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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Relevanz der Identifizierung von Asthmagenen

Die Pravalenz allergischer Erkrankungen ist in tetmaten 30 Jahren deutlich angestiegen.
Dies gilt vor allem fiir die westlichen Lander (Jsr008). Besonders Kinder erkranken im-
mer haufiger an Allergien und Asthma, und im paaiahen Bereich ist Asthma mittlerweile
die haufigste chronische Krankheit der westlichegltW/

Eine neuere Kostenanalyse, die vom Forschungszemten europaischen Kommission ange-
fordert wurde, hat die Gesamtkosten flr die Behamglasthmatischer Kinder unter 15 Jahren
in 25 Mitgliedsstaaten der Europaischen Union awBe3 Billionen Euro im Jahr geschatzt
(European Lung White Book 2003). Die Kosten wéarandestens doppelt so hoch, wenn
man das Asthma von Erwachsenen oder berufsbezodattema zusatzlich in Betracht zie-
hen wirde. Allergische Erkrankungen werden zukgnfiie Volkswirtschaften sowie deren
Gesundheitssysteme in immer starkerem MalRe belasi@nmmer mehr Menschen in ihrer
Lebensqualitat einschranken. Eine bedeutende Reduller Lebensqualitat zeigt sich vor
allem auch bei asthmatischen Kindern. Die gegemy&irtTherapien fur Asthma sind zwar
effektiv fur milde Formen von Asthma; ernstere Fermvon Asthma bleiben hingegen
schwer zu behandeln. Etwa 80% der Gesamtkostenamadier gerade jene 20% der Patien-
ten mit schwerem Asthma aus. So ist es heute z\iglich, bei exakter Diagnose und ldenti-
fikation von Auslosern, allergische Erkrankungerd uksthma zu kontrollieren, doch sind
trotz intensiver Bemihungen auf dem Gebiet der baimnischen Forschung Allergien sel-
ten und Asthma bis heute nicht heilbar.

Untersuchungen, die sich mit der Identifizierung vatiologie und Therapiemdglichkeiten
von Asthma beschaftigen, haben daher eine hohendesiispolitische Relevanz. Sie kdnnen
zudem fur die Primarpravention, also die Verhindgruon Krankheitsfallen durch frihzeiti-
ges Erkennen von Risikofaktoren und deren Elimiumgrbedeutend sein, die epidemische
Ausbreitung von Allergien und Asthma weltweit zikampfen.

Es ist unwahrscheinlich, dass die Pravalenz afiehgir Erkrankungen nur aus genetischen
Veranderungen oder nur aus Umweltfaktoren restltiérelmehr werden Ursachen fir

Asthma derzeit als sowohl umweltbezogen als auctetggeh sowie als Folge deren Inter-
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aktion vermutet. Da jedoch in beiden Forschungsfelchoch keine pradiktiven Marker mit
ausreichender Sensitivitdt und Spezifitat idengfizwerden konnten, die sich fur die Vorher-
sage des Krankheitseintritts und die Prognose tisebesstehender allergischer Erkrankungen
eignen, gilt es in beiden Feldern die Asthmaforegworan zu treiben. Wie auch bei anderen
chronischen Erkrankungen konzentriert sich einenFaer Suche auf genetische Faktoren, die

sich zum Beispiel fur eine Diagnostik einsetzeséas
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1.2 Asthma

1.2.1 Definition

Asthma ist keine klar einzugrenzende Krankheit,deom eine Ansammlung verschiedener
Krankheiten. Ein Konsens der Asthmadefinition bieistiarin, Asthma als eine chronisch ent-
zundliche Krankheit der Atemwege zu definieren, de&i viele Zelltypen und zellulare Ele-
mente eine Rolle spielen, insbesondere Mastzélesinophile und T-Zellen (Bousquet et al.
2000; Lemanske et al. 2003).

Bei betroffenen Individuen verursacht die EntzUrgleich wiederholende Episoden von
Giemen, Atemnot, Engegefuhl in der Brust und Hustlem besonders in der Nacht und/oder
am frihen Morgen auftritt. Diese Symptome sind dawigh mit weit ausgebreiteter, aber
variabler Atemwegsobstruktion verkntpft, welchewader spontan oder durch Behandlung
zumindest teilweise reversibel ist. Die Entzindistigvariabel mit Verdnderungen von Hy-
perreaktivitdt der Atemwege gekoppelt und wirkhsa&ut oder chronisch auf eine Einengung
der Atemwege aus (Lemanske et al. 2003). Die Hgpaétivitdt der Atemwege wird mit
»airway hyperreactivity" (AHR), die bronchiale Hypeaktivitat mit ,bronchial hyperreacti-
vity" (BHR) abgekurzt.

Die Entstehung und Fortschreibung von Asthma ist kemplex und bezieht das Zusammen-
spiel zahlreicher Entziindungszellen ein (Bousquel.e€2000). Die Teilnahme vieler Zellty-
pen und ihrer ausgeschitteten Molekile konstite@ertdynamisches Netzwerk, welches sich
sowie die Krankheit konstant tber die Zeit ausdiegtand zwar sowohl auf zellularer Ebene
als auch auf Ebene des Organismus. Dies betrifth a@ie Symptome von Asthma, die sich
Uber das Leben verandern und so die Suche nachigpm® oder nichtgenetischen Risiko-
faktoren kompliziert gestalten (Carroll 2005). lerKindheit ist Asthma meist mit der Reak-
tion auf inhalative Allergene gekoppelt und eineldgende Anzahl von Kindern hat lebens-
lang persistierende Symptome. Die Krankheit karer @oich spater im Leben auftreten und
wird dann mit anderen Faktoren wie zum Beispiel dRaachen in Verbindung gebracht.
Asthma schliel3t neben akuten Symptomen, welchendBranchodilatoren schnell aufgeho-
ben werden kénnen, auch durch chronische EntzUmsumgrursachte Exazerbationen ein,
die zwar unterdrtickt oder durch antientziindlichedida@mente gemildert werden. Daneben
gibt es aber einen Prozess der Umbildung der Ategawand, das sogenannte ,airway remo-
deling®, fur das es bislang keine validierte BeHand gibt. So kann Asthma auch als ein

Kontinuum von Symptomen bis hin zum ,airway remautg! betrachtet werden, wobei die
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Folgen und der Schweregrad dieser Ereignisse vdienPau Patient hochgradig variabel
sind.

1.2.2 Zellmechanismen (T-Zellen)

Insbesondere Mastzellen, Eosinophile und T-Zellpielen eine wichtige Rolle bei der
Asthmapathogenese. Das Triggern einer Immunantaufrtder Oberflache von Mastzellen
oder Basophilen durch allergenspezifisches Immumngio E (IgE) kann zu sofortigen Symp-
tomen durch die Ausschittung von Histamin oder eerd®&lediatoren fuhren, wahrend Eosi-
nophile zu AHR bei Asthmatikern beitragt (Kay 200Dje Aktivierung von B-Zellen zur
Produktion von IgE und die Anhaufung von Eosinoghisind unter der Kontrolle von soge-
nannten J2-Zellen. T,2-Zellen 16sen die Rekrutierung und Aktivierung ared Zelltypen
aus, die in einer komplexen Kaskade von Entzinduegbhanismen mindet. Biologische
Mechanismen, die mit B-Zellen in Verbindung gebracht werden, bieten dahge Erkla-
rungsansatze fur allergische Reaktionen.

T-Zellen reprasentieren eine heterogene Familie Zglten, die sowohl eine protektive als
auch eine schéadliche Funktion auf das Immunsystesiilen kann. Wéahrend Effektorzellen,
die auch T-Helferzellen ¢) genannt werden, gegen exogene schadigende Egelgéizen,
wird von regulatorischen T-Zellen £J9 ein Schutz gegen autoimmune Reaktionen und ein
Stoppen der Reaktionen von Effektorzellen angenomrsebald deren Wirkung gefahrlich
wird (Romagnani et al. 2009). Zwei Haupttypen vdfe&or-T-Zellen kommen beim Men-
schen vor: T-Helfer-Zellen Typ 1 {I-Zellen) und Typ 2 (12) (Romagnani 1991).
Typischerweise produzieren nach Antigenkontaktvadtie T,1-Zellen unter dem Einfluss
von Interleukin 12 (IL-12pls Hauptzytokininterferon Gamma (IFN), einen wichtigen Ver-
mittler der zytotoxischen Immunreaktion, Tumorziellehr, Zytolyse von virusinfizierten
Zellen, Transplantatabsto3ung und Autoimmunprozefisgoc et al. 2005).

Dagegen produzieren,2-Zellen unter dem Einfluss von IL-4 und bei Abwaseit von IL-12
wiederum IL-4 sowie IL-5, IL-9 und IL-13, aber kel@N-y. Diese Interleukine aktivieren
dann B-Zellen (IL-4 und IL-13), Mastzellen (IL-4 diriL-10) und Eosinophile (IL-5). IL-9
und IL-13 sind zudem Zytokine, die Einfluss auf AHiBben (Robinson 2000). Die Verbin-
dung von T2-typischen Reaktionen mit allergischen Erkrankungerrde auch durch Beo-
bachtungen in Mausmodellen unterstitzt (Mosmarah. 1996).

Der durch verbreitete Antigene auslésende Mecharsdiir die allergische Reaktion wird in

der Entstehung eines Ungleichgewichts bei der TH2#lerenzierung zugunsten einep2F
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Antwort vermutet. Stark vereinfacht lasst sich sagkass die JL-Antwort herunterreguliert
ist, wenn die F2-Antwort Uberwiegt und umgekehrt.

Tregs Uben hingegen zusatzlich einen hemmenden Einfluslie Entwicklung von sowohl
Thl- als auch {J2-Zellen aus (Ngoc et al. 2005). Werdeggdaufgrund von mangelnder Aus-
einandersetzung mit Mikroorganismen weniger stiergylisinkt inr hemmender Einfluss auf
die Ty1- und T,2- Zellen. Dies liefert ein Erklarungsmodell, waruie Inzidenz sowohl von
Thl-vermittelten Autoimmunerkrankungen als auch vqg@-Vermittelten allergischen Er-
krankungen wie dem Asthma bronchiale stark zugeneminat (Smit, J. J. et al. 2004).
Inzwischen wurden noch weitere T-Zellen beschrighi® entweder I1L-4 und IFN-(Tx0-
Zellen) oder IL-17 (F17-Zellen) produzieren, und die Mechanismen weitexdifferenzieren
(Romagnani et al. 2009). Dennoch hat die HypotlBestand, dass ein Ungleichwicht def T

Zellen vom Typ 1 und 2 auf die Entwicklung von Adeen Einfluss nimmt.

1.2.3 Umbauprozesse der Atemwege (,airway remodelin  g)

Die Atemwege von Asthmatikern zeigen eine chargtische Infiltration mit Entzindungs-
zellen. Daneben gibt es strukturelle VeranderurdgmAtemwege, die auch schon in friher
Kindheit gefunden werden kénnen (Barbato et al620@arner et al. 2008). So gesehen kon-
nen Umbauprozesse selbst ohne Entziindung stattfimigofern ist ein Verstandnis, inwie-
weit solche Umbauprozesse zur Progression von Asstieiiragen, insbesondere im Hinblick
auf Therapie und Krankheitsmanagement, von groBde&ung. Pathomechanismen, welche
mit solchen Umbauprozessen assoziiert sind, kofrklarungsansatze fur das Aufrechter-
halten allergischer Symptomatik bieten.
Das ,airway remodeling” kann als die Gemeinsam¥eit Verdnderungen in der Kompositi-
on, Organisation, Zellquantitdt und den extrazéteh Bestandteilen der Atemwegswand
definiert werden (Warner et al. 2008). Wie bei dsthmasymptomatik sind hiervon einige
Komponenten durch Behandlung oder spontan revérgdamch werden die meisten Abnor-
mitéten, so wie sie im Epithel, in der glatten Mulsitur, den Blutgefalen und der extrazellu-
laren Matrix gefunden werden, als permanent undapheresistent betrachtet. Die unter-
schiedlichen Charakteristika lassen darauf schiefdee vielfaltig sich das ,airway remode-
ling" aulBern kann. Dazu gehdren Veranderungen titeg Muskulatur und des Epithels,
eine Anhaufung von Fibroblasten und Becherzellemes®&erdickungen delamina reticula-
ris. Einige jungere Studien, die sehr gut zusammesgeteurden (Warner et al. 2008), unter-
suchen diese Komponenten des ,airway remodeling*.
Exemplarisch sei die allgemein erhdhte Proliferagrate im Epithel erwahnt, die besonders
bei Patienten mit schwerem Asthma Giltigkeit hat¢Rrdolo et al. 2003; Cohen, L. et al.
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2007). Wenig Zweifel gibt es daher Uber die Abnéétndes Epithels bei Asthmatikern, ob-
wohl dessen substanzielle Schadigung kontroveksitiest wird. Es wird angenommen, dass
die verminderte innerzellulare Adhasion die ,epidal growth factor* (EGF)-Rezeptor ab-
hangige T2-Zellen begunstigte Aktivitat fordert und dadurthas Epithel weiter durch Ent-

zindungsmechanismen schadigt (Ricciardolo et &3REine EGF-ahnliche Domane besitzt
beispielsweise auch das Strukturprotein ADAM33.

1.3 Atopie

Eine bedeutende Rolle im Zusammenhang mit Asthiedt spie atopische Sensibilisierung
oder Atopie. Als Allergie wird eine UberschieBerdl@vehrreaktion des Immunsystems auf
bestimmte und normalerweise harmlose Umweltstalife Allergene, bezeichnet. Eine solche
Reaktion aul3ert sich in typischen, durch entzihdlierozesse vermittelten Symptomen.
Wahrend genau genommen der Begriff der Allergie kiteaen des Immunsystems ein-
schlie3t, die auf verschiedene Mechanismen zuriekgeist Atopie stets auf Mechanismen
zurtckzufiihren, die das Immunglobulin E einschire(¥stopie ist IgE-vermittelt und damit
ein Teilaspekt der Allergie. Als Atopie wird die igang, als Reaktion auf geringe Dosen von
Allergenen IgE-Antikérper zu bilden, definiert umds atopische Erkrankungen diejenigen,
die mit Atopie, d.h. der Produktion allergenspexifier IgE-Antikdrper einhergehen. Dazu
gehoren die atopische Dermatitis, der Heuschnupheihdas Asthma bronchiale (von Mutius,
E. 1999), wobei sich diese Krankheitsbilder tbemgatten (Abbildung 1).

Atopisches Ekzem
Rhinitis

Abbildung 1: Phanotypische Heterogenitat der Atopie
(in Anlehnung an Feijen et al. (Feijen et al. 2000)
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Die spezifischen Antikdrper gegen bestimmte Alleeverden als spezifisches IgE bezeich-
net und kdnnen entweder im Serum mit messtechmskteghoden nachgewiesen oder indi-

rekt Gber die Haut durch einen Prick-Test aufgdasayden.

1.4 Atopisches und nicht-atopisches Asthma

Atopie spielt insofern eine Rolle bei Asthma, dzhgilieses auf Basis des Atopiestatus in ver-
schiedene Subformen einteilen lasst. Je nachderainebatopische Sensibilisierung vorliegt
oder nicht, wird zwischen atopischem (extrinsischemd nicht-atopischem (intrinsischem)
Asthma unterschieden, fur deren Entstehung verdehg Mechanismen hypothetisiert wer-
den. Das extrinsische Asthma bronchiale wird duxtiergene ausgel6st und fuhrt zur soge-
nannten allergischen Frihreaktion mit einer verteehBildung von IgE und damit erhéhten
IgE-Spiegeln im Blut-Serum. Die allergische Reaktstellt hier die vermutliche Ursache der
Symptome dar. Nach intrakutaner Injektion von Bxa aerogener Antigene zeigt sich die
allergische Reaktion in Form von Quaddelbildung Rédung der Haut.

Eine IgE-vermittelte Reaktion auf verbreitete Adjene ist die haufigste Variante der Krank-
heit in der Kindheit und im frihen Erwachsenenalatts-Mills et al. 1996). Jedoch durfte
auch bei der nicht-allergischen Form des Asthma& @mmunologische Komponente eine
Rolle spielen, da die pathologischen Merkmale daz#ihdung in beiden Varianten grof3ten-
teils &hnlich sind (Bentley et al. 1994; Humberakt1996). Beim intrinsischen Asthma lau-
fen zwar ebenfalls Abwehrreaktionen im Korper abse werden aber nachgewiesenermalden
nicht durch ein Allergen hervorgerufen, denn es ikdraeltener zu einem Anstieg von IgE.
Oft lasst sich fur die Hyperreagibilitat der Broreh keine erklarbare Ursache finden. Als
Ausloser des asthmatischen Geschehens kdnnen &istr Viirusinfektionen wie der ,respira-
tory syncitial“(RS)-Virus, Rhinovirus, Parainfluemzrus oder Influenzavirus oder andere
Triggermechanismen, wie Kaltluft, Staub, Tabakralgrperliche Anstrengung oder emoti-
onaler Stress angenommen werden (Romanet-Manaht2§102). Da Kinder mit atopischem
Wheeze eine schlechtere Prognose und einen scleweviarlauf der Krankheit zeigen als
solche mit nicht-atopischem Wheeze (llli et al. @0@ilt es die phanotypische Heterogenitat
in die Analysen einzubeziehen. Daher schlief3t in \d®liegenden Arbeit der Fokus auf
Asthma immer auch einen Blick auf die Subformepngetiches und nicht-atopisches Asthma)

ein.
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1.5 Das genetische Material

Da ein Grundverstandnis einiger Fachbegriffe ausGnetik bei der Interpretation der vor-
liegenden Arbeit unabdingbar ist, soll nachfolgeinel menschliche Erbsubstanz, Giesoxy-

ribonukleinsaure (,desoxyribonucleic acid* bzw. DNA), deren Struktur, Funktion und ins-

besondere deren Variationsmoglichkeit eingefiihrtder. Die Hauptvariable der Genetik
wird spater der ,single nucleotide polymorphism(@SNP) sein (s. 1.5.1.3), womit eine spe-
zielle Variation in der DNA gemeint ist.

Bei den Zellen von sogenannten Eukaryoten, alssmPén, Tieren und Pilzen, ist der Grof3teil
der DNA im Zellkern als Chromosomen organisiertn&asind Bestandteile der Chromoso-

men (Abbildung 2) und ein bestimmtes Set von Chisonten bildet das gesamte Genom.

Chromosem

Abbildung 2: DNA und Gene

Chromosomen beinhalten Gene, die fundamentale Bawshe unseres Erbmaterials sind. Gene stellen
Bauplane fir Proteine dar und bestehen aus dem biogjischen Makromolekil DNA (nach Schneeberger et
al. 2005)

1.5.1 DNA

1.5.1.1 Struktur der DNA

Das menschliche Genom besteht aus einer langene@e@ogenannter Nukleotide, die je
nachdem, durch welche Base das Nukleotid gekermzetiast, in vier Formen vorliegen:
Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin (Die Nukleotide verbinden sich zu ei-
nem Molekul (Molekile sind Teilchen, die aus zwdeomehreren Atomen bestehen, welche
durch kovalente Bindungen verbunden sind) aus Nukieotidstrangen, welches die Form
einer Doppelhelix hat. In Abbildung 3 ist ein Be&dlr eine solche DNA-Sequenz gezeigt.
Starke Bindungen halten die Basen an einem Stradgsaohwachere Bindungen verbinden

die beiden Strange, wobei sich immer A mit T unchi€G paart.
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Abbildung 3: DNA Struktur
Jeder Einzelstrang hat zwei verschiedene Enderched’ und 3’ genannt werden und die in

die entgegengesetzte Richtung orientiert sind. lonnihifall liegt die DNA im Kern einer
Zelle als Doppelstrang vor. Aufgrund der komplerdesh Struktur kann die DNA sich bei
der Zellteilung selbst verdoppeln. Sie teilt sitmlich einem Reil3verschluss in zwei Einzel-

strénge, die dann jeweils wieder zu einem Dopeigterganzt werden (Abbildung 4A).

A
s THCHTHCHAHGHAHC 3
u U U U U U U U
3— A*HG*H A* HG*H T* HC* H T* HG* -5
5— T* HC* - T* HC*H A* HG* H A* HC* -3
u U U uU U U U U
3 HAHGHAHGHTHCHTHGS

B DNA
s THCHTHCHAHGHAHC 3
u U U uU U U U U
I H4AHGHAHGHUHCHUHG S
RNA

Abbildung 4: DNA Replikation (A) und Transkription (B)
(in Anlehnung an Burton (Burton et al. 2005))

Ein einzelner DNA-Strang kann auch als Vorlagerypéate”) zur Bildung eines komplemen-

taren Strangs voRibonukleinsaure (,ribonucleic acid”, bzw. RNA) dienen. Dieser Vor-
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gang wird alsTranskription bezeichnet, wobei die transkribierte RNA der DNehiséhnlich

ist. Der einzige Unterschied besteht darin, dasgniiin (T) durch Uracil (U) ersetzt wird
(Abbildung 4B).

Durch posttranskriptionale Prozesse wird aus pré&RNRNA (,messenger RNA") erstellt.
Im Anschluss folgt di@ranslation, bei der mRNA in eine definierte Abfolge von Amsg#u-
ren, welche die Bausteine fur ein Protein darstelldersetzt wird.

Dieses Protein Ubernimmt im Korper eine spezifisebektion. Durch eine Veranderung der
DNA-Sequenz kann die Erstellung oder Funktion eif&®teins beeinflusst werden
(Abbildung 5). Anderungen des Proteins konnen siglerum auf komplexe physiologische
Prozesse und damit den Gesundheitszustand destgasanganismus auswirken.

| Normales Gen |

$UURE08EUTET T

AS 1 A5-3 AS-4

| ; ' | |

| Genvariante |

Austausch eines Bausteins

eV Q O 0 WO | Veréndztes o | ‘

)’-‘-.,a | AS-3 AS-4

Abbildung 5: Anderung des Proteins durch Anderung m Gen

Eine Verédnderung im Gen (unterschiedliche Farben mikieren hier unterschiedliche Nukleotide) fiihrt zu
einer veranderten Aminosaure (AS), wodurch ein verddertes Protein gebildet wird (Schneeberger et al.
2005)
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1.5.1.2 DNA-Abschnitte Gen, Chromosomen, Locus, Genom

Ein Gen ist ein Abschnitt auf der DNA, welcher die Grunidimationen zur Herstellung ei-
ner biologisch aktiven RNA enthélt. Da ein Gen €ailstiick einer DNA-Sequenz ist, kann

man sich auch das Gen als Abfolge von Nukleotiderstellen. Dabei werdeintrons

Exons und untranslatierte Regionenunterschieden (Abbildung 6). Nach der Transkriptio

findet das Spleif3en statt, bei dem bestimmte Eléeams der mRNA herausgeschnitten wer-
den. Als Exon werden die Teile eines Gens bezetcline nach dem Spleil3en erhalten blei-

ben. Introns werden hingegen beim Spleil3en heraakgdten und abgebaut (Abbildung 6).

Exon Intron Exon Intron Exon

B untransiatierte Region (UTR) B Open reading frame (ORF) [] Intron

SpleiRen

v 3
Translation V

v

Protein

Abbildung 6: Struktur eines Gens (oben) und Anderugen nach der Transkription

Innerhalb der Exons unterscheidet man die traestati Regionen, also Sequenzen, die in ein
Protein Ubersetzt werden (kodierende Sequenz)uatrdnslatierte Regionen. Als untransla-
tierte Regionen werden die Randbereiche der mRNzeibkenet, welche nicht flr Proteine
kodieren. Somit bilden nur die in Abbildung 6 rotarkierten Bestandteile die kodierende

Sequenz, bzw. da@pen reading frame" (ORF), was mit ,offener Leserahmen® lGbersetzt

werden kann.

Wahrend man friher davon ausging, dass ein Genilgedie ,Bauanleitung” fur ein be-
stimmtes Protein liefert, geht man heute davon dass ein bestimmtes Gen mit Hilfe kom-
plexer Regulierungsmechanismen verschiedene Peotaidieren kann. Protein kodierende
Gene machen aber nach heutigen Erkenntnissenmam kieinen Anteil der DNA aus. Etwa
95 Prozent der DNA sind u. a. regulatorische Ei@meigrof3tenteils aber Sequenzabschnitte
mit bislang unbekannter Funktion (sogenannte ,JDINA®).
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1.5.1.2.1 Chromosomen

Die DNA liegt in der Zelle immer in Verbindung mittestimmten Proteinmolektlen vor.
Chromosomen sind Strukturen des Zellkerns, dieCdd8 und Proteinen bestehen, und die
Erbsubstanz der hoheren Organismen reprasentiemNA ist dabei in den Chromosomen
zu kompakten Strukturen zusammengefaltet und nstirbenten Proteinen verbunden. Die
einzelnen DNA-Protein-Pakete werden als Nucleosobbezeichnet.

Bei jeder Art von Organismen liegen die Chromosonrercharakteristischer Anzahl und
Form vor. In humanen Kdrperzellen befindet sichaoppelter Chromosomensatz, das heif3t,
es gibt in der Regel zwei Chromosomen, die in Fand GrofRe gleich und in der Sequenz
ahnlich sind. Man nennt diese Chromosontemologe Chromosomen. Der Homologie-
begriff wird spater aber auch in einem weiteremn8inerwendet und bezeichnet dann Ahn-
lichkeiten in der DNA-Sequenz zwischen verschiedeBgezies (s. 3.1.2.2).

In Organismen, die sich geschlechtlich fortpflanagimd bei zwei homologen Chromosomen
je eine Kopie vom Vater und eine von der Muttereviet. Zellen, die einen doppelten Chro-
mosomensatz beinhalten, werdendildoide Zellen bezeichnet. Zellen, die einen einfachen
Chromosomensatz tragen, werdentaploid bezeichnet. Abbildung 7 verdeutlicht den Un-
terschied zwischen haploid und diploid fir einetinesite DNA-Sequenz.

f \
THCHTHCHAHGHAHC
haploid { U U U U U U U U
AHGHAHGHTHCHTHG
; >diploid
AHGHAHGHTHCHTHG
haploid  { & & & & & H @ 4
THEHTHEHAHGHAHC]

Abbildung 7: Beispiel fur ein Teilstiick der DNA in haploider und diploider Form ohne Variation.
Ein Nachkomme erbt die haploiden Teilstiicke des glehen DNA-Abschnitts von Mutter und Vater, die
zusammen wieder diploide Erbinformation tragen.

Das menschliche Genom besteht aus einem diploideontsomensatz von 23 Chromoso-
menpaaren, 22 autosomalen und einem Geschlechtsobomenpaar, XX (weiblich) oder

XY (mannlich). Befruchtete Eizellen und die meisi&llen im Korper, die daraus hervorge-
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hen, tragen zwei Kopien des Genoms und sind dergauftiploid. Insofern liegt dort auch
jedes Chromosom, jedes Gen und jedes Teilstlicls &eas in einer diploiden Form vor. Ein
Individuum tragt somit in jeder Kérperzelle die gege Erbinformation.

In der Meiose (Geschlechtsteilung) wird der dipboi@hromosomensatz halbiert, so dass
Keimzellen sowie unbefruchtetete Eizellen nur eit@ploiden Chromosomensatz tragen.
Nach der Befruchtung tragt die Eizelle wieder eingploiden Chromosomensatz, der sich
aus den haploiden Chromosomensatzen zusammerdieta, eine Variante von Vater und
Mutter reprasentieren.

Ein menschliches Chromosom ist im Durchschnittetwra zehn Mikrometer grof3 und ist in

Abbildung 8 dargestellt.

1=Chromatid eines von zwei identischen
Teilen des Chromosoms

2=Zentromer

3=kurzer Arm (p-Arm)

4=langer Arm (g-Arm)

— 20

5=Telomer

(.2

Abbildung 8: Darstellung eines Chromosoms

Der Bereich, an dem die vaterlicher- und muttedrskits vererbten DNA-Doppelstrange, die
sogenannten Chromatiden, zusammenhéangen, wirdeatsafmer bezeichnet. Das Zentromer
teilt das Chromosom in zwei Arme, die als p (frpetjte) fur den kurzen oder q (frz.
~-queue®) fir den langen Arm stehen.

Innerhalb jeden Armes gibt es Banden, die beim faia der Chromosomen entstehen. Ent-
sprechend dieser Banden kann ein Chromosom in Regionterteilt werden, z.B. 11g23: die

dritte Bande der zweiten Region auf dem langen ¥om Chromosom 11.

23



Einleitung

1.5.1.2.2 Locus

Als Locus wird eine eindeutige chromosomale Lage bezeichmelche die physikalische
Position eines individuellen Gens oder einer DNArE8®21z im Genom definiert. Oftmals wird
unter einem Locus ein bestimmter Genort verstan@emau genommen kann der Term Lo-
cus sich aber auch auf Regionen beziehen, die mee@ene einschlieRen und dabei auch

nicht kodierende Sequenzen der DNA umfassen.

1.5.1.2.3 Genom

Die komplette DNA-Sequenz entspricht dem menscahcGenom und bildet das Repertoire
der Proteine fiur das Proteom, die Gesamtheit &lleteine in einem Lebewesen. Durch
Sequenzierung wurde das menschliche Genom kombésitimmt. Dabei enthalten die

Chromosomen jeweils eine unterschiedliche Anzalml Genen. Gene, die fur ein Protein
kodieren kénnen, werden innerhalb des menschli@armoms auf etwa 20000 bis 25000 ge-
schatzt Finishing the euchromatic sequence of the humanme2004)).

1.5.1.3 Variationen der DNA-Sequenz

Abbildung 9 zeigt die Moglichkeit der Variation der DNA-Sequenz, denn an der markier-
ten Stelle sind verschiedene Nukleotide zu erkenRahs solch eine Variationsmdglichkeit
besteht, kann das Nukleotid zwischen zwei homoldgleromosomen innerhalb eines Indivi-

duums variieren.

|
f \
THCHTHCHAHGHAMC
haploid { U U U U U U U U
A—GiG—T—C—T—G
. >diploid
A—G!G—T—C—T—G
haplod ¢ & @ @ & @& @ @
THCrCererARGSHAMC]

Abbildung 9: Beispiel firr ein Teilstiick der DNA in haploider und diploider Form mit Méglichkeit der
Variation.
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Eigentlich mochte man Variation aber zwischen Irdlien betrachten, wenn sie als Einfluss-
faktor auf Krankheiten gelten soll.

Wenn die DNA-Sequenz an einer bestimmten Stelfegmeibestimmten Locus, zwischen ver-
schiedenen Individuen in der Population variieeyden die unterschiedlichen Versionen der
DNA-Sequenz al@\llele bezeichnet. Der Begriff des Allels bezieht sich gcamaf mogliche
Variation innerhalb einer Population und bedeutelitn dass es die Variation innerhalb eines
Individuums geben muss. Die einfachste Form eirlkdsfbesteht darin, dass es eine Variati-
on innerhalb eines einzigen Nukleotids gibt. SorkemAbbildung 10 das Allel sowohl als G

als auch als A auftreten.

Allel bei Person A Allel bei Person B

Abbildung 10: Beispiel fiir ein Allel.
Dargestellt sind zwei DNA-Sequenzen, die an einetefle variieren.

Wenn es an einem Genort zwei Allele gibt, so wiag ¢h einer Population weniger haufig
auftretende Allel als ,minor allele”, das haufigarftretende als ,wild type allele* bezeichnet.
Entsprechend spricht man von der ,minor allele depy” MAE ), wenn man die Haufigkeit
des seltenen Allels in einer Population beschreibt.

Kehrt man von der Populationsebene auf die indellduEbene zurtick, so gilt es sich noch
einmal bewusst zu machen, dass die Zellen in dgelRiploid sind und damit die entspre-
chende Sequenz innerhalb eines Individuums zwegaiahgen wird. Dies bedeutet, dass in-
nerhalb des doppelten Chromosomensatzes das Aletrdsprechenden Locus zweimal in
der gleichen Auspragung (A/A oder G/G) oder in wsttkiedlichen Auspragungen (A/G) vor-
liegen kann. Abbildung 11 zeigt die drei Variantend ist die graphische Veranschaulichung
einesSNPs

Mit ,single nucleotide polymorphisms® (SNPs)werden Loci in einer DNA-Sequenz be-

zeichnet, die in einer einzigen Base variieren.MBschen einen doppelten Chromosomen-
satz haben, hat jeder Mensch in seinen diploiddierzauf den beiden homologen Chromo-
somen am betreffenden Genort entweder zwei untedicthe Allele eines Gens oder aber
zwei gleiche Allele des betreffenden Gens. Im erstall spricht man von Heterozygotie, im

zweiten Fall von Homozygotie.
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Person 1 Person 3

Person mit homozygotem Person mit heterozygotem Person mit homozygotem
Genotyp A/A (Wildtyp) Genoty AIG Genotyp G/G (Polymorphismus)

Abbildung 11: Beispiel fiir einen SNP und die 3 Vaanten, die eine Person tragen kann.
Je nach Kombination der beiden Allele spricht man en homozygotem oder heterozygotem Genotyp. A sei
das haufige Allel, dann ist AA der Wildtyp.

Ein SNP kann somit drei Auspragungen haben:

1. zwei der (in der Population) haufig auftretendelel&t Wildtyp (homozygot)

2. zwei unterschiedliche Allele: heterozygot(er) Gepot

3. zwei der (in der Population) selten auftretendelel&l Polymorphismus (homozygot)

Bei einer Person kann immer nur eine dieser dreiaviten eines Genotyps am gleichen Lo-
cus auftreten und Individuen kénnen danach untezdeh werden, welchen Typ sie tragen.
In der Regel gibt es in jedem Gen mehrere Allele, dnterschiede in der DNA-Sequenz
aufweisen und somit auch eine Vielzahl von SNPs.

Phylogenetisch kann man sich die Entstehung eiratalfon vorstellen, indem man an-
nimmt, dass irgendwann in einer Population beirdierson ein Nukleotid auftritt, was zuvor
nicht an dieser Position der DNA zu finden war,.z2# G, wo zuvor nur A war. Dies wird
dann als Mutation bezeichnet.

Setzt sich ein neues Allel in einer Population dusp bedeutet dies, dass an dieser Stelle in
der DNA ein Gen bezuglich seines Nukleotids zu mirgewissen Grad (z.B. zu mehr als 1
%) im Genpool einer Population variieren kann. Dudeese hohere Frequenz werden SNPs
von Mutationen abgegrenzt (Crawford et al. 200®yed Frequenz kleiner ist. Manchmal
werden SNPs daher auch als ,erfolgreiche" Punktiaun@n bezeichnet, das heildt als geneti-

sche Veranderungen an einem Punkt der DNA-Seqdansjch durchgesetzt haben.
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Es wurde geschatzt, dass im menschlichen Genom Xvidillionen solcher SNPs vorkom-
men (2003) und dass diese etwa 90% der VariatioeiriPopulation erklaren (Kruglyak et al.
2001). Neben den SNPs gibt es andere Variationsohdigiten, die anderweitig erkléart sind
(Burton et al. 2005) und im Rahmen der vorliegendligaeit keine Rolle spielen.

Unterschiedliche Allele finden sich auch in Regiomier DNA, die keine Protein kodierende
Funktion haben. SNPs in Regionen, die fir ein Brdtedieren, werden als nicht-synonym
oder synonym bezeichnet, je nachdem, ob eine Andeiu der Sequenz der DNA die Se-
guenz der Aminosauren im Genprodukt verandert. ®yme SNPs andern die Aminosaure
nicht. Nicht-synonyme SNPs bewirken eine Anderumglér Aminosaure und werden auch
als kodierende SNPs bezeichnet. Es sind jedoch audschliel3lich SNPs, die fur eine Ami-
nosaurednderung kodieren, welche Einfluss auf digpfigung der Phanotypen nehmen.
Wahrend der Genotyp auf genetische Information gpezast, handelt es sich befPhanotyp
um nicht-genetische, messbare Charakteristika eémgiduums, also hier zum Beispiel die
atopischen Erkrankungen oder deren Symptome.

Auch andere Regulationsmechanismen, wie zum BéigmeRegulation der Transkription
eines Proteins, konnen Einfluss auf eine Krankbegr gewisse Phéanotypen nehmen (Burton
et al. 2005).

Gelegentlich wird in der genetischen Epidemiolagdje genetische Auspragung eines Indivi-
duums an einem Locus als Genotyp bezeichnet, wobedie Allele des diploiden Chromo-
somensatzes bertcksichtigt sind. Dies ist abzugreman Haplotypen, welche nur Informati-

onen eines haploiden Chromosomensatzes bertckgnoh#i\bbildung 12).

DNA-Sequenz (diploid): 2 Chromosomenstrange

ARCHCHGHARTHARNLG

CHCHTHGHTHAHAHC

Genotyp: C/IC Haplotyp: C-C-G-A-T
ARMCHCHGHAHTHARG ARMCHCHGHAHRTMHMAAG
CrHCHTHGHTHAHAHC CHCHTHGHTHAHARC

Abbildung 12: Unterscheidung von Genotyp und Haplogp
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Die allelische Konfiguration entlang eines Chronmasowird Haplotyp genannt und die In-
formation tUber den Haplotyp wird aRBhasebezeichnet. Haplotypen mussen nicht zusam-
menhangende DNA-Sequenzen sein, sind aber alssettlel Kombination innerhalb eines

Chromosoms definiert.

Ein genetischer Marker ist eine variable DNA-Sequenz, welche sowohl dimgeichend

spezifische nichtvariable DNA-Sequenz hat, um ei@emort zu lokalisieren, als auch eine
hinreichend heterogene Sequenz besitzt, um Differerzwischen Individuen zu identifizie-
ren. Mittels genetischer Marker kann man somit &&h innerhalb des Genoms auf be-
stimmte Regionen einengen. SNPs kénnen durch diegende DNA-Sequenz eindeutig
lokalisiert werden (Abbildung 13).

Abbildung 13: SNP als Marker (nur ein Ausschnitt de& umliegenden Sequenz ist gezeigt)

1.5.2 Weitergabe genetischen Materials

1.5.2.1 Rekombination

In der Meiose wird UbeRekombination das Erbmaterial von jedem Elternteil neu kombi-
niert und Uber die geschlechtliche Fortpflanzunglén Zygote (der befruchteten Eizelle) zu

einem neuen Individuum aggregiert (Busselmaiet.2097). UntelRekombination versteht

man im engeren Sinne den Austausch von Alleleniomdeiteren Sinne die Verteilung und
Neuanordnung von genetischem Material (DNA, RNA)réh Rekombination kommt es zu
neuen Gensequenzen und Merkmalskombinationen.

Da diploide Lebewesen Uber einen doppelten Chromesseatz verfigen, muss bereits bei
der Entstehung der Keimzellen, die haploid sinds@neden werden, in welcher Form die
Auswahl des weiterzugebenden Erbmaterials aus afmnsVorhandenen geschehen soll.
Homologe Chromosomen werden in der Meiose bei jeBé#ernteil getrennt, so dass eine
50%-ige Wahrscheinlichkeit besteht, eine Kopie ihemologen Chromosomenpaares von
einem Elternteil zu erhalten. Da ein Elternteil@Bromosomenpaare hat, von denen jeweils
nur der haploide Satz weiter vererbt wird, gibtbeseits bei der Auswahl des haploiden
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Chromosomensatzes fiir die WeitervererbufigM®glichkeiten der Kombination von Chro-
mosomen bei jedem Elternteil.

Obwohl bereits interchromosomale Rekombination asenu unméglich macht, das gleiche
genetische Material eines Elternteils zu erhaltghbt es weitere Mechanismen, welche die
Variation potenzieren. Zwei homologe Chromosomemlet kurze Abschnitte untereinander
austauschen, indem sie jeweils an gleicher Stedlenen und sich dann Uber Kreuz wieder
zusammenfligen. Dies wird ajsrossing over® bezeichnet. Auf diese Weise kommt es zu

einer Rekombination véterlichen Erbmaterials mihdadtterlichen (Abbildung 14).

Dabei erhalt eine Keimzelle nach ,crossing overfeeMischung von Teilen zwei homologer
Chromosomen. Das ,crossing over® wird durch sehmplexe Mechanismen reguliert
(Cromie et al. 2007).

CrnIES-:INerE —
0% ST 1 I--’ﬂ_'“"‘-. P P :..- e 1"1_
1 1 - 1.1-
| ; !
200 [H3 . i |LE v, |ug) FA T
0 H S . L \
gg;} M7 M E WCird : \rd .
0 ! : ]
i : =.
! - - :
: . .
w . .
100% :
L. ~ N b O S
14 Vat || 14 Mut | | Nach ,crossing ovef weiter vererbtes
Chromosom 14

Abbildung 14: Beispiel fir ,crossing over”.

Zwei hypothetische Loci, U and V, nehmen 20 oder 30 der Gré3e entlang der Lange des Chromosoms
14 ein. Sie existieren als Allel U1 und V7 auf Chraosom 14 Vat (das Chromosom, das urspringlich vom
Vater kam) und als Allel U3 und V4 auf dem Chromosm 14 Mut (das Chromosom, das urspriinglich von
der Mutter kam).

Crossovers bei 23% and 59% entlang des Chromosomsagauzieren zwei gemischte Chromosomen. In
diesem Beispiel wird das rechte Chromosom, welchdge Allele U3 und V7 tragt, weitervererbt. Diese
zwei Allele wurden unabhéangig von Vater und Mutterentwickelt (nach Burton (Burton et al. 2005)).
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1.5.2.2 Kopplungsungleichgewicht

Bei der genetischen Kartierung, der BestimmungLdge eines Gens mit bekannter Funktion
auf einem DNA-Molekil, macht man sich das Auftretksn Rekombination zunutze. Je wei-
ter zwei Loci voneinander entfernt sind, desto grdgt die Wahrscheinlichkeit von ,,crossing
over“. Der Rekombinationsanteil, also der Anteilnvbleiosen, welche in Rekombination
resultieren, wird als Indikator fur die Entfernungeier Gene herangezogen. Dieser Indikator
kann in eine erwartete Anzahl von ,crossing ovensigerechnet werden. Regionen innerhalb
des Genoms, in welchen viel oder wenig Rekombinageeignisse stattfinden, werden als
»hot spots” und ,cold spots” bezeichnet (Petes 3001

Ohne Rekombination werden nebeneinander liegendedammeinsam oder gekoppelt weiter
vererbt. Kopplung kann zu Kopplungsungleichgewitcinren. Eine gebrauchliche Definition

von Kopplungsungleichgewicht(,linkage disequilibrium* oder LD ) lautet: Sind zwei Al-

lele in einer Population an zwei oder mehreren @enchaufiger oder weniger haufig ver-

knUpft als nach ihren individuellen (Allel-)Frequeem zu erwarten, dann befinden sie sich im
Kopplungsungleichgewicht; andernfalls sind sie iopllungsgleichgewicht.

Man beachte, dass LD ein Mal3 der Populationsgersttiind ahnlich einer Korrelation den

Zusammenhang zwischen zwei Genotypen beschreibt.

Sobald eine Variation in die Population eingefiiird, ist sie perfekt mit einer benachbarten
Variante korreliert. Jedoch kommt es im Laufe dachiolgenden Generationen zu Rekombi-
nationsereignissen, weshalb die Korrelation aufgeien wird. Der Einfluss der Rekombina-

tionsrate c ist in Abbildung 15 dargestellt.

Beim Auftreten einer Neumutation in einer Populatigibt es komplettes LD, das heil3t die
Krankheitsmutation tritt ausschlieRlich mit einemt Bestimmter Marker auf. Uber die nach-
folgenden Generationen nimmt dann das LD ab (Padtnal 2005).

Da LD auch durch phylogenetische Einflisse (wie aflonh, die zuféallige Veranderung von

Allelfrequenzen (,random drift“) oder naturliche |8ktion) oder Vererbungsgeschichte einer
Population (wie historische Populationsgroéf3en, nsitét und Arten kinstlicher Selektion,

Populationsmischungen oder Vererbungsmuster) bBesgtfsein kann, ist die Annahme, dass
Anderungen des LD nur auf Rekombination zuriickzieiihsind, eine zu starke Vereinfa-

chung.
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Abbildung 15: Beziehung zwischen LD (r, y-Achse) whder Anzahl von Generationen, seit die Mutation
in die Population eingefiihrt wurde (x-Achse).

Werte von r werden fur verschiedene Rekombinationsaten ¢ geplotted. Dabei legt der Graph die Stan-
dardgleichung r=r(1-c) zugrunde, wobei t die aktuelle Generation, rDisequilibrium in Generation t und
rodas anfangliche Disequilibrium in Generation 0, ¢ @& Rekombinationsrate (Jorde 1995)

Fur die Kartierung einer genetischen Region hotinrdennoch, dass Rekombination die an-
deren Einflussquellen dominiert. Unter dieser Amalassen sich dann Loci ausmachen, die
mehr oder weniger stark mit einem potenziellen Khaitslocus in Zusammenhang stehen,
bzw. mit diesem gekoppelt sind (Ennis et al. 20@ies liegt daran, dass nun hohes
Kopplungsungleichgewicht auf gekoppelte Vererbuagiekzufihren ist und von Regionen

in hohem LD angenommen werden kann, dass sie etntasander zu tun haben.

1.5.2.3 Erbgéange

Im Rahmen der spéater durchgefuhrten Analysen fizadumenhange zwischen Genotypen
und Phéanotypen wird auf Annahmen zurtickgegriffemesh verschiedene Erbgange zugrunde
liegen.

Mendelsche Erbgange sind rezessiv und dominantdiéyud998). Der dominante Erbgang
ist eine Form der Vererbung, bei der bereits eifeldes Allel auf einem der beiden
homologen Chromosomen zur Merkmalssauspragungtrddebs bedeutet, dass Allele sich
bereits in heterozygotem Zustand in ihrer Wirkun§ @en Phanotyp beobachtbar auswirken.
Der rezessive Erbgang ist hingegen eine Form dezreng, bei dem defekte Allele auf bei-
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den homologen Chromosomen vorliegen mussen, daenkrdnkheit bzw. das Merkmal zum
Ausbruch kommt. Es erkranken nur homozygote Trédgsrbetroffenen Allels. In Abbildung
16 ist jeweils gezeigt, wie sich der Phanotyp irhahgigkeit von Genotyp und Erbgang er-
gibt. Dabei sei das farbig markierte Puzzleteil sgererbte Phanotyp, z.B. eine vererbte
Krankheit. Fir den dominanten Erbgang gilt zum Biels dass Genotyp 2 und Genotyp 3
den kranken Phénotyp bedingen.

Genotyp 1 Genotyp 2 Genotyp 3

Phanotyp: % % % | Rezessiver Erbgang |
Phanotyp: % g % |Dominanter Erbgang |

Phénotyp: % % % |Kodominanter Erbgang |

Abbildung 16: Beispiel fur Mendelsche Vererbung: reessiver, dominanter und kodominanter Erbgang.
Weil bedeutet gesunder Phanotyp. Farbig bedeutet faologischer Phanotyp. Risikoallel ist A. Dargestét
sind die Phanotypen in Abhangigkeit von Genotyp underbgang.

Der Begriff der kodominanten Vererbung umschreibillgemeiner Form die Moglichkeit,
dass die beiden Formen, die flr ein Allelpaar hoygotsind, vom heterozygoten Zustand im
Phanotyp unterschiedlich sind (dritte Variante inbAdung 16).

Eine Ubertragung der Allelkonfiguration an einemPsalf ein kodominantes Modell sind die
additiven Modelle: Bei diesen wird die Anzahl vorfWildtyp), 1 (heterozygoter Typ) und 2
(Polymorphismus) Risikoallelen unterschieden. Dvasl haufig einem kodominanten Verer-
bungsgang zugeordnet, bei welchem das Vorhandeas®is Risikoallels zu einem interme-
diaren Phanotyp fuhrt. Manchmal wird auch von GeasiB-Effekt gesprochen, da man mit
einer Haufung von Risikoallelen ein groReres Ridikadie Auspragung eines pathologischen
Phanotyps verbindet.
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Da sich die Mendelschen Erbgange jeweils auf Ledastimmten Chromosomen beziehen,
spricht man auch von autosomal dominant oder aotakcezessiver Vererbung, wenn das zu
vererbende Merkmal auf einem Autosom liegt. Einb{eenosomaler Erbgang ist dagegen
ein Erbgang, bei dem das merkmalstragende Gen anf A-Chromosom liegt. X-
chromosomale Erbgénge sind von autosomalen Erbgéalgaugrenzen, da die Vererbungs-
muster hier bei Frauen und Mannern unterschiedlitufen. Mannliche Individuen haben in
der Regel neben dem Y-Chromosom ein X Chromosomwerden daher als hemizygot be-
zeichnet. Darum tritt bei ihnen ein phanotypischteskmal, das auf dem X-Chromosom ko-
diert ist, auch bei rezessiver Vererbung immer (@ufden genauen Vererbungsmodalitaten
siehe z.B. Busselmaier (Busselmaier et al. 2007)).

Bei monogenenErkrankungen sind Mutationen in einem Gen hinreichend, um dimi-k

schen Phanotyp zu produzieren. Bemplexen Stérungen mit multiplen Ursachen resultiert

erst die Kombination von Variationen in mehrerem@&we die fur verschiedene Proteine ko-
dieren, in einer genetischen Pradisposition fleriklinischen Phanotyp (Peltonen et al.
2001). Dadurch haben die Vererbungsmuster, didauidel zurtickgehen, dort keine Gliltig-

keit mehr. Mutationen in einem Gen sind hier ofsnaleder hinreichend noch notwendig,

den Phanotyp zum Ausbruch zu bringen. Die Hauptsateidung zwischen monogenen und
komplexen genetischen Erkrankungen besteht somii,d#ass Letztere nicht den Mendel-

schen Regeln der Vererbung folgen (Barnetche @0@k). Abbildung 17 zeigt, wie man sich

eine komplexe Erkrankung stattdessen vorstellen.kan

Genetische Variationen gibt es an verschiedendfe®sten Genom. Dabei ist bei den kom-

plexen Erkrankungen die Variation an einer Steihthmehr hinreichend, den Phanotyp zu
erklaren. Stattdessen wird angenommen, dass betiduaspragungen des Genotyps an un-
terschiedlichen Loci zusammentreffen mussen, untdievicklung der Krankheit zu begiins-

tigen. Auch weil3 man nicht, welche Art der Variatio der DNA (SNP, Haplotyp, anderes)

und welcher Erbgang die Krankheit am besten erkEstist nicht einmal auszuschliel3en,

dass an unterschiedlichen Loci andere Erbgangérsien konnen.
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Abbildung 17: Modell fiir eine komplexe Erkrankung.

Verschiedene Variationen an verschiedenen StellemiGenom sind verantwortlich, die komplexe Erkran-
kung zu erklaren

Diese enorme Komplexitat macht es so schwierigetigrhe Determinanten komplexer Er-
krankungen zu bestimmen. Bei Asthma geht man dawusn dass es sich um eine komplexe
Erkrankung handelt. Da auch hier die genetischeterBenanten lange nicht erschlossen
sind, werden Effekte von vielen einzelnen Einflué&gn und somit auch von einzelnen Ge-
nen untersucht. Man erwartet dabei jedoch auf Gdeslkomplexen Zusammenspiels vieler
Faktoren eher geringe Effekte.

Neben den genetischen Einflussgréf3en sind auch Wfalteren zu bericksischtigen. Auch
bei Umweltvariablen besteht die Mdglichkeit einesriplexen Zusammenspiels vieler Fakto-
ren. Die Komplexitat wird also noch erweitert, weman bedenkt, dass neben genetischen
Faktoren auch die Umweltfaktoren und madgliche kitéonen von Gen und Umwelt die

Entwicklung von Erkrankungen beeinflussen kénnen.
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1.6 Auf der Suche nach Asthma-Genen

1.6.1 Auswahl bestimmter Gene: Uberblick Uiber Vorge  hensweisen

Asthma ist eine komplexe Erkrankung, die durch eleedene genetische Faktoren und Um-
welteinflisse determiniert wird. Seit langem isekannt, dass es eine familidre Haufung von
Asthma gibt und dass eine positive Familiengest¢hiebn Asthma bei Eltern oder Geschwis-
tern einen starken Risikofaktor fur die Entwicklumgn Asthma darstellt (Kabesch 2004).
Diese klinischen Beobachtungen wurden durch Zvg#istudien bestétigt, welche dabei eine
wichtige Rolle spielten, den genetischen AnteiMargleich zum Umweltanteil auszumachen
(Edfors-Lubs 1971). Bei Asthma wurde der genetisdheeil auf eine GroéRenordnung von
30-75% geschétzt (Feijen et al. 2000). Einen wentétindruck in die genetische Komponen-
te von Asthma lieferten Segregationsstudien. Deimmgtadie Annahme eines Einflusses vie-
ler Gene mit kleinen Effekten fir komplexe Erkrangan wahrscheinlich.

Die Suche nach krankheitsrelevanten Genen wirdrdadiompliziert, dass man fur interme-
diare Phanotypen auch unterschiedliche Vererbungmannimmt. Zusammengefasst bleibt
auch heute der Eindruck, dass Asthma und Atopiepkexe Phanotypen polygenetischen
Ursprungs sind, die durch Umweltfaktoren beeintiuwgerden (z.B. Feijen et al. 2000; Ka-
besch 2004). Entsprechend schwierig ist die Fragkeantworten, mit welchem Ansatz die
Suche nach krankheitsrelevanten Genen am bestgefidnrt werden sollte.

Heutzutage sind es vor allem Assoziationsstudien, denen man sich die Aufdeckung von
relevanten Effekten bei Genen erhofft (Risch, Nale1996). Assoziationsstudien vergleichen
erkrankte und gesunde Individuen einer Populatia.untersuchen dabei die Frequenz von
Polymorphismen bestimmter (sorgfaltig ausgewéahlBehe und sind umso aussagekréftiger,
je relevanter das untersuchte Gen fur das betr#aankheitsbild ist.

Assoziationsstudien treten in unterschiedlichentkxi@en auf.

Werden Gene Uber das gesamte Genom auf Assoziationeuntersucht, spricht man von

einem genomweiten Ansatz. Genomweite Assoziationsstudien (im Folgenden aalsh

GWAs bezeichnet) sind abzugrenzen von genomweitggpkingsstudien.

Genomweite Kopplungsstudien zielen ebenfalls daathuKrankheitsgene durch ein systema-
tisches Absuchen des menschlichen Genoms zu ider#En. Chromosomale Regionen, die
fur eine Krankheit von Bedeutung sein konnten, werdei dieser Methode dadurch identifi-
zZiert, dass Marker, die mit der Krankheit assozsend, haufiger in betroffenen Familienmit-

gliedern Ubertragen werden. Eine genauere Unteusigctieser identifizierten Regionen be-
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nutzt im Anschluss auch Assoziationsstudien undt fiam besten Falle zur Identifizierung des
Krankheitsgens.

Diese Methode flr die Identifizierung krankheitskenter Gene, bei welcher die naherungs-
weise Lokation auf einem Chromosom bei unbekanfterktion ermittelt und dann einge-

engt wird, bezeichnet man alggsitional cloning".

Werden nur bestimmte Gene ausgewahlt, spricht mankandidatengenansatz

Im Rahmen dieser Arbeiten sollen die drei versamien Ansatze skizziert werden.
* Genomweite Assoziationsstudie (hypothesenfrei)
» positional cloning“=genomweite Kopplungsstudie loyhesenfrei) und Feinkartierung

+ Kandidatengenansatz: Assoziationsstudie innerhasé&ens (hypothesengeleitet)

Die Identifizierung von Genen, die in die GeneseeeiErkrankung involviert sind, ist auf
Grund der verschiedenen Anséatze recht vielfaltid kompliziert geworden. Inzwischen sind
etliche Gene identifiziert, die in unterschiedlichéusmald an der Entstehung von Asthma
beteiligt sein kdnnen. Zum Teil gehen sie aus gemaiten Anséatzen, zum Teil aus dem Kan-

didatengenansatz hervor.

1.6.2 Genomweiter Ansatz

1.6.2.1 Genomweite Assoziationsstudien

Den genomweiten Anséatzen gemein ist ein hypothesiesfVorgehen. Genomweite Assozia-
tionsstudien untersuchen systematisch, ob sie aeniglichen Krankheitslocus finden, indem
sie alle Variationen Uber das gesamte Genom aef &fsoziation mit dem Phé&notyp testen.
Damit stehen GWAs in Kontrast zu den Kandidatenyeisn, bei welchen nur Variationen
in Kandidatengenen oder Kandidatenregionen anatyserden, fur die ea priori Hypothe-
sen gibt. GWAs sind ein grol3er Fortschritt gegenigleaomweiten Kopplungsstudien, da sie
auch kleinere Effekte aufzudecken vermogen und iroeiner zuvor nicht erreichbaren Dich-
te Uber das gesamte Genom bestimmen kdnnen. GWAsmin der Regel SNPs als geneti-
sche Marker, da sie leicht zu typisieren sind undamgreich im menschlichen Genom vor-
kommen. Wéahrend die urspringlichen genomweiten Komgsstudien 300-500 Marker tber
das Genom setzten, kbnnen nun mit modernen Tedliraldis zu einer Million SNPs pro
Individuum gleichzeitig gesetzt werden. BereitsMilionen SNPs sind katalogisiert (2. Na-
tional Center for Biotechnology Information et 2007), und es ist anzunehmen, dass sich in
Zukunft Technologien entwickeln lassen, die aucthmaee Millionen SNPs gleichzeitig be-

ricksichtigen kdénnen.
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Obwohl es einen wachsenden Fokus auch fir popotiasierte GWAs oder GWAs mit
Trios gibt, wurden die meisten GWAs bisher als HKalhtroll-Studien durchgefiihrt. Deren
grof3er Vortell ist die relativ leichte Durchfiihrkait und die Méglichkeit, sehr kleine Effekte
aufzudecken. Abgesehen von der Auswahl der zu gpisegrenden Polymorphismen ent-
spricht der Ablauf der GWA den Standards einerdhigln Assoziationsstudie. Eine typische
GWA-Studie besteht aus vier Teilen:
1. Selektion einer hohen Anzahl von Individuen mit #eankheit oder dem interessie-
renden Phanotyp und einer geeigneten Vergleichpgrup
2. Auswahl eines Chips, der genomweite Marker sesmljdrung der DNA, Genotypi-
sierung und Datenbetrachtung, um eine hohe Gersi¢gypngsqualitat zu garantieren
3. Statistische Tests auf Assoziation der SNPs, wealah®ualitatskontrolle passiert ha-
ben, mit dem untersuchten Phénotyp
4. Replikation der gefundenen Ergebnisse in einer ldwadigen Population und experi-
mentelles Prufen funktioneller Implikationen deg&bnisse
GWAs weisen im Kontext der Assoziationsstudieng@nBesonderheiten auf, die vor allem
durch die Vielzahl der Variablen begriindet sincded®i Besonderheiten sollen spater verdeut-
licht werden. Dazu werden die wesentlichen Merknmeaater Assoziationsstudie im Metho-

denteil ausfuhrlich skizziert, bevor explizit avégnderheiten von GWAs eingegangen wird.

1.6.2.2 ,Positional Cloning*®

Beim ,positional cloning®, das ebenfalls ohne emeriori spezifizierte Hypothese startet,
besteht der erste Schritt in der Identifizierungeeichromosomalen Region, die innerhalb von
Familien zusammen mit einer Krankheit vererbt wkKdpplungsanalysen machen sich dabei
die gemeinsame Vererbung vorher ausgewéahlter Markeeiner Krankheit innerhalb von
Stammbaumen zunutze. Die Rekrutierung von Famidieallerdings sehr aufwéandig und die
eher kleineren Stichproben bergen den Nachteiln&l&ffekte schwer aufzudecken. Wird
eine Variante besonders haufig mit einer Krankheiter gegeben, geht man daher von ei-
nem bedeutenden Effekt aus und der vermutete BdeugRegion fir die entsprechende
Krankheit gewinnt an Bedeutung. Mittels der Entdexk von Signalstarken, welche durch
verschiedene Marker angezeigt werden, kann manoReginur bis zu einem gewissen Grad
eingrenzen. Anschlieend mussen solche Regiondganugitersucht werden. Das ,positional
cloning” lasst der ldentifizierung einer relevant@egion eine Vielzahl von Techniken fol-
gen, um das krankheitsrelevante Gen identifiziared klonieren zu kénnen (Ennis et al.

2001). Die Feinkartierung von Regionen, die durdpplungsstudien entdeckt wurden, kann
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sehr mihsam sein, da diese Region zum Teil melredls Megabasen aufspannen und da-
durch zahlreiche mogliche Gene enthalten. In dentifizierten Region werden in der Regel
Assoziationsstudien durchgefuhrt. Die Assoziatitudien kdnnen weiter eingegrenzt wer-
den, wenn ein Gen innerhalb einer solchen Regiobddonders relevant gehalten wird. Sol-
che Relevanz kann ein Gen durch eine plausibledp®sthe Hypothese liefern, warum es auf
den untersuchten Phanotyp Einfluss nehmen kann.

1.6.2.2.1 ADAM33

Nicht nur ein Beispiel fur ,positional cloning®, sdern auch das erste Gen, welches durch
»positional cloning” identifiziert wurde, iISADAM33 (,A Disintegrin And Metalloproteina-
se*) (Van Eerdewegh et al. 2002). ADAM33 gehortemer Familie von 40 ADAM Protei-
nen (Holgate et al. 2006). Die ADAM-Familie ist eirbubgruppe einer Superfamilie von
zinkabhangigen Metalloproteinasen (Stone et al91BP%imakoff et al. 2000). ADAMs beste-
hen in der Regel aus 750-800 Aminoséauren und skdrmzeichnet durch mehrere Domanen
(Abbildung 18).

L @D

Prodomiane Metallo- Disintegrin Cystein- EGF- Trans- Zytoplasmati-
proteinase reich dhnlich menbran sche Domiane

Abbildung 18: Schema der Domanen-Struktur der ADAMs
Die senkrechten Linien deuten die Zellmembran an.

Das N-terminale extrazellulare Ende wird von eiReo-Domane gebildet, auf welche die
Metalloproteinase-Doméne folgt. Daran schliel3t ®ame Disintegrin-Domane an, gefolgt
von einer cysteinreichen Domane, einer EGF-ahntidbemane, sowie einer Transmembran-
Doméne und einem zytoplasmatischen carboxytermmnahgeil.

Das GerADAM33besteht aus 22 Exons, die fir eine Signalsequenmie $dr die verschiede-
nen typischen ADAM-Domaéanen kodieren (Van Eerdeweglal. 2002). Die verschiedenen
Domanen vermitteln mehrere Funktionen VAMDAM33 Aktivierung, Proteolyse, Adh&sion,
Fusion und intrazellulare Signalweiterleitung (Hakg et al. 2006 ADAM33wird auf Grund
von Sequenzhomologien ZADAM12, 13, 15und 19 zu einer Untergruppe der ADAM-
Familie gezahlt, deren Mitglieder vor allem protgisiche Aktivitat aufweisen (Van Eerde-

wegh et al. 2002). Die proteolytische Eigenschadt d/letalloproteinase-Doméane von
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ADAM33wurde zudem in Versuchen mit Drosophila nachgesmg§arlisi et al. 2003; Zou
et al. 2004).

Die von den Zellen sezernierten proteolytischenyfirez bauen Bestandteile der extrazellula-
ren Matrix ab. Dies ist zum Beispiel erforderlietenn Zellen die Basalmembran durchdrin-
gen mussen. Von essentieller Bedeutung fur die Eklwng und Homdoostase eines Orga-
nismus sind auch die Wechselwirkungen zwischeredalhd von Zellen mit der Matrix. Zel-
len missen wahrend der Embryogenese und Morphogeraslern, adharieren, miteinander
interagieren und auch fusionieren (Wolfsberg e1885).

Exprimiert wird ADAM33vor allem in der glatten Muskulatur des Bronchiatems und in
Lungenfibroblasten, nicht aber in EpithelzellenZ&len oder Leukozyten (Powell et al.
2004). Der Nachweis VOADAM33in glatten Muskelzellen des embryonalen Bronclgls
tems deutet darauf hin, da&®AM33bei der Entwicklung von bronchialen, vaskuléremnl un
neuronalen Strukturen, deren Funktion sowie defeRahzierung von mesenchymalen Zellen
wie Fibroblasten und glatten Muskelzellen in dieStrukturen beteiligt ist. Analysen von
Variationen inADAM33legen nahe, dass es durch seinen Effekt auf dsemeaymale Zell-
differenzierung das ,airway remodeling“ beeinfluss@&nnte (Warner et al. 2008). Aul3erdem
spielt ADAM33mdglicherweise eine Rolle bei der Entstehung dendhialen Hyperreaktiti-
vitat durch Proliferation der Fibroblasten und tgat Bronchialmuskulatur, Verdickung der
Bronchialwande und somit Obstruktion der Atemwegel)eicht ausgel6st durch eine verén-
derte Proteinaktivitat (Schoen 2008). InzwischenrkADAM33 als ein positionelles Kandi-

datengen aufgefasst werden, das durch ,positidoaig® identifiziert wurde.

1.6.3 Kandidatengenansatz

Ein Kandidatengen ist ein Gen, fur welches es bigrindete Hypothese gibt, am Krank-
heitsgeschehen beteiligt zu sein. Zur Identifizigrsolcher Gene arbeitet man mit dem soge-
nannten Kandidatengenansatz. Die Suche nach kriasidhevanten Loci mittels Kandidaten-
genansatz beinhaltet die systematische Suche magtigchen Varianten innerhalb der Kan-
didatengene sowie Untersuchungen der einzelneraMan auf Assoziation mit relevanten
Phanotypen. Der Kandidatengenansatz kann somityglsthesengesteuerter Ansatz verstan-
den werden. Basis fur den KandidatengenansatzastV@drhandensein von detaillierten In-
formationen zu den entsprechenden Genen. Je nalebgender Information kann man Kan-
didatengene in verschiedene Kategorien einteilenjedoch ineinander tbergehen kdénnen:
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Bei funktionellen Kandidaten handelt es sich um Gene, deren Produleziehung
zum untersuchten Phénotyp stehen. Diese Beziehusigenmeist experimentell gesichert
(z.B. ein Enzym beeinflusst nachgewiesenermal3eenestoffwechselweg, der zur Auspra-
gung eines Merkmals beitragt). Ein fundiertes Whsdieser Funktionsweisen ist wichtig far
eine erfolgreiche Selektion von Kandidatengenem Bnnahme einer spezifischen biologi-
schen Funktion kann ausgeweitet werden (siehe Zah €007). So kdnnen z.B. auch Ex-
pressionsmuster als Hinweise genutzt werden, Katelidjene auszuwahlen (Cheung et al.
2002; Duan et al. 2008).

Positionelle Kandidaten sind Gene, die auf Grund ihrer Lagedanom mit dem
Krankheitsgeschehen in Verbindung gebracht werdemén. Solche Gene werden haufig im
Rahmen von Studien ermittelt, welche die Region Kieskheitslocus zwar auf einen be-
stimmten Chromosomenabschnitt einengen, den uisehl Locus jedoch nicht ausmachen.
Hierbei kbnnen Informationen aus Kopplungsstudienwendet werden. Zur Funktion des
Genproduktes mussen dabei keine Erkenntnisse gerlie

Bei vergleichenden Strategien werden Gene als Kandidaten gewéhltdeeen ein
Effekt Arten Ubergreifend festgestellt wird. Soldk@ndidatengene sind entweder funktionell

konserviert oder strukturell homolog, wenn manisieerschiedenen Spezies betrachtet.

Die Uberprifung, inwieweit ein Kandidatengen tabdiah krankheitsrelevant ist, geschieht
im Rahmen von Assoziationsstudien. Da man in dere@e komplexer Erkrankungen von
kleinen Effekten ausgeht, werden grof3e Stichprddserdtigt, um die vermuteten Effekte auf-
zudecken. Obwohl der Kandidatengenansatz nutaiclschnell Gber die spezifische Assozia-
tion einer genetischen Variante mit dem Phanotypreacheiden und in genetischen Assozia-
tionsstudien vielfach zum Einsatz kommt (Tabor le2802), bleibt das Problem, dass der
Anteil urséchlicher Gene, welche Merkmale von bidimmischer Bedeutung beeinflussen,
noch klein ist. Damit ist auch die Auswahl an Kaladengenen begrenzt (Zhu et al. 2007).
Da die Pathomechanismen fur Asthma vielfaltig unzchinganzlich verstanden sind, ist es
nicht eindeutig, auf welche Mechanismen man sictidhen sollte. Einige Ansatzpunkte, die
gut etabliert sind, bieten Modelle veranderter T-Eenktion, Expression bestimmter Zyto-

kine oder Veranderungen in der Barrierefunktionlderge (Kabesch 2004).
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1.6.3.1 KandidatengeneToll-like Rezeptoren (TLRS)

Von den Toll-like Rezeptoren (TLRsS), Proteinen, destimmte Pathogenmuster auf Mikro-
organismen erkennen, wird angenommen, dass sie&nduf das J1-Ty2 Gleichgewicht,
insbesondere durch eine Férderung dgk—RAntwort, ausiben. Da damit die Hypothese einer
Verringerung des Risikos fur die Entwicklung alisder Erkrankungen einhergeht, geben
die Gene, welche fur die TLRs kodieren, ein Beisfiie eine Gruppe von Kandidatengenen

und sollen genauer beschrieben werden.

Den Ausgangspunkt fur die Untersuchung der Tob-IRezeptoren liefert die immunologi-
sche Hygienehypothese, die 1989 das erste MahamneiArtikel des britischen Wissenschaft-
lers David P. Strachan beschrieben wurde (Stra@d880). Entsprechend der Hygienehypo-
these ist die Entwicklung von allergischen Erkrami@n durch bakterielle und virale Infekti-
onen sowie durch die Exposition mit nichtinfektidgdikroben beeinflusst (von Mutius, E.
2007).

Pathogene wie sie die Mikroben (Bakterien, Pilzerodiren) darstellen, weisen einige immer
wiederkehrende Muster, die es dem ImmunsystemtertguGefahr zu erkennen. Solche wie-
derkehrenden Muster werden in der Immunologie plthogen associated molecular pat-
terns® (PAMPS) bezeichnet. Fur die Erkennung soldremnden Pathogene hat das Immun-
system Proteine bereits auf der Stufe des angedorénmunsystems entwickelt, die als
Antwort auf Erkennung fremder Pathogene eine Emtaiigsreaktion auslosen. Molekiile,
welche PAMPs identifizieren und Immunantworten éssh kénnen, werden ,pattern re-
cognition receptors” (PRRs) genannt.

Die am besten charakterisierte Gruppe der PRR diadgenannten Toll-like Rezeptoren
(TLRs) (Janeway et al. 2002). TLRs nehmen einerakenRolle in der Abwehr von Infektio-
nen ein, erkennen PAMPs und I6sen nach Bindungeliens die Aktivierung des angebore-
nen und schlie8lich des adaptiven Immunsystems(Mesizhitov et al. 1998; Akira et al.
2001). Die Aktivierung von TLRs fuhrt zur Ausschiitg von proinflammatorischen Zytoki-
nen, welche zu einer starkeren Bildung vafd-fypischen Zytokinen beitragen kann17
Antworten sind wiederum mit einem Schutz vor Aliergassoziiert (Secrist et al. 1993). Man
geht davon aus, dass Schlisselzytokine @2sSystems wie IL-4, IL-5 und IL-13 gehemmt
werden, wahrend die Ausschittung von IL-12 und 3,.-@so typischer flL-Zytokine, gefor-
dert wird. Dadurch werdemLRszu vielversprechenden Kandidatengenen fir atopigai
krankungen wie Asthma. Im Menschen sind bisher ZdtRR-Mitglieder identifiziert worden
(Tabelle 1).
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TLR Ligand Lokalisation Referenz
TLR1 + Triacyl- Zelloberflache (Takeuchi et al. 2001)
TLR2 Lipopeptide
TLR2 Lipoteichonséure Zelloberflache (Ozinsky et &I0Q)
TLR2 + Diacyllipopeptide Zelloberflache (Takeuchi et2001)
TLR6
TLR3 Doppelstrangige | Endosomale  Komparti- (Alexopoulou et al. 2001)
RNA mente
TLR4 LPS Zelloberflache (Poltorak et al. 1998)
TLR5 Flagellin Zelloberflache (Hayashi et al. 2001)
TLR7 Einzelstrangige Endosomale  Komparti- (Heil et al. 2004)
TLRS RNA, Imidazoqui- | mente
noline
TLR9 unmethylierte CpGt Endosomale  Komparti- (Hemmi et al. 2000)
DNA mente
TLR10 unbekannt

Tabelle 1: Uberblick tiber die humanen Toll-likeRezeptoren und ihre Liganden.

TLR], TLR2 TLR4 TLR5 andTLR6 sind auf der Zelloberflache exprimiert. Im Gegénsa
dazu werde@LR3 TLR7 TLR8und TLR9endosomal exprimierf.LR3erkennt doppelstran-
gige RNA, wahrend LR7und TLR8einzelstrangige RNA erkennefLR9 erkennt nicht me-
thylierte CpG-Dinucleotide in bakterieller DNA (Higs et al. 2008).

Eine direkte Rolle der TLRs im Zusammenhang mitr&nkungen zeigt sich an deren Erken-
nung von bakteriellen Substanzen. Bakterielle Texdmd als Induktoren inflammatorischer
Prozesse bekannt. Man unterscheidet dabei zwesé&tas) Toxine, die entweder durch einen
aktiven Prozess von pathogenen Keimen nach auf$mygeben werden, und b) Toxine, die
Bestandteil der bakteriellen Zellwand sind. Diesgidchen Zellwandkomponenten werden
durch passive Prozesse, z.B. beim Absterben deeBak oder bei der Behandlung mit An-
tibiotika, in die Umgebung freigesetzt. In diesareten Gruppe bakterieller Toxine finden
sich Zellwandkomponenten wie das Lipopolysacch@riS), auch Endotoxin genannt, Li-
popeptide/-proteine (LP) und Peptidoglycan (PG, wlesentliche Bestandteile der Zellwand
von Gram-negativen und/oder Gram-positiven Baktesiad.

Lipoproteine der Zellmembran von Gram+/- Bakteribtykobakterien, Mykoplasmen und
anderen Organismen induzieren intrazellulare Segimalden Zellen des Immunsystems tber
Toll-like Rezeptor 2 (TLR2). Nach bisher vorliegemdBefunden ist TLR2 vor allem als He-
terodimer zusammen mit TLR1 oder TLR6 wirksam. Riglle von TLR6 als Heterodimer

mit TLR2 scheint wichtig fur die Bindung von Lipageinen und Peptidoglykanen zu sein
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(Nakao et al. 2005). TLR6 erkennt Diacyl-Lipopetidedhrend TLR1 Triacyl-Lipopetide
erkennt (Krishnan et al. 2007).

Auch direkte Bindung von TLR2 wurde flr Lipoproteidemonstriert (Vasselon et al. 2004).
TLR4 reagiert auf Lipopolysaccahride (Guillot et2004). TLR4 formt zusammen mit CD14
und anderen Kofaktoren auf der Oberflache von Inzellen einen Komplex, um Endotoxine
zu erkennen und die intrazellulare Signaltbertrggzu aktivieren. Daneben erkennt TLR5
bakterielle Flagelline und Toll-like Rezeptor 9 Q) ist fur die Erkennung von viraler und
intrazellularer bakterieller DNA verantwortlich (kheni et al. 2000). Auf Grund dieser Zu-
sammenhange von Toll-like-Rezeptoren mit bakteneloxinen und einer daraus resultie-
renden Einflussnahme auf atopische Erkrankungeth samtlicheTLRs plausible Kandida-

tengene fir Asthma.
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1.7 Ableitung der Fragestellung

Drei methodische Anndherungen zur Identifizierurenkheitsrelevanter Gene wurden einge-
fuhrt: der Kandidatengenansatz, das ,positional cloningd genomweite Assoziationsstu-
dien.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden drei Stadiehandelt, an denen ich maf3geblich
beteiligt war (Schedel et al. 2006; Moffatt et2007; Kormann et al. 2008).

Bezuglich der GWA war ich verantwortlich fur digdgration der deutschen Teilstichproben,
das heifl3t speziell deren Ziehung sowie die Auswegen innerhalb der Replikationskohorten.
Samtliche statistischen Analysen der hier dargésteAssoziationsstudien zu ADAM33 so-
wie zu den Toll-like Rezeptoren wurden von mir dhgefiihrt, deren Ergebnisse interpretiert
und die daraus abgleitete Schliisse in die Manuskeingearbeitet.

Jede Studie kann mit je einer der methodischen WBem@gen in Verbindung gebracht wer-
den. Dazu gehdren die erste durchgefihrte GWA fithia als Vertreter des genomweiten
Ansatzes, eine Assoziationsstudie ADAM33 als ,positional cloned* Gen sowie eine Kan-
didatengenstudie, welche die Rolle vbhRsbei der Entwicklung von Asthma untersucht.

Die drei Studien sollen in dieser Reihenfolge vetght und diskutiert werden.

Die Ausgangsfrage der GWA lautet:
* Gibt es Gene (Loci), die mit dem Phéanotyp (Asthasgoziiert sind?
Sollten sich spezifische Loci finden lassen, |&gdt als weitere Frage ableiten:

* Inwieweit erfahren die Ergebnisse der GWA zu AsthBestatigung? (insbesondere
fur das Gen oder die Loci, welche sich aus der Gi¢Aneue Kandidaten fur Asthma
ergeben)

Daneben interessieren auch die Studien der anderitze:
* Welche Rolle spielADAM33bei der Entwicklung von Asthma im Kindesalter?

* Welche Rolle spielen di€LRsbei der Entwicklung von Asthma im Kindesalter?

Neben dem Bericht der Ergebnisse dieser drei Stusb# der Frage nachgegangen werden,
welche Bedeutung die untersuchten Gene im Kontexjelveiligen Ansatzes haben.
Abschlie3end sollen die methodischen Annaherungeh rinmal im Kontext der Ergebnisse

diskutiert werden.
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2 Methoden

2.1 Grundbegriffe Assoziationsstudien

Mittels Assoziationsstudien lassen sich genetid@manten identifizieren, welche in die Ent-
wicklung komplexer Krankheiten einbezogen sind (&thl 1999).

Das Ziel jeder Assoziationsstudie ist die Idenigfimng von genetischen Variationé®NPs,
Haplotypen oder Kombinationen von Genotyper), die zwischen Gesunden und Kranken
variieren (Balding 2006).

Die Aufgabe der Identifizierung genetischer Deteraniten einer Krankheit kann durch eini-

ges kompliziert werden. Gelegentlich macht die Basiung der Genotypen im Labor Prob-
leme, weshalb man Qualitatskontrollen sowie ein@stTauf Abweichung vonHardy-
Weinberg-Gleichgewichtvornimmt. Im Rahmen verschieder@udiendesignsgeht es nach

der Genotypisierung um die Aufdeckung einer Asdaxia Um solche Assoziationen zu fin-
den, versucht man Tests mit hoRewer zu benutzen.

Selbst wenn die Qualitat der Genotypisierung naefggen gut ist und man im Anschluss
eine Assoziation eines SNPs mit der Krankheit gdémnhat, so ist die Wertigkeit der gefun-
denen Assoziation nicht sofort klar. Man kann ajeai ursachlichen Lokus gefunden haben

oder b) einen Locus entdeckt haben, der in stdBkarehung (hohernginkage disequilibri-

um® oder LD ) mit dem wirklich ursachlichen Locus steht. Leigdres auch moglich, dass c)

die Assoziation durch Mischung von Population@odulationstruktur oder Stratifikation )

begrindet ist oder d) es sich um einen falsch igesiBefund handelt.

Falsch positive Befunde werden oft durch zuvor neémie Korrektur fUmultiples Testen
begriindet. Daher gehort eine Analyse, die fur mlaltiTests korrigiert, heute ebenso zum

Standard wieReplikationen an unabh&ngigen Stichproben. Alle Begriffe sokkerz einge-

fuhrt werden, wobei der Darstellung des ,linkagseduilibrium® auf Grund der Bedeutung in

verschiedenen Kontexten etwas mehr Raum gegebdn wir
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2.1.1 SNPs als genetische Variablen

Ihre Vielzahl und die Einfachheit, sie in automiatit,er Form zu bestimmen, machen SNPs
derzeitig zum Gegenstand der Wahl fir genetiscls®Aationsstudien.

Wie in 1.5.1 erlautert, wird ein SNP aus zwei Adlelgebildet und jeder Mensch kann in sei-
nen diploiden Zellen nur eine von drei Auspragunfianeinen SNP haben, den Wildtyp
(zwei haufige Allele), den heterozygoten Typ (eéufiges, ein seltenes Allel) oder den Po-
lymorphismus (zwei seltene Allele).

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten der Analysen,gich entsprechend &ndern, je nachdem,
wie diese drei Auspragungen eines SNPs behandetteweStatistische Auswertungen, die
den Zusammenhang eines einzelnen SNPs mit eineno®p&zum Gegenstand haben, wer-
den als Einzel-SNP-Analysen bezeichnet und wend@2.1 noch genauer erlautert.

Ein Ansatz der Einzel-SNP-Analyse geht auf die Aima eines Mendelschen Erbgangs zu-
rick. Ein anderer Ansatz ist es, eine Erkrankungiziersuchen, je nachdem ob die unter-
suchten Personen das interessierende Allel entwgattenicht, einmal oder zweimal haben.
Und ein dritter Ansatz besteht darin, die Allelngkéiten bei Fallen und Kontrollen zu ver-
gleichen (Sasieni 1997).

Die wissenschaftliche Bedeutung von SNPs lieghrem haufigen Auftreten und der hohen
Variabilitdt. Meist ist allerdings recht wenig Ubdie Funktionsweise eines bestimmten SNP
bekannt. Die dichte Verbreitung Giber das Genom mabhrPs vor allem fur die genomweiten
Studien interessant (Palmer et al. 2005). SNPsnrdtrchschnittlich einmal etwa alle 200
Basenpaare auf und mehr als neun Millionen SNR%isidffentlichen Datenbanken katalo-
gisiert. Jedoch haben viele SNPs eine sehr geAllgrequenz. So bleiben noch etwa sechs
Millionen SNPs Uber das gesamte Genom, welchefa@guenz von mindestens 5% aufwei-

sen. Diese werden als haufige Varianten bezeichnet.

2.1.2 Genotypkombinationen als genetische Variablen

Auch Kombinationen von SNPs lassen sich als Anaiypgeit verwenden. Dabei kdnnen die
Informationen des kompletten Genotyps (also beAlkrle) ebenso verwendet werden wie
Kombinationen, welche nur ein Allel an einem Lobesticksichtigen.

Wird die Information des Genotyps herangezogenyisd wieder die diploide Information
weiter verarbeitet. In Abbildung 19 werden zwei Ggpen (A/T und G/C) kombiniert, wo-
bei hier die Genotypkombination nur fir ein Indwuagn dargestellt ist. Da in einer Population

drei mogliche Genotypen existieren gibt €sk®mbinationen an Genotyppartitionierungen.
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Zum Beispiel kdnnen bei einer Analyse zweier SNR3=3 verschiedene Kombinationen an
Genotypen entstehen, bei drei SNPs bereits 27 elX{embinationen kénnen auch wieder in
unterschiedlicher Weise interpretiert werden. Habitrachtet man das gleichzeitige Auftre-

ten zweier Polymorphismen als besonders risikoreich

Haplotyp Kombination von Genotypen
AHcHcHeHAHTHARG AHcHcHeHAaNTHANG
cHcHTHeHTHAHAHC cHcHTHeHTHAaHANC

Abbildung 19: Unterschied zwischen Haplotyp und korbiniertem Genotyp

Die Anzahl der einzubeziehenden SNPs ist nichtdredir Da die Anzahl der Kombinationen

maoglicher Genotypen jedoch schnell wéachst, sind $irnvolle Partitionierungen zu tberle-

gen (Nelson et al. 2001). Werden viele verschied&Ps gleichzeitig untersucht, wird hau-

fig auch von Multilocus-Ansatzen gesprochen, da $MR unterschiedlichen Loci im Gen

oder Genom liegen.

Spezielle Verfahren der Multilocus-Ansatze findetnmauch unter dem Begriff der Interakti-

on (Vermeulen et al. 2007). Dabei handelt es smhAmalysemethoden, die einen gemeinsa-
men Effekt fir mehrere SNPs berechnen. Zu unteidehesind additive Effekte, bei denen

sich Effekte aufsummieren, von epistatischen Eé&fiekbei welchem der Effekt eines SNPs
durch Variationen eines anderen SNPs modifiziert \(Cordell 2002).

2.1.3 Haplotypen als genetische Variablen

Den Ausgangspunkt der Haplotypanalyse bildet elilerd&ée Idee, dass Polymorphismen ei-
nes Gens bevorzugt in spezifischen Kombinationdéresem Chromosom vorkommen. Ge-
genstand sind hierbei jedoch Kombinationen vonlétieszon einzelnen Nukleotiden auf dem
gleichen Chromosomenstrang (Abbildung 19), nichinkmationen des gesamten Genotyps.
Auf Grund der unabhangigen Vererbung verschied€heomosomen macht die Analyse von
Haplotypen nur innerhalb eines Chromosomenstramgs. 8Vahrend Multilocusansatze so-
mit Informationen beobachtbarer Genotypen Uber glaze Genom kombinieren kdnnen,
beschrénken sich Haplotypen auf Ketten von Allelaheinem Chromosomenstrang. Samitli-
che Verfahren setzten selbstverstandlich eine kwmr&enotypisierung mit entsprechenden

Labormethoden voraus.
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Die folgenden Argumente, die im Kontext der Happatiyalysen herangezogen werden, gel-
ten ebenso fur Multilocusansétze: Da die Nukleotideschiedenen SNPs zugehdren, wird es
fur moglich gehalten, dass Haplotypen mehr Inforomatiber die komplexe Beziehung zwi-
schen DNA-Variation und Phanotyp liefern als jedarzelne SNP (Stephens, J. C. et al.
2001). Dies unterstreicht die Relevanz, Kandidateegauch auf Zusammenhange mit Haplo-
typen zu untersuchen (Schaid et al. 2002). Folgeveieere Griinde sprechen fur die Ver-
wendung von Haplotypen (Clark 2004):

* Es gibt eine biologische Erklarung fur den Hapletypkt: Die biologische Erklarung
fur Haplotypeffekte besteht darin, dass einige Morteen in einem Gen mehrere Ami-
nosaurednderungen im Proteinprodukt verursacherdendemeinsame Effekt dieser
Aminosaureanderungen einen viel groReren Einflusli@ Funktion des Proteinpro-
dukts haben kann als eine einzelne Aminosaureandd¢fchaid et al. 2002).

» Die statistische Power von Assoziationstests wittblet, wenn die Dimension der zu
untersuchenden Einheiten reduziert wird. Die Verug von Haplotypen kann so-
mit die Power bei Assoziationstests verbesserns@ludt al. 2000; Akey et al. 2001).

Haplotypen werden jedoch im Unterschied zu Multiegenotypen als Einheit vererbt und

bilden daher eine genetisch noch besser interpoatie Variante.

2.1.4 Hardy-Weinberg-Equilibrium

Das Hardy-Weinberg-Gesetz, 1908 unabhangig vonladrschen Mathematiker G.H. Hardy
und dem deutschen Biologen W. Weinberg aufgesbakchreibt eine Regel tUber die Vertei-
lung von Erbmerkmalen in grofRen Populationen, rdahdie urspriinglichen Proportionen
von Allelen in allen folgenden Generationen erhaldeiben. Damit einher geht eine Kon-
stanz der Genotypfrequenzen. Man spricht von HaYa@yaberg-Gleichgewicht oder ,Hardy-
Weinberg Equilibrium* (HWE).

Die Guiltigkeit von HWE beruht auf zahlreichen Vanahmen. Dazu gehoéren ein diploider
Organismus, nicht Uberlappende Generationen, gefdlelfrequenz bei Frauen und Man-
nern, was wichtig bei der Analyse X-chromosomalen&ist, zuféallige Paarung sowie eine
grol3e, eigentlich unbegrenzte Population. Zudemtesiligration vernachlassigbar sein, Mu-
tationen ignoriert werden kdnnen und natirlichee®&n nicht die unter Betrachtung ste-
henden Allele betreffen. AuRerdem muss der unteéraBletung stehende Locus zwei Allele
haben (Hartl 1997). Trotz des theoretischen Koktdrder idealen Population lassen sich die
Formeln durchaus mit Erfolg in der Praxis einsetZere beiden Formeln fir das Hardy-

Weinberg Gleichgewicht lauten entprechend Formel 1.:
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- p*+2pg+ =1
+ p+qg=1, wobeip die relative Haufigkeit des Auftretens des Allalsqdie Allelfre-

quenz des (zu A komplementaren) Allals
Formel 1: Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Mit Hilfe der Formeln des Hardy-Weinberg-Gesetzisst sich bei zufalliger Vererbung die
Haufigkeit eines Allels in einer Population bereehnwenn die Haufigkeiten der Genotypen

bekannt sind bzw. die Haufigkeit eines Genotypsiwaie Allelfrequenz bekannt ist. Fur die
Genotypfrequenzen ergibt sich somitp? = Haufigkei{ AA, 2pg= Haufigkei( A3,
g° = Haufigkei{ ad . Hieran ist auch zu erkennen, dass sich die Adlglfenz auf den Anteil

der Heterozygoten auswirkt (Abbildung 20).

1 <3
N
08 \ An /
—D—qu
y P

IR
o \l

p-0 0102030405060?'0809
q-1 09080706 0504 030,201 D
Abbildung 20: Hardy—Weinberg-Gleichgewicht fur zweiAllele.

Die horizontale Achse zeigt die beiden Allelfrequerenp und g, die vertikale Achse zeigt die Genotypfre-
quenzen. Die drei moglichen Genotypen sind durch werschiedliche Zeichen dargestellt.

Haufig wird ein Test auf Abweichung vom HWE fiir diderpriifung der Genotypisierungs-
qualitdt angewendet (Li, M. et al. 2008; Ryckmaraket2008). In der Praxis wird bei sehr

starken Abweichungen (z.By? > 25 bei Durchfilhrung eineg?Tests mit der Nullhypothese

keiner Abweichung vom HWE) von einem Problem bai @enotypisierung ausgegangen.
Umgekehrt beweisen die tUblichen Chi-Quadrat-Tesisdenen auf Abweichungen von Har-
dy-Weinberg getestet wird, die Gliltigkeit des HaWwlginberg-Gleichgewichts auch dann
nicht, wenn die Nullhypothese keiner Abweichung VERVE beibehalten wird. Einen Beleg
fur die Gultigkeit im statistischen Sinne konnemrhnur Aquivalenztests liefern (Wellek
2004). Abweichungen vom HWE sind nicht auf Genatigsungsfehler begrenzt, sondern
kénnen auch echt sein. Weichen die Genotypfrequewae denen ab, die man unter Giltig-
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keit von HWE erwarten wirde, kann dies auch auftérak der Evolution zuriickzufihren

sein.

2.1.5 Power und Studiendesign

Das Ziel jeder Assoziationsstudie besteht darifeki® zwischen einer Krankheit und einer
genetischen Variation zu finden. DR®@wer oder Teststarke gibt an, mit welcher Wahrschein-
lichkeit ein statistisches Verfahren zugunsten resezifischen Alternativhypothese (z.B.
.ES gibt eine Assoziation“) entscheidet, falls @ietchtig ist. Gemeint ist die Wahrschein-
lichkeit einen vorhandenen Effekt auch wirklich degken zu kénnen. Oftmals wird gerade
bei nicht detektierten Effekten vermutet, dassstiistischer Test ungenigende Power hatte,
was zum Beispiel durch zu kleine Stichproben bedsagn kann. Varianten irStudiende-
sign kénnen sich somit auf die Power auswirken.

Die einfachste Form eines Studiendesigns fur eisgoAiationsstudie ist die Fall-Kontroll-
Studie, die auch in der klassischen Epidemiologeé werbreitete Anwendung findet. Durch
den Vergleich der Haufigkeit bestimmter Allele Batienten und gesunden Kontrollpersonen
lassen sich die relativen Erkrankungsrisiken alizeimé die von genetischen Determinanten
ausgehen konnen. Dabei werden Falle je nachdemtiehy welchen Phénotyp die Studie
untersucht. So wirde man bei einer Studie, diehrAatzum Gegenstand hat, erst Félle von
Asthmatikern sammeln und diesen eine geeigneter&ltgruppe von Personen ohne Asthma
gegeniberstellen. Von einer eingebetteten Fall-46drbtudie oder einem ,nested-case-
control“-Studiendesign spricht man, wenn Schéatzanges einer Substichprobe einer etab-
lierten Kohorte generiert werden, die den Schatear&hnlich sind, welche man bei Verwen-
dung der gesamten Kohorte bekommen wiirde (Xue @08P). Dabei werden zu jedem Fall
Kontrollen ergénzt, die aus der gleichen Kohorteieen, aber den entsprechenden Phénotyp
der Félle nicht tragen.

Ergebnisse aus Studien dieses Typs werden als Megsé angegeben. Das Verhdltnis, das
in Odds Ratio angegeben wird, ist ein Mal3 dafur,wimviel gréRer in der Gruppe mit Risi-
kofaktor die Chance zu erkranken ist, wenn mamsteder Gruppe ohne Risikofaktor ver-
gleicht. Dabei kdnnen genetische Varianten dieki@faktoren darstellen.

Ebenso wie Querschnittsstudien werden Fall-Kontlidien einmalig durchgefuhrt. Quer-
schnittsstudien untersuchen das Verhéltnis zwiseieer Krankheit und anderen Expositio-
nen, so wie sie in einer definierten Populatioremem bestimmten Zeitpunkt auftreten. Sie
bieten einen besseren Ansatzpunkt zur gleichzaitlgetersuchung verschiedener Phanoty-

pen, wenn sie populationsbasiert eine geeignetgigseptative Bevolkerung zugrunde legen.
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Im Gegensatz zu Fall-Kontrollstudien sind dort néamkeine Verzerrungen der Pravalenzen
anzunehmen.

Da nahezu samtliche Auswertungen der vorliegenddseiAauf Fall-Kontroll- oder Quer-
schnittsstudien basieren, sei an dieser Stelle aufirweitere Studiendesigns wie Langs-
schnittsuntersuchungen oder Kohortenstudien hirggam. Studiendesigns der klinischen
Forschung (Hartung et al. 2009) oder der genetiséf@demiologie (Boddeker et al. 2000)

sind Uberblicksartig an anderer Stelle zusammesgefa

2.1.6 Stratifikation

Ungeachtet des Designs oder der Power werden inwmader Bedenken geéaul3ert, dass gene-
tische Unterschiede zwischen ethnischen oder gpbigighen Schichten in der zu untersu-
chenden Population zu einer Verfalschung der Resikatzungen fuhren kénnten. Wenn Pa-
tienten und Kontrollpersonen hierbei systematiseh interschiedlichen Schichten rekrutiert
wirden, kénnte dies in der Tat zu genetischen Yatéeden zwischen den Stichproben fuh-
ren, die nicht mit der Krankheit im Zusammenharignden, sondern durch deren Heterogeni-
tat begrindet ist. Die Moglichkeit von Populatiamsstrukturen wird auch als Stratifikation
bezeichnet. Sobald die gemischten Subpopulatior@msehr stark in ihrer Genetik unter-
scheiden, kann dies die Ergebnisse einer Assoagsiodie verzerren. Daher wird man z.B.
kaukasische nicht mit nicht-kaukasischen Populatiomischen.
Die Hbhe des Einflusses von Populationsstratifdatst zwar nicht wirklich geklart (Thomas
et al. 2002; Wacholder et al. 2002), es gilt abasichtig zu sein, da Stratifikation im un-
gunstigen Fall zu falsch positiven Assoziationehréin kann. Geeignete Designs fur famili-
enbasierte Assoziationsstudien umgehen das Pratgei@tratifikation. Dies geschieht jedoch
auf Kosten einer reduzierten Power. Die Stratifdatkann aber auch in Fall-Kontroll-
Studien durch verschiedene Strategien ausgegliwieeten (Cordell et al. 2005):

* Matchen fur Variablen, welche auf die ZielgroRRefkiss nehmen kénnten

* Suche nach informativen Markern und deren Einberigtals Kovariate

* genomische Kontrolle
Der Einfluss von Stratifikation auf den Alpha-Fahkann somit gering bleiben, sobald die
Falle und Kontrollen gut gematcht sind (Zang et2807). Ansonsten wird Stratifikation
durch spezielle Methoden ausgeglichen. Dabei sidzgienomische Kontrolle Verfahren ein,

die fur genetische Heterogenitat korrigieren (Deli al. 1999; Devlin et al. 2004).
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2.1.7 Kopplungsungleichgewicht oder ,linkage disequ ilibrium*

Das Kopplungsungleichgewicht oder ,linkage disaqQuiim* (LD) ist definiert als die statis-
tische Assoziation zwischen Sequenzvarianten vieadeher Positionen entlang eines Chro-
mosoms (Weiss et al. 2002). LD wird auch als altd#le Assoziation bezeichnet, da es einen
Zusammenhang von Allelen beschreibt. Gemessen al#al ein Zusammenhang zwischen
genetischen Varianten, zum Beispiel zwischen SMBstst muss diese Grof3e quantifizierbar
gemacht werden (siehe 2.1.7.1), um sie spater soAationsstudien nutzen zu kénnen.
Einerseits kann man sich im Vorfeld einer Studieenmalb eines Sets von SNPs, die hoch
korreliert sind, zugunsten der Genotypisierung @ines einzigen SNPs entscheiden. Dieser
SNP, der mit allen anderen SNPs dieses Sets latri, kann dann als ,tagging SNP* stell-
vertretend fur das ganze Set typisiert werden ésieh.7.2). So kbnnen enorme Kosten einge-
spart werden.

Im Anschluss an Berechnungen von Assoziationen kaudererseits darauf geschlossen wer-
den, welche Varianten mit einem assoziierten SNEhhwmrreliert sind (Kruglyak 1999;
Risch, N. J. 2000). Dadurch lassen sich SNPs findetche die gleiche oder eine ahnliche
Assoziation aufweisen wie ein untersuchter SNP, litligrweise aber eine starkere, direkte

funktionelle Bedeutung haben.

2.1.7.1 LD-Koeffizienten

Um Ruickschlisse auf Zusammenhange zwischen SNBRenzieu kénnen, muss das LD
messbar gemacht werden. Winschenswerte Eigengtliéftein solches LD-Mal3 sind des-
sen gute Interpretierbarkeit und praktischer Nutkém diesen Anspriichen zu geniigen, wur-

den verschiedene Mal3e entwickelt. Ein MalR3 ist LeimsenDisequilibriumskoeffizientD, .

Dieses Mal3 misst im Falle paarweiser biallelisdbmei die Differenz des beobachteten ge-
meinsamen Auftretens zweier Allele und der erwartddaufigkeit des gemeinsamen Auftre-
tens dieser Allele unter der Annahme von Equilibrigberechnet als Produkt der Allefre-

guenzen). Diese Formel sei an Tabelle 2 erklart.

Locus B
B: B, Gesamt
Aq P11 Pi2 P1
Locus A
A2 I:’21 I322
Gesamt 01 b 1

Tabelle 2: Beispiel zur Berechnung von ,linkage disquilibrium*
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Seien A und B zwei Loci mit je zwei Allelen (jewgiA; und A an Locus A oder Bund B
an Locus B), die Frequenzen der Allele an den jeyesi Loci p, p2, ¢ und @, und die Fre-
quenzen der HaplotypemnBg, A1B2, A2B1 undA2B;jeweils R1 P12, P,pund By, so gilt Equi-
librium, wenn B, = p,x q, (oder P, = p,x q, oder P,, = p,x g, oder P, = p,% q,). Disequi-
librium gilt, wenn die Produkte der Allelfrequenzgon den Haufigkeiten der Haplotypen
abweichen. Entsprechend ergibt sich die Hohe desaeéffizienten nach Lewontin durch

Formel 2.

D:Pll_plxq1: Fzz_ pXx Q= PZl_ px = Pzz_ px C

Formel 2: Lewontins Disequilibriumskoeffizient

Ob D positiv oder negativ ausfallt, ist durch dadidbige Benennen der Allele bedingt. Fur

jede beschriebene Allelfrequenz ist der kleinstglintie WertD,,, und der gréf3te mdgliche
Wert D,,, von D wie folgt definiert.
D, ist der gré3ere vorp, x ¢ und —p, xq,.

D....ist der kleinere vonp, x g, und p, xq,.

Dieses Mal} ist jedoch abhangig von der Allelfrequend schwierig zu interpretieren. Daher
wurden zahlreiche Anstrengungen unternommen, eirN&3 weniger allelabhangig und
besser interpretierbar zu gestalten. Von dieseerhaith D' (Formel 3) und R(Formel 4)
als die in der Literatur am haufigsten verwendedarchgesetzt. Ein Wert von 1 steht fir
komplettes LD, wéhrend 0 die Abwesenheit von LDéugelt.

Formel 3: LD-Koeffizient D’

2
R? = (P12 - B pz)
P PG G
Formel 4: LD-Koeffizient R?

! Wegen der Zweifelhaftigkeit des Vorzeichens wigdifig auch der Betrag von D* angegeben.
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Einige andere Mal3e, die auf Lewontins Disequilimskoeffizienten D basieren, sind entwi-
ckelt worden (Du et al. 2007). Diese MaRe, die betsichtsarbeiten zusammengestellt sind
(Devlin et al. 1995; Jorde 2000; Pritchard et 80D, spielen in der Praxis aber eine weniger
starke Rolle. Im Rahmen unsrer Arbeiten wird spateschlieRlich auf den Koeffiziente R
zuruckgegriffen. An dieser Stelle soll jedoch alxhbetrachtet werden, da sich dieses Mal
sehr haufig in Studien finden lasst. Beide MaReuld R) liegen zwischen 0 und 1 und sind
damit gut interpretierbar: je naher der Koeffiziant1 liegt, desto héher ist das LD. Wird der
Koeffizient 0, besteht keinerlei Zusammenhang zinesczwei Loci.

D’ und R haben noch weitere Vorteile: D* wird genau danwénn mindestens ein Allel des
einen mit einem Allel des anderen Locus verknigift Somit bleibt D' nach einer Neumuta-
tion auf dem maximalen Wert 1, bis ein Rekombineereignis den originaren Haplotyp
durchbricht. Jedoch sind Werte €1' schwieriger zu interpretieren und in der prakiesc
Anwendbarkeit bei der Vergleichbarkeit von Markerfan ist D’ begrenzt, da es zu haufig
den Wert 1 annimmt (Ardlie et al. 2002; Du et &02).

R? reprasentiert die statistische Korrelation unddas gebrauchlichste MaR. Es l&sst sich da-
mit wie ein Korrelationskoeffizient interpretiereNeben der Nahe zum Korrelationskoeffi-
zienten bietet dieses Mal3 noch weitere Vorteiled@d@000; Pritchard et al. 2001; Weiss et
al. 2002). So lasst sich eine Beziehung zwischédigponierenden Krankheitsloci, SNPs in
LD und einer geforderten Stichprobengrél3e herstetee vor allem bei Powerberechnungen
eine Rolle spielen kann. Geht man davon aus, miehtkausativen Locus (SNP 1), sondern
einen SNP 2 in LD mit dem kausativen Locus zu wuelen, muss die Stichprobe um /R
erhoht werden, um die Assoziation, die man fur SNRit einem Phanotyp vermutet, auch
fur SNP 2 zu entdecken (Pritchard et al. 2001;oarkt al. 2003).

Wie bei Effektmalen ublich sind die statistischgn8ikanz, die stets von der Stichproben-
gréRe abhangt, und die Hohe des LD streng zu trefMeiss et al. 2002). Die statistische
Signifikanz des LD kann mittels Tests geprift werddie fir Kontingenztafeln tblich sind.
Dies sind typischerweise Fishers exakter Test eihe>-Test.

H&aufig wird ein hohes Kopplungsungleichgewicht zskisn SNPs auf deren gekoppelte Ver-
erbung zurickgefuhrt, obgleich dies nicht den g@aiGrund fir ein hohes LD liefert. Bei-
spielsweise kann auch Stratifikation hohes LD bgeim In folgendem Lehrbuchbeispiel
(Hartl 1997) hat Subpopulation 1 eine Allelfrequenn 0,05 fur A und B, wahrend Subpo-
pulation 2 eine Allelfrequenz von 0,95 fug And B hat. In Tabelle 3 ist zu erkennen, dass in

der gemischten Population LD besteht, obwohl diedein Subgruppen nicht vorliegt.
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Gemischte

Haufigkeiten Subpopulation 1| Subpopulation 2 ,
Population
AB; P11 0,0025 0,9025 0,4525
AB> P> 0,0475 0,0475 0,0475
A.B; P,y 0,0475 0,0475 0,0475
AB, P,, 0,9025 0,0025 0,4525

D 0 0 0,2025

Dmin -0,0025 -0,0025 -0,2500
Dmax 0,0475 0,0475 0,2500

D’ 0 0 0,81

Tabelle 3: Beispiel fur LD auf Grund von Populatiorsstruktur

Die Folgerung, dass hohes LD zwischen SNPs glesdizan ist mit hoher Kopplung, ist
demzufolge ungenau. Kopplung ist zwar meist hitmencl, aber nicht notwendig fir

Kopplungsungleichgewicht.

2.1.7.2 LD-Blocke und ,tagging SNPs*

Durch die Bestimmung von SNPs, die in einem SetSNRPs die meiste genetische Informa-
tion beinhalten, sogenanntdagging SNPs; konnen die Anzahl zu genotypisierender SNPs
und damit die Kosten einer Genotypisierung stadkizesrt werden.

Wie ein hohes Mali an genetischer Information aatsén ist, wird unten genauer erlautert.
Die Idee dabei ist, dass wenige SNPs den Grof&eilnformation widerspiegeln, die man bei
Betrachtung aller SNPs erhalten wirde. Dies gelftigtein bestimmtes Set von SNPs am
besten.

Eine Beschrénkung auf ,tagging SNPs* kann fur Aggamsstudien auch eine Erhdhung der
Power beinhalten, da man spater weniger Tests fililmthBei der Identifizierung von ,tag-
ging SNPs“ haben sich verschiedene Vorgehenswestaliert. Man unterscheidet zwei

Vorgehensweisen, die LD basierte und Haplotyp Ibsielektion.

Bei LD basierten Ansétzen werden sogenannte ,kdasturch definiert, dass alle paarweisen
LD-Koeffizienten innerhalb eines ,bins“ ein gewisskeD-Mal3 nicht unterschreiten (Cousin
et al. 2003; Carlson et al. 2004). Ausgewahlt vdathn ein SNP, welcher den ,bin* im Hin-
blick darauf am besten reprasentiert, dass er iheih &NPs des ,bins* hohes LD aufweist.
Dieser haufig verwendete Selektionsmechanismus eredat den Begriff ,bin“ fur eine
Gruppe von SNPs in hohem LD (Carlson et al. 200dl) ist einer der gebrauchlichsten Algo-
rithmen, deren Anwendung z.B. mittels Haploview r{B# et al. 2005) frei zuganglich ist.

Die Schwelle fiir hohes LD kann beliebig variiertrden, wobei ein Rvon 0,8 ein gangiges
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Mal ist. Auf diesen Ansatz zur Bestimmung von ,taggSNPs* wurde im Rahmen unsrer
Arbeiten zuriick gegriffen. Der Begriff ,bin“ wirchimanchen Publikationen durch den Beg-
riff ,Block" ersetzt, was durch die Mehrfachbelegudes Begriffs ,Block” missverstandlich
sein kann.

Der genaue Algorithmus zur Bestimmung von ,taggBigPs” fur ,bins“ gestaltet sich wie
folgt: Es wird eine Schwelle fiir’Rorgegeben. Der SNP, welcher diesen Schwellenwigrt m
den meisten anderen SNPs Uberschreitet, wird fdeett und als maximal informativer Lo-
cus bezeichnet. Dieser Locus wird mit allen SNP#,danen er assoziiert war, zu einem
.Din“ zusammengefasst. Weil ein ,bin“ zun&achst auf Basis eines einzigen SNPs bestimmt
wurde, werden dann alle LD-Maf3e innerhalb des ,biress berechnet. Jeder SNP, der mit
allen anderen SNPs innerhalb eines ,bins" die vgegene Schwelle Giberschreitet, kann dann
als ,tagging SNP* gewahlt werden. Welchen der SNR® innerhalb eines ,bins” als ,tag-
ging SNP* verwendet, kann z.B. vom genomischen &dn¢kodierend oder nicht kodieren-
der SNP) oder der Durchfiihrbarkeit der Genotypisigrabhdngen. Dieser Prozess der Be-
stimmung von ,bins* wird fur die verbleibenden SN&dange iterativ fortgesetzt, bis alle
Loci einem ,bin“ zugeordnet sind. Am Ende erhaltnmain Set von ,tagging SNPs*, das

stellvertretend fir die Gesamtheit der betracht&fdRs steht.

Bei haplotypbasierten Ansatzen zur Bestimmung agging SNPs* folgt man einem An-

satz, der eigentlich unabhangig von LD-MalRRen ig¢sBr Ansatz spielt jedoch eine Rolle, da
aus diesem Vorgehen der Begriff des ,tagging SN&dér ,haplotype tagging SNPs*

(htSNPs) hervorging. Haplotypbasierte Anséatze willas kleinste Set von SNPs, mit dem
es gelingt, alle gangigen Haplotypen innerhalb iceromosomalen Abschnitts zu unter-
scheiden. Das nicht mehr redundante Set von ,hgmotagging SNPs* kann eine Vielzahl
von Haplotypen unterscheiden (Thompson et al. 2088)deckt in der Regel den Hauptanteil

der Variation moglicher Haplotypen ab. Ein Beisgell dies verdeutlichen.

SNP 1 (A/C) SNP2 (A/C) SNP 3 (G/T) SNP 4 (G/T)
Haplotyp 1 A A T G
Haplotyp 2 A C G T
Haplotyp 3 C A G G

Tabelle 4: Beispiel zur Bestimmung von ,haplotypeagging SNPs"

In Tabelle 4 gentigt die Genotypisierung der ersteiden SNPs, um auf die Auspragungen
von SNP 3 und SNP 4 schliel3en zu konnen. Da nsed#aplotypen vorliegen, weild man,
dass der Haplotyp A-A-T-G sein muss, wenn die arbiaden Allele A und A sind. Die Ty-
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pisierung dieser zwei ,haplotype tagging SNPs" (3NFd SNP2) geniigt somit, auf den
gesamten Haplotyp rtickzuschlieRen zu kdnnen. Veadehe Ann&herungen wurden vorge-
schlagen, um ,htSNPs" zu bestimmen, die zwischeniges und stark formalisierten Metho-

den variieren.

2.1.7.3 LD bei der Kartierung

LD-Mal3e wurden auch verwendet, um spezifische LDstdudurch das ganze Genom zu
finden (Daly et al. 2001; Gabriel et al. 2002).

Als Blocke bezeichnet man hier chromosomale Abgtémnit hohem Kopplungsungleich-
gewicht und geringer Haplotyp-Diversitat. Diese &é sind nicht gleichzusetzen mit den
oben eingefihrten ,bins“, sondern bezeichnen himammenhé&ngende Segmente innerhalb
des Genoms. Entsprechend werden auch andere Algerit verwendet, um diese Segmente
zu definieren. Beispielsweise definiert Gabrielchokinen Block als eine Region, in der die
grof3e Mehrheit der informativen Marker (95%) eité® paarweises LD aufweist (Gabriel et
al. 2002). Entsprechend liefert nur ein geringeteflrvon Markern ein kleines LD-Malf3. In
diesen Blocksegmenten gibt es somit wenig Evidémzaistorische Rekombination. Zudem
werden innerhalb dieser Segmente nur wenige hatfagdgotypen beobachtet.

Bei der genomweiten Kartierung wird das Genom dalsreine Serie von Blécken beschrie-
ben, welche durch hohes LD charakterisiert sind dieddurch kleinere Segmente mit sehr
geringem LD getrennt sind. Die kleineren Segmerdgeden typischerweise auf Rekombinati-
onshotspots zuriickgefuhrt (Daly et al. 2001; Ratial. 2001; Gabriel et al. 2002; Cardon et
al. 2003). ,Hot spots” werden Loci genannt, an aeame besonders hohe Rekombinations-
rate vorliegt. Auch hier werden die Blocke nichssehlief3lich durch Methoden definiert, die
paarweise LD-Malie benutzen (Gabriel et al. 2004|ipthet al. 2003; Stumpf et al. 2003),
sondern kénnen auch durch Methoden, die sich auffggaHaplotypen beziehen, charakteri-
siert werden (Daly et al. 2001; Patil et al. 20BDang, K. et al. 2002).

LD ist von fundamentaler Bedeutung bei der Gen&artig. Es kann nicht nur bei der ge-
nomweiten Kartierung dienlich sein. Auch im Rahnaes ,positional cloning” kann es ver-
wendet werden, durch Feinkartierung die exakte étegufzuspiren, welche das Kopplungs-
signal verursacht hat (z.B. (Hastbacka et al. 19%2riiber hinaus kénnen LD-Muster dazu
dienen, die Verteilung von ,crossing over“-Ereig@n zu schatzen und evolutionare Ereig-

nisse zu entschliisseln (Wall et al. 2003).
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2.1.8 Multiples Testen und Replikation

Das Problem des multiplen Testens besteht darilDieehflihren zahlreicher Tests eine er-
hohte Wahrscheinlichkeit zu haben, eine Assoziationals Zufallsbefund ausfindig zu ma-
chen. Umso mehr Tests durchgefuhrt werden, de&tkestriickt dieses Problem in den Vor-
dergrund, da mit steigender Zahl von Tests auchwidrscheinlichkeit steigt, zufallig ein
signifikantes Ergebnis zu bekommen. Es wurden dedeschiedene Korrekturverfahren ent-
wickelt, die fur die Anzahl durchgefihrter Testgrkgieren. Traditionelle Methoden kontrol-
lieren die Wahrscheinlichkeit, eine falsche Entsiineg zu treffen, was unter Statistikern
auch als die Kontrolle der familienweisen Fehlerrbézeichnet wird. Die Kontrolle dieses
Fehlers erfordert, dass zu jedem vodurchgefiihrten Tests das Fehlerniveau korrigienmw
den muss. Am prominentesten ist die Bonferroni-Bkiur, welche das Signifikanzniveau
einfach aufa/n herabsetzt, wobeai fir das gewdahlte Signifikanzniveau undir die An-
zahl der durchgefiuihrten Tests steht. Die Bonferkorrektur gilt als recht konservativ in
dem Sinne, dass sich Assoziationen nur schwer ekddelassen. Obgleich Prozeduren mit
mehr Power entwickelt wurden, ist den Verfahreniche die familienweise Fehlerrate kon-
trollieren, gemein, dass sie bei grofien Familien uotersuchten Endpunkten einen hohen
Verlust an Power aufweisen.

Neben der Bonferroni-Korrektur hat sich vor allere dalse discovery rate” (FDR) etab-
liert (Hochberg et al. 1990; Benjamini et al. 199apatti et al. 2003). Die FDR betrachtet die

Kontrolle des Fehlers bei multiplen Tests von eiremderen Standpunkt. Die FDR ist der

erwartete Anteil von falschen Entdeckungen untenaEntdeckungen. Zwei magliche Proze-
duren, die FDR zu kontrollieren, wurden von Benjaingingefuhrt (Benjamini et al. 1995).
Die FDR hat den grol3en Vorteil, nicht so konsekwati sein und wird als geeignete Balance
zwischen dem Vernachlassigen der Korrektur fur iplels Testen und einer zu strengen Kor-
rektur betrachtet.

Im Unterschied zur Berechnung eines korrigiertegnBkanzniveaus wird auch die Wieder-
holung von Ergebnissen als Bestatigung eines Rasudtufgefasst. Daher gelten Replika-
tionsstudien als winschenswert. Einen Beleg ahméehReplikation liefern auch Homogeni-
tasanalysen, die einen Zusammenhang fur verscheeSebgruppen einer grof3en Population

nachweisen kénnen. Dies kénnen zum Beispiel urtezdliche Studienzentren sein.

2.1.9 Interaktion

Es ist allgemein akzeptiert, dass genetische unavéltfaktoren zur Entwicklung komplexer
Erkrankungen beitragen. Daher ist die Gen-Umwebkshktion ein heild diskutiertes Thema
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in der Humangenetik und es bestehen groRe Erwasturigr potentielle Anwendungen
(Dempfle et al. 2008).

Interaktion ist in der genetischen Epidemiologigojeh ein schwer greifbarer und nicht ein-
deutig definierter Begriff. Ganz allgemein gesprachvird Interaktion oft so verstanden, dass
sich zwei Gegenstande in irgendeiner Weise beaisdin. SNP-SNP-Interaktion wird in der
genetischen Epidemiologie gelegentlich auch aldstapis® bezeichnet. Dies bedeutet im
ursprunglichen Sinne, dass SNPs nicht unabhangiginander mit einem Merkmal assozi-
iert sind. Bislang gibt es keinen Konsens, wierakéon im Rahmen der genetischen Epide-
miologie zu modellieren ist.

Insbesondere gibt es kein Standardverfahren, deffuE$ von zwei oder mehreren SNPs auf
einen Phanotyp zu analysieren. Bisherige Vorschtigzegenetischen Epidemiologie folgen
vielmehr ganz unterschiedlichen statistischen Md¢ho die darauf ausgerichtet sind, Sets
von SNP zu identifizieren oder Sets von SNPs ddrautzu bewerten, ob deren Kombination
einen signifikanten Beitrag zur Vorhersage eineairikheit liefert. In einem Ubersichtsartikel
von Musani (Musani et al. 2007) zur Gen-Gen-Inteaakwerden verschiedene Verfahren zur
Berechnung von Interaktion vorgestellt. Ein Versuttlese Verfahren zu klassifizieren unter-
scheidet dabei parametrische und nicht-parametis@rianten zur Interaktionsberechnung.
Ein klassisches Verfahren zur Berechnung von lktenaen liefert die logistische Regressi-
on, bei welcher Interaktion als Produktterm zw&iariablen in ein Modell, das eine Krank-

heit prognostizieren mdchte, aufgenommen wird.
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2.2 Statistische Methoden zur Auswertung von Assozi ations-

studien

2.2.1 Zusammenhange zwischen einem SNP und qualitat iven Phano-

typen

Der SNP besteht aus drei méglichen Varianten vdelgdaren. Dadurch kann die Kodierung
des SNPs in Form einer Variablen mit drei Kategosiergenommen werden. Die drei Kate-
gorien stellen die drei Auspragungen des Genotys(\Wildtyp, heterozygoter Typ, Poly-
morphismus). Je nachdem, wie diese dreigestufteaMarweiter interpretiert wird, ergeben
sich unterschiedliche Auswertemethoden. Tabellagstf die gangigen Kodierungen unter
verschiedenen genetischen Vorannahmen zusammeht ddcgestellt sind hier Tests zwi-
schen lediglich zwei der drei Genotypen (z.B. Payoahismus vs. Wildtyp), die gelegentlich
auch berechnet werden. Das allelische Modell ist Bbenfalls nicht aufgefuhrt, da es einen
Sonderfall darstellt und nicht der Genotyp, sond#ae Allel Gegenstand der Untersuchung
ist. Es wird unten beschrieben (2.2.1.4.).

Wildtyp Heterozygoter | Polymorphismus
Typ
Dominantes Modell 0 1 1
Rezessives Modell 0 0 1
Allel zahlendes Modell 0 1 2
Dummy-Modell Dummy 1 0 1 0
Dummy 2 0 0 1
Kategorielles Modell X y z

Tabelle 5: Kodierungen eines SNPs bei unterschiedlien genetischen Modellen

Offensichtlich resultieren verschiedene Nullhypatrg je nachdem ob man ein dominantes,
rezessives oder Allel zahlendes Modell annimmt agerkein genetisches Modell zugrunde

legt. In der Regel gibt es bei Kandidatengenansatmmnig Wissen Uber das zugrunde liegen-
de genetische Modell. Da aber haufig fraglich hlediv Gberhaupt eine Annahme gerechtfer-
tigt ist, wird gelegentlich auf neutralere Modeflesgewichen. So werden z.B. SNPs auch in
der Dummy-Kodierung bei Modellschétzungen verweratidr es werden samtliche geneti-

schen Modelle getestet. Letzteres verschéarft algsdwieder das Problem des multiplen Tes-
tens. Es wurde vorgeschlagen, bei nicht bekanntemerdungsmodell ein Allel zahlendes

Modell zu verwenden (Schaid 1996). Dieses Modeddithedie héchste Power, auch bei Gil-

tigkeit anderer genetischer Modelle Assoziationafew@decken. Dieses Modell wird daher

derzeit den meisten genomweiten Studien zugruniggige
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2.2.1.1 Allel zahlendes Modell

Betrachten wir eine Aufteilung der Genotypen inadisheiner Gruppe von Kranken (Félle)
und nicht Erkrankten (Kontrollen), so ergibt sichgendes Schema (Tabelle 6).

Anzahl Allele
Wildtyp heterozygot polymorph
0 1 2 Gesamt
Falle lo r r R
Kontrollen S S S S
Gesamt No n n N

Tabelle 6: Haufigkeiten in Fallen und Kontrollen nach Genotyp

Im Allel zahlenden Modell wird getestet, ob eineelaire Anderung (also eine Zunahme oder
Abnahme) des Risikos bei ansteigender Allelzahliegt. Dieses Modell wird gelegentlich
auch als kodominant oder additiv bezeichnet. Diglst @uf die biologisch interpretierbare
Variante zurtick, den Genotyp entsprechend der ArdgmhAllele zu kodieren, die im Geno-
typ vorkommen (also 0-1-2). Eine andere lineare igaohg andert allerdings nichts an Ef-
fektgroRen und Signifikanztests innerhalb der Asaty auf univariater Ebene. Der gangige
Test fir dieses Modell ist der Armitage-Trend T@stmitage 1955; Sasieni 1997). Dig—

verteilte Teststatistik wird wie folgt berechneb(fel 5).

4o N{N(5+2r)-R(n+2n)}’
R(N-R{ N(n+4 5)-( pr2 9’

Formel 5: Armitage-Trend Test

} , wobei die Notation entsprechend Tabelle 6

2.2.1.2 Dominantes und rezessives Modell

Zusammenfassungen von Kategorien innerhalb dest@endiihren zum dominanten oder
rezessiven Modell. Das dominante Modell fasst b&deegorien, die zumindest einmal das
seltene Allel haben, zusammen und testet gegeMieityp; das rezessive Modell testet das
gleichzeitige Auftreten zwei seltener Allele, wds Bolymorphismus bezeichnet wird, gegen
die beiden anderen Genotypen. Zur Ermittlung diEvemten Teststatistik kann die gangige

Formel eines Chi-Quadrat-Tests herangezogen werden.

2
2 _ observed exp ecte
X'=2
k=1

fexpected
Formel 6: Chi-Quadrat-Test
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Auch die Effektmal3e basieren in diesem Fall avérelierfeldertafel (Tabelle 7). So berech-
net sich die Odds Ratio im Falle eines dominantead&lls entsprechend Formel 7.

Anzahl Allele
0 1 oder 2 Total
Falle Io Il R
Kontrollen S S1+S S
Total No NNy N

Tabelle 7: Haufigkeiten in Fallen und Kontrollen im dominanten Modell

r+r, To
§S+tS $

Formel 7: Beispiel zur Berechnung einer Odds Ratio

2.2.1.3 Genotyptest ohne Modell

2.2.1.3.1 KategoriellesModell

Ein weiterer moglicher Test, der keinerlei gendtésc Modell zugrunde legt, ist dgf-Test
mit 2 Freiheitsgraden, bei dem getestet wird, @bEffekte innerhalb der genetischen Varia-
tion homogen sind. Wird die globale Nullhypothesenks Effekts angenommen, eribrigen
sich weitere Tests. Bei Ablehnung der Homogenitgisthese, ist jedoch noch nicht spezifi-
ziert, welche Unterschiede die bedeutsamen sindhtNauszuschliel3en ist dabei auch ein
.Heterozygoten-Effekt“, also eine Uberzufallig hi@ef oder seltene Anzahl von Krankheits-
tragern in der Gruppe der heterozygoten im Verglea beiden homozygoten. Dieser Fall
entspricht keinem der bekannten genetischen Modalliebleibt daher schwer interpretierbar.
Zu beachten ist auch, dass bei geringen Zellbesgézudie Annahme eineg*-verteilten
Testgrof3e in Frage steht und in solchen FalleneFssbxakter Test eine bessere Alternative
darstellt. Dennoch kommt dieser Test in der Prgriggentlich zur Anwendung und ist auch
in Standardpaketen (wie z.B. SAS Genetics) impldiagn

2.2.1.3.2 Dummy-Modelle

Eine weitere Kodierung eines SNPs, welches sictkamuf genetisches Modell festlegt, ist die
Verwendung von Dummy-Variablen. Dabei wird eine igle mit n Kategorien durch n-1
Dummies prasentiert. Zur Darstellung eines SNP$tigen wir also zwei Dummy-Variablen
(siehe Tabelle 5). Die einzelne Dummy-Variable gibh Effekt der jeweiligen Kategorie zur
Referenzkategorie an. In der Regel wird der Wildiyg Referenzkategorie verwendet. Dann

lassen sich durch die Dummies die Effekte des beygoten Genotyps, bzw. des Poly-
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morphismus abbilden. Dies sind klar interpretieebBffekt€, die man haufig in der Epide-
miologie zur Beschreibung einer kategoriellen Malea verwendet. Es werden also zwei
Effekte einem Modell zugrunde gelegt, der EffektnviVildtyp zum heterozygoten Typ so-
wie der Effekt vom Wildtyp zum Polymorphismus. Dbhea lassen sich weitere Varianten
der Darstellung eines SNPs Uber spezielle Desigmblen einfihren, womit man den gene-
tischen Vorstellungen noch ndher kommen will. Dasievor allem die Zerlegung des Effekts
des Genotyps in eine additive und dominante Komp@neu erwéhnen (z.B. (Zeng et al.
2005)).

2.2.1.4 Allelisches Modell

Beim allelischen Modell ist nicht mehr der Genotyptersuchungseinheit, sondern das Allel.
Da jedes Individuum an einem autosomalen Locus Alleie hat, gibt es zweimal so viel

Allele wie Personen. Verglichen werden Haufigkeitlss seltenen und haufigen Allels zwi-
schen den Féallen und Kontrollen. Somit kann mam W einer Haplotypanalyse im ein-
fachsten Sinne sprechen.

Dabei tragen alle Personen mit Wildtyp das haufdglel zweimal, alle Personen mit Poly-

morphismus tragen das seltene Allel zweimal. Pensanit heterozygotem Genotyp tragen
jeweils einmal das haufige und einmal das seltdted. Antsprechend ergibt sich die Darstel-
lung in Tabelle 8. Diex>-verteilte Teststatistik des allelischen Tests wémtsprechend

Formel 8 berechnet

Anzahl Allele
Allel 1 Allel 2 Total
Falle ri+2r, r+2r, R
Kontrollen $+2% S*+2% S
Total n+2N, m+2N N

Tabelle 8: Haufigkeiten in Fallen und Kontrollen im allelischen Modell

. 2N{aN(p+2r)- R(n+ )
" (2R)2N- R{ 2N p+ 2p)-( p+ 21)7)

Formel 8: Allelischer Test

Obwohl der Armitage-Trend-Test den Vorteil hat, geigber Abweichungen vom Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht robust zu sein, wird auch Aiel-basierte Test h&aufig angewandt
(Zheng et al. 2007).

2 Ein SNP kann hier als signifikant betrachtet wardeenn das Modell, welches beide Dummy-Variablen e
bezieht, eine signifikante Assoziation mit dem Ritfp zeigt. Dies kann man mit einem Waldtest priifen
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2.2.2 Zusammenhange zwischen einem SNP und quantita  tiven Phano-

typen
Auch beim Nachweis eines Zusammenhangs von SNPguaittitativen Zielvariablen lassen
sich fur die SNPs wieder ein dominantes, rezessinesallelisches Modell anwenden. Eben-
so ist die Verwendung des SNPs in einer Allel zéihe Kodierung oder Dummy-Kodierung
maoglich. Da die wesentlichen Zielgrof3en dieser Arbighotome Variablen sind, sei hier nur
auf die quantitativen Zielgrof3en verwiesen, dieZimsammenhang mit Asthma eine Rolle
spielen kdnnen. Dies sind vor allem IgE-Werte (@ufind fehlender Gultigkeit der Normal-
verteilungsannahme meist in einer transformiertermy oder Parameter der Lungenfunktion
(meist als Prozente vom Soll). Fir Auswertungersatié/ariablen ist nicht die logistische,
sondern die multiple Regression das Mittel der W#8di einfachen Modellen genlgen je
nach Gultigkeit der Normalverteilungsannahme au€kdgts und univariate Varianzanlaysen

oder Wilcoxon und Kruskal-Wallis-Tests.
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2.2.3 Zusammenhange zwischen einem Haplotyp und qua litativen

Phanotypen

Bei einer Haplotypanalyse wird der Ausldser einearkkheit nicht auf einem speziellen Lo-

cus, sondern in einer Kombination verschiedenei izeamutet. Haplotypanalysen testen, ob

eine solche Kombination (ein Haplotyp) mit eineaKkheit assoziiert ist.

Vor einem solchen Test muss bedacht werden, inhgelStichprobe die Haplotypen ge-
schatzt werden und welche SNPs in die Analyse eoden werden. Erst nach diesen Ent-
scheidungen kann dann mittels diverser Tests eetéeh werden, ob es Unterschiede zwi-
schen Kranken und Gesunden hinsichtlich eines Hgmayibt (Schaid 2004).

Daraus ergeben sich folgende Voriberlegungen

1.

2.

Welche SNPs sollen in die Haplotypanalyse einbezogeden?

2. Welcher Teil der Stichprobe soll in die Haplotyplgsa einbezogen werden?
3.
4. Welcher Test soll verwendet werden, um Unterschadechen Fallen und Kontrol-

Welcher Algorithmus soll herangezogen werden, uenHhplotypen zu schatzen?

len aufzudecken

2.3.1 Auswahl der SNPs fiir einen Haplotyp

Die Auswahl der SNPs mit welchen die Haplotypanalyse durchgefuhrt werdoll, ist ab-

hangig von der Vorauswahl der SNPs innerhalb efvegektes. Abbildung 21 zeigt mdgliche

Varianten.
Auswabhl
SNPs
Verwenden Verwenden von
Vi d Vi d . o
aﬁ;v;/eanPeg tzgl\_clj?r:]g eS':\l\;C;“ nebeneinander Blockbildungen spezifischen SNPs
! liegender SNPs (z.B. signifikante)
Stichprobe
Personen, fir die alle Personen, fiir die Personen. fir die
SNPs e_n‘plgrelch >=1 (bzw. 2,..., !(-1) Wahrscheinlichkeit des Weiteres?
typisiert SNPs erfolgreich geschatzten Haplotyps
Phase komplett typisiert >=Schwellenwert

Abbildung 21: Varianten der SNP- und Stichprobenseadktion fiir Haplotypanalysen

65



Methoden

In der Regel wird im Rahmen des Kandidatengenaesatin Gen oder eine bestimmte Regi-
on untersucht. Soll das ganze Gen durch den Haplatbgebildet werden, so ist eine nahe
liegende Option, samtliche SNPs, welche in diessgiéh gefunden und typisiert wurden, in
die Haplotypanalyse einzubeziehen.

Auch das ausschlie3liche Benutzen von ,tagging SMBan eine ganze Region abbilden,
wenngleich, dadurch dass einzelne ,tagging SNPalvsttretend fur einige andere SNPs
stehen kdnnen, dies weniger genau ist. Mit der isageten ,Fenstertechnik werden Schritt
fur Schritt kleine Regionen innerhalb des gesamBmreichs untersucht, indem stets
n=Anzahl der SNPs nebeneinander liegende SNPs msagefasst werden. Fasst man ne-
beneinander liegende SNPs mit hohem LD zusammeeyrgbt sich die ,spine-Methode*,
bei welcher Marker innerhalb eines Blocks in hoHdinsind, nicht aber die dazwischen lie-
genden Segmente. Elaboriertere Methoden zur Segittemtg sind die Konfidenzmethode
von Gabriel (Gabriel et al. 2002) oder die Vier-Gaem-Regel (Wang, N. et al. 2002).

2.2.3.2 Auswabhl der Stichprobe fir die Haplotypanalyse

Die Auswahl der Stichprobe ist im Wesentlichen &y Qualitat der Genotypisierung ab-
hangig. Im optimalen eher theoretischen Fall ge¢lfiig jede Person die Typisierung auf je-
dem SNP. Dann wird man auch Haplotypanalysen aufjlééchen Stichprobe rechnen, fir
welche die Studie geplant war. In der Regel gibalasr Personen, fur welche die Typisierun-
gen weniger erfolgreich laufen. Es empfiehlt sielher, Personen von den Haplotypanalysen
auszuschliel3en. Misslingt die Typisierung auf séméin Markern, so ist von einem Problem
der DNA auszugehen, weshalb solche Personen geaasgjeschlossen werden. Ansonsten
lassen sich Schwellen bilden, die Personen ausfehli fur welche die Typisierung auf einer
bestimmten Anzahl von SNPs misslungen ist. Wenarinétion auf mindestens einem Mar-
ker vorliegt, lassen sich auch Imputationsalgorghnbenutzen, welche die fehlenden Werte
ersetzen (Zhao, Z. et al. 2008).

Eine etwas andere Vorgehensweise ist FolgendejeBa@rPerson werden individuelle Wahr-
scheinlichkeiten einer Kombination von Haplotypeziggtet. Die Haplotypen mit der hochs-
ten Wahrscheinlichkeit werden dann einer Persora@umnet. Sobald diese maximale Wahr-
scheinlichkeit Uber einer gewissen Schwelle liagtgd die Person berticksichtigt (z.B. werden
alle Personen bericksichtigt, deren maximale Waleiatichkeit Uber 90% liegt). Um die
Richtigkeit der Ergebnisse sicher zu stellen, efmjpfe sich insbesondere beim Einschluss
von Personen, flr die viele Werte geschatzt wendé@ssen, Sensitivitatsanalysen. Diese kon-

nen z.B. der Frage nachgehen, wie sich HaufigkelegrHaplotypen fur komplett erfolgreich
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typisierte Personen von Subgruppen unterscheid@memen viele Genotypen geschatzt wer-
den mussten.

2.2.3.3 Schatzen der Haplotypen

Haplotypen sind in der Regel keine direkt beobaateth Grol3en. Ein Haplotyp wird gebildet
aus einer Kette von Allelen auf einem Chromosomiangt Ebenso wie es zwei Allele pro
SNP in einer Person gibt, ergeben sich auch zwpldtgen fir ein Set von SNPs innerhalb
einer Person. In der Regel ist nicht bekannt, wedchllel auf welchem Chromosomenstrang
liegt. Die Haplotypen sind daher zunachst nur beereKombination homozygoter SNPs
festgelegt, da dann das gleiche Allel auf beidero@esomenstrangen zu finden ist. Gibt es
nur einen heterozygoten SNP, so liegen die beidéglianen Haplotypen immer noch fest,
da die zwei mdglichen Haplotypen nur durch einerPSidriiert werden kénnen. Sobald es
aber mehrere heterozygote Stellen gibt, gibt esrenemicht mehr eindeutig nachweisbare
Varianten. Abbildung 22 zeigt, dass flr einen Tragen zwei heterozygoten Genotypen

mehrere Moglichkeiten bestehen, Haplotypen zu hilde

SNP 1 SNP 2 SNP 3

AIG CIT C/C

Haplotypen A C C
Variante 1

G T C

Haplotypen G C C
Variante 2

A T C

Abbildung 22: Variationsméglichkeiten der Haplotypen bei Tragern mehrerer heterozygoter SNPs

Die wirklich vorliegenden Varianten kbnnen im Rahme&nfacher Genotypisierungen nicht
bestimmt werden, bzw. deren Bestimmung im Laborewdrzeit noch zu aufwandig. Daher
werden die Haufigkeiten von Haplotypen in einer #afon in der Regel geschatzt. Hierzu
wurden verschiedene Algorithmen vorgeschlagen. Reghdren unter anderem ein Sparsam-
keitsmodell (Clark 1990), ein Bayes-basiertes pajpamhsgenetisches Modell (Stephens, M. et
al. 2003) und Algorithmen, die auf der Maximum-Likeod-Theorie begrindet sind
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(Excoffier et al. 1995; Excoffier et al. 2003). Vden verschiedenen vorgeschlagenen Schatz-
verfahren basieren die meisten Programme auf dexpeggation-maximization® (EM)-
Algorithmus. Die Vor- und Nachteile verschiedeneft&are wurden 2005 fir 46 Programme

beschrieben (Salem et al. 2005). Einige der wiskdig Programme sind in Tabelle 9 zusam-

mengefasst.
Programm (Algorithmus) Web-Seite Referenz
Arlequin http://Igb.unige.ch/arlequin/ (Excoffier et al. 1995; Excoffier
(EM' und ELB) et al. 2003)
Clark or HAPINFERX (keine) (Clark 1990)
HAPLO (EMY) http://krunch.med.yale.edu/hapl (Hawley et al. 1995)
o/
Haplotyper http://www.people.fas.harvard.e (Niu et al. 2002)
du/~junliu/Haplo/docMain.htm
PHASE http://www.stat.washing- (Stephens, M. et al. 2001)
ton.edu/stephens/software.htm| (Stephens, M. et al. 2003)

Tabelle 9: Programme zur Schatzung von Haplotypen
(Crawford et al. 2005)

'EM=  expectation-maximization®

2 ELB= ,Excoffier-Laval-Balding algorithm*

2.2.3.4 Assoziationstests fur Haplotypen

Erst nach Abschluss dieser Voruberlegungen werdmoAationstests durchgefihrt. Ein glo-
baler Test bezieht sich dabei auf die gesamte Manteder Haplotypen, wéhrend individuel-

le Tests einen speziellen Haplotyp herausgreifen.

Haplotyp 1| Haplotyp 2 (..) Haplotyp i (...) Haplotyp k| Total
Falle r r f M R
Kontrollen S S S S S
Total N n, n Ne N

Tabelle 10: Kodierungen von Haplotypen

Die Mdglichkeit, mittels diverser Schatzalgorithmdre Haufigkeiten von Haplotypen zu

schatzen, erlaubt eine Schéatzung der Haplotypfrergre fur Falle und Kontrollen. Mittels

Likelihood Ratio Tests kann getestet werden, oh &i@lle signifikant von Kontrollen unter-

scheiden, wobei die log Likelihoods (bestimmteistische Funktionen) getrennt flr Kontrol-
len, Falle und die aus Féallen und Kontrollen gef@8tichprobe maximiert werden. Unter der
Nullhypothese keiner Unterschiede ist die Teststilitiaus Formel %?-verteilt mit Anzahl

der Freiheitsgradef = df_ .+ df ... df ...(Zhao, J. H. et al. 2000).

cases poole
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/\/ - 2( Lcases +L controls L poole)

Formel 9: Likelihood Ratio Test zum Testen auf Assaationen des globalen Haplotyps mit dem Phanotyp

Ein Problem dieser TestgroRe ist, dass die Annakimer x°-Verteilung im Falle sehr vieler
Haplotypen auf Grund zu geringer Zellbesetzungemtninaltbar ist. Das kdnnten z.B. alle
Haplotypen mit einer Frequer3% in der Stichprobe sein. Ein weiterer Nachteil Test-
grolRe des globalen Haplotyptests besteht darirs, kisise Adjustierung fir Kovariaten mog-
lich und Hardy-Weinberg-Equilibrium in allen SNPsrausgesetzt ist.

Eine Alternative ist daher die Beschrankung dedbakn Tests auf Haplotypen, die einen
gewissen Mindestprozentsatz ausmachen (2B6). Zur Berechnung von Assoziationen

zwischen individuellen Haplotypen und einem Phé&pdigtrachte man Tabelle 11.

Haplotyp 1 Haplotyp 2 Total
Falle Ci1 Ci2 t
Kontrollen Co1 Cp t
Total hy h, T

Tabelle 11: Formalismus zum Testen auf Assoziationeeines individuellen Haplotyps mit dem Ph&anotyp

Hier stehtT =2n=t,+t, = h + h, fir die Gesamtzahl von Haplotypen in der Stichpr@ban

beachte, dass es immer doppelt so viele Haplotypeersonen gibt).

Haplotyp 1 bezieht sich hierbei auf den geradeestenden Haplotyp, wahrend Haplotyp 2

fur alle anderen Haplotypen steht. Der Wertsteht fur die ,pseudobeobachtete® Anzahl von
Individuen mit dem Phanotyp i und Haplotyp j. Ma@abhte, dass diese Zahlen nicht not-
wendigerweise ganzzahlig sein missen, da die Hggat nicht beobachtet, sondern ge-
schatzt werden.

Aus der Vierfeldertafel lasst sich dann wieder €m-Quadrat-Test mit einem Freiheitsgrad
ableiten, wobei gilt:

v =ii( ¢, ~th/T)

S5 thT

Formel 10: x*-Test zum Testen auf Assoziationen eines individueh Haplotyps mit dem Phanotyp
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2.2.3.5 EffektgroRen bei Haplotypanalysen, Haplotyptrendregession

Wenn es gelingt, einen Haplotyp zu identifizierder mit einem Phanotyp assoziiert ist, kon-
nen die darin vorkommenden SNPs auch wieder alSelrset wichtiger SNPs zur Erklarung
eines Phanotyps aufgefasst werden. In diesem &ame auch hier von einer Interaktion ge-
sprochen werden. Im Unterschied zu den Multilocusetien, welche Genotypen beobachten
konnen, beruhen Haplotypanalysen aber in der Raglebeschatzten Entitaten. Daher sind
die Analysen etwas vorsichtiger zu interpretieren.

Wie auf Einzel-SNP-Ebene werden Effektmal3e berdchime eine Erhéhung (oder Vermin-
derung) des Risikos flr eine Erkrankung auf eingetjeche Variante (Haplotypen) beziehen.
Odds Ratios fur Haplotypen kdnnen zwar berechnetleve sind allerdings in der Interpreta-
tion problematisch. Die Ausgangslage ist ja, dasslpdividuum einem Phéanotyp (Fall oder
Kontrolle) zwei Haplotypen zugeordnet werden. Ergeke der Haplotypanalyse sind aber
Odds Ratios fir einzelne Haplotypen. Zudem berutienVergleiche auf Populationsschét-
zungen und das Tragen eines Haplotyps ist nocht ahIndividuen Ubertragbar. Es gibt
jedoch Vorgehensweisen, die einem Individuum besikrauf den Haplotypschéatzungen die
wahrscheinlichsten Haplotyppaare zuordnen.

Regressionsmodelle im Kontext von Haplotypen sinsammen mit weiteren Assoziations-
test, die Haplotypen einbeziehen, anderweitig deaelzusammengefasst (Schaid 2004). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde nur auf eilaeidhte von Regressionsmodellen, die
Haplotyptrendregression, zurlick gegriffen (Zaykimle 2002). Bei diesem Verfahren werden
geschatzte Wahrscheinlichkeiten individueller Hagden als unabhangige Variablen logisti-
scher Regressionsmodelle verwendet. Regressiondmdiééern methodische Vorteile, die
sich in einer moglichen Einbeziehung von Kovariatéar Durchfiihrung von schrittweisen
Selektionen oder dem Berechnen von Haplotyp-Ummdtraktionen zeigen. Dennoch sind

die bestehenden Methoden nicht perfekt, genetistdaelle zu reprasentieren (Schaid 2004).
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2.2.4 Besonderheiten bei GWA-Studien

Wie eingangs erwéhnt, weisen GWAs spezielle Problanf, die es in den Griff zu bekom-

men gilt (Ziegler et al. 2008). Dazu gehdren diader nach der gewdahlten Stichprobe und
maoglicher Stratifikation sowie Fragen nach Powett Horrektur fir multiples Testen.

Auch bei GWAs geht man davon aus, dass kleine Efakfgedeckt werden. Dies verlangt
grol3e Stichproben. Hierbei ist zu Gunsten einerlgih Power eine Anreicherung der Félle
gewulnscht, was allerdings zu phanotypischer Hegitét fUhren kann. Insgesamt Iasst sich
zwar sagen, dass sich mit einem breiten SpektrumRekrutierungsvarianten Studiendesigns
erstellen lassen, die mit GWAS gut kompatibel siddnnoch gilt es sich folgender Punkte
bewusst zu sein:

« Da die Falle meist aus Kliniken stammen, stellhsite Frage der Reprasentativitat,
da man in Kliniken besonders milde Formen bestimrirankheiten nicht so leicht
findet.

e Umstritten ist auch die Wahl einer geeigneten Kaligruppe (Consortium, Wellcome
Trust Case Control 2007). Fraglich werden Ergelemgs allem dann, wenn es grof3e
Unterschiede zwischen Fallen und Kontrollen hiniicih der interessierenden Phano-
typen oder genetischer Risikofaktoren gibt.

* Gelegentlich werden auch historische Kontrollenogemen, Dies kann jedoch zu
Ungleichheiten bei Féllen und Kontrollen fihrenh&a in der Fragestellung kann es
Unterschiede geben, was die Analysen bestimmteaMan etwas problematisch ges-
talten kann. Allerdings kann informative Heterogahdurch Erhéhung der Stichprobe
ausgeglichen werden (McCarthy et al. 2008).

* Ansonsten ubliche Vergleichstabellen (Chanock et28D7) hinsichtlich wichtiger
Charakteristika von Fallen, bzw. von Kontrollend&t man selten in GWAs (Pearson
et al. 2008), waren aber winschenswert

Die Mischung von Populationen, um grofR3e Stichprobererhalten, rickt das Problem der
Stratifikation wieder in den Vordergrund. Daherl®oin jedem Fall gepruft werden, ob sich
Substrukturen finden lassen, wenn Populationencliezdener Lander gepoolt werden. In-
zwischen gibt es allerdings gute Werkzeuge, Stkatibn zu korrigieren (Price et al. 2006;
Setakis et al. 2006; Zheng et al. 2006). Tools ums8uktur zu entdecken (Paschou et al.
2007; Price et al. 2008; Tian et al. 2008) sindveilitkommenes Nebenprodukt der GWAs.
Besondere Aufmerksamkeit muss aufgrund der Vielzalnl Tests im Rahmen einer GWA

dem Problem des multiplen Testens gewidmet werdéirde man das Ubliche Signifikanz-
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niveau von 0,05 heranziehen, kdnnte man bei 1 dAilENPs mit etwa 50000 assoziierten
SNPs rechnen. Daher muss das Signifikanzniveadictetierabgesetzt werden (Risch, N. et
al. 1996; Consortium, The International HapMap 20856ggart et al. 2008). Gewdhnlich
wird eine Bonferroni-Korrektur in Abhangigkeit vater Anzahl der Marker vorgenommen
(Lin 2006). Diese Schwellen wurden kritisiert, da 8NPs aufgrund von LD nicht unabhan-
gig sein durften. Zudem ist die Power bei Verwergldieser traditionellen Vorgehensweise
eher herabgesetzt, weshalb sich auch hier die FEE2Rjdmini et al. 1995; Benjamini et al.
2001) etabliert hat (Sun, L. et al. 2006). Auch &ssche Korrekturverfahren wurden vorge-
schlagen. Samtlichen Verfahren ist es gemeinsasg dgi@ eine sehr niedrige Schwelle fur
dena-Fehler in der GréRenordnung véx10® zugrunde legen.

Um eine weitere Inflation von Tests zu vermeidezsdhrankt man sich in der Analyse meist
auf ein genetisches Modell. Auch im Rahmen der GWséAsdler bliche Test ein Test mit ei-
nem Freiheitsgrad, in der Regel der Cochran-Arne{@igend-Test, auf jedem Marker. Solche
Tests kdnnen mit und ohne Adjustierungen vorgenommerden. Dabei kann u.a. auch fur
Populationssubstruktur adjustiert werden. Dieset Tiat die meiste Power und wird daher in
den meisten GWAs eingesetzt. Daneben kommen v@mnallominante oder rezessive Model-
le zumindest explorativ zum Einsatz. Die Verwenddimgser genetischen Modelle geht aber
ein hoheres Risiko ein, mogliche Krankheitsvariarge Gbersehen.

Als Darstellung der wichtigsten Ergebnisse einer &Wird in der Regel ein Plot der negati-
ven logarithmieren p-Werte gezeigt, der leichtelegen ist als ein Plot, der die p-Werte ab-
bildet.

Die Geschichte vieler fehlender Replikationen im#iaatengenstudien, die hohe Dimensio-
nalitat von GWA-Studien, die damit verbundene hdtnerabilitat an einer Vielzahl von
Stellen und die potentiellen Mdglichkeiten von Marzingen und Fehlern erklaren bereits die
eminent grof3e Bedeutung von Replikationsstudiers®isind damit bereits Standard der
meisten genomweiten Studien und meist in mehrsudigsigns integriert.

Die Verwendung mehrstufiger Designs dient der Mieimang falsch positiver Befunde eben-
so wie der Kostenreduzierung unter Beibehaltundclgés Power (Hirschhorn et al. 2005).
Meistens wird ein Zweiphasen-Design verwendet @006), aber auch andere Designs sind
maoglich (Thomas et al. 2005). Bei einem ZweiphaBesign werden in der ersten Phase alle
ausgewahlten SNPs in einem Teil der Stichprobe nawhfolgend die besten Ergebnisse in
der Gesamtstichprobe getestet (Satagopan et &; Sadagopan et al. 2004). Es werden aber
auch Verfahren vorgeschlagen, die vom Zweistufegdesieder abricken und mit der glei-

chen oder héherer Power einstufige Designs verwe(tsleol et al. 2006).
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Replikationsstudien sollten zun&chst moglichst identischen Phanotyp wie in der urspriing-
lichen Studie im Hinblick auf eine Assoziation rgénetischen Varianten untersuchen. Spater
werden GWAs dann meist auf verwandte Phanotypegeaahnt (Chanock et al. 2007). In
jedem Fall ist es klug, erst einmal eine definitalidierte Assoziation gefunden und bestatigt
zu haben, bevor man weitere Studien durchfihrteuimmagliches Scheitern der Replikation
dann auch interpretieren zu kbénnen. Assoziatiodgstuiefern selbst nach positiven Replika-
tionsstudien noch wenig Information Uber die Gekfiom (aul3er vielleicht, dass SNPs be-
reits auf Basis erhdohter Genexpression ausgewéahtiem). Funktionelle Studien, die geneti-
sche Manipulationen in Zelllinien oder Tiermodelleginhalten, sollten daher der Identifizie-
rung neuer Kandidatengenregionen folgen (Fraylirg.e2007).

Ein letzter GWA-spezifischer Punkt betrifft die Aushl von SNPs. Diese ist derzeit auf die
limitierte Auswahl von Chips begrenzt, welche ebreguem durchfiihrbare GWA ermdgli-
chen (Barrett et al. 2006; Pe'er et al. 2006). BRew Licken in interessanten Regionen zur
Folge haben. Man nimmt an, dass 67-89% der haufgiéRs in européischen Populationen
durch die Chips abgedeckt ist (Consortium, Therh@gonal HapMap 2005; Frazer et al.
2007). Mit nachfolgendem ,fine-mapping“ kbnnen s@dRegionen genauer untersucht wer-
den.

Da das Set von SNPs auf einem Chip mit einer gewi¥8ahrscheinlichkeit die kausale Va-
riante nicht einschliel3t, kann man den genomwebtesatz so verstehen, als ob Marker auf
dem Chip als Pradiktoren von mdglichen untypisiertéarianten bestehen (Marchini et al.
2007). Dabei ist weithin akzeptiert, dass diesesakn fir Studien dieser Sorte nicht derjenige
mit der meisten Power ist. Eine der gegenwartigeratisforderungen fur die Analyse besteht
daher darin, zusatzliche Information Gber die ntgptsierten Daten zu bekommen. Dies kann
durch sogenannte Imputationsverfahren geschehennftirmation tber die genotypisierten
Marker mit Information hinsichtlich der Variationeus existierenden Datenbanken wie z.B.

HapMap {Ottp://www.hapmap.org/kombinieren.

Kurz gefasst werden dabei a) Daten aus einer Studieb) Daten aus einer Referenzpopula-
tion in silico, meist HapMap-Daten genutzt und dann c) ein gecietis Modell verwendet,
um Genotypen zu simulieren oder imputieren, dieiirer Studie nicht typisiert worden sind.
Solchein silico geschatzten Genotypen kénnen im Anschluss smbdehiaverden, als wéaren
die SNPs real typisiert worden. Verschiedene Veehalsind entwickelt worden (Halperin et
al. 2009), aber es besteht kein Konsens dartbdcheeMethode am besten geeignet ist
(Marchini et al. 2007).
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2.3 Bestimmung der Genotypen

2.3.1 CHIP

Die Fortschritte in der Technologie der Genotypisigen haben GWAs erst moglich ge-
macht (Teo 2008). Die DNA-Chip-Technologie nutzchieiken aus der Halbleiterfertigung,
um bekannte Gene auf einem winzigen Plastik- odasgittchen, dem Microarray, zu iden-
tifizieren und deren Aktivitat zu messen. Microgg&onnen sowohl zur Bestimmung relati-
ver Anderungen der Genexpression. als auch zur t@esi®rung eingesetzt werden. Bis zu
einer Millionen genetischer Varianten kbnnen hetage gleichzeitig mittels vorab praparier-
ten Microarrays untersucht werden. Solche Microanaerden z.B. von Affymetrix (Santa
Clara, California, USA) oder Illlumina (San Diegaglifornia, USA) erstellt.

ABLAUF

Wahl des Studiendesigns z.B. Fall-Kontroll-StudiBatroffene Falle, gesunde Kontrollen)

Auswabhl der Variablen Genetische Marker (SNPs)stiperweise mit 2 Formen A und B,
einer der 3 Genotypen: AA, AB, BB

Auswahl des Array o Affymetrix Gene Chip Human Mapping 500K Array Set

(nebenstehend einige Bei- (ca. 500000 SNPs)

spiele) « Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 5.0 (dieiglée

chen SNPs wie beim Array-Set, aber auf einem eémeig
Chip; zudem sind 420000 Mikrosatelliten , bzw. CNVs
hinzugefigt) (ca. 500000 SNPs)

o Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 6.0
(ca. 1000000 SNPs)

e lllumina HumanHap550 Genotyping BeadChip
(ca. 550000 SNPs)

e lllumina HumanHap650Y Genotyping BeadChip (Y zeig
dass der Chip etwa 100000 SNPs enthélt, die spezifiir
die Yoruba-Population sind)

(ca. 650000 SNPs)
e Illumina Human1lM BeadChip (ca. 1000000 SNPs)
Vorbereitung der genomischen DNA

_l="

Hybridisierung Auftragen der markierten Probender Array

Scannen Detektieren der Farbintensitaten, in welGh@lenordnung DNA
auf dem CHIP verbleibt

Normalisierung Standardisierung der gemessenenéWMerd anschlieRende Be-
stimmung des Genotypen

Qualitatskontrolle * Analyse der ,cluster plots*

¢ Ausschluss von SNPs mit geringer Qualitat
e Ausschluss von Probanden mit Genotypen von geringe
Qualitat
* Ausschluss von Probanden mit kontaminierter DNA
Wahl des genetischen Modells und statistische Asealy
Tabelle 12: Typischer Ablauf einer genomweiten Asziationsstudie
gnach Ziegler (Ziegler et al. 2008))
CNV=,Copy number variation”
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Tabelle 12, welche den Genotypisierungsprozessim Ablauf einer GWA einbindet, gibt
einen Uberblick iber bekannte Chips.

Meist wird ein bekannter Chip verwendet, so dagsSNPs im Vorfeld einer GWA festlie-
gen. Kundenangepasste Chips sind zwar mdglich, ddyeeit noch recht teuer. Wie bei jeder
Genotypisierungsmethode ist das Ziel der Chip-Teldgie, Variationen in der DNA-
Sequenz in spezifischen Genen oder Regionen descimaten Genoms zu identifizieren.

Die einzelnen Felder des Arrays auf einem Chip disxli mit einzelstrangigen DNA-Stiicken
beschichtet. Durch Zugabe der mit einem Fluoredadogtoff markierten Untersuchungspro-
ben, der sogenannten Hybridisierung, binden diase thei komplementarer Basenabfolge an
die DNA auf dem Chip. Die Position, Intensitat uMllenlange der entstehenden Mischfar-
be werden mit einer hochauflosenden Laserkameekiiett. Dabei entsteht eine Serie von
Hybridisierungsintensitaten, welche in den aktuel@&enotyp tUbersetzt werden mussen. Die-
ser Prozess des Ubersetzens ist auch als Callgbetatypen bekannt.

Um die Variabilitat innerhalb einer Probe oder Béimdvon Proben im Ausmald der Bin-
dungsstarke oder den Betrag der zugegebenen DNo&rzicksichtigen, missen die Rohwerte
der Hybridisierungsintensitaten normalisiert werdEénst dann konnen sinnvolle Vergleiche
zwischen den Proben vorgenommen werden. Die Nosiaalng ist notig, da kirzlich entwi-
ckelte Algorithmen beim Callen der Genotypen tybessveise Strategien der Clusterbildung
einsetzen, welche Informationen Uber verschiedeimd@oben fur jeden SNP einsetzen und
Genotypzuweisungen dann fur das gesamte Clustaekioren (Teo 2008). Dies steht im Un-
terschied zu friheren Strategien, welche die Int#&es auf jede individuelle Probe bei jedem
SNP detektierten, und von denen daher angenommetieywbevorzugt den heterozygoten
Genotyp zuzuweisen. Das Poolen der Information @berindividuen fur die Genotypzuwei-
sung erho6ht die Glaubwirdigkeit des Calls, da voob®n mit ahnlichen Intensitatsprofilen
auch erwartet wird, denselben Genotyp zu tragelerdihgs kann die Genauigkeit bei dieser
Strategie von der Anzahl der Proben innerhalb e@esters abhéngig sein und das Callen
fiir kleine Stichproben damit problematisch werdgim Uberblick iiber einige mogliche Al-
gorithmen wird anderweitig gegeben (Teo 2008).

Abhangig vom Algorithmus entstehen dann die Genofgpmationen, die in Form soge-
nannter ,cluster plots” visualisiert werden kénnébildung 23 zeigt eine solche visuelle
Préasentation der Signale fur den Genotyp innerkaibr Gruppe von Individuen beziiglich
eines SNPs. Je nach Starke der fur die beideneAdilhenden Farbintensitaten kénnen nun

Genotypen zugewiesen werden.
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Signal ., |
far
Allel B

- [} 1 2 3
Signal fur Allel A

Abbildung 23: Darstellung eines ,cluster plots*

Die horizontale und vertikale Achse reprasentiererdie normalisierten Signale der Hybridisierung fur die
beiden méglichen Allele eines SNPs, benannt als @lllA und B. Jeder Punkt stellt das Signalprofil eier
Probe dar. Dabei sind entsprechend einiger Normalisrungsmethoden auch negative Signale méglich. Das
Cluster von Punkten, die ein hohes Signal fur AlleA und kein Signal fur Allel B haben, wird als das
Cluster mit dem Genotyp AA angenommen. Umgekehrt dibe das Cluster, welches den Genotyp BB
reprasentiert, ein hohes Signal fur B und keines fUA aufweisen. Das Cluster von Punkten mit nahezu
ahnlichen Signalprofilen fir A und B entspricht demheterozygoten Genotyp.

Die Probe, welche hier zwischen zwei Clustern liegind durch ein kleines Dreieck abgebildet ist, zetgein
Profil, welches sich nicht unzweifelhaft einem de€luster zuordnen lasst. Gute Algorithmen sollten
solchen Proben einen fehlenden Wert zuweisen (nadleo (Teo 2008)).

Die Analyse solcher ,cluster plots“ gehort zur Qizaskontrolle. Drei verschiedene Punkte-
wolken sollten moglichst eindeutig die drei versci@nen Genotypen widerspiegeln. Haufig
ist eine klare Trennung aber nur ein Idealfall @sdbedarf sehr genauer Betrachtungen der
Ursachen, wenn sich eine solche Trennung nichteloren lasst. Bei der Beurteilung der
Genotypisierungsqualitat ist daher neben den UbhlicQualitatskontrollen die Betrachtung
der ,cluster plots® sehr aufschlussreich (Chanackle2007). Verschiedene Konstellationen

zeigen dabei gewisse Ungenauigkeiten der Genogypisg.

2.3.2 MALDITOF

Eine andere Genotypisierungsmethode, bei der giaeiedle Einzel-SNP-Auswahl moglich
ist, ist die ,Matrix Assisted Laser Desorption/Ilsaiion Time of Flight* (MALDITOF)-
Massenspektrometrie (MS). Hierbei kbnnen auch nretB&Ps gleichzeitig, maximal derzeit
aber etwa nur im zweistelligen Bereich analysieztden.

Im Rahmen dieser Methode ionisiert man die DNA-Rrohittels Laserbeschuss Uber eine
Matrix, in welche die eigentliche Probe eingebagetDazu wird die zu untersuchende Probe

mit dem hundert- bis tausendfachen Uberschuss anixMeersetzt und auf einem metalli-
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schen Trager kokristallisiert. Anschlie3end wirdstir Komplex im Hochvakuum eines Mas-
senspektrometers einem intensiven Laserimpuls venigegn Nanosekunden Dauer ausge-
setzt (Karas et al. 1988). Durch den Laserbescersampft die Matrix und es findet gleich-
zeitig eine lonisierung der zu analysierenden Hiehestatt. Die entstandenen lonen werden
in einem elektrischen Feld beschleunigt und eirehaletektor wandelt die ankommenden
lonen in ein elektrisches Signal um. Die Flugzgitr(e of flight*) zeigt sich in Abhangigkeit
von Masse und Ladungszahl. Definierte Flugzeitearakterisieren dann unterschiedliche
Genotypen. Die am weitesten fir die Genotypisieruoig Einzelbasenaustausch optimierte,
auf MALDI-TOF MS basierende Methode ist die Prinkettensions-Reaktion. Hier entstehen
durch eine Primer-Verlangerung SNP-spezifische @rBExtensionsprodukte, die sich auf-
grund ihres unterschiedlichen Gewichtes massengpe&trisch wie beschrieben unterschei-
den lassen (Griffin et al. 2000).

2.3.3 Generelle Qualitatskontrollen

Eine genaue Qualitatskontrolle aller SNPs ist adejeStudie unabdingbar. Dazu gehdren die
Bestimmung der Anzahl der Personen, fir die ein §BiRessen werden kanrCgllrate®)
sowie die Bestimmung von Allelfrequenz und Konkaerziaten der bestimmten Genotypen
bei Mehrfachtypisierungen, die madglichst Uber 99,B8gen sollte. Mehrfachtypisierungen
konnen fir jeden SNP vorgenommen werden, was jedoainer enormen Kostensteigerung
fuhrt. Im Rahmen einer GWA sollte stets der amksti#én assoziierte SNP mit einer anderen
Methode typisiert werden. Eine weitere sinnvollea@étskontrolle fir die Richtigkeit der
Genotypisierung eines SNPs liefert ein Test auf distvung vom HWE. Wird dieser signifi-
kant, liegt haufig ein Problem vor. Neben dem Ab&sss von SNPs mit geringer Qualitat
sollte auch ein Ausschluss von Probanden mit vi€enotypen von geringer Qualitat oder

kontaminierter DNA vorgenommen werden.
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2.4 Fur die Auswertungen verwendete Stichproben

Basis der Auswertungen fiir die Studien dieser Anvaren vor allem die deutschen Kohor-
ten der ,International Study of Asthma and Allesggie Childhood” Il (ISAAC II)-Studie
(Weiland et al. 1999) aus Minchen und Dresden. Bamgingen Kinder aus einer Studie mit
Leipziger Kindern in die Analysen ein (von Mutils, et al. 1998; Weiland et al. 1999).

Von samtlichen 7940 Kindern aus Miinchen (M), Dres(®) oder Leipzig (L), die rekrutiert
worden waren, sollten bei den genetischen Analyseden Querschnittspopulationen nur
diejenigen einbezogen werden, fur welche DNA vornlegl die Variable fir Gesamt-IgE-
Werte angegeben war. Zudem wurden samtliche gehetisAnalysen auf Kinder deutscher
Herkunft eingeschrankt. Die Querschnittspopulationker genetischen Analyse sind daher
gegeniber der Ursprungspopulation auf 4264 Kindeéuziert (Abbildung 24). Diese Popula-
tion wurde als DLM4264 bezeichnet.

ISAAC LEIPZIG .
Ausgangspopulation:
7940 Kinder
(alle Viertklassler/-innen
aus Minchen, Dresden,
Munchner Dresdner Leipziger Leipzig)
] Ausgangspopulation Ausgangspopulation Ausgangspopulation
2612 Viertklassler/-innen 3017 Viertklassler/-innen 2311 Viertklassler/-innen
264 Kinder mit Asthma 235 Kinder mit Asthma 151 Kinder mit Asthma Benennung
analysierter
Populationen:
deutsche Kinder \mit DNA deutsche Kinder \mit DNA deutsche Kinder\mit DNA DLM 4264
- und Gesamt-IgE pekannt und Gesamt-IgE pekannt - und Gesamt-IgE pekannt | | (Querschnitt)
= o) . - o |-
% 1159 Minchner Kinder 1940 Dresdner Kinder = 1165 Leipziger Kinder X =D1940+L1165
N fiir Querschnittsstudie fir Querschnittsstudie s flir Querschnittsstudie El +M1159
3 =M1159 =D1940 s =L1165 g MD 3099
é 130 Kinder mit Asthma 142 Kinder mit Asthma | & 78 Kinder mit Asthma | N | (Querschnitt)
= 690 Miinchner Kinder 789 Dresdner Kinder g 393 Leipziger Kinder g EM1159+D1940
i fiir Fall-Kontroll-Studie fur Fall-Kontroll-Studie | |& | fir Fall-Kontroll-Studie || @ |
230 mit BHR u./o. Asthma 263 mit BHR u./0. Asthma 131 mit BHR u./0. Asthma MDL 1872
460 Superkontrollen: | 526 Superkontrollen 262 Superkontrollen (Fall-Kontroll)
o)) N
s 5
§ ISAAC - ZUFALLSSTICHPROBE T MAGICS
N 400 Miinchner 400 Dresdner 3
Kinder fir GWA Kinder fur GWA
gute|DNA vorhanden gute|DNA vorhanden gute(DNA vorhanden
Y v \ 4 GWA
43 Kinder mit Asthma 30 Kinder mit Asthma 655 Kinder mit Asthma (Fall-Kontroll)
342 Kontrollen 351 Kontrollen 1 Kontrolle (zuerst =D+M+Magics
(3 mit fehlender (5 mit fehlender falsch fr Asthma 728 Asthmatiker
Information fur Asthma) Information fiir Asthma) diagnostiziert) 694 Kontrollen

Abbildung 24: Populationen, auf denen die Auswertugen dieser Arbeit basieren
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Auch die Teilpopulationen der einzelnen Zentren 188, D1940 oder L1165) wurden in
Studien der eigenen Arbeitsgruppe herangezogereli@anwurden zahlreiche Studien in der
Querschnittspopulation durchgefiihrt, welche nur bhiver und Dresdner Kinder einbeziehen
(MD3099).

Neben den Populationen fur die Querschnittsuntérsugen gab es zwei weitere eingebettete
Studiendesigns, die aus der gleichen Grundpopulatigeleitet wurden.

Das erste Studiendesign ist ein eingebettetesKieaitroll-Design, das sich aus Kindern aus
Minchen, Dresden und Leipzig zusammen setzt (szdBe(Kormann et al. 2008)). Dabei
wurden alle Kinder mit einer Diagnose fur Asthm&ioBHR (oder beides) als Falle herange-
zogen. Diese 624 Falle wurden in einem Verhéaltr2zspto Stadt mit sogenannten Superkon-
trollen ergénzt. Superkontrollen sind hier Kind&r welche gleich mehrere Krankheiten
oder Risikofaktoren zur Entwicklung atopischer Brktungen auszuschlie3en sind, und wer-
den im entsprechenden Abschnitt genau definied.Z2. Diese Population von Féllen und
Superkontrollen wird als MDL1872 bezeichnet. Sierdeuin Zusammenhang mit Auswer-
tungen fUrTLRsundADAM33verwendet.

In einem weiteren Studiendesign wurde eine gestdtielzufallsstichprobe von je 400 Dresd-
ner und Minchner Kindern gezogen, die zusammenrAstitmatikern einer anderen Studie,
der ,Multicentre Asthma Genetics in Childhood StufdMAGICS), die relevante Stichprobe
deutscher Kinder fiir die GWA bildete (2.4.3).

Die drei Teilstichproben (Querschnittspopulation®hbM4264, Fall-Kontroll-Population
MDL1872 und GWA-Teilstichprobe) wurden zu untersdhichen Zeitpunkten unabhangig
voneinander aus der Ausgangspopulation gezogererBid die Ziehungen nicht komplett
in den Querschnittspopulationen enthalten. Denmgiches natiirlich eine groRe Uberschnei-
dung. Chronologisch wurde erst MDL1872, dann DLM426nd dann die GWA-
Teilstichprobe erstellt.

Dass nicht alle Minchner und Dresdner Kinder ausFadl-Kontroll-Studie Teil der Quer-
schnittspopulation sind, liegt daran, dass die-Raltroll-Studie zuerst durchgefuhrt wurde.
Dadurch war es mdglich, dass Kinder, fir die kesnsreichende Menge an DNA vorlag,
zwar in MDL1872 analysiert werden konnten, aber@ers Querschnittspopulationen rausfal-
len. Die Teilstichprobe von ISAAC-Kindern fir dieWBA ist ebenfalls nicht komplett Teil
der Querschnittspopulation DLM4264, da fur diesehzing der Zufallsstichprobe die Variab-
le IgE keine Rolle spielte und zudem Kinder mitedistichischer Nationalitat zugelassen wa-

ren.
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Daneben gab es bei der Studie, die AssoziationenAgithma mitADAMS33 untersuchte,
Auswertungen mit Kindern aus der Kohortenstudie |fManter Allergy Study* (MAS), wo-
bei hier vorwiegend auf die Daten der Kinder imeAlvon zehn Jahren zuriickgegriffen wur-
de (Schedel et al. 2006), so dass die Auswertuntpemen denjenigen einer Querschnittsstu-
die entsprachen. Nachfolgend sollen die Populatiatex Kinder, die in die genetischen Ana-

lysen eingingen, kurz dargestellt werden.

2.4.1 Querschnittsstudien (ISAAC Il und Leipzig)

Im Rahmen der ,International Study of Asthma antkijies in Childhood” Phase 1l (ISAAC
I), einer internationalen Vergleichsstudie zurdgsichung von Asthma und Allergie, wurden
1995/96 Viertklassler im Alter von 9-11 Jahren wwez deutschen Stadten, Minchen und
Dresden, rekrutiert (Weiland et al. 1999). Entshes einem der ISAAC [I-Studie sehr ahn-
lichen Protokoll wurden in denselben Jahren aucheipzig Schulkinder der vierten Klasse
fur eine weitere Studie im Bereich Asthmaforschglgutiert und untersucht (von Mutius, E.
et al. 1998). Die Pravalenzen wichtiger Phéanotypeterscheiden sich aber kaum zwischen
der genotypisierten Teilstichprobe und der gesarStedienpopulation. Dies gilt sowohl fir
die aus drei Zentren gepoolte Population (Tab&leals auch fur die einzelnen Studienzent-
ren (Tabelle 14).

Gesamte Genotypisierte
Studienpopulation Studienpopulation
N=7940 N=4264
n' [%] nt [%6]
Buben 3879/7655 50,67% 2151/4257 50,53%
Alter 2 9,7 (0,60) 9,7 (0,60)
Asthma 650/7750 8,39% 350/4185 8,36%
BHR 462/3821 12,09% 300/2468 12,16%
Heuschnupfen 639/7743 8,05% 336/4174 8,05%
Atopische Dermatitis’ 923/5417 17,04% 540/2994 18,04%
Ekzem' 1200/7349 16,33% 679/3960 17,15%
Atopie (Pricktest) 1474/5866 25,13% 1056/4110 25,69%

Tabelle 13: Deskriptive Charakteristik wichtiger Phéanotypen fur alle deutschen Kinder in der gesamten
(N=7940) und genotypisierten (N=4264) Studienpopuian

! n betroffene / n Personen, fiir die Daten verfiigbar

2 prasentiert als Mittelwert und Standardabweichi&p)

®nur Dresdner und Miinchner Kinder

4 Ekzem wurde als eine Kombination zweier Variarmesammengefasst: Bericht von ,itchy dermal changes”
und ,ever eczema” in Leipzig und Dr. Diagnose fibpgsche Dermatitis in Miinchen oder Dresden.
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Studienpopulation

DRESDEN Gesamte Genotypisierte
Studienpopulation Studienpopulation
N=3017 N=1940
n' [%0] nt [%0]
Buben 1565/3016 51,89% 994/1940 51,24%
Alter ? 9,72 (0,60) 9,72 (0,60)
Asthma 235/2961 7,94% 142/1906 7,45%
BHR 164/1042 15,74% 128/823 15,55%
Heuschnupfen 289/2958 9,77% 183/1903 9,62%
Ekzem® 482/2902 16,61% 327/1871 17,48%
Atopie (Pricktest) 576/2242 25,69% 493/1859 26,52%
LEIPZIG Gesamte Genotypisierte

Studienpopulation

N=2017 N=1165

n' [%0] nt [%0]
Buben 1026/2028 50,59% 590/1158 50,95%
Alter ° 9,87 (0,61) 9,89 (0,60)
Asthma 151/2219 6,80% 78/1131 6,90%
BHR 118/1875 6,29% 68/1129 6,02%
Heuschnupfen 115/2252 5,11% 56/1142 4,90%
Ekzem® 277/1932 14,34% 139/966 14,39%
Atopie (Pricktest) 473/1812 26,10% 279/1108 25,18%
MUNCHEN Gesamte Genotypisierte

Studienpopulation Studienpopulation

N=2612 N=1159

n* [%] n* [%]
Buben 1288/2611 49,33% 567/1159 48,92%
Alter * 9,49 (0,56) 9,50 (0,55)
Asthma 264/2570 10,27% 130/1148 11,32%
BHR 180/904 19,91% 104/516 20,16%
Heuschnupfen 235/2533 9,28% 97/1129 8,59%
Ekzem® 441/2515 17,53% 213/1123 18,97%
Atopie (Pricktest) 425/1812 23,45% 284/1143 24,85%

Tabelle 14: Deskriptive Charakteristik wichtiger Phéanotypen fur alle deutschen Kinder in der Studienpe

?ulation nach Stadten geschichtet
n betroffene / n Personen, fir die Daten verfligbar
2 prasentiert als Mittelwert und Standardabweich#&D)

% Ekzem wurde als eine Kombination zweier Variarmesammengefasst: Bericht von ,itchy dermal changes”

und ,ever eczema” in Leipzig und Dr. Diagnose fibpgsche Dermatitis in Minchen oder Dresden.
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2.4.2 Fall-Kontroll-Studie MDL1872

Die Fall-Kontroll-Population, bestehend aus insgesa872 deutschen Kindern (Minchen
n=690, Dresden n=789, Leipzig n=393) wurde wie tf@igstellt: Alle Kinder mit der Arztdi-
agnose Asthma und/oder bronchialer Hyperreaktiwt#iden als Falle definiert und in einem
Verhaltnis von 1:2 mit Superkontrollen untersudtg.handelt sich somit um eine eingebettete
Fall-Kontroll-Studie.

Es ist wichtig zu sehen, dass die reine Asthmadeimhier nicht gleich der Falldefinition ist.
Fur Analysen, welche sich auf Asthma beziehen, ewrdur die Kinder als Falle einge-
schlossen, welche die Arztdiagnose Asthma erhdléten und somit Kinder, die BHR, aber
kein Asthma hatten, ausgeschlossen. Als Kontrgbigeudiente jeweils die Gruppe der Su-
perkontrollen.

Superkontrollen sollten als nicht-asthmatische htaatopische Kinder ohne erhohte IgE-
Werte (Gesamt-IgE<50 IU/ml) und ohne BHR definigerden (Tabelle 15).

Exakte Definition Exakte Definition der Kontrollen gezogene aus
der Falle (,Superkontrollen®) maglichen
Tﬁgggg;‘ Minchner Félle 230 Miinchner Superkontrollen 460
Asthma negativ + Hauptpricktest
Asthma+BHR 21 negativ +.<IGE<= 50 +BHR negati 174 174
Asthma negativ + Hauptpricktest
nur Asthma 117 negativ +.<IGE<= 50 +BHR fehlend 286 296
nur BHR 92
I(DNris%%%? Dresdner Falle 263 Dresdner Superkontrollen 526
Asthma negativ + Hauptpricktest
Asthma+BHR 25 negativ +.<IGE<= 50 +BHR negati 2176 2176
Asthma negativ + Hauptpricktest
nur Asthma 128 negativ +.<IGE<= 50 +BHR fehleng 250 383
nur BHR 110
Leipzig Leipziger I
(N=363) Eille 131 Leipziger Superkontrollen 262
Asthma negativ + Hauptpricktest
Asthma+BHR 15 negativ +.<IGE<= 50 +BHR negati 262 317
nur Asthma 63
nur BHR 53
GESAMT alle Falle 624 alle Superkontrollen 1248
alle Falle mit BHR| 316
alle Falle mit
Asthma 369

Tabelle 15: Verteilung von Féllen und Kontrollen inder Fall-Kontroll-Studie MDL1872

Da nicht fur alle Kinder die Variable BHR vorlaguwde ein zweistufiges Vorgehen gewahlt.
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Zuerst wurde aus allen Kindern, welche die vieragemnen Kriterien erfillten, stadteweise
eine Zufallsstichprobe herangezogen, um das Veik&lt2 zu bekommen. In Minchen und
Dresden gab es nicht gentigend Kinder, welche &lelriterien erflllten, um gentigend Su-
perkontrollen zu erhalten. Daher wurden in eineneim Schritt Kinder zuféllig aus allen

maoglichen Kindern ausgewahlt, bei denen zwar dicRHMagnose unbekannt war, die aber
die drei verbleibenden Kriterien erfullten (niclgtamatische, nicht-atopische Kinder ohne
erhohte IgE-Werte). Aus diesen wurde wieder einfal&astichprobe in Minchen und Dres-

den gezogen. Auf diese Weise konnte das Verhaltiiszwischen Fallen und Kontrollen

stadteweise erhalten werden.

Fur die Auswertungen auf der Variablen Asthma wardpater die Félle auf diejenigen mit
Asthma und BHR oder nur Asthma reduziert (N=369,nbhien n=138, Dresden n=153,
Leipzig n=78).

2.4.3 Stichprobe fir Genomweite Assoziationsstudie

Den Grol3teil der Asthmatiker in der GWA bildetem#er der MAGIC-Studie. MAGICS ist
eine multizentrische Studie, welche im Zeitraum 2001 und 2007 mit dem Ziel der Identi-
fikation von fur die Manifestation atopischer Enkkaingen relevanten Polymorphismen in
Kandidatengenen durchgeftihrt wurde. Hierzu wurdessieben verschiedenen Zentren aus
Osterreich oder Deutschland Kinder mit Asthma ra&rti(in finf Zentren wurden zuséatzlich
auch nicht-asthmatische Patienten der Klinik alstkalen rekrutiert).

Im finalen MAGICS-Datensatz waren 1255 Kinder esu#@ossen, von welchen Information
vorlag, 865 Asthmatiker und 390 Kontrollen. Diedmhation setzte sich zusammen aus El-
ternfragebogen, Information aus arztlichen Untensagen der Asthmatiker oder Kontrollen
sowie Informationen aus Bluttests. Ein ausgefulE#ernfragebogen lag zum Zeitpunkt der
vorliegenden Arbeit nur fir 1205 dieser Kinder (8¥&hmatiker) vor. Tabelle 16 zeigt, wie
sich diese uber die Studienzentren verteilen.

FUr die genomweite Assoziationsstudie wurden debém, die zum Zeitpunkt der Durchfiih-
rung der ersten GWA zu Asthma vorlagen, somit v6& Kindern, zur Genotypisierung ans
.centre National de Génotypage” (CNG) in Paris pedd. Von diesen passierten 656 die

Qualitatskontrolle und gingen in die Auswertung*ein

% 8 davon sind aus verschiedenen Griinden nicht imeNtAGICS-Datensatz (meist fehlende Informationen)
“ Ein Kind von diesen 656 wurde nachtraglich als talfe identifiziert und entsprechend ausgewertet.
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zur Genotypisierung ausgewertet
ans Centre National
de Génotypage nach
Paris
MAGICS mit Fragebogen (in MAGICS nur in GWA
Asthmatiker)
Bochum 222 135 120
Feldkirch 98 16 8
Freiburg 154 128 101
Kdln 65 26 26
Munchen 327 183 174
Wesel 312 243 205
Wien 27 22 22
ISAAC I
Minchen 400 (45 Asthma) 388 (43 Asthma)
Dresden 400 (30 Asthma) 386 (30 Asthma)

Tabelle 16: Anzahl der (deutschen) Kinder, die ane&r GWA teilnahmen
Dargestellt sind Zahlen der Kinder, deren DNA ans @ntre National de Génotypage zur Genotypisierung
geschickt und derer, die spater ausgewertet wurden

Neben den Kindern aus MAGICS wurde eine stratiftei@ufallsstichprobe von 800 Kindern
aus ISAAC (jeweils 400 Kinder aus Miunchen und Desgdgezogen, um die GWA-
Stichprobe zu komplettieren. Davon gingen spatdriitlie Auswertungen ein.

Um auszuschlie3en, dass die gezogenen Zufallssticbpfir die GWA gegeniber der
Grundgesamtheit aller Kinder, flr die DNA vorlagrzerrt sein kénnte, wurde fir wichtige
Variablen auf eine solche Abweichung getestet. rAl@eschlecht sowie asthmarelevante
Phanotypen (Asthma, Heuschnupfen, NeurodermitisAtogie) zeigten dabei keine signifi-
kanten Unterschiede, so dass Verzerrungen durc8taikeprobenziehung in diesen Variablen
ausgeschlossen werden kénnen.

Der Anteil von deutschen Kindern in der GWA bestand 728 Asthmatikern und 694 Kon-
troller™®. Dieser wurde um 266 asthmatische und 549 nichsatische kaukasische Kinder
der UK erganzt , um die Power der Fall-Kontroll-elrsiuchungen zu erhdhen.

Generell sind in der ersten GWA zu Asthma auch d?ens aus UK eingeschlossen. Diese
Personen umfassen eine Stichprobe von Familien (MIRGnd eine Stichprobe von Kon-
trollkindern (UK-C). Beide Gruppen entstammen dd&R®IUK ,National family collection®.
Samtliche asthmatischen Kinder der UK stammen ams MRC-A-Panel. Die Kinder der

Assoziationsstudie, die als Kontrollen verwendetden, setzen sich hingegen zusammen aus

® Da 8 von den Kindern aus ISAAC 2 die Asthmavdedbhlte, addiert sich das nur zu 1422 statt 1wi&0in
der Tabelle.

® In spateren Untersuchungen kénnen sich diese ZahieGrund von ergénzenden Qualitatskontrolleauun
reichender DNA leicht andern.

84



Methoden

437 Kindern aus dem UK-C-Panel sowie 112 Kindersa dem MRC-A-Panel (siehe auch

Abbildung 25).

Wie eingangs erwahnt besteht zwischen einem Teild@éeitschen Stichprobe, die in der
GWA verwendet wurde, und der Querschnittspopulatias ISAAC eine Uberschneidung.

Daher ist darauf hinzuweisen, dass flr Replikatiotersuchungen, die Ergebnisse der
GWA-Studie in ISAAC wieder zu finden versuchentsteur die Kinder analysiert wurden,

die nicht Bestandteil der GWA-Stichprobe sind. D#&sd in Minchen und Dresden 2359

Kinder (86 asthmatische Kinder aus Minchen undakstAmatische Kinder aus Dresden).

2.4.4 MAS

Die ,Multicenter Allergy Study* (MAS) ist eine prpgktive Beobachtungsstudie, die 1990
begann, um den pradiktiven Wert verschiedener ddimer und immunologischer Parameter
sowie die Bedeutung friher Allergenexposition umrd &influsses anderer umweltbedingter
Einflussfaktoren fur die Entwicklung atopischer Eamkungen bei Kindern zu untersuchen
(Bergmann et al. 1994).

Hierbei wurden unter der Federfiihrung von Profe¥gahn, Charité Berlin, anfanglich 1314
Kinder aus funf verschiedenen Zentren von der GQGedrbeobachtet (llli et al. 2004). Die
Zentren waren Berlin, Dusseldorf, Freiburg, MainzduMinchen. Jahrliche ,follow ups*
wurden regelmanig bis zum Alter von 13 Jahren dyefithrt und schlossen dabei standardi-
sierte Interviews und kérperliche Untersuchungen Bie Studie ist anderweitig genau be-
schrieben (z.B. (Kulig et al. 1999; Liu et al. 2003

Um genetische Analysen durchfiihren zu kdnnen, wudie Eltern aller Kinder spater expli-
zit um Zustimmung gebeten, von den Kindern auch Dé#nehmen zu durfen. Da nicht alle
damit einverstanden waren, reduzierte sich die Ahdar Kinder, fur die genetische Analy-
sen durchgefiihrt werden konnten, auf 888 KindeesPiKinder, fur die Genotypisierungsda-
ten vorliegen, wurden in der Studie ADAM33auf die 824 Kinder beschrankt, deren Natio-
nalitdt Deutsch war (Schedel et al. 2006).
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2.5 Definition der relevanten Zielvariablen

Die wesentliche Zielgrof3e jeder Studie war Asthibees war in der Population der MA-
GICS-Kinder nicht weiter zu bestimmen, da nur Asdiiker aus verschiedenen Kliniken in
die Studie der GWA einbezogen wurden. Kinder aud8&AC—-Population sowie aus Leip-
zig wurden uber einen Elternfragebogen als Asthmatklassifiziert. Gaben die Eltern an,
dass bei ihrem Kind durch einen Arzt Asthma odexderholt eine spastische, asthmatische
oder obstruktive Bronchitis diagnostiziert wurde,vgurde dies als Asthma gewertet. In der
MAS-Studie wurde Asthma entsprechend den ISAAC-Keagen so abgeleitet, dass sie den
Fragen der ISAAC-Kinder entsprach.

Analysen, welche die Atopie betreffen, wurden liglanicht innerhalb der GWA durchge-
fuhrt. Bei den Kindern aus Dresden, Leipzig und Elien wurde Atopie mittels Pricktest
gemessen. Beim Prick-Test wird ein definierter AJenextrakt auf die Haut aufgetropft. An-
schlieRend wird die Haut mit einer Lanzette leiahgestochen, so dass die jeweiligen Sub-
stanzen in die Oberhaut eindringen. Die Testreaktemn nach 20 Minuten im Vergleich zu
zwei immer mitgefihrten Kontrollen (Positivkont®Iinit Histamin und wirkstofffreier Nega-
tivkontrolle) abgelesen werden. Beurteilt werdea ldautrétung und die QuaddelgrofRe. Zeig-
te sich in einem Pricktest mit einem Allergenextrakch Abzug von der Negativkontrolle
eine QuaddelgrofRe von mindestens 3mm, galt dek-Fast als positiv. Ein Kind wurde als
atopisch bezeichnet, wenn eine positive Reaktidnrandestens eines von sechs inhalativen
Allergenen (namlich HausstaubmilbeBermatophagoides pteronyssinusder farinae
SchimmelpilzAlternaria tenuis Katzenhaare, Gréaser- und Baumpollenmischungerjant-
allergietest auftrat. Die Kinder aus Leipzig wurdsyenfalls auf eine Reaktion auf sechs Al-
lergene getesteDermatophagoides pteronyssinuaraser, Birke und Haselnusspollen sowie
Hund und Katze) (von Mutius, E. et al. 1998). Eatepische Sensibilisierung innerhalb der
MAS-Kinder wurde als eine Serumkonzentration vomaestens 0,35 kU/l des jeweiligen
spezifischen IgE bezeichnet. Ein Kind galt als etcp, wenn es zum entsprechenden Zeit-
punkt auf mindestens eines der getesteten Allergensibilisiert war.

Als Kinder mit atopischem Asthma wurden diejenigksiiniert, welche sowohl Asthma als
auch atopische Sensibilisierung aufwiesen. Kindegrnicht-atopischem Asthma sind hinge-
gen diejenigen, fur welche zwar eine Asthmadiagnaber keine atopische Sensibilisierung
vorlag. Als Referenzgruppe fur atopisches und ratbpisches Asthma wurden in der Regel
Kinder ohne Asthma herangezogen - und zwar unalifémgn Status der Atopie. Bei den

Analysen zuTLRswurde auch die Kontrollgruppe von Kindern ohne gound ohne Asth-
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ma herangezogen, da sich nur diese Variante ine et Superkontrollen definieren liel3.
Analysen in Querschnittsstudien belegten aber, desBefinition der Kontrollgruppe nur zu

minimalen Unterschieden bei den Auswertungen fuhrt.

Die Lungenfunktion wurde in der ISAAC-Population @mer 50%igen randomisierten Teil-
stichprobe mittels Spirometrie mit Bestimmung dersB-Volumen-Kurve durch MasterSco-
pe Version 4.1 (Jager, Wirzburg, Deutschland) eetsignd den Kriterien der American
Thoracic Society fur die Durchfihrung von reprodubaren und zufriedenstellenden Spi-
rogrammen (1987) gemessen (von Ehrenstein et &2)2@E&in Minimum von zwei Spi-
rogrammen wurde erhoben und dabei das hdchste zvegeoduzierbarer Messungen des
.forced expiratory volume in 1 second” (FEMals Ausgangswert benutzt.

BHR wurde als Verdnderung im FEWach Inhalation einer nebulisierten, hyperosmolare
Kochsalzlosung (4,5%) bestimmt. Kinder mit einemngenfunktionsabfall von 15% in FEV
nach Provokation wurden als BHR-postiv diagnostizid/eiland et al. 1999).

In Leipzig wurde Lungenfunktion nach Kaltluftprowation unter Verwendung entsprechen-
der Protokolle gemessen (von Mutius, E. et al. 1J9B&s 95. Perzentil der Verteilung einer
Referenzpopulation wurde bestimmt und korrespotelimit einem 9%igen Abfall der FEV
Entsprechend wurde ein FEE¥Abfall von 9% in Leipzig als BHR-positiv definief(Nicolai et

al. 1993).

BHR in MAS wurde nur zum Zeitpunkt bestimmt, ale &iinder sieben Jahre alt waren. Da-
bei wurden Provokationen ansteigender Histaminkotnagonen (gewohnlich von 0,5mg/ml
bis 0,8 mg/ml) entsprechend Standardprozedureremorgmen. Das 90. Perzentil der Vertei-
lung von der Provokationskonzentration, die ein8#oen Abfall der FEY (PGoFEV:) in
einer gesunden Teilstichprobe bewirkte, betrug@@ml (Niggemann et al. 2001). Bronchi-

ale Hyperreaktivitat wurde als eine REEV; definiert, die tber diesem Wert lag.

87



Methoden

2.6 Verwendete Methoden

2.6.1 Population und Typisierung

Die GWA-Population, die Kombination von Teilsticloppen deutscher Kinder aus zwei Stu-
dien (ISAAC und MAGICS), wurde fiur die erste genoeit® GWA zu Asthma mit einer bri-
tischen Kohorte kombiniert. Eine Population von Hemn aus UK wurde in der GWA zusatz-
lich untersucht.

Die Population fur die GWA-Replikation entstammmiern von Minchen und Dresden aus
ISAAC. Dies ist somit die MD3099-Populationen ohkder, die in der GWA analysiert
wurden (siehe Abbildung 24, Seite 78). Analysen Ziapplungsungleichgewicht wurden
auch in der gesamten MD3099-Population durchgefettiefende Analysen zu Befunden,
die aus der GWA stammen, wurden auch in der gesa@terschnittspopulation DLM4264
durchgeflnhrt.

Fiar die Auswertungen z&DAM33wurden die Kinder der eingebetteten Fall-Kontf@ititdie
MDL1872 sowie die Kinder der MAS-Studie herangezogkuch bei der Kandidatengenstu-
die zu denTLRswurden zuerst die Kinder von MDL1872 analysiergnach einige vertie-
fende Analysen in der Querschnittspopulation MD3f§ten.

Um die unabhangigen Variablen, die bei genetischssoziationsstudien der vorliegenden
Arbeit immer die SNPs darstellen, zu erhalten, wardie entsprechenden Technologien der
Genotypisierung genutzt. Wahrend bei der GWA digdrechnologie zum Einsatz kam, um
die Genotypen zu bestimmen, wurde bei den andetahieé® MALDI-TOF Massenspektro-
metrie verwendet. Auch die Genotypisierungen fi@ Replikationen der GWA-Ergebnisse
wurden mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie bestim

2.6.2 Statistische Methoden
Mit einem Chi-Quadrat-Test wurde fur jeden SNP ggete ob er Abweichungen vom HWE

zeigte. Bei starkeren Abweichungen wurde die Rgiait der Genotypisierung in Teilstich-
proben mit einer anderen Genotypisierungsmethodepilft. Zur Bestimmung der LD-
Koeffizienten wurde Rals LD-MaR zugrunde gelegt und das Programm Héghozur Be-
rechnung paarweiser LD-MalR3e verwendet (Barrett &085). Sowohl bei der GWA als auch
bei der Studie, welche di®@RMDL-Gene untersuchte, wurde fur die Assoziationstests
lineares Modell zugrunde gelegt. FiUr die Berechndeg Assoziationen der SNPs von
ADAM33 und denTLRsmit den entsprechenden Phanotypen wurde ein doneisadviodell
zugrunde gelegt. Die Effekte wurden mit Methodenldgistischen Regression bestimmt.
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Haplotypen wurden mit einem EM-Algorithmus gesch@Excoffier et al. 1995) und Haplo-
typanalysen wurden als globale Tests mit Cocap(agdbridge 2003) oder als Tests fir in-
dividuelle Haplotypen durchgefiihrt. Zudem wurdenpldgypeffekte bei denTLRs und
ORMDLsmit Haplotyptrendregression berechnet (Zaykinle@02). Zur Berechnung von
Unterschieden in Parametern der Lungenfunktion @was den Genotypen wurden Varianz-
analysen oder t-Tests verwendet. Lungenfunktiormspater gingen als Prozent von Sollwer-
ten in die Analysen ein.

Wenn nicht explizit vermerkt, sind die Effekte (steDdds Ratios) und p-Werte fir nicht ad-
justierte Analysen berichtet. Eine Adjustierung Kiovariaten wurde in der Regel nicht
durchgeflihrt. Eine Adjustierung fur multiples Testeurde an verschiedenen Stellen erganzt.
Dabei wurde als Standardprozedur eine Bonferrorgkour Gber die Anzahl der analysierten
SNPs oder analysierten Haplotypen herangezogerKadvskturverfahren flr multiples Tes-
ten diente bei der GWA die Berechnung einer FDResBs Verfahren kam auch bei dem
TLR-Projekt zum Einsatz (Benjamini et al. 1995). Zudsarde im Rahmen der GWA mittels
einer speziellen Methode der logistischen Regrasgetakis et al. 2006) auf Stratifikation
gepruft. Bei diesem Korrekturverfahren wurden 10filtig ausgewahlte SNPs als Kovaria-
ten in eine schrittweise logistische Regressiobezngen. Soweit nicht anders vermerkt wur-
den samtliche Analysen mit dem Programm SAS odsseate Zusatzmodul SAS/Genetics
durchgeflnhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 ORMDL3 als Vertreter der GWA

3.1.1 Ergebnisse der GWA (,Hits")

Im Rahmen der ersten genomweiten Assoziationssfiididsthma wurde ein neuer mogli-
cher genetischer Krankheitslocus fir Asthma beidém auf Chromosom 17921 gefunden
(Moffatt et al. 2007).

Das Studiendesign zielte darauf ab, bereits inpasitive Replikationen potentiell positiver
Ergebnisse durch Familien- und Fall-Referenz-PadetsVersuchspersonen zu bekommen.

Abbildung 25 zeigt das genaue Studiendesign.

aus UK Deutsch
MAGICS/
MRC-A UK-C ISAAC Gesamt
Eltern Kinder Kinder Kinder
ohneAsthma 112 437 694 1243
mit Asthma 266 0 728 994
Gesamt 405 378 437 1422
I
primare Assoziationsstudie
Familienstudie
_Genexpressionsmessungen

Abbildung 25: Studiendesign der GWA

Durchgefiihrt wurde eine Assoziationsstudie mit dewdchen und britischen Kindern (primére Assoziati-
onsstudie), eine Familienstudie in britischen Famign sowie Genexpressionsmessungen in britischen Kin
dern. Daruber hinaus gab es Replikationsuntersuchuyen in weiteren hier nicht dargestellten Populatio-
nen (in Anlehnung an Moffat (Moffatt et al. 2007)).

Zuerst wurden alle Kinder der primaren Assoziatsbngdie mit dem lllumina Sentrix Human

Hap 300 Bead Chip genotypisiert. SNPs mit einemgniallele frequency* unter 0,5%, ex-

trem starker Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichight (x>>25) oder einer zu gerin-

gen Callrate €95%) wurden von den Analysen ausgeschlossen. Serk&®7328 SNPs zur

Auswertung. Aul3erdem wurden im Panel der KernfamilfMRC-A—Panel) weitere 91923
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SNPs mit 36% durchschnittlicher Heterozygositat deim Illumina Sentrix Human-1 Geno-
typing Bead Chip typisiert (Familienstudie in Althihg 25).

Um die Effekte der Polymorphismen auf die Trandkoip positioneller Kandidatengene zu
untersuchen, wurden zudem GenexpressionsanalyseArddganden und Geschwistern des

Familienpanels untersucht (Moffatt et al. 2007).

Samtliche auf dem verwendeten Chip befindlichen SWBrden in der Population deutscher
und britischer Kinder auf Assoziation mit Asthmaegtet (dabei entspricht die deutsche Teil-
stichprobe der GWA-Stichprobe entsprechend Abbid@d). Auf Grund der Poolung von
Kindern aus verschiedenen Landern wurde geprufi?@bulationsstratifikation vorliegt. Da
diese nicht nachgewiesen wurde, stammen die Haglirisse aus dem uber die Lander
(GroR3britannien und Deutschland) kombinierten Dsdégn von 994 Asthmatikern und 1243
Kontrollen.

SNPs, welche bei einem Test auf Assoziation mitist unter einer bestimmten Schranke
des p-Wertes blieben, wurden als sogenannte ,Hjediltert. Dazu wurden die 1%-FDR-
Schranke als £6,8x10° und die 5%-FDR-Schranke als$0x10° berechnet. Die Punkte
Uber den roten Linien in Abbildung 26 zeigen Regiom@an, fur welche dieses Signifikanzni-

veau nach Korrektur fur multiples Testen nicht @bhritten wurde.

6-11% FDR
5_5‘Vu FDH_

-log 45 (P-Wert)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 17 19 21 X

Chromosom

Abbildung 26: Hits aus der GWA-Studie (nhach Moffatt (Moffatt et al. 2007))

Daneben wurden die SNPs nach p-Werten aufsteigertters und die SNPs, welche die
kleinsten p-Werte bezuglich einer Assoziation msthina zeigten, wurden als ,top hits* be-
zeichnet. Aus Abbildung 26 geht hervor, dass diéster der ,top hits* auf Chromosom 17
liegen. Neben diesen blieben weitere Hits auf Clmsom 2, 8, 21 und X unter der 1%-FDR-
Schranke. Von 34 ,top hits" gab es sechzehn, welgiter der 5%-FDR-Schranke blieben,

und zwar auch dann, wenn ein KorrekturverfahrerStijatifikation vorgenommen wurde. 12
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SNPs blieben nach Anwendung dieses Korrekturvesfahrsogar unter der 1%-FDR-
Schranke (Tabelle 17).

Marker Chro- Lokation (bp)* | Unkorrigierter Korrigierter P-
mosom P-Wert? Wert?®
rs10924993 1 234.526.408 7E-07 3E-06
rs6716266 2 69.098.732 1E-08 9E-08 <1%FDR
rs8179521 2 127.867.394 3E-06 8E-07
rs3791244 2 138.448.235 7E-10 5E-08 <1%FDR
rs4512342 8 32.727.416 4E-07 2E-09 <1%FDR
rs2666781 10 22.245.682 4E-06 4E-06
rs907092 17 35.175.785 1E-09 8E-07
rs9303277 17 35.229.995 2E-09 5E-08 <1%FDR
rs11557467 17 35.282.160 8E-10 3E-08 <1%FDR
rs8067378 17 35.304.874 9E-10 4E-08 <1%FDR
rs2305480 17 35.315.722 3E-09 5E-07 <1%FDR
rs2290400 17 35.319.766 2E-10 4E-09 <1%FDR
rs7216389 17 35.323.475 9E-11 3E-09 <1%FDR
rs4795405 17 35.341.943 2E-09 5E-07 <1%FDR
rs2037986 21 28.398.348 4E-07 6E-07 <1%FDR
rs2311978 X 75.705.247 2E-09 2E-07 <1%FDR

Tabelle 17: Marker der GWA Analyse, welche unter de5%-FDR-Schranke bleiben.

12 SNPs bleiben auch unter der 1%-FDR-Schranke unstellen die ,top hits" der Studie dar.

! Die Angaben beziehen sich auf HG18, einer entsprasdn Datenbank zur Angabe der Lokation der SM#®Ps, i
Marz 2006, bp=,base pairs*

2 Unkorrigierte p-Werte stammen aus logistischen Begjonsmodellen der einzelnen Marker.

s Korrigierte p-Werte stammen aus logistischen Resipesmodellen, welche 102 zuféllige Marker einblezie
die fur Populationsstratifikation kontrollieren.

An dieser Stelle bieten sich folgende Vorgehenssveign, die Analysen fortzusetzen, von
denen die ersten beiden im Rahmen der vorliegeAdaeit verfolgt wurden:

1.) Das Naheliegende ist die genauere Betrachtengahenannten ,top hits* und der Regi-
on, in der sie liegen. Damit einher geht eine gemalAnalyse der dort liegenden Gene,
Replikation der gefundenen Ergebnisse sowie funktle Studien fir SNPs, die als kausale
Varianten von Asthma hypothetisiert werden. Der ukuf Chromosom 17921 als vermute-
ter Krankheitslocus bildet daftr den Ausgangspunkt.

2) Zudem lassen sich neue Kandidatengene ablé&d&eru gehoren vor allem die Gene, wel-
che in einer Region liegen, in der ein Hit gefuneende. Von Interesse kdnnen aber ebenso
Gene sein, die in einer Beziehung zu einem derzassen Loci oder einem Gen innerhalb
der hoch assoziierten Loci stehen.

3.) Eine weitere Forschungsrichtung dehnt die @gganten Regionen auf weitere Hits aus,
die sich nicht auf die Region in Chromosom 17 bepea. Die genomweite Betrachtung aller

Hits soll im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoatht weiter verfolgt werden.
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3.1.2 Betrachtung des Locus auf Chromosom 17

3.1.2.1 Gene und Kopplungsungleichgewicht

Nach Entdeckung des neuen Locus, der hoch asdoniteAsthma war, stellte sich die Frage,
ob sich damit bestimmte Gene verbinden lassen mniweit die ,top hits* miteinander kor-
reliert sind. Abbildung 27 zeigt die Lage der ,topps”, dazugehdrige Gene und das zwischen
den zehn ,top hits" aus der GWA bestehende LD ,hilasflr die Querschnittspopulation aus
Muanchner und Dresdner Kindern (MD3099) berechrtet is

A) 35.320Mb  35.342Mb 35.361Mb 35.382Mb
35.230Mb 35.%82Mb35.305le 35.323Mb | 3I5'346Mbl 35.376Mb
Gen _ ZNFN1A3 'GSDML ORMDL3  GSDM1
Exon 32 1 584211 452 ?4-5'1{
SO I (R T R (T TR
35.2Mb |’|/'/ W | “HW 35.4Mb
N~ (o) [o6] o (o)) n © [e0) < AN
N~ < N~ o (e 0] o — o (o)) [e)]
N N~ o < (32] <t <t <t — —
o n N~ o (o] n o LN <t ()]
o n [{e] [e)] — ()] N~ (o)) [e)] N
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Abbildung 27: A) Lage der zehn Hits auf Chromosom T und B) deren ,linkage disequilibrium* (berech-
net als R) in der Population MD3099 aus ISAAC

Da zwischen den SNPs ein hohes LD zu finden isgegandglich, dass die meisten SNPs flr
den gleichen ursachlichen Locus stehen. Welcher @\ Rausative ist, ist jedoch unklar.
Verschiedene Gene wurden zu Beginn auf dem duelGWA fur Asthma entdeckten Locus

auf Chromosom 17 beschrieben. Dazu geht6@8DML ORMDL3 GSDM1 sowie
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ZNFN1A3 Jedem dieser Gene lassen sich SNPs der gefundeperits® zuordnen. So
konnten zunachst verschiedene Gene fur das ursheh$ignal auf Asthma hypothetisiert
werden. Da die Frage nach dem fur Asthma kausatieens mit Assoziationsstudien nicht
zu klaren ist, wurden Transkriptionslevel der GateHinweis genutzt, auf den ursachlichen
genetischen Einfluss auf Asthma zu schliel3en.

Werte fur die Transkription werden direkt durch ybrphismen in regulatorischen Elemen-
ten modifiziert (Schadt et al. 2003; Morley et 2004). Daher wurde Genexpression in B-
Zell-abgeleiteten Epstein-Barr-Virus (EBV)-transfoerten lymphoblastoiden B-Zelllinien
bei den Kindern des MRC-A-Panel gemessen. EBVLenglirasentieren eine B-Zelllinie und
sind demzufolge von direkter Relevanz fir Asthmalyforphismen von 17921 waren im
Rahmen der Genexpressionsanalyse stark und kartsmte Transkriptionswerten nur eines
der genannten Gene, namlicdBRMDL3, assoziiert (Moffatt et al. 2007). Dies macht
ORMDL3 zu dem wichtigsten Kandidatengen, das aus der G\a&orging. Daher wurde
den ORMDL-Genen nachfolgend hohe Aufmerksamkeit gewidmeerAbas weil3d man von
ORMDL3?

3.1.2.2 ORMDL

Die ORMDL-Gene sind nach den ORM$accharomyces cerevisiagtigen Genen benannt
(Hjelmqgvist et al. 2002). Bereits 2002 wurden deeoteinvarianten entdeckt, welche eine
Familie konservierter Proteine im endoplasmatisdRetikulum darstellen (Hjelmqvist et al.
2002). Ursprunglich wurde im Rahmen einer Kopplwtgdie flrRetinitis pigmentosaeine
haufige Form erblicher Netzhautdegeneration, eisaflumenhang dieser Krankheit mit gene-
tischen Markern auf Chromosom 2 entdeckt. Eine gersaCharakterisierung dieser Region
auf Chromosom 2 identifizierte dam&fRMDL1als neues Gen.

Der ,open reading frame“ (ORF) wird bei der Prosgimthese translatiert und kann daher als
Hinweis dienen, flr welches Protein die DNA kodiégntORMDL1wurde ein ORF gefunden,
der fir 153 Aminosauren kodiert. Weitaresilico Untersuchungen zeigten Homologien von
ORMDL1 mit zwei weiteren Genen. Im humanen Genom wurdemdioge Sequenzen zu
ORMDL1auf Chromosom 12g13.2 und 17921.1 gefunden. Dibergesagten Gene wurden
mit ORMDL2bzw. mitORMDL3bezeichnet. Solche Sequenzhomologien fand mar mich
beim Menschen, sondern auch in zahlreichen and@rganismen. Die ORMDL-Proteine
sind in Ubereinstimmung zu deren vorausgesagtasimambraner Topologie in der Memb-

ran des endoplasmatischen Retikulum lokalisiere. g@nomische Struktur der drei kodieren-
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den Exons, inklusive der Grenzen von Intron-Exorefdgéngen, ist bei allen drei Genen
komplett konserviert, was auf eine wichtige Rollesgr Gene hindeutet.

Abbildung 28 zeigt, das®RMDL3sowohl in Niere und Leber und besonders starketalén
Gewebe der Lunge exprimiert ist. Eine Rolle RMDL3bei Atemwegserkrankungen kann
daher zwar vermutet werden, eine genaue Funktioabisr bislang fur keines d&@RMDL-

Gene bekannt, inshesondere nicht@iRMDL3

iy @ £
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Abbildung 28: Expressionsmuster vorORMDL 1, ORMDL 2, und ORMDL 3 in verschiedenen Geweben aus
Analysen einer ,RealTime-Polymerase chain reaction{,RealTime-PCR").

(a) ORMDL Expression in Zellgeweben von Erwachseneannd Féten

(b) Northern blot Hybridisierung: ORMDL1-Probe mit komplettem ORF gegen mRNA von humanem
Gewebe. Die GroRRen der drei detektierten Transkripgé sind gezeigt. Dasselbe Muster wurde bei Verwen-
dung einer ORMDL1-Probe mit 3'-UTR gefunden (nach Helmqvist (Hjelmqvist et al. 2002)).

3.1.2.3 Replikation des urspringlichen Befundes

Bereits in der ersten GWA zu Asthma (Moffatt et20l07) gab es verschiedene weitere Bele-
ge fur Assoziationen von SNPs in der identifizieri@egion auf Chromosom 17921 mit

Asthma.

Zunachst wurden weitere 27 Marker ausgewahlt, veelanerhalb oder anliegend der stark
mit Asthma assoziierten Region auf Chromosoml17naféese Marker wurden ebenfalls in

der aus deutschen und britischen Kindern getestgtiehprobe untersucht und zeigten ahn-
lich starke Assoziationen mit Asthma wie die Markeder urspriinglichen GWA.

Auch innerhalb der Familienstudie entsprechend Wobig 25 lag der am starksten mit

Asthma assoziierte Marker (rs8067378) in dieseridteguf Chromosom 17 und zeigte bei-
des Mal (also sowohl in der priméren Assoziatiamndigt als auch in der Familienstudie) das-
selbe Risikoallel A. Die Muster der Assoziation earzudem &ahnlich in der deutschen und
britischen Stichprobe.

Weiters bestatigten unabhéngige Replikationsuntbrsugen die Bedeutung des Locus. In
einer britischen Geburtskohorte war der SNP rs3894tit Asthma assoziiert. Und in einer
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Population von Kindern aus ISAAC, die zuvor nichtder GWA analysiert worden waren
(MD3099 entsprechend Abbildung 24, aber ohne KirdarGWA), gab es signifikante As-
soziationen flr acht der zehn ,top hits” (siehe gl&018:). Der SNP rs8067378, bei dem die
erste Typisierung in der Replikationskohorte fehlsg und der daher in Tabelle 18 nicht
aufgefuhrt ist, wurde inzwischen auch untersucht meigte ein ahnlich starkes Signal fur
Asthma wie die anderen Hits (Odds Ratio und 95%fldenintervall: 1,50 (1,19-1,86);
p=0,0005). In Tabelle 18 ist auch zu sehen, das<SHiPs, welche dem G&SDM1zuzu-
ordnen sind (rs3894194, rs3859192) die schwachstekte aufweisen und in der deutschen
Replikationskohorte nicht mehr signifikant werden.

In der Zwischenzeit konnte der Effekt des Lokus2l7a zahlreichen weiteren kaukasischen
und nicht-kaukasischen Populationen bestéatigt we(Besgaard et al. 2008; Bouzigon et al.
2008; Galanter et al. 2008; Hirota et al. 2008jr84éa et al. 2008). Beeindruckend dabei ist
nicht nur die hohe Konsistenz der Assoziation, soméuch die Gber die Studien hinweg re-
lativ konstante Grof3e der Odds Ratio fur die Asstoa von Asthma mit SNPs auf Chromo-
som 17. Zudem wurde in allen Studien dasselbe &afiid berichtet.

Tabelle 19 und Tabelle 20 flhren einige Assoziawgebnisse zu den SNPs auf Chromosom
17 in deren Anordnung auf dem Locus auf. Tabellsddiel3t den ersten Teil des Locus von
ZNFN1A3bis ORMDL3 ein, wahrend Tabelle 20 den Teil ,upstream“ VORMDL3 zeigt.
Wie in diesen Tabellen zu erkennen ist, wurdenre@its die zehn ,top hits* der urspringli-
chen GWA untersucht, aber auch zahlreiche SNPsndleser Region liegen und in der Stu-
die von Moffatt (Moffatt et al. 2007) noch nicht riieksichtigt worden waren. Die SNPs
rs31695721, rs43786501, rs80761311, rs1760892Rr 442461, rs47954021, rs4795405
sind dem GerORMDL3 zuzuordnen. Vor allem die SNPs rs4378650 und 88BY von

ORMDL3fallen auf, da sie haufig und stark als mit Asthasaoziiert nachgewiesen wurden.

Auch Analysen der Genexpression, die unabhangigdesnersten GWA waren, bestatigten
die Bedeutung vo©ORMDL3. Polymorphismen von 17921 waren im Rahmen genomiveite
Genxpressionsanalyse nicht nur bei der ersten GWAAZthma stark und konsistent mit
SNPs auf dem gleichen Chromosom mit Transkriptereds von ORMDL3 assoziiert
(Moffatt et al. 2007). Auch in einer genomweitenpEessionsstudien wurden drei ,expression
guantitative trait nucleotides” (eQTNSs), Loci, diat der Expression eines Gens assoziiert
sind, entdeckt, von denen zwei die Expression @®MDL3 beeinflussten. Dies waren der
SNP rs7216389 auf Chromosom 17 und ein SNP rs1@d&4 GengPHXauf Chromosom

1. Die beiden SNPs ubten einen additiven Effekt@GRMDL3aus (Duan et al. 2008)
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Lokation auf Primare GWA Studie eQTL- Ref. Allel und Alt. Allel? Replikationskohorte
Chromosom 17 -log10 (p) Asthma log10 (p)
(in Megabasen ORMDL3
MRC-A | deutsch kombi-| MRC-A Ref. Allel Alt. Allel Odds Ratio -log10
niert (95%-Konfidenz-| (p) Asthma
intervall
rs9303277 35.230 4.4 5,0 8,8 21,9 C T 1,41 (1,161, 2,8
rs11557467 35.282 4,6 5,2 9,1 22,5 G T 1,45 (1,88)1 3,1
rs8067378 35.305 4,3 5,3 9,0 22,7 - - - -
rs2290400 35.320 4,0 6,4 9,8 22,4 A G 1,47 (1,831, 3,2
rs7216389 35.323 4,3 6,4 10,0 22,4 T C 1,45 (1,87)1 3,1
rs4795405 35.342 4,1 5,3 8,7 14,6 C T 1,52 (1,80)1, 3,6
rs8079416 35.346 2,4 6,5 8,2 10,9 C T 1,30 (1,64)1, 1,9
rs4795408 35.361 2,1 6,1 7,5 10,3 A G 1,25 (1,681, 1,4
rs3894194 35.376 1,9 6,6 7,7 11,0 T C 1,22 (0,98)1, 1,2
rs3859192 35.382 2,0 6,0 7,3 3,5 T C 1,11 (0,89)1,8 0,4

Tabelle 18: Assoziation von Asthma und ORMDL3 mit 8IPs von Chromosom17q21 in kombinierten und Replikabnsstichproben

SNPs aus dem lllumina 300K Panel. Ergebnisse wurdenit logistischen Regressionsmodellen berechnet. gaziation mit ORMDL3 Transkriptionsmenge basiert
lediglich auf dem Panel der Familien. Replikationseyebnisse sind gezeigt fir eine Population von ISAZ\1I (n=2359).

! eQTL=,expression quantitative trait locus®

2 Ref. Allel=Referenzallel (entspricht dem Risiko§llélt. Allel=alternatives Allel

(nach Moffatt (Moffatt et al. 2007))
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SNPs (rs_Nummern) & & = ~ & = g 5 g g = o = = @ = @ =2 ~ = =
= & B & &g & g g &8/ g g 8/ B EIE B E T g8
die 10 "top hits": 1 2 3 4 b
REFERENZ ! | Replikationskohorie alternatives Allel T T G c
Moffatt Deutsch (MD2359)
200 Fille/2120 Konirollen Risikoallel C G A T
0dds Ratio 141* 145* 147+ 145*
Tavendal P :
1054 Fille/1465 Kontrollen Risikoallel T
(Kinder und junge Erwachsene) Odds Ratio 153*
Hirota Japanisch
545 Fille/738 Kontrollen Risikoallel T
(Kinder mit atopischem Asthma).  Odds Ratio 1.44%
Sleiman Nod ikanisch
807 Fille / 2853 Kontrollen Risikoallel C G A A T
Odds Ratio 1.18* 1.18* 1.19+ 1.18* 1.17*
Afroameril
1456 Fille / 1973 Konirollen 0dds Ratio ns ns ns ns ns
Galanter |3 Populati
Mexil 1 Risikoallel T C A C C <50
390 Probanden/798 Eliern Odds Ratio 126 133* 138+ 136* 135*
Puerto-Ris Risikoallel T C A C C <50
301 Probanden/602 Eliern 0dds Ratio 135+ 123 129+ 122 1.10
Afroameril } Risikoallel T C A C C T
261 Fille/176 Kontrollen 0dds Ratio 121 1.79* 120 1.74 140 125
Madore Franzisisch-EKanadisch
253 Familien /1275 Probanden Risikoallel G G A T A T C A
p-Wert (TDT)® 0.01 0.005  0.009 0.014  0.005  0.005 0.017  0.009
Bouzigon |Framzisisch & & &
Risikoallel C G G G C C A T A
372 Familien /1511 Probanden | p-Wert (p<0.01)° 0.002 0.004 0.0002 0.0001 0.005 0.0009 ns 0.005  0.009 0.003
235 Fiille/1270 Probanden 0Odds Ratio 2.03* 1.95* 202 191 203 1.81* 197 1.90% 1.76%
Bisgaard Dinisch
376 Kinder Hazard Ratio* 1.88*
316 Fille /1500 Konirollen 0dds Ratio 1.3
AG Kahesch |3 Populati & & & A
deutsch Risikoallel C G A A T G T
Dresden (D19407 Odds Ratio 1.46% 151 1.450% 1.55* 1.50* 156 | 1.64%
Leipzig (L1165 0Odds Ratio 1.40% 1400 1.49% 1.49* 1.51* 153 | 1.60%
Miinchen (M1159) Odds Ratio 1.38* 140 1.34* 1.43* 1.50* 133 1.35°

Tabelle 19: Replikationen von Assoziationen des CHR7 mit Asthma, Locus Teil 1.

Mit « markiert sind die als Replikation der ,top hitsftersuchten SNPs. Weitere untersuchte SNPs dieggoiR die nicht zu den 10 ,top hits" zahlen, smitl # markiert,

wenn sie mind. einmal zu signifikanten Effektenrféh, ansonsten mit (eingeklammert sind SNPs oh@enotypisierungsergebnis)
! Quellen: Moffatt (Moffatt et al. 2007), Tavendglavendale et al. 2008), Hirota (Hirota et al. 20@eiman (Sleiman et al. 2008), Galanter (Galaetal. 2008), Madore
(Madore et al. 2008), Bouzigon (Bouzigon et al. @0Bisgaard (Bisgaard et al. 2008), deutsche Rdipulen stammen aus Arbeiten der eigenen Arbejggru
%Fallzahlen der Replikationskohorten
3falls in Originalpublikation keine Effekte berichtind, werden p-Werte angegeben,

* da hier Hazard Ratios berechnet sind, wird nuelffiir weiter untersuchten SNP berichtet
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] - 0] = = w %] w - -] %] i - -] o =
SNPs(rs_Nummerny T @ = = & @ 2 T 2 = = = S g = et = 2
2 R = 2 8 S 2 = 2 = s = 2 N @ e
die 10 "top hits": 3 7 8 9 10
REFERENZ ! | Replikationskohorte alternatives Allel T T G C C
Moffatt Deuisch (MD2359)
200 Fille/2120 Kontrollen Risikoallel c c A T T
Odds Ratio 152+ 130+ 125+ ns ns
Tavendale  |Ser -
1054 Fille/1465 Konirollen Risikoallel
(Kinder und junge Exwachsene) Odds Ratio
Hirota Japanisch
545 Fille/738 Kontrollen Risikoallel
(Kinder mit atopischem Asthma).  Odds Ratio
Sleiman __|Nodamerikanisc}
807 Fille / 2853 Konirollen Risikoallel c c T T
0dds Ratio 1.16* 0.88* ns ns
Afroamerik
1456 Fille / 1973 Kontrollen Odds Ratio ns ns ns ns
Galant 3 Populati A
s B c c
309 Probanden/798 Eltern Odds Ratio 08 119
Puerio-Ricanisc} Risikoallel c c
301 Probanden/602 Eltern Odds Ratio 096 1.03
Afroamerikaniscl Risikoallel C C
261 Fille/176 Kontrollen Odds Ratio 078 | D32+
Madore Franzésisch-Kanadisc} A
253 Familien /1275 Probanden Risikoallel
p-Wert (IDT)*
Bouzigon | Franzisisch A A A A A A und 10 A
Risikoallel C G
372 Familien /1511 Probanden | p-Wert (p<0.01)° 0.002  0.002 ns ns ns ns
235 Fille/1270 Probanden Odds Ratio 1.81* | 178"
Biseamd  |DiuiscHh
376 Kinder Hazard Ratio *
316 Fille /1500 Kontrollen Odds Ratio
AG Kahesch |3 Populati
deisch Risikoallel c c A T T
Dresden (D1940) 0dds Ratio 1.69* 1.44* 1.44* 1.37* ns
Leipzig (L1165) Odds Ratie 1.56* 127 1.29 133 1.48*
Miinchen (M1159) 0dds Ratio 1.30 1.23 1.17 1.16 1.09

Tabelle 20: Replikationen von Assoziationen des CHR7 mit Asthma, Locus Teil 2

Mit « markiert sind die als Replikation der ,top hitsitersuchten SNPs. Weitere untersuchte SNPs dieggoiR die nicht zu den 10 ,top hits" z&hlen, smid # markiert,
wenn sie mind. einmal zu signifikanten Effektenrtéh, ansonsten mit (eingeklammert sind SNPs oh@&notypisierungsergebnis)

! Quellen: Moffatt (Moffatt et al. 2007), Tavendglavendale et al. 2008), Hirota (Hirota et al. 20@eiman (Sleiman et al. 2008), Galanter (Galaetal. 2008), Madore
(Madore et al. 2008), Bouzigon (Bouzigon et al. @0®Bisgaard (Bisgaard et al. 2008), deutsche Rdipulen stammen aus Arbeiten der eigenen Arbejiggru
%Fallzahlen der Replikationskohorten

3falls in Originalpublikation keine Effekte berichiind, werden p-Werte angegeben,

* da hier Hazard Ratios berechnet sind, wird nuelffiir weiter untersuchten SNP berichtet.
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3.1.2.4 Spezifizierung des ursprunglichen Befundes

Im weiteren Verlauf der Erforschung des Einflusees Chromosom 1721 auf Asthma wur-
de versucht, die Rolle des Locus auf spezifischenEa von Asthma des Kindesalters einzu-
schranken. Dabei wurden zuerst verschiedene Fodegischweregrads in Betracht gezogen.
Offenbar zeigt sich der Effekt vo@RMDL3 noch deutlicher bei schweren Formen von
Asthma im Kindesalter (Bouzigon et al. 2008; Gatardt al. 2008; Tavendale et al. 2008).
Als Asthma-Schweregrad wurden dabei verschiedenenider wie Symptome, Medikamen-
teneinnahme, verschlechterte Lungenfunktion odablge IgE-Werte herangezogen. Die
Asthma-Exazerbation definiert Gber ein Vier-PunKtéerium, das Gebrauch von Medika-
menten, Vorliegen taglicher Symptome, Vorliegenhtlicher Symptome und eine schlechte
Lungenfunktion einschloss, verstarkte den Effekt signifikant mit Asthma assoziierten
SNPs rs4378650 und rs1260332 in drei Ethnien (Galast al. 2008). Neben Asthma-
Exazerbationen wurde das frihe Auftreten von AstbeigKindern im Hinblick auf Assozia-
tionen mit Chromosom 17 untersucht. Als Kinder frithem Asthma wurden diejenigen de-
finiert, bei denen Asthma bis zum vierten Lebensjistgestellt wurde (Bouzigon et al.
2008). Diese Subform von Asthma war besonders statrlSNPs von Chromosom 17 assozi-

iert.

Auch die Frage, ob es sich eher um atopisches mdbkt-atopisches Asthma handelt, stellt
sich im Kontext nach besonders risikoreichen Sub&r von Asthma. Im Rahmen eigener
Daten zeichnet sich ab, dass der Effekt von SNP€£htomosom17 auf atopisches Asthma
deutlich starker ausgepragt ist als deren Effeknaunt-atopisches Asthma.

Bei Galanter waren die Effekte auf Asthma innerhadh Patienten mit einem IgE-Wert Gber
100 IU/mL innerhalb drei verschiedener Ethnien kstérals die reinen Asthma-Effekte

(Galanter et al. 2008). Diese Form des atopisch&thma ist zwar nicht gleichzusetzen mit

dem Uber Pricktest definiertem atopischem Asthrbar as lasst vermuten, dass die Assozia

tionen von Polymorphismen auf Chromosom 17 mit Astformen starker werden, wenn
allergische/atopische Subformen von Asthma Gegedsiar Untersuchung sind. Die bisher
einzige Studie, die auf Effekte der Polymorphismaen Chromosom 17 auf nicht-atopisches
Asthma hinweist, stammt von Bisgaard (Bisgaardl.e2@08). Hier gab es einen schwachen
Effekt von Polymorphismen auf Chromosom 17921 adRBDieses Ergebnis beruht jedoch
auf einer sehr geringen Fallzahl und war nicht kgieat Uber verschiedene Zeitpunkte hin-

weg. Ansonsten wurde bislang kein Effekt von gesobien Determinanten von Chromosom
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17 auf BHR gefunden. Zudem konnte in keiner dehdmsiurchgefiihrten Studien mit Fokus
auf Chromosom 17 ein Zusammenhang der identifemettop hits“ mit Lungenfunktion
nachgewiesen werden, auch nicht innerhalb der Kinde ISAAC oder MAGICS.

Ebenso wenig konnte bislang ein klarer Zusammenliagsgl.ocus mit Atopie nachgewiesen
werden. In der gepoolten Stichprobe von Kindern &wssden, Leipzig und Muinchen
(DLM4264) zeigte sich eine signifikante Assoziatider Polymorphismen mit Atopie. Inte-
ressanterweise zeigen sich einige der Polymorpmsamé Chromosom 17, die unter den ,top
hits“ waren, auch als Risikofaktor fir Atopie (TH#be21).

Die Grol3e des Effektes ist jedoch gering. Zuderabbtler Effekt nicht bestehen, wenn man
die Analysen fur Asthma adjustierte, so dass Her eavon auszugehen ist, dass der Atopie-

Effekt in Zusammenhang mit dem Asthma-Effekt steht.

Odds Ratio -Wert (Chi-

Gen SNP (95%-Konfidenzintervall) (guadratSTest)
ZNFN1A3 rs9303277 1,08 (0,97-1,19) 0,1499
ZNFN1A3 rs11557467 1,09 (0,98-1,21) 0,1010
GSDML rs8067378 1,10 (0,99-1,21) 0,0793
GSDML rs2290400 1,12 (1,01-1,24) 0,0298
GSDML rs7216389 1,14 (1,03-1,26) 0,0137
ORMDL3 rs4795405 1,12 (1,01-1,24) 0,0302
ORMDL3 rs8079416 1,11 (1,00-1,23) 0,0488

rs4795408 1,12 (1,01-1,24) 0,0277
GSDM1 rs3894194 1,11 (1,00-1,23) 0,0436
GSDM1 rs3859192 1,12 (1,01-1,24) 0,0325

Tabelle 21: Atopieeffekte in der Querschnittspopultion aus Kindern von Dresden, Leipzig und Minchen
(DLM 4264)
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3.1.2.5 Spezifizierung des ORMDL-Effektes

Die SNPs von Chromosom 17 aus der GWA wurden zusammit ,tagging SNPs" von
ORMDL3 in der Querschnittspopulation von Kindern aus Dees Leipzig und Minchen
(DLM4264) vertiefend im Hinblick auf atopisches unttht-atopisches Asthma untersucht.
Tabelle 22 zeigt die Allelfrequenzen der ,top hisgwie der ,tagging SNPs" vaDRMDL3.

genotypi- Nicht- | Risiko- | AF* Call- | ,bins*? | p(HWE)?
sierter SNP | Risiko- allel Risiko- rate ORMDL3
allel allel
rs9303277 T C 0,50 93,9% 0,8384
rs11557467 T G 0,51 93,5% 0,8660
»top hits* rs8067378 G A 0,50 96,2% 0,4900
rs2290400 G A 0,51 93,3% 0,5501
rs7216389 C T 0,50 94,0% 0,5372
rs3169572 G A 0,05 95,8% Lbin“ 1 0,1897
ORMDL3 rs4378650 A G 0,52 96,0% ,,bi'n“ 2 0,3467
tagging rs8076131 C T 0,55 96,2% ,,b!n“ 3 0,9797
”SNPs“ rs17608925 C T 0,91 95,6% ,,b!n“ 4 0,0360
rs3744246 T C 0,83 95,8%| ,bin“5 0,0531
rs4795402 A C 0,78 95,9% ,bin“ 6 0,1193
rs4795405 T C 0,56 93,6% ,bin“ 3 0,6601
top hits* rs8079416 T C 0,45 94,6% 0,3991
" rs4795408 G A 0,45 93,9% 0,8737
rs3894194 C T 0,45 94,8% 0,8060
rs3859192 C T 0,45 93,8% 0,6761

Tabelle 22: SNP-Beschreibung der Polymorphismen a@hromosom 17 in DLM4264

! AF=Allelfrequenz des Risikoallels. Risikoallel istmer das Allel, welches das Risiko fiir Asthmiadt.

2 Fett gedruckte Buchstaben reprasentieren idemtifezi,tagging SNPs* firr ,bins* in der interessieden Re-
gion auf Chromosom 17 (SNPs beziehen sich auf Reéggon von Chromosom17, die 20kB um ORMDL3
aufspannt) — LD-,bins* basieren auf einerf>R.85.

¥ HWE=Hardy Weinberg Equilibrium, p-Wert dg& Test auf Abweichung vom HWE.

Promotor-SNPs gelten als wahrscheinliche Ursacheifie Veranderung in der Genexpres-
sion. Der SNP rs8076131, der in der gemutmalitemé&tmregion vorORMDL3liegt, zeigte
den starksten Effekt auf atopisches Asthma in dadi&npopulation DLM4264 (OR=1,71,
95%-KI=1,35-2,18; p=0,00000869), und dieser Effigkt homogen Uber drei Studienzentren.
Zudem konnten Haplotypen, welche fir ,tagging SNés*ORMDL3Region geschatzt wur-
den (rs3169572, rs4378650, rs8076131, rs176089€%/44246, rs4795402) in Haplo-
typtrendregressionen das Risiko fur Asthma undiatbes Asthma beeinflussen. Die Effekt-
starken waren mit einer Odds Ratio vea deutlich und Ubertrafen die Effekte auf Einzel-
SNP-Ebene. Dies starkt weiter die Bedeutung @&®&MDL3fir Asthma und gibt einen ersten

Hinweis auf einen moglichen kausalen Locus.
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Da ORMDL3nur eines von drei Mitgliedern einer hoch konsemeén Genfamile mit bislang
unbekannter biologischer Funktion ist (Hjelmqvisiak 2002), kann auch eine Rolle der auf
Grund von Sequenzhomologien verwand@RMDL1 und ORMDL2 bei der Entwicklung
von Asthma vermutet werden. Dies sollte vor alleamrd gelten, went©RMDL3 wirklich

einen funktionellen Beitrag auf das AsthmasigndlGuromosom 17921 leistet.

Neben den Untersuchungen des Einflusses von SNPORMDL3 auf Asthma wurden da-
her auch fUtORMDL2 und ORMDL1 Assoziationsstudien mit deren ,tagging SNPs* in-der
selben Population von deutschen Kindern (DLM426#tdgefihrt.

Dabei konnten fUORMDL2 und ORMDL1 Assoziationen mit atopischem Asthma fur zwei
seltene SNPs gezeigt werden. Der Polymorphismug54619 vonORMDL?2 zeigte einen
protektiven Effekt in der Querschnittspopulation NM264 (Odds Ratio und 95%-
Konfidenzintervall 0,39 (0,20-0,76); p=0,0039), demogen in Dresden, Leipzig und Min-
chen zu finden war. Einen konsistenten Effekt dap@ches Asthma zeigte in der gleichen
Population auch rs12990184, ein Polymorphismus @®MDL1 (Odds Ratio und 95%-
Konfidenzintervall 1,81 (1,03-3,18); p=0,0361).

Die Frage, ob die Effekte unabhangig voneinandestd8el haben, klarte eine wechselseitig
adjustierte Analyse fur SNPs a@RMDL1, 2und 3 zur Berechnung der Effekte fur atopi-
sches Asthma (Tabelle 23).

Wechselseitig und fur Kova-
Risiko- | Wechselseitig adjustierte | riaten adjustierte Effekte 2
Gen SNP allel Effekte OR (95% K.I.) * OR (95% K.I.) *
1,68 (1,32-2,14) 1,70 (1,33-2,17)
ORMDL 3| rs8076131 T p<0,0001 p<0,0001
2,45 (1,25-4,79) 2,41 (1,23-4,71)
ORMDL 2 | rs7954619 C p=0,0087 p=0,0102
1,82 (1,03-3,21) 1,97 (1,12-3,49)
ORMDL 1| rs12990184 C p=0,0394 p=0,0196

Tabelle 23: Wechselseitig adjustierte Analyse fur fiekte von drei SNPs, die stellvertretend fiir die

ORMDL-GENE stehen, auf atopisches Asthma .

! Effekte beziehen sich auf das Risikoallel, OddSd®4OR) und 95% Konfidenzintervalle (95% K.l.) Sewp-
Werte des Wald-Test sind angegeben.

2 zusatzlich adjustiert fir Geschlecht und Rauchen

Da jeder der drei SNPs aus den unterschiedlichereiieinen signifikanten Zusammenhang
(p<0,05) mit atopischem Asthma zeigte, sind voneinandabhangige Mechanismen der hier
untersuchten Polymorphismen zu vermuten. Welchehlsl@smen dies sein konnten, ist je-

doch noch zu klaren.
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Erste Hinweise konnten die Untersuchungen auf diifA 88076131 liefern. Weitere Unter-
suchungen auf diesem SNP zeigten, dass die Prashktitatat in Anwesenheit des C-Allels
signifikant erhéht gegenltber Promotoraktivitat Beasenz des T-Allels war. ,Electrophoretic
Mobility Shift Assays” (EMSAs) mit einem nukleardtxtrakt einer T-Zelllinie zeigten zu-
dem, dass bei Vorhandensein des C-Allels die Bigdier Transkriptionsfaktoren USF1 und

2 begunstigt war.
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3.2 ADAM33 als Vertreter des ,positional cloning*

ADAMS33 ist das erste Gen, welches durch ,positional dghiidentifiziert wurde. Im
ADAM33Gen wurden bislang zahlreiche (>55) Polymorphisnmaantifiziert und im Zu-
sammenhang mit Asthma bronchiale untersucht. Gaafeti Untersuchungen haben gezeigt,
dass sich vor allen Dingen in der 3'-Region dessiGGender die transmembranésen und zy-
toplasmatischen Doméanen des Proteins kodiert wedierPolymorphismen haufen.

Die ersten Replikationsstudien ergaben jedoch isisbente Befunde im Hinblick auf deren
Assoziation mit Asthma (Howard et al. 2003; Jongept al. 2004; Raby et al. 2004; Werner
et al. 2004; Blakey et al. 2005). Die eigene duettigrte Replikationsstudie an Kindern aus
ISAAC und MAS widerspiegelte ebenfalls dieses irdistente Bild (Schedel et al. 2006).

In unserer Analyse wurden zehn SNPs in einer Faiitkoll-Studie von 1872 deutschen Kin-
dern (MDL1872 entsprechend Abbildung 24) und eiRepulation von 824 deutschen Kin-
dern aus einer Kohortenstudie (MAS) untersucht. diérAnalysen der Kohorte wurden die
Ergebnisse herangezogen, welche die Kinder im Adéer 10 Jahren beschreiben. Die zehn
ausgewahlten Polymorphismen begrinden sich aufrayezeigten Assoziationen und deren
Lage im Gen ist Abbildung 29 zu entnehmen.

F+1 (rs511898)

M+ 1 (rs3918395)

S1 (rs3918396)
S2 (rs528557)

St+4 (rs44707)
St+5 (rs597980)
St+7 (rs574174)

T1 (rs2280091)
T2 (rs2280090)

V4 (rs2787094)

5'UTR 3" UTR

exon 1 exon 2 exon 3 exon 4 ll/‘f

I

exon 15

exon5

exon 22
exon 6 exon 14

exon 21
exon7 exon 13 exon 17 exon 20
exon 8 B exon 12 exon 18
exon exon 11 exon 19
exon 10

exon

Abbildung 29: Lage der untersuchten SNPs iDAM33
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Auf Einzel-SNP-Ebene wurde keine Assoziation mithisa in MDL1872 oder MAS gefun-
den (Tabelle 24). Ebenso zeigten sich keinerlaiiBignten Ergebnisse bezlglich BHR oder
dem Phanotyp Asthma mit gleichzeitigem Auftretemm VBHR. Einige Effekte fur Asth-
ma+BHR fielen jedoch etwas starker aus, obgleiemaiht signifikant wurden. Insbesondere
ist der SNP S2 zu beachten, der fir den kombimdeteanotyp die hochste Odds Ratio auf-

weist.
Asthma und
Asthma Asthma Asthma BHR
rs- _
Num- | el | Faliicortroll- - Koftoriensiudie Fall-Kontroll-
SNP| mern fre- MDltjlil;éZ b( =824) 2u | o ien gepoolt Studie
uenz estimmtem MDL1872
Basen- | 9 (N=1872) Zeitpunkt
tausch
F41 rs511898| 0,38 | 0,92 (0,72-1,17) 0,94 (0,58-1,52) 0,92 (0,74-1,15) 1,61 (0,90-2,88
GIA | 0,36 p=0,502 p=0,795 p=0,478 p=0,105
M+1 rs3918395% 0,15 | 0,86 (0,65-1,13) 0,94 (0,53-1,65) 0,89 (0,70-1,14) 1,46 (0,84-2,54
GIT | 013 p=0,269 p=0,819 p=0,351 p=0,177
s1 rs3918396 0,09 | 1,23 (0,90-1,69) 1,16 (0,64-2,10) 1,20 (0,90-1,58) 1,10 (0,54-2,25
GIA | 0,09 p=0,201 p=0,635 p=0,210 p=0,789
< rs528557| 0,28 | 0,99 (0,78-1,26) 0,97 (0,60-1,56) 0,99 (0,80-1,22) 1,72 (0,99-3,00
GIC | 0,28 p=0,949 p=0,893 p=0,908 p=0,052
ST+4 rs44707 | 0,41 |1,04(0,81-1,34) 1,31 (0,79-2,18) 1,10 (0,87-1,37) 1,22 (0,69-2,18
AC | 041 p=0,766 p=0,292 p=0,432 p=0,490
ST45 rs597980| 0,44 | 0,94 (0,73-1,22) 0,80 (0,48-1,33) 0,89 (0,71-1,12) 0,91 (0,51-1,60
cT | 045 p=0,649 p=0,384 p=0,338 p=0,731
ST+7 rs574174| 0,19 |1,11 (0,86-1,42) 1,16 (0,71-1,89) 1,10 (0,88-1,38) 0,96 (0,55-1,70
GIA | 019 p=0,428 p=0,549 p=0,384 p=0,901
T1 rs2280091 0,16 | 0,96 (0,74-1,25) 0,92 (0,53-1,60) 0,97 (0,76-1,23) 1,50 (0,87-2,59
TIC | 0,14 p=0,762 p=0,764 p=0,804 p=0,141
T2 rs228009Q0 0,16 | 0,95 (0,73-1,24) 0,88 (0,50-1,55) 0,96 (0,76-1,22) 1,51 (0,88-2,61
cT | 014 p=0,711 p=0,666 p=0,731 p=0,134
va rs2787094 0,22 | 1,22 (0,95-1,55) 0,82 (0,51-1,34) 1,11 (0,90-1,38) 1,31 (0,76-2,26
C/G | 023 p=0,115 p=0,439 p=0,329 p=0,332

Tabelle 24: Assoziation von SNPs aulDAM33 mit Asthma (fir MDL1872 auch Asthma+BHR)
! Nomenklatur der SNPs in Anlehnung an die Publikation van Eerdewegh (Van Eerdewegh et al. 2002)
2 Allelfrequenz jeweils fiir Fall-Kontroll-Studie (MD1872) und die Kohortenstudie (MAS)

Innerhalb der Fall-Kontroll-Studie von Kindern aMéinchen, Dresden und Leipzig war das
Risiko, nicht-atopisches Asthma zu entwickeln, Beigern des polymorphen Allels S1 (OR
1,53, 95%-K.I. 1,01-2,31; p = 0,042) und Tragers gelymorphen G-Allels des SNPs V4
(OR 1,44, 95%-K.I. 1,03-2,01; p = 0,031) erh6htd&eert war dagegen das Risiko fur die
Entwicklung von nicht atopischen Asthma fir Tragess polymorphen T-Allels von M+1
(OR = 0,60, 95%-K.I. 0,40 — 0,91; p = 0,016).
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Dieses Ergebnis deutet auf die Wichtigkeit der &#hzierung verschiedener Formen von
Asthma hin und bestatigt die Vermutung, daBsAM33eher fir nicht-atopische Formen von
Asthma relevant sein durfte. Die Haufigkeit von kdypen wurde innerhalb der Kinder ge-
schétzt, fur welche ausreichende Phaseninformatolag (n=1802 in MDL1872; n=782 in
MAS). Die geschéatzten Haplotypen wurden ebenfallsZaisammenhange mit Asthma und
BHR untersucht. Tabelle 25 zeigt die ErgebnisseH#mlotypanalysen mit Asthma fir aus 8
SNPs (F+1, S1, S2, ST+4, ST+5, ST+7, T1 und V4)ldete Haplotypen. Die SNPs M+1,
T1 und T2 waren in hohem LD, so dass die HinzunahomeM+1 und T2 zum Haplotyp kei-
ne Anderung der Resultate bewirkte.

Ein haufiger Haplotyp, H4 (G-G-G-C-C-G-T-G), zeigime schwache aber nicht signifkante
Assoziation mit Asthma in der Fall-Kontroll-Poputat. Diese Assoziation wurde in einer
gepoolten Analyse signifikant (OR 1,28; 95%CI 1,050, p = 0,033). Keine Assoziation
wurde hingegen fir BHR mit Haplotypen vADAM33gefunden.

Haplotyp-Haufigkeiten x’-Test

Popu- . OR und
Haplotyp lation® Asthmatiker | Kontrollen 95%-K |.2 p-Wert
alle 30,35% 32,21% | 0,92(0,78-1,08), 0,293
H1 | G-G-G-A-T-G-T-C FK 30,90% 31,56% | 0,97(0,81-1,15) 0,735
Koh 30,03% 34,02% | 0,83(0,58-1,19) 0,317
alle 17,02% 16,69% | 1,02(0,84-1,25) 0,804
H2 | G-G-G-C-C-G-T-C FK 16,77% 16,85% | 0,99(0,80-1,24) 0,939
Koh 16,93% 16,32% | 1,04(0,67-1,63) 0,847
alle 12,98% 14,08% | 0,91(0,73-1,13) 0,402
H3 | A-G-C-A-C-G-C-C FK 13,60% 14,85% | 0,90(0,71-1,15) 0,406
Koh 10,33% 12,04% | 0,84(0,49-1,45) 0,531
alle 12,96% 10,44% | 1,28(1,02-1,60) 0,033
H4 | G-G-G-C-C-G-T-G FK 13,15% 10,65% | 1,27(0,99-1,64) 0,063
Koh 11,43% 9,85% 1,18(0,70-2,00), 0,528
alle 8,35% 7,69% 1,09(0,83-1,43), 0,517
H5 | A-A-C-A-T-A-T-G FK 8,62% 7,16% 1,22(0,90-1,66), 0,191
Koh 7,18% 9,07% 0,78(0,41-1,46), 0,430
alle 6,70% 6,54% 1,03(0,76-1,38), 0,867
H6 | A-G-G-C-C-A-T-C FK 6,17% 6,67% 0,92(0,65-1,30), 0,638
Koh 8,99% 6,19% 1,50(0,82-2,72) 0,184

Tabelle 25: Assoziation von Haplotypen iRDAM33 mit Asthma

! alle = Fall-Kontroll-Studie und Kohortenstudie gefipFK = Fall-Kontroll-Studie (n=358 Falle/n = 189
Kontrollen), Koh = Kohortenstudie (n= 82 Félle/@6&4 Kontrollen); Kinder ohne Haplotypinformation mwu
den ausgeschlossen.

2 OR=0dds Ratio, 95%-K.|.=95%-iges Konfidenzinterv@ldds Ratios wurden fiir einen Haplotyp versus alle
anderen berechnet.
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Somit gab es zwar einen schwachen Hinweis fir diggoziation eines Haplotypen von
ADAM33 mit Asthma. Dieser konnte jedoch nur in depoolten Analyse das Signifikanzni-
veau von p=0,05 unterschreiten und wurde nichtifskgmt, wenn man die Populationen ge-
trennt betrachtete. Ebenso wenig konnte auf EiSMP-Ebene ein konsistenter Effekt gefun-
den werden, obgleich der SNP S2 Hinweise auf eméglichen Zusammenhang mit Asthma
oder dem kombinierten Phanotyp Asthma+BHR gab.

Auch Untersuchungen der Lungenfunktion zeigten wenig Uberzeugende Hinweise fur
einen Einfluss volADAM33 auf Asthmaphanotypen. In der Gruppe der krankerd&i war
fur Trager des polymorphen Allels von S2, T1 unddg2 Lungenfunktionsparameter ,forced
vital capacity” (FVC) und fur Trager des polymorph&llels von S2 und M+1 der Lungen-
funktionsparameter FEMerhoht. Die Unterschiede waren aber an der Greaedlinischen
Relevanz und wirden einer Korrektur fir multiplessten nicht standhalten. Somit waren

auch die Befunde unsrer Studie&ADAM33recht inkonsistent.

3.3 TLR als Vertreter der Kandidatengene

Die Toll-like Rezeptoren stellen eine Studie daelae dem klassischen Kandidatengenan-
satz folgte. Die Polymorphismen dieser Studie warohmerhalb des Programms Innate Im-
munity systematisch aus 259 zuvor in den zehn nidicken TLRs identifizierten Poly-
morphismen ausgewahlt (National Heart 2008).

Ausgewahlt wurden dabei a) Polymorphismen mit eMAF>0,03, die zu Aminosaureande-
rungen fiihrten und dadurch eine Anderung der Rrstieiktur und Funktion bewirkten (n=9)
oder b) SNPs mit einer MAf,1, die zu einer Veranderung des Transkriptiordiongs-
verhaltens fihrten (n=9), so wie es von dem ProgrdrastSNP (Yuan et al. 2006) vorherge-
sagt wurde. Zusatzlich wurden c) drei TLR-SNPs anfgnmen, von denen bereits bevor
unsere Studie begann beschrieben worden war, dasme Rolle bei Asthma spielen (n=3).
Der Ansatz ist damit eher auf bestimmte SNPs fdkusglie eine begrindete Hypothese lie-
fern, mit Asthma oder Atopie assoziiert zu sein gteht im Gegensatz zu einem Ansatz, der
sich auf ,tagging SNPs" beschrankt. Aul3erdem séehdelbstverstandlich im Gegensatz zu
den hypothesenfreien genomweiten Studien. Insgesamden 21 SNPs untersucht, welche
das Spektrum aller zehn im Menschen vorkommefddtGene Uberdecken. Samtliche aus-
gewdahlten SNPs wurden auf Assoziationen mit Astiimé den Varianten von Asthma (ato-
pisches, nicht-atopisches Asthma) getestet (Talkél)e Diese Analysen wurden in der Fall-
Kontroll-Population MDL1872 durchgeflhrt.
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Position relativ Asthma Atopisches Asthma Nicht-atopisches Asthma
Gen SNP  rs-Nummer zum ATG! Allele Lokation AAA% ATF® IE* MAF® (n = 369) (n=171) (n=171)
OR (95%-K,1§ p-Wert OR (95%-K,1§ p-Wert OR (95%-K.1§ p-Wert
TLR1 a rs5743594 -2299 C/T  Intron v 019 0,84(0,65-1,08) 0,184 0,99 (0,70-1,39)  0,9350,78 (0,55-1,11) 0,174
b rs5743595 -2192 T/C  Intron v 017 0,81(0,63-1,05) 0,119 0,54 (0,37-0,81) 0,002 1,07 (0,76-1,50) 0,708
c rs4833095 743 AG KDS Vv 0,23 0,82(0,64-1,05) 0,110 0,59 (0,41-0,83) 0,008 1,03(0,74-1,43) 0,848
TLR2 a rs4696480 -16934 T/IA  Promotor 050 1,10 (a84) 0504 1,31(0,89-1,94) 0,173 0,84 (0,59-1,19)0,322
b rs1898830 -15607 A/G  Promotor v 0,35 1,04(0,82-1,32) 0,750 0,87 (0,63-1,20)  0,3891,27 (0,91-1,77) 0,161
c rs3804099 597 T/IC  KDS 0,43 0,83(0,65-1,06) 138, 0,98 (0,70-1,38) 0,906 0,69 (0,50-0,96) 0,027
TLR3 a rs3775291 6301 CIT KDS Vv 029 0,85(0,67-1,09) 0,201 0,87 (0,62-1,21) 0,41 0,80(0,57-1,12) 0,199
TLR4 a rs2737190 -6687 A/G  Promotor v 0,32 1,32(1,04-1,68) 0,025 1,25(0,89-1,74) 0,195 1,41 (1,01-1,96) 0,045
b rs10759932 -5724 T/C  Promotor v 0,13 1,07(0,81-1,42) 0621 1,12 (0,76-1,64)  0,5741,15(0,79-1,67) 0,467
c rs4986791 4735 CIT KDS v 0,06 0,85(0,58-1,25) 0,397  0,65(0,36-1,18) 9,15 0,97 (0,58-1,62) 0,913
TLR5 a rs5744168 1174 cT  Kps v 0,05 1,11 (0,75-1,62) 0,605 0,89 (0,51-1,56) 9,68 1,18 (0,71-1,98) 0,525
b rs2072493 1775 AIG KDS ¥ 0,14 1,08(0,82-1,41) 0,588 0,99 (0,68-1,44)  0,9661,07 (0,74-1,54) 0,737
c rs5744174 1846 TIC  KDS Y 043 0,79(0,62-1,01) 0,061  0,85(0,60-1,19)  0,3420,75(0,53-1,04) 0,085
TLR6 a rs5743789 -2078 T/IA  Promotor v 0,18 0,78(0,61-1,01) 0,060 0,54 (0,37-0,79) 0,002 1,02 (0,72-1,42) 0,927
b rs5743810 745 CIT KDS Vv 0,40 1,20(0,93-1,53) 0,154 1,79 (1,24-258) 0,002 0,83(0,60-1,16) 0,276
TLR7 a rs179008 17962 AT KDS Y 0,23 0,81(0,55-1,20) 0,299  1,01(0,56-1,82) 0,982  @(745-1,22) 0,244
"0,99 (0,68-1,46) 0,976 0,92 (0,56-1,51) 0,751  1,40(0,84-2,35) 0,200
TLRS a rs3761624 -4824 A/G  Promotor v 0,25 0,94(064-1,37) 0,748 0,92(0,51-1,67) 0,786  @®69-1,55) 0,865
™1,16 (0,81-1,66) 0,421 0,99 (0,62-1,58) 0,962  1,33(0,80-2,22) 0,269
TLR9 a rs187084 -2871 T/C  Promotor v 0,42 1,33(1,03-1,71) 0,030 1,35(0,94-1,92) 0,101 1,18 (0,83-1,66) 0,353
b rs5743836 -2622 T/C  Promotor v 0,14 1,08(0,82-1,42) 0,600  1,04(0,71-1,52)  0,8311,16 (0,80-1,68) 0,440
TLR10 a  rs11096956 1032 GIT  KDS 0,19 0,90 (0,70-1,16)0,408  0,75(0,53-1,08) 0,121 1,07 (0,76-1,51) 0,682
b rs4129009 2323 AIG  KDS v 0,16 0,79 (0,61-1,03) 0,080 0,58 (0,39-0,86) 0,006 1,01 (0,71-1,43) 0,965T

Tabelle 26: Ergebnisse der Assoziationsstudien fi&1l SNPs aus der Familie defoll-like Rezeptoren in MDL1872

! Basierend auf Marz 2006: human reference sequ&eBI build 36.1)
2 SNP fiihrt zu einer Aminosaureénderung (AA=,amini¥
3 SNP verandert das Transkriptionsfaktorbindungswteshabasierend auf einer Analyse mit FastSNP (Tfaascription factor”)

* SNP verandert die Sequenz eines intronischen Beguelements basierend auf einer Analyse mitSRBt(IE=, Intronic enhancer")
> MAF=,minor allele frequency*
® OR (und 95%K.1.)=0dds Ratio und 95%-Konfidenzimger
8 signifikant nach Korrektur fir multiples TesterD[R-Korrektur nach Benjamini (Benjamini et al. 20p1)
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SNPs ausTLR4 und TLR9 zeigten ein erhdhtes Risiko fur AsthmBELR4 insbesondere flr
nicht-atopisches Asthma) in der nicht adjustierralyse. Dies blieb jedoch nach Korrektur
fur multiples Testen nicht signifikant. Dagegengten SNPs iTLR1, TLR6und TLR10star-

ke Uberwiegend protektive Effekte flr atopischeshAm. Lediglich ein SNP innerhalb des
TLR1-6-10Clusters verfehlte fur atopisches Asthma das 8igmizniveau nach Korrektur
fur multiples Testen. Eine vertiefende Analyse #eiguch die Homogenitéat dieser Effekte in
allen drei Stadten.

Die Frage, ob dieser Effekt eher ein auf Asthmderiehender oder ein reiner Atopieeffekt
ist, konnte im Rahmen der Fall-Kontroll-Studie riiglusreichend geklart werden, da dort auf
Grund der systematischen Selektion von AsthmatikigenAtopievariable nur in einer durch
das Studiendesign verzerrten Form vorlag und despesthend nicht ausgewertet werden
konnte. Daher wurden die signifikanten SNPS @uR1, TLR6 und TLR10noch einmal in
einer Querschnittspopulation aus Dresdner und Ma@cKindern, nadmlich in MD3099, un-
tersucht. Hier wurde ein signifikanter Effekt futopie tGber all diese SNPs vdiLR1 TLR6
und TLR1O0festgestellt, der auch nach Korrektur fur multgplBesten Bestand hatte. Aller-
dings konnte gezeigt werden, dass die Effekte tidpiaches Asthma, die ebenfalls nach Kor-
rektur fir multiples Testen signifikant blieben eiilalle SNPs deutlich hoher ausfielen als flr

Atopie ohne das gleichzeitige Auftreten von Asthffabelle 27).

Gen Asthma Nicht- Atopisches Atopie Atopie ohne
(n=272) atopisches Asthma (n=777% Asthma
Asthma (n=124) (n = 645)
(n=133)
TLR1 |b| 0,92 (0,70-1,21) 1,15 (0,79-1,67) 0,60 (0,38-0,93) 0,78 (0,65-0,94) 0,84 (0,68-1,02
p=0,561 p=0,461 p=0,021 p=0,009 p=0,075
c| 0,94 (0,73-1,21) 1,08 (0,76-1,54) 0,61 (0,41-0,91) 0,75 (0,63-0,89) 0,79 (0,66-0,95
p=0,635 p=0,664 p=0,014 p=0,001 p=0,012
TLR6 |a| 0,94 (0,72-1,24) 1,16 (0,80-1,67) 0,64 (0,42-0,98) 0,80 (0,67-0,96) 0,84 (0,69-1,03
p=0,664 p=0,437 p=0,038 p=0,015 p=0,087
b| 1,11 (0,85-1,44) 0,80 (0,56-1,15) 1,76 (1,16-2,67) 1,24 (1,04-1,47) 1,13 (0,94-1,36
p=0,457 p=0,228 p=0,007 p=0,017 p=0,202
TLR10 | b | 0,90 (0,68-1,19) 1,09 (0,75-1,59) 0,60 (0,38-0,95) 0,74 (0,62-0,90) 0,79 (0,64-0,96
p=0,467 p=0,647 p=0,026 p=0,002 p=0,019

Tabelle 27: Assoziationvon TLR1, TLR6 und TLR10 Polymorphismen mit Asthma, Atopie und Subformen
von Asthma und Atopie in einer Querschnittspopulatbn aus Dresdner und Minchner Kindern (MD3099).
Odds Ratio und 95%-Konfidenzintervalle fiir das domhante Modell werden gezeigt

! Anzahl der jeweiligen Félle im Phanotyp

" signifikant nach Korrektur fiir multiples Testen

Die Studie wurde durch funktionelle Untersuchundg@mplettiert. Quantitative Realtime-
PCR zeigte, dass Trager der selteneren, protekfilete in TLR1 TLR6und TLR10erh6hte
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MRNA Levels der entsprechendéhRsaufwiesen. Dies wurde mit Durchflusszytometrie auf
Proteinebene bestétigt. AuRerdem fuhrte die Stinason ,peripheral blood mononuclear
cells* (PBMCs) - gewonnen aus Tragern der seltanéiiele - mit spezifischen TLR2/1 und
TLR2/6 Liganden ex vivo zu einer erhohten inflamansichen Antwort sowie zu erhohter
Expression typischerI-Zytokine (IL-12 und IFNy) und verminderter 2-Antwort eines

Tr2-Zytokins (IL-4), verglichen mit Tragern der Wilghtallele (Kormann et al. 2008) (s.
Abbildung 30).

TLRI b/TLR6 a/TLRIO b TLRI b/TLR6 a/TLRIO b
— wildtype(n=9) — wildtype(n=9)
homozygous for rare alleles (n = 5) homozygous for rare alleles (n = 5)
TNF-o IFN-y
- P=0.
A 000 o P=0.045 C 8w 0.005
6000 - o0 ]
600 =
P=0.002
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S 3000 4 = 300 1
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Medium Pam CSK, LTA PGN Zymosan IL-1B [TLR2/1]  [TLR2/2]  [TLR2/6] [notTLR]

Abbildung 30: TLR1, TLR6 und TLR10 SNPs erhtéhen pranflammatorische und Thl-assoziierte Zyto-
kinlevels und reduzieren Th2-assoziierte ll4-Expresion nach TLR2/1 und TLR2/6 Stimulation

1 Ausschittung von TNBE-(A), IL-12 (B), IFN-y (C) und IL-4 (D) wurde in Zellkulturiberstandenttais ELI-
SA in Triplikaten gemessen

2 Saulen reprasentieren Mediane und Interquartitdabtt zwischen den verschiedenen Spendern
LTA=, Lipoteichoic acid"; PGN=Peptidoglykan.

Diese Effekte wurden nach Stimulation mit auss@&ieh TLR2-spezifischen Liganden (LTA
und PGN) nicht beobachtet. Dies deutet daraufdass diese Effekte durch die Heterodime-
risierung bedingt sind un@iLR1 sowie TLR6 die T-Zell abhangige Zytokinexpression nach
Stimulation regulieren. Leider konnte ein solcherduch furTLR10nicht durchgefihrt wer-
den, da hierfur bislang keine Liganden bekannt ware

Die Heterodimerisierung voiLR], TLR6 und TLR10mit TLR2 legt die Vermutung nahe,
dass Polymorphismen varLR2die Effekte inTLR1, 6und 10 modifizieren kdnnten.

Solche Interaktionen lie3en sich fur alle drei Patyphismen voiTLR2 nachweisen. Dabei
modifizierten die SNPs auELR1, TLR6oderTLR10den Effekt delTLR2SNPs immer der-
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art, dass starkere dominante protektive EffekteTdd®2SNPs gefunden wurden, wenn die
SNPs vorTLR1 TLR6undTLR10fur das seltene Allel stratifiziert wurden.
rs4129009TLR10 und rs4833099(LR] modifizierten den Effekt von rs3804092R2 auf
atopisches und nicht-atopisches Asthma. rs574339%1) und rs5743789(LR6 modifizier-
ten den Effekt von rs4696480(R2 fur atopisches Asthma. Und rs57435B4R1) modifi-
zierte den Effekt von rs1898830(R2 fur Asthma (Kormann 2007).
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4 Diskussion

4.1. Zusammenfassung wesentlicher Ergebnisse

Drei methodische Anndherungen zur Identifizierungnkheitsrelevanter Gene haben die
Forschung der letzten Jahrzehnte bestinget: Kandidatengenansatz, das ,positional clo-
ning“ und genomweite Assoziationsstudien. Im Rahmenvorliegenden Arbeit wurden drei
Studien behandelt, in denen Gene mit je einer agghaodischen Ann&herungen in Verbindung
gebracht werden. Die Ergebnisse fur SNPs auf Chsomol7 und dem dort befindlichen
Gen ORMDL3sind als Resultat der ersten durchgefiihrten GWAAfSithma zu verstehen.
Resultate fUADAM33konnen mit dem ,positional cloning“ in Verbinduggbracht werden;
und die Befunde einer Studie, welcher der Kandiggeansatz zugrunde liegt, reprasentie-
ren Ergebnisse fur dieLRs

Den Schwerpunkt der berichteten Ergebnisse stelierjiingsten Befunde der ersten GWA
fur Asthma dar. Dabei wurde ein neuer Locus aufo@tosom 17921 als Kandidatenregion
identifiziert, in der Polymorphismen das Risiko fisthma signifikant erhéhen. Fast alle
Replikationsstudien bestatigten diese Effekte, waheh die Effektstarken &hnlich den in der
Originalpublikation berichteten Odds Ratios vonatly5 entsprachen.

Aufgrund von Assoziationen der ,top hits" der GWAIitnerhohter Genexpression von
ORMDL3 wurden die Untersuchungen aDRMDL3 eingeengt, obgleich nicht auszuschlie-
Ren ist, dass andere Gene auf Chromosom 17g2ladibdfinhfluss auf die Entwicklung von
Asthma nehmen kdnnen. In einer vertiefenden Anatgsgte ein SNP, der in der GWA noch
nicht untersucht wurde, der Promotor-SNP rs8076481ORMDL3den starksten Effekt fur
atopisches Asthma.

Assoziationstests wurden auch von SNPs in den auhdsvon Sequenzhomologien mit
ORMDL3verwandten Gene@RMDL1undORMDL2durchgefihrtDabei zeigten sich eben-
falls Assoziationen von Polymorphismen dieser Geriteatopischem Asthma. Die Effekte
von Polymorphismen verschieder@RMDL-Gene waren dabei unabhangig. Dennoch nimmt
ORMDL3bisher in Anbetracht zahlreicher Replikationen enster Befunde aus funktionel-

len Untersuchungen die herausragende Stellung dar®dRMDLsein.
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Fur ADAM33wurden Assoziationen eines Haplotyps mit Asthmaisoserschiedener SNPs
mit nicht-atopischem Asthma gefunden. Diese Zusanind@ege waren jedoch nicht so stark
und zudem inkonsistent zwischen verschiedenen Rbpaén.

Aus der Kandidatengenstudie gingen Assoziationenitdr1, 6und 10 Polymorphismen mit
Atopie und atopischem Asthma hervor. Die Stimulatton PBMCs — gewonnen aus Tragern
der selteneren, protektivelLR1, 6und 10 Allele — mit spezifischen TLR2/1 und TLR2/6
Liganden erhdhte die Expression typischgk-Zytokine. Dies gibt erste Hinweise darauf, wie
die assoziiertemfLR SNPs den protektiven Effekt vermitteln kbnnten.

Die hier vorliegende Arbeit zeigt, dass durch Veamdieng verschiedener methodischer He-
rangehensweisen ein grofleres Spektrum genetisdmgtignen identifiziert werden kann,
die alle einen Einfluss auf Asthma oder bestimmbenfen von Asthma ausiben kénnen.
Nachfolgend soll diskutiert werden, wie die BefurmleORMDL3 ADAM33und denTLRs

im Kontext weiterer Studien zu bewerten sind, dosifve Assoziationen von genetischen

Determinanten mit Asthma berichten.
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4.2 Einordnung der Ergebnisse in Kontext der Asthma

4.2.1 Gene, deren Assoziation mit Asthma oft repliz

forschung

iert wurde

In einigen Arbeiten wurden Gene im Hinblick darauatersucht, wie oft ein Zusammenhang

mit Asthma und verwandten Phanotypen repliziertdearkonnte. Zwei bedeutende Uber-

sichtsarbeiten, welche die Kandidatengene fir Aatinit haufigen positiven Replikationen
darstellen, stammen von Ober (Ober et al. 2006)\erdelli (Vercelli 2008). Abbildung 31
zeigt die Anzahl der positiven Replikationen und drei Kandidatengen®DRB2, IL4Rund
HLADRB], die im Jahr 2008 an der Spitze der Gene lagendiéipositive Assoziationsstu-

dien mit Asthma berichtet wurden (Vercelli 2008).dieser Aufstellung der tber 30 Gene,

fur die ein Zusammenhang mit Asthma relativ haukgliziert wurde, findet sich auch
ADAMS33 jedoch nichtORMDL3 oderTLRs Stattdessen sind zahlreiche weitere in der vor-
liegenden Arbeit nicht betrachtete Gene aufgef(Abbildung 31).

Gene
GSTMI
G

¢
CTLa4
iLi3

L4

coi
SPINKS
ADRB2
HAVCRI
LC4s
LTA

TINF
HLA-DRBI
HLA-DQBI
HLA-DPBI
GPRA
NATZ
FCERIB
Ccls
GSTA
g
STATG
NOS]
CMA]T
IL4R
ccin
CCLS
ACE
TBXAZR
TGFB]
ADAMZ
GSTT1

Abbildung 31: Uberblick uiber die am haufigsten repizierten Gene
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4.2.2 Varianten der Definition von Replikation

In den Literaturrecherchen wurde nicht nur der Aus&nhang von Asthma mit einem spezi-
fischen Polymorphismus, sondern mit einer beliebigariante innerhalb eines Gens als die
zu replizierende Einheit herangezogen. So benMeteelli (Vercelli 2008) folgende Defini-
tion, um eine Replikation zu definieren: ,assodatof any asthma and asthma-related pheno-
types with any variant or combinations of variantshin the same gene”. Diesem Ansatz
stehen strengere Definitionen gegenuber. Die Vébang des Interesses vom SNP zum
Haplotyp, in deren Kontext gefordert wurde, dassratas Gen als der SNP die Einheit der
Replikation ist (Neale et al. 2004), bietet einakl&ungsansatz, warum Replikation nicht
ausschlieB3lich auf denselben SNP bezogen wird.

Dies kompliziert die Definition von Replikation, e verschiedene Entitdten kénnen zur Su-
che nach Replikationen herangezogen werden. Anemdésst sich Replikation in unter-
schiedlichen Variationen der Strenge definieremeBReplikationsmatrix (Tabelle 28) beur-
teilt dabei, wie genau Replikationsstudien im Hioklauf Genotyp und Phénotyp tatsachlich
das ursprungliche Ergebnis einer Assoziationsstwikeler zeigen. Noch weiter kompliziert
sich die Replikationsdefinition, wenn diese Matnriter aufgefachert wird, je nachdem wel-

che genetischen Modelle unterschiedlichen Untersugén zugrunde gelegt sind.

Definition des Replikations- | Definition des Replikationskriteriums in Hinblick a uf
kriteriums im Hinblick auf den untersuchten Phanotyps
den untersuchten Genotyp streng milde
streng gleicher SNP, gleicher SNP,
gleicher Phanotyp anderer Phanotyp
milde anderer SNP, anderer SNP,
gleicher Phanotyp anderer Phanotyp

Tabelle 28: Replikationsmatrix, um den Grad der Evidenz einer Replikation einzuordnen
In Anlehnung an Holloway (Holloway et al. 2007)

Ob man die Replikationen in einem weiteren odesrgferen Sinne auffassen sollte, ist nicht
geklart und wird noch diskutiert (Vercelli 2008)el@ es darum, einen kausalen Locus zu
identifizieren, so durften engere Definitionen #ibrender sein. Die Definition der zu be-
trachtenden Einheit wirkt sich zwangslaufig auf Brgebnisse au®ADAM33ist ein sehr gu-

tes Beispiel, wie abhangig Replikationen von dddefinition sind.

4.2.3 ORMDLs im Kontext der Replikationsstudien

Starke Assoziation mit Asthma von Polymorphismes @ensORMDL3und einiger benach-
barter SNPs sind das Resultat der GWA, einer hgsathfreien, statistisch geleiteten Anné-
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herung an die Identifizierung von Asthmagenen. Biredzahl von Replikationen dort gefun-
dener Zusammenhange mit Asthma zeigt, dass GWAgliatengene ausfindig machen
kénnen, die konsistent mit Krankheiten assoziiertl.sEinige der durch die GWA identifi-
zierten SNPs genlgten dabei sogar dem strengsteiik&mnskriterium (Replikation einer
Assoziation des gleichen SNPs mit dem gleichen &gain Zu nennen ist hierbei unter ande-
rem der ,top hit* rs7261389 aus der GWA, dessenoaisdion mit Asthma bereits in sechs
Publikationen bestétigt wurde (Bisgaard et al. 2@B8lanter et al. 2008; Hirota et al. 2008;
Sleiman et al. 2008; Tavendale et al. 2008; WU.&1098).

Letztgenannter SNP wird nicht dem G&RMDL3 sondern dem Ge&SDML zugeordnet.
Jedoch belegen weitere Resultate die herausragietieng vonORMDL3bei der Entwick-
lung von Asthma. So konnte auch der Effekt des tionkll relevanten SNP rs8076131 von
ORMDL3auf Asthma bis jetzt dreimal (Bouzigon et al. 20G&lanter et al. 2008; Madore et
al. 2008) repliziert werden. Beide SNPs (rs7261388076131) zeigten ebenso wie die meis-
ten mit Asthma assoziierten SNPs auf dem Locus 17Zgqflem eine hohe Konsistenz des
Effekts Gber die verschiedenen Studienzentren {&msLeipzig, Minchen).

SNP rs8076131, der in der Promotorregion Y@RMDL3 liegt, zeigte dabei den starksten
Effekt auf atopisches Asthma in der gepoolten S&toplopulation (DLM4264). Auch dieser
Effekt war homogen Uber die Studienzentren von Kindaus Dresden, Minchen und Leip-
zig. Polymorphismen von 17921 waren zudem nichtimuRahmen globaler Genxpression-
sanalyse bei der ersten GWA zu Asthma stark undiktant mit SNPs auf dem gleichen
Chromosom mit Transkriptionsleveln v@RMDL3assoziiert (Moffatt et al. 2007). Der SNP
rs7261389 beeinflusste die Expression @RMDL3auch in einer anderweitig durchgefihr-
ten genomweiten Expressionsstudie (Duan et al. 2008

Weitere Untersuchungen eines Promotor-SNPs @BMDL3 zeigten, dass in Anwesenheit
des C-Allels des SNPs rs8076131 die Promotoradtiaignifikant erhoht ist. Daftir konnte
eine starkere Bindung der TranskriptionsfaktorerFU8nd 2 verantwortlich sein. USF1 re-
guliert Gene des Glukose- und Lipidmetabolismus ish@inbezogen in Vorgange, die man
als Grunde fur Diabetes, eine andere komplexe fiaommatorische Erkrankung, vermutet
(Holzapfel et al. 2008). Alternatives Bindungsvétdra der Transkriptionsfaktoren USF1/2
konnte eine Erklarung fur die unterschiedlichen fegpionslevels voORMDL3 sein, auch
wenn damit nicht geklart ist, wi@RMDL3Asthma beeinflusst.

Die Ergebnisse fUORMDL2 und ORMDL1 sind deutlich vorsichtiger zu interperetieren.
Zwar wurden auch fur Polymorphismen dieser GeneoAationen mit atopischem Asthma

gezeigt, doch fehlt es hier noch an unabhangigeil¢ionen und funktionellen Belegen.
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Keines der in der ersten genomweiten Studien fithrAa identifizierten Gene auf Chromo-
som 17 wurde bisher in Ubersichtsarbeiten, die bialifig berichteten positiven Assoziatio-
nen von Genen mit Asthma widmen, aufgefiihrt. Digdtd eindeutig darin begriindet sein,
dass zu diesen Genen zum entsprechenden Zeitpunktegrenzt weitere Studien durchge-
fuhrt wurden. Im Rahmen der vielen durchgefiihrtess@¥iationsstudien und rapider Fort-
schritte, die sich nicht zuletzt in den Ergebnissen GWAs auf3ern, ist es sehr schwierig,
solche Uberblicksarbeiten aktuell zu halten.

ORMDL3ist ein Gen, das aus einer genomweiten Studiesthinrda hervorgeht. MIEHI3L1
(Chitinase 3-like 1) fehlt in der UbersichtarbedinvVercelli ein weiteres Gen, das aus einer
genomweiten Studie hervorgeht. Da dieses Gen amchinblick auf Asthma untersucht
wurde, ist es von hoher Bedeutung fur die gegengeiRiskussion mdglicher Asthmagene.
Ober et al. betrachteten ,human cartilage glycandt(YKL)-40, ein Glykoprotein, als mog-
lichen Marker fir Asthma, weil sich die Werte voiKlY-40 in der Lunge und im Blutkreis-
lauf von Patienten mit schwerem Asthma erhdht eeigChupp et al. 2007). Sie stellten da-
her die Hypothese auf, da€#1I13L1 als das Gen, welches fur YKL-40 kodiert, eine wig
Rolle bei der Entwicklung von Asthma spielen migsd fihrten eine genomweite Studie an
einer Population von Hutterern, einer tief religitsdBevdlkerungsgemeinschatft, die eher ab-
geschottet von ihrer Umwelt lebt, durch (Ober e2808). Tatsachlich war e@HI3L1 Pro-
motor-SNP (rs4950928) mit erhdhten Werten von YKLifh Serum assoziiert. Dieser SNP
zeigte auch einen Zusammenhang mit Asthma, BHRLumgienfunktion. Derselbe Zusam-
menhang des SNPs mit Asthma konnte in der glei¢hdniikation in zwei Fall-Kontroll-
Studien nachgewiesen werden. Ober et al. folgedassCHI3L1 ein Kandidatengen fur
Asthma, BHR und reduzierte Lungenfunktion ist unkdodte YKL-40-Werte als Marker fur

Asthma und verschlechterte Lungenfunktion fungid@nnen.

4.2.4 ADAMS33 im Kontext der Replikationsstudien

Der Zusammenhang vOADAM33 mit Asthma zeigt sich sehr konsistent, wenn das &s
die zu replizierende Einheit herangezogen wirdodedzeigt keirADAM33 SNP eine konsi-
stente Assoziation mit Asthma oder einem anderémétyp in den veroffentlichten Replika-
tionsstudien. Dies ist auch aus Tabelle 29 ersithttlie einen Uberblick tiber Ergebnisse auf
SNP-Ebene in Studien, die vor 2006 publiziert wargibt. Auf Einzel-SNP-Ebene ist
ADAMS33 damit auch ein passendes Beispiel fir anfanglterke Befunde mit deutlichen

Inkonsistenzen in nachfolgenden Studien (Bossé 20a7).
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Studie Studienpopulation ADAM33 SNPs und berichtete Assoziationen mit AsthmaBHR oder Atopie*
— N N : Py :
FK=Fall-Kontroll-Studie | N- Falle/Kontrol-| o\ 10y g | g | g1 | st | s2 | ST+l sT+d sTeb sTef Ti| T2 T | v | vi | va
FA=Familienstudie len, Familien
Van E US/UK kombiniert (FK) 130/217 neg | neg| neg| neg A A neg neg A neg A ndg neg neg Aeg n A
((:ieivr:agf?:t UK (FK) (nicht berichtet) | A neg | neg| neg A A A neg A neg neg neg neg neg A negA
al. 2002) UsS (FK) (nicht berichtet) | neg A A A neg | neg neg neg neg neg neg A i\ A neg mnegeg
US/UK (FA) 460fa (1840) A B neg| neg| neg
) Mexikanisch (FK) 190/160 neg neg neg ne§ neg  neg
(nggozt)al' Puerto Ricanisch (FK) 183/165 neg neg neg ne§ neg  neg
Mexik./Puerto R. (FA) 583fa (1749) neg neg neg ne§y neg  neg
Nichtspanisch Weil3 (FA 474 (1462) neg neg neg neg neg neg eg  neg neg
é?%%%i; Spanisch (FA) 47 (149) neg neg neg neg A neg A ngg neg
Afroamerikanisch (FA) 66 (203) neg neg neg neg neg neg neg  neg neg
(Werner et Deutsch (FK) 48/499 neg | neg neg| neg ne neg neg neg B A neg neg negg | ne neg
al. 2004) Deutsch (FA) 171fa (732) ':E neg neg| negl nedq B,AB neg A A neg neg neg neg neg neg
Afroamerikanisch (FK) 161/265 neg A AT neg neg neg neg AT
(HeOtVZl?rd US WeiB (FK) 220/228 neg | RAT neg A | A AT| AAT neg neg
2003) US Spanisch (FK) 113/127 neg | A AT neg| AAT | AAT AT neg
Hollander WeiR (FK) 180/133 AT | AT neg AAT| neg| neg AT A
(Blakey et Islandisch (FK) 348/262 neg neg| neg| neg neg neg neg neg neg neg neg | neg neg
al. 2005) UK (Fa) 60fa (240) neg neg| neg| neg neg neg neg neg eg neg |neg | neeg

Tabelle 29: Widerspruchliche Befunde von Replikatiasstudien fir SNPs vomMADAM 33

1Assoziation mit Asthma (=A), BHR (=B), Asthma + BHRAB) oder Atopie (=AT) in verschiedenen Studi&NPs, die untersucht wurden, aber nicht signifikessbziiert waren=neg

o O~ WDN

Hier wurde nur ein Trend gefunden (0sps0,06)
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in Fall-Kontroll-Studien die Anzahl von Fallen uKdntrollen, bei Familienstudien die Anzahl von Fheni und Individuen
265 Mexikanische Familien und 318 Puerto Ricanis&dmilien, keine Assoziation weder in einer einealmoch in der gepoolten Population

in der Studie von Raby et al. wurden zusétzliclsN®s untersucht: G1, 11, KL+3, N1, S+1, T+2, V-3.XKeiner dieser zusatzlichen SNPs zeigte dort Ags®ziation mit Asthma.
N bedeutet hier die maximale Anzahl erfolgreichajgpisierter Personen.
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Auf Haplotypebene lassen sich unterschiedliche iStudheist nicht vergleichen, da unter-
schiedliche SNPs in die Untersuchungen einbezogedem. Dies zeigt einen weiteren Nach-
teil der weichen Definition von Replikation. Bener Replikation fir Assoziationen mit den-
selben SNPs lassen sich auch exakt dieselben Kpplotuntersuchen. Auch Veroffentli-
chungen jungerer Zeit bleiben widersprichlich uetidupten zum Teil die Bedeutung von
ADAMS33 bezlglich Asthma (Lee et al. 2006) oder konnerdetiem keine Assoziation mit
Asthma nachweisen (Wang, P. et al. 2006; Hersth @087). Macht man ein strenges Repli-
kationskriterium zum Malf3stab, so ist die Rolle VBRAM33 sehr zweifelhaft, denn keine
Assoziation eines SNPs vé&fDAM33mit einem asthmarelevanten Phanotyp lasst sickikon
stent finden.

In weiterem Sinne bleibADAM33 dennoch ein interessanter Kandidat fur Asthmasida
immer wieder Assoziationen mit Asthma zeigen. Dea@aue Lokalisation und Funktion eines
Locus, der diese Zusammenhange bedingt, ist abgekidrt. Unklar bleibt auch, ob nicht
vielleicht eines der benachbarten Gene fur die Assion mit Asthma verantwortlich ge-
macht werden kann, d@DAM33in hohem LD mit benachbarten Genen ist (Wjst 200/¢
Rolle vonADAM33in der Asthmaentwicklung bleibt daher im Gesandttkibntrovers und
weitere genetische Studien werden bendtigt, beasr@en einhellige Akzeptanz als wichti-
ger genetischer Regulator von Asthma oder verwarltéginotypen bekommt (Kere et al.
2004).

Eine systematische Untersuchung der Rolle ABAM33in Form einer Sequenzierung von
ADAMS33 und umgebender Regionen mit nachfolgenden Assozsstudien von ,tagging
SNPs" sowie funktionelle Untersuchungen fir besttmi8NPs, die in Assoziationsstudien
haufig repliziert wurden, kénnte helfen, die Rollen ADAM33 zu prazisieren. Auch eine
Einengung des Replikationskriteriums sowie die Wuehung identischer Haplotypen und
Phanotypen konnten hilfreiche Informationen liefeselbst wenn sich dabei herausstellen
sollte, dassADAM33 eben nicht bedeutend fir die Entwicklung von Asthst. Die Mecha-
nismen vorADAM33sind sehr komplex und beziehen viele verschiedédglichkeiten ein
(Cakebread et al. 2004). Neuere UntersuchungereizARiDAM33auch als Kandidatengen fur
atopische Dermatitis (Matsusue et al. 2008) oderi&ss (Siroux et al. 2008; Li, Y. et al.
2009), so dass es vielleicht dulBBDAM33bedingte Mechanismen gibt, die sich in verschie-
denen Phanotypen auf3ern.

Insofern missen die Pathomechanismen, mit denenMEBRAassoziiert ist, nicht auf Lungen-
funktion oder Umbauprozesse der Atemwege beschis#iki wie anfanglich vermutet wur-

de. Der Krankheitsmechanismus, welcher aus detrtigehen Variation, die in den Genen des
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»positional cloning” identifiziert wurde, resultierist weitgehend unbekannt (Laitinen 2007).
Ebenso sind die Interaktionen der kodierten Preteind deren biologische Relevanz in Sig-
nalwegen noch wenig verstanden. Dies gilt im Monféntdie meisten Gene, welche durch
»positional cloning® identifiziert wurden, obwohkevereinzelt Hypothesen tber deren Funk-
tion gibt.

ADAM33 ist nur ein Beispiel fur ein Gen, welches durclospional cloning” identifiziert
wurde. Nach der Entdeckung v&(DAM33 wurden weitere positionelle Kandidatengene fir
Asthma oder verwandte Phanotypen entdeckt. DazdrgePHF11 (Zhang, Y. et al. 2003),
DPP10 (Allen et al. 2003)NPSR1(Laitinen et al. 2004), auch bekannt unter dem Name
GPR1540der GPRA CYFIP2 (Noguchi et al. 2005)HLA-G (Nicolae et al. 2005)RAKM
(Balaci et al. 2007) un@OL29A1(Soderhall et al. 2007). Eine Replikationsstudie, Asso-
ziationen mit Asthma fur funf Gene, die aus demsjponal cloning“ hervorgehen, in zwei
Kohorten untersuchte, liefert Unterstitzung fur Biedeutung der genetischen Variation in
GPR154NPSR) undPHF11fur Asthma (Hersh et al. 2007), nicht ®DAM33 Am starks-
ten waren dabei die Bestatigungen &PRA.SNPs vonGPRAwaren in fast allen grofReren
Replikationsstudien mit Asthma assoziiert, jedotshbden die kausale Variante sowie die da-
fur verantwortlichen Mechanismen noch aufzudeclBosée et al. 2007).

Herausforderungen bei Studien, welche Gene unteesicdie durch ,positional cloning*
identifiziert werden, bestehen somit in zweierlensicht. Einerseits sollte der fur einen Pha-
notyp hypothetisierte Locus weiter eingegrenzt wardAndererseits ist eine Funktion des

Gens oder bestimmter Varianten des Locus zu ergnind

4.2.5 TLRs im Kontext der Replikationsstudien

Assoziationen voLR1, 6und 10 Polymorphismen mit Atopie und atopischem Asthma, d
Korrekturverfahren flr multiples Testen standhieltend homogen Uber verschiedene Stu-
dienzentren beobachtet wurden, gingen aus einedidatengenstudie hervor (Kormann et al.
2008). Bislang gibt es keine Studie, welche diesgebnisse von 2008 exakt zu replizieren
versuchte. Jedoch gibt es einige Belege, welchgniRwphismen in den GendrLR1, 6und

10 mit der Entstehung von Asthma in Verbindung brmg&o war der SNP rs5743810
(TLRO), der einen deutlichen Zusammenhang nicht nuatopischem Asthma, sondern auch
mit Asthma zeigte, bereits in anderen Studien nsthAa assoziiert (Tantisira et al. 2004,
Hoffjan et al. 2005). Eine weitere Studie, in d&r Randidatengene auf Assoziationen mit
Asthma in vier Populationen untersucht wurden, teekfvidenz fir den Zusammenhang von
TLR10und atopischem Asthma (Daley et al. 2009). Danetmnein Haplotyp, der SNPs des
Locus auf Chromosom 4, dét.R6und TLR10einschliel3t, mit Asthma assoziiert (Puthothu
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et al. 2006). Eigene Daten belegen, dass Haplotyipen den gesamten Locus, also mit Ein-
beziehung der SNPs van.R1, 6und 10, nicht nur mit atopischem Asthma, sondern auch mit
Asthma assoziiert waren.

Interessanterweise wurddihRsbislang nicht als Hits in einer der genomweitend&tn ent-
deckt. Auffallig dabei ist, dass keiner der assomin SNPs defLRsaus der Publikation
2008 (Kormann et al. 2008) in die Analysen der GWAAsthma Uberhaupt einging. Daher
wurden als Annaherung Assoziationen mit Asthmadiérauf dem lllumina Chip vorhande-
nen SNPs durchgefiihrt, die in Regionen @eRslagen. Hierbei wurde unter Annahme des
dominanten Modells eine signifikante Assoziatiom &inen SNP vorTLR6 (rs7147) mit
Asthma detektiert. Daneben wurden weitere Trend35¢@<0,1) flir Asthma flr die SNPs
rs337609, rs337623, rs9992667 (TWR1), rs337609, rs337623, rs9992667 (fTlwRO sowie
rs1962053 und rs337609 (fILR1Q entdeckt (unveréffentlichte Daten).

Hier zeigt sich zwar eine weniger strenge FormRigplikation, da Assoziation nur auf Gen-
ebene und mit einem anderen Phanotyp nachgewiesdn Dennoch lassen sich aus den
GWA-Daten Hinweise entnehmen, die fir eine Bestiditigdes Zusammenhangs dédR1-6-
10-Clusters mit Asthma sprechen. Dafur spricht wettiass Asthma in der GWA-Population
eher atopischem Asthma entspricht, da laut sulektinschatzung der Kliniker der Grol3-
teil der dort untersuchten Kinder atopisch wareadings ist diese vage Definition nicht aus-
reichend, um sie mit der genauen Atopie-Messun¢ehiPrick-Test vergleichen zu kénnen.
Um zu den haufig replizierten Asthmagenen gezahtden zu kbénnen, bedarf es noch weite-
rer Bestatigungen der Assoziation vboR1, 6oder10 mit atopischem Asthma, die auch hier
um so glaubhafter ausfallen, desto strenger didilejonskriterien sind.

SNPs vonTLR1, 6und 10 liegen alle auf Chromosom 4p4 und zeigen ein h&tgsplungs-
ungleichgewicht. Wahrend dies einen gemeinsameekgftler von einem Locus ausgelost
wird, vermuten lasst, weisen die unabhéngigen Edfekon SNPs iMLR1und TLR6 auf die
Zytokinexpression in den in vitro Studien eher sepparate Mechanismen hin. Auch hier sind
jedoch weitere Studien auf funktioneller Ebene giga. Aul3erdem steht eine systematische
Untersuchung der gesamten Region, z.B. in Fornr éinéersuchung mittels ,tagging SNPs"
noch aus. DefLR6 SNP rs5743810 ist zudem ein Kandidat fur weiterkfionelle Studien,
da dieser konsistent mit Asthma assoziierte SNReiner Aminoséaureanderung (Ser/Pro)
fuhrt.

Neben demTLR1-6-10Cluster bleiben auch andeféRsbei der Untersuchung von Zusam-
menhangen genetischer Determinanten und Asthmadnteresse. Dies geht aus Studien her-

vor, dieTLR2, 4und 9 einbezogen haben, also jefieRs welche im Rahmen der eigenen
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Arbeit zumindest in der nicht fir multiples Testadjustierten Analyse zu signifikanten Er-
gebnissen fuhrten. Belege von Assoziationen di@sere mit atopischen Erkrankungen geben
verschiedene Studien, in denen z.B. eine Assoniatm TLR4mit Heuschnupfen und Atopie
(Senthilselvan et al. 2008) oder die Assoziatios Belymorphismus rs5743836 vdiLR9
mit dem Auftreten von Asthma gezeigt wurde (Lazaetigl. 2003). Es wurde auch gezeigt,
wie dabei die Umwelt genetische Assoziation modgifie (Eder et al. 2004) oder wie die
genetische Variation den Umwelteffekt modifizie(Werner et al. 2003; Bieli et al. 2007)
(sogenannte Gen-Umwelt-Interaktion). Exposition Entdotoxin schitzt Atopiker vor Asth-
ma oder Giemen und erhdht das Risiko fur nicht iathges Asthma oder Giemen (Braun-
Fahrlander et al. 2002; Douwes et al. 2002; Smi#\.Let al. 2008). Dies belegt die Wichtig-
keit, getrennte Analysen flur atopisches und nitbpiaches Asthma durchzufiihren und be-
grindet es, didLRsin Interaktionsanalysen mit der Umwelt einzubeerehH&aufig wird
auchCD14 als weiteres Gen in der Gruppe der Gene, die flistdterkennungsrezeptoren
kodieren, in die Analysen einbezogen.

In einer Population von Erwachsenen wurden SNPSTRIL?, 4und 9 zusammen mi€CD14
nicht nur auf ihre Assoziation mit Asthma, sondauach auf die Modifikation des Umweltein-
flusses betrachtet (Smit, L. A. et al. 2008). Dabarde die Umweltvariable als Leben auf
dem Land im Alter von weniger als einem Jahr defini

Ein SNP vonTLR2(rs3804099) modifizierte bei nicht atopischen As#tikern den Umwelt-
effekt, so dass flur nicht-atopisches Asthma dieg@nal protektiv (TT) und einmal ein Risi-
ko (Trager des C-Allels: CT+CC) bedeutete (Smit,AL.et al. 2008). Der dort assoziierte
SNP rs3804099 modifizierte ebenso wie ein weit&dP vonTLR2 (rs4696480) innerhalb
unserer Population die Effekte vdiR1, 6und 10 PolymorphismenTLR2, TLR4und TLR9
Varianten zeigten fir die Haupteffekte bei uns zwar Borderline-Assoziationen, mogli-
cherweise liegt deren bedeutsame Rolle aber inEffektmodifikation anderer SNPs oder
umweltbezogener Variablen. Eine Gen-Umwelt-Intécakiwvurde auch in einer Studie von
Eder (Eder et al. 2004) gezeigt. Bauernkinder,aiiie T-Allel des SNPs rs4696480 tragen,
sind dabei signifikant weniger gegeniber denenchei dieses Allel fehlte, gefahrdet, eine
Asthmadiagnose zu erhalten oder akute Asthmasyngtbmw. Atopie zu entwickeln.

So bleibt die Rolle voALR2fur verschiedene Varianten der Interaktionsanalyssn Inte-
resse: einerseits fur die Interaktion MitR1, TLR6und TLR1Q da es durch die Heterodime-
risierung auch eine plausible Hypothese gibt, inveit SNPs dieser Gene biologisch inter-

agieren konnten, andererseits fir die Interaktianumwelteinflissen.
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Die Einbeziehung von Effektmodifikationen in die $wertungen wurde zu Beginn genom-
weiter Assoziationsstudien noch als zu komplex legetcund hatte nicht die gleiche Bedeu-
tung wie die Identifizierung sogenannter Hits. Imshen lassen sich Interaktionsanalysen
aber in verschiedener Weise genomweit durchfihneshei hier logistische Regressionen
oder die Verwendung von ,case only“-Studien vortiesgen wurden (Murcray et al. 2009).
Gerade im Rahmen des Paradigmas, dass Interaktsamem wichtigen Beitrag zur Erklarung
komplexer Krankheiten leisten kdnnen, sind diese&ze von hohem Interesse und kdnnten
bereits bekannte Effektmodifikationen vahRs bestatigen. Hingewiesen sei noch auf eine
Studie, dieTLR7und TLR8als neue Kandidatengene zeigt (Moller-Larsen.€2@)8). Dieser
Befund konnte in unsren Daten jedoch nicht begtétayden. So sind di€LRsKandidaten-
gene fur Asthma mit hoher Evidenz. Fir PolymorplesnaonTLR1, 6 und 1Q@vurden sogar
bereits Einflisse auf die Zytokinexpression nachgs@n. Funktionelle Studien, welche
Asthma plausibel begrinden, untermauern die Bedsksit eines Gens.

Die TLRssind nur ein Beispiel fir Gene aus einer Kandigéastudie, aus der Assoziatio-
nen mit Asthma hervorgehen. Es gibt jedoch zahiesiandere Gene, die in Kandidaten-
genstudien untersucht wurden. In diesen Arbeitemezachiedenen Genen wurden dabei ent-
weder keine Assoziationen mit Asthma gefunden @iddche Assoziationen entdeckt. Am
haufigsten wurden Assoziationen fur die GeleADRBJ1, ADRB2undIL4R berichtet. Daher
soll auf deren Funktion kurz eingegangen werden.

Die klinische Komponente vorRLADRBJ], das im Haupthistokompatibilitatskomplex auf
dem kurzen Arm von Chromosom 6 lokalisiert istgtien der Forderung der Allergien auf die
Hausstaubmilbe begriindet. Das Zytokincluster AiRB2 und IL4R liegt auf Chromosom
5g31-33. Der adrenerg®-Rezeptor hat dabei vor allem eine Bedeutung férRharmakoki-
netik, daf3,-Agonisten als Mdglichkeit fur die Behandlung deoBchokonstriktion betrachtet
wurden. Hingegen gehort dir-4-Rezeptor IL4-R) nebenlL-4 undIL-13 zu den Schlussel-
genen der §2-Signalkaskade. Aucl.-4 undIL-13 gehéren den Genen an, fur die in Kandi-
datengenstudien positive Assoziationen haufig zegpti wurden. IL-4 und IL-4R sind Protei-
ne, von denen nachweislich bekannt ist, dass @elgk-Produktion induzieren. FiL4-
Rezeptorwurden auch nichtsynonyme SNPs in Exon 12 nachegami (Wenzel et al. 2007).
Ein Beispiel fur eine strenge Replikation aus deontéxt der Kandidatengene ist der Zu-
sammenhang voiL13 und Gesamt-IgE. Dabei zeigte sich ein bestimmudyrRorphismus
konsistent mit exakt demselben Phanotyp assozideese Beispiele belegen, dass ein Nach-
weis funktioneller Wirkungsweisen fur einen SNP wlad Auffinden einer Assoziation dieses
SNPs mit einem allergierelevanten Phé&notyp hochekert sind.
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4.2.6 Methodologische Uberlegungen zu GWAs

4.2.6.1 Publikationsbias

Bislang gibt es wenige Untersuchungen, welche dierlappung von Resultaten, die aus den
verschiedenen Ansatzen zur ldentifizierung von Astenen entstehen, zeigt. Wenn ein Gen
jedoch einen tatsachlich kausalen Zusammenhand\stitmaentstehung aufweist, ware zu
hoffen, dass jede der Herangehensweisen auf digsestolt. Ansonsten waren methodolo-
gische Schwéchen bei der Suche nach Asthmagenengdinden.

Wie berichtet liel3 sich keines der in der erstemogaweiten Studien fur Asthma identifizier-
ten Gene auf Chromosom 17 in der Ubersichtsarbigitiavfinden, welche Gene auffihrt,
deren Assoziation mit Asthma relevanten Phanotypairfig repliziert wurde. Der oben auf-
gefuhrte Uberblick (Abbildung 31) wurde 2008 puldiz, baut auf einer zwei Jahre zuvor
durchgefihrten Publikation auf (Ober et al. 2006yl gibt auch explizit die Kandidaten an,
die im Zeitraum zwischen diesen beiden Studien wmeatersucht wurden. Dabei haben im
Zeitraum von 2006 bis 2008 neue Gene an Relevanargeen, wobei vor allem Filaggrin zu
nennen ist. Filaggrin scheint jedoch eine starkeodle bei atopischer Dermatitis als bei
Asthma auszuiben (Moffatt 2008). Mit dem Wissen 2009 dirfte mit ziemlicher Sicher-
heit ORMDL3auch in Uberblicksarbeiten aufgefiihrt sein.

Die Rolle von Genen, die aus solchen Listen al®mesrs bedeutsam hervorgehen, soll zu-
mindest durch zwei weitere Einwande relativiert desr. Zunéchst gibt es einen Publika-
tionsbias zugunsten positiver Berichte, da Negafinhde seltener verotffentlicht werden.
Insofern ware die Wertigkeit solcher Literaturreaten noch héher, wenn negative Befunde
in geeigneter Form den positiven Berichten entgggstellt werden kdnnten. MalRe in Ab-
hangigkeit von Studien, die sowohl Berichte positissoziationen als auch deren Fehlen
einschlie3en, kdnnten ein anderes Bild vermitteier sind z.B. einige der Negativstudien zu
ADAM33 zu nennen. AulRerdem gibt es ein Ungleichgewickiibkch Uberhaupt durchge-
fuhrter Studien. Gene, die seit langerem als Kaatdiu gelten, wurden haufiger untersucht
und weisen somit eine hohere Wahrscheinlichkeit laeif den héufig replizierten Genen vor-
ne zu stehen.

Gerade durch die Moglichkeiten der GWAs ist davaszagehen, dass in nachster Zeit noch
zahlreiche weitere Gene detektiert werden konnienhier nicht aufgefihrt sind.

GWAs missen sich hingegen hinsichtlich anderer dirdgitisch prifen lassen. Die GWA
basiert auf der Idee, durch Einbeziehung von SMR&he das gesamte Genom reprasentie-

ren, auch genomweit auf Assoziation von genetisdlagiation mit einem Phanotyp zu testen
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und dabei die fur eine Krankheit relevanten Effekddinden. Damit einher gehen die Fragen,
wie komplett die Stichprobe untersuchter SNPs daso@ tatséchlich beschreibt und ob

wirklich alle relevanten Effekte durch die GWA geflen werden.

4.2.6.2 ,Coverage”

Im gunstigsten Fall kann man bei GWAs den kausativecus auf Grund einer entdeckten,
hohen Assoziation mit dem untersuchten Phanotygktfinden. Dies ware zum Beispiel der
Fall, wenn der auf dem Chip befindliche SNP rs7&B53ler ,top hit* der ersten genomwei-
ten GWA zu Asthma sich auch als ursachlich fur Asthherauskristallieren wirde. Auch
wenn bei GWAs inzwischen bis zu einer Million SNfsichzeitig typisiert werden kénnen,
so gibt es immer noch Regionen, die durch die Chigist erfasst werden.

Gewohnlich wird jeder SNP auf den Chips sorgfalbg Wissenschaftlern ausgewéhlt, wobei
die Auswahl darauf beruht, ein mdglichst hohes grage*, tber das Genom zu erhalten. Das
.coverage“, definiert als der Anteil von haufigeMs, die durch die SNPs auf dem Chip
abgedeckt sind (Barrett et al. 2006), variiert tdees Genom (Li, M. et al. 2008).

Da Chips eher im Hinblick auf ein hohes ,coveragestellt sind als im Hinblick auf die Ein-
beziehung bekannter Effekte aus anderen Studienpicees vor, dass Loci, die aus Kandida-
tengenstudien hervorgingen, auf den Chips gar midat nur teilweise zu finden sind.

So zeigte sich, dass die Ergebnisse aus der Kaedgienstudie deFLRsmit den Ergebnis-
sen der ersten GWA fiir Asthma nicht direkt abzuglen waren, da keiner der 21 SNPs, die
in der durchgefuhrten Kandidatengenstudie analysiarden, in die Analysen der GWA ein-
ging. Auch die in der Kandidatengenstudie untertrcisNPs voiADAM33fehlten auf dem
Chip.

Gewohnlich sollten die Marker dicht genug gese&h,sum zumindest durch LD auch die
Allelzustande der Marker aufdecken zu konnen, dohtntypisiert werden. Daher wurden
eigene Malie entwickelt, welche das ,coverage“ hedobn (Jorgenson et al. 2006). Das
,coverage” ist ein Mald dafir, wie gut die genotygriten SNPs alle Varianten im Genom
reflektieren und ist bestimmt durch den Grad von 2adischen dem Set von SNPs, welche
genotypisiert werden und den SNPs, die nicht tgpiswerden. Haufig werden ,tagging
SNPs* verwendet, um kosteneffizient vorgehen zunlkdr) ohne Information zu verlieren.
Hierbei sind verschiedene Szenarien denkbar. Sa kanauch bei GWAs geschehen, dass
man nur die fur einen Phanotyp relevante Regiaifstind eine nachfolgende Feinkartierung
notwendig ist, Varianten zu finden, denen man ehee kausale Rolle fir den Phénotyp zu-
schreibt. So besteht zum Beispiel hohes LD zwischamanten vonORMDL3 die nicht in

126



Diskussion

der GWA untersucht wurden und hoch mit Asthma assten SNPs auf Chromosom 17.
Wenn jedoch im Vorfeld einer Studie die Korrelasstruktur durch die gewahlten ,tagging
SNPs" nicht adaquat beschrieben ist, was auch \&lisksamkeit* der ,tagging SNPs" be-
zeichnet wird, so ist das ,coverage” inadaquat diedStudien haben zu wenig Power. Simu-
lationsstudien zeigen, dass die Wirksamkeit deggitag SNPs" sogar noch bei einer Aus-
gangstichprobe von 100 Individuen verzerrt seinnkamenn sie nicht richtig berechnet wird
(lles 2008b). Dies relativiert die friher getroféeAussage, in der etwa 25 Individuen als aus-
reichend betrachtet wurden, um geeignete ,taggiNg<sS zu bestimmen (Thompson et al.
2003). Und es stellt sich die Frage, ob ein Ansd¢rz,auf ,tagging SNPs* basiert, fir GWAs
der beste ist. Falls ein kausaler Locus in einggidteliegt, die nicht adaquat abgedeckt ist,
durften auch GWAs scheitern, diesen zu finden. |[Eftdamit offen, ob GWAs bis zu einer
vollstandigen Genotypisierung samtlicher genetisctiariation weiter entwickelt werden

mussen, um einen kausalen Krankheitslocus sichdeeken zu kénnen.

Ein typisches Design bei komplexeren Studien wie A3\Vist das stufenweise Vorgehen, in
denen bestimmte Ergebnisse einer ersten Ausweghage in einem zweiten Schritt vertieft
werden. Auch dieses Vorgehen schliel3t die Gefatirtraus, wichtige Varianten zu tberse-
hen, da der Fokus auf bestimmte meist hochsigmifek&ffekte und die dazu gehoérigen Re-
gionen gerichtet ist und damit mdglicherweise wgtandere Regionen tbersehen werden.
Inzwischen sind zwar einige zweistufige Verfahretweckelt worden, die eine gute Power
besitzen (z.B. (Millstein et al. 2006; Murphy et 2008; Murcray et al. 2009)) und auch bei
GWASs zum Einsatz kommen kdnnen (Murcray et al. 2008t gentigen diese aber nicht, um
alles aufzudecken, was fir die Krankheit relevam &onnte. So ist die Region auf Chromo-
som 17 sehr genau untersucht worden, wahrend ajtderaits” bislang kaum weiterverfolgt
wurden. Selbstverstandlich ist es naheliegend, migist mit den zumindest im statistischen
Sinne Uberzeugendsten Effekten auseinander zunsetber auch andere Hits bleiben von
Interesse. Wie aus anderen Kontexten bekannt, mimsskt immer die ,top hits" diejenigen
sein, die in GWAs nach mehreren Replikationsrunoestehen bleiben (Hunter et al. 2007;
Hafler et al. 2007). In einer unabhéangigen Studiente beispielsweise die Assoziation von
zwei der anderen ,top hits" (rs4512342 MRG1 auf Chromosom 8 sowie rs10924993 in
ERO1LBauf Chromosom 1) fir Asthma zwar nicht repliziegrden (Tavendale et al. 2008).
Dies genugt jedoch nicht, bereits darauf zu sckehe@ass in der GWA hoch mit Asthma as-

soziierte Regionen auf3erhalb von Chromosom 17i&iEdtwicklung von Asthma keine Rol-
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le spielen. Vertiefende Untersuchungen von weiteassoziierten Regionen mit der GWA
sollten daher unbedingt noch folgen.

Zu bedenken sind bei vertiefenden Analysen neben Wlgersuchung einfacher SNP-
Phanotyp-Assoziationen auch die Betrachtung vonlictign Kombinationen verschiedener
Effekte, Multilocuseffekten oder Effektmodifikatien. Dadurch konnten SNPs von Bedeu-

tung werden, die in der Einzel-SNP-Analyse nur wdRelevanz fir Asthma zeigen.

4.2.6.3 ,Common disease — common variant“-Hypothese

Eine GWA kann bislang nur dann erfolgreich seinnwelie sogenannte ,common-disease-
common-variant‘ (CDCV)-Hypothese gilt. Diese popalddypothese nimmt an, dass das
Meiste des genetischen Risikos fur gangige kompkaamkheiten durch eine kleine bis mitt-
lere Anzahl von Krankheitsloci, die haufige Variemthaben, verursacht wird (Ziegler et al.
2008). Dies bedeutet, dass viele seltene Varidnidrer noch nicht im Rahmen genomweiter
Studien entdeckt werden kénnen (Pearson et al.)26&Dbei ist bemerkenswert, dass es nur
wenig Evidenz fur die Richtigkeit der CDCV-Hypotleesibt.

Zwar gibt es neben Asthma auch andere KrankheiterzsB. Alzheimer, fur welche haufige
Allele als Kandidaten gefunden wurden (lles 20082¢nauso gibt es aber Hinweise, dass
seltene Allele haufige Stérungen wie z.B. gerintgsifa ,high density lipoprotein“ (HDL)-
Cholesterinwerte bedingen konnen (Cohen, J. 4. 2084).

Das Beispiel von Filaggrin, das mit einer Odds &siflr atopische Dermatitis zu den am
haufigsten replizierten Genen fir atopische Dettisatiahlt (Weidinger et al. 2008), belegt
die Wichtigkeit, seltene Varianten von den Uberlegen nicht auszuschlieBen. Dabei zeigen
die SNPs von Filaggrin, R501X und s2282del, jeweilse ,minor allele frequency“ von
0,98% oder 2,37% in der QuerschnittspopulationNiaschner und Dresdner Kindern.
Bedenkt man, dass atopische Dermatitis noch eiheretPravalenz als Asthma besitzt und
dennoch durch diese relativ seltenen Variantennggdiein dirfte, ist es um so mehr begrin-
det, auch Polymorphismen mit seltenen Variantekalsale Loci fir Asthma heranzuziehen.
Auch Effekte vonTLR2auf Asthma oder Atopie konnten nicht nur fir hgafVarianten ge-
funden werden. Auch die seltene Variante des SNIBQ AonTLR2 erhdhte das Risiko fur
die Entwicklung von Atopie bei Kindern (Kormannatt 2009) Einen Hinweis auf mdgliche
Relevanz niedrig frequenter Polymorphismen gibtiidar hinaus ein SNP vo®RMDL2
(rs12308277), dessen seltenes Allel einen protektiffekt auf Asthma austbt. Dieser SNP
hat eine MAF von 1,86%. Die MAF des SNP VORMDL1(rs12990184), der das Risiko flr

atopisches Asthma modifizierte, lag bei 2,58%.
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Diese Zusammenhéange bedirfen natdrlich noch eiaédigrung durch unabhangige Repli-

kationen. Wenn sich diese Befunde aber bestatgeispllite die CDCV-Hypothese stets mit

der nétigen Vorsicht vertreten werden, da sichRiege stellt, ob tats&chlich frequente SNPs
die Haupteffekte ausmachen oder GWAs nicht doctersel SNPs einbeziehen sollten. Bei
Einbeziehung niedrig frequenter SNPs in GWAs lieBet auch Vergleiche anstellen, in-

wieweit hoch oder niedrig frequente Polymorphismssoziationen aufdecken.

4.2.6.4 Allelfrequenz, Power und Effektgréf3en

lles et al. (lles 2008a) zeigten in einem Uberblidder 54 Studien fiir 22 Krankheiten die
Verteilung der Allelfrequenz von 43 mit der Krankhessoziierten SNPs, deren Befunde fast
alle repliziert waren. Die Allelfrequenz dieser G\WAs gefundenen Risikoallele war etwa
normal verteilt mit einem Mittelwert von 0,43. IerdMehrheit waren diese Polymorphismen
somit hochfrequent und nur drei SNPs dieser Kaneidgene hatten eine MAB,01. Was
auf den ersten Blick nahelegt, dass tatsachlichmdiesten der mit haufigen Krankheiten asso-
ziierten Kandidatengene auch haufige Allelfrequanaafweisen, ist bei genauerer Betrach-
tung ein Powerproblem.

Simulationsstudien fur eine haufige Krankheit zaigdass die meisten der bisher durchge-
fuhrten Studien lediglich die Power besitzen, umfig@ Allele als Krankheitsloci zu detek-
tieren, es sei denn ein SNP mit seltener Allelferqubesitzt einen sehr starken Effekt. Auch
in einer Simulationsstudie zur Aufdeckung von Ganwklt-Interaktionen war die Power bei
haufigen Expositionen und haufiger Allelfrequenz aéchsten (Murcray et al. 2009). Einige
Autoren vermuten, dass die Power der GWAs nochgeeinger ist als allgemein angenom-
men (Wang, W. Y. et al. 2005; Jorgenson et al. 20B6ekte mit haufigen Allelen haben
eine hohere Wahrscheinlichkeit, detektiert zu werdes ist daher zu beflirchten, dass man
mit den bisher verwendeten Studiengrof3en Effektesatienen Allelen selbst dann Ubersehen
konnte, wenn es sich bei diesen um kausative Ladélt (lles 2008a).

Es gibt somit flr Assoziationen von Phanotypen selteneren Varianten, die kleine Effekte
haben, eine geringere Chance, durch GWAs detektieniverden, vorausgesetzt natirlich,
dass sie frequent genug sind, um auf dem ChipinuBees ist bemerkenswert, denn bekann-
termaRen sind die Effekte in genetischen Assoziasitudien meist sehr klein. Ein Uberblick
eigener Auswertungen fur Publikationen der Arbetipge Kabesch zeigt, dass bereits Effek-
te mit einer OR1,5 als hoch angesehen werden kénnen (TabelleER). Ausnahme bildet

lediglich Filaggrin.
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o ! u : genetisches Odds Odds Ratio
Publikation Gen Population Phéanotyp rs-Nummer Modell Ratio (positiv)
(Kormann et al, 2009) TLR? MD3099 spezifisches IgE (>0.7, RAST 2) rs7543708 mithant 1,54 1,54
' MD3099 Skin-Prick-Test rs7543708 dominant 1,52 1,52
into et al. in-Prick-Test rs allelisc , ,
Pi I. 2009 1115 MD3099 Skin-Prick-T 10833 llelisch 0,88 1,13
MD3099 Asthma rs2738751 dominant 1,44 1,44
sthma rs ominant , ,
(Suttner et al. 2009) HLX1 MD3099 Asth 12141189 domi 0,73 1,37
' MD3099 nicht-atopisches Asthma rs2738751 dominant 451 1,45
MD3099 nicht-atopisches Asthma rs12141189 dominant 0,67 1,49
(Weidinger et al. 2008) FCER1R MD3099 Gesamt-lge>66.Perzentil rs2251746 linear 40,8 1,19
g ' MD3099 Gesamt-lge>66.Perzentil rs2427837 linear 40,8 1,19
TLR1 MDL1872 atopisches Asthma rs5743595 dominant 0,54 851
MDL1872 atopisches Asthma rs4833095 dominant 0,59 691
atopisches Asthma rs ominant ,79 ,
TLR6 MDL1872 pisches Asth 5743810 domi 1,79 791
(Kormann et al. 2008) MDL1872 atopisches Asthma rs5743789 dominant 0,54 851
TLR10 MDL1872 atopisches Asthma rs4129009 dominant 0,58 721
TLR4 MDL1872 Dr. Diagnose Asthma rs2737190 dominant 1,32 1,32
TLR9 MDL1872 Dr. Diagnose Asthma rs187084 dominant 1,33 1,33
MD3099 Atopische Dermatitis R501x § linear 3,65 53,6
(Weidinger et al. 2008) Filaggrin® MD3099 Heuschnupfen R501x § linear 3,13 3,13
' MD3099 Dr. Diagnose Asthma R501x § linear 2,02 2,02
MD3099 Aktuell sichtbares Ekzem R501x § linear 2,31 2,31
Dresden spezifisches IgE rs2070721 dominant 1,25 251,
Dresden Skin-Prick-Test rs17622656 dominant 0,80 251,
Miinchen spezifisches IgE rs2706384 dominant 1,32 321,
Miinchen spezifisches IgE rs2070721 dominant 1,33 331,
(Schedel et al. 2008) IRF1 Munchen spezifisches IgE rs10035166 dominant 1,34 341
Miinchen Skin-Prick-Test rs2706384 dominant 1,46 61,4
Miinchen Skin-Prick-Test rs2070721 dominant 1,41 11,4
Miinchen Skin-Prick-Test rs10035166 dominant 1,40 401,
Miinchen Skin-Prick-Test rs17622656 dominant 0,67 491,

-Tabelle wird fortgesetzt-
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Publikation Gen Population® Phénotyp rs-Nummer gel\r}littljsétlzlhes ggﬁg O?p(i)ssi'zs)tlo
Dresden Skin-Prick-Test G-306A & allelisch 0,76 21,3
. Miinchen Skin-Prick-Test rs3771300 allelisch 0,80 251,
(Pinto et al. 2007) STAT1 — -
MD3099 spezifisches IgE rs3771300 allelisch 0,88 141,
MD3099 Skin-Prick-Test rs3771300 allelisch 0,88 11,1
MD (ohne GWA) Dr. Diagnose Asthma rs9303277 linear 1,41 1,41
MD (ohne GWA) Dr. Diagnose Asthma rs11557467 linear 1,45 1,45
MD (ohne GWA) Dr. Diagnose Asthma rs2290400 linear 1,47 1,47
(Moffatt et al. 2007) (inlizg?\goongAéES) MD (ohne GWA) Dr. Diagnose Asthma rs7216389 linear 1,45 1,45
MD (ohne GWA) Dr. Diagnose Asthma rs4795405 linear 1,52 1,52
MD (ohne GWA) Dr. Diagnose Asthma rs8079416 linear 1,30 1,30
MD (ohne GWA) Dr. Diagnose Asthma rs4795408 linear 1,25 1,25
Dresden Skin-Prick-Test rs3732379 dominant 0,77 01,3
Dresden Skin-Prick-Test rs3732378 dominant 0,71 11,4
(Depner et al. 2007) CX3CR1 Dresden Gesamt-lge>66.Perzentil rs3732378 dom?nant 0,81 1,23
Dresden Gesamt-lge>90.Perzentil rs3732378 dominant 0,69 1,45
Dresden spezifisches IgE rs3732379 dominant 0,73 37 1,
Dresden spezifisches IgE rs3732378 dominant 0,7( 43 1,
MD3099 Dr. Diagnose Heuschnupfen rs25882 allelisch 1,25 1,25
(Kabesch et al. 2007) GMCSF, IL5 MD3099 Skin-Prick-Test rs2069812 allelisch 0,83 01,2
MAS (alle deutschen) Dr. Diagnose Heuschnupfen 808 allelisch 0,70 1,43
(Schedel et al. 2006) ADAM33*

Tabelle 30: Uberblick tiber Odds Ratios signifikante Effekte auf Einzel-SNP-Ebene innerhalb eigener Aswertungen fiir Publikationen der Arbeitsgruppe Kabesch.
Dargestellt sind in Verdffentlichungen zwischen 20® und 2009 tabellarisch berichtete Ergebnisse sidikanter Effekte, die in Form von Odds Ratios berittet wurden.
Zu Vergleichszwecken wurde fiir alle Effekte < 1 zu#zlich der Kehrwert der Odds Ratio berechnet.

1 MD3099= Querschnittspopulation von 3099 Kindern iigchen und Dresden, nur Miinchen oder nur Drebdsohreibt die jeweiligen Teilpopulationen von 1{8€159)
oder 1940 (D1940) Kindern, MDL1872=Fall-Kontroll_fRdation von 1872 Kindern aus Minchen, Dresdenleidzig , MD (ohne GWA)=Querschnittspopulation V2859
Kinder aus Miunchen und Dresden ohne Kinder, dademGWA analysiert wurden, MAS=824 deutsche Kindlar mulizentrischen Allergiestudie mit Kindern &ugentren.

2 In der Originalpublikation wird die Assoziationtn@esamt-IgE berichtet. Fiir eine Vergleichbarkstitier die Odds Ratio fiir eine dichotomiserte Wgtiable berechnet.

3 Aus Griinden der Vergleichbarkeit wurden hier Bielgpfiir einen SNP aufgefiihrt. In der Originalplbtion wurden Effekte fiir eine Kombination der SRB01x und
2282del4 berichtet. Weitere Kombinationen von Phyren und stratifizierte Analysen sind hier nichtgestellt.

* Fur ADAM33 wurden keine Tabellen mit positivensagiationen auf Einzel-SNP-Ebene publiziert. Efekiit nicht atopischem Asthma fiir S1 (OR 1,53),(@R 1,44) und
M+1 (OR 0,60) sind im Range berichteter Werte.

$ rs-Nummer nicht verfiigbar
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Sieht man von den Effekten bei Filaggrin ab, degsesnahmestellung fur atopische Derma-
titis gut etabliert ist, so zeigt sich keine Oddsti® Uber 2 und die Mehrheit der gefundenen
Assoziationen reflektiert in Relation kleinere Hfe. Eine OR1,5 zeigen lediglich der
ORMDL3SNP rs4795405 und die SNPs einigé&Rs Auch ein Uberblick tiber Effekte von
Genen, die aus 54 Studien, die entweder selbst GWeken oder aus GWAs folgten und
tber 22 Krankheiten bertcksichtigten (lles 2008ayweist auf kleinere Effekte bei GWASs. In
diesem Uberblick lagen die meisten Odds RatiosAdspziationsstudien unter 1,5. Nur acht
Odds Ratios waren tber 1,5 und nur eine Uber 20di@s Ratios genomweiter Studien liegen
typischerweise zwischen 1,2 und 1,3 (Pearson €04I18). In diesem Kontext ist der Effekt
von ORMDL3und den anderen Genen auf dem Chromosom17-Lolersiéler dem Schnitt
und somit beachtlich. Méchte man kleine Effektetafic niedrig frequente SNPs aufdecken,
kommt man leicht zu unpraktikabel groRen Fallzahl&o bendtigen Allele mit einer
MAF<0,1 Stichprobengréf3en von mehr als 10000 Fallenkordrollen (oder 10000 Famili-
en), um eine fur genetische Effekte tbliche OddsoReon 1,3 oder kleiner aufzudecken
(Wang, W. Y. et al. 2005).

Dies wird weiter verschérft, wenn man bedenkt, dasssale Varianten lediglich Uber einen
»tagging SNP* zu entdecken sind. Der Effekt desvgrage” auf die Power wird am besten
verstanden, wenn man sich den Faktor vorf b@vusst macht, um den eine Stichprobe er-
hoht werden muss, wenn eine nicht typisierte Vaeialurch einen genotypisierten SNP auf-
gedeckt werden soll. Ebenso wird das Powerproblemscharft, wenn Kombinationen von
Effekten oder deren Interaktion betrachtet werdeltes. Bereits bei populationsbasierten
Studien hat man das Problem einer reduzierten Ran&yesondere, wenn man sich nicht-
additiven Gen-Umwelt-Interaktionen zuwenden mocfWéong et al. 2003; Cordell et al.
2005). Dieser Befund einer reduzierten Power fiati§izierte Analysen lasst sich ebenfalls
auf GWAs ubertragen.

Es wurde gezeigt, dass durch geeignete Imputatesfedwen die Power einer Studie erhoht
werden kann (Marchini et al. 2007; Servin et alD20 Jedoch ist die Qualitat der Imputation
davon abhangig, wie gut die LD-Informationen, audleher die Imputationen basieren, Va-
riation innerhalb der Studienpopulation dokumenti&ibt es gute Informationen tber LD in
der zu schéatzenden Region, dann kann auch die Riwveh Imputation erhéht werden. Ist
dies LD-Information nicht zugénglich, ist kaum davauszugehen, dass eine Verbesserung
der Power zu erreichen ist (Anderson et al. 2008).

Wie bei allen Imputationsverfahren stellt sich alagr die Frage nach der Genauigkeit. Die
Genauigkeit hangt vom Dichtegrad der SNPs sowiedarlJbereinstimmung der LD-Muster
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zwischen HapMap und realen Daten ab. Besonderschitigs gilt es bei niedrig frequenten

SNPs zu sein, da deren Schéatzungen dazu tendiexeigev genau zu sein (Anderson et al.
2008). Insofern sind Imputationsverfahren unter igesan Voraussetzungen durchaus eine
geeignete Methode, ,coverage“ und Power zu erhddieer, eben nur dann, wenn bereits aus-

reichend valide Information zu den gesuchten Datehegt.

4.2.6.5 Kombination der Methoden zur Identifizierung von Asthmage-
nen

Samtliche Methoden zur Ildentifizierung von Asthmagye zeigen Starken und Schwachen.
Das hohe Potential falsch positiver Resultate, fbederung nach grol3en Stichproben und
maogliche Verzerrungen entsprechend der Fall-Kok8elektion sind mdogliche Beschréan-
kungen der GWAs. Bereits Kandidatengenstudien mgda nach ausreichend grol3en Popula-
tionen, einer genauen Definition der Phanotypesreachenden Qualitatskontrollen der Ge-
notypen, statistischen Korrekturverfahren sowielRaponen. Kandidatengenstudien verlan-
gen zudem die Prasentation einer plausiblen bistbgin Hypothese. Um Effekte durch eine
Kandidatengenstudie aufzudecken, gilt es mindesteathomechanismen im Ansatz zu ken-
nen. Im Vergleich zum genomweiten Ansatz sind simitl einerseits effektiv, da man nach
Aufdecken einer Assoziation bereits den dahintegdhden Pathomechanismus kennt oder
zumindest zu kennen glaubt. Andererseits sind gah alurch das existierende Wissen be-
grenzt, da der vermutete Mechanismus gelegentlicranf Hypothesen beruht und nicht un-
bedingt zuverlassig nachgewiesen ist. Zudem webagefKandidatengenstudien nur Loci un-
tersucht fur die Gberhaupt eine plausible Hypothessteht, warum sie etwas mit der Krank-
heit zu tun haben kénnten. Dies wird noch mehrSehwache, wenn man bedenkt, dass die
meisten komplexen Merkmale als polygen bedingt wetwerden. Dass es vermutlich noch
zahlreiche unbekannte pathophysiologische Mechamsgibt, zeigen auch die Entdeckun-
gen neuer Kandidatengene in genomweiten Studieno@eeite Studien bendétigen keine
Vorannahmen und decken daher alles auf, was inststahen Sinne relevant ist. Diese
.blinde* Vorgehensweise ist aber auch ein Haupttetkler genomweiten Studien, der so-
wohl fir GWAs als auch das ,positional cloning“tgiDenn bei diesen Ansatzen fehlt im
Vorfeld die Information Uber die Genfunktion. Bigische Funktionen kdnnen daher erst im
Anschluss an diese Studien ergriindet werden. Eoraldnation verschiedener Ansatze galt
bereits vor den GWAs als eine gute Vorgehenswdéker(enthal 2005) und soll fur die aktu-

elle Situation vorgeschlagen werden (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Kombination von Kandidatangenansatz nit genomweiten Ansatzen.
Nicht dargestellt sind hier die genomweiten Expressnsstudien, die einen Erklarungsansatz fir Relevan
von SNPs bieten.

GWAs reprasentieren eine Methode, die es in kuZedrerméglicht, viele mit einer Krank-
heit assoziierte genetische Varianten aufzudeckeri. Grund der Vielzahl einbezogener
SNPs ist anzunehmen, dass dabei auch neue Locecémtaverden, die im Kontext der
Krankheit eine Rolle spielen. Kopplungsstudien simdh Design eher daflr geeignet, selte-
nere Varianten mit gro3en Effekten aufzudecken,reréth die GWAs eher Effekte von haufi-
gen Varianten anzeigen (lles 2008a). Von familismréen Kopplungsstudien erhofft man
sich vor allem die Aufdeckung klarer Effekte, dieighbedeutend mit substantiellen geneti-
schen Effekten flr Assoziationsstudien sind (Wang,Y. et al. 2003). Dennoch ist nicht
auszuschliel3en, dass das teure Ressourcen-intevisigehen des ,positional cloning® ir-
gendwann komplett von den GWAs abgel6st wird.

Eine Kombination von Kopplungs- und Assoziationdstn galt bislang als effektive Strate-
gie, welche die Prazision fir die ldentifizieruniges krankheitsrelevanten Locus verbessern
kann (Lou et al. 2006). Beide Verfahren fuhren antifizierung von Regionen, die in Zu-
sammenhang mit einem Phanotyp stehen, wobei elvesePder Grobkartierung eine Feinkar-
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tierung folgt. Bei der Feinkartierung konnen ho@rdrchtete Marker in der gleichen Region

und alternative analytische Methoden wie Analysen kD die Spanne des Vertrauensinter-
valls weiter verkleinern, wobei diese reduzierteegi®nen immer noch mehrere Gene enthal-
ten kbénnen (Ron et al. 2007).

Ist eine Region identifiziert, die in Zusammenhamgeiner Krankheit gebracht werden kann,
so bilden Gene in dieser Region neue positionedadidatengene. Werden flr bestimmte
Gene dieser Region auch plausible biologische Erklismuster gefunden, inwieweit sie in
das Krankheitsgeschehen einbezogen sein konnemtstehen neue biologische Kandidaten-
gene. Biologische Plausibilitat kann es auch finé&geben, die nicht innerhalb einer identi-
fizierten Region liegen, aber durch biologische @kteristika mit Genen der identifizierten
Region verwandt sind. So si@RMDL1undORMDL2neue Kandidatengene auf Grund ihrer
Ahnlichkeit zuORMDL3

Fur die Fortfihrung hypothesenbasierter Kandidaastydien sprechen zumindest zwei
Grunde: Einerseits ist bislang ungeklart, inwiewsdah wirklich alle Effekte durch genom-
weite Studien aufdecken lassen. Wenn es tatsadfiecbeltenen Varianten waren, welche die
haufig vorkommenden Krankheiten erklaren, so hatiermeisten GWAs (zu) wenig Power
um die entscheidenden Varianten aufzudecken. Katehgenstudien bleiben somit gerade
fur seltene Varianten essentiell. In weiteren KdatBngenstudien sollten traditionelle Me-
thoden mit Daten aus dem ,fine mapping“ kombinerden. Zudem sollten alle Ressourcen
verwendet werden. Dazu gehéren Ideen aus TiernegdHinweise aus Literatur und Bioin-
formatik, aber auch durch Hochdurchsatz genomwd&tadien gewonnene ldeen inklusive
sequenzbasierter und Genexpressionsdaten (Zhu 20@). Funktionelle Studien, die zwar
teuer, aber unabdingbar sind, wenn man das Geddmathstehen will, sollten erst durchge-

fuhrt werden, sobald es dazu gentigend Belege @undére Untersuchungen gibt.
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4.3 Funktionen der Gene

4.3.1 Kilassifikation von Kandidatengenen

Das Ziel der (genomweiten) Assoziationsstudienbbldie volle Beschreibung der Bau- und
Funktionsweise aller Kandidaten fiir grof3ere biometiche Phéanotypen und die darauf ba-
sierende Umsetzung der Funde in die klinische Braxerade im Hinblick auf die Funktion
von neuen Kandidatengenen, die durch GWAs idergitiaverden, sind noch viele Fragen
offen. So ist es schwierig, die Funktion der Genkedem identifizierten Locus auf Chromo-
som 17921 mit bekannten Mechanismen abzugleichen.

Verschiedene Versuche wurden unternommen, Kandigatee zu gruppieren. Eine Eintei-
lung, in der vier Gruppen von Genen definiert wardstammt von Moffatt et al. (Moffatt
2008): Die erste Gruppe von Genen ist in das Aeslder Immunantwort und die Differen-
zierung CD4-positiver T-Helfer Zellen involviert.

Diese Gruppe schliel3t sowohl Gene, die fir Muskeramungsrezeptoren kodiere@§14,
TLR2 TLR4 TLRG TLR1Q NOD1 und NOD2) wie auch immunregulatorische Zytokine
(IL10 andTGFBY), den Transkriptionsfaktds TAT3 den Prostaglandinrezeptem GER2und
Molekule, die in der Antigenprasentation eine Rselen HLA-DR, HLA-DQ undHLA-DP
Allele), ein.

Die zweite Gruppe umfasst Gene, welche diR-Zelldifferenzierung und R-Zellen-
Effektorfunktionen regulierenGATA3 TBX21 IL4, 1L13, ILARA FCERI1B IL5, IL5RA
STAT6andIL12B). Die dritte Gruppe ist in Epithelzellen exprinti@nd schliel3t Chemokine
(CCL5 CCL11 CCL24andCCL26, antimikrobielle PeptideDEFB1), CC16 und Faktoren
ein, die fur das Aufrechterhalten der Integritat épithelialen Zellbarriere verantwortlich
gemacht werdenSPINKS and FLG). Die vierte Gruppe enthalt Kandidatengene, welch
durch ,positional cloning” entdeckt wurdeiADAM33 DPP1Q PHF11l, GPRA HLA-G,
IRAKM und COL29A). Diese Gene sind im Epithel und/oder der glaferskulatur expri-
miert. Alternative Klassifikationen verwenden akhk Gruppen, wobei eine Gruppe von
Genen, die mit Lungenfunktion, Umbauprozessen demivege und Schwere der Krankheit
verknlpft sind, zu ergénzen ist (Vercelli 2008). M&nd ORMDL3 hier (noch) nicht zuzu-
ordnen ist, lassen sich die Toll-like Rezeptorewaichtige Regulatoren der Immunantwort
wieder finden. AuclADAM33lasst sich durch seine Rolle in Zusammenhang enitdngen-
funktion und auf das ,airway remodelling” einordnen

Ein etwas differenzierteres Schema zeigt AbbildB&dBosse et al. 2007).
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Abbildung 33: Klassifikation von Kandidatengenen nah funktionellen Mechanismen.

Gene, die mit Asthma oder atopischen Phé&notypen asgiert wurden, kdnnen nach Funktion und subzel-
lularer Lokalisation entsprechend dem Ingenuity Sygem (http://www.ingenuity.com) kategorisiert wer-
den). Die Kreise bedeuten (von innen nach auf3en):ivMung im Nukleus (z.B. Transkriptionsfaktoren),

im Zytoplasma (also in der Zelle, auRerhalb des NuUkus), in der Plasmamembran (viele Rezeptoren), und
aul3erhalb der Zelle (extrazellular, z.B. Zytokine).

Alle berichteten Gene waren 2006 zumindest einmalsassoziiert berichtet. Genaue Referenzen finden
sich bei Ober (Ober et al. 2006).

Gene sind mit den offiziellen Symbolen bezeichned|ternative Namen stehen in Klammern.

Gene, welche durch ,positional cloning” identifiziet wurden, sind griin markiert.

Rote Knoten indizieren, dass ein ,Food and Drug Adrmistration (FDA)-anerkanntes Medikament gegen
das Genprodukt wirkt (FDA ist die US-amerikanischeBehorde fur Lebensmittel- und Arzneimittelsicher-
heit)

nach Bosse (Bosse et al. 2007)

Man sieht dort, dass die meisten Kandidatengene/danittlung von Entziindung und Im-
munregulation zugeordnet werden. Interessanterwassen sich auch hier Gene finden, die
nicht primar in der Lunge aktiv sind. Vermutlichiggeren demnach auch Pathomechanismen
fur Lungenerkrankungen, die nicht spezifisch in denge selbst begriindet sind. Dazu geho-
ren zum Beispiel Barrierefunktionen der Haut. Oblndile normale Funktion und die Rolle
dieser Gene bei der Krankheit noch weiter beletichiggden muss, gibt es auch eine Uber-

einstimmung darin, dass zahlreiche Gene Einfluslas Epithel nehmen (Moffatt 2008)
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Jungste Erfolge bei der Genidentifizierung beleden groRen Einfluss, den der epitheliale
Barrieredefekt auf die Atiologie von atopischer Matitis hat. Sie stellen einen Meilenstein
bei der Aufdeckung der genetischen Ursachen komeplErkrankungen dar und ermoglichen
eine neue Sicht auf die molekularen Mechanisme®,zdir Krankheitsentstehung fihren.
Darlber hinaus konnen sie wegweisend fur die Eftang neuer Behandlungs- und Préaven-

tionsstrategien sein.

4.3.2 Bedeutung der Gene auf Chromosom 17

Wie gezeigt ist die Einteilung von Genen in Gruppach funktionellen Mechanismen fur
eine erste Charakterisierung hilfreich. Genaueengiederte Abbildungen zeigen allerdings
eine grol3e Vielfalt an moglichen Mechanismen unéle#t unklar, welche Einflisse dabei
starker oder schwécher sind. Eine hohe Wahrschbkdit besteht auch fur ein Zusammen-
spiel mehrerer Faktoren. AulRerdem ist unklar, @oMechanismen ubiquitar oder lokal aus-
gelbt werden. Vor allem aber stellt sich im Kontdetser Arbeit die Frage, wie Gene, die im
Rahmen einer GWA auf Chromosom 17 identifiziert dem, hier einzuordnen sind.
Verschiedene Gene wurden zu Beginn auf dem duelWA fur Asthma entdeckten Locus
auf Chromosom17 beschrieben. Dazu geh@8DM1 ORMDL3 GSDMLsowieZNFN1A3,
denen spater no&BP2hinzugefligt wurde.

Wahrend fur Polymorphismen in der Region @8DM21und fur das im Chromosom weiter
aufwarts gelegene GehOP2A in Replikationsstudien die Asthmaeffekte kaum izeit
werden konnten, sind die Assoziationsergebnissedfér verbleibende GeneORMDL3
GSDMLuUndZNFN1A3J sehr stark und konsistent.

Vor allem die eigenen Befunde flr den potentielRnomotor-SNP rs8076131, aber auch
Replikationen mit dem benachbarten SNP rs4378650a(®er et al. 2008; Madore et al.
2008; Wu et al. 2008), der in recht hohem LD zW®7B.31 steht, belegen die Bedeutung von
ORMDL3. Zudem lassen genomweite Studien der GenexpressienRegulierung der Ex-
pression vVorORMDL3 durch SNPs in potentiell cis-regulatorischen (ads dem gleichen
Chromosom befindlichen) Elementen vermuten. Dieemigche Funktion von Genen der
ORMDL-Familie ist zwar ungeklart, aber die starke Veitoreg in verschiedenen Geweben
spricht fur einen zentral wirkenden Mechanismus, e&jedoch noch zu ergriinden gilt.

Der anfangliche ,top hit* rs7216389 wurde vielfagls Asthma relevant bestatigt und gehort
zu dem GerGSDML Ahnlich wie beilORMDL3ist auch die Funktion d&8SDML-Gene bis-
lang weitgehend unklar. GSDML gehoért zu einer Hndéenilie, welche durch eine konser-
vierte Gasdermindoméne definiert ist und aus fumfghtdern bestehtdFNAS DFNASL,
MLZE, GSDM und GSDML), wobei die Funktion vorGSDML am wenigsten bekannt ist
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(Sun, Q. et al. 2008). Diese Proteinfamilie wirdbasondere mit Krebserkrankungen in Ver-
bindung gebracht (Carl-McGrath et al. 2008) undeh&xpression voilsSDML ist mit Tu-
morprogression assoziiert (Sun, Q. et al. 2008gs&i Einfluss des Gens auf verschiedene
Krankheiten spricht fiir einen breiter gefacherteartkheitsmechanismus. Daflr wiirde auch
sprechen, dass neben der Assoziation von Kreb&auitauf Chromosom 17 auch fur Mor-
bus Crohn Assoziationen mit Loci auf Chromosom17g@il and 17923) nachgewiesen wur-
den (Mathew 2008), die in einer kanadischen undsdéen Population Giltigkeit hatten
(Raelson et al. 2007).

Als weiteres spannendes Kandidatengen fur Asthnfadam Locus 17g21 stellt sich
ZNFN1A3dar. Mit rs9303277 und rs11557467 sind zwei dehhassoziierten SNPs auf Aio-
los ZNFN1A3IKZF3) lokalisiert, und auch hier belegen Replikationdgtn deren Bedeu-
tung (Bisgaard et al. 2008; Bouzigon et al. 200&dbre et al. 2008; Sleiman et al. 2008).
Aiolos kodiert fur ein Zinkfinger-DNA-bindendes Rein, das in reifen B-Zellen exprimiert
ist und homolog zu Ikaros ist. Transkriptionsfaktkaros ist das Grindungsmitglied einer
Familie von Zink-Finger-DNA-Bindungsproteinen, digir die normale Lymphozyten-
Entwicklung notwendig sind.

T-Zell abhéangige B-Zell Reaktionen, einschliel3ladr Bildung von Keimzentren und erhoh-
ter IgG- und IgE-Werte wurden bei nicht immuniseertAiolos-defizienten Mausen detektiert
(Wang, J. H. et al. 1998). Somit BNFN1A3ein interessantes Kandidatengen (Wjst 2008).
Zinkfinger sind haufige Proteine beim Menschen, vadis auch hier ein Pathomechanismus
vermutet werden kann, der an verschiedenen Statisetzt.

Die ubiquitdre Genexpression, die Assoziation dbeseGens mit verschiedenen Krankhei-
ten und die Tatsache, dass dieses Gen fir einiP@teer haufig vorkommenden Proteinfa-
milie kodiert, sprechen fir einen Pathomechanismesnicht sehr spezifisch sein muss.
Wenn aus GWAs identifizierte Gene in Zusammenhaitginspezifischen Mechanismen zu
bringen sind, so kénnte man fur Gene, die aus &tudes ,positional cloning® entstammen,
Ahnliches vermuten.

Eine Schnittmenge mit der GWA besteht darin, 43511 undZNFN1A3beide einer Fami-
lie von Zinkfingern entstammen. Freilich ist letae Befund nicht allzu Gberraschend, da
geschatzt wird, dass das menschliche Genom mindeg@0 Zinkfinger enthalt (Schmidt et
al. 2004). Dennoch gibt es frappierende Hinweiseaufa dass Gene aus Familien der Zink-
finger zu wichtigen Kandidaten fur Asthma zahl@F11 ist ein Mitglied der Familie von
pflanzlichen Homeodomanen, welche nach der Pragameinem oder mehreren Zinkfingern

des ,plant homeodomain“ (PHD)-Typs benannt istt€ne mit einem PHD-Finger sind hau-
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fig im Nukleus aktiv oder in die Regulation der fséription einbezogen (Bienz 2006).
PHF11 bindet Zinkionen lttp://www.uniprot.org/uniprot/Q9UIL815.2.2009). DaPHF11
sowohl in die T- als auch B-Zell-Expression einlggao ist, ist die Hypothese, daBsiF11

die Transkription von T- oder B-Zellen reguliescht attraktiv. Zudem wird in einer funktio-
nellen Studie gefolgert, dagHF11 ein Regulator der Zytokingenexpression vopl-Typ

ist. PHF11ist in Ty1- hoher als in 2-Zellen exprimiert. Daher kénnte eine Reduktiom vo
PHF11-Expressionslevels zu den starkeg?-Reaktionen beitragen, welche allergische Pati-
enten charakterisieren (Clarke et al. 2008).

Auch ZNFN1A3spielt als Transkriptionsfaktor eine wichtige Rolbbei der Differenzierung
von Lymphozyter(http://www.uniprot.org/uniprot/QOUKT27.2.2009).

Beide Gene sind somit in plausible biologische Mattimen bei der Entwicklung von Asth-
ma einbezogen, und beide Gene haben in weitereme &twas mit Zink zu tun. In diesem
Falle wirde die CDCV-Hypothese doch greifen. Einchenismus, in dem Zink involviert
ist, kdnnte ein sehr verbreiteter Mechanismus s#n,sich auf das Immunsystem auswirkt,
an verschiedenen Stellen ansetzt und somit auathdeerschiedene Gene vermittelt wird.
FUr einen solchen verbreiteten Mechanismus sotlteem auch h&ufige Variationen kodieren
und dementsprechend sollten die GWAs dann diesezégsnen auch detektieren kénnen.
Wachsende Evidenz verbindet Asthma und Zinkdefzi@evirgiliis et al. 2007). Beispiel-
haft seien hier die Erhéhung des kombinierten Risikon Atopie, BHR und Allergie typi-
scher Symptome von Individuen mit geringer Zinkaimme im Vergleich zu solchen mit
hoher Zinkeinnahme (Soutar et al. 1997) erwahntlefiu zeigt sich eine negative Assoziation
von mutterlicher Zinkeinnahme wahrend der Schwasteft mit Kurzatmigkeit und Asthma
in einer Follow-up-Studie bei 5-jahrigen Kindernefi2reux et al. 2006). Mdglicherweise
steht die Zinkdefizienz hier nur als Marker flr gijaschwachtes Immunsystem. Bekannter-
malf3en sind Zinkspiegel auch bei Kindern mit atdps®ermatitis deutlich erniedrigt.

Wenn sich Zinkdefizienz als ein Marker fir Asthnestétigen wirde, so waren Einflisse auf
andere Krankheitsbilder nicht tberraschend. HefBdi sich auch wied&DAM33einordnen,
denn in seiner Eigenschaft als Metalloproteasenzbess ebenfalls eine Zinkbindungsstelle.
Interessanter Weise gibt es Belege, dass diese @sefefir atopische Dermatitis relevant
sein konnten, denn ein Zusammenhang mit atopisbleematitis wurde sowohl fir Poly-
morphismen vorPHF11 (Jang et al. 2005) als auch fur einen PolymorpbhgsnionADAM33
(rs2853209) gezeigt (Matsusue et al. 2008). DieuReoin der Expression voRHF11, wel-
che bei Genotypen gesehen wird, die mit atopisBreematitis assoziiert sind, kénnte zu den
starken T2-Reaktionen beitragen, die viele allergische liilien charakterisieren (Clarke et
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al. 2008). Verfolgt man diesen Gedanken weiteriss@uch das Zinkfingerprotein Gfil zu
nennen, das unter anderem in der Lunge expringerrnd eine Rolle bei der Makrophagen-
abhéangigen Zytokinproduktion und bei der Regulatder Toll-like-Rezeptor-Signalwege
spielt (Moroy et al. 2008). Mit ZCCHC11 scheint eweiteres Zinkfingerprotein in die Regu-
lation der TLR-Signalwege einbezogen (Minoda et28106). Auch wenn im Mosaik der
komplexen Pathogenese von Asthma Zink-vermitteliechh&nismen nur ein Baustein von
vielen sind, konnte es sich lohnen, solche Wirkwegsen weiter zu untersuchen, um spezifi-
sche Mechanismen aufzudecken, die in PraventionTuretapie von Immundefekten eine
Rolle spielen.

Die mogliche Rolle der TLRs wurde nicht nur fur Asta, sondern auch fur rheumatoide
Arthritis, Morbus Crohn, ulcerative colitis, Psa@is, COPD und Atherosklerose (Andreakos
et al. 2004) untersucht. Zudem wurden TLRs auf Ausanhang mit Krebs getestet
(Romagne 2007). Polymorphismen vohR1 und TLR10lbten dabei einen protektiven Ef-
fekt auf das Risiko von Prostatakrebs aus (Steee¢rsd. 2008). Einen solchen protektiven
Effekt zeigte interessanterwei$&R1SNP rs5743595, fir den wir den protektiven Effakt
Atopie und atopisches Asthma zeigen konnten. Damkals weiterer Hinweis auf grundle-
gende Mechanismen des Immunsystems gelten, welchandest einige der Kandidatengene
fur Asthma reflektieren kénnten. Allgemeine Mecltsanén, insbesondere breitere Immunde-
fekte, die sich dann eben auch bei Asthma, bzverdfomponente von Asthma manifestie-
ren, konnten dadurch gefunden werden. Dies gilnudich noch starker bei hypothesenfrei
durchgefuhrten Studien (GWAs), da sie aus mediam@s Sicht sehr unspezifisch jegliche

Assoziationen aufdecken.
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4.4 Ruckschlisse auf weiteres Vorgehen bei GWASs

So ist zu vermuten, dass im Rahmen von Assoziaioden gelegentlich Mechanismen
identifiziert werden, die sich in verschiedenenhBdgien dulRern. Auch Asthma ist eher ein
Syndrom als ein einheitlich definiertes Krankhditshund viele Genvarianten mit kleinen
Effekten kbnnen vermutlich das komplexe Bild grofeds besser erklaren als einige wenige
mit durchschlagenden Effekten (von Mutius, E. 20@3her ist anzunehmen, dass auch brei-
tere Erklarungsansatze nicht alle Varianten einesnkheitsbildes erklaren werden. Viele
komplexe Erkrankungen werden als Resultat eineardogenspiels der kombinierten Effekte
von Genen, Umweltfaktoren und deren Interaktionetrdzhtet (Murcray et al. 2009). Auch
fur Asthma besteht ein Konsens Uber dieses Zusaspre@r{Koppelman 2006; Guerra et al.
2008; Martinez 2008; von Mutius, E. 2009).

Die Variation in Sequenzen der pathophysiologisslevanten Gene wirkt sich auf spezifi-
sche Manifestationen des Phanotyps aus und nimibet déeichzeitige Einflisse von biologi-

schen Systemen und Umweltfaktoren auf (Guerra 0418).

Biologische Systeme
Epigenetik,
Epistasis, Haplotypbldcke, Zellumgebung,...

\ / Phanotyp 1

Phéanotyp 2

Gelegenheitsfenster > Krankheit

/ v\ Phéanotyp n
Umweltfaktoren

Lebensstil, Expositionen, Infektionen,
rnahrung, Medikation, Beschéftigungsstatus,..

Abbildung 34: Integrierter Ansatz zur Untersuchung von Genotyp-Phanotyp-Zusammenhangen.

Die Variation in der Sequenz wirkt sich auf spezische Manifestationen des Phanotyps aus und nimmt
dabei gleichzeitige Einflisse von biologischen Sgshen und Umweltfaktoren auf

(Skizze in Anlehnung an Guerra (Guerra et al. 2008)

Hier ist jedoch die methodologische Seite noch tibehriicksichtigt. Dadurch wird die Kom-

plexitat, die sich im Zusammenhang mit der Untensing genetischer Determinanten von
Asthma ergibt, noch weiter ausdifferenziert. Dasdén einer Assoziation zwischen geneti-
schen Varianten und Asthma oder einem Asthma-velteanPhanotyp ist kein einfacher
Weg, sondern stets beeinflusst durch die Komplexigi Krankheit und methodologischen
Fragen. Die Effekte scheinen oft davon abzuhénigewgelchem Kontext man Asthma unter-
sucht (Eder et al. 2006) und welche Methoden mareidaerwendet. Genetische Asso-
Ziationssstudien versuchen eine lineare Beziehumgchen genetischen Varianten und
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Asthma aufzustellen. Jedoch ist die Genotyp-Ph@nBsziehung durch zwei Kategorien
beeinflusst: die Komplexitat von Asthma und metHodsche Merkmale (Bosse et al. 2007).
Letztlich ist auch dies nur ein Modell und die zéasisfragen an die GWA, die es zu stellen

gilt (Pearson et al. 2008), nur Leitlinien jedende.

1. Sind die Falle klar definiert, so dass sie mit &alerglichen werden kénnen, die ty-
pischer Weise in der klinischen Praxis gesehen evétd

2. Sind Falle und Kontrollen in wichtigen Charaktekat die sich auf die Krankheit
oder die genetische Variation beziehen kdnnterglemhbar?

3. War die Studie von ausreichender Stichprobengrafeauch kleine Effekte aufde-
cken zu kdnnen?

4. Deckte die Genotypisierungsplattform hinreichendhtlialle Regionen ab, um den
Grol3teil der Varianz in der studierten Populatiaregfassen?

5. Wurden geeignete Qualitatskontrollen beziglich @&mnotypisierung durchgefihrt
(inklusive visueller Inspektion der ,cluster plotshd Replikation eines Teils der Ge-
notypisierungsergebnisse auf einer unabhangigetfdreia)

6. Entdeckte die Studie zuverlassig Assoziationenzomor berichteten und replizierten
Varianten (bekannten positiven Befunden)?

7. Wurden stringente Korrekturen angewandt, um flrséade durchgeftihrter Tests zu
korrigieren?

8. Wurden die Ergebnisse in unabhéngigen Populatiog@iziert?

9. Waren die Replikationsstichproben bezlglich degggeghischen Ursprungs und der
Definition des Phanotyps vergleichbar? (und faltshth erstrecken sich diese Diffe-
renzen auf die Anwendbarkeit der Befunde?)

10.Wurde Evidenz fur eine funktionelle Rolle des idierierten Polymorphismus gelie-

fert?
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die wesentlichenhidéén zur Identifizierung von krank-
heitsrelevanten Genen vorgestellt, die GWA, dassifpmal cloning“ und der Kandidaten-
genansatz. Ergebnisse aus Studien der eigenentgghgipe, an deren Auswertungen ich
malf3geblich beteiligt war, wurden zu Genen bericltiet aus je einem Ansatz hervorgingen.
Die Arbeiten flhrten zu der Endeckung ganz neuai,ldie eine Rolle bei der Entwicklung

von Asthma im Kindesalter haben konnen.

Der jungste Ansatz, die GWA, ist erst vor wenigahrén durch den Einsatz neuer Technolo-
gien moglich geworden. Mit diesem Ansatz wurde eliste GWA zu Asthma durchgeflhrt.
Dabei wurde ein Locus auf Chromosom 17921 entde@thoch mit Asthma assoziiert war.
Auf diesem Locus lagen Gene, die zuvor nicht mithAg in Verbindung gebracht wurden.
Von diesen scheint vor alle@RMDL3eine bedeutende Rolle zu spielen. Dies ist dureh B
funde in Genexpressionsstudien belegt, bei dene®@BMDL3 Expression durch SNPs auf
Chromosom 17 reguliert wurde. Neb@RMDL3 liegen andere Gene wi@SDML oder
ZNFN1A3auf diesem Locus, fur die eine relevante Funktiender Entwicklung auf Asthma
ebenfalls in Diskussion ist. Das modernere, statistgeleitete Suchen der GWA fuihrte zur
Aufdeckung neuer Gene, die bei der Entwicklung #sthma eine Rolle spielen kdnnen und
bedeutet somit einen grof3en Fortschritt. Dennoelbéh viele Fragen, die vor allem in der
Ergrindung der Funktion neuer krankheitsrelevanoer und methodischer Einwande beste-
hen. Ob GWAs die kausalen Loci aufdecken kdnnémndeaszeit nicht klar. Dies kdnnte u.a.
daran scheitern, dass nicht alle SNPs des Genormsitd@ einem Chip vereint werden kon-
nen. Zudem scheinen bestimmte Konstellationen dleif'equenz das Auffinden von Asso-

ziationen zu begunstigen. Dies kdnnte zu einer Bletedligung seltener SNPs fuhren.

Das ,positional cloning” ging der GWA als genomveait Ansatz voraus. Durch diese Me-
thode wurde das GeADAM33 entdeckt. Eine Assoziationsstudie der eigenen ifstpeippe
zu diesem Gen lieferte Ergebnisse, deren Interpoataich schwierig gestaltet. Die dort auf-
gedeckten Effekte waren schwach und zum Teil inistest. Dies steht aber in Ubereinstim-
mung mit der Gesamtheit von StudienADAM33 in denen keimDAM33SNP eine konsi-
stente Assoziation mit Asthma oder einem anderegin®typ aufwies. AFADAM33 zeigte
sich zudem, dass auch die Definition von Replika#aswirkungen auf die Wahrnehmung

der Bedeutung eines Gens haben kann. Der Zusamnmgnioat ADAM33 mit Asthma war
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Uber viele Studien konsistent, wenn statt einessSt3 Gen als die zu replizierende Einheit
herangezogen wurde. Zwar gibt es Hinweise, dassGéasin Zusammenhang mit dem ,air-
way remodelling® steht, jedoch ist auch der Pathdmeismus, welcher Effekte von

ADAM33auf Asthma erklaren soll, nicht endgiltig ergrinde

Den genomweiten Ansatzen ist es gemein, dass #i®iRachanismen erst im Anschluss an
eine Assoziationsstudie zu finden versuchen, irmieere nach der Entdeckung neuer Gene.
Solche Pathomechanismen kénnen auf verschiedenietsbilder einwirken. So kdnnen
sie auch auf verschiedene atopische Erkrankungeemvbder aber auch nur eine Facette der
Asthmadefinition betreffen. Auch generelle Einflésguf das Immunsystem kdnnten sich
symptomatisch als Asthma auf3ern. In diesem Komexte als weitere Hypothese der Ein-
fluss von Zinkfingern vorgestellt. Daneben ist amzdumen, dass auch hinter den Beobach-
tungen zuUORMDL3Varianten ein (gemeinsamer) Mechanismus versistkbDafiir sprechen

Assoziationen in drei verschieden@RMDL-Genen.

Als dritte Studie wurde eine reine Kandidatengetistibbeschrieben. Bei dieser war die Rolle
von Toll-like Rezeptoren auf die Entwicklung vontAsa Gegenstand, da mikrobielle Expo-
sition die Modulation der T-Effektor-Zellen zu Gues einer F1-Antwort durch TLRs ver-
mittelt. Stimulation von TLRs kdnnte daher vor Asth und atopischen Erkrankungen schiit-
zen. Tatsachlich wurden protektive Effekte von Radyphismen inTLR1, TLR6und TLR10
festgestellt, die auch nach Korrektur fir multiplessten Bestand hatten. Es konnte zudem
gezeigt werden, dass die Effekte flr atopischefirAathdher ausfielen als fur Atopie ohne

das gleichzeitige Auftreten von Asthma.

Genomweite Studien und Kandidatengenstudien fllateder ldentifizierung unterschiedli-
cher Loci. Derzeit ist nicht geklart, welcher derste Ansatz bei der Suche nach Asthmage-
nen ist oder ob es Uberhaupt einen solchen gilet.MBthoden sollten daher nicht gegenein-
ander verglichen werden, sondern besser zu eineltmmthodalen Ansatz verarbeitet wer-
den. Um die ganze Komplexitat von Asthma zu erfassellten nicht nur Kombinationen
von Methoden bei der Identifizierung von Genen,d&wn auch die Analyse von Umweltfak-
toren, Gen-Umweltfaktoren und die Verwendung veeséner statistischer Methoden be-

ricksichtigt werden.

145



Zusammenfassung

Trotz einiger methodischer Einwande ist die GWAeeimnovative Methode der Gegenwart.
Voraussichtlich wird es in den néachsten Jahremgeh, séamtliche Loci zu erfassen, so dass
sich Probleme des ,coverdgesribrigen. Mit den grof3en Datenmengen gehen aben a
Probleme einher, welche die Frage nach der richtiyeswertungsstrategie stellen. So wie
sich die Komplexitat der asthmatischen Erkrankuaceits in der Definition zeigt, bedarf es
auch eines komplexen Vorgehens, um die verschiederscheinungsformen des Bildes kla-
rer auszuleuchten. Dazu gehoért das Verfolgen vexdeher Hypothesen ebenso wie das
Verwenden neuer Methoden. Derzeit erscheint dalmr Kombination der verschiedenen
Anséatze eine gute Strategie, die Suche nach dewargien Asthmagenen fortzusetzen, da so
die Vorteile verschiedener Vorgehensweisen zum drakpmmen. Neue Loci kbénnen zu
neuen Hypothesen flhren, die im Rahmen klassisdiEorie geleiteter Studien weiter ge-

fuhrt werden.
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