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1. Abstract

Das atopische Ekzem (AE) ist die héufigste chronisch-entziindliche Hauterkrankung im
Kindesalter mit deutlichem Pravalenzanstieg in den letzten Jahrzehnten.Y) 30-40% leiden an einer
persistenten Verlaufsform, die bis in die Adoleszenz oder dariiber hinaus andauert.””. Obwohl
hinsichtlich der Auspragung des AE ein groRer genetischer Einfluss feststeht, ist noch ein Grof3teil
der zugrundeliegenden Mutationen bzw. spezifischen Genvarianten unklar. Seit dem Einsatz
genomweiter  Assoziationsstudien (GWAS) wurden stetig neue Assoziationen von
Einzelbasenpolymorphismen (Single nucleotide polymorphisms, SNPs) mit dem AE identifiziert.
Allerdings ist bei den meisten SNPs der Einfluss auf den Krankheitsverlauf, die Grolle des
vermittelten Risikos fur das Auftreten weiterer atopischer Erkrankungen sowie der spezifische
Wirkmechanismus noch nicht hinreichend bekannt. Auch der Einfluss von Interaktionen
verschiedener SNPs auf das Erkrankungsrisiko ist kaum erforscht.

Ziel dieser Dissertation ist, den Einfluss von bisher mit dem AE assoziierten Risiko-Genorte in
einer grofRen longitudinalen Geburtskohorte genauer zu untersuchen: Erstens hinsichtlich ihrer
Assoziation mit einer persistenten Verlaufsform, zweitens bzgl. einer Risikoerhohung der Genorte
fur das kombinierte Auftreten von atopischen Erkrankungen und drittens im Hinblick auf mdgliche
Interaktionen zwischen den Genorten.

Fur die genetische Assoziationsstudie dieser Arbeit wurden 27 durch GWAS (Europa und Asien)
publizierte Genorte ausgewdhlt, die mit genomweiter Signifikanz mit dem AE assoziiert
sind.G45678910) Dje Testung erfolgte bei Kindern der groRen englischen Geburtskohorte Avon
Longitudinal Study of Parents and Children (ALSPAC) mittels der Softwaretools PLINK und R
auf Grundlage von umfangreichen Daten der ca. 14000 Kinder.(112)

10 der 27 Risiko-Genorte zeigten signifikante Assoziationen mit dem AE. Funf dieser Genorte
waren signifikant mit einer persistenten Verlaufsform des AE assoziiert: Die Nullmutationen
R501X und del2284 des Filaggrin-Gens (FLG),® rs2228145 des Interleukin 6 receptor-Gens
(IL6R),® rs479844 des Ovo like transcriptional repressor 1-Gens (OVOL1)!9), rs2897442 des
Kinesin family member 3A-Gens (KIF3A) 9 und rs2155219 zwischen den Genen Leucine rich
repeat containing 32 (LRRC32) und BRCA2 interacting EMSY transcriptional repressor
(EMSY). Fiir letztere beiden SNPs stellt die Assoziation mit dem persistenten AE eine neue
Entdeckung dar. Hinsichtlich der Kombination des AE mit anderen atopischen Erkrankungen
zeigten sich drei signifikante Assoziationen fiir die Genorte FLG, EMSY-LRRC32 und KIF3A.
Zusétzlich wurden drei signifikante SNP x SNP-Interaktionen (FLG x KIF3A, FLG x Interleukin

18 receptor 1-Gen (IL18R1) und Regulator of telomere elongation helicase 1 - TNF receptor



superfamily member 6b-Gen (RTEL1-TNFRSF6B) x IL18R1) durch Berechnung des Relative
excess risk due to interaction (RERI) neu identifiziert.

Eczema (AE) is the most common chronic-inflammatory skin disease in children, with a rising
prevalence over recent decades. 30-40% suffer from a persistent disease course lasting until
adolescence or longer. Although a strong genetic component in eczema susceptibility is
undisputed, the vast majority of the underlying mutations or genetic variants remain unknown.
Since the use of genome-wide association studies (GWAS) a number of genetic associations of
Single nucleotide polymorphisms (SNPs) with eczema have been identified. However for most
SNPs, their influence on the disease course, their attributable risk on the incidence of other atopic
diseases as well as their specific, functional impact is not yet established. Moreover, the effect of
interactions between SNPs on eczema risk is even less explored.

The goal of this thesis is to investigate eczema associated risk-loci in a large longitudinal birth
cohort in order to understand their role in 1) the long term disease course, 2) the risk for comorbid
allergic disorders and 3) possible interactions between the loci.

To this end, | selected 27 eczema loci that were identified by GWAS and investigated them in a
large English birth cohort, the Avon Longitudinal Study of Parents and Children (ALSPAC) using
the softwaretools PLINK and R on the basis of extensive data of the ca. 14000 children.

10 of 27 risk-loci showed significant associations with eczema. Five of those loci (and their genes)
were significantly associated with a persistent course of eczema: Loss-of-function mutations
R501X and del2284 in the filaggrin gene (FLG), rs2228145 in the interleukin 6 receptor gene
(IL6R), rs479844 in the ovo like transcriptional repressor 1 gene (OVOLL1), rs2897442 in the
kinesin family member 3A gene (KIF3A) and rs2155219 between the leucine rich repeat containing
32 (LRRC32) and BRCAZ2 interacting EMSY transcriptional repressor genes (EMSY). Regarding
the last two, the association with the persistent eczema is a new discovery. Concerning the
combination of eczema with other atopic diseases there were three significant associations: FLG,
EMSY-LRRC32 and KIF3A. Furthermore, three significant SNP x SNP interactions (FLG x
KIF3A, FLG x the interleukin 18 receptor 1 gene (IL18R1) and regulator of telomere elongation
helicase 1 gene - TNF receptor superfamily member 6b gene (RTEL1-TNFRSF6B) x IL18R1) were

identified by calculation of the Relative excess risk due to interaction (RERI).



2. Einleitung

Das atopische Ekzem (AE), auch bekannt als atopische Dermatitis oder Neurodermitis, ist die
haufigste chronisch-entziindliche Hauterkrankung im Kindesalter mit starkem weltweiten
Pravalenzanstieg in den letzten Jahrzenten.® Bis dato sind die Griinde fiir diese starke Zunahme
und auch die Atiologie noch nicht abschlieRend geklart. Durch technologische Neuerungen bei der
Hochdurchsatzgenotypisierung konnten in den letzten Jahren eine Reihe von Risikovarianten fir
das AE identifiziert werden. Hier werden die bis zum Beginn meiner Arbeit bekannten
Genvarianten, sogenannte Einzelbasenpaar-Polymorphismen (englisch: Single nucleotide
polymorphisms, SNPs) untersucht, bei denen lediglich eine Nukleotidbase des Genoms veréndert
ist. Als Studienpopulation wurde die groRe englische Geburtskohorte ALSPAC (Avon
Longitudinal Study of Parents and Children) verwendet, mit der Mdoglichkeit die
populationsbasierten Daten von ca. 14000 Kindern Gber den Zeitraum von 14 Jahren zu nutzen,
um Erkenntnisse beztiglich der Genese des AE zu gewinnen. Ein besonderer Fokus sollte dabei
auf dem Risiko flr die persistente Erkrankungsform sowie dem Risiko fiir die Kombination des
AE mit anderen atopischen Erkrankungen liegen. Dazu wurden in dieser Arbeit
Assoziationsberechnungen fir SNPs mit dem AE und assoziierten atopischen Erkrankungen
durchgefuhrt. Ein bisher noch wenig beleuchtetes, vielversprechendes Forschungsfeld stellt auch
die Interaktion zwischen SNPs dar. Diesbeziglich wurden am Ende der Arbeit alle im Vorhinein
signifikant assoziierten SNPs untersucht. Als Grundlage der Arbeit dienten die umfangreichen
genetischen und klinischen Daten der ALSPAC-Kohorte.

2.1. Klinik und Epidemiologie des atopischen Ekzems

Das atopische Ekzem ist eine chronisch entziundliche Hauterkrankung, die einerseits durch akute
Hautveranderungen, wie Erytheme und Schwellung, und andererseits durch chronische
Veranderungen, wie Hautschuppung und -verdickung bis hin zur Lichenifizierung, charakterisiert
ist. Es geht mit starkem Juckreiz einher, der durch das nachfolgende Kratzen zu typischen
Exkoriationen fiihrt.

Im S&duglingsalter liegen die betroffenen Stellen zundchst meist im Wangenbereich, am Stamm
und an den Streckseiten der Extremitaten. Im Verlauf geht das Ekzem auf die typischen
Préadilektionsstellen (grolRe Beugen, Hals, Augenlider) Uber. Charakteristisch fiir Patienten mit
atopischem Ekzem ist eine Anfalligkeit fur kutane Superinfektionen, die meist durch Bakterien,
vorwiegend durch Staphylococcus aureus (S. aureus), verursacht werden. Es besteht aulRerdem

eine Anfélligkeit fir Infektionen durch Viren aus der Gruppe der Herpesviren z. B. als Eczema
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herpeticatum.® Zusitzlich wird Molluscum contagiosum (Dellwarze), eine durch andere Viren
verursachte Hauterkrankung, bei Kindern mit AE h&ufiger diagnostiziert als bei Kindern ohne
AE.®® Die Krankheit verlauft in Schiiben, deshalb zeigen sich je nach Krankheitsphase
unterschiedlich starke Auspragungen der Hauterscheinungen. Einzelne Schibe kénnen durch
individuell unterschiedliche Faktoren ausgel6st werden, in erster Linie durch Allergene. Daher
erfolgt eine Kilassifizierung in die extrinsische Form mit nachgewiesener spezifischer
Sensibilisierung, die bei ca. 2/3 der Patienten vorkommt, und die intrinsische Form ohne
nachgewiesene Allergie. Es konnen auch physikalische Faktoren wie Hitze, Kélte oder Reizungen
der Haut, z. B. durch Wolle schubverstarkend wirken. Hinzu kommen psychische Faktoren wie
Stress durch schulische oder berufliche Belastung sowie belastende Lebenssituationen, die eine
Beschwerdeprogredienz bewirken kénnen.* Dies unterstreicht auch eine japanische Studie, in
der gezeigt wurde, dass es nach einem groRRen Erdbeben in Kobe 1995 bei 38% der AE-Patienten
zu einer Exazerbation, bzw. deutlichen Verschlechterung des Ekzems kam, demgegeniiber nur bei
7% in einer Kontrollgruppe ohne ortliche Néhe zum Erdbeben.® AuBerdem kénnen zahlreiche
Umweltnoxen, wie Abgase, Tabakrauch, fliichtige organische Verbindungen und weitere
Chemikalien den Hautzustand bei Betroffenen verschlechtern oder sogar einen Beitrag zur

Krankheitsauspragung leisten.®

Epidemiologie des atopischen Ekzems

In Deutschland betrégt die Lebenszeitpravalenz fur das AE bei Kindern 13,2% nach den Daten der
populationsbasierten Studie zur Gesundheit von Kindern und Jugendlichen in Deutschland
(KiGGS). Bei dieser Studie wurden in den Jahren 2003-2006 die Daten von 17641
Kindern/Jugendlichen im Alter von 0-17 Jahren erhoben. Bei Erwachsenen ist die
Lebenszeitpravalenz des AE mit 3,5 % deutlich niedriger, wie aus der Studie zur Gesundheit
Erwachsener in Deutschland (DEGS1, 2008-2011) ersichtlich wurde. Ahnliche Werte fand die
weltweite, populationsbasierte International Study of Asthma and Allergy in Childhood (ISAAC)
in ihren Daten der Phase 111 (1999) fur Deutschland: Die Lebenszeitprévalenz des AE wurde flr
die 6-7-Jahrigen mit 14,7 % und fiir die 13-14-Jahrigen mit 13,6 % angegeben.®” Auf Grund des
populationsbasierten Aufbaus der Studien mit retrospektiver Datenerhebung tber Fragebdgen ist
bei den erhobenen Werten die Erinnerungsverzerrung (englisch: Recall bias) zu bedenken, der
besonders bei der Befragung im Erwachsenenalter zum Tragen kommt. In diesem Fall also, dass
die Probanden oder Eltern sich im Rickblick nicht immer korrekt an ein friher vorhandenes AE

erinnern. Dies kann dazu fiihren, dass sich ein falsch-niedriger Wert flir das AE ergibt. Daher sind



die Daten prospektiver Studien, wie z.B. der deutschen Multizentrischen Allergie Studie (MAS)
wichtig. Die MAS ist eine der ersten und am langsten weiterverfolgten deutschen Geburtskohorten
fiir Asthma und Allergien mit Beginn 1990 und Laufzeit bis zum Alter von 20 Jahren.*® Dort
zeigte sich eine Pravalenz von 21,5 % innerhalb der ersten 2 Lebensjahre®® und nachfolgend eine
Prévalenz von stets iber 10 % im Schulkindalter mit ca. ein Drittel Riickgang im Alter von 20
Jahren.*® Im Vereinigten Konigreich wurden hohere Pravalenzen fiir das AE ermittelt: In den
ISAAC-Daten betrug die Lebenszeitpravalenz fir die 13-14-Jahrigen 26,1 %.4" Im Einklang
damit wurden in der in dieser Arbeit untersuchten englischen ALSPAC-Geburtskohorte
Punktpravalenzraten von 27 % im ersten Lebensjahr, um die 20 % bis zum 10. Lebensjahr und
7,5 % im Alter von 16,5 Jahren verzeichnet.??

National und international ist die Pravalenz der Erkrankung in den letzten Jahrzehnten stark
angestiegen.2) In dem relativ kurzen Zeitraum der Jahre 1991 — 2003 der ISAAC-Studie wurde
in einem Grof3teil der beteiligten Lander ein deutlicher Prévalenzanstieg des AE bei Kindern
festgestellt mit deutlichen regionalen Unterschieden.

Auf Grund der hohen Erkrankungsrate des AE in der Bevdlkerung mit gleichzeitig sehr
unterschiedlichen Auspragungsgraden bzw. Verlaufen, ist es sinnvoll zwischen klinischen
Verlaufsformen des AE zu differenzieren, um mogliche zugrundeliegende genetische und

immunologische Ursachen zielgerichteter untersuchen zu kénnen.

2.2. Verlaufsformen des atopischen Ekzems

Im Allgemeinen kann man drei Verlaufsformen des AE unterscheiden:

1.) Eine frihkindliche, transiente Form, die innerhalb der ersten 2 Lebensjahre beginnt, aber ca.
bis zum Grundschulalter komplett remittiert.

2.) Eine frihkindliche, intermittierende Form, die innerhalb der ersten 2 Lebensjahre beginnt, aber
erst verzogert bis ca. zum 16. Lebensjahr remittiert.

3.) Eine persistierende Form, die von friher Kindheit bis zum Erwachsenenalter bestehen bleibt.

Diese Einteilung ist angelehnt an den AE-Verlauf der Studie in der Geburtskohorte der

Multizentrischen Allergiestudie (MAS) aus dem Jahr 2004.(9)

Eine Sonderform stellt die spate, sogenannte ,,late-onset* Form dar, bei der das AE erst nach der

Adoleszenz auftritt.?4

Etwa 60% aller Félle des AE beginnen wahrend des ersten Lebensjahres. Bis zum 5. Lebensjahr

sind etwa 85% aller Betroffenen erkrankt.® Bei ca. 60-70% aller Erkrankten kommt es zu einem

deutlichen Riickgang der Symptome oder sogar zur Symptomfreiheit bis zur Pubertat® bzw. bis



zum Erwachsenenalter.®® Beispielsweise wurde in der deutschen prospektiven Studie, Study on
Occupational Allergy Risks (SOLAR) ein persistenter Typ des AE bei 34% aller in der Kindheit
erkrankten Patienten festgestellt. Dieser hielt von der friihen Kindheit bis nach der Pubertit an.®
Bekannte Risikofaktoren fur eine persistente Verlaufsform des AE sind eine friihe allergische
Sensibilisierung,® eine positive Familienanamnese atopischer Erkrankungen der Eltern®®),

Vorhandensein einer FLG-Nullmutation®” und ein frither Beginn der Erkrankung.®

2.3. Allergologische Grundlagen und mit dem AE assoziierte Erkrankungen

Zum besseren Verstandnis der engen Verkniipfung atopischer Erkrankungen, folgt ein Uberblick
uber allergologische Grundlagen und mit dem AE assoziierte Erkrankungen. Dies ist insbesondere
von Bedeutung, da in dieser Arbeit auch der Einfluss von Genorten auf den ,,atopischen Marsch*,
also die Abfolge mehrerer atopischer Erkrankungen in charakteristischer Reihenfolge, untersucht
werden soll. Diesbezuglich ist bekannt, dass ein friihes AE mit einem erhohten Risiko fir

nachfolgende atopische Erkrankungen einhergeht.?®

Atopischer Marsch

Das Auftreten mehrerer atopischer Erkrankungen in Folge wird auch als atopischer Marsch
bezeichnet. Das haufigste Erkrankungsmuster ist dabei jenes, bei dem in den ersten Lebensjahren
ein AE auftritt und bei dem sich spéter zusétzlich Asthma bronchiale und/oder die allergische
Rhinitis (AR) manifestieren. Die sequenzielle Entwicklung wurde in einer groRen
Geburtskohortenstudie von 2009 im Vereinigten Konigreich umfassend beschrieben, in der die
arztlichen Diagnosen von tber 24000 Kindern im zeitlichen Verlauf bis zum 18. Lebensjahr
ausgewertet wurden.®) Bei 18% aller Kinder wurden mindestens zwei atopische Erkrankungen
bis zum 18. Lebensjahr diagnostiziert. Innerhalb dieser Gruppe war mit Abstand die haufigste
Sequenz die Diagnose eines AE mit nachfolgendem Asthma (38%). Die zweithdufigste Sequenz
war die Diagnose eines AE mit spéterer AR (22%). Erst als dritthaufigstes Muster mehrerer
atopischer Erkrankungen wurde die Manifestation von Asthma vor einem AE gesehen (19%). Als
hé&ufigste Sequenz aller drei atopischen Erkrankungen wurde AE gefolgt von Asthma und spéterer
AR identifiziert.? Im Allgemeinen stellt also das AE den Beginn des atopischen Marschs dar.
Dies wurde 2014 in einer schwedischen Geburtskohortenstudie bestatigt. Dort war konkret das
frihe AE der ersten 2 Lebensjahre als starker Risikofaktor fir AR und Asthma beschrieben
worden. Uber 35% aller Betroffenen mit friihem AE zeigten in der Folge mit 12 Jahren AR oder
Asthma. Bei persistentem, schwerem frilhem AE waren es sogar knapp 50%.2% Ebenfalls wird

dies durch eine prospektive amerikanische Studie von 2014 unterstrichen, bei der ein besonders



erhohtes Risiko fir spétere atopische Erkrankungen fur die Untergruppen frilhe AE, persistente
AE und schwere AE identifiziert wurde.C?® Zusétzlich scheint AR im Vorschulalter ein
Risikofaktor flr ein spateres Asthma unabhangig vom AE zu sein. In der MAS-Studie zeigten 41%
der 5-jahrigen Kinder der Kohorte, die zu diesem Zeitpunkt AR hatten, im Verlauf bis zum Alter
von 13 Jahren eine zusatzliche Manifestation von Asthma.G?

Ebenfalls mit Hilfe von Daten der MAS-Kohorte wurde gezeigt, dass FLG-Nullmutationen nur
bei den Kindern mit Asthma oder allergischer Rhinitis assoziiert waren, die zuvor auch an
atopischem Ekzem erkrankt waren.®? Daraus wurde abgeleitet, dass FLG-Nullmutationen das
Risiko fir das ekzemassoziierte Asthma darstellen und keinen unabhéngigen Risikofaktor fiir
Asthma per se. Diese Ergebnisse wiesen auf die inzwischen anerkannte, herausragenden Rolle der
Hautbarriere in der Pathogenese von atopischen Erkrankungen hin. Uber den durch FLG-
Nullmutationen verursachten Hautbarrieredefekt beim AE kommt es zur vermehrten Penetration
von Allergenen durch die Epidermis, die erhthte Raten an Sensibilisierungen bedingen, was zu
vermehrten Allergien und den spéteren atopischen Erkrankungen Asthma und AR fihrt.
Unterstrichen wird dies durch die starke Assoziation des Nachweises von spezifischem IgE mit
dem Auftreten von mehreren atopischen Erkrankungen.®®

Allerdings scheint dies nur einen Teil der Verldufe des atopischen Marschs zu erkléaren, denn in
einer groRen europdischen prospektiven Kohortenstudie wurde gezeigt, dass nur 38% der
Komorbiditaten zwischen atopischen Erkrankungen auf IgE-Sensibilisierungen zurlickzufiihren
sind.®* In diesem Zuge sind die Ergebnisse einer 2017 in Nature Genetics publizierten Studie
aufschlussreich, die in einer genomweiten Assoziationsstudie (GWAS, siehe Kapitel 2.5) 136
gemeinsame genetische Risikovarianten zwischen atopischen Erkrankungen identifizierte von
denen nur sechs signifikant starkere Effekte fiir eine bestimmte der atopischen Erkrankungen
zeigte.®® Eine zusétzlich durchgefiihrte Analyse zur Heritabilitét (,,Vererbbarkeit) fiir diese 136
Varianten ergab, dass sie insgesamt ein Flnftel der Heritabilitat fir Asthma, ein Sechstel flr die
AR und ein Zehntel fur das AE erklaren. Zusammen stellen diese Erkenntnisse einen wichtigen
Grund flr das gehdufte gemeinsame Auftreten von atopischen Erkrankungen dar. Im Hinblick auf
die Funktion der Varianten wurde gezeigt, dass sie zu einem grof3en Teil modulierend auf die

Genexpression von Zellen des Immunsystems wirken. %

Allergie, Atopie und Hypersensitivitatsreaktionen
Als Allergie wird eine immunologisch vermittelte Uberempfindlichkeitsreaktion bezeichnet, die
infolge eines wiederholten Kontakts mit einem Allergen, bei sensibilisierten Menschen stattfindet.

Die spezifische Sensibilisierung beschreibt die Bildung von Immunglobulin E (IgE)-Antikérpern
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gegen ein bestimmtes Antigen, genannt Allergen, das einen normalerweise ungeféhrlichen Stoff
(meist ein Protein) darstellt.

Atopie bezeichnet die erbliche Tendenz zur allergischen Sensibilisierung. Dies flihrt zur klinischen
Manifestation von IgE-vermittelten allergischen Reaktionen, z. B. auf Pollen, Hausstaub oder
Nahrungsmittel. Unter atopischen Erkrankungen werden das AE, Asthma bronchiale (Asthma),

die allergische Rhinitis (AR) und Nahrungsmittelallergien zusammengefasst.

Formen von Hypersensitivitatsreaktionen (nach Coombs und Gell)

Typ I: IgE-Antikdrper vermittelte Reaktion vom Soforttyp (siehe Abbildung 1)

Dieser Typ beschreibt die klassische, allergische Sofortreaktion. Typ-1-Reaktionen sind flr diese
Arbeit wichtig, denn sie kommen bei allen atopischen Erkrankungen vor.

Im ersten Schritt kommt es zur Sensibilisierung gegen ein Allergen nach Kontakt mit dem
Immunsystem. Ein Allergen durchdringt die Schleimhautbarriere des Darms, der Lunge oder auch
die Epithelschicht der Haut. Daraufhin erfolgt die Erkennung und Bindung an einen MHC-II-
Rezeptor von dendritischen Zellen oder antigenprasentierenden Zellen (APZ) im Gewebe. Der
Kontakt des gebundenen Antigens mit naiven T-Zellen fuhrt zu deren Aktivierung und
Weiterentwicklung zur Tn2-Zelle. Diese aktivieren uber IL-4 B-Zellen. Aktivierte B-Zellen

produzieren antigenspezifische IgE-Ak, welche an Mastzellen binden. So entstehen aktivierte

Pollenallergen Atemwege Nahrungsmittelallergen Darm Hausstaubmilbenallergen Haut
1. Sensibilisierung
iiber
a) Atemwege
Respiratorisches Saulenepithel Gastrointestinales Sulenepithel Kutanes Plattenepithel
b) Darm
Allergen
c) Haut
—> MHC-I-Rezeptor < | Allergen @7—‘
\ Ly . -3 ,‘/L
Wiederholter R T | Tnaiv |®\ g \' i'. Mz .‘|=>"‘ MZ \.‘:!—(
Allergenkontakt RS \‘\‘ \ \‘ aktiv / v / | aktiv d
\k_/ \\"-,_, ,/'
-4 ?_< N
I B naiv \Q IgE-Ak
2. Allergische Reaktion y .--MZ . /L
All [ I @ :
ergen QI‘ aktiv |_< Mz
Nach erfolgter Sensibilisierung . / ~___~ (15
und ermeutem Allergenkontakt X—
Mastzellgranula . .
E hile Granul
va Historin [ XX ] osinophile Granula
\ Allergische Reaktion mit Entziindung, Rétung, Schwellung |

Abbildung 1. IgE-vermittelte allergische Reaktion schematisch dargestellt

1: Sensibilisierung bei Erstkontakt auf ein spezifisches Antigen/Allergen

2: Allergische Reaktion nach erneutem Kontakt und stattgefundener Sensibilisierung auf das Allergen. APZ = Antigenprésentierende Zelle,
Tnaiv = naive T-Zelle, Th2 = T-Helferzelle Typ 2, B naiv/aktiv = naive/aktive B-Zelle, MZ = Mastzelle, EOS = Eosinophiler Granulozyt
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Mastzellen, die in der Lage sind, das spezifische Allergen zu erkennen und bei spaterem Kontakt
darauf reagieren. Nach erneutem Allergenkontakt bindet dieses an aktivierte Mastzellen.
Daraufhin schutten die Mastzellen Entziindungsmediatoren aus (Degranulation) und wirken damit
auf das umliegende Gewebe. Zum einen aktiviert IL-5 der Mastzellen Eosinophile Granulozyten,
die daraufhin verschiedene zytotoxische Mediatoren wie Peroxidasen freisetzen. Zum anderen
wirken Mastzellen Gber Histamin, Heparin, Prostaglandin D2, Proteasen und Tumornekrosefaktor-
alpha (TNF-a) direkt auf das Gewebe ein und tragen zur allergischen Reaktion bei. Die
hauptsachlichen Effektorsubstanzen sind Histamin und Leukotriene. Histamin bewirkt vor allem
Juckreiz, GeféBpermeabilitdt mit Hautrotung, Schwellung sowie Bronchospasmus. Weitere
Wirkungen wie Schleimsekretion und die Aufrechterhaltung der Entziindung werden u.a. durch
Leukotriene vermittelt.

Typ IV: T-Zell-vermittelte Reaktion vom Spéttyp

Diese Reaktionen werden Uber T-Zellen vermittelt, die auf ein spezifisches Allergen reagieren.
Nach Migration zum Ort der Allergenaufnahme, kommt es erst nach Stunden zur Entziindung
durch Zytokinfreisetzung und weiterer Infiltration von Leukozyten. Beispiele sind das allergische
Kontaktekzem und T-Zell-vermittelte arzneimittelinduzierte Hypersensitivitatsreaktionen.®® In
der chronischen Phase des AE spielen Typ IV-Reaktionen ebenfalls eine Rolle. Die Typen Il und

I11 sind fur das AE nur von untergeordneter Bedeutung und werden daher nicht n&her erldutert.

Asthma bronchiale (Asthma)

Bei Asthma handelt es sich um eine chronisch-entziindliche Erkrankung der Atemwege. Typisch
ist eine rezidivierende Entziindungsreaktion mit reversibler Verengung der Bronchien durch die
Kontraktion  glatter ~ Lungenmuskulatur,  Entziindungszellinfiltration —und  verstarkter
Schleimsekretion. Das Ausmal der asthmatischen Beschwerden kann durch verschiedenste Reize
wie Allergene, Atemwegsinfektionen, Kélte, Rauch, Medikamente oder kérperliche Anstrengung
zunehmen. Die Symptome des Asthmas sind Dyspnoe, Husten und Giemen. Asthma manifestiert

sich im Vergleich zum AE meist spéter.

Allergische Rhinitis / -Rhinokonjunktivitis (AR)

Klinisch tritt bei der AR Niesen, Juckreiz und eine serdse Rhinitis auf. Zugrunde liegt eine
allergische Schleimhautschwellung und -entziindung. Oftmals ist sie begleitet von einer
Konjunktivitis mit geroteten, trdnenden und juckenden Augen, dann bezeichnet als allergische
Rhinokonjunktivitis. Unterteilt wird die Erkrankung in eine saisonale Form, mit Beschwerden
wéhrend der Pollenflugzeit im Frihjahr und Sommer (Heuschnupfen) und eine perenniale Form

bei Hausstaubmilbenallergie oder Tierhaarallergie, die auch in den Wintermonaten auftritt.
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Korrelationsraten zwischen atopischen Erkrankungen

In Pravalenzstudien zeigte sich die starkste Korrelation zwischen AR und Asthma, allerdings ist
die Streuungsbreite der Pravalenzen grol3 und reicht von 46% in einer Auswertung von Daten der
ISAAC-Studie bei Jugendlichen®", iiber 59% in einer franzdsischen Studie bei asthmatischen
Kindern im ambulanten Bereich,®® bis zu max. 70% in einer multizentrischen, internationalen
Studie bei jungen Erwachsenen.® Die Korrelationsrate zwischen AE und Asthma liegt den Daten
eines groRen Reviews von 13 prospektiven Studien nach zu urteilen bei 30-35%“?. Fir die
Komorbiditdt vom AE und AR zeigt sich in einer populationsbasierten Kohortenstudie aus
Schweden mit 33% ein dhnlicher Wert.?® Demgegeniiber fallt die Komorbiditatsrate vom AE und
AR nach den Daten einer multizentrischen Studie aus Danemark mit ca. 60% hoher aus.@®

Tabelle 1. Korrelationsraten zwischen atopischen Erkrankungen

Asthma bronchiale Allergische Rhinitis
Atopisches Ekzem ~30-35% ~33-60%
Allergische Rhinitis ~45-70%

Um die Ursachen der sich tberschneidenden Prévalenzen zwischen atopischen Erkrankungen
naher zu beleuchten, ist daher ein Blick auf das Immunsystem und Ahnlichkeiten der

immunologischen Prozesse bei diesen Erkrankungen sinnvoll.

2.4. Immunologische Grundlagen der atopischen Erkrankungen

Es folgt eine Ubersicht zu den an der Immunreaktion beteiligten Zellen und Mechanismen, die in
dieser Arbeit eine Rolle spielen, um das komplexe Zusammenspiel von Genen und Immunsystem
bei atopischen Erkrankungen im Zuge der Diskussion der Ergebnisse spater besser verstehen zu

konnen.
Ubersicht wichtiger Zelltypen des Immunsystems

T-Lymphozyten

T-Lymphozyten oder kurz T-Zellen, sind eine Untergruppe der Leukozyten. Sie sind ein wichtiger
Bestandteil des adaptiven, also erworbenen Immunsystems. Sie werden im Knochenmark als naive
T-Zellen (Thaiv) gebildet und reifen im Thymus aus. Dort werden T-Zellen selektioniert, die
korpereigene Strukturen als Antigene erkennen und angreifen. Ubrig bleiben diejenigen T-Zellen,
die nur korperfremde Antigene nach dem ,,Schliissel-Schloss-Prinzip* erkennen und bekampfen.
Unterteilt werden sie in T-Helferzellen (Tw), zytotoxische T-Zellen (Tc¢), regulatorische T-Zellen

(Treg), T-Gedé&chtniszellen, natirliche Killer T-Zellen (NK-T) und weitere erst kiirzer bekannte
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Typen ohne Relevanz fiir diese Arbeit. Die wichtigsten Zelltypen flr atopische Erkrankungen
werden nachfolgend genauer beschrieben.

T-Helferzellen

Die T-Helferzellen (Tw) sind auf dem Gebiet der atopischen Erkrankungen der wichtigste Zelltyp.
Sie werden nochmals unterteilt in Subklassen: Aktuell werden verschiedene Subklassen mit
vielfaltigen Wirkungen auf das Immunsystem, wie Tul, Tu2, Th9®Y, Tu17%? und Tu22 Zellen
unterschieden (siehe Tabelle 2). Diese Subklassen unterscheiden sich in ihrem gebildeten
Zytokinmuster. Die Differenzierung der T erfolgt aus Tnaiv. Eingeleitet wird dieser Vorgang durch
die Bindung eines Antigens an den MHC Kilasse 11 Rezeptor einer antigenprésentierenden Zelle
(APC), der wiederum an den T-Zell-Rezeptor (TCR) der Tnaiv bindet, wodurch sie stimuliert wird.
Entscheidend fiir den VVorgang der Differenzierung der Tnaiv in eine Tu-Subklasse ist vor allem das

lokal vorherrschende Zytokinmilieu.“?

T-Helferzellen Typ 1 (Tn1)

Thl-Zellen bilden als kennzeichnendes Zytokin Interferon-y (IFN-y). Weiterhin werden in

geringerem MaRe Lymphotoxin, Interleukin- (IL-) 2, TNF-a , und TNF-B von ihnen produziert.“*
Hauptaufgabe der TH1 ist die Abwehr von intrazellularen Erregern wie Bakterien oder Viren. Ein
vom T-Zell-Rezeptor (TCR) unabhéngiger Signalweg fiir die Bildung von IFN-y scheint Gber die
Bindung des Interleukins IL-18 an Tl aktiviert zu werden.“*

T-Helferzellen Typ 2 (Th2)

Th2-Zellen haben eine Hauptrolle bei der Genese der Erkrankungen des atopischen

Formenkreises. Die von Tnu2-Zellen sezernierten und bestimmenden Interleukine sind I1L-4, -5, -6,
-10, -13 und -31. Diese werden daher Typ2-Zytokine genannt. Sie sind die entscheidenden
Faktoren bei allergischen Reaktionen. So wurde z. B. gezeigt, dass bei Méausen ohne T2 keine

allergischen Symptome trotz Stimulation mit hoch-allergenen Proteinen hervorgerufen wurden.“®

T-Helferzellen Typ 9 (TH9)

Ty9-Zellen werden durch die Sekretion von IL-9 definiert. IL-9 induziert das Mastzellwachstum,

verhindert die Apoptose von Innate lymphoid cells (ILCs) und verstarkt den Klassenwechsel zur
IgE-Produktion in B-Zellen. Insgesamt scheinen TH9 so eine wichtige Rolle in der Pathogenese
der atopischen Erkrankungen zu spielen, inshesondere bei Asthma und AR,“® was im Mausmodell
mit Transfer von Tx9 und anschlieBend erhdhter Produktion von Schleim und bronchialer
Hyperreagibilitat nach Stimulation mit Atemwegsallergenen gezeigt“” und andersherum durch
gedampfte Effekte bei Neutralisation von IL-9 bestétigt wurde.
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T-Helferzellen Typ 17 (Tnl7)
Diese Subklasse produziert IL-17A als charakteristisches Zytokin.“+4®) Zusatzlich sind Tw17-

Zellen in der Lage weitere Zytokine zu bilden, die ihr Zytokinmuster komplettieren: IL-17F, IL-
21, IL-22 und IL-10. Jedoch bilden nicht alle TH17 das gleiche Spektrum, sondern es scheint nach
derzeitigem Stand noch zumindest zwei Unterklassen an Th17 mit unterschiedlichen Wirkungen

auf das Immunsystem zu geben. %50

T-Helferzellen Typ 22 (Th22)

Tw22-Zellen sind eine neuere (2009) und noch nicht endgultig erforschte Subklasse der Tw-Zellen.

Erschwerend fur ihre Charakterisierung ist, dass ihr Hauptzytokin IL-22 auch von anderen
Subklassen wie TH17 gebildet wird und ihre definierenden Transkriptionsfaktoren noch nicht
eindeutig geklart sind.®Y Ty22 entwickeln sich in Abgrenzung zu Twl7 in Abwesenheit von
Transforming growth factor B (TGF-R) bei sonst &hnlichen Faktoren (IL-1R, IL-6, IL-23). IL-22
fordert die pathologische Verdickung der Epidermis (Akanthose) sowie die Produktion
antimikrobieller Peptide und findet sich in deutlich vermehrten Mengen in der Haut von Patienten
mit Psoriasis (Schuppenflechte) und AE.®?

Treq (Regulatorische T-Zellen)

Treg sind eine eigene Untergruppe der T-Lymphozyten, differenzieren sich allerdings wie Tw auch
aus Tnaiv. Die Funktion der Treg ist die Begrenzung von Immunreaktionen, damit es nicht zu
uberschieRenden Entziindungs- oder Autoimmunreaktionen kommt. Treg bilden als prototypisches
Zytokin IL-10, welches anti-inflammatorisch und immunsuppressiv wirkt. Es hemmt TNF-a., IFN-
y und IL-12, die im Ty-1-Signalweg eine proinflammatorische Rolle spielen. Weiterhin hemmt es
IL-18 und IL-6, die auch bei Entziindungsprozessen mitwirken.®35) Zudem haben Treg
herabregulierende Wirkungen auf Rezeptoren von Makrophagen und dendritischen Zellen sowie
T-Zellen.® Veranderungen der Anzahl oder Funktion dieses Zelltyps haben Auswirkungen auf

atopische Erkrankungen.®6)

Konzepte der T-Zell-Plastizitat/Transdifferenzierung

Nach Erkenntnissen der letzten Jahre scheinen Tn22, wie auch Treg und TH17, Eigenschaften zu
besitzen, die eine Umwandlung dieser Zellen in andere Tn-Subklassen ermoglichen
(Transdifferenzierung) oder sie zumindest zur Imitation derer Zytokinmuster beféhigt (Plastizitat).
Voraussetzung ist ein dominierendes Zytokinmilieu. Nach diesem Konzept fiihrt z. B. eine IL-
12/IFN-y-Dominanz, wie bei einer Virusinfektion, zu einer Umwandlung von Th22 in IFN-y-
produzierende Tw1, wohingegen eine IL-2/IL-4-Dominanz, wie bei einer Wurminfektion oder

Allergie, zu einer verstarkten 1L-13 Produktion fiihrt, die sonst fiir Tu2 charakteristisch ist.®? Ty17
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hingegen scheinen sich unter dem Einfluss von TGF-B in Treg transdifferenzieren zu kénnen.®®
In diesem Sinne wéren die genannten Ty mit diesen Eigenschaften als eine Art ,Joker* des
Immunsystems zu sehen, die die gerade notwendige Anpassung ermaglichen.

Tabelle 2. Ubersicht von T-Zell-Subklassen

T-Subklasse Differenzierung aus Tnav durch Hauptzytokine
Thl IL-12 (+ IFN-v) IFN-y, IL-2
Th2 IL-4 +IL-2 IL-4, IL-5, IL-13
Th9 IL-4 + TGF-B IL-9
Thl7 (IL-6 + TGF-B / IL-23 + IL1R) IL-17A, (IL-17F)
Th22 (IL-6 + TNF-qa, 1L-21) IL-22
Ten IL-21 + IL-2? IL-21, IL-4
Treg TGF-B +1L-2 IL-10

B-Lymphozyten

B-Lymphozyten (B-Zellen), sind aus dem Knochenmark stammende Leukozyten, die zusammen
mit T-Zellen und antigenprasentierenden Zellen das adaptive Immunsystem bilden. Die
Hauptaufgabe der B-Zellen ist es Antikdrper zu produzieren und sie sind der einzige Zelltyp, der
dazu in der Lage ist. Die Differenzierung von naiven B-Zellen zu Antikorper-produzierenden
Plasma- oder Geddachtniszellen erfolgt nach Antigenkontakt und Stimulation tber IL-4 und IL-21
durch bestimmte T-Helferzellen. B-Zellen sind generell in der Lage verschiedene Typen von
Immunglobulinen zu produzieren. Immunglobulin E (IgE) ist das bei allergischen Reaktionen
fuhrende Immunglobulin. Naive B-Zellen werden zu IgE-produzierenden B-Zellen durch eine
Aktivierung Uber IL-4 und gleichzeitigen Antigenkontakt. Das gebildete IgE wirkt anschlieRend
als spezifischer Antikorper gegen dieses Antigen, bzw. Allergen, was z.B. Proteine von Wiirmern
sein konnen, ebenso aber auch Proteine von Pollen, Nahrungsmitteln oder Hausstaubmilben. B-
Zellen sind also direkt an der Auspragung einer typischen allergischen Reaktion beteiligt.
Allerdings wurde schon 1994 in einer Publikation im Nature gezeigt, dass auch in IgE-defizienten
Mausen eine anaphylaktische Antwort auf Allergenexposition hin auftrat.®”) Daher scheint es IgE-
und somit B-Zell-unabhéangige allergische Mechanismen zu geben. Dies ist neueren Erkenntnissen
nach zu urteilen auch beim Menschen wahrscheinlich der Fall und auf IgG-vermittelte Signalwege,
die Komplementkaskade und direkte Zellvermittlung Uber Makrophagen, Basophile und

Neutrophile zuriickzufiihren.®8)

Angeborene lymphoide Zellen (ILC)
Eine erst 2013 in einer Klassifikation zusammengefasste Gruppe von Zellen des Immunsystems,

stellen die angeborenen lymphoiden Zellen dar (ILC). Sie gehdéren zum angeborenen Teil des
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Immunsystems, da sie ein eigenes Rezeptorprofil exprimieren und werden als komplett eigene
Gruppe von Immunzellen angesehen, unterteilt in drei Untergruppen.®® Nur die Gruppe der 1LC2
hat entscheidende Bedeutung fur Erkrankungen des atopischen Formenkreises, da diese Zellen
nahezu die gleichen Interleukine freisetzen wie Tu2.%9 Eine der Aufgaben der ILC2 im
Immunsystem ist normalerweise z. B. die angeborene Abwehr von Wurm- und
Viruserkrankungen.®? Bei einigen Formen von atopischen Erkrankungen sind Anzahl und
Funktionen der ILC2 jedoch fehlreguliert, sodass den ILC2 dort ein Anteil an der Asthma- und
AE-Entwicklung zugesprochen wird.©%

Es scheint eine hautspezifische Population der ILC2 zu geben, die sich in den Lasionen beim AE
deutlich vermehrt zeigt und (iber Thymic stromal lymphopoetin (TSLP) aktiviert wird.®2.
Entsprechend sind auch erhohte Mengen an TSLP in betroffener Haut beim AE nachweisbar,
welches in erster Linie von Keratinozyten produziert wird.®® Ein wichtiger Faktor fiir die
Differenzierung von ILC2 aus Vorlauferzellen ist 1L-33, welches Uber Bindung an den Rezeptor
Interleukin 1 receptor like 1 (ILIRL1) wirkt.(64

2.5. Genetik des atopischen Ekzems

Das AE ist eine sogenannte komplexe Erkrankung. Im Gegensatz zu einer Krankheit mit
monogenem Vererbungsmodus ist die Ursache nicht ein bestimmtes Gen, sondern eine grofe
Anzahl an Genen und Umwelteinfliissen sind an der Entstehung der Krankheit beteiligt.®® An
Hand von Zwillingsstudien wurde ersichtlich, dass die Genetik den groRten Anteil an der
Krankheitsursache hat. In einer niederlandischen Zwillingsstudie wurden fir das AE
Konkordanzraten von ungefahr 84% bei monozygoten und ca. 30% bei dizygoten 5-jahrigen
Zwillingen einer Geburtskohorte mit Geburtsdaten zwischen 1986-1998 festgestellt.® In einer
danischen Zwillingsstudie zeigten sich vergleichbare Zahlen. Abschétzend wurde Genen ein
Anteil von 82% der individuellen Suszeptibilitdt (Anfalligkeit) fir das AE zugeschrieben und

Umweltfaktoren ein Anteil von 18%.6"

Genetische Assoziationsstudien / Genomweite Assoziationsstudien (GWAS)

Genetische Assoziationsstudien stellen einen Zusammenhang zwischen einer genetischen
Variante, z. B. einem SNP oder einer Mutation und einem Krankheitsphanotyp her. Ein SNP ist
definiert als Veranderung einer einzelnen Nukleinbase an einer bestimmten Stelle im Genom.
Schatzungen zu Folge tritt ein SNP alle 1000 Basenpaare im Genom auf.®® Es gibt drei Arten von
SNPs: 1) funktionelle SNPs, die durch Basenaustausch die Proteinsequenz eines Gens verandern,

2) regulatorische SNPs, die die Genexpression beeinflussen und 3) ,,stumme® SNPs, die keinen
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Effekt haben. Wenn ein SNP in einer kodierenden Sequenz fur eine Aminosaure liegt, kann er eine
funktionelle Veranderung bewirken indem die veranderte Base zu einem Austausch der
Aminosdure flhrt. Je nach ausgetauschter Aminoséure, ergeben sich variable Auswirkungen.
Andererseits kann ein SNP in einer nicht-kodierenden Sequenz des Genoms liegen, z. B. im Intron,
der Promoter-Region, der 3‘UTR (Three prime untranslated region) oder zwischen zwei Genen
(intergenisch). An diesen Positionen koénnen SNPs eine regulatorische Wirkung auf die
Genexpression haben, z.B. Uber veranderte Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren mit
Auswirkung auf das Zielprotein.

In genetischen Assoziationsstudien werden meist Fall-Kontroll-Studien von genotypisierten
Kohorten untersucht. Man vergleicht das Auftreten der zu untersuchenden SNPs in der Fallgruppe
(z. B. Phanotyp AE) mit dem Auftreten in der Kontrollgruppe. Kommt ein SNP signifikant
haufiger in einer der Gruppen vor, spricht man von einer genetischen Assoziation. Um falsch
positive Ergebnisse auszuschliel3en ist es notwendig sie in anderen Kohorten zu replizieren.

Als genomweite Assoziationsstudie (GWAS) bezeichnet man Analysen, die genomweit verteilte
SNPs auf eine Assoziation mit bestimmten Phénotypen (z. B. AE) untersuchen. Durch die Nutzung
von DNA-Microarrays ist es moglich geworden eine enorme Menge an SNPs (je nach Hersteller,
iiber 1 Mio. SNPs)® gleichzeitig zu analysieren. Dies stellte einen groBen Fortschritt dar, da es
seitdem kosteneffizient moglich ist, alle hdufigen genetische Variationen unabhéangig von ihrer
Funktion zu untersuchen. Insbesondere, da nur ca. 12% der mit Erkrankungen assoziierten SNPs
funktionelle SNPs darstellen, fiir die groRe Mehrheit der SNPs also aktuell keine funktionelle
Auswirkung bekannt ist."9 Fiir GWAS ist eine strikte Signifikanzgrenze mit einem p-Wert von 5
x 1078 etabliert™, da Ergebnisse fiir multiple Testung korrigiert werden miissen. Dies fiihrt dazu,
dass fur SNP x SNP Interaktionseffekte, bei denen eine noch hohere Korrektur notwendig ist,
mittels GWAS bisher nur begrenzte Erfolge verzeichnet wurden.(® Die erste GWAS fiir das AE
wurde im Jahr 2009 durchgefiihrt und entdeckte einen signifikant assoziierten SNP auf

Chromosom 11.%) In den néchsten Jahren folgten weltweit weitere GWAS.

Bisher bekannte Genorte mit Assoziation zum AE

Nach aktuellem Forschungsstand sticht das FLG aus allen inzwischen bekannten Risikogenen fr
das AE heraus, denn es stellt bis dato das Gen mit dem hochsten assoziierten Risiko fur das AE
dar.™® FLG-Nullmutationen filhren zu einem kompletten Expressionsverlust des Filaggrin-
Proteins.® Die zwei in Europa haufigsten FLG-Nullmutationen, R501X und 2282del4, wurden in
dieser Arbeit untersucht. Laut zweier Metaanalysen besitzen sie eine kombinierte AF von ca. 4 —

6%(374 in europaischen Populationen. Unter zusatzlicher Einbeziehung seltener FLG-Mutationen
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kommt man auf eine AF von ca. 10%.® Das sogenannte Odds ratio (OR), welches als MaR fiir
die Effektstéarke einer Assoziation verwendet wird, betragt fur die bekannten FLG-Nullmutationen
OR = 3,1 nach einer groRen Metaanalyse.™® Die OR aller anderen bisher entdeckten Assoziationen
sind von deutlich geringerer Starke und bewegen sich zwischen OR = 1,1 bis 1,4.%6) Bisher
gefundene Assoziationen betreffen im Allgemeinen einerseits Gene, die die Struktur der
Hautbarriere beeinflussen und andererseits Gene, die fir das Immunsystem eine Rolle spielen.
Bezliglich der Hautbarriere wurden z. B. Varianten in den Genen Small proline rich protein 3-Gen
(SPRR3)("®, Collagen type VI alpha 5 chain-Gen (COL6A5)("" und OVOL1"? beschrieben. Mit
dem Immunsystem wurden z. B. Varianten assoziiert, die die Interleukine 1L-4, IL-137® und das
Gen KIF3A10.7) petreffen, welche alle fiir eine Tu-2-Immunreaktion bedeutsam sind. Jene Gene
befinden sich in rdumlicher Nahe auf dem g-Arm des Chromosoms 5. Allerdings wurden bisher
nur etwas mehr als 20% des der Genetik zugeschriebenen Erkrankungsrisikos auf die zurzeit
bekannten SNPs zuriickgefiihrt.®® Die fehlende Liicke der Heritabilitat (Vererbbarkeit)
aufzuklaren, ist Teil aktueller genetischer Forschung und konnte auf noch nicht entdeckten
Interaktionen, seltenen oder strukturellen Varianten beruhen.(® Die wenigen, bisher bekannten
Interaktionen aus GWAS mit signifikanten Effekten fir das AE wurden zwischen SNPs des IgE-
Rezeptors®) sowie zwischen einem SNP des Interleukin 4-Gens (IL4) mit einem SNP des
Interleukin 4 receptor-Gens (IL4R) festgestellt.®? Bei beiden Interaktionen sind also Gene
involviert, die im Immunsystem angesiedelt sind und dort sogar innerhalb einer Signalkaskade,
denn IL-4 ist bekanntermaRen bedeutend an der Regulation der IgE-Produktion beteiligt.®®

Alle bis zum Jahr 2013 mit dem AE assoziierten SNPs und FLG-Nullmutationen wurden in dieser

Arbeit verwendet und auf die genannten Fragestellungen hin untersucht:
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Tabelle 3. Ubersicht der untersuchten SNPs

SNP/ | Genort [Chromosom Lage: Referenz Genfunktion in RefSeq
Genort (p-/ g-Arm) Basentausch (Population) (Eintragsdatum)
1 Intergenisch  |Esparza-Gordillo et Transkriptionsfaktor,
510903122 RUNX3 p36.11 A—G al. 2013 (Europa)® Tumorsuppressor (03/16)
R501X FLG 1 kodngdT:n;tr(l)sense Palmer et al. 2006 | Filamentprotein der Epidermis
2282del4 q21.3 Co G Stog (Europa)® (12/09)
1 kodierend: missense|Esparza-Gordillo etEinfluss auf I8slichen IL-6 Rezeptor,
522281451 1L6R q213 | A[Asp]—C[Ala] |al. 2013 (Europa)® (05/11)
rs3771180| ILIRL1 q122.1 x‘t_r?g algi‘g%gﬁ?g;;)@ ILIRL1: IL-1 Rezeptor 1, T-Zell-
ILIRL1- 2 Intergenisch Hirota et al. 2012 Immunreaktlon. (07/08)
rs13015714 IL18R1 qi2.1 T (Japan)® IL18R1: I1L18-Rezeptor 1(09/13)
2 Intron Ellinghaus et al. |solute carrier family 9 member A4.
$759382 | SLCOA4 q12.1 A—C 2013 (Europa)® Keine Fkt. notiert (02/19).
16780220 | GLB1 pfé 5 '/i‘t_r?g H"O(t;*ag;')-@%(’lz Kodiert B-Galactosidase (11/15)
3 Intergenisch Hirota et al. 2012 | coiled-coil domain containing 80
r$12634229) CCDCEO ql3.2 C—T (Japan)® Keine Fkt. notiert (02/19).
rs17389644| 1L2-I1L21 qg7 '”tig_eg“h ZE(')'I'gg('&”ri S;)a(!;) IL21: Immunregulatorisch (12/11)
5 Intron Sunetal. 2011 Transmembrane protein 232
7701890 | TMEM232| )5 A—G (China)® Keine Fkt. notiert (02/19)
5 Intron Esparza-Gordillo etf DNA-Doppelstrang-Reparatur
52040704 | RADS0 | (39 4 A—G al. 2013 (Europa)® (04/10)
1s848 IL13 5 3’UTR Ellinghaus et al. IL13: Tw2-Zytokin, B-Zell-
g31.1 A—C 2013 (Europa)® Differenzierung (07/08)
5 Intron Paternoster et al. kinesin family member 3A
52897442 | KIF3A g31.1 C—T 2012 (Meta)*® Keine Fkt. beschrieben (02/19)
6 Intron Hirota et al. 2012 | G protein signaling modulator3
s176095 | GPSM3 p21.32 A-G (Japan)® Keine Fkt. notiert (02/19)
7 Intergenisch Hirota et al. 2012 Interaktion mit Apoptose und
54722404 | CARDI1 p22.2 T—C (Japan)® NF«B-Signalweg (07/08)
10 Intron Hirota et al. 2012 | Zink Finger-Protein 365. Variable
rs10995251 ZNF365 q21.2 C—T (Japan)® Funktionen. (05/10)
1s878860 OR10A3- 11 Intergenisch Hirota et al. 2012 | OR10A3: Olfaktor. Rezeptorprot.
NLRP10 p15.4 C—T (Japan)® NLRP10: Immunregulat. (07/08)
11 Intron Ellinghaus et al. proline rich 5 like-ptotein
s12295535) PRRSL | 15010 CoT 2013 (Europa)® Keine Fkt. notiert (02/19)
11 Intergenisch Paternoster et al. Transkriptionsfaktor:
479844 | OVOLL | 154 A—G 2012 (Meta)(1o) Zellproliferation (08/11)
rs2155219 EMSY- q 11??5 Inte(r}gﬁr?sch %i?@%ﬁg;&% EMSY: Transkriptionsfaktor,
2927894 LRRC32 11 Intergenisch  |Esparza-Gordillo et BR&AZ;nterak;uc_)n. %
s q13.5 CoT al. 2009 (Europa)® embranprotein (07/08)
12 Intron Esparza-Gordillo et| Wachstumsfaktor-Rezeptorprotein
2292239 ERBB3 | 15, TG al. 2013 (Europa)® der Haut (07/08)
16 Intron Ellinghaus et al. | Assoziiert mit Diabetes, Rheuma
2041733 | CLECIBA| 1543 TC 2013 (Europa)® (08/11)
17 Intergenisch Ellinghaus et al. [Zink-Finger-Protein 652. Keine Fkt.
s16948048 ZNF652 | 51 3) A—G 2013 (Europa)® notiert (02/19)
19: Intergenisch Paternoster et al. actin like 9-Protein.
2164983 | ACTLS | 155 CoA 2012 (Meta)(o) Keine Fkt. notiert (02/19)
1516999165 CYP24A1- 20 Intergenisch Hirota et al. 2012 CYP24A1:Vit.D-Regulation
PFDN4 q13.2 A—-G (Japan)® PFDN4: Chaperon (07/08)
1$6010620 RTEL1- 20 Intron Sun et al. 2011 _RTELl:eIr(e)g;Lzﬁtgr: tlelomere
ina)®
TNFRSF6B|  q13.33 A—G (China) TNFRSF6B: TNF-Rezeptorfamilie
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Zusammengenommen Kristallisieren sich mit der Hautbarriere und dem Immunsystem zwei
einander bedingende Bereiche heraus, die unter anderem durch Genvarianten fehlreguliert werden

kdnnen und so zur Genese des AE beitragen. Dies mdchte ich im folgenden Abschnitt prézisieren.

2.6. Pathomechanismen des atopischen Ekzems

Defekte Hautbarriere

Eine beeintrachtigte Funktion der Hautbarriere legt bei vielen Betroffenen den Grundstein fur die
Auspragung des AE. Diese Barrierestérung ist bei vielen Patienten genetisch bedingt. Dazu tragen
zu einem Hauptteil FLG-Nullmutationen bei, die zu einem Verlust der Stitzfilamente der
Keratinschicht fiihren. Filaggrinmonomere werden durch Spaltung des Vorlaufers Profilaggrin
generiert und sind essenzieller Bestandteil des Stratum corneum (Hornschicht). Diese vernetzte
Schicht, fungiert als Hautbarriere des Korpers. Bei Verlust von FLG wird die Hautbarriere, unter
anderem durch mangelnde Aggregierung der Keratinstiitzmatrix, massiv gestért.®® Dadurch ist der
epidermale Wasserverlust der Haut erhoht und diese so duflerst trocken, rissig und
verletzungsanfélliger, sodass Allergene, Erreger und andere Schadstoffe leichter durch die defekte
Hautbarriere gelangen. Dies bietet die Grundlage fur das bei dem AE bekanntermalien erhohte
Risiko an Entziindungen und Superinfektionen der Haut und eine erhohte Sensibilisierungsrate.
Im Mausmodell wurde gezeigt, dass der Ausgangspunkt des AE ein primarer Hautdefekt ist,
wodurch Allergene eindringen kénnen, die das Immunsystem frihzeitig beeinflussen und die
Entstehung einer allergischen Erkrankung begiinstigen oder sogar bedingen kénnen.®% Die daraus
resultierenden Reaktionen kdnnen uberschieflen und in einen circulus vitiosus (Teufelskreis) der

allergischen Reaktion bzw. akuten oder chronischen Hautreaktion Gbergehen, in Form des AE.

FLG-
Nullmutation

Intakte Hautbarriere Defekte Hautbarriere

Allergen Erreger
Keratinozyt (\} FLG / J Allergen Erreger Feuchtigkeit

@
[ / _,_| [ & & - [ —|

o @ @ @ _f\_igi;]t 5 @ @ a8

Feuch )
n @
¥ Kein FLG =

Sensibilisierung Entziindung Trockene Haut

Abbildung 2. FLG-Nullmutationen und ihr Einfluss auf die Hautbarriere

Bei Tréagern von FLG-Nullmutationen fehlt das fiir die Struktur der Epidermis mafgebliche Filaggrin, das in der obersten Schicht der Epidermis
exprimiert wird. Erreger und Allergene gelangen leichter durch die defekte Hautbarriere mit der Folge von vermehrter Entziindung und
Sensibilisierung. Feuchtigkeit wiederum kann schlechter in der Haut gespeichert werden mit der Folge von trockener Haut. (Abbildung
schematisch im Wesentlichen nach Palmer et al. (2006).)
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Auch andere SNPs und Mutationen, die einen Genkomplex zur Verhornung der Epidermis
betreffen, der neben dem FLG noch andere Gene wie Loricrin, Involucrin und weitere beinhaltet,
stehen im Verdacht zu einer defekten Hautbarriere und damit zu einer Préadisposition flir das AE

zu fithren.®

Fehlregulation des Immunsystems

Neben der gestorten Hautbarriere haben auch immunologische Verénderungen, die Auswirkungen
auf die Reaktion des Kdorpers bei Eindringen von Allergenen haben, eine urséchliche Rolle bei
atopischen Erkrankungen. Diese kénnen z. B. durch Varianten in Genen, die fur das Erkennen und
die Reaktion auf eindringende Allergene zustandig sind, auftreten. Seit den 90er Jahren ist
bekannt, dass bei dem AE ein Ungleichgewicht des Immunsystems zugunsten von Tn2-Zellen und
deren Zytokinen herrscht. In Bezug auf den Krankheitsverlauf wurde Mitte der 90er Jahre
postuliert, dass dieses Ungleichgewicht bei der Chronifizierung des AE zu einer Tu1-Aktivierung
wechselt.®® Mit der Entdeckung von Tw9, Tul7, Tu22 sowie ILC wurden die Pathomechanismen
konkretisiert und in Teilen sogar Kkorrigiert, da es sich um viel komplexeres Zusammenspiel
handelt, als damals angenommen. Weiterhin Konsens ist geblieben, dass die TH2-Aktivierung mit
den zugehérigen Interleukinen den Hauptanteil an dem AE hat.®”) Dies zeigt sich deutlich durch
die inzwischen sehr erfolgreichen Therapieergebnisse der 2017 im Lancet publizierten Phase Il
Studie des Medikaments Dupilumab, welches als Antikorper gegen eine Untereinheit des
Rezeptors von 1L4 wirkt und damit die Wirkungsvermittlung von IL-4 und IL-13 blockiert.®®
Zusétzlich spielen die erst 2009 entdeckten Tn22-Zellen mit Ihrem definierenden 1L-22 und
proinflammatorischen Proteinen (S100A7, -8, -9) eine wichtige Rolle, was in Studien mit Biopsien
der Haut von AE-Ldsionen, verglichen mit nicht-entziindeter Haut von AE-Erkrankten und
Kontrollpersonen gezeigt wurde.®® Auch Tu17-Zellen wird ein Einfluss auf das AE
zugeschrieben, allerdings herrscht noch Unklarheit dartiber in welchem Male. Anscheinend zeigt
sich vor allem in speziellen Patientengruppen des AE-Betroffenen eine erhdhte Aktivitat an Th17-
Zellen. Bei Kindern wurden im Vergleich zu Erwachsenen deutlich erhohte Werte von Thl7-
Zytokinen in der akuten AE-Phase festgestellt, sogar auch in nicht betroffener Haut.®® Beziiglich
der immunologischen VVorgange in der chronischen Phase des AE hat sich das vormals postulierte
Bild durch die neu entdeckten Zelltypen ebenfalls deutlich gewandelt. Inzwischen geht man nicht
mehr von einem Wechsel zu einer Tu1-gesteuerten Entziindung aus, sondern einer progressiven
Intensivierung der Tw22- und Tn2-Aktivierung, mit einem lediglich zusétzlichen Th1-Anteil und
ebenfalls erhdhten Treg bei eher maRig veranderten Tu17-Zytokinen.®® Uber Tu2-Zellen werden

auch Zellen des angeborenen Immunsystems aktiviert: Eosinophile (Uber IL-5), Mastzellen sowie
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Basophile (Uber 1L-3/-5). Sie tragen durch die Ausschittung ihrer direkt oder indirekt
entziindungsfordernder Zytokine und Chemokine wie Histamin, Peroxidasen, Proteasen und
Prostaglandinen zur allergischen Reaktion bzw. zu Entzlindungsprozessen von atopischen
Erkrankungen bei.

Ein treibendes Element des AE ist der charakteristische Juckreiz. Dieser verstarkt durch das
resultierende Kratzen den Hautbarrieredefekt und tragt durch Gewebsverletzungen zur
Aktivierung des Immunsystems bei. Anders als bei z.B. AR ist fiir den Juckreiz des AE das zur
Tn2-Reaktion zugehorige IL-31 ein entscheidender Faktor.®? Das Aufkratzen der Haut fihrt zur
Freisetzung von IL-33 durch Epithelzellen. Dies ist ohne Prozessierung direkt aktiv und wird daher
als eine Art ,,Alarmsignal® des Korpers fiir Gewebsschadigungen vermutet.®? Es bindet z. B. an
ILC2 und fuhrt zur zusétzlichen Freisetzung von Th2-Zytokinen in Haut und Atemwegen bei

Atopie mit lokaler Entziindungsreaktion.®®)
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3. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, alle bis zum Jahr 2013 durch GWAS mit dem AE assoziierten
Risiko-Genorte in der ALSPAC-Kohorte zu untersuchen. Ausgewertet und verwendet wurden
GWAS mit Studienpopulationen aus mehreren européischen Landern, Japan und China.(®610458)
Die Signifikanzgrenze der GWAS (p = 4x10°®) erreichten 27 Genorte in der Literatur. Im Zuge der
Qualitatskontrolle wurde bei mehreren SNPs des gleichen Risiko-Genorts, die ein hohes LD
zeigten, nur der in ALSPAC am starksten mit dem AE assoziierte SNP selektiert.
Alle in ALSPAC signifikant mit dem AE assoziierten Genorte wurden anschlieend mithilfe von
Subphéanotypen des AE weiter untersucht. Dadurch sollen Auswirkungen auf den Verlauf des AE
oder auf das gleichzeitige Vorkommen mehrerer atopischen Erkrankungen als Hinweis fur den
atopischen Marsch festgestellt werden. Zuletzt wurde untersucht, ob Interaktionen zwischen SNPs
einen signifikanten Einfluss auf die Assoziation mit dem AE haben.
Folgende Hypothesen werden fiir die untersuchten Risiko-Genorte aufgestellt:

1. Es zeigen sich signifikante Assoziationen mit einem persistenten Phanotyp des AE.

2. Es zeigen sich signifikante Assoziationen mit dem atopischen Marsch.

3. Es liegen signifikante SNP x SNP-Interaktionen vor, die das Risiko fir das AE mehr als

additiv steigern.

Ausgangspunkt der Arbeit | 27 weltweit von 2009 - 2013 in GWAS publizierte Genorte mit Assoziation zum AE
1. Schritt } Qualitdtskontrolle der Genorte |
Qualititskriterien erreicht A Qualitgtskriterien nicht erreicht
2.Schritt  — S S— _| Assoziationsanalyse der Genorte mit Ausschluss
. Phdnotyp AE in ALSPAC-Kohorte der Genorte
Signifikante Genorte A Nicht signifikante Genorte
. Weitere Ausschluss
3. Schritt N .
Assoziationsanalysen der Genorte
e B) l N\

Phinotypen fiir Phanotypenkombinationen SNP x SNP-Interaktionen

Verlauf des AE des AE mit atopischen des Phinotyps AE und

(Persistentes AE) Erkrankungen Asthma und AR Berechnung des RERI

Abbildung 3 Studienaufbau dieser Arbeit
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4. Methoden

4.1. Studienpopulation: ALSPAC

Die ALSPAC ist eine im Langsschnitt angelegte Geburtskohortenstudie. Insgesamt nahmen
14.541 schwangere Frauen aus Avon/Bristol in England teil. Von den 14.062 geborenen Kindern
lebten nach einem Jahr noch 13.988. In der Studie wurden ab Geburt der Kinder detaillierte
anamnestische Daten der Kinder erhoben, inklusive der Zeit im Mutterleib. Alle teilnehmenden
Kinder der Studie wurden zwischen dem 01.04.1991 und dem 31.12.1992 geboren.*V

Die umfassenden anamnestischen Daten wurden mittels standardisierter Fragebogen, anhand
vorhandener medizinischer Aufzeichnungen und durch kérperliche Untersuchungen von Arzten
gewonnen. Alle Kinder wurden ab dem Alter von sieben Jahren regelméfiig zu Klinikbesuchen
eingeladen. Fir die Genetik wurde DNS aus den Blutproben der teilnehmenden Kinder bei
mitterlichem Einverstandnis isoliert. Insgesamt waren genetische Daten von ca. 85% der
teilnehmenden Kinder verfiighar.®?

Die ethische Zustimmung wurde vom ALSPAC Law and Ethics committee eingeholt. Alle

teilnehmenden Eltern erklarten sich schriftlich mit der Teilnahme einverstanden.

Tabelle 4. Untersuchte Studienpopulation

Name der Studienpopulation ALSPAC
Herkunft Grof3britannien
Studientyp Langsschnittstudie Geburtskohorte
Zeitraum der Geburt 04/1991 — 12/1992
Letzter verwendeter Befragungszeitpunkt 166 Monate = 13,8 Jahre
Gesamtzahl an Studienteilnehmern 13988
% mannlich 52
Genotyp-Daten 7876
% mannlich 51

4.2. Auswahl der genetischen Varianten

Auswahl der SNPs

Ausgewdhlt wurden alle SNPs, die in GWAS bis Juli 2013 eine Assoziation genomweiter
Signifikanz mit dem AE erreicht hatten und deren genetische Daten verfiuigbar waren. Darunter
waren sieben SNPs aus einer europdischen Studie, die den Immunochip benutzte®, acht SNPs

einer japanischen GWAS®, drei SNPs aus einer GWAS-Metaanalyse?, vier SNPs aus einer
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weiteren GWAS-Metaanalyse®, drei SNPs aus einer chinesischen GWAS® und ein SNP aus einer
weiteren europidischen GWAS® (siehe Tabelle 3). Zur Verfiigung gestellt wurden die Daten von
ALSPAC. Alle mit den Daten von ALSPAC durchgefiihrten Berechnungen wurden im Jahr 2013

abgeschlossen.

Imputation

Imputation ist eine Methode, mit der anhand genotypisierter SNPs die Genotypen
dazwischenliegender, nicht genotypisierter SNPs, geschatzt werden. Durch die
Genomsequenzierung wurden innerhalb  verschiedener Populationen charakteristische
Chromosomenabschnitte mit einer spezifischen Abfolge benachbarter SNPs, sogenannte
Haplotypen, entdeckt, die normalerweise in unveranderter Weise weitervererbt werden. Diese
Haplotypen wurden in groRen Projekten, wie z.B. dem HapMap- oder 1000 Genomes Project,
beschrieben und zuganglich gemacht.®® Die Genotypisierung in der ALSPAC-Kohorte wurde mit
der Genotypisierungsplattform Ilumina HumanHap550 quad genome-wide SNP array von der
Firma 23 and Me durchgefuhrt in Kooperation mit dem Wellcome Trust Sanger Institute,
Cambridge, UK und der Laboratory Corporation of America, Burlington, NC, USA.C®"

26 der 27 in dieser Arbeit verwendeten SNPs wurden imputiert, mit einer Konfidenz von mind.
92%, unter Verwendung von MACH (Markov Chain Haplotyping software) 1.0.16. Als
Referenzset galten CEPH Individuen der Phase 2 des HapMap-Projekts (release 22).°7 Alle
imputierten SNPs erreichten eine Imputationsqualitat von mind. 92% und hatten eine Minor allele

frequency (MAF) von >2%.

Kodierung eines kombinierten Genotyps aus FLG-Nullmutationen
Die beiden haufigsten FLG-Nullmutationen, FLG-R501X und FLG-del2284, wurden in der
ALSPAC-Kohorte genotypisiert. Da fur beide Mutationen ein Funktionsverlust nachgewiesen

worden war, wurden sie zu einem FLG-Nullallel zusammengefasst.

4.3. Qualitatskontrolle der SNPs

Fir die Qualitatskontrolle der SNPs wurden verschiedene Einschlusskriterien fur die zu

untersuchenden SNPs festgelegt und fiir jeden SNP tUberpruft.

Hardy-Weinberg-Gleichgewicht / Hardy-Weinberg-Equilibrium (HWE)
Das HWE ist ein Modell zur Berechnung der Allelfrequenzen in einer idealen Population.
Annahmen sind: Abwesenheit von Migration, keine Mutationen, eine groRe Population, keine

natirliche Selektion und zuféllige Paarung. Auch in den meisten, nicht idealen Populationen kann
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man von einer Verteilung nahe dem HWE ausgehen. Daher ist eine Testung der untersuchten SNPs
beziiglich des HWE sinnvoll, um Genotypisierungsfehler oder nicht reprasentative Stichproben
ausfindig zu machen.

Als Qualitatskriterium der SNPs wurde in dieser Arbeit das HWE berechnet, um SNPs
auszuschlieen, die mit ihrem Verteilungsmuster der Allelfrequenzen stark von den zu
erwartenden Haufigkeiten abweichen. Die Formel fiir das HWE eines SNPs mit den Allelen A und
a lautet:

p>+2pq+or=1

(p = Haufigkeit des Allels A, q = Haufigkeit des Allels a, p?2 = Haufigkeit der AA Homozygoten, g2 = Haufigkeit der aa

Homozygoten, 2pq = Heterozygotenhéufigkeit)
Die Berechnung des HWE in dieser Arbeit erfolgte mittels der Funktion ,,-hardy* von PLINK:

Es wurde ein p-Wert < 10 als Ausschlussgrenze in der Gesamtpopulation der Kohorte gewahlt.

Linkage disequilibrium (LD)

Das Linkage disequilibrium (LD) beschreibt eine nicht-zufallige Assoziation von Allelen an
unterschiedlichen Genorte.®® Nahe zusammen liegende SNPs werden in der Regel zusammen
vererbt, wenn sie auf dem gleichen Haplotypblock liegen. Diese SNPs befinden sich dann in
hohem LD, weil die betroffenen Allele der untersuchten SNPs eben nicht zuféllig gemeinsam
vererbt werden. Daraus kann sich eine sehr ahnliche Assoziation der untersuchten SNPs bezlglich
einer bestimmten Erkrankung in einer getesteten Population ergeben. Je weiter zwei SNPs im
Genom auseinander liegen, desto geringer ist durchschnittlich das LD der SNPs. Urséchlich ist,
dass bei grol3erer Entfernung der SNPs die Wahrscheinlichkeit der Rekombination des betroffenen
Chromosomenabschnitts bei der Vererbung steigt.©® In einer genetischen Assoziationsstudie wie
in dieser Arbeit berechnet man das LD der untersuchten SNPs, um die SNPs auszuschlieRen, die
keinen zusatzlichen Informationsgehalt bringen. Konkret bedeutet dies, dass zwei SNPs in
komplettem LD immer zusammen vererbt werden und daher beztglich ihres Informationsgehalts
austauschbar sind. In einem solchen Fall bezieht man in weitere Analysen nur den SNP mit der
starksten Assoziation mit dem untersuchten Phanotyp ein. Das LD zwischen zwei SNPs kann
mithilfe der Allelh&ufigkeit des Allels A des einen SNPs (pA), der Allelhdufigkeit des Allels B
des anderen SNPs (pB), und der Haufigkeit des AB Haplotyps (pAB) als LD Koeffizient (Dag)
berechnet werden: D = Pap — PaPs

Wenn D = 0 bedeutet dies, es besteht kein LD zwischen den SNPs. Sie werden also statistisch
unabhangig voneinander vererbt. Bei D > 0 werden die Haplotypen haufiger gemeinsam vererbt
als bei zufélliger Anordnung statistisch erwartet. D ist allerdings ein relativer Koeffizient, dessen

maximaler Wert von den jeweils untersuchten Allelfrequenzen abhéngt. Besser und vergleichbarer
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ist D’, welches das Ausmald von LD relativ zu dem Spektrum, der durch die Allelfrequenzen
moglichen D-Werte, zwischen 0 und 1 anzeigt. Das heif3t, bei einem D* = 1 wird einer der
untersuchten Haplotypen immer gemeinsam mit einem anderen vererbt, es besteht also ein
komplettes LD zwischen ihnen. Allerdings ist D’ beim Vergleich von seltenen Allelfrequenzen
nicht aussagekraftig, dafiir wird zusétzlich der Korrelationskoeffizient r2 bestimmt, der einen Wert
zwischen 0 und 1 annehmen kann, wobei 0 kein LD, also unabhéngige Vererbung der SNPs und
der Wert 1 ein komplettes LD anzeigt und dabei die Allelfrequenzen der untersuchten SNPs
einbezieht. r2 kann also auch dann nahezu den Wert 1 erreichen, wenn eines der untersuchten

Allele in geringer Frequenz auftritt, was bei D* nicht der Fall ist. Die Formel fiir 1? lautet:

2 _ D?
pA (1-pA)pB(1-pB)

Der Korrelationskoeffizient r2 wurde in dieser Arbeit neben D* bei allen SNP-Paaren berechnet,
die auf einem Chromosom liegen. Ein r2 mit Tendenz zu 1 bedeutet, dass die beiden SNPs sich in
LD befinden und austauschbar in ihrem Informationsgehalt sind. In diesem Fall wurde in dieser
Assoziationsstudie der SNP mit kleinerem p-Wert ausgewahlt und der andere SNP aussortiert. Fir

die paarweisen LD-Berechnungen wurde die Funktion -LD der Software PLINK verwendet.

Einschlusskriterien der SNPs

Alle imputierten SNPs erreichten die vorgegebene Konfidenz der Imputation > 92 %. Weiterhin
wurden nur SNPs mit einer AF von mind. 2% eingeschlossen, was bei allen 27 SNPs gegeben war.
Alle SNPs lagen im erwarteten Bereich des HWE (p > 104). Allerdings zeigten sich zwei SNPs in
paarweisen LD-Berechnungen in hohem LD mit einem anderen SNP und wurden somit von
weiteren Assoziationsberechnungen ausgeschlossen (siehe Tabelle 5). Die diesbeziglichen

Berechnungen werden im Ergebnisteil gezeigt (siehe Tabelle 8).

Tabelle 5. Charakterisierung untersuchter SNPs und Einschlusskriterien

Genotypisierungsplattform IHlumina HumanHap550 quad genome-wide SNP
Gesamtzahl an SNPs 27
Zahl imputierter SNPs 26
Zahl genotypisierter SNPs 1 (FLG)
Einschlusskriterium Wert (Anzahl ausgeschlossener SNPs)
Konfidenz der Imputation > 92% (0)
Allelfrequenz > 2% (0)
Hardy-Weinberg-Equilibrium p>10*(0)
Linkage Disequilibrium r2<0.50 (2)
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4.4. Definition der Phénotypen

Phéanotyp: AE

Der Phénotyp des AE wurde in der ALSPAC-Kohorte anhand folgender zwei Fragen definiert

(zur Veranschaulichung der Phanotypen anhand eines Zeitstrahls, siehe Abbildung 4):

1. ,Has the patient had a rash in the joints and creases of his body (e.g. behind the knees, under
the arms)? (Hatte der Patient einen Ausschlag in den Gelenken oder Hautfurchen seines
Korpers?). Dies war die charakterisierende Frage fir die ersten sieben Befragungszeitpunkte
im Alter von 0 — 81 Monaten.

2. “Didyour child have eczema in the last 12 months?” (Hatte ihr Kind ein atopisches Ekzem in
den letzten 12 Monaten?). Diese Frage folgte fir die ndchsten funf Befragungszeitpunkte im
Alter von 81 — 166 Monaten.

Um die Kriterien des AE-Phédnotyps zu erfullen, musste an mind. drei der insgesamt 12
Befragungszeitpunkte eine der beiden Fragen positiv beantwortet sein und die Frage nach der

AE-Diagnose eines Arztes durfte nicht widerspriichlich negativ beantwortet sein

AE-Kontrollen

Voraussetzung fir die Einteilung zu den Kontrollen der AE-Phénotypen war erstens, dass die AE-
Fragen zu keinem Zeitpunkt positiv beantwortet waren. Zweitens musste die AE-Frage in zwei
Zeitfenstern, 0-42 Monaten und 42-166 Monaten, negativ beantwortet worden sein. Zuséatzlich

durfte die Frage nach einer AE-Diagnose eines Arztes nie positiv beantwortet sein.
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Phanotypendefinitionen fur AE, kombinierte atopische Phanotypen und Kontrollen

Fragen: a) 6-69 Mon: ,,Did your child have rash in the creases or joints of the body?* b) 81-166 Mon: ,,Did your child have eczema in the last 12 months?*
Atopie-Kriterium: 91 Mon: Hautpricktest gegen Ei, Graser, Milben, Katze, Erdnuss, Niisse
-Frage: 81-166 Mon: ,,Did your child have Asthma in the last 12 months?*
-Frage: 81-166 Mon: ,,Did your child have hay fever in the last 12 months?*
Arzt--Frage: 128+166 Mon: ,,Did a doctor diagnose Eczema at 128/166 months?*

Alter in Monaten (Ii 1I8 3|o A!z 5|7 6|9 8Il 9|1 103 1I28 15|7 1I66
Befragungs-Zeitpunkte l l l l l l 11 1 ll 11 l u
Alter in Jahren 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ‘I' 11 12 13 114
I IS I A I N N I M N

Atopisches Ekzem (AE) (23/12 pos) AE u

ND

AE+Asthma | AE-Asthma (23/12 pos) AE UND (22/6 pos) Asthma (= 4 /6 neg) Asthma
AE+AR AE-AR (22176 pos) AR (24/6 neg) AR
AE-Kontrollen (0/12 pos) UND (21/4 neg 0-42 Mon) UND (21/8 neg 57-122 Mon) UND _
(0/6pos)  UND (22/6 neg) Atopie
I Asthma-Kontrollen AE-Kontrollen UND (0/6 pos) UND (2 2/ 6 neg) Asthma
| AR-Kontrollen (0/6 pos) UND (=22 /6 neg) AR

Abbildung 4. Phénotypendefinitionen des AE und kombinierter Phénotypen

Pfeile = Befragungszeitpunkte

Farben = Zugehdrigkeit zum Phénotyp durch charakteristische Frage.

Lila Pfeil = Durchfiihrung eines Pricktests als Atopiekriterium mit 6 Kategorien im Alter von 7,5 J.: Ei, Gréser, Milben, Katze, Niisse, Erdnuss.
Pinke Pfeile = Befragungszeitpunkte fiir Diagnose durch einen Arzt (,,Did a doctor ever say that your child has eczema?“).



Phanotyp: Friuhes AE

Fiir die Untersuchung des Verlaufs des AE wurde ein Phinotyp ,,Frilhes AE*“ definiert.
Einschlusskriterium waren mind. zwei positive Angaben bei AE-Fragen bis zum Alter von 30
Monaten. Davon ausgehend erfolgte die Aufteilung der Falle in den Subphéanotyp persistente AE
mit wiederholt positiven AE-Antworten Uber den Studienverlauf hinweg und den Subphénotyp

Ltransiente AE“ mit den Fallen, die die persistenten Kriterien nicht erflillten (sieche Abbildung 5).

Subphanotyp des frithen AE: Persistentes AE

Die AE-Fragen ab 30 Monaten wurden in 3 Zeitfenster eingeteilt. Bei mind. einer positiven
Antwort in zwei von drei Zeitfenstern, wurden diese Kinder diesem Subphanotyp zugeteilt.
Ausschlusskriterium war eine negative Diagnose eines Arztes. Dieser Phanotyp entspricht einer
bleibenden Form des AE.

Subphanotyp des friihen AE: Transientes AE

Hier wurden die Félle des ,,Frithen AE* zugeordnet, deren Angaben im Verlauf nicht die Kriterien
des persistenten Typs erflllten. Dies entspricht einem milderen, riicklaufigen Verlauf des AE. Ein
Ausschlusskriterium waren zu wenig Angaben fiir eine Beurteilung der Zeitfenster. Daher ergibt

sich eine Falldifferenz von ,,Frithes AE*“ zu den Subphénotypen.

Kombinierter Phanotyp: AE + Atopie

Fur die Definition der Atopie wurde mind. ein positives Hautpricktest-Resultat gefordert (Gréser,
Hausstaubmilben, Katzenhaare, Ei, Erdnisse und andere Nisse). Dafiir erfolgte im Alter von 7,5
Jahren ein Hautpricktest. Fir den Einschluss in die Nicht-Atopie-Gruppe mussten mind. vier
Hauttestergebnisse negativ sein, ein Ausschluss erfolgte bei mind. einem positivem Pricktest. Es
wurden die kombinierten Subphéanotypen ,,AE+Atopie® sowie ,,AE-Atopie* (AE mit/ohne Atopie)
definiert. Die Kontrollen dieses Phanotyps durften zusétzlich zu den Kriterien fur die AE-
Kontrollen kein positives Ergebnis fur eine Pricktestkategorie aufweisen und mussten mind. zwei
der sechs Kategorien als negativ angegeben haben.

Kombinierter Phanotyp AE + Asthma

Falle des kombinierten Phé&notyps ,,AE+Asthma‘“ mussten zusétzlich zu den AE-Kriterien die
Asthma-Frage: ,,Did your child have asthma in the last 12 months?* (,,Hatte ihr Kind Asthma in
den letzten 12 Monaten?) zweimal positiv beantwortet haben. Dem Nicht-Asthma-Phénotyp
,,AE-Asthma“ wurden Félle zugeordnet, die neben den AE-KTriterien keine Asthma-Frage positiv
beantwortet, zusatzlich mind. viermal negativ geantwortet sowie keine positive &rztliche Diagnose

angegeben haben.
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Kombinierter Phanotyp: AE + AR

Félle des kombinierten Subph&notyps AE+AR mussten zusétzlich zu den AE-KTriterien die AR-
Frage: ,,Did your child have hayfever in the last 12 months?* (Hatte ihr Kind Heuschnupfen in den
letzten 12 Monaten?) zweimal positiv beantwortet haben. Dem Nicht-AR-Phéanotyp ,,AE-
AR* wurden alle Kinder zugeordnet, die neben den AE-Kriterien keine AR-Frage positiv

beantwortet und zusatzlich an mind. vier Zeitpunkten der AR-Frage negativ geantwortet haben.

Subphanotypenanalyse

Um den Effekt eines kombinierten Phanotyps zu bestimmen erfolgten Subphanotypenanalysen.
Hier wurden alle zugehorigen Falle eines kombinierten Phanotyps (z. B. AE + Asthma) den Féllen
gegeniibergestellt, bei denen AE vorlag, jedoch der untersuchte zweite Phanotyp ausgeschlossen
war (z.B AE ohne Asthma). So lief3 sich prifen, ob ein SNP signifikant haufiger in der Gruppe des
kombinierten Phanotyps des AE mit einer weiteren atopischen Erkrankung vorlag, als in der
Gruppe, in der die weitere Erkrankung ausgeschlossen war. Nur in dieser Subphénotypenanalyse
signifikante p-Werte wurden als Assoziation gewertet, da sonst der Einfluss des SNPs allein auf

das AE die Assoziation bewirkt haben kdnnte.

Klinische Daten der ALSPAC-Kohorte

Ausgewahlt und verwendet wurden die fur die vorliegende Arbeit relevanten ALSPAC-Daten zu
AE, Asthma, AR und Atopie. Daflr standen Daten von n=13868 Kindern zur Verfligung. VVon den
n = 7829 Kindern mit Genotypdaten waren fiir die einzelnen Phanotypen aufgrund von fehlenden
Angaben jeweils eine unterschiedliche Anzahl an ausreichend prospektiven Daten verfugbar.

Tabelle 6. Ausschlusskriterien fiir definierte Phanotypen

Phanotyp Ausschlusskriterien bei n-fehlenden Angaben | n-hinreichende Kriterien
Frihes AE > 3x keine Angabe bei AE-Fragen fur erste 30 Monate 7355
AE >= 10x keine Angabe bei AE-Fragen von 0-166 Monaten 7270
Persistentes AE > 2 keine Angabe bei AE-Fragen in Fenstern von 42-166 6525
Monaten
Kein AE = 4x keine Angabe bei AE-Fragen fir erste 30 Monate 6853
(Kontrollen) oder >8x keine Anaabe insaesamt
Asthma > 5x keine Angabe bei Asthma-Fragen von 69-166 6021
Monaten
Kein Asthma > 3x keine Angabe bei Asthma-Fragen von 69-166 5434
(Kontrollen) Monaten
AR > 5x keine Angabe bei AR-Fragen von 69-166 Monaten 6175
Keine AR > 3x keine Angabe bei AR-Fragen von 69-166 Monaten 5218
(Kontrollen)
Atopie, keine Atopie |> 6x keine Angabe bei Pricktestergebnis im Alter von 7,5 4972
(Kontrollen) Jahren
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Phanotypendefinitionen fir AE-Verlauf und -Persistenz

Fragen: a) 6-69 Mon: ,,Did your child have rash in the creases or joints of the body?* b) 81-166 Mon: ,,Did your child have eczema in the last 12 months?*
Arzt-Frage: 128+166 Mon: ,,Did a doctor diagnose eczema at 128/166 months?*

Alter in Monaten 6 18 30| a2 57 69 | 81 91 103 128 157 166
Befragungs-Zeitpunkte l l l l l l l l l l
. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 13 l14
Alterin Jahren [ 1 I N N ) A (N (N 0 O O I
Aufteilung in Zeitfenster Frither Beginn Fenster 1: Fenster 2: Fenster 3:
~ (Fenster = pos Kleinkind Schulkind Jugend
bei = 1/3 pos Antworten)
Frihes AE (21173 pos) AE beliebig beliebig beliebig
Teilt sich auf inl oder
Transientes AE (21/3 pos) AE | (21/3Fenster pos) AE

Abbildung 5. Phanotypendefinition fiir AE-Verlauf (Frihes, transientes und persistentes AE)
Pfeile = Befragungszeitpunkte

Grline Pfeile fir AE, Pinke Pfeile flir Arztdiagnose

Zeitfenster & 3 Fragen, positiv gewertetes Fenster bei mind. 1 positiven Antwort pro Fenster
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4.5. Statistische Analysen

Assoziationsanalyse

In einer genetischen Assoziationsanalyse untersucht man eine Population hinsichtlich eines
statistischen Zusammenhangs zwischen einer genetischen Variante und eines qualitativen oder
quantitativen Merkmals.®® Im vorliegenden Fall wurde die ALSPAC-Kohorte auf eine
Assoziation zwischen SNPs mit verschiedenen klinischen Phénotypen untersucht. Dazu wurde die
Hé&ufigkeit des Vorkommens des untersuchenden SNPs in den Féllen mit der Haufigkeit in den

Kontrollen mittels logistischer Regressionsanalyse verglichen.

Logistische Regression und Odds Ratio (OR)

Die logistische Regression ist eine Berechnungsmethode des Verhaltnisses Odds Ratio (OR)
zwischen einer bestimmten Variable X (EinflussgroRe) (z. B. SNP-Allel ,,C/T) und einer
dichotomen Variable Y (z. B. mit den Zusténden 1 = erkrankt und 0 = nicht erkrankt).(%?

Die mathematische Formel dafir lautet: f(Y) = In (P(Y = 1) / P(Y=0)).

In dieser Arbeit wurde beispielsweise der dichotome Zustand AE ,ja“ oder ,nein“, bei
Vorhandensein der Variable Risikoallel (z. B. ,,C* im Vergleich zu Allel ,,T* eines SNPs)
untersucht. Die resultierende Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten des Zielereignisses ,,AE* bei
Vorhandensein des Risikoallels des betreffenden SNPs im Gegensatz zum Vorhandensein des
Nicht-Risiko-Allels wird im sogenannten Odds Ratio als Zahl zwischen 0 (maximal protektiv) zu
unendlich (maximales Risiko) geschatzt.X%) Der Wert 1 bedeutet gleiche Wahrscheinlichkeit der
Risiken, was keiner Risikosteigerung entspricht.

Fur die logistischen Regressionsberechnungen dieser Arbeit wurde das Programm PLINK
(Version 1.07)3 verwendet. Diese Statistiksoftware wurde speziell dafiir entwickelt

umfangreiche Genotyp/Phanotyp-Assoziationsanalysen durchzufthren.

Relative excess risk due to interaction (RERI) — Methode fir Interaktionsanalysen

Das relative Risiko (RR) gibt an, welches Erkrankungsrisiko, ein mit einem Risikofaktor
exponiertes Individuum, relativ gesehen gegeniiber einem, nicht mit diesem Risikofaktor
exponierten Individuum, hat. In dieser Arbeit sind die Expositionsfaktoren Genotypen eines SNPs
und ist die Erkrankung das AE. Das Relative excess risk due to interaction (RERI) gibt die
Differenz zwischen dem berechneten additivem relativen Risiko von zwei Risikofaktoren RR(A)
und RR(B) und dem tatséchlichen RR bei Vorhandensein der zwei Risikofaktoren an.%?)

RR = Inzidenzrate bei Exponierten _ a/(a+b) (103)

" Inzidenzrate bei Nicht—Exponierten c/(c+a)
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Wenn man davon ausgeht, dass zwei Einflussfaktoren A und B, jeweils ein RR von RR(A) und
RR(B) fur eine Erkrankung mit sich bringen, ergibt sich ein additives RR von RR(AB) = RR(A)
+ RR(B).

Subtrahiert man nun vom berechneten additiven RR RR(AB) die Summe der Einzelrisiken RR(A)
und RR(B) und addiert 1 erh&lt man das RERI:

RERI(AB) = RR(AB) — (RR(A) — RR(B)) + 1

Bei fehlender Interaktion ergibt sich ein Wert von 0. Bei einem RERI > 0 und signifikanten p-
Werten, deutet dies auf eine Interaktion der einzelnen Faktoren mit Uberproportionaler Steigerung
des Erkrankungsrisikos hin.

Zusammengefasst gibt das RERI die Differenz zwischen dem berechneten additiven RR und dem
tatsdchlichen RR bei VVorhandensein der zwei Risikofaktoren (zwei SNPs in Kombination) an.
Fur die Interaktionsberechnungen der RERI in dieser Arbeit wurde das Statistikprogramm
»R“ (Version 2.15.2.) verwendet. Zum Bearbeiten der mit ,,R* programmierten Codes wurde das
Open-Source-Programm ,,Tinn-R* Version 2.4.1.5 benutzt.

Fur die Interaktionsberechnungen mittels RERI wurden paarweise Berechnungen der RR zweier
SNPs (SNP x SNP) durchgefiihrt. Fur die Testung des RERI bei dem Phénotyp des persistenten
AE wurden im ersten Schritt die Anzahlen der SNP-Risikoalleltrédger jeweils eines SNPs (bei
Nicht-Risikoallel fur den anderen SNP) sowie die Anzahl der SNP-Risikoalleltrager beider SNPs
bestimmt und die jeweiligen RR berechnet. AnschlieBend wurde das daraus resultierende RERI
berechnet.

In die Interaktionsanalyse des RERI wurden alle SNPs eingeschlossen, die im Phé&notyp flr das
AE eine Signifikanz von p < 0,05 erreichten (siehe Tabelle 7). Es wurden alle SNP x SNP-Paare
von den RERI-Berechnungen ausgeschlossen, die < 10 Falle in einer der SNP-Alleltrager-
Kombinationen aufwiesen. Alle Assoziationen wurden mit einem additiven Modell berechnet, da
keine rezessiven oder dominanten Alleleinflisse bekannt waren. Die resultierenden RERI fiir den

Phénotyp der persistenten AE wurden mittels mehrerer Signifikanztestverfahren Gberprift:

Bootstrap-Verfahren

Das Bootstrap-Verfahren ist eine Methode zur Schatzung der Verteilung von Parametern eines
Modells. Dabei wird eine Stichprobe mit Hilfe des zu untersuchenden Modells aus beobachteten
Daten gezogen, der entsprechende Wert berechnet und die Stichprobe zurlickgelegt. Je nach
gewiinschter Zahl von Bootsstrap-Stichproben wird dieser Vorgang n-mal wiederholt. Die Gute
des Modells wird anhand der Verteilung der n-Bootsstrap Stichproben geschétzt.1%% Das

Verfahren ist auch dann anwendbar, wenn andere statistische Tests aufgrund von zu geringem

35



Stichprobenumfang und dadurch fragwirdigen asymptotischen Aussagen nicht angewendet
werden konnen. In dieser Arbeit wurde das Verfahren benutzt, um ein geschatztes

Konfidenzintervall fir die Berechnung der RERI zu erhalten.

Permutationsverfahren

Bei Permutationstests erzeugt und berechnet man unter der Nullhypothese die Verteilung einer zu
untersuchenden Statistik durch wiederholtes, zufalliges Anordnen der EinflussgroRen.%

In dieser Arbeit wurde zur Berechnung des empirischen Signifikanzniveaus des RERI der
Phénotyp y permutiert und g multiple (nicht assoziierte) Genotypen modelliert. Das empirische
Signifikanzniveau ergibt sich aus dem Vergleich der Likelihooddifferenz, zwischen den Modellen
ohne und mit Einschluss multipler SNPs/SNP-Haplotypen, des permutierten Modells und des

originalen Modells in 1000 Simulationen. %)

Vergleichbarkeit mit GWAS bei alternativem Allel oder komplementarem Strang

Um die Validitat der verwendeten ALSPAC-SNPs zu verifizieren wurden die SNP-Daten der
Ursprungs-GWAS, die einen SNP erstmals entdeckt hat mit den SNP-Daten der ALSPAC-Kohorte
verglichen. Dabei wurde auf das Risikoallel (RA), dessen AF und den publizierten Effekt (OR >
oder <1) geachtet. In einigen GWAS-Referenzpublikationen wurde das alternative Allel oder der
komplementére Strang des SNPs angegeben (siehe RA* oder RA® in Tabelle 7). In diesen Fallen
erfolgte die Umrechnung in Bezug auf das RA von ALSPAC fur eine einfachere Vergleichbarkeit.

Powerkalkulation

Die Power oder Teststarke gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der eine tatsachlich falsche
Nullhypothese verworfen wird. In dieser Arbeit gibt sie die Wahrscheinlichkeit an, eine
vorhandene Assoziation eines SNPs mit dem AE auch festzustellen. Die Power einer Studie hangt
von der Effektstarke, der StichprobengréRRe (Anzahl der Falle/Kontrollen) und der Haufigkeit des
Risikofaktors ab. Die Kalkulation der Power im Vorhinein einer Assoziationsstudie ist hilfreich,
um abzuschatzen, wie wahrscheinlich mit der gegebenen Anzahl an Fallen und Kontrollen die
erwarteten Ergebnisse fur das zu untersuchende Merkmal (z.B. AF) eines Phanotyps (z. B. AE)
assoziiert werden konnen. Die vorliegende Powerkalkulation in dieser Arbeit wurde mit dem
Genetic Power Calculator durchgefiihrt, einem 6ffentlich zuganglichem Programm der Harvard
Universitit.!9) Dabei wurde ein Signifikanzniveau a von 0,05 gewihlt, die Anzahl der Félle
(1156) und Kontrollen (2118) aus dem definierten Phanotyp des AE entnommen. Es wurde
bezugnehmend auf eine Publikation zur Prévalenz des AE in der ALSPAC fir die ersten vier
Lebensjahre®®) der dortige Pravalenzwert von 22,4% aufgrund bekanntermaRen abnehmender

Pravalenz des AE bis zur Adoleszenz auf einen konservativeren Wert von 20,5% reduziert.
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5. Ergebnisse

5.1. Powerkalkulation der ALSPAC-Studie flir den AE-Phanotyp

Die Powerkalkulation wurde durchgefiihrt um den Bereich der Effektstarken (OR) der SNPs
abzuschétzen, in dem sie mit ausreichender Verl&sslichkeit mit dem AE assoziiert werden kénnen.
Das Diagramm zeigt die erwartete Power auf der Y-Achse fir verschiedene AF von SNPs in
Abhangigkeit zur Odds Ratio auf der X-Achse (siehe Abbildung 6). Als in der Literatur ublicher
Wert flr eine verlassliche Power wird im Allgemeinen 0,8 bzw. 80% verwendet (horizontale
verstéarkte Linie). In dieser Arbeit zeigt sich fir den Phanotyp AE, dass flir einen SNP mit einer
AF von 10% ein OR >1,18 mit hinreichender Power vorhergesagt werden kann (grtine Kurve). Fir
einen SNP mit einer AF von 25% ist dies schon fur ein OR > 1,12 mgglich. Die Wahrscheinlichkeit
in dieser Studienpopulation eine Assoziation fir SNPs mit einer OR < 1,11 zu finden liegt unter
80%. Flr solche Varianten ist die Power dieser Studienpopulation unzureichend. Fir SNPs mit
geringer AF von 3% (braune Kurve) wird erst ab einem relativ hohen OR > 1,3 eine Power von
0,8 erreicht. Es zeigt sich also, dass durch die groRRe Fallzahl der ALSPAC-Kohorte in dieser Arbeit

auch relativ geringe Effektstarken von haufigen SNPs (hellblaue Kurve) ab einem OR von 1,15

0,9
0,8

0,7

0,6
Allelfrequenz

Power
o

0,4
0,3
0,2

0,1

1,02 1,04 1,06 1,08 1,1 1,12 1,14 1,16 1,18 1,2 1,22 1,24 1,26 1,28 1,3
Odds Ratio

Abbildung 6. Powerkalkulation der ALSPAC-Studie fiir den AE-Phanotyp

X-Achse: OR im Bereich von 1,02 — 1,3. Y-Achse: Resultierende Power in Werten von 0 — 1 bei unterschiedlichen Allelfrequenzen. Farbige

Darstellung unterschiedlicher AF. Signifikanzniveau o: 0,05, angenommene AE-Prévalenz: 20,5 %, AE-Félle: 1490, AE-Kontrollen 2672
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noch mit ausreichender Wahrscheinlichkeit detektiert werden kénnen und ab einem OR > 1,3 sogar
seltene SNPs mit AF von 3%.

5.2. AE-Assoziationsanalyse und Qualitatskontrolle der ausgewahlten SNPs

Die Ergebnisse der Assoziationsanalyse der 27 SNPs sind in Tabelle 7 im Vergleich zu den
Referenz-GWAS-Publikationen der Erstbeschreibung der SNPs dargestellt. Fir die
Vergleichbarkeit wurde auf ein tbereinstimmendes RA, die RAF und den OR-Wert geachtet. Die
AF aller SNP aus européischen GWAS und GWAS-Metastudien korrelierten sehr gut mit den AF-
Werten der Referenz-GWAS mit maximaler Differenz von 4% bei rs2897442 und rs2040704. Die
AF der SNPs aus asiatischen Populationen differierten jedoch teils deutlich (z. B. rs16999165
28%) und nur zwei der assoziierten SNPs stammen aus asiatischen Populationen, was im
Diskussionsteil aufgegriffen wird (Kapitel 6.3 Ursachen fiir nicht-replizierte SNPS).

12 SNPs zeigten eine signifikante Assoziation zum AE mit p-Werten < 0,05 (griin markiert). Die
OR der assoziierten SNPs lagen im Bereich von OR = 1,10 (rs2041733) bis OR = 1,35
(rs2164983). Wie aus der Referenz-GWAS bekannt zeigte nur FLG eine deutlich hohere OR von
2,73. Von den 12 assoziierten SNPs zeigten neun signifikante Werte von p < 1073,

Aufgrund der LD-Berechnung als Qualitatskontrolle und zwei dort auffalligen SNPs, wurden diese
aus spateren Analysen ausgeschlossen (orange markiert in Tabelle 7). Die beiden betroffenen
Genorte wurden trotzdem analysiert, weil ein jeweils anderer SNP von guter Qualitat zur
Verfligung stand (rs13015714 und rs2155219, siehe Tabelle 8).

Die 10 assoziierten SNP bzw. Nullmutationen (FLG) liegen in bzw. zwischen folgenden Genen:
FLG, IL6R, IL1IRL1-1L18R1, KIF3A, OVOL1, EMSY-LRRC32, C-type lectin domain containing
16A-Gen (CLEC16A), Actin like 9-Gen (ACTL9) und RTEL1-TNFRSF6B.

Diese SNPs werden nachfolgend in weiteren Assoziationsberechnungen bezlglich ihres Einflusses
auf den Verlauf des AE, auf eine Kombination mit weiteren atopischen Erkrankungen und auf
SNP x SNP-Interaktionen (RERI) untersucht (griin markiert in Tabelle 7).
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Tabelle 7. Assoziationsanalyse in ALSPAC und Vergleich mit GWAS-Referenz fir AE

ALSPAC. Phanotyp: AE - Falle: 1490 (1439) | Kontrollen: 2672 (2671) GWAS-Referenz®
SNP ID Genort |Chr: Position?| RA|RAF| OR | 95%KI° V\?e-rt RA |RAF| OR |Pop¢
1510903122] RUNX3 | 1: 24977085 | G | 049 |1,08]099-119|0082| G |052] 1.19 | E®
R501X 6x10
. _ (3)
+ oeouaa| FLG | 1:150552485 | G |0,04(273[220-338| ¥G” | G |00a| 312 | E
(52228145 | IL6R | 1: 154454494 | C | 041 | 1,15 |1,05-1.25 | 3x10%| C |o041| 115 | E®
rs3771180 | ILIRLL | 2: 102337157 | G | 0,86 | 1,23 | 1,08-1.41| 2x10%| G* |0.86%| 1.26* | E®
113015714 I||111F§|Ee11- 2: 102355405 | G | 0.23 | 1,16 |1,05-1.29|5x10%| G |041| 128 | A®
1s750382 | SLCOA4 | 2: 102477754 | G | 023|111 [1.00-1.24[ 0043 | c° [024] 1,22 | E®
rs6780220 | GLB1 | 3:33045708 | A | 0,85 | 1,04 |0,92-1.18] 0545 | A* 0.46*| 0.84* | A®
rs12634229| CCDC80 | 3: 112657461 | T | 0,93 | 1,11 |0,92-1.33] 0272 | A% [0.67*| 0.80* | A®
(s17389644] IL2-1L21 | 4: 122576542 | A | 0.23 | 1.10 |098-1.22| 0,096 | A |0.23| 119 | E®
rs7701890 | TMEM232 | 5: 110523120 | A | 0,04 | 1,07 |0,88-1.30| 0.481 | A* |0.88*| 0,71% | A®
rs2040704 | RADS0 | 5: 132637485 | G | 0,19 | 1,10|098-123| 0003 | G |023| 1.22 | E®
rs848 IL13 | 5: 132660808 | A | 019 |1.11|099-124| 0078 | T° |0.21] 1.36 | E®
152807442 | KIF3A | 5:132713335 | C | 0.25 | 113 |1,02-1.25]| 0,022 | ¢ 020 112 | mwo
rs176095 | GPSM3 | 6:32190542 | A |0,75| 1,08 [0.97-1.19] 0.156 | T° |081] 1,40 | A®
rs4722404 | CARD11 | 7:3089155 | T |0.56 | 1,07 |0,97-1.17| 0.168 | T*° |0.67*| 0,85* | A®
1s10995251| ZNF365 | 10: 62638706 | C | 0.63 | 1,04 |095-1.14]| 0392 | C |052| 122 | A®
rs878860 | ORIOA3- | 11. 7046812 | ¢ 060|104 095114 0418| G° |054] 1.30 | A®
NLRP10
rs12295535| PRRSL | 11: 36410474 | T | 0,03 |1,23]095-1.58]| 0,114 | A° |002| 168 | E®
rs479844 | OVOL1 | 11: 65784486 | G | 0,56 | 1.21 | 1,10-133 | 5x10°| G* |0.56%| 1.12* | mw
17927894 | EMSY= 1 19 76500072 | T 0,38 | 1,10 |1,00-1,20 [5x10%| T |041] 1,22 | E®
LRRC32
EMSY- | . . ]
rs2155219 11: 76588150 | T | 0.49 | 121 |1,11-1.32| 2x10%| T |047| 132 | E®
LRRC32
12292239 | ERBB3 | 12: 56088396 | T | 0,33 | 1,08 |0,99-1,19| 0097 | A° [034] 1.13 | E®
rs2041733 | CLEC16A | 16: 11135732 | T | 0,43 | 1,10 [1,01-1.21] 0,037 | A° [044]| 123 | E®
rs16048048| ZNF652 | 17: 49363104 | A | 062 | 1,02 [093-1,12] 0,693 | A* |0.62*| 0.85* | E®
152164983 | ACTL9 | 198679120 | A | 0,16 | 1,35 |1.19-152 | 1x10%| A |015]| 1.22 | mo
116999165 CgEé‘ll\ﬁl' 20: 54190682 | G | 0,03 | 1,25 |0,97-1.60| 0,08 | G* [0.31*| 0,83 | A®
16010620 | RTELL 1 50. 63678486 | G | 0,76 | 1,17 |1,05-1,30 | 3x103| A* |027] 1.27 | A®
TNFRsFeB | 20 76 (1,17 11,05-1, 271 1,

a Basenposition laut Datenbank dbSNP (build 106). b 95%-KI des OR. ¢ Referenz (GWAS-)Publikation mit SNP-Erstbeschreibung. d Herkunft
der Population der Referenz, A=Asien, E=Europa, m=Metastudie (mehrere Kontinente) *Studie mit alternativem Allel, daher OR reziprok

(1/0OR) und AF subtraktiv (1-AF) berechnet. °komplementérer Strang in Vergleichsstudie => komplementéres Allel verwendet. Orange:

Ausschluss wegen hohem LD mit einem anderen SNP (r2 >0,5). Griin: p < 0,05, signifikant assoziiert. Werte in Klammern = Fallzahlen nur fiir

FLG-Genotyp
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Qualitatskontrolle der SNPs

Die RAF aller untersuchten SNPs betrug > 2 % (siehe Tabelle 7). Keiner der SNPs uberschritt in
der zusatzlichen Qualitdtskontrolle den Grenzwert p < 10* fir das Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht.

Allerdings Uberschritten zwei der 27 ausgewdahlten SNPs den LD-Grenzwert von r2 = 0,5 in
paarweisen Analysen. Zwei SNP-Paare auf Chromosom 11 und Chromosom 2 waren in hohem
LD. Daher wurden nur die SNPs mit dem jeweils besseren p-Wert in der Analyse belassen (siehe

Tabellen 7 und 8).

Tabelle 8. LD-Berechnungen ausgeschlossener SNPs

Chromosom Erwartete Errechnete p-
SNP-Paar (Genort) . Haplotyp | Frequenz rz | D¢ OR
Position bei LD = 0 Frequenz Wert
rs13015714 2: GG 0,052 0,197 5x102|1.16
(IL18R1-1L1RL1) 102477754 TG 0,178 0,033 '
2: GT 0,173 0,028 0.68)0.84
rs759382 (SLC9A4) 102355405 T 0,596 0,742 0,043|1,11
152155219 1L TT 0,192 0,394 5
(EMSY-LRRC32) | 76588150 | ¢t 0,296 0,093 a0 tat
TG 0,202 0,004 0,67/0,98
rs7927894 (EMSY- 11: ’ ’ 5x10°!1.19
LRRC32) 76590272 CG 0,311 0,508 '

Rot markiert: In PLINK berechnete Werte fiir r* und D* Giber Grenzwert der Qualitatskriterien (r* < 0,5, D* <0,8). Grune Fullung: Im paarwelsen
Vergleich ausgewahlter SNP aufgrund im Vergleich niedrigerem p-Wert und héherem OR. Orange Fillung: Aufgrund von hohem LD
ausgeschlossene SNPs.

5.3. Korrelation des AE mit anderen atopischen Erkrankungen

Durch die Analyse der kombinierten Phénotypen (siehe Definitionen 4.3) Definition der
Phanotypen wurde die Korrelationsrate zwischen dem AE mit AR, Asthma und Atopie fiir die
ALSPAC dargestellt. Jeweils knapp 30% der Kinder mit AE erfullten zusatzlich die
Definitionskriterien fur AR, Asthma oder Atopie (siehe Tabelle 9). Gleichzeitig an den drei
atopischen Erkrankungen AE, Asthma und AR litten 15% aller Falle mit AE. Es wurde ein
Uberwiegen von 2,3% fiir Kinder mit zusatzlicher Atopie bei der Kombination AE+AR (16,4%)
im Vergleich zu Atopie bei AE+Asthma (14,1%) verzeichnet. Bei ca. jedem 10. Kind aller AE-
Falle wurde die Kombination aller vier Phanotypen festgestellt, also mind. ein positives

Pricktestergebnis zusatzlich zu allen drei atopischen Erkrankungen.
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Tabelle 9. Korrelation der kombinierten Phanotypen atopischer Erkrankungen

Phénotyp AE AE+ | AE+ AE+ AE+ AE+ AE+ AE+
(gesamt) | AR |Asthma| Atopie AR+ AR+ | Asthma+ AR+
Asthma Atopie Atopie Asthma+
Atopie
Féalle 1490 434 433 417 223 245 210 138
% von
29,1 | 29,1 28,0 15,0 16,4 14,1 9,3
AE gesamt

Das Venn-Diagramm veranschaulicht die Uberlappung der Erkrankungen des atopischen
Formenkreises in der ALSPAC-Kohorte:

Abbildung 7. Venn-Diagramm atopischer Erkrankungen in der ALSPAC-Kohorte
Zahlen geben Anzahl der Félle des jeweiligen Phénotyps an.
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5.4. Darstellung der untersuchten SNPs in Powerkalkulationsdiagramm

Zur Veranschaulichung wurden die OR-Ergebnisse und AF der SNPs aus der Assoziationsanalyse
(siehe Tabelle 7) in das Koordinatensystem der Powerkalkulation (siehe Abbildung 6)
eingezeichnet. Es zeigt sich, dass alle in der Analyse signifikant assoziierten SNPs eine Power von
80% (berschreiten mit Ausnahme von rs2041733 des Gens CLEC16A, das in den
Assoziationsanalysen einen signifikanten p-Wert (0,037) erreichte, jedoch in der Powerkalkulation
nur eine Power von 73% erreicht. Alle getesteten SNPs mit OR > 1,12 haben eine kalkulierte
Power von (ber 80%, auBer die SNPs PRR5L und CYP24A1-PFDN4, die trotz relativ hoher OR
von 1,23, bzw. 1,25 wegen ihrer niedrigen AF von 0,03% deutlich unter der Powergrenze von 80%
bleiben (siehe braune Kurve). FLG jedoch erreicht mit gleich niedriger AF einen maximalen
Powerwert von 99,9%, da die vermittelte OR 2,73 sehr hoch ist. ACTL9 mit einer OR von 1,35
und EMSY-LRRC32 mit OR von 1,21 zeigen ebenfalls maximale Powerwerte. KIF3A ist der SNP
mit dem geringsten OR von 1,13, der noch eine Power von ber 80% erreicht. In meiner Studie
wurden somit alle SNPs mit kalkulierter Power >80% assoziiert und dartiber hinaus sogar ein SNP
unter der Grenze von 80% (rs2041733 CLEC16A mit OR = 1,10, p = 0,037), fur den nur eine
Power von 73% kalkuliert war.

: NP <" - S xx
IL6R XRTELL f_!.f,t?ﬂ—-*-"' - ACTLS FLG

TNFRSF6B
09 IL18R1 /RSF 6
’ ~

-

Xkirza

CYP24A1
-PFDN4

X MZ'"'H, /

0,6 XIL13/
. CARD11 X RA;‘W";‘ TRRSL Allelfrequenz
205 ’ g
3 ruUNX3x/ ERRB3 3%
—=5%
0,4 —--10%
--15%
03 X 25%
ccocso X
OR10A3- 2%
0,2 NLRP10 —-45%
——85%
0.1 znre52/

1,02 1,04 1,06 1,08 1,1 1,12 1,14 1,16 1,18 1,2 1,22 1,24 1,26 1,28 1,3
Odds Ratio

Abbildung 8. Darstellung der untersuchten SNPs im Powerkalkulationsdiagramm

X-Achse: OR im Bereich von 1,02 — 1,3. Y-Achse: Resultierende Power in Werten von 0 — 1 bei unterschiedlichen Allelfrequenzen. Farbige
Darstellung unterschiedlicher AF. Signifikanzniveau a: 0,05, angenommene AE-Prévalenz: 20,5 %, AE-Falle: 1490, AE-Kontrollen 2672.
SNPs mit errechneten Werten fir OR und AF integriert.
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5.5. Assoziationsanalyse der Phanotypen fur AE-Verlauf und -Persistenz

Es wurden 658 Félle fur den Phénotyp des persistenten AE als Subkategorie des friihen AE
ermittelt. Bei einer Gesamtzahl von 1562 Féllen im Phénotyp des frilhen AE, ergibt das eine
Prévalenz von 42,1% von Kindern, bei denen sich eine bleibende Form aus dem frihen AE
entwickelte. Bei der Untersuchung der 10 signifikant mit AE assoziierten SNPs nach ihrem
Einfluss auf die Auspragung eines persistierenden AE-Typs wurde fir finf der 10 SNPs eine
signifikante Assoziation im Hinblick auf einen persistenten Verlauf gezeigt (p < 0,05). So zeigten
schlussendlich signifikante Werte: Die FLG-Nullmutationen, rs2228145 im Gen IL6R, rs2897442
im Intron des Gens KIF3A sowie rs479844 im Gen OVOL1 und ein weiterer SNP auf Chromosom
11 zwischen den Genen EMSY und LRRC32. Mit Abstand den héchsten OR zeigten die FLG-
Mutationen mit OR von 3,13. Alle signifikant assoziierten SNPs des persistenten Phanotyps

zeigten ein héheres OR als im weniger spezifischen Phanotyp des AE.
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Tabelle 10. Assoziationsanalyse des friilhen AE und Subphénotypen transient/persistent

Subphénotypen fiir AE-Verlauf: Frihe AE Transiente AE Persistente AE Subphanotypenanalyse
s rr P Félle: 658 (616)
. e e Falle: 1562 (1527) Falle: 742 (730) Falle: 658 (616) (persistente AE)
PR AES, Persistente AE Kontrollen: 2672 Kontrollen: 2672 Kontrollen: 2672 Kontrollen: 742 (730)
(2671) (2671) (2671) (transiente AE)

SNP Genort |[Chr|RA|RAF|OR | 95%KI |p-Wert| OR | 95%KI |p-Wert| OR | 95%KI |[p-Wert] OR | 95%KI |p-Wert
5258021(1);1 FLG 1 G | 0,04 |2,70|2,18-3,34 | 6x10%° |2,28|1,74-2,99| 3x10° |3,13|2,41-4,06| 9x1078 1,41 |1,05-1,90( 0,022
rs2228145 IL6R 1 C |041|1,10|1,01-1,20( 0,033 |1,02|0,91-1,14| 0,762 |1,23]|1,09-1,39| 8x10* 1,20 |1,04-1,39| 0,014
rs3771180 ILIRL1 2 G | 0,86 |1,06(0,94-1,21| 0,350 [1,01{0,86-1,19| 0,896 |1,17|0,98-1,41| 0,083 1,16 |0,93-1,44| 0,186
rs13015714| IL18R1 2 G | 0,23 1,08{0,97-1,20| 0,166 [1,04({0,90-1,19| 0,593 |1,12(0,97-1,29| 0,124 1,08 |0,90-1,28| 0,415
rs2897442 KIF3A 5 C | 0,25 |1,07|0,97-1,19( 0,191 |0,96(0,84-1,10| 0,525 |1,21|1,05-1,38| 7x103 1,26 |1,06-1,49| 8x10°3
rs479844 ovoL1 11 | G | 0,56 |1,21|1,11-1,33 | 3x10° |1,11|0,99-1,25| 0,072 |1,36|1,20-1,54| 1x10° 1,22 |1,05-1,42| 0,011
rs2155219 Lil\lg?:\:(sz 11 | T | 0,49 |1,13|1,03-1,23| 7x10° |0,99(0,89-1,11| 0,902 |1,25|1,11-1,41| 2x10* 1,27 |1,10-1,47| 2x10°3
rs2041733 | CLEC16A | 16 | T | 0,43 11,06(0,97-1,16| 0,226 |1,07|0,96-1,21| 0,226 |1,09(0,97-1,23| 0,156 1,02 |0,88-1,18| 0,833
rs2164983 | ACTL9 19 | A | 0,16 |1,33|1,18-1,50| 2x10° |1,21|1,04-1,42| 0,016 |1,46|1,25-1,71| 3x10° 1,20 |0,99-1,45| 0,066
rs6010620 TI\IT;IEéé6B 20 | G | 0,76 |1,16|1,05-1,29| 5x10° |1,08|0,95-1,24| 0,251 |1,22|1,06-1,41| 7x103 1,13 |0,95-1,35| 0,178

Griin markiert = p-Werte <0,05. SNP ebenfalls griin markiert, wenn p-Wert im Fallvergleichsphanotyp < 0,05, Werte in Klammern = Fallzahlen nur fiir FLG-Genotyp
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5.6. Assoziationsanalyse des kombinierten Phanotyps: AE + Atopie

Es erfullten 417 Falle die Kriterien des AE, bei denen zusétzlich zum Phéanotyp des AE durch ein
oder mehr positive Pricktestergebnisse eine Sensibilisierung festgestellt wurde. Demgegenuber
wurden 633 Félle gefunden, die zwar ein AE, jedoch keinen Hinweis fur eine Atopie zeigten. Alle
bis auf drei SNPs zeigten eine Signifikanz fir den kombinierten AE+Atopie-Phéanotyp. Da jedoch
auch viele der SNPs assoziiert zum Phanotyp des AE ohne Atopie waren, ergaben sich in der
Subphéanotypenanalyse mit gleichzeitiger AE und Atopie gegeniber zu AE und keiner Atopie nur
noch fur zwei der 10 SNPs signifikante Ergebnisse. Erstens fur die FLG-Nullmutationen (p=0,002)
und fiir den SNP des Gens KIF3A auf Chromosom 5 (p = 9 x 10°%). Im AE+Atopie-Phanotyp zeigte
sich fiir den SNP im Gen KIF3A ein OR von 1,41 und FLG-Nullmutationen ein hoher OR von
3,61 (siehe Tabelle 11).
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Tabelle 11. Assoziationsanalyse des kombinierten Phanotyps AE mit Atopie (AE+Atopie)

AE+Atopie AE-Atopie Subphanotypenanalyse
Félle: 417 (385) Félle: 633 (587) Félle: 417 (385)
Phénotyp: AE mit Atopie (AE+Atopie) (AE+Atopie) (AE+Atopie) (AE+Atopie)
Kontrollen: 1554 (1602) Kontrollen: 1554 (1602) | Kontrollen: 633 (587)
(#AE#Atopie) (ZAE£Atopie) (AE#Atopie)
SNP Genort Chr|RA|RAF] OR 95%KI1 | p-Wert| OR | 95%KI |[p-Wert] OR | 95%KI |p-Wert
R501X+2282del4 FLG 1 G | 0,04 3,61 2,61-499 | 8x10™ | 2,08 | 1,51-2,88 | 9x10° | 1,72 | 1,22-2,43 | 2x10°
rs2228145 IL6R 1 C 041 1,21 1,04-1,42 0,014 | 1,11 [0,99-1,27 | 0,131 1,09 10,92-1,30| 0,318
rs3771180 ILIRL1 2 G | 0,86 1,42 1,11-1,80 5x10° | 1,24 | 1,02-1,50 | 0,033 1,14 [0,86-1,50 | 0,364
rs13015714 IL18R1 2 G | 0,23 1,25 1,05-1,50 0,013 | 1,24 |1,07-1,45| 6x10° | 1,01 |0,83-1,23| 0,911
rs2897442 KIF3A 5 C | 0,25 1,41 1,18-1,67 1x10* | 1,08 | 0,92-1,26 | 0,336 1,31 |1,07-1,60 | 9x10°
rs479844 OVvOL1 11 | G | 0,56 1,22 1,05-1,43 0,011 | 1,20 |1,05-1,37| 8x10° | 1,02 |0,86-1,22| 0,792
rs2155219 EMSY-LRRC32 11 | T |10,449 1,18 1,01-1,38 0,032 | 1,19 [1,04-1,35| 9x10° | 0,99 |0,84-1,18| 0,948
rs2041733 CLECI16A 16 | T | 0,43 1,07 0,92-1,25 0,394 | 1,11 [0,97-1,26 | 0,131 0,97 |0,81-1,15| 0,697
rs2164983 ACTL9 19 | A | 0,16 1,18 0,97-1,45 0,103 | 1,27 | 1,07-151| 7x10° | 0,93 |0,74-1,17 | 0,541
rs6010620 RTEL-TNFRSF6B 20 | G | 0,76 1,30 1,08-1,56 6x10° | 1,16 | 0,99-1,35 | 0,063 1,12 |0,91-1,39 | 0,287

Griin markiert = p-Werte <0,05. SNP ebenfalls griin markiert, wenn p-Wert im Fallvergleichsphénotyp < 0,05. Werte in Klammern = Fallzahlen nur fir FLG-Genotyp
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5.7. Assoziationsanalyse des kombinierten Phanotyps: AE + AR

434 Félle erfillten die Kriterien fir den kombinierten Phanotyp AE mit AR (siehe Tabelle 12).
644 Falle mit AE und ohne AR wurden demgegenuber ermittelt (AE-AR). Zwei der 10 getesteten
Risiko-Genorte zeigten eine signifikante Assoziation zu dem kombinierten Subphénotyp AE+AR,
die also signifikant haufiger in der Gruppe mit gleichzeitiger Ausprdgung von AE und AR
vertreten waren (grin markiert).

Es handelt sich dabei um die FLG-Nullmutationen (p = 0,035) und EMSY-LRRC32 (p = 0,016).
Die OR der signifikanten SNPs betrugen 1,34 fur EMSY-LRRC32 und 2,93 fir die FLG-

Nullmutationen.
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Tabelle 12. Assoziationsanalyse des kombinierten Phénotyps AE mit AR (AE+AR)

AE+AR AE-AR Subphanotypenanalyse
Falle: 434 (411) Félle: 644 (601) Féalle: 443 (411)
Phanotyp: AE mit AR (AE+AR) (AE#AR) (AE+AR)
Kontrollen: 1555 Kontrollen: 1555 Kontrollen: 644 (601)
(ZAE£AR) (ZAE£AR) (AE£AR)
SNP Genort Chr|RA|RAF|OR | 95%KI |[p-Wert] OR| 95%KI |p-Wert| OR | 95%KI |p-Wert
R501X+2282del4 FLG 1 G | 0,04 ]293]| 2,13-4,02 | 4x10** | 2,00| 1,46-2,72 | 1x10° | 1,46 | 1,03-2,06 | 0,035
rs2228145 IL6R 1 C |041]127|109-147 | 1x10° |1,10| 097-125 | 0,152 |1,15]| 0,97-1,36 | 0,118
rs3771180 ILIRL1 2 G |086]133| 1,06-1,67 | 0,015 |123| 102-149 | 0,032 |1,08| 0,82-1,42 | 0,576
rs13015714 IL18R1 2 G |023]108| 091-128| 0,393 |1,11|09-1,29 | 0,156 |0,97| 0,80-1,18 | 0,768
rs2897442 KIF3A 5 C|025]1241105-146 | 0,012 |1,13]|0,98-131| 0,09 |110]| 0,90-1,34 | 0,351
rs479844 OvOL1 11 | G | 056 |1,25| 1,07-1,45 | 4x10° |1,23| 1,08-1,40 | 2x10° | 1,02| 0,86-1,22 | 0,807
rs2155219 EMSY-LRRC32 11 | T | 049 |134| 1,16-154 | 8x10° |1,09| 0,97-124 | 0,160 |1,24| 1,04-1,47 | 0,016
rs2041733 CLEC16A 16 | T [043]114(098-132 | 0,086 |1,07| 0,94-121 | 0,317 |1,07| 0,90-1,27 | 0,461
rs2164983 ACTL9 19 | A 016 |1,37| 1,13-1,66 | 1x10® |1,19| 1,00-1,41 | 0,049 1,16 0,93-1,44 | 0,196
rs6010620 RTEL-TNFRSF6B 20 | G |076]|122|102-145| 0,029 |1,15| 0,99-133 | 0,070 |]1,06| 0,86-1,31 | 0,564

Griin markiert = p-Werte <0,05. SNP auch griin, wenn p-Wert im Fallvergleichsphanotyp <0,05, Werte in Klammern = Fallzahlen nur fiir FLG-Genotyp
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5.8. Assoziationsanalyse des kombinierten Phanotyps: AE + Asthma

Die Kombination der Ph&notypen AE und Asthma wurde bei 434 Féllen festgestellt (siehe Tabelle
13). Im Vergleich dazu wurden 644 Kinder identifiziert, die ein AE, aber kein Asthma haben. Es
zeigte sich ein &hnliches Ergebnis wie im Subphanotyp AE+Atopie. In der Subphdnotypenanalyse
zeigten allerdings lediglich die FLG-Nullmutationen signifikante Ergebnisse (p = 0,025) mit einem
OR von 3,066.

Fur die zwei SNPs fur die Gene KIF3A (p = 0,08) und EMSY-LRRC32 (p = 0,07) war keine

Signifikanz, sondern nur eine mogliche Tendenz erkennbar.
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Tabelle 13. Assoziationsanalyse des kombinierten Phanotyps AE mit Asthma (AE+Asthma)

AE+Asthma AE-Asthma Subphanotypenanalyse
Phanotyp: AE + Asthma Falle: 433 (421) Falle: 569 (534) (F:gi':;ﬁg:)l)
Kontrollen: 2221 (2235) Kontrollen: 2221 (2235) Kontrollen: 569 (534)
(#AE#Asthma) (#AE#Asthma) (AE-Asthma)
SNP Genort Chr|RA| RAF OR 95%KI |p-Wert] OR 95%KI1 |p-Wert] OR | 95%KI |p-Wert
R501X+2282del4 FLG 1 G | 0,04 3,066 2,24-4,20 | 3x10*? 2,005 |1,45-2,76 | 2x10° | 1,502 | 1,05-2,15 | 0,025
rs2228145 IL6R 1 c| 041 1,109 0,96-1,29 | 0,169 1,181 |1,04-1,35| 0,014 | 0,941 | 0,79-1,12 | 0,497
rs3771180 ILIRL1 2 G | 0,86 1,356 1,08-1,70 | 8x10° 1,418 |1,16-1,74 | 1x10° | 0,959 | 0,72-1,27 | 0,769
rs13015714 IL18R1 2 G | 023 1,154 ]0,97-1,38 | 0,107 1,188 |1,01-1,39 | 0,033 | 0,977 | 0,79-1,20 | 0,821
rs2897442 KIF3A 5 C | 0,25 1,257 1,07-1,48 | 7x103 1054 |103-142| 0,498 | 1,197 | 0,98-146 | 0,081
rs479844 OVvOL1 11 | G | 0,56 1,173 1,01-1,37 | 0,040 1,276 | 0,98-1,28 | 6x10* | 0,924 | 0,77-1,11 | 0,395
rs2155219 EMSY-LRRC32 | 11 | T | 0,49 1,310 1,13-1,51 | 3x10* 1,121 |0,96-1,27 | 0,085 | 1,177 | 0,99-1,40 | 0,070
rs2041733 CLEC16A 16 | T | 0,43 0,969 ]0,83-1,13 | 0,678 1,065 ]1,05-150] 0,354 | 0,908 | 0,76-1,09 | 0,293
rs2164983 ACTL9 19 | A ] 0,16 1,336 1,10-1,62 | 4x103 1,252 |1,05-1,50| 0,014 | 1,067 | 0,85-1,34| 0,579
rs6010620 RTEL-TNFRSF6B| 20 | G | 0,76 1,109 0,93-1,32 | 0,247 1,207 |1,11-147| 0,021 | 0,918 | 0,74-1,14 | 0,432

Griin markiert = p-Werte < 0,05. SNP auch griin markiert, wenn p-Wert Fallvergleichsphanotyp ebenfalls < 0,05, Werte in Klammern = Fallzahlen nur fir FLG-Genotyp
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5.9. Assoziationsanalyse des kombinierten Phanotyps: AE + Asthma + AR

Es ergaben sich 223 Félle, die die Definitionskriterien fir alle drei atopischen Erkrankungen
erflllten (siehe Tabelle 14). Trotz der geringen Fallzahl dieses kombinierten Ph&notyps wurden
zwei signifikante Assoziationen identifiziert:

1. Die FLG-Nullmutationen zeigten sich auch hier signifikant mit einem OR von 3,379.

2. SNP rs2155219 zwischen den Genen EMSY-LRRC32 mit einem OR von 1,395
Fur den letzteren SNP zeigt sich in diesem Phénotyp im Vergleich zu den anderen Phénotypen die
hochste Effektstarke.
Im Phanotyp des AE mit Ausschluss von Asthma und AR (AE-Asthma-AR) zeigte sich auffalliger
Weise der SNP rs479844 des Gens OVOL1 signifikant (p = 4 x 10~) mit deutlich hoherem OR als
im AE+Asthma+AR-Phéanotyp (OR = 1,139).
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Tabelle 14. Assoziationsanalyse des kombinierten Phénotyps AE + Asthma + AR

AE+Asthma+AR AE-Asthma-AR Subphanotypenanalyse
Phanotyp: AE + Asthma + AR s ey el el (e (F:gi':sztﬁr(r?;f,)o\l?)
Kontrollen: 1646 (1622) Kontrollen: 1646 (1622) | Kontrollen: 390 (352)
(FAE#Asthma#AR (ZFAE#Asthma#AR) (AE-Asthma-AR)
SNP Genort Chr|RA|RAF| OR 95%KI |p-Wert] OR | 95%KI |p-Wert| OR | 95%KI |p-Wert

R501X+2282del4 FLG 1 G | 004] 3379 |2,28501| 1x10° | 1,804 | 1,23-2,65| 3x10° | 1,794 | 1,14-2,84 | 0,012
rs2228145 IL6R 1 C | 041 1,255 [1,03-1,53 | 0,026 1,150 ] 0,98-1,35| 0,08 ]1,091]0,86-1,38| 0,467
rs3771180 ILIRL1 2 | G|[086] 1263 |0,94-1,70| 0,126 1,301 [1,03-165| 0,03 ]0,973]0,68-1,40 | 0,883
rs13015714 IL18R1 2 | G|[023] 1063 |0,84-1,35| 0,609 1,136 | 0,94-1,37| 0,18 ]0,941]0,72-1,23 | 0,658
rs2897442 KIF3A 5 C | 0,25 1,304 |1,05-1,62| 0,017 1,063 |10,89-127| 051 ]1231]0,95-160] 0,118
rs479844 OVvOoL1 11 | G | 0,56 1,139 ]0,93-1,40 | 0,208 1,274 | 1,08-1,50 | 4x10° | 0,899 | 0,71-1,14 | 0,384
rs2155219 EMSY-LRRC32 11 | T | 0,49 1,395 |1,15-1,69 | 8x10* 106 [091-124| 0,45 1,337 1,06-1,69 [ 0,015
rs2041733 CLEC16A 16 | T | 043 ] 0,985 |[0,81-1,20| 0,880 1,056 [0,90-1,23| 0550 ]0,932]0,74-1,18 | 0,556
rs2164983 ACTL9 19 | A |1016 1,19 0,91-155| 0,197 1,141 10,92-141| 0,23 ]1,045]0,77-1,42| 0,778
rs6010620 RTEL-TNFRSF6B | 20 | G | 0,76 1,207 |0,95-1,54 | 0,215 1,349 10,95-1,39| 0,14 ]1,050]0,79-1,40| 0,737

Griin markiert = p-Werte < 0,05. SNP auch griin markiert, wenn p-Wert Fallvergleichsphé&notyp ebenfalls < 0,05, Werte in Klammern = Fallzahlen nur fir FLG-Genotyp

52




5.10. Interaktionsanalyse der SNPs mit Berechnung des RERI

In den vorherigen Assoziationsanalysen wurde jeweils getestet, ob jeweils einer der SNPs allein
das Risiko fur die Ausprdgung des AE-Phanotyps, einer persistenten Verlaufsform oder einer
Kombination mehrerer atopischer Erkrankungen erhéht.
Ziel der Interaktionsanalyse war es festzustellen, ob das Vorhandensein zweier SNPs in
Kombination das Risiko fur die Ausprégung eines persistenten AE-Phanotyps tberproportional
erhoht, also ob moglicherweise eine Interaktion zwischen den SNPs stattfindet. Als Mal} fir diese
Interaktion wurde das RERI verwendet (siehe statistische Analysen 4.4).
Es wurden in der ALSPAC mehrere SNP x SNP-Kombinationen mit positiven RERI und
signifikanten p-Werten fir den Ph&notyp des persistenten AE identifiziert: Im Permutationstest fir
der empirischen p-Wert (p-emp) zeigten sich sechs SNP x SNP-Kombinationen signifikant (siehe
Tabelle 15). Folgende drei dieser sechs Paare erreichten zusétzlich signifikante Werte fur das 95%-
K1 im Bootstrap-Testverfahren.

1. FLG x KIF3A. (RERI: 1,13, p-emp: 5 x 103, Bootstrap 95%-KI: [0,05; 1,53])

2. FLG x IL18RL1. (RERI: 0,79, p-emp: 1 x 10, Bootstrap 95%-KI: [0,43; 1,90])

3. IL18R1 x RTEL1-TNFRSF6B. (RERI: 0,55, p-emp: 0,013, Bootstrap 95%-KI: [0,04; 0,87]
In jeder der Interaktionsanalysen des SNPs rs3771180 (IL1RL1) hatte mind. eine Kombination mit
einem anderen SNP < 10 Falle. Daher wurden die Kombinationen dieses SNPs nicht in die
Ergebnistabelle aufgenommen. Ebenso wurden die RERI fir einzelne SNP x SNP-Kombinationen
zwischen dem SNP des Genorts RTEL1-TNFRSF6B und den Genen FLG, OVOL1 und CLEC16A
nicht berechnet, da hier ebenfalls Kombinationen mit weniger als 10 Féllen auftraten (siehe gelb

markierte Zellen in Tabelle 15).
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Tabelle 15. SNP x SNP-Interaktionsergebnisse (RERI)

SN‘IIZ’xSNP-Inte_raktion nin|in|n |RRIRR|IRR RERI p- Bootstrap
Phanotyp: Persistente AE o[- |- -l | -] -+ emp | 95%-KI
FLG x IL18R1 261| 42 |162| 39 |1,80/0,99|2,58| 0,79 |5x10°* | [0,05;1,53]
FLG x KIF3A 223| 36 [200| 45 |1,70/1,11|2,93| 1,13 |1x10“***| [0,43;1,90]
FLG x IL6R 141| 19 |282| 62 |1,78|1,16(2,56| 0,63 0,014 | [-0,24;1,47]
FLG x RTEL1-TNFRSF6B 21| 4 1402| 77 |n.b.|n.b.[n.b.] n.b. n. b. n. b.
FLG x OVOL1 70 | 14 |353| 67 |2,35|/1,29(2,67] 0,03 | 0,492 n. b.
FLG x CLEC16A 127| 22 |296| 59 |2,36|1,13(2,28| -0,21 | 0,707 n. b.
FLG x ACTL9 276| 51 |147| 30 |2,05|1,34|2,98| 0,60 | 0,041 | [-0,29;1,54]
FLG x EMSY-LRRC32 106| 19 |317| 62 |2,08|1,18(2,50| 0,24 | 0,244 n. b.
IL6R x IL18R1 127|265| 79 | 188(1,14/0,98(1,25] 0,13 0,217 n. b.
IL6R x KIF3A 106(231|105|216|1,26|1,29(1,42| -0,12 | 0,800 n. b.
IL6R x RTEL1-TNFRSF6B 13119 (198|428 (1,01|1,18|1,41] 0,22 0,230 n. b.
IL6R x OVOL1 35|67 (176|380 (1,06|1,21{1,47| 0,20 0,127 n. b.
IL6R x CLEC16A 64 |139|147| 308 |1,27(1,17|1,34] -0,10 | 0,726 n. b.
IL6R x ACTL9 136(285| 75 | 162 |1,16|1,33|1,66] 0,18 0,134 n. b.
IL6R x EMSY-LRRC32 48 |115|163|332|1,37|1,42|1,60| -0,19 | 0,856 n. b.
IL18R1 x KIF3A 197|140|195| 126 |1,06|1,19(1,25] 0,00 0,502 n. b.
IL18R1 x RTEL1-TNFRSF6B 22 | 10 |370| 256 |0,55(1,01|1,11| 0,55 0,013 | [0,04;0,87]
IL18R1 x OVOL1 63 | 39 [329|227(1,02|1,30{1,38| 0,06 0,376 n. b.
IL18R1 x CLEC16A 118| 85 |274|181(1,15/1,15|1,16] -0,14 | 0,81 n. b.
IL18R1 x ACTL9 244|177|148| 89 |1,08|1,41(1,49] 0,01 0,479 n. b.
IL18R1 x EMSY-LRRC32 97 | 66 |{295|200|1,01|1,21)1,30| 0,08 0,323 n. b.
KIF3A x RTEL1-TNFRSF6B 14| 18 (323|303 |1,35|1,44(1,69] -0,10 | 0,621 n. b.
KIF3A x OVOL1 49 | 53 1288|268 |1,21|1,35|1,59| 0,03 0,42 n. b.
KIF3A x EMSY-LRRC32 87 | 76 1250|245 (1,12|1,20(1,44| 0,11 0,227 n. b.
KIF3A x CLEC16A 104| 99 |233|222|1,16(1,08{1,28] 0,05 0,38 n. b.
KIF3A x ACTL9 218|203|119|118 |1,21|1,45|1,60| -0,06 | 0,61 n. b.
RTEL1-TNFRSF6B x OVOL1 4 19828528 |n.b.|n.b.|n.b.|] n.b. n. b. n. b.
RTEL1-TNFRSF6B x LRRC32 12 |151| 20 | 475|0,89|0,73|1,14| 0,53 | 0,015 | [-0,16;0,84]
RTEL1-TNFRSF6B x CLEC16A | 9 |194| 23 432 |n.b.|n.b.[n. b.| n.b. n. b. n. b.
RTEL1-TNFRSF6B x ACTL9 19 |402| 13 | 224 |1,48|1,89(2,03] -0,34 | 0,821 n. b.
EMSY-LRRC32 x CLEC16A 50 (153|113 342 (1,35|1,19|1,42| -0,12 | 0,755 n. b.
EMSY-LRRC32 x OVOL1 25|77 |138|418|1,14|1,23|1,56| 0,19 | 0,163 n. b.
EMSY-LRRC32 x ACTL9 107|314 56 | 181 |1,21(1,32|1,72] 0,19 0,136 n. b.
CLEC16A x OVOL1 35|67 |168|388|0,91|1,14(1,29] 0,25 | 0,089 | [-0,24;0,55]
CLEC16A x ACTL9 125(296| 78 | 159 |1,16(1,58(1,53] -0,22 | 0,884 n. b.
ACTL9 x OVOL1 59 1362| 43 | 194 {1,47|1,7211,97] -0,23 | 0,850 n. b.

+ = Risikoallel. - = Nicht-Risikoallel. p-emp = empirisch ermittelter p-Wert durch Permutations-Test mit 1000 bzw. *10000 **100000
Permutationen. Bootstrap 95%-KI = Bootstrap-Testverfahren mit 95%-Konfidenzintervall; dunkelgriin markiert: p < 0,05 und Bootstrap-95%-
K1 > 0. Gelb markiert: < 10 Félle in einer Kombination, n. b. = nicht berechnet.
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5.11. Signifikant assoziierte SNPs der Subphéanotypenanalysen

Es waren insgesamt funf SNPs in mind. einer der Subph&notypenanalysen signifikant assoziiert.
Hervorzuheben sind die FLG-Nullmutationen, die sich mit allen Subphanotypen assoziiert zeigten
und in beiden Interaktionskombinationen vertreten waren. SNP rs2897442 des Gens KIF3A wurde
signifikant mit dem Phéanotyp AE + Atopie und dem persistenten Phanotyp assoziiert. Aulerdem
zeigte sich in der Interaktionsanalyse ein signifikanter RERI fir die Kombination mit FLG-
Nullmutationen. Der einzige weitere SNP mit mehr als einer signifikanten Assoziation zu anderen
Subphanotypen war der SNP rs2155219 zwischen den Genen EMSY-LRRC32, der sich neben der
Assoziation zum persistenten Phénotyp noch signifikant fir die Kombination der Phénotypen
AE+AR und AE+Asthma+AR zeigte. Fir die SNPs der Gene IL6R und OVOL1 wurde jeweils
eine Assoziation mit dem persistenten AE festgestellt. Die SNPs der Gene IL18R1 und RTEL1-
TNFRSF6B waren in der SNP x SNP-Interaktionsanalyse in Kombination miteinander und IL18R1

zusétzlich in Kombination mit FLG-Nullmutationen signifikant mit dem AE assoziiert.

AE+Asthma
FLG
6 Assoziationen
KIF3A
3 Assoziationen AE+AR
EMSY-LRRC32
3 Assoziationen
AE+Asthma+AR
IL18R1
(2x1 Assoziation)
AE+Atopie
ovoL1
1 Assoziation -
IL6R T~ SNPXSNP Interaktion
1 Assoziation
RTEL1-TNFRSF6B
{1 Assoziation)

Persistente AE

Abbildung 9. Ubersicht assoziierter SNPs aus Subphénotypenanalysen

Pfeile kennzeichnen signifikante Assoziationen.
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6. Diskussion

Ich habe in dieser Arbeit alle 27 bis zum Juli 2013 durch GWAS entdeckten Risiko-Genorte fiir
das AE in der longitudinalen ALSPAC-Kohorte untersucht. Nur durch die grof3e Fallzahl dieser
Geburtskohorte und die Nachverfolgung tber den langen Zeitraum von 14 Jahren im Rahmen des
prospektiven Ansatzes war es mdglich die SNPs auf ihren Einfluss beziiglich der Persistenz der
Erkrankung, Kombinationen von atopischen Erkrankungen und auf SNP x SNP-Interaktionen zu
untersuchen. Dies ist insofern interessant, als dass den SNP x SNP-Interaktionen, ein Anteil an der
noch fehlenden Heritabilitat fiir komplexe Erkrankungen wie dem AE zugeschrieben wird.(?
Allerdings wurden aufgrund der haufig mangelnden Power erst wenige signifikante Ergebnisse
diesbeziiglich entdeckt.(%)

Im folgenden Abschnitt sollen die Ergebnisse dieser Studie anhand aktueller Literaturlage kritisch
diskutiert werden, wobei auch auf mégliche immunologische Wirkmechanismen und Signalwege
involvierter Gene eingegangen wird. Es erfolgt eine Prifung der assoziierten SNPs hinsichtlich
der Wahrscheinlichkeit einer klinischen Signifikanz der Variante. Dies beinhaltet die
Einschétzung der funktionellen Auswirkung des Basenaustausches, also die Fragen, ob der SNP
in einer kodierenden Genregion liegt, wenn ja, ob die Aminosdauresequenz verandert wird (siehe
6.6 rs2228145-1L6R) oder sogar ein Stopp-Codon bzw. Nullmutation die Folge ist (siehe 6.5 FLG-
Nullmutation). Sehr viel haufiger jedoch liegen SNPs die mit komplexen Erkrankungen, wie dem
AE, assoziiert sind in einer nicht-kodierenden Sequenz im Genom®®, z.B. im Intron oder
intergenisch. In diesen Féllen liegen moglicherweise genregulierende Funktionen vor®® und
daher werden die angrenzenden Gene hinsichtlich ihrer Funktion und Genexpressionsraten
analysiert, die SNP-spezifisch variieren kénnen. Um die am wahrscheinlichsten durch die
jeweiligen SNPs beeinflussten Gene zu identifizieren, werden sogenannte Expression quantitative
trait locus (eQTL)MY -Daten der SNPs zu Hilfe genommen und dargestellt. Diese Daten zeigen
die Assoziation der Genexpression in Zusammenhang mit VVorhandensein eines bestimmten SNPs
in einem bestimmten Gewebe an und dabei wird auch die Signifikanz, Hohe und Richtung der
Genexpression berechnet. Nutzlich ist dies z.B. bei intergenischen SNPs, da man so die
Assoziation des VVorhandenseins eines bestimmten SNPs mit der Genexpression der angrenzenden
Gene in einem bestimmten Gewebe vergleichen kann. So ergibt sich ein Hinweis darauf, auf
welches der angrenzenden Gene die SNPs einen Einfluss haben und zusatzlich, ob der Effekt eine
verminderte Expression oder eine erhéhte Expression des Gens ist. Wenn die Genfunktion bekannt
ist, lasst sich daraus ableiten, ob der abgeschétzte Effekt kongruent ist mit einem vermuteten

krankheitsverstarkenden Signalweg. Die eQTL-Daten sind auch bei einem Satz vieler
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nahegelegener SNPs in LD von Nutzen, um mégliche kausale Varianten herauszufiltern. (12
AuRerdem gibt die Gewebespezifitat der eQTL einen weiteren Anhaltspunkt auf die Wirkweise
der SNPs. So wird man z.B. bei einem SNP, bei dem man eine Assoziation mit dem AE festgestellt
hat und einen Einfluss auf die Hautbarriere vermutet eine signifikante eQTL-Assoziation mit einer
Genexpression eines Gens in einer Hautprobe erwarten und dort in einer Weise die z.B. eine
Verminderung eines Hautbarriereproteins verursacht. Andersherum wird man bei einem SNP der
vermeintlich eine proinflammatorische Wirkung auf das AE hat eine erhéhte Genexpression in
eQTL-Daten von Zellen des Immunsystems wie Lymphozyten erwarten und dort am ehesten in
einem Gen, was eine Stimulation des Immunsystems bewirkt. In Féllen, in denen noch jeglicher
Anhalt fur die Funktion von SNPs fehlt, sind die Daten auch insofern eine Hilfe, als dass eine
eQTL-Assoziation zu einem bestimmten Gen in einem bestimmten Gewebe einen Hinweis auf
mdgliche naher zu betrachtende Signalwege gibt. Trotz der Qualitéats- und funktionellen Prifung
der SNPs lasst sich nicht immer die urséchliche Variante mit letzter Sicherheit bestimmen, sodass

auch die gefundenen Assoziationen meiner Arbeit unter diesem Gesichtspunkt zu sehen sind.

6.1. Studienpopulation und Phanotypen

Die untersuchte, englische ALSPAC-Kohorte ist als groRe longitudinale, bevélkerungsbasierte
Geburtskohorte sehr gut geeignet, um den Langzeitverlauf des AE zu untersuchen. Aufgrund der
langen Dauer der Studie konnten viele individuelle Verlaufsdaten erhoben werden. Auch die
Auswahl einer groRen Kontrollgruppe war durch die longitudinale Studienform und den langen
Nachverfolgungszeitraum von 14 Jahren gut moglich. Da das AE schubformig verlauft kann die
Auswahl einer validen Kontrollgruppe in anderen Studientypen Schwierigkeiten bereiten, die hier
nicht gegeben sind. Durch die grof3e Zahl an teilnehmenden Kindern sind auch Aussagen zu SNPs
mit geringer AF des Risikoallels noch mdglich wie z. B. rs16999165 (AF von 3%). Ebenfalls ergab
sich so zu spezifischen Phanotypkombinationen wie AE+Asthma noch eine hinreichende Anzahl
an Fallen (433) und etwas eingeschrankt sogar noch zu der Kombination aller drei atopischen
Erkrankungen AE+Asthma+AR (234 Félle). Auch Interaktionsberechnungen wurden durch die
groRe Studienpopulation ermdglicht. Allerdings wurden fiir einige SNP x SNP-Kombinationen die
Fallzahlen sogar in dieser grolRen Kohorte schon zu klein fir aussagekraftige Ergebnisse (siehe
Tabelle 14). Eine klare Stérke ist, dass die Daten prospektiv erhoben wurden. Der Aufbau mittels
Fragebdgen hat dagegen Vor- und Nachteile. Der Vorteil ist die grol3e Anzahl an Daten, die mittels
Interviewverfahren oder Arzt-Konsultationen nicht bzw. nur mit betrachtlichem Aufwand an Zeit

und Personal moglich gewesen wére. Um moglichen Fehleinschatzungen der Eltern
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entgegenzuwirken, wurde eine zweite Frage ,,Did your child have eczema in the last 12
months?“ mit der konkreten Frage nach AE mit als Einschlusskriterium fir den AE-Phanotyp
einbezogen und es wurden drei positive Antworten zu unterschiedlichen Befragungszeitpunkten
gefordert. Eine hohere Spezifitdt hatte ggf. durch die Forderung nach einer positiven Diagnose
eines Arztes erreicht werden kdnnen. Es erfolgte zumindest der Ausschluss von Kindern, bei denen
eine negative Diagnose eines Arztes erfolgt war im Studienverlauf. Eine mogliche Fehlerquelle
bezuglich des Asthma-Phénotyps ist, dass infektbedingte, frihkindliche obstruktive Bronchitiden
des Séuglings- und frihen Kleinkindalters vom Asthma abzugrenzen sind, die zwar &hnliche
klinische Symptome zeigen kdnnen, jedoch nicht regelhaft in ein Asthma tbergehen. Um diese
Falle moglichst auszuschlielen, wurden die Fragebogendaten erst ab dem Alter von 6 Jahren
berucksichtigt.

Auf den ersten Blick verwundert die relativ hohe Zahl von 658 persistenten und damit meist auch
schwereren Fallen, die sich aus den 1562 Fallen des friihen AE nach den in dieser Arbeit
verwendeten Definitionskriterien ergibt, was 42,1% entspricht. In den Daten der MAS-Studie aus
dem Jahr 2004 wurde lediglich bei 18,9% der Kinder ein persistenter Phanotyp des AE festgestellt.
Allerdings wurde dort die Definition enger gefasst und Kinder wurden nur in die persistente
Gruppe eingeordnet, wenn sie in allen jahrlichen Kontrollen ein AE zeigten.® Wenn ein Kind
also in einem der sieben jahrlichen Testzeitpunkte kein AE hatte, wurde die Erkrankung als
mintermittierend” gewertet. Von den 38% der Kinder, des dort als intermittierenden AE-Typs
waren also nach der in meiner Arbeit verwendeten Definition noch eine grofRe Anzahl als persistent
gewertet worden. Im Vergleich zur besagten Studie beschreibt der transiente Typ meiner Arbeit
eine schwachere Form als die intermittierende Form der MAS-Studie und deren persistenter Typ
beschreibt daflr eine schwerere Verlaufsform des AE als der persistente Typ meiner Arbeit.
AuRerdem sind deutlich héhere Pravalenzraten des AE im Vereinigten Konigreich im Vergleich
zu Deutschland in der ISAAC Studie beschrieben worden (siehe Kapitel 2.1). Eine Studie, die sich
auf deutsche Daten der ISAAC Studie Phase Il (1996-1997)“'®) und deren Nachfolgestudie
SOLAR (Beginn 2002)% hezieht, hat eine Persistenzrate von 49% bei Jugendlichen festgestellt,
die vor dem Start der Studie als Kinder schon ein AE hatten. Gefordert war dort eine arztliche
Diagnose eines AE vor der Studie und Symptome im Verlauf bis zu einer bestatigten Diagnose am
Studienende nach dem Beobachtungszeitraum von iber 10 Jahren.®® Diese Ergebnisse
unterstreichen die in meiner Arbeit dargestellten Ergebnisse zu den Persistenzraten des AE und

bekréftigen die hier als Grundlage gewahlten Definitionskriterien.
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6.2. Einfluss auf den atopischen Marsch

Die FLG-Nullmutationen zeigten in allen kombinierten Ph&notypen AE+AR, AE+Asthma,
AE+Atopie und AE+Asthma+AR signifikante Ergebnisse. Der SNP rs2155219 des Genorts
EMSY-LRRC32 war signifikant mit dem AE+AR-Phanotyp assoziiert und zusétzlich mit dem
Kombinationsphénotyp aller drei atopischen Erkrankungen AE+Asthma+AR. Fir die Phanotypen
AE+Atopie zeigte dieser SNP jedoch keine Signifikanz und im AE+Asthma Phanotyp wurde mit
einem p-Wert von 0,07 lediglich eine Tendenz festgestellt. Als Grund kommt eine mangelnde
Power in Frage, da nur noch weniger als ein Drittel der Félle des AE-Phanotyps also um die 420-
Falle bei den kombinierten Phanotypen vorlagen. Der Genort bei KIF3A zeigte in der Kombination
AE+Atopie ein signifikantes Ergebnis und zeigte wahrscheinlich auf Grund von fehlender Power
keine Signifikanz fur AE+Asthma. Diese Daten sprechen also dafir, dass sowohl das Vorliegen
des SNPs im Genort EMSY-LRRC32, KIF3A, als auch im FLG, die Auspragung eines
Krankheitstyps des AE mit IgE-Erhohung beglnstigen. Dies wird auch durch die vielen seither
publizierten Assoziationen dieser Genorte mit Phanotypen verschiedener atopischer Erkrankungen
bestéatigt. Genauer wird darauf bei der Diskussion der einzelnen SNPs eingegangen (siehe Kapitel
6.6). Fur FLG-Nullmutationen ist ein positiver Einfluss auf die Ausbildung von Asthma und
Heuschnupfen im weiteren Verlauf nach einem AE als Ersterkrankung schon 2006 beschrieben
worden.®? So kann auch fiir diese Arbeit konstatiert werden, dass FLG-Nullmutationen
Erkrankungen des atopischen Formenkreises in Kombination mit AE beglnstigen.

Einige der untersuchten SNPs dieser Arbeit wie rs479884 (OVOL1) oder rs2228145 (IL6R) zeigen
lediglich eine Assoziation mit dem Phanotyp der persistenten AE und scheinen also nur das Risiko
flir eine chronische AE zu steigern ohne signifikanten Einfluss auf andere atopische Erkrankungen.
Dies spricht daftir, dass es neben den oben beschriebenen SNPs mit Hinweisen fiir einen Einfluss
auf einen atopischen Marsch, auch SNPs gibt, die eine Form des AE begunstigen, die unabhangig

von anderen atopischen Erkrankungen besteht.

6.3. Ursachen fur nicht replizierte SNPs

Wie in Tabelle 7 des Ergebnisteils dargestellt, zeigten 10 der 27 untersuchten SNPs eine nominell
signifikante Assoziation zum AE-Phdnotyp dieser Arbeit. Das sind deutlich mehr, als bei einer
zufalligen Auswahl an SNPs zu erwarten gewesen wére: Bei einem nominellen Signifikanzniveau
von 5% héatten nur 1,35, also 1-2 SNPs, eine signifikante Assoziation gezeigt. Darliber hinaus
bestatigten alle 10 der 10 SNPs eine Assoziation mit demselben Risikoallel und derselben
Effektrichtung.

59



Wie ebenfalls in der Tabelle ersichtlich war die Studienpopulation bei acht der 13 SNPs, die keine
Signifikanz zeigten aus Asien. Umgekehrt wurden nur zwei der insgesamt 10 SNPs aus asiatischen
Populationen in der hier untersuchten européischen ALSPAC-Kohorte repliziert. Genauer
betrachtet sieht man bei jenen SNPs in vielen Féllen auch einen deutlichen Unterschied in den AF
gegenuiber den AF in der ALSPAC. Im Gegensatz dazu zeigen die AF der europaischen GWAS
und der Metastudien-GWAS im Vergleich zu dieser Arbeit, wie erwartet, sehr dhnliche AF. Dies
konnte flr eine begrenzte Vergleichbarkeit der SNPs in Populationen unterschiedlicher Ethnie
sprechen. Eine Studie mit dieser Fragestellung, die weltweite GWAS-Ergebnisse analysierte und
verglich ergab, dass bis zum Jahr 2009 rund 96% aller GWAS und bis zu Jahr 2017 noch ca. 80%
in europaischen Populationen durchgefiihrt wurden.*® Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass
die Ubertragbarkeit von SNP-vermittelten Risiken zwischen GWAS unterschiedlicher Ethnien
begrenzt ist und eher vermieden werden sollte.**> Eine groRe Studie des New England Journal of
Medicine von 2016“!® zur Untersuchung des Einflusses von fraglich pathogenen SNPs auf die
Diagnose einer hypertrophen Kardiomyopathie in der amerikanischen Bevolkerung unterstreicht
die Problematik: Dort wurde gezeigt, dass bei den Entdeckungsstudien, die zur Klassifikation der
vermeintlichen Pathogenitdt der damals wichtigsten SNPs fihrten, relativ kleine
Studienpopulationen mit fehlender oder geringer Zahl an Menschen afrikanischer Herkunft
verwendet wurden. So kam es Aufgrund genetischer Testung mit Feststellung von scheinbar
pathogenen SNPs zur Fehldiagnose bei Amerikanern mit schwarzer Hautfarbe. Nicht
bertcksichtigt war, dass jene SNPs in dieser Bevolkerungsgruppe deutlich haufiger vorkommen
als bei weilRen Amerikanern (AF 3-27% gegenlber AF 0,02-3%) und dartber hinaus als nicht
pathogen zu betrachten sind. Dies zeigt auch die inzwischen erfolgte Reklassifizierung zweier der
auf die Fehldiagnosen-Falle hinleitenden SNPs von pathogen auf nicht-pathogen. Dies hétte laut
der Studie bereits durch den Einschluss von 10 % Teilnehmern afrikanischer Ethnie in die
Kontrollgruppe festgestellt werden kénnen.*%6)

Auf diese Arbeit bezogen kann es also sein, dass SNPs, die in der asiatischen Bevolkerung mit AE
assoziiert sind, nicht zwangsweise in der europdischen Bevolkerung eine Rolle spielen. Ein Grund
flr ein unterschiedliches Vorkommen oder auch unterschiedliche Funktionalitat einzelner SNPs,
konnte der im Laufe menschlichen Evolutions- und Weltbesiedlungsprozesses erfolgte Gendrift
aufgrund von dulReren Selektionsfaktoren wie das Klima sein. Ein Beispiel hierfur ist eine Studie
von 2015, in der beschrieben wurde, dass ein SNP, der signifikant mit einer Anpassung im
Omega-3-Fettsdure-Stoffwechsel sowie signifikant mit der Korpergrofle assoziiert ist in der
Population der Inuit mit einer AF von 98% vorkommt. Im Gegensatz dazu, hat dieser SNP einer

AF von 0,02% in Menschen europdischer Herkunft und ist dennoch ebenfalls positiv mit der
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KorpergroRe assoziiert. Der SNP war fir die KorpergrélRe noch nicht bekannt in européischen
Populationen, weil die AF wahrscheinlich zu gering war, um den SNP mit GWAS zu
identifizieren. Dieses Beispiel zeigt umgekehrt, dass die Funktion einiger SNPs in verschiedenen
Populationen gleich, ihre Rolle am Gesamterkrankungsrisiko aber variabel sein kann, weil sich
ihre Haufigkeit in unterschiedlichen Populationen teilweise deutlich unterscheiden. Bei den hier
untersuchten SNPs trifft das beispielsweise fiir den SNP rs16999165 (CYP24A1-PFDN4) zu, der
in einer japanischen Kohorte entdeckt wurde und dort eine AF von 0,31 hatte. Demgegeniiber hat
der SNP in der ALSPAC-Kohorte lediglich eine AF von 0,03. Mit dem errechneten p-Wert von
0,08 zeigte er keine signifikante Assoziation. Wie in den Powerkalkulationsgrafiken (siehe
Abbildungen 6 und 8) dargestellt, ware mind. eine OR von 1,3 notwendig gewesen fir die
Identifizierung eines signifikanten Effekts bei dieser geringen AF. Der SNP des Gens CYP24A1-
PFDN4 erreichte mit einer OR von 1,25 diesen Wert jedoch nicht. Ahnliches gilt fiir rs12295535
(PRR5L), der in der ALSPAC ebenfalls eine AF von lediglich 0,03 hat.

Die restlichen sieben SNPs, die keine Signifikanz zeigten, waren aus europédischen GWAS. Sechs
von diesen SNPs der Gene ZNF652, RUNX3, ERBB3, IL2-1L21, RAD50, IL13 waren haufige
SNPs. Fr die funf letztgenannten SNPs wurden p-Werte zwischen 0,05 und 0,1 berechnet. Andere
SNPs dieser Kohorte mit minimal htheren OR oder AF wurden signifikant assoziiert. Es scheint
also, dass bei den genannten SNPs wahrscheinlich eine geringfligig grofiere Power durch eine

etwas groéRRere Kohorte bzw. Fallzahl notwendig gewesen ware, um einen Effekt festzustellen.

6.4. Assoziierte SNPs und betroffene Genregionen

In folgenden Abschnitt werden die SNPs diskutiert, die in den vorliegenden Assoziations-
analysen der Verlaufs- und kombinierten Phanotypen das 5%-Signifikanzniveau erreichten. Ihr
moglicher pathogenetischer Einfluss auf das AE wird anhand der aktuellen Studienlage
diskutiert. Unterteilt und diskutiert werden die SNPs in zwei Gruppen:

SNPs, dessen nahegelegenstes Gen die Hautbarriere beeinflusst und SNPs, dessen zugehoriges

Gen sich auf das Immunsystem auswirkt.

6.5. SNPs mit Wirkungen auf die Hautbarriere

Die Haut ist bei dem AE in charakteristischer Weise betroffen. Im Folgenden werden die
Assoziationen der kombinierten FLG-Nullmutationen und des SNP rs479844 des Gens OVOL1
diskutiert, die jeweils an unterschiedlicher Stelle die Bildung einer intakten Hautschicht

beeintrachtigen.
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FLG-Nullmutationen R501X und 2282del4

FLG ist das am besten replizierte und am stirksten mit dem AE assoziierte Gen.(® Der
kombinierte Genotyp der beiden FLG-Nullmutationen ist in der ALSPAC-Kohorte sowohl mit
allen untersuchten kombinierten AE-Subphanotypen signifikant (AE+Asthma, AE+AR,
AE+Asthma+AR, AE+Atopie), als auch mit dem persistenten AE, jeweils mit hohen
Effektstarken. Dies stimmt mit den publizierten Studienergebnissen uberein, die Assoziationen
mit kleineren Studien zu diesen Phanotypen schon beschrieben haben(®32118),

Beide in dieser Arbeit untersuchten FLG-Nullmutationen betreffen Exon 3 des FLG auf
Chromosom 1. R501X bedingt durch die Veradnderung der Nukleinbase Cytosin zu Thymin die
Formation eines Stoppcodons, statt der Bildung der Aminosdure Arginin. 2282del4 fuhrt zu einer
Deletion von vier Basenpaaren und damit zu einer Leserasterverschiebung. In der Folge beider
FLG-Nullmutationen entsteht ein gekirztes Profilaggrin, was nicht zum funktionsfahigen
Filaggrin prozessiert werden kann. Der resultierende Hautbarrieredefekt fuhrt zu einem
verstarkten Allergenkontakt tber die geschadigte Haut und vermehrten Sensibilisierungen, die
uber verstérkte Produktion von spezifischem IgE zu allergischen Reaktionen fiihren kdnnen (siehe
Abbildung 2). Im Mausmodell wurde gezeigt, dass eine Sensibilisierung tiber die Haut neben einer
Lokalreaktion in der Haut auch eine Reaktion in der Lunge und Nase verursachte.!'¥ Dies
bekraftigt den Mechanismus der epikutanen Sensibilisierung fur Allergene, da Filaggrin nicht im
respiratorischen Epithel der Lunge exprimiert wird®® und somit dort bei Fehlen nicht die
Hautbarrierefunktion beeintrachtigt. Dies kdnnte erklaren, warum eine FLG-Nullmutation ohne
AE keinen signifikanten Effekt auf den Asthma-Phénotyp hat. Es scheint, dass erst die typisch
entziindlich veranderte Haut bei AE, in Verbindung mit der durch FLG-Nullmutationen
verstarkten Barrierefunktionsstérung, die signifikante Risikoerhéhung flr die atopischen
Begleiterkrankungen mit sich bringt oder dass das AE-assoziierte Asthma als Subform des
Asthmas anzusehen ist. 30,8% (209 von 678) der FLG-Nullmutations-Trager der ALSPAC
wurden nach den Kriterien dieser Arbeit dem AE zugeordnet, wohingegen 23,2% der Tréger (157
von 678) unter den Kontrollen waren. Die restlichen 46% erflllten weder die Kriterien des einen
noch des anderen Phanotyps. Im Literaturvergleich einer Metaanalyse von Fall/Kontroll- und
Familienstudien aus dem Jahr 2007 liegen die Trager-AF dieser zwei hdaufigsten FLG-
Nullmutationen durchschnittlich niedriger in beiden Gruppen (22,9% mit AE und 8,2% FLG-
Nullmutationen in Kontrollen). Allerdings wurde in der Metaanalyse auch festgestellt, dass die
Tragerraten bei AE-Patienten im Vereinigten Konigreich deutlich hoher lagen, als in
Kontinentaleuropa und die FLG-Alleltragerfrequenzen dort zwischen 25-45% betrugen.*!®)

Insofern liegen meine Ergebnisse in diesem Rahmen. Nachfolgend wurde im Jahr 2009 in einem
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FLG Knockout Mausmodell gezeigt, dass homozygote FLG Knockout Tiere eine verstarkte Ty2-
dominierte, aber Th17 und Thl gestitzte, Immunreaktion als Folge auf eine Allergenexposition
mit Ovalbumin tiber die Haut zeigten.?Y Mastzellen, Eosinophile und T-Zellen waren signifikant
vermehrt nachweisbar. Diese Reaktion wurde auf nicht sichtbar entzlindeter Haut ausgeldst und
war bei heterozygoten- oder Wildtyp-FLG-Mausen nicht feststellbar. AuRerdem kam es bei den
Mausen mit FLG-Nullmutation zu keiner AE-vergleichbaren Hautentziindung unter allergenfreien
Bedingungen. Somit wurde bestétigt, dass eine Filaggrin-defekte Hautbarriere die Penetration von
Allergenen bedingt, die dann verstarkte Immunreaktionen mit Tu2-Anteil verursachen kdnnen.
Dies implizierte auch, dass zu dem Hautbarrieredefekt noch Umwelt- oder andere

entziindungsfordernde Faktoren hinzukommen, um an der Pathogenese des AE mitzuwirken.

rs479844 - OVOL1

Der SNP zeigte eine signifikante Assoziation mit dem AE-Persistenz-Subphanotyp (OR = 1,36, p
= 0,01). In den letzten Jahren wurde der SNP in GWAS aus den Jahren 2015122, 2017¢% und
201923 mit genomweiter Signifikanz fiir den Phanotyp des AE repliziert sowie 2015®2% fiir einen
Phénotyp des atopischen Marsches. In kleineren Fall-Kontrollstudien mit n = 435 aus China*%®
und n=1137 aus Italien™ wurde der gleiche SNP untersucht und in der chinesischen Kohorte
ebenfalls signifikant mit dem AE assoziiert. In der italienischen Kohorte zeigte sich jedoch keine
Signifikanz. Die italienischen Autoren erwédgen neben einer relativ geringen Power der Studie
auch eine Populationsheterogenitat als Ursache. In einer neuen Studie aus dem Jahr 2018 wurde
fir SNPs des Genorts ebenfalls eine signifikante Assoziation fiir einen persistenten Phénotyp
gezeigt.?? In den Phanotypenkombinationen des AE mit anderen atopischen Erkrankungen zeigte
sich in dieser Arbeit keine zusétzliche Signifikanz im Vergleich zu dem AE-Phénotyp allein. Dies
ist deckend mit den Ergebnissen der GWAS-Metaanalyse aus dem Jahr 2015, die durch groRere
Power eine Assoziation des SNPs mit dem Phanotyp friihes AE + Asthma mit genomweiter
Signifikanz gezeigt hat, jedoch ebenfalls keine zusatzliche Signifikanz des kombinierten
Phénotyps gegeniiber dem AE-Phanotyp allein feststellte.1?Y Zusammenfassend bekraftigen die
Replikationen des SNPs in vielen GWAS die Assoziationsergebnisse meiner Arbeit.

Der untersuchte SNP liegt zwischen den Genen AP5B1 (Adaptor Related Protein Complex-5
Subunit Beta 1) und OVOL1. In einer GWAS aus dem Jahr 2017 wurde die starkste Assoziation
dieses SNPs mit der Expression von OVOL1 in lymphoblastoiden Zelllinien festgestellt.>
Zusatzlich verweist eine GWAS aus dem Jahr 2015 auf ein OVOL1 Knockout Mausmodell, das
eine verzogerte Entwicklung der Hautbarriere zeigte.(*?? Diese Daten sind ein starker Hinweis fiir

einen funktionellen Zusammenhang des OVOL1-Genorts mit der Hautbarriere und mit der
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Lymphozytenfunktion beim AE. Das OVOL1-Protein nimmt Einfluss auf die Regulation, die
Entwicklung sowie die Differenzierung von epithelialen Geweben. Die Proteine OVOL1 und
OVOL2 sind als Gegenspieler involviert in die Regulierung der Zellproliferation menschlicher
Keratinozyten der Haut. Sie halten sich gegenseitig und damit das Keratinozytenwachstum im
Gleichgewicht. OVOLZ2 fordert die Zellproliferation und wird durch OVOL1 gehemmt. Zuséatzlich
wirkt OVOL1 als Repressor des zellproliferationssteigernden c-Myc-Signalwegs in Keratinozyten.
Fallt die Funktion von OVOL.1 aus oder wird es vermindert exprimiert, méglicherweise durch den
vorliegenden SNP, so kommt das System aus dem Gleichgewicht zugunsten von
Hyperproliferation und Verhornung der Keratinozyten. Unterstreichend wurde im Mausmodell
mit ausgeschaltetem (=Knockout) OVOL-1-Gen eine epidermale Hyperproliferation und
Haarschaftveranderungen gesehen.®% Bei Menschen mit AE kénnte dieser Mechanismus zum
Klinisch-histologischem Korrelat der Akanthose, also verbreitertem Stratum spinosum
(Stachelzellschicht) der Epidermis, tiber mangelnde Differenzierung und Hyperproliferation von
Keratinozyten mit trockener, unregelmalig verhornter Haut und einer gestorten Hautbarriere
beitragen (siehe Abbildung 10).(%9)

Ein weiterer Aspekt ist, dass eine verminderte Expression von Involucrin und FLG in OVOL1-
Knockout-Méausen gezeigt wurde.?”) Der Verlust dieser Stiitzproteine der Epidermis fiihrt dhnlich
wie bei FLG-Nullmutationen zu einer gestorten Barrierefunktion der Haut. In einer 2017

ovoL1 |:> OVOL1/OVOL2 Gleichgewicht <: ovoL2
Keratinozytendifferenzierung Keratinozytenproliferation
Reife Keratinozyten Unreife Keratinozyten
Intakte Haut
OVOLI -SNP
rs479844
Funktion OVOL1 | ovoL2 Ubergewicht Funktion OVOL2 1
Keratinozytenproliferation
Hyperproliferation :> Akanthose, defekte Haut

Abbildung 10. rs479844 (OVOL1) - moglicher Einfluss

Funktionseinschrankung des OVOL1-Gens => Ubergewicht zugunsten OVOL2 => Hyperproliferation und mangelnde Differenzierung der
Keratinozyten => Akanthose der Epidermis mit Funktions- und Strukturverlust. (Abbildung schematisch im Wesentlichen nach Tsuji et al. (2013).)
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verdffentlichten japanischen Studie®?® an humanen Keratinozyten wurde ein Mechanismus
entdeckt, der FLG und OVOL1 verbindet. OVOLL1 ist demnach an der FLG-Expression beteiligt.
Bei Aktivierung des Aryl-Hydrocarbon-Rezeptors (AHR) durch bestimmte Liganden kann
OVOL1 direkt die Expression von FLG steigern.®?® Der vorliegende OVOL1-SNP kénnte also
zusétzlich eine verminderte Expression von FLG und konsekutive Hautbarrieredefekte zur Folge
haben. Beide erlauterten Funktionen des Gens bieten plausible Erklarungsansétze fur die in dieser
Arbeit gefundenen Assoziationen mit einem persistenten AE, da Hinweise fur einen genetisch

bedingten Hautdefekt der Epidermis bestehen.

6.6. SNPs mit Wirkungen auf das Immunsystem

Im Folgenden werden die Ergebnisse der SNPs diskutiert, deren nahegelegenste Gene Wirkungen
auf das Immunsystem haben. Zudem erfolgt eine Funktionsbeschreibung der spezifischen
Signalwege des nahegelegensten Gens des SNPs in Bezug auf die entziindlich veranderte Haut bei
AE. Dabei werden mdogliche relevante Funktionsédnderungen diskutiert, die eine Risikoerhéhung
des jeweiligen SNPs auf die Auspragung einer persistenten AE oder mit anderen atopischen
Erkrankungen kombinierte AE erklaren.

rs2228145 — IL6R

Der SNP im IL-6-Rezeptor-Gen wurde in der vorliegenden Untersuchung als Risiko-Genort fiir
das AE bestatigt und zeigte weitergehend eine signifikante Assoziation zum Phéanotyp der
persistenten Form des AE (OR 1,231, Kl 1,09-1,39, p=0,014). Diese Ergebnisse sind im Einklang
mit der Studie, die den SNP als Risiko-Genort fur das AE entdeckte und auch schon eine
Verbindung zum persistenten Typ herstellte.® In der Literatur wurde der SNP in mehreren groRen
GWAS zum AE repliziert,(*221243% zysatzlich zu den drei schon zuvor genannten auch in einer
neueren GWAS aus dem Jahr 2019“%3 fiir den Phanotyp ,,AE und/oder AR“. Der SNP fiihrt zu
einem Aminosauren-Austausch von Asparagin zu Alanin und stellt somit einen funktionellen SNP
dar.® Die Folge ist eine verstirkte Spaltung des 1L-6 Rezeptors und resultierend eine Erhéhung
der l6slichen Form des IL-6 Rezeptors im Serum (SIL6R, englisch: Soluble interleukin-6-receptor)
um das 2-fache®®®, bei gleichzeitiger Reduktion des membranstandigen Rezeptors. Bei am AE
leidenden Menschen wurden signifikant hhere Werte des sIL6R gemessen. Durch die I6sliche
Form des Rezeptors kann IL-6 im Gegensatz zum Signalweg uber den membranstandigen
Rezeptor IL6R, der ist auf Hepatozyten und wenige Leukozyten-Subgruppen limitiert ist, in
weiteren Zelltypen/Geweben des Koérpers durch sogenanntes ,,Trans-signaling® wirken (siehe

Abbildung 11). Uber den membranstandigen Signalweg werden vor allem akute-Phase-
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Reaktionen vermittelt, mit Bildung von CRP (C-reaktives Protein) in Leberzellen und Stimulation
des angeborenen Immunsystems mit vorwiegend Neutrophilen zur Erregerabwehr. Vermutet wird,
dass der 1L-6 Trans-signaling-Signalweg tiber den sIL6R dagegen bedeutsam in der Uberleitung
eines Entziindungsprozesses von akuter zu chronischer Entziindung ist. 239 Eine Erkldrung ist eine
Wirkungsvermittlung durch Stimulation des erworbenen Immunsystems Uber T-Zellen, die den
membranstandigen Rezeptor nicht exprimieren und daher durch das Trans-signaling uber den
SIL6R nur bei Vorkommen des SNPs aktiviert werden (siehe Abbildung 11, rechter
Signalweg).®*Y Die Verstarkung dieses Signalwegs durch den IL6R-SNP kénnte so zur
Verschiebung der Immunreaktion zu einer persistenten Entziindung wie bei dem AE beitragen,
passend zur Assoziation des SNPs im persistenten AE-Phénotyp (siehe Tabelle 10). In einem
Mausmodell wurde durch die Provokation mit Kakerlaken-Antigen eine Erhéhung von sIL6R
bewirkt, die eine vorwiegend Tw17 dominierte, asthmatische Immunreaktion nach sich zog.3?
Eine andere Studie zeigte, dass I1L-6 stimulierte Mause bei erhdhten sIL6R-Werten abhéngig von
einem Transkriptionsfaktor das entscheidende Tn2-Interleukin IL-4 und zusatzlich 1L-21
produzierten.3®) Diese Studien weisen darauf hin, dass das erhéhte Trans-signaling von sIL6
moglicherweise zu einer Th2 und TH17 gesteuerten, entziindungsfordernden Wirkung beitragt und
gleichzeitig Tl und anti-inflammatorische Treg hemmt.®34 Den erst 2005 entdeckten Tn17 und
dem durch sie produzierten IL-17 werden zwar entscheidende autoinflammatorische Wirkungen

zugeschrieben, vorwiegend aber fiir Erkrankungen wie Psoriasis und rheumatoide Arthritis.®3®

IL6R-SNP rs2228145
Austausch: (Asp zu Ala)

VK'Y versarie

IL-6

Signalweg 1 S.Egr:lalweg 2 Trans-
Membrangebundener l&slicher sianalin
IL-6 Rezeptor IL-6 Rezeptor g g
ﬂ ileﬁR]ll
Vereinzelte Zellen Nahezu alle Zellen

Wenige Leber-

Immunzellen Hautzellen
Leukozyten zellen

Neutro- Tha2+
- IL-4+
CRP hile
P Th17 17
Erreger- Akute-Phase- Chronische => AE-
abwehr Entziindung Entziindung Persistenz

Abbildung 11. rs2228145 (IL6R) - mdglicher Einfluss

SNP erhoht die Abspaltung des léslichen IL-6 Rezeptors von der membranstandigen Form und erméglicht verstérktes trans-signaling an Immun-
und Hautzellen. Immunreaktion iber Th2+Th17-Zell-Aktivierung zu chronischer Entziindung verschoben. (Abbildung schematisch nach
Ergebnissen der Autoren/Studien des zugehdrigen Abschnitts.)
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Dies spiegelt sich auch in der inzwischen etablierten Therapie des Anti-IL6R-Antikorpers
Tocilizumab bei der rheumatoiden Arthritis wider, das insgesamt &hnlich gute und in der
Monotherapie sogar bessere Wirksamkeit, als die Antikdrpertherapien mit TNF-a-Antikorpern
zeigt.% Ein Ansatz fir die Wirkung von Tu-17 beim AE ist nach einem Mausmodell eine Tn2
differenzierungsverstarkende Rolle von TH17 in einem schon T2 dominiertem Zytokinmilieu,
welches beim AE im Allgemeinen vorliegt.®*" Bisher liegen keine Zulassungen von IL6R-
Antikorpern flr die Therapie des AE vor. In einer kleinen Fallstudie bei drei Patienten mit
schwerer AE konnte zwar bei der Therapie mit IL6R-Antikorpern eine Hautverbesserung gesehen
werden, allerdings wurde die Therapie auf Grund bakterieller Superinfektionen als
wahrscheinliche Nebenwirkung bei zwei von drei Patienten abgebrochen.®%®

Zusammengefasst konnte der SNP rs2221845 (iber die nachgewiesene Erhéhung des l6slichen
IL6-Rezeptors und die Verstarkung des damit verbundenen trans-Signalwegs von IL-6 zur

Chronifizierung des AE beitragen.

rs2897442 — KIF3A

Den Ergebnissen dieser Arbeit nach zu urteilen, kommt diesem SNP eine besondere Bedeutung
zu, denn er zeigte sowohl mit dem Subphanotyp des persistenten AE (OR = 1,23, p = 0,014, siehe
Tabelle 10), als auch mit dem Phanotyp AE+Atopie (OR = 1,4, p =9 x 107, siehe Tabelle 11) eine
signifikante Assoziation. Aufierdem wurde erstmals eine SNP x SNP-Interaktion fur rs2897442
nachgewiesen. Der in dieser Arbeit gezeigte Einfluss auf die persistente Verlaufsform stellt
ebenfalls eine neue Erkenntnis dar. In zwei Kohortenstudien in Italien und China wurde der SNP
mit dem Phénotyp des AE repliziert."®?® Eine Replikation des SNPs ist seit Entdeckung auch
schon in mehreren GWAS zu atopischen Erkrankungen erfolgt: In GWAS aus dem Jahr 201522
und 2019“%3) mit dem Phanotyp des AE und in der GWAS-Metaanalyse aus dem Jahr 2015%24 fiir
einen kombinierten Phanotyp frihes AE + Asthma. In letzterer erfolgte die Replikation mit einem
SNP (rs17690965) in kompletten LD mit dem hier untersuchten SNP (1>=1,0, D‘=1,0), der also
das gleiche Assoziationssignal darstellt. Ebenfalls mit dem Phé&notyp Asthma + AE wurde ein
weiterer SNP (rs2023823) des Genorts in komplettem LD (1?=1,0, D‘=1,0) mit dem in dieser
Arbeit untersuchten SNP in einer amerikanischen Studie aus dem Jahr 2017 assoziiert.*3® Fiir den
vergleichbaren Phanotyp wurde in dieser Arbeit zwar ebenfalls ein Effekt gesehen mit OR = 1,26,
p =7 x 10, In meiner Arbeit habe ich jedoch SNPs nur als signifikant assoziiert bewertet, wenn
der assoziierte Phanotyp auch im Vergleich mit den AE-Fallen einen signifikanten p-Wert hatte.
In dieser Analyse zeigte der Phanotyp AE + Asthma gegenliber dem AE-Phénotyp als Kontrollen
lediglich eine Tendenz mit OR = 1,20, p = 0,08, jedoch keine Signifikanz (siehe Tabelle 13).
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rs2897442 befindet sich in einem Intron des Gens fiir KIF3A und liegt in unmittelbarer Ndhe zum
Interleukin-Gencluster auf Chromosom 5 (5¢g31), in dem unter anderem die Gene fir 1L-4, IL-5
und IL-13 liegen. In der GWAS die den SNP entdeckte, zeigten sich keine Assoziationen des
Genorts in untersuchten Haut-eQTL-Daten, jedoch ergab die Analyse von Lymphozyten eQTL-
Daten eine maRige Assoziation mit I1L-13-mRNA-Spiegeln (p=2.7x10-3).49 In den weiteren
erwahnten Studien, die den SNP repliziert haben, waren keine eQTL-Daten verfugbar. Viele der
SNPs dieses Risiko-Genorts befinden sich in hohem LD, sodass nicht immer ersichtlich ist,
welcher der SNPs der Region eine wirksame Variante darstellt und welches der angrenzenden
Gene betroffen ist. Auch die Ergebnisse des hier untersuchten SNPs sind unter diesem Hintergrund
zu sehen. Inzwischen wurden Funktionen des Gens KIF3A entschliisselt, die die assoziierten SNP-
Phénotypen der bisher verdffentlichten Assoziationsstudien plausibel erklaren und KIF3A somit
als mogliches beeinflusstes Gen in den Vordergrund riicken. Das Gen KIF3A kodiert eine
Subeinheit des Kinesin-1I Komplexes. Dieser Motorkomplex ist wichtig fir die Funktion von
Mikrotubuli und beteiligt an der Formation von Zilien (Flimmerzellen) sowie ihrem
Proteintransport.14® Neben aktiv-beweglichen Zilien in Schleimhauten (Atemwege, Driisen),
existieren primére, vorwiegend nicht-bewegliche Zilien in nahezu allen Zellen des Korpers.
Zusétzlich zur strukturellen Funktion, ist KIF3A ein wichtiger Bestandteil des Wnt-Signalwegs
(Wingless/Intl) im Immunsystem. Anhand einer Mausstudie mit gewebsspezifischem KIF3A-
Knockout in der Lunge wurde auf eine Reihe von Genwirkungen beziglich atopischer
Erkrankungen geschlossen.4Y) Die Mause zeigten eine zerstérte Zilienstruktur im Lungenepithel
mit gestorter mukozilidrer Clearance, beeintrachtigten Reparaturmechanismen der Epithelzellen
und eine verstarkte Tn2-Reaktion mit Atemwegshyperreagibilitat auf Kontakt mit Aeroallergenen
(Hausstaubmilben u.a.). KIF3A-Knockout-Méuse entwickelten also einen Asthma-&hnlichen
Phéanotyp bei Allergenkontakt. Die entziindlichen Interleukine IL-4, -13, -17a sowie Eotaxin
zeigten sich erhoht, wie auch die korrelierenden Zelltypen (Tn2- und Twl7 und Eosinophile). Die
Reaktion wurde im Vergleich bei Knockout-M&usen fiir ein &hnliches Zilienprotein nicht
festgestellt, sodass neben der mechanischen Funktion fir Zilien, auf eine zusétzliche, das
Immunsystem betreffende Wirkung geschlossen wurde. So scheint KIF3A bei Allergenkontakt
normalerweise eine Kontrollfunktion auf die Typ-2-Immunreaktion und Tn-17-Zellen zu haben.
Dies lasst sich mit der Rolle des KIF3A im proinflammatorischen Wnt-Signalweg erkléren:
Normalerweise hemmt KIF3A diesen Signalweg iber Abbau von R-Catenin. KIF3A schiitzt ein
entscheidendes Protein des R-Catenin-Abbaukomplexes*? und bindet ein anderes Protein,
welches bei Freisetzung sonst den R-Catenin-Abbaukomplexes inaktiviert.(!43) KIF3A fordert also

im Wildtyp den Abbau von B-Catenin, welches tiber mehrere Wege proinflammatorisch wirkt.
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Zum einen (iber gesteigerte Expression des T-cell factor-1 (TCF-1),%4¥ der die Differenzierung
von Tnaiv zu Tw2 Uber Aktivierung ihres Haupttranskriptionsfaktors GATA-3 fordert. Dieses
stimuliert die Bildung von IL-4 nach TCF-1-Einfluss.24® Zum anderen hemmt TCF-1 den
Haupttranskriptionsfaktor Foxp3 der Treq ®) und beeintrachtigt so die auf die Th2-lmmunreaktion
dampfende Wirkung der Treg.

Anhand dieser Erkenntnisse lassen sich die gefundenen Assoziationen des SNPs fiir den Phanotyp
AE+Atopie mit verstarkter Allergenantwort und das persistente AE mit verstarkter Tn2-
Immunreaktion erklaren. Eine Vermutung ist, dass der SNP zu einer verminderten Funktion bzw.
Expression von KIF3A fuhrt und darlber die regulierenden Funktionen des Proteins abgeschwacht
werden. Dies wére im Einklang damit, dass auch in heterozygoten KIF3A-Knockout-Mé&usen die
beschriebenen Effekte zu sehen waren. Zusammengefasst fordert ein eingeschréankt wirksames
KIF3A die Aktivierung des Wnt-Signalwegs mit erhéhten Spiegeln von B-Catenin, TCF-1, GATA-
3 und Senkung von Foxp3. Dies flhrt zu erhdhter Anzahl von pro-inflammatorischen Th2, und
Th17 sowie verringerter Anzahl anti-inflammatorischer Treg. Beides bedingt eine Th2 und TH17-
Antwort mit Bildung von IL-4, -5, -13 und -17 sowie dadurch stimulierte Entziindungszellen wie
Eosinophile und Basophile, aktivierte B- und Mastzellen mit Entziindungsmediatoren wie
Histamin und Leukotrienen mit Begunstigung atopischer Erkrankungen. Der mogliche Einfluss
des SNPs tiber die beschriebenen Signalwege ist zur Veranschaulichung schematisch in Abbildung
12 dargestellt.

rs2155219 — EMSY-LRRC32

hemmt
KIF3A-Gen :l; wnt- Th2-Immunreaktion
Wildtyp KIF3A I Signalweg.). kontrolliert
:> Abbaukomplex

S

SNP rs2897442 Th2 Th2—|r:er:|sut; gktion
a IL-4 IL-5 IL-13
Intron KIF3A-Gen :l; Transkription # Wnt- :; TCF-1 ?
Cytosin=> Thymin KIF3A-Protein J. SignalwegT J}
hemmt .
KIF3A B-catenin AE-Persistenz T

Treg

Abbildung 12. rs2897442 (KIF3A) - mdglicher Einfluss

Verminderte Transkription von KIF3A fihrt zu fehlender Hemmung des Wnt-Signalwegs. R-Catenin wird nicht abgebaut und aktiviert TCF-1,
das die Th2-Immunreaktion stimuliert und dadurch die die Auspragung des persistenten AE beguinstigt. (Abbildung schematisch nach
Ergebnissen der Autoren/Studien des zugehorigen Abschnitts.)
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Der SNP war signifikant mit dem Phanotyp des persistenten AE (OR = 1,27, p = 0,002) und des
kombinierten Subphénotyps AE+AR (OR =1,24, p = 0,016) assoziiert (siehe Tabelle 10).

Der untersuchte SNP liegt auf Chromosom 11 zwischen dem Gen EMSY und dem Gen LRRC32.
Dieser Risikogenort wurde 2009 in der ersten GWAS fiir das AE® identifiziert (rs7927894, LD:
>=0,67, D‘=0,98, siehe Tabellen 3 und 8). Es handelt bei beiden SNPs entsprechend um das
gleiche Assoziationssignal und der verwendete SNP wurde lediglich auf Grund eines geringfiigig
besseren p- und OR-Werts ausgewdhlt (siehe Tabelle 7). In einer 2011 publizierten Studiet*”
wurde erstmals die Assoziation dieser Genregion mit Asthma bronchiale und allergischer Rhinitis
in der ALSPAC-Kohorte publiziert. Die groBten Effekte wurden dort fir die kombinierten
Phanotypen Asthma+AE und AR+AE gefunden. 2011 wurde der in meiner Arbeit verwendete
SNP rs2155219 in einer GWAS mit AR assoziiert® und 2013 wurde er in einer europaischen
GWAS fiir das AE beschrieben.(” Seitdem wurde der gleiche SNP in einer GWAS im Jahr
2019423 fir das AE repliziert und in einer GWAS-Metaanalyse von 2015®29 wurde eine
Assoziation zum Phénotyp AE+Asthma gezeigt. Zusatzlich wurden zwei Assoziationen des SNPs
mit Phanotypen einer allergischen Sensibilisierung publiziert, 2013 in einer GWAS®*®) als
Sensibilisierung gegen mind. ein Allergen und 2015 als Phénotyp einer Polysensibilisierung gegen
mind. 4 Aeroallergene in einer Kohortenstudie.**® Vergleichbar zeigte sich in meiner Studie
ebenfalls ein signifikanter p-Wert (p = 0,032, OR = 1,18) firr den Phénotyp AE+Atopie (siehe
Tabelle 11, linker Phénotyp), definiert als AE mit mind. einem positiven Pricktest. Nach
Adjustierung bezuglich des Effekts des AE zeigte sich keine Signifikanz (siehe Tabelle 11, rechter
Phénotyp), sodass der SNP in meiner Arbeit insgesamt als nicht signifikant assoziiert mit dem
Phanotyp AE+Atopie gewertet wurde. Eine Untersuchung eines reinen Atopie-Phénotyps ohne
AE ist in meiner Arbeit nicht erfolgt auf Grund des Fokus‘ meiner Arbeit auf das AE. Eine
Polysensibilisierung von mind. 4 Aeroallergenen war bei den vorliegenden Pricktestdaten in
meiner Arbeit nicht evaluierbar.

Zwei SNPs des gleichen Genorts in hohem LD mit dem SNP meiner Arbeit wurden in GWAS aus
den Jahren 2015 (rs2212434, r2=0,82)?2 und 2017 (rs7936323, rz2 = 0,90)® repliziert. Bei
erstgenannter GWAS als Assoziation mit dem Phénotyp des AE, bei letzterer mit einem weiter
definierten Phanotyp AE und/oder AR und/oder Asthma.

Zusammenfassend und im Einklang mit den Ergebnissen meiner Arbeit, besteht eine konsistente
und starke Assoziation dieses Genorts mit allen allergischen Erkrankungen und der allergischen
Sensibilisierung. Dartiber hinaus ist dieser Genort mit zahlreichen anderen chronisch-
entziindlichen  Erkrankungen, wie Colitis ulcerosa®®®, Morbus Crohn®?  und

Autoimmunerkrankungen wie z.B. Alopecia areata*® assoziiert. Lange war das relevante Gen an
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diesem Genort und sein funktioneller Mechanismus bei der Entstehung allergischer Erkrankungen
ungeklart. Der in dieser Arbeit untersuchte SNP liegt zwischen den Genen EMSY und LRRC32.

In einer eQTL-Analyse aus dem Jahr 2013 wurde eine signifikante Assoziation des SNPs
rs2155219 mit reduzierter Genexpression der beiden angrenzenden Gene EMSY (p =4 x 10°?) und
LRRC32 (p = 7 x 10°) in Leukozyten gezeigt.!*® LRRC32 kodiert das Membranprotein
Glycoprotein A repetitions predominant (GARP), welches einen Rezeptor auf Treg darstellt. Erst
neueste Forschungsergebnisse einer Studie aus dem Jahr 2020 liefern klare Hinweise auf das
Wirken des Genorts auf einen distalen Verstarker des Gens LRRC32.%% Sje zeigen an Hand des
SNPs rs11236797, der in komplettem LD mit dem in dieser Arbeit untersuchten SNP rs2155219
ist (D° = 1,0; > = 0,89)%% und experimentellen Daten im Mausmodell, dass Trager von
bestimmten SNPs des Genorts eine verminderte Genexpression von GARP aufweisen, die zu einer
reduzierten Funktion von Treqg fuhrt. Als Folge wird beschrieben, dass diese Treg nicht fahig sind
die Entziindungsreaktion der chronisch-entziindlichen Darmerkrankung Colitis ulcerosa in einem
Mausmodell zu kontrollieren. Colitis ulcerosa und AE weisen nach einer Metastudie von 2020
eine signifikante Komorbiditat auf,*® weshalb die Entschliisselung eines méglichen
gemeinsamen immunologischen Signalwegs nicht unerwartet ist. Von den Autoren der erwéhnten
Studie wird im Detail gezeigt, dass SNPs dieses Genorts mit einer Reduzierung der Histon-
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TGF-R :'; TGF-R =[| Immunreaktion
GARP GARP :; -
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rs2155219/Genort

Verstirkerwirkung auf LRRC32-Gen J.
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Abbildung 13. rs2155219 (EMSY-LRRC32) - mdglicher Einfluss

Genort des SNPs fiihrt zu verringerter Verstarkerwirkung auf LRRC32-Gen. Dies bewirkt eine verringerte Expression von GARP-Rezeptor auf
Treg. Dadurch wird die Treg-Funktion vermindert, da das latente TGF-8 nicht aktiviert wird. Folglich werden Th2-Zellen und Mastzellen sowie
Th1 nicht gehemmt, was die atopische Entziindung bei AE + Asthma + AR verstarkt. (Abbildung schematisch im Wesentlichen nach Nasrallah et
al. (2020), Cuende et al. (2015) und Ndaw et al. (2017).)
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Acetylierung und Konformitatsanderung in Treg einhergehen und so die Interaktion mit dem
Promoter des Gens LRRC32 verdndern, was letztendlich eine verminderte GARP-Expression
bewirkt. Zusétzlich zeigen sie, dass dies hochstwahrscheinlich ber eine Beeintrachtigung der
Bindung des Transkriptionsfaktors STAT-5 (Signal transducers and activators of transcription)
und in geringerem MafRe von NF-kB an die Verstarkerregion verursacht wird, denn Antikorper
gegen diese Faktoren verhinderten ebenfalls die GARP-Expression in Treg, trotz Stimulation durch
IL-2. Die Implikationen der erwéhnten Studie decken sich mit den Ergebnissen friherer Studien
an humanen Treg in Bezug auf Wirkmechanismen des Gens: Andere Autoren zeigten schon im Jahr
2015, dass GARP latentes TGF-B bindet und zur Aktivierung von TGF-R beitragt.15® Erst tiber
aktives TGF-B vermitteln Treg ihre immunsuppressiven Funktionen, die in der Studie durch die
GARP-Antikorper bei humanen Treg geblockt wurden. AuBerdem wurden im Jahr 2016 bei AE-
Patienten dieses Genorts sechs seltene SNPs in dem Gen LRRC32 als Missense-Mutationen
identifiziert.?>" Es wurde gezeigt, dass bei Vorhandensein einer Missense-Mutation des Gens
LRRC32, die Expression von GARP auf der Zelloberflache von Treg-Zellen verringert war und
ebenfalls eine abgeschwéchte Funktion der Treg nach Stimulation nachweisbar war. Ein Mangel an
GARP und damit verminderte Funktion von Treg hat zur Folge, dass TGF-R1 weniger aktiv ist und
damit Mastzellen sowie Tnl und Tn2-Zellen mit ihren zugehdérigen Entziindungsmediatoren wie
Histamin, 1L-4, IL-13, IL-33, IFN-y und TNF-a weniger unterdriickt bzw. kontrolliert werden. %8)
Zusammenfassend ist eine verminderte GARP-Oberflachenexpression auf Treg mit dadurch
eingeschrankter Interaktion und reduziertem aktivem TGF-B8 mit folglich verringerter
Kontrollfunktion der Treg auf entziindliche Prozesse als eine wahrscheinliche Ursache fiir die
Assoziation des Genorts nahe dem LRRC32-Gen mit dem AE und anderen atopischen
Erkrankungen zu sehen. Dies bietet somit einen moglichen Erklarungsansatz fir die Assoziationen
dieses SNPs mit dem persistenten AE, den kombinierten Phénotypen AE+AR und
AE+Asthma+AR in meinen Analysen und Assoziationen zu weiteren atopischen Phanotypen der
dargestellten GWAS und Kohortenstudien, da eine verminderte Funktion von Trg einen
verstarkenden Einfluss auf alle atopischen Erkrankungen hat (siehe Abbildung 13).

rs13015714 — IL18R1

Dieser SNP zeigte eine signifikante Assoziation in der Interaktionsanalyse. Dort zeigte der SNP
einen deutlichen Effekt zusammen mit FLG, worauf in Kapitel 6.7 néher eingegangen wird. Bei
den anderen Phanotypen zeigte sich keine Signifikanz. Der SNP wurde nach seiner Entdeckung
im Jahr 2012 in einer japanischen GWAS® in weiteren GWAS fiir den Phanotyp AE repliziert,
auch in europdischen Populationen in den Jahren 2013,® 2015,22 und 2019%%3), Andere SNPs
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des gleichen Gens IL18R1 wurden in bisherigen GWAS mit dem Phanotyp Asthma assoziiert,
erstmals im Jahr 2010%°9 und spater mehrfach repliziert u.a. im Jahr 2019423 Allerdings liegt der
héchste LD-Wert dieser SNPs mit dem hier untersuchten SNP bei r2 = 0,26 (rs3771166)*%? und
somit stellen die SNPs mdglicherweise ein anderes Assoziationssignal dar.

Der SNP rs13015714 liegt intergenisch zwischen den Genen IL1RL1 und IL18R1, deutlich ndher
jedoch am Gen IL18R1 mit unter 400 Basen Entfernung, im Gegensatz zu 3000 Basen zu IL1RL1.
Es liegen eQTL-Daten aus einer GWAS-Metaanalyse aus dem Jahr 2015 vor, die zeigen, dass 18
SNPs des gleichen Genort in hohem LD (r2>90%) mit der in dieser Arbeit untersuchten Variante
und gleichem Risikoallel eine signifikante Assoziation mit der gesteigerten Expression von
IL18R1 zeigen mit p-Werten in der von Haut 5 x 10* und Lymphozyten p = 1 x 10
(Supplementary table $19).?? Dies gibt einen Hinweis auf die Wirkung dieses Genorts auf eine
hohere Expression des Gens IL18R1, daher wird dieses Gen und dessen mogliche Rolle auf das
AE ndher betrachtet: Der vom Gen IL18R1 kodierte Rezeptor IL18Ra ist die Bindungsstelle fur
IL-18. Der Rezeptor wird auf Thl, NK-Zellen, natirlichen Killer-T-Zellen (NK-T), Basophilen
und Mastzellen exprimiert, nicht jedoch auf T12.2%9 |L-18 wird stets als inaktive Vorstufe pro-
IL-18 produziert und wirkt erst nach Spaltung und Aktivierung tber Proteasen. Aktives IL-18
bindet IL18Ro und vermittelt seine Wirkung im Normalzustand zum Grof3teil tiber die Aktivierung
des NF-kB-Signalwegs. Dieser verursacht eine Th1-Entzindungsreaktionen via IFN-y, IL-1R, IL-
6, TSLP und TNFo.V Interferon-y ist neben IL-12 eines der Hauptzytokine von Twul.
Entscheidend fur das AE scheint ein antagonistischer Effekt von IL-18 je nach dominierendem
Zytokinumfeld zu sein: In Studien wurde gezeigt, dass IL-18 in Abwesenheit von IL-12 zur
Erh6hung von Tw2-Zykokinen fihrt, die durch die Anwesenheit von IL-2 und/oder IL-4 weiter
verstarkt wird. Direkt vermittelt durch 1L-18 werden NK-T(2 und Basophile (geringer auch
Mastzellen)®® zur 1L-4-Produktion angeregt mit gleichzeitiger Erhéhung von 1L-13 und IFN-y.
Tnl-Zellen bilden in Abwesenheit von IL-12 ebenfalls das Tn2-Zytokin IL-13 zusétzlich zum
normalen Zytokinspektrum@4 und verstirkt werden die IL-13-Spiegel noch durch die
Kombination mit IL-2 oder Allergenen.®% Abhéngig von IL-4 zeigte die Administration von IL-
18 auch eine dosisabhangige IgE-Erhéhung.(166)

Zusammengenommen sind diese Effekte eine mogliche Erklarung, weshalb der IL18R1-SNP
allein keine signifikante Assoziation im Phénotyp des persistenten AE zeigte, da I1L-18 in einem
Tnl-dominierten Milieu oder in Homdostase keine Th2-Zytokinreaktion verursacht. Erst in Tn2-
dominiertem Milieu verstarkt 1L-18 die Th2-Reaktion. Auf diesen Zusammenhang wird im

kommenden Abschnitt 6.7 genauer eingegangen.
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6.7. SNP-SNP Interaktionsergebnisse

Im Bereich der SNP x SNP-Interaktionen ist bislang wenig bekannt. Daher sind die
Interaktionsergebnisse dieser Arbeit als interessanter Ansatz fiir weitergehende Forschung zu
sehen: In den Interaktionsanalysen dieser Arbeit wurden drei zuvor noch nicht bekannte, mogliche
SNP x SNP-Interaktionen identifiziert (siehe Tabelle 15). Eine signifikante Assoziation zeigte sich
fur die Interaktion von FLG mit rs2897442 (KIF3A). Die beiden anderen signifikanten
Interaktionen waren FLG mit rs13015714 (IL18R1) und IL18R1 mit rs6010620 (RTEL1-
TNFRSF6B). Interessanterweise scheint es plausible Signalwegverkniipfungen zu geben. Denn in
je zwei Interaktionen sind IL18R1 und FLG betroffen. Also war zweimal FLG, das potenteste Gen
fur einen Hautbarrieredefekt beteiligt, jeweils in Verbindung mit einem SNP, der in der Nahe zu
einem auf das Immunsystem wirkenden Gen liegt. Dies weist auf eine sinnvolle Verbindung
zwischen den Pathomechanismen des AE hin - dem Hautbarrieredefekt auf der einen Seite und der
Dysregulation des Immunsystems auf der anderen Seite - und spricht fur eine Plausibilitat der
Ergebnisse. Nachfolgend werden Ansatze fur einen mdoglichen risikoverstarkenden
Interaktionseffekt der SNPs bzw. zugehoriger Gene auf die persistente Form des AE diskutiert.

Interaktion FLG-Nullmutation x rs13015714 (IL18R1)

Der signifikante RERI (0,794) bei Tragern der SNP-Kombination FLG und IL18R1 (p-emp =5 x
10, Kl-Bootstrap [0,05-1,53], siehe Tabelle 15) bedeutet ein deutlich gesteigertes RR im
Gegensatz zu dem erwarteten additiven Risiko von AE bei Vorkommen beider SNPs. Die in dieser
Arbeit gefundenen signifikanten, RERI des FLG mit dem SNP rs2897442 (KIF3A) sowie FLG +
rs13015714 (IL18R1) stellen neue Erkenntnisse dar, die sich in das Bild einzelner aktueller
Studienergebnisse fuigen. So wurde 2016 in einer polnischen Kohorte ein Interaktionseffekt fur
FLG und einen SNP des IL-18-Gens auf das AE gezeigt.*®” Der SNP dort betrifft das IL-18 direkt,
im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit untersuchten SNP, der fur den Rezeptor IL18Ra kodiert.
Die in dieser Arbeit gefundene Interaktion des FLG mit dem Gen des Rezeptors IL18R1 bekraftigt
das Vorhandensein eines bedeutsamen, AE-verstarkenden Mechanismus zwischen den
Signalwegen von FLG und IL-18. Der verknupfende Faktor zwischen IL-18 bzw. seinem Rezeptor
und FLG-Nullmutationen scheint das Bakterium S. aureus zu sein. Bemerkenswerterweise betragt
die Pravalenz einer Kolonisation mit S. aureus bei AE-Patienten auf entziindeten Hautldsionen
70% und 39% auf nicht-entzlindeter Haut im Gegensatz zu einem geringen Prozentsatz in der Haut
von Gesunden.*®® Bekraftigend wurde in einer longitudinalen Studie mit 150 Sauglingen bei einer
signifikanten Anzahl der 36 S&uglinge mit spéterer AE, eine vorausgehende Kolonisation der Haut

mit S. aureus festgestellt.*¥ Fiir die verstarkte Kolonisation der Haut mit S. aureus beim AE
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spielen mehrere Effekte zusammen, die vor allem durch FLG-Nullmutationen bedingt sind und
die gleichzeitig die Wirkung von IL-18 proinflammatorisch verstarken kénnen:
FLG-Nullmutationen fiihren strukturell zu erhdhter Durchléssigkeit der Epidermis fiir Bakterien
wie S. aureus. Dabei spielt die Adhé&sionsstarke des S. aureus an Keratinozyten eine wichtige
Rolle. Die Adhésion ist bei reduzierten Spiegeln von Natural moisturizing factor (NFM) deutlich
verbessert.!’9 Da NFM aus Abbauprodukten des FLG gebildet wird, besteht ein linearer
Zusammenhang zwischen FLG- und NFM-Spiegeln. Dementsprechend ist NFM bei FLG-
Nullmutationen erniedrigt und so die Adhé&sion von S. aureus stark beglnstigt. Ebenfalls in diese
Richtung weisen entdeckte Wirkungen des FLG, die zeigen, dass intaktes FLG normalerweise
uber die Bildung von Sphingomyelinase die zytotoxischen Wirkungen des a-Toxins von S. aureus
hemmt und damit die Keratinozyten vor Zelltod schiitzt.*”Y Bei Nullmutations-Tragern fallt diese
Schutzfunktion weg und S. aureus verstarkt den Barrieredefekt und die Entziindungsreaktion durch
eine  Toxin-vermittelte Zerstdrung von Keratinozyten. Zusétzlich sind fir NFM
proliferationshemmende Wirkungen gegeniber Staphylokokken bekannt, die bei Trégern von
FLG-Nullmutationen fehlen.”? Bedeutsame antimikrobielle Peptide (AMP), die gegen S. aureus
wirksam sind, werden durch ein Tu2-Zytokinmilieu herunterreguliert.*”® In einem Mausmodell
wurde bei FLG-Knockout-Mé&usen gezeigt, dass durch das fehlende FLG eine S. aureus Penetration
in die Dermis ermdéglicht wird und dies eine verstarkte Expression der Th2-Zytokine IL-4, IL-13,
TSLP und IL-17a auslost ohne Erhéhung der Interferone o und .74 In der Haut von Patienten
mit AE sind erhohte Werte von IL-18 nachweisbar, die signifikant mit der Kolonisation der Haut
mit S. aureus assoziiert sind und zusétzlich mit dem Schweregrad der Erkrankung korrelieren.7
Im Normalzustand liegt der iberwiegende Teil von IL-18 als inaktives pro-1L-18 intrazellular vor
und wird erst nach Prozession durch Proteasen aktiviert.*7® In einem Mausmodell wurde eine
verstérkte 1L-18 Sekretion bei defekter Hautbarriere nach Applikation von S. aureus Protein A auf
der Haut gezeigt.*’”) So filhrt die Hautinfektion mit S. aureus begunstigt durch den Barrieredefekt
bei fehlendem FLG zur Freisetzung von pro-IL-18. Chymase, welches nach S. aureus Kontakt
durch Mastzellen freigesetzt wird, ist wohl in der Lage das inaktive pro-1L-18 zu aktivieren.7®
Diesbeztiglich wurde im Jahr 2013, in einer im Nature publizierten Studie, das S. aureus Toxin-5
als potenter, direkter Aktivator zur Degranulation von Mastzellen ausgemacht ohne Notwendigkeit
einer IgE-Bindung. Als Folge wurde die Induktion einer Tu2-Reaktion beschrieben."®)

Den vorher erwahnten eQTL-Daten?? (siehe Kapitel 6.6, S. 73) nach zu urteilen wird die
Genexpression des Gens IL18R1 in Lymphozyten und der Haut durch den Genort des hier
untersuchten SNPs erhoht.?2 Im Folgenden stelle ich eine mégliche Theorie der Interaktion

beider SNPs auf das persistierende AE dar, unter Einbeziehung der erlauterten Studienergebnisse:
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Aus der erhohten Genexpression von IL18R1 als Folge des SNPs rs13015714 resultiert eine
erhohte Rezeptordichte von IL18Ra auf Immunzellen, die diesen Rezeptor exprimieren, wie
Mastzellen, Tw1-Zellen NK-T und dadurch zu einer Wirkungsverstarkung von IL-18. Durch die
Penetration und Entzindung von S. aureus, ermdglicht Gber den durch FLG-Nullmutationen
verursachten Barrieredefekt, kommt es zur Tnw2-Reaktion und Steigerung von IL-18. S. aureus
wirkt auf mehreren Wegen als zentraler Faktor fir die Erhdhung von IL-18 und Tn2-Zytokinen:
Erstens zerstort es Keratinozyten, die inaktives pro-1L18 freisetzen. Zweitens kommt es durch die
verursachte Entzliindung zur Rekrutierung von Immunzellen wie Basophilen, Mastzellen, NK-T
und Tw. Drittens flhrt es Gber sein gebildetes 5-Toxin zur Degranulation von Mastzellen und tiber
ihre Mastzellchymase zur IL-18 Bildung aus pro-IL-18 sowie Ausschittung von Th2-Zytokinen
und Histamin. AufRerdem bewirkt S. aureus die Bildung und Freisetzung von TSLP aus
Keratinozyten, welches anschliefend an dendritische Zellen (DC) bindet. TSLP-Bindung an DC
fuhrt zur Einleitung der Differenzierung von Tnaiv zu T2 und nachfolgend zur Bildung von Tw2-
Zytokinen. Insgesamt wird durch die FLG-Nullmutationen und einhergehende S. aureus
Kolonisation/Infektion also ein Tn2 dominiertes Zykokinmilieu induziert. Wie zuvor im Abschnitt
des SNPs rs13015714 beschrieben, verstarkt IL-18 in T2 dominiertem Zytokinmilieu (bzw. schon
allein in Abwesenheit von IL-12) die Th2-Reaktion. Diese wird direkt tber NKT, Basophile und
Mastzellen vermittelt und nachfolgend in Th2-Umfeld sogar tiber IL-13-Bildung durch Tn1-Zellen
verstarkt.

Zusammengefasst konnte die Interaktion der SNPs also darin bestehen, dass der Barrieredefekt
durch FLG-Nullmutationen tiber eine verstérkte Kolonisation und Infektion durch S. aureus eine
Th2-Zytokindominanz begunstigt sowie die 1L-18 Freisetzung erhoht. Die erhdhte Genexpression
von IL18R1 durch rs13015714 verstérkt die 1L-18 Wirkung auf NK-T, Basophilen, Mastzellen
und Tul, welches auf Grund der vorliegenden Tn2-Zytokindominanz zu einer weiteren
Verstarkung der Th2-Zytokinreaktion sowie IgE-Produktion und damit zu einer potenzierten

Hautentzlindung im Sinne eines persistierenden AE fuhrt (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14. SNPxSNP Interaktion FLG x 1L18R1 — mdgliche Wirkungen
FLG-Nullmutation: Verursacht Hautbarrieredefekt. S. aureus penetriert Epidermis + Hautentziindung. 1) Zerstorte Keratinozyten setzen pro-I1L-18 frei. 2) Bildung &-Toxin filhrt zu Mastzell-(MZ-) Degranulation und
freigewordene Chymase spaltet Pro-1L-18 zu aktivem IL-18, zusétzlich werden Th2-Zytokine frei 3) Zellstimulation: Basophile (Baso), MZ, natiirliche Killer-T-Zellen (NK-T), Th1-Zellen 4) TSLP-Freisetzung aus

Keratinozyten wird induziert. Dadurch werden dendritische Zellen (DC) Th2-spezifisch aktiviert. Das Priming von naiven T-Zellen (Tnaiv) zu T-Helferzellen Typ2 (Th2) wird begiinstigt und Th2-Zytokine gebildet,
nachfolgend Giber B-Zellstimulation auch IgE)

IL18R1-SNP: Erhoht die Genexpression fiir IL18-Rezeptor o. Resultierend: Mehr Bindungsstellen fiir IL-18 auf MZ, Baso, NK-T, Th1. NK-T und MZ+Baso produzieren Th2-Zytokine bei IL-18 Bindung und
verstarken die Th2-Dominanz. Thl produzieren bei IL-18-Bindung an IL-18Ra bei Th2-Dominanz Th2-Zytokine wie I1L-13, zusatzlich zu Th1-Zytokinen wie Interferon-y (IFNy). So kommt es zur gegenseitigen
Wirkungsverstarkung der SNPs, welche ein persistentes AE verstarken (Abbildung schematisch nach Ergebnissen aller Autoren/Studien der zugehdrigen Abschnitte).
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Interaktion FLG-Nullmutation x rs2897442 (KIF3A)

Es zeigte sich in den Interaktionsberechnungen ein hochsignifikanter und hoher RERI fir FLG-
Nullmutationen in paarweiser Analyse mit rs2897442-KIF3A (RERI = 1,13, KI = 0,43-1,90, p =
1x10*, siehe Tabelle 15). Das Vorkommen beider Varianten bewirkt demnach ein potenziertes
Risiko fur AE im Gegensatz zum erwarteten additiven Effekt der einzelnen Varianten. Dieses stellt
eine bisher noch nicht bekannte Entdeckung dar. Lediglich fiir einen SNP im Intron des IL-4-
Rezeptor-Gens auf Chromosom 16 wurde 2018 eine signifikante Interaktion bezuglich allergischer
Sensibilisierung und FLG in der Analyse zweier Geburtskohorten identifiziert.!89 Diese ist
eventuell auf einen &hnlichen Wirkungsweg zuruckzufiihren, da die Gene KIF3A und IL4R
moglicherweise beide tber IL-4-Signalwege einen Einfluss auf die Th2-Immunreaktion haben.
IL-4 stellt ein zentrales Interleukin in der Typ-2-Immunreaktion dar und kann durch eine
beeintrachtigte KIF3A-Kontrollwirkung, Gber mehrere Wege gesteigert werden. Daraus ergeben
sich viele Maoglichkeiten fir synergistische Interaktionseffekte mit FLG in Bezug auf eine
Risikoerhohung des AE. Der zentrale gemeinsame Signalweg scheint hierbei der JAK1-STAT6-
Signalweg (JAK = Januskinase) zu sein. Eine erste plausible Erklarung bietet eine 2008 publizierte

Studie im Mausmodell, da hier eine direkte Verbindung zwischen dem IL4/IL13-Genort und FLG
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Abbildung 15. SNP x SNP-Interaktion KIF3A x FLG - mégliche Wirkungen

FLG-Nullmutationen bedingen Eindringen von Erregern und Allergenen durch die defekte Hautbarriere

KIF3A-SNP bedingt Uberproduktion von IL-4, das anti-mikrobielle Peptide hemmt und zu Superinfektionen fiihrt. B-Zellen bilden nach I1L-4-
Aktivierung vermehrt spezifisches IgE, das an Mastzellen und Basophile vermehrt Allergene bindet und eine allergische Reaktion ausldst.
FLG-Nullmutationen und KIF3A in Kombination verstérken so moglicherweise AE- und Atopie-Risiko. (Abbildung schematisch nach den
Ergebnissen der Autoren/Studien der zugehdrigen Abschnitte.)
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aufgezeigt wurde.*®D Die Studie wies eine Herabregulierung von Keratinstiitzproteinen wie
Involucrin und Loricrin via IL-4 und IL-13 iiber den JAK1-STAT6-Signalweg.® So kénnte bei
Trégern von FLG-Nullmutationen die schon gestorte Schutzfunktion der Haut zusatzlich noch
durch die vom KIF3A-SNP getriggerte verminderte Produktion anderer Stlitzproteine wie Loricrin
und Involucrin beeintrachtigt werden.®% Eine noch starker geschédigte Epidermis wére die Folge,
welche auch eine persistente Form des AE beglnstigen wirde. An anderer Stelle wurde gezeigt,
dass erhohtes IL-4 ebenfalls Uber den gleichen JAK1/STAT-6 Signalweg, die Bildung
antimikrobieller Peptide hemmt.8? Daraus folgt eine Anfalligkeit fur Hautinfektionen, die sich
durch eine gestorte Hautbarriere entsprechend potenziert, da so die Grundlage fir das Eindringen
und Ausbreiten von Erregern und Allergenen gegeben wird, wie auch schon im vorherigen
Abschnitt bei der Interaktion von FLG x IL18R1 erldutert. Die in der Einleitung erwahnte, deutlich
erhdhte Rate an Superinfektionen der Haut mit S. aureus als Impetigo contagiosa bei AE-Patienten
lie3e sich durch beide Interaktionen erkl&ren. Eine Untersuchung dieses Subphanotyps ware von
besonderem Interesse. Allerdings lagen in der ALSPAC-Kohorte keine klinischen Daten ber
kutane Infektionen mit Staphylokokken vor.

Ein weiterer Interaktionseffekt der beiden SNPs kdnnte sich Giber den vermehrten Allergenkontakt
bei gestorter Hautbarriere durch FLG-Nullmutationen und eine verstirkte Reaktion des
Immunsystems im Sinne einer Allergie wegen eines beeintréchtigten KIF3A-Proteins ergeben: Ein
durch fehlende KIF3A-Kontrolle gesteigertes IL-4 stimuliert B-Zellen zur Produktion von IgE in
uberméligem MaRe als Reaktion auf die durch FLG-Nullmutationen bedingte, vermehrte
Allergenexposition in der Dermis.‘®? |gE bindet und aktiviert Mastzellen daraufhin in
pathologischem MaRe und fuhrt bei erneutem Allergenkontakt zur allergischen Reaktion (siehe
Abbildungen 1 und 5).

Interaktion rs13015714 (IL18R1) x rs6010620 (RTEL1-TNFRSF6B)

In der Interaktionsberechnung (siehe Tabelle 15) zeigte sich eine signifikante Assoziation der
beiden SNPs (RERI = 0,55, P = 0,013, Bootstrap-KI = 0,04 — 0,87). Der SNP rs6010620 ist eine
Intronvariante des Gens RTEL1 und stellt eine Variante dar, die auch mit einer veranderten
Transkription in das benachbarte Gen TNFRSF6B verbunden wird (RefSeq, Sep 2013). Die
Genregion von 200 kb in direkter Umgebung des SNPs enthalt acht verschiedene Gene in
geringem Abstand, daher ist bisher unklar, welches der Gene urséchlich mit dem Ekzemrisiko
assoziiert ist. Der gleiche SNP wurde in mehreren GWAS fiir das AE repliziert.(10122123) 2015
wurde fir den SNP eine Assoziation mit einer signifikant erhohten Expression von TNFRSF6B in

Haut-eQTL-Daten gezeigt (p = 6,8 x 10, Supplementary table $19).222 Dariiber hinaus wurden
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TNFRSF6B-SNPs des gleichen Genorts in einer GWAS schon im Jahr 2008 mit chronisch-
entziindlichen Darmerkrankungen assoziiert und interessanterweise zeigte sich dort eine
signifikant erhohte Serumkonzentration des tber TNFRSF6B kodierten Rezeptors Decoy receptor
3 (DCR3) in den Individuen mit TNFRSF6B-SNP.83) Es deuten also mehrere Hinweise darauf,
dass der untersuchte SNP rs6010620 (ber eine erhdhte Genexpression des Gens TNFRSF6B und
daraus resultierende erhohte Konzentration des kodierten Rezeptors DCR3 wirkt. Es wurde fir
erhdhte Konzentrationen von DCR3 gezeigt, dass sich dendritische Zellen dadurch zu einem
entziindlichen Tw2-induzierenden Typ entwickeln und eine deutlich gesteigerte 1L-4 Produktion
durch Traiv folgt.8® Unter diesem Hintergrund lasst sich ein plausibler Interaktionsmechanismus
fur die in meiner Arbeit berechnete signifikante Interaktion mit dem IL18R1-SNP ableiten: Wie
schon in der Interaktion des IL18R1-SNPs mit FLG beschrieben (siehe Abbildung 14), beruht der

von mir vermutete Hauptwirkmechanismus des IL18R1-SNPs auf das AE darauf, dass die IL-18
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Abbildung 16. SNP x SNP Interaktion TNFRSF6B x IL18R1 — mégliche Wirkungen

RTEL1-TNFRSF6B-SNP: Erhoht die Decoy receptor 3 (DCR3) Expression. DCR3 modulierte dendritische Zellen (DC) induzieren daraufhin
die Th2-Differenzierung und IL-4-Produktion von naiven T-Zellen (Tnaiv), was eine Th2-Zytokindominanz zur Folge hat. Dies verandert die
Wirkung des IL-18 SNPs in Richtung einer Th2-Reaktion.

IL18R1-SNP: Erhoht die Genexpression fur den IL18-Rezeptor a (IL18Ra). Daraus resultieren mehr Bindungsstellen fiir IL-18 auf Mastzellen
(MZ), Basophilen (Baso), natirlichen Killer-T-Zellen (NK-T) und T1-Helferzellen (Th1). NK-T und MZ+Baso produzieren bei IL-18 Bindung
Th2-Zytokine und verstérken die Th2-Dominanz. Thl produzieren bei IL-18-Bindung an IL-18Ra und bei vorliegenderTh2-Dominanz
ebenfalls Th2-Zytokine wie IL-13, zusétzlich zu den normalerweise produzierten Th1-Zytokinen wie Interferon-y (IFNy).

So interagieren und verstarken sich beide SNPs in ihrer Wirkung auf ein persistentes AE (Abbildung schematisch nach den Ergebnissen der
Autoren/Studien der zugehdrigen Abschnitte.)
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Wirkung verstarkt wird und IL-18 dann erst in einem Tx2-dominierten Zytokinumfeld ebenfalls
Th2-proinflammatorisch wirkt. Der vermutlich Gber den SNP rs6010620 verstérkt kodierte DCR3
bewirkt Uber die Modulation dendritischer Zellen, die in der Folge einerseits Tnaiv zu Tn2-Zellen
primen und andererseits direkt die IL-4 Produktion von Tnaiv erhdhen, die Férderung einer Th2-
Dominanz, die anschlieBend tiber die verénderte IL-18-Wirkung verstarkt wird. So wird tber diese
Interaktion beider SNPs mdglicherweise eine verstarkte Tw2-Wirkung vermittelt, die eine
persistente Form des AE zur Folge hat. Trotz des in der Theorie plausibel erscheinendem
Mechanismus, bleibt auf Grund des p-Werts von 0,013, der keine so hohe Signifikanz wie die
anderen gefunden Interaktionen (p = 1 x 10 und p = 5 x 10°®) zeigt, eine zufallige falsch-positive
Assoziation nicht auszuschliefen. Daher sollte diese mogliche Interaktion in nachfolgenden,

groReren Studien geprift werden.
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7. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit stellt eine genetische Assoziationsstudie dar, in der es gelungen ist, den
Einfluss vieler der bisher durch GWAS bekannt gewordenen SNPs mit Assoziation zum AE
anhand der grof3en longitudinalen ALSPAC-Geburtskohorte néher zu beleuchten und einige noch
unbekannte Assoziationen hinsichtlich der Ekzempersistenz, des atopischen Marschs und der
Interaktion zwischen SNPs zu identifizieren. Ein Grof3teil der untersuchten, assoziierten Genorte
wurde innerhalb der letzten 10 Jahre publiziert und in vielen Fallen waren damals das Risiko fur
weitere atopische Erkrankungen und der Einfluss auf den Krankheitsverlauf des AE noch nicht
bekannt.

Um diese Aspekte zu untersuchen, wurden alle in der ALSPAC signifikant replizierten SNPs in
eigens definierten, kombinierten Phanotypen des AE mit anderen atopischen Erkrankungen
(Asthma, AR, Atopie) sowie Phanotypen des AE-Verlaufs analysiert. Die erste aufgestellte
Hypothese, dass bestimmte SNPs das Risiko fir eine persistente Verlaufsform des AE erhthen,
wurde bestatigt.

Es wurden funf SNPs signifikant mit einem persistenten Verlauf des AE assoziiert. Fur die SNPs
der Gene FLG, IL6R und kurzlich auch OVOLL1 ist dies schon berichtet worden, fur die restlichen
zwei SNPs der Gene KIF3A und EMSY-LRRC32 stellt dies eine neue Erkenntnis dar.

Die zwei Risiko-Genorte FLG und SNP rs2155219 EMSY-LRRC32 zeigten sich signifikant mit
dem Phénotyp AE+Asthma+AR assoziiert, der als spezifischster Phénotyp auf den Endpunkt des
Phénotyps des atopischen Marschs hinweist. Zusétzlich war FLG in allen anderen kombinierten
Phanotypen signifikant assoziiert und rs2155219 im Phanotyp AE+AR. Diese zwei Genorte
scheinen den atopischen Marsch zu begunstigen und somit die diesbeziigliche Hypothese der
Arbeit zu bestdtigen. Der SNP rs2897442 des Gens KIF3A zeigte allein nur eine signifikante
Assoziation fur AE+Atopie und nicht fur die Kombinationsphanotypen mit AR und/oder Asthma.
Daher kann fir ihn ein erhohtes Risiko fur den atopischen Marsch bei alleinigem Vorkommen
nicht sicher festgestellt werden.

Allerdings bestatigte unter anderem dieser SNPs die letzte Hypothese beztiglich des Auftretens
von SNP x SNP-Interaktionen, die das AE-Risiko Uberproportional verstarken. Denn in
Verbindung mit FLG-Nullmutationen wurde fir den SNP rs2897442 des Gens KIF3A eine starke,
signifikante Interaktion identifiziert, die auf eine synergistische Verstarkung der Einzelrisiken und
zugehoriger Signalwege der beteiligten Gene hinweist. Dies stellt eine neue Entdeckung dar. Des
Weiteren zeigten die Kombinationen des SNPs rs13015714 mit FLG (IL18R1 x FLG) sowie mit
SNP rs6010620 (IL18R1 x RTEL-TNFRSF6B) ebenfalls signifikante Interaktionseffekte und damit
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neue Erkenntnisse auf. Diese Ergebnisse weisen auf noch unbekannte Ansatzpunkte hinsichtlich
der Entschlisselung der Pathomechanismen des AE hin und bestétigen Interaktionen als eine
Ursache fur die noch fehlende Liicke in der Heritabilitat der Erkrankung.

In der Recherche aktueller Studienergebnisse zu den einzelnen SNPs und maglicher Interaktionen
ihrer Signalwege, wurden plausible und somit vielversprechende Ansatze fur mogliche wirkende
Mechanismen gefunden und diskutiert. Dabei wurden auch eQTL-Daten der SNPs ber(icksichtigt.
Mit weiterfiihrenden Studien kénnte an dieser Stelle die Forschung ansetzen, um nach Aufklarung
bzw. Bestatigung der zu Grunde liegenden Mechanismen gegebenenfalls neue Medikamente mit
Angriffspunkten in diesen interagierenden Signalwegen zu entwickeln, die das Risiko oder die
Auspragung des AE in Zukunft verringern kdnnten.
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