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Zusammenfassung Deutsch
Einfluss nutritiver Methyldonatoren auf die CD40L-Methylierung von T-

Zellen und die Krankheitsaktivitat bei Patientinnen mit systemischem
Lupus erythematodes

Ziel der Arbeit:

Den Einfluss der Erndhrung auf die Methylierung von CD40L in T-Zellen sowie
auf die Krankheitsaktivitdt von Patientinnen mit systemischem Lupus
erythematodes (SLE) darzustellen.

Hintergrund: Hypomethylierung des CD40L ist mit einer erhdhten
Krankheitsaktivitdt bei SLE-Patientinnen assoziiert. Daher wurden mdgliche
Assoziationen von Methyldonatoren (u.a. Methionin, Cholin, Cystein) mit dem
Methylierungsstatus von CD40L erforscht.

Methoden:

Patientinnen mit SLE aus der rheumatologischen Ambulanz der Universitéatsklinik
Dusseldorf erhielten einen vom Robert-Koch-Institut validierten Fragebogen zur
standardisierten Erfassung der Erndhrungsgewohnheiten. Neben
Dokumentation  der  Krankheitsaktivitit (u.a. SLEDAI) und von
Organbeteiligungen wurden Vitamin B6 und Homocystein als Biomarker fur
Methyldonatoren der Erndhrung bestimmit.

Die Methylierung des CD40L Promotors und von Enhancer-Regionen in T-Zellen
wurde mittels Epityper durch Kooperationspartner in Regensburg bei 61
weiblichen SLE Patientinnen bestimmt. Folgende Hypothesen werden in der
Arbeit Gberpruft:

1. Der anhand eines Fragebogens zur H&aufigkeit der Nahrungsaufnahme
ermittelte Verzehr ausgewdahlter Né&hrstoffe (Vit. D, Vit. B6 und
Cholesterin) entspricht den Blutwerten der jeweiligen Nahrstoffe

2. Die Krankheitsaktivitat bei SLE Patienten ist von der Methylierung des
CD40-Liganden in T-Zellen abhéngig.

3. Die Methylierung der T-Zell-DNA des CDA40-Liganden ist mit einer
methyldonatorenreichen Erndhrung, erfasst an einem Fragebogen und

mittels im Blut ermittelten Biomarkern, assoziiert.
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4. Die Krankheitsaktivitdt bei Patienten mit methyldonatorenreicher
Erndhrung ist geringer, als bei Patienten mit methyldonatorenarmer
Erndhrung.

5. Durch den Ernahrungsfragebogen des Robert-Koch-Institutes lassen sich
Nahrungsbestandteile identifizieren, welche eine Methylierung
begtnstigen.

Ergebnisse:

Es wurden 61 Frauen im Alter von 45.7 + 12.0 Jahren mit einer durchschnittlichen
Krankheitsdauer von 16,24 + 8,44 Jahren eingeschlossen. Cholin (g/d) ist
assoziiert zur mittleren CD40L-Methylierung (B = 1,68; p = 0,04). Cystein (g/d)
als Substrat fir Homocystein und das Antioxidans Glutathion ist assoziiert zur
mittleren CD40L-Methylierung (B = 4,34; p = 0,02) und an CpG17 (B =2,38;p =
0,02). Methionin (g/d) ist zur mittleren CD40L-Metyhlierung (B = 9,49; p = 0,043)
und an CpG17 (B = 4,98; p = 0,043) assoziiert. Die Katalysatoren Vitamin B6 und
B12 sind weder durch den ermittelten Gehalt durch den Fragebogen (VitB6: p =
0,72; VitB12: p = 0,16), noch durch den Gehalt im Blut (VitB6: p = 0,86) assoziiert
zur CD40L-Methylierung.

Es bestétigt sich ferner, dass die Krankheitsaktivitdt mit Hypomethylierungen an
CpG17 (p =-32,57; p =0,035) und CpG22 (B = -38,28; p = 0,004) des CD40L bei
Frauen mit SLE assoziiert ist (Vordenbaumen et al., 2021).

Die Nahrungsmittel (Portion/Tag) mit der starksten signifikanten Assoziation zur
mittleren Methylierung sind Fleisch ( = 0,025; p = 0,038), Eiscreme (3 = 0,063;
p = 0,009), fir CpG22 WeiBbrot ( = 0,03; p = 0,036) und fir CpG17 gekochte
Kartoffeln (f = 0,062; p = 0,005).

Generell stimmten die ermittelten Werte aus den Fragebdgen und Messwerte im
Blut fur die Fettsduren (PUFA: p =0,63; MUFA: p =0,55, SFA: p =0,075), Vitamin
B6 (p = 0,55), Vitamin D (p = 0,58) und Cholesterol (p = 0,62) nicht gut Uberein.
Schlussfolgerungen:

1. Der Konsum von Methionin, Cholin, Cystein ist bei Frauen mit SLE mit
einer hdheren Methylierungsrate von CD40L in T-Zellen assoziiert.

2. Hypomethylierungen an den Stellen CpG 17 und CpG 22 des CD40L sind

bei Frauen mit SLE mit einer erh6hten Krankheitsaktivitat assoziiert.
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3. Nahrungsmittel mit den starksten Assoziationen zu hoherer
Methylierungsrate sind Fleisch, Eiscreme, Weil3brot und gekochte
Kartoffeln. Vitamin B6 und B12 zeigten keine Assoziationen zur CD40L T-
Zell-Methylierung.

4. Fragebogen und Messwerte stimmen fir ausgewéahlte Marker (Vit D, Vit
B6, Cholesterol) nicht gut Gberein. Vorsicht ist bei der Verwendung von

Abschatzungen der Erndhrung aus Fragebdgen geboten.
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Zusammenfassung Englisch

Impact of nutritive methyl donors on T-cell CD40L methylation and disease
activity in female patients with systemic lupus erythematosus

Objective:

To explore the impact of diet on T-cell CD40L methylation and disease activity in
systemic lupus erythematosus (SLE).

Background: Hypomethylation of CD40L is associated with increased disease
activity in SLE patients. Therefore, possible associations of methyl donors
(including methionine, choline, cysteine) and the methylation status of CD40L
were explored.

Methods:

Female SLE patients from the rheumatology outpatient clinic of University-
Hospital Dusseldorf received a validated questionnaire to assess dietary habits.
In addition to standardized routine measures to document disease activity
(including SLEDAI) and organ involvement, vitamin B6 and homocysteine were
determined as biomarkers to detect dietary methyl donors.

Methylation of the CD40L promoter and enhancer regions in T cells were
determined using epityper by collaborators in Regensburg in a subset of 61
female SLE patients. The following hypotheses were addressed:

1. Nutritional consumption of selected nutrients (Vit. D, Vit. B6 and
cholesterol) as determined by a food frequency questionnaire corresponds
to blood levels of the respective nutrients.

2. SLE disease activity is associated to the methylation status of CD40L at
distinct CpG sites within CD4 T-cells.

3. T-cell DNA methylation of CD40 ligand is associated with a high-
methylation supplemented diet (measured by questionnaire and blood-
derived biomarkers).

4. Disease activity in SLE-patients on a high-methylation supplemented diet
is lower than in patients on a low-methylation diet.

5. According to the Robert Koch Institute dietary questionnaire, there are

dietary components that promote methylation.
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Results:

Sixty-one women at the age of 45.7 + 12.0 years with a mean disease duration
of 16.24 + 8,44 years were included. Choline (g/d) is associated to mean CD40L
methylation (p = 1,68; p = 0,04). Cysteine (g/d) as a substrate for homocysteine
and the antioxidant glutathione is associated to mean CD40L methylation (f =
4,34; p = 0,02) and with CpG17 (B = 2,38; p = 0,02). Methionine (g/d) is
associated with mean CD40L myelination (p = 9.49; p = 0.043) and at CpG17 (
= 4.98; p = 0.043). The catalyst-vitamins B6 and B12 are not associated with
CD40L methylation either by the determined level by the questionnaire (VitB6: p
=0.72; VitB12: p = 0.16), or by the blood level (VitB6: p = 0.86).

It is further confirmed that disease activity is associated with hypomethylation at
CpG17 (B = -32.57; p = 0.035) and CpG22 (3 = -38.28; p = 0.004) of CD40L in
women with SLE.

The foods (serving/day) with the strongest significant association to mean
methylation consisted in meat (p = 0.025; p = 0.038), ice cream (p = 0.063; p =
0.009), in case of CpG22 white bread (p = 0.03; p = 0.036), and in case of CpG17
cooked potatoes (p = 0.062; p = 0.005).

In general, the determined values from the questionnaires and measured values
in blood for fatty acids (PUFA: p =0.63; MUFA: p = 0.55, SFA: p = 0.075), vitamin
B6 (p = 0.55), vitamin D (p = 0.58) and cholesterol (p = 0.62) did not agree well.
Conclusions:

1. Consumption of methionine, choline, cysteine is associated with increased
methylation of CD40L in T-cells in women with SLE.

2. Hypomethylation at CpG 17 and CpG 22 sites of CD40L in T-cells is associated
with increased disease activity in women with SLE.

3. Foods with the strongest association with increase methylation at CD40L are
meat, ice cream, white bread, and cooked potatoes. Vitamin B6 and B12 showed
no association with CD40L T-cell methylation.

4. Questionnaire values and measured values (Blood) do not agree well for

selected markers (Vit D, Vit B6, cholesterol).
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1. Einleitung

1.1. Definition des Lupus erythematodes

Der Systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine chronisch entzlindliche
Autoimmunerkrankung aus der Gruppe der Kollagenosen.
Charakteristischerweise kénnen bei nahezu allen Patienten Autoantikérper
gegen Zellkerne nachgewiesen werden. Prinzipiell kann jedes Organ potentiell
von der Erkrankung befallen sein (Rahman and Isenberg, 2008). Haufige aber
unspezifische  Begleitsymptome sind Fieber, Myalgien, Arthralgien,
Kopfschmerzen und der Verlust von Appetit und Gewicht, spezifischere
Symptome sind z.B. verschiedene Formen des kutanen Lupus und verschiedene
Organbeteiligungen wie z.B. Beschwerden durch eine Lupusnephritis, Jaccoud-
Arthritis etc. (Cojocaru et al., 2011).

1.2. Epidemiologie und Mortalitat

In Europa betragt die Pravalenz 24-90 Félle pro 100.000 Einwohner (Danchenko
et al., 2006). Der Altersgipfel des Erkrankungsbeginns zeigt sich zwischen 20 bis
40 Jahren (D'Cruz et al., 2007). Insgesamt zeigt sich eine deutlich h&ufigere
Manifestation des weiblichen Geschlechts, mit einem Verhaltnis (¢: 4) von 4:1
(Brinks et al., 2014) in Deutschland. Ein Verhéltnis von Gber 9:1 zeigte sich in
multikulturellen Wohngebieten wie zum Beispiel in Manhattan (USA). Ebenfalls
findet sich hier eine deutlich erhdhte Pravalenz in der nicht-wei3en Bevolkerung
(Izmirly et al., 2017).

Im Verlauf der letzten Jahrzehnte hat die Mortalitat durch bessere Therapie,
sowie Verstandnis der Erkrankung stetig abgenommen. In einer Metaanalyse aus
dem Jahr 2012 (Mak et al., 2012) wird von einem ,signifikantem Anstieg von
74,8% auf 94,8% in der 5-Jahres-, sowie von 63,2% auf 91,4% in der 10-Jahres-
Uberlebensrate® berichtet (p < 0,001).

Die standardisierte Sterblichkeitsrate (SSR) gibt das Verhéltnis von Toden in
einer Kohorte im Vergleich zu den erwarteten Toden in gleich groBe Kohorte der
Allgemeinbevolkerung an. In einer aus dem Jahr 2016 durchgefihrten

Metaanalyse (Lee et al., 2016) wurde eine aktuell generelle signifikant erhdhte



SSR von 2,6 fur SLE-Patienten im Vergleich zur Allgemeinbevélkerung
aufgezeigt. Hierbei lassen sich keine geschlechtsspezifischen Unterschiede
nachweisen. In einer ursachenspezifische Analyse zeigten Lee et al.
unterschiedliche SSR bei verschiedenen Todesursachen von SLE-Patienten
(Nierenerkrankungen: 4,689, Kardiovaskulare  Erkrankungen: 2,253,
Herzerkrankungen: 2,285, Infektionen: 4,98). Insgesamt ergibt sich also eine
deutlich erhéhte Mortalitat bei SLE.

1.3. Symptome und Diagnostik

Der SLE zeichnet sich bei Erkrankungsbeginn sowie im Verlauf durch eine hohe
Variabilitat von Symptomen mit verschiedenen mdglichen Organbeteiligungen
ab. Einen guten Uberblick diesbeziglich liefert das ACR/EULAR-
Klassifikationssystem.

In einer gemeinsamen Initiative haben die Amerikanische rheumatologische
Fachgesellschaft American College of Rheumatology (ACR) und die
Europaische Fachgesellschaft European League Against Rheumatism (EULAR)
kurzlich ein neues ACR/EULAR-KIassifikationssystem entwickelt (Aringer et al.,
2019), (AWMF S2k-Leitlinie Lupus erythematodes):

Die Klassifikation kann erfolgen, wenn ein Summenscore von > 10 Punkten
erreicht wird. Voraussetzung fur die Klassifikation ist ein positiver Nachweis von
antinuklearen Antikdrpern (ANA Hep2-IFT > 1:80 oder oberhalb des Normwertes

des jeweiligen Labors). Hierbei ist ein einmaliger Nachweis ausreichend.

Zusatzlich mussen folgende Kriterien beachtet werden:

e Ein Kriterium wird nicht gewertet, wenn eine andere, wahrscheinlichere
Ursache zugrunde liegt (z.B. Infektion, Neoplasie, Medikamente oder eine
andere Erkrankung).

e Ein Kriterium ist erfullt, wenn es einmalig vorgekommen und dokumentiert
ist.

o Kriterien mussen nicht gleichzeitig vorliegen.

e Es muss jedoch mindestens ein Kriterium aktuell vorhanden sein.



e Innerhalb jeder Doméne geht nur der héchste Score in den Gesamtscore

ein.

Tabelle 1-1. Typ 1 und Typ 2 Manifestationen des Systemischen Lupus erythematodes

vgl.: AWMF S2k-Leitlinie Lupus erythematodes, (Aringer et al., 2019)

Klinische Doméne und Kriterien Punkte
Konstitutionelle Fieber 5
Symptome
nicht vernarbende Alopezie 2
Haut orale Ulzera 2
subakut-kutaner (SCLE) oder diskoider LE (DLE) 4
akuter kutaner LE (ACLE) 6
Arthritis Synovitis in = 2 Gelenken oder Druckschmerz in = 2 6
Gelenken + Morgensteifigkeit = 30 min.
Delirium 2
Neurologie Psychose 3
Krampfanfalle 5
Serositis Pleura- oder Perikarderguss 5
Akute Perikarditis 6
Leukopenie 3
Hamatologie Thrombopenie 4
Autoimmunhamolyse 4
Proteinurie > 0,5 g/24h 4
Nieren Lupusnephritis (histologisch) Typ Il, V 8
Lupusnephritis (histologisch) Typ IlI, IV 10
Immunologische Doménen und Kriterien
. - Anticardiolipin-Antikdrper: > 40 GPL oder
ﬁ:::ﬁgss;hollpld Beta-2-Glykoprotein | : > 40 GPL oder 2
P Lupus-Antikoagulans: +
Komplement C3 oder C4 vermindert 3
P C3 und C4 vermindert 4
Hochspezifische anti-ds-DNA-AK oder 6
Auto-AK anti-Sm-AK

Bei einem erreichten Score von 10 oder mehr Punkten bieten die EULAR/ACR-
Kriterien eine Sensitivitit von 98% sowie eine Spezifitdt von 97% zur
Diagnosestellung eines SLE.



1.4. Therapie

Die Therapie des systemischen Lupus erythematodes orientiert sich
grundsétzlich an der jeweiligen Organbeteiligung sowie der Schwere der
Beteiligung unter Risiko-Nutzenabwégung (Fanouriakis et al.,, 2019). Im
Folgenden werden die gebrauchlichsten Therapien kurz beschrieben.

Als Basistherapie ist Hydroxychloroquin (HCQ) wegen stabilisierender
Eigenschaften auf den Krankheitsverlauf unter anderem bezuglich zu Endorgan-
schaden empfohlen (Alarcén et al., 2007, Ponticelli and Moroni, 2017). Haufig
werden zudem zur Symptomkontrolle Steroide eingesetzt, um aktivere
Krankheitsphasen zu Uberbriicken (Basta et al., 2020). Ein Langzeitgebrauch
fihrt jedoch durch Nebenwirkungen zu permanenten Schaden an verschiedenen
Organsystemen (Zonana-Nacach et al., 2000). Ansonsten kbénnen
Immunsuppressiva durch ihre immunmodulatorische Wirkung ein schnelleres
Absetzen bzw. eine schnellere Reduktion der Glukokortikoidgabe erlauben. Bei
Patienten mit schlechter Symptomkontrolle unter HCQ- und Glukokortikoidgabe
wird haufig die Gabe von Methotrexat (MTX) und Azathioprin erwogen
(Fanouriakis et al., 2019). Zudem kdnnen Calcineurininhibitoren und Tacrolimus
zusétzlich in Erwégung gezogen werden (Parikh et al., 2020). Cyclophosphamid
ist das Mittel der Wahl bei neuropsychiatrischen oder bei organgefédhrdender
Auspragung des SLE. (Ugarte-Gil et al., 2015). Das Profil der Nebenwirkungen
der konventionellen Immunsuppressiva besteht aus der Ausprédgung von
Infektionen, Malignomen, der Teratogenitat und Infertilitdt und letztendlich
Organschéaden und erhéhten Mortalitét (Basta et al., 2020). Durch verbessertes
Verstdndnis der Pathogenese des SLE werden aktuell auch biologische
Wirkstoffe (biologic agents) entwickelt, welche spezifische an der Pathogenese
beteiligte Signalkaskaden beeinflussen kénnen. Durch B-Zell-Depletion konnten
diesbezlglich Rituximab (Merrill et al., 2010) und Belimumab (Furie et al., 2011)
als monoklonale Antikdper positive Auswirkungen in Bezug auf die Symptomlast
und Krankheitsaktivitat aufweisen (Strand et al., 2014). Sie werden bereits in der
Klinik angewandt, andere Wirkstoffe werden aktuell noch entwickelt oder

befinden sich in der Phase klinischer Studien.



1.5. Atiologie und Pathophysiologie

Eine heterogene Auspragung, sowie die oben beschriebenen epidemiologischen
Unterschiede des SLE weisen auf eine multifaktorielle Genese der Erkrankung
hin (Finzel et al., 2018): Beim SLE scheint eine genetische und epigenetische
Pradisposition zu bestehen. Zudem kénnen Umweltfaktoren (Gergianaki et al.,
2019, Zandman-Goddard et al., 2012) und Hormone (Petri, 2008, McMurray and
May, 2003) sowohl die Auspragung, als auch die Genese der Krankheit selbst

stark beeinflussen. Im Folgenden werden diese beiden Saulen néher betrachtet.

1.5.1. Umweltfaktoren

Im Jahr 1992 wurde in einer Lupus-Zwillingsstudie aufgewiesen, dass nicht nur
genetische Faktoren, sondern auch Umwelifaktoren eine groBe Rolle in der
Auspragung und beim Auftreten der Erkrankung spielen: Monozygote Zwillinge
waren viel haufiger gemeinsam von der Erkrankung betroffen als dizygote
Zwillinge (24% der Homozygoten vs. 2% der Dizygoten) (Deapen et al., 1992).
Dennoch war in etwa nur ein Viertel der genetisch identischen Zwillinge
gemeinsam von der Erkrankung betroffen. Im Umkehrschluss muss es daher
andere Faktoren geben, welche die Genese des SLE beeinflussen. Im Folgenden

werden mogliche Umweltfaktoren umschrieben.

1.5.1.1. UV-Licht / Infektionen

Hautmanifestationen bei SLE Patienten an durch Sonnenbestrahlung
exponierten Korperarealen reichen von Erythemen wie dem bekannten
Schmetterlingserythem bis hin zu makulésen und bullésen Lasionen (Zamansky,
1985). Auch verschiedene Infektionen fihren zu vermehrter Apoptose, Nekrose
oder NETose neutrophiler Granulozyten, wodurch eine Autoimmunreaktion
ausgeldst oder verstarkt werden kann (Finzel et al., 2018).

Der Abbau der nekrotischen und apoptotischen Zellen durch Phagozytose,
welche entweder durch die Einwirkung der UV-Strahlen oder durch Infektionen
entstehen, ist bei ca. einem Drittel der SLE-Patienten sowohl in vitro (Herrmann
et al., 1998), als auch ex vivo gestért (Baumann et al., 2002). Bei verzégertem

Abbau werden im Endeffekt durch freiwerdende Nukleosomen der Zellen Uber



Toll-like-Rezeptor-2 zuerst Antigen-Prasentierende-Zellen (APC) und folglich
auch autoreaktive T-Zellen aktiviert (Urbonaviciute et al., 2008).

Beim Prozess der NETose werden zur Abwehr bakterieller Infektionen
Chromatin, sowie bakterizide Enzyme durch neutrophile Granulozyten
freigesetzt. Hierdurch werden ,NETs* (Netze) gebildet, in welchen Bakterien
festgehalten und abgetbtet werden. Ebenso, wie bei dem verzbgerten Abbau der
Zellbestandteile, weisen SLE-Patienten eine verzégerte Abbauzeit von NETs auf.
Diese persistierenden NETs wurden in Nierenbiopsien in SLE-Patienten
nachgewiesen und waren mit dem Auftreten einer Lupusnephritis assoziiert.
(Hakkim et al., 2010). Hinzu kommt, dass der Prozess der NETose selbst auch
in SLE-Patienten gesteigert ist (Mistry and Kaplan, 2017).

1.5.1.2. Ostrogene

Ebenfalls sind Ostrogene mit der Genese des SLE assoziiert. In einer Studie zu
postmenopausaler Hormonersatztherapie zeigte sich nach einer Exposition von
zwei oder mehr Jahren mittels Ostrogen ein insgesamt 2,8-fach erhéhtes
Manifestationsrisiko flir SLE bei Frauen. Das Fehlen eines Progesterons erhdhte
das Risiko sogar auf das 5,3-fache (Meier et al., 1998). Ebenfalls wurde die
Wirkung von Ostrogenpraparaten auf das Auftreten von Lupus-Schiiben
untersucht. Hier stellte sich eine signifikante Erh6hung von leichten- bis
mittelschweren Schiben heraus. Schwere Schibe traten nicht signifikant
haufiger auf (Buyon et al., 2005).

1.5.1.3. Rauchen

Zigarettenrauchen fihrt zu einer chronischen Inflammation im Képer (Elisia et
al.,, 2020) und kann sogar autoimmune Prozesse auslésen (Ummarino, 2016,
Willemze et al., 2011). So ergab sich bei Patientinnen, die mehr als ein Jahr lang
taglich geraucht haben im Vergleich zur Kontroligruppe an Nichtrauchern ein
1,55-fach héheres Risiko an SLE erkrankt zu sein. Auch im Vergleich von Ex-
Raucherinnen zu Nichtrauchern zeigte sich eine 1,8-fach erhéhte Anzahl an SLE-
Fallen. Méanner, welche in |hrer Lebenszeit mehr als 100 Zigaretten geraucht
haben, hatten ebenfalls eine signifikant héhere SLE-Pravalenz (p=0,026), als die
Vergleichsgruppe der Nichtraucher (Ekblom-Kullberg et al., 2013). Somit lasst

sich eine Assoziation des erhdhten Auftretens von SLE bei Konsum von



Zigaretten vermuten. Zuséatzlich scheint das Rauchen die Effektivitat der

Antimalaria-Medikamente negativ zu beeinflussen. (Rahman et al., 1998)

1.5.1.4. Vitamin D

Vitamin D spielt eine wichtige Rolle im Immunsystem, sodass ein Mangel in einer
fehlgeleiteten Immunantwort resultieren kann (Hock, 2014). Die Vitamin Ds-
Signalkaskade wird durch Stress aktiviert und erfordert ausreichende
Kapazitadten an dem Vorganger 25-Hydroxyvitamin Ds fir suffiziente Zell- und
Immunfunktionen (Adams and Hewison, 2010, Peterlik and Cross, 2009). Bei
Vitamin Ds-Mangel ist die Sekretion des antimikrobiellen Peptids Cathelicidin
reduziert, was zu verstarkter Auto- und Xenophagie fuhrt und als Resultat werden
Phagozytose, Zytotoxizitat, Antigen-Prozessierung und Antigen-Prasentation
dysreguliert (Hock, 2014).

Zusatzlich besteht eine Assoziation von Polymorphismen des Vitamin-D-
Rezeptors mit dem SLE-Erkrankungsrisiko (Mao and Huang, 2014). In Bezug auf
SLE wurde die Assoziation der Krankheitsaktivitat in einer longitudinalen Studie
mit 276 Patienten, welche mehr als 4 ACR Kriterien erflllten mit den
Serumspiegeln an 25-hydroxyvitamin D3 erforscht. Die Patienten wurden in drei
verschiedene Gruppen, gemessen am Serumspiegel aufgeteilt und das Auftreten
von SLE-Schiben dokumentiert. Nach einem Follow-Up von ca. 32,5 Monaten
ergab sich sowohl die Krankheitsaktivitat, als auch die Anzahl und Schwere an
SLE-Schiiben in den Vitamin D-Defizienten Gruppen als erhéht (Mok et al.,
2018).

Vitamin D kénnte auch eine der Ursachen sein, weshalb die Erkrankung in
starker pigmentierten Ethnizitaten eine erhéhte Pravalenz erreicht (Finzel et al.,
2018). Durch starkere Pigmentierung und die generelle Empfehlung beim SLE
Sonnenbestrahlung zu vermeiden, kdnnte dies zu einem noch gréBeren
Vitaminmangel fihren als in beispielsweise der weiBen Bevdlkerung. (Finzel et
al., 2018). In einer Metaanalyse wurde zuletzt die Wirkung einer Vitamin-D-
Supplementierung bei SLE Patienten untersucht. Hierbei zeigte sich eine
mogliche Verbesserung der Fatigue-Symptomatik bei SLE (p=0,001). Ein
positiver Effekt auf die Krankheitsaktivitdt oder das Auftreten von anti-dsDNA

konnte bislang jedoch leider nicht nachgewiesen werden (Zheng et al., 2019).



1.5.1.5. Erndhrung

Zusammenfassend wird in einer aktuellen Meta-Analyse zu SLE und Ernahrung
berichtet, dass ,eine balancierte Diat mit moglichst geringer Anzahl an Kalorien
und Proteinen, aber mit hohen Anteilen von Ballaststoffen, PUFAs
(polyunsaturated fatty acids), Vitaminen (A, B, C, D und E), Mineralstoffen und
Polyphenolen® empfohlen wird (Islam et al., 2020). Im Folgenden wird dies kurz
zusammengefasst dargestellt.

Makronahrstoffe

Kohlenhydrate, Fette und Aminosauren gehéren zu den Makron&hrstoffen.
Kohlenhydrate dienen als naturlicher Energielieferant fur den Koérper. Es wird
vermutet, dass ein Ungleichgewicht beim Konsum von Kohlenhydraten und ggf.
eine Gewichtszunahme die klinische Manifestation diverser
Autoimmunerkrankungen wie unter anderem auch SLE verstarken kann (Moura
dos Santos Fde et al, 2013). Zudem konnte an der brasilianischen
rheumatologischen Ambulanz der Minas Gerais Federal University Medical
School demonstriert werden, dass ca. 35% der 18- bis 60-jahrigen SLE
Patientinnen Ubergewichtig (BMI: 25-29,9) und ca. 27% der Patientinnen
fettleibig (BMI > 30) sind (Borges et al., 2012).

Bezuglich des Konsums von Proteinen konnte gezeigt werden, dass eine
Reduktion der taglichen Proteinzufuhr eine Verschlechterung der Nierenfunktion
bei SLE bremsen kann (Milovanov lu et al., 2009). Es stellte sich aber auch
heraus, dass einzelne Aminoséuren sowohl positive, als auch negative Effekte
bewirken kénnen. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass N-
Acetylcystein-Substitution die GSH-Level in Zellen erhéhen konnte und somit
mTOR, einen der Faktoren, der zur T-Zell-Dysfunktion beitragt (Bi et al., 2011),
inhibieren konnte (Lai et al., 2012). Andererseits konnte ein verminderter Konsum
von Phenylalanin und Tyrosin nephroprotektive Effekte in NZB/NZW Mé&usen
aufweisen. In der Kontroligruppe zeigten alle Mause eine lupus-ahnliche
Nephropathie. Die Gruppe mit Nahrstoffrestriktion wies eine 1,4-fach gréBere
Lebensspanne sowie die Abwesenheit einer Nephropathie auf (Dubois and

Strain, 1973). Bezlglich des Proteinkonsums wird daher zusammenfassend ein



ausgewogener, moderater Proteinkonsum im Sinne eines mediterranen
Erndhrungsstils empfohlen (Islam et al., 2020).

Insbesondere ungesattigte Fettsduren (PUFAs) mit hohem Anteil an Omega-3-
Fettsduren kdénnen die Anzahl an inflammatorischen Mediatoren bei SLE-
Patienten reduzieren (Rodriguez Huerta et al., 2016).

Mikronahrstoffe

Vitamin A Substitution verringerte sowohl Proteinurie als auch den Gehalt an anti-
dsDNA im Blut (Kinoshita et al., 2010). Zudem konnte Vitamin A die Balance an
menschlichen T-Helfer-Zellen (Th17) und Treg-Zellen beeinflussen (Handono et
al., 2016). Bei bestimmten Bevdlkerungsgruppen mit SLE konnte ein Vitamin B-
Mangel nachgewiesen werden (Sun LD, 2007). In einer prospektiven Studie
ergab sich eine inverse, signifikante Korrelation zwischen Vitamin-B6-Konsum
und dem Risiko eines aktiven SLE (Minami et al., 2011). Ebenfalls war auch der
Konsum von Vitamin C signifikant invers mit dem Risiko eines aktiven SLE
assoziiert (Minami et al., 2003). Vitamin D wurde unter ,Umweltfaktoren” bereits
beschrieben. Orale Substitution von Vitamin E zeigte bei SLE-Patienten eine
Assoziation mit einer verminderten Antikérpersynthese (Maeshima et al., 2007).
In einer weiteren Studie konnte nach Substitution mittels Vitamin E und Nigella
Sativa (Echter Schwarzkiimmel) ein signifikant erhéhter GSH-Gehalt, sowie
signifikant erniedrigte Blutspiegel an IL-10, Malondialdehyd, NO und iNOS
nachgewiesen und somit eine Erniedrigung des oxidativen und nitrosativen
Stresses aufgezeigt werden (Esheba, 2015).

Polyphenole

Polyphenole sind sekundare Metabolite aus Pflanzen und wirken den
schédlichen Effekten von UV-Strahlung und oxidativem Stress entgegen. Ihnen
wird ein signifikanter protektiver Effekt gegentuber dem Entwickeln und dem
Progress verschiedener Erkrankungen wie Krebs, Diabetes, kardiovaskularen
Erkrankungen und dem Altern zugeschrieben (Pandey and Rizvi, 2009). Auch
bei SLE konnten positive Effekte demonstriert werden. Stoffe wie Curcumin
(Handono et al., 2015, Wang et al., 2017a), natives Olivendl (Aparicio-Soto et al.,
2017) und Flavonoide (Han and Han, 2016, Kang et al., 2009) zeigten bei SLE-

Patienten positive immunmodulatorische Effekte.
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In dieser Arbeit soll der Fokus auf den Einfluss der Erndhrung auf epigenetische
Modifikationen und deren Auswirkung auf die Krankheitsaktivitat gelegt werden.
Diesbezuglich zeigt sich folgende Studie von besonderer Bedeutung: Die
Autoren Strickland et al. zeigten in einer Versuchsreihe, dass Erndhrung die
Expression von autoimmun-assoziierten Genen und ebenfalls die
Krankheitsaktivitdt Uber epigenetische Mechanismen in ,transgenen Lupus-
Maus-Modellen® beeinflussen konnte (Strickland et al., 2013). Beim transgenen
Lupus-Maus-Modell-Versuch wurden zwei Arten von Mausen verwendet: Ein
Doxyzyklin-induzierbarer ERK-Defekt (wurde bei Lupus-resistenten (C57BL/6),
sowie bei Lupus-anfalligen Mausen (C57BL/6 x SJL) gezichtet. Diese Mause
wurden mittels Doxyzyklin sowie einer ,Standard-Erndhrung“ fur 18 Wochen
gefuttert. Durch den fehlenden ERK-Signalweg wurde somit eine Demethylierung
der DNA der Mause erwirkt. Danach wurde unterteilt zwischen
methyldonatorenreicher (MS) und methyldonatorenarmer (MR) Erndhrung. Die
Krankheitsaktivitdt wurde anhand von anti-dsDNA-Leveln, Proteinurie und
Hamaturie und mittels histologischer Beurteilung des Nierengewebes
klassifiziert. Es zeige sich, dass Lupus-anfallige Mause unter der
methyldonatorenarmen  Erndhrung Hamaturie und  Glomerulonephritis
entwickelten, jedoch nicht unter der methyldonartorenreichen Ernahrung.
Ebenfalls entwickelte sich bei den ,Lupus-resistenten® Mausen unter
Deaktivierung des ERK-Signalwegs nur unter methyldonatorenarmer Ernéhrung
eine Nierenerkrankung. Zudem kam es unter methyldonatorenarmer Ernahrung
zu einer Uberexpression des Cluster-of-Differentiation-40-Liganden (CD40L) in
weiblichen Mausen, sowie zu einer Demethylierung des zweiten X-Chromosoms.
In dieser Studie wurde also gezeigt, dass eine Erndhrung, angereichert mit
Methyldonatoren in Lupus-Maus-Modellen zu einer vermehrten Methylierung und

somit eine Assoziation bezuglich der Epigenetik und Krankheitsaktivitat aufweist.

1.5.2. Genetische Pradisposition
Die oben beschriebene Zwillingsstudie aus dem Jahr 1992 stellte dar, dass

eineiige Zwillinge deutlich hdufiger gemeinsam von SLE betroffen waren als
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zweieiige Zwillinge (24% der Homozygoten vs. 2% der Dizygoten). Wie
beschrieben, kann die Auspragung von Umweltfaktoren abh&ngen, doch es zeigt
sich auch eindeutig, dass es eine genetische, pradisponierende Komponente
geben muss. Ist der eineiige Zwilling an SLE erkrankt, so hat der andere Zwilling
ein Risiko von 50% ebenfalls an SLE zu erkranken (Deapen et al., 1992).

Insgesamt sind Uber 100 verschiedene Genareale gefunden, welche mit der
Auspragung von SLE assoziiert sind (Chen et al., 2017, Wang et al., 2021). In
einer groB3 angelegten Analyse, in welcher genetische Daten von uber 27.000
Individuen aus Europa, Afrika und Lateinamerika untersucht wurden, erwies sich,
dass das Risiko der Entwicklung eines SLE direkt mit der Anzahl an vorhandenen

Risikoallelen im Sinne einer Addition des Risikos steigt (Langefeld et al., 2017).

1.5.3. Epigenetik und epigenetische Modifikationen

In Zusammenschau der oben genannten Abhangigkeit der Erkrankung von
Umweltfaktoren, sowie der genetischen Pradisposition kdnnte die Epigenetik als
Mittelglied beider von Bedeutung sein. Epigenetische Modifikationen
ermdglichen eine dynamische Regulierung diverser Prozesse in eukaryotischen
Zellen, wodurch die Expression von Genen durch externe und interne Stimuli
beeinflusst werden und der Organismus entsprechend auf Veranderungen
reagieren kann (Navarro Quiroz et al., 2019). Unter epigenetischen
Modifikationen versteht man Verdnderungen, die zu einer unterschiedlichen
DNA-Zugénglichkeit fuhren. Diese kann durch DNA-Methylierung (Li and Zhang,
2014), posttranslationale Modifikation von Histon-Proteinen (Kouzarides, 2007)
oder nichtcodierende RNA-Interaktionen im Zellkern bewirkt werden (Mercer et
al., 2009). Es gibt viele Hinweise dafur, dass die Epigenetik eine wichtige Rolle
in der Auspragung des SLE spielt. In der oben genannten Zwillingsstudie
erkrankten lediglich 24% aller eineiigen Zwillinge gemeinsam an SLE, sodass
Umweltfaktoren oder die epigenetische Modifikation einen erheblichen Anteil an
der Genese haben muissen. Zudem ist eine ungleiche Geschlechterverteilung
ebenfalls suspekt, insbesondere bei einem deutlich erhéhten Anteil an erkrankten
Frauen. Hier wird die Hypothese aufgestellt , dass eine fehlende X-Chromosom-

Inaktivierung durch fehlende Methylierung und somit eine Uberexpression am
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CD40L-Promotor ebenfalls ursachlich sein kann (Lu et al., 2007). Alternativ
kénnte sich eine weibliche Uberexpression auch potentiell durch
geschlechtsspezifische hormonelle Unterschiede, z.B. durch die Wirkung des
Ostrogens und/oder epigenetische Modifikationen erkldren (Rider et al., 2001).
Ebenfalls konnen Medikamente wie 5-Azacitidin oder Procainamid als Inhibitoren
der DNA-Methylierung bewirken, dass T-Zellen autoreaktiv werden und in
Mausmodellen eine Lupus-ahnliche Erkrankung (drug-induced lupus) bewirken
(Quddus et al.,, 1993). In einer Analyse der Methylierung in neutrophilen
Granulozyten bei SLE Patienten stellten sich im Vergleich zur Kontrollkohorte
insgesamt 293 anders methylierte CG-Sequenzen heraus. Diese Sequenzen
erwiesen sich mehrheitlich mit 68% als hypomethyliert. Zudem zeigte sich eine
Demethylierung an fir die Expression von Interferonen beteiligten Genregionen
(Coit et al., 2015). AuBerdem ergab sich, dass eine Hypomethylierung
bestimmter Regionen nicht nur als diagnostischer Biomarker fur SLE dienen
kann, sondern auch als ein prognostischer Marker in Bezug auf Lupus-Nephritis
sein kann. Hier zeigte sich in Region 1 und Region 2 des IFl44L-Promoters eine
signifikant geringere Methylierung bei Patienten mit Lupus-Nephritis als bei
Patienten ohne die genannte Nephritis. Ebenfalls ergab sich zur Zeit der
Remission eine erhdéhte Methylierung an genannter Stelle als wahrend aktiver
Schibe (Zhao et al., 2016). Es ist zu erwéhnen, dass auch andere, nicht durch
Methylierung bedingte epigenetische Auffélligkeiten wie zum Beispiel eine
globale Hypoacetylierung in CD4+ T-Zellen bei SLE Patienten nachgewiesen

wurden (Javierre and Richardson, 2011).

1.6. Methylierung und C1-Stoffwechsel

Ein CpG-Dinukleotid besteht aus den beiden Nukleobasen Cytosin und Guanin,
welche mittels Phosphodiesterbindung verbunden sind. CpG-Inseln sind kurze
Regionen des Genoms mit einer hohen Frequenz von CpG-Dinukleotiden im
Vergleich zum Gesamtgenom (Larsen et al., 1992). DNA-Methylierung an diesen
CpG-Stellen ist einer der epigenetischen Mechanismen, welcher die Expression
von Genen, die genomische Pragung und die X-Chromosom-Inaktivierung

reguliert. Bei dem Prozess der Methylierung werden unter anderen
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regulatorischen Proteinen die DNA-Methyltransferasen, Demethylasen, Histon-
modifizierende Enzyme und Proteine zur Remodellierung des Chromatins
bendtigt (Rodriguez-Dorantes et al., 2004).

Wie oben beschrieben kénnen Medikamente und Umweltfaktoren wie zum
Beispiel UV-Licht oder virale Infektionen sowie Hormone einen Effekt auf
epigenetische Regulationsmechanismen haben. Es wird vermutet, dass dies auf
zwei Mechanismen beruht. Einerseits wird die Regulation der Proteine, welche
fir die Transkription verantwortlich sind (RNA Polymerase Il, Co-Aktivatoren und
Co-Repressoren), und andererseits werden Enzyme wie Methyltransferasen und
Histon-modifizierende Proteine durch diese Faktoren beeinflusst (Navarro Quiroz
et al., 2019). Unter den verschiedenen hypomethylierten Genen sind bei der
Pathophysiologie des SLE unter anderem die Promotoren in CD4+ T-Zellen von
IL-6 (Lal et al., 2009), IL-10 & IL-13 (Zhao et al., 2010), IL-17A (Rauen et al.,
2011), CD40L (Lu et al., 2007) und CD70 (Zhang et al., 2013) relevant. Insgesamt
resultiert diese Dysregulation in einem erhdhten Gewebsschaden durch
Inflammation, einer erhéhten Produktion von Autoantikérpern und letztendlich in
einer Steigerung der Krankheitsaktivitat (Hedrich et al., 2017).

Im Folgenden wird auf den komplexen Prozess der DNA-Methylierung selbst
eingegangen. Diese wird durch sogenannte DNA-Methyltransferasen (DNMT)
durchgefuhrt. DNMT1 sorgt fur den Erhalt der bestehenden Methylierung
wahrend der Zellreplikation, DNMT3a und 3b induzieren in der Regel eine de-
novo Methylierung (Denis et al., 2011). Als Substrat der Methylierung wird S-
Adenosylmethionin (SAM), ein universeller Methylgruppendonor, benétigt. Das
SAM wird im sogenannten C1-Stoffwechsel produziert. Verschiedene
Bestandteile der von uns aufgenommenen Nahrung werden direkt in den
Kreislauf integriert. Daher ist der Gehalt an SAM direkt abhéangig von der
Verfugbarkeit des aufgenommenen Methionins (Mentch and Locasale, 2016). Im
C1-Stoffwechsel werden Glucose, Vitamine und Aminoséuren verarbeitet um
verschiedene metabolische Prozesse zu ermoglichen. Dies schlieBt den
Nukleotidmetabolismus, den Redox-Status von Zellen, die Lipidbiosynthese

sowie die Methylierung mit ein (Locasale, 2013). Wichtige Bestandteile des C1-
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Stoffwechsels sind der Folat- und Methioninstoffwechsel. Insbesondere in dem

Methioninstoffwechsel wird SAM generiert (siehe Abbildung 1).
Abbildung 1. C1-Stoffwechsel
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SAM wird durch die Methionin-Adenosyltransferase (MAT1) aus Methionin
synthetisiert. Durch DNMTs und HMTs (Histonmethyltransferasen) kénnen nun
sowohl DNA als auch Histone methyliert und somit epigenetisch modifiziert
werden. Hierbei ist die Aktivitat der DNMT direkt von der Substratkonzentration,
also vom Gehalt an SAM abhéngig. Nach erfolgreicher Methylierung entsteht S-
Adenosylhomocystein (SAH). Eine vermehrte Ansammlung des SAH inhibiert die
Aktivitdt von DNMT und HMT (Deguchi and Barchas, 1971). Daher wird
angenommen, dass das Verhéltnis von SAM/SAH eine wichtige Rolle fir das
Voranschreiten der Methylierung spielt (Locasale and Cantley, 2011). Der Zyklus
schreitet also voran, solange die Produkte der jeweiligen Enzyme durch andere
metabolische Wege verstoffwechselt werden. Geschieht dies nicht, kann es zu
einer Akkumulation des SAH kommen und somit zu einer Hemmung der
Methylierung durch DNMT und HMT (De La Haba and Cantoni, 1959). Hierbei
kann Homocystein einerseits durch den Folatzyklus oder durch Cholin/Betain zu
Methionin umgewandelt werden, andererseits aber auch Uber Vitamin B6 zu
Cystathion und letztendlich zu Glutathion (GSH). In einer Studie, in der
vorwiegend Afro-Amerikanische Frauen untersucht wurden, wiesen 15% der

Lupus-Patientinnen erh6hte Serum-Homocystein Level auf. Bei diesen Patienten
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zeigte sich ebenfalls ein erhdhtes Risiko fur das Entwickeln einer Lupus-Nephritis
(Timlin et al., 2019).
Im Folgenden werden die Einflisse einzelner Bestandteile auf den Ci1-

Stoffwechsel erlautert.

1.6.1. Vitamin B2, B6, B9 (Folat) und B12
Die Aufnahme von Vitaminen und Proteinen ist fur einen funktionierenden C1-
Stoffwechsel essentiell.

e Vitamin B2, B6, B9 (Folat) und B12 sind in nahezu allen biologischen
Prozessen fur eine erfolgreiche Remethylierung des Homocysteins zu
Methionin und letztendlich fir die Methylierung der DNA essentiell (Kim,
2005, Feil and Fraga, 2012).

e Nach Gabe von Folat zeigte sich den menschlichen Probanden
beispielsweise das SAM erh6ht und das Homocystein erniedrigt (Poirier
et al., 2001).

e Umgekehrt konnte bei weiblichen Probandinnen demonstriert werden,
dass ein erhéhter Gehalt an SAH und Homocystein insgesamt eine
Assoziation mit einer Demethylierung in Lymphozyten aufweist (Yi et al.,
2000).

1.6.2. Methionin

Wie man aus Abbildung 1 entnehmen kann, ist der intrazellulare Gehalt an SAM
vor allem vom Angebot des Methionins abhangig. Dieses wird nicht nur aus dem
C1-Zyklus generiert, sondern auch durch die Nahrung aufgenommen (Niculescu
and Zeisel, 2002). Es wurde nachgewiesen, dass ernadhrungsspezifische
Variabilitdt der Methioninkonzentration bei Menschen gro8 genug ist, um
Veranderungen in der DNA- und Histonmethylierung bewirken zu kbnnen
(Mentch et al., 2015). Da die DNA-Methylierung bei SLE Patienten invers mit der
Krankheitsaktivitat korreliert (Corvetta et al., 1991), kann dies auf ein fehlerhaftes
Ablaufen des C1-Zyklus beziehungsweise der Methyltransferaseaktivitat

hindeuten.
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1.6.3. Cholin und Folat
Die Nahrstoffe Cholin und Folat (Vit. B9) zeigten ebenfalls Auswirkungen auf den
C1-Zyklus.

e Reduzierte Aufnahme von Cholin und Folat bei Frauen zwischen 20 und
30 Jahren war mit einer erniedrigten Methylierung der Leukozyten-DNA
assoziiert. Bei Substitution erfolgte eine Remethylierung. Dieser Effekt
war vor allem bei Frauen mit MTHFR-Mutationen zu beobachten, was
suggeriert, dass die Folat und Cholin Substitution fiir die Aufrechterhaltung
des C1-Stoffwechsels vor allem bei Individuen mit MTHFR
Polymorphismen besonders wichtig ist (Shelnutt et al., 2004)

e Die Substitution von Folat geht mit einer generellen Erhéhung von
Methylierung der DNA einher und Studien an Menschen belegen dies
(Anderson et al., 2012).

1.6.4. GSH (Glutathion) / Cystein / Glycin

Ohne MAT1-Aktivitat ist das Generieren von SAM nicht mdéglich. In Abbildung 1
ist gezeigt, dass GSH eine verstarkende Auswirkung auf die MAT1 ausubt, indem
es oxidativen und nitrosativen Stress inhibiert (Avila et al., 1998).

Fehlendes GSH und ein erhohter oxidativer Stress kénnen also Ursache der
Inhibition von DNMT1 sein (Perl, 2010), welche in SLE verringert exprimiert wird
und eine verringerte enzymatische Aktivitat aufweist (Richardson et al., 1990,
Deng et al, 2001). In einigen Studien wurde eine Assoziation von
Krankheitsaktivitat und erhdhtem oxidativem Stress bei SLE nachgewiesen:

e Fatigue ist mit erhéhtem oxidativem Stress assoziiert. (Segal et al., 2012)

e N-Acetyl-Cystein  Substitution bewirkt eine Verbesserung der
Krankheitssymptome bei SLE. (Lai et al., 2012)

e Es bestehen positive Effekte einer N-Acetyl-Cystein Substitution auf
zellularer und genetischer Ebene sowie ein generell vermehrter oxidativer
Stress bei SLE Patienten mit Assoziation zu Krankheitsaktivitdt und
Endorganschaden. (Shah et al., 2014)

GSH wird aus Glutamat, Cystein und Glycin synthetisiert. Die Reaktion wird

durch zwei zytosolische Enzyme katalysiert. Es konnte gezeigt werden, dass die
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Synthese durch die Gamma-Glutamylcystein-Synthase, die Cystein-
Konzentration und eine GSH Feedback-Inhibition reguliert wird (Huang et al.,
1993). In Studien an Tieren und Menschen wurde nachgewiesen, dass eine
adaquate Ernéhrung essentiell fur die Erhaltung der GSH-Synthese ist (Wu et al.,
2004). Enterale oder parenterale Cystein, Methionin, N-Acetylcystein (Lai et al.,
2012) und L-2-Oxothiazolidin-4-Carboxylat-Substitution (Shah et al., 2014)
fordert die GSH Synthese. Durch freie Radikale, reaktiven Sauerstoff und
Stickstoff wird GSH nicht-enzymatisch zu GSSG (oxidierte Form des GSH)
oxidiert. Das GSH:GSSG Verhaltnis wird dabei als Indikator fir den zelluléren
Redox-Status genutzt und ist unter normalen Bedingungen >10 (Wu et al., 2004).
Die GSH Produktion im K&per benétigt rund 65% des gesamten Cystein im
menschlichen Korper. Gleichzeitig ist Cystein der limitierende Faktor bei der
Synthese (Lyons et al., 2000).

1.6.5. Fettsauren

Zudem scheinen auch Fettsauren eine wichtige Rolle bezuglich der
Methylierung zu spielen. So konnte an Wistar-Ratten gezeigt werden, dass eine
Diat aus Folatsubstitution mit gleichzeitiger Deprivation von Vitamin B12 zu
einem Mangel von Docosahexaenséaure, einer mehrfach ungesattigten
Fettsaure, fuhrte, welche zu den Omega-3-Fettsduren zugehdrig ist. Insgesamt
war dies mit einer Hypomethylierung des Genoms der Versuchstiere assoziiert.
Durch Omega-3-Fettsduren Substitution, jedoch keiner Substitution von Vitamin
B12, konnte der Hypomethylierung dennoch entgegengewirkt und eine normale
Methylierung erreicht werden (Kulkarni et al., 2011).

In Bezug auf SLE konnte in einer Studie bei 46% der SLE Patienten eine
Dyslipidémie gezeigt werden (19% in der gesunden Kohorte). Die SLE Gruppe
hatte erhéhtes Cystein und erniedrigte HDL-Werte. Lediglich das Homocystein
war jedoch signifikant mit der Dyslipidadmie assoziiert, Cystein nicht. Ein Anstieg
des Homocysteins von 1umol/l im Blut verdoppelte die Chancen einer
Dyslipidamie (Ortiz et al., 2013). Zusammenfassend sagen die Quellen also
zwei Dinge aus:

1. Omega-3-Fettsduremangel war mit einer Hypomethylierung assoziiert.



18

2. SLE-Patienten weisen eine erhdhte Haufigkeit an Dyslipidamie auf,
dabei ist ein vermehrtes Aufkommen an Homocystein mit der

Dyslipidamie assoziiert.

1.7. Acetylierung

Methylierung ist nicht der einzige Weg epigenetischer Modifikationen. Daher wird
an dieser Stelle, wenn auch nicht Fokus dieser Arbeit, auf die Acetylierung
eingegangen, welche bei SLE Patienten ebenfalls beeintréchtigt ist. Bei der
Acetylierung wird eine Acetylgruppe an eine chemische Struktur gebunden
(Cheung et al., 2000). Histone sind eine Gruppe von Proteinen, die Bestandteil
des Chromatins sind. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Replikation und
Transkription der DNA sowie bei der Expression von Genen durch Anderung der
Struktur des Chromatins durch Histonoktamere, welche aus den Histonen H2A,
H2B, H3 und H4 bestehen (Bannister and Kouzarides, 2011). Es konnte
demonstriert werden, dass die Acetylierung am Lysin der Histone durch
Histonacetyltransferasen (HAT) und Histondeacetylasen (HDAC) reguliert wird
(Drazic et al., 2016). Durch Acetylierung von Histonen wird die Struktur des
Chromatins in eukaryotischen Zellen gelockert und somit die Transkription
verschiedener Gene ermdglicht (Wang et al., 2017b). Durch ein gestbrtes
Gleichgewicht von HAT und HDAC kann es somit zur Begulnstigung
verschiedener Erkrankungen wie zum Beispiel Autoimmunerkrankungen,
Diabetes, neurodegenerativen Erkrankungen, kardialer Hypertrophie und Krebs
kommen (Parthun, 2007). Ebenfalls kann die Histonacetylierung selbst als
Bindestelle flur Coaktivatoren der Transkription fungieren (Cheung et al., 2000).
Bei SLE wurde diesbezlglich die Rolle des Interferon-regulierenden-Faktors-1
(IRF1) untersucht. Bei Uberexpression des IRF1 zeigte sich eine Assoziation zur
Hyperacetylierung des Histons H4 in SLE-Monozyten. Ebenfalls interagierte das
IRF1 direkt mit Chromatinstruktur-verandernden Proteinen an dessen Zielgenen
(Leung et al., 2015). Generell zeigte sich in einer genomweiten Analyse eine
globale Erhéhung der Acetylierung von H4 in Monozyten von SLE-Patienten
(Zhang et al., 2010).
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1.8. CD40 Ligand in T-Lymphozyten bei SLE

T-Lymphozyten dienen als Bestandteil der weiBBen Blutzellen der Immunabwehr.
Zusammen mit den B-Lymphozyten stellen sie gemeinsam die adaptive
Immunantwort dar. Die AntikOrperproduktion durch B-Zellen beruht auf einer
Aktivierung durch T-Zellen. Die normale Immunaktivierung tber T-Zellen besteht
aus zwei Schritten. Der erste Schritt beinhaltet das Binden des T-Zell-Rezeptors
an Antigene durch Prasentation Uber den Haupthistokompatibilitdtskomplex |l
(MHC II) (Rhode et al., 1996). Der zweite Schritt besteht aus der Bindung von
Rezeptor-Ligand Paaren wie zum Beispiel CD40L von T-Zellen an CD40 von B-
Zellen, dendritischen Zellen, Makrophagen und anderen Zellen (Taams et al.,
1999, Lanzavecchia, 1998). Diese Bindung bewirkt eine B-Zell-Aktivierung und
wird unter anderem auch als Costimulation bezeichnet (Baumgarth, 2000).
Diese Arbeit fokussiert sich auf den CD40-Liganden. Der CD40-Ligand wird auf
aktivierten T-Zellen exprimiert (Armitage et al., 1992). Er wird genetisch auf dem
X-Chromosom codiert (Xg24) (Banchereau et al., 1994). Es konnte gezeigt
werden, dass der CD40L an diversen Effekten einschlieBlich der B-Zell-
Proliferation (Saeland et al., 1993), dem Antikdrperklassenwechsel (Lederman et
al., 1994) und der B-Zell-Antwort auf Zytokine (Barrett et al., 1991) beteiligt ist.
Bei weiblichen SLE Patienten haben Studien gezeigt, dass eine
Hypomethylierung der CD40L-Promotorregion in CD4+ T-Zellen mit einer
folgenden Uberexpression des CD40L (Lu et al., 2007) und konsekutiver
Erhéhung der Autoantikdrper-Produktion einhergeht (Zhou et al., 2009). Zudem
erhartet sich der Verdacht auf eine Mitbeteiligung des X-Chromosoms an der
Genese der Erkrankung, nachdem demonstriert werden konnte, dass Manner mit
Klinefelter-Syndrom (47,XXY) ein ungeféahr gleich hohes Erkrankungsrisiko
zeigten wie Frauen (46, XX) und ein insgesamt 14-fach hdheres Risiko im
Vergleich zu Mannern mit normaler Chromosomenverteilung (46,XY) (Scofield et
al., 2008). Weitere Studien offenbarten ebenfalls eine Assoziation zwischen X-

Chromosom-Polysomie und dem Erkrankungsrisiko (Slae et al., 2014).
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1.9. Erfassung von Ern&dhrungsgewohnheiten

Die Erfassung der Erndhrungsgewohnheiten der Teilnehmer dieser Studie
erfolgt mittels validiertem Erndhrungsfragebogen (Haftenberger et al., 2010).
Eine Meta-Analyse konnte zeigen, dass die Erfassung von Nahrstoffen mittels
Fragebogen (FFQs) als eine verlassliche Methode gilt, insbesondere, wenn der
FFQ besonders viele verschiedene Nahrungsmittel und einen Zeitraum von
unter 12 Monaten abfragt (Cui et al., 2021). Beide Aspekte treffen bei dem
verwendeten FFQ zu, da dieser den Nahrungskonsum der letzten vier Wochen
sowie mit Uber 50 Fragen mit zuséatzlichen Subfragen einen groBen Teil der
gangigen Nahrung einschlieBt. Dennoch gibt es bezlglich FFQs keine
einheitliche Meinung. Es besteht die Debatte, ob Fragebdgen nach eigenen
gedéachtnisbasierten Angaben auf Grund von Ungenauigkeit, falscher
Portionseinschatzungen und h&ufig nicht-falsifizierbarer Erndhrungsangaben

generell valide sein kénnen (Archer et al., 2018).

1.10. Ziele der Arbeit
Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Erndhrungsgewohnheiten weiblicher Patienten
mit SLE mittels validierten Fragebogens des Robert-Koch-Instituts zu bestimmen
und die dadurch aufgenommenen Methyldonatoren zu schatzen. Daraufhin soll
der Zusammenhang der Aufnahme von Methyldonatoren einerseits mit der
Methylierung des CD40L-Promotors und Enhancer-Regionen in T-Zellen und
andererseits mit der Krankheitsaktivitat bei Patientinnen mit systemischem Lupus
erythematodes erforscht werden. Unter anderem ist dies auch interessant, da der
CDA40L Zielstruktur in mehreren klinischen Studien des SLE ist (Karnell et al.,
2019).
Folgende Fragestellungen werden in dieser Arbeit bearbeitet:
1. Korrelieren die im Fragebogen ermittelten Schatzungen mit den
Blutmesswerten (Vit. D, Vit. B6, Cholesterol)?
2. lIst die Krankheitsaktivitat (SLEDAI) abhangig von der Methylierung des
CD40-Liganden?
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. Ist die Methylierung der T-Zell-DNA des CDA40-Liganden mit einer
methyldonatorenreichen Erndhrung, gemessen an dem Fragebogen und
mittels im Blut ermittelten Biomarkern, assoziiert?

. Gibt es eine direkte Assoziation der erhobenen Né&hrstoffdaten und
insbesondere bezuglich der Methyldonatoren mit der Krankheitsaktivitat?

. Gibt es Nahrung, welche die DNA-Methylierung signifikant beglnstigt?
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2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign

Die in dieser Arbeit untersuchten Daten wurden von weiblichen Patienten mit SLE
aus der rheumatologischen Ambulanz der Universitatsklinik Disseldorf erhoben.
Zwei Ethikvoten wurden zur Beantragung der Studie bei der Ethikkommission der
Heinrich-Heine-Universitat eingereicht. Das Votum mit dem Titel ,Entwicklung
und Validierung der High Resolution Melting Curve-Analyse zur Detektion
epigenetischer Modifikation bei systemischem Lupus erythematodes® unter der
internen Studiennummer 5211 wurde am 07.09.2015 genehmigt und die
Erlaubnis der Modifikation der Patientenerklarung und Einwilligungserklarung
sowie die zusatzliche lIsolation von B-Lymphozyten und deren Funktion am
27.07.2016 erteilt. Das zweite Votum mit dem Titel ,Prospektive
epidemiologische Studie zur Fatigue bei Patienten mit systemischem Lupus
erythematodes® unter der internen Studiennummer 5466R wurde am 20.04.2016
genehmigt. Neben standardisierten RoutinemaBnahmen zur Dokumentation der
Krankheitsaktivitat und der Organbeteiligung (siehe Kapitel 2.7) wurden Vitamin
B6 und Homocystein als Biomarker zur Erfassung der Methyldonatoren der
Erndhrung ausgewéhlt (Dominguez-Salas et al., 2014). Zudem wurde zur
Erfassung der Erndhrungsgewohnheiten in den letzten vier Wochen der
Patienten ein vom Robert-Koch-Institut validierter Fragebogen (Gosswald et al.,
2012, Haftenberger et al., 2010) verwendet.

Die Methylierung des CD40L Promotors und von Enhancer-Regionen in T-Zellen
mittels Epityper durch einen Kooperationspartner in Regensburg (University-
Hospital-Regensburg, 2021, RCI, 2021) bei 61 weiblichen SLE Patientinnen

bestimmt.

2.2. Patientenauswahl
Einschlusskriterien

o Volljahrige Patientinnen mit gesichertem systemischem Lupus
erythematodes (ICD 10: M32)
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Ausschlusskriterien

e Fehlende Einwilligung

e Minderjahrigkeit

In der folgenden Tabelle wird die Kohorte der Studie beschrieben. Ebenfalls wird
ein Uberblick (iber Laborparameter, sowie den errechneten Nahrstoffkonsum aus

dem Erndhrungsfragebogen gegeben.
Tabelle 2-1. Beschreibung der Kohorte

Patientenkohorte

n i.D o
Alter (in Jahren) 61 45,7 12,0
BMI 61 25,1 4,4
Dauer der Erkrankung 61 16,24 8,44
Glukokortikoiddosis in mg/d 37 4,8 2,4
CRP in mg/di 61 0,3 0,7
DNS-AK-ELISA U/I 61 205,7 345,0
C3c in mg/dl 56 91,9 16,7
C4 in mg/di 56 17,1 8,5
SLEDAI 60 4,7 5,2
Homocystein in ymol/I 56 15,2 5,8
VitB6 in pg/l 46 16,5 25,2

Die Folgenden Werte sind Néhrstoffangaben, welche aus dem Fragebogen ermittelt wurden. Sie zeigen
die Aufnahme des Nahrstoffes pro Tag an.

VitB6 in mg/d 61 2,0 1,2
Folat in pg/d 61 269,6 129,1
VitB12 in pg/d 61 4,4 3,0
Methionin in g/d 61 1,7 0,8
Cholin in mg/d 61 302,9 137,9
Cystein in mg/d 61 871,4 351,6

2.3. Datenmanagement

2.3.1. Anonymisierung, Pseudonymisierung und Verblindung

Die wissenschaftlichen Auswertungen fur die Studien erfolgten als
zusammengefasste (aggregierte und anonymisierte) Analysen und wurden nur
auf dieser Basis veroéffentlicht (Individuelle Auswertungen mit Bezug zu einer
Einzelperson waren nicht Gegenstand dieser Untersuchungen). Hierflir wurden
bei der Aufklarung, der Fragebogenausgabe und der Blutentnahme spezielle

pseudonymisierte Barcodes verwendet. Um bestimmte Routinelaborparameter
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und durch das é&rztliche Personal in der klinischen Untersuchung ermittelte
Scores zur Krankheitsaktivitdit mit den pseudonymisierten Daten
zusammenzufuhren und dabei die Verblindung und somit eine
Erwartungshaltung des Studienpersonals und Studienarzte auszuschlieBen,
wurden die Daten durch eine in der Studienzentrale angestellte Kraft
zusammengefuhrt und als einheitlicher pseudonymisierter Datensatz exportiert.
SchlieBlich wurde der pseudonymisierte Datensatz durch die auswertenden
Studienérzte beurteilt. Eine individuelle Nachbearbeitung des Datensatzes nach

Freigabe war nicht mehr mdglich.

2.3.2. Datensatz und Variablen

Zur Auswertung und Beantwortung der zuvor formulierten Fragestellungen wurde
von unserer Studienzentrale ein Datensatz generiert, in welchem die gesamten
pseudonymisierten erhobenen Informationen gesammelt wurden.

Zur ldentifikation wurde fur jeden Patienten eine Match-ID vergeben. Des
Weiteren wurden unter anderem folgende Parameter eingeflgt:

Alter, Geschlecht, BMI, oben genannte Blutparameter, SLEDAI-Score,
Zugehorige Werte zum Fettsaurenprofil (MUFA, PUFA, HUFA), Rohdaten aller
Antworten des Fragebogens, sowie Daten zur Methylierung relevanter

Promotorstellen.

2.4. Studienablauf

Der Einschluss der Patienten flr die Studie erfolgte von September 2016 bis
November 2017. Alle Patientinnen mit zutreffenden Einschlusskriterien, welche
sich in diesem Zeitraum in Behandlung in der rheumatologischen Ambulanz der
Universitatsklinik Disseldorf befanden, wurden um die Teilnahme an der Studie
gebeten.

Im Vorfeld wurden jeweils mit Barcodes bestlckte Blutentnahmebehélter und
Fragebdgen mit frankiertem Ruckumschlag vorbereitet. Am Untersuchungstag
wurde eine erweiterte Standarddokumentation der SLE-Patienten (inklusive
Routine-Kerndokumentation, SLEDAI) durch die behandelnden Arzte

durchgefuhrt.
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Vor Untersuchung und Blutentnahme wurden die Patienten von den Doktoranden
und Arzten umfassend fiir die Studie aufgekléart. Die Aufklarung wurde dreifach
unterzeichnet (Patient, Patientenakte, Studienzentrale). Die Aufklarung flr die
Studienzentrale wurde sowohl mit Barcode, als auch Patienten-ID beklebt um die
oben beschriebene Verblindung durch das Personal in der Studienzentrale zu
ermoglichen. Letztgenannte Aufklarung wurde am selben Tag in der
Studienzentrale abgegeben. Die auswertenden Studienérzte und Doktoranden
hatten keine Mdglichkeit auf einen Zugriff fir eine mdgliche Verknupfung von
Barcodes mit tats&chlichen nicht-anonymisierten Patientendaten.

Die Fragebdgen wurden von den Patienten ohne Zeitdruck zu Hause ausgefullt
und mit voradressiertem und frankiertem Rickumschlag an unsere
Studienzentrale versendet. Sollte ein Fragebogen nach vier Wochen
beziehungsweise drei Monaten nicht an die Studienzentrale versendet worden
sein, wurden die Patienten am jeweiligen Zeitpunkt telefonisch durch die
Studienzentrale erinnert.

Nach Ruckerhalt der mittels Barcodes pseudonymisierten Fragebdgen erfolgte
zur Vermeidung von Fehlern bei der Digitalisierung eine zweifach-Eingabe in
dem Programm ,EpiData“ (Lauritsen JM & Bruus M, 2000-2008) (Lauritsen JM.,
2000-2008). Die generierten Tabellen wurden mit demselben Programm
abgeglichen und Fehler, welche bei der Eingabe entstanden waren, manuell
korrigiert und erneut abgeglichen, bis eine fehlerfreie Ubertragung der Daten
gewahrleistet war.

Durch die Studienzentrale wurden letztendlich alle Kklinischen Daten,
Fragebogenantworten und Laborwerte in einem Datensatz pseudonymisiert

zusammengefugt, sodass eine Auswertung erfolgen konnte.

2.5. Score zur Erfassung der Krankheitsaktivitat

Um eine objektive Einschatzung der Krankheitsaktivitat bei Patienten mit SLE zu
ermoglichen wurde in der rheumatologischen Ambulanz bei jedem Patienten der
SLEDAI-2000-Score (Gladman et al., 2002) ermittelt.
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2.6. Robert-Koch-Institut-Fragebogen/DEGS-Fragebogen zur Bestimmung der
Erndhrungsgewohnheiten

Zur Bestimmung der Ern&hrungsgewohnheiten wurde ein vom Robert-Koch-
Institut entwickelter Erndhrungsfragebogen von den Patienten ausgefullt. Der
Erndhrungsfragebogen wurde fur die ,Studie zur Gesundheit Erwachsener in
Deutschland” (Gosswald et al., 2012) entwickelt und zuvor in einer separaten
Studie zur Erfassung der Erndhrung im Zeitraum der letzten 4 Wochen unter
Erwachsenen validiert (Haftenberger et al., 2010).

Ein breites Spektrum an Nahrung wird in dem Fragebogen durch insgesamt 53
Kategorien abgedeckt. Hierbei werden Haufigkeit des Konsums der jeweiligen
Kategorie, bestimmte Einzelheiten (fettarm vs. regulér), sowie die PortionsgréBe
erfragt. Um die Einschatzung des Patienten zu objektivieren, wurden neben die

Fragen zu den PortionsgréBen Beispielbilder abgebildet.



27

Abbildung 2. Beispiel einer Frage im RKI-Erndhrungsfragebogen (Haftenberger et al., 2010)

31  Wie oft haben Sie Wurst (z.B. Salami, Leberwurst) gegessen?
Nicht gemeint ist Schinken.

O Nie Bitte weiter mit Frage 32

O 1 Malim Monat O 1 Mal am Tag

QO 2-3 Malim Monat O 2Mal am Tag

O 1-2 Mal pro Woche O 3 Mal am Tag

O 3-4 Mal pro Woche O 4-5Malam Tag

QO 5-6 Mal pro Woche O Ofter als 5 Mal am Tag

31a Wenn Sie Wurst essen, wie viel essen Sie davon meistens?

¥% Scheibe
1 Scheibe
2 Scheiben

:J" : a_‘@ A'.\‘ 3 Scheiben

QO 4 Scheiben (oder mehr)

ONONONG,

31b ' Essen Sie fettarme Wurst?

QO selten oder nie
O Etwa zur Hilfte
O Uberwiegend
O Wei ich nicht

2.6.1. Aus dem Fragebogen ermittelte Variablen

Um die Angaben der Patienten in einem Datensatz zu quantifizieren wurden in
einem ersten Schritt Nahrstoffe definiert, welche tber den Fragebogen ermittelt
werden sollten. In Bezug auf die Fragestellung wahlten wir zur Erfassung der
Methylierung folgende relevante Nahrstoffe aus: Gesamtlipidgehalt, Vitamin B6,
Folat (nattrlich vorkommende Form des Vitamins B9), Folsaure (synthetische
Form des Vitamin B9), Vitamin B12, gesattigte Fettsauren, einfach-ungeséttigte
Fettsduren, mehrfach-ungesattigte Fettsduren, Cholesterin, Methionin, Glycin,
Cholin und Vitamin D.

Der zweite Schritt bestand darin die N&hrstoffangaben zu ermitteln. Hierzu
wurden die jeweiligen N&hrstoffkonzentrationen aus der Datenbank des ,United

States  Department  of  Agriculture®  (USDA, 2019) entnommen
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(USDA, 2018) (Food and nutrient database for dietary studies,

https://www.ars.usda.gov/northeast-area/belisville-md-bhnrc/belisville-human-

nutrition-research-center/food-surveys-research-group/docs/fndds-download-

databases/, Zugriff vom 05.01.2019). Hier konnten die genannten
Néahrstoffkonzentrationen zu jedem der gelisteten Fragen des RKI-Fragebogens
ermittelt werden. In der Tabelle 2-2 sind die ermittelten N&hrstoffe mit
Identifizierungsnummer der Datenbank des ,United States Department of
Agriculture” USDA aufgelistet. Zudem wurden die Einheiten der N&hrstofftabelle
fur die spatere Verrechnung speziell angepasst, sodass sie der im Fragebogen
erfragten Menge Ubereinstimmten (z.B. pro Portion / pro Glas / pro Flasche)
(siehe Anhang: 6.3). Die Tabellenkalkulationen in 2.6.1. und 2.6.2 erfolgten
mittels Microsoft Excel (Microsoft Corporation, 2018). Die Verrechnung der Daten
(Tabelle 2-2. und erhobener Datensatz aus dem Fragebogen) wird separat unter
dem Punkt 2.6.2 thematisiert.
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2.6.2. Anpassung der Rohdaten des Fragebogens und die Berechnung des
Nahrstoffkonsums

Fir die Auswertung erfolgte eine standardisierte Umwandlung des Datensatzes.
Es wurde festgelegt, dass die vergebenen Koeffizienten der Tabelle im Verlauf
so konvertiert werden sollten, dass man im Endeffekt die konsumierte ,Menge X
pro Tag“ errechnet. Die Menge ,X* konnte dann wiederum mit den zuvor in 0.g.
Tabelle 2-2. erhobenen Né&hrstoffdaten verrechnet werden, um im Endeffekt den
Konsum in ,Einheit* pro Tag des gewlnschten Nahrstoffs zu errechnen.

Zur Veranschaulichung wird dieser Prozess nun fir die erste Frage des
Fragebogens bespielhaft erlautert:

Bei der initialen Umwandlung des Fragebogens in einen digitalen Datensatz
wurden die Antworten von oben nach unten nummeriert. Die Fragen V1-V53 im
Fragebogen zielen immer auf die Haufigkeit des Konsums eines Produktes ab.
Es wird folgende Frage gestellt: ,Wie oft haben sie in den letzten 4 Wochen

folgendes Produkt konsumiert? Die erste Frage bezieht sich also auf die

Haufigkeit des Konsums. In diesem Fall wird in der ersten Frage nach
Milchkonsum gefragt. Wie man in folgender Tabelle sehen kann, wurden die
Antworten zuerst in aufsteigender Reihenfolge mit natlrlichen Zahlen
nummeriert. Um dann neue Koeffizienten zu errechnen, wurden die Aussagen
(,Alte Koeffizienten*) auf 4 Wochen, also 28 Tage bezogen errechnet
(,Rechnung®). Als neuer Koeffizient ,1“ wurde hierbei die Aussage ,Ein Mal pro
Tag“ definiert. Alle anderen Koeffizienten wurden nach dieser Definition

angepasst.
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Tabelle 2-3. Umrechnung der Koeffizienten fir Fragen V1-V53

Alte Koeffizienten Neue Koeffizienten Rechnung

,1“ Nie 0 Nie =0

»2 1 Malim Monat 0,0357 1/28

»3° 2-3 Mal im Monat 0,0893 2,5/28

L4 1-2 Mal pro Woche 0,214 1,5/7

»D"  3-4 Mal pro Woche 0,5 3,5/7

,0°  5-6 Mal pro Woche 0,786 5,5/7

.7 1Malam Tag 1 1 pro Tag wird als Standard
definiert.

.8 2 Malam Tag 2 2*1

,9“ 3 Malam Tag 3 3*1

,10 4-5Mal am Tag 4,5 4,5"1

,211¢ Ofter als 5 Malam Tag |5

Die Zusatzfrage erhebt Information Gber die Menge des konsumierten Produktes.

In diesem Konkreten Fall wird gefragt: ,Wenn Sie Milch trinken, wie viel trinken

Sie davon meistens?“ Vorausschauend wurde die in 2-2. gezeigte Tabelle genau

nach der ,Standardeinheit” in jeder der im Fragebogen befindlichen Frage zur

Mengeneinheit erhoben.

Konkret wird hier

ein Glas Milch als eine

,Standardeinheit” betrachtet. Somit wird auch hier das eine Glas Milch mit dem

Koeffizienten ,,1“ definiert. Die anderen Mengenangaben werden nach dieser

Definition angepasst.

Tabelle 2-4. Beispielumrechnung zur Frage zur Bestimmung der konsumierten Menge

Alte Koeffizienten Neue Koeffizienten Rechnung

,1“ 1/2 Glas (oder weniger) | 0,5 1/2

L2 1 Glas (200ml) 1 Menge 1 wird als Standard
definiert.

»3° 2 Glaser 2 2*1

4 3 Glaser 3 3*1

,5“ 4 Glaser 4 4*1
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Nun wurden die Koeffizienten so angepasst, dass man die Menge pro Tag
errechnen kann. Hierzu Beispiele:
1. Der Patient gibt an 1 Mal Milch pro Tag zu trinken und hiervon jeweils 1
Glas. Die Rechnung ist dementsprechend: 1 x 1 = 1 Glas/Tag
2. Der Patient gibt an 3-4 Mal in der Woche Milch zu trinken. Hiervon trinkt
er dann jedoch 2 Gléaser. Die Rechnung lautet: 0,5 x 2 = 1 Glas/Tag. Im
Durchschnitt trinkt er also trotzdem 1 Glas/Tag.
3. Der Patient gibt an 2-3 Mal im Monat Milch zu trinken. Hiervon trinkt er
dann nur ein halbes Glas. Die Rechnung lautet: 0,0893 x 0,5 = 0,04465
Glaser / Tag.

Fir jede Frage des Fragebogens wurde eine solche Umrechnungstabelle
angelegt und der Datensatz dementsprechend angepasst. Letztendlich muss
noch die Verrechnung mit den ermittelten N&hrstoffen erfolgen. In den meisten
Fallen kann dies direkt mit Verknlipfung mit der Nahrstofftabelle 2-2. erfolgen.

In einigen wenigen Fragen, wie auch bei der ersten Frage (Milch), wird nach einer
Unterart des jeweiligen Produktes in der darauffolgenden Zusatzfrage gefragt. In

diesem Fall: ,\Welche Art von Milch trinken Sie meistens?“

Tabelle 2-5. Verkniipfung der Néhrwerte mit der Frage

Koeffizient Entspricht in der Nahrwertetabelle
folgender Spalte

1 Vollmilch (mindestens 3,5% Fett) V1.1

2 Fettarme Milch (1,5% Fett) Vi.2
3 Magermilch (max. 0,3% Fett) V1.3
4  Sojamilch Vi.4
5 Laktosefreie Milch V1.5

Hierbei muss daher ein zusétzlicher Zwischenschritt bertcksichtigt werden und
die urspringlich verteilten Koeffizienten ,1-5% welche in diesem Fall den
Milchsorten entsprechen mit der korrekten Sorte verknipft werden.

Zum Verstandnis ein letztes Beispiel zu Errechnung des Vitamin B12 Gehalts:
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1. Ein Patient trinkt ,1 Mal pro Tag“ ,1 Glas Milch“ und dabei die Sorte
Vollmilch. Die Rechnung lautet: 1 x 1 x ,V1.1 (Vit. B12)“ (aus Tabelle 2-
2.). Die Rechnung 1 x 1 sagt aus, dass 1 Glas Milch pro Tag konsumiert
wird. Das Ergebnis wird mit dem Nahrstoffgehalt (Vit. B12) der Vollmilch
verrechnet: 1 Glas/Tag x 0,93ug VitB12 entspricht dem Konsum von
0,93ug Vitamin B12 durch den Konsum von Milch pro Tag.

2. Ein Patient trinkt ,3-4 Mal pro Woche®, ,1 Glas Milch* und dabei die Sorte
Magermilch. Die Rechnung lautet: 0,5 x 1 x ,V1.3 (Vit. B12)“ (aus Tabelle
2-2.). Die Rechnung 0,5 x 1 sagt aus, dass im Durchschnitt %2 Glas Milch
pro Tag Konsumiert wird. Das Ergebnis wird mit dem Né&hrstoffgehalt (Vit.
B12) der Magermilch verrechnet: %2 Glas/Tag x 1,03ug Vit. B12 entspricht
einem durchschnittichen Konsum von 0,515 pg Vit. B12 durch
Magermilch pro Tag.

Fir jede Frage und Unterfrage des gesamten Fragebogens wurden nach diesem
Prinzip alle Koeffizienten so angepasst, dass in 13 separat angelegten Tabellen
der Gesamtkonsum von ,,Gesamtlipidgehalt, Vitamin B6, Folat, Folsaure, Vitamin
B12, gesattigten Fettsduren, einfach-ungesattigten Fettsduren, mehrfach-
ungesattigten Fettsauren, Cholesterin, Methionin, Glycin, Cholin und Vitamin D*

in ,Einheit” / Tag fur jeden einzelnen Patienten bestimmt werden konnte. Die

somit errechneten Daten wurden in die Auswertungstabelle eingefligt und
konnten nun der Auswertung dienen. (Die Umrechnungstabellen befinden sich

im Anhang unter den Punkten 6.1 und 6.2).

2.7. Blutproben und ermittelte Parameter
Wahrend der Sichtung der Patienten in der Ambulanz wurden neben der
korperlichen Untersuchung und Erfassung des Aktivitatsscore routinemaBige
Blutproben abgenommen.
Bei allen Patienten wurden flr die Studie folgende Parameter bestimmt:

o Alter

e Body-Mass-Index

e Erkrankungsdauer
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e SLEDAI-2k

e Homocystein (Blut)

e Vitamin B6 (Blut)

e Cholesterol (Blut): MUFA / PUFA / SFA

e 25-Hydroxy-Vitamin D (Blut)

e Methylierung des CF40L in CD4+ T-Zellen (siehe 2.7.1)

Letztendlich wurden nach ausfuhrlicher Aufklarung Proben in der Biobank des
Instituts zur Analyse der epigenetischen Modifikationen sowie fir mdgliche
Folgeprojekte im Hiller-Forschungszentrum eingefroren:
e 4 EDTA-ROhrchen (T- und B-Zellisolierung, Epigenetik, funktionelle
Studien)

e 1 Serumrdhrchen (CD40L-Messung, Reserve)

2.7.1. Methylierung des CD40L in CD4+ T-Zellen
Die Methoden zur Bestimmung der Methylierung des CD40L in CD4+ T-Zellen,
sowie die Bestimmung selbst, resultieren aus anderen Arbeit der Arbeitsgruppe
(Vordenbaumen et al., 2021, Rosenbaum et al., 2016) und werden an dieser
Stelle zusammengefasst:

Isolation der CD4+ T-Zell DNA

»+Aus den EDTA Blutproben wurden periphere mononukleare Zellen durch

Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Danach wurden die Zellen in 4ml
autoMACS Running Buffer (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Germany) resuspendiert und anschlieBend nach Herstellerangaben unter
Benutzung von ,CD4 MicroBeads human isolation kit‘ (Miltenyi Biotec
GmbH) getrennt. AnschlieBend erfolgte die Isolation der DNA mit
»Magnetic beads" mittels MagCore (MagCore Genomic DNA Whole Blood
Kit, RBC Bioscience, New Taipei City, Taiwan)“ (Vordenbaumen et al.,
2021).

Erheben der CD40L Promotor und Enhancer Methylierung in
CD4+ T-Zellen




35

Zur quantitativen Analyse aberrant-methylierter CG-reicher Regionen fur
eine gréBere Kohorte wurden zuvor insgesamt 21 Bereiche, davon 6 fir
die Promotor Region, sowie insgesamt 15 Bereiche flir die Enhancer
Region des CD40L-Gens ausgewahlt (siehe Anhang 6.6.). Die Bereiche
wurden  mittels  MALDI-TOF  Massenspektrometrie  analysiert.
(Vordenbaumen et al., 2021)

In dieser Studie wurde mittels genannter Methode die mittlere
Methylierung des gesamten CD40L, sowie zuvor identifizierten
signifikanten mit der Krankheitsaktivitat assoziierten Methylierungsstellen
CpG17 und CpG22 bestimmt (Vordenbaumen et al., 2021).

2.8. Referenzwerte — Empfohlene Tagesdosis
Zur geplanten Analyse der erhobenen Daten wurden fur die erhobenen
Erndhrungsparameter Referenzwerte fir empfohlene Tagesdosen recherchiert.

Im Folgenden werden diese in Tabelle 2-6. dargestellt.
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Tabelle 2-6. Referenzwerte — Empfohlene Tagesdosis fiir Erwachsene

Nahrstoff Mannlich* Weiblich Erlauterung | Quelle
Geséttigte
Fettsiuren 13 g/d 13 g/d (AHA, 2020)
Ungesattigte -
Fettsauren 17 g/d 12 g/d (Medicine,
2005)
(n6)
Ungesattigte -
Fettsauren 1,6 g/d 1,1 g/d (Medicine,
2005)
(n3)
PUFA Gesamt (Medicine,
(n6+n3) 18,6 g/d 13,1 g/d 2005)
Geringe
Cholesterol < 300 mg/d < 300 mg/d Zufuhr (DGE, 2010)
vorteilhaft.
Vit. B6 1,6 mg/d 1,4 mg/d (DGE, 2020)
(Medicine,
Folat 300 pg/d 300 pg/d 2005)
Folsaure In Folat
inbegriffen.
Vit. B12 4 pg/d 4 pg/d (DGE, 2020)
. 20 ua/d oder | 20 pg/d oder
Vit. D 800 IU 800 U (DGE, 2020)
- 10,4 mg/kg (Joint et al.,
Methionine 10,4 mg/kg KG /d KG /d 2007)
. 4,1 mg/kg (Joint et al.,
Cysteine 4,1 mg/kg KG /d KG /d 2007)
(Institute of
Choline 550 mg/d 425 mg/d Medicine et al.,
1998)
* Fir diese Studie sind lediglich die Referenzwerte fir die weibliche Population relevant. Zum
Vergleich wurden die Referenzwerte fir die mannliche Population in diese Tabelle
aufgenommen.

2.9. Statistische Auswertung

Assoziationen zwischen DNA-Methylierung an spezifischen Stellen in Bezug auf
den Konsum bestimmter N&hrstoffe sowie in Bezug auf Krankheitsaktivitat
wurden mittels linearer Regression analysiert. Die p-Werte wurden nach
Benjamini & Hochberg adjustiert. Zudem wurde das Modell fir den BMI adjustiert.
Assoziationen zwischen DNA-Methylierung und Nahrungsmittelaufnahme
wurden mittels univariabler linearer Regression, gefolgt von multivariabler
linearer Regression der N&hrstoffe, welche eine signifikante bis grenzwertig-
signifikante Assoziationen (p<0,1) aufwiesen, analysiert. Die Krankheitsaktivitat
wurde nach SLEDAI-Score erfasst. Die statistische Auswertung und
Visualisierung erfolgten mit den Programmen ,R - Version 3.5.2° (R
Development Core Team, 2018) und Affinity Photo (Serif Europe Ltd., 2021). Die
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Fragebogendaten wurden mit dem Programm EpiData EntryClient (Lauritsen JM
& Bruus M, 2000-2008) und EpiData Manager (Lauritsen JM., 2000-2008)

erfasst.
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3. Ergebnisse

3.1. Patienten

In der gesamten Kohorte waren initial 127 Frauen (61 mit Zustimmung flr die
Analyse der epigenetischen Analysen) und 18 Manner eingeschlossen. Aufgrund
der teils unterschiedlichen Auspragung der Methylierung des X-Chromosoms bei
Frauen und Méannern mit SLE (Hewagama et al., 2013, Lu et al., 2007), und der
geringen Population an mannlichen SLE-Patienten wurde im Weiteren
ausschlieBlich die weibliche Population mit vorliegenden Daten zur Methylierung

ausgewertet.

Somit ergab sich fur die Methylierungsanalysen eine Kohorte bestehend aus 61
weiblichen SLE-Patienten im Alter von 45,7 + 12 Jahren und einer
Erkrankungsdauer von 16 + 8,4 Jahren. Die immunsuppressive Therapie der
Patienten bestand vornehmlich aus Antimalariamitteln (68,9%) und
Glukokortikoiden (63,9% mit einer mittleren taglichen Dosis von 4,8 + 2,4mgQ).
Tabelle 3-1. zeigt einen Uberblick tiber die analysierte Kohorte. Zudem ist in der
Tabelle die mittlere tagliche Zufuhr der Nahrstoffe Vitamin B6, Vitamin B12, Folat,

Methionin, Cholin und Cystein angegeben.
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Tabelle 3-1. Uberblick iiber die weibliche Kohorte mit Daten zur Methylierung

Weibliche Patienten mit Daten zur Methylierung

Anzahl (n) MW o
Alter (Jahre) 61 45,7 12,0
BMI 61 25,1 4.4
Erkrankungsdauer (Jahre) 61 16,24 8,44
SLEDAI 60 4,7 5,2
Homocystein in ymol/I 56 15,2 5,8
(gemessen im Blut)
VitB6 in ug/l 46 16,5 25,2
(gemessen im Blut)
Antimalariamittel 42 (68,9%)
Glukokortikoide 39 (63,9%)
Azathioprin 9 (14,8%)
Mycophenylat 5 (8,2%)
Rituximab 4 (2,4%)
Belimumab 3 (4,9%)
Methotrexat 2 (1,2%)
Ciclosporin 3 (1,8%)
Folgende Nahrstoffangaben sind aus dem FFQ ermittelt:
VitB6 in mg/d 61 2,0 1,2
Folat in pg/d 61 269,6 129,1
VitB12 in pg/d 61 4,4 3,0
Methionin in g/d 61 1,7 0,8
Cholin in mg/d 61 302,9 137.,9
Cystein in mg/d 61 871,4 351,6
n = Anzahl, MW = Mittelwert, o = Standardabweichung, FFQ = Fragebogen, d = Tag

3.2. Beantwortung der Fragestellungen

1. Korrelieren die im Fragebogen ermittelten Werte mit den Blutmesswerten
(Vit. D, Vit. B6, Cholesterol)?

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden sowohl aus dem Fragebogen, als
auch aus dem Blut folgende Parameter ermittelt: Cholesterol, einfach
ungesattigte Fettsduren (MUFA), mehrfach ungesattigte Fettsduren (PUFA),
gesattigte Fettsduren (SFA), Vitamin B6 und Vitamin D. In der Analyse zeigte
sich, dass die ermittelten Werte aus dem Fragebogen und Messwerte im Blut far
die Fettsauren (PUFA: p=0,63; MUFA: p=0,55; SFA: p=0,075), Vitamin B6
(p=0,55) Vitamin D (p=0,58) und Cholesterol (p=0,62) nicht gut Gbereinstimmten.
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Der Rangkorrelationskoeffizient (R) nach Spearman wurde bestimmt. Die

Veranschaulichung erfolgt in den folgenden Graphen.

a) Cholesterol: R=-0,047, p=0,62
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c) MUFA (monounsaturated fatty acids): R=-0,079, p=0,55

| R=-0079,p=055
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d) SFA (saturated fatty acids): R=0,23, p=0,075
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e) Vit. B6: R=0,063, p=0,55
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f) Vit. D: R=-0,0583, p=0,58
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2. Ist die Krankheitsaktivitét (SLEDAI) abhéngig von der Methylierung des

CD40-Liganden?
In einer vorherigen Studie konnte bereits nachgewiesen werden, dass bestimmte

Methylierungsstellen im Promotor CD40L-Gen mit der Krankheitsaktivitat
assoziiert sind (Vordenbaumen et al., 2021). Dies bestétigte sich erneut in der
Analyse der Daten. Die Krankheitsaktivitat ist assoziiert mit Hypomethylierungen
an CpG17 & CpG22 des CD40L bei Frauen mit SLE.

SLE~ o o .
CD40L-Methylierung E 2,5% Kl | 97,5% KI P P (adj.)
Mittlere Methylierung -21,89 -77,65 33,88 0,4347 0,4347
CpG17 -32,57 -60,56 -4,57 0,0234 0,0351
CpG22 -38,28 -61,20 -15,36 0,0015 0,0044
E = Regressionskoeffizient (B), KI = Konfidenzintervall, p = Irrtumswahrscheinlichkeit,
p (adj.) = Adjustierte Irrtumswahrscheinlichkeit

3. Ist die Methylierung der T-Zell-DNA des CD40-Liganden mit einer
methyldonatorenreichen Erndhrung, gemessen an dem Fragebogen und

mittels im Blut ermittelten Biomarkern, assoziiert?
Im Folgenden werden die einzelnen Methyldonatoren bzw. Substrate im C1-

Zyklus mit der mittleren Methylierung, sowie der ermittelten kritischen Stellen des
CD40L abgeglichen.



43

a) Methionin (aus FFQ): Methionin ist direkter Vorlaufer von S-Adenosyl-

Methionin (SAM), dem Substrat fir DNA-Methylierung im C1-Zyklus.
Hypothese: DNA-Methylierung ~ Methionin (g/d)

Ergebnis: Methionin ist assoziiert zur mittleren CD40L-Metyhlierung und
an CpG17. Umgerechnet ergibt sich hieraus, dass eine Erhdéhung der
Methioninzufuhr um 498 mg pro Tag mit einer 10 % hdheren
Methylierungsrate von CpG17 verbunden ist. In dhnlicher Weise ist eine
Erhéhung der Methioninzufuhr um 949 mg pro Tag mit einer 10 % hdheren

mittleren Methylierungsrate des gesamten CD40L-Promotors assoziiert.

CDA40L-Methylierung ~ o ° .
Methionin (g/d) FFQ E 2,5% Kl | 97,5% KI p p (adj.)
Mittlere Methylierung 9,49 1,02 17,96 0,03 0,04
CpG17 4,98 0,58 9,39 0,03 0,04
CpG22 2,56 -1,35 6,48 0,19 0,19

E = Regressionskoeffizient (B), KI = Konfidenzintervall, p = Irrtumswahrscheinlichkeit,

p (adj.) = Adjustierte Irrtumswahrscheinlichkeit

b) Folat und Cholin (aus FFQ): C1-Donatoren, deren Methylgruppen aus

Homocystein Methionin generieren lassen, sind Folat und Cholin (via
Betain).

Hypothese: DNA-Methylierung ~ Cholin (zg/d), DNA-Methylierung~ Folat
(vg/d)

Ergebnis: Cholin, aber nicht Folat, ist assoziiert zur mittleren CD40L-
Methylierung. Damit ist eine Erhéhung von 168 mg Cholin pro Tag mit
einer 10% hoheren mittleren Methylierungsrate des gesamten CD40L-

Promotors verbunden.
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CD40L-Methylierung ~ ° o .
Cholin (g/d) FFQ E 2,5% Kl | 97,5% Kl p p (adj.)
Mittlere Methylierung 1,68 0,37 2,99 0,01 0,04
CpG17 0,63 -0,08 1,35 0,08 0,12
CpG22 0,18 -0,45 0,80 0,57 0,57
E = Regressionskoeffizient (B), KI = Konfidenzintervall, p = Irrtumswahrscheinlichkeit,
p (adj.) = Adjustierte Irrtumswahrscheinlichkeit
CD40L-Methylierung ~ ° o .
Folat (ug/d) FFQ E 2,5% Kl | 97,5% Kl p p (adj.)
Mittlere Methylierung 718,07 -571,00 2007,14 0,27 0,81
CpG17 12,74 -676,63 702,11 0,97 0,97
CpG22 18,93 -576,93 614,78 0,95 0,97
E = Regressionskoeffizient (B), KI = Konfidenzintervall, p = Irrtumswahrscheinlichkeit,
p (adj.) = Adjustierte Irrtumswahrscheinlichkeit

c¢) Homocystein (aus Blut): Homocystein kann einerseits durch den

Folatzyklus oder durch Cholin/Betain zu Methionin umgewandelt werden,

andererseits aber auch Uber Vitamin B6 zu Cystathion und letztendlich zu

Glutathion (GSH).
Hypothese: 1/Methylierung ~ Homocystein (umol/l)
Ergebnis: Keine Signifikante Assoziation zu der Methylierung.

CD40L-Methylierung ~ o o .

Homocystein (umol/l) E 2,5% Kl | 97,5% KI P p (adj.)
Mittlere Methylierung -4,97 -61,53 51,60 0,86 0,86
CpG17 30,91 -0,97 62,79 0,06 0,17
CpG22 20,37 -7,94 48,68 0,15 0,23

E = Regressionskoeffizient (B), Kl = Konfidenzintervall, p = Irrtumswahrscheinlichkeit,
p (adj.) = Adjustierte Irrtumswahrscheinlichkeit

d) Cystein (aus FFQ): Aus Cystein wird Glutathion generiert, welches ein
Redoxhemmer ist. Glutathion ubt eine verstarkende Wirkung auf die MAT1
(C1-Zyklus) aus, indem es oxidativen und nitrosativen Stress inhibiert.

Hypothese: Methylierung ~ Cystein (ug/d)
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Ergebnis: Cystein als Substrat fur Homocystein und auch flur das
Antioxidans Glutathion ist assoziiert zur mittleren CD40L-Methylierung
und an CpG17. Somit ist eine Erhdhung von 238 mg pro Tag mit einer
10 % héheren Methylierungsrate von CpG17 und eine Erhéhung von 434
mg pro Tag mit einer 10 % hdheren mittleren Methylierungsrate des

gesamten CD40L-Promotors verbunden.

CDA40L-Methylierung ~ o o .
Cystein (g/d) E 2,5% Kl | 97,5% Kl p p (adj.)
Mittlere Methylierung 4,34 0,94 7,74 0,01 0,02
CpG17 2,38 0,61 4,15 0,009 0,02
CpG22 0,99 -0,62 2,59 0,22 0,22
E = Regressionskoeffizient (B), KI = Konfidenzintervall, p = Irrtumswahrscheinlichkeit,
p (adj.) = Adjustierte Irrtumswahrscheinlichkeit

e) Vit. B6 und Vit. B12 (Vit. B6 aus Blut und FFQ, Vit. B12 aus Fragebogen):

Vitamin B6 katalysiert den Folsdurezyklus und die Metabolisierung von
Cystein  zu Homocystein, Vitamin B12 die Metabolisierung von
Homocystein zu Methionin.

Hypothese: Vitamine ~ Methylierung

Ergebnis: Die Katalysatoren Vitamin B6 und B12 sind nicht assoziiert zur

CD40L-Methylierung (Blut und FFQ).

CD40L-Methylierung~ o o .
Vit B6 (mg/d) (FFQ) E 2,5% Kl | 97,5% Kl p p (adj.)
Mittlere Methylierung 6,91 -4,74 18,56 0,24 0,72
CpG17 0,25 -5,93 6,44 0,93 0,93
CpG22 0,88 -4,46 6,23 0,74 0,93
E = Regressionskoeffizient (B), KI = Konfidenzintervall, p = Irrtumswahrscheinlichkeit,
p (adj.) = Adjustierte Irrtumswahrscheinlichkeit
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CDA40L-Methylierung~ o o .
Vit B6 (ug/l) (Blut) E 2,5% Kl | 97,5% Kl p p (adj.)
Mittlere Methylierung -81,49 -415,32 252,34 0,62 0,86
CpG17 16,32 -170,26 202,90 0,86 0,86
CpG22 23,37 -142,02 188,75 0,78 0,86
E = Regressionskoeffizient (B), KI = Konfidenzintervall, p = Irrtumswahrscheinlichkeit,
p (adj.) = Adjustierte Irrtumswahrscheinlichkeit
CDA40L-Methylierung~ o o .
Vit B12 (ug/d) (FFQ) E 2,5% Kl | 97,5% Kl p p (adj.)
Mittlere Methylierung 24,82 -5,60 55,24 0,11 0,16
CpG17 12,85 -2,88 28,58 0,11 0,16
CpG22 5,02 -8,83 18,86 0,47 0,47
E = Regressionskoeffizient (B), KI = Konfidenzintervall, p = Irrtumswahrscheinlichkeit,
p (adj.) = Adjustierte Irrtumswahrscheinlichkeit

4. Gibt es eine direkte Assoziation der erhobenen Néhrstoffdatenangaben
und  insbesondere  bezliglich  der  Methyldonatoren  mit  der
Krankheitsaktivitét?

Im Folgenden wurde analysiert, ob einzelne Nahrstoffe eine Assoziation zu der

Krankheitsaktivitat besitzen.
Hypothese: SLEDAI ~ Nahrstoffe
Ergebnis: Die Nahrstoffe sind far sich genommen nicht direkt mit der

Krankheitsaktivitat assoziiert.
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SLEDAI~ o o .

Nihrstoffe E 2,5% Kl | 97,5% KI p p (adj.)
Methionin (g/d) -0,4047 -1,42 0,61 0,43 0,90
Folat (ug/d) 0,0005 -0,01 0,01 0,89 0,96
Cholin (mg/d) -0,0013 -0,01 0,00 0,67 0,90
Homocystein (umol/l) -0,0454 -0,20 0,11 0,56 0,90
Cystein (mg/d) -0,0005 0,00 0,00 0,66 0,90
Vit. B6 (FFQ) (mg/d) | -0,0222 -0,90 0,85 0,96 0,96
Vit. B6 (Blut) (ug/l) 0,0331 -0,01 0,07 0,11 0,86
Vit. B12 (FFQ) (ug/d) | -0,1665 -0,46 0,12 0,26 0,90
E = Regressionskoeffizient (B), KI = Konfidenzintervall, p = Irrtumswahrscheinlichkeit,
p (adj.) = Adjustierte Irrtumswahrscheinlichkeit

5. Gibt es eine Indikatornahrung fiir die DNA-Methylierung?
Zuletzt erfolgte die Analyse der einzelnen Methylierungsmarker (Global, CpG17,

CpG22) mittels linearen Modells, adjustiert fur Alter und BMI bezuglich der
Hauptlieferanten fur Cholin, Methionin und Cystein. Zuvor wurden diesbezlglich
Tabellen zur Ermittlung derjenigen Fragen mit fur die Fragestellung relevantem
Nahrstoffgehalt erstellt. Ein ,cut-off’ fir die relevanten Fragen von ca. 3,3% des
taglichen Nahrstoffbedarfs pro Portion wurde definiert. Die Tabellen kbnnen dem
Anhang (Punkt 6.4. Identifikation der relevanten Fragen im RKI-Fragebogen zur
Ermittlung von Methylierungsmarkern) entnommen werden. In einem néchsten
Schritt erfolgte eine multivariable Analyse der Hauptlieferanten (Mengen
kombiniert). Die einzelnen Fragen wurden dabei (kombiniert) auf eine
Assoziation mit der globalen Methylierung sowie den relevanten Stellen CpG17
und CpG22 Uberpruft. Die Auswertungstabellen kénnen ebenfalls dem Anhang
(Punkt 6.5. Identifikation der relevanten Fragen im RKI-Fragebogen zur
Ermittlung von Methylierungsmarkern) entnommen werden. Somit konnte die
Nahrung mit den groBten Assoziationen zur Methylierung bestimmt werden:

e Fleisch (p = 0,025; p = 0,038) — zu mittlerer Methylierung

e Eiscreme (B = 0,063; p = 0,009) — zu mittlerer Methylierung

e WeiBbrot (B =0,03; p = 0,036) — fir CpG22
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gekochte Kartoffeln (B = 0,062; p = 0,005) — fir CpG17

Somit fuhrt der mittlere, jeweils tagliche Konsum

einer Portion Fleisch zu einem Anstieg der mittleren CD40L Methylierung
von 2,5%.

einer Portion Eiscreme zu einem Anstieg der mittleren CD40L
Methylierung von 6,3%.

einer Portion WeiBbrot zu einem Anstieg der CpG22 Methylierung von 3%.
einer Portion gekochter Kartoffeln zu einem Anstieg der CpGi17

Methylierung von 6%.

Ergebnisse der Analyse weiterer Nahrung lassen sich aus Tabelle 3-2

entnehmen.
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Tabelle 3-2. Nahrung mit der gréBten Assoziation zur Methylierung

Nahrung CpG17 CpG22 Mean CD40L
(Portion pro Tag)
B puniv B puniv B puniv
(95%-Cl) (Prmu) (95%-Cl) (Prmut) (95%-Cl) (Prmu)
Pizza 0.19 0.04 -0.003 0.8 0.031 0.5
(0.01-0.36) 0.2) (-0.24-0.18) (NA) (-0.07-0.13) (NA)
Milchprodukte 0.03 0.047 0.012 0.4 0.01 0.1
(0.001-0.05) (0.054) (-0.02-0.04) (NA) | (-0.001-0.02) (NA)
Pommes 0.25 0.04 0.1 0.4 0.1 0.1
(0.01-0.48) (0.19) (-0.17-0.39) (NA) (-0.04-0.23) (NA)
Gekochte 0.06 0.004 0.03 0.2 0.02 0.046
Kartoffeln
(0.02-0.1) (0.005) (-0.02-0.08) (NA) (0.001-0.05) 0.12)
WeiBbrot 0.02 0.2 0.03 0.09 -0.003 0.8
(-0.01-0.05) (NA) (-0.001-0.06) (0.04) (-0.02-0.01) (NA)
Bier 0.18 0.3 0.39 0.07 0.04 0.7
(-0.19-0.55) (NA) (-0.03-0.81) 0.1) (-0.17-0.24) (NA)
Frichtetee / 0.003 0.6 0.012 0.06 0.005 0.1
Krautertee
(-0.01-0.01) (NA) (-0.001-0.02) (0.06) | (-0.001-0.01) (NA)
Fleisch 0.025 0.2 0.002 0.9 0.025 0.02
(-0.01-0.07) (NA) (-0.04-0.05) (NA) (0.001-0.05) (0.04)
Eiscreme 0.06 0.2 0.008 0.9 0.063 0.01
(-0.04-0.2) (NA) (-0.1-0.12) (NA) (0.01-0.11) | (0.009)

3.3. Zusammenfassung der Ergebnisse
Zusammengefasst zeigten sich folgende Ergebnisse:
e Ermittelte Werte aus dem Fragebogen und Messwerte im Blut stimmen fur
Fettsauren, Vitamin B6, Vitamin D und Cholesterol nicht gut Uberein.
e Es bestétigt sich, dass die Krankheitsaktivitat mit Hypomethylierungen an
CpG17 & CpG22 des CD40L bei Frauen mit SLE assoziiert ist.
e Methionin ist zur mittleren CD40L-Methylierung und an CpG17 assoziiert.

e Cholin, aber nicht Folat, ist zur mittleren CD40L-Methylierung assoziiert.
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e Cystein und auch fur die Antioxidans Glutathion sind zur mittleren CD40L-
Methylierung und an CpG17 assoziiert.

e Die Katalysatoren Vitamin B6 und B12 sind nicht zur CD40L-Methylierung
assoziiert.

e Die Nahrstoffe sind far sich genommen nicht direkt mit der
Krankheitsaktivitat assoziiert.

e Die Nahrungsmittel mit den starksten signifikanten Assoziationen zur
Methylierung sind V30 (Fleisch), V50 (Eiscreme), V19 (WeiBbrot) und V42
(gekochte Kartoffeln)

Die wichtigsten Assoziationen der Methylierungsfraktionen von CpG17, CpG22
der Fraktion des CD40L sind fiir SLEDAI, Methionin und Cystein in der

folgenden Abbildung zusammengefasst.
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Abbildung 3. Assoziationen der Methylierungsfraktion von CpG17, CpG22 und CD40L im
Vergleich zu SLEDAI, Methionin und Cystein

CpG17 CpG22 CD40L
(Methylierungsfraktion) (Methylierungsfraktion) (Methylierungsfraktion)

25
201 ™ 20l N S
_— S~ ~ L =
5 S 5 i T
w 10 10
w \ 5
0 o] =~ 0
—
—— -5 \r - -5
03 04 05 06 06 07 08 09 050 055 060
E 4 - e ‘ — s -_ =
3 3__ 3 — — 15001 __ —
2
£ 2 1000
5 ! - 1
£ 0 il 500
prvr] / — -
Q |~ 0 -— - 0 - a
= 03 04 05 06 _I=— -~
06 07 08 00 050 055 0.60
2000
-~ - -
[ | /
S ~ 1500 — -
1500 —
g~ wo
=, 1000 / 1000 / 1000 /
=
-— 500
° g™ _ 500 »
0 0 -~ — -
> -— -
O ~ 0|~ 0~
03 04 05 06 06 0.7 0.8 09 0.50 0.55 0.60

Legende zu Abbildung 3: Die Fraktion der methylierten CpG-Stellen des CD4 T-Zell CD40L an
zwei verschiedenen Stellen (CpG17, CpG22) und des gesamten CD40L wurde mit dem
SLEDAI und der durch den RKI-Erndhrungsfragebogen ermittelten Aufnahme von Methionin-
und Cystein verglichen. Die Linien stellen die Steigung der linearen Regressionsanalyse,

bereinigt um Alter und Body-Mass-Index dar, die gestrichelten Linien die Vorhersageintervalle.
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4. Diskussion

Sowohl genetische als auch Umweltfaktoren spielen eine essentielle Rolle bei
der Krankheitsgenese sowie der Krankheitsausprdgung beim systemischen
Lupus erythematodes (Alarcon-Riquelme, 2019, Renauer et al., 2015,
Richardson, 2019, Lanata et al., 2018). Zudem gibt es diverse Assoziationen
verschiedener dysregulierter immunologischer Prozesse (Pan et al., 2020).
Ebenfalls gewinnt der Einfluss der Ern&dhrung auf epigenetische Modifikationen
und die daraus resultierende Beeinflussung der Genexpression zunehmend an
Beachtung und Anerkennung (Sedley, 2020). Unter anderem beim SLE scheint
dieser Aspekt eine besondere Stellung einzunehmen, da in Bezug auf diverse
Mikronahrstoffe Dysbalancen beschrieben wurden (Borges et al., 2012, Islam et
al., 2020).

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss nutritiver Methyldonatoren auf die
CD40L-Methylierung von T-Zellen und die Krankheitsaktivitat bei Patientinnen
mit SLE zu erforschen. Um eine mdgliche Assoziation der CD40L-Methylierung
abhangig von Nahrung zu bestimmen, wurde hierfur der Konsum bestimmter
Mikron&hrstoffe (u.a. Methyldonatoren) bei SLE Patienten mittels validiertem

Erndhrungsfragebogen (Haftenberger et al., 2010) ermittelt.

In einer vorherigen Studie konnte bereits gezeigt werden, dass
Hypomethylierung an bestimmten Schlisselstellen (CpG17 und 22) innerhalb der
CD40L-Promotor-Region mit einer erhéhten Krankheitsaktivitat bei Frauen mit
SLE assoziiert war (Vordenbaumen et al., 2021). Dies bestétigte sich auch in
dieser Arbeit. Zudem stellte es eine erste Parallele zu einer Studie dar, in der
sich herausstellte, dass fur SLE-anfallige Mause unter methyldonatorenreicher
Erndhrung eine erhdhte Methylierung des CD40L in T-Zellen sowie eine

signifikant erniedrigte Krankheitsaktivitat besaBen (Strickland et al., 2013).

In der weiteren Auswertung der erhobenen Daten zeigten sich in Bezug auf die
Nahrung und Methyldonatoren signifikante Assoziationen zwischen erhohter

Methylierung des CD40L und den konsumierten Mikron&hrstoffen Methionin far
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CpG17 und die mittlere CD40L-Methylierung, Cystein fir CpG17 und der
mittleren Methylierung des CD40L sowie Cholin fur die mittlere Methylierung des
CD40L. Eine homogene Assoziation der Mikronahrstoffe auf die spezifischen
Methylierungsstellen konnte nicht nachgewiesen werden. Es kdnnte sein, dass
dies durch eine relativ kleine Kohorte von 61 Patientinnen im Rahmen der
statistischen Auswertung bedingt ist. Es aber auch denkbar, dass
unterschiedliche N&hrstoffkonzentrationen auf anderen Wegen nur bestimmte
Methylierungsstellen begunstigen oder bestimmte Stellen fir Enzyme bereits bei

geringeren Konzentrationen der oben genannten Nahrstoffe zuganglich sind.

Ebenfalls konnte keine Assoziation zwischen DNA-Methylierung und den
Vitaminen B6 und B12 nachgewiesen werden. Bei oOrtlicher und auch zeitlicher
Variabilitat der Qualitat der Nahrung und dem Erndhrungsstil kénnte es jedoch
durchaus sein, dass sich dies bei Populationen mit Defiziten der genannten
Vitamine anders darstellt (Imamura et al., 2015). Die in dieser Studie analysierte
Kohorte zeigte im Durchschnitt beispielsweise normwertige Vitamin B6
Serumspiegel. Somit kann es sein, dass der Vitaminhaushalt (Vit. B6/B12) in
dieser Kohorte keinen limitierenden Faktor in Bezug auf den C1-Zyklus und die
DNA-Methylierung darstellten.

Auch wenn die erhobenen Daten mittels Fragebogen nicht unbedingt die
Verfugbarkeit der Mikrondhrstoffe auf zellularer Ebene reprasentiert (Sedley,
2020), legen sie dennoch eine gewisse Assoziation zwischen dem Konsum von
Methyldonatoren (Cystein, Methionin, Cholin) und der DNA-Methylierung nahe.
Die Ergebnisse unterstitzen somit die Beobachtungen des oben genannten
Mausversuchs (Strickland et al., 2013). Eine ausreichende Aufnahme der
genannten Mikronahrstoffe kdnnte also die Krankheitsaktivitat bei SLE-Patienten
und Auspragung von Symptomen positiv beeinflussen. Dabei muss beachtet
werden, dass eine vermehrte Aminoséure- und somit auch Proteinaufnahme
auch schadliche Effekte, beispielhaft auf die Nierenfunktion, mit sich bringen
kann (Milovanov lu et al., 2009). Gegebenenfalls ist daher eine selektive, gezielte
Supplementierung mittels Nahrungsergdnzungsmitteln oder bestimmter

Medikamente bei  nachgewiesenem  Né&hrstoffmangel zu erwagen.
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Beispielsweise konnte durch Folatsubstitution der C1-Zyklus positiv beeinflusst
werden (Poirier et al., 2001), und eine Assoziation mit einer generellen Erhéhung
der DNA-Methylierung gezeigt werden (Anderson et al., 2012). MTX wird als
Folsaure-Analogon in der SLE-Therapie genutzt und behindert somit die DNA-
Synthese sowie die Zellteilung (Zhao et al.,, 2020). Zur Linderung der
Nebenwirkungen bei MTX-Therapie wird Folat substituiert (Baran et al., 2014).
Da MTX und Folsaure somit als Gegenspieler zu betrachten sind, kdnnte man
vermuten, dass MTX auch die DNA-Methylierung beeinflusst. Diesbeziglich gibt
es keine spezifische Studie zur MTX-Einnahme bei SLE-Patienten. In der Literatur
finden sich in Studien divergente Ergebnisse. Einerseits wird tber die Assoziation
eines Anstiegs unter MTX-Therapie (Oosterom et al., 2018, Forster et al., 2017,
de Andres et al., 2015), andererseits auch in Mensch- (Guderud et al., 2020) und
Tierversuchen (Kusari et al., 2017) Uber eine Verminderung der globalen
Methylierung berichtet. Fiir SLE-Patienten ware es besonders interessant, ob und
welche Assoziation es mit den oben genannten SLE-relevanten Genloci unter
MTX-Therapie gibt.

Eine N-Cysteinsubstitution war mit einer Verbesserung der Krankheitssymptome
bei SLE assoziiert (Lai et al., 2012) und weist positive Effekte auf zellularer und
genetischer Ebene auf (Shah et al., 2014). An dieser Stelle soll unabhangig von
der Funktion des Cysteins als Methyldonator auch auf die Auswirkung des
Mikronahrstoffes auf den zelluldren oxidativen Stress eingegangen werden.
Cystein als wichtigstes Substrat (Lyons et al., 2000) zur Generierung von GSH,
dem ,wichtigsten niedermolekularem Antioxidans, das in den Zellen synthetisiert
wird“ (Forman et al., 2009), war zur mittleren CD40L-Methylierung und an CpG17
assoziiert. Durch Katalyse des C1-Stoffwechsels als Antioxidans durch
Enthemmen von MAT1 (Avila et al., 1998) kann es durchaus sein, dass oxidativer
Stress einen hoheren Stellenwert bei dem Prozess der DNA-Methylierung
besitzt, insbesondere weil bereits positive Effekte auf zellularer und genetischer
Ebene bei SLE Patienten in Bezug zu Krankheitsaktivitdt und Endorganschaden
durch N-Acetyl-Cystein-Substitution gezeigt werden konnten (Shah et al., 2014).

Gegebenenfalls gibt es weitere Schnittstellen, welche durch gezielte Ernahrung
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auch im Bereich des oxidativen Stresses beeinflusst und in Zukunft erforscht

werden kénnen (Pizzino et al., 2017).

Auf Basis der genannten mdglichen positiven Effekte der spezifischen N&hrstoff-
substitution ermittelten wir, ob sich in unserer Studie ohne gezielte Substitution
eine direkte Assoziation einzelner Nahrstoffe in Bezug auf die Krankheitsaktivitat
nachweisen lieB. Hierbei zeigte sich in Bezug auf den SLEDAI keine signifikante
Assoziation der einzelnen Nahrstoffe. Dies kbnnte an einer zu geringen
Probandenzahl liegen, um einen signifikanten Effekt in diesem komplexen
Zusammenspiel verschiedener Nahrstoffe im C1-Zyklus (Mentch and Locasale,
2016) nachzuweisen. Gegebenenfalls ist auch das Zuflhren eines einzelnen
Nahrstoffes nicht auschlaggebend, sondern eine Kombination mehrerer nétig. So
ist der Effekt eines einzelnen Néahrstoffes auf die Verflgbarkeit von SAM (Oaks
and Perl, 2014) und die Funktion der DNMTs (Li and Zhang, 2014) abh&ngig von
verschiedenen Faktoren, unter anderem auch vom oxidativen und nitrosativen
Zellstress (Avila et al., 1998). AuBerdem kdnnen nicht nur am C1-Zyklus
beteiligte Nahrstoffe, sondern zum Beispiel auch Fettsduren (insbesondere
mehrfach-ungeséttigte Fettsauren) einen Einfluss auf die DNA-Methylierung
ausuben, wobei der Einfluss wahrscheinlich von der Bioverfugbarkeit anderer
Cofaktoren und Methyldonatoren abhéngig ist (Kulkarni et al., 2011, Sarabi and
Naghibalhossaini, 2018).

Gegebenenfalls kann ein Effekt einzelner Nahrstoffe auch erst durch eine héhere
Substitutionsdosis erreicht werden. Im Fall der positiven Assoziation der N-
Acetylcystein-Substitution in Bezug auf die Krankheitsaktivitat (Lai et al., 2012),
ergab sich bei einer Dosis von 1,2 g/Tag kein Effekt, bei 2,4 g/Tag und 4,8 g/Tag
jedoch nachweislich die Reduktion der Krankheitsaktivitat. Zum Vergleich liegt
die empfohlene Tagesdosis von Cystein bei einer Person mit 70kg Kérpergewicht
bei ca. 0,28g/Tag. Somit zeigte sich in der genannten Studie erst ab einer
empfohlenen zirka 10-fachen Tagesdosis ein signifikanter Effekt. Weitere
Untersuchungen und Studien bei der Substitution der genannten

Methyldonatoren mit gegebenenfalls an diesen Gedanken angepassten
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Substitutionsdosen kénnten mehr Aufschluss Uber deren Wirkungen bei SLE

ergeben.

Unabhangig von einzelnen N&hrstoffen wurde auch analysiert, ob eine
Indikatornahrung unter den Hauptlieferanten flr Cholin, Methionin und Cystein
fir die DNA-Methylierung bei SLE zu ermitteln ist. Hierbei wurden Fleisch ( =
0,025; p = 0,038) und Eiscreme (p = 0,063; p = 0,009) in Bezug auf die mittlere
Methylierung, WeiBbrot (f = 0,03; p = 0,036) fir CpG22 und gekochte Kartoffeln
(B =0,062; p = 0,005) fur CpG17 als Nahrung mit der am stérksten signifikanten
Assoziation zur CD40L-Methylierung identifiziert. Weitere Nahrungsmittel mit
signifikanter, beziehungsweise mit angrenzendem Signifikanzniveau sind in
Tabelle 3-2 aufgelistet. Konkrete Nahrungsempfehlungen fir Lupuspatientinnen
hieraus abzuleiten und diese dann noch auf den individuellen Patienten mit
jeweils spezifischen Nahrungsgewohnheiten anzupassen bleibt eine enorme
Herausforderung. Auf Basis unserer Daten sind bestimmte Nahrungsmittel zwar
mit einer verbesserten Methylierung und damit geringeren Krankheitsaktivitat
assoziiert, allerdings sind diese nicht unbedingt ,gesunde“ Nahrungsmittel im
Sinne eines kardiovaskularen Risikos (z.B. frittierte Kartoffeln oder Eiscreme)
(Imamura et al., 2015). Weiterhin deuten Studienergebnisse darauf hin, dass eine
vermehrte Methylierung allgemeine Alterungsprozesse begtinstigen kann (He et
al., 2021). Eine Bestatigung unserer These, dass Methyldonatoren einen
gunstigen Einfluss auf die Krankheitsaktivitat bei Lupuspatientinnen hat, kdnnte
am ehesten durch eine randomisiert kontrollierte Interventionsstudie mit der
Substitution verschiedener Methyldonatoren zusatzlich zur Standardtherapie
erforscht werden. Wichtig wéare dabei voraussichtlich, bei der Randomisierung far
die sonstigen Erndhrungsgewohnheiten zu kontrollieren. Aus Sicht der SLE-
Patienten ist Krankheitsaktivitdit und der generelle Gesundheitszustand von
wichtiger Bedeutung. Hierfur besteht von Seiten der Patienten ein groBer Bedarf
an Beratung bezlglich der Erndhrung sowie die nétige Bereitschaft diese bei
einer moglichen Linderung der Krankheitslast dementsprechend anzupassen
(Robinson et al., 2019). Aufgrund der generell komplexen Interaktionen von

Néahrstoffen, kbnnten verschiedene Mikronéhrstoffe bei wiederum verschiedenen
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Gruppen mit unterschiedlichem Ernahrungsstil kritisch fur die DNA-Methylierung
erscheinen. Um Patientenwohl sowie -zufriedenheit zu gewahrleisten, wird daher
eine Konsultation auf individueller Ebene bendtigt. Dabei sollten im besten Fall
multiple Faktoren miteinbezogen werden, wie zum Beispiel auch der positive
Einfluss einer gunstigen Fettsdurekonstellation im Rahmen der Ernahrung
(Vordenbaumen et al., 2020).

In dieser Arbeit wurden sowohl objektiv als auch subjektiv erhobene Daten
verarbeitet und analysiert. Die Methylierung des CD40L konnte objektiv ermittelt
werden und in Zusammenhang mit den ermittelten Blutwerten und der erfragten
Erndhrung in den letzten 4 Wochen gebracht werden. Dabei zeigte sich, dass die
erfassten Biomarker (Vitamin D, Vitamin B6 und Cholesterol) nicht gut mit den
errechneten Daten aus dem Fragebogen Ubereinstimmten, obwohl die
allgemeinen Ergebnisse bezulglich auf die Krankheitsaktivitat mit dem Tiermodell
Ubereinstimmten und ein validierter Fragebogen verwendet wurde. Die
Erfassung von Nahrstoffen mittels FFQs gilt als eine verléssliche Methode,
insbesondere, wenn der Fragebogen besonders viele verschiedene
Nahrungsmittel und einen Zeitraum von unter 12 Monaten abfragt (Cui et al.,
2021). Beide Aspekte treffen bei dem verwendeten FFQ zu. Die Erfassung von
Mikron&ahrstoffen mittels Blutanalyse stellt eine genaue Momentaufnahme dar
und weist eine intraindividuelle zeitliche Variabilitat auf (Shvetsov et al., 2009).
Insbesondere flir Vitamin B stellte sich in einer Studie heraus, dass eine
einmalige Blutentnahme fur die Beurteilung des Vitamin-B-Status einer Person
nicht ausreichend ist (van Dokkum et al., 1990). Ebenso kénnen die Zeit der
Blutentnahme nach dem letzten Mahl (Sedimeier et al., 2018) als auch die Art
der konsumierten Nahrung die biologische (praanalytische) und laboratorische
(analytische) Variabilitdt die Laborergebnisse der bestimmten Biomarker
beeinflussen (Blanck et al., 2003). Diese Studien weisen somit auf, dass man
nicht unbedingt vergleichbare Daten aus FFQ und objektiven Biomarker-
Messungen erhalten und erwarten kann. Es wird vorgeschlagen, dass man zur
Evaluation des metabolischen Status beide Informationsquellen zur

gegenseitigen Erganzung nutzt (Holen et al., 2016). Daher kann die Diskrepanz
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der Ergebnisse aus FFQ und Blutprobe als mdgliche Konsequenz dieser
Variabilitdt gewertet werden. Mdglicherweise eignet sich auf Grund der
Ergebnisse der Fragebogen in Bezug auf eine Langzeit-Evaluation der
Erndhrung und assoziierter Krankheitsaktivitat sogar besser als die objektiv im

Labor bestimmte Momentaufnahme.

Zuletzt ist zu erwahnen, dass in dieser Arbeit eine gezielt weibliche
Studienkohorte auf Anderungen der Methylierung des CD40L untersucht wurde.
Der CD40L ist auf dem X-Chromosom gelegen und es wurde mehrmals die
Assoziation einer verminderten X-Chromosom-Inaktivierung bei Frauen mit der
Krankheitsauspragung bei SLE nachgewiesen (Hewagama et al., 2013, Lu et al.,
2007). Da die Methylierung verschiedene DNA-Bereiche beeinflussen kann,
kénnte eine ahnliche Auswirkung von Methyldonatoren auch bei mannlichen SLE
Patienten vorliegen. Aus den uns vorliegenden Daten kdnnen diesbeziglich
jedoch keine Ruckschlisse gezogen werden und mehr Forschung auf diesem
Gebiet ist hierfur bendtigt. Somit kdnnten die aktuellen Ergebnisse weitere
Studien und Forschung zur Methylierung und Ern&hrungsforschung bei SLE

Patienten anregen.
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6. Anhang

6.1. Anpassung der Fragebogenantworten zur Berechnung der jeweiligen
Néhrstoffwerte in ,Menge in Einheit / Tag“, sowie zur Verrechnung mit den
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Néahrstoffangaben aus Tabelle 2-2.

Vor der Anderung der Tabelle besitzt die urspringlich erstellte Tabelle noch andere ,,value labels*
(simple aufsteigende Nummerierung mit natlrlichen Zahlen). Diese missen konvertiert werden.
Fir jede Fragentabelle im Fragebogen (V ,X“) wird eine ,Konvertierungstabelle” erstellt. Diese
Tabellen sind unten getrennt aufgefiihrt. Einige Konvertierungstabellen sind gleich und kénnen
auf mehrere Fragen angewendet werden. Alle gleich konvertierten Tabellen fur im folgenden

genannte Fragen werden hier aufgezahlt.

KONVERTIERUNGSTABELLEN
Fragen V1-V53 im Fragebogen (ohne Zusatzfragen)

(Im Fragebogen wird nach den letzten 4 Wochen gefragt. Daher 1 Monat = 28 Tage)
Die Koeffizienten sind auf die dritte Nachkommastelle gerundet.

Alte Koeffizienten Neue Koeffizienten Rechnung
»1“ Nie 0 Nie =0
#2° 1 Malim Monat 0,0357 1/28
»3“  2-3 Mal im Monat 0,0893 2,5/28
»24“ 1-2 Mal pro Woche 0,214 1,5/7
»,9“  3-4 Mal pro Woche 0,5 3,5/7
»,06“ 5-6 Mal pro Woche 0,786 5,5/7
»“ 1 Malam Tag 1 1 pro Tag wird als Standard
definiert.
»,8“ 2 Malam Tag 2 2*1
»,9“ 3 Malam Tag 3 3*1
»10“ 4-5 Mal am Tag 4,5 4,5
,11“ Ofterals5MalamTag |5
Vib
Koeffizient Entspricht in der Nahrwertetabelle

folgender Spalte in Tabelle 2-2.

»1“  Vollmilch (mindestens 3,5% Fett) | V1.1

2%  Fettarme Milch (1,5% Fett) V1.2
»3°  Magermilch (max. 0,3% Fett) V1.3
,4“  Sojamilch V1.4
,5“  Laktosefreie Milch V1.5

V1a, V2a, V3a, V4a, V5a, V6a, V7a, V8a, V9a, V10a, Vi11a, V13a, V14a, V17a, V18a, V19a, V20a,

V21a, V22a, V23a, V26a, V28a, V29a, V46a, V31a, V32a, V35a, V50a

Alte Koeffizienten

Neue Koeffizienten Rechnung

,1“  1/2 Glas (oder weniger)

0,5 1/2
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2% 1 Glas (200ml) 1 Standard
#3“ 2 Glaser 2 21
A 3 Glaser 3 3*1
#5“ 4 Glaser 4 41
V4b, V5b
Alte Koeffizienten Neue Koeffizienten Rechnung
1% Unverdinnt 1 Standard
L2 FEtwa 1/4 Saft, 3/4]0,25 1/4
Wasser
#-3° FEtwa 1/2 Saft, 1/2]0,5 1/2
Wasser
A“ Etwa 3/4 Saft, 1/4]0,75 3/4
Wasser
V7b, V8b, V9b
Alte Koeffizienten Neue Koeffizienten Rechnung
»1“  Nein 0 0
24 1 Teeloffel 1 Standard
#3° 2 Teeloffel 2 2"
4% 3 Teeloffel oder mehr 3 3*1
V12a, V24a, V25a
Alte Koeffizienten Neue Koeffizienten Rechnung
1% 1 Glas (125ml) 1 Standard
2 2 Glaser 2 2"
#3“ 3 Glaser 3 3*1
A 4 Glaser 4 4+
,5“ 5 Glaser (oder mehr) 5 5

V15a, V16a, V36a, V51a, V52a, V27a, V30a, V33a, V34a, V37a, V38a, V39a, V41a, V44a, V45a,

V53a, V40a, V43a,

Alte Koeffizienten Neue Koeffizienten Rechnung
»1“ 1/4 Schale 0,25 1/4

2 1/2 Schale 0,5 1/2

»23“ 1 Schale 1 Standard
,4“ 2 Schalen 2 2*1

»,5“ 3 Schalen oder mehr 3 3*1

V21b, V22b, V23b, V31b

Alte Koeffizienten Neue Koeffizienten Rechnung
,1“  Selten oder nie 0,25 1/4
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,2¢  Etwa zur Hélfte 0,5 1/2
,3“ Uberwiegend 1 Standard
,4“  WeiB ich nicht 0 0

V27b, V30b, V34b

Hierbei bezieht sich die Frage darauf, ob das Produkt frittiert oder paniert ist. In den Rechnungen

wird spéter darauf eingegangen.

Alte Koeffizienten Neue Koeffizienten Rechnung
»,1¢  (Fast) nie 0 0
2  1/4 des Verzehrs 0,25 1/4
,3“  1/2 des Verzehrs 0,5 1/2
,4“  3/4 des Verzehrs 0,75 3/4
,5“  (Fast) immer 1 1
V42a
Alte Koeffizienten Neue Koeffizienten Rechnung
,1“  1/2 Portion oder 1 Kartoffel | 0,5 1/2
,2“ 1 Portion oder 2 Kartoffeln 1 Standard
,3“  1/2 Portionen oder 3 1,5 11/2
Kartoffeln
,4“ 2 Portionen oder 4 Kartoffeln | 2 2
»,5“ 2 1/2 Portionen oder 5 2,5 21/2
Kartoffeln (oder mehr)
V47a
Standard ist hierbei 1 Keks.
Alte Koeffizienten Neue Koeffizienten Rechnung
,1“ 2 Kekse (oder weniger) 2 21
2% 3 Kekse 3 31
3% 4 Kekse 4 441
L4 5 Kekse 5 54
D¢ 6 Kekse (oder mehr) 6 6*1
V48a
Alte Koeffizienten Neue Koeffizienten Rechnung
»1“ 1/2 kleinen Schokoriegel 0,25 1/4
(oder weniger)
2% 1/4 Tafel oder 1 kleinen 0,5 1/2
Schokoriegel
»3“ 1/2 Tafel oder 1 groBen 1 Standard
Schokoriegel
»4“ 1 Tafel oder 2 groBe 2 2*1

Schokoriegel
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»,0 2 Tafeln (oder mehr) 4 41

V49a
Alte Koeffizienten Neue Koeffizienten Rechnung
L2141 Stlck 1 Standard
2 2-5 Stlck 3,5 (2+5)/2
»3“  6-10 Stlick 8 (6+10)/2
,4“  11-20 Stlick 15,5 (11+20)/2
,0“ 21 Stuck (oder mehr) 21 21

V56
Koeffizienten Neue Koeffizienten
,1¢ Ja 1
»,2“ Nein 0

\574
Alte Koeffizienten Neue Koeffizienten Rechnung
1% Téglich 1 Standard
2%  5-6 Mal pro Woche 0,786 (5+6)/7
»3“  3-4 Mal pro Woche 0,5 (8+4)/7
»,4“ 1-2 Mal pro Woche 0,214 (1+2)/7
»5“ Nie 0 0

6.2. Bestimmung der Nahrstoffaufnahme eines einzelnen Patienten anhand des
Fragebogens

Der Nahrstoffkonsum kann nach der Umrechnung durch simple Multiplikation mit den
Nahrstoffwerten bei den meisten Fragen ermittelt werden. Einige Fragen des Fragebogens
bendtigen auf Grund lhrer Formulierung sowie Zusatzfragen andere Rechenschritte. Im
Folgenden werden alle bendtigten Rechenschritte aufgezahlt. Hierbei steht ,V* fur die Frage im
Erndhrungsfragebogen und ,,E* fr den ermittelten Nahrstoffgehalt pro konsumierte Einheit aus
der Tabelle 2-2. Bei einigen Fragen musste auf Grund von Diskrepanzen in den ermittelten
Néahrstoffangaben der Mittelwert ausgerechnet werden. Dies ist durch die Abkirzung ,,Mean*
gekennzeichnet. Errechnet werden die Gesamtaufnahme von total lipid (g)“, ,VitB6 (mg)“,
~Folate total (ug)“, ,Folid acid (ug)“, ,VitB12 (ug)“, ,fatty acids total saturated (9)“, ,fatty acids
total monounsaturated (g)“, ,fatty acids total polyunsaturated (g)“, ,cholesterol (mg)“,
~methionine (g)“, ,.glycine (g)“, ,choline (mg)“, ,VitD (IU)“. Hierbei sind die Rechnungen fir jeden
Néhrstoff identisch. Lediglich die Einheiten missen Ubertragen werden.

,Einfache” Rechnungen:

V2 V2 *V2a* E2

V3 V3 *V3a*E3

\Z V4 * Vda * V4b * Mean(E4.1, E4.2)

V5 V5 * Vba * V56b * ES

V6 V6 * V6a * E6
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V7 V7 *V7a* E7

V8 V8 * V8a * Mean(E8.1, E8.2)

V9 V9 *V9a * E9

V10 | V10*V10a* E10

Vi1 | V11 *Viia* E11

V12 | Vi2*Vi2a*E12

V13 | V13 *V13a * Mean(E13.1, E13.2, E13.3)

V14 | V14*Vi4a*E14

V15 | V15 *V15a * Mean(E15.1, E15.2)

V16 | V16 *Vi6a* E16

V17 | V17 *Vi17a* E17

V18 | V18*V18a*E18

V19 [ V19*V19a* E19

V20 | V20 * V20a * Mean(E20.1, E20.2)

V24 | V24 * V24a * Mean(E24.2, E24.2)

V25 | V25 *V25a* E25

V26 | V26 * V26a * Mean(E26.1, E26.2)

V28 | V28 *V28a * E28

V29 | V29 *V29a * E29

V30 | V30 *V30a * Mean(E30.1, E30.2, E30.3)

V31 | V31 *V30a * E31

V32 | V32 *V32a* E32

V33 | V33 *V33a * Mean(E33.1, E33.2, E33.3)

V34 | V34 * V34a * Mean(E34.1, E34.2)

V35 | V35 *V35a * Mean(E35.1, E35.2)

V36 | V36 *V36a * E36

V37 | V37 *V36a * Mean(E37.1, E37.2, E37.3, E37.4, E37.5, E37.6)
V38 | V38 *V38a * Mean(E38.1, E38.2, E38.3)

V39 | V39 *V39a * Mean(E39.1, E39.2, E39.3, E39.4)
V40 | V40 * V40a * Mean(E40.1, E40.2, E40.3)

V41 | V41 *V41a* Mean(E41.1, E41.2, E41.3)

V42 | V42 *V42a * E42

V43 | V43 * V43a * Mean(E43.1, E43.2, E43.3)

V44 | V44 * V44a ™ Mean(E44.1, E44.2, E44.3)

V45 | V45 * V45a * Mean(E45.1, E45.2, E45.3, E45.4)
V46 | V46 * V46a * Mean(E46.1, E46.2, E46.3, E46.4, E46.5, E46.6, E46.7)
V47 | V47 * VA7a* Mean(EA7.1, E47.2, E47.3, E47.3, E47.4)
V48 | V48 * V48a * Mean(E48.1, E48.2, E48.3)

V49 | V49 * V49a * Mean(E49.1, E49.2, E49.3)

V50 | V50 * V50a * Mean(E50.1, E50.2, E50.3)

V51 | V51 *V51a * E51

V62 | V52 *V52a * ES2

V563 | V53 * V53a * Mean(E53.1, E53.2, E53.3)

,Komplizierte” Rechnungen:

V1 V1 *Via* (E1.1-E1.6)
Va1 V21 *V21a* (1-V21b) * E21 + V21 *V21a * V21b * ,E21 reduced fat"
V22 V22 *V22a * (1-V22b) * Mean(E22.1, E22.2) + V22 * V22a * V22b * ,E22 reduced fat"
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V23 V23 *V23a * (1-V23b) * Mean(E23.1, E23.2, E23.3) + V23 *V23a * V23b *,E23 reduced
fat“
V27 V27 *V27a* (1-V27b) * Mean(E27.1, E27.2) + V27 * V27a * V27b * ,E27 fried"

6.3. Quellenangabe zu den ermittelten N&ahrstoffangaben in Tabelle 2-2., sowie
Angaben zu Dichtenumrechnungen zur Anpassung der Daten an die oben
genannten Rechenschritte bzw. Tabellenumformungen

Alle Nahrstoffreferenzwerte wurden aus der USDA Datenbank bezogen. Zur Umrechnung
wurden unter anderem Dichteangaben zu den jeweiligen Né&hrstoffen bendétigt. Alle
Informationen zur Umwandlung in der Tabelle 2-2. kdnnen der folgenden Tabelle enthommen
werden. Zudem sind alle ID Nummern der USDA Datenbank direkt in die Tabelle 2-2.
eingearbeitet.

V1 V1a: Dichte von Milch: https://www.spektrum.de/lexikon/biologie/milch/43045
1,018-1,048 g/cm3

Mittelwert der Dichte: 1,033 g/cm~3

— 1 Glas Milch = 200ml = 206,6 g Milch

V2 Cola als Referenz, da am haufigsten Konsumiert. http://daten.didaktikchemie.uni-
bayreuth.de/experimente/standard/0204_dichte3.htm

Dichte von Cola: 1,0389 g/cm3 — 1 Glas Cola: 200ml = 207,78g

Choline: https://nutritiondata.self.com/facts/beverages/3986/2

V3 | Cola light als Referenz fur Light-Getranke.

V4 | Quelle beliebtester Fruchtsaft: http://www.dIg-verbraucher.info/de/lebensmittel-
wissen/warenkunde/fruchtsaefte-ein-ueberblick.html

Quelle: https://www.deutsche-lebensmittelbuch-
kommission.de/sites/default/files/downloads/leitsaetzefruchtsaefte.pdf

Dichte fir Apfel- & Orangensaft: 1,040 g/cm”3 — 1 Glas = 200ml = 208g

V5 Beliebtester GemUsesaft in Deutschland ist Tomatensaft: Quelle https://www.fruchtsaft.de
Daher als Referenz ausgewahit. Dichte: https://www.aqua-calc.com/page/density-
table/substance/tomato-blank-juice-coma-and-blank-canned-coma-and-blank-without-
blank-salt-blank-added

1,03 g/cm”3— 1 Glas = 200ml = 206g

V6 Wasser

V7 | Krauter & FriichteteeKrautertee (14381) als Referenz.
Zucker hat keine Relevanz auf die von uns untersuchten Stoffe. Daher kann Element 7b
ignoriert werden.

V8 | Schwarzer und griiner Tee.

V9 Normaler schwarzer Kaffee.

V10 | https://www.aqua-calc.com/page/density-table/substance/alcoholic-blank-beverage-coma-
and-blank-beer-coma-and-blank-regular-coma-and-blank-budweiser
Dichte von Bier: 1,01 g/cmA3 — 1 Flasche = 330ml = 333,3g

V11 | — 1 Flasche = 333,39 (siehe V10)

V12 | Wein hat die gleiche Dichte wie Wasser: https://www.aqua-calc.com/page/density-
table/substance/alcoholic-blank-beverage-coma-and-blank-wine-coma-and-blank-table-
coma-and-blank-all

V13 | 3 ,Standard-reference-Cocktails" aus USDA Datenbank augewahlt.

V14 | Alcoholic beverage, distilled, all (gin, rum, vodka, whiskey) 80 proof (entspricht 40%)
https://www.aqua-calc.com/page/density-table/substance/alcoholic-blank-beverage-coma-
and-blank-distilled-coma-and-blank-all-blank--op-gin-coma-and-blank-rum-coma-and-
blank-vodka-coma-and-blank-whiskey-cp--blank-80-blank-proof

Dichte: 0,94g / cmA3, 20ml = 18,89, hat jedoch keine Relevanz fiir die gesuchten Nahrstoffe.
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V15 | Dichte fiir normale Cornflakes (MALT-O-MEAL Frosted Flakes): https://www.aqua-
calc.com/page/density-table/substance/cereals-blank-ready-to-eat-coma-and-blank-malt-o-
meal-coma-and-blank-frosted-blank-flakes-blank--op-cup-blank--op-1-blank-nlea-blank-
serving-cp--cp-
0,17g/cmA3 — 1 Schale = 150ml = 25,5g.

Zum Vergleich wurden auch andere Cornflakes ausgewahlt.

Cereals ready to eat, Ralston Corn Flakes: https://www.aqua-calc.com/page/density-
table/substance/cereals-blank-ready-to-eat-coma-and-blank-ralston-blank-corn-blank-
flakes-blank--op-cup-blank--op-1-blank-nlea-blank-serving-cp--cp-

Dichte 0,12g/cm”3 — 1 Schale = 150ml = 18g

V16 | Alpen Cereal, weil es aus der Schweiz kommt und dem deutschen Musli somit am &hnlichsten
ist. Sonst werden Cornflakes und Cereal im Englischen haufig als Synonyme gebraucht.
43218, Cereals ready-to-eat, ALPEN
Dichte dieses Produktes: https://www.aqua-calc.com/page/density-table/substance/cereals-
blank-ready-to-eat-coma-and-blank-alpen-blank--op-cup-blank--op-1-blank-nlea-blank-
serving-cp--cp-
0,35g / cm”"3 — 1 Schale = 150ml = 52,5g

V17 | Normales Vollkornbrot: Bread, multi-grain (includes whole-grain), 28397. Laut USDA: 1
Scheibe = 26g

V18 | Grau- / Mischbrot — Roggenbrot in den Standard References (SR). Laut USDA: 1 Scheibe =
329

V19 | WeiBbrot / Brétchen — WeiBbrot aus den SR. Laut USDA: 1 Scheibe = 28g

V20 | Butter — SR 01145 Butter, without salt. MaBeinheit in Teeloffeln. 1 Teel6ffel = 5ml
Dichte Butter: 0,96 g/cm”3. 1 Teeloffel = 5 ml = 4,8g
Margarine — SR 04617 Margarine, regular, 80% fat, composite, stick, without salt. Dichte
Margarine: 0,96g/cmA3. 1 Teelbffel = 4,89

V21 | Frischkase, im englischen Cream cheese — SR 01017 Cheese, cream. Dichte: 0,98 g/cm”3.
Gemessen in Essléffeln = 3 Teeldffel = 15ml, 1 Essloffel = 14,7g
Zur Frage nach fettarmem Frischkase:

Cheese, cream, low fat, 43274. Dichte: 1,01g /cm/3. 1 Essloffel = 15ml = 15,15g
V22 | Kése. Repréasentativ beliebte zwei beliebte Késesorten in D aus des SR ausgewahlt.
1 Scheibe Kéase: 20g
22.1 SR Cheese, gouda 01022
22.2 SR Cheese, edam 01018
Zur Frage nach V22.3 = Fettarmer Kése. Als einzige SR war Cheese, provolone, reduced fat
angegeben. Daher représentativ ausgewahlt. 01208

V23 | 28.1 Quark: Cheese, cottage, creamed, 01012
23.2 Quark fettarm: Cheese, cottage, lowfat, 01016
23.3 Joghurt: Yogurt, plain, whole milk, 01116
23.4 Joghurt fettarm: Yogurt, plain, low fat, 01117

V24 | V24.1 Honig. Dichte = 1,42g / cmA3. 1 Teeldffel = 5ml =7,1g
Honey, 19296
V24.2 Dichte bei 1g/cm”3

V25 | Nuss Nougatcreme — SR Chocolate-flavored hazelnut spread, 19125Dichte: 1,25 g/cm”3
1 Teeléffel = 5 ml = 6,259

V26 | Ei. Spiegelei und Omelett
1 Ei (GroBe M) wiegt ungefahr 60g
V26.1 Spiegelei: Egg, whole, cooked, scrambled, 01132
V26.2 Omelett: Egg, whole, cooked, omelet, 01130

V27 | Hahnchen. Représentativ zwei verschiedene SR ausgewahlt.

V27.1: Chicken, roasting, meat only, cooked, 05114, roasted

In den SR wird 1 Unit als 1 Portion aufgezahlt. Also 1 Unit = 171g in Tabelle eingetragen.
V27.2: Chicken, stewing, meat only, cooked, 05126In den SR 1 Unit = 137g.

V27.3: Frage nach paniert oder frittiert. Nuggets (wie im Beispiel im Fragebogen) als SR
genommen.

School Lunch, chicken nuggets, whole grain breaded, 21611

V28 | V28.1: SR fur einen Hamburger ausgewahlt
Fast foods, hamburger, large, single patty, with condiments, 21202
Es gibt keine Angaben zum N&hrstoffgehalt von Déner.

V29 | Bratwurst: SR fir fertige Bratwurst ausgewahlt. Gewicht gekocht: 85g

Bratwurst, pork, cooked, 07013
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V30

Schweine-, Rind-, Wildfleisch (150g als Standardportion)

V30.1 Pork, fresh, ground, cooked, 10220, 150g

V30.2 Beef, composite of trimmed retail cuts, separable lean and fat, trimmed to 0" fat, select,
cooked, 13363

V30.3 Game meat, deer, ground, cooked, pan-broiled, 17344

V31

Salami, cooked, beef and pork, 07069
Laut USDA eine Scheibe = 12,39

V32

Ham, chopped, not canned, 07027Laut USDA eine Scheibe = 21g

V33

Kalter Fisch: Raucherlachs, Matjes, Thunfisch.

V38.1: Fish, salmon, chinook, smoked, 15077 (1 Scheibe Rducherlachs = 28q)
V33.2: Fish, herring, Atlantic, pickled, 15041 (1 Stuck laut USDA = 15g)

V33.3: Fish, tuna, white, canned in water, drained solids, 15126 (1 Portion = 20g)

V34

Fisch als warme Mahlzeit V34.1: Fish, pollock, Atlantic, cooked, dry heat, 15067
V34.2: Fish, trout, rainbow, farmed, cooked, dry heat, 15241
Laut Fragebogen entspricht 1 Portion = 4 Fischstédbchen. 1 Stdbchen = 30g — x4 = 120g

V35

Frichte. Wie im Beispiel von Apfel und Banane ausgegangen. Apfel-Gewicht ist ungeféhr
130-170g

V35.1: Apples, raw, with skin, 09003

V35.2: Bananas, raw, 09040

Das Gewicht einer Banane ist ungefahr: 130g

V36

Gegartes Obst (Konservenobst) — Konservenobst als Beispiel im Fragebogen. Daher
Fruchtsalat in Konserve als Referenz genommen. 09102, Fruit salad, (peach and pear and
apricot and pineapple and cherry), canned, water pack, solids and liquids 150g als Portion

V37

Gemuse. Dafir beliebte Gemisesorten herausgesucht und reprasentativ aufgelistet. Alles pro
1509 Portion aufgelistet so wie im Beispielbild im Fragebogen. Karotten, Broccoli, Tomaten,
Gurke, Zwiebel, Kopfsalat V37.1: Carrots, raw, 11124 V37.2: Broccoli, raw, 11090V37.3:
Tomatoes, orange, raw, 11695V37.4: Cucumber, with peel, raw, 11205V37.5: Onions, raw,
11282 V37.6: Lettuce, iceberg, raw, 11252

V38

Hulsenfriichte Bohnen, Erbsen, Linsen (alles pro 150g)
V38.1: Beans, shap, green, raw, 11052

V38.2: Peas, green, raw, 11304

V38.3: Lentils, raw, 16069

V39

Gegartes GemiiseV39.1: Carrots, cooked, boiled, drained, without salt, 11125
V39.2: Broccoli, cooked, boiled, drained, without salt, 11091

V39.3: Tomatoes, red, ripe, cooked, 11530

V39.4: Onions, cooked, boiled, drained, without salt, 11283

V40

Nudeln: Spaghetti, Ravioli, Lasagne 2509 als Standardportion. V40.1: Spaghetti, spinach,
cooked, 20127

V40.2: Restaurant, Italian, cheese ravioli with marinara sauce, 36055,

V40.3: Restaurant, Italian, lasagna with meat, 36041

\Z3

Reis, Couscous, BulgurV41.1: Rice, white, medium-grain, enriched, cooked, 20051
V41.2: Couscous, cooked, 20029V41.3: Bulgur, cooked, 20013

V42

Potatoes, boiled, cooked in skin, flesh, without salt, 11365

V43

Kartoffeln gebratenV43.1: Potatoes, hash brown, home-prepared, 11370
V43.2: Potato wedges, frozen, 11410, (Includes foods for USDA's Food Distribution Program)
V43.3: Potato puffs, frozen, oven-heated, 11399

Va4

Pommes. Eine Portion 170gV44.1: Restaurant, family style, french fries, 36014
V44.2: Potatoes, french fried, steak fries, salt added in processing, frozen, oven-heated,
11412 V.44.3: McDONALD'S, french fries, 21238

V45

Pizza ungeféhr 400g pro Pizza

V45.1: Pizza, cheese topping, regular crust, frozen, cooked, 21224

V45.2: Pizza, meat and vegetable topping, regular crust, frozen, cooked, 21226
V45.3: PIZZA HUT 12" Cheese Pizza, Pan Crust, 21272

V45.4: PIZZA HUT 12" Pepperoni Pizza, Pan Crust, 21275

V46

Kuchen, Torte, Backwaren (Muffins, Apfeltaschen, Baklava). Viele verschiedene ausgewahit,
um besser représentativ zu gestalten. Einheit immer pro ein Stlick laut Standard Reference
Wert!

V46.1: Cake, chocolate, prepared from recipe without frosting, 18101 (1 Stlick 95g)

V46.2: Cake, snack cakes, creme-filled, chocolate with frosting, 18127 (1 Stiick 50g)

V46.3: Cake, cheesecake, commercially prepared, 18147 (1 Stiick 80g)

V46.4: Cake, fruitcake, commercially prepared, 18110 (1 Stlick 439)

V46.5: Doughnuts, cake-type, plain, chocolate-coated or frosted, 18249 (1 Stiick 43g)V46.6:
Doughnuts, cake-type, plain, sugared or glazed, 18250 (1 Stiick 459)
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V46.7: Muffins, blueberry, commercially prepared (Includes mini-muffins), 18274 (66g)

var

KekseV47.1: Cookies, Marie biscuit, 28351 (28g)

V47.2: Cookies, butter, commercially prepared, enriched, 18155 (Stlick 5g)

V47.3: Cookies, oatmeal, commercially prepared, regular, 18178 (Stiick 18g)

V47.4: Cookies, chocolate chip, commercially prepared, soft-type, 18160 (Stick 12,2g)

V48

Schokolade (Bei Schokolade alles pro Schokoriegel (419)
V48.1: Candies, sweet chocolate, 19081 (1 Schokoriegel = 41qg)
V48.2: Chocolate, dark, 70-85% cacao solids, 19904

V48.3: Candies, milk chocolate, 19120

V49

SuBigkeiten (10g pro Stilick) Bestehen eigentlich nur aus Zucker und Gelatine daher tberall
0.vV49.1: Candies, gumdrops, starch jelly pieces, 19106 V49.2: Candies, caramels, 19074
V49.3: Candies, jellybeans, 19108

V50

Eiscreme: Standardwerte flr Vanille, Schokolade, Erdbeere als Referenz genommen
Pro eine Kugel.

V50.1: Ice creams, vanilla, 19095,

V50.2: Ice creams, chocolate, 19270,

V50.3: Ice creams, strawberry, 19271,

V51

Kartoffelchips - hierfur die ganz normale Standard Reference fir potato chips salted
genommen pro 35g (entspricht ungefahr 1/5 Packung Chips)
V51: Snacks, potato chips, plain, salted, 19411,

V52

Salzgeback - exemplatisch Salzstangen wie im Beispiel pro 35g
V52: Snacks, sesame sticks, wheat-based, salted, 19418,

V53

NuUsse - Erdniisse, Walnilisse, Haselnlisse

pro Portion (509)

V53.1: Nuts, walnuts, english, 12155,

V53.2: Nuts, mixed nuts, oil roasted, with peanuts, with salt added, 12637,
V53.3: Nuts, hazelnuts or filberts, 12120.

6.4. ldentifikation der relevanten Fragen im RKI-Fragebogen zur Ermittlung von

Methylierungsmarkern

Nach den oben genannten Referenzwerten in Tabelle 2-6 wurden fur die Nahrstoffe Methionin,

Cholin und Cystein relevante Fragen im Fragebogen nach definierter ,Menge pro Portion*
herausgesucht. Im Folgenden finden sich die ermittelten Fragen im Fragebogen je nach
definiertem relevantem Grenzwert fir die Nahrstoffe.

Methionin
Der Referenzwert bei einem 70kg schweren Menschen liegt bei ca. 726mg. Es wurde eine
untere Grenze von 3,3% des Referenzwertes festgelegt. Dabei entsteht folgende Tabelle
bezlglich der Fragen, absteigend sortiert nach Menge in g/Portion.

Frage Lebensmittel Methionin in g/Portion
va7 Geflugel 1,1695
V30 Fleisch 1,042
V45 Pizza 0,929
V34 warmer Fisch 0,886
V29 Bratwurst 0,615
V23 Quark, Joghurt 0,462
V32 Schinken 0,419
V40 Nudeln 0,403
V26 Eier 0,1845
V1 Milch 0,171
V38 Hulsenfriichte 0,157
V53 Nisse 0,123
V33 kalter Fisch 0,118
Va1 Reis 0,11
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V43 gebratene Kartoffel 0,081
V44 Pommes 0,075
V52 Salzgeback 0,067
V46 Kuchen, Torten 0,061
V42 gekochte Kartoffel 0,06
V50 Eiscreme 0,053
V18 Graubrot/Mischbrot 0,044
V19 WeiBbrot 0,039
V51 Kartoffelchips 0,038
V31 Wurst 0,037
V17 Vollkornbrot 0,036
V39 gegartes Gemise 0,03
V21 Frischkase 0,028
V15 Cornflakes 0,02

Cholin

Wie bei Methionin wurde eine untere Grenze von 3,3% abhéngig vom Tagesbedarf festgelegt.
Hierbei entsteht folgende Tabelle beziiglich der Fragen, absteigend sortiert nach Menge in
mg/Portion.

Frage Lebensmittel Cholin in mg/Portion

V26 Eier 140,6
V30 Fleisch 138,5666
V34 warmer Fisch 101,5
V40 Nudeln 83,8
V29 Bratwurst 79,9
V45 Pizza 77,6
V38 Hulsenfriichte 70,066
V44 Pommes 67,7
V28 Hamburger 56,9
V43 gebratene Kartoffeln 48,6
V46 Kuchen, Torten 41,0666
V1 Milch 36,8
V10 Bier 33,7
V11 Malzbier 33,6
V23 Quark, Joghurt 29
V42 gekochte Kartoffeln 27
V39 gegartes Gemuse 23,5
V53 Nisse 22,8
V32 Schinken 16,2
V16 Misli 16,1
V50 Eiscreme 16,05
V48 Schokolade 15,6
V33 kalter Fisch 15,466
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Cystein

Wie bei Methionin wurde eine untere Grenze von 3,3% abhéngig vom Tagesbedarf festgelegt.
Hierbei entsteht folgende Tabelle beziiglich der Fragen, absteigend sortiert nach Menge in
mg/Portion.

Frage Lebensmittel Cystein in mg/Portion

V45 Pizza 586,666
V27 Gefliugel 540,1
V30 Fleisch 494,5
V34 warmer Fisch 310,8
V29 Bratwurst 296,65
V28 Hamburger 215
V40 Nudeln 210
V38 Hulsenfriichte 186
V41 Reis 151,33
V23 Joghurt, Quark 142
V26 Eier 130,2
V53 Nusse 128,833
V43 gebratene Kartoffeln 77
V52 Salzgeback 70,35
V18 Graubrot 55,36
V19 WeiBbrot 53,48
V39 gegartes Gemiise 51,375
V22 Kase 50,9
V42 gekochte Kartoffeln 48
V46 Kuchen, Torten 46,24
V17 Vollkornbrot 45,76
V33 kalter Fisch 42,76
V1 AuBer Sojamilch 41,32
V32 Schinken 40
V44 Pommes 37,4
V37 rohes Gemiise 34,75
V51 Kartoffelchips 31,15
V31 Waurst 241
V7 Cornflakes 19,8
V48 Schokolade 19,68
V50 Eiscreme 19
V5 Tomatensaft 16,48
V47 Kekse 14,69

6.5. Analyse einer moglichen Assoziation der Hauptlieferanten flr Methionin,
Cholin und Cystein mit der Methylierung an der CD40L-DNA (global, CpG17,
CpG22)

Bei der Auswertung wurden die Mengen an Methionin, Cholin und Cystein kombiniert, um
einen Gesamteffekt der einzelnen Fragen erkennen zu kdnnen.

a. CpGi17
CpG17 E 2.5CI 97.5CI p univ. p multiv.
va27 0,037 -0,04 0,11 0,3346
Va4 0,010 -0,01 0,03 0,2924
V52 -0,117 -0,36 0,13 0,3403
V18 -0,003 -0,03 0,02 0,8176
V19 0,018 -0,01 0,05 0,2352
V51 0,116 -0,04 0,27 0,1467
V31 0,011 -0,03 0,05 0,6068
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V17 0,001 -0,02 0,02 0,9210
V28 0,113 -0,16 0,39 0,4160
V48 -0,001 -0,02 0,02 0,9596
V30 0,025 -0,01 0,07 0,2108
V45 0,186 0,01 0,36 0,0406 0,2
V34 -0,034 -0,21 0,15 0,7086
V29 0,190 -0,10 0,48 0,1897
V23 0,025 0,00 0,05 0,0466 0,054
V32 0,044 -0,02 0,11 0,1984
V40 0,044 -0,04 0,13 0,3127
V26 -0,002 -0,04 0,04 0,9217
V1 0,002 -0,01 0,01 0,6783
V38 -0,043 -0,22 0,14 0,6334
V53 -0,057 -0,12 0,00 0,0678
V33 -0,011 -0,15 0,13 0,8709
V43 0,085 -0,12 0,29 0,4005
Va4 0,248 0,01 0,48 0,0390 0,19
V46 0,036 -0,03 0,10 0,2685
V42 0,062 0,02 0,10 0,0037 0,005
V50 0,058 -0,04 0,15 0,2285
V39 0,005 -0,04 0,05 0,8385
V21 0,001 -0,03 0,03 0,9637
V15 -0,068 -0,13 0,00 0,0373
V10 -0,028 -0,09 0,04 0,4003
V11 0,179 -0,19 0,55 0,3388
V16 -0,018 -0,06 0,03 0,4356
V22 -0,001 -0,02 0,02 0,9170
V37 -0,021 -0,05 0,01 0,1452
V7 0,003 -0,01 0,01 0,6182
V5 -0,080 -0,24 0,08 0,3107
va7 -0,004 -0,06 0,05 0,8880
b. CpG22
CpG22 E 2.5CI 97.5ClI p univ. p multiv.
V27 -0,022 -0,11 0,07 0,6272
\Z3 0,012 -0,01 0,03 0,2799
V52 -0,085 -0,37 0,20 0,5473
V18 -0,015 -0,05 0,02 0,3398
V19 0,030 0,00 0,06 0,0868 0,036
V51 0,009 -0,18 0,19 0,9254
V31 -0,005 -0,05 0,04 0,8384
V17 0,013 -0,01 0,03 0,1929
V28 -0,066 -0,39 0,25 0,6805
V48 -0,003 -0,03 0,02 0,8248
V30 0,002 -0,04 0,05 0,9245
V45 -0,030 -0,24 0,18 0,7815
V34 -0,018 -0,23 0,19 0,8606
V29 0,269 -0,06 0,60 0,1077
V23 0,012 -0,02 0,04 0,4069
V32 0,001 -0,08 0,08 0,9732
V40 -0,044 -0,15 0,06 0,3867
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V26 -0,003 -0,05 0,04 0,8858
V1 0,005 0,00 0,01 0,3392
V38 -0,138 -0,34 0,07 0,1865
V53 -0,052 -0,12 0,02 0,1523
V33 -0,057 -0,21 0,10 0,4774
V43 -0,102 -0,34 0,13 0,3848
Va4 0,110 -0,17 0,39 0,4365
V46 0,047 -0,03 0,12 0,2114
V42 0,032 -0,02 0,08 0,2109
V50 0,008 -0,10 0,12 0,8866
V39 0,008 -0,05 0,06 0,7667
V21 0,017 -0,01 0,05 0,2812
V15 -0,008 -0,09 0,07 0,8291
V10 -0,043 -0,12 0,03 0,2626
V11 0,388 -0,03 0,81 0,0686 0,1
V16 -0,028 -0,08 0,02 0,2909
V22 0,003 -0,02 0,03 0,8262
V37 -0,013 -0,05 0,02 0,4313
V7 0,012 0,00 0,02 0,0601 0,06
V5 0,041 -0,14 0,22 0,6569
va7 -0,002 -0,06 0,06 0,9416
C. Mittlere Methylierung CD40L
mean E 2.5CI 97.5ClI p univ. p multiv.
V27 0,032 -0,01 0,08 0,1417
\Z3 0,001 -0,01 0,01 0,9184
V52 -0,147 -0,28 -0,02 0,0279
V18 0,009 -0,01 0,02 0,2550
V19 -0,003 -0,02 0,01 0,7552
V51 0,003 -0,08 0,09 0,9394
V31 -0,001 -0,02 0,02 0,9417
V17 0,000 -0,01 0,01 0,9255
V28 -0,080 -0,23 0,07 0,2877
V48 -0,005 -0,02 0,01 0,3437
V30 0,025 0,00 0,05 0,0230 0,038
V45 0,031 -0,07 0,13 0,5386
V34 0,085 -0,01 0,18 0,0896
V29 0,056 -0,11 0,22 0,4901
V23 0,011 0,00 0,02 0,1106
V32 0,003 -0,03 0,04 0,8764
V40 -0,015 -0,06 0,03 0,5343
V26 0,013 -0,01 0,03 0,2554
VA1 0,000 0,00 0,00 0,8995
V38 -0,023 -0,13 0,08 0,6518
V53 -0,019 -0,05 0,01 0,2613
V33 0,022 -0,05 0,10 0,5702
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V43 -0,020 -0,13 0,09 0,7209
Va4 0,097 -0,04 0,23 0,1469
V46 0,019 -0,02 0,05 0,2953
V42 0,024 0,00 0,05 0,0457 0,12
V50 0,063 0,01 0,11 0,0148 0,009
V39 0,013 -0,01 0,04 0,3224
V21 0,007 -0,01 0,02 0,3499
V15 0,002 -0,03 0,04 0,8991
V10 0,013 -0,03 0,05 0,5077
V11 0,036 -0,17 0,24 0,7260
V16 -0,008 -0,03 0,02 0,5328
V22 -0,004 -0,02 0,01 0,5612
V37 0,000 -0,02 0,02 0,9904
V7 0,005 0,00 0,01 0,1054
V5 0,007 -0,08 0,09 0,8792
var -0,009 -0,04 0,02 0,5275

6.6. Analysierte CD40L Promotor und Enhancer Regionen
CpG-Stellen des CD40L-Enhancers und der Promotorregion fortlaufend nummeriert mit
Kennzeichnung der jeweiligen Positionen in Bezug auf das Chromosom X (GRCh37/hg19).

CpG Position Region
CpGi 135726342 - 135726343 Enhancer 1
CpG2 135726386 - 135726387 Enhancer 1
CpG3 135726602 - 135726603 Enhancer 1
CpG4 135726606 - 135726607 Enhancer 1
CpG5 135726646 - 135726647 Enhancer 1
CpG6 135726707 - 135726708 Enhancer 1
CpG7 135726744 - 135726745 Enhancer 1
CpG8 135726746 - 135726747 Enhancer 1
CpG9 135726752 - 135726753 Enhancer 1
CpGi10 135726862 - 135726863 Enhancer 1
CpGi1 135728699 - 135728700 Enhancer 2
CpGi12 135728914 - 135728915 Enhancer 2
CpG13 135728921 - 135728922 Enhancer 2
CpGi4 135728989 - 135728990 Enhancer 2
CpGi15 135729052 - 135729053 Enhancer 2
CpGi6 135730241 - 135730242 Promotor
CpGi7 135730265 - 135730266 Promotor
CpG18 135730298 - 135730299 Promotor
CpGi19 135730306 - 135730307 Promotor
CpG20 135730413 - 135730414 Promotor*
CpG21 135730438 - 135730439 Promotor
CpG22 135730445 — 135730446 Promotor

* Aufgrund technischer Probleme konnte der Methylierungsstatus von CpG20 innerhalb der
Promotorregion bei 11 von 60 Patienten nicht quantifiziert werden. Daher wurde CpG20 in den
Analysen ausgelassen.
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