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1. Zusammenfassung

Hintergrund: Viele der hédufigsten chronischen Erkrankungen werden durch genetische und
Umweltfaktoren beeinflusst. Durch die Analyse einzelner genetischer Marker, beispielsweise
SNPs (single nucleotide polymorphisms), kann ein kleiner Teil der genetischen Ursache erklart
werden. Um den Effekt mehrerer Marker und deren Kombination besser einschidtzen und damit
tiefergehende Einblicke in der genetischen Ursachenforschung gewinnen zu konnen, ist die

Anwendung und Entwicklung geeigneter biostatistischer Methoden essentiell.

Zielstellung: Ziel dieser Arbeit war es, biostatistische Methoden zur Identifizierung von
genetischen Risikofaktoren basierend auf einzelnen SNPs und deren Kombination zu entwickeln
und anzuwenden, um systematisch informative krankheitsassoziierte Allelkombinationen, wie
z.B. Haplotypen, aus einer Vielzahl von SNPs zu identifizieren. Daneben wurden drei

Kandidatengenstudien zur Evaluierung vielversprechender Gene begleitet.

Methodik: Die Multi-locus Stepwise Regression (MSR) wurde im Rahmen der
zugrundeliegenden deutschen genomweiten Studie zur atopischen Dermatitis entwickelt. Die
MSR vereinigt die Vorteile schrittweiser Auswahlverfahren und Haplotypanalysen. Dabei
werden SNP-Kombinationen sukzessive um jeweils einen SNP erweitert, wenn sich das Ergebnis
der Haplotypanalyse statistisch verbessert. Zusétzlich wurde die MSR auf ungekoppelte SNPs im
Rahmen der EPIC-Potsdam-Studie angewendet.

Fiir diese Arbeit standen Daten aus einer deutschen genomweiten Studie zur atopischen
Dermatitis bestehend aus einer Fall-Kontroll-Studie (939 Fille, 975 Kontrollen) und einer
Familienstudie (268 Familien mit 529 erkrankten Kindern) zur Verfiigung. Es wurden 94
tagSNPs der EDC-Region auf Chromosom 1g21 und vier bekannte FLG-Mutationen, welche
Strukturproteine fiir den Verhornungsprozess der menschlichen Epidermis kodieren,

eingeschlossen.

In der EPIC-Potsdam-Studie wurden vier Teilstudien durchgefiihrt: [1] 41 SNPs auf Body-Mass-
Index (kg/m?) und Taillenumfang (Querschnittsanalyse, MSR, Permutationstest), [2] 2 SNPs
(ADHIB, ADHIC) als Marker fiir Alkoholaufnahme auf kardiovaskuldre Erkrankungen (Fall-
Kohorten-Design, modifierte Cox-Regression), [3] 1 SNP des MTTP-Gens, dessen kodiertes
Protein eine zentrale Rolle im Lipoproteinstoffwechsel spielt, auf kardiovaskuldre Erkrankungen

unter Beriicksichtigung der Gesamtcholesterinaufnahme (Fall-Kohorten-Design, modifierte Cox-
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Regression) und [4] 7 tagSNPs des SCDI-Gens, das ein Protein des Fettstoffwechsels kodiert,

auf metabolische Risikofaktoren (Querschnittsanalyse, Kovarianzanalyse).

Ergebnisse: Die Anwendung der MSR in der genomweiten Studie ergab in der Fall-Kontroll-
Studie ein Haplotyp-Muster, dass in der Familienstudie repliziert werden konnte. Dieses
Haplotyp-Muster bestehend aus 4 SNPs zeigte den bekannten FLG-Effekt und einen zusitzlichen
FLG-unabhéngigen Effekt auf die atopische Dermatitis.

In der EPIC-Potsdam-Studie identifizierte die MSR mit Body-Mass-Index und Taillenumfang
assoziierte SNP-Kombinationen, die sich unter Berticksichtigung der simulierten Null-Verteilung

(Annahme keines genetischen Effektes) als nicht signifikant herausstellten.

Die SNPs der Gene ADHIB und ADHIC beeinflussten das Risiko fiir Myokardinfarkt und
Schlaganfall nicht. Andererseits wurde eine Interaktion zwischen MTTP-SNP rs1800804 und
Gesamtcholesterin flir die kardiovaskuldaren Erkrankungen beobachtet. Zusammenhinge
zwischen SCDI-SNPs und den dazugehorigen Haplotypen mit den untersuchten metabolischen

Risikofaktoren wurden nicht festgestellt.

Schlussfolgerung: Eine schrittweise haplotyp-basierte SNP-Selektion wurde in dieser Arbeit
entwickelt und konnte erfolgreich in einer Kandidatengenregion angewendet werden. Die
Anwendung auf ungekoppelte SNPs erforderte eine besondere Beriicksichtigung des
Suchprozesses. Obwohl die verwendeten Daten exemplarisch das Vorgehen der MSR zeigen,
konnten in dieser Arbeit keine wesentlichen Effekte liber die Einzel-SNP-Analyse hinaus
gefunden werden. Weitere Studien sind erforderlich, um die MSR weiter zu entwickeln und zu
beurteilen. In den Kandidatengenstudien waren ebenfalls keine zusdtzlichen Multi-Locus-

Marker-Effekt zu beobachten.
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2. Abstract

Background: Most common chronic diseases are influenced by genetic and environmental
factors. Analysis of single genetic markers, such as SNPs (single nucleotide polymorphisms),
explain a small part of genetic causes. The application and development of biostatistical methods
are necessary to get further insights into the genetic causes of chronic diseases by taking into

consideration of single and multiple genetic markers.

Objectives: The objective was to develop biostatistical methods to identify genetic risk factors
using single SNPs and their combinations and to apply these methods to select systematically
risk-related allele combinations, such as haplotypes, from a large number of SNPs. In addition,

three candidate gene studies were carried out to evaluate the effect of different promising genes.

Methods: The Multi-locus stepwise regression (MSR) method was developed using data of a
German genome-wide association study on atopic dermatitis. The MSR combines the advantages
of stepwise selection methods with haplotype-based approaches. The MSR extends stepwise
SNP-combinations successively if the result of the haplotype-based test is statistically improved
until a stop criterion is met. The MSR was subsequently applied to investigate unlinked SNPs

and their combinations as part of the EPIC-Potsdam study.

The German genome-wide association study of atopic dermatitis consists of a case-control study
(939 cases and 975 controls) and a family study (268 families with 529 children). 94 tagSNPs of
EDC region on chromosome 1g21 and four known FLG-mutations encoding structural proteins

that are expressed during terminal differentiation of the human epidermis were used

Within the EPIC-Potsdam study the following associations were investigated in four sub-studies:
[1] 41 SNPs for body-mass index (kg/m?) and waist circumference (cross-sectional study, MSR,
and permutation test), [2] 2 SNPs (ADHIB, ADHIC) as marker for alcohol intake in relation to
incident cardiovascular diseases (case-cohort study, modified Cox proportional hazards
regression), [3] 1 SNP from MTTP gene that encodes a lipid transfer protein for cardiovascular
diseases under consideration of cholesterol levels (case-cohort study, modified Cox proportional
hazards regression), and [4] 7 tagSNPs from SCD/ gene encoding a protein that is involved in

lipid metabolism for metabolic risk factors (cross-sectional study, analysis of covariance).
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Results: The MSR used in the genome-wide association study identified a haplotype pattern in
the case-control study and was replicated in the family study. This haplotype pattern of four
SNPs reflects the well-known FLG effect and an additional FLG-independent effect on atopic

dermatitis.

In the EPIC-Potsdam study, the MSR identified SNP-combinations associated with body-mass
index and waist circumference, but these were not statistically significant compared to the

simulated distribution under the null hypothesis of no genetic effect.

The SNPs in ADHIB and ADHIC showed no associations to risk of cardiovascular diseases. An
interaction was observed between MTTP-SNP rs1800804 and cholesterol levels on
cardiovascular diseases. No evidence for an effect of single SCD/-SNPs and their corresponding

haplotypes on metabolic risk factors was found.

Conclusion: A stepwise haplotype-based SNP selection method was developed and successfully
applied to one candidate gene region. The application of the method to unlinked SNPs requires a
careful selection of SNPs. Although the data that were used to exemplify the method did not add
additional evidence concerning the genetic etiology of combined SNP effects beyond single SNP
analysis. Further studies are needed to assess the real value of the MSR. In the candidate gene

studies as well none essential multi-locus marker effects were found.
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3. Einfithrung

Die Integration von epidemiologischen Methoden und Techniken der Genomforschung kann zu
einem besseren Verstindnis der komplexen genetischen Atiologie von Krankheiten beitragen.
Die Entdeckung genetischer Einflussfaktoren soll dabei helfen, neue Einblicke in die
Pathogenese, Diagnose und Behandlung von Krankheiten zu gewinnen. Neben der technischen
Moglichkeit genomweiter Analysen und der damit verbundenen statistisch-methodischen
Weiterentwicklung sind Replikationsstudien und Meta-Analysen identifizierter genetischer
Marker ebenso wichtig, um einen genetischen Effekt in verschiedenen Populationen zu
beurteilen. Die Identifikation und Replikation vielversprechender Marker wird durch das

komplexe Zusammenspiel der Gene untereinander und mit der Umwelt erschwert.

In den letzten Jahren hat die Genomforschung mit der vollstdndigen Sequenzierung des
menschlichen Genoms durch das Humangenomprojekt (Venter 2001) einen enormen
Aufschwung erfahren. Das zeigt sich vor allem in der Vielzahl gefundener Assoziationen in
genomweiten Studien (Hindorff 2013), deren Replikationen und Bestimmung ihrer

biochemischen Funktionsweisen weiter vorangehen.

Die technische Weiterentwicklung ermdglicht die Sequenzierung mehrerer hunderttausend
genetischer Marker, den sogenannten SNPs (single nucleotide polymorphisms), die durch den
Basenaustausch an einer bestimmten Stelle des Genoms gekennzeichnet sind. Diese
hochdimensionalen Daten erlauben die Analyse einzelner SNPs und deren Kombination, um

Gene zu identifizieren, die biologisch relevant sind und das Erkrankungsrisiko beeinflussen.

Im Laufe der letzten Jahre wird immer deutlicher, dass einzelne SNPs meist nur einen kleinen
Teil des genetischen Gesamteffektes erkldren. Mit der Kombination von mehreren SNPs wird
eine Verbesserung der Suche nach einem genetischen Effekt erhofft. Es wurde gezeigt, dass die
Kombination von Allelen zu Haplotypen, die die Allele entlang eines Chromosoms darstellen,
zur Erhohung der Evidenz fiihren und die statistische Power erhhen kdnnen (Akey 2001). Diese
stellen auBerdem die Strukturierung der genetischen Variabilitdt dar und reprisentieren damit
biologisch relevante Informationen. Es wurden Verfahren vorgeschlagen, die auf solchen

sogenannten phasen-unbekannten Multi-Locus-Marker-Haplotypen basieren (Schaid 2002).

Die besondere Herausforderung besteht darin, krankheitsrelevante Haplotypen aus den

informativen SNPs einer chromosomalen Region zu bilden und deren Effekt zu quantifizieren.
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Dies stellt ein kombinatorisches Problem dar, denn aus k nebeneinanderliegenden SNPs konnen
P | mogliche SNP-Kombinationen gebildet werden, die, wenn k gro3 genug ist, nicht alle
untersucht werden konnen. Beispielsweise konnten 40 SNPs zu 2*—1=1,1-10" verschiedenen
SNP-Kombinationen gruppiert werden. Wenn ein entsprechender statistischer Test eine Sekunde
dauern wiirde, brauchte man etwa 34865 Jahre um all diese Kombinationen zu untersuchen.
Daher ist die Entwicklung biostatistischer Verfahren zur systematischen Auswahl relevanter

SNP-Kombination notwendig.

Neben der Suche nach vielversprechenden genetischen Risikomarkern und deren Kombinationen
ist deren Replikation besonders wichtig, denn nur so kann langfristig ein SNP oder mehrere
SNPs zur Risikopridiktion herangezogen werden. In genomweiten Studien werden oftmals
wenige relevante SNPs identifiziert, die dann in weiteren Studien untersucht werden. In den
Replikationsstudien konnen sowohl einzelne als auch mehrere SNPs einbezogen werden. Wenn
mehrere SNPs untersucht werden, konnen sie gekoppelt (gemeinsame Vererbung) oder
ungekoppelt (unabhingig) sein. Die gleichzeitige Analyse mehrerer SNPs konnte iiber die
Einzel-SNP-Analyse hinaus helfen, bestimmte SNP-Kombinationen zu identifizieren, die mit

ausgewihlten Krankheiten oder anderen komplexen Merkmalen assoziiert sind.

4. Zielstellung
Die vorliegende Publikations-Dissertation umfasst die Anwendung und Entwicklung
biostatistischer Methoden zur Quantifizierung von genetischen Effekten innerhalb von

chromosomalen Regionen oder Kandidatengenen.

Im Rahmen dieser Arbeit stand die Suche nach krankheitsrelevanten SNP-Kombinationen im
Vordergrund. Dazu wurde die Multi-locus Stepwise Regression (MSR) entwickelt. Die MSR
verbindet die klassische schrittweise Variablenselektion und die Methoden der haplotyp-
basierten Assoziationsverfahren miteinander, um systematisch informative krankheitsassoziierte

Haplotypen oder allgemein Allelkombinationen zu identifizieren.

Nach der erfolgreichen Anwendung der MSR in einer genomweiten Studie wurde die

systematische Suche der MSR auch auf ungekoppelte SNPs erweitert.
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Von mehreren begleiteten Kandidatengenstudien sind drei in dieser Arbeit beriicksichtigt.
Letztere hatten zum Ziel, den Effekt vielversprechender genetischer Marker auf kardiovaskulére

Erkrankungen zu iiberpriifen.

Die in dieser Promotion eingeschlossenen Publikationen umfassen die eigenstindig entwickelte
Multi-locus Stepwise Regression (MSR) und deren Anwendung sowie die Koautorenschaft bei

drei weiteren Artikeln.

5. Methodik

5.1 Entwicklung des R-Paketes HapEstXXR

Ein Teil der Analysen dieser Arbeit wurden mit der Statistiksoftware R und verschiedenen
selbstprogrammierten C-Programmen durchgefiihrt, die zu diesem Zweck zu dem R-Paket

HapEstXXR zusammengefiihrt und weiter entwickelt wurden.

Die in Zusammenarbeit mit Klaus Rohde in C programmierten Algorithmen zur Bestimmung
von Haplotypen und Allelkombinationen fiir unverwandte Individuen und Kleinfamilien wurden
bei der in R entwickelten Multi-locus Stepwise Regression (MSR) zur schrittweisen Selektion
von Haplotypen und Allelkombinationen eingesetzt. Die Beschreibung der MSR folgt im
Abschnitt 5.3.

Die Routinen im R-Paket HapEstXXR (aktuelle Version 0.1-7, http://cran.r-
project.org/web/packages/HapEstXXR) sind frei verfligbar. Die Schitzung flir unverwandte
Individuen entspricht dem Expectation-Maximization-Algorithmus von Excoffier (1995). Die

Haplotyp-Schitzung fiir Kleinfamilien wurde von Rohde (2001) entwickelt.

5.2 Studienpopulationen

Es wurden sechs Studien einbezogen:

Studie Gene (SNPs) ZielgroRRen

1  Deutsche genomweite Studie
Fall-Kontroll- und Familienstudie EDC-Cluster Atopische Dermatitis
auf Chr. 1921
(94 tagSNPs)
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Studie Gene (SNPs) Zielgrolien
2  EPIC-Potsdam-Studie
Teilstudie 1 Querschnittsstudie 18 Gene BMI und Taillenumfang
(41 SNPs)
Teilstudie 2 Fall-Kohortenstudie =~ ADH1B und Alkoholkonsum, Myokard-
ADH1C infarkt und Schlaganfall
(2 SNPs)

Teilstudie 3 Fall-Kohortenstudie ~ MTTP (1 SNP)  Myokardinfarkt und Schlag-
anfall unter Bertcksichti-
gung der Aufnahme von
Gesamtcholesterin

Teilstudie 4 Querschnittsstudie SCD1 Metabolische Risiko-

(7 tagSNPs) faktoren

Studie 1: Deutsche genomweite Studie

Es standen die Daten einer deutschen genomweiten Studie zu atopischer Dermatitis (AD) am
Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin (MDC) Berlin-Buch zur Verfiigung (Esparza-
Gordillo 2009). Innerhalb dieser grofl angelegten Studie wurden eine Fall-Kontroll-Studie (939
AD-Félle und 975 Kontrollen) und eine Familienstudie (268 Kleinfamilien mit 1097
Familienmitgliedern und 529 erkrankten Kindern) durchgefiihrt. Die AD-Fille der Fall-Kontroll-
Studie wurden an vier deutschen Universitdtskliniken (Charit¢é Universititsmedizin Berlin,
Universitdt zu Kiel, Technische Universitdt Miinchen und Universitdt Bonn) rekrutiert. Alle Fille
wurden nach Standardkriterien durch é&rztliche Diagnose in der Zeit von 2003 bis 2006
ausgewdihlt. Alle Fille sind deutscher Herkunft (Selbstangabe). Die Kontrollen wurden zufillig
aus der Gen-Datenbank PopGen ausgewihlt. An der Charité Universitditsmedizin Berlin wurden
Familien fiir die Familienstudie gewonnen. Einschlusskriterium war, dass in den Familien
mindestens zwei erkrankte Geschwister mit Erkrankungszeitpunkt vor dem zweiten Lebensjahr

vorhanden waren.

Die Genotypisierung in dieser Studie wurde mit den kommerziellen Affymetrix-Chips 500k und
5.0 durchgefiihrt. Als vielversprechende chromosomale Region wurde der Epidermal
Differentiation Complex (EDC) auf Chromosom 1921 ausgewdhlt, da dort bereits Geneffekte
gefunden wurden (Esparza-Gordillo 2009). Die ausgewahlte EDC-Region umfasste 259 SNPs
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(Chromosom 1: 150.075.690-152.014.240 bp). Es wurden 94 tagSNPs (LD-Kriterium r?>0,8)
ausgewahlt, um so redundante Informationen durch Linkage Disequilibrium zu vermeiden.
Zuséatzlich standen vier bereits bekannte Filaggrin (FLG)-Mutationen (2282del4, R501X,
R2447X und S3247X) zur Verfugung. Im FLG-Gen wird ein Protein kodiert, das beim
Verhornungsprozess der Haut durch Bildung von Keratinozyten beteiligt ist.

Studie 2: EPIC-Potsdam-Studie

Die European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC)-Studie ist eine
andauernde, europaweit angelegte prospektive Studie in 10 Lindern an 23 Studienzentren mit
dem Ziel, Zusammenhinge zwischen Erndhrung, Lebensstilfaktoren und chronischen
Erkrankungen (Krebs, kardiovaskuldre Erkrankungen, darunter Myokardinfarkt und
Schlaganfall, und Diabetes-Typ-2) weiter aufzuklidren. Im deutschen Studienzentrum EPIC-

Potsdam wurden vier Kandidatengenstudien hypothesenorientiert durchgefiihrt.

Die Basiserhebung der EPIC-Potsdam-Studie von 27548 Personen im Alter von 35 bis 65 Jahren
fand zwischen 1994 und 1998 statt und umfasste die Erhebung anthropometrischer Mal3e (u.a.
GroBBe, Gewicht und Taillenumfang), Messung des Blutdrucks, Entnahme einer Blutprobe,
selbststandiges Ausfiillen eines validierten Erndhrungshéufigkeitsfragebogens und ein
personliches Interview iiber Lebensstilfaktoren und Krankheitsgeschichte (Boeing 1999). Alle
zwei Jahre werden Nachbeobachtungen mittels Fragebogen durchgefiihrt, um Neuerkrankungen
zu registrieren. Alle Studienteilnehmer unterschrieben eine Einverstindniserkldrung. Die
Ethikkommission der Landesdrztekammer Brandenburg genehmigte das Studienprotokoll. Eine
Zufallsstichprobe aus 2500 Studienteilnehmern, die Blut bei der Basiserhebung gespendet hatten,
wurde flir weiterfiihrende Teilstudien ausgewidhlt. Es wird fir die Zufallsstichprobe
angenommen, dass deren Eigenschaften durch das zufillige Ziehen auf die volle Kohorte
iibertragbar sind und Effekte unverzerrt geschitzt werden konnen. Diese Stichprobe wurde in
dieser Arbeit in zwei Querschnittsanalysen zur Basiserhebung und in zwei Fall-Kohortenstudien
einbezogen. Bei dem Fall-Kohorten-Design wurden neben der Zufallsstichprobe alle erkannten

Fille eines Endpunktes in die Analyse eingeschlossen (Prentice 1986).

Alle SNPs der EPIC-Potsdam-Studie wurden mit den TagMan SNP Genotyping Assay Sets
(ABI, Forster City, 141 CA, USA) genotypisiert.
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Teilstudie 1

Nach Ausschluss von Personen aus der Zufallsstichprobe mit mehr als fiinf fehlenden Genotypen
und priavalenten Erkrankungen standen 2122 Personen flir diese Querschnittsanalyse in der
Zufallsstichprobe zur Verfiigung. Als Surrogatmessungen fiir Ubergewicht wurde der genetische

Effekt auf den Body-Mass-Index (BMI, kg/m?) und den Taillenumfang (cm) untersucht.

Fir diese Studie wurden 41 SNPs aus 18 Genen iiber 11 Chromosomen aufgrund in
genomweiten oder Kandidatengenstudien publizierten Assoziationen zu Untergewicht,
Ubergewicht und entsprechenden anthropometrischen MaBen ausgewihlt: LEPR (rs1137100,
rs1137101 und rs8179183), HSDI1IBI (rs4844880, rs846910 und rs3753519), TMEMIS
(rs11127485), FABPI (rs2241883), INSIG2 (rs7566605), ALPI (rs3762521), PPARG
(rs1801282), TBCIDI (rs2279027, rs35859249, rs4832743, rs10517456, rs9999507, rs6845120,
156823014, rs10009706, rs2303422, rs1344603, rs637797, rs6837834 und rs13110318), MTTP
(rs3816873), FABP2 (rs1799883, rs6857641), PTGES?2 (rs13283456), TCF7L2 (rs7903146),
ABCCS (1s916829, 15916828, 1s2237984, rs10832786, rs7106053 und rs11024286), IGFI
(rs1520220), FTO (rs9939609), SREBF'1 (rs2297508), NPC1 (rs1805081), MC4R (rs17700144
und rs10871777).

Teilstudie 2

Nach Ausschluss von Personen mit prévalenten Erkrankungen (Myokardinfarkt und
Schlaganfall) und fehlenden Werte bei den einbezogenen Faktoren und SNPs wurden 230
Myokardinfarkte und 208 Schlaganfille eingeschlossen (mittlere Nachbeobachtungszeit =
8,2 Jahre). Die Zufallsstichprobe umfasst 2175 Personen und darunter ebenfalls 60
Myokardinfarkte und Schlaganfille.

Zwei SNPs in den Genen ADHIB (rs1229984) und ADHIC (rs698), die Enzyme der
Alkoholdehydrogenase-Familie kodieren und den Abbau von Alkoholen im menschlichen

Korper katalysieren, wurden fiir diese Studie genotypisiert.

Teilstudie 3

In dieser Studie wurden dieselben Fille wie in Teilstudie 2 ermittelt. Nach Ausschluss von
Personen mit zur Basis préivalenten Erkrankungen (Myokardinfarkt und Schlaganfall) und
fehlenden Werten in eingeschlossenen Merkmalen oder SNP-Genotypen konnten 2302 Personen

in die Analyse einbezogen werden, darunter waren 193 mit Myokardinfarkt, 131 mit
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Schlaganfall und 1978 ohne inzidenten Myokardinfarkt oder Schlaganfall. 34 Félle wurden in
der Zufallsstichprobe ausgewihlt.

Zur Replikation der Ergebnisse konnte die Heinz Nixdorf Recall Studie (HNR Studie) gewonnen
werden. Die HNR Studie startete 2000 und rekrutierte 4814 Teilnehmer im Ruhrgebiet. Durch
Zufallsauswahl und Ausschluss (priavalente Félle und fehlende Angaben) standen 1188 Nichtfille
und 30 kardiovaskulire Erkrankungen zur Verfligung.

Fiir diese Studie wurde im MTTP-Gen der Polymorphismus -164T > C (rs1800804) ausgewihlt,
da dieser bei der Kodierung des mikrosomalen Triglycerid-Transferproteins (MTTP) mitwirkt,

welches eine zentrale Rolle im Lipoproteinstoffwechsel spielt.

Teilstudie 4
In dieser Querschnittsstudie wurden Personen mit fehlenden Angaben oder fehlenden Genotypen
ausgeschlossen. Es konnten 2157 von 2500 Personen der Zufallsstichprobe in die

Querschnittsanalyse eingeschlossen werden.

Es wurden sieben tagSNPs aus dem Gen SCDI (rs1502593, rs522951, rs11190480, rs3071,
rs3793767, rs10883463 und rs508384) genotypisiert. Im SCDI-Gen wird ein Protein (Stearoyl-

CoA desaturase-1) kodiert, das eine zentrale Rolle im Fettstoffwechsel spielt.

5.3 Statistische Analyse

Die in dieser Arbeit entwickelte Multi-locus Stepwise Regression (MSR) verbindet die Idee
schrittweiser Variablenselektion und haplotyp-basierter Assoziationsanalyse, wodurch die
Vorteile beider Verfahren genutzt werden, um (sub-)optimale SNP-Kombinationen zu

identifizieren.

Die MSR basiert darauf, dass schrittweise zu bereits ausgewéhlten SNP-Kombinationen einzeln
noch nicht eingeschlossene SNPs hinzugefiigt werden, auf Assoziation getestet und nur bei einer
statistischen Verbesserung weiter verfolgt werden. Dieser allgemeine Ansatz ist sehr flexibel.
Der Algorithmus kann entweder bei der Einzel-SNP-Analyse oder bei SNP-Paaren gestartet
werden. Die jeweils angewendete statistische Methode zur Schidtzung von genetischen Effekten,
wie beispielsweise die Regressions- und Ereigniszeitanalyse, kann je nach Forschungsfrage

angepasst werden. In der genomweiten Studie wurde die logistische Regression und in der EPIC-
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Potsdam-Studie die klassische lineare Regression angewendet. Bei allen Tests wurde die
jeweilige Designmatrix basierend auf individuell geschitzten Haplotypen erstellt. Im Fall der
EPIC-Potsdam-Studie mit ungekoppelten SNPs wurden nicht direkt Haplotypen, sondern
spezifische Allelkombinationen geschitzt. Bei allen Studien wurde der globale p-Wert mit einem
globalen Test bestimmt. Dabei wurde die Likelihood des Null-Modells mit der Likelihood des
,vollen Modells verglichen. Das Null-Modell umfasste immer alle eingeschlossenen nicht-
genetischen Faktoren und das volle Modell alle genetischen und nicht-genetischen Faktoren. Im
Fall der logistischen Regression wurde ein Likelihood-Ratio-Chi*-Test und im Fall der linearen

Regression ein F-Test durchgefiihrt.

Bei jedem Schritt der Erweiterung der SNP-Kombinationen wurde fiir jede Studie ein
angepasstes Selektionskriterium eingesetzt, mit dem beurteilt wurde, ob sich eine Verbesserung
durch den hinzugenommenen SNP ergeben hat. In der genomweiten Studie lag die
Herausforderung darin, die sehr hohe Zahl einflussreicher Haplotypen in der EDC-Region auf
die informativen Haplotypmuster zu beschrdanken. Aus diesem Grund wurden in jedem Schritt
die besten 300 SNP-Kombinationen (jeweils kleinsten p-Wert) solange erweitert, bis sich im
Mittel die mit den dekadischen Logarithmus transformierten p-Werte der zehn besten SNP-

Kombinationen um weniger als 10% verbesserten.

Bei der EPIC-Potsdam-Studie zu BMI und Taillenumfang war der Fokus, moglichst falsch-
positive Resultate zu vermeiden. Es wurden diejenigen SNP-Kombinationen ausgewdihlt, die
eine Verbesserung des corrected Akaike’s information criterion AIC. (Sugiura 1978) zeigten und
unterhalb einer Signifikanzgrenze lagen. Diese Grenze wurde je nach Zahl der einbezogenen
SNPs vorgegeben. Fiur SNP-Paare lag die Grenze bei 0,05, bei Tripeln 0,01, bei 4-SNP-

Kombinationen bei 0,001 usw. Die Suche begann mit der Analyse aller SNP-Paare.

Bei der Anwendung der MSR als schrittweises Selektionsverfahren wurden viele statistische
Tests durchgefuhrt und nur die ,signifikanten SNP-Kombinationen weiter verfolgt, da
ansonsten eine Inflation der p-Werte zu erwarten ist und damit das Problem des multiplen
Testens entsteht. Um den Selektionsprozess unter der Nullhypothese (kein genetischer Effekt) zu
beurteilen, wurde in der Teilstudie 1 (BMI und Taillenumfang) ein Permutationstest

durchgefuhrt, um so die Verteilung unter der Nullhypothese studienbedingt zu simulieren.
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In den Teilstudien 2 und 3 wurden die ausgewidhlten SNPs im Fall-Kohorten-Design erhoben,

sodass die Cox-Regression modifiziert nach Prentice (1986) angewendet wurde.

In Teilstudie 2 wurde zusitzlich eine Meta-Analyse mit prospektiven Studien zu den Genen

ADHIB und ADHIC mit dem R-Paket meta durchgefiihrt.

In Teilstudie 4 wurde der genetische Effekt der sieben tagSNPs einzeln und mittels Haplotypen
mit der ANCOVA (Analysis of Covariance) bestimmt. Die individuellen Haplotypen wurden mit
dem Expectation-Maximization- Algorithmus geschétzt.

In jeder Studie stellt sich die Frage nach einer geeigneten Adjustierung oder Stratifizierung zur
Vermeidung von unerwiinschten Verzerrungen. Die Anwendung der MSR in der genomweiten
Studie erfolgte ohne weitere Beriicksichtigung von Adjustierungsvariablen, was zum Zeitpunkt
der Durchfiihrung ein iibliches Vorgehen in der genetischen Epidemiologie war. In allen anderen

Studien wurden verschiedene Adjustierungsvariablen gewéhlt (Alter, Geschlecht u. a.).

5.4 Software

Die tagSNPs der genomweiten Studie wurden mit Paul de Bakkers‘-Programm Tagger,
eingebunden in Haploview (Version 4.2, http://www.broadinstitute.org/haploview), ausgewéhlt.
Informationen zur SNP-Lokalisation wurden der ehemaligen Datenbank SNPselector (NCBI
assembly 36; dbSNP build 126; seit 30.09.2010 nicht mehr verfiigbar) entnommen. Die
statistische Analyse der genomweiten Studie wurde mit der Statistiksoftware R (Version 2.11.1)

durchgefiihrt.

Die Anwendung der MSR in der EPIC-Potsdam-Studie wurde mit der Statistiksoftware R
(Version 2.14.0) unter Anwendung der grafischen Benutzeroberfliche RStudio (Version
0.96.330, http://www.rstudio.com) durchgefiihrt.

Die begleitenden Studien wurden mit der Statistiksoftware SAS (Version 9.2, SAS Institute Inc.,

Cary, NC) analysiert.
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6. Ergebnisse

6.1 Suche nach Haplotyp-Mustern in einer genomweiten Studie zur atopischen Dermatitis
Publikation 1: Kniippel S, Esparza-Gordillo J, Marenholz I, Holzhiitter HG, Bauerfeind A, Ruether A, Weidinger
S, Lee Y-A, Rohde K. Multi-locus stepwise regression: a haplotype-based algorithm for finding genetic associations

applied to atopic dermatitis. BMC Med Genet 2012;13(1):8.

In der deutschen genomweiten Studie zur atopischen Dermatitis wurden 94 tagSNPs im
Epidermal Differentiation Complex (EDC) auf Chromosom 1q21 ausgewihlt. Die Anwendung
der MSR auf die tagSNPs ergab ein bestes signifikantes Haplotypmuster, das in der Fall-
Kontroll-Studie (p=4,13E-07 nach Bonferroni-Korrektur) mit 939 AD-Fillen und 975 Kontrollen
identifiziert wurde und in der Familienstudie (p=0,0398 nach Bonferroni-Korrektur) mit 268
Kleinfamilien repliziert werden konnte. Dieses Muster umfasste die SNPs rs7550106, rs499697,
rs17659389 und rs17670505.

In der EDC-Region liegt das bereits bekannte und mit atopischer Dermatitis assoziierte FLG-
Gen. Daher wurde gepriift, ob das gefundene Muster lediglich die Reflexion dieses Geneffektes
ist. Bei der Schitzung von Haplotypen basierend auf dem gefundenen Muster aus den vier oben
genannten SNPs und durch Hinzunahme der vier bekannten FLG-Mutationen zeigte sich, dass
das gefundene Muster hauptsidchlich den bekannten FLG-Effekt widerspiegelt. Dennoch konnte
zusdtzlich zu den Haplotypen mit FLG-Effekt ein Haplotyp bestimmt werden, der unabhingig
vom FLG einen verstirkenden Effekt gezeigt hat (Fall-Kontroll-Studie: Odds Ratio OR=1,71,
95%-K1:1,32-2,23, p=5,6E-05; Familienstudie: OR=1,68, 95%-KI:1,18-2,38, p=2,19E-03) und

daher zusitzlich zu den FLG-Mutationen als risikoerhohender Haplotyp angesehen werden kann.

Der Ansatz der schrittweisen SNP-Auswahl war in der ausgewédhlten Kandidatengenregion
erfolgreich und fiihrte zu der Uberlegung, ob die MSR auch auf unabhingige SNPs anwendbar
ist. Daher wurde die MSR auf ungekoppelte SNPs in der zweiten Publikation angewendet.

6.2 Anwendung der MSR auf ungekoppelte SNPs in einer Querschnittsstudie
Publikation 2: Kniippel S, Rohde K, Meidtner K, Drogan D, Holzhiitter HG, Boeing H, Fisher E. Evaluation of 41

candidate gene variants for obesity in the EPIC-Potsdam cohort by multi-locus stepwise regression. PLoS One.

2013;8(7):¢68941.

In der Einzel-SNP-Analyse konnte neben dem SNP rs637797 des TBCIDI-Gens (Beta
(SE)=-0,33 (0,13)) die bereits bekannte Assoziation mit BMI des F7O-Gens identifiziert werden.
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Die MSR selektierte neun beste 6-SNP-Kombinationen fiir BMI (Effekte der zwei besten
Allelkombinationen von Beta (SE)=-1,70 (0,34) bis 0,74 (0,21), mittlere Anzahl
Allelkombinationen=4, mittlere Héufigkeit der Allelkombinationen=11,2%), zwei 6-SNP-
Kombinationen fiir Taillenumfang (Effekte der beiden Allelkombinationen von Beta (SE)=-2,96
(0,76) bis 1,50 (0,75), mittlere Anzahl Allelkombinationen=7, mittlere Hé&ufigkeit der
Allelkombinationen=7,5%) und 15 3-SNP-Kombinationen auf Taillenumfang adjustiert fiir BMI
(Eftekte der zwei besten Allelkombinationen von Beta (SE)=-1,11 (0,28) bis 0,18 (0,15), mittlere
Anzahl Allelkombinationen=3,5, mittlere Haufigkeit der Allelkombinationen=26,0%). Alle
selektierten SNP-Kombinationen verloren ihre Signifikanz unter Beriicksichtigung der

simulierten Verteilung unter der Nullhypothese (,.kein genetischer Effekt*).

6.3 Drei Kandidatengenstudien zu kardiovaskuliren Erkrankungen

Publikation 3: Drogan D, Sheldrick AJ, Schiitze M, Kniippel S, Andersohn F, di Giuseppe R, Herrmann B, Willich
SN, Garbe E, Bergmann MM, Boeing H, Weikert C. Alcohol Consumption, Genetic Variants in Alcohol
Deydrogenases, and Risk of Cardiovascular Diseases: A Prospective Study and Meta-Analysis. PLoS One
2012;7(2):€32176.

Publikation 4: di Giuseppe R, Pechlivanis S, Fisher E, Arregui M, Weikert B, Kniippel S, Buijsse B, Fritsche A,
Willich SN, Joost HG, Boeing H, Moebus S, Weikert C. Microsomal triglyceride transfer protein -164 T>C gene
polymorphism and risk of cardiovascular disease: results from the EPIC-Potsdam case-cohort study. BMC Med
Genet 2013;14:19.

Publikation 5: Arregui M, Buijsse B, Stefan N, Corella D, Fisher E, di Giuseppe R, Coltell O, Kniippel S,
Aleksandrova K, Joost HG, Boeing H, Weikert C. Heterogeneity of the Stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD/) gene and
metabolic risk factors in the EPIC-potsdam study. PLoS One 2012;7(11):e48338.

In der EPIC-Potsdam-Studie konnte kein Effekt der Alkoholdehydrogenase-SNPs (rs1229984
und rs698) auf Schlaganfall und Myokardinfarkt nachgewiesen werden. Die durchgefiihrte Meta-

Analyse zeigte bei der liberwiegenden Mehrheit der einbezogenen Studien keinen Effekt.

Weiterhin wurde die Interaktion zwischen der Gesamtcholesterinaufnahme und dem selteneren
Allel (C) des MTTP-SNPs rs1800804 untersucht. Es zeigte sich die erwartete Interaktion des
SNPs und der Gesamtcholesterinaufnahme. Das seltenere Allel scheint mit einem erhdhten
Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen bei Cholesterinaufnahme von weniger als 200 mg/dl
(HRa4daitiv=1,38, 95%-KI: 1,07-1,78) einherzugehen. In der Gruppe, in der mehr als 200 mg/dl

aufgenommen wurde, war ein risikosenkender Effekt zu beobachten (HRaq4iiv=0,77, 95%-KI:
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0,58-1,03). Der Trend dieser Effekte konnte in der HNR Studie bestétigt werden
(HRadditiv,Cholesterin<200=15065 95%-KI: 0933'3340 und HRadditiv,Cholesterin2200=0,60, 95%-KI: 0929'
1,25).

Die Analyse der sieben tagSNPs des SCD-Gens zeigte keine Effekte auf acht metabolische
Risikofaktoren (BMI, Taillenumfang, Plasma-Triglyceride, Glykohdmoglobin (HbAc), C-
reaktives Protein (hs-CRP), y-Glutamyltransferase (GGT), Alanin-Aminotransferase (ALT) und
Fetuin-A) sowohl in der Einzel-SNP- als auch bei der Haplotyp-Analyse.

7. Diskussion

Diese Arbeit befasst sich mit zwei wichtigen Aspekten der genetischen Epidemiologie. Auf der
einen Seite wurde eine Methode zum Selektieren krankheitsassoziierter SNP-Kombinationen
entwickelt und deren Einsatzmoglichkeit an empirischen Daten getestet, und auf der anderen

Seite sollten gefundene Effekte in drei Kandidatengenstudien repliziert werden.

Die schrittweise haplotyp-basierte SNP-Suche fiihrte bei einer ausgewdéhlten chromosomalen
Genregion zu einem relevanten Ergebnis und der Suchalgorithmus kann daher fiir eingegrenzte
Genregionen empfohlen werden. Die Anwendung der Multi-locus Stepwise Regression (MSR)

auf ungekoppelte Marker hat sich in der EPIC-Potsdam-Studie als fraglich herausgestellt.

Die Idee der schrittweisen Suche nach Haplotypmustern findet sich ebenfalls im HapConstructur
(Abo 2008) und SHARE (Dai 2009) fiir unabhidngige Personen sowie im Programm HaploBuild
(Laramie 2007) fir Familienstudien. Die Herangehensweise der MSR ergab sich durch die
besonderen Erfordernisse der jeweiligen wissenschaftlichen Fragestellung. Beispielsweise
schlagen Abo (2008) vor, Haplotypen weiter zu verfolgen, wenn der p-Wert des resultierenden
statistischen Tests durch Hinzunahme eines weiteren SNPs unter einem vorher definierten
Schwellenwert liegt. In der genomweiten Studie wurde exemplarisch eine Hochrisiko-Region
untersucht, wodurch eine besonders hohe Zahl an assoziierten Haplotypen erwartet wurde. Das
Selektionskriterium wurde derart modifiziert, dass die um einen SNP erweiterten SNP-
Kombinationen einen verbesserten p-Wert ergaben und so nur die 300 besten SNP-
Kombinationen (kleinste p-Werte) in jedem Schritt gespeichert werden sollten, bis sich aus dem
schrittweisen Ergdnzen im Mittel die 10 besten mit dem dekadischen Logarithmus

transformierten p-Werte um weniger als 10% verbesserten.
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Der SHARE-Algorithmus basiert auf einen zweistufigen Ansatz, der im ersten Schritt die
optimale Linge der gesuchten SNP-Kombinationen bestimmt und danach die SNPs unter
Anwendung der Krossvalidierung auswihlt. Mittels verfiigbaren R-Pakets wurde dieses
Verfahren auf die tagSNPs der EDC-Region angewendet, und es ergab sich eine beste zweier
SNP-Kombination, die mit der MSR ebenfalls identifiziert, aber an dieser Stelle nicht weiter
verfolgt wurde. Stattdessen wurde eine statistisch signifikantere Kombination bestehend aus vier

SNPs ausgewéhlt.

Fiir die Analysen der EPIC-Potsdam-Studien zu Ubergewicht wurde ebenfalls das
Auswahlkriterium angepasst. Es wurde nicht nur auf den p-Wert, sondern auch auf die
Anpassungsstatistik AIC, zuriickgegriffen, die als Mal} fiir die relative Modellgiite verwendet

wird.

Eine wichtige Moglichkeit aufgestellte Hypothesen weiter zu untersuchen, ist eine
Replikationsstudie mit einer unabhdngigen Stichprobe. In dieser Arbeit wurde das Ergebnis
dreier Kandidatengenstudien vorgestellt, die zum Ziel hatten, angenommene genetische
Einflussfaktoren zu untersuchen. Lediglich die Analyse des MTTP-SNPs rs1800804 zeigte den
erwarteten Effekt, wodurch die Wichtigkeit des wissenschaftlichen Prozesses des Generierens
von Hypothesen und deren anschlieBender Replikation oder deren Falsifikation deutlich wird.
Meta-Analysen sind ein geeignetes Mittel, um die Ergebnisse mehrerer Studien vergleichend

darzustellen und auszuwerten, wie es in der Studie zu den ADH-Genen geschehen ist.

Wenn eine Replikationsstudie nicht gegeben ist oder die Studie intern validiert werden soll, dann
konnen verschiedene Resampling-Methoden, z.B. Permutationstests oder Bootstrapping-
Verfahren, eingesetzt werden, denn fiir die klassische Bonferroni-Korrektur oder False Discovery
Rate (FDR) ist unklar, fiir welche Zahl an Tests die schrittweise Suche korrigiert werden sollte.
Es konnte die Zahl der tatsdchlich durchgefiihrten Tests oder die maximal mogliche Zahl an
Tests zu Grunde gelegt werden. Dabei ist die Zahl der tatsidchlich durchgefiihrten Tests zu gering,
denn sie beinhaltet nur gerade die Tests, die den Auswahlkriterien entsprechen. Die Wahl der
maximalen Anzahl an Tests wére zu streng, denn nicht alle Tests sind unabhéngig voneinander,
da SNPs ein Teil verschiedener SNP-Kombinationen sein konnen.

Die Kombination von SNPs oder SNP-Allelen konnte allein durch den Suchvorgang zu
statistisch ,,signifikanten* Ergebnissen fiihren, denn der Suchalgorithmus wird auf die

»signifikanten* Zwischenlosungen beschridnkt. Daher bedeuten gefundene ,.signifikante® SNP-
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Kombinationen nicht automatisch, dass das Ergebnis klinisch relevant ist oder dass die
einbezogenen SNPs in einem biochemischen funktionalen Zusammenhang stehen. Diese beiden
Fragestellungen sollten je nach SNP-Auswahl an den konkreten Ergebnissen oder besser im
Vorhinein durch angenommene biologische Zusammenhidnge beurteilt werden. Ein weiterer
Aspekt ist, dass ausgewéhlte SNPs nicht unbedingt in einem funktionalen Zusammenhang zu den
anderen SNPs stehen miissen; sie konnten rein statistisch zur Verbesserung beitragen,
beispielsweise der Unterscheidung von Fillen und Nichtfillen. Die einbezogenen SNPs miissten

dabei keine funktionale Wirkung auf die untersuchte Krankheit aufweisen.

Diese Arbeit wurde auf die Anwendung und Entwicklung biostatistischer Methoden zur
Evaluierung von SNPs beschrinkt. Bei SNP-basierten Analysen wird ein direkter
Zusammenhang zwischen dem Basenaustausch und einem Endpunkt untersucht, ohne dabei
Genprodukte zu beriicksichtigen. Weiterfiihrende Erkenntnisse konnten durch die Verkniipfung
der genetischen Analysen mit anderen Forschungsgebieten (Genomik, Metabolomik, Proteomik
etc.) erreicht werden, die die verschiedenen Ebenen der komplexen Funktionsweisen des

menschlichen Korpers zum Gegenstand haben.

Genomweite Analysen helfen dabei, Gene zu identifizieren, die iiber die statistische Signifikanz
hinaus einen entscheidenden Beitrag zur Entwicklung der untersuchten Krankheit haben konnen.
Die anfingliche Euphorie nach der Entschliisselung des menschlichen Genoms und deren
Veroffentlichung im Jahr 2001 hat sich gelegt. Es wird immer deutlicher, dass die genetische
Epidemiologie ihre besonderen Herausforderungen in der Zukunft erst noch 16sen muss. Dazu
gehort u.a. die weitere vertiefende Analyse von seltenen Varianten, SNP-SNP-Interaktionen und
der systematischen Beriicksichtigung von nicht-genetischen = Umweltfaktoren. Die
Weiterentwicklung von Multi-Locus-Methoden sollte auch fiir genomweite Daten und fiir
ungekoppelte SNPs fortgesetzt werden, um weiterhin vielversprechende Gene und deren
komplexes Zusammenspiel zu identifizieren und deren Wirkung in verschiedenen Populationen
zu bestdtigen. Die Eigenschaften verschiedener Methoden sollten weiter miteinander verglichen
werden, um Vor- und Nachteile verschiedener Methoden darstellen zu konnen. Vor diesem
Hintergrund wird aktuell in der EPIC-Potsdam-Studie die MSR mit Verfahren verglichen, bei
denen mehrere Genotypen simultan modelliert werden konnen (klassische SNP-Selektion,
Genetic Risk Score und dem Least Absolute Shrinkage and Selection Operator (Lasso)-
Verfahren).
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7.1 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit zeigte sich die schrittweise Mustersuche als niitzlich, um besonders in
Kandidatengenregionen Einblicke in die genetische Ursache komplexer Krankheiten zu erhalten.
Die zur Verfiigung stehenden Daten aus genomweiten Studien kdnnen so neben der Einzel-SNP-
Analyse zur intensiveren Untersuchung bestimmter Genregionen eingesetzt werden. Bei
ungekoppelten SNPs war die schrittweise Mustersuche nicht erfolgreich. Bei einer schrittweisen
SNP-Auswabhl sollte der Suchprozess besonders beriicksichtigt werden, beispielsweise durch ein
Resampling-Verfahren. Neben der Weiterentwicklung von statistischen Verfahren, die auf
genomweiten Daten basieren, ist es ebenso wichtig, weitere Methoden zu entwickeln, die den
gemeinsamen Effekt ungekoppelter SNPs iiber Einzel-SNP-Analysen hinaus valide schétzen

konnen.
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