Diversitaten wird durch genetische
Unterschiede erklart, die mit der Umwelt interagieren (Moss et al., 2019; Murcray

et al., 2009; Tebbutt et al., 2007). Beispielsweise steht die Entwicklung von
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Brustkrebs im Zusammenhang mit einem bestimmten Gen, welches autosomal
dominant vererbt wird. Dabei weisen allerdings lediglich etwa vier Prozent der
Patientinnen dieses Gen auf (Newman et al., 1988). Ebenso tragen auch manche
Frauen das Risikogen, entwickeln jedoch in ihrem gesamten Leben keinen
Brustkrebs. Dies verdeutlicht, dass Umweltfaktoren die genetische Pradisposition
verstarken oder hemmen kénnen (Ottman, 1990; Newman et al., 1988).

Andersherum wird angenommen, dass auch die genetische Pradisposition den
Effekt von Umweltfaktoren beeinflusst. Inflammatorische Reaktionen infolge von
Umweltfaktoren, z. B. Luftschadstoffen, wie in Kapitel 1.4 beschrieben, sind
genetisch reguliert (Pasman et al., 2019; Holloway et al., 2012). Es bestehen
sogar Unterschiede in den Effekten der Luftverschmutzung innerhalb von
gesunden Individuen, die einer kontrollierten Exposition ausgesetzt sind
(Holloway et al., 2012).

Wie in Abb. 14 veranschaulicht, treten GXE dann auf, wenn die Auspragung der
genetischen Pradisposition den Effekt von Umweltfaktoren auf das
Erkrankungsrisiko beeinflusst oder wenn die Auspragung der Umweltfaktoren
den Effekt der genetischen Ausstattung auf das Erkrankungsrisiko beeinflusst
(Belsky & Israel, 2014; Ottman, 1996).
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Systemische Schadigung
Asthma

Gen-Umwelt-Interaktionen

% DDDH

ATGACCG

TACTGGC

Abb. 14: Darstellung von Gen-Umwelt-Interaktionen (Eigene Darstellung). A = Adenin,
C = Cytosin, FeNO = fraktioniert ausgeatmeter Stickstoffmonoxid, G = Guanin,
LTBa4 = Leukotrien Bs4, T = Thymin, TNF-a = Tumornekrosefaktor-alpha.

Interaktionseffekte mit der genetischen Pradisposition konnen zum Beispiel dann
wirken, wenn ein Individuum gegenliber Umweltrisiken exponiert ist oder
andersherum, wenn es einen Hochrisiko-Genotypen tragt (Holloway et al., 2012;
Ottman, 1996). Verschiedene Definitionen des Umweltfaktors in GxE sind
moglich (Ottman, 1996). In der vorliegenden Arbeit wird die GxE auf den

Umweltfaktor Luftverschmutzung fokussiert.

Verschiedene Modelle Uber den Zusammenhang zwischen der genetischen
Ausstattung und der Umwelt wurden aufgestellt. Dabei wurde unterschieden, ob
der Umweltfaktor und die genetische Ausstattung auch unabhangig voneinander
einen direkten Gesundheitseffekt haben und inwiefern eine genetische
Pradisposition den Effekt der Umwelt beeinflusst (Ottman, 1996; 1990).

Die zugrundeliegenden Mechanismen kdnnen sich dabei zwischen Subgruppen
unterscheiden (Ottman, 1996). Die Ergebnisse von GXE Studien kdnnen so durch
die Identifizierung von zugrundeliegenden Mechanismen dazu beitragen, die

Vulnerabilitat gegenuber PM-relevanten Gesundheitseffekten
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aufzudecken (Sacks et al., 2011). Mit Hilfe von GxE Studien kdnnen biologische
Wirkungspfade zur Entwicklung von komplexen respiratorischen Erkrankungen
entschlisselt werden (van der Mei et al., 2014; Hsu et al., 2012; Holloway et al.,
2012; Sacks et al., 2011). Dadurch kénnen individuelle Risiken sowie das Risiko
von Subpopulationen geschatzt werden, welche zu einer Optimierung der
Gesundheitsversorgung beitragen konnen (Hsu et al., 2012; Murcray et al., 2009;
Ottman, 1996).

Verschiedene Aspekte, die bereits aus bestehenden GxE Studien abgeleitet
werden konnten, wurden zusammengefasst (Ritz et al., 2017). So sollte
beispielsweise die zeitliche Ebene berlucksichtigt werden. Hinsichtlich der
Exposition sei es sinnvoll auf eine qualitativ hochwertige Messung bzw.
Erhebung, die EinschlieBung hoher Expositionslevel sowie auf eine Variabilitat in

der Exposition zu achten (Ritz et al., 2017).

Wie in dem Konzept von GxE beschrieben (Ottman, 1996; 1990), kann der
Hochrisiko Genotyp uber einzelne Gene bis hin zu polygenetischen Modellen
abgebildet werden (Ottman, 1996). Es konnen einzelne Kandidaten-Gene
oder -SNPs sowie ungewichtete oder gewichtete GRS oder PRS in GxE Studien
einbezogen werden. Darlber hinaus gibt es Studien mit weiteren spezifischeren
Methoden um GxE zu analysieren, z. B. GXE Metaanalysen (van der Mei et al.,
2014), Netzwerk Cluster Analysen (Liao et al., 2013), adaptive combination of
Bayes factors method (Lin et al., 2019), case-only method (Meisner et al., 2019),
Bayes model averaging (Moss et al., 2019), 2-step analysis of GWAS (Murcray
et al., 2009) und maximum likelihood-based method (Sulc et al., 2020).

Gen-Umwelt-Interaktionen auf die respiratorische Gesundheit

Es besteht eine Vielzahl an epidemiologischen GxE Studien Uber die
respiratorische Gesundheit. Dabei werden verschiedene Ansatze aus Kapitel 1.6
und Kapitel 1.7 angewendet, um die genetische Ausstattung abzubilden. Eine
grol3e Anzahl der vorliegenden GxE Studien untersuchte jeweils ein Kandidaten-
Gen oder -SNP im Zusammenhang zum biologischen Wirkungspfad der
Atemwegsentzundungen (Morales & Duffy, 2019; Lin et al., 2018; Gaffney &
Christiani, 2015; Miller & Peden, 2014; Holloway et al., 2012; Sacks et al., 2011;
Thomas, 2010). Hinsichtlich FeNO liegen ebenfalls Studien vor, die SNPs auf
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Grundlage eines biologischen Wirkungspfades einschliel3en (Salam et al., 2015;
Salam et al., 2012). Bezlglich Asthma gibt es dabei insgesamt inkonsistente
Ergebnisse Uber GxE mit Kandidaten-Genen oder -SNPs (Morales & Duffy,
2019). Beispielsweise werden unterschiedliche Ergebnisse Uber eine
Effektmodifikation von Glutathion S-Transferase T1 (GSTT1) Polymorphismen
fur die Assoziation zwischen Luftverschmutzung und Asthma im Kindesalter
aufgezeigt (Morales & Duffy, 2019).

Zusammengefasst in einem GRS wurde gezeigt, dass Kandidaten-SNPs des
Wirkungspfades der Atemwegsentzindungen vermutlich eine Rolle in der
luftverschmutzungsassoziierten Inflammation der Lunge spielen. Dabei hatten
altere Frauen mit einem hohen GRS bei Erhéhung der PMz 5-Konzentration ein
hoheres LTBs-Level, wahrend kein Zusammenhang fur Frauen mit einem

niedrigen GRS gefunden wurde (Huls, Kramer, Herder et al., 2017).

Wenige GxE Studien haben SNPs einbezogen, die zuvor genomweit in einer
GWAS identifiziert worden sind. Zu Asthma wurde bislang eine genomweite GXE
Studie (ohne PRS) durchgefuhrt (Morales & Duffy, 2019; Gref et al., 2017). In
einer GXE Analyse wurde des Weiteren gezeigt, dass eine NO2-assoziierte
Verbesserung der Lungenfunktion mit dem PRS (49 GWAS SNPs
zusammengefasst in einem extern gewichteten PRS) zusammenhangt (Huls et
al., 2019).

Wenn eine externe Gewichtung mit Hilfe einer GWAS nicht moglich ist, wird
empfohlen, den GRS-Interaktion-Trainings Ansatz (Englisch: genetic risk score-
interaction training approach) anzuwenden (Huls, Kramer, Carlsten et al., 2017).
Dabei werden die Daten in einen Trainingsdatensatz und einen Testdatensatz
aufgeteilt. Der Trainingsdatensatz wird verwendet, um die Gewichtung jedes
einzelnen SNPs zu berechnen. Daneben wird der Testdatensatz genutzt, um den
GRS bzw. PRS zu berechnen und die GXE Analyse durchzufiihren. Die Gewichte
konnen aus den Interaktionen zwischen jedem SNP und dem Luftschadstoff mit
Hilfe von elastic-net Regressionsmodellen berechnet werden (Huls, Kramer,
Carlsten et al., 2017). Dies ermoglicht, dass SNPs, die moglicherweise nur in
Gebieten mit hoher Luftschadstoffbelastung von Bedeutung sind, identifiziert und
einbezogen werden, wahrend sie in Assoziationsanalysen ohne Interaktionsterm

nicht einbezogen werden wurden.
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1.9 Vulnerable Gruppen

Heterogenitaten zwischen Bevolkerungsgruppen kénnen ein Ausgangspunkt fur
gesundheitliche Ungerechtigkeiten sowie umweltbedingte Ungerechtigkeiten
(environmental injustice) sein (Schraufnagel et al., 2019; Diewald & Faist, 2011;
Diez-Roux, 1998). In epidemiologischen Studien werden mitunter stratifizierte
Analysen angewendet, um die Vulnerabilitdt bestimmter Subgruppen im
Vergleich zu anderen Subgruppen oder der Allgemeinbevolkerung zu
analysieren (Sacks et al., 2011). Dabei wird der Begriff Vulnerabilitat
unterschiedlich definiert und angewendet (Sacks et al., 2011). Im Allgemeinen
sind es individuelle oder kontextbezogene Charakteristiken, die mit einem
erhdhten Risiko fur einen negativen Gesundheitseffekt zusammenhangen (Sacks
et al., 2011).

Wie anhand der vorherigen Unterkapitel herzuleiten ist, assoziieren verschiedene
Faktoren im Themenfeld der GXE mit der respiratorischen Gesundheit. Diese
konnen unterschiedlich zwischen Individuen und Bevdlkerungsgruppen
ausgepragt sein und so Vulnerabilitdten beeinflussen. In diesem Unterkapitel

werden auf dieser Grundlage vulnerable Gruppen abgeleitet.

Aufgrund von hoheren Luftschadstoffkonzentrationen wie PMz2s in
Entwicklungslandern (Schraufnagel et al., 2019) variiert die Mortalitatsrate
zwischen Landern und Kontinenten. Uber die Halfte der mit PM25 assoziierten
Tode sind in Std- und Ostasien lokalisiert, wahrend die Rate in Westeuropa vier-
bis achtmal kleiner ist (Cohen et al., 2017). Wahrend die Ungleichheiten zwischen
Industrie- und Entwicklungslandern fur PM gro3 sind, zeigt sich dieser
Unterschied fir NO2 weniger (WHO, 2022). Viele Quellen von Luftverschmutzung
kumulieren zudem in urbanen Gebieten, sodass die Stadtbevolkerung
gegenuber der Landbevolkerung hinsichtlich Luftverschmutzung benachteiligt

wird.

Menschen mit Vorerkrankungen sind generell vulnerabler gegenuber
Luftverschmutzung (Schraufnagel et al., 2019; Holloway et al., 2012). Hinsichtlich
der respiratorischen Gesundheit sind bestimmte Populationsgruppen vulnerabler
als andere. Hierzu zahlen bestimmte Altersgruppen, Geschlechter (Soriano et al.,
2020; Papi et al., 2018) oder ethnische Gruppen (Lester et al., 2001). Hinsichtlich
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Asthma sind erwachsene Frauen haufiger betroffen als Manner (Soriano et al.,
2020; Papi et al., 2018).

Im Zusammenhang mit Kapitel 1.4 wird deutlich, dass Expositionsart, -quantitat,
-zeitpunkt und -dauer die Vulnerabilitat beeinflussen konnen. Auf Grundlage des
Expositionszeitraums und der -dauer werden sowohl junge, als auch altere
Menschen als vulnerabel angesehen (Schraufnagel et al., 2019; Holloway et al.,
2012; Sacks et al., 2011). Neben dem Immunsystem (siehe Hygienehypothese
im Kapitel 1.4) ist auch die Lunge von Kindern und Jugendlichen noch nicht
vollstandig entwickelt (Schraufnagel et al., 2019; Sacks et al., 2011). Dazu atmen
sie im Vergleich zu Erwachsenen mehr Luft pro Kérpergewicht und damit auch
mehr Luftschadstoffe ein (Schraufnagel et al., 2019; Sacks et al., 2011). Neben
diesen biologischen Grunden gehdren Kinder und Jugendliche zu einer
vulnerablen Gruppe, da sie durchschnittlich mehr Zeit im Freien verbringen und
somit haufiger bzw. Uber einen langeren Zeitraum Luftverschmutzung ausgesetzt
sind (Schraufnagel et al., 2019; Sacks et al., 2011).

Die Anhaufung von beeinflussbaren Risiken fur nichtubertragbare Erkrankungen
wird als Altern beschrieben (Peters et al., 2021). Zudem steht, wie in Kapitel 1.4
beschrieben, der Umgang mit oxidativem Stress, welcher ein Mechanismus im
Zusammenhang zwischen Luftverschmutzung und der respiratorischen
Gesundheit ist, im Zusammenhang mit dem Altern (Peters et al., 2021; Sacks et
al., 2011; Finkel & Holbrook, 2000). Insbesondere bei alteren Individuen haufen
sich kardiovaskulare und respiratorische Vorerkrankungen an, die wiederum die
Wirkung von Luftverschmutzung auf die respiratorische Gesundheit beeinflussen
(Sacks et al., 2011).

Der Umgang mit oxidativem Stress ist zudem genetisch reguliert (Schraufnagel
et al., 2019). Die genetische Pradisposition kann sich generell hinsichtlich des
Geschlechts, Alters, soziobkonomischen Status und der Ethnizitat unterscheiden
(Mostafavi et al., 2020; El-Husseini et al., 2020; Duncan et al., 2019; Tebbutt et
al., 2007). Durch die ethnisch spezifischen Risikoallele (Huang et al., 2015) sind
bestimmte ethnische Bevolkerungsgruppen vulnerabler gegeniuber bestimmten

Erkrankungen.
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Auf Zellebene wurde bereits gezeigt, dass Luftschadstoffe bis zu einer
bestimmten Konzentration toleriert werden konnen, bevor Zellschadigungen
entstehen (Peters et al., 2021). Es liegt nahe, dass die Toleranz individuell ist
und auch durch genetische Pradispositionen beeinflusst wird. Aber ebenfalls die
Ethnizitat und das Alter sowie weitere Faktoren wie unter anderem das
Geschlecht, der Body Mass Index und der soziookonomische Status sind
hier relevant (Zhao et al., 2021b; Schraufnagel et al., 2019; Sacks et al., 2011).

Im Zusammenhang mit GxXE wird vermutet, dass sich die zugrundeliegenden
Mechanismen zwischen Subgruppen unterscheiden (Ottman, 1996). GxE
Studien kénnen anhand der Identifizierung von zugrundeliegenden
Mechanismen dazu beitragen, die Vulnerabilitat gegenuber
luftverschmutzungsassoziierten Gesundheitseffekten aufzudecken (Sacks et al.,
2011). Bislang gibt es keine Studien, die GxE Uber verschiedene vulnerable
Gruppen vergleichen. Auf Grundlage der theoretischen Zusammenhange lasst
sich aber vermuten, dass sich die zugrundeliegenden Mechanismen zwischen
den Altersgruppen und den Ethnien unterscheiden. Demnach beeinflusst
moglicherweise die Luftverschmutzung nicht dieselben genetischen
Wirkungspfade bei Jugendlichen im Vergleich zu alteren Menschen. Ebenso
konnten verschiedene polygenetische Varianten die luftver-
schmutzungsassoziierten Gesundheitseffekte je nach Alter unterschiedlich

beeinflussen.
1.10 Ethikvota

Die in dieser Dissertation analysierten Daten entstammen Kohortenstudien mit
einem positiven Ethikvotum, welche in Tabelle 1 zusammengefasst sind. Alle
Proband:innen bzw. deren Eltern haben der Studienteilnahme schriftlich
zugestimmt.

Tabelle 1: Ethikvota mit Zulassungsdatum, Ethikkommission und Referenznummer fir die
Studien, deren Daten in dieser Dissertation verwendet worden sind (eigene Darstellung).

Studie Zulassungsdatum Ethikkommission Referenznummer

SALIA 04.04.2006 RUB Med Fakultat 2732
24.11.2010 HHU Dusseldorf Med Fakultat 3507

GINI 05.10.1994 LMU Miinchen Fachbereich Med 111/94
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Studie Zulassungsdatum Ethikkommission Referenznummer
10.04.1995 Arztekammer Nordrhein 9061
GINIplus 6- 25.01.2002 Bayerische Landesarztekammer 01212
Jahreserhebung 04.01.2002 Arztekammer Nordrhein 2001330
GINlIplus 10- 28.10.2005 Bayerische Landesarztekammer 05100
Jahreserhebung 27.12.2005 Arztekammer Nordrhein 2005407
GINIplus 15- 17.11.2010 Bayerische Landesarztekammer 10090
Jahreserhebung 29.12.2010 Arztekammer Nordrhein 2010424
LISA 03.06.1997 Uni Leipzig Med Fakultat 560
14.08.1997 LMU Minchen Fachbereich Med 138/97
04.09.1997 Arztekammer Nordrhein 188
LISAplus 6- 01.12.2003 Uni Leipzig Med Fakultat 206/2003
Jahreserhebung
23.01.2004 Bayerische Landesarztekammer 03166
30.01.2004 Arztekammer Nordrhein 2003355
LISAplus 10- 08.01.2008 Uni Leipzig Med Fakultat 345-2007
Jahreserhebung
20.12.2007 Bayerische Landesarztekammer 07098
09.06.2008 Arztekammer Nordrhein 2008153
LISAplus 15- 28.01.2013 Sachsische Landesarztekammer EK-BR-02/13-1
Jahreserhebung 28.08.2012 Bayerische Landesarztekammer 12067
22.02.2013 Arztekammer Nordrhein 2012446
Shika Studie 18.12.2013 Medical Ethics Committee at 1491

Kanazawa University, Japan
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1.11 Ziele der Arbeit

Die vorliegende Dissertation mit dem Titel Effekte von Gen-Umwelt-Interaktionen
auf die respiratorische Gesundheit in verschiedenen Altersgruppen und
ethnischen Gruppen ordnet sich in den Themenbereich der Wirkung von
Luftverschmutzung auf die respiratorische Gesundheit und genauer in das
Themenfeld der GXE ein. Eine Herausforderung besteht hinsichtlich vulnerabler
Gruppen. Hieraus ergibt sich die Problemstellung, inwiefern Altersgruppen oder

ethnische Gruppen vulnerable fur GxE auf die respiratorische Gesundheit sind.

Wie aus den vorherigen Kapiteln hervorgeht, bestehen bislang folgende

Forschungslicken:

1) Effekte von chronischer Exposition gegenuber Luftschadstoffen auf die
respiratorische Gesundheit (Kapitel 1.3 und 1.4)

2) Effekte der polygenetischen Pradisposition auf die respiratorische Gesundheit
(Kapitel 1.5, 1.6 und 1.7)

3) Effekte von GxE auf die respiratorische Gesundheit unter Einbeziehung
chronischer Exposition gegenuber Luftschadstoffen sowie des PRS in
vulnerablen Gruppen (Kapitel 1.8)

4) Unterschied der Effekte von GxE zwischen verschiedenen Altersgruppen
(Kapitel 1.9)

5) Unterschied der Effekte von GxE zwischen verschiedenen ethnischen

Gruppen (Kapitel 1.9)

Die Zielsetzung dieser Dissertation ist der Erkenntnisgewinn Uber GxE auf die
respiratorische Gesundheit in verschiedenen vulnerablen Gruppen (kurzfristige
Wirkung). Die Arbeit tragt somit zu dem mittelfristigen Ziel bei, vulnerable
Individuen oder Gruppen zu identifizieren. Langfristig wird damit angestrebt eine
individuelle Gesundheitsversorgung Zu schaffen sowie globale
Herausforderungen wie die Reduzierung gesundheitlicher Ungleichheiten

anzugehen.

Die folgende Fragestellung wird mit Hilfe dieser Dissertation untersucht:
Inwiefern interagiert die individuelle genetische Ausstattung mit der

Luftverschmutzung hinsichtlich der respiratorischen Gesundheit in
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verschiedenen Altersgruppen und ethnischen Gruppen? In Anlehnung an

die Forschungslicken werden dazu folgende Hypothesen gepruft:

1)

2)

5)

Eine hdhere chronische Exposition gegenlber Luftschadstoffen erhoht das
Risiko fur respiratorische Erkrankungen (Publikationen 1-3).

Ein hoherer PRS erhoht das Risiko fur respiratorische Erkrankungen
(Publikationen 1-3).

Der Zusammenhang zwischen chronischer Exposition gegenuber
Luftschadstoffen und respiratorischer Gesundheit wird durch die individuelle
polygenetische Pradisposition beeinflusst (Publikationen 1-3).

Jugendliche sind vulnerabler als altere Frauen hinsichtlich GxE Effekte auf
die respiratorische Gesundheit (Publikation 2).

Kaukasische Individuen sind vulnerabler als asiatische Individuen hinsichtlich
GxE Effekte auf die respiratorische Gesundheit (Publikation 3).

In dieser epidemiologischen Dissertation werden anhand von Datenanalysen

verschiedener Kohortenstudien, Interaktionseffekte zwischen Luftverschmutzung

und der genetischen Ausstattung auf die respiratorische Gesundheit untersucht.

Anhand der folgenden Publikationen wurde ein Beitrag geleistet, die

Forschungslicken unter Prifung der Hypothesen zu schlieRen und die

ubergreifende Forschungsfrage zu beantworten:

1

Publikation: Chronic air pollution-induced subclinical airway
inflammation and polygenic susceptibility

Diese Publikation tragt dazu bei die Forschungslucken 1-3 zu schlieRen.

Publikation: Airway inflammation in adolescents and elderly women:
Chronic air pollution exposure and polygenic susceptibility
Diese Publikation tragt dazu bei die Forschungsliicken 1-4 zu schlieRen.

Publikation: The role of polygenic susceptibility on air pollution-
associated asthma between German and Japanese elderly women
Diese Publikation tragt dazu bei die Forschungslicken 1-3 und 5 zu

schlielen.

44



Publikation 1: Chronic air pollution-induced subclinical airway inflammation and
polygenic susceptibility

2 Chronic air pollution-induced subclinical airway
inflammation and polygenic susceptibility, Kress, S.,
Wigmann, C., Zhao, Q., Herder, C., Abramson, M. J.,
Schwender, H., Schikowski, T., Respiratory Research, 23:
265, (2022)

Kress et al. Respiratory Research (2022) 23:265

https://doi.org/10.1186/512931-022-02179-3 Respiratory Resea rC h

RESEARCH Open Access

. . .. ®
Chronic air pollution-induced subclinical

airway inflammation and polygenic
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Abstract

Background: Air pollutants can activate low-grade subclinical inflammation which further impairs respiratory
health. We aimed to investigate the role of polygenic susceptibility to chronic air pollution-induced subclinical airway
inflammation.

Methods: We used data from 296 women (69-79 years) enrolled in the population-based SALIA cohort (Study on the
influence of Air pollution on Lung function, Inflammation and Aging). Biomarkers of airway inflammation were meas-
ured in induced-sputum samples at follow-up investigation in 2007-2010. Chronic air pollution exposures at residen-
tial addresses within 15 years prior to the biomarker assessments were used to estimate main environmental effects
on subclinical airway inflammation. Furthermore, we calculated internally weighted polygenic risk scores based on
genome-wide derived single nucleotide polymorphisms. Polygenic main and gene-environment interaction (GxE)
effects were investigated by adjusted linear regression models.

Results: Higher exposures to nitrogen dioxide (NO,), nitrogen oxides (NO,), particulate matter with aerodynamic
diameters of <2.5 um, <10 um, and 2.5-10 pum significantly increased the levels of leukotriene (LT)B, by 19.7%
(p-value =0.005), 20.9% (p=0.002), 22.1% (p=0.004), 17.4% (p=0.004), and 23.4% (p=0.001), respectively. We found
significant effects of NO, (25.9%, p=0.008) and NO,, (25.9%, p-value=0.004) on the total number of cells. No signifi-
cant GxE effects were observed. The trends were mastly robust in sensitivity analyses.

Conclusions: While this study confirms that higher chronic exposures to air pollution increase the risk of subclinical
airway inflammation in elderly women, we could not demonstrate a significant role of polygenic susceptibility on this
pathway. Further studies are required to investigate the role of polygenic susceptibility.

Keywords: Aged, Air pollution, Biomarkers, Gene-environment interaction, Leukotriene B4, Lung, Tumor necrosis
factor-alpha
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Background

The association between chronic air pollution exposure
and respiratory health is well-established [1-3]. Regard-
ing the underlying mechanisms, evidence supports that
air pollutants can activate low-grade subclinical inflam-
matory biomarkers, which increase oxidative stress and
further impair systemic respiratory health [3, 4].

Airway inflammatory biomarkers [5] reflect local
inflammation in the lung and are directly associated with
the development of respiratory morbidity [6-9]. There
are various biomarkers representing different mecha-
nisms of inflammatory pathways. Besides biomarkers
of DNA oxidative damage and biomarkers of inflam-
mation following oxidative damage (e.g. TNF-a), there
are biomarkers of mediators following inflammation
and oxidative damage e.g. LTB, [8]. For example, alveo-
lar macrophages ingest and clear inhaled particles and
their stimulation leads to an increase of tumor necrosis
factor-a (TNF-a) levels [10, 11]. LTB, induces apopto-
sis in endothelial cells of the pulmonary artery, thereby
affecting tissue injury and inflammation [12], and con-
tributing significantly to neutrophil inflow into the
airways of COPD patients [13]. Airway inflammatory
biomarkers ofter the possibility of detecting respiratory
impacts at an early stage of disease development and
could further be used to assess the individual progress of
chronic obstructive pulmonary disease (COPD) [14, 15],
where the elderly are considered particularly vulnerable.

In this regard, we have already reported an associa-
tion between five-year means of air pollution exposure

and increased levels of airway inflammatory biomarkers,
such as TNF-a and leukotriene (LT) B, in induced spu-
tum from elderly individuals [16]. However, it is likely
that the association between air pollution and respira-
tory health is influenced by individual genetic suscep-
tibility [17-19]. Genetic variation in single nucleotide
polymorphisms (SNPs) contributes to some variability
in the individual response to air pollutants and the prob-
ability to develop respiratory impairment [20, 21]. SNPs
acting along with environmental factors on respiratory
health have already been reported in gene-environment
interaction (GxE) studies [17, 18]. So far, to the best of
our knowledge only one GxE study exists, which focused
on SNPs belonging to the oxidative stress pathway [19].
However, many SNPs, each with a relatively small health
effect, are linked within natural synergies across the
entire genome. SNPs with genome-wide significance
summarized in polygenic risk scores (PRS) can precisely
estimate individual genetic susceptibility [22, 23].

This study aimed to investigate the role of polygenic
susceptibility on the pathway of chronic air pollu-
tion exposure to subclinical airway inflammation in
elderly women from the population-based longitudinal
Study on the influence of Air pollution on Lung func-
tion, Inflammation and Aging (SALIA) cohort study.
Adjusted linear GXE models with internally weighted
PRS were fitted to the airway inflammatory biomark-
ers TNF-a, LTB,, and the total number of cells (sum of
eosinophils, macrophages, neutrophils and epithelial
cells) at a mean age of 74 years.
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Methods

In the ongoing SALIA cohort, 4,874 women aged
55 years living between 1985 and 1994 in the Ruhr area
and the adjacent Miinsterland, Germany, were enrolled.
Further details of the study have been described previ-
ously [5, 24]. The study has been performed in accord-
ance with the Declaration of Helsinki and approval was
obtained from Ethics Committees of the Ruhr Univer-
sity, Bochum (reference number: 2732), and the Hein-
rich Heine University, Diisseldorf (reference number:
3507). Written informed consent from all women was
received. In the current study, data from baseline, the
first (2006, n=4,027), and the second follow-up exami-
nations (2007-10, n=834) were analysed. The study
sample was restricted to 296 women with available
information on air pollution, genetics, LTB, and the
total number of cells at the second follow-up examina-
tion (age of 68-79 years) (292 women for TNF-a).

The airway inflammatory biomarkers (TNF-a,
LTB,, and the total number of cells) were determined
in induced sputum samples from randomly selected
women. Induced sputum was collected after inhala-
tion of vaporized isomolar saline solution for 10 min
and coughing provoked according to Raulf-Heimsoth
et al. [25]. Further details of the sample collection have
been described previously [16]. TNF-a was measured
using the PeliKine™-Tool set (CLB, Amsterdam, Neth-
erlands) in a standard range of 1.4-1000 pg/ml and
LTB, by a competitive enzyme immunoassay (Assay
Design, Ann Arbor, MI, USA) with a detection limit of
11.7-3000 pg/ml. The total number of cells [x 10°] was
determined as the sum of eosinophils, macrophages,
neutrophils and epithelial cells. Higher levels of air-
way inflammatory biomarkers represented greater sub-
clinical inflammation and indicated higher risk for
respiratory impairment. In our models, the airway
inflammatory biomarker levels were log-transformed
due to skewed distributions.

Individual exposures to nitrogen dioxide (NO,), nitro-
gen oxides (NO,), particulate matter with aerodynamic
diameters of <2.5 pm, <10 pum, and 2.5-10 pm (PM,,
PM, g, PMgarse), and the reflectance of PM, ¢ filters (PM, 5
absorbance) Were estimated from average concentrations
at women'’s residential addresses, derived from land-use
regression models assigned within the European Study
of Cohorts for Air Pollution Effects (ESCAPE). Details of
measurements have been described before [26, 27] and
are summarised in the Additional file 1. In our study, we
used the mean of annual average concentrations from
baseline and first follow-up examinations with statistical
centring across the participants to model chronic air pol-
lution exposure of 15 years prior to the biomarker assess-
ment. Higher concentrations of air pollution represented
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higher exposure and were standardized in interquartile
ranges (IQR).

Genome-wide genotyping using the Axiom Precision
Medicine Research Array GRCh37/hgl9 (Affymetrix,
Santa Clara, CA, USA) and quality controls [28] were
performed and genetic variants were imputed against
the Haplotype Reference Consortium using the Michi-
gan Imputation Server [29] (see Additional file 1). The
selection of relevant SNPs was based on the genome-
wide association study (GWAS) of lung function and
COPD [21] that identified 279 genome-wide significant
SNPs (Additional file 2: Table S1). The biomarker-specific
PRS were defined as the weighted sum of the individual
number of risk alleles of the selected SNPs and calcu-
lated using the genetic risk score-interaction-training
approach as recommended by Hiils et al. [30]. The data
were split into a training and a test dataset. The training
dataset was used to calculate the weight of each SNP on
the specific biomarker and the test dataset to calculate
the weighted PRS on the specific biomarker and to per-
form the GXE analysis. The internal weights were gained
from interaction terms between each SNP and the air
pollution exposure using elastic net regression models.
The interaction terms were used, since there might be
SNPs that were only important in areas with high air pol-
lution exposure and these SNPs might not be included
in association analyses of the main airway inflammatory
eftect alone. The optimal balance of sample sizes between
training and test dataset in our study was determined to
be 1:2 [30]. A higher PRS represented a higher number of
risk alleles and was standardized in IQRs.

Descriptive study characteristics, the airway inflam-
matory biomarker levels, and air pollution exposure lev-
els are presented. Linear regression models were fitted
to log,-TNF-a level, log,-LTBy level, and the log,-total
number of cells with each air pollutant separately to
avoid collinearity between pollutants. Using the test
dataset, firstly, environmental main eftects and secondly,
the polygenic main effects were estimated. Furthermore,
GxE effects were evaluated via a multiplicative interac-
tion term between the air pollutant and PRS also using
the test dataset. All models were adjusted for potential
confounders selected a priori [19] including age, body
mass index (BMI in kg/m?), highest education of the
women or her spouse (low <10 years, medium =10 years,
high>10 years of education), ever-/never-smoking and
second-hand smoking. Possible confounding due to
residential moving could be neglected because only 1.7
percent (5 of 296) of the women changed their residen-
tial address in the last five years before the airway bio-
marker assessment. Results are presented in percentage
changes of TNF-«a level, LTB, level, and the total number
of cells and beta coefficients of log.-airway inflammatory
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biomarkers, as well as the corresponding 95% confidence
intervals (CI) and p-values. P-values<0.05 (two-sided)
were considered as statistically significant and p-val-
ues <0.1 were marked in the results. R version 4.1.2 [31]
was used for all statistical analyses. In sensitivity analy-
ses, first, we tested the role of binary polygenic risk (high-
risk vs. low-risk group) where the group assignment was
conducted according to the median of continuous poly-
genic risk score. Furthermore, we added indoor air pol-
lution (exposure to mould) and heating with fossil fuels
as additional potentially confounders [16]. Additionally,
we investigated the main and GxE effects without adjust-
ment for BMI as it could act more as a mediator than a
confounder. We performed stratified GxE analyses to
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investigate potential effect modification according to
chronic inflammatory respiratory conditions, such as
asthma, chronic bronchitis, hay fever, cough, cough with
sputum or COPD [16]. Finally, we tested another PRS
including only the sentinel SNPs belonging to causal
genes presented in Shrine et al. [21].

Results

The 296 women included were on average 74.4 years old
and of overweight. About a half of the participants had
an education level of 10 years. Of the women, 16.6% were
ever smokers and 58.5% had been exposed to second
hand smoke (Table 1). The geometric means (geomet-
ric standard deviations) were 1.8 (2.1) pg/ml for TNF-q,

Table 1 Description of the study characteristics and air pollution exposures

SALIA study sample

N
Airway inflammatory biomarkers
Arithmetic mean tumor necrosis factor-a (TNF-a) [pg/ml] (sd)
Geometric mean TNF-a [pg/ml] (gsd)
Mean log,-TNF-a [pg/ml] (sd)
Arithmetic mean leukotriene (LT) B, [pg/ml] (sd)
Geometric mean LTB, [pg/ml] (gsd)
Mean log,-LTB, [pg/mi] (sd)
Arithmetic mean total number of cells [x 10°] (sd)
Geometric mean total number of cells [x 10°] (gsd)
Mean logg-total number of cells [x 10%] (sd)
Arithmetic mean tumor necrosis factor-a (TNF-a) [pg/ml] (sd)
Study characteristics
Mean age £sd
Mean body mass index [kgfmz] +sd
Less than 10 years education of the participant or spouse (%)
10 years maximal education of the participant or spouse (%)
More than 10 years of the participant or spouse (%)
Ever smoker (%)
Second-hand smoking (%)
Indoor mould (%)
Heating with fassil fuels (%)
Chronic inflammatory respiratory conditions
Air pollution exposure
Median chronic NO, exposure [ug/’m3] (IQR)
Median chronic NO, exposure [pg/m3] (IQR)
Median chronic PM, ; exposure [ug/m3] (IQR)
Median chronic PM,, exposure [ug/mE] (IQR)
Median chronic PM,gqse @xposure [ug/m’] (IOR)
Median chronic PM, 5 speormance 2¥posure [107°/m] (IQR)

296

25(2.4) IN=292]
1.8 (2.1) N=292]
0.6 (0.7) N=292]
867.0 (797.5)
6463 (2.1)

6.5 (0.8)
23.0(26.3)
148(27)

2701.0)

867.0 (797.5)

744427
276146
51(17.2)

150 (50.7)

95 (32.1)

49(16.6)

173 (58.5)
45(15.2)

44 (15.2) [n=289]
81(27.7)

29.8(10.3)
46,5 (27.5)
258(28)
38.8(3.0)
134(27)
2.0(0.6)

(
(
(
(

sd standard deviation, IQR interquartile ranges

total number of cells =the sum of eosinophils, macrophages, neutrophils and epithelial cells in induced sputum

Chronic inflammatory respiratory condition=any condition of asthma, chronic bronchitis, hay fever, cough, cough with sputum or chronic obstructive pulmonary

disease
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646.3 (2.1) pg/ml for LTB,, and 14.8 (2.7) x 10° for the
total number of cells. The median chronic air pollution
exposure was lower than the annual limits of the Euro-
pean Union (RL 2008/50/EG) for PM,, (40 pg/m®), and
NO, (40 pg/m?), and about the same for PM, 5 (25 ug/
m?) [32]. However, with regard to the annual air qual-
ity guideline levels recommended in 2021 by the World
Health Organization (NO,: 10 pg/m% PM, . 5 pg/m?
PM,¢: 15 pg/m?) [33], the median exposures were higher
than recommended. The descriptive results of the SALIA
study samples and the sample with air pollution and
genetic assessment available, but without airway inflam-
matory biomarkers available indicated selection bias
should be minimal (Additional file 2: Table S2).
NO,=nitrogen dioxide, NO,=nitrogen oxides,
PM, ¢/10/coarse = Particulate  matter with aerodynamic
diameters <2.5/ <10/ 2.5-10 um, PM, 5 o rpance = Letlec-
tance of PM, . filtersThe environmental main effects are
presented in Fig. 1 and together with the polygenic main
eftects in Additional file 2: Table S3. One IQR-increase in
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the exposure to NO,, NO,, PM, &, PM,, and PM ;. Was
significantly associated with an increase in LTB, levels of
19.7% (p=0.005), 20.9% (p=0.002), 22.1% (p=0.004),
17.4% (p=0.004), and 23.3% (p=0.001), respectively.
Furthermore, we found significant effects of NO, (25.9%,
p=0.008) and NO, (25.9%, p=0.004) on the total num-
ber of cells. One significant polygenic main effect was
found for TNF-a using polygenic weights from the inter-
action terms between each SNP and NO,.

All environmental main eftfects remained stable in the
main GxE model. However, we did not find a significant
GxE eftect (Fig. 2, Additional file 2: Table S5).

In the sensitivity analyses with binary PRS (Additional
file 2: Table S6), no adjustment for BMI (Additional file 2:
Tables S4 and S$8), and additional adjustment according
to indoor air pollution (exposure to mould) and heating
with fossil fuels (Additional file 2: Table S7), the trends
remained stable. Excluding women with any chronic
inflammatory respiratory condition did not change the
GXE eftects (Additional file 2: Table S9). However, this

TNF-a
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Fig. 1 Environmental main effects of chronic air pollution exposure on airway inflammatory biomarker levels. % change percentage change in
biomarker level, Cf confidence interval, * = p-value: < 0.01, tumer necrosis factor-a (TNF-a), leukotriene (LT) B, total number of cells =the sum of
eosinophils, macrophages, neutrophils and epithelial cells, NO, = nitrogen dioxide, NO, = nitrogen oxides, PM, s 0/coase = Particulate matter with
aerodynamic diameters < 2.5/ <10/ 2.5-10 pm, PM 4, =PM, 5 s ormance reflectance of PM, ; filters Air pollutants: The mean of the annual average
concentrations from baseline and first follow-up examination within a time window of 15 years prior to the airway inflammatory biomarker
assessments, standardized using interquartile ranges. Adjusted for: age, bady mass index (BMI in kg/m?), highest education of the participant or
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Fig. 2 Effects of air pollutant exposure on airway inflammatory biomarkers for each IQR-increase of the PRS. log,-tumor necrosis factor-a (TNF-a),
log,leukotriene (LT) By, log,-total number of cells =the sum of eosinophils, macrophages, neutrophils and epithelial cells, NO, = nitrogen dioxide,
NO, =nitrogen oxides, PM, s10/c0arse = Particulate matter with aerodynamic diameters < 2.5/ < 10/ 2.5-10 um, PM; 5 shsorbance = reflectance of PM, 5
filters, IOR interquartile range, PRS polygenic risk score, dashed line indicates beta estimate =0. Individual weighted polygenic risk scores (normally
distributed) derived by the interaction-training approach, standardized using interquartile ranges. Air pollutants: the mean of the annual average
concentrations from baseline and first follow-up examinations within a time window of 15 years prior to the airway inflammatory biomarker
assessments, statistically centred across the participants, standardized using interquartile ranges. Adjusted for: age, body mass index (BMI in kg/m?),
highest education of the participant or her spouse, ever-/never-smoking and second-hand smoking

exclusion decreased the air pollution eftects on LTB,
and increased the effects on TNF-a of NO, from a 6.2
to 15.0% increase (p=0.278 vs. 0.041) and PM, 5 spsorbance
from a 1.0 to 16.2% increase (p=10.884 vs. 0.037). Testing
the PRS with only the sentinel SNPs belonging to causal
genes included, showed consistent results and additional
GxE indications for PM, . on TNF-a and PM
on TNF-a and the total number of cells.

2.5 absorbance

Discussion

In this study, the role of polygenic susceptibility on the
pathway of chronic air pollution exposure to subclini-
cal airway inflammation in elderly women was investi-
gated focusing on three biomarkers TNF-a, LTB,, and
the total number of cells in sputum. In adjusted linear
regression models, we found significant environmental
main effects between chronic exposures to NO,, NO,,
PM, ., PM,,, and PM and an increase in LTB, level.

coarse

Furthermore, the total number of cells was significantly
increased by chronic exposures to NO, and NO,. No sig-
nificant interaction eftects were observed. These trends
were robust in sensitivity analyses testing the dichoto-
mized PRS, the PRS with only the sentinel SNPs belong-
ing to causal genes included, excluding adjustment for
BMI, adding potential confounders (exposure to mould
and heating with fossil fuels), and the modifying effect of
chronic inflammatory respiratory conditions. However,
for women without any chronic inflammatory respiratory
condition, a harmful environmental effect on LTB, level
was not confirmed.

Our results confirm that higher chronic exposures
to air pollution increase the risk of subclinical airway
inflammation, hence supporting the hypothesis that
subclinical inflammation is an underlying mechanism
of air pollution causing respiratory impairment [3, 4].
It is known that inflammation is the first response to
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infections, toxins and pollutants, measurable in an
increase of airway inflammatory biomarker levels. How-
ever, persistent exposure to air pollutants precludes reso-
lution of inflammation, resulting in chronically elevated
levels of biomarkers of inflammation which likely cause
respiratory impairment [8]. We investigated air pollution
concentrations within 15 years prior to the biomarker
assessment to characterise this persistent exposure. To
our knowledge [8, 16], this is the first study investigating
air pollution effects on airway inflammatory biomarkers
in the elderly with such a long exposure window.

In regards to the environmental main eftects, the high
risk of NO, on airway inflammatory biomarkers was also
found in a study on 242 elderly COPD patients (mean
age of 67.8 years) in which ESCAPE-derived exposures
to PM, ; and NO, were examined on C-reactive protein,
TNF-a, interleukin (IL)-6, IL-8, and hepatocyte growth
factor. As in our study (both main analysis and analysis
on women without any chronic inflammatory condi-
tions), the association between NO, and TNF-a level did
not reach statistical significance, but showed a harmful
trend [34]. Furthermore, there was evidence for healthy
individuals as well as individuals with chronic diseases,
such as asthma, COPD, and chronic bronchitis, that a
doctor visit due to respiratory symptoms was associated
with exposure to NO, [34, 35]. While most of these study
individuals were male [34, 35], our study added findings
for elderly women of the harmful effects of chronic NO,
and NO, on LTB, level and the total number of cells,
respectively.

Very limited studies have investigated the association
between air pollution exposure and LTBy level, although
the role of LTB, on respiratory health is well known [8,
19]. Our study helps to clarify the evidence and supports
the importance of LTB, through showing significant
harmful eftects of exposure to NO,, NO,, PM, ., PM,,,
and PM,_ .- The decreasing trend of air pollution eftects
on LTB, level in women without any chronic inflamma-
tory respiratory condition could indicate the importance
for elderly women with COPD. However, the results must
be taken with caution because of the small sample sizes.

Additionally, there are some studies of the association
between genetics and airway inflammatory biomark-
ers. In the family-based Framingham Heart Study, herit-
ability and candidate gene associations of inflammatory
biomarkers (overlap with the biomarkers included here:
TNF-a) were investigated, but no correlations with
TNF-a were found [36]. Moreover, in a GWAS of sys-
temic inflammatory biomarkers of subjects with COPD
[37] and a meta-analysis of current and former smokers
with or without COPD [38], none of the SNPs was asso-
ciated with TNF-a level (overlap: TNF-a). In a meta-
analysis of 34 studies involving 5,477 asthma patients and
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5,962 controls TNF-a rs1800629 (no overlap) polymor-
phism was only significantly associated with asthma risk
in Asian populations, but not in Caucasian populations
[39]. In another meta-analysis, TNF-a -308 G/A poly-
morphisms (no overlap) was also associated only among
Asian populations with an increased risk for COPD, but
not in non-Asian individuals [40]. There are fewer studies
considering genetic effects on LTB, and the total num-
ber of cells. Regarding LTB,, no significant association
was found with LTA4H regulatory variant rs2660845 (no
overlap) in European late-onset asthma individuals [41].
QOur study is consistent with these results by showing no
stable significant polygenic effects, although these stud-
ies are only comparable with our study to a limited extent
due to the different genetic approaches and the rarely
examined elderly population.

The association between chronic air pollution and res-
piratory health on airway inflammation is likely to be
influenced by individual genetic susceptibility [17, 18, 20].
To the best of our knowledge, there is only one GxE study
of air pollution-induced airway inflammation. This study
focused on SNPs relevant to the oxidative stress pathway
[19], making it the first study considering SNPs in natural
synergies across the entire genome, summarized in PRS
[22, 23]. While Hiils et al. [19] found the strongest GxE
for LTB,, we found no GxE eftects. Possible explanations
are, on one hand, that the GWAS of lung function and
COPD [21] used in our study did not cover the relevant
SNPs for subclinical airway inflammation [42], and espe-
cially not those SNPs that interacted with air pollution.
SNPs that were only important in areas with low air pol-
lution might not have reached genome-wide significance
in the GWAS, but would be identified in genome-wide
association interaction studies and genome-wide by envi-
ronmental interaction studies [43].

On the other hand, GxE eftects could have a different
starting point within the pathway. With our approach, we
examined GXE effects on subclinical airway inflamma-
tion, where the GxE effect could also influence systemic
inflammation instead of subclinical inflammation. Maybe
the subclinical inflammation induced by air pollution was
not dependent on polygenic susceptibility, but the poly-
genic susceptibility aftected the development of subclini-
cal inflammation towards either respiratory impairment
or recovery. Hills et al. [44] have already shown that an
air pollution-associated improvement of lung function
depends on the individual genetic risk, which might be
associated with subclinical airway inflammation. This
would support our hypothesis. However, further stud-
ies examining the whole pathway are necessary to con-
firm this. Qur findings are generalizable to other healthy
elderly Caucasian women. With regard to the different
genetic effects between Asian and Caucasian populations
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in other studies, it is likely that polygenic susceptibility as
well as the GxE effects differ between ancestry groups.

Strengths of our study are the population-based design,
standardized procedures to measure the biomarkers,
and standardized and comparable ESCAPE air pollu-
tion data covering a time window of 15 years prior to the
biomarker assessments. Several sensitivity analyses were
performed to confirm our findings, rule out selection
bias, and investigate modifying eftects by chronic inflam-
matory respiratory conditions.

However, there were also some limitations. In the
SALIA cohort, the effect of air pollution and the GxE
effect could be underestimated due to the loss to follow-
up examination of women with less education, higher air
pollution exposure and worse respiratory health [19]. In
our study, TNF-a results must be treated with caution
because about 40% of the measurements were below
the detection limit [19]. Due to the lack of genome-wide
interaction studies and GWAS on specific airway inflam-
mation biomarkers, the polygenic susceptibility to sub-
clinical airway inflammation was based on SNP selection
regarding general lung function and COPD, which might
result in different SNPs and could consequently affect
polygenic main or GxE effects. Using external weights
would improve the external validity of GxE results. In
addition, a lack of statistical power due to the small sam-
ple sizes could be a reason for not identifying interaction
effects.

Conclusions

While this study confirmed that higher chronic expo-
sure to air pollution increased the risk of subclinical
airway inflammation in elderly women, we could not
detect a significant role of polygenic susceptibility on
this pathway. Our study added to the evidence on airway
inflammation in elderly women, especially for the harm-
ful effects of NO, and NO, on subclinical inflamma-
tion, considering a 15-year long exposure window, and
the harmful air pollution eftects on LTB, levels. Further
GxE studies including genome-wide derived SNPs are
required to investigate the role of polygenic susceptibil-
ity to air pollution-induced subclinical airway inflam-
mation and to provide further insights into underlying
mechanisms.

Take home message

Higher chronic exposure to air pollution increases the
risk of subclinical airway inflammation in elderly women.
Our study could not detect a significant role of polygenic
susceptibility in air pollution-induced subclinical airway
inflammation and further studies are required.
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Additional file 2: Table S1. Information on 279 Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) from the genome-wide association study on lung
function and chronic obstructive lung disease by Shrine et al. (2019;
n=400,102). 278 SNPs were included in our calculation of the palygenic
risk score. Marked SNPs (*) were also included in our polygenic risk score
of sentinel SNPs belonging to causal genes (see Additional file 2:

Table $10). Annotation data of the 278 SNPs included in our calculation of
the polygenic risk score such as CHROM chromosome, rsiD reference SNP
cluster ID, POS reference paosition, REF reference allele, ALT alternative
non-reference allele, SNP CHROM:POS:REF-ALT, MAF minor allele frequency
in the specific cohort as the second most common allele count from the
number of alleles in called genctypes in the specific cohort, TYPED
indicates if the variant was genotyped or imputed, RZ imputation quality
as the estimated value of the squared correlation between imputed
genotypes and true/uncbserved genotypes, ERZ empirical R2 for
genotyped variants (not calculated for imputed variants), *=SNPs
included in our polygenic risk score of sentinel SNPs belonging to causal
genes. Table S2. Descriptive statistics on each study and model sample,
airway inflammatory biomarker levels and air pallution exposures in the
SALIA cohort. Descriptive statistics on each study and model sample using
arithmetic and geometric mean and standard deviation of airway
inflammatory biomarkers (tumor necrosis factor-g, leukotriene B4, and the
sum of eosinophils, macraphages, neutrophils and epithelial cells in
induced sputum), study characteristics including mean age, body mass
index, education, smoking, indoor air pollution, and chronic inflammatory
respiratory condition defined as any condition of asthma, chronic
bronchitis, hay fever, cough, cough with sputum or chronic obstructive
pulmonary disease, and median and interquartile ranges of chronic air
pollution exposure of nitrogen dioxide, nitrogen oxides, particulate matter
with aerodynamic diameters < 2.5/ < 10/2.5-10 pm, reflectance of PM, 5
filters calculated as the mean of the annual average concentrations from
baseline and first follow-up examinations within a time window of

15 years before the biomarker assessments, statistically centred across the
participants. Table $3. Enviranmental main effects of chronic air pollution
exposure and the polygenic main effects on natural log-transformed
airway inflammatory biomarker level in elderly women using adjusted
linear regression models in test dataset. Environmental main effects as the
effect of chronic air pollution exposure (nitrogen dioxide, nitrogen oxides,
particulate matter with aerodynamic diameters of < 2.5/ < 10/2.5-10 um,
reflectance of PM, ; filters calculated as the mean of the annual average
concentrations from baseline and first follow-up examinations within a
time window of 15 years prior to the biomarker assessments, statistically
centred across the participants, standardized using interquartile ranges)
on airway inflammatory biomarkers (tumar necrosis factor-a, leukaotriene
B4, and the sum of eosinophils, macrophages, neutrophils and epithelial
cells in induced sputum) adjusted for: age, body mass index (BMI in ka/
m?), highest education of the participant or her spouse (low < 10 years,
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medium = 10 years, high > 10 years of education), ever-/never-smoking,
and second-hand smoking using adjusted linear regression models in test
dataset: beta estimate with 95% confidence intervals on natural
log-transformed airway inflammatory biomarker level and percentage
change with 95% confidence interval in airway inflammatory biomarker
level. P-values < 0.05 are highlighted bold and p-values <0.1 cursive.
Polygenic main effects as the effect of polygenic risk score (normally
distributed (Shapiro-Wilk normality test: n =194, p-value=0.002) on
airway inflammatary biomarkers (tumaor necrosis factor-a, leukatriene B4,
and the sum of eosinophils, macrophages, neutrophils and epithelial cells
in induced sputum) adjusted for: age, body mass index (BMI in kg/m?),
highest education of the participant or her spouse (low < 10 years,
medium = 10 years, high > 10 years of education), ever-/never-smoking,
and second-hand smoking using adjusted linear regression models in test
dataset: beta estimate with 95% confidence intervals on natural
log-transformed airway inflammatory biomarker level and percentage
change with 95% confidence interval in airway inflammatory biomarker
level. P-values < 0.05 are highlighted bold and p-values < 0.1 cursive. The
polygenic weights are gained from the interaction terms between each
SNP and the air pollution exposure using elastic net regression models,
hence it results ane polygenic main effect with each air pollutant per
airway inflammatory biomarker. Table S4. The environmental main effects
of chronic air pollution exposure and the polygenic main effects on
natural log-transformed airway inflammatory biomarker level in elderly
women using adjusted linear regression models (without adjustment for
body mass index) in test dataset. Environmental main effects as the effect
of chronic air pollution exposure (nitrogen dioxide, nitrogen oxides,
particulate matter with aerodynamic diameters of < 2.5/ < 10/2.5-10 um,
reflectance of PM, s filters calculated as the mean of the annual average
concentrations from baseline and first follow-up examinations within a
time window of 15 years prior to the biomarker assessments, statistically
centred across the participants, standardized using interquartile ranges)
on airway inflammatory biomarkers (tumar necrosis factor-a, leukotriene
B4, and the sum of easinophils, macrophages, neutrophils and epithelial
cells in induced sputum) adjusted for: age, highest education of the
participant or her spouse (low < 10 years, medium = 10 years,

high > 10 years of education), ever-/never-smaoking, and second-hand
smoking using adjusted linear regression models in test dataset: beta
estimate with 95% confidence intervals on natural log-transformed airway
inflammatory biomarker level and percentage change with 95%
confidence interval in airway inflammatory biomarker level. P-values < 0.05
are highlighted bold and p-values < 0.1 cursive. Polygenic main effects as
the effect of polygenic risk score (normally distributed (Shapiro-Wilk
normality test: n=194, p-value =0.002) on airway inflammatory
biomarkers (tumor necrosis factor-g, leukotriene B4, and the sum of
eosinophils, macrophages, neutrophils and epithelial cells in induced
sputum) adjusted for: age, highest education of the participant or her
spause (low< 10 years, medium = 10 years, high > 10 years of education),
ever-/never-smoking, and secand-hand smoking using adjusted linear
regression models in test dataset: beta estimate with 95% confidence
intervals on natural log-transformed airway inflammatory biomarker level
and percentage change with 95% confidence interval in airway
inflammatory biomarker level. P-values < 0.05 are highlighted bold and
p-values< 0.1 cursive. The polygenic weights are gained from the
interaction terms between each SNP and the air pollution exposure using
elastic net regression models, hence it results one palygenic main effect
with each air pollutant per airway inflammatory biomarker. Table S5.
Gene-environment interaction effects between the weighted polygenic
risk score and chronic air pollution exposure on natural log-transformed
airway inflammatary biomarker levels in elderly women using adjusted
linear regression models in test dataset. Gene-environment interaction
effects between the weighted polygenic risk score (derived by the
interaction-training approach, standardized using interquartile ranges)
and chronic air pollution exposure (nitrogen dioxide, nitrogen oxides,
particulate matter with aerodynamic diameters of < 2.5/ < 10/2.5-10 um,
reflectance of PM, ; filters calculated as the mean of the annual average
concentrations from baseline and first follow-up examinations within a
time window of 15 years prior to the biomarker assessments, statistically
centred across the participants, standardized using interquartile ranges)

on natural log-transformed airway inflammatory biomarker levels (tumor
necrosis factor-a, leukotriene B4, and the sum of ecsinaphils, mac-
rophages, neutrophils and epithelial cells in induced sputum) adjusted for:
age, body mass index (BMI in kg/m?), highest education of the participant
or her spouse (low < 10 years, medium = 10 years, high > 10 years of
education), ever-/never-smoking, and second-hand smoking using
adjusted linear regression models in test dataset: beta estimate with 95%
confidence intervals on natural log-transformed airway inflammatory
biomarker level and percentage change with 95% confidence interval in
airway inflammatory biomarker level. P-values < 0.05 are highlighted bold
and p-values < 0.1 cursive. Table S6. Gene-environment interaction effects
between the weighted binary polygenic risk score (genetic low-risk vs.
high-risk group) and chronic air pollution exposure on natural log-trans-
formed airway inflammatory biomarker levels in elderly women using
adjusted linear regression maodels in test dataset. Gene-environment
interaction effects between the weighted binary polygenic riskscore
(derived by the interaction-training approach, dichotomized using the
median of weighted polygenic risk score) and chronic air pollution
exposure (nitrogen dioxide, nitrogen oxides, particulate matter with
aercdynamic diameters of = 2.5/ = 10/2.5-10 um, reflectance of PM, 5
filters calculated as the mean of the annual average concentrations from
baseline and first follow-up examinations within a time window of

15 years prior to the biomarker assessments, statistically centred across
the participants, standardized using interquartile ranges) on natural
log-transformed airway inflammatory biomarker levels (tumor necrosis
factor-a, leukotriene B4, and the sum of eosinophils, macrophages,
neutrophils and epithelial cells in induced sputum) adjusted for: age, body
mass index (BMI in kg/m?), highest education of the participant or her
spouse (low < 10 years, medium = 10 years, high > 10 years of education),
ever-/never-smoking, and second-hand smoking using adjusted linear
regression models in test dataset: beta estimate with 95% confidence
intervals on natural log-transformed airway inflammatory biomarker level
and percentage change with 95% confidence interval in airway
inflammatory biomarker level. P-values < 0.05 are highlighted bold and
p-values < 0.1 cursive. Table S7. Gene-environment interaction effects
between the weighted polygenic risk score and chronic air pollution
exposure an natural log-transformed airway inflammatory biomarker
levels in elderly women using linear regression models in test dataset with
additional adjustment according to indoor air pollution (exposure to
mould), and heating with fossil fuels. Gene-environment interaction
effects between the weighted polygenic risk scare (derived by the
interaction-training approach, standardized using interquartile ranges)
and chronic air pollution exposure (nitrogen dioxide, nitrogen oxides,
particulate matter with aerodynamic diameters of < 2.5/ < 10/2.5-10 um,
reflectance of PM,; filters calculated as the mean of the annual average
concentrations from baseline and first follow-up examinations within a
time window of 15 years prior to the biomarker assessments, statistically
centred across the participants, standardized using interquartile ranges)
on natural log-transfarmed airway inflammatory biomarker levels (tumor
necrosis factor-a, leukatriene B4, and the sum of eosinophils, mac-
rophages, neutrophils and epithelial cells in induced sputumn) adjusted for:
age, bady mass index (BMI in kg/m?), highest education of the participant
or her spouse (low < 10 years, medium = 10 years, high > 10 years of
education), ever-/never-smoking, second-hand smoking, indcor air
pollution (exposure to mould), and heating with fossil fuels using adjusted
linear regression madels in test dataset: beta estimate with 95%
confidence intervals on natural log-transformed airway inflammatary
biomarker level and percentage change with 95% confidence interval in
airway inflammatory biomarker level. P-values < (0.05 are highlighted bold
and p-values < 0.1 cursive. Table S8. Gene-environment interaction effects
between the weighted polygenic risk score and chronic air pollution
exposure on natural log-transformed airway inflammatory biomarker
levels in elderly women using linear regression models in test dataset with
no adjustment according to body mass index. Gene-environment
interaction effects between the weighted polygenic risk score (derived by
the interaction-training approach, standardized using interquartile ranges)
and chronic air pollution exposure (nitrogen dioxide, nitrogen oxides,
particulate matter with asrodynamic diameters of <25/ < 10/25-10 um,
reflectance of PM, ; filters calculated as the mean of the annual average




Publikation 1: Chronic air pollution-induced subclinical airway inflammation and

polygenic susceptibility

Kress et al. Respiratory Research (2022) 23:265

concentrations from baseline and first follow-up examinations within a
time window of 15 years prior to the biomarker assessments, statistically
centred across the participants, standardized using interquartile ranges)
on natural log-transformed airway inflammatory biomarker levels (tumor
necrosis factor-a, leukotriene B4, and the sum of easinophils, mac-
rophages, neutrophils and epithelial cells in induced sputum) adjusted for:
age, highest education of the participant or her spouse (low < 10 years,
medium = 10 years, high > 10 years of education), ever-/never-smoking,
and second-hand smoking using adjusted linear regression models in test
dataset: beta estimate with 95% confidence intervals on natural
log-transformed airway inflammatory biomarker level and percentage
change with 95% confidence interval in airway inflammatory biomarker
level. P-values < 0.05 are highlighted bold and p-values< 0.1 cursive.
Table S9. Gene-environment interaction effects between the weighted
polygenic risk score and chronic air pollution exposure on natural
log-transformed airway inflammatory biomarker levels in elderly women
using adjusted linear regression models in test dataset excluding women
with any chronic inflammatory respiratory condition. Gene-environment
interaction effects between the weighted polygenic risk score (derived by
the interaction-training approach, standardized using interquartile ranges)
and chronic air pollution exposure (nitrogen dioxide, nitrogen oxides,
particulate matter with aerodynamic diameters of <2.5/ <10/2.5-10 um,
reflectance of PM, ; filters calculated as the mean of the annual average
concentrations from baseline and first follow-up examinations within a
time window of 15 years priar to the biomarker assessments, statistically
centred across the participants, standardized using interquartile ranges)
on natural log-transformed airway inflammatory biomarker levels (tumor
necrosis factor-a, leukotriene B4, and the sum of easinophils, mac-
rophages, neutrophils and epithelial cells in induced sputum) adjusted for:
age, body mass index (BMI in kg/m?), highest education of the participant
or her spouse (low < 10 years, medium = 10 years, high > 10 years of
education), ever-/never-smoking, and second-hand smoking in women
without any condition of asthma, chronic bronchitis, hay fever, cough,
cough with sputum or chranic obstructive pulmonary disease using
adjusted linear regression models in test dataset: beta estimate with 95%
confidence intervals on natural log-transformed airway inflammatory
biomarker level and percentage change with 95% confidence interval in
airway inflammatory biomarker level. P-values < 0.05 are highlighted bold
and p-values < 0.1 cursive. Table $10. Gene-environment interaction
effects between the weighted polygenic risk score including only the
Sentinel SNPs belonging to causal genes and chronic air pollution
exposure on natural log-transformed airway inflammatory biomarker
levels in elderly women using adjusted linear regression models in test
dataset. Gene-environment interaction effects between the weighted
polygenic risk score (derived by the interaction-training approach,
standardized using interquartile ranges, including only the Sentinel SNPs
belonging to causal genes) and chronic air pollution exposure (nitrogen
dioxide, nitrogen oxides, particulate matter with aerodynamic diameters
of <25/ <10/ 25-10 um, reflectance of PM,; filters calculated as the
mean of the annual average concentrations from baseline and first
follow-up examinations within a time window of 15 years prior to the
biomarker assessments, statistically centred across the participants,
standardized using interquartile ranges) on natural log-transformed
airway inflammatory biomarker levels (tumor necrosis factor-a, leukotriene
B4, and the sum of eosinophils, macrophages, neutrophils and epithelial
cells in induced sputum) adjusted for: age, body mass index (BMI in ka/
m?), highest education of the participant or her spouse (low < 10 years,
medium = 10 years, high > 10 years of education), ever-/never-smoking,
and second-hand smoking using adjusted linear regressicn models in test
dataset: beta estimate with 95% confidence intervals on natural
log-transformed airway inflammatory biomarker level and percentage
change with 95% confidence interval in airway inflammatary biomarker
level. P-values < 0.05 are highlighted bold and p-values < 0.1 cursive.
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Text details

1. Air pollution assignment within the European Study of Cohorts for Air Pollution
Effects
Air pollution exposures were assigned within the European Study of Cohorts for Air Pollution
Effects (ESCAPE) [1,2]. ESCAPE conducted 14-day measurements of PMz s/ 10/ 2.5 absorbance iN
each cold, warm and intermediate temperature season between October 2008 and November
2009 from 20 monitoring sites. NO2 and NOy were monitored at 40 sites. The concentration of
PMcearse Was calculated by subtracting PM.s from PM1g. With a central reference monitoring
site, which measured concentrations of air pollution using the same instruments continuously
for a complete year, the values were adjusted for the true long-term average of the observation
period. Finally, land-use regression models predicted the air pollution concentrations at the
home addresses for each participant at each follow-up examination respectively. The data
quality was examined and assured, e.g. only sites with high-quality data for at least 75% of the

days in a year were used.

2. Genotyping, quality control and imputation

Genome-wide genotyping was performed in December 2016/ January 2017 in 468 blood and
saliva samples and additional in November 2020 in 284 blood and saliva samples using the
Axiom Precision Medicine Research Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) (GRCh37/hg19)

resulting in 871,262 variants.

In the pre-imputation quality control [3] variants on chromosome O, insert/deletion variants,
variants with low minor allele frequency (<0.01), and low call rates (<0.95) were excluded. After
that, duplicated individuals, individuals with sex-mismatch, with low call rates (<0.95), with
minimal heterozygosity (inbreeding coefficient 0.1), highly related individuals (identity-by-
descent analysis with Id.tresh=0.2 and kin.tresh=0.1), as well as individuals belonging to non-
European ancestry group (Tukey's rule based on the 1-10 eigenvectors from Principal
Component Analysis), and violations of Hardy-Weinberg (p<10°) were removed. Finally, SNPs
that deviate from Hardy-Weinberg equilibrium (p<10) were removed. Strand designation/
strand flips correction were done. 586 individuals and 410,652 SNPs passed the pre-

imputation quality control

To find haplotype segments that are shared by study individuals and the HRC r1.1 2016
(GRCh37/hg19), we did a genotype imputation with minimac4 1.5.7 using the Michigan
Imputation Server [4]. 386,710 SNPs passed the quality control of the Michigan Imputation

Server.
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In post-imputation processing multi-allelic markers and variants with low minor allele frequency
(<0.01), as well as variants with low imputation quality (R2<0.3) were excluded. The respective
rs-ids were merged by chromosome, position, reference allele, and alternative allele using
HRC.r1-1.GRCh37.wgs.macb.sites.vcf.gz [4]. After post-imputation quality control 586
individuals and 7,643,653 SNPs remained.
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Table S1: Information on 279 Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) from the genome-wide association study on lung function and chronic

obstructive lung disease by Shrine et al. (2019; n=400,102). 278 SNPs were included in our calculation of the polygenic risk score. Marked SNPs
(*) were also included in our polygenic risk score of sentinel SNPs belonging to causal genes (see Table S10).

CHROM  rsID POS SNP REF ALT MAF TYPED R2 ER2
1 rs9661802 6678864 1:6678864:A:C A C 0.320 IMPUTED 0.961 NA
1 rs9435733* 17308254 1:17308254:T:.C T C 0.446 IMPUTED 0.973 NA
1 rs12737805 22612690 1:22612690:A:G A G 0.218 GENOTYPED 0.998 0.975
1 rs9438626* 26775367 1:26775367:G:.C G C 0.186 IMPUTED 0.982 NA
1 rs12096239* 26796922 1:26796922:G:.C G C 0.260 IMPUTED 0.962 NA
1 rs755249* 39995074 1:39995074:.C:T C T 0.251 IMPUTED 0.977 NA
1 rs 1416685 51243374 1:51243374.G:C G C 0.394 IMPUTED 0.942 NA
1 rs72673461 60966772 1:60966772.T:G T G 0.039 IMPUTED 0.980 NA
1 rs9661687* 78387270 1:78387270:C:T C T 0.150 IMPUTED 0.928 NA
1 rs1192415 92077097 1:92077097:G:A G A 0.165 GENOTYPED 1.000 1.000
1 rs10874851 92106637 1:92106637:A:C A C 0.473 GENOTYPED 1.000 0.990
1 rs11165787 92381483 1:92381483:A:G A G 0.320 IMPUTED 0.984 NA
1 rs9970286* 111737398 1:111737398:G:A G A 0.349 IMPUTED 0.940 NA
1 rs35043843 118911295 1:118911295:T.G T G 0.235 IMPUTED 0.987 NA
1 rs11205354* 150249101  1:150249101:C:A C A 0.455 IMPUTED 0.872 NA
1 rs878471 150547747  1:150547747:G:A G A 0.422 IMPUTED 0.923 NA
1 rs141942982* 155137395 1:1556137395:G:T G T 0.088 IMPUTED 0.979 NA
1 rs4651005* 178719306  1:178719306:C:T C T 0.307 IMPUTED 0.943 NA
1 rs2146098 186090370  1:186090370:A:G A G 0.369 GENOTYPED 1.000 0.992
1 rs17531405 186113852 1:186113852:G:C G C 0.171 IMPUTED 0.941 NA
1 rs10919604 198898157  1:198898157:A:G A G 0.413 IMPUTED 0.952 NA
1 rs2816992 200069216  1:200069216:A:G A G 0.410 IMPUTED 0.941 NA
1 rs4309038* 201884647 1:201884647:G:C G C 0.437 IMPUTED 0.962 NA
1 rs1008833 204426295 1:204426295:A:G A G 0.153 IMPUTED 0.966 NA
1 rs556648 215120596  1:215120596:G:A G A 0.199 IMPUTED 0.962 NA
1 rs2799098 218521609 1:218521609:G:A G A 0.167 GENOTYPED 0.994 0.885
1 rs6604614* 218631452 1:218631452:C:G C G 0.307 IMPUTED 0.964 NA
1 rs28613267 218855029 1:218855029:G:C G C 0.480 IMPUTED 0.976 NA
1 rs75128958 219483218 1:219483218:G:A G A 0.082 IMPUTED 0.978 NA
1 rs 1338227 219853742  1:219853742:G:T G T 0.457 IMPUTED 0.947 NA
1 rs17009288 221204299  1:221204299:A:C A C 0.300 IMPUTED 0.980 NA
1 rs12757436 221631938  1:221631938:G:A G A 0.334 IMPUTED 0.955 NA
1 rs2355237 239857524  1:239857524:A:G A G 0.488 IMPUTED 0.975 NA
2 rs2544536 15906854  2:15906854:T:C T C 0.462 IMPUTED 0.980 NA
2 rs55884799 18287623  2:18287623:T:C T C 0.189 GENOTYPED 1.000 0.988
2 rs6751968 18570024  2:18570024:C:A C A 0.160 IMPUTED 0.995 NA
2 rs13430465 18702313  2:18702313:C:T C T 0.061 IMPUTED 0.974 NA
2 rs13009582 24018480  2:24018480:G:A G A 0.447 IMPUTED 0.968 NA
2 rs732990 26842146  2:26842146:C:G C G 0.448 IMPUTED 0.956 NA
2 rs4952564* 42243850  2:42243850:A:G A G 0.317 IMPUTED 0.973 NA
2 rs3791679 56096892 2:56096892:A:G A G 0.261 IMPUTED 0.990 NA
2 rs12470864 102926362 2:102926362:G:A G A 0.366 IMPUTED 0.993 NA
2 rs62168891 135672187 2:135672187:C:T C T 0.481 IMPUTED 0.875 NA
2 rs1406225 145797829  2:145797829:G:T G T 0.282 IMPUTED 0.982 NA
2 rs72902177 157016257 2:157016257:C:T C T 0.125 IMPUTED 0.981 NA
2 rs7424771 161276378  2:161276378:G:A G A 0.422 IMPUTED 0.974 NA
2 rs2304340 179260382  2:179260382:A:G A G 0.393 IMPUTED 0.906 NA
2 rs2084448* 187530520 2:187530520:T:C T C 0.311 IMPUTED 0.970 NA
2 rs1249096 199723365 2:199723365:G:A G A 0.418 IMPUTED 0.967 NA
2 rs985256* 201208692 2:201208692:A:C A C 0.207 IMPUTED 0.958 NA
2 rs12997625 202970250 2:202970250:C:T C T 0.490 IMPUTED 0.978 NA
2 rs6435952 217614730  2:217614730:A:T A T 0.171 IMPUTED 0.893 NA
2 rs4294980 218604356  2:218604356:G:A G A 0.210 GENOTYPED 0.999 0.965
2 rs2571445 218683154 2:218683154:A:G A G 0.392 GENOTYPED 1.000 0.987
2 rs4674407 220382700  2:220382700:C:T C T 0.468 IMPUTED 0.937 NA
2 rs62201738 229502197  2:229502197:A:C A C 0.065 IMPUTED 0.982 NA
2 rs6710301* 239441308 2:239441308:C:A C A 0.154 IMPUTED 0.981 NA
2 rs6431620 239604970  2:239604970:T:G T G 0.224 IMPUTED 0.954 NA
2 rs4308141 239881309  2:239881309:C:G C G 0.205 IMPUTED 0.986 NA
2 rs6437219* 241844033 2:241844033:C:T C T 0.485 IMPUTED 0.867 NA
2 rs6733504 242495953  2:242495953:A:G A G 0.443 IMPUTED 0.980 NA
3 rs2974389 13787641 3:13787641:A:G A G 0.422 IMPUTED 0.973 NA
3 rs73048404 25179533 3:256179533: .G T G 0.135 IMPUTED 0.984 NA
3 rs1529672 25520582 3:25520582:C:A C A 0.158 IMPUTED 0.940 NA
3 rs17666332 29469675 3:29469675:T:G T G 0.290 IMPUTED 0.952 NA
3 rs12715478 55152319 3:55152319:A:G A G 0.387 GENOTYPED 0.999 0.978
3 rs6445932* 57879611 3:57879611:T:G T G 0.247 IMPUTED 0.973 NA
3 rs4132748 67455803 3:67455803:T:C T C 0.336 IMPUTED 0.951 NA
3 rs35480566 71583177 3:71683177:A:G A G 0.425 IMPUTED 0.977 NA
3 rs586936 73862616 3:73862616:G:A G A 0.399 IMPUTED 0.946 NA
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0.219 IMPUTED
0.068 IMPUTED
0.127 IMPUTED
0.343 IMPUTED
0.024 GENOTYPED
0.234 IMPUTED
0.142 IMPUTED
0.280 IMPUTED
0.454 IMPUTED
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0.334 IMPUTED
0.201 GENOTYPED
0.203 GENOTYPED
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0.384 IMPUTED
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0.023 GENOTYPED
0.316 IMPUTED
NA NA
0.433 IMPUTED
0.183 IMPUTED
0.136 IMPUTED
0.456 IMPUTED
0.147 GENOTYPED
0.489 IMPUTED
0.484 IMPUTED
0.317 IMPUTED
0.235 IMPUTED
0.288 IMPUTED
0.452 IMPUTED
0.374 GENOTYPED
0.283 IMPUTED
0.279 IMPUTED
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CHROM=chromosome, rsID=reference SNP cluster ID, POS=reference position, REF=reference allele, ALT=alternative non-reference allele,

SNP=CHROM:POS:REF:ALT, MAF=minor allele frequency in the specific cohort as the second most common allele count from the number of

alleles in called genotypes in the specific cohort, TYPED=indicates if the variant was genotyped or imputed, R2=imputation quality as the

estimated value of the squared correlation between imputed genotypes and true/unobserved genotypes, ER2=empirical R2 for genotyped variants
(not calculated for imputed variants)
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Table S2: Descriptive statistics on each study and model sample, airway inflammatory biomarker levels and air pollution exposures in the SALIA cohort.

Sample with air |Study sample on |Model sample on |Study sample on |Model sample on
pollution and TNF-a level TNF-a level: LTB4 level and LTB4 level and
genetic women without |the total number |the total number
assessment any chronic of cells of cells: women
available, but inflammatory without any
without airway respiratory chronic
inflammatory condition inflammatory
biomarkers respiratory
available condition
N 533 292 212 296 214
Airway inflammatory biomarkers
Arithmetic mean tumor necrosis factor-a (TNF-a) [pg/ml] (sd) 2.47 (2.38) 2.34 (2.36)
Geometric mean TNF-a [pg/ml] (gsd) 1.82 (2.07) 1.72 (2.05)
Mean loge-TNF-a [pg/ml] (sd) 0.60 (0.73) 0.55 (0.72)
Arithmetic mean leukotriene (LT) B4 [pg/ml] (sd) 866.95 (797.52) 869.76 (833.63)
Geometric mean LTB4 [pg/ml] (gsd) 646.31 (2.14) 638.43 (2.18)
Mean loge-LTB4 [pg/ml] (sd) 6.47 (0.76) 6.46 (0.78)
Arithmetic mean total number of cells [x10°] (sd) 22.95 (26.31) 22.36 (27.24)
Geometric mean total number of cells [x10°] (gsd) 14.77 (2.65) 14.26 (2.65)
Mean loge-total number of cells [x10°] (sd) 2.69 (0.97) 2.66 (0.98)
Study characteristics
Mean age + sd 73.58 +2.95 74.41 £ 2.67 74.56 + 2.69 74.38 £ 2.67 74.54 +2.70
Mean body mass index [kg/m?] + sd 27.31+4.38 27.48 £4.49 27.30 £ 4.52 27.56 + 4.55 27.40 £ 4.62
Less than 10 years education of the participant or spouse (%) 93 (17.45) 49 (16.78) 32 (15.09) 51 (17.23) 33 (16.36)
10 years maximal education of the participant or spouse (%) 263 (49.34) 148 (50.68) 112 (52.83) 150 (50.68) 113 (52.80)
More than 10 years of the participant or spouse (%) 177 (33.21) 95 (32.53) 68 (32.08) 95 (32.09) 68 (31.78)
Ever smoker (%) 101 (18.95) 49 (16.78) 35 (16.51) 49 (16.55) 35 (16.36)
Second-hand smoking (%) 322 (60.41) 171 (58.56) 120 (56.60) 173 (58.45) 121 (56.54)
Indoor mould (%) 65 (12.20) 44 (15.07) 29 (13.68) 45 (15.20) 29 (13.55)
Unfavourable heating (%) 83 (15.57) [n=525] | 45 (15.41) [n=285]| 33 (15.57) [n=206]| 44 (15.20) [n=289]| 33 (15.42) [n=208]
Chronic inflammatory respiratory conditions 179 (33.58) 80 (27.40) 0 (0) 81 (27.70) 0 (0)
Air pollution exposure
Median chronic NO, exposure [ug/m®] (IQR) 29.87 (11.46) 29.83 (10.37) 29.07 (8.77) 29.83 (10.33) 28.30 (8.65)
Median chronic NO, exposure [ug/m®] (IQR) 47.98 (32.28) 46.53 (27.72) 44.59 (25.16) 46.53 (27.52) 44.59 (24.90)
Median chronic PM, 5 exposure [ug/m®] (IQR) 25.48 (3.06) 25.76 (2.70) 25.54 (2.54) 25.76 (2.78) 25.51 (2.51)
Median chronic PM+, exposure [ug/m°] (IQR) 38.32 (3.79) 38.77 (3.03) 38.73 (3.14) 38.77 (3.01) 38.69 (3.23)
Median chronic PMcoarse €xposure [ug/m’] (IQR) 13.19 (3.12) 13.35 (2.68) 13.18 (2.56) 13.35 (2.68) 13.14 (2.56)
Median chronic PMy 5 absorbance €Xposure [10°°/m] (IQR) 1.94 (0.67) 1.97 (0.54) 1.92 (0.54) 1.97 (0.56) 1.91 (0.56)

sd=standard deviation, gsd=geometric standard deviation, IQR=interquartile range, the total number of cells=the sum of eosinophils, macrophages, neutrophils and
epithelial cells in induced sputum, chronic inflammatory respiratory condition=any condition of asthma, chronic bronchitis, hay fever, cough, cough with sputum or chronic
obstructive pulmonary disease, NO,=nitrogen dioxide, NO=nitrogen oxides, PM2 5/10/coarse=Particulate matter with aerodynamic diameters <2.5/ <10/ 2.5-10pm, PM; 5

absorbance= reflectance of PMy s filters

Airway inflammatory biomarkers: determined in induced sputum samples
Air pollution exposure: the mean of the annual average concentrations from baseline and first follow-up examinations within a time window of 15 years prior to the biomarker

assessments, statistically centred across the participants
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Gene-environment interaction
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derived single nudeotide polymorphisms were investigated. Furthermore, we examined gene-environment interac-

Lung tion (GxE) effects on natural log-transformed FeNO levels by adjusted linear regression models.

Results: While we observed no significant environmental and polygenic main effects on airway inflammation in either
age group, we found robust harmful effects of chronic nitrogen dioxide (NO,) exposure in the GxE models for elderly
women (16.2 % increase in FeNO, p-value = 0.027). Stratified analyses found GxE effects between the PRS and chronic
NO,, exposure in never-smoker elderly women and in adolescents without any inflammatory respiratory conditions.
Conclusions: FeNO measurement is a useful biomarker to detect higher risk of NOy-induced eosinophilic airway inflam-
mation in the elderly. There was limited evidence for GxE effects on airway inflammation in adolescents or the elderly.
Further GxE studies in subpopulations should be conducted to investigate the assumption that susceptibility to airway
inflammation differs between age stages.

1. Introduction

Air pollutants can induce subclinical airway inflammation leading to
systemic respiratory health impairment (Abramson et al., 2020; Hampel
et al., 2015). On this pathway, high levels of nitric oxide are produced
by the epithelium. Therefore, the fractional exhaled nitric oxide (FeNO)
concentration in the exhaled breath is a direct biomarker for eosinophilic
airway inflammation, including asthma (Dweik et al., 2011).

More recently, FeNO is being considered as a biomarker to detect
air pollution-induced airway inflammation (Annesi-Maesano and
Dinh-Xuan, 2016), for which children, adolescents and the elderly
are particularly vulnerable groups (Hiils et al., 2019; Schraufnagel
etal., 2019). So far, such epidemiological studies have mainly explored
these associations for individuals with diagnosed asthma (Kim et al.,
2016) and short-term air pollution effects (Abramson et al., 2020;
Adamkiewicz et al., 2004; Chen et al., 2020a, 2020b). The relation-
ships between chronic air pollution exposure and FeNO levels in healthy
adolescents (Berhane et al., 2014; Liu et al., 2014; Olaniyan et al., 2020)
or elderly people have not yet been fully explored (Abramson et al.,
2020; Annesi-Maesano and Dinh-Xuan, 2016).

Individual polygenic susceptibility may influence the relationship
between air pollution and airway inflammation. Genetic variation un-
derlies some variability in the individual response to air pollutants
and in the probability to develop respiratory impairment, including in-
creased FeNO levels (Dweik et al., 2011; Holloway et al., 2012; Hiils
et al., 2017b; Salam et al., 2015; Salam et al., 2012). In addition to the
inflammation hypothesis, it is speculated that predetermined polygenic
susceptibility influences the effect of air pollution on respiratory health.
Therefore, gene-environment interactions (GxE) could be on an under-
lying pathway to adverse respiratory health (Bennelykke and Ober,
2016). GxE studies of lung function and asthma have already been con-
ducted (Liao et al., 2013; Morales and Duffy, 2019). However, limited
evidence is available for genetic and GxE effects on FeNO levels,
although heritability explains 60 % of the FeNO variance in adults
(Lund et al., 2007). Few studies focused on single nucleotide polymor-
phisms (SNPs) in specific pathways, such as relevant SNPs in nitric
oxide synthesis (Salam et al., 2015; Salam et al., 2012). However, to
consider the natural synergies of different genes, a genome-wide ap-
proach is used to precisely estimate individual genetic susceptibility.
Between early and later age stages, the susceptibility of asthma to envi-
ronmental factors likely differs biologically through different mecha-
nisms (Ferreira et al., 2019; Gref et al., 2017; Morales and Duffy,
2019). As increased FeNO levels are associated with asthma, this pat-
tern may be applicable to the susceptibility to airway inflammation.

Thus, the current study aimed to investigate the effects of chronic air
pollution exposure on eosinophilic airway inflammation using FeNO mea-
surements, to assess the role of polygenic susceptibility, and to compare
the GxE effects in two vulnerable age groups, namely adolescents and the
elderly. By using cohort data, we fitted adjusted linear interaction models
with internal weighted polygenic risk scores (PRS) based on genome-wide
derived SNPs, and the mean of average concentrations of air pollutants
from multiple time points within a time window of 15 years before FeNO
measurements at ages 15 and about 75 years.

2. Material and methods
2.1. Study population and fractional exhaled nitric oxide measurement

2.1.1. Adolescents

The study individuals were based on two ongoing population-based
birth cohorts of healthy, mature neonates with normal birth weight in Mu-
nich and Wesel. In the German Infant study on the influence of Nutrition
Intervention plus environmental and genetic influences on allergy devel-
opment (GINIplus), a total of 5991 neonates were recruited in obstetric
clinics between September 1995 and July 1998. The Lifestyle-Related fac-
tors on the Immune System and the Development of Allergies in Childhood
(LISA) study included a total of 3097 neonates, recruited from obstetrical
clinics in Munich, Wesel, Leipzig, and Bad Honnef between November
1997 and January 1999. The study areas of the included cohorts are pre-
sented in Fig. §1. The studies have been approved by local Ethics Commit-
tees (Bavarian-Board of Physicians, University of Leipzig, Board of
Physicians of North-Rhine-Westphalia). We received written informed con-
sent from all participants and their parents. Further details of the cohorts
have been described elsewhere (Heinrich et al., 2012). Data from these
two cohorts at birth and follow-up examinations in the 6th, 10th, and
15th years of life were pooled for Wesel (GINIplus/LISA north: n = 3390)
and Munich (GINIplus/LISA south: n = 4413) considering their harmonised
designs. Study individuals were restricted to 1034 participants in GINIplus/
LISA north and 1400 participants in GINIplus/LISA south with available
FeNO measurement at the follow-up examination at 15 years (carried out
between the years 2011 and 2013). Due to differences in genotyping plat-
forms and following the aim to model the mean effects of German adoles-
cents, we performed a meta-analysis of GINIplus/LISA north and south
(Fig. S2).

FeNO was determined in line with the recommendations of the
American Thoracic Society (ATS) (ATS/ERS, 2005). Using the NIOX
MINO equipment (Aerocrine, Solna, Sweden), FeNO was measured during
a controlled expiration at 50 = 5 ml/s over 6 s. Inclusion criteria were de-
pendent on the influencing factors, i.e. no nitrate-rich food intake, no
asthma medications in the last 4 h, and no spirometry or bronchial chal-
lenge before the measurement.

2.1.2. Elderly women

The ongoing cohort Study on the influence of Air pollution on Lung
function, Inflammation and Aging (SALIA) included 4874 women aged
55 years living between years 1985 and 1994 in the Ruhr area and the ad-
jacent Miinsterland in Germany (Fig. S1). Details of the SALIA study have
been described elsewhere (Schikowski et al., 2010; Teichert et al., 2013).
The study has been approved by the Ethics Committees of the Ruhr Univer-
sity, Bochum, and the Heinrich Heine University, Diisseldorf. We received
written informed consent from all participants. In the current study, data
from baseline, the first (year 2006), and second follow-up examinations
(years 2007-2010) were used. The study individuals were restricted to
220 women with FeNO measurement available at the second follow-up ex-
amination (mean age = 75 years) (Fig. 52). FeNO was assessed following
the ATS recommendations (ATS/ERS, 2005). NIOX FLEX equipment for
196 women and EcoMedics (Eco Medics AG, Duernten, Switzerland) for
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24 women were used. Exclusion criteria were smoking or respiratory infec-
tions immediately before the measurement.

Both included study populations were recruited within cohort studies in
Germany from similar locations under comparable ethical requirements
and data management processes. To compare the GxE effects in these two
vulnerable age groups, we described the comparability of each component
in the following method sections. Details on the FeNO measurement proce-
dure and comparisons between the different devices are provided in the on-
line supplement (pl). Higher FeNO levels indicate airway inflammation.

2.2. Assessments of air pollution exposure

In this study, we estimated individual exposures to nitrogen dioxide
(NO,), particulate matter with a median aerodynamic diameter of
=25pmor = 10 pm (PMz 5 or PM,,), particulate matter with diame-
ters of 2.5-10 pm (visible as dust or haze with appropriate lighting
(Schraufnagel et al., 2019)) (PMcgarse), and the reflectance of PMy 5
filters (PMa 5 absorbance)- Annual average concentrations of the five air pol-
lutants at participants' residential addresses were derived for both included
study populations from land-use regression models assigned within the
European Study of Cohorts for Air Pollution Effects (ESCAPE). Details of
measurements have been described before (Beelen et al., 2014; Eeftens
et al., 2012) and are summarised in the online supplement (pl). To
model chronic air pollution exposure, we used the mean of annual averages
from available multiple time points within a time window of 15 years be-
fore the FeNO measurement statistically centred across the participants.
Higher concentrations of air pollution represented higher exposure and
were standardized in cohort-specific interquartile ranges (IQR).

Science of the Total Environment 841 (2022) 156655
2.3. Assessments of polygenic risk scores

Genome-wide genotyping (GINIplus/LISA north: Infinium Global
Screening Array, GINIplus/LISA south and SALIA: Axiom Precision Medi-
cine Research) and quality control (Reed et al., 2015) were performed
and imputed against the Haplotype Reference Consortium using the Mich-
igan Imputation Server (Das et al., 2016). The selection of relevant SNPs
was based on the genome-wide association study (GWAS) of lung function
and chronic obstructive pulmonary disease (Shrine et al., 2019) that identi-
fied 279 SNPs (Table S1). In sensitivity analyses, we tested SNPs based on a
GWAS of childhood-onset and adult-onset asthma (Ferreira et al., 2019)
(Tables S2 and S3). PRS were defined as the weighted sum of the individual
number of risk alleles of the selected SNPs. To calculate the PRS, the genetic
risk score-interaction-training approach as suggested by Hiils et al. (2017a)
was used. A higher PRS represented a higher number of risk alleles and was
standardized in cohort-specific IQRs (see online supplement (p1-3)).

2.4. Statistical analysis

Descriptive statistics on the study individuals, FeNO levels, and air pol-
lution exposures are presented in Table 1. The FeNO values in parts per bil-
lion (ppb) were natural log-transformed (log,) due to skewed distributions.
Linear regression models were fitted to log.-FeNO with each air pollutant
separately to avoid collinearity between pollutants. We performed a
random-effects model meta-analysis of GINIplus/LISA north and south to
model the mean effects of adolescents (Borenstein et al., 2010) using the es-
timator proposed by Paule & Mandel as recommended by Veroniki et al. in
their qualitative evaluation of existing meta-analyses (Veroniki etal., 2016).
All models were adjusted for potential confounders (cohort dependent)

Table 1
Description of the study individuals, FeNO levels and air pollution exposures.
GINIplus/LISA SALIA
GINIplus/LISA north GINIplus/LISA south

N 1034 1400 220
Arithmetic mean FeNO [ppb] (sd) 202 +17.7 25.7 + 229 193 +16.3
Geometric mean FeNO [ppb] (geometric sd) 16.1 + 1.8 205 +19 153 +19
Mean log.-FeNO (sd) 28 £ 0.6 3.0 0.6 2.7 £0.7
Study characteristics
Female (%) 538 (52.0) 703 (50.2) 220 (100)
Mean age [years] + sd 150 + 0.3 15.1 +0.3 747 + 2.6
Mean height [em] + sd 1725+ 8.2 170.8 + 8.3 162.5 + 60.1
Mean weight [kg] + sd 63.7 + 12.8 60.4 + 10.4 72.8 + 137
<10 years maximal education of parents/ 94 (9.1) 53 (3.8) 37 (16.8)
Highest education of the participant or spouse (%)"
10 years maximal education of parents/ 398 (38.5) 244 (17.4) 108 (49.1)
Highest education of the participant or spouse (%)*
>10 years maximal education of parents/ Highest education of the participant or spouse [COR 540 (52.2) 1100 (78.5) 73(33.2)
Maternal smoking during pregnancy/ 140 (13.5) 158 (11.3) 48 (21.8)
Ever smoker (%)*
Second-hand smoking exposure early in life/ 278 (26.9) 192(13.7) 117 (53.2)
Second-hand smoking exposure (%)*
Exposure to indoor mould in early life/ 134 (13.0) 263 (18.8) 26 (11.8)
Exposure to indoor mould (%)*
Residential moves (%) 106 (10.3) 205 (14.4) 314
Air pollution exposure
Median chronic NO2 exposure [pg/ms] (IQR) 23.4(3.1) 19.6 (6.3) 31.1 (9.4)
Median chronic PM, 5 exposure [ug/mS] (IQR) 17.3(0.9) 13.3(0.9) 259 (2.4)
Median chronic PM,, exposure [jig/m°] (IQR) 253 (1.4) 20.4 (2.4) 38.8 (2.4)
Median chronic PMcoarse exposure [pg/m®] (IQR) 8.4 (0.6) 6.3(1.5) 13.6 (2.3)
Median chronic PM2 g gpearbance €Xpostre [10~%/m] (IQR) 1.2(0.2) 1.6 (0.2) 2.0(0.5)

FeNO = fractional exhaled nitric oxide, ppb = parts per billion, sd = standard deviation, NOz = nitrogen dioxide, PMz 5,10/came = particulate matter with a median aero-
dynamic diameter of =2.5/ =10/ 2.5-10 pm, PMz25 absorbance = absorbance of PMy s and determined as the reflectance of PMy s filters, IQR = interquartile range

All participants with available FeNO measurements at age 15 (GINIplus/LISA (north and south)) or at mean age 75 (SALIA) were included in the analysis Chronic air pollution
exposure = the mean of the annual average concentrations of air pollutants from available multiple ime points within a time window of 15 years prior to the FeNO mea-

surement statistically centred across the participants
! = appropriate covariates in GINIplus/LISA (north and south) or SALIA.

All results will be based on random-effects model meta-analysis of GINIplus/LISA north and GINIplus/LISA south.
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selected a priori (Abramson et al., 2020; Dweik et al., 2011; Kimet al., 2016;
Nerpin et al., 2019) including sex, age, height, weight, education, smoking,
indoor air pollution, residential moves, and FeNO device (see online supple-
ment for definitions and comparability (p4)). For both age groups, we inves-
tigated on log. FeNO the:

1) environmental main effect of an IQR-increase in chronic air pollution
exposure

2) polygenic main effect of an IQR-increase in the PRS using the test
dataset

3) GxE effects via a multiplicative interaction term between chronic air
pollution exposure and the PRS using the test dataset

Percentage changes of FeNO (back transformed) and p-values are pre-
sented. P-values<0.05 (two-sided) were considered as statistically signifi-
cant. R version 4.1.2 (R Core Team, 2021) was used for all statistical
analyses.

2.5. Sensitivity analysis

First, to exclude selection bias within each study, descriptive analyses
were conducted of participants included with genotyped data and further
on those participants included in the following stratified analyses. Second,
we tested the role of dichotomized polygenic risk (high-risk vs. low-risk
group) where the group assignment was conducted according to the me-
dian of continuous PRS. Third, we compared the GxE effects using the
same participants, but asthma-related SNPs based on a GWAS (Ferreira
etal., 2019). Finally, we performed stratified GXE analyses to investigate
potential effect modification according to chronic inflammatory respiratory
conditions (Abramson et al., 2020) (e.g. asthma) and smoking (see online
supplement (p4)) (Shrine et al., 2019).

3. Results

Between the 1034 and 1400 participants included in GINIplus/LISA
north and south, gender, age, height, and weight did not differ (Table 1).
However, there were more adolescents with parents on the highest educa-
tion level in the south (78.5 %) compared to the north (52.2 %), and
fewer with second-hand smoking exposure in early life (13.7 % vs
26.9 %). Compared to the parents of adolescents, the 220 women included
from the SALIA study (with a mean age of 74.7 and a range of 8.9 years) had
less education and higher second-hand smoke exposure. The geometric
mean FeNO levels (geometric standard deviation) in ppb were 16.1 (1.8)
in GINIplus/LISA north, 20.5 (1.9) in GINIplus/LISA south, and 15.3 (1.9)
in SALIA, where levels >35 in children (GINIplus/LISA north: 11.6 %,
GINIplus/ LISA south: 16.7 %) or >50 ppb in adults (SALIA: 5.5 %) would
indicate eosinophilic airway inflammation (Dweik et al., 2011). For all air
pollutants, the chronic exposures were highest in the elderly women,
followed by the adolescents in the GINIplus/LISA north and lowest for ad-
olescents enrolled in the south. Compared to the annual limits for PM, g,
PMp, and NO5 of the European Union (RL 2008/50/EG) (The European
Parliament and the Council, 2008), the median chronic exposures were
below the cut-off for the adolescents in both regions, but not for the elderly.
However, with regard to the revised annual air quality guidelines of the
World Health Organization, all of the median air pollution exposures
were higher than recommended (World Health Organization, 2021).

The adjusted environmental main effects for an IQR-increase in chronic
air pollution exposure on FeNO levels are given in Table $4. No significant
associations were found. Fig. 1 shows the percentage changes on FeNO
levels with respect to each air pollutant in adolescents, which are minimal.
In the elderly women, trends of increasing FeNO levels from 2.4 % associ-
ated with chronic exposure to PMyyare (p-value = 0.639) to 9.6 % associ-
ated with chronic exposure to NO5 (p-value = 0.087), and 11.8 %
associated with chronic exposure to PM, 5 (p-value = 0.083) were shown.

We found no significant polygenic main effects for either age group
(Table S5). The GxE effects on FeNO levels are given in Table S6. We
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Fig. 1. Chronic air pollution exposure on percentage changes in FeNO levels with
their corresponding 95 % confidence intervals in the different age groups. FeNO =
fractional exhaled nitric oxide, CI = confidence intervals, NO, = nitrogen dioxide,
PMa s/10/c0arse = Pparticulate matter with a median aerodynamic diameter of
=2.5/=10/ 2.5-10 pm, PMaps = PMa s absorbance = reflectance of PMy s filters
GINIplus/LISA: Results of random-effects model meta-analysis of GINIplus/LISA
north and GINIplus/LISA south All participants with available FeNO measurement
at age 15 (GINIplus/LISA, n = 2190) or at mean age 75 (SALIA, n = 217) were
included in the analysis Adjusted for sex (only in GINIplus/LISA), age, height,
weight, education, (maternal) smoking, second-hand smoking, indoor air pollution,
residential moves, and device for FeNO measurement (only in SALIA).

found no significant GxE effects, however including both the genetic and
environmental factors in the GxE model, the effect of NO, in the elderly
women was statistically significant showing an increase in FeNO levels of
16.2 % per one IQR-increase in NO, exposure (p-value = 0.027) (Fig. 2).
The results of sensitivity analyses indicated the selection bias should be
minimal (Table §7). The trends were fairly robust in sensitivity analyses
(Table S8). The analysis of the same GXE model using dichotomized PRS
(high-risk vs. low-risk group) confirmed the harmful effect of NO in the el-
derly women, with an increase of 31.0 % in FeNO levels (p-value = 0.012).
This effect was also shown in the analysis using SNPs based on a GWAS of
asthma (17.4 % increase in FeNO levels, p-value = 0.019) (Fig. 2).
Restricting to women who never smoked showed significant GxE effects
with chronic exposure to NO, (20.9 %, p-valuej eraction = 0.012). The
harmful effect of chronic exposure to NO, on FeNO levels increased per
IQR-increase in the PRS (Fig. $3). However, including participants without
inflammatory respiratory conditions showed significant effects in the ado-
lescents, but not in the elderly women. Chronic exposure to NO, increased
the FeNO level by 12.8 % (p-value = 0.008), while the PRS decreased the
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percentage changes in FeNO levels (95%-Cl)
0

Fig. 2. Chronic NO2z exposure on percentage changes in FeNO levels with their
corresponding 95 % confidence intervals in the elderly women using different
models. FeNO = fractional exhaled nitric oxide, NO, = nitrogen dioxide
(standardized using interquartile ranges), CI = confidence intervals, n = 141
Adjusted for age, height, weight, education, smoking, second-hand smoking,
indoor air pollution, residential moves, and device for FeNO measurement.
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FeNO level by 3.9 % (p-value<0.001), and the GxE effect was also negative
(—3.0 %, p-valueiyeraction = 0.003).

4. Discussion

In this study, we have explored the interplay between chronic air pollu-
tion exposure and polygenic susceptibility to eosinophilic airway inflam-
mation in different age groups using FeNO measurements. While we
observed no significant environmental or polygenic main effects on airway
inflammation in either age group, we found robust harmful effects of
chronic exposure to NO, for elderly women, only when considering the
polygenic susceptibility in the model. Stratified analyses of women who
never smoked indicated that the harmful effect of chronic exposure to
NO, on airway inflammation increased with more risk alleles in PRS. In ad-
olescents without any inflammatory respiratory conditions, we also found
harmful effects of chronic exposure to NO». However, a higher number of
risk alleles decreased the risk of airway inflammation, as well as the effect
of NO on airway inflammation.

In line with the inflammation hypothesis, evidence suggests that FeNO
measurement is a useful biomarker to detect air pollution-induced airway
inflammation (Annesi-Maesano and Dinh-Xuan, 2016). So far, most studies
have explored associations for individuals with asthma (Kim etal., 2016) or
examined short-term effects for healthy individuals (Abramson et al., 2020;
Adamkiewicz et al., 2004; Chen et al., 2020a, 2020b). For example, in
50-65 year old Beijing residents, FeNO levels were positively associated
with short-term PM 5 (Chen et al., 2020b). Annual exposures to PM, s,
PM> 5 absorbance, and PM;q were cross-sectionally associated with higher
FeNO levels in our elderly women (Abramson et al., 2020). However, the
effect of chronic exposures in healthy adolescents and the elderly were
not fully explored (Abramson et al., 2020).

There are arguments to focus on long-term air pollution. First, effects
take some time to impair the respiratory system via physiological pathways
(Schraufnagel et al., 2019). Furthermore, long-term effects are already ver-
ified, as air pollution in childhood affects lung growth over time, resulting
in airflow limitation into adulthood (Schraufnagel et al., 2019). And the du-
ration of air pollutant effects has not yet been well examined. So far on the
long-term exposure level, changes in annual average concentrations of 24 h
average PM, 5 and NO, in schoolchildren were associated with higher
FeNO levels (Berhane et al., 2014). In a study of schoolchildren in South
Africa, the annual NO, levels in child's home increased the chance for
FeNO >35 ppb after 12 months independent of PM, s exposure (Olaniyan
et al., 2020). Our results were consistent with our previous study in
GINIplus/LISA that showed only a significant association for 24 h PMy,,
but not for annual average air pollution and FeNO levels (Liu et al., 2014).

Polygenic susceptbility influences the effect of air pollution on respira-
tory health (Dweik et al., 2011; Holloway et al., 2012). Few existing studies
focused on SNPs in specific pathways (no overlap with the SNPs included
here), such as the endoplasmic reticulum stress pathway, where genetic
variations might play a role in air pollution-induced airway inflammation
biomarkers in elderly women (Hiils et al., 2017b). Including seven SNPs rel-
evant to nitric oxide synthesis, an interrelated effect with short-term PM, 5
exposure was found in 940 children (6-11 years old) (Salam et al., 2012).
For children enrolled in the same cohort, an association between fewer sur-
rounding roads and lower FeNO levels was found for an increasing number
of nitric oxide synthase promoter haplotype copies (Salam et al., 2015).

However, to consider natural synergies of genes, genome-wide derived
GxE effects have been more recently investigated using summary statistics
from GWAS as external weights. But often, GWAS do not exist for specific
outcomes and appropriate population characteristics as sex, age and ethnic-
ity (Pasman et al., 2019). So far, only one GWAS on FeNO (8858 individ-
uals, 5-15 years, including GINIplus/LISA south) identified three SNPs
(rs3751972, rs944722, rs8069176) (van der Valk et al., 2014). Further-
more, SNPs that were only important in areas with low air pollution may
not reach significance in a GWAS, but would be identified in genome-
wide association interaction studies and genome-wide by environmental in-
teraction studies (Gref et al., 2017). Consequently, they are necessary to
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identify FeNO-relevant genetic variants. Due to the lack of external weights,
we followed the suggestions by Hiils et al. (2017a) to use the interaction-
training approach. Although we indicated the selection bias should be min-
imal, models considering the PRS are based on a different and smaller sam-
ple than the environmental main effect models.

Based on our study, there was no evidence for polygenic main effects on
airway inflammation in adolescents or the elderly. However, this study
adds new insights by considering an exposure window of 15 years before
the FeNO measurement and showing air pollution effects only when consid-
ering the polygenic susceptibility. This study underlines the role of NO,
compared to PMs on eosinophilic airway inflammation using FeNO mea-
surements, which is consistent with previous results in adolescents
(Olaniyan et al., 2020) and plausible with regard to biological pathways.

To our knowledge, this is the first study comparing GxE effects in two
critical age stages, namely adolescents and the elderly. We found, that el-
derly women were more vulnerable to NO, exposure. Additionally, we
found that more risk alleles in PRS increased the harmful effect of chronic
exposure to NO, on airway inflammation in elderly women who never
smoked, hence smoking could cover the polygenic effect. In adolescents
without any respiratory inflammatory conditions such as wheezing, runny
nose without having a cold, hay fever, asthma, atopic family history, a
higher PRS decreased the risk of airway inflammation. Whereas in adoles-
cents in general this pattern was not seen. One possible explanation could
be that the PRS is more of a risk for such respiratory inflammatory condi-
tions associated with neutrophilic inflammation. If inflammatory diseases
were not manifest by the age of 15, then a higher number of those risk al-
leles might be more protective rather than a risk for airway inflammation.
However, studies on specific biomarkers distinguishing eosinophilic and
neutrophilic airway inflammation are required to examine this assumption.

Our results strengthen the hypothesis (Ferreira et al., 2019; Gref et al.,
2017; Morales and Dufty, 2019) that the susceptibility to airway inflamma-
tion, comparable to the susceptibility to asthma, may differ biologically
through different mechanisms between age stages. Air pollution may not
influence the same genetic pathways in adolescents as in older age, and dif-
ferent polygenic variants may influence inflammation pathways associated
with air pollution differently between age stages. Further GxE studies in
subpopulations are required to explore the interplay between chronic air
pollution exposure and polygenic susceptibility to airway inflammation at
different critical age stages.

4.1. Strengths and limitations

The comparability was one of the greatest strengths reducing bias across
the samples: FeNO represented an objective measurement and was assessed
following ATS guidelines. Air pollutants were modelled within the ESCAPE
study. Nearly the same SNPs were included in the PRS of the samples.

However, there were also some limitations. The effects on elderly
women could be underestimated due to the higher proportion of women
with low air pollution exposures and good respiratory health in the SALIA
follow-up examination. Two FeNO devices were used in SALIA, where po-
tential differences were reduced by including the device as a covariate.
FeNO measurement was used as a biomarker for higher risk of eosinophilic
airway inflammation, while direct interpretation regarding a current status
of eosinophilic airway inflammation would require further measurements
such as blood eosinophil counts. The PRS did not show enough variation
to conduct some GxE sensitivity analyses. Possible lack of statistical
power due to the small sample sizes could be a reason for not identifying as-
sociations and interaction effects.

5. Conclusions

Based on our findings, FeNO measurement is a useful biomarker to de-
tect higher risk of NOs-induced eosinophilic airway inflammation in the el-
derly. There was limited evidence for GxE effects on eosinophilic airway
inflammation in adolescents or the elderly. However, we found indications
for GxE effects with chronic NO, exposure in adolescents without any
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inflammatory respiratory conditions and in elderly women who never
smoked. Further GxE studies including genome-wide derived SNPs and fo-
cusing on subpopulations are necessary to further investigate the assump-
tion that susceptibility to airway inflammation differs between age stages
through different biological mechanisms.
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Text details

1. Fractional exhaled nitric oxide measurement procedures

The fractional exhaled nitric oxide (FeNQO) measurement was performed in a standing position
using the mouthpiece of the device and a nose clip to avoid nasal inspiration. To fill the lung
with NO free air, the participant firstly inhaled quickly through the mouthpiece to total lung
capacity. After that, the participant exhaled slowly through the mouthpiece at a flow rate of 50
+ 5 ml/s over six seconds. Sound and light signal from the device helped to achieve the
accurate flow rate. Quality was controlled by the device. The participants have a maximum of

5 repetitions.

2. Comparison of different fractional exhaled nitric oxide measurement devices
Aerocrine has developed NIOX over the years. In 2005, NIOX FLEX was replaced by NIOX
MINO. A study on the comparison of exhaled nitric oxide measurements between NIOX MINC
and EcoMedics found that the NIOX MINO were reproducible and in agreement with the
EcoMedics (Boot et al., 2008). However, another study concluded that FeNO values obtained
with different devices were not directly comparable, but there was agreement among the
results obtained with the NIOX devices MINO and FLEX (Korn et al., 2010).

3. Air pollution assignment within the ESCAPE

For all study samples, air pollution exposures were assigned within the European Study of
Cohorts for Air Pollution Effects (ESCAPE) (Beelen et al., 2014; Eeftens et al., 2012). ESCAPE
conducted 14-day measurements of PMz s/ 10/ 2.5 absorbance in €ach cold, warm and intermediate
temperature season between October 2008 and November 2009 from 20 monitoring sites. NO:
was monitored at 40 sites. The concentration of PM:oase Was calculated by subtracting PM:s
from PM;o. With a central reference monitoring site, which measured concentrations of air
pollution using the same instruments continuously for a complete year, the values were
adjusted for the true long-term average of the observation period. Finally, land-use regression
models predicted the air pollution concentrations at the home addresses for each participani
at each follow-up examination respectively. The data quality was examined and assured, e.g.

only sites with high-quality data for at least 75% of the days in a year were used.

4. Genotyping, quality control and imputation

GINIplus/LISA north
Genome-wide genotyping provided by the German Research Centre for Environmental Health

at the Helmholtz Zentrum Minchen in April 2019 was performed in 883 blood samples using
the Infinium Global Screening Array GSA v2 MD (GRCh37/hg19) with GenomeStudio Version
2.0 resulting in 712,189 variants in Forward Strand designations. The user-defined cluster file,
i.e. GSAMD24v2-0_20024620_A1-762Samples-LifeBrain.egt, was used.
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Pre-imputation Quality Control (QC) (Reed et al., 2015):

.  SNP level 1: Exclusion of variants on chromosome 0, insert/deletion variants, MAF
(<0.01), and call rates (<0.95)

[I.  Sample level: Removal of duplicated individuals, individuals with sex-mismatch, call
rates (<0.95), heterozygosity (inbreeding coefficient 0.1), highly related individuals
(identity-by-descent analysis with Id.tresh=0.2 and kin.tresh=0.1), individuals belonging
to different ancestry group (Tukey's rule based on the 1-10 eigenvectors from Principal
Component Analysis), and Hardy-Weinberg (p<10%)

[ll.  SNP level 2: Hardy-Weinberg (p<10%)

IV.  Strand designation/ strand flips correction

Imputation (Reed et al., 2015): HRC r1.1 2016 (GRCh37/hg19), minimac4 1.5.7, Michigan
Imputation Server (Das et al., 2016).

Post-imputation QC (Reed et al., 2015): MAF (<0.01), exclusion of multi-allelic variants,
imputation quality (R2<0.3)

Merged rs-ids by chromosome, position, ref, alt using HRC.r1-
1.GRCh37.wgs.mac5.sites.vcf.gz (Das et al., 2016)

GINIplus/LISA south

Genome-wide genotyping was provided by the German Research Centre for Environmental
Health at the Helmholtz Zentrum Minchen in April 2016 in 1,511 blood and saliva samples
using the Axiom Precision Medicine Research Array 5.0 and 6.0 (Affymetrix, Santa Clara, CA,
USA) (GRCh37/hg19) resulting in 349,529 variants.

Pre-imputation QcC: using plink, perl script provided al
http://www.well.ox.ac.uk/~wrayner/tools/. VcFCooker, and python script provided at
hitps://github.com/zhanxw/checkVCF: SNP level: strand designation/ strand flips correction,

exclusion of variants on chromosome X, Y, MT, insert/deletion, monomorphic, and duplicated
variants, assign the minor allele to be A1, check chromosomes, id names, and position
regarding HRC reference panel, remove SNPs which are not in the HRC reference panel.

Imputation: HRC r1.1 2016 (GRCh37/hg19), minimac3, Michigan Imputation Server (Das et
al., 2016).

Post-imputation QC: MAF (<0.01), exclusion of multi-allelic variants, imputation quality
(R2<0.3)

Merged rs-ids by chromosome, position, ref, alt using HRC.r1-
1.GRCh37.wgs.mac5.sites.vcf.gz (Das et al., 2016)
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SALLA

Genome-wide genotyping was performed in December 2016/ January 2017 in 468 blood and
saliva samples and additional in November 2020 in 284 blood and saliva samples using the
Axiom Precision Medicine Research Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) (GRCh37/hg19)
resulting in 871,262 variants.

Pre-imputation QC (Reed et al., 2015}

. SNP level 1: Exclusion of variants on chromosome 0, insert/deletion variants, MAF
(=0.01), and call rates (<0.95)

Il.  Sample level: Removal of duplicated individuals, individuals with sex-mismatch, call
rates (=0.95), heterozygosity (inbreeding coefficient 0.1), highly related individuals
(identity-by-descent analysis with Id tresh=0.2 and kin_tresh=0.1), individuals belonging
to different ancestry group (Tukey's rule based on the 1-10 eigenvectors from Principal
Component Analysis), and Hardy-Weinberg (p=10%)

ll.  SNP level 2: Hardy-Weinberg (p<10%)

IV.  Strand designation/ strand flips correction

Imputation: HRC r1.1 2016 (GRCh37/hg19), minimacd 1.5.7, Michigan Imputation Server (Das
et al., 2016).

Post-imputation QC: MAF (<0.01), exclusion of multi-allelic variants, imputation quality
(R2=0.3)

Merge rs-ids by chromosome, position, ref, alt using HRC.r1-1.GRCh37 .wgs.mac5.sites.vcf.gz
(Das et al., 2016)

5. Polygenic risk score calculation

In the genetic risk score-interaction-training approach (Hils et al., 2017), the sample data was
split into a training dataset and a test dataset. The training dataset was used to calculate the
weight of each SNP and the test dataset was further used to calculate the polygenic risk score
(PRS) and perform the GxE analysis. The weights were gained from the interaction terms
between each SNP and the air pollution exposure using elastic net regression models. Since
there might be SMPs that are only important in areas with high air pollution exposure and these
SMPs might not be included in association analyses on the outcome alone, the interaction
terms were used. The optimal balance of sample sizes between training and test datasets was
determined to be 1:2. The sample-specific PRS's are based on all SMPs that are available in
the specific cohorts, which can lead to different SNPs within the PRS's in the different study
samples. In this study, nearly the same SNPs were included in the PRS of the samples.
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6. Definitions of potential confounders

For the cohorts GINIplus/LISA (north and south) and SALIA, potential confounders contained
the same relevant information: sex, age, height, weight, education, smoking, indoor air
pollution, residential moves. Different FeNO devices were only used in the SALIA cohort, so
this potential confounder was included only in the SALIA models. Because there are
differences between birth and adult cohorts with regard to cohort characteristics, we used the
best definition of each cohort to include appropriate and as similar as possible potential
confounders in our models.

GINIplus/LISA (north and south)
The following potential confounders selected a priori (Dweik et al., 2011; Kim et al., 2016;

Nerpin et al., 2019) were collected using self-administered questionnaires completed by the
parents: sex, the square of age, log-transformed height, log-transformed weight, maximal
parental education (low<10 years, medium=10 years, high>10 years of education), maternal
smoking during pregnancy, second-hand smoking in early life, indoor air pollution (exposure
to indoor mould) in early life, and residential moves (yes or no).

SALIA

The appropriate available potential confounders were selected for the elderly women
(Abramson et al., 2020; Dweik et al., 2011; Nerpin et al., 2019) such as age, height, weight,
highest education of the participant or spouse (low<10 years, medium=10 years, high>10
years of education), smoking history (ever vs. never), second-hand smoking, indoor air
pollution (exposure to indoor mould), residential moves in the last 5 years regarding FeNO
assessment (yes or no), and device for FeNO measurement.

In the cohorts GINIplus/LISA (north and south) and SALIA, the measurements of age, height
and weight were comparable and the educational level was divided into the same categories.

7. Definitions of chronic inflammatory respiratory conditions

Chronic inflammatory respiratory conditions were defined as any of the following conditions
at age 15 (GINIplus/LISA (north and south)) or at mean age 75 (SALIA):

GINIplus/LISA (north and south): wheezing, runny nose without having a cold, hay fever,

asthma, atopy of mother or father

SALIA: asthma, chronic bronchitis, hay fever, cough, cough with sputum or chronic

obstructive pulmonary disease (Abramson et al., 2020)

8. Definitions of smoking in stratified analysis

No-smoking exposure was defined as:
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GINIplus/LISA (north and south): adolescents who were not exposed to maternal smoking

during pregnancy

SALIA: never-smoker elderly women
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Publikation 2: Airway inflammation in adolescents and elderly women: Chronic air

pollution exposure and polygenic susceptibility

Table 53 Information on 56 aduli-onset asthma-related SMPs from the genome-wide
association study by Ferreira et al. (2019; 26,582 affected individuals on adult-onset asthma
and 300,671 controls). 40 SNPs were included in our calculation of the polygenic risk score in

SALIA.
SALIA

CHROM | rsiDv POS SNP REF | ALT | MAF | TYPED R2 ER2
1 rs30 1816 B50605E 1:B305058:G.A G A 0.410 | IMPUTED 0883 | MA
1 re2 (58825 167420200 | 1:1687420288:G:4 G A 0.288 | IMPUTED 0.930 [ MA
1 rs17EE8703 1985404838 | 1:198040438:C:T C T 0.100 | IMPUTED 0833 [ MNA
2 reS02275a5 102882338 | 2102882338:G:A G A 0.128 | IMPUTED 0885 [ MA
2 rs12470804 102826362 | 2:102026382:G:A G A 0.288 | IMPUTED 0863 [ MNA
2 rs2381712 145145018 | 2:146145HETG T G A MA MA A
2 rs34200285 242608640 | 2:242808840:G:A G A 0.234 | IMPUTED 0.988 [ MA
3 rs4401351 33083085 F330B3085GA G A 0.435 | IMPUTED 0877 | MA
3 rsod41084 156310776 | 3186310776 AC A C 0.2682 | IMPUTED 0737 [ MA
3 rsS2 208577 17EB49740 | 3:17GR48740:C:T C T 0.3582 | IMPUTED 0935 [ MA
3 rs11713524 10ETE2402 | 3105TE2452:G:A G A 0.430 | IMPUTED 0045 | MA
4 51904386385 | 363200445 4:30300445:C:T C T 0015 | IMPUTED 0855 [ MA
4 r=17454584 123353432 | 412335343246 A G 0241 | GENOTYFPED | 1.000 | 0.089
4 st 322682 123359660 | 4:123358688:A:G A G 0.086 | IMPUTED 0887 [ MNA
] 11742240 35881378 B35EE13TEGT G T 0204 | IMPUTED 0862 | MA
] rsfa0485182 | 110181473 | S:110181473:C0A C A MA MA MA MA
] rs1837253 110401872 | S110404E8T2TC T L 0285 | GENOTYPED | 0982 | 0.841
] r=18398871 110408002 | S:110408002:C:T c T 0311 | GENOTYFPED | 0.059 [ 0.877
] rsoooaa14 131787137 | 13178137 AG A G 0.283 | IMPUTED 0084 [ MNA
] rs10G00ET1 142138376 | 5142130375 A8GG Al G3E | MA MA MA A
3] 2428494 31I228T 3132287 TA T A 0424  IMPUTED 0880 [ MA
g r=115684621 | 32480013 G:32400013:4.5 A G A MA MA A
3] rs 145818240 | 32514325 G:32514325:G4 G A MA MA MA MA
<] rsr 2508457 32520204 G:32528304:4:5 A G MA A MA A
g rs130088362 | 32571334 32571334 TA T A A MA MA A
3] rsr 3380945 32573442 G357 4428 T A T MA MA MA MA
g rsB45386210 | 32588302 G:32586302:T.C T L A MA MA A
3] rs 116189785 | 32503677 G:32ER3ETT-AG A G 0.072 | IMPUTED 0823 [ MNA
<] rs28283454 32641502 G:232641502:C:T C T MA A MA A
3] rs53521083 B08R5183 GE0EE5183-AT A T 0.314 | IMPUTED 0858 [ MNA
T rsS7EE5T1T 28140255 T28148255:G:A G A 0.135 | IMPUTED 0.947 | MA
& re33204056 BOZBLTTE EE0GEODTTR AN A A A MA MA A
g rsf2557312 GO0477ES B:E047TEECT C T MA MA MA MA
g rsog2oes G200897 E20080T-AG A G 0.282 | IMPUTED 0.080 [ MA
10 rs1 2722502 G0E3138 10:8083138:C:T C T 0.024 | IMPUTED 0881 [ MNA
10 rs11255504 B0E23TE 10:8082378:AT A T M MLA MA LA
10 rs7EE25T B458524 103483984 T-A T A MA MA MA MA
10 rs107B56T2 BYTTE40 108777640 A G A 0.455 | IMPUTED 0.887 [ MA
10 rs17TH554 B054340 10:608434004:C A C 0.405 | IMPUTED 0887 [ MA
™ re23415845 1145344 11:1145844:C:T C T 0283 | IMPUTED 0858 [ MNA




Publikation 2: Airway inflammation in adolescents and elderly women: Chronic air

pollution exposure and polygenic susceptibility

LN rs174535 G1551356 11:81551356:T:C T c 0.351 | GEMNOTYFED | 1.000 | 0.985
11 rs7TgE6312 TE2EAT2E 11-TE283T 256 T G T 0.485 | IMPUTED 0.885 | MNA
1 rs1754775 111472480 | 11111472460 T2 T c 0.312 | IMPUTED 0803 | MNA
12 rs2544028 48188553 12481856563 T-A T A 0.233 | IMPUTED 0.882 | MNA
12 rs7 302200 h445435 12-56440435:G:A G A 0.328 | IMPUTED 0876 | MNA
12 rs 1058513 AY4E5T09 1257480708 T-C T c 0.087 | GEMNOTYFED | 1.000 | 0.959
13 rE23535831 30745817 1330745E1T: 4G A G MA M4 M4 e
13 rsd 771332 100070457 | 13100070457 T.C T c 0.308 | IMPUTED 0.049 | MA
15 rs7 153655 61045559 15:81040500:4:C A c 0171 | IMPUTED 088G | MNA
15 rs7 2743481 Gy441750 15:87441750: 524 c A 0.212 | IMPUTED 0.0298 | MA
16 rsd5441874 11213021 18:11213021:T-A T A 0.222 | IMPUTED 0.888 | MNA
18 rs30z24ass 27305502 18273805024 G A G 0.088 | IMPUTED 0.840 | MA
17 rsB0GET 124 38300400 17 3BEE0400:AT A T 0.015 | IMPUTED 0.604 | MA
17 rs 10667251 403EB3E2 1740388382 TCT-TCT | TCT | TCT | MA M4 M A
19 rs 117710327 | 33728578 10 33TIGETECA c A 0.058 | IMPUTED 0.852 | MA
21 rs 11088309 30404631 21:35484831:C:G C G 0128 | IMPUTED 0.882 | MNA
CHROM=chromaosome, rslD=reference SMP duster |0, POS=reference position, REF=reference sllele, ALT=alternative non-
reference allele, SHP=CHROK POS:REF-ALT, MAF=minor allzle frequency in the specific cohort &= the second most common
sllele count from the number of allzles in called genotypes in the specific cohort, TYPED=indicates wheater the variant was
genotyped or imputed, R2=imputstion guality as the estimated valus of the sguared comrelation between imputed genctypes and
E.l:;tnnbﬁmed genotypes, ER2=empirical R2 for genotyped variants (not calculated for imputed vaniants), MA=not svailzble in
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Publikation 2: Airway inflammation in adolescents and elderly women: Chronic air
pollution exposure and polygenic susceptibility

Figures
Figure 51 Study areas of the GINIplus/LISA and the SALIA cohorts.

GIMIplus/LIS4 north and scuth
B saLA

Created with free open source software QGIS using DIVA-GIS data (DIVA-GIS, 2022) and OpenSireetMap Data (OpenSireetMap
contributors, 2022), © OpenStreetMap contributors, Sara Kress 2022
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Figure 52 Flowcharts of the study individuals from the GINIplus/LISA and the SALIA cohorts.

GINIplusiLISA
north south

SALIA

Total (baseline) 3390 4413 4874

Total (follow-up) 1059 1622 834

Available FeNO measurement 1034 1400 220

Available genome-wide genotyping 827 21

Meta-analysis of GINIplus/LISA north and 1317
south ’

Baseline: GINIplus/LISA (north and south) 1995-1999; SALIA 1985-1994

Follow-up: GINIplus/LISA (north and south) 2011-2013; SALIA 2007-2010

FeMO=fractional exhaled nitric oxide

All results will be based on random-effects model meta-analysis of GIMIplus/LISA north and south
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Figure 53 Gene-environment interaction effects between the weighted polygenic
risk score and chronic exposure to NOz on natural log-transformed FeNO levels in
never-smoker women using adjusted linear regression model.
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Palygenicriskscore [interquartile ranges]

FeNO=fractional exhaled nitric oxide, NOz=nitrogen dioxide modelled as the mean of the average
concentrations from available multiple time points within a time window of 15 years prior to the FeNO
measurement statistically centred across the participants, standardized using interquartile ranges,
n=110

Individual weighted polygenic risk scores derived by the interaction-training approach, standardized
using interquartile ranges

Adjusted for age, height, weight, education, second-hand smoking, indoor air pollution, residential
moves, and device for FeNO measurement
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Abstract: Polygenic susceptibility likely influences individual responses to air pollutants and the
risk of asthma. We compared the role of polygenic susceptibility on air pollution-associated asthma
between German and Japanese women. We investigated women that were enrolled in the German
SALIA cohort (n =771, mean age = 73 years) and the Japanese Shika cohort (n = 847, mean age = 67 years)
with known asthma status. Adjusted logistic regression models were used to assess the associations
between (1) particulate matter with a median aerodynamic diameter < 2.5um (PM, 5) and nitrogen
dioxide (NO,), (2) polygenic risk scores (PRS), and (3) gene-environment interactions (G x E) with
asthma. We found an increased risk of asthma in Japanese women atter exposure to low pollutant
levels (PMy 5: median = 12.7ug/m?, p-value < 0.001, NO;: median = 8.5ug/m?, p-value < 0.001) and
in German women protective polygenic effects (p-value = 0.008). While we found no significant G x E
effects, the direction in both groups was that the PRS increased the effect of PM3 5 and decreased the
effect of NO; on asthma. Our study confirms that exposure to low air pollution levels increases the
risk of asthma in Japanese women and indicates polygenic effects in German women; however, there
was no evidence of G x E effects. Future genome-wide G x E studies should further explore the role
of ethnic-specific polygenic susceptibility to asthma.

Keywords: asthma; air pollution; gene-environment interaction; elderly; ethnicity

1. Introduction

The prevalence of asthma has doubled in developed countries over the past 50 years,
partly due to environmental exposures [1,2]. Environmental susceptibility to asthma
likely differs due to different biological and pathophysiological mechanisms in the life
course [2-4]. There is a unique age-by-sex interaction effect on asthma diagnosis; there
is a higher prevalence of asthma in males before puberty, however after puberty and
throughout adult life, there is a higher prevalence of asthma in females [5,6]. Consequently,
elderly women are considered a vulnerable subgroup to asthma [5].
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The effect of air pollution on asthma can partly be explained by the underlying
mechanisms that are related to genetic variations in sex-specific risk loci [2,6]. In addition
to sex differences, genetic differences in ethnicities affect susceptibility to diseases such as
asthma [7-12]. Genetic susceptibilities due to ethnicity are better known in monogenetic
diseases such as sickle cell anemia which primarily arose in individuals of African descent,
and cystic fibrosis in individuals of European descent [11]. Ethnic-specific susceptibility
accompanied by genetic variations such as single nucleotide polymorphisms (SNPs) likely
influence individual responses to air pollutants, the risk of asthma, and the efficacy of
asthma therapy [7,11,13].

Genetic variants acting along with environmental factors have already been established
in gene-environment interaction (G x E) studies [1,2,14]. Existing G x E studies mainly
examined childhood-onset asthma [1,2,14-17], while studies on adults have focused on
the candidate genes and SNPs of specific, pathogenic pathways, such as oxidative stress
and inflammation [2,14,18]. However, many SNPs, each with a small health effect, are
linked within natural synergies across the entire genome. The effects of genome-wide
SNPs summarized in a polygenic risk score (PRS) can precisely estimate individual genetic
susceptibilities [19,20]. Currently, there are no PRS-air pollution interaction studies of
asthma comparing the effects between ethnic groups [2].

Therefore, in this study, we aim to uncover potential differences in the biological
mechanisms between ethnic groups by addressing three main questions: (1) How does
air pollution exposure affect diagnosed asthma in elderly German and Japanese women?
(2) What is the role of polygenic susceptibility? (3) How do G x E effects differ between
elderly German and Japanese women? By answering these questions, we aim to further
specify and justify asthma prevention strategies according to all ethnic populations [2,3,13].

2. Materials and Methods

Data of elderly women from Germany that were enrolled in the “Study on the influence
of Air pollution on Lung function, Inflammation, and Aging (SALIA)” and data of elderly
women from Japan that were enrolled in the Shika study were used. The characteristics
of both studies are presented in Table 1. Asthma was characterized by chronic airway
inflammation, reversible airway obstruction, and airway h_vper-responsiveness [5,21] and
operationalized in both cohorts as a self-report of doctor-diagnosed asthma at a mean age
of 73 or 67 years.

Table 1. Cohort study characteristics.

Ethics Committees

. Influd.ed . N, Study Sample and Written
Cohort Inclusion Examination in 3 et
Cohort Study Criteria. N This Study (Year; Inclusion Criteria ~ Informed Consent
e g ;“y AL (Mean Age) from All
Participants
Study on the
influence of Air 4874 women AppaiSS 771 women with Ruhr University,
;i years living between 1. follow-up (2006; ; ;
German pollution on Lung ears 1985 and 1994 in 4027) information on Bochum and the
elderly function, {he Ruhr area and the 5 follow,-u asthma status at Heinrich Heine
women Inflammation and di ¢ Miinsterland (2067_2010_ 82 1 the 2. follow-up University,
Aging (SALIA) a Jac_enc Hnserian : (73 years) Diisseldorf
[22,23] in Germany
4544 adults aged 40 Baseline 847 women with
Japanese years or older living (2011-2016; 1506), information on Kanazawa
2 between years 2011 1. follow-up (2018;  asthma status at University,
5:;‘1111{ Siikammy 124,250 and 2016 in the four 802), the 1. and 2. Kanazawa, Ishikawa,
model areas of the 2. follow-up (2019; follow-up Japan
Shika town in Japan 245) (67 years)
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Individual exposures to PM; 5 and NO; were estimated in both cohorts using average
concentrations. In the SALIA cohort, these concentrations were derived from land-use re-
gression models that were assigned within the European Study of Cohorts for Air Pollution
Effects (ESCAPE). Further details of the measurements have been described before [26,27]
and are summarized in the Online Supplement, p2. In the Shika study, the average con-
centrations for each participant were estimated using the daily concentrations of each air
pollutant that were collected from the Atmospheric Environmental Regional Observation
System that were provided by the Japanese Ministry of the Environment and monitoring
station data of the Shika area (Online Supplement, p2). To model an exposure window of
approximately five years, we used air pollution exposures at the first follow-up examination
in the SALIA study, and the mean of averages from baseline and first follow-up examination
in the Shika study, statistically centered across the participants. Higher concentrations of
air pollution represented higher exposure and were standardized in study sample-specific
interquartile ranges (IQR).

Genome-wide genotyping and quality controls [28], e.g., excluding individuals with
a different ethnicity than the study sample, were performed and genetic variants were
imputed against the Haplotype Reference Consortium reference panel using the Michi-
gan Imputation Server [29] (Online Supplement, p. 2-3). The genetic information was
based on the summary statistics from the most appropriate genome-wide association study
(GWAS) of asthma in the specific ethnic population [12,20]. Regarding the SALIA cohort,
we used a review of GWAS in individuals of Caucasian ethnicity [3], summarizing 128 in-
dependent (r2 < 0.05) asthma-associated SNPs at a genome-wide significance threshold of
p-value < 5 x 1078 or p-value < 3 x 1078 in more recent studies (Table S1). Regarding the
Shika study, we used the Japanese encyclopedia of genetic associations by Riken (JENGER)
database containing summary statistics of approximately 8.7 million SNPs that were tested
in the GWAS [30]. From these SNPs, we extracted 11 independent (r? < 0.05) asthma-
associated (p-value <3 x 10~ 8) SNDs (Table S2). Study sample-specific PRS, defined as
the individual sum of all risk variant alleles, multiplied by the weight of each allele on
the risk of asthma from the most appropriate GWAS, was calculated using the EBPRS
R-package [31] (Online Supplement, p. 3). A higher PRS represented a higher number of
risk alleles and was standardized in study of sample-specific IQRs.

Descriptive statistics for both study samples, asthma assessments, and air pollution
exposures are presented. Logistic regression models were fitted to asthma with a five-year
exposure window to PM; 5 and NO,, respectively, to investigate the main environmen-
tal effect while avoiding collinearity between the pollutants. Next, the main polygenic
effect was investigated on asthma. Furthermore, the G x E effect was evaluated via a
multiplicative interaction term between the air pollutant and the PRS. All the models were
adjusted for potential confounders that were selected a priori [4,21] including age, height,
weight, education, and ever-/never-smoking (Online Supplement, pp. 3-4). Following the
suggestions by Peterson et al. [12], we conducted the G x E analysis in each study sample
separately to first investigate the role of polygenic susceptibility on air pollution-associated
asthma within the ethnic group and then compared the results across both groups. The
results are presented in odds ratios (OR), 95% confidence intervals (CI), and p-values. The
p-values < 0.05 (two-sided) were considered statistically significant. R version 4.1.2 [32]
was used for all statistical analyses.

In the sensitivity analyses, descriptive analyses were conducted for participants with
genotyped data that were available to reduce the risk of selection bias. Next, we tested
the role of binary polygenic risk (high-risk vs. low-risk group), where the group as-
signment was conducted according to the median of continuous PRS. Furthermore, we
tested the G x E effects by applying the genetic risk score-interaction-training approach
by Hiils et al. [33] using internal weights from the interaction terms in elastic-net regres-
sion models (Online Supplement, p. 3). Additionally, we performed stratified analyses
excluding 11 of 771 women that were enrolled in the SALIA study who have changed their
residential address in the last five years before the second follow-up examination (at which
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the asthma status was assessed). The Shika study only included individuals that lived in
the Shika town at the time of examination, so residential movers between the examinations
were automatically excluded. Finally, we performed stratified G x E analyses to investigate
the potential effect modification according to smoking,.

3. Results

The 771 German women from the SALIA study were on average older than the
847 Japanese women from the Shika study (mean age of 73.5 vs. 67.0 years). Fewer
Japanese than German women were diagnosed with asthma (5.9 vs. 8.7%), than ever-
smokers (11.5 vs. 19.5%) and had lower individual exposures to PMj; 5 and NO; five years
before the asthma assessments (Table 2). For both ethnic groups, the median air pollution
exposures were lower than the annual limits of the European Union (RL 2008/50/EG)
for PMa 5 (25 ug/m?), and NO; (40 ug/m?) [34]. However, about the annual air quality
guideline levels that were recommended in 2021 by the World Health Organization (WHO)
(PMas: 5 ug/m3,' NO»,: 10 ug/m3) [35], only the median exposure to NO; in Japanese
women was under the limit.

Table 2. Description of the study samples, asthma, and air pollution exposures.

German Women: SALIA Japaneneomens Bhika

Study
N 771 847
Diagnosed asthma (%) 67 (8.7) 50 (5.9)
Study characteristics
Mean age [years] £ sd 73.5+3.1 67.0 129
Mean height [cm] &+ sd 163.2 + 5.8 151.6 £ 6.8
Mean weight [kg] £ sd 725+124 51.9 +84
<10 years education (%) 137 (17.8) 393 (46.4)
Ever-smoker (%) 150 (19.5) 97 (11.5)
Air pollution exposures five years prior to the asthma assessments
Median PM; 5 exposure [p.g/ma] (IQR) 17.4(1.8) 12.7 (3.3)
Median NO; exposure [ug/ m°] (IQR) 25.9 (9.6) 8.5(3.6)

Sd = standard deviation, PM;5 = particulate matter with a median aerodynamic diameter < 2.5um,
NO; = nitrogen dioxide, IQR = interquartile range. All women with information on asthma status were in-
cluded in the analysis.

We found harmful environmental effects of PM»> 5 (OR = 1.2, 95%CI= 0.873;1.695) and
NO; (OR = 1.2, 95%CI = 0.927;1.656) on asthma in German women (n = 768), which did
not reach statistical significance. However, in the 752 Japanese women, significant adverse
effects of PM> 5 (OR = 11.7, 95%CI = 3.722;36.909) and NO; (OR = 6.9, 95%CI = 2.441;19.358)
on asthma were found.

The significant main polygenic effects were found in German women (n = 531, OR = 0.6,
95%CI = 0.354;0.854), but not in Japanese women (n = 334, OR = 1.5, 95%CI = 0.845;2.532). One
IQR increase in PRS decreased the chance of diagnosed asthma by 45% in German women.

No significant G x E effects on asthma were found (Table 54). The main effects
remained stable in the G x E main model. In German women, there were protective
polygenic trends when considering the air pollution exposures; in Japanese women, there
were adverse effects of both air pollutants when considering the PRS on asthma. In both
groups, the direction of the G x E effect was that the PRS increased the effect of PM; 5 and
decreased the effect of NO; on asthma (Figure 1).
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Figure 1. The effects of air pollution exposure on asthma for each sample-specific interquartile
range increase of the polygenic risk score in elderly (a) German women and (b) Japanese women.
CI = confidence interval. Adjusted for: age, height, weight, education, and ever-/never-smoking.

The results of the sensitivity analyses indicate that selection bias should be minimal
(Table S3). The trends were mostly robust for potential effect modifications according
to smoking and residential moving (Table 54). However, the harmful effect of the PRS
on PM; s-associated asthma in German women changed to a protective effect in never-
smoking women (Figure 1 vs. Figure 51). We found no contradictory G x E results by
testing the binary PRS and the genetic risk score-interaction-training approach. However,
the polygenic main effects on German women did not reach statistical significance in all
the sensitivity analyses (Table S4).

4. Discussion

In this study, we compared the effect of air pollution exposure on diagnosed asthma in
German and Japanese elderly women. We further assessed the role of polygenic suscepti-
bility and compared the G x E effects between both ethnic groups. We found an increased
risk of asthma in Japanese women after exposure to low PM; 5 and NO; levels, respectively,
and protective polygenic effects in German women. While we could not find G x E effects
on asthma, the main effects remained stable in the G x E model. In both ethnic groups,
the direction of the G x E effect was that the PRS increased the effect of PM; 5 exposure
and decreased the effect of NO; exposure on asthma. The trends were mostly robust to
potential effect modifications according to smoking and residential moves.
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Asthma is a complex disease with many different forms and comorbidities that are
distinguished between sex and age, but not yet between different ethnic groups, such as
German and Japanese individuals [21]. When comparing epidemiological indicators, there
are higher asthma disability-adjusted life years in Germany than in Japan (201 to 300 vs. 100
to 200 per 100,000 individuals) [5]. This is shown in the elderly women that were enrolled
in our study with asthma that were more frequently diagnosed in German individuals
when compared to Japanese individuals.

Genetic differences among ethnic groups can affect susceptibility to asthma [7-12]. The
causes are different frequencies of rare genetic variants between the ethnic groups, where
a higher number of rare variants potentially increases the risk of diseases. Historically
derived are the different frequencies by the ‘ancestral bottleneck” which lead to different
mixing of ancestries so that individuals of African descent had three times as many rare
genetic variants as individuals of Asian and European descent [11]. Analyzing the minor
allele frequency (i.e., the frequency of the rare/less frequent genetic variant) of selected
SNPs indicated that each ethnic group has its specific risk alleles. Linking these SNPs to
the risk of a certain disease uncovers ethnic-specific genetic susceptibilities [8]. Regarding
asthma, individuals belonging to different ethnic groups have presented different variants
in those genes that encode the receptor that is relevant to asthma drug therapy [11]. In a
meta-analysis of case-control studies on associations between asthma and ADAM33, one of
the first known asthma candidate genes, different polymorphisms were found among Asian
and Caucasian individuals [10]. On a genome-wide level, differences in allele frequencies
of asthma-related genes were found between Chinese individuals and other ethnicities
such as European individuals [9]. Furthermore, in a multi-ethnic GWAS that included
individuals of European and Japanese descent, 673 genome-wide significant asthma SNPs
at 16 loci in European populations were found, but no genome-wide significant risk loci
were detected in Japanese individuals, possibly due to the lack of statistical power [7].

Consequently, in our study, we used SNPs from GWAS of asthma in the appropriate
ethnic population and followed the suggestions by Peterson et al. [12] to conduct the
analyses in each ethnic group separately. Our results indicated the polygenic susceptibilities
to asthma in elderly German women. The protective effect of the PRS in our study is difficult
to compare to other studies that focused on candidate SNPs and different population
subgroups; therefore, the protective effect with higher PRS should be further assessed
in additional studies. However, considering the high age of the women, one possible
explanation for this protective effect could be that most women with a higher PRS have
already died and the protective effect of the PRS in the survivors is associated with other
protective underlying biological mechanisms. In Japanese individuals in general, polygenic
effects could be under- or over-estimated due to scientific bias as genotyping is mostly
accurate in people of European descent [12,13,36]. There is a lack of PRS studies in non-
European descent participants, as only 19% of all studies included participants of East
Asian descent (and only 3.8% of all studies were among other ethnic groups) [37]. Although
our study used the Japonica array, specialized for the Japanese population [35], the number
of asthma-relevant SNPs from the GWAS that were included in the PRS was limited.

However, not everyone with an increased genetic risk of asthma develops asthma. The
increasing prevalence of asthma is associated with environmental exposures [1,2]. A sys-
tematic review that analyzed the development of asthma about international immigration
confirmed that the environment plays a leading role in asthma development. If individuals
from countries with low asthma prevalence, thus individuals with lower ethnic-specific
polygenic susceptibility, immigrate into a country with high asthma prevalence, their
prevalence at first is lower but changes with longer lengths of stay to a similar prevalence
as it is found in natives. [39]. Even air pollution concentrations below the official mean
limits have already shown associations with natural-cause mortality [35,40], cause-specific
mortality [35], respiratory mortality [35], and respiratory impairment such as asthma [41].

In the Tasmanian Longitudinal Health Study, higher exposures to low NO, concen-
trations over five years were associated with increased asthma prevalence at ages 45 and
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50 years [41]. Our results of elderly Japanese women are consistent with this as we found
associations between low exposure to NO; and asthma five years later and added further
evidence for PMj 5. In contrast, no associations between long-term air pollution and adult-
onset asthma were shown in a meta-analysis of five European cohorts besides the SALIA
study using standardized ESCAPE exposure estimates [42], which is consistent with our
results in elderly German women. In line with Jacquemin et al. [42], one interpretation
is that air pollution affects only vulnerable subgroups of adults. Another explanation for
the lack of significant environmental effects in elderly German women could be that these
women are affected and influenced by higher levels of air pollution at a younger age, as
they lived between 1985 and 1994 in the highly industrial Ruhr area, which has decreased
the chance of asthma later in older age. It is already known for epigenetic mechanisms that
there also exists a critical time-frame early in life for the influence of immunometabolism
and allergic diseases [43]. The differences in air pollution effects on asthma between Aus-
tralian or Japanese and European individuals could indicate underlying ethnic-specific
polygenic susceptibilities.

We did not find G x E effects on the pathway of air pollution exposure to asthma
in German or Japanese women. The trends in both ethnic groups were the same, as the
PRS increased the effect of PM, 5 and decreased the effect of NO, on asthma, whereas
the harmful trend of the PRS on PM; 5 -associated asthma in German women changed to
a protective effect in never-smoking women. In a previous review of the G x E effects
on adult-onset asthma in European individuals, significant associations between candi-

date genes and air pollutants (NO; and living less than 200 m away from a major road)
were found [2]. Currently, most G x E studies have focused on the associations between
childhood-onset asthma [1,2,14-17] and candidate SNPs that are related to oxidative stress,
inflammation, innate immunity, and proteins that are expressed in the bronchial epithe-
lium [2,14,18]. Furthermore, G x E studies of asthma in ethnically Asian populations
and among other ethnic groups are lacking [2,12]. To the best of our knowledge, this is
the first study on the effect of PRS-air pollution interaction with asthma that compares
different ethnic groups, hence an interpretation considering other study results is limited.
To expand on this study, future GWAS meta-analysis and genome-wide G x E studies
including large multi-ethnic populations are needed to identify the role of ethnic-specific
polygenic susceptibility [20,44,45] and provide insights into underlying mechanisms on the
pathway of air pollution exposure to asthma. Additionally, epigenetic modifications should
be considered in exploring these underlying mechanisms [46]. This evidence will improve
precision medicine, disease screening, prevention strategies, and drug development in all
ethnic groups [7,11-13].

The strengths of our study are the comparability between study characteristics, expo-
sure windows, and genetic processing which reduced the risk of bias across the study
samples. We followed recent recommendations to use ethnic-specific genotyping ar-
rays [12,36,38] and to analyze the G x E effects between different ethnic groups using
PRS. Sensitivity analyses were performed to confirm our findings, rule out selection bias,
and investigate modifying effects of smoking and residential moves.

However, there were also some limitations which should be considered. Despite the
comparability between the cohort studies, there are unchangeable differences in the age,
examination, and exposure time. Important genetic variants could be missing if asthma-
onset was truly in early life, or because not all the identified variants by the GWAS were
available in the imputed genetic data [4], or relevant variants only occur in subgroups e.g.,
individuals in high air pollution areas and thus were unidentified in the GWAS presenting
marginal effects [20,44]. In elderly German women, the effect of air pollution and the G x E
effect could be underestimated due to the loss of follow-up examination of women with
less education, high air pollution exposure, and worse respiratory health. In addition, the
lack of statistical power due to the small sample sizes can be a reason for not identifying
interaction effects.
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5. Conclusions

This study found that exposure to low levels of PM; 5 and NO; has an adverse effect
on asthma in elderly Japanese women. Furthermore, the results indicated a protective
polygenic effect on asthma in elderly German women. However, there is no evidence for
G x E effects on the pathway of air pollution exposure to asthma in German or Japanese
women. Further G x E studies of asthma including genome-wide-derived SNPs are
required to explore the role of ethnic-specific polygenic susceptibility. Ethnic groups
should be equally involved in genetic studies to uncover potential differences in biological
mechanisms to specify and justify the prevention and therapy of asthma.
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ing and summary of genetic data, quality control steps and imputation, assessments of polygenic
risk scores, genetic risk score-interaction-training approach, and definitions of potential confounders,
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of the study samples, asthma, and air pollution exposures in the main and sensitivity analyses, Table
54: Gene-environment interaction effects on asthma among German and Japanese women using
different adjusted logistic regression models: the main results and results of sensitivity analyses,
Figure S1: Effects of air pollution exposure on asthma for each sample-specific interquartile range
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never-smoker women.
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Text details

1. Air pollution assessment
SALIA

For SALIA study participants, air pollutant exposures were assigned within the European Study of Cohorts
for Air Pollution Effects (ESCAPE) [1,2]. Thereby, 14-day measurements of PM:: in each cold, wam and
intermediate temperature season between October 2008 and Movember 2009 from 20 monitoring sites were
conducted. NO- was monitored at 40 sites. With a central reference monitoring site, which measured
concentrations of air pollution using the same instruments continuowsly for a complete year, the values were
adjusted for the true long-term average of the observation period. Finally, land-use regression models
predicted the air pollution concentrations at the home addresses of each paricipant at the first follow-up
examination. The data quality was examined and assured, e.g. only sites with high-quality data for at least
T5% of the days in a year were used.

Shika study

For Shika study participants, daily ambient concentrations of PM..c and NO- betwesn April 2011 and March
2020 were obtained using the Atmospheric Environmental Regional Observation System provided by the
Japanese Minisiry of the Environment. Local air pollutants concenfrations were monitored by the Nanao
monitoring station (136.6 °E, 37.2 *N; distance to the central of Shika: 18.8 km). After calculating the annual
mean conceniration of each pollutant, individual-level exposures fo each pollutant were defined as the
average of the annual mean concentrations of each air pollutant during the observation periods of each
pariicipant.

2. Genotyping and summary of genetic data
SALIA

Genome-wide genotyping was performed in December 2016/ January 2017 in 468 blood and saliva samples
and additional in November 2020 in 284 blood and saliva samples using the Axiom Precision Medicine
Research Ammay (Affymetrx, Santa Clara, CA, USA) (GRCh37/hg19) resulting in 871,262 varants. 586
individuals and 410,652 SNPs passed the pre-imputation quality control.

386,710 SNPs passed the quality control of the Michigan Imputation Server. After post-imputation quality
control 586 individuals and 7,643,653 SNPs remained.

Shika study

Genome-wide genotyping was performed from 2018 fo 2020 in 1,325 hlood samples using the Japonica
Armay v2 [3] (TOSHIBA, Tokyo, Japan) resulting in 659,709 variants. 1,055 individuals and 608,266 SMPs
passed the predmputation qualty control. 598,841 SMNPs passed the quality control of the Michigan
Imputation Server. After post-imputation quality control 1,055 individuals and 6,567,060 SNPs remained.
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3. Quality control steps and imputation

For both cohorts, in the pre-imputation quality control [4] varants on chromosome 0, insert/deletion variants,
varants with low minor allele frequency (<0.01), and low call rates (=0.95) were excluded. After that,
duplicated individuals, individuals with sex-mismatch, with low call rates (<0.85), with minimal heterozygosity
(inbreeding coefficient 0.1), highly related individuals (identity-by-descent analysis with |d tresh=02 and
kin tresh=0.1), as well as individuals belonging to ancther ethnic group (Tukey's rule based on the 1-10
eigenvectors from principal component analysis), and violations of Hardy-Weinberg (p=10+) were removed.
Finally, SMNPs that deviate from Hardy-Weinberg equilibrium (p=10%) were removed. Strand designation/
strand flips comection was done.

To find haplotype segments that are shared by study individuals and the HRC r1.1 2016 (GRCh37/hg19), we
did a genotype imputation with minimac4 1.5.7 using the Michigan Imputation Server [5].

In post-imputation processing multi-allelic markers and variants with low minor allele frequency (=0.01), as
well as variants with low imputation quality (R2<0.3) were excluded [5].

4. Assessments of pelygenic nisk scores

Study sample-specific polygenic risk scores (PRS), defined as the individual sum of all risk variant alleles,
muitiplied by the weight of each allele on the risk of asthma from the appropriate GWAS, were calculated
using the EBPRS R-package [6]. This novel method is based on the Empirical Bayes Theory and leverages
internal effect size distribufions to improve prediction accuracy compared to other approaches to PRS
calculations. In the PRS calculation, effect sizes for each SNP were estimated by bootstrapping approach
with a robust estimation based on both, summary statistics (odds ratio and p-value) from the GWAS as well
as the number of study individuals presenting the outcome. Differences in the definition of risk allele between
the cohort and the GWAS are considered. Using the estimated effect sizes, the PRS for each study participant
was generated (higher values represented a higher risk of asthma).

5. Genetic nsk score-interaction-training approach

In the genetic risk score (GRS}-interaction-training approach [7], the sample data was split into a fraining
dataset and a test dataset. The fraining dataset was used to calculate the weight of each SNFP and the test
dataset was further used to calculate the GRS and perform the GxE analysis. The weights were gained from
the interaction terms between each SNP and the air pollutant exposure using elastic net regression models.
Since there may be SNPs that are only imporiant in areas with high air pollution exposure and these SNPs
may not be incuded in association analyses on the outcome alone, the interaction terms were used. The
optimal balance of sample sizes between training and test datasets in our study was determined to be 1:2.
The sample-specific GRSs were based on all SNPs that are associated with asthma in the specific GWAS
and available in the specific cohorts (the same SNPs as in the main models).
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6. Definitions of potential confounders
SALIA

The appropriate available potential confounders were selected for the eldery women [8] such as age, height,
weight, highest education of the participant or her spouse (low=10 years, high= 10 years of education) and
smoking history (ever vs. never).

Shika study

Amaong the data that have been collected in the Shika study, education status and smoking history as well as
age, height, and weight, were used. As in the SALIA study, the education status was expressad as a binary
value of =10 years or =10 years, and the smoking history was expressed as a binary value of ever or never
smoked.

Tables

Table §1. Information on 128 asthma-related single nuclectide palymorphisms from genome-wide
association studies that were summarized by EFHuss=ini et al. [9]. A total of 107 single nuclectide
polymaorphisms were included in our calculation of the polygenic risk score.

SALIA
CHROM | rsiD POS REF ALT MAF | TYPED R2 ER2
1 rs11121240 B894357 A T 042 | IMPUTED 083 |-
1 rs6 751273 9356676 [ T - - - -
1 rs662064 10557251 T C 0.30 | IMPUTED 095 |-
1 rsG600246 25299426 C T 0.14 | IMPUTED 0e9 |-
1 re41559415 151760522 G A - - - -
1 rs11204396 151796742 C G 011 IMPUTED 0e8 |-
1 rs1 21235821 152179152 [ T 0.04 | IMPUTED 074 |-
1 rsG1816761 152285861 G A 0.01 IMPUTED 0.7s |-
1 rs4 129267 154426264 C T 0.36 | GENOTYPED 100 | 1.00
1 rs1101995 158932555 [ T - - - -
1 rs4.233366 161159147 C T 0.2 | IMPUTED 087 |-
1 rs1723018 167433420 A G 040 | IMPUTED 087 |-
1 rs1102705 172700868 A G - - - -
1 rsG691738 173152036 T G 0.32 | IMPUTED 0e9 |-
1 rs2786098 197325908 T G 0.21 GEMOTYPED 100 | 1.00
1 rsG683383 203100504 T A 035 | IMPUTED 0e7 |-
2 rs1 3412757 8458080 G A 0.3 | IMPUTED 096 |-
2 rs377 1180 102953617 G T 0.14 | GENOTYPED 100 | 099
2 re34290285 242695640 G A 0.2 | IMPUTED 087 |-
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3 rs115913587 | 23653570 | G C - - - -
3 rs35570272 33047662 | G T 039 | IMPUTED 0g7 |-
3 rs1806656 121716171 | C G 023 |IMPUTED 096 |-
3 rs7625643 141150026 | A G - R - -
3 rs7626218 176852038 | A T 035 | IMPUTED 056 |-
3 rs519973 187633268 | G A 0.3 | GENOTYPED 100 |0.98
3 rs2050030 187793833 |1 T 017 | IMPUTED 0g7 |-
3 rs60946162 188133336 |C T 043 | GENOTYPED 100 |0.96
3 rs73196739 188402471 |C T 0.15 | IMPUTED nee |-
3 rs11715524 195762452 | G A 048 | IMPUTED 055 |-
3 rs1684466 196359310 |G A 0.3 | IMPUTED 088 |-
3 rs4833095 3Broe710 |71 T 021 | GENOTYPED 100 | 1.00
3 rsA55 13035 123141070 | T C 012 | IMPUTED 0ar |-
4 rs4380538 123448562 | C T 038 | IMPUTED 088 |-
4 rSTEE66E0 143003159 | T G 024 | GENOTYPED 100 | 1.00
5 rs16903574 14610308 | C G 0.08 | IMPUTED 084 |-
5 rs11742240 35881376 |G T 0.30 | IMPUTED 059 |-
5 rs1588265 SE360794 | A G 029 | GEMOTYPED 100 | 1.00
5 rs6B93213 110188114 | C T 0.08 | IMPUTED 087 |-
5 rs1837253 110401872 | T C 029 | GENOTYPED 059 084
5 rs1438673 110467499 | C T 046 | GENOTYPED 100 |0.95
5 rs6894249 131797547 | A G 0.38 | IMPUTED 059 |-
5 rSBB11536 131969874 |1 T 027 | GENOTYPED 100 | 1.00
5 rs113010607 | 132105698 | T C - - - -
5 rsT404T4 140925362 | C T 038 | IMPUTED 055 |-
5 rs200634877 | 141529762 | NA AARAT |- - - -
5 rs449454 141533062 | A G 0.38 | IMPUTED 097 |-
5 rs1233578 28712247 | A G 0.14 | GENOTYPED 100 | 1.00
6 rs3190923 31324488 | C G - - - -
[5 rs2507978 31351664 |G A 045 | IMPUTED 100 |-
3 re2855812 31472720 |G T 026 | GENOTYPED 100 | 1.00
6 rs28395016 31574525 | C T 0.05 | IMPUTED 059 |-
5 rs404860 32184345 |1 T 0.14 | GENOTYPED 100 |0.O4
5 rs3117098 323568513 |G A 0.32 | GENOTYPED 100 | 1.00
3 rs115468973 | 32544121 C T - - - -
5 rs1064713 I54EEEE | G A - - - -
6 rs17843604 32620283 | C T 048 | GENOTYPED 059 | D90
5 rs9B7870 33042880 | A G 012 | GENOTYPED 100 |0.99
5 rs3097670 33046752 |G C 0.12 | IMPUTED 088 |-
6 rs10947428 33647058 | T C 022 | GENOTYPED 100 | 1.00
5 rs1776863 15444 | C T 045 | IMPUTED 0ol |-
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6 re2B522747 5134725 G A 012 | IMPUTED 1.00 |-
i rs33577 33 22292136 A G 017 | IMPUTED 087 |-
i rs38521088 50985198 A T 0.3 IMPUTED 096 |-
i rea5743914 1268293562 C T 0.23 | GENOTYPED 100 (090
3 rsGOdr172 138002173 [ G 0.21 IMPUTED 099 |-
T rs14931 7277 20423923 HA G - - - -
T rsG461503 20560996 T C 045 | IMPUTED 084 |-
T rsd 722758 28156606 C G 022 | IMPUTED 093 |-
T rsG96T330 105658451 G A 015 | GENOTYPED 048 | 077
& rsf 009110 81291879 T C 0.37 | GENOTYPED 100 (1.00
8 rs3019885 118025645 T G 0.41 IMPUTED 085 |-
& rs13277 355 128777719 A G 025 | IMPUTED 0e2 |-
9 rs343473 6051389 G A 044 | IMPUTED 0s8 |-
9 rs1342326 6190076 A C 016 | GENOTYPED 100 (099
9 rsf 2721168 7308288 A C 0.03 | IMPUTED 083 |-
9 rs12351834 13161319 G A 0.09 | IMPUTED 0ez |-
9 rs11783591 132502801 G A 002 | GENOTYPED 099 | 078
10 rs1 2722502 &093139 [ T 00z | IMPUTED 056 |-
10 rs343451 6621773 T C 0.3 | IMPUTED 0es |-
10 rs10905284 8113362 [ A 042 | GENOTYPED 1.00 (096
10 rs11255753 8605553 G T - - - -
10 rs2025758 8841669 T C 045 | IMPUTED 096 |-
10 rs105308372 8972018 G A 0.5 | GEMNOTYPED 100 (1.00
10 rs7 2782676 032555 G C - - - -
10 rs12413578 049253 [ T 011 GEMNOTYPED 100 (097
10 rs2893907 64352359 A C 045 | IMPUTED 083 |-
10 rsy 446655 65100016 C A 0.5 | IMPUTED 087 |-
11 rs26415845 1145544 [ T 028 | IMPUTED 096 |-
" rs10836538 36365253 G T 0.3 | IMPUTED 096 |-
" rs174335 61351356 T C 035 | GENOTYPED 100 (099
11 rs4 79544 6:3551957 A G 046 | GENOTYPED 100 | 1.00
" rsy 130588 76270683 A G 035 | GENOTYPED 100 (099
" rs11236514 76343428 A T 0.02 | IMPUTED 084 |-
11 rs1784775 111472460 T C 0.31 IMPUTED 08l |-
" rs12365699 118743286 G A 017 | IMPUTED 096 |-
" rs36129465 128156189 A G 0.24 | IMPUTED 0s8 |-
12 rsG2623446 25365291 C T 0.5 | IMPUTED 07 |-
12 rs10676564 26401085 G A 039 | GENOTYPED 1.00 | 0.99
12 rs3001426 37309055 T C 047 | IMPUTED 096 |-
12 rs188074962 12136541 A G - - - -
13 rs1319132 F99939601 G C - - - -




Publikation 3: The role of polygenic susceptibility on air pollution-associated asthma
between German and Japanese elderly women

14 rs17103285 35585041 A G 045 | IMPUTED 087 |-

14 rs3754099 GET49027 G A 023 [ IMPUTED 0S8 |-

15 rs1655558 41787385 T G 044 [ IMPUTED 085 |-

15 rs11071559 61069988 c T 013 | GEMOTYPED 100 | 095
15 rs117683402 B7413624 G A 002 [ IMPUTED 08s |-

15 rsoE375023 B7448363 G A 021 [ IMPUTED 0%9 |-

15 rs34445740 BT475TE4 MaA C - - - -

16 rs17806299 11199980 G A 018 | IMPUTED 0%9 |-

16 rs1 2596613 11491007 c G 033 | IMPUTED 0s7 |-

16 rs3024655 27369502 A G 007 | IMPUTED 0ed |-

16 rs2066844 50745926 cC T 005 | GEMOTYPED 100 | 0.90
17 rs 146644295 37574592 G C 002 | IMPUTED 08s |-

17 rs7216389 38059949 [ T 050 | GEMCTYPED 100 | 1.00
17 rs11658582 38763200 c G 0.3 | IMPUTED 083 |-

17 rs112401631 3B7B4524 T A 001 [ IMPUTED 0ee |-

17 rs5E308324 45519206 A T 012 | IMPUTED 0%9 |-

17 rs17637472 47451433 G A 041 | IMPUTED 0%6 |-

18 rs1 2965763 19067435 [ A - - - -

19 rs10413947 9128342 G A 0.27 | IMPUTED 083 |-

19 rs104 14065 33721455 [ T 008 | IMPUTED 08s |-

20 rs2TGEEET 52172404 T C 026 | IMPUTED ng2 |-

20 rs1623866 62333022 G A 023 [ IMPUTED 0%e8 |-

21 rs11083309 36464631 [ G 0.13 | IMPUTED 0S8 |-

22 rs254033 37534034 G A 043 | GEMOTYPED 100 | 0.99
22 rso758364 41555912 [ A - - - -

23 rsBS0837 13023741 A G - - - -

23 rs5%53283 49139787 G A - - - -
CHROM=chromosome, rsiD=reference SMNP duster ID, POS=reference position, REF=referance allele,

Al T=altemative non-reference allele, MAF=minor allele frequency in the specific cohort as the second most
commaon alele count from the number of alleles in called genotypes in the specific cohort, TYPED=indicates
weather the variant was genctyped or imputed, R2=imputation quality as the estimated value of the squared
comelation between imputed genotypes and truefunobserved genotypes, ER2=empirical R2 for genatyped variants
{mot calculated for imputed variants)
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Table S2. Information on 11 asthma-related single nuclectide polymorphisms that were included in our
calculation of the polygenic risk score from the genome-wide association study by Ishigaki et al. [10].

Shika study
CHROM | r=ID POS REF ALT MAF | TYPED ¥ ERZ
2 redd449174 | 242702538 | C G 07 IMPUTED 087 |-
5 rs1837253 | 110401872 [T C 033 GENOCTYPED 097 | 066
5 rs3f8ST440 (131794088 (G A 0.31 IMPUTED 0gs |-
6 rs1002045 | 29754015 G A 019 IMPUTED 100 |-
[ rsTB218185 | 32432500 G A 0.16 IMPUTED 09E |-
9 rs10797119 | 92202495 T C 0.31 IMPUTED 09s |-
10 rs1 2253380 | Bo40394 A G 04z GENOTYPED 100 (099
10 rs10795686 | S045403 T C 045 GENOTYPED 100 (098
12 rs7T05T04 SE435412 G A 0.18 IMPUTED 09E |-
15 rs10519067 | 61065347 G A 0.20 IMPUTED 0ar |-
16 rs3024577 | 27358203 A G 025 IMPUTED ngz2 |-
CHROM=chromosome, rzlD=reference SNP duster ID, POS=reference position, REF=referance allele,
Al T=altemative non-reference allele, MAF=minor allele frequency in the specific cohort as the second most
comman allele count from the number of alleles in called genotypes in the specific cohort, TYPED=indicates
weather the variant was genotyped or imputed, R2=imputation quality as the estimated value of the squared
commelation between imputed genctypes and truefunobsarved genotypes, ER2=empirical R2 for genotyped variants
(not calculated for imputed variants)
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Table $4. Gene-environment interaction effects on asthma among German and Japanese women using
different adjusted logistic regression models: the main results and results of sensitivity analyses.

Influencing factor [study sample- German women Japanese women
specific interguartile ranges)
SALIA Shika study
Odds 5% p-value Ddds 95% p-value
Ratio confidence Ratio confidence
interval interval
Analysis Main analysis: women with asthma and genetic information available
Adjusted for: age, height, weight, education, and ever-never-smoking
N a3 334
Polygenic risk score 0.54 0.346;0.848 0.007™ 1.02 0.437;2.380 0.B57
FMz CUEEBESTEM T 0 00T ]
Polygenic risk score®PMse | 122 | GB602273 | OEA[TTTTTAE T O43TETES T 0784
Polygenic risk score 0.752;2.740 0.273
MOz
Polygenic risk score*NO: 0a5 | oEipianz’|oEe| T oEa| oEiETIT2 | 0510 |
Analysis Repeated analysis: main analysis with binary polygenic risk [high-risk ws. low-
risk group, not standardised in study sample-specific interquartile ranges]
divided according to the median of continuous polygenic risk score
Adjusted for: age, height, weight, education, and ever-never-smoking
N a3 334
Polygenic high-risk vs. low-risk group 040 0.2080.770 0.008™ 1.28 0.374;4.377 0.584
PMzs 1057 oeaTE | Toes | e | 430188283 <0001 |
Polygenic high-risk vs. low-risk AT ToETER D Tome | o oaTTaEEs | 0833 |
group*PMzs
Paolygenic high-risk vs. low-risk group 041 0.2140.788 o.oor 1.7 06584 463 0.288
NO; EO N IR R =1 R 11 R 1 R 14eEA RG] a0E T ]
Polygenic high-risk vs. low-risk [ IO 5 T I v A -1 L1 W R 0518
group*NO:
Analysis Repeated analysis: main analysis with applying the genetic risk score-
interaction-training approach
Adjusted for: age, height, weight, education, and ever-never-smoking
M test dataset 335 223
Genetic risk score 1.04 0.085;1.562 0.842 0|l 0.309;2 886 0.855
PMzs 1.04
Genetic risk score*PMys 1.30
Genetic risk score 122
NOz 1.04
Genetic risk score®NOz 1077 oFonvEea | oFed [T IREN . oezzozr | 0621 |
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Analysis Stratified analysis: main analysis with excluding residential movers in the last 5
years before the asthma assessment
Adjusted for: age, height, weight, education, and ever{never-smoking

N 520
Paolygenic risk score 0.83 0.40E;D0.8687 0.042"
FM:s NN I v 5 I A 11
................................ [The Shika study only included indwiduals
Polygenic risk score*PMas 1.38 0.784;2.417 0288 | that lived in the Shika town at the time of
examination, so that residential movers
Paolygenic risk score 0.85 0.422;1.000 0.054 between the examinations were
________________________________ automatically excluded)
NOz 1.14 0.806;1.509 0.4a7
Polygenic risk score*NM 0z 01| os3ziess | DEST
Analysis Stratified analysis: main analysis with excluding ever-smoker women

Adjusted for: age, height, weight, and education

N 43 FIrl

Polygenic risk score 1.20 D.774:1.845 0420 087 0.332:2.858 D251

PMzs 131|777 o¥Eiees | oEea | 2308755439637 | <0001 ]
Polygenic risk score*PMzs 058 | 03iEiDes’| oo | T 02863885 | 0.814

Polygenic risk score 118 D.767.1.838 0441 1.38 0.61;3.000 D455

ND: ST I =15 M. O S R -1 18025 208" SA6ET
Polygenic risk scoretNO; [N R e - R vl T I - O D480 A2 LN

PM: == particulate matter with an aerodynamic diameter of <2 5um, NOs= nitrogen dioxide, "= p-value<0.05, "*= p-value<0.01
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Figures

PM;s MO

{a) German never-
smoKer women:
SALIA -
(m=431)

{b) Japanese
never-smoker
women: Shika
study
{n = 274)

Beta estmates of air pollution exposure on asthima with 85% CI

Polygenic risk score [interquartile ranges]

Figure §1. Effects of air pollution exposure on asthma for each sample-specific interquartile
range increase of the polygenic risk score in elderly {a) German never-smoker women and
(h) Japanese never-smaoker women.

Cl= confidence interval, PM: := parficulate matter with an asrodynamic diameter =2 Sum, NO-= nitrogen
dioxide

Adjusted for: age, height, weight, and educaticn
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Zusammenfassung der Ergebnisse

5 Diskussion

Im folgenden Kapitel werden die generierten Ergebnisse der drei Publikationen
zunachst zusammengefasst. Anschlieffend wird die Konsistenz der Ergebnisse
zum aktuellen Stand der Forschung sowie der Erkenntnisgewinn dieser
Dissertation in Hinblick auf die Forschungsfrage aufgezeigt. Auf Grundlage des
theoretischen Hintergrunds sowie der inhaltlichen Zusammenhange werden
mogliche Erklarungen fir die Ergebnisse abgeleitet. Daraufhin werden Starken
und Limitationen der Dissertation beschrieben, um die Ergebnisse angemessen
zu bewerten. Im Weiteren werden Implikationen und Handlungsempfehlungen flr
die Forschung sowie die Gesellschaft und Politik abgeleitet und die Dissertation

mit der Schlussfolgerung abgeschlossen.
5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In  der vorliegenden Dissertation wurden anhand von quantitativen
Datenanalysen verschiedener Kohortenstudien, Interaktionseffekte zwischen
Luftverschmutzung und der genetischen Ausstattung auf die respiratorische
Gesundheit in verschiedenen Altersgruppen und Ethnien untersucht. Unter der
ubergeordneten Fragestellung inwiefern die individuelle genetische Ausstattung
mit der Luftverschmutzung hinsichtlich der respiratorischen Gesundheit in
verschiedenen Altersgruppen und ethnischen Gruppen interagiert, wurden die
generierten Hypothesen in drei Publikationen wie folgt verifiziert oder falsifiziert.

1) Eine hohere chronische Exposition gegentiber Luftschadstoffen erhoht

das Risiko fur respiratorische Erkrankungen.

Die Hypothese lasst sich teilweise fur bestimmte GesundheitszielgroRen und
bestimmte ethnische Bevdlkerungsgruppen annehmen (Kress, Wigmann et al.,
2022; Kress, Kilanowski et al., 2022; Kress, Hara et al., 2022).

2) Ein hoherer PRS erhoht das Risiko fur respiratorische Erkrankungen.

Die Hypothese kann nicht verifiziert werden. Hinsichtlich der Biomarker von
Atemwegsentzindungen wurde kein Zusammenhang mit dem PRS gefunden
(Kress, Wigmann et al., 2022; Kress, Kilanowski et al., 2022), wahrend ein

hoherer PRS das Risiko fur Asthma bei deutschen alteren Frauen verringert.
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Ebenso ist der PRS nicht signifikant mit Asthma bei japanischen alteren Frauen

assoziiert (Kress, Hara et al., 2022).

3) Der Zusammenhang zwischen chronischer Exposition gegeniiber
Luftschadstoffen und respiratorischer Gesundheit wird durch die

individuelle polygenetische Pradisposition beeinflusst.

Die Hypothese kann nicht eindeutig verifiziert werden. Es wurden keine stabilen
GxE Effekte gefunden (Kress, Wigmann et al., 2022; Kress, Kilanowski et al.,
2022; Kress, Hara et al.,, 2022). Jedoch zeigten sich Hinweise fur eine
Beeinflussung des Zusammenhangs zwischen chronischer Exposition
gegenuber Luftschadstoffen und respiratorischer Gesundheit durch den PRS.
Der Effekt einer chronischen Exposition gegentiber NO2 auf die eosinophile
Atemwegsentzindung veranderte sich unter Berucksichtigung des PRS. Zudem
wurden signifikante GxE Effekte in Subgruppen alterer Frauen sowie
Jugendlichen gefunden (Kress, Wigmann et al., 2022; Kress, Kilanowski et al.,
2022). Die polygenetische Pradisposition scheint zudem
luftverschmutzungsassoziiertes Asthma bei deutschen und japanischen alteren
Frauen nach einem bestimmten Trend zu beeinflussen (nicht signifikante GxE
Effekte) (Kress, Hara et al., 2022).

4) Jugendliche sind vulnerabler als altere Frauen hinsichtlich GxE Effekte
auf die respiratorische Gesundheit.

Diese Hypothese lasst sich anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht direkt
verifizieren oder falsifizieren. Es wurde kein eindeutiger Unterschied in den
Altersgruppenvergleichen gefunden (Kress, Kilanowski et al., 2022). Aufgrund
der Ergebnisse der Sensitivitatsanalysen alterer Frauen, die nie geraucht haben
sowie Jugendlicher ohne inflammatorische Atemwegsanzeichen
und -erkrankungen, lasst sich aber vermuten, dass sich die polygenetische
Pradisposition zwischen Altersgruppen durch verschiedene biologische

Mechanismen unterscheidet (Kress, Kilanowski et al., 2022).

5) Kaukasische Individuen sind vulnerabler als asiatische Individuen

hinsichtlich GxE Effekte auf die respiratorische Gesundheit.

Anhand der Ergebnisse lasst sich diese Hypothese nicht direkt verifizieren oder

falsifizieren, da keine signifikanten GxE Effekte gefunden
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wurden (Kress, Hara et al., 2022). Da sich auch die gleichen Trends der Wirkung
des PRS auf den Effekt der Luftschadstoffe bezuglich Asthma in den ethnischen
Gruppen abzeichneten, lasst sich auch darUber keine Vermutung Uber eine
genetische Vulnerabilitat der einen ethnischen Gruppe anstellen (Kress, Hara et
al., 2022).

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Im folgenden Unterkapitel werden die Ergebnisse der Publikationen orientiert an
den Forschungsliicken in den Stand der Forschung eingeordnet, um konsistente
oder abweichende Ergebnisse sowie den Erkenntnisgewinn dieser Dissertation
in Hinblick auf die Forschungsfrage aufzuzeigen. Die theoretischen
Zusammenhange aus Kapitel 1 werden darUber hinaus genutzt, um mdgliche

Erklarungen fur die angeflhrten Ergebnisse abzuleiten.

5.2.1 Effekte von chronischer Exposition gegenuber Luftschadstoffen auf die

respiratorische Gesundheit

Die Hypothese eine héhere chronische Exposition gegentiber Luftschadstoffen
erhéht das Risiko fiir respiratorische Erkrankungen kann teilweise fir bestimmte
GesundheitszielgroRen und bestimmte ethnische Bevdlkerungsgruppen
angenommen werden. Dabei erhdhte eine chronische Exposition gegenuber
NOx, NO2, PM2,5, PM10 und PMcoarse das LTBa-Level bei alteren Frauen signifikant
um 17 bis 23 Prozent. Zudem erhdohte die Exposition gegenlber
NOz2 (25,9 Prozent, p-Wert =0,008) und NOx (25,9 Prozent, p-Wert =0,004)
signifikant die Gesamtzahl der Zellen im Sputum (Kress, Wigmann et al., 2022).

Dagegen konnte kein Zusammenhang zwischen der chronischen Exposition
gegenuber Luftschadstoffen und eosinophilen Atemwegsentzindungen
gemessen an der FeNO-Konzentration bei Jugendlichen und bei alteren Frauen

gefunden werden (Kress, Kilanowski et al., 2022).

Hinsichtlich Asthmas zeigte sich ein nicht signifikanter schadigender Trend von
Luftverschmutzung bei deutschen alteren Frauen. Fur japanische altere Frauen
dagegen, stellte eine niedrige Exposition ein erhohtes Risiko dar
(PMz2,5: Median = 12,7 ug/m3, p-Wert < 0,001, NO2: Median = 8,5 ug/m3,
p-Wert < 0,001) (Kress, Hara et al., 2022).
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Der variierende  Effekt der  Luftverschmutzung zwischen den
GesundheitszielgroBen konnte ein Hinweis auf die zugrundeliegenden
biologischen Mechanismen sein. Wahrend ein LTBas-Anstieg mit einer
neutrophilen Entziindungsreaktion assoziiert ist (Crooks et al., 2000), zeigt die
FeNO-Konzentration und die Beteiligung von TNF-a eine eosinophile
Atemwegsentzindung an (Kim et al., 2016; Dweik et al., 2011). Dabei sind die
Ergebnisse dieser Dissertation konsistent zu einer Studie von 242 alteren
COPD-Patient:innen, bei denen sich auch ein schadigender Trend durch die
Exposition gegenuber NO2 auf das TNF-a-Level zeigte, der aber nicht signifikant
war (Dadvand et al.,, 2014). Zusammengefasst lasst sich anhand dieser
Ergebnisse annehmen, dass Luftschadstoffe vermehrt zu neutrophilen und

weniger zu eosinophilen Atemwegsentzindungen fuhren.

Da Menschen mit Vorerkrankungen im Allgemeinen vulnerabler gegenuber
Luftverschmutzung sind (Schraufnagel et al., 2019; Holloway et al., 2012),
wurden in dieser Dissertation verschiedene stratifizierte Sensitivitatsanalysen
durchgefuhrt, um die Effekte in diesen Subgruppen mit der allgemeinen
Population vergleichen zu kdnnen (Sacks et al., 2011). Die Sensitivitatsanalyse
von alteren Frauen ohne chronisch respiratorische Symptome oder
Erkrankungen zeigte signifikante Zusammenhange zwischen der Exposition
gegenuber PM2,5 apsorbance SOWie NOx und TNF-a, wobei sich die Effekte auf LTB4
der Hauptanalyse verringerten (Kress, Wigmann et al., 2022). Dies kénnte darauf
hindeuten, dass fur Menschen mit und ohne chronisch respiratorische Symptome
oder Erkrankungen unterschiedliche Wirkungspfade bestehen. Dabei ist zu
berlcksichtigen, dass in der Altersgruppe um 75 Jahre fast 30 Prozent (der hier
eingeschlossenen Frauen) vorliegende chronisch respiratorische Symptome
oder Erkrankungen haben (Kress, Wigmann et al., 2022). Allerdings zeigte sich
weiterhin kein Zusammenhang in dieser Subgruppe alterer Frauen zwischen
Luftverschmutzung und der eosinophilen Atemwegsentziindungen gemessen an

der FeNO-Konzentration (Kress, Kilanowski et al., 2022).

Wie in Kapitel 1.4 beschrieben, induzieren Luftschadstoffe oxidativen Stress und
aktivieren subklinische inflammatorische Biomarker, welche systemisch die
respiratorische Gesundheit beeinflussen (Sies & Jones, 2020; Schraufnagel et

al., 2019; Hampel et al., 2015). Dabei wird im aktuellen Stand der Forschung ein
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Zusammenhang sowohl mit einer eosinophilen, als auch einer neutrophilen
Atemwegsentzundungsreaktion in  verschiedenen Bevodlkerungsgruppen
gesehen. Die Ergebnisse dieser Dissertation bestarken, dass eine chronische
Exposition gegenuber Luftverschmutzung die Wahrscheinlichkeit  flr
subklinische, insbesondere neutrophile Atemwegsentzindungen bei alteren
Frauen erhoht, wobei Unterschiede in Subgruppen wahrscheinlich sind (Kress,
Kilanowski et al., 2022; Kress, Wigmann et al., 2022). Unter der Annahme, dass
Luftschadstoffe insbesondere neutrophile Atemwegsentzindungen
beeinflussen, sollte im Weiteren der gesamte Wirkungspfad untersucht werden,
um zu erforschen inwiefern diese Atemwegsentziindungen zu oxidativem Stress

und weiteren systemischen Schadigungen fuhren kénnen.

Diese Dissertation tragt dazu bei, Evidenz fur den Effekt von Luftverschmutzung
auf neutrophile Entzindungsreaktionen (LTB4-Konzentration) zu generieren
(Kress, Wigmann et al., 2022). Obwohl der Einfluss von LTBs4 auf die
respiratorische Gesundheit bereits bekannt ist (Tian et al., 2013; Crooks et al.,
2000), gibt es bislang wenige epidemiologische Studien (Huls, Kramer, Herder et
al., 2017; Suhaimi & Jalaludin, 2015) zum Einfluss von chronischer Exposition
gegenuber Luftschadstoffen auf die LTB4-Konzentration (Kress, Wigmann et al.,
2022; Vossoughi et al., 2014).

Zur Prufung der Hypothese eine héhere chronische Exposition gegentiber
Luftschadstoffen erhéht das Risiko fiir respiratorische Erkrankungen werden die
Ergebnisse, wie bereits in Kapitel 1.4 gegliedert, hinsichtlich

Expositionsart, -quantitat, -zeitpunkt und -dauer im Folgenden diskutiert.

Im Zusammenhang zur Expositionsart Iasst sich anhand der Ergebnisse dieser
Dissertation kein direkter Trend hinsichtlich der Gesundheitsschadigung durch
Luftschadstoffpartikel ableiten. Die angenommene héhere Toxizitat von kleineren
Partikeln  gegenuber grolkeren Partikeln (Umweltbundesamt, 2021a;
Schraufnagel, 2020; Peters et al., 2019; Schraufnagel et al., 2019) lasst sich
anhand der Ergebnisse nicht erkennen (Kress, Wigmann et al., 2022; Kress,
Kilanowski et al., 2022). Auch die grolieren Effekte von PM25 gegenuber PM1o
aus einer toxikologischen Studie uber TNF-a (Dobreva et al., 2015) konnten
weder anhand eines Vergleichs von signifikanten Effekten, noch anhand von

Trends in dieser Dissertation bestatigt werden (Kress, Wigmann et al., 2022). Die
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Ergebnisse zu neutrophilen Atemwegsentzindungen und Asthma (Kress, Hara
et al., 2022; Kress, Wigmann et al., 2022) bestatigen aber zusammengefasst,
dass eine Exposition gegenuber NO:2 inflammatorische Prozesse induzieren
kann (Olaniyan et al., 2020; Peters et al., 2019; Schraufnagel et al., 2019).

Die Wirkung von Luftverschmutzung wird auch uber die Expositionsquantitat
der jeweiligen Luftschadstoffe bewertet (Peters et al., 2021). Epidemiologische
Studien leiten allerdings oftmals keinen konkreten Wert ab, ab wann ein
schadigender Effekt eintritt und welche Luftschadstoffkonzentration toleriert

werden kann (Peters et al., 2021).

Verschiedene Grenzwerte wurden auf nationaler oder europaischer Ebene
festgelegt, die eine Verringerung der gesundheitsschadigenden Wirkung erzielen
sollen. Seit Erlass der Richtlinie 2008/EG/50 durfen folgende
Luftschadstoffkonzentrationen daher nicht Giberschritten werden: PM1o: 40 pug/ms3,
PM2,5: 25 ug/m3und NO2: 40 ug/m?3 (Européisches Parlament und Europaischer
Rat, 2008). Die gesetzte Frist fur die Einhaltung des Grenzwertes fur NO2 war
der 1.Januar 2010. Fur PM2s sollte der Grenzwert bis 1. Januar 2015
eingehalten werden und bis 1. Januar 2020 sollte die Konzentration auf 20 ug/m3
gesenkt werden (Europaisches Parlament und Europaischer Rat, 2008).
Aufgrund der gesundheitsschadigenden Wirkung von
Luftschadstoffkonzentrationen auch unterhalb dieser gesetzten Grenzwerte
(Beelen et al., 2014), hat die WHO die Grenzwerte der Luftqualitat im Jahr 2021
verringert (PM1o0: 15 pg/m3, PM2;s: 5 ug/m3, NO2: 10 ug/m?3) (WHO, 2021).

Die Jugendlichen und alteren Frauen in Deutschland in den hier untersuchten
Studien sind mit im Median von PMs1o: 20-39 ug/m?3, PMz;s: 13-26 pg/m?3 und
NO2: 20-30 ug/m® verglichen mit den Grenzwerten der WHO einer
gesundheitsschadigenden  Luftschadstoffkonzentration  exponiert  (Kress,
Wigmann et al., 2022; Kress, Kilanowski et al., 2022; Kress, Hara et al., 2022).
Dies bekraftigt die These, dass uUber 90 Prozent der Weltbevdlkerung einer
Luftverschmutzung ausgesetzt sind, welche die gesundheitsorientierten
Grenzwerte Uberschreitet (WHO, 2022; Boogaard et al., 2019).

Hinsichtlich der Exposition gegenuber NO2 erganzen und konkretisieren die

Ergebnisse dieser Dissertation (Kress, Hara et al., 2022; Kress, Kilanowski et al.,
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2022; Kress, Wigmann et al., 2022) die bisherigen Studien Uber die
respiratorische Gesundheit. Wahrend eine Metaanalyse zu NO:2 zeigte, dass bei
einer Konzentration von 20 ug/m?® bereits signifikante Gesundheitseffekte
beobachtet werden kénnen (Hoek et al., 2013), wird anhand dieser Ergebnisse
der signifikante Effekt durch eine Exposition gegentiber im Median 30 ug/m3 NO2
auf Biomarker fur Atemwegsentzindungen (LTB4 und die Gesamtzahl der Zellen
im Sputum) gezeigt (Kress, Wigmann et al., 2022). Zudem stellte fUr japanische
altere Frauen eine sehr niedrige Exposition ein hohes Risiko fur Asthma dar
(PMz2,5: Median = 12,7 ug/m3, p-Wert < 0,001, NO2: Median = 8,5 ug/m?,
p-Wert < 0,001) (Kress, Hara et al., 2022).

Es wird von einem nicht Ilinearen Zusammenhang zwischen
Luftverschmutzung und dem Effekt auf die Gesundheit ausgegangen (Peters et
al., 2019), welcher in Hinblick auf die Expositionsquantitat weiter untersucht
werden sollte. Unter der  Annahme, dass eine bestimmte
Luftschadstoffkonzentration (PM1o: 15 ug/m3, PMzs: 5 ug/m3, NO2: 10 ug/m?)
toleriert werden kann (Toleranz (Peters et al., 2021)), konnte also eine leichte
Erhéhung dieser Konzentrationen zu noch keinen langfristigen Effekten flhren,
da schitzende Mechanismen (Sies & Jones, 2020; Suhaimi & Jalaludin, 2015)
die gesundheitsschadlichen Effekte vom oxidativen Stress im Gleichgewicht
halten (Adaption (Peters et al., 2021)). Eine weitere Erhohung der
Luftschadstoffkonzentration konnte allerdings schon zu kurzfristigen Symptomen
wie Husten, Schwierigkeiten beim Atmen und tranenden Augen (Schraufnagel et
al., 2019) fuhren und langfristige Effekte wie Inflammation, Apoptose und
Nekrose auf Zellebene (Peters et al., 2021) zur Folge haben. Die
Wahrscheinlichkeit, Intensitat  oder  systemische  Auswirkung  der
Gesundheitseffekte konnten mit dem Anstieg der Konzentration einer Exposition

gegenuber Luftschadstoffen exponentiell ansteigen.

Weitere Faktoren sind fur die Assoziation zwischen Luftverschmutzung und der
respiratorischen Gesundheit relevant. Die vorliegende Dissertation tragt durch
den Vergleich von zwei Altersgruppen (Kress, Kilanowski et al., 2022) zur
Erforschung des Expositionszeitpunktes in Hinblick auf die Wirkung von

Luftverschmutzung auf respiratorische Gesundheit bei. Da diese Diskussion mit
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der Hypothese zum Unterschied der Effekte von GXE zwischen verschiedenen

Altersgruppen zusammenhangt, folgt die Diskussion in Kapitel 5.2.4.

Hinsichtlich der Expositionsdauer ist bekannt, dass eine kontinuierliche
Exposition im Vergleich zu einer kurzen Exposition die Apoptose und Nekrose
begunstigen (Peters et al., 2021). Im Gegensatz zum Rauchen, was einer
intensiven, aber sehr kurzen Exposition entspricht, erfolgt die Exposition
gegenuber Luftverschmutzung meist kontinuierlich jeden Tag und fast ohne
Unterbrechung (Peters et al., 2019), sodass die Toxizitat erhoht ist. Wahrend
epidemiologische Studien oft den Zusammenhang von kurzzeitiger
Luftverschmutzung auf die respiratorische Gesundheit untersuchten (Chen et al.,
2020; Doiron et al., 2019; Adam et al., 2015), zeigten die wenigen Studien, die

Langzeiteffekte untersuchten, inkonsistente Ergebnisse (Bowatte et al., 2017).

In Bezug auf Asthma waren die Ergebnisse dieser Dissertation (Kress, Hara et
al., 2022) konsistent zu einer Langsschnittanalyse von europaischen Kohorten
(n =17 909 bis 23 704) zur Asthmainzidenz bei Erwachsenen. Die Ergebnisse
zeigten einen schadigenden Trend, der aber statistisch nicht signifikant war
(Jacquemin et al., 2015). Dagegen zeigten andere Studien einen schadigenden
Einfluss einer Exposition gegenuber NO2 Uber einen Zeitraum von funf Jahren
auf die Asthmapravalenz im Erwachsenenalter (Bowatte et al., 2017) und einer
Exposition gegenuber PM2,5 auf Asthma im Erwachsenenalter bei Frauen (Young
et al.,, 2014). Diese Ergebnisse sind konsistent zu den Ergebnissen dieser
Dissertation bei japanischen Frauen (Kress, Hara et al., 2022). Eine mdgliche

Erklarung wird unter der Hypothese im folgenden Kapitel 5.2.5 erlautert.

Hinsichtlich der Atemwegsentziindungen wurde in dieser Dissertation erstmals
der Effekt von chronischer Exposition gegentber Luftschadstoffen Uber ein
Zeitfenster von 15 Jahren untersucht (Kress, Wigmann et al., 2022; Kress,
Kilanowski et al., 2022). Die Ergebnisse dieser Dissertation sind konsistent zu
den vorherigen Studien basierend auf den gleichen Kohorten, die
Luftverschmutzungseffekte  Uber  funf  Jahre  auf  Biomarker  flr
Atemwegsentziandungen bei alteren Frauen (Vossoughi et al., 2014) und
Luftverschmutzungseffekte Uber ein Jahr auf das FeNO-Level bei Kindern (Liu et

al.,, 2014) untersucht haben. Aufgrund der verschiedenen angewendeten
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statistischen Modelle lasst sich allerdings nicht direkt kalkulieren, welche

Expositionsdauer einen hoheren Effekt auf die Atemwegsentzindung hat.

Zusammengefasst leistet diese Arbeit einen Beitrag zur Erforschung des Effekts
von chronischer, sehr geringer Exposition gegenlber verschiedenen
Luftschadstoffen bis hin zu einem Zeitfenster von 15 Jahren auf die

respiratorische Gesundheit.

5.2.2 Effekte der polygenetischen Pradisposition auf die respiratorische
Gesundheit

Die Hypothese ein hdherer PRS erhéht das Risiko fiir respiratorische
Erkrankungen kann anhand der Ergebnisse nicht verifiziert werden. Die
Biomarker fur Atemwegsentzindungen sind nicht mit dem PRS assoziiert (Kress,
Wigmann et al., 2022; Kress, Kilanowski et al., 2022). Ebenso ist der PRS nicht
signifikant mit Asthma bei japanischen alteren Frauen assoziiert. Dagegen
verringert ein hdherer PRS das Risiko flr Asthma bei deutschen alteren Frauen.
(Kress, Hara et al., 2022).

Die Studien, welche bislang den Effekt der genetischen Ausstattung auf die
respiratorische Gesundheit untersucht haben, haben groflitenteils den
hypothesenbasierten Kandidatenansatz angewendet (siehe Kapitel 1.6.1).
Die Ergebnisse des PRS in dieser Dissertation (Kress, Wigmann et al., 2022;
Kress, Kilanowski et al., 2022) zeigten konsistente Effekte zu den Studien uber

Biomarker fur Atemwegsentzindungen.

Einzelne SNPs auf biologischen Wirkungspfaden (Salam et al., 2015; Salam et
al., 2012) zu FeNO haben im Gegensatz zu den PRS Ergebnissen in dieser
Dissertation (Kress, Kilanowski et al., 2022) genetische Effekte gezeigt. Wahrend
der hypothesenbasierte Kandidatenansatz dabei ebenso keine signifikanten
Effekte auf die untersuchten Biomarker fur Atemwegsentziindungen gezeigt hat,
war der ungewichtete GRS signifikant assoziiert (Huls, Kramer, Herder et al.,
2017). Dabei zeigten sich hier verschiedene sowohl schadigende, als auch
protektive Effekte der genetischen Ausstattung (Huls, Kramer, Herder et al.,
2017), wahrend mit dem PRS hinsichtlich Asthma bei deutschen alteren Frauen
ein protektiver Effekt zu erkennen war (Kress, Hara et al., 2022). Der protektive

Effekt auf Asthma weicht allerdings auch von anderen Studien, die den
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hypothesenbasierten Kandidatenansatz angewendet haben, ab und konnte
somit durch die Studienpopulation bedingt sein. Beispielsweise kdonnten viele
Frauen mit einem schadigenden PRS bereits verstorben sein und die

Uberlebenden zeigen daher einen schitzenden Effekt (Kress, Hara et al., 2022).

In verschiedenen GWAS wurden, wie bereits in Kapitel 1.6.2 beschrieben,
genetische Effekte zur respiratorischen Gesundheit wie Lungenfunktion (Shrine,
Guyatt et al., 2019) und Asthma (El-Husseini et al., 2020) gefunden. Eine Studie
uber den Zusammenhang einer NOgz-assoziierten Verbesserung der
Lungenfunktion von deutschen alteren Frauen hat gefunden, dass nur vier aus
49 GWAS SNPs auf einem nominalen Signifikanzniveau einen Zusammenhang

zeigten, wobei auch dieser nicht robust war (Huls et al., 2019).

Mit Hilfe der Anwendung eines PRS wurde bereits eine Normalverteilung des
Risikos fur koronare Herzkrankheiten gezeigt und Individuen, die ein erhéhtes
Risiko tragen, statistisch identifiziert (Khera et al.,, 2018). Daneben wurden
Individuen mit einem erhohten Risiko fur COPD, gemessen an einer schlechten
Lungenfunktion, mit einem PRS identifiziert und dartber hinaus auch
phanotypische Subgruppen der Erkrankung abgeleitet (Moll et al., 2020). Weitere
vergleichbare Studien, die das Risiko fur Asthma oder Atemwegsentziindungen

fokussieren, existieren bislang nicht.

Insgesamt sind die Ergebnisse der bisherigen Studien inkonsistent und die
Ergebnisse der Studien kdnnen auch mit Hilfe von verschiedenen methodischen
Grunden erklart werden, wie in dem folgenden Kapitel 5.3 erlautert.
Grundsatzlich berunt die  Anwendung des hypothesenbasierten
Kandidatenansatzes bereits auf dem Wissen, dass ein SNP oder Gen im
Zusammenhang zur GesundheitszielgroRe steht (Belsky & Israel, 2014; Tebbutt
et al., 2007), sodass die Wahrscheinlichkeit relativ hoch ist, den Effekt fir die
gleiche GesundheitszielgroRe auch in der eigenen Studienpopulation zu
replizieren. Wie aber bereits Studien zeigten (Hls, Kramer, Herder et al., 2017),
kann ein GRS bzw. PRS auch dann einen signifikanten Effekt abbilden, wenn
einzelne SNPs keinen signifikanten Zusammenhang gezeigt haben (Khera et al.,
2018; Horne et al., 2005). Dies beruht auf der Theorie, dass sich das relativ

geringe Risiko vieler einzelner SNPs in einem GRS bzw. PRS zu einem
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gemeinsamen hoheren Risiko kumuliert (Albifiana et al., 2021; Khera et al., 2018;
Belsky & Israel, 2014; Dudbridge, 2013; Paré, 2012; Horne et al., 2005).

Durch diese Dissertation wird mit dem genomweiten Ansatz unter Anwendung
von gewichteten PRS ein Beitrag geleistet, den Effekt der polygenetischen
Pradisposition gegenuber dem meist angewendeten hypothesenbasierten
Kandidatenansatz auf Asthma sowie Biomarker fur Atemwegsentzindungen zu
erforschen. Dabei wird zudem die bislang unterreprasentierte asiatische

Bevolkerungsgruppe einbezogen (Peterson et al., 2019; Sirugo et al., 2019).

5.2.3 Effekte von Gen-Umwelt-Interaktionen auf die respiratorische Gesundheit
unter Einbeziehung chronischer Exposition gegentber Luftschadstoffen

sowie des polygenetischen Risikoscores in vulnerablen Gruppen

Die Hypothese der Zusammenhang zwischen chronischer Exposition gegentiber
Luftschadstoffen und respiratorischer Gesundheit wird durch die individuelle
polygenetische Pradisposition beeinflusst, kann nicht eindeutig verifiziert werden.
Die Ergebnisse dieser Dissertation sind nur schwer mit anderen Studien zu
vergleichen, da die bisherigen Studien oftmals den hypothesenbasierten

Kandidatenansatz angewendet haben.

Es wurden keine stabilen GxE Effekte gefunden. Anhand der Untersuchung der
Biomarker LTB4, TNF-a sowie der Gesamtzahl der Zellen im Sputum konnten
keine robusten Interaktionen zwischen einer chronischen Exposition gegenuber
Luftschadstoffen und dem PRS festgestellt werden (Kress, Wigmann et al.,
2022). Bislang gab es zu diesen Biomarkern nur eine GxE Studie (Huls, Kramer,
Herder et al., 2017), welche acht relevante SNPs zum Wirkungspfad der
Atemwegsentziundungen untersucht hat. Dabei hatten altere Frauen mit einem
hohen ungewichteten GRS bei einem Anstieg der PMzs-Konzentration ein
hoheres LTBs-Level, wahrend kein Zusammenhang fur Frauen mit einem
niedrigen ungewichteten GRS gefunden wurde (Huls, Kramer, Herder et al.,
2017).

Einzelne SNPs auf biologischen Wirkungspfaden (Htls, Kramer, Herder et al.,
2017; Salam et al., 2015; Salam et al., 2012) zu FeNO haben im Gegensatz zu
diesen PRS Ergebnissen stabile GXE Effekte gezeigt (Kress, Kilanowski et al.,

2022). Obwohl in dieser Dissertation kein Haupteffekt von der chronischen
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Exposition gegenuber NO2 auf das FeNO-Level bei alteren Frauen unter Prufung
der ersten Hypothese gefunden wurde, zeigten sich in den GxE Modellen
schadigende Effekte einer chronischen Exposition gegenuber
NOz2 (16,2 Prozent Anstieg von FeNO, p-Wert = 0,027). Demnach verandert die
Berucksichtigung der genetischen Pradisposition den Effekt von NO2 auf FeNO
(Kress, Kilanowski et al., 2022).

GxE bestehen nach Definition, wenn die Auspragung des PRS den Effekt der
Luftverschmutzung auf die respiratorische Gesundheit beeinflusst oder wenn die
Auspragung von Luftverschmutzung den Effekt der genetischen Ausstattung auf
das Erkrankungsrisiko beeinflusst (Belsky & Israel, 2014; Ottman, 1996). Keine
der Ergebnisse der Hauptmodelle passt ideal zu einem der entwickelten GxE
Modelle von Ottman (Ottman, 1990). Denn obwohl sich unter Einbeziehung des
PRS ein signifikanter schadigender Effekt von NO2 auf das FeNO-Level abbildet,
besteht kein signifikanter Effekt des PRS auf das FeNO-Level (Kress, Kilanowski
et al.,, 2022), sodass auch das am ehesten zutreffendste Model von Ottman
(Ottman, 1990) nicht angenommen werden kann. Im Detail bildet dieses Model
eine GxE ab, bei der nur Individuen, die sowohl einen erhdhten PRS tragen, als
auch einer hohen Exposition gegenlber Luftschadstoffen ausgesetzt sind, das

Risiko bzw. die GesundheitszielgrofRe auspragen (Ottman, 1990).

Ein signifikanter Interaktionseffekt zwischen dem PRS und NO:2 hinsichtlich
FeNO wurde in einer stratifizierten Sensitivitatsanalyse von alteren Frauen, die
noch nie geraucht haben, gefunden. Eine Erklarung daflir kdnnte auch sein,
dass Rauchen das polygenetische Risiko Uberdeckt, sodass sich ein Effekt nur

bei Frauen, die nie geraucht haben, abbildet (Kress, Kilanowski et al., 2022).

Signifikante Interaktionseffekte zwischen einer chronischen Luftverschmutzung
und FeNO zeigten sich zudem in den Sensitivitatsanalysen von Jugendlichen
ohne inflammatorische Atemwegsanzeichen und -erkrankungen (Kress,
Kilanowski et al., 2022). Diese Ergebnisse stehen im Einklang zur Diskussion im
Kapitel 5.2.1. Dies deutet darauf hin, dass es unterschiedliche Mechanismen in
Subgruppen gibt (Ottman, 1996). Wahrend bei Atemwegsentzindungen
gemessen an FeNO bei alteren Frauen keine Unterschiede in der Subgruppen

mit oder ohne chronisch respiratorischen Symptomen oder Erkrankungen
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gefunden wurden, liegen fur Jugendliche unterschiedliche Effekte in diesen

Subgruppen vor (Kress, Kilanowski et al., 2022).

Wahrend in der Subgruppe der Jugendlichen ohne inflammatorische
Atemwegsanzeichen und -erkrankungen eine chronische Exposition gegenuber
NO2 die FeNO-Konzentration um 12,8 Prozent (p-Wert = 0,008) erhoht, also das
Risiko fur eine subklinische Atemwegsentzindung steigt, wird mit einem hohen
PRS die FeNO-Konzentration um 3,9 Prozent (p-Wert < 0,001) gesenkt. Ebenso
ist der Interaktionseffekt negativ (-3,0 Prozent, p-Wert interaktion = 0,003) (Kress,
Kilanowski et al., 2022).

Protektive Effekte wurden auch in anderen GxE Studien auf die respiratorische
Gesundheit gefunden (Huls, Kramer, Herder et al., 2017). Auch die Analyse von
GxE auf Asthma zeigte den Trend sowohl bei deutschen, als auch japanischen
alteren Frauen, dass der PRS den Effekt von NO2 verkleinert, wahrend der PRS
den Effekt von PM2 s vergrofliert (Kress, Hara et al., 2022).

Die meisten GxE Studien auf Asthma haben ebenso den hypothesenbasierten
Kandidatenansatz angewendet, wobei die Ergebnisse inkonsistent sind
(Morales & Duffy, 2019). Nach einem Review aus dem Jahr 2019 (Morales &
Duffy, 2019) wurde bis dahin nur eine GxE Studie (Gref et al., 2017) Uber
Luftverschmutzung und Asthma im Kindesalter mit einem genomweiten Ansatz
(ohne PRS) durchgefuhrt. Wahrend Kandidaten-Gene mit einer Exposition
gegenuber NO2 (Morales & Duffy, 2019) signifikante GxE Effekte gezeigt haben,
zeigten diese Ergebnisse mit dem PRS keine GxE Effekte (Kress, Hara et al.,
2022). Unterschiede dieser Methodiken werden in Kapitel 5.3 diskutiert.

Durch diese Dissertation wird unter Anwendung des PRS in GxE Studien ein
Beitrag geleistet, die biologischen Wirkungspfade der respiratorischen
Gesundheit zu entschlisseln (van der Mei et al., 2014; Hsu et al., 2012; Holloway
et al., 2012; Sacks et al., 2011). Die Interpretation der Ergebnisse deutet darauf
hin, dass unterschiedliche Mechanismen in verschiedenen Subgruppen
vorliegen. Dabei wird die Schatzung des individuellen Risikos und des Risikos
von vulnerablen Subgruppen prazisiert, was fur eine Optimierung der
Gesundheitsversorgung relevant ist (Hsu et al., 2012; Murcray et al., 2009;
Ottman, 1996).
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Bei unterschiedlichen Trends in Subgruppen oder durch eine geringe
StichprobengrofRe zusammen mit geringen Allelhaufigkeiten konnen bei PRS auf
Grundlage von GWAS SNPs, die fur GxE relevant sind, verdeckt werden (Moss
et al.,, 2019; Murcray et al., 2009). Speziell fur GXE Analysen gibt es daher
sogenannte genomweite Interaktionsstudien (GWIS), wobei SNPs anhand
ihrer signifikanten Interaktion mit der Exposition identifiziert werden (Holloway et
al., 2012). Auf weitere spezifische Methoden wird in Kapitel 1.8 hingewiesen.
Anhand einer GWIS wurde das Gen Cadherin-13 (CDH13) in Interaktion mit einer
chronischen Exposition gegenuber PMs1o hinsichtlich der jahrlichen
Lungenfunktionsreduktion von Erwachsenen identifiziert (Imboden et al., 2015).
Verschiedene Methoden und Modelle wurden entwickelt. Darunter eine Methode,
die in ihrer Anwendung einen relevanten SNP fur die Lungenfunktion bei Kindern
identifiziert hat, der bei bisherigen Methoden nicht identifiziert worden ist (Zhang
et al., 2016). Drei genetische Varianten (ADCY2, B4GALT5 und DLG2), die mit
der Exposition gegenuber NO2 hinsichtlich Asthma bis zum Alter von acht Jahren

interagieren, wurden ebenso identifiziert (Gref et al., 2017).

5.2.4 Unterschied der Effekte von Gen-Umwelt-Interaktionen zwischen

verschiedenen Altersgruppen

Die Hypothese, dass Jugendliche vulnerabler als é&ltere Frauen hinsichtlich GXE
Effekte auf die respiratorische Gesundheit sind, lasst sich anhand der
vorliegenden Ergebnisse nicht direkt verifizieren oder falsifizieren. Es wurde kein
robuster Unterschied zwischen den Altersgruppen gefunden (Kress, Kilanowski
et al., 2022). Die Ergebnisse von Sensitivitatsanalysen alterer Frauen, die nie
geraucht haben sowie Jugendlicher ohne inflammatorische Atemwegsanzeichen
und -erkrankungen (Kress, Kilanowski et al., 2022) deuten aber darauf hin, dass
sich die polygenetische Pradisposition durch verschiedene biologische
Mechanismen unterscheidet und unterschiedlich in verschiedenen Subgruppen

wirkt.

Sowohl Kinder und Jugendliche, als auch altere Menschen werden als vulnerable
Gruppen angesehen, wie in Kapitel 1.9 beschrieben. Insbesondere fur
luftverschmutzungsassoziierte respiratorische Erkrankungen sind Kinder und
Jugendliche vulnerable, da ihre Lunge noch nicht vollstandig entwickelt ist. Sie

sind im Vergleich zu Erwachsenen und Alteren einer hoheren
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Luftschadstoffbelastung ausgesetzt, da sie bezogen auf ihr Kérpergewicht mehr
Luft einatmen und durchschnittlich mehr Zeit im Freien verbringen (Schraufnagel
et al., 2019; Miller & Peden, 2014; Sacks et al., 2011). Starkere respiratorische
Effekte wie Husten im Zusammenhang mit einer kurzen Exposition gegenlber
PM von Kindern gegenuber Erwachsenen sind bekannt (Sacks et al., 2011). Es
wurde im Weiteren gezeigt, dass das Kindesalter ein besonders sensibles
Zeitfenster ist, welches mit Entwicklungen der respiratorischen Gesundheit in
der Jugend zusammenhangt (Zhao et al., 2021a). Eine Beeintrachtigung des
Lungenwachstums im Zusammenhang mit einer Exposition gegenuber PM
wahrend der kritischen Entwicklungsphase der Lunge im Kindesalter wurde

bereits zuvor von toxikologischen Studien gezeigt (Sacks et al., 2011).

Die seit Uber 30 Jahren bestehende Hygienehypothese (Strachan, 1989)
bestatigt die Relevanz von frihkindlichen Expositionen flr Asthma (Pfefferle et
al. 2021). Expositionen in den ersten Lebensjahren seien relevant fur die
Entwicklung von Asthma und die Lungenfunktion (Miller & Peden, 2014). Dies
konnte jedoch in anderen grof3en europaischen Studien von 6 bis 8-Jahrigen
(n=5921) bzw. 8 bis 10-dahrigen (n = 10 377) nicht bestatigt werden, da kein
Zusammenhang zwischen der Exposition gegenuber Luftverschmutzung an der
Geburtsadresse und der Lungenfunktion (Gehring et al., 2013) bzw.
Asthmapravalenz (Molter et al., 2015) gefunden wurde.

Hinsichtlich Asthma wurde bereits gezeigt, dass bestimmte genetische
Segmente, wie 17912-21 nur mit Asthma beginnend im Kindesalter, nicht aber
mit Asthma beginnend im Erwachsenenalter assoziieren, was die Unterschiede
zwischen Altersgruppen zeigt (El-Husseini et al.,, 2020). Aufgrund der
Unterschiede werden GWAS und GxE Studien auf beispielsweise Asthma fur
bestimmte Altersgruppen durchgefuhrt (Morales & Duffy, 2019; Ferreira et al.,
2019).

Auf der Grundlage, dass das FeNO-Level mit Asthma assoziiert ist (Kim et al.,
2016) (Kapitel 1.2) und die Wirkung von Luftverschmutzung auf die
respiratorische Gesundheit Uber Atemwegsentzindungen, gemessen an der
FeNO-Konzentration, erklart wird (Peters et al., 2021; Abramson et al., 2020;
Schraufnagel et al., 2019; Kim et al., 2016; Miller & Peden, 2014), wurde in dieser

Dissertation gepruft, ob sich Effekte von GxE auf das FeNO-Level zwischen
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Altersgruppen unterscheiden. Diese Studie ist die erste, die den Unterschied
zwischen Effekten von GxE zwischen zwei vulnerablen Altersgruppen
untersucht. In weiteren Studien sollten verschiedene Altersgruppen und
Subgruppen verglichen werden, um die Hypothese weiter zu prifen, ob sich die
polygenetische Pradisposition durch verschiedene biologische Mechanismen
unterscheidet und unterschiedlich in verschiedenen Subgruppen wirkt.

5.2.5 Unterschied der Effekte von Gen-Umwelt-Interaktionen zwischen

verschiedenen ethnischen Gruppen

Anhand der Ergebnisse lasst sich die Hypothese, dass kaukasische Individuen
hinsichtlich GxE Effekte auf die respiratorische Gesundheit vulnerabler sind als
asiatische Individuen, nicht direkt verifizieren oder falsifizieren, da keine
signifikanten GxE Effekte bei deutschen und japanischen Frauen gefunden
worden sind. Der Trend von der Wirkung des PRS auf den Effekt der
Luftschadstoffe auf Asthma war bei beiden ethnischen Gruppen gleich, sodass
sich auch Uber diese Auswertung keine Vermutung Uber die Vulnerabilitat einer

der ethnischen Gruppen anstellen Iasst (Kress, Hara et al., 2022).

Wie in Kapitel 5.2.1 bereits angeflihrt, zeigten bestehende Studien Uber
Langzeiteffekte der Luftverschmutzung auf Asthma unterschiedliche
Ergebnisse. Wahrend sich in europaischen Kohorten (n =17 909 bis 23 704)
(Jacquemin et al., 2015) im Einklang zu diesen Ergebnissen (Kress, Hara et al.,
2022) ein schadigender, aber nicht signifikanter Effekt der Luftverschmutzung auf
Asthma im Erwachsenenalter abbildete, zeigten sich in Studien anderer
ethnischer Populationen signifikante schadigende Effekte. Beispielsweise in der
Tasmanian Longitudinal Health Study mit einer Exposition gegentber NO2 Uber
einen Zeitraum von funf Jahren (Bowatte et al., 2017), in US amerikanischen
Frauen mit einer Exposition gegenuber PMz s Exposition (Young et al., 2014) und
in den hier vorliegenden Ergebnissen der Shika Studie (Kress, Hara et al., 2022)
wurden signifikante schadigende Effekte gefunden. Epidemiologische Studien,
die konkret den Unterschied zwischen ethnischen Bevdlkerungsgruppen in
Hinblick auf die Wirkung von PM untersuchten, fokussierten sich auf
MortalitatszielgroRen und zeigten keinen konsistenten Trend (Sacks et al., 2011).

Neben methodischen Unterschieden der Studien oder anderen
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zugrundeliegenden Mechanismen, konnten auch ethnische Vulnerabilitaten zu

den unterschiedlichen Effekten der Luftverschmutzung auf Asthma beitragen.

Wie in Kapitel 1.6 beschrieben, wird grundsatzlich davon ausgegangen, dass auf
Grundlage der Theorie des ancestral bottleneck (deutsch: Ahnenengpass)
(Ortega & Meyers, 2014) die Haufigkeit an genetischen Risikovarianten zwischen
verschiedenen ethnischen Populationen variiert (Mostafavi et al., 2020; Duncan
et al.,, 2019; Huang et al., 2015; Tebbutt et al., 2007). So sind 15 Prozent der
gesamten SNPs spezifisch fur bestimmte Populationen (Huang et al., 2015). In
Bezug auf Asthma sind in verschiedenen ethnischen Bevolkerungsgruppen
unterschiedliche genetische Varianten in den Genen gefunden worden, die im
Zusammenhang mit der Codierung eines relevanten Rezeptors fur die Therapie
von Asthma stehen (Ortega & Meyers, 2014). Verschiedene Varianten des Gens
ADAM33 wurden zwischen Individuen asiatischer und kaukasischer Ethnizitat
identifiziert (Li et al., 2019). Auf genomweiter Ebene sind ebenfalls Unterschiede
zwischen Ethnien in den Allelhdufigkeiten von asthmarelevanten Genen

gefunden worden (Leung et al., 2014).

Aufgrund des genetischen Unterschieds zwischen ethnischen Gruppen werden
GWAS im Allgemeinen nur in einer bestimmten ethnischen Bevdlkerungsgruppe
durchgefuhrt (Duncan et al.,, 2019). Eine multi-ethnische GWAS als
Alternativstrategie hat gezeigt, dass fur die europaische und japanische
Bevolkerungsgruppe verschiedene genetische Varianten mit Asthma
zusammenhangen (Demenais et al., 2018). Zudem hat diese GWAS
methodische Herausforderungen im Zusammenhang zur Analyse von
Unterschieden zwischen verschiedenen Ethnien aufgezeigt. Durch die wenigen
Studien lasst sich nicht abschatzen, welche der beiden hier untersuchten
ethnischen Gruppen (Kress, Hara et al., 2022) durch ihre genetische Ausstattung
vulnerabler hinsichtlich respiratorischer Erkrankungen ist. Es gibt bislang keine

weiteren Studien, die GxE Effekte auf Asthma zwischen Ethnien vergleichen.

Auf Grundlage des Kapitels 1 lasst sich allerdings fir Asthma und unter
Anwendung auf die Studienpopulationen der Trend ableiten, dass kaukasische
Individuen vulnerabler als asiatische Individuen hinsichtlich GxE Effekten auf
die respiratorische Gesundheit sind, da deutsche Frauen einer hoéheren

Luftverschmutzung als japanische Frauen ausgesetzt sind und auch die DALY
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von Asthma in Deutschland hoher als in Japan sind (GBD 2015 Chronic
Respiratory Disease Collaborators, 2017). Diese Hypothese ist allerdings nicht
generalisierbar, sondern sollte fur weitere respiratorische Gesundheitszielgroen

sowie weitere Populationen und ethnische Gruppen geprift werden.

Diese Dissertation leistet einen ersten Beitrag im Vergleich von GxE zwischen
verschiedenen ethnischen Gruppen auf die respiratorische Gesundheit, um die

Rolle von ethnisch-spezifischer polygenetischer Pradisposition zu erforschen.
5.3 Starken und Limitationen

Im folgenden Unterkapitel werden die Starken und Limitationen der Dissertation
beschrieben, um die oben zusammengefassten und diskutierten Ergebnisse
angemessen zu bewerten. Dazu werden nacheinander verschiedene Aspekte
hinsichtlich der Datengrundlage und des Studiendesigns, der Variablenauswabhl

und -erfassung sowie der statistischen Analyse diskutiert.
5.3.1 Datengrundlage und Studiendesign

Eine Starke dieser Dissertation ist die Datengrundlage bestehend aus der
prospektiven deutschen Kohortenstudie SALIA, den deutschen Geburtskohorten

GINIplus/LISA sowie der japanischen Shika Kohortenstudie.

Mit dem longitudinalen Studiendesign der Studien werden gesunde
Proband:innen rekrutiert. Zudem bietet es generell das Potential seltene
Expositionen und mehrere Outcomes zu untersuchen (Razum et al., 2016).
Prospektive Kohortenstudien bieten somit die Moglichkeit Uber einen langeren
Zeitraum hinweg die Wirkung von exponierten und nicht-exponierten Individuen
zu beobachten. Ebenso kann mithilfe der prospektiven Kohortenstudie
untersucht werden, inwiefern sich die Haufigkeit der Entwicklung der
GesundheitszielgroRe zwischen den exponierten und nicht-exponierten
Individuen unterscheidet (Razum et al., 2016). Longitudinale Studien sind die
einzige  Mdglichkeit, die Effekte zwischen Luftverschmutzung und
GesundheitszielgroRen adaquat abzubilden, da sie die langfristige Entwicklung
bertcksichtigen (Peters et al., 2019; Ritz et al., 2017). Durch den Einschluss von
gesunden Proband:innen zielen die Ergebnisse darauf ab, eine Gultigkeit fur die
Allgemeinbevolkerung zu erlangen. In dieser Dissertation wurde die

Luftverschmutzung Uber ein Zeitfenster von bis zu 15 Jahren vor der Erfassung
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der GesundheitszielgroRe betrachtet (Kress, Wigmann et al., 2022; Kress,
Kilanowski et al., 2022). Mit Hilfe der Kombination von Daten aus verschiedenen
Erhebungszeitpunkten konnte die zeitliche Abfolge (Ritz et al., 2017) von
Exposition und GesundheitszielgrofRe bericksichtigt werden und erstmals dieses
lange Expositionszeitfenster fur Atemwegsentzundungen untersucht werden

(Kress, Wigmann et al., 2022; Kress, Kilanowski et al., 2022).

Alle Kohortenstudien wurden unter systematisierten und standardisierten
Bedingungen durchgefuhrt. Die zustandigen Ethikkommissionen haben die
Studien genehmigt und die Proband:innen bzw. deren Eltern haben der
Studienteilnahme schriftlich zugestimmt. In den Studien werden potentielle
Selektionsbias minimiert, indem eine aufwendige Studienpflege vollzogen wird.
Dies umfasst beispielsweise in der GINIplus Studie die Nachverfolgung von
Umzlgler:iinnen mit dem Ziel die Anzahl der Studienabbrecher:innen zu

verringern.

Die Besonderheit und zugleich eine grol’e Herausforderung der SALIA Studie ist
die lange Beobachtungszeit der alteren Frauen seit dem Jahr 1985 (Schneider et
al., 2018; Teichert et al., 2013). Es besteht im Allgemeinen die Herausforderung,
dass insbesonders benachteiligte Individuen hinsichtlich ihrer Gesundheit,
Umweltfaktoren oder sozialen Faktoren die Studie mit der Zeit verlassen.
Dadurch konnen Selektionsbias resultieren und Gesundheitseffekte unterschatzt
werden. Befragungen am Telefon, Erhebungen per Hausbesuch sowie das
Erfragen der Grunde fur Studienabbruiche sind Malinahmen zur Reduzierung des

Selektionsbias.

Die Studiendaten beinhalten eine umfassende Abfrage zur Allgemeinsituation,
zum Gesundheitszustand, geokodierte Adressdaten und Gendaten. Erfragte
Informationen werden im Datenmanagement beispielsweise der GINIplus Studie
verschiedenen, umfassenden Plausibilitatsprifungen unterzogen. Durch die
konsequente Evaluierung und Optimierung der Fragen soll kein Zusammenhang
zwischen der Formulierung von Fragen und fehlenden Werten bestehen. In
Hinblick auf die Gendaten kdnnten fehlende Werte eine Limitation sein, wenn
sich die Proband:innen mit und ohne Einwilligung zur Abgabe von Speichel- oder
Blutproben in Hinblick auf die Expositionen unterscheiden. In dieser Dissertation

wurden jedoch stets Sensitivitatsanalysen durchgefuhrt, sodass potentielle
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Selektionsbias minimiert werden konnten (Kress, Wigmann et al., 2022; Kress,
Kilanowski et al., 2022; Kress, Hara et al., 2022).

Insgesamt bietet die Datengrundlage damit sehr gute Moglichkeiten GXE Studien

durchzufihren, um die Forschungsfrage zu untersuchen.
5.3.2 Variablenauswahl und -erfassung
Respiratorische Gesundheit

In dieser Dissertation wurden verschiedene Gesundheitszielgrofien betrachtet,
um die respiratorische Gesundheit abzubilden. Eine respiratorische
GesundheitszielgroRe war Asthma, da Asthma einen grofen Anteil zur gesamten
Krankheitslast beitragt (Soriano et al.,, 2020). In dieser Dissertation ist die
Wirkung von Luftverschmutzung auf die respiratorische Gesundheit ein
Hauptaspekt. Dabei sind Atemwegsentzindungen einer der relevantesten
zugrundeliegenden Mechanismen zur Erklarung, wie Luftverschmutzung auf die
respiratorische Gesundheit wirkt (Peters et al., 2021; Abramson et al., 2020;
Schraufnagel et al., 2019; Kim et al., 2016; Miller & Peden, 2014), sodass neben
Asthma verschiedene Biomarker fur Atemwegsentzindungen fokussiert wurden.
Diese Dissertation liefert Ergebnisse zu Biomarkern flir Atemwegsentztiindungen,
die in diesem Zusammenhang bislang sehr wenig erforscht sind (Kress,
Wigmann et al., 2022). Eine Starke dieser Arbeit ist auch die standardisierte
Messung der Gesundheitszielgrolen (Kress, Wigmann et al., 2022; Kress,
Kilanowski et al., 2022; Kress, Hara et al., 2022).

Im Gegensatz dazu ist eine Limitation, dass nicht alle Biomarker flr
Atemwegsentzindungen und nicht alle relevanten Gesundheitszielgrofien

untersucht werden konnten.
Luftverschmutzung

In den einbezogenen Studien GINIplus/LISA und SALIA wurden die
Luftschadstoffe innerhalb des Projektes ESCAPE mithilfe von LUR-Modellen
geschatzt. Dies  bietet die  Moglichkeit  Unterschiede in  der
Luftschadstoffkonzentration auf kleinrdumiger Ebene einzubeziehen (Beelen et
al., 2013; Eeftens et al., 2012). DarUber hinaus sind die im ESCAPE-Projekt
generierten Expositionsdaten standardisiert und vergleichbar zwischen den

Kohorten (Beelen et al., 2013; Eeftens et al., 2012). Die adaquate Erfassung des
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Umweltfaktors wurde bereits als ein Schlissel zum Erfolg fur GXE Analysen
identifiziert (Ritz et al., 2017). Dabei erfullt die Modellierung der
Luftverschmutzung innerhalb des ESCAPE Projektes diese Kriterien
weitestgehend (Thomas, 2010). Demgegenuber gibt es aber auch innovativere
Verfahren, um die Exposition gegenuber Luftverschmutzung zu messen bzw. zu

modellieren (Tularam et al., 2021).

Bei den verwendeten Luftverschmutzungsdaten wurde in dem Zeitraum von
einem Jahr (Oktober 2008 bis November 2009) die Luftverschmutzung mit Hilfe
von Messstationen tatsachlich gemessen. Die Zuordnung der Luftverschmutzung
zu den Adressen der Proband:innen flir einen anderen Zeitpunkt erfolgte tber
Modellierungen (Beelen et al., 2013; Eeftens et al., 2012). Dabei ist zu limitieren,
dass eine Veranderung der  Luftverschmutzung innerhalb  der
Erhebungszeitpunkte nicht berucksichtigt werden kann. Auch Umztge zwischen
Erhebungsjahren und die Information wie lange die Person bislang an der

Adresse wohnt, kdnnen nicht einbezogen werden.

Generell wird in dieser Dissertation jeweils nur ein Lebensausschnitt betrachtet.
Relevante Expositionszeitpunkte in vorherigen sensiblen Lebensphasen und
kurzfriste Effekte konnten somit nicht bericksichtigt werden (Zhao et al., 2021a;
Schraufnagel et al., 2019; Sacks et al., 2011).

Es wurde eine Vielzahl an Luftschadstoffen analysiert, darunter verschiedene
Staube sowie Gase. Um die Forschungsfrage untersuchen zu kénnen, ist dabei
relevant, dass eine ausreichende Variabilitat der Expositionen gegeben ist (Ritz
et al., 2017). Unter Berlcksichtigung der Kollinearitat der Luftschadstoffe wurden
einzelne Modelle fur jeden Luftschadstoff aufgestellt. Dabei lasst sich allerdings
limitieren, dass so weder der Effekt von zwei, noch der gesamte Effekt von allen
Luftschadstoffen inklusive ihrer Interaktionen abgebildet werden konnten (Peters
et al., 2019).

Genetische Variationen

Eine Grundlage dieser Dissertation war die Aufbereitung der Gendaten der
GINIplus/LISA Studie aus Wesel. Dazu wurde in Anlehnung an die
Qualitatsstandards (Reed et al., 2015) eine Pipeline in R entwickelt. Diese wurde
auf die Rohdaten der GINIplus/LISA Studie und die bestehenden Gendaten
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sowie die neu genotypisierten Daten im Jahr 2020 der SALIA Studie angewendet,
um ein einheitliches Verfahren zu generieren. Mit dieser Grundlage wurden die
Gendaten den standardisierten Qualitatsparametern unterzogen und im Weiteren
anhand des aktuellen Referenzpanels imputiert. Ein Vorteil der Pipeline ist, dass
der gesamte Prozess bis zur Imputation mit Hilfe von R durchgefihrt werden
kann, sodass fehlerhafte Wechsel der Allele A und B durch verschiedene
Datenformate oder -programme kontrolliert werden konnen. Der Baustein dieser
Dissertation bietet auch die Mdglichkeit Kooperationen zu grinden, wie mit der
Kanazawa Universitat in Japan (Shika Studie), sowie an europaischen und
internationalen Projekten teilzunehmen. Die Datengrundlage der Gendaten fir
diese Dissertation ist demnach auf dem aktuellen Stand und geeignet um die

Forschungsfrage zu untersuchen.
Polygenetischer Risikoscore

Eine Starke dieser Dissertation ist die Anwendung von PRS, weil damit das
gemeinsame Risiko einzelner SNPs adaquat abgebildet wird (Albifiana et al.,
2021; Khera et al., 2018; Belsky & Israel, 2014; Dudbridge, 2013; Paré, 2012;
Horne et al., 2005). Mit PRS kdnnen Zusammenhange zwischen der genetischen
Ausstattung und Gesundheit abgebildet werden, die biologisch plausibel,
statistisch robust und klinisch relevant sind (Horne et al., 2005). Fur die
Fragestellung eignet sich die Anwendung von PRS besonders, da PRS
Subgruppen mit einem erhdhten Risiko fur eine GesundheitszielgroRe

identifizieren konnen (Khera et al., 2018).

In dieser Dissertation wurden PRS auf Grundlage von signifikanten
Assoziationen zwischen dem SNP und Gesundheitszielgroten aus GWAS
gebildet (Albifiana et al., 2021; Duncan et al., 2019). Gegenlber von GRS auf
Grundlage des hypothesenbasierten Kandidatenansatzes bietet es die Vorteile,
dass auch SNPs eingeschlossen werden, die bislang unbekannt sind (Belsky &
Israel, 2014; Shastry, 2002) oder die nicht innerhalb der bekannten biologischen
Wirkungspfade auftreten (Belsky & Israel, 2014). Um eine potentielle Limitation
hinsichtlich falsch-positiver Assoziationen zu verringern, wurden in dieser
Dissertation reprasentative GWAS ausgewahlt, die Uber eine ausreichend grol3e
Stichprobengrélie verfiigen (El-Husseini et al., 2020; Shrine, Guyatt et al., 2019;
Kim & Ober, 2019; Belsky & Israel, 2014).
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Wie in Kapitel 1.7 beschrieben, hangt die Genauigkeit und Prazision des PRS
von mehreren Faktoren ab. Daraus leiten sich auch die Starken sowie
Limitationen der vorliegenden Dissertation ab. Es wurde bei der Auswahl der
GWAS darauf Wert gelegt, dass die gleiche GesundheitszielgroRe fokussiert
wurde (Albifiana et al., 2021) und eine groRtmogliche Ubereinstimmung an
Bevolkerungscharakteristika einschlieRlich Alter (Kress, Kilanowski et al., 2022)
und Ethnizitat (Kress, Hara et al., 2022) vorliegt, wie in der zu untersuchenden
Kohortenstudie (Mostafavi et al., 2020; Pasman et al., 2019; Duncan et al., 2019;
Belsky & Israel, 2014). Um moglichst prazise Schatzungen zu erhalten, wurde
ein gewichteter PRS gegenlber einem ungewichteten PRS gebildet. Dabei
wurde beachtet, dass nicht die selben Individuen fur die der PRS berechnet
wurde, auch schon fiur die Berechnung der Gewichtung des PRS eingeschlossen
worden sind (Wray et al., 2013).

Da keine spezifischen GWAS hinsichtlich der Biomarker  flr
Atemwegserkrankungen existieren, wurden in dieser Dissertation die am besten
geeignetsten GWAS fur Asthma und Lungenfunktion ausgewahlt (Kress,
Wigmann et al., 2022). Zusatzlich wurde den Empfehlungen zufolge ein
gewichteter PRS anhand der elastic-net Regression mit interner Gewichtung

angewendet (Huls, Ickstadt et al., 2017).

Bei der Berechnung des PRS mit Hilfe des R-Pakets EBPRS werden die
EffektgroRen fur jeden SNP durch einen Bootstrapping-Ansatz mit einer robusten
Schatzung berechnet (Song et al., 2020). Dies ermoglicht eine prazise Schatzung
des PRS. Ebenso bietet das R-Paket den Vorteil, dass der zugrundeliegende
Code nachvollziehbar und adaptierbar ist, wahrend andere Programme zur

Generierung eines PRS eine Blackbox enthalten.

Limitierend anflhren lasst sich, dass keine GWAS vorhanden sind, die
hinsichtlich aller relevanten Bevolkerungscharakteristika, wie Alter, Ethnizitat und
allen GesundheitszielgroRen genau passt (Mostafavi et al., 2020; Pasman et al.,
2019; Duncan et al., 2019; Belsky & Israel, 2014). Zudem besteht die Annahme,
dass ein PRS praziser sei, wenn viele der eingeschlossenen SNPs eine ahnliche
Interaktion abbilden (Meisner et al., 2019), was in dieser Dissertation nicht gepruft
wurde. Dartber hinaus gibt es Alternativen zur Generierung von GRS bzw. PRS,

die ebenso nicht angewendet worden sind, z. B. logic bagging (Lau et al., 2022).
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Potentielle Confounder

Eine Starke dieser Dissertation ist, dass die wichtigsten potentiellen Confounder
in die Analysen einbezogen wurden. Die Vulnerabilitat wurde demnach unter
Berucksichtigung der wichtigsten potentiellen Confounder, wie in Kapitel 1.9
beschrieben, untersucht. Die potentiellen Confounder wurden a priori auf
Grundlage der Literatur und vorherigen Studien einbezogen (Kress, Wigmann et
al., 2022; Kress, Kilanowski et al., 2022; Kress, Hara et al., 2022). Ein
schrittweiser Einbezug der potentiellen Confounder hatte allerdings andere
Einschlussfaktoren  aufzeigen konnen. Viele der eingeschlossenen
Einflussvariablen basieren auf subjektiven Aussagen, die im Allgemeinen
potentiell zu einer Unterschatzung des wahren Effekts fihren. Es ist zu limitieren,
dass weitere relevante Einflussfaktoren, beispielsweise Faktoren des externen

Exposoms (Gruzieva et al., 2022), nicht bertcksichtigt wurden.
5.3.3 Statistische Analyse

Um die Forschungsfrage zu untersuchen, eignen sich Regressionsmodelle mit
einem multiplikativem Interaktionsterm (Aschard, 2016). Nach den aktuellen
Empfehlungen (Peterson et al., 2019) wurden dabei die GXE Modelle separat in
den ethnischen Gruppen durchgeflhrt und dessen Ergebnisse verglichen, um
den Unterschied der Effekte von GxE zwischen verschiedenen ethnischen
Gruppen zu untersuchen (Kress, Hara et al., 2022). Das gleiche Prinzip wurde
fur den Vergleich von GxE Effekten zwischen verschiedenen vulnerablen
Altersgruppen angewendet (Kress, Kilanowski et al., 2022). Ebenso geeignet ist

die gangige Statistiksoftware R, um die Ergebnisse zu generieren.

Zu limitieren ist jedoch, dass andere potentiel zugrundeliegende Mechanismen
nicht untersucht worden sind. Insbesondere flir die Analyse der Biomarker fur
Atemwegsentzindungen, ist der gesamte Wirkungspfad hinsichtlich der

respiratorischen Gesundheit noch unklar.

Eine weitere generelle Limitation der statistischen Analysen ist die niedrige
statistische Power durch die geringen Stichprobengréfien (Kress, Wigmann et
al., 2022; Kress, Kilanowski et al., 2022; Kress, Hara et al., 2022). Es ist bekannt
(Meisner et al., 2019; Ritz et al.,, 2017; Huang et al., 2017; Aschard, 2016;

Dudbridge, 2013), dass eine grolere Stichprobe zur Identifizierung von
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Interaktionen gegenuber von Haupteffekten notwendig ist, wie auch in einem
Literaturreview aus dem Jahr 2010 bereits diskutiert wurde (Thomas, 2010).
Demnach konnten GxE Effekte in dieser Dissertation unterschatzt worden sein.
Zur Verringerung dieser Limitation wird auch die Anwendung von Meta- und

Megaanalysen diskutiert (Huang et al., 2017).

Eine Starke dieser Dissertation ist hingegen die Vielzahl an durchgefuhrten
Sensitivitatsanalysen. Dabei wurden stratifizierte Analysen hinsichtlich chronisch
respiratorischer Symptome oder Erkrankungen und des Risikofaktors Rauchen
durchgefuhrt. Daneben wurden verschiedene genomweite SNPs und Methoden
zur Analyse von GxE getestet, um die Robustheit der Ergebnisse zu prufen.
Dennoch gibt es eine Vielzahl weiterer Ansatze zur Analyse von GxE, die in
dieser Dissertation nicht gepruft und einbezogen worden sind (siehe Kapitel 1.8).
Darunter die GWIS (Holloway et al., 2012), welche das Potential haben, relevante
SNPs spezifisch fur die Interaktion zwischen genetischer Ausstattung und
Luftverschmutzung auf die respiratorische Gesundheit zu identifizieren, die in
GWAS unentdeckt bleiben (Zhang et al., 2016) (siehe Kapitel 5.2.3).

5.3.4 Generalisierbarkeit

Die Ergebnisse dieser Dissertation sind aufgrund der standardisierten
Kohortenstudien grundsatzlich auf die jeweilige ethnische Gruppe und
Altersgruppe generalisierbar. Wie jedoch fur alle epidemiologischen Studien
geltend, sollten die Ergebnisse dahingehend interpretiert werden, dass alle
Zusammenhange nur modelliert worden sind und signifikante Zusammenhange
nicht mit Relevanz gleichzusetzen sind. Um zu bewerten, inwiefern der
Assoziationen auch Kausalzusammenhange zugrunde liegen, konnen die
Bradford Hill Kriterien angewendet werden (Hill, 1965). Dabei berlcksichtigt
diese Dissertation die Starke des Zusammenhangs anhand der Effektschatzer,
untersucht die Konsistenz sowie die Spezifitat durch verschiedene
Sensitivitatsanalysen, bericksichtigt die zeitliche Sequenz durch das
longitudinale Modell und zieht die Koharenz in die Diskussion der Dissertation
ein. Auf die Kriterien der Dosis-Wirkungs-Beziehung, der biologischen
Plausibilitat und der experimentellen Evidenz wird nur durch die Einbeziehung

von toxikologischen Studien in die Dissertation eingegangen (Hill, 1965). Auf
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Grundlage der Herausforderungen der GxE Studien ist ein Publikationsbias
wahrscheinlich. Dies kdnnte zu inkonsistenten Ergebnissen beitragen (Pasman
et al., 2019).

5.4 Implikationen und Handlungsempfehlungen

Im folgenden Unterkapitel werden Implikationen sowie Handlungsempfehlungen
auf Grundlage der diskutierten Ergebnisse und unter Berlcksichtigung der
methodischen Starken und Limitationen abgeleitet. Dabei werden sowohl fur die

Forschung, als auch fir die Gesellschaft und Politik Empfehlungen abgeleitet.
Forschung

Um evidenzbasierte Handlungsempfehlungen fir die Praxis ableiten zu kénnen,
bedarf es sowohl konsistente, als auch spezifische Ergebnisse aus der
Forschung. Die vorliegende Dissertation zeigt, dass GxE auf die respiratorische
Gesundheit mit Hilfe von grof3en longitudinalen Studien weiter erforscht werden
sollten (Peters et al., 2019; Meisner et al., 2019; Huang et al., 2017; Ritz et al.,
2017; Aschard, 2016; Dudbridge, 2013). Dabei sollten systematisch
verschiedene vulnerable Gruppen, wie in Kapitel 1.9 beschrieben, identifiziert
und verglichen werden, um die Hypothese weiter zu prifen, ob die
polygenetische Pradisposition oder ob sich die Interaktion mit der
Luftverschmutzung durch  verschiedene biologische Mechanismen
unterscheiden (Ottman, 1996). Diese Arbeit leistet einen ersten Beitrag dazu
(Kress, Hara et al., 2022; Kress, Kilanowski et al., 2022). Insbesondere in der
Forschung noch unterreprasentierte ethnische Bevolkerungsgruppen sollten
weiter in die Studien zur Untersuchung der polygenetischen Pradisposition sowie
in die GXE Studien einbezogen werden (Peterson et al., 2019; Sirugo et al.,
2019).

Wie zuvor beschrieben, sollte der Wirkungspfad von Luftverschmutzung,
genetischer Ausstattung und respiratorischer Gesundheit um weitere
respiratorische GesundheitszielgroRen erweitert werden. Dabei sollten unter
anderem neutrophile und eosinophile Atemwegsentzindungen konkreter
untersucht werden. Empfehlenswert ist es zudem, den gesamten Wirkungspfad
hinsichtlich der Atemwegsentziindungen bis zur respiratorischen Gesundheit und

kardiopulmonalen Mortalitat zu untersuchen.
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Ebenso wird empfohlen den Gesundheitseffekt der Luftverschmutzung
hinsichtlich Expositionsart, -quantitat, -zeitpunkt und -dauer systematisch zu
untersuchen, um Zusammenhange prazisieren und kritische Werte ableiten zu
kénnen. Um die Luftverschmutzung optimal zu modellieren, kdnnten zusatzlich
Hybridmodelle genutzt werden (Tularam et al., 2021). Dabei sollten auch der
Gesamteffekt der Luftverschmutzung (Peters et al., 2019) sowie das gesamte

Exposom (Gruzieva et al., 2022) betrachtet werden.

Anhand dieser Dissertation ist abzuleiten, dass es sinnvoll ist, genomweite PRS
zur Abbildung der genetischen Ausstattung (Moll et al., 2020; Khera et al., 2018)
und auch GWIS (Zhang et al., 2016; Holloway et al., 2012) anzuwenden. Dabei
ist zu empfehlen, auch GWAS und GWIS fur Subgruppen durchzuflihren, um
bestmogliche Grundlagen hinsichtlich der Genauigkeit des PRS und der GxE zu
schaffen (Mostafavi et al., 2020; Pasman et al., 2019; Duncan et al., 2019; Belsky
& Israel, 2014).

Insgesamt sollten die Methoden zur Aufbereitung von Gendaten, Berechnung
von PRS und Analyse von GxE transparenter gestaltet werden. Derzeit besteht
nach diesen Recherchen eine Vielzahl an innovativen, statistischen Modellen,
dessen Anwendungsgebiet oder -ziel, Methode sowie Vor- und Nachteile nicht
eindeutig sind oder dessen Parameter nicht genau mit denen von realen Daten
ubereinstimmen. Interdisziplinare und internationale Projektteams sind daher fur

die Forschung empfehlenswert.

Zudem sollten auch gleichermalien Nulleffekte publiziert werden kdénnen, wenn
Sensitivitatsanalysen dessen Robustheit ausreichend gezeigt haben. Daneben
sollten protektive Effekte des PRS inhaltlich oder methodisch erlautert werden,

um Evidenz generieren zu kdnnen.
Gesellschaft und Politik

Angelehnt an die Handlungsempfehlungen fir die Forschung kdnnen
Empfehlungen fur die Praxis formuliert werden, sodass die wissenschaftliche
Evidenz Bedeutung fur die respiratorische Gesundheit und fur die Reduzierung
gesundheitlicher Ungleichheiten erlangt. Unter der Ubergeordneten
Problemstellung, dass vulnerable Gruppen hinsichtlich der respiratorischen

Gesundheit bestehen, sollte insgesamt das soziale Denken geférdert sowie von
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Seiten der Politik weitere soziale Ausgleiche geschaffen werden. Die
Allgemeinbevdlkerung kann dazu beitragen, mdgliche eigene Benachteiligungen
zu verringern oder Benachteiligungen von Mitmenschen positiv zu beeinflussen,

beispielsweise nicht rauchen, weniger Auto fahren oder Grinflachen schaffen.

Um GxE effizient untersuchen zu konnen, sollte die Wissenschaft mit ihren
Strukturen insgesamt gefdrdert werden. Darunter sollten Forschungsgelder,
mitunter fur internationale Kooperationen, bereitgestellt werden. Daneben ware
es sinnvoll den Datenschutz, inklusive der Gendaten, zu vereinheitlichen, um
gemeinsame Datenbanken einfacher und sicher generieren zu kénnen. Auf der
Gegenseite sollte die Teilnahme an wissenschaftlichen Studien steigen sowie die
Bereitschaft Bioproben zu teilen, sodass einem potentiellen Selektionsbias

vorgebeugt werden kann.

Auf Grundlage der Auswirkungen des Klimawandels wurden unter dem Titel
World  Scientists* Warning of a Climate Emergency insbesondere
Entscheidungstrager:innen, aber auch die gesamte Bevolkerung im Namen von
mehr als 11 000 Wissenschaftler:innen aus der gesamten Welt zum sofortigen
Handeln aufgefordert (Ripple et al., 2019). Der Klimawandel wird durch
Luftverschmutzung vorangetrieben und verschlechtert wiederum die Luftqualitat
sowie die gesundheitlichen Effekte von Luftverschmutzung (Exhaustion, 2021).
Vorhandene Ressourcen sollten insgesamt optimal und nachhaltig genutzt
werden. Jede wund jeder Einzelne kann dazu beitragen, dass die
Luftverschmutzungsgrenzwerte  eingehalten werden. Boogaard et al.
verdeutlichten, dass durch die Einhaltung von einer PMzs-Konzentration von
10 yg/m?® die Lebenserwartung im gewichteten Median um 0,6 Jahre steigen
wurde, was einem vollstandigen Eliminieren von Lungen- und Brustkrebs
gleichkommen wiirde (Boogaard et al., 2019), wobei 10 yg/m?3 sogar héher als
der gesetzte Grenzwert der WHO (PMzs: 5 ug/m3) ist (WHO, 2021). Mit
anschaulichen Ergebnissen dieser Art konnte die Politik auch die
Allgemeinbevdlkerung zum Handeln motivieren. Daruber hinaus sollte die Politik
weitere MalRnahmen schaffen, um die Luftverschmutzung zu reduzieren, wie
bereits in den United Nations Sustainable Development Goals verankert
(Boogaard et al., 2019; The United Nations, 2019). Es sollte dabei auch

bertcksichtigt werden, dass dafir Verbesserungen im Monitoring von
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Luftverschmutzung erforderlich sein kdnnten (WHO, 2022). Wie anhand dieser
Dissertation abzuleiten ist, sollten die Grenzwerte flr vulnerable Gruppen
angepasst werden, wobei der Einschluss von GxE Studien hilfreiche Ergebnisse
liefern kann (Thomas, 2010). Die Interventionen sollten passgenau an die

Charakteristika der Exposition wie Expositionsart und -zeitpunkt ansetzen.

Die Pravention von nichtubertragbaren Erkrankungen sollte weiterhin im Fokus
der Gesundheitsversorgung in den Industrielandern stehen. Da chronisch
respiratorische Erkrankungen nach wie vor weltweit eine der Hauptursachen flr
Todesfalle und Krankheitslasten sind (Soriano et al., 2020), ist es zu empfehlen
Versorgungsansatze stetig zu optimieren. Grundsatzlich sollte eine holistische
Perspektive eingenommen und die Gesundheitsversorgung sollte interdisziplinar

gestaltet werden.

Die Moglichkeiten der individuellen Medizin anhand der PRS sollten genutzt und
evaluiert werden, um Individuen mit einem erhéhten polygenetischen Risiko fur
eine bestimmte Erkrankung friher oder haufiger praventive MalRnahmen
anbieten zu konnen (Khoury et al.,, 2013; Paré, 2012). Ebenso konnten
individuelle genetische Marker die Therapie von respiratorischen Erkrankungen
optimieren (Kokosi et al., 2018; Meyers et al., 2014). Der Einbezug von weiteren
Faktoren in GxE Studien sowie weiterer sozialer und individueller Faktoren
erhohen dabei die erklarte Varianz der GesundheitszielgroRe (Pasman et al.,
2019; Kokosi et al., 2018). Wahrend genomweite Analysen derzeit nur bei
bestimmten Risiken oder Erkrankungen angeboten werden und teilweise die
Kosten durch die Patientiinnen selber getragen werden mussen, sind

ubergreifende MalRnahmen sinnvoll (Khoury et al., 2013).

Allgemein muss bertcksichtigt werden, dass Interventionen dann erfolgreich
sind, wenn sie die Zielgruppe erreichen und nachhaltig wirken. Eine Evaluation
und stetige Optimierung der Forschungsmethoden und -ergebnisse sowie der

abgeleiteten Interventionen sind somit sinnvoll.
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5.5 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Dissertation wurde mit Hilfe von Datenanalysen
verschiedener Kohortenstudien anhand von drei Publikationen (Kress, Wigmann
et al., 2022; Kress, Kilanowski et al., 2022; Kress, Hara et al., 2022) das Ziel
erreicht, Erkenntnisse uUber GxE auf die respiratorische Gesundheit in

verschiedenen vulnerablen Gruppen zu gewinnen.

Diese Arbeit leistet Beitrage zur Erforschung der Effekte auf Asthma sowie auf
Biomarker flr Atemwegsentziindungen von sehr niedriger Exposition gegenlber
verschiedener Luftschadstoffe, teilweise erstmals in einem Zeitfenster von
15 Jahren. Zusatzlich wurde ein Beitrag geleistet den Effekt der polygenetischen
Pradisposition sowie den PRS innerhalb der GxE gegenuber dem bisher
grélitenteils angewendeten hypothesenbasierten Kandidatenansatz zu
untersuchen. Diese Arbeit leistet zudem einen ersten Beitrag zur Untersuchung
der Unterschiede der Effekte von GXxE zwischen verschiedenen vulnerablen

Altersgruppen sowie ethnischen Gruppen.

Unter der Ubergeordneten Fragestellung inwiefern die individuelle genetische
Ausstattung mit der Luftverschmutzung hinsichtlich der respiratorischen
Gesundheit in verschiedenen Altersgruppen und ethnischen Gruppen interagiert,
zeigt diese Dissertation keine stabilen signifikanten GxE Effekte. Dennoch ist es
wahrscheinlich, dass unterschiedliche Mechanismen in Subgruppen der

Bevdlkerungen vorliegen.

Es wurde kein eindeutiger Unterschied der GxE Effekte in den
Altersgruppenvergleichen gefunden (Kress, Kilanowski et al., 2022). Aufgrund
der gezeigten Ergebnisse der Sensitivitatsanalysen alterer Frauen, die nie
geraucht haben sowie Jugendlicher ohne inflammatorische Atemwegsanzeichen
und -erkrankungen, lasst sich aber vermuten, dass sich die polygenetische
Pradisposition durch verschiedene biologische Mechanismen unterscheidet oder
unterschiedliche biologische Mechanismen in verschiedenen Subgruppen
wirken. Hinsichtlich verschiedener ethnischer Gruppen deuten die Effekte der
polygenetischen Pradisposition sowie der Luftverschmutzung auf die
respiratorische Gesundheit auf Unterschiede hin, die sich aber in den GxE nicht

widerspiegeln (Kress, Hara et al., 2022).
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Um die Ergebnisse vergleichen zu kdnnen und Evidenz zu generieren, sollten
GxE auf die respiratorische Gesundheit mit Hilfe von grof3en longitudinalen
Studien unter Starkung der interdisziplinaren und internationalen Forschung
weiter untersucht werden. Dabei sollten systematisch verschiedene vulnerable
Gruppen, weitere GesundheitszielgrolRen, Expositionsart, -quantitat, -zeitpunkt
und -dauer sowie genomweite PRS einbezogen werden, um prazise und

vergleichbare Ergebnisse zu erhalten.

Die Erforschung von GxE bietet die Mdglichkeit biologische Wirkungspfade zur
Entwicklung von komplexen respiratorischen Erkrankungen zu entschlisseln
(Holloway et al. 2012; Hsu et al. 2012; van der Mei et al. 2014; Sacks et al. 2011)
und das individuelle Risiko sowie das Risiko von vulnerablen Subgruppen zu
schatzen (Hsu et al. 2012; Ottman 1996; Murcray et al. 2009).

Diese Erkenntnisse sollten in passgenaue Interventionen in Hinblick auf die
Reduzierung der Luftverschmutzung sowie die individuelle Medizin umgesetzt
werden. Weiteres Potential sollte ausgeschopft werden, um Wissen uber die
zugrundliegenden  biologischen = Wirkungspfade zu generieren, aber
insbesondere globale Herausforderungen wie die Reduzierung gesundheitlicher

Ungleichheiten anzugehen.
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7 Anhang

7.1 Kohortenstudien

Die hier analysierten Kohortenstudien wurden alle von den zustandigen

Ethikkommissionen genehmigt (siehe Kapitel 1.10).
7.1.1 GINIplus/LISA
GINIplus

In der prospektiven Geburtskohortenstudie GINIplus zum Einfluss von
Erndhrungsinterventionen sowie Umwelt- und genetischen Einflissen auf die
Allergieentwicklung wurden zwischen September 1995 und Juni 1998 insgesamt
5991 reife und gesunde Neugeborene in zwei Regionen durchgefiihrt: der
stadtischen Region Munchen sowie der landlichen Region Wesel in
Westdeutschland. Dabei wurden in acht verschiedenen Geburtskliniken in Wesel
3 042 Neugeborene rekrutiert. Zu Beginn wurde die Studie als zweistrangige,
doppelt-verblindete und randomisierte Interventionsstudie durchgefihrt, wobei
mit einem Strang drei hypoallergene Praparate im Vergleich zur Standard-
Kuhmilchnahrung als Kontrolle untersucht wurden und der zweite Strang rein
beobachtend war. Das Ziel war es zunachst die fruhkindliche Ernahrung in
Hinblick auf die Entwicklung von allergischen Erkrankungen zu untersuchen
sowie den Verlauf atopischer Erkrankungen zu beobachten. Daten zu
allergischen  Erkrankungen der  Eltern, Tierkontakten, detaillierten
Wohnmerkmalen und sozio6konomischen Faktoren wurden bei der Rekrutierung
kurz nach der Geburt mit einem Elternfragebogen erhoben. Als die Kinder etwa
1,2, 3, 4,6, 10, 15 und 20 Jahre alt waren, wurden ahnliche Fragebdgen an die

Eltern verschickt.

Die GINIplus-Studie wurde in den ersten drei Jahren hauptsachlich durch das
Bundesministerium fur Bildung, Wissenschaft, Forschung und Technologie
(Interventionsarm) und das Helmholtz Zentrum Muinchen (ehemals GSF)
(Beobachtungsarm) gefordert. Die 4-, 6-, 10- und 15-Jahres-
Folgeuntersuchungen wurden aus den jeweiligen Budgets der funf
Studienzentren (Helmholtz ~ Zentrum Minchen (ehemals GSF),

Forschungsinstitut am Marien-Hospital Wesel, LMU Munchen, TU Munchen und
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ab 6 Jahren auch vom IUF — Leibniz-Institut fir umweltmedizinische Forschung
an der Heinrich-Heine-Universitat Dulsseldorf) und einem Stipendium des
Bundesministeriums fur Umwelt, Naturschutz, nukleare Sicherheit und
Verbraucherschutz (IUF Dusseldorf, FKZ 20462296) finanziert. Dartber hinaus
wurde die 15-dahres-Folgeuntersuchung von der Kommission der Europaischen
Gemeinschaften, dem 7. EU-Rahmenprogramm: MeDALL-Projekt sowie von den
Unternehmen Mead Johnson und Nestlé gefordert (Helmholtz Zentrum Minchen
Deutsches Forschungszentrum fir Gesundheit und Umwelt. 2022a; Schneider et
al. 2018; Heinrich et al. 2012).

LISA

Der Einfluss von Lebensstilfaktoren auf die Entwicklung des Immunsystems und
von Allergien in Ost- und Westdeutschland sowie Luftverschmutzung und
Genetik auf die Allergieentwicklung wird in der Geburtskohortenstudie LISA
untersucht. Dazu wurden 3 097 reife und gesunde Neugeborene in Munchen,
Wesel, Leipzig und Bad Honnef zwischen Juli 1997 und Januar 1999 rekrutiert.
348 Neugeborene wurden in drei verschiedenen Geburtskliniken in Wesel
rekrutiert. Die Studienpopulation umfasste 55 Prozent aller potentiell
einzuschlieenden Kinder, die in den drei Entbindungsstationen geboren
wurden. Daten zu allergischen Erkrankungen der Eltern, Tierkontakten,
detaillierten Wohnmerkmalen und sozioGkonomischen Faktoren wurden bei der
Rekrutierung kurz nach der Geburt mit einem Elternfragebogen erhoben. Als die
Kinder etwa 2, 1, 1 74, 2, 4, 6, 10, 15 und 20 Jahre alt waren, wurden ahnliche

Fragebdgen an die Eltern verschickt.

Die Studie wurde in den ersten zwei Jahren hauptsachlich durch das
Bundesministerium fur Bildung, Wissenschaft, Forschung und Technologie,
Helmholtz Zentrum Minchen (ehemals GSF), Helmholtz-Zentrum flr
Umweltforschung - UFZ, Leipzig und Forschungsinstitut am Marien-Hospital
Wesel, Praxis fur Kinder und Jugendmedizin, Bad Honnef finanziert. Die 4-, 6-,
10- und 15-Jahres-Folgeuntersuchungen wurden aus den jeweiligen Budgets der
beteiligten Partner (Helmholtz Zentrum Minchen (ehemals GSF), Helmholtz
Zentrum fur Umwelt Forschung - UFZ, Leipzig, Forschungsinstitut am Marien-
Hospital Wesel, Praxis fur Kinder und Jugendmedizin, Bad Honnef, IUF — Leibniz-
Institut fir umweltmedizinische Forschung an der Heinrich-Heine-Universitat
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Dusseldorf und zusatzlich durch ein Stipendium des Bundesumweltministeriums
(IUF Ddusseldorf, FKZ 20462296) geférdert. Darlber hinaus wurde die
15-Jahres-Folgeuntersuchung von der Kommission der Europaischen
Gemeinschaften, dem 7. EU-Rahmenprogramm: MeDALL-Projekt gefordert
(Helmholtz Zentrum Munchen Deutsches Forschungszentrum flr Gesundheit
und Umwelt. 2022b; Schneider et al. 2018; Heinrich et al. 2012).

Aufgrund  der  ahnlichen  Studiendesigns und  Definitionen  der
GesundheitszielgroRen werden die Daten der Kohorten GINIplus und LISA
oftmals gepoolt (GINIplus/LISA). Derzeit wird die Befragung im Alter von
25 Jahren durchgeflhrt.

7.1.2 SALIA

In der prospektiven SALIA Kohortensstudie wurden 4 874 Frauen im Alter von
55 Jahren, die in den Jahren 1985-1994 in den Regionen Ruhrgebiet Mitte und
Ost sowie dem Kontrollgebiet Borken und Dulmen wohnten, rekrutiert. Ziel der
Studie ist es im Zusammenhang zur Luftreinhalteplanung des Landes
Nordrhein-Westfalen den Effekt von der Exposition gegentber Feinstaub in der
AuBenluft auf die Lungenfunktion, auf Entzindungsreaktionen und auf
Alterungsprozesse zu untersuchen. Da Manner dieser Altersgruppe und
Wohnorte haufig im Bergbau beruflich gegenlber Luftverschmutzung exponiert
waren, wurden nur Frauen in diese Studie einbezogen. Mehrere

Folgeuntersuchungen wurden bereits durchgefuhrt:

e Mortalitats-Folgeuntersuchung in den Jahren 2001-2003 (3 923 lebende
Frauen)

e Fragebogen Erhebung im Jahr 2006 (n = 4 027)

e Fragebogen Erhebung sowie beispielsweise Blutabnahme, induziertes
Sputum und Lungenfunktionsmessung in den Jahren 2007-2010
(n =834)

e Fragebogen Erhebung im Jahr 2017 (n = 334)

e Fragebogen Erhebung und beispielsweise Hautuntersuchung in den
Jahren 2018-2019 (n = 224)

e SALIA Family- die Familienstudie: Befragung und Untersuchung von

Familienangehorigen der Frauen
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Gefordert wurde die SALIA Studie durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft,
das Umweltministerium des Landes Nordrhein-Westfalen, das
Bundesumweltamt, die Deutsche Gesetzliche Unfallversicherung sowie das
Bundesministerium fur Bildung und Forschung (Schneider et al. 2018; Teichert
et al. 2013).

Derzeit wird ein Projekt zur Untersuchung von SARS-CoV-2 Infektionen im
Zusammenhang zu chronischen Erkrankungen, Umwelteinflissen und
genetischen  Faktoren  durchgefihrt, welches von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft seit dem Jahr 2021 geférdert wird (Deutsche
Forschungsgemeinschaft. 2022).

7.1.3 Shika Studie

In der Shika Studie wurden in den Jahren von 2011 bis 2016 in vier
Modellgebieten in der Stadt Shika in Japan 4 544 Erwachsene, die alter als
40 Jahre waren, rekrutiert. In den Jahren 2018 und 2019 sind
Folgeuntersuchungen durchgefuhrt worden (Narukawa et al. 2021; Suzuki et al.
2020).

7.2 Nutzungslizenzen

7.2.1 Publikation 1

Die Publikation Chronic air pollution-induced subclinical airway inflammation and
polygenic susceptibility (Kress, Wigmann et al. 2022) wurde unter einer Creative
Commons Attribution 4.0 International License in der Fachzeitschrift Respiratory
Research veroffentlicht (siehe
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode). Es wurden keine

Anderungen an der originalen Verdffentlichung vorgenommen.

Unter der Angabe der Autor:innen, der Fachzeitschrift, der Verlinkung zur
Creative Commons License und unter Angabe, ob Anderungen vorgenommen
wurden, ist die Verwendung, das Teilen, die Anpassung, die Verbreitung sowie

die Reproduktion in jedem Medium oder Format erlaubt.
7.2.2 Publikation 2

Die Publikation Airway inflammation in adolescents and elderly women: Chronic

air pollution exposure and polygenic susceptibility (Kress, Kilanowski et al. 2022)
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in der Fachzeitschrift Science of the Total Environment im Verlag Elsevier
beinhaltet das Recht fur Autor:innen unter vollstandiger Zitation des Artikels
diesen Artikel fur wissenschaftliche Zwecke zu verwenden und zu teilen.
Darunter fallt auch die Einbringung in einer Dissertation, wenn diese nicht
kommerziell veroffentlich wird (siehe

https://www.elsevier.com/about/policies/copyright#Author-rights).

7.2.3 Publikation 3

Die Publikation The role of polygenic susceptibility on air pollution-associated
asthma between German and Japanese elderly women (Kress, Hara et al. 2022)
wurde unter einer Creative Commons Attribution 4.0 International License in der
Fachzeitschrift International Journal of Environmental Research and Public
Health veroffentlicht (siehe

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode). Es wurden keine

Anderungen an der originalen Verdffentlichung vorgenommen.

Unter der Angabe der Autor:iinnen, der Fachzeitschrift, der Verlinkung zur
Creative Commons License und unter Angabe, ob Anderungen vorgenommen
wurden, ist die Verwendung, das Teilen, die Anpassung, die Verbreitung sowie

die Reproduktion in jedem Medium oder Format erlaubt.
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