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1 Einleitung

1.1 Allergie und Atopie
Die Aufgabe des Immunsystems ist es korperfremde und damit potentiell gefdhrliche Zellen
zu erkennen und zu beseitigen. Dabeli ist es notwendig, dass nicht nur zwischen fremden und
korpereigenen, sondern auch zwischen harmlosen und potentiell gefdhrlichen Antigenen
unterschieden wird. Bei allergischen Erkrankungen ist dieser Regulationsmechanismus,
dhnlich wie bei Autoimmunerkrankungen, gestort. 1902 wurde von Charles Richet und Paul
Portier das Phdanomen der Anaphylaxie entdeckt (Portier und Richet 1902) und 1906 pragte
der Wiener Pidiater Freiherr Clemens von Pirquet den Begriff ,,Allergie (Pirquet 1906), der
an das griechische Wort ,,allos* (,,anders*) angelehnt ist. Dies bezog sich auf das Konzept,
dass ein Individuum eine verdnderte Féhigkeit zeigt auf einen Fremdstoff zu reagieren. Diese
Definition schlieBt sowohl eine verstirkte (Hyperergie), verminderte (Hypoergie) als auch
eine fehlende (Anergie) Reaktivitit ein. So war Pirquet der erste, der erkannte, dass das
Immunsystem nicht nur protektive Immunantworten vermittelt, sondern auch fiir
Uberempfindlichkeitsreaktionen verantwortlich sein kann. Heutzutage ist eine Allergie
definiert als tliberschieBende Immunantwort auf normalerweise harmlose Umweltantigene.
Der Begriff ,,Atopie wurde 1923 von Coca und Cooke in die medizinische Terminologie
eingefiihrt, um ein Phiinomen der Uberempfindlichkeit auf Einfliisse aus der Umwelt zu
beschreiben, welches familidr gehduft auftrat. (Coca und Cooke 1923) Dafiir fand der
Altphilologe Perry auf Bitte von Coca und Cooke den Begriff ,,Atopie*, was so viel bedeutet
wie "nicht an der Ublichen Stelle", und eine erbliche Stérung bezeichnen sollte, die sich
klinisch als Asthma oder Heuschnupfen in Begleitung einer Hautreaktion vom Soforttyp
gegen natiirliche Antigene manifestiert. 1933 nahmen Wise und Sulzberger das ,,atopische
Ekzem® als Hautmanifestation in die Gruppe der atopischen Erkrankungen auf. Sie schlugen
die Bezeichnung ,,atopic dermatitis or atopic eczema* vor, um lokalisierte und generalisierte
Lichenifikation und generalisierte ekzematdse Hautverdnderungen zu bezeichnen. (Wise und
Sulzberger 1993) Bereits 1921 hatten Prausnitz und Kiistner die Ubertragbarkeit der
Uberempfindlichkeit vom Soforttyp mit Serum nachweisen kénnen. (Prausnitz und Kiistner
1921) Coca und Cooke bezeichneten den ursidchlichen Serumfaktor spiter als ,,Atopisches
Reagin“. (Coca und Grove 1925) Nachdem 1966/1967 das japanische Arzte-Ehepaar
Kimishige und Teruko Ishizaka und der schwedische Immunologe SGO Johansson
unabhéngig voneinander entdeckt hatten, dass Antikorper der Immunglobulinklasse E (IgE) in
Verbindung mit dem jeweiligen Allergen zu allergischen Reaktionen vom Soforttyp fiihren

(Bennich, Ishizaka et al. 1969) definierte Jack Pepys Atopie als ,,vererbte Tendenz zur



Produktion erhohter Mengen von IgE-Antikdrpern gegen niedrige Mengen von
Umweltallergenen®. (Pepys 1994) Seitdem war die Definition des Begriffes ,,Atopie*
Gegenstand vieler Kontroversen. Unldngst definierte eine Arbeitsgruppe der World Allergy
Organization (WAQ) Atopie als ,,individuelle oder familidre Neigung zur Entwicklung einer
Sensibilisierung und Produktion von IgE-Antikdrpern als Antwort auf eine normale
Exposition gegeniiber Allergenen, gewdhnlichen Proteinen und Entwicklung von klinischen
Symptomen®. (Johansson, Bieber et al. 2004) Demnach gehdéren zu den Erkrankungen des
atopischen Formenkreises die allergische Rhinokonjunktivitis, das allergische Asthma und die

atopische Dermatitis.

1.2 Atopische Dermatitis
1.2.1 Klinik und Pathophysiologie

Die atopische Dermatitis, auch Neurodermitis genannt, ist eine chronisch rezidivierende,
durch starken Juckreiz charakterisierte Hauterkrankung. Die atopische Dermatitis hat keine
pathognomonischen Laborverdnderungen und eine grofe Variabilitdt klinischer Symptome
von Minimalvarianten wie der Pityriasis alba bis hin zu schweren erythrodermischen Formen.
Die Diagnose wird klinisch gestellt. Fiir epidemiologische Studien, bei denen die
dermatologische Untersuchung als Goldstandard aus logistischen Griinden nicht durchfiihrbar
ist, wurden in den letzten Jahrzehnten zahlreiche Kriterienkataloge entwickelt, von denen die
Hanifin und Rajka Kriterien (siehe Tabelle 1) (Hanifin und Rajka 1980), sowie die UK
Working Party Criteria (Williams und al. 1994) am haufigsten eingesetzt werden.
(Brenninkmeijer, Schram et al. 2008) Die Vereinfachung und Standardisierung der
Diagnosestellung geht allerdings mit einem gewissen Verlust an Spezifitdt und Reliabilitét

einher.

Fiir die Diagnosestellung wichtig ist das Vorliegen stark juckender, ekzematdser, manchmal
auch lichenifizierter Lasionen in typischer altersabhidngiger Lokalisation. Akute Lisionen
prisentieren sich mit einer R&tung, Schwellung (Odem) und gegebenenfalls einer
Blasenbildung. Nimmt die Intensitit zu, so konnen nidssende Erosionen entstehen, die
aufgrund moglicher Superinfektionen von eitrigen Krusten bedeckt sein konnen (Dermatitis).
Bei subakuten Lasionen dominiert die Schuppung und bei chronischen Lésionen stehen die
trockene, schuppende Haut, die Lichenifikation sowie streifenféormige Exkoriationen,
Erosionen und Rhagaden im Vordergrund. In 45% der Félle entwickelt sich die atopische
Dermatitis wahrend der ersten sechs Lebensmonate, in 60% im ersten Lebensjahr und 85%
der Patienten erkranken vor Erreichen des 5. Lebensjahres. (Bieber 2010) Sduglinge zeigen in

der Regel akut ndssende, verkrustete Herde an Stirn, Wangen und dem behaarten Kopf
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(Milchschorf) mit Ausbreitung der Hautverdnderungen an Rumpf und Extremitdten, der
Windelbereich ist hingegen fast immer symptomfrei. (Ruzicka, Ring et al. 1991) Nicht selten
treten bakterielle Superinfektionen auf. In 20-30% der Félle kommt es zu einer spontanen
Riickbildung der Krankheit bis zum 2. Lebensjahr. Uber die Hilfte der Patienten ist bei
Erreichen des 7. Lebensjahres beschwerdefrei. Im Erwachsenenalter dominieren
lichenifizierte Ekzeme in Extremitidtenbeugen, am Kopf und Nacken. Neue Schiibe sind zu

jedem Zeitpunkt der Erkrankung moglich. (Bieber 2010)

Die atopische Dermatitis gilt als komplexe, multifaktorielle Erkrankung, die auf dem Boden
komplexer Interaktionen erblicher und exogener (Umwelt-) Faktoren entsteht. Diese sind
einerseits mit gestorter epidermaler Barrierefunktion, einem hohen transepidermalen
Wasserverlust und einer daraus resultierenden starken Trockenheit der Haut (Xerosis cutis)

verbunden, andererseits mit einer

Verinderung von immunologischen Immunitat

Reaktionsmustern. Dies zeigt eine in

zellulare

Richtung Th2 verschobene systemische

humorale

Immunantwort mit erhohter Produktion

der Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 und

einer konsekutiv gesteigerten IgE-

Sekretion sowie einer sequentiellen IL-2

Aktivierung von Th2- und Thl-Zellen [FNy IL-4

in Hautldsionen. Die Th2-Dominanz hat TNF IL-5
zudem zur Folge, dass wichtige Ll
Funktionen von Thl- und Thl7-Zellen Abb. 11 PSR

wie die angeborene Immunabwehr der Dermatitis. Beim Krankheitsbild der atopischen Dermatitis
liegt eine immunologische Imbalance vor, bei der der Th2-

Subtyp und die durch ihn gebildeten Zytokine, IL-4, IL-5 und
IL-13 dominieren.

Haut empfindlich gestort sind. (Bieber
2008)



Mind. 3 Hauptkriterien Mind. 3 Nebenkriterien

Pruritus Xerosis cutis

Typische Morphologie und Verteilung Weiler Dermographismus
Atopie in Eigen- o. Familienanamnese Erhohter IgE-Spiegel
Chronisch o. chronisch rezidivierend Frither Krankheitsbeginn

Tendenz zu Hautinfektionen

Tendenz zu unspezifischer
Hand/FuB3dermatitis

Mamillenekzem

Cheilitis

Rezidivierende Konjunktivitis
Dennie-Morgan-Falte

Keratokonus

Anteriorer subscapuldrer Katarakt
Orbitale Hyperpigmentierung
Gesichtsblisse, Gesichtserythem
Pityriasis alba

Anteriore Nackenfalte

Pruritus beim Schwitzen

Intoleranz von Wolle

Perifollikulare Akzenturierung
Nahrungsmittelunvertriaglichkeit
Kausaler Zusammenhang mit emotionaler
Belastungssituation

Ichthiosis/palmare Hyperlinearitit/Keratosis

pilaris

Tabelle 1 Kriterien nach Hanifin und Rajka
1.3 Epidemiologie

Auch wenn deutliche Unterschiede in der Haufigkeit atopischer Erkrankungen zwischen
verschiedenen Léndern der Welt, Europas, aber auch zwischen Regionen innerhalb
Deutschlands bestehen und viele Studien aufgrund unterschiedlicher Erhebungsinstrumente
schwer vergleichbar sind, hat die Pravelenz atopischer Erkrankungen in den letzten Jahren
insbesondere in industrialisierten Landern zweifellos stark zugenommen. So leidet heutzutage
ein Drittel der Bevolkerung an allergischer Rhinokonjunktivitis, Asthma, atopischer

Dermatitis, einer Nahrungsmittel- oder Insektenstichallergie. (Kay 2001) (Kay 2001)



Die Privalenz fiir atopische Dermatitis betrdgt bis zu 20% bei Kindern und 5% bei
Erwachsenen, wobei die Inzidenz in den Industriclindern wéhrend der letzten 30 Jahre um
das 2- bis 3-fache gestiegen ist. (Novak 2009) Da sich der genetische Hintergrund in solch
einem kurzen Zeitraum nicht grundlegend &dndert, wird der Anstieg der Prdvalenz auf
Veridnderungen der Umwelt zuriickgefiihrt. Ein Erklarungsmodell stellt hierbei die Hygiene-
Hypothese dar. (Braun-Fahrlander und Lauener 2003) Als Erkldrung fir die
Pravalenzunterschiede werden z. B. Unterschiede im Klima oder der Erndhrung genannt.

(Flohr 2011)
1.3.1 Genetische Risikofaktoren der atopischen Dermatitis

Viele Studien haben gezeigt, dass bei atopischer Dermatitis erbliche Faktoren eine
entscheidende Rolle spielen. (Holloway, Yang et al. 2010) So gilt eine positive
Familienanamnese als grof3ter Risikofaktor fiir die Entwicklung einer atopischen Dermatitis.
Ist ein Elternteil betroffen, so verdoppelt sich das Risiko fiir das Kind, sind beide Elternteile
betroffen, so verdreifacht es sich. (Schultz und Holm 1985) Es konnte gezeigt werden, dass
die Allergieentwicklung eines Kindes stirker mit einer Allergie bei der Mutter assoziiert ist
als mit einer Allergie beim Vater. (Moore, Rifas-Shiman et al. 2004) (Litonjua, Carey et al.
1998) Auch in Zwillingsstudien konnte der Einfluss von genetischen Faktoren nachgewiesen
werden. So ist die Konkordanzrate bei monozygotischen Zwillingen mit 0,77 groBer als bei
dizygotischen Zwillingen mit 0,15. (Schultz und Holm 1985) Jedoch gibt es selbst bei
genetisch identischen Zwillingen Unterschiede in Bezug auf das Auftreten von einer
atopischen Dermatitis. Dies zeigt, dass die atopische Dermatitis als komplexe genetische
Erkrankung bezeichnet werden muss, die sowohl von genetischen Faktoren als auch von
Umweltfaktoren in threm klinischen Bild und ihrer IgE vermittelten Sensitivitit beeinflusst

wird. (Weidinger und Irvine 2011)

Die Gene, die an Entstehung und Verlauf der AD nach heutigem Kenntnisstand beteiligt sind,
lassen sich vereinfacht nach der Funktion der von ithnen kodierten Proteine in vier Gruppen

einteilen: (Weidinger und Irvine 2011)

1. Innates Immunsystem

2. Aufrechterhaltung der Hautbarriere
3. Adaptives Immunsystem
4

Gewebsreaktion

Zur ersten Gruppe gehoren Gene, die fiir Komponenten des angeborenen Immunsystems, wie

z.B. CD14 und TLR4 kodieren.
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Abb. 1-2 Dysfunktion der Hautbarriere bei atopischer Dermatitis. Bei der atopischen
Dermatitis ist die Hautbarriere gestort. Das Protein Filaggrin ist eine Schliisselkomponente
der Protein-Lipid-Schicht der Haut und verhindert normalerweise das Eintreten von
Bakterien, Viren und Allergenen. Mutationen im Filaggrin-Gen fiihren bei Patienten mit
atopischer Dermatitis zu verstirktem Eintritt von Allergenen in den Organismus.

Zur zweiten Gruppe gehdren Gene, die fiir essentielle Proteine kodieren, welche die
epidermale Hautbarriere aufrechterhalten und bei der Exposition von Umwelteinfliissen
Signale an das Immunsystem weiterleiten, wie SPINK5 (Moffat 2004, Weidinger, O’Sullivan
et al. 2008) und FLG. (Smith, Irvine et al. 2006) (Palmer, Irvine et al. 2006) (Baurecht, Irvine
et al. 2007) Die Identifikation von Null-Mutationen des Profilaggrin-Gens (FLG), die zu einer
verminderten oder fehlenden Produktion von Filaggrin, einem essentiellen epidermalen
Strukturprotein, fiihren, stellt einen Durchbruch in der Allergiegenetik dar. Profilaggrin wird
als ca. 400kDa grofles, wasserunldsliches und biologisch inaktives Prd-Protein im oberen
Stratum granulosum exprimiert. Im weiteren Verlauf der Keratinozytendifferenzierung wird
es in 10-12 identische Filaggrin-Peptide gespalten. Diese vernetzen die Keratin-
Intermedidrfilamente, was zur Abplattung der Keratinozyten hin zu Corneozyten fiihrt. Nach
der Vernetzung der Intermedidrfilamente dissoziieren die FLG-Peptide wieder und werden
proteolytisch abgebaut zu kleinen Peptiden und hygroskopischen AS wie Urocaninsdure und
Pyrrolidoncarbonsdure, die als sogenannte ,natiirliche Feuchthaltefaktoren® fiir die
Hydratation des Stratum corneum sorgen. Daneben regulieren sie den Oberflachen-pH, der
wiederum die Proteasenaktivitdit in der Haut beeinflusst und haben antimikrobielle
Eigenschaften. (Jungersted, Scheer et al. 2010) (Miajlovic, Fallon et al. 2010) Damit vereint
dieses Schliisselprotein der Epidermis zentrale bei der AD gestorte Funktionen, insbesondere

die korrekten Ausbildung einer physikochemischen Barriere.

Bevolkerungsreprasentative Studien zeigen, dass etwa 8% der Bevolkerung Tréger von FLG-

Mutationen sind, die zu einer verminderten oder fehlenden Produktion von Filaggrin flihren,



und bestitigen eine einhergehende Erhohung des Erkrankungsrisikos fiir AD auf mehr als das
Dreifache. (Baurecht, Irvine et al. 2007) (Rodriguez, Baurecht et al. 2009) Insbesondere
scheint ein erblich bedingter Mangel an Filaggrin zu schweren sich frith manifestierenden
Formen der AD mit allergischen Sensibilisierungen, hohem Gesamt-IgE und begleitendem
Asthma zu préadisponieren. (Weidinger, O’Sullivan et al. 2008) (Henderson, Northstone et al.
2008) (Weidinger, Illig et al. 2006) Dartiber hinaus scheint die durch ein Filaggrin-Defizit
hervorgerufene Barrierestorung unabhidngig von AD zu Hauttrockenheit, allergischer
Sensibilisierung, Heuschnupfen und allergischem Kontaktekzem zu pradisponieren. (Novak,
Baurecht et al. 2008) (Sergeant, Campbell et al. 2009) (Irvine 2007) (Rodriguez, Baurecht et
al. 2009)

Envi ;
[TLR2, TLR4, CD14|

GSTP1, GSTM1, -3, 5, GSTT) \

Atopic Immune Responses Barrier Function
| Hue, 5 > | FLG, SPINKS, CTNNAZ

i il C110rf30, COL29A1, IL13,
[T ILIRLY, IL33 ORMDL3/GSDML, PENDRIN

MYB, WDR36 UL L

(I | FCER1A CD23 | #90
| OPN3/CHML, |t

| CYF1P2, IL4, [\
lIL4RA, IL12, IL13

TBX21, PHF11, IRAKM,

Tissue Response

ADAM33, UPAR, NPSR1,

[1L13]

COL29A1, TNC

Abb. 1-3 Kandidatengene fiir allergische Erkrankungen. Die Gene, die an der
Allergiegenese beteiligt sind, konnen in vier Gruppen eingeteilt werden. Nach den vier
Bereichen, in denen sie zum Tragen kommen: Unmittelbare Reaktion auf Umwelteinfliisse,
Aufrechterhaltung der Hautbarriere, Modulation der Inmunantwort und Gewebsreaktion.

Zur dritten Gruppe zdhlt man die Gene, die die Immunantwort modulieren wie /L13, IL4,
IL44, RANTES, CARD4, STAT6, TBX21, HLAG und GATA3, die die Differenzierung von
naiven T-Zellen in TH1 und TH2 regulieren (Holloway, Yang et al. 2010) und CMA1, das

von Mastzellen exprimiert wird. (Weidinger, Riimmler et al. 2005)

Zur vierten Gruppe fasst man die Gene zusammen, die die Gewebsantwort auf chronische
Entziindung mitbestimmen. Dazu gehort 4DAM33, das von Fibroblasten und glatter
Muskulatur exprimiert wird, PDE4D und COL29A41. (Holloway, Yang et al. 2010)



Es gibt bis heute drei genomweite Assoziationsstudien (GWAS) zur atopischen Dermatitis,
die sechs weitere Risikogene aufdecken konnten. Hierzu zdhlen CIlorf30/LRRC32 auf
Chromosom 11q13.5 (Esparza-Gordillo, Weidinger et al. 2009), OVOLI, ACTL9 und
KIF34/IL4 (Paternoster, Standl et al. 2011) sowie TMEM232 und TNFRSF6B (Sun, Xiao et
al. 2011). Diese Gene spielen ebenfalls eine Rolle fiir die Aufrechterhaltung der natiirlichen
Hautbarriere und/oder beeinflussen die Immunregulation. Zusammengenommen erkldren die
bekannten genetischen Suszeptibilitdtsloci jedoch nur etwa 20% der Gesamtheritabilitit.
(Weidinger und Irvine 2011) Neben Umweltfaktoren konnten epigenetische Mechanismen
hingegen den Schliissel zum Verstdndnis der Krankheitsentstehung bei atopischer Dermatitis

liefern.

1.3.2 Umweltbedingte Risikofaktoren der atopischen Dermatitis

Neben der erblichen Préadisposition sind Umwelt- und Lebensstil-Faktoren wichtig fiir die
Entstehung und den Verlauf atopischer Erkrankungen. So konnten als umweltbedingte
Risikofaktoren fiir atopische Dermatitis Aeroallergene aus Hausstaubmilben, Pollen und
Tierepithelien (Purvis, Thompson et al. 2005) sowie Nahrungsmittelallergene wie Kuhmilch
und Hiihnereiwei3 (Hauk 2008) identifiziert werden. Neuere Studien deuten darauf hin, dass
zumindest bei einem Teil der Patienten mit AD autoreaktive Mechanismen eine Rolle spielen

konnten. (Tang, Bieber et al. 2012)

Neben Allergenen konnen auch mikrobielle Antigene (Kisich, Carspecken et al. 2008) (Elias
und Schmuth 2009) sowie Irritantien wie Seife, Wolle und Schweifl (Schmid-Ott, Jaeger et al.
2001) (Mothes, Niggemann et al. 2005) eine atopische Dermatitis triggern. Ein
Erkldrungsmodell fiir die steigende Inzidenz der atopischen Dermatitis stellt die Hygiene-
Hypothese dar. (Strachan 1989) Sie besagt, dass Infektionen und unhygienische Bedingungen
mit niedriger Allergieprivalenz assoziiert sind. So entwickeln Kinder, die auf einem
Bauernhof aufwachsen deutlich weniger Allergien, als Kinder in Stidten. (Mutius 2010)
Dabei scheinen der Zeitpunkt und die Dauer der Exposition eine wichtige Rolle zu spielen. So
konnte gezeigt werden, dass die grofte Risikoreduktion erreicht wird, wenn die Kinder bereits
pranatal (Ege, Bieli et al. 2006) und anschlieBend im ersten Lebensjahr der
Bauernhofumgebung ausgesetzt sind (ALEX Studie).



Modulation of gene expression by the pre and post natal environment:

Maternal diet
(folate, PUFA,
antioxidants etc)

Preset Environmental
developmental modification of

“Epigenetic gene expression

Program” through R Miciial
epigenetic icrobial exposure
changes % Other exposures

(i.e smoking

“Adaptive” changes in gene expression in preparation - =
& air pollution)

for anticipated postnatal environment

Birth
Presymptomatic differences in

. . . > nisation
immune function emerging Colonisatio

Ongoing ’f

environmental 4= Infantdiet

v

modification o (inc. breastfeeding)
A

Smoking, air
pollution & other
postnatal influences

Established allergic phenotype

Abb. 1-4 Modulation der Genexpression durch die pri- und postnatale Umwelt. Eine
Reihe an pri- und postnatalen Umweltfaktoren konnen das Epigenom und die Genexpression
wihrend der frithen Entwicklung mafigeblich beeinflussen. Das konnte Auswirkungen auf den
Phinotyp und die Krankheitspridisposition haben.

Als wichtigste protektive Faktoren werden der Kontakt mit Bauernhoftieren (Downs, Marks
et al. 2001) (Wickens, Lane et al. 2002) (Perkin und Strachan 2006) und das Trinken
unpasteurisierter Milch (Wickens, Lane et al. 2002) (Riedler, Braun-Fahrlaender et al. 2001)
angenommen. Auch erhohte Mengen an mikrobiellen Substanzen scheinen zum ,,Farm-
Effekt™ beizutragen. So wurden in Matratzen von auf Bauernhdfen lebenden Kindern mehr
Bakterienbestandteile wie Endotoxine und Muraminsduren gefunden, als bei anderen
Kindern. (Schram, Doekes et al. 2005) Die Menge an Endotoxinen in den Matratzen zeigt
einen inversen Zusammenhang mit der Privalenz fiir atopische Sensitivierung. (Braun-
Fahrlaender, Riedler et al. 2002) Periphere Leukozyten von Kindern aus der ALEX-
Population, die auf Bauernhdfen leben, zeigen eine vermehrte Expression von Genen fiir
CD14, TLR2 und TLR4. (Lauener, Birchler et al. 2002) (Ege, Bieli et al. 2006) Dies legt die
Vermutung nahe, dass Umwelteinfliisse, vor allem mikrobielle Bestandteile, die
Expressionsrate von den Genen beeinflussen, die fiir die mikrobiellen Ligand-Rezeptoren
codieren. (Lauener, Birchler et al. 2002) Bisher ist jedoch unklar, {iber welche Mechanismen
Umweltkomponenten allergieprotektive Effekte vermitteln. Neue Ergebnisse zeigen, dass
Umweltbedingungen iiber epigenetische Mechanismen Einfluss auf das Krankheitsrisiko

nehmen kénnen. (Martino und Prescott 2010) (White, Hollams et al. 2006)



1.4 Epigenetik
Epigenetische Prozesse gelten als eine zentrale Schnittstelle zwischen Umwelt, genetischer
Pradisposition und Phénotyp. Der Begriff Epigenetik kommt urspriinglich aus dem
Griechischen und bedeutet wortlich {libersetzt: zusdtzlich zur Genetik. Erstmalig geprigt
wurde der Ausdruck 1942 von Conrad Waddington: ,,Zweig der Biologie, der die kausalen
Wechselwirkungen zwischen Genen und ihren Produkten untersucht, welche den Phanotyp
hervorbringen®. Diese doch recht allgemeine Vorstellung wurde zunehmend weiterentwickelt,
und heute wird der Begriff Epigenetik
meist verwendet, um  vererbbare
Verdanderungen in der Genomfunktion,
die nicht auf einer Anderung der DNA-
Sequenz beruhen, zu beschreiben. Dem
konnen sehr unterschiedliche Ursachen

zugrunde liegen, unter anderem DNA-

Methylierung, Histonmodifikationen und !

™ | R
RNA  vermittelte Mechanismen (siche ,,, 1.5 Milch direkt aus dem Euter. Wichtige

Abb. 1-6). Die DNA liegt in

protektive Faktoren stellen den friihkindlichen Kontakt zu
Bauernhoftieren, sowie der Verzehr unpasteurisierter Milch

. . dar. (Wickens, Lane et al. 2002)
Nukleosomen vor. Dabei sind 147

Basenpaare um ein Histonoktamer gewunden. (Portela und Esteller 2010) Je nachdem, ob die
Histone am N-Terminus acetyliert, methyliert, ubiquitiniert oder phosphoryliert sind, liegt die
DNA als transkriptionsaktives Euchromatin oder dem Transkriptionsapparat weitgehend
unzugingliches Heterochromatin vor. Durch diese posttranslationalen Modifikationen der
Histone kann also die Genexpression malgeblich beeinflusst werden. (Bernstein 2005)
MikroRNAs sind kleine einzelstringige, hochkonservierte RNAs, die in der Lage sind die
Genexpression, durch Degradation von mRNA-Transkripten oder Inhibition der Translation,
negativ zu beeinflussen. (Bartel 2004) Man schitzt, dass 30% aller Gene durch MikroRNAs
reguliert werden. (Lewis, Burge et al. 2005) Umweltfaktoren konnen {iiber solche
Mechanismen molekularer Strukturen, die die DNA im Zellkern verpacken, dauerhaft, aber
reversibel regulatorischen Einfluss auf die Genexpression nehmen und auf diese Weise die
Krankheitssuszeptibilitit beeinflussen und das klinische Bild mitbestimmen. Die Epigenetik
liefert somit eine Erkldrung, wie Umweltfaktoren den Aktivitdtszustand von Genen verdndern
konnen und wie diese Verdnderungen von einer Generation zur ndchsten weitergegeben
werden konnen und ist mit hoher Wahrscheinlichkeit neben genetischen Faktoren fiir einen
Teil der hohen Heritabilitit vieler hdufiger Erkrankungen verantwortlich. Am intensivsten

untersucht sind epigenetische Mechanismen im Bereich der Onkologie. Fiir das Genom von
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Tumorzellen konnte eine globale DNA-Hypomethylierung nachgewiesen werden. Dadurch
entsteht eine genomische Instabilitét, die zur Expression von Onkogenen fithren kann. (Jones
und Baylin 2007) Epigenetische Mechanismen werden jedoch zunehmend auch als wichtiger
Faktor betrachtet, der das individuelle Risiko fiir nicht-neoplastische Erkrankungen wie die
AD beeinflusst. Zu den epigenetischen Mechanismen gehdéren u. a. die

Histonproteinmodifizierung (Methylierung, Acetylierung, Phosphorylierung) und die DNA-

Methylierung.
Mechanismen der Epigenetik
(vereinfacnte Carsteilung)
CHROMOSOM
s Histonmodifikatio DNA-Methylierung
- NUKLEOSOM
Centromer
i !
\ A koo l Transkription
\\ Histon ~ DNA | s b
\

/ \x.. l Translation
\\
Chromatiden vergrt lentec Prctein
Ausscheint

kondensiert Gmmmp  richt kondensiert CFaBabe NS

M asir: Ndesary. 2011

Abb. 1-6 Epigenetische Mechanismen. Die DNA bildet mit den Histonen Nukleosome. Dabei kann die DNA
als Heterochromatin  (transkriptionsinaktiv) oder als Euchromatin (transkriptionsaktiv) vorliegen.
Histonmodifikation und DNA-Methylierung konnen die DNA-Konformation verindern und somit Einfluss auf die
Genexpression nehmen.
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1.4.1 DNA-Methylierung

Die DNA-Methylierung ist der am besten verstandene epigenetische Mechanismus. Hierbei
wird eine Methylgruppe auf das Carbon 5 des Nukleotides Cytosin, innerhalb eines CpG-
Dinukleotides iibertragen. Dieser Methylierungsprozess wird von DNA-Methyltransferasen
(DNMT) ausgefiihrt, die eine Methylgruppe von S-Adenosyl-Methionin (SAM), der

stoffwechselaktiven Form der Aminoséure Methionin, auf die DNA iibertragen.

NH, NH,

HAC Demethylierung
) ~N . =N
-|\ o ~ L .
NH ™0 Methylierung NH ™0
5-Methyl-Cytosin Cytosin
Abb. 1-8 DNA-Methylierung

Die DNMTI, auch Maintenance-Methyltransferase genannt, ist bei der Mitose von
Bedeutung. Sie nutzt den Mutter-DNA-Strang als Template und tibertrdgt die Methylgruppen
auf die entstehenden Tochterstringe. So bleibt das Methylierungsmuster bei der Replikation
erhalten. Neben der Maintanance-Methyltranferase existieren noch die DNMT3A und
DNMTS3B, die fiir die de novo Methylierung zusténdig sind und keine Zellteilung erfordern.
(Janson 2009) Sie sind vor allem wéhrend des Embryonalstadiums von Bedeutung und legen
das Methylierungsmuster fest. Sie werden daher vor allem in embryonalen Stammzellen und

weniger in ausdifferenzierten Zellen exprimiert. (Esteller 2007)

In der DNA gibt es Abschnitte, die besonders reich an CpG—Dinukleotiden sind, sogenannte
,»CpG-Islands®. Diese Regionen bestehen definitionsgeméf aus mindestens 500 Basenpaaren
und enthalten {iber 55% C- und G-Nukleotide, wobei das Verhéltnis von GpCs zu den zu
erwartenden CpGs >0,65 betrdgt. (Takai und Jones 2002, Isidoro-Garcia 2007) Meist sind
,»CpG-Islands® in Promotorregionen von Genen zu finden und sind typischerweise
unmethyliert. Von den 30 Millionen CpGs des menschlichen Genoms liegen nur 1-2% in
CpG-Islands vor. Der Grofiteil befindet sich in einem methylierten Zustand innerhalb
repetitiver Sequenzen. (Bird 2002) Hypomethylierung geht in der Regel mit einer verstiarkten
Transkriptionsrate einher (Pfeifer 2000), Hypermethylierung hingegen mit einer direkten oder
indirekten Repression der Transkription. Die direkte Repression erfolgt durch sterische

Inhibition DNA-bindender Proteine wie z.B. Transkriptionsfaktoren, bei der indirekten
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Repression werden Chromatin-modifizierende Enzyme iiber Methyl-CpG-bindende Proteine
(MBPs) rekrutiert. Bei den fiir diese Modifikationen zustdndigen Enzymen handelt es sich
z.B. um Histonacetyltransferasen = (HATs), Histondeacetylasen @ (HDACs) und
Histonmethyltransferasen (HMTs). (Bhavsar 2008) Eine Acetylierung durch eine
Histonacetyltransferase fiihrt zum Offnen der Chromatinstruktur und begiinstigt somit die
Transkription, eine Deacetylierung durch eine Histondeacetylase hingegen fiihrt die
Nukleosomen in die Form des Heterochromatins und stoppt somit die Transkription. (Bhavsar

2008) (Bhavsar 2008) (Janson 2009)

Eine Schliisselrolle spielt die DNA-Methylierung beim genomischen Imprinting, bei dem
eines der parentalen Allele hypermethyliert ist, sodass eine monoallelische Expression zum
Tragen kommt. Ahnliches wird bei der Dosiskompensation der X-Chromosom-Inaktivierung
bei Frauen beobachtet. (Reik und Lewis 2005) Weiterhin trdgt die DNA-Methylierung zur
Genomstabilitdit bei, indem sogenannte Genom-Parasiten wie Transposons und

Retrotransposons durch Hypermethylierung stillgelegt werden. (Dean, Lucifero et al. 2005)

In Tumorzellen sind die ,,CpG-Islands* oft hypermethyliert, was zur Folge hat, dass Tumor-
Suppressor-Gene nicht transkribiert werden und es zum ungehemmten Zellwachstum kommt.
Aus diesem Grund bringt man Verdnderungen des Methylierungsmusters in ,,CpG-Islands*
mit malignen Transformationen in Verbindung. (Portela und Esteller 2010) Die Rolle der
DNA-Methylierung in der Pathogenese von Krebserkrankungen ist bereits gut verstanden und
wird sogar als Therapieansatz genutzt. (Yoo und et al. 2006) Fiir allergische Erkrankungen
wie die atopische Dermatitis hingegen ist der Stellenwert der DNA-Methylierung bislang
ungeklart.

Unmethylated CpG island

Abb. 1-8 Genregulation durch CpG-Methylierung. Zu sehen ist ein CpG-Island im Bereich eines Gen-
Promoters. Auf der linken Seite ist das CpG Island demethyliert. Die Transkriptionsfaktoren (TF) und die RNA-
Polymerase (RNA pol) konnen ungehindert binden und das Gen wird exprimiert. Auf der rechten Seite wird das
CpG-Island von der DNA-Methyltransferase (DNMT) methyliert. Auf Grund von sterischen Effekten und durch das
Anlagern von Methyl-CpG-Bindedoménen (MBD)-Proteinen ist der Transkriptionsapparat nicht mehr in der Lage
an die DNA zu binden. Das Gen wird nicht exprimiert.
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1.4.2 Epigenetik und Allergie

Allergische Erkrankungen wie die atopische Dermatitis sind gekennzeichnet durch eine in
Richtung Th2 verschobene systemische Immunantwort. (Martino und Prescott 2010) Der
Th2-Lokus enthédlt die Gene fiir die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13, die einen bedeutenden
Anteil an der allergischen Immunantwort haben, sowie fiir das konstitutiv exprimierte Rad50-
Gen. Die Differenzierung in Thl- und Th2-Zellen unterliegt einer epigenetischen Kontrolle.
(Lee, Kim et al. 2006) (Lee, Agarwal et al. 2002) Vor allem IFNy ist bei der Thl-
Differenzierung von grofer Bedeutung. So kommt es wéhrend der Th2-Differenzierung zur
repressiven Modifikation des IFNy-Promotors durch Hypermethylierung und damit
einhergehendem ,,Silencing™ der IFNy-Transkription. (Jones und Chen 2006) Weiterhin
konnten DNAsel-Hypersensitivitdtsstellen und demethylierte CpGs innerhalb dieser Stellen
im IL-4 und IL-13 Promotor identifiziert werden. (Santangelo, Cousins et al. 2002) (Lee,
Agarwal et al. 2002) Eine weitere wichtige regulatorische Region des Th2-Lokus ist die Th2-
Zytokin Locus Control Region (LCR), die sich am 3'Ende des Rad50-Gens befindet und
mehrere Hypersensitivitétsstellen enthélt. (Lee, Kim et al. 2006) Wéhrend der Th2-
Differenzierung findet hier eine Demethylierung der RADS50-Hypersensitivititsstelle 7 statt.
(Kim, Fields et al. 2007) (Yang und Schwartz 2012)

Weitere Hinweise auf eine Rolle von Methylierungsmustern bei allergischen Erkrankungen
kommen aus epidemiologischen Studien. So konnte gezeigt werden, dass bei einem Leben auf
dem Bauernhof eine verstirkte Methylierung an der Treg-spezifische differenziell methylierte
Region (TSDR) im Gen FOXP3 auftritt. (Martino und Prescott 2010) A. Iwoffii konnte als ein
protektiver Faktor der Bauernhofumgebung identifiziert werden. In einer Studie wurde er
trachtigen Tieren prénatal intranasal appliziert, was einen protektiven Effekt fiir die
Nachkommen hatte, die weniger Inflammation der Atemwege aufwiesen. Bei ihnen gab es
starke Unterschiede in der Thl-IFNy-Produktion, was auf Verdnderungen im
Methylierungsmuster des IFNy-Promotors zuriickgefiihrt werden konnte. (Conrad, Ferstl et al.
2009) Dies ist eine der ersten Studien, die zeigt, dass mikrobielle Exposition das fetale
Immunsystem durch epigenetische Mechanismen verdndern kann. Auch fiir Erndhrung konnte
ein solcher Einfluss nachgewiesen werden. So kann die Einnahme von Folsdure, einem
starken Methylgruppendonor, wihrend der Schwangerschaft die allergische Disposition des
Feten verdndern. In einer Studie wurde trichtigen Méusen Folsdure verabreicht, was ein
verdndertes Methylierungsmuster von 84 Genloci und eine verénderte allergische Antwort zur
Folge hatte. (Hollingsworth, Maruoka et al. 2008) Auch inhalierte Schadstoffe beeinflussen
die epigenetische Kontrolle. So ist Kontakt mit Schadstoffen aus dem Autoverkehr wéhrend

der Schwangerschaft mit einem erhdhten Risiko fiir frithkindliches Asthma assoziiert. (Perera,
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Tang et al. 2009) Auch postnatal zeigen viele Expositionen einen starken Zusammenhang mit
der Entwicklung von Asthma, wie z. B. Zigarettenrauch (Bouzignon, Corda et al. 2008),
Viruserkrankungen (Folkerts, Busse et al. 1998) oder die Immunisierung gegen verschiedene
Infektionskrankheiten. (Shirakawa, Enomoto et al. 1997) Bis heute gibt es in der Literatur nur
zwei Publikationen die sich mit der Epigenetik speziell im Zusammenhang mit der atopischen
Dermatitis auseinandergesetzt haben. Nakamura et al. berichteten iiber eine signifikant
verminderte Expression der DNA-Methyltransferase 1 (DNMT1) in peripheren
mononukledren Zellen (PBMCs) bei Patienten mit atopischer Dermatitis, die hohe IgE-
Spiegel im Blut aufweisen. (Nakamura, Sekigawa et al. 2006) Eine Fehlfunktion dieses
Enzyms konnte eine verdnderte DNA-Methylierung zur Folge haben und zu einer verdnderten
Expression AD-assoziierter Gene fithren. Weiter wurde gezeigt, dass der Promotor FCER1G
des hochaffinen IgE-Rezeptors FCeRI in Monozyten von Patienten mit atopischer Dermatitis
hypomethyliert ist, was eine verstirkte Genexpression nach sich zieht. (Liang, Wang et al.
2012) In der Kaskade der allergischen Immunreaktion ist das Binden des Antigen-IgE-
Komplexes an den hochaffinen IgE-Rezeptor auf der Oberfldche verschiedener Immunzellen
ein wesentlicher Vorgang. All dies zeigt, dass epigenetische Einfliisse eine wichtige Rolle in

der Allergiegenese spielen konnten.

1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit
Eine Reihe aktueller Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass epigenetische
Mechanismen in der Pathogenese der AD relevant sein konnten. Um erste Erkenntnisse liber
die Rolle der DNA-Methylierung fiir die AD zu erlangen, wurde im Rahmen dieser
Dissertation eine erste Epigenomweite-Methylierungs-Studie (EWAS) durchgefiihrt. Dabei
sollte nicht nur untersucht werden, ob und in welchen Genregionen Unterschiede im
Methylierungsmuster zwischen AD-Patienten und Gesunden erkennbar sind, sondern auch in
welchen Geweben die meisten/groften Unterschiede zu beobachten sind, ob diese
Unterschiede mit differentieller Expression einhergehen und bis zu welchem Grad sich die
Gewebearten in dieser Hinsicht unterscheiden. Dazu wurde die DNA von Keratinozyten
(epidermal sheets), T-Zellen, B-Zellen und peripheren Leukozyten und die mRNA aus

Epidermis und Vollblut von 12 Patienten und 13 Kontrollen untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Methoden
2.1.1 Probandenkollektiv

Das Probandenkollektiv umfasste 12 Patienten mit atopischer Dermatitis und 13 gesunde
Kontrollen. Bei den Féllen handelte es sich um Patienten der Klinik fiir Dermatologie und
Allergologie am Biederstein sowie der Universititshautklinik Bonn. Fiir die Patienten galt als
Einschlusskriterium die &rztliche Diagnose einer atopischen Dermatitis. Es wurden nur
Patienten eingeschlossen, die in den letzten 4 Wochen keine systemischen Medikamente
eingenommen hatten und in den letzen 72 Stunden vor Probenentnahme auf topische
Medikamente verzichtet hatten. Die Kontrollpersonen waren gesunde freiwillige Probanden,
die in ihrer Vorgeschichte keine atopischen Erkrankungen wie Asthma, atopische Dermatitis
oder allergische Rhinitis aufwiesen. Fiir beide Gruppen wurden nur Probanden zwischen 20
und 40 Jahren ausgewihlt, da die DNA-Methylierung mit dem Alter variiert. (Fuke,
Shimabukuro et al. 2005) (Fraga, Ballestar et al. 2005) So lag das mediane Alter in dem
Patientenkollektiv bei 33,7 Jahren und in dem Kontrollkollektiv bei 25,5 Jahren. Ebenso
wurde eine moglichst gleiche Geschlechterverteilung in beiden Vergleichsgruppen angestrebt,
da die DNA-Methylierung geschlechtsabhingig ist. (Eckhardt, Lewin et al. 2006) So lag der
Anteil weiblicher Probanden in der Patientengruppe bei 42% und in der Kontrollgruppe bei
54%. Eine Beschreibung des Probandenkollektivs findet sich in Tabelle 2-1. Allen Probanden
wurde Blut abgenommen fiir die Gewinnung von DNA aus peripheren Leukozyten, CD4+ T-
Zellen und B-Zellen, und fiir die RNA-Isolation aus Leukozyten. Weiterhin wurden shave
Biopsien von Arm oder Riicken gewonnen. Bei den Féllen wurden fiir die DNA-
Methylierungsanalyse Proben aus ldsionaler Haut verwendet, fir die RNA-

Expressionsanalyse Proben aus sowohl ldsionaler, als auch nicht-ldsionaler Haut.

Untersuchungskohorte
Variabel AD (n=12) Kontrollen (n=13)
n weiblich (%) 5 (42%) 7 (54%)
Medianes Alter (IQR) 33 (30.5-38) 25.5 (22-27.25)
n Expressionsdaten (%) 10 (83%) 13 (100%)
Tabelle 2-1 Beschreibung des Probandenkollektivs

Vor Beginn der Studie wurden alle Probanden schriftlich und miindlich iiber das Projekt
aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstindnis. Ein entsprechendes Ethikvotum der

Ethikkommission der Bayerischen Landesédrztekammer (Nr. 02014) lag vor.
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2.1.2 Isolation mononukleirer Zellen aus peripherem Blut mittels

Dichtegradientenzentrifugation

Zu den peripheren mononukledren Blutzellen (PBMCs) gehoren B-Zellen, T-Zellen und
Monozyten. Unmittelbar nach der Blutentnahme erfolgte die Isolation mittels
Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll-Paque). Ficoll ist ein synthetisches Polysaccharid, das
eine hohere Dichte als Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten, aber eine geringere
Dichte als Erythrozyten und Granulozyten besitzt. Zur Zellfraktionierung wurden 15ml Ficoll
in einem 50ml Falcon-Rohrchen vorgelegt. 15-20ml EDTA Blut wurde mit Phosphat
gepufferter Salzlosung (PBS) auf 30ml aufgefiillt und iiber das Ficoll geschichtet.
AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation

bei 470xg fiir 20min ohne Bremse. Dabei

. . . . Layers before centrifugation
lagern sich die mononukledren Zellen ihrer

spezifischen Dichte entsprechend in der o

Interphase zwischen Uberstand (Plasma, e

Thrombozyten) und der Ficoll-Losung ab.

Die Erythrozyten und Granulozyten sinken Layers after centrifugation
als Pellet auf den Boden des Falkon- _E:lgi/l:?z

Roéhrchens. Die PBMCs wurden vorsichtig %g;&t:?ccx::

mit einer Pipette in ein neues Rohrchen

tberfiihrt. Danach wurden sie dreimal mit , ., , Prinzip der Dichtegradienten-

zentrifugation. Durch die Zentrifugation lagern sich die
mononukledren  Zellen ihrer spezifischen Dichte
entsprechend in der Interphase zwischen Uberstand und
Ficoll-Losung ab. Die Erythrozyten sinken dabei als Pellet
auf den Boden. So ist ein Abpipettieren der PBMCs
moglich.

15-30ml PBS gewaschen und mit Bremse
zentrifugiert (410xg fiir 15min, dann
zweimal 300xg fiir 10min). Die Zellen
wurden in einem Falkon-Rhrchen vereinigt
und ein Aliquot in der Neubauer-Kammer gezihlt. Ein Viertel der insgesamt ca. 25x10°
Zellen wurde anschliefend fiir die T-Zell-Isolation, drei Viertel fiir die B-Zell-Isolation

verwendet.
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2.1.3 Isolation von CD4+ T-Zellen aus Vollblut

Die Isolation von CD4+ T-Zellen aus Vollblut erfolgte mit dem MACS CD4+ T-Zell-
Isolations-Kit nach Protokoll des Herstellers (Miltenyi Biotec). Das Isolationsverfahren
beruht auf dem Prinzip der negativen Selektion der T-Zellen mittels indirekter magnetischer
Markierung aller nicht-T-Zellen. Die Zellen werden mit Antikorper-gekoppelten
ferromagnetischen MicroBeads markiert und iiber eine Sdule gegeben, die sich in einem
Magnetfeld befindet. Unmarkierte Zellen passieren dabei die Sdule ungehindert, wihrend die
markierten Zellen zuriickgehalten werden. Mittels dieser Methode koénnen ,,unberiihrte®
CD4+ T-Zellen gewonnen werden. Dadurch wird eine negative FEinflussnahme auf

nachfolgende Versuche durch markierende Antikérper vermieden.

Zunichst wurden wie oben beschrieben aus dem Vollblut periphere mononukleédre Blutzellen
(PBMCs) mittels Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll-Paque) gewonnen. AnschlieBend
wurden die PBMCs mit einem Cocktail Biotin-markierter Antikdrper gegen CDS§, CD14,
CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TZRy/d und Glycophorin A inkubiert. Nach der
Inkubation waren alle nicht-CD4+ T-Zellen mit biotinylierten Antikérpern markiert. Nach
Zugabe anti-Biotin-konjugierter, ferromagnetischer MicroBeads wurden die markierten
Zellen von den unmarkierten mittels MACS-Technologie separiert. Durch das Magnetfeld des
Separators wurden die mit den ferromagnetischen MicroBeads markierten nicht-CD4+ T-
Zellen zuriickgehalten und die unmarkierten CD4+ T-Zellen passierten die Sdule. In der

negativen Fraktion waren anschlieSend ca. 2,6 x 10°® ,,unberiihrte* CD4+ T-Zellen enthalten.
2.1.4 Isolation von B-Zellen aus Vollblut

Die Isolation von B-Zellen aus Vollblut beruht wie die Isolation von CD4+ T-Zellen, auf dem
Prinzip der negativen Selektion mittels magnetischer Markierung. Fiir die Isolation von B-
Zellen wurde das B Cell Isolation Kit II von MACS Miltenyi Biotec verwendet. Nach
Gewinnung von PBMCs mittels Dichtegradientenzentrifugation wurden Biotin-markierte
Antikorper gegen CD2, CD14, CD16, CD36, CD43 und CD235a (Glycophorin A) zugesetzt.
Als zweites Reagenz wurden anti-Biotin-konjugierte, ferromagnetische MicroBeads
hinzugegeben und mittels Auto-MACS Separator die B-Zellen mit einer Ausbeute von

1,9x10° von den nicht-B-Zellen separiert.

18



2.1.5 DNA-Isolation aus B-Zellen und CD4+ T-Zellen

Fiir die DNA-Isolation aus B-Zellen und CD4+ T-Zellen wurde das QIAamp® DNA Mini Kit
von QIAGEN verwendet. Die Isolation erfolgte nach dem Herstellerprotokoll (Blood and
Body Fluid Spin Protocol). In jeweils einem 1,5ml Reagenzgefal wurden 20ul QIAGEN
Protease vorgelegt und 200ul Probenmaterial zugefiigt. Um genomische, RNA-freie DNA zu
erhalten wurden noch 4ul RNase A Losung zugesetzt. Anschlieend wurde das Gemisch mit
200ul AL-Puffer versetzt und fiir 15s gemischt. Es folgte eine Inkubation bei 56°C fiir 10min.
Um Tropfen von der Deckelinnenseite zu entfernen wurden die Reagenzgefile kurz
zentrifugiert. Nach der Zugabe von 200ul 96-100%igem Ethanol wurden sie erneut im
Vortexer gemischt und abzentrifugiert. Dann wurden in 2ml Sammelréhrchen QIAamp-
Sdulen platziert, das Gemisch aus den Reagenzgefiflen in diese iiberfiihrt und fiir Imin bei
6000xg zentrifugiert. Die QIAamp-Sdulen wurden mit 500ul AW1 Waschpuffer versetzt,
erneut flir Imin zentrifugiert und in neue Sammelréhrchen platziert. Fiir den néchsten
Waschvorgang wurden 500ul AW2 Puffer  verwendet. Es folgt eine 3-miniitige
Zentrifugation bei 20.000xg. Das Filtrat wurde nach jedem Zentrifugationsschritt verworfen.
Im letzten Schritt wurde auf die Sdulen jeweils 2 x 100ul Elutionspuffer (AE Puffer)
pipettiert, fiir Smin bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und anschlieBend bei 6000xg fiir Imin

zentrifugiert.

2.1.6 DNA-Isolation aus Epidermis

Die Isolation von DNA aus epidermalem Gewebe (shave Biopsien) erfolgte mit dem QIAamp
DNA Mini Kit nach Protokoll des Herstellers (Tissue Protocol). Die Hautproben wurden in
kleine Stiicke geschnitten und jeweils in ein 1,5ml Reagenzrohrchen platziert. Anschlielend
wurden zu jeder Probe 180ul ATL Puffer sowie 20ul Proteinase K hinzugegeben. Es schloss
sich ein Inkubationsschritt von 1-3h bei 56°C an, bis das Gewebe vollstindig zersetzt war.
Nach einer kurzen Zentrifugation wurde das Gemisch mit 4pul RNase versetzt, gut gemischt
und 2min bei Raumtemperatur inkubiert. 200ul AL Puffer wurden zugefiigt, gemischt und
alles erneut bei 70°C fiir 10min inkubiert. Im néchsten Schritt wurden 200ul Ethanol (96-
100%) zugegeben, gut gemischt und abzentrifugiert. Das Gemisch wurde in QIAamp-Siulen
iiberfiihrt, die in Sammelréhrchen platziert wurden. Nach einer Zentrifugation bei 6000xg fiir
Imin folgten zwei Waschvorginge mit jeweils 500ul AW1 Puffer und AW2 Puffer.
(Zentrifugation bei 6000xg fiir 1 min bzw. 20.000xg fiir 3min) Das Filtrat wurde nach jeder
Zentrifugation verworfen. AbschlieBend erfolgte die Elution mit 2 x 100ul AE Puffer nach 5
min Inkubation bei RT und Zentrifugation bei 6000xg fiir Imin.
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2.1.7 DNA-Isolation aus 9ml EDTA-Blut

Die verwendete Methode fiir die Gewinnung von DNA basiert auf Miller (Miller, Dykes et al.

1988) und umfasst die Ausfallung der Zellproteine mittels einer saturierten NaCl Lésung.

Fiir die Erythrozytenlyse wurden 9ml EDTA Blut in 50ml Polypropylenréhrchen mit 30ml
eiskaltem RBC-Lysis-Puffer resuspendiert und 15min auf Eis inkubiert. Nach anschlieBender
10-miniitiger Zentrifugation bei 2500rpm wurde der Uberstand, bestehend aus den
degradierten Erythrozyten, dekantiert.

Zu den verbliebenen Zelllysaten wurden fiir die Leukozytenlyse 5ml SE-Puffer, 25ul
Proteinase K und 250ul SDS 20% hinzugegeben und es folgte eine Inkubation iiber Nacht bei
55°C, dem Temperaturoptimum der Proteinase K. Fiir die EiweiBfillung wurde nach
abgeschlossener Inkubation jedes Rohrchen mit 5ml SE-Puffer und 3ml saturiertem NaCl
versetzt, fir 10min bei 55°C inkubiert, anschlieBend fiir exakt 25s geschiittelt und bei 3500
rpm fiir 15 min bei 40°C zentrifugiert. Am Grund des Rohrchens blieb ein ausgefilltes
Protein Kiigelchen iibrig und der Uberstand, der die DNA enthielt, wurde in ein 13ml 100%
Isopropanol (2-Propanol) enthaltendes Rohrchen dekantiert. Das Réhrchen wurde behutsam
invertiert bis die DNA prézipitierte. Nach erneuter Zentrifugation bei 4500rpm fiir Smin
wurde der Uberstand erneut unter Beobachtung des DNA-Pellets dekantiert. AnschlieBend
wurden 5ml 70% Ethanol hinzugegeben und eine zweite Zentrifugation bei 4500rpm fiir Smin
folgte. Der Uberstand wurde dekantiert und das Réhrchen trocknete 30min umgedreht auf
Filterpapier. Zur anschliefenden DNA-Renaturierung wurde die DNA in 1ml TE-Puffer
gelost.

Bis zur weiteren Verarbeitung erfolgte eine kurzfristige Lagerung aller DNA-Isolate bei 4°C,

langfristig wurden die Proben bei -20°C bis -80°C autbewahrt.
2.1.8 Qualitatspriifung der DNA

Um die isolierte DNA auf ausreichende Konzentration, Integritit und Reinheit zu tiberpriifen,

wurden folgende Methoden der Qualitédtskontrolle auf alle Proben angewandt.

2.1.8.1 Konzentrationsmessung mit dem Nanodrop
Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdurelosungen erfolgte durch Messung der

optischen Dichte mittels Spectrophotometrie. DNA hat ein UV-Absorptionsmaximum bei
einer Wellenldnge von 260nm. Eine Losung mit 50pg/ml DNA weist eine optische Dichte
(OD) von 1 bei einer Wellenldnge von 260nm auf. Eine gleichzeitig stattfindende Messung

der Absorption bei 280nm erlaubt eine Schitzung der Verunreinigung mit Proteinen. Fiir
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reine DNA ist die OD bei 260 nm doppelt so hoch wie die OD bei 280 nm. Der
Verhiltniswert der Absorption OD260/0OD280 stellt deshalb ein MaB3 fiir die Reinheit der
Probe dar und sollte zwischen 1,7 und 2,0 liegen. Der Nanodrop ND-1000 ist ein ,,Voll*-
Spektrum (220-750nm) Spektrophotometer, das 1ul Proben sehr akkurat und reproduzierbar
misst. Es benutzt eine patentierte Proben Retentionstechnologie, die allein die
Oberfldchenspannung benutzt um die Probe an ihrem Platz zu halten. Dies ermdglicht ein
Arbeiten ohne sperrige Kiivetten und andere Hilfsmittel und man kann in Sekunden die
Oberfliche von der vorherigen Probe sdubern. Weiterhin kann der ND-1000 auch hoch

konzentrierte Proben ohne Verunreinigung messen.

Fiir die DNA-Methylierungsanalyse wurden nur Proben mit einer Konzentration >23ng/ul

und einer OD260/280 von 1,7 — 2,0 verwendet.

2.1.8.2 DNA-Qualitdtsgel
Eine Agarose Gel Elektrophorese wird eingesetzt, um die DNA-Fragmente der Grof3e nach

aufzutrennen. Die jeweilige FragmentgroBBe kann durch einen Vergleich mit kommerziell
erhédltlichen Fragmenten, bekannter Grof3e, abgeschitzt werden. Die Nukleinsduren wandern
im elektrischen Feld zur Anode, da sie eine natiirliche negative Ladung an ihrem
Phosphodiesterriickgrat tragen. Je kleiner das DNA-Fragment ist, desto schneller wandert es
durch das elektrische Feld. Um die Integritit, d.h. eine ausreichende Fragmentgrofe der
isolierten DNA zu iiberpriifen, wurden Gele mit 0,8% Agarose Anteil gegossen. Dafiir wurde
die Agarose in TBE-Puffer gelost und in der Mikrowelle erhitzt. Um die DNA sichtbar zu
machen wurde anschlieBend Ethidium-Bromid hinzugegeben, ein interkalierendes Agens, das
bei 266nm fluoresziert. AnschlieBend wurde es in Gelkammern mit Taschenkdmmen
gegossen. Das fertige Gel wurde in Elektrophoresekammern mit 1x TBE-Puffer bedeckt. Zu
1uL DNA wurden 4uL Auftragspuffer (BlueJuice™) zugefiigt, um sie in der Geltasche am
Boden zu halten und sichtbar zu machen. Zusétzlich wurden 4uL eines Markers (Lambda
DNA/EcoRI+HindIIl Marker), sowie SuL fiinf verschiedener Grofenstandards, in weitere
Geltaschen gegeben. Die Elektrophorese lief 90 Minuten bei 90V. Die Banden wurden
anschlieend mit Hilfe des zugesetzten Ethidiumbromids unter UV-Licht sichtbar gemacht
und das Gel wurde fotografiert. Kompakte DNA-Banden mit einer Grofle von >20kb wiesen
auf eine sehr gute Qualitdt hin und wurden ohne Bedenken fiir alle nachfolgenden Analysen

benutzt. Degradierte Proben ohne klare Banden wurden verworfen.

2.1.8.3 Amelogenin-PCR
Die Polymerasenkettenreaktion (PCR) (Saiki, Gelfand et al. 1988) stellt eine

Standardmethode zur Amplifikation spezifischer DNA-Regionen dar. Die Reaktion startet mit
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einem Denaturierungsschritt, bei dem die Proben auf 95°C erhitzt werden und der dazu
verwendet wird die DNA-Doppelhelix in ihre beiden Einzelstringe aufzuspalten. Damit die
Primer sich spezifisch an die komplementdren Sequenzen des Matrizenstrangs anlagern
konnen (Annealing), wird die Temperatur herabgesetzt. Die Primer sind normalerweise 18 bis
25bp lang und so konstruiert, dass sie den Bereich der DNA einschlieen, der amplifiziert
werden soll. Die Annealing-Temperatur ist von der Basenzusammensetzung der Primer
abhdngig und liegt normalerweise 5°C unter ihrer Schmelztemperatur. Wahrend des
folgenden Elongationsschritts wird die Temperatur auf 72°C erhoht, dem
Temperaturoptimum der Tag-Polymerase. Die Tag-Polymerase lagert sich an jeden Primer an
und nutzt das 3°’°OH Ende der Primer und die bereitgestellten Desoxyribonukleotide (dNTPs)
um die Synthese neuer DNA Stringe zu katalysieren. Die Amplifikation besteht aus 30 bis 45
Zyklen Denaturierung, Annealing und Elongation, in deren Verlauf es zur logarithmischen

Vervielfaltigung des durch die Primer festgelegten Abschnitts des Genoms kommt.

Fiir die Amelogenin-PCR wurde ein Bereich im Amelogenin-Gen (AMEL), das fiir eine
Proteinkomponente des Zahnschmelzes kodiert, amplifiziert und analysiert. AMEL ist auf den
Chromosomen Xp22.2 und Ypl1.2 lokalisiert. Eine Deletion von 141bp in AMELY erlaubt
eine Unterscheidung zwischen AMELX und AMELY mittels PCR und dadurch eine
Bestimmung des Geschlechts des DNA-Spenders. Die eingesetzten PCR-Primer schlieBen die
141bp Deletion in AMELY ein und fithren zu einem 789bp PCR-Produkt, wogegen AMELX
durch ein vollstdndiges PCR-Produkt von 930bp gekennzeichnet ist. Da weibliche Individuen
zwei identische Kopien von AMELX aufweisen, wird auf dem Gel nur eine Bande (930bp)
beobachtet. Bei médnnlichen Individuen zeigen sich dagegen zwei verschiedenen Banden, eine
fir AMELX (930bp) und eine kleinere fir AMELY (789bp). Die Amelogenin-PCR
ermoOglicht es eine Verunreinigung der DNA-Proben durch PCR-Inhibitoren, wie
Hamoglobin, zu erkennen. Auch stellt sie einen Test dar, durch den man ein Vertauschen von

Proben ausschlieBend und die richtige Probenzuordnung sicherstellen kann.
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Primer F CTGATGGTTGGCCTCAAGCCTGTG

Primer R TAAAGAGATTCATTAACTTGACTG
Tabelle 2-2 Primer-Sequenzen 5°-3" fiir die Amelogenin-PCR

Reagenz 50x

10 x Puffer* 100ul

dNTPs (2mM)* 100ul

MgCI2 (25mM)* 60ul

F Primer (100pmol) 2.5ul

R Primer (100pmol) 2.5ul

Taq Polymerase (5U/ul)* 10ul

Wasser 675ul
Tabelle 2-3 PCR-Mix (50 Reaktionen). 1nl DNA wurde zu 10pl PCR-Mix gegeben und die PCR gestartet.

*Qiagen

2ul PCR Produkt wurden mit 2pl 10x Auftragspuffer (BlueJuice™) auf ein 1,5% Agarosegel
gegeben. Das Gel lief bei 90V fiir 95min. Anschlieend wurden die zwei verschiedenen PCR
Produkte fiir AMELX und AMELY unter UV-Licht sichtbar gemacht.

1 95°C fiir 15min
2 95°C fiir 30s

3. 62°C fiir 30s

4, 72°C fir 1min
5
6
7

Wiederholung von Schritt 2-4, 34 mal
72°C fiir 10min
4°C dauerhaft

Tabelle 2-4 Programm fiir den Thermocycler.

2.1.9 Methylierungsanalyse

2.1.9.1 Bisulfitkonvertierung

2.1.9.1.1 Prinzip

Um DNA-Methylierungen identifizieren und quantifizieren zu konnen, miissen die
entsprechenden DNA-Proben zuvor mit Natriumbisulfit behandelt werden. Hierdurch kann
das Methylierungsmuster in eine messbare Verdnderung der Basenabfolge {ibersetzt werden.
Dabei werden alle unmethylierten Cytosine in Uracil umgewandelt, wohingegen methylierte
Cytosine unverdndert bleiben. Das bedeutet, dass alle nach der Behandlung verbliebenen
Cytosinreste in der Sequenz zuvor methylierte Cytosine repridsentieren. Zu einem
vernachldssigbaren Anteil wird 5-Methyl-Cytosin auch zu Thymin deaminiert. Diese
Reaktion fillt jedoch nicht ins Gewicht. (Frommer, MCDonald et al. 1992) Die Deaminierung

von Cytosin zu Uracil erfolgt in drei Schritten:

1. Sulfonierung: Anlagerung von Bisulfit an die 5-6-Doppelbindung von Cytosin

2. Hydrolytische Desaminierung des Uracil-Bisulfit-Derivats
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3. Alkalische Desulfonierung: Entfernung der Sulfonatgruppe, es entsteht Uracil (Clark,
Harrison et al. 1994).

2.1.9.1.2 Durchfiihrung
Fiir die Bisulfitkonvertierung wurde das EZ-DNA-Methylierungskit von Zymo Research

benutzt. Eingesetzt wurden 500ng DNA mit einer Konzentration von 2pg. Zunichst wurde zu
jeder DNA-Probe Sul M-Dilution-Buffer hinzugegeben. AnschlieBend wurden die Proben bei
37°C fir 15min inkubiert.

Jeder Probe wurden 100ul Conversion-Reagenz zugefiigt (vor Gebrauch wurde dieses mit
750pul  Wasser und 210ul M-Dilution-Puffer

vermischt) und es folgte eine Inkubation bei 95°C
ggggCatgCCttCGgCtgactgg (top strand)

fiir 30s gefolgt von einer Inkubation bei 50°C fiir ~gtacggaaGCrgactgace (bottom strand)

15min (20 Zyklen). Danach wurden die Proben fiir

20min auf Eis gekiihlt. Im Anschluss wurden : .
o o ™ Bisulfite conversion

400ul M-Binding-Puffer in eine Zymo-Spin " IC

Sdule vorgelegt und diese in ein Sammelréhrchen

gestellt. ggggliatg/UttCGglitgaltgg (top strand)
gtallggaaGCligaUtgalll (bottom strand)

Nach abgeschlossener Inkubation wurden die
Proben in die Zymo-Spin'VIC Séulen gegeben

Abb. 2-2 Bisulfit-Konvertierung. Bei der

und diese wurden mehrmals invertiert. Fiir 30Qs Bisulfitkonvertierung  werden unmethylierte
Cytosine (hier blau dargestellt) durch

erfolgte eine Zentrifugation bei hochstmdglicher Sulfonierung, Desaminierung und Desulfonierung
in Uracil umgewandelt, wohingegen methylierte

Geschwindigkeit (mind. 10,000xg). Das Filtrat im Cytosine unverindert bleiben. So kann das
Methylierungsmuster in einer messbaren
Sammelrohrchen wurde dekantiert. In jede Siule Verinderung der Basenabfolge iibersetzt werden.
wurde 100ul M-Wash-Puffer hinzugefiigt und es folgte eine erneute Zentrifugation fiir 30s.
Danach wurden die Sdulen mit je 200ul M-Desulphonation-Puffer befiillt und bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach 15 — 20min wurden die Proben erneut fiir 30s zentrifugiert

und das Filtrat dekantiert.

Zwei weitere Male wurde 200ul M-Wash-Puffer hinzugegeben, fiir 30s zentrifugiert und das
Filtrat dekantiert.

Zum Schluss wurde die Sdule in ein 1,5ml Rohrchen gestellt, 10ul Wasser in die Sdulen
Matrix gegeben und fiir 30s zentrifugiert um die DNA zu lésen. Die Proben wurden im

Anschluss bis zu ihrer Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert.
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2.1.9.2 Infinium HumanMethylation27 BeadChip

Mit Hilfe dieses Arrays von Illumina Inc. kann der Methylierungsstatus von insgesamt 27.578

einzelnen CpG-Dinukleotiden, die vorwiegend in den regulierenden Bereichen (Promotoren)

von mehr als 14.000 Genen liegen, bestimmt werden. (Bibikova, Lin et al. 2006)

Nach erfolgter Bisulfitkonvertierung wird eine ,,Whole Genome Amplification* durchgefiihrt.

Hierfir wird die DNA denaturiert und amplifiziert und anschliefend enzymatisch

fragmentiert. Dann ist sie bereit fiir den BeadChip.

Methylated DNA Locus

| B, _".
Methylated -
bead type S _.
) ‘o
Bisulfite | cG -
DNA 7 :
/\.\/ ARARRRNNY ce s
T - "‘
Unmethylated y
bead type A~ .
*_\ G- ]
Bisulfite U CA c .
DNA\ @ | .. .
N

Unmethylated DNA Locus

T @
Unmethylated .

bead type A~ b

- G Ve 1
Bisulfite \ 2

u CA [
NA
DNA @ | .
N er
T— @
Methylated 7
bead type A .
Bisulfite /o
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DNA
\ W | | 5
N GT
Abb. 2-3 Prinzip des HumanMethylation 27 BeadChip.

Jedem Dinukleotid entsprechen zwei Beads auf dem Chip, die mittels
sequenzspezifischer Oligonukleotide (50mer Primer) die DNA
erkennen und binden. Dabei unterscheiden sich die beiden Primer der
Beads am 3'-Ende durch eine Base (Base G — methyliertes CpG, Base
A — unmethyliertes CpG). So bindet nur der M-Bead-Typ an
methylierte CpG-Sites und der U-Bead-Typ an unmethylierte CpG-
Sites. Bei Ubereinstimmung kommt es zur Einzelbasenverlingerung
mit Biotin/Dinitrophenyl-markierten ddNTPs.

Das Infinium I Assay beruht auf
einer Kombination aus Sequenz-
spezifischer Hybridisierung und
Allel-spezifischer Einzelbasen-
verldngerung. Jedem CpG-
Dinukleotid  entsprechen  zwei
Beadtypen auf der Oberfliache des
Chips. Diese Beads tragen
sequenzspezifische Oligonukleotide
(50mer Primer), durch die die
genomische DNA mittels
komplementarer Basenpaarung
erkannt und gebunden wird. Da sich
die Primer fiir ein bestimmtes CpG
an threm 3" Ende durch die Base G
(methyliertes CpG) bzw. A
(unmethyliertes CpQ) unter-
scheiden, bindet der eine Primer-
Typ an die methylierte CpG-Site
(M-Bead-Typ) und der andere an
die unmethylierte CpG-Site (U-
Bead-Typ). Nur bei  Uber-
einstimmung der Primersequenz mit
der Probensequenz kommt es zu
einer Einzelbasenverldngerung mit
Biotin- bzw. Dinitrophenyl-
markierten ddNTPs (siche Abb. 2-

3). Nach Anfirben der hybridisierten Proben mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern, wird die
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Platte durch den sogenannten Bead Array Reader ausgelesen. Dabei wird die Signalintensitit
der methylierten Beads durch die Summe aller Signale (methylierte und unmethylierte Beads)
fiir das jeweilige CpG dividiert, das Ergebnis liegt dann zwischen Null und Eins. Null
bedeutet dabei unmethyliert und Eins komplett methyliert. So ist es mdoglich, die
Methylierung einzelner CpGs zu quantifizieren. Die weitere Auswertung erfolgte mit der

speziellen Software BeadStudio.
2.1.10 RNA-Expressionsanalyse

Fiir die Expressionsanalyse wurden Blutproben und epidermales Gewebe entnommen und die
RNA mit dem PAXgene® Blood miRNA Kit (Qiagen GmbH, Hilden) bzw. dem PAXgene
Tissue RNA Kit (Qiagen GmbH, Hilden) extrahiert. Zur Uberpriifung von Reinheit und
Integritdt der RNA wurden der Bioanalyzer 2100 (Agilent) mit dem RNA 6000 Nano Kit
(Agilent) verwendet. 500ng der RNA wurden mit dem Illumina TotalPrep-96 RNA
Amplification Kit (Ambion) in einer Reverse Transkriptase Reaktion zu cRNA transkribiert
und mit Biotin-UTP markiert. 3000ng der cRNA wurde auf dem Illumina HumanHT-12v3
Expression Chip hybridisiert. Die Chips wurden nach Herstellerangaben gewaschen und

gescannt.

2.1.10.1 RNA-Extraktion aus Vollblut:
Die Extraktion von RNA aus Vollblut erfolgte mit dem PAXgene® Blood miRNA Kit

(Qiagen GmbH, Hilden). Wie im Herstellerprotokoll empfohlen wurden die Proben zunéichst
zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend zentrifugiert. Der entstandene
Uberstand wurde dekantiert und das verbliebene Pellet wurde mit 4ml RNAse-freiem-Wasser
versetzt. AnschlieBend wurde alles mit einem Vortexer gemischt. Im Anschluss folgte ein
weiterer Zentrifugationsschritt (10min, 4000xg). Der Uberstand wurde verworfen und das
entstandene Pellet in 350ul BM1-Pufferlosung gelost. Die Probe wurde in 1,5ml Rohrchen
iiberfiihrt, mit 300ul BM2 Puffer und 40ul Proteinase K versetzt, gemischt und bei 55°C fiir
10min inkubiert (Schiittel-Inkubator, 1000rpm). Anschliefend wurde das Gemisch in eine
PAXgene-Shredder-Saule pipettiert und in ein 2ml-Réhrchen platziert und zentrifugiert. In
einem neuen 1,5ml-R6éhrchen wurde das Filtrat anschlieBend mit 700ul Isopropanol versetzt.
Aufgrund der begrenzten Fiillmenge der Sdulen wurde das Probengemisch danach in zwei
Arbeitsschritten auf die PAXgene-Saule aufgetragen. Im ersten Vorgang trugen wir 700ul auf
und setzten die Sdule dann auf ein leeres Cup. Dieses zentrifugierten wir fiir Imin bei 8000g
und wiederholten den Vorgang mit dem Rest des Gemisches. 350ul BM3-Puffer wurden
hinzugegeben, gefolgt von einem weiteren Zentrifugationsschritt. In einem separaten 1,5ml

Rohrchen wurden 10ul DNase 1 Losung mit 70ul RDD-Puffer vermischt. Der DNAse-Mix
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wurde in die PAXgene-Sédule gegeben und bei 25°C fiir 15min inkubiert. Es folgten drei
Waschginge, zundchst mit 350u1 BM3-Puffer und anschlieend zwei Mal mit je 500ul BM4-
Puffer. Um die Probe aus der Sédule zu 16sen, gaben wir 40ul BR5-Puffer auf die Séule und
zentrifugierten diese fiir Imin bei 8000g. Diesen Vorgang wiederholten wir noch einmal.
AnschlieBend inkubierten wir die Probe fiir Smin bei 65°C. Die Proben wurden im Anschluss

bis zu ihrer Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert.

2.1.10.2RNA-Extraktion aus Haut (ldsional und nicht-ldasional)
Die RNA-Extraktion aus Haut wurde mit dem PAXgene Tissue RNA Kit (Qiagen GmbH,

Hilden) nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Zundchst wurde das Gewebe mit dem Tissue
Ruptor homogenisiert. Dafiir wurde das Gewebe, zusammen mit 300ul TR1-Puffer in ein
Prozessierungs-Rohrchen platziert und unter Zuhilfenahme des TissueRuptors bei hdchst
moglicher Geschwindigkeit innerhalb von 20-40s homogenisiert. Zu dem Lysat wurden 580ul
RNAse-freies-Wasser, sowie 20ul Proteinase K hinzugegeben und fiir 5s gevortext. Es folgte
ein Inkubationsschritt fiir 15min bei 45°C in einem Schiittel-Inkubator bei 1400rpm.
Anschlieend wurde der Schiittelinkubator auf 65°C vorgewarmt. Das Lysat wurde fiir drei
Minuten bei 20.000xg zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Mikrozentrifugen-
Rohrchen transferiert, dabei verbleibt das Pellet in dem Prozessierungs-Rohrchen. 450ul
Ethanol absolut wurden hinzugegeben, 5s gevortext und 2s bei 1000xg zentrifugiert. 700ul
der Probe wurde in eine PAXgene-RNA-MinElute-Spin-Séule {iberfiihrt, diese in einem 2ml-
Prozessierungs-Rohrchen platziert und alles fiir Imin bei 8000xg zentrifugiert. Das Eluat
wurde verworfen und der Arbeitsschritt mit den restlichen ca. 700ul der Probe unter
Verwendung der gleichen MinElute-Spin-Siule und Prozessierungsrohrchens wiederholt. Die
Spin-Sdule wurde in ein neues 2ml Prozessierungs-Rohrchen gegeben und das vorher
verwendeten Prozessierungs-Rohrchens mit Inhalt verworfen. Zu der PAXgene-RNA-
MinElute-Spin-Siule wurden 350ul TR2-Puffer gegeben, fiir 20s bei 8000xg zentrifugiert und
die Spin-Sdule erneut in ein neues 2ml-Prozessierungs-Rohrchen platziert. 10ul DNAse 1
Stock-Losung wurde mit 70ul RDD-Puffer in einem 1,5ml-Mikrozentrifugen-Réhrchen mit
einer Pipette vermischt und direkt in die PAXgene-RNA-MinELUTE-Spin-Saule gegeben. Es
folgte ein Inkubationsschritt bei Raumtemperatur fiir 15min. 350ul TR2-Puffer wurden
anschlieBend hinzupippetiert und alles fiir 20s bei 8000xg zentrifugiert. Die Spin-Sdule wurde
in eine neues 2ml-Prozessierungs-Rohrchen iiberfiihrt und 500ul TR3-Puffer hinzugegeben.
Erneut wurde fiir 20s bei 8000xg zentrifugiert und die Spin-Sdule in eine neues
Prozessierungs-Rohrchen {iberfiithrt. Nach Zugabe von 500ul 80%igem Ethanol, folgte ein
weiterer Zentrifugationsschritt bei 8000xg fiir 2min. Die Spin-Sdule wurde in ein neues

Prozessierungs-Rohrchen platziert und fiir Smin bei 20.000xg zentrifugiert. Die PAXgene
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RNA-MinElute-Spin-Sdule wurde in ein 1,5ml-Mikrozentrifugen-Réhrchen gestellt und mit
40ul TR4-Puffer versetzt. Um die RNA zu 16sen, folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fiir
Imin bei 20.000xg. AnschlieBend erfolgte ein zweiter Elutionsschritt mit 40ul TR4-Puffer
und Imin Zentrifugation bei 20.000xg. Das FEluat wurde fiir 5Smin in dem auf 65°
vorgewdrmten Schiittel-Inkubator ohne Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde es sofort auf
Eis gekiihlt. Die Proben wurden im Anschluss bis zu ihrer Weiterverarbeitung bei -20°C

gelagert.

2.1.10.3 Qualitdtskontrolle der RNA nach Isolation
Als Qualititskontrolle wurde die Konzentration und Integritit der RNA-Molekiile mit dem

Agilent RNA 6000 Nano-Kit (Agilent Technologies, Waldbronn) am Agilent 2100
Bioanalyzer bestimmt. Hierbei werden die RNA-Molekiile mit dem RNA-LabChip nach ihrer
GroBBe aufgespalten und die relative Menge von 18S und 28S ribosomaler RNA (rRNA)
bestimmt. Bei Proben, die aus nicht-degradierter RNA in voller Linge bestehen, ist das
Verhiltnis von 28S zu 18S rRNA 2:1. Anschlieend wird die RIN (RNA integrity number)
berechnet, die Aussage iiber den Grad der RNA-Degradierung gibt (RINI1=komplett

degradiert, RIN10=ohne Degradation) und es wird die Konzentration der Probe bestimmt.

In die Transkriptionsreaktion wurden nur Proben mit einer RIN>6 und einer Ausbeute von

insgesamt 500ng eingesetzt.

2.1.10.4Prdparation der RNA-Proben
Fiir eine erfolgreiche Hybridisierung auf dem HumanHT-12v3 Expressions-Chip mussten die

RNA-Proben zunidchst priapariert werden. Dabei wurde in einer Reverse-Trankriptase-
Reaktion unter Verwendung eines T7 Oligo (dT)-Primers ein cDNA-Einzelstrang
synthetisiert. AnschlieBend wurde die Einzelstrang-cDNA in eine Doppelstrang-cDNA
konvertiert. Diese diente als Matrize fiir die Synthese von cRNA. Die cRNA-Proben wurden
abschlieBend mit Biotin markiert und amplifiziert. Die biotinmarkierte RNA-Fraktion
korrespondierte dabei jeweils mit der polyadenylierten (mRNA) Fraktion. Fiir die Praparation
der RNA-Proben wurde das Illumina®TotalPrep™-96 RNA Amplification Kit (Illumina®,
San Diego, CA, USA) verwendet. Dabei wurde nach dem Herstellerprotokoll vorgegangen.

Das Protokoll basierte im Wesentlichen auf vier Schritten:

1. Vorbereitung der RNA
cDNA Einzelstrangsynthese
cDNA Doppelstrangsynthese

S

In Vitro Transkription in cRNA und Markierung mit Biotin
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Zunichst wurden 500ng RNA in eine PCR-Platte gegeben und mit Nuklease freiem Wasser
auf 11pl aufgefiillt. Zu jeder Probe wurden 9ul Reverse-Transkriptase-Master-Mix
hinzugegeben. Die Platte wurde mit Folie verschlossen und 2h bei 42°C inkubiert. Im
Anschluss wurde sie auf 4°C heruntergekiihlt. Zu jeder Probe wurde danach mit 80ul Second-
Strand-Master-Mix vermischt und 2h bei 16°C inkubiert. Zur Reinigung der cDNA wurden
die Proben mit je 180ul cDNAPure versetzt, auf eine U-Bottom-Platte iiberfiihrt und 2min
geschiittelt. Wéhrend dieses Vorgangs binden die magnetischen Beads im cDNAPure an die
cDNA-Proben. Fiir 5min wurde die U-Bottom Platte anschlieBend in ein Magnetfeld
eingebracht, wodurch die magnetischen Beads Pellets bilden. Der Uberstand wurde
abpipettiert. Zum Waschen der Proben wurden auflerhalb des magnetischen Feldes 150ul
cDNA-Waschpuffer zu jeder Probe gegeben und fiir Imin geschiittelt. Im Anschluss wurde
die U-Bottom-Platte erneut in das Magnetfeld gestellt und der Uberstand nach 5min
abpipettiert. Der Waschvorgang wurde wiederholt. Um die cDNA von den magnetischen
Beads zu l6sen, wurden die Proben mit 20ul vorgewédrmten (50°C) Nuklease-freiem-Wasser
versetzt. Nach einem 3-miniitigem Schiittelvorgang wurde die U-Bottom-Platte erneut in das
Magnetfeld eingebracht, bis alle magnetischen Beads entfernt und das Wasser transparent
war. 17,5u1 cDNA wurden jeweils auf eine neue PCR-Platte aufgetragen. Jeder Probe wurden
7,5ul In-Vitro-Transkriptions-Master-Mix (enthidlt biotinmarkiertes UTP) zugesetzt, gefolgt
von 10h Inkubation bei 37°C. Zur Reinigung der cRNA wurden 70ul Binding-Mix und 95ul
Ethanol hinzugegeben und schlieBlich das Gemisch auf eine U-Bottom-Platte transferiert und
fiir 2min geschiittelt. Erneut wurde sie in ein Magnetfeld eingebracht und der Uberstand
abpipettiert. Es folgten zwei Waschschritte mit jeweils 100ul cRNA Waschlosung. Zum
Abschluss wurde die cRNA mit 40-100ul vorgeheiztem (50°C) cRNA-Elutionspuffer gelost

und mit dem NanoDrop quantifiziert.

2.1.10.5HumanHT 12v3 Expression BeadChip
Das Hybridisieren erfolgte nach dem Whole-Genome Gene Expression Direct Hybridization

Assay System der Firma Illumina® (San Diego, CA, USA). Dieses System beruht auf dem
Prinzip der ,,direkten Hybridisierung®. Genspezifische Proben werden dabei benutzt um die
markierten RNAs zu detektieren. Hierfiir wurde der HumanHT 12v3 Expression BeadChip
verwendet (Illumina, San Diego, CA, USA). Dieser Chip besteht aus 12 Arrays mit jeweils
mehr als 48000 Transkripten. Die Hybridisierung fand unter Rotation fiir 16h bei 58°C im
Hybridisierungsofen der Firma Illumina® statt. Nach der Hybridisierung wurden
ungebundene cRNA abgewaschen. Danach wurde Streptavidin-Cy3 hinzugegeben, welches
an das Biotin der hybridisierten cRNA band und so die cRNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Cy3 (FluoroLink® Cy3, GE Bioscience) markierte. Der Bead-Chip wurde zur Elimination
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nicht gebundener cRNAs erneut gewaschen und getrocknet. AnschlieBend konnte das
Fluoreszenzsignal mit dem Illumina Bead Array Reader gescannt werden. Zur Auswertung

wurde die BeadStudio Application Software von Illumina verwendet.
2.1.11 Statistische Analyse

Fiir die Datenaufbereitung und Normalisierung der Rohdaten des Methylierungsexperiments
wurden R (v2.14.1) (Team 2011) und das Bioconductor Package Lumi (Davis, Du et al. 2013)
(Du, Kibbe et al. 2008) verwendet. Die Qualitdt der Rohdaten wurde mittels MDS-Plot
beurteilt, wobei sich die Proben nach Geschlecht und Gewebsart gruppieren sollten. Proben
mit einem Detection-p-Wert >0,02 wurden ausgeschlossen, da das Signal vom Rauschen nicht
unterscheidbar ist. Die Rohdaten wurden anschliefend in drei Schritten mit Hilfe des Lumi-
Package normalisiert. Innerhalb jedes Arrays (Chips) wurden die Messsignale um den Color-
Bias adjustiert (“lumiMethyC”) und das Hintergrundrauschen rausgerechnet (“lumiMethyB”).
Um die Arrayeffekte zu eliminieren wurde eine Quantilsnormalisierung iiber alle Arrays
hinweg durchgefiihrt (“lumiMethyN”). Die p-Werte reprisentieren das Verhidltnis der
Intensitdt des methylierten Bead-Typs zur Gesamtintensitit des Lokus und sind intuitiv
interpretierbar. Sie spiegeln die Methylierung in Prozent wieder und werden fiir die
deskriptive Beschreibung der Ergebnisse verwendet. Die log2-Transformation des
Intensitatsverhiltnis von methyliert zu unmethyliert werden als M-Werte bezeichnet und fiir
die statistischen Analysen verwendet. Grund hierfiir ist deren Homoskedastizitit auf dem

gesamten Wertebereich. (Du, Kibbe et al. 2008)

unmeth

M =10g2( Imeth )

Zusitzlich verwendeten wir zwei Standard-gDNA von einer Kontrollprobe (Blut und Haut)
um die Reliabilitit des Experiments bewerten zu konnen. Die Korrelation iiber alle CpGs war

>0,98. M-Werte und B-Werte von Replikatsmessungen wurden gemittelt.

Fir die differentielle Methylierung zwischen Féllen und Kontrollen wurde der
nichtparametrische Permutationstest (Brunner und Munzel 2000) (Neubert 2007) verwendet,

der im Parcomp-Package implementiert ist. (Konietschke 2011)

Alle p-Werte wurden fiir das Multiple-Testing mittels der False-Discovery-Rate-Methode
(FDR) adjustiert. (Benjamini und Hochberg 1995)
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Fiir die Expressionsanalyse wurden die Rohdaten von der Illumina Software “GenomeStudio”
nach R exportiert. Die Daten wurden iiber die Arrays hinweg mit Hilfe des Lumi-Package
quantilsnormalisiert und anschlieBend logarithmisiert. (Du, Kibbe et al. 2008) Wir testeten
mit Hilfe des Welch-Tests (t-Test flir ungleiche Varianten) auf Unterschiede in der

Expression zwischen Féllen und Kontrollen.
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2.2 Material
2.2.1 Gerite und Hilfsmittel

2.2.1.1 Zentrifugen

Sigma 4K15C
Rotanta 46 RS
Mikrozentrifuge
Zentrifuge 5417R

2.2.1.2 Dokumentationssysteme

UVT-40 M Transilluminator
E.A.S.Y. 429 K Camera

2.2.1.3 Apparatur
Bio-Rad Power Pac 300/3000

2.2.1.4 Gel-Ablage
Sub-Cell GT Systems

2.2.1.5 Weitere Gerdite
Eismaschine AF30

Mikrowelle Micromaxx
PCR Cycler

DNA Engine DYAD™
DNA Engine Tetrad

2.2.1.6 Pipettierroboter
Multimek 96 Automatisierter 96-Kanal

Pipettierer

Temo

Genesis RSP 150 Work Station
Aquarius

Schiittler Roto-Shake Genie
Vortex MS2 Minishaker
AutoMACS Separator
Agilent Bioanalyzer
Hybridisierungsofen

Bead Array Reader
BeadStudio Application
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Sigma Labor Zentrifugen, Osterode
Hettich, Tuttlingen

NeoLab, Heidelberg

Eppendorf AG, Hamburg

Herolab, Wiesloch
Herolab, Wiesloch

BIO-RAD Laboratories, Miinchen

BIO-RAD Laboratories, Miinchen

Scotsman, Mailand, Italien

Medion AG, Essen

MJ Research, South San Francisco, USA
MJ Research, South San Francisco, USA

Beckman Coulter, Fullerton, USA

Tecan, Crailsheim

Tecan, Crailsheim

Tecan, Crailsheim

Scientific Industries, New York, USA
IKA-Labortechnik, Staufen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Agilent Technologies, Waldbronn
[llumina®, San Diego, CA, USA
[Ilumina®, San Diego, CA, USA
[Ilumina®, San Diego, CA, USA



2.2.2 Chemikalien, Reagenzien, Puffer und Kits

2.2.2.1 CD4+ T-Zell-/B-Zell-Isolation
Ficoll-Paque

MACS CD4+ T Cell Isolation Kit II, human
MACS B Cell Isolation Kit II, human
MACS Puffer fiir AutoMACS

2.2.2.2 DNA-Extraktion
QIAamp® DNA Mini Kit and QIAamp DNA

Blood Mini Kit
RBC-Lysis-Puffer (pH 7.4)

SE-Puffer (pH 8.0)

NaCl-Losung (saturiert)
TE-Puffer (pH 8.0)

SDS-Losung

2.2.2.3 RNA-Extraktion
PAXgene® blood miRNA Kit

PAXgene® tissue RNA Kit
Agilent RNA 6000 Nano Kit

2.2.2.4 RNA-Prdparation und Chip
Whole-Genome Gene Expression Direct

Hybidization Assay System

Ambion [llumina®TotalPrep™-96 RNA
Amplification Kit

HumanHT-12v3 Expression Bead Chip
Fluoreszenzfarbstoff Cy3

2.2.2.5 DNA-Qualitditsgel
6x farbender Auftragspuffer

Agarose Ultra Pure
DNA-Agarose
Ethidiumbromid

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

QIAGEN GmbH, Hilden

NH4CI (155mM)
KHCO; (20mM)
Na;EDTA (0.1mM)
NaCl (75mM)
Na,EDTA (25mM)
NaCl (~6 M)
Tris/HCI (10mM)
EDTA (1ImM)

SDS (20%)

Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
Agilent Technologies, Waldbronn

[Ilumina®, San Diego, CA, USA

[Ilumina®, San Diego, CA, USA

[Ilumina®, San Diego, CA, USA
FluoroLink® Cy3, GE Bioscience

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
GibcoBRL, Eggenstein
Biozym, Oldendorf

Biomol, Hamburg
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Gene Ruler 100 bp DNA-Ladder Plus
Tris-Borate-EDTA Puffer (TBE)

2.2.2.6 Amelogenin-PCR
dNTP mix (2 mM)

MgCl, (25 mM)
PCR-Puffer mit MgCl, (10x)

2.2.2.7 Bisulfit-Konvertierung
EZ-96 DNA Methylation Kit™

Enthalt:

CT Conversion-Reagenz
M-Dilution-Puffer
M-Binding-Puffer
M-Wash-Puffer
M-Desulphonation-Puffer
M-Elution-Puffer

2.2.3 Enzyme

HotStar Taqg DNA Polymerase
Proteinase K

Primer, insgesamt
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MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Osterode

Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden

Zymo Research Corp., Orange, USA

Qiagen GmbH, Hilden
Merck, Darmstadt
Metabion, Martinsried



3 Ergebnisse

3.1 Unterschiede zwischen Vollblut, B-Zellen, T-Zellen und Epidermis
hinsichtlich der DNA-Methylierung

Fiir die meisten epigenetischen Studien wurde bisher DNA aus Vollblut zur Untersuchung der
DNA-Methylierung herangezogen. Es gibt jedoch Hinweise in der Literatur, dass sich die
verschiedenen Gewebetypen im Methylierungsmuster unterscheiden. (Eckhardt, Lewin et al.
2006) Da in der Pathogenese der atopischen Dermatitis neben der Haut als betroffenem
Organ, B-Zellen und T-Zellen eine wichtige Rolle spielen, wurden diese Gewebetypen neben
Vollblut zur Analyse herangezogen. Zuniachst wurde eine Hauptkomponentenanalyse (PCA)
der CpGs von Chromosom 1-22 durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die Proben von Haut
(Epidermis), Vollblut, T-Zellen und B-Zellen jeweils Gruppen bildeten. So wiesen die DNA-
Proben der verschiedenen Probanden aus Haut einen &hnlichen Methylierungsgrad auf,
ebenso wie die Proben aus Vollblut, aus T-Zellen und aus B-Zellen. Dabei zeigt sich vor
allem ein groBer Unterschied der Methylierungsmuster von Haut und dem der {ibrigen
Blutzellen (sieche Abb. 3-1). Dies unterstreicht, dass gewebsspezifische Unterschiede im
Methylierungsmuster existieren und zeigt, dass sich die Epidermis in dieser Hinsicht deutlich

von Blutzellen unterscheidet.
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Abb. 3-1 Hauptkomponentenanalyse der CpGs von Chromosom 1-

22. Zu sehen ist ein deutlicher Unterschied zwischen dem allgemeinen
Methylierungsgrad der Haut (rot), sowie den iibrigen Blutzellen, die
untereinander ebenfalls Gruppen bilden und somit einen unterschiedlichen
Methylierungsgrad aufweisen (Vollblut = schwarz , B-Zellen = hellblau, T-
Zellen = dunkelblau)
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Um weitere Aussagen iiber die Gewebsspezifitit der DNA-Methylierung treffen zu kdnnen,
wurden die inter- und intraindividuellen Unterschiede niher betrachtet. Wie in Abb. 3-2 zu

sehen, weisen gleiche Gewebe in verschiedenen Individuen nur geringe Unterschiede auf.

Intraindividuell zeigt sich, dass die verschiedenen Gewebe in ein und demselben Individuum
grofle Unterschiede aufweisen (siche Abb. 3-3). Dabei zeigen sich die groBten Differenzen
zwischen den verschiedenen Blutzellen und der Epidermis. Auf genomweiter Ebene ist das
DNA-Methylierungsmuster demnach  wenig  individuenspezifisch, aber deutlich

gewebsspezifisch.

blood B-cells

control 429
control 429

control 343 control 343

keratinocytes T-cells

control 429
-2 0
1
control 429
0
1

4

-6

6 -4 -2 0 2 4 6
control 343 control 343
Abb. 3-2 Interindividuelle Unterschiede der DNA-Methylierung. Korrelation von zwei Kontrollen gleichen

Alters und Geschlechts in peripherem Blut, B-Zellen, T-Zellen und Keratinozyten.
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Abb. 3-3 Intraindividuelle Unterschiede der DNA-Methylierung. Korrelation der verschiedenen
Gewebetypen bei einer miinnlichen Kontrolle.

3.2 Unterschiede des DNA-Methylierungsmusters bei Patienten mit

atopischer Dermatitis und gesunden Kontrollen
In der genomweiten Methylierungsanalyse der verschiedenen Zelltypen waren die groBten
Unterschiede zwischen Fillen und Kontrollen in der aus epidermalen sheets gewonnenen
DNA zu finden. Bei den verschiedenen Blutzellen gab es dagegen keine signifikanten
Unterschiede im globalen Methylierungsmuster. Deshalb wurde der Fokus der weiteren
Analysen auf die Unterschiede in der DNA aus Haut gelegt. Bei ldsionaler Haut von Patienten
mit atopischer Dermatitis und gesunder Haut der Kontrollen wurden 11 CpGs gefunden, die
sich nach Korrektur fiir multiples Testen signifikant im Methylierungsgrad voneinander
unterschieden. Hierbei galt als Einschlusskriterium eine False Discovery Rate (FDR) von
<0,01, eine >2,5 fache Verdnderung im Methylierungsgrad (Unterschied im M-Wert >0,1322)
und ein Unterschied im B-Wert von >0,1 (sieche Tabelle 3-1). Ein hierarchisches Clustering
der 11 signifikant assoziierten CpGs in Form einer Heat Map zeigt eine deutliche Trennung
von Fillen und Kontrollen (siche Abb. 3-4). Wie in Abb. 3-4 zu sehen, kamen bei den Fillen
sowohl hypermethylierte als auch hypomethylierte CpGs vor. Keines der 11 unterschiedlich

methylierten CpGs lag in bekannten Risikogenen fiir atopische Dermatitis. Jedoch waren
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Gene betroffen, die mit Psoriasis assoziiert sind. (Guttmann-Yassky, Suarez-Farinas et al.
2009)
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Abb. 3-4 Heat Map des Methylierungsstatus. Zu sehen sind die unterschiedlichen CpGs (y-Achse) und die

Fille (AD) und Kontrollen (CO) auf der x-Achse. Gelb=Hypermethylierung, Rot= Hypomethylierung.
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CpG CHR CpG- ' Bfu]?llier med. med. Fille vs.
Lokalisation diff(M) diff(B) Kontrollen
perm. Test
cg06641366 1 LRRC8C 2.43E-18 2.684 0.438 erhoht
cg20839149 1 SH2D2A 2.43E-18 1.48 0.163 vermindert
cg06131859 2 KYNU 2.43E-18 1.823 0.311 vermindert
cg20287234 2 GPR55 2.43E-18 1.677 0.269 vermindert
cgl13784855 8 PVTI 2.43E-18 1.639 0.136 vermindert
cg25538571 8 FLJ46365 2.43E-18 2.112 0.353 vermindert
cgl 1668844 13 MCF2L 2.43E-18 1.598 0.184 erhoht
cg22131172 13 | LOC283487 | 2.43E-18 1.334 0.17 vermindert
cgl0275770 17 ICAM2 2.43E-18 1.536 0.188 vermindert
cg26267310 19 DHRSI10 2.43E-18 2.405 0.336 erhoht
cg03387497 20 C200rfl179 | 2.43E-18 1.457 0.18 vermindert
Tabelle 3-1 Differentiell methylierte CpGs bei Patienten mit atopischer Dermatitis und gesunden Kontrollen.

Zu sehen sind die CpGs, die bei Patienten mit atopischer Dermatitis (lisionale Haut) und gesunden Kontrollen
(gesunde Haut) einen unterschiedlichen Methylierungsstatus aufwiesen. FDR cutoff =0.01 (Unter Verwendung des
Brunnerschen nicht parametrischen Permutationstest), ein Unterschied von >2,5 fach im Methylierungsstatus
zwischen Patienten und Kontrollen und ein Unterschied im -Wert von 0.1.

3.3 Unterschiede der mRNA-Expression bei Patienten mit atopischer

Dermatitis und gesunden Kontrollen
Um zu analysieren ob die Verdnderung im Methylierungsgrad auch mit einer Verdnderung in
der Expression der assoziierten Gene einhergeht, wurde eine genomweite Expressionsanalyse
durchgefiihrt. Hierfiir wurde neben Vollblut auch gesunde Haut der Kontrollen mit ldsionaler
und nicht-ldsionaler Haut der Patienten verglichen. Die groBiten Unterschiede in der
Expression stellten sich zwischen ldsionaler Haut der Patienten mit atopischer Dermatitis und
gesunder Haut der Kontrollen dar. In der Expressionsanalyse wurden 23 Transkripte
gefunden, die sich in Bezug auf die Expression signifikant bei Patienten (ldsionale Haut) und
Kontrollen unterschieden. Ein hierarchisches Clustering der 23 signifikant assoziierten
Transkripte, dargestellt als Heat Map in Abb. 3-5, zeigt auch hier eine deutliche
Klassifizierung von Féllen und Kontrollen. Hierbei kann man verschiedene Gruppen von
Transkripten abgrenzen. So sind viele der Transkripte, gemél der Gene Ontology Datenbank,
an der epidermalen Differenzierung (KRT16, KRT6A, KRT6B.1, SPRR2B, SPRRI1A),
Verhornung (LCE3D, LCE3E), Zellkommunikation (GJB6, IL1F9), Antigenprisentation
(CD36.1), chronischen Entziindung (S100A9) und Apoptose (IF127, CD36.1) beteiligt. Bei
den Patienten mit atopischer Dermatitis waren sowohl eine vermehrte, als auch eine
verminderte Expression zu finden, wobei die gesteigerte Expression bei den meisten
Transkripten iiberwog (siche Abb. 3-5). Allerdings gab es keine Ubereinstimmung zwischen
den 23 unterschiedlich exprimierten Transkripten der Expressionsanalyse und den 11

unterschiedlich methylierten CpGs der Methylierungsanalyse.
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Abb. 3-5 Heat Map, Expression. Zu sehen sind die 23 Transkripte auf der y-Achse und die Fille (AD) und

Kontrollen (CO) auf der x-Achse. P<le-6. Gelb=vermehrte Expression, Rot=verminderte Expression

3.4 Funktionale Integration von Genexpression und Methylierungsstatus

Von allen Probanden konnten Daten zum DNA-Methylierungsstatus und zur Genexpression
gewonnen werden. Um differentiell methylierte CpGs zu finden, die mit einer verdnderten
Expression der in der Umgebung liegenden Gene korrelieren, wurden die Daten von
Methylierung und Expression integriert. In die Analyse eingeschlossen wurden ausschlie8lich
CpGs mit einer FDR<0,05 und einem Methylierungsunterschied von mindestens 10%, und
Transkripte mit einer FDR<0,05 und einer maximalen Entfernung von 50kb zur
entsprechenden CpG site (cis Regulation). Ein Unterschied im Methylierungsgrad wurde
erneut nur in den Hautproben gefunden. Bei der Funktionalen Integration wurden 12
unterschiedlich methylierte CpGs gefunden, die auch eine verdnderte Expression im

assoziierten Gen aufwiesen (siche Tabelle 3-1). Die stdrkste Korrelation zwischen
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Methylierung und Expression in Féllen und Kontrollen wurden fiir IFI27 nachgewiesen. So
zeigte sich eine negative Korrelation von Methylierung und Expression. Bei Patienten mit
atopischer Dermatitis war IFI27 hypomethyliert und wurde verstirkt exprimiert, wihrend
gesunde Kontrollen einen hoheren Methylierungsgrad in Verbindung mit einer erniedrigten

Expression von IF127 zeigten.
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Viele der Gene spielen eine Rolle bei der epidermalen Zelldifferenzierung und dem

Zellwachstum (siehe Tabelle 3-3).

Symbol Funktion
CCND1 Zellzyklusregulation
NTRK1, SI00A9, OAS2, FHL2 Zelldifferenzierung
OAS2, IF127 Zellwachstum, Apoptose
KRT6C Aufrechterhaltung der Hautbarriere
FCGBP Fc-Fragment des IgG-Bindeproteins
S100A9 Chronische Entziindung
SERPINB3 Proteolyse
OAS2 Immunantwort

KIAAT1199, C100rf99

Funktion unbekannt

Tabelle 3-3 Funktion der Gene mit differentiell verinderter DNA-Methylierung und Genexpression. Funktion

gemill Gene Ontology Biological Process.

Es waren sowohl negative, als auch positive Korrelationen zu erkennen. So ging bei S100A9,
IF127, C100rf99, KRT6C, OAS2, KIAA1199 und SERPINB eine Hypomethylierung mit
erhohter Expression einher. Bei NTRK1 und FCGBP, sowie FHL2 korrelierte eine

Hypomethylierung mit einer verminderten Expression der Transkripte und fiir CCND1 konnte

eine Korrelation von Hypermethylierung und verminderter Expression gezeigt werden. Auf

folgenden Abbildungen ist die Korrelation von Methylierungsgrad (M-value) und

korrespondierender Expression bei Fillen und Kontrollen zu sehen. Auf der x-Achse ist das

M-value aufgetragen, je hoher der Wert des M-value, desto stéirker ist das entsprechende CpG

methyliert. Auf der y-Achse ist das Expressionslevel aufgetragen.
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4 Diskussion

Der klinische Phénotyp der atopischen Dermatitis wird nicht allein durch die genetische
Disposition bedingt. Umweltfaktoren iiben einen zusétzlichen, modifizierenden Einfluss aus,
indem sie z.B. die Penetranz von “Vulnerabilititsgenen und die Auspriagung des
Krankheitsbildes beeinflussen. Der Effekt von Umwelteinfliissen wie Essverhalten
(Strickland, Hewagama et al. 2013), Raucherverhalten (Zeilinger, Kiihnel et al. 2013) und
Alkoholkonsum (Harlaar und Hutchison 2013) kann aber auch durch epigenetische
Mechanismen wie eine Verdnderung der DNA-Methylierung, die zu einer verdnderten
Genexpression fiihrt, vermittelt werden. Die meisten Studien dazu liegen aus dem
onkologischen Bereich vor. Im Vergleich zu gesundem Gewebe weisen Tumorzellen oft
abweichende Methylierungsmuster auf. (Jones und Baylin 2007) So wurde gezeigt, dass bei
vielen Krebsarten das Tumorsuppressorgen pl6 auf Grund von de novo Methylierung einer
CpG-Insel im entsprechenden Promotor nicht mehr transkribiert wird, was den betroffenen
Zellen einen Wachstumsvorteil verschafft. (Herman, Merlo et al. 1995) Ahnliches konnte fiir
das Tumorsuppressorgen pl4ARF beschrieben werden, das fiir die Aktivierung von p53, dem
klassischen Tumorsuppressor verantwortlich ist. So findet auf Grund von Hypermethylierung
weniger Transkription von 14ARF statt, was die verminderte Aktivierung von p53 bedingt.
(Robertson und Jones 1998) Heute stellt die DNA-Methylierung einen Ansatzpunkt fiir die
epigenetische Tumortherapie dar. (Yoo und et al. 2006) So sind in den USA zur Behandlung
des Myelodysplastischen Syndroms 5-Azacytidin und 5-Aza-2’-Deoxycytidin zugelassen.
Diese Cytosinanaloga inhibieren die Methylierung durch Blockade der DNMTs und sind
dadurch in der Lage Zellwachstum auszuschalten. (Kondo 2009) Im onkologischen Bereich
wird die Epigenetik demnach bereits als wichtiger Faktor in der Pathogenese der

verschiedenen Tumorerkrankungen angesehen und hat neue Therapiemdglichkeiten erdffnet.

Die Rolle der Epigenetik bei nicht-neoplastischen Erkrankungen ist bisher noch weitgehend
unklar. Bekannt ist, dass epigenetische Mechanismen von entscheidender Bedeutung fiir
zahlreiche physiologische Prozesse sind, wie z.B. fiir die der Inaktivierung des X-
Chromosoms bei Frauen. (Yang, Chapman et al. 2011) Bei der genomischen Prigung
(,,Jmprinting*) fiilhren  unterschiedliche = Chromatinmarkierungen  (Methylierung,
Histonmodifikationen) zur Genexpression des einen Allels und zur Unterdriickung der
Genexpression des anderen Allels. Manche Gene werden nur vom véterlichen Allel
exprimiert, andere nur vom miitterlichen Allel. Dadurch werden geschlechtsspezifische
Auspriagungen phénotypischer Merkmale mdoglich. (Tarutany und Takayama 2011) Aktuelle

Studien konnten auch Korrelationen zwischen Zivilisationserkrankungen wie Diabetes
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mellitus, Ubergewicht oder Herz-Kreislauf-Erkrankungen, bestimmten Umweltbedingungen
und epigenetischen Mechanismen herstellen. (Heijmans 2009) Untersuchungen zum
Hungerwinter 1944/45 in den Niederlanden zeigten, dass Erwachsene, deren Miitter wéhrend
der Schwangerschaft hungerten, spiter ein hoheres Risiko fiir Schizophrenie, Herz-Kreislauf-
Erkrankungen (Lumey 2007) und Diabetes mellitus (Kahn, Graff et al. 2009) aufwiesen, als
ihre gleichgeschlechtlichen Geschwister, die nach einer Verbesserung der Nahrungssituation
fiir die Mutter zur Welt kamen. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass durch
den prianatalen Hungerzustand das Methylierungsmuster eines Schliisselfaktors fiir Wachstum
und Entwicklung des Menschen, der Insulin-like-growth-factor 2 (IGF2), dauerhaft verandert
wurde. (Heijmans, Tobi et al. 2008) Unterliegt das IGF2-Gen normalerweise dem maternalen
Imprinting, so zeigt es bei diesen Menschen eine signifikant reduzierte DNA-Methylierung,
was zu einer biallelischen Expression fiihrt. (Cui und et al. 2003) Erste Untersuchungen
deuten auflerdem darauf hin, dass bei Erkrankungen des Immunsystems epigenetische
Einfliisse eine Rolle spielen. So korreliert der Grad der Erkrankung bei Systemischem Lupus
Erythematodes und Rheumatoider Arthritis mit der DNA-Hypomethylierung in T-Zellen.
(Pan und Sawalha 2009) Fiir allergische Krankheitsbilder wurden im Mausmodell wichtige
Hinweise auf einen Einfluss epigenetischer Mechanismen generiert. So geht eine an
Methyldonoren reiche, maternale Didt wahrend der Schwangerschaft einher mit
Verdanderungen 1m  DNA-Methylierungsgrad  verschiedener  Genloci und  einer
Verschlechterung asthmatischer Phinotypen wie z.B. einer verstiarkte Hyperreaktivitdt der
Atemwege, hoheren IL13-Spiegel, sowie erhohten Konzentrationen des Serum-IgE bei den

Nachkommen. (Hollingsworth, Maruoka et al. 2008)

Fiir epigenetische Einfliisse bei der atopischen Dermatitis liegen bisher kaum Daten vor.
Nakamura und Kollegen untersuchten die mRNA-Spiegel fiir DNA-Methyltransferase 1
(DNMT-1) in mononukledren Zellen des peripheren Blutes von Patienten mit atopischer
Dermatitis. Sie konnten zeigen, dass Patienten mit hohem Serum-IgE signifikant niedrigere
mRNA-Spiegel fiir DNMT-1 aufweisen als gesunde Kontrollen. (Nakamura, Sekigawa et al.
2006) DNMT-1 ist das Schliisselenzym fiir die Aufrechterhaltung des Methylierungsmusters
bei der Zellteilung und scheint auch bei der de novo Methylierung eine wichtige Rolle zu
spielen. Eine Fehlfunktion dieses Enzyms konnte eine verdnderte DNA-Methylierung und
folglich eine verdnderte Genexpression von AD-assoziierten Genen nach sich ziehen. Dies ist
ein erster Hinweis darauf, dass DNA-Methylierung in der Pathogenese der atopischen
Dermatitis eine Rolle spielt. Aktuell existieren drei Studien am Menschen, die indirekt
Zusammenhdnge zwischen epigenetischen Faktoren und atopischer Dermatitis herstellen. So

zeigte Kiefte-de Jong, dass Nachkommen von Frauen, die wahrend der Schwangerschaft hohe

51



Spiegel an Folsdure und Vitamin B12 hatten, ein erhohtes Risiko fiir das Auftreten einer
atopischen Dermatitis aufweisen. (Kiefte-de-Jong, Timmermans et al. 2012) Hinz et al.
zeigten, dass die Anzahl regulatorischer, FOXP3 exprimierender T-Zellen, die durch eine
spezifische demethylierte Region im FOXP3-Gen gekennzeichnet sind, im Nabelschnurblut
durch miitterliche Zytokine und miitterliche Exposition gegeniiber Tabakrauch vermindert
werden. Es konnte eine Assoziation einer geringen Anzahl an Tregs mit der Entstehung von
atopischer Dermatitis bei Einjdhrigen nachgewiesen werden. (Hinz, Bauen et al. 2012) Auch
wurde festgestellt, dass eine Demethylierung des Promotors FCER1G von Patienten mit
atopischer Dermatitis eine vermehrte Expression des hochaffinen IgE-Rezeptors FceRI auf
Monozyten nach sich zieht. (Liang, Wang et al. 2012) Die meisten Kohorten, die zur
Untersuchung genetischer Faktoren etabliert wurden, haben nur DNA aus dem heterogen
zusammengesetzten peripheren Blut zur Verfiigung. Epigenetik steuert jedoch die
Differenzierung von Zellen und Geweben, indem zelltypspezifische Genprogramme an- oder
abgeschaltet werden. Bei der atopischen Dermatitis spielen immunologische und strukturelle
Storungen in der Epidermis (z. B. Filaggrinmutationen) sowie eine gestorte T-Zell-vermittelte
Immunitét eine wichtige Rolle. Weiterhin kdnnen B-Zellen durch die vermehrte Produktion
von IgE-Antikdrpern zum klinischen Phinotyp beitragen. (Bieber 2008) Aufgrund dieser
Uberlegungen haben wir eine Pilotstudie entworfen, in der wir das Methylierungsmuster von
Patienten mit atopischer Dermatitis und gesunden Kontrollen nicht nur in DNA aus dem
peripheren Blut, welche aus vielen Kohorten zur Verfiigung steht, sondern auch aus
Epidermis, T-Zellen und B-Zellen verglichen. Die Probanden wurden dabei nach Alter und
Geschlecht ausgewihlt, da beide Faktoren epigenetischen Verdnderungen unterliegen. (Fuke,
Shimabukuro et al. 2005) (Fraga, Ballestar et al. 2005) Neben DNA gewannen wir auch RNA,
um eine Korrelation zwischen DNA-Methylierung und Expression zu ermoglichen. Die

Fragen, die wir mit dieser Pilotstudie kldren wollten, waren:

1. Gibt es AD-spezifische Unterschiede des Methylierungsmusters in den einzelnen
Geweben?

2. Welches Gewebe weist die deutlichsten Unterschiede im DNA-Methylierungsmuster
zwischen Gesunden und Patienten auf?
Wie gut reflektiert peripheres Blut die Methylierungszustinde der anderen Gewebe?

4. Fiir welche Loci/Gene korrelieren genomweite Methylierungs- und Expressionsdaten?
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4.1 AD-spezifische Unterschiede des Methylierungsmusters in den

einzelnen Geweben
Im Rahmen dieser Pilotstudie konnten wir zeigen, dass in Epidermis AD-spezifische
Unterschiede des Methylierungsmusters existieren, wohingegen Vollblut, T-Zellen und B-
Zellen keine deutlichen Unterschiede aufwiesen. Dies bestitigt u.a. Ergebnisse von Han et al.,
die in einer genomweiten Methylierungsanalyse von CD4+ T-Zellen bei Patienten mit
atopischer Dermatitis und gesunden Kontrollen, keine signifikanten Unterschiede im
Methylierungsmuster nachweisen konnten. (Han, Park et al. 2012) Dagegen zeigten mehrere
Regionen, in der aus  Epidermis  gewonnenen = DNA,  hochsignifikante
Methylierungsunterschiede zwischen Patienten mit atopischer Dermatitis und gesunden
Kontrollen. Einige der zugeordneten Gene spielen eine Rolle bei der Zelldifferenzierung oder

der Immunantwort (siche Tabelle 4).

Symbol Funktion
SH2D2A, GPR55 Zelldifferenzierung
KYNU NAD Biosynthese
MCF2L Apoptose
ICAM2 Zelladhdsion, Immunantwort
DHRS10 Steroidkatabolismus
LRRCS8C, PVTI, FLJ46365, LOC283487, C200rf179 | Funktion unbekannt

Tabelle 4 Funktion der Gene mit den signifikantesten Methylierungsunterschieden. Funktion gemifl Gene
Ontology biological process.

Auch Hautproben von Patienten mit Psoriasis zeigen fir MCF2L eine Verdnderung im
Methylierungsgrad. MCF2L ist ein Gen, das fiir ein an der Apoptose beteiligtes Protein
(Guanine nucleotide exchange factor DBS) kodiert. Bei Patienten mit Psoriasis ist eine
verstiarkte Methylierung von MCF2L in lasionaler Haut beschrieben. (Roberson, Liu et al.
2012) Gleiches konnten wir fiir Patienten mit atopischer Dermatitis zeigen. Trotz der
Unterschiede im DNA-Methylierungsgrad, konnten wir keine Verdnderung in der
Genexpression feststellen. Ebenso konnte auch bei Psoriatikern keine Verdnderung in der
Expression nachgewiesen werden. (Roberson, Liu et al. 2012) Ein Grund hierfiir konnte sein,
dass MCF2L in so niedriger Menge exprimiert wird, dass es von dem, auf Hybridisierung
basierenden Analyseverfahren der RNA-Expression nicht erfasst werden konnte. KYNU
codiert fiir das Enzym Kynureninase, das eine wichtige Rolle bei der Biosynthese von NAD-
Kofaktoren aus Tryptophan spielt. (Guttmann-Y assky, Suarez-Farinas et al. 2009) Fiir KYNU
konnten wir bei Patienten mit atopischer Dermatitis zwar eine signifikante Demethylierung,

jedoch keine signifikante Veranderung der Expression nachweisen. In der Literatur ist bereits
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eine verstarkte Expression fiir KYNU in der Epidermis bei Patienten mit atopischer
Dermatitis (Guttmann-Yassky, Suarez-Farinas et al. 2009), sowie Psoriasis (Suarez-Farinas,
Lowes et al. 2010) (Roberson, Liu et al. 2012) beschrieben. Es konnte der geringen Anzahl an
Probanden dieser Studie geschuldet sein, dass KYNU hier keine veridnderte Expression
aufweist. Ein AD-spezifisches Methylierungsmuster existiert demnach nur in Epidermis. Die
allgemein postulierte gewebsspezifische DNA-Methylierung (Fernandez, Assenov et al. 2012)
(Eckhardt, Lewin et al. 2006) (Rakyan, Hildmann et al. 2004) konnte in dieser Arbeit bestitigt
werden. Die Hauptkomponentenanalyse zeigt deutlich, dass sich die DNA-Methylierung von
Zellen aus Vollblut maBgeblich von der bei epidermalen Zellen unterscheidet. Dabei ist zu
beobachten, dass die verschiedenen Zellen wie B-Zellen und T-Zellen ihrerseits Subcluster
bilden. Weiterhin zeigen sich grof3ere Unterschiede in der DNA-Methylierung verschiedener

Gewebe eines Individuums, als in gleichen Geweben verschiedener Individuen.

4.2 Reflektion des Methylierungsmusters der anderen Gewebe in
peripherem Blut

Die Top-Hits der DNA-Methylierung in peripherem Blut stimmten in den vorliegenden
Analysen nicht mit den Top-Hits in Epidermis, T-Zellen und B-Zellen iiberein. Peripheres
Blut ist demnach nicht in der Lage das Methylierungsmuster der anderen Gewebe addquat zu
reflektieren. Blut ist eine heterogene Zellpopulation. Durch die Heterogenitit konnen
mogliche Unterschiede einzelner Zelltypen iiberdeckt werden. Weiterhin kann der Anteil an
bestimmten Zelltypen zeit- und situationsabhidngig variieren. So kann z.B. eine Leukozytose,
im Rahmen einer Infektion, zu einem verdnderten Ergebnis der DNA-Methylierung bei

peripherem Blut fiihren.

Eine Studie zur Psoriasis zeigte, dass peripheres Blut von Patienten mit Psoriasis, verglichen
mit dem gesunder Kontrollen, kaum Unterschiede in Bezug auf die Transkript-Expression
aufweist (Lee, Jeon et al. 2009), wohingegen in einer anderen Studie deutliche
Expressionsunterschiede in Hautproben nachgewiesen werden konnten. (Roberson, Liu et al.
2012) Bei Psoriasis zeigen sich demnach die Unterschiede in der DNA-Expression vor allem
in Epidermis. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass fiir die atopische Dermatitis dhnliche
Grundsitze gelten. Demnach konnen wir festhalten, dass peripheres Blut/Vollblut sich wenig
eignet, um krankheitsbezogene Unterschiede im DNA-Methylierungsmuster oder der

Transkriptexpression bei der atopischen Dermatitis zu identifizieren.

4.3 Integration von DNA-Methylierungs- und Expressionsdaten
Fiir 12 Loci korrelierten die genomweiten Methylierungs- und Expressionsdaten in der

Epidermis. Hierbei zeigten sich neben negativen, auch positive Korrelationen von
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Methylierungsstatus und Genexpression. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen aus
anderen Studien. (Gervin, Vigeland et al. 2012) (Hasler, Feng et al. 2012) (Botchkarev, Gdula
et al. 2012) Aktuelle Studien haben gezeigt, dass die Position der Methylierung innerhalb der
Transkriptionseinheit einen Einfluss auf die Genkontrollfunktion hat. (Jones 2012) CpG-
Methylierungen in unmittelbarer Nachbarschaft zu einem Promotor blockieren die
Transkription, methylierte CpGs innerhalb des Gens hingegen kénnen die Transkription
sogar stimulieren. (Maunakea, Nagariajan et al. 2010) Das Auftreten positiver Korrelationen

konnte hiermit erklart werden.

Viele der Gene spielen eine Rolle bei der epidermalen Zelldifferenzierung und dem
Zellwachstum (siehe Tabelle 6), so wie man es bei dem Krankheitsbild der atopischen
Dermatitis, das durch eine gestorte epidermale Differenzierung und chronische Entziindung

charakterisiert ist, erwarten wiirde.

Fiir einige der Gene konnte bereits eine verdnderte Expression bei Patienten mit atopischer
Dermatitis nachgewiesen werden. So wurde bereits gezeigt, dass SI00A9, OAS2, SERPINB3
in Epidermis verstirkt und FCGBP vermindert bei Patienten mit atopischer Dermatitis
exprimiert werden (Guttmann-Yassky, Suarez-Farinas et al. 2009) (Segiura, Ebise et al.
2005), was die Ergebnisse aus unserer Studie bestitigt. SI00A9 codiert fiir ein Calcium
bindendes Protein, das bei chronischer Entziindung, Autoimmunerkrankungen, sowie dem
Prozess der epidermalen Differenzierung von Bedeutung ist. So steht S100A9 im
Zusammenhang mit Krankheiten wie rheumatoider Arthritis, Lupus erythematodes,
Riesenzellarthritis und chronisch entziindlichen Darmerkrankungen. (Perrera, McNeil et al.
2010) (Soyfoo, Roth et al. 2009) (Foell, Hernandez-Rodriguez et al. 2004) (Foell, Wittkowski
et al. 2008) S100A9 gilt als exzellenter Biomarker fiir einen inflammatorischen Prozess. (Xu,
Wu et al. 2013) Es liegt auf Chromosom 1q21, fiir das bereits auf genetischer Ebene
Verdnderungen bei Patienten mit atopischer Dermatitis aufgezeigt werden konnten. (Cookson,
Ubhi et al. 2001)

KRT6C zeigt in unserer Studie eine verminderte DNA-Methylierung, einhergehend mit
verstarkter Expression. Segiura et al. konnten ebenfalls eine verstirkte Expression von
Keratin 6 in Haut von Patienten mit atopischer Dermatitis nachweisen. (Segiura, Ebise et al.
2005) KRT6C ist ein Strukturprotein und Bestandteil der intermedidren Hautfilamente. Somit
stellt es, dhnlich wie Filaggrin, einen wichtigen Faktor fiir die Widerstandsfahigkeit der Haut
dar. (Hobbs, Lessard et al. 2012) So konnte die Hautbarriere nicht nur durch FLG auf

genetischer Ebene, sondern auch durch KRT6C auf epigenetischer Ebene beeinflusst werden.
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Das Krankheitsbild der Psoriasis ist, dhnlich wie das atopische Ekzem, durch epidermale
Hyperplasie gekennzeichnet. So wurden fiir einige, der in dieser Arbeit herausgestellten Gene,
dhnliche Verdnderungen fiir Patienten mit Psoriasis beschrieben. Fiir S100A9, OAS2,
SERPINB3 und C100rf99 konnten wir bei herabgesetztem Methylierungsgrad eine negative
Korrelation von DNA-Methylierungsgrad und Transkript-Expression nachweisen, ebenso
zeigt sich fiir diese Gene bei Patienten mit Psoriasis ein erniedrigter Methylierungsgrad
(Roberson, Liu et al. 2012) sowie eine verstirkte Expression (Semprini, Capon et al. 2002)
(Zhou, Krueger et al. 2003) (Suarez-Farinas, Lowes et al. 2010). Fiir FCGBP konnte in der
vorliegenden Arbeit bei Patienten mit atopischer Dermatitis eine signifikante Korrelation von
Hypomethylierung einhergehend mit verminderter Expression der Transkripte gezeigt
werden. Auch Patienten mit Psoriasis weisen eine verminderte Methylierung (Roberson, Liu

et al. 2012) sowie eine verminderte Expression von FCGBP auf. (Suarez-Farinas, Lowes et al.

2010)

IFI27 stellte sich in unseren Analysen als der Locus mit der stdrksten Korrelation zwischen
Methylierung und Expression dar. IFI27 ist ein Interferon alpha induzierbares Protein und
liegt auf Chromosom 14. Zu seiner Funktion ist kaum etwas bekannt. Bowcock et al. konnten
zeigen, dass IFI27 bei Patienten mit Psoriasis in ldsionaler und nicht-ldsionaler Haut
hochreguliert ist. (Bowcock, Shannon et al. 2001) Weiterhin wurde eine verstdrkte Expression
der IFI27 mRNA in Keratinozyten bei Lichen planus, chronischem Ekzem, squamdsem
Hautkrebs und wihrend der normalen Wundheilung nachgewiesen (Suomela 2004), sodass
vermutet wird, dass IFI27 einen Marker fiir epitheliale Proliferation und Krebs darstellt.
(Suomela 2004) Auch scheint es bei der Apoptose von Bedeutung zu sein. (Roberson, Liu et
al. 2012) In einer genomweiten Methylierungsstudie konnte gezeigt werden, dass dasselbe
IFI27-CpG (cg20161089), wie in unserer Studie, bei Psoriatikern hypomethyliert ist, was mit
einer erhohten Expression einherging. (Roberson, Liu et al. 2012) Die vorliegende Arbeit
zeigt, dass IFI27 auch in Haut von Patienten mit atopischer Dermatitis hypomethyliert ist und
dementsprechend eine verstirkte Expression aufweist. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit
Ergebnissen von Guttmann-Yassky et al., die nachwiesen, dass IFI27 auch bei atopischer

Dermatitis hochreguliert ist. (Guttmann-Yassky, Suarez-Farinas et al. 2009)

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die grofiten parallel bestehenden
Unterschiede sowohl im DNA-Methylierungsmuster, als auch in der Genexpression, zwischen
Patienten mit atopischer Dermatitis und gesunden Kontrollen in der Epidermis zu beobachten
sind. Betroffen sind v.a. Gene, welche die Zelldifferenzierung, das Zellwachstum und die

Apoptose regulieren. Es fillt insgesamt eine Demethylierung mit einhergehender
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Uberexpression der entsprechenden Gene auf. Allerdings handelt es sich bei unseren
Ergebnissen um Assoziationen, sodass keine verldssliche Aussage dariiber getroffen werden
kann, ob die verdnderte Methylierung pradisponierend fiir die atopische Dermatitis ist oder ob
sie sekundédr als Folge der verdnderten Signalwege bei der AD auftritt. Ein Beispiel fiir eine
DNA-Methylierung als pridisponierendes Ereignis fiir die Aktivierung des Immunsystems
stellt Interleukin 2 (IL2) dar. Fiir Interleukin 2 wurde gezeigt, dass die Demethylierung eines
speziellen CpGs im IL2-Promotor mit einer verstirkten IL2-Expression assoziiert ist und
dieser vorausgeht. (Bird 2003) Die Demethylierung fiihrt zu einer Rekrutierung von Oct-1
und Histon-Modifikationen. Dies hat zur Folge, dass bei weiteren Stimulationen IL2 kiinftig
starker und schneller induziert wird. So stellt die DNA-Methylierung in diesem Fall das
Gedichtnis eines regulatorischen Vorgangs dar. (Murayama, Sakura et al. 2006)
Moglicherweise existieren dhnliche Mechanismen dieses epigenetischen Gedéichtnisses fiir
atopische Dermatitis. Bei der Betrachtung der Ergebnisse sollte man mit einbeziehen, dass
Epidermis von Patienten mit atopischer Dermatitis eine andere Zellzusammensetzung hat, als
die von gesunden Kontrollen. So findet man bei Patienten mit AD vermehrt
Entziindungszellen und ein vermehrtes Wachstum von Blutgefden. (Gudjonsson und
Krueger 2012) Da die verschiedenen Zelltypen unterschiedliche Epigenome aufweisen,
konnten  die  epigenetischen  Unterschiede = moglicherweise  die  verschiedene
Zellzusammensetzung der Gewebe reflektieren und keine epigenetischen Unterschiede im

eigentlichen Sinne darstellen.

Peripheres Blut ist zwar ein gut zugingliches Gewebe, aber zugleich sehr heterogen
zusammengesetzt. Fiir epigenetische Untersuchungen bei atopischer Dermatitis ist es
zielfiihrender, zelltypspezifische DNA, insbesondere DNA aus Epidermis als Zielgewebe
heranzuziehen, da hier die signifikantesten Unterschiede nachweisbar waren und diese von
peripherem Blut nicht wiedergespiegelt werden konnten. Ein weiterer Ansatz kdnnte sein, T-
Zellsubpopulationen, wie Thl, Th2 und Thl7 isoliert auf Unterschiede im DNA-

Methylierungsmuster zu untersuchen.

Insgesamt zeigten relativ wenig Gene eine Korrelation zwischen Methylierungsstatus und
Genexpression. Finen Grund hierfiir konnte die eher kleine Probandenanzahl darstellen.
Deshalb ist es zu empfehlen bei kiinftigen DNA-Methylierungsanalysen, grofere
Probandenzahlen zu wihlen, was sich aufgrund der invasiven Probengewinnung des
Zielgewebes Epidermis schwierig gestalten diirfte. Weiterhin wurden Arrays verwendet, die
nur einen begrenzten Teil des Genoms abdecken. Der 27 K Bead Chip enthilt hauptsédchlich

CpG-Islands und kaum intergene CpGs. Verdnderungen in diesen CpGs entgehen somit der
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Analyse. Mit der Chip-basierten Expressionsanalyse kann niedrig transkribierte RNA nicht
erfasst werden und der Einfluss regulatorischer miRNAs fehlt. Dies stellt eine weitere
Erklarung fiir geringe Anzahl an Korrelationen dar. Ein weiterer interessanter Ansatz wiére es,
den Effekt auf das Epigenom der als Risikofaktoren geltenden Umwelteinfliisse, wie
Allergene, Infektionen, Rauchen, etc. getrennt voneinander zu untersuchen und somit die

relevanten Risikofaktoren fiir atopische Dermatitis zu verifizieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden keine Umweltfaktoren untersucht. Somit kann keine
Aussage dariiber getroffen werden, wie krankheitsbezogene Unterschiede im Methylom
zustande gekommen sind. Um dies moglich zu machen, miissten epigenetische
Einflussfaktoren wie Rauchen, Alkoholkonsum oder Erndhrung bei Probanden und

Kontrollen kontrolliert werden.

Epigenetik ist ein komplexes Feld. Die DNA-Methylierung ist der bisher am besten
verstandene Mechanismus und fiir Analysen mit hohem Durchsatz sehr gut geeignet. Daher
ist es sinnvoll bei der Erforschung epigenetischer Einfliisse den Fokus primér auf die DNA-
Methylierung zu legen. Jedoch ist dies nicht der einzige epigenetische Mechanismus. Das
Prinzip der posttranslationalen Histonmodifikation und der MikroRNAs konnten ebenfalls
eine wichtige Rolle in der Pathogenese der atopischen Dermatitis spielen. Ob und inwiefern
diese beiden epigenetischen Mechanismen bei der atopischen Dermatitis von Bedeutung sind,
ist unbekannt. Es ist jedoch anzunehmen, dass sie das Epigenom zusammen mit der DNA-
Methylierung beeinflussen. Auch darf das mogliche Zusammenspiel von genetischen
Varianten mit epigenetischen Faktoren nicht auler Acht gelassen werden. (Heijmans und Mill
2011) Studien haben gezeigt, dass Allel-spezifische DNA-Methylierungen (ASM) im Genom
existieren, die inter-individuell stark variieren kdnnen. Sie konnen sowohl durch genetische
Varianten bedingt sein, als auch durch genomisches Imprinting oder Umwelteinfliisse. ASMs
konnen den Effekt von Risikoallelen durch Blockierung der Expression maskieren.

(Shoemaker, Deng et al. 2010)

Epigenetische Studien zu komplexen Erkrankungen basieren stark auf den Erfahrungen, die
im Bereich der Krebsforschung gemacht wurden. CpG Islands sind im onkologischen Bereich
von grofler Bedeutung. Ob ihnen jedoch auch bei der epigenetischen Kontrolle
nichtneoplastischer Erkrankungen eine solch tragende Rolle zukommt, ist unklar. (Eckhardt,
Lewin et al. 2006) Auerdem bieten die derzeit verfligbaren Methoden nicht die quantitative
und rdumliche Auflosung, um auch subtile Verdnderungen des Epigenoms zu erkennen. Die
Herausforderung der nichsten Jahre wird es sein neue, kostengiinstige Methoden zu

entwickeln, die es moglich machen das Epigenom komplexer Erkrankungen in hoéherer
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Auflésung zu untersuchen. Hierfiir wére es wichtig Probanden und Kontrollen in Bezug auf
Alter, Geschlecht und auch weiteren epigenetischen Einflussfaktoren aufeinander
abzustimmen, um mogliche Confounder zu vermeiden. Weiterhin miisste von beiden
Vergleichsgruppen Biomaterial gesammelt werden, hier empfiehlt sich vor allem Epidermis,
aber auch T-Zellsubpopulationen konnten mit eingeschlossen werden. Weiterhin sollten
zelltypspezifische DNA und RNA gewonnen werden, um die Korrelation von DNA-

Methylierung und Gen-Expression kenntlich zu machen.
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S Zusammenfassung

Die atopische Dermatitis (AD) ist eine hdufige, chronisch-rezidivierende, entziindliche
Hauterkrankung, deren Atiologie groBtenteils auf erblichen, aber auch umweltbedingten
Faktoren basiert. Obwohl bereits einige Risikogenvarianten fiir die AD identifiziert werden
konnten, ldsst sich nur ein geringer Teil der beobachteten Heritabilitdt der Erkrankung durch
diese Faktoren erkldren. Epigenetische Mechanismen stellen eine plausible und potenziell
vererbbare Verbindung zwischen Umwelteinfliissen und Genomfunktion dar und kénnten so
eine wichtige Rolle in der Krankheitsgenese der AD spielen. Bis heute gibt es in der Literatur
nur wenige Publikationen, die sich mit der Epigenetik bei der atopischen Dermatitis
auseinandergesetzt haben. Eine genomweite DNA-Methylierungsanalyse fiir atopische
Dermatitis existiert bisher nicht. Ziel dieser Arbeit war die Identifikation epigenetischer
Faktoren, die an der Pathogenese der AD beteiligt sein konnten. Zu diesem Zweck wurde die
bislang einzige genomweite Untersuchung des Methyloms und Transkriptoms zur AD
durchgefiihrt. Dabei wurden verschiedene Gewebetypen miteinander verglichen. Insgesamt
zeigten sich groBere Unterschiede in der DNA-Methylierung verschiedener Gewebe eines
Individuums (intraindividuelle Variabilitdt), als in gleichen Geweben verschiedener
Individuen (interindividuelle Variabilitit). Die Ergebnisse deuten weiter darauf hin, dass die
starksten AD-assoziierten Unterschiede in der Epidermis bestehen, dem bei der AD primér
betroffenen Gewebe. Dabei konnten eine Reihe von Loci identifiziert werden, bei denen ein
differentielles Methylierungsmuster auch mit einer verédnderten Expression einherging. Neben
der  klassischen  Korrelation von  Hypomethylierung/erhohte  Expression  und
Hypermethylierung/verminderte Expression  waren auch  Korrelationen  von
Hypomethylierung mit verminderter Expression zu beobachten. Unter den Genen mit AD-
assoziierten Unterschieden im Methylierungsmuster in der Epidermis fanden sich v.a. solche,
die bei der epidermalen Zelldifferenzierung, dem Zellwachstum und der Apoptose von
Bedeutung sind. Interessanterweise wurden fiir einige dieser Gene analoge Beobachtungen
bei der Psoriasis, einer anderen chronisch-entziindlichen Hauterkrankung mit iiberwiegend
antagonistischen Mechanismen gemacht, was darauf hindeutet, dass die Unterschiede in der
Methylierung eher im Zusammenhang mit der Entziindung zu sehen sind. Kiinftige Studien in
diesem Bereich sollten die Epidermis als Zielgewebe einschlieBen und gréBere Fallzahlen
heranziehen. Wiinschenswert wiren longitudinale Studien, die es mdglich machen auch die
zeitlichen Verdnderungen der epigenetischen Marker zu erfassen und die Erfassung von

Umweltexpositionen. Die Epigenetik konnte das noch liickenhafte Verstdndnis der
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Krankheitsentstehung der AD entscheidend verbessern und so vielleicht zur Entwicklung

zielgerichteter therapeutischer Ansdtze und priaventiver Maflnahmen beitragen.
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