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2. Einleitung 

2.1 DNA-Methylierung 

2.1.1 Ursprung und Lokalisation von DNA-Methylierung 

Der Begriff Epigenetik setzt sich aus dem altgriechischen epi: „danach, dazu, außerdem“, und 

dem ebenfalls altgriechischen Wort „Genetik“ zusammen [1]. Dieses Forschungsgebiet beschäf-

tigt sich mit den Mechanismen, die die Expression von Genen und daraus folgend die Entwicklung 

einer Zelle beeinflussen. Im Gegensatz zu der Genetik, ist in der Epigenetik nicht die DNA-

Sequenz das primäre Forschungsziel, sondern verschiedene Modifikationen des DNA-

Apparates. Die am besten untersuchten epigenetischen Modifikationen sind DNA-Methylierung 

und Histon-Acetylierung, -Methylierung und –Phosphorylierung [2]. Epigenetische Modifikationen 

sind verantwortlich für die Differenzierung von Stammzellen zu unterschiedlichen Zelltypen unse-

res Körpers, da allen Zellen die gleiche DNA-Sequenz zugrunde liegt. DNA-Methylierung ist 

ebenfalls verantwortlich für das Ausschalten des X-Chromosoms (Imprinting) beim weiblichen 

Geschlecht [3]. DNA-Methylierung beschreibt das Anhängen einer Methylgruppe an das 5. Koh-

lenstoff-Atom einer Cytosin-Restgruppe (als Teil des DNA-Strangs), um 5-Methylcytosin (5mC) 

zu bilden. Dieser Prozess wird katalysiert durch DNA-Methyltransferasen (DNMTs), welche Me-

thylgruppen von  S-Adenosyl-Methionin auf Cytosin transferieren [3]. Es ist wichtig anzumerken, 

dass beim Abbau von 5mc das Zwischenprodukt 5-Hydroxymethylcytosin (5hmC) entsteht, wel-

chem ebenfalls epigenetische Charakteristika zugesprochen werden [4]. In allen erwähnten Ar-

beiten wird von 5mc ausgegangen. Obwohl die meistbenutzte Methode zur Messung von DNA-

Methylierung (Bisulfit-sequenzierung) nicht zwischen 5mc und 5hmc unterscheiden kann, kann, 

aufgrund des geringen Vorkommens von 5hmc, von 5mc ausgegangen werden. Am häufigsten 

tritt DNA-Methylierung an Cytosinen auf, welchen Guanin-Nukleotide vorangehen, weshalb sie 

auch CpG sites genannt werden. CpG sites sind im menschlichen Genom nicht sehr weitverbrei-

tet, sie treten vor allem in Clustern auf und bilden häufig so genannte CpG islands. CpG sites 

liegen meistens methyliert vor, außer innerhalb von CpG islands. Es existieren einige unter-

schiedliche Definitionen von CpG islands [5], weshalb hier nicht näher auf die genaue Charakte-

risierung eingegangen wird. Es wird geschätzt, dass ca. 70% aller Gen-Promotoren innerhalb von 

CpG islands liegen [3].  

2.1.2 Wirkungsweise von DNA-Methylierung 

Wie bereits erwähnt, kann DNA-Methylierung maßgeblichen Einfluss auf die Expression von Ge-

nen haben. Dies wird durch folgende Mechanismen erklärt: Splicing-Regulation [6], Nukleosom-

Lokalisation [7] und Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren [8]. DNA-Methylierung innerhalb ei-

ner Promotorsequenz wird häufig mit der Repression der Genexpression in Verbindung gebracht 

[4]. Allerdings gibt es einige weitere Faktoren, die bei der Beurteilung der Auswirkung der DNA-

Methylierung in Betracht gezogen werden sollten. In einer Studie konnte nur bei 16% der CpG 
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sites nahe eines Transkriptionsstartpunkts eine negative Korrelation mit dem Methylierungsstatus 

festgestellt werden [9], wohingegen DNA-Methylierung innerhalb von CpG Islands in einer  kon-

sistenteren Unterdrückung der Genexpression resultiert [10]. Etwa 2 kb entfernt von CpG islands 

liegen CpG shores, wie bei CpG islands korreliert Methylierung hier ebenfalls mit Gensuppression 

[3]. Wie sich Methylierung innerhalb von Gensequenzen auswirkt, ist kontext-abhängig, da so-

wohl Erhöhung als auch Reduktion der Genexpression beobachtet wurden [3, 11]. Methylierung 

des ersten Exons wurde ebenfalls mit Suppression der Genexpression in Verbindung gebracht 

[12].  

Abbildung 1: Dynamik der DNA-Methylierung. DNA-Methyltransferasen (DNMT) steuern die 
DNA-Methylierung über de novo und als Instandhaltungs-Methylierung. Die benötigten Methyl-
gruppen stammen von S-Adenosylmethionin (SAM). Nach der Abgabe der Methylgruppe wird S-
Adenosylmethionin zu S-Adenosylhomocystein. Das daraus abgespaltene Homocystein wird 
über Involvierung des C1-Stoffwechsels (mit einigen Co-Faktoren, welche exogen durch unsere 
Ernährung zugeführt werden) zu Methionin. Dies wird schlussendlich wieder zu dem aktiven Me-
thylgruppenüberträger S-Adenosylmethionin. Demethylierung kann entweder passiv vonstatten-
gehen oder aktiv über die Enzymfamilie Ten-eleven-translocation (TET). Methylierung, der in der 
DNA enthaltenen Cytosine in Promotoren, kann die Genexpression hemmen, indem es die Zu-
gänglichkeit von Transkriptionsfaktoren zur DNA hemmt. 

2.1.3 Dynamik der DNA-Methylierung 

Um eine Dynamik von DNA-Methylierung zu ermöglichen (siehe Abbildung 1), muss es aktive 

Methylierungs- und Demethylierungsmechanismen geben. DNMTs sind sowohl an der de novo- 

und Instandhaltungs-Methylierung, also intragenerationell, als auch bei der Fortpflanzung, also 

der Weitergabe von epigenetischen Merkmalen von einer Generation an die Nächste, beteiligt 

[3]. Passive Demethylierung findet bei teilenden Zellen statt, beispielsweise durch Inhibition von 

DNMTs oder defekten DNMTs [3]. Aktive enzymatische Demethylierung erfolgt durch die Enzym-

familie TET, welche 5mC zu 5hmC oxidiert und weiterhin 5-formylcytosin und 5-carboxycytosin 

bildet [4]. Die Dynamik der DNA-Methylierung zeigt sich in vielen Umwelteinflüssen, die erwiese-

nermaßen Einfluss darauf nehmen können: Rauchen [13], Umweltschadstoffe [14] oder ver-

schiedenste Substanzen unserer Ernährung [15, 16]. Die genannten Einflussfaktoren wirken ent-

weder indirekt über Mechanismen, die die Methylierung beeinflussen können, wie Inflammation, 



2 Einleitung 10 

oder direkt über die Beeinflussung der Enzyme, die an der Instandhaltung oder der de novo-

Methylierung beteiligt sind. 

 

2.1.4 Analyse und Interpretation von DNA-Methylierungsdaten 

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Analyse von Einflussfaktoren auf epigenomweite Me-

thylierung. Diese Methode wird epigenome-wide association study (EWAS) genannt, wobei über 

das ganze Genom verteilt DNA Methylierung auf Nukleotid-Ebene einzeln gemessen wird. Unter 

den am weitesten verbreiteten Chips sind Illumina Infinium HumanMethylation450k BeadChip 

(Illumina 450k) und Illumina EPIC Human methylation microarray; diese messen die DNA-

Methylierung an ~450.000, bzw. ~850.000 CpG sites. Diese enorme Menge an Daten resultiert 

in technischen und statistischen Herausforderungen. Die statistischen Herausforderungen sollen 

nun in kürze erläutert werden.  

Die Messwerte der Chips werden meist als beta-values in EWAS implementiert. Diese Werte 

können als durchschnittliche Methylierung an diesem Locus interpretiert werden und liegen des-

halb zwischen 0 % und 100 % [17]. Die enorme Anzahl an statistischen Tests macht es unprak-

tikabel, die Grundannahmen einer linearen Regression für jeden Test zu überprüfen. Nichtsdes-

totrotz sind die Ergebnisse eines statistischen Tests nur valide, wenn die Annahmen dieses Tests 

erfüllt sind. Mansel et al. [18] haben in ihrer Analyse überprüft, ob Verletzungen der Annahmen 

zu Bias führen und kamen zu dem Schluss, dass die vorhandene Heteroskedastizität, nicht nor-

malverteilte Residuen und Linearitätsverletzungen zu keiner relevanten Verzerrung der Ergeb-

nisse führen. Weiterhin ist anzumerken, dass einige Autoren sich dafür aussprechen, beta-values 

zu M-values zu konvertieren [19]. Die Begründung liegt in der größeren statistischen Robustheit 

der M-values, allerdings ist, wie zuvor angesprochen, von keiner statistischen Verzerrung bei 

beta-values auszugehen, sodass die biologische Interpretationsfähigkeit der beta-values für de-

ren Verwendung spricht. Aufgrund der Menge an statistischen Tests und die daraus resultierende 

hohe Anzahl falsch-positiver Ergebnisse, ist die Korrektur für die family-wise error rate Pflicht, um 

Ergebnisse zu erhalten, die die Chance haben sollen, reproduziert werden zu können. Es exis-

tieren verschiedene Ansätze dafür. Die häufig genutzte Bonferroni-Korrektur ist konservativ und 

geht von unabhängigen Tests aus [20]. Davon ist in EWAS aber nicht auszugehen [21], deshalb 

wurde in den vorliegenden Arbeiten, die weniger konservative und folglich mit einer höheren 

Power ausgestatteten, Benjamini-Hochberg false-discovery rate (FDR)-Prozedur angewandt [18, 

22]. Eine letzte Besonderheit der Analyse von EWAS stellt die sogenannte genomische Inflation 

dar, welche charakterisiert ist durch die Abweichung von einer Gleichverteilung der resultierenden 

p-Werte. Dies wurde von Iterson et al. beschrieben [23], die auch gleichzeitig ein statistisches 

Modul (Software R) für deren Kontrolle entwickelten und bereitstellten. Die Nutzung dieses Ver-

fahrens ist in Publikation I dargestellt.  

Zusätzlich kommen biologische Herausforderungen in der Interpretation der Ergebnisse hinzu. In 

einigen Studien, ebenso wie in den hier vorgelegten Arbeiten, wird Vollblut zur Messung der DNA-

Methylierung eingesetzt. Vollblut ist relativ einfach zu gewinnen, allerdings sind die Ergebnisse 
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nicht immer generalisierbar, da gezeigt wurde, dass DNA-Methylierungsmuster gewebsspezifisch 

sein können [24]. Im Vollblut sind außerdem verschiedene Anteile mononukleärer Zelltypen (Leu-

kozyten, Granulozyten) enthalten, die dazu führen könnten, dass Unterschiede in der DNA-

Methylierung in einer unterschiedlichen Zellverteilung (bspw. Infektion) begründet sein können. 

Aus diesem Grund wurden in den folgenden Arbeiten die gemessenen Zellzahlen mit in das Mo-

dell der linearen Regression aufgenommen. Für eine weiterführende Interpretation der Ergeb-

nisse einer EWAS, ist es notwendig, Schlussfolgerungen zur Richtung, der dadurch veränderten 

Genexpression, ziehen zu können. Am besten ist dies bei einer gleichzeitigen Messung des Tran-

skriptoms möglich. Falls dies nicht möglich ist, helfen Daten, die einen Interpretationsspielraum 

ermöglichen, wie die Spezifikation der Position des Locus. Wichtig hierbei sind die Position des 

CpG site hinsichtlich CpG islands und die Lokalisation relativ zum Gen, z.B. in der Promotorse-

quenz, nahe Promotor oder innerhalb der Gensequenz [4]. Aus diesen Informationen ist nur die 

Richtung der Genexpression potentiell ableitbar, das Ausmaß allerdings nicht. 

2.2 Einflussfaktoren 

2.2.1 Ernährung und DNA-Methylierung 

Aufgrund der anhaltenden Zellteilung ist für die Aufrechterhaltung existierender Methylierungs-

muster eine exogene Zufuhr an Methylgruppen notwendig [25]. Cholin/Betain, Methionin oder 

Methyl-Folat gelten als Methylgruppenspender und tragen direkt zum Methylgruppenhaushalt bei 

(siehe Abbildung 1). Komponenten des C1-Metabolismus waren als erstes im Fokus der Wissen-

schaft, um eine Verbindung zwischen Ernährung und DNA-Methylierung herzustellen. Der C1-

Metabolismus soll nur verkürzt folgend dargestellt werden. Unter Beteiligung der Vitamine Niacin, 

Pyridoxin und Riboflavin wird 5-Methyltetrahydrofolat gebildet, welches als Methylgruppendona-

tor für Homocystein gilt. Folglich entsteht, unter Beteiligung von Cobalamin, Methionin. An dieser 

Stelle können auch externe Methylgruppendonatoren, wie Cholin oder Betain, eintreten (siehe 

Abbildung 1). Das endogen gebildete Methionin wird zu dem Schlüsselmolekül der DNMT’s, S-

Adenosylmethionin [16].    

In Zell-Studien konnte der Zusammenhang von Folat und DNA-Methylierung klar nachgewiesen 

werden. Globale Hypomethylierung, also eine verringerte Methylierung des vollständigen Ge-

noms, und gen-spezifische Hypermethylierung konnten gezielt durch Folat-Supplementierung 

und Folat-Erschöpfung stimuliert werden [26]. Ein Zusammenhang von Cholin und DNA-

Methylierung könnte durch die maßgebliche Beeinflussung der S-Adenosylmethionin-Konzentra-

tion erklärt werden. Eine Cholin-arme Diät in Ratten führte zu einer verringerten Konzentration an 

S-Adenosylmethionin und einer erhöhten Konzentration an S-Adenosylhomocystein in der Leber 

[27]. Die Kombination aus beiden resultiert in einer Inhibition von Methyltransferase-Aktivität [28]. 

Der Zusammenhang von diätetischem Methionin und DNA-Methylierung wurde in einer Gänse-

Studie untersucht [29]. Die Manipulation der Methionin-Zufuhr resultierte in veränderten Expres-

sionsleveln von Genen, kritisch für den Methionin-Metabolismus. Außerdem konnte eine verän-
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derte DNA-Methylierung und dazugehörige Genexpression von einem Loci nachgewiesen wer-

den. EWAS-Ergebnisse zur Methionin-Aufnahme gibt es derzeit nicht, ebenfalls nicht für Cholin 

oder Betain, allerdings für Folat. Mandaviya et al. [30] analysierte ca. 6.000 Personen, gepooled 

aus mehreren Kohorten. In einem kategoriellen statistischen Model der Folat-Zufuhr haben sie 

einige signifikante CpGs entdecken können. Ein Letter to the Editor [31] wurde veröffentlicht, in 

der die Ergebnisse von Mandaviya et al. kritisiert wurden. Hinsichtlich der Literatur und Ergeb-

nisse ihrer eigenen durchgeführten Analyse kamen die Autoren zur Schlussfolgerung, dass im 

besten Fall nur eine schwache Evidenz für die Assoziation zwischen Folsäure und DNA-

Methylierung in EWAS beim Menschen besteht. 

 Abbildung 2: Mechanismen, wie Ernährung Einfluss auf DNA-Methylierung haben könnte. Un-
sere Ernährung kann z.B. via Konsum von Genistein zu einem Anstieg der S-Adenosylhomocys-
tein (SAH) Konzentration führen, was hemmend auf DNMT’s wirkt [15]. Nährstoffe des C1-Meta-
bolismus können die Verfügbarkeit von SAM beeinflussen und dadurch die de novo-Methylierung 
beeinflussen [16]. Die Moleküle Curcumin und Epigallocatechingallat können direkt hemmend auf 
DNMTs wirken, indem die Thiol-Gruppe von DNMTs für Nucleotide blockiert wird [15, 32]. Einige 
antioxidative Inhaltsstoffe unserer Ernährung könnten über Beeinflussung der systemischen In-
flammation ihren Einfluss auf die DNA-Methylierung ausüben. Weitere bisher nicht geklärte Me-
chanismen werden durch den gestrichelten Pfeil dargestellt.  

 

Einige Pflanzeninhaltsstoffe wurden hinsichtlich des Mechanismus untersucht, wie sie die DNA-

Methylierung beeinflussen können. Apigenin, Quercetin und Genistein verursachen bei ihrem Me-

tabolismus durch unseren Körper einen Anstieg an S-Adenosylhomocystein, welches ein potenter 

Inhibitor von DNMT’s ist [15, 32] (siehe Abbildung 2). Der gleiche Mechanismus wird vermutet 

bei den In Kaffee enthaltenen Stoffen Kaffeesäure und Cholorogensäure [32]. Apigenin, Cur-

cumin und Sulforaphan könnten ihren Einfluss auf die DNA-Methylierung durch ihre bekannten 

anti-inflammatorischen und antioxidativen Effekte ausüben [15, 16]. Spezifischere Mechanismen 
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sind bekannt bei Curcumin und Epigallocatechingallat. Curcumin blockt die katalytische Thiol-

Seite von DNMT, wohingegen Epigallocatechingallat eine Wasserstoffbrückenbindung in der ka-

talytischen Region von DNMT eingeht, womit der Zugang von Nukleotiden blockiert wird [15, 32]. 

Ähnliche Mechanismen sind vorstellbar für die Summe und Kombination an Nährstoffen, die in 

Lebensmittelgruppen oder Ernährungsmustern vertreten sind. 

EWAS, die Lebensmittel, Lebensmittelgruppen oder Ernährungsmuster analysieren, sind rar. Der 

Grundgedanke solcher Analysen ist das Erfassen komplexer zusammenspiele verschiedener Le-

bensmittel und deren Inhaltsstoffen. Einige Analysen gibt es dennoch. Zwei EWAS untersuchten 

den Zusammenhang von DNA-Methylierung und Kaffee und Tee. Die erste aus dem Jahr 2017 

[33] fand nur zwei signifikante CpG sites in Verbindung mit Tee-Konsum bei einer stratifizierten 

Analyse in Frauen, jedoch keine in einer geschlechtsgemischten Analyse. Die Analyse der Asso-

ziation mit Kaffee ergab weder stratifiziert noch gemischt ein signifikantes Ergebnis. Die zweite 

EWAS aus dem Jahr 2021 [34] hatte Daten einer wesentlich größeren Population zur Verfügung 

und fand elf signifikante CpG sites im Zusammenhang mit Kaffee-Konsum, allerdings ebenfalls 

keine Ergebnisse in Verbindung mit Tee-Konsum.  

Die meistuntersuchten Ernährungsmuster sind der Alternate Healthy Eating Index (AHEI) und der 

Alternate Mediterranean Diet Score (MDS). Um den Einfluss von Ernährungsmuster und DNA-

Methylierung zu untersuchen, wählten Arpon et al. [35] eine Subpopulation ihrer Interventions-

studie aus, welche die mediterrane Ernährungsweise untersuchte. Sie fanden ca. 300 signifikante 

CpG sites und nutzten sie für eine Pathway-Analyse, in der sie fanden, dass die signifikanten 

CpGs sich vor allem in Genen befinden, welche in Entzündungsreaktionen oder intrazellulären 

Signalwegen involviert sind. Eine weitere Studie untersuchte AHEI und MDS in insgesamt 6.600 

Personen europäischen Ursprungs und konnte für beide Ernährungsmuster einige signifikante 

CpG sites identifizieren [36].  

2.2.2 Metabolischer Status und DNA-Methylierung 

Abweichungen verschiedener metabolischer Parameter, wie Blutglucose [37] oder Blutlipide [38] 

von der physiologischen Norm, können ebenfalls Auswirkung auf die DNA-Methylierung haben 

und treten meist in Verbindung mit Krankheiten auf. Ein möglicher Mechanismus, der diese As-

soziationen erklären kann ist, dass DNA-Methylierung durch Inflammation beeinflusst werden 

kann [16] und es ist charakteristisch, dass kardiometabolische Erkrankungen mit systemischer 

Inflammation einhergehen. Die pathologische Grundlage für kardiovaskuläre Erkrankungen ist 

Atherosklerose und geht mit Inflammation und oxidativem Stress einher. Risikofaktoren können 

Diabetes oder hohes LDL-Cholesterol sein [39]. Li et al. [40] zeigten in ihrer EWAS, dass die 

DNA-Methylierung von knapp 5.000 CpG sites mit Atherosklerose assoziiert ist. Weiterhin konn-

ten sie sechs CpG sites identifizieren, die in einem prädiktiven logistischen Modell genutzt werden 

konnten um Atherosklerose zu klassifizieren. Adipositas ist charakterisiert durch einen BMI > 30 

und geht ebenfalls mit systemischer Inflammation einher. Einige EWAS konnten bereits einen 

Zusammenhang zwischen BMI und DNA-Methylierung belegen [41]. Chen et al. [42] und Wahl et 

al. [43] untersuchten den Zusammenhang in EWAS und identifizierten in beiden Studien über 100 
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CpG sites, die mit DNA-Methylierung assoziiert sind.  Eine andere Studie untersuchte die Effekt-

Modifikation der metabolischen Gesundheit auf die Assoziation von BMI und DNA-Methylierung 

[44]. Sie fanden, dass 22 CpG sites signfiikant mit dem Interaktionsterm assoziiert sind. Unser 

genutztes Metabotyp-Model aus Publikation I basiert auf den Variablen Plasma-Glucose, HDL, 

nicht-HDL-Cholesterol, BMI und Harnsäure. Wie zuvor beschrieben sind einige dieser Variablen 

bekannt für eine Assoziation mit DNA-Methylierung. Es ist daher denkbar, dass durch die Zusam-

menführung dieser Variablen im Rahmen des Metabotyp-Models, eine Effekt-Modifikation auf die 

Assoziation von Lebensmittelgruppen und DNA-Methylierung auftreten kann. 

2.3 Aufgaben und Ziele der Dissertation 

Die Aufgabe dieser Dissertation ist es, die Forschung von Ernährung und Epigenetik, welche in 

der Vergangenheit fast ausschließlich einzelne Nährstoffe untersuchte, um die Analyse mit Le-

bensmittelgruppen zu erweitern. Diese Vorgehensweise hat zwei maßgebliche Vorteile: (1) Le-

bensmittel sind eine Summe an Nährstoffe und Interaktionen zwischen ihnen können erfasst wer-

den, (2) Ergebnisse von Lebensmittelgruppen-Analysen sind praxisorientierter, da potentielle Le-

bensmittelempfehlungen abgeleitet werden könnten. Folglich wurden zwei Projekte zur Analyse 

der Ernährung und der DNA-Methylierung in PBMC durchgeführt. 

(i) Im Rahmen des ersten Projektes wurde die Assoziation zwischen dem üblichen Le-

bensmittelverzehr und der DNA-Methylierung in der KORA FF4 Kohorte auf dem 

EPIC 850K Chip analysiert; dabei wurde außerdem eine mögliche Effekt-Modifikation 

durch die Stoffwechselsituation der StudienteilnehmerInnen, charakterisiert über die 

Zuordnung zu einem dreistufigen Metabotyp [45], untersucht. 

(ii) Die zweite Arbeit umfasste die Analyse der Assoziation von Lebensmittelgruppen-

Verzehr und DNA-Methylierung auf dem 450K Chip in drei europäischen Kohorten-

studien mittels Meta-Analyse. 

Betrachtet wurden insbesondere Lebensmittelgruppen, (i) die Nährstoffe enthalten, die für den 
C1-Stoffwechsel relevant sind (z.B. Kohlgemüse), (ii) für die ein Einfluss auf systemische Inflam-
mation in der Literatur beschrieben wurde (z.B. zuckergesüßte Getränke), (iii) die in der unter-
suchten bayrischen Bevölkerung üblicherweise verzehrt werden (z.B. Fleisch). 

2.4 Beschreibung der Analyse und Beitrag zum 
beschriebenen Problem 

Bei der ersten Publikation handelt es sich um eine EWAS, welche die Assoziation von üblichem 
Lebensmittelverzehr und DNA-Methylierung und der Effektmodifikation durch Metabotyp in der 
KORA FF4 Kohorte untersucht. KORA FF4 ist die zweite Folgestudie aus dem Jahr 2013/2014 
des Surveys KORA S4, welche 2000/2001 in der Region Augsburg durchgeführt wurde. Ernäh-
rungsdaten stehen etwa für 1.400 Probanden zur Verfügung.  Sie wurden als gewöhnlicher Le-
bensmittelverzehr modelliert. Die detaillierte Vorgehensweise kann der Publikation von Wawro et 
al. entnommen werden [46]. 
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Tabelle 1: Übersicht über alle analysierten Expositionen in beiden Publikationen. Die EPIC-Soft 
Klassifizierung [47] teilt Lebensmittelgruppen in Haupt- und Subgruppen ein. Hauptgruppen be-
inhalten alle Sub-Gruppen der jeweiligen Lebensmittelgruppe, wovon nicht alle hier abgebildet 
sind. Fettgedruckte Lebensmittelgruppen stellen Hauptgruppen dar. Alternate Healthy Eating In-
dex (AHEI); Alternate Mediterranean Diet Score (MDS) 

Kartoffeln Hülsenfrüchte Vollkornpro-

dukte 

Zuckergesüßte 

Getränke 

Spirituosen 

Gemüse  
(Gesamt) 

Früchte (Ge-

samt) 

Fleisch  
(Gesamt) 

Margarine Alkohol 

(g/Tag) 

Blattgemüse Nüsse und Sa-

men 

Frisches rotes 

Fleisch 

Süßigkeiten 
(Gesamt) 

AHEI 

Fruchtgemüse Milch Verarbeitetes 

Fleisch 

Kuchen MDS 

Wurzelgemüse Joghurt Fisch (Gesamt) Kaffee Folsäure 

Kohlgemüse Käse Eier Tee  

Pilze Sahne Pflanzenöle Wein  

Zwiebeln & Knob-

lauch 

Getreidepro-
dukte 

Butter Bier  

 

Daten von mindestens zwei 24-h Lebensmittellisten wurden als Grundlage für eine Verzehrs-

wahrscheinlichkeit für das Individuum genutzt und multipliziert mit einer Verzehrsmenge, wenn 

das Lebensmittel konsumiert wurde. Die Verzehrsmenge wurde aus der Bayrischen Verzehrsstu-

die II ermittelt. Diese Modellierung der Ernährungsdaten reduziert den sonst prominenten Mess-

fehler in der Ernährungserhebung. Die DNA-Methylierung wurde auf dem EPIC-Array von Illu-

mina, mit 850.000 dargestellten CpG Loci, untersucht. Schlussendlich konnten 1.261 Teilnehmer 

in die Analyse miteinbezogen werden, welche alle nötigen Ernährungs-, Methylierungs- und 

Kovariatendaten aufwiesen. Das genutzte Metabotyp-Konzept [45] wurde von unserer Arbeits-

gruppe entwickelt und nutzt Clustering-Methoden (u.a. kmeans), um metabolisch möglichst ho-

mogene Gruppen, auf Grundlage der Variablen: Plasma-Glukose, HDL-Cholesterol, nicht-HDL-

Cholesterol, Harnsäure und BMI, zu bilden. Das Resultat dieses Prozesses sind drei Metabotyp-

Klassifizierungen: Metabotyp 1 repräsentiert die metabolisch optimalsten und Metabotyp 3 reprä-

sentiert die metabolisch ungünstigsten Parameter, während Metabotyp 2 ein intermediäres Clus-

ter darstellt. Kovariaten für das lineare Regressionsmodell wurden anhand des disjunctive-cause 

criterions [48] und bisheriger Literatur gewählt. Für Ergebnisse der Analyse durch Effekt-Modifi-

kation wurde, als Sensitivitätsanalyse, eine Methode angewandt, die die Inflation von niedrigen 

p-Werten in EWAS vermindert. In der Basis-Analyse (ohne Effekt-Modifikation) fanden wir ver-

einzelt signifikante CpG sites, die mit dem Verzehr der Lebensmittelgruppen Blattgemüse, Wur-

zelgemüse, Kohlgemüse, Zwiebeln und Knoblauch, Wein und Bier assoziiert sind. CpG sites die-
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ser Analyse konnten Genen zugeordnet werden, welche Proteine für den C1-Metabolismus ex-

primieren. In der Analyse für Effektmodifikation durch Metabotyp fanden wir viele signifikante Er-

gebnisse nach Korrektur durch die false discovery Rate (p < 0,1). Die Lebensmittelgruppen mit 

absteigender Reihenfolge der Anzahl an signifikanten CpG sites sind: Käse, Kohlgemüse, Mar-

garine, Eier, Vollkorn und Fleisch. Nach Korrektur der genomic inflation durch das R Modul bacon 

sind einige signifikante Ergebnisse verblieben, vor allem in den Lebensmittelgruppen Käse und 

Margarine. Das Gen MTHFD1L, Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase-1 similar, konnte in 

den signifikanten CpGs verschiedener Lebensmittelgruppen identifiziert werden und ist Teil der 

Regeneration von Methionin aus Homocystein. Andere interessante Ergebnisse in der Lebens-

mittelgruppe Käse konnten Genen zugeordnet werden, welche mit Augengesundheit assoziiert 

sind (RP1L1, EML1, PITPNC1, NRL). Weitere signifikante CpGs waren mit Genen annotiert, wel-

che mit dem antioxidativen System assoziiert sind, wie GPX2 und PON3. Ergebnisse dieser Ana-

lyse durch Effekt-Modifikation können möglicherweise erklärt werden, durch die Auswirkung me-

tabolischer Entgleisungen auf die Assoziation von Lebensmittelgruppen und DNA-Methylierung. 

Limitationen dieser Arbeit waren die geringe Stichprobengröße relativ zu der Anzahl an Tests und 

nicht vorhandene Genexpressionsdaten für eine effektivere Interpretation der Ergebnisse. Stär-

ken hingegen waren, dass eine Effekt-Modifikation als statistisches Modell gewählt wurde, wel-

ches die statistische Power erhält, im Gegensatz zu einer stratifizierten Analyse und dass mög-

lichst valide Verzehrs Daten genutzt wurden. 

Die zweite Publikation untersuchte die direkte Assoziation von Lebensmittelgruppen und DNA-

Methylierung. Diese Analyse hat, aufgrund der gepoolten Daten der drei Kohorten, eine größere 

Power als die Analyse von Publikation I. Für die Meta-Analyse wurden Daten der deutschen Ko-

horte KORA FF4, der britischen Kohorte TwinsUK und der niederländischen Kohorte LLS, mit 

einer finalen Stichprobengröße von n = 2.315, herangezogen. Im Vorhinein wandten die Analys-

ten eine Harmonisierungs-Prozedur an, die sicherstellen sollte, dass große Unterschiede in der 

Definition von Lebensmittelgruppen in den Kohorten ausgeräumt werden. Alle drei Kohorten klas-

sifizierten ihre Lebensmittel nach dem EPIC-Soft Klassifizierungssystem [47]. Die Daten von 

TwinsUK und LLS basierten ausschließlich auf Food Frequency Questionnaires (FFQ) und wur-

den für diese Meta-Analyse in g/Tag umgerechnet. Da TwinsUK und LLS nur die Methylierungs-

daten des Illumina HumanMethylation450 array vorlagen, musste die Meta-Analyse auf ~400.000 

Loci beschränkt werden. Die Kovariaten für die Analyse waren in allen drei Kohorten gleich, mit 

der Ausnahme von TwinsUK, die einen kohortenspezifischen zufälligen Effekt zu ihrem Modell 

hinzufügten, da sie eine Zwillingskohorte sind. Eine fixed-effects Meta-Analyse wurde gewählt, 

da der Schätzer Tau, welcher Grundlage für eine random-effects Meta-Analyse ist, unpräzise sein 

kann, bei einer Meta-Analyse mit einer geringen Anzahl an Studien [49]. Um der Daten-Realität 

gerecht zu werden, haben wir eine random-effects Sensitivitätsanalyse, für die signifikanten CpG 

sites der fixed-effects Meta-Analyse, hinzugefügt. Die Ergebnisse wurden nach einer false dis-

covery rate Adjustierung evaluiert. Die fixed-effects Analyse ergab zwei signifikante Assoziatio-

nen für Zwiebeln und Knoblauch, 18 für Nüsse, eine für Milch, elf für Sahne, 13 für Butter, vier für 

Pflanzenöle, fünf für Wein, 16 für Bier und sechs für Spirituosen. Die Sensitivitätsanalyse repro-

duzierte einige signifikante Assoziationen, allerdings nicht alle. Eine Hypothese, die in Anbetracht 
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der Ergebnisse, von uns aufgestellt wurde, war, dass der hohe Fett-Anteil dieser Lebensmittel-

gruppen mitursächlich für diese Assoziationen sein kann. Allerdings spricht dagegen, dass wir 

keine Ergebnisse für den Verzehr von Käse, Eier oder Margarine gesehen haben. Weiterhin gab 

es keine signifikanten Assoziationen für Lebensmittel, die charakteristisch für ihren Phytochemi-

kalien-Gehalt sind, wie Kohlgemüse, Kaffee, Tee oder Blattgemüse. Ein interessantes Ergebnis 

war, dass eine CpG site in der Lebensmittelgruppe Sahne mit dem Gen RPTOR assoziiert ist. 

RPTOR ist in Signalwegen involviert, welche Zellwachstum, als Antwort auf Energie-Verfügbar-

keit, regulieren. Das Gen MYC, als pro-fibrotischer Regulator, war mit einem signifikanten CpG 

der Lebensmittelgruppe Milch assoziiert. Eine wichtige Limitation dieser Studie war, dass wir in 

einigen Fällen eine hohe Heterogenität zwischen den Studien feststellen konnten, was auf Unter-

schiede in der Ernährungserfassung oder Unterschiede in der Population zurückzuführen sein 

kann. Eine Stärke dieser Arbeit war die vorangegangene Datenharmonisierung und eine ver-

gleichbare Herangehensweise der Generierung der Methylierungsdaten. Es werden weitere um-

fassende Studien zu Lebensmittelgruppen und DNA-Methylierung benötigt.  
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3. Zusammenfassung 
Epigenetik beschreibt Modifikationen des DNA-Apparates, welche nicht die DNA-Sequenz ver-

ändern. Die meistuntersuchten Modifikationen sind DNA-Methylierung und Histon-Acetylierung, -

Methylierung und –Phosphorylierung. DNA-Methylierung beschreibt den Prozess der Bildung von 

5-Methylcytosin, welches in den meisten Fällen Guanin-Nukleotiden vorangeht, daher werden sie 

auch CpG sites genannt. Epigenome-wide association studies (EWAS) wurden bisher insbeson-

dere zu am C1-Metabolismus beteiligten Nährstoffen (vor allem Folsäure) und Alkohol (Ethanol) 

durchgeführt. Untersuchungen zu Lebensmittelverzehr und DNA-Methylierung liegen bisher 

kaum vor. Daher war es Ziel dieser Arbeit eine umfassende Analyse der Assoziation von Lebens-

mittelgruppen und DNA-Methylierung durchzuführen und folglich die Emergenz auf die Epigenetik 

zu untersuchen, die durch die vielen Charakteristika und Substanzen einer Lebensmittelgruppe 

gebildet wird. 

Die erste Publikation untersuchte den Zusammenhang zwischen üblichem Lebensmittelverzehr 

und DNA-Methylierung bei 1.261 TeilnehmerInnen der KORA FF4-Studie. KORA FF4 ist die 

zweite Folgestudie aus dem Jahr 2013/2014 des Surveys KORA S4, welche 2000/2001 in der 

Region Augsburg durchgeführt wurde. Zur Reduktion des üblichen Messfehlers in Ernährungser-

hebungs-Daten wurde ein zweistufiges Modell angewandt, welches unter Nutzung der Daten von 

Verzehrswahrscheinlichkeit und Menge des Verzehrs die übliche Verzehrsmenge schätzte. Die 

DNA-Methylierungsdaten wurden mittels des EPIC-Array von Illumina, mit 850.000 dargestellten 

CpG Loci, gemessen. Ein wichtiges Ziel lag in der Untersuchung der Effekt-Modifikation von Er-

nährung auf DNA-Methylierung durch das Metabotyp-Konzept. Die Metabotypen (Clustering – k-

means Methode) wurden, unter Einbeziehung der Parameter Plasma-Glukose, HDL-Cholesterol, 

nicht-HDL-Cholesterol, Harnsäure und BMI, gebildet, um möglichst homogene Gruppen darzu-

stellen. Kovariaten wurden anhand des disjunctive-cause criterion gewählt und es wurde die false 

discovery rate (FDR) Korrektur angewandt mit einem Alpha von 0,1. Eine Sensitivitätsanalyse 

überprüfte die Inflation von niedrigen p-Werten (genomic inflation) unter Anwendung des R Mo-

duls bacon. In der Analyse ohne Berücksichtigung des Metabotyps konnten wenige signifikante 

Assoziationen zwischen Lebensmittelgruppen und DNA-Methylierung beobachtet werden. Die 

Ergebnisse der Analyse der Effekt-Modifikation hingegen enthüllte viele signifikante Interaktionen 

zwischen dem Effekt des Verzehrs der Lebensmittelgruppen Käse, Kohlgemüse, Margarine, Eier, 

Vollkorn und Fleisch sowie dem metabolischen Status auf die DNA-Methylierung. Der Verzehr 

mehrerer Lebensmittelgruppen (Käse, Kohlgemüse) war mit CpGs assoziiert, welche mit dem 

Gen MTHFD1L annotiert sind. MTHFD1L ist an der Regeneration von Methionin aus Homocys-

tein innerhalb des C1-Stoffwechsels beteiligt. Weiterhin wurden signifikante Assoziationen mit 

CpGs identifiziert, welche mit Genen annotiert sind, die mit dem antioxidativen System oder Au-

gengesundheit, in Verbindung stehen. Die Stärken dieser Arbeit liegen in der Wahl der Analyse 

durch Effekt-Modifikation im Vergleich zur Wahl einer stratifizierten Analyse nach Metabotyp, die 

Nutzung möglichst valider Verzehrsdaten und die Nutzung der Daten von 850.000 CpGs. 

Mit der zweiten Publikation wurde die Assoziation des Verzehrs der Lebensmittelgruppen und 

DNA-Methylierung in einer Meta-Analyse untersucht. Daten der deutschen Kohorte KORA FF4, 
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der britischen Kohorte TwinsUK und der niederländischen Kohorte LLS wurden dafür herangezo-

gen, mit 2.315 geeigneten TeilnehmerInnen. Um die Heterogenität zwischen den Studien zu mi-

nimieren, harmonisierten die Analysten (i) die Ernährungsdaten, indem sie sicherstellten, dass es 

zu einer einheitlichen Definition der Lebensmittelgruppen kam (EPIC-Soft Klassifizierung) (ii) die 

statistischen Modelle, indem sie die Kovariaten vereinheitlichten. Aufgrund unterschiedlicher Ver-

fügbarkeit von DNA-Methylierungsdaten wurde die Analyse auf 400.000 CpG sites beschränkt. 

Es wurde eine fixed-effects Meta-Analyse als Primär-Analyse und eine random-effects Meta-Ana-

lyse als Sensitivitätsanalyse durchgeführt. Nach einer Korrektur für multiples testen mittels der 

false discovery rate Adjustierung wurden Ergebnisse für die Lebensmittelgruppen Zwiebeln und 

Knoblauch, Nüsse, Milch, Sahne, Butter, Pflanzenöle, Wein, Bier und Spirituosen beobachtet. 

Basierend auf den Ergebnissen wurde die Hypothese generiert, dass ein hoher Fett-Anteil von 

Lebensmitteln ein Mediator sein könnte für den Zusammenhang des Verzehrs der Lebensmittel-

gruppen und DNA-Methylierung. Daraufhin wurde analysiert, ob signifikante Ergebnisse des Ver-

zehrs der Lebensmittelgruppe Nüsse ebenfalls in anderen fettreichen Lebensmitteln identifiziert 

werden können. Die Ergebnisse bestätigten die Hypothese nicht. In der Analyse der signifikanten 

CpG sites wurde das Gen RPTOR identifiziert, welches in Signalwegen involviert ist, welche Zell-

wachstum, als Antwort auf Nährstoff-Verfügbarkeit, regulieren. Weiterhin wurde das Gen MYC 

identifiziert, dessen Produkt als pro-fibrotischer Regulator agiert. Die Stärke dieser Arbeit liegt in 

der vorangegangenen Harmonisierung der Daten, wohingegen eine Limitation fehlende Genex-

pressionsdaten ist, ohne welche biologische Konsequenzen nicht klar benannt werden können. 

Die vorgelegten Arbeiten haben den Bereich der Ernährungs-EWAS umfassend, um Lebensmit-

telanalysen in der erwachsenen Bevölkerung, erweitert. Dabei wurden Lebensmittelgruppen (i) 

typisch für eine westliche Ernährungsweise, (ii) mit Assoziationen zu Inflammation und (iii) Le-

bensmittelgruppen mit bekannten Phytochemikalien untersucht. Die Ergebnisse der Meta-Ana-

lyse deuteten vor allem auf die Assoziation von DNA-Methylierung und fettreicher Lebensmittel 

hin. Darüber hinaus zeigte die Analyse der Effekt-Modifikation eindeutige Interaktionen auf zwi-

schen dem Verzehr einiger Lebensmittelgruppen und der metabolischen Situation von Stu-

dienteilnehmerInnen auf die DNA-Methylierung. Effektstärken der signifikanten CpG sites deute-

ten nicht in eine Richtung, sondern waren sowohl positiv als auch negativ mit der DNA-

Methylierung assoziiert. Es wurden einige statistische und inhaltliche Herausforderungen (wie 

z.B. genomic inflation) in der Analyse von EWAS-Daten und Lebensmittelverzehrsdaten bewäl-

tigt. Limitationen dieser Arbeiten wurden diskutiert und Vorschläge für wissenschaftliche An-

schlussprojekte abgeleitet. 
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4. Abstract (English) 
Epigenetics describes modifications of the DNA apparatus that do not change the DNA sequence. 
The most studied modifications are DNA methylation and histone acetylation, methylation and 
phosphorylation. DNA methylation describes the process of forming 5-methylcytosine, which in 
most cases precedes guanine nucleotides, hence they are also called CpG sites. Epigenome-
wide association studies (EWAS) have been performed so far, especially on nutrients (mainly 
folic acid) and alcohol (ethanol) involved in C1 metabolism. Studies on food consumption and 
DNA methylation are hardly available so far. Therefore, the aim of this work was to perform a 
comprehensive analysis of the association of food groups and DNA methylation and consequently 
to investigate the emergence on epigenetics formed by the many characteristics and substances 
of a food group. 

The first publication examined the association between usual food consumption and DNA meth-
ylation in 1,261 participants of the KORA FF4 study. KORA FF4 is the second follow-up study 
from 2013/2014 of the survey KORA S4, which was conducted in 2000/2001 in the Augsburg 
region. To reduce the usual measurement error in dietary survey data, a two-stage model was 
applied, which estimated the usual consumption amount using the data of probability of consump-
tion and amount of consumption. DNA methylation data were measured using Illumina's EPIC 
array, with 850,000 CpG loci represented. An important objective was to investigate the effect 
modification of diet on DNA methylation by the metabotype concept. Metabotypes (clustering - k-
means method) were formed, including plasma glucose, HDL cholesterol, non-HDL cholesterol, 
uric acid, and BMI parameters, to represent groups as homogeneous as possible. Covariates 
were selected using the disjunctive-cause criterion, and false discovery rate (FDR) correction was 
applied with an alpha of 0.1. A sensitivity analysis checked for inflation of low p-values (genomic 
inflation) using the R module bacon. In the analysis without considering the metabotype, few sig-
nificant associations between food groups and DNA methylation were observed. In contrast, the 
results of the effect modification analysis revealed many significant interactions between the ef-
fect of consumption of the food groups cheese, collard greens, margarine, eggs, whole grains, 
and meat and metabolic status on DNA methylation. Consumption of several food groups 
(cheese, collard greens) was associated with CpGs annotated with the gene MTHFD1L. 
MTHFD1L is involved in the regeneration of methionine from homocysteine within C1 metabolism. 
Furthermore, significant associations were identified with CpGs annotated with genes related to 
the antioxidant system or eye health. The strengths of this work are the choice of analysis by 
effect modification compared with the choice of stratified analysis by metabotype, the use of the 
consumption data as valid as possible, and the use of data from 850,000 CpGs. 

With the second publication, the association of food group consumption and DNA methylation 
was investigated in a meta-analysis. Data from the German cohort KORA FF4, the British cohort 
TwinsUK, and the Dutch cohort LLS were used with 2,315 eligible participants. To minimize het-
erogeneity between studies, analysts harmonized (i) the dietary data by ensuring that there was 
a consistent definition of food groups (EPIC-Soft classification) (ii) the statistical models by stand-
ardizing covariates. Due to varying availability of DNA methylation data, the analysis was limited 
to 400,000 CpG sites. A fixed-effects meta-analysis was performed as the primary analysis and 
a random-effects meta-analysis was performed as the sensitivity analysis. After correction for 
multiple testing using the false discovery rate adjustment, results were observed for the food 
groups onions and garlic, nuts, milk, cream, butter, vegetable oils, wine, beer, and spirits. Based 
on the results, it was hypothesized that high fat content of foods could be a mediator of the asso-
ciation of food group consumption and DNA methylation. Subsequently, it was analyzed whether 
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significant results of the consumption of the food group nuts could also be identified in other high-
fat foods. The results did not confirm the hypothesis. In the analysis of significant CpG sites, the 
gene RPTOR was identified, which is involved in signaling pathways that regulate cell growth in 
response to nutrients. Furthermore, the gene MYC was identified, whose product acts as a pro-
fibrotic regulator. The strength of this work lies in the previous harmonization of data, whereas a 
limitation is missing gene expression data, without which biological consequences cannot be 
clearly named.  
The work presented has comprehensively extended the field of nutritional EWAS to include food 
analyses in the adult population. Food groups (i) typical of a Western diet, (ii) with associations 
to inflammation, and (iii) food groups with known phytochemicals were examined. The results of 
the meta-analysis mainly indicated the association of DNA methylation and high-fat foods. In ad-
dition, effect modification analysis revealed clear interactions between consumption of some food 
groups and metabolic situation of study participants on DNA methylation. Effect sizes of signifi-
cant CpG sites did not point in one direction but were both positively and negatively associated 
with DNA methylation. Some statistical and content challenges (such as genomic inflation) in the 
analysis of EWAS data and food consumption data were overcome. Limitations of this work were 
discussed and suggestions for follow-up scientific projects were derived. 
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