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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Einfiihrung in das Thema der Arbeit

»Es sind die kleinen Unterschiede, die uns zu unverwechselbaren Individuen ma-
chen. Denn abgesehen vom Sonderfall eineiiger Zwillinge gleicht kein Erbgut dem
anderen. Jeder Mensch hat eine individuelle Zusammensetzung an Genvarianten.
Diese Mischung bestimmt unsere Augenfarbe, die Farbe der Haare und zum Teil
auch unsere Personlichkeit. Diese Genvariationen machen uns aber eventuell auch
anfillig fiir Krankheiten oder beeinflussen die Wirksamkeit von Medikamenten. Sie
sind dafiir verantwortlich, dass der eine leichter Ubergewicht bekommt oder eher
zu Asthma neigt als der andere, oder dafiir, wie gut depressive Patienten auf Me-
dikamente reagieren. Der Grofiteil dieser individuellen Gen-Unterschiede beruht
auf winzigen Abweichungen im Erbgut: auf der Verdnderung nur eines Buchsta-
ben im Alphabet der DNA (Desoxyribonukleinséure, engl. deoxyribonucleic acid).
[NGFN, 2011]

Vor ca. 20 Jahren war es kaum vorstellbar, mehr als einige wenige DNA-Fragmente
gleichzeitig zu untersuchen. Heute kénnen mithilfe der DNA-Chip-Technologie in
einem Experiment tausende von Genen parallel analysiert werden. Dazu wurden in
den letzten Jahren Hochdurchsatzverfahren entwickelt, welche die Durchfithrung
einer Vielzahl von Analysen in kurzer Zeit ermdoglichen und folglich grofie Daten-
mengen erzeugen [NGFN, 2011]. Etwa 25 Jahre nachdem 1953 James Watson und
Francis Crick die rdumliche Struktur der DNA entschliisselt hatten, wurden par-
allel zwei Technologien entwickelt, um die Abfolge der Basenpaare auf der DNA
zu bestimmen. Fred Sanger entwickelte die Didesoxymethode, auch als Kettenab-
bruchmethode bekannt, wobei DNA enzymatisch sequenziert wird. Im Gegensatz
dazu hatten Maxam und Gilbert die Idee, DNA chemisch abzubauen und so die
Sequenz zu bestimmen. Fiir beide Sequenziermethoden gab es 1980 den Nobelpreis
fiur Chemie.

Uber 30 Jahre dominierte Sangers Methode, die auf Sequenzierung durch Synthese
beruht, aufgrund der Automatisierbarkeit, der Qualitit der Sequenzen und der lén-
geren Leseweiten. In der zweiten Generation der Sequenziermaschinen setzen sich
immer mehr die nicht-Sanger-Methoden durch, da diese noch schnelleres Sequen-
zieren ermoglichen und noch lingere Leseweiten erlauben [Schuster, 2008]. Diese
neuen Hochdurchsatztechnologien fasst man unter dem Begriff ,,Next generation
sequencing” (NGS) zusammen. Sie kénnen unter anderem die Identifizierung und
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Katalogisierung der Héufigkeit von bestimmten Genvarianten (SNPs, engl. Sin-
gle Nucleotide Polymorphism) beschleunigen. In genomweiten Assoziationsstudien
(GWAS) werden tiber das gesamte Genom verteilte SNPs in Féllen (Patienten) so-
wie in Kontrollen (gesunden Personen) mit statistischen Verfahren analysiert, um
krankheitsassoziierte Gene und ihre natiirlich vorkommenden haufigen Varianten
zu identifizieren.

1.2 Grundlagen

1.2.1 Genetik

Jede menschliche Zelle enthélt 46 Chromosomen, 22-2 homologe Autosomen und
zwei Geschlechtschromosomen XX (Frauen) bzw. XY (Ménner). Die Chromoso-
men haben paarweise die gleiche Grofie, Gestalt und das gleiche charakteristische
Bandmuster. Da jedes Autosom doppelt vorhanden ist, spricht man von einem
diploiden Chromosomensatz. Chromosomen sind langkettige Molekiile aus Des-
oxyribonukleinsdure (DNA), die aus einer linearen Abfolge einzelner Bausteine,
den Nukleotiden bestehen [Bickeboéller and Fischer, 2007]. Diese setzen sich jeweils
aus dem Zucker Desoxyribose, Phosphatresten und einer der vier Basen Adenin
(A), Cytosin (C), Guanin (G) oder Thymin (T) zusammen. Ein einfacher Chromo-
somensatz hat eine Gesamtldnge von ca. 3 Milliarden Basenpaaren. Da immer A
und T sowie C und G ein Basenpaar bilden, geniigt es fiir formale Zwecke nur einen
DNA-Strang zu betrachten. In der Reihenfolge der Nukleotide ist die genetische In-
formation durch einen ,,Dreibuchstabencode® (Basen-Triplett) verschliisselt. Diese
Information wird von den Zellen bendtigt um funktionsfihige biologische Produk-
te (Proteine) herzustellen. Ein Gen ist ein DNA-Abschnitt, der den Code fir die
Synthese eines Proteins enthélt.

Die Vervielfiltigung der DNA findet {iber zwei Arten der Zellteilung statt: Mito-
se und Meiose. Bei der Mitose wird die genetische Information verdoppelt und
auf zwei identische Tochterzellen verteilt. Auf diese Weise werden alle diploiden
Korperzellen vermehrt. Die Zellteilung der Keimzellen geschieht durch Meiose.
Keimzellen sind Samen- und Eizellen (Gameten), die nur einen haploiden Chro-
mosomensatz besitzen. Wie in Abbildung 1.1 dargestellt, verdoppeln sich die Keim-
zellen zundchst. Wahrend der 1. Reifeteilung teilen sich die homologen Chromoso-
men, wobei jeweils zwei Schwesterchromatiden zusammenbleiben. Bei der 2. Rei-
feteilung werden die Schwesterchromatiden getrennt und es entstehen vier neue
Gameten. Durch die Verschmelzung von Ei- und Samenzelle entsteht wieder ein
vollstandiger diploider Chromosomensatz. Die genetische Variabilitdt entsteht je-
doch schon vor der 1. Reifeteilung, wenn sich die homologen Chromosomen an-
einanderlagern. Einerseits werden miitterliche und véterliche Erbanlagen dadurch
vermischt, dass sich Chromosomenpaare zufillig zusammensetzen und somit 223
verschiedene Kombinationsmoglichkeiten entstehen, andererseits konnen bei der
Aneinanderlagerung Chromatiden derart auseinander brechen und neu verschmel-
zen, dass DNA-Bruchstiicke der véterlichen und miitterlichen Chromatiden zuféllig
vermischt werden [Bickeboéller and Fischer, 2007]. Dieser nicht seltene Austausch
von DNA-Stiicken wird Crossover genannt. Nach der 1. Reifeteilung sind somit die
Schwesterchromatiden nicht mehr identisch.

Die Trennung von urspriinglich gekoppelten Genen auf einem Chromosom wird
Rekombination genannt. Gekoppelt bedeutet, dass die Gene dieses Chromosoms
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zusammen vererbt wurden. Rekombination zwischen Genen tritt umso haufiger
auf, je weiter die Gene auf dem Chromosom auseinander liegen. Sind die Gene
weit voneinander entfernt, kann es zu mehreren Crossovers kommen. Zwei weit
auseinander liegende Gene auf einem Chromosom werden durch Rekombination
regelméfig getrennt und koénnen somit als ungekoppelt angesehen werden. Die
Rekombinationsrate kann deshalb als Maf fiir die Entfernung zweier gekoppelter
Gene auf einem Chromosom benutzt werden, da die Haufigkeit der Rekombinatio-
nen zwischen zwei Genen unter den selben Bedingungen immer gleich ist [Hirsch-
Kauffmann and Schweiger, 2000]. Je dichter die Genorte zusammen liegen, desto
kleiner die Rekombinationshéaufigkeit und je weiter die Gene auseinander liegen,
desto grofler die Rekombinationshaufigkeit.

I I I vV

Abbildung 1.1: Quelle: Abb. 1.7 aus Bickeboller & Fischer, 2007 A: Diploider Chromoso-
mensatz, B: Verdopplung und Uberlagerung, C: 1. Reifeteilung, D: 2. Reifeteilung, aus der
Ausgangszelle entstehen vier Keimzellen. Zur Vereinfachung ist nur ein Chromosomenpaar
abgebildet.

Die genetische Information der Zellen ist in der Regel identisch. Jedoch variie-
ren ca. 0,1% der DNA zwischen verschiedenen Individuen. Stellen im Genom, die
auf den homologen Chromosomen verschiedene Auspréigungen, sogenannte Allele,
haben, nennt man polymorph. Die bei einer Person vorhandenen Kombinationen
der beiden Allele heiflen Genotyp. Als Phanotyp wird das &uflere Erscheinungsbild
oder die duflerlich sichtbare Auspriagung bezeichnet. Marker sind Polymorphismen
mit einer definierten Lage, deren Allele nach den Mendelschen Regeln vererbt wer-
den. In Analysen werden SNPs als Standard verwendet, wihrend Mikrosatelliten
nur vereinzelt und Minisatelliten kaum noch verwendet werden. Ein SNP ist eine
Sequenzvariation der DNA, die durch den Austausch einer einzigen Base charak-
terisiert ist und mit relevanter Haufigkeit (> 1%) in der Population vorkommt. Im
menschlichen Genom findet sich im Durchschnitt alle 1.000 Basenpaare ein SNP.
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Existieren an einer bestimmten Stelle zwei verschiedene Allele, ist das Individu-
um fiir diesen Marker hetero-, ansonsten homozygot. Die Abbildung 1.2 stellt eine
DNA-Sequenz zweier homologer Chromosomen dar, also die jeweils von Mutter
und Vater geerbten Chromosomenkopien einer Person. Die Sequenzen sind iiber-
wiegend gleich, jedoch unterscheiden sie sich an der markierten Position, dem SNP.
Es handelt sich hier um einen C/T-SNP und die Person ist heterozygot mit dem
Genotypen (C,T). Wie man sieht, ist fiir die Definition entscheidend welchen DNA-
Strang der Doppelhelix man wéahlt. Wiirde man den anderen Strang als Referenz
ansehen, hétte man hier einen G/A-SNP.

Abbildung 1.2: Die Abbildung stellt zwei Chromosomenkopien dar, die
sich in einem einzigen Basenpaar (markierte Stelle) unterscheiden (Quelle:
http://www.dnabaser.com/articles/SNP /SNP-single-nucleotide-polymorphism.html).

Es gibt schitzungsweise 7 bis 9 Millionen SNPs im Humangenom [International
HapMap Consortium, 2007]. Die NCBI dbSNP Datenbank (Version 129 basierend
auf NBCI genome build 36.3) beinhaltet mehr als 14,7 - 105 SNPs, wovon 6, 6 - 10
SNPs gepriift und eindeutig im menschlichen Genom lokalisiert wurden.

Im einfachsten Fall konnen die Allele bzw. Genotypen eines einzelnen SNPs das
Krankheitsrisiko bei einer bestimmten Person veridndern. Oftmals sind die Zu-
sammenhénge aber komplexer und es ist sinnvoll, Haplotypen zu betrachten. Als
Haplotypen bezeichnet man Einheiten von Loci auf demselben Chromosom, die
gemeinsam vererbt werden. Es gibt drei wichtige Griinde Haplotypen zu betrach-
ten [Clark, 2004]: Zum einen haben Haplotypen direkte biologische Relevanz, zum
anderen ist die genetische Variabilitdt (Mutation, Selektion, Migration) einer Po-
pulation auf natiirliche Weise in Haplotypen organisiert. Zusétzlich fithrt die Zu-
sammenfassung mehrerer SNPs in Haplotypen zu einer reduzierten Anzahl der
Dimensionen bei statistischen Tests. Da die direkte Bestimmung von Haplotypen
im Labor sehr aufwendig ist, werden statistische Verfahren verwendet um Haplo-
typen zu schétzen [Becker and Knapp, 2004]. Diese Methoden benutzen direkt
oder indirekt die Information von Personen (Familien) mit bekannter Phase (es
ist bekannt, welche Loci von der Mutter und welche vom Vater vererbt wurden),
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um fiir andere Personen (Familien) mit unbekannter Phase (es ist unbekannt,
welche Loci von welchem Elternteil stammen) die Wahrscheinlichkeit des Auftre-
tens der verschiedenen moglichen Haplotyperklarungen zu gewichten. Aufgrund
der Entwicklungsgeschichte treten die Allele benachbarter SNPs nicht unabhén-
gig voneinander auf (Kopplungsungleichgewicht). Das hat zur Folge, dass von den
vielen theoretisch moglichen Haplotypen nur einige tatséchlich vorkommen.
Wiéhrend der Populationsgeschichte reichert sich der Pool der vorhandenen Haplo-
typen durch Mutation und Rekombination an. Dabei unterscheidet man Founder-
mutation und Hot-Spot-Mutation. Der Unterschied wird in Abbildung 1.3 deut-
lich. Bei einer Foundermutation sind lange DNA-Abschnitte, also der Haplotyp,
identisch, wahrend bei einer Hot-Spot-Mutation die Mutation immer wieder neu
entsteht und somit auch das Umfeld nicht einheitlich ist.

Natirlich vorkommende Varianten (SNPs)

CAGGTCTCTATCCGAATC|GIATTCCA
CAGGTCTCAATCCGAATC|GIATTCCA

Mutation in der GATTC
Founder-Sequenz GATTC

> >
I.e
o <

GATTCIAICAGGTCTCAATCCGAATC|GIATTCCA T
Sequenzen mit GATTCIA|ICAGGTCTCAATCCGAATC|IGIATTCCA T
Foundermutation GATTCIA|ICAGGTCTCAATCCGAATC|IGIATTCCA T
GATTCJA|ICAGGTCTCAATCCGAATC|GIATTCCA T

GATTC|TICAGGTCTCAATCCGAATC|CIATTCCA
Sequenzen mit GATTCJA|ICAGGTCTCAATCCGAATC|CIATTCCAC
Hot-Spot-Mutation GATTC|T|ICAGGTCTCAATCCGAATC|G|ATTCCAT
GATTCIA|ICAGGTCTCAATCCGAATC|CIATTCCA
L 1\ L

Mutation

_i

Abbildung 1.3: Unterschied von Foundermutation und Hot-Spot-Mutation (angelehnt an:
Spektrum der Wissenschaft 1/2006, von Alison Kendall).

Wie weit die Foundermutation zuriickliegt, lasst sich aus der Linge des gemeinsa-
men Haplotyphintergrunds und der Héufigkeit der Foundermutation bestimmen.
Wie in Abbildung 1.4 sichtbar, wird der Haplotyp mit steigender Generationenzahl
immer kirzer.
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sm <—— Foundermutation

Founder

<—— Rekombination

x Vererbung an die nachste Generation

Ubertriger unter =m <—— beibehaltene Mutation

den Kindern des
Founders

\ Vererbung an die ndachste Generation

sm <—— peibehaltene Mutation

Ubertriager unter
den Enkeln des
Founders

\ Rekombinationsereignisse
Uber zahlreiche
Generationen

sm <— beibehaltene Mutation

Heutiger Ubertriger

Jeweils neues
Chromosom vom
anderen Elternteil

Abbildung 1.4: Diese Abbildung verdeutlicht, dass sich die Haplotypldnge von Generation
zu Generation verringert (angelehnt an: Spektrum der Wissenschaft 1/2006, von Alison
Kendall).

1.2.1.1 Kopplungsgleichgewicht

Kopplungsgleichgewicht (Linkage Equilibrium) liegt vor, wenn die Allelverteilun-
gen an zwei Genorten unabhingig voneinander sind, anderenfalls handelt es sich
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um Kopplungsungleichgewicht (Linkage Disequilibrium, LD). Kopplungsungleich-
gewicht bedeutet also, dass Allele verschiedener Genorte (Marker/SNPs) haufiger
gemeinsam auftreten, als bei zufélliger Verteilung zu erwarten wére. Zur Erléu-
terung betrachte man einen Genort 1 mit Allelen A, a und einen Genort 2 mit
Allelen B, b. Die zugehorigen Haplotypen sind AB, Ab, aB und ab. Weiter sei
f() die Haufigkeit eines Allels oder Haplotyps in der Bevolkerung bzw. in einer
Stichprobe. Unter dem Kopplungsgleichgewicht ergibt sich somit [Knapp et al.,
2001]:

f(AB) = f(A)f(B)

Die Abweichungen der Haplotyphaufigkeiten vom Produkt der Allelhdufigkeiten
ergeben das Kopplungsungleichgewicht:

D = f(AB) — f(A)f(B)

D = 0 wiirde somit bedeuten, dass die Loci im Gleichgewicht stehen. LD ent-
steht meistens durch neue Varianten in einer Gamete. Diese Varianten bleiben
iiber Generationen mit den eng benachbarten Allelen des Ausgangschromosoms
im Kopplungsungleichgewicht, da sie auf der Ursprungssequenz weiter vererbt wer-
den. Kopplungsungleichgewicht ist der natiirliche Ausgangszustand fiir die durch
Foundermutationen neu entstandenen SNPs und die SNPs, die sich bereits auf
dem Haplotyphintergrund befinden. Im Laufe der Generationen reduziert sich das
LD durch Rekombination und wird zu einem lokalen Phénomen. Innerhalb von
durchschnittlich 20kb bis 100kb groflen Bereichen ist starkes LD zwischen SNPs
der Normalfall.

MasBe fiir das LD sind D’ und 2. D’ ist eine Normierung des Disequilibriumskoef-
fizient D = f(AB) — f(A)f(B) und ist im Falle eines Kopplungsungleichgewichts
von Null verschieden. Dieser Koeflizient gibt also die Stérke einer allelischen As-
soziation an und hingt von den Allelhdufigkeiten ab. Der Korrelationskoeffizient r
der Vierfeldertafel ist hingegen definiert durch 2 = D?/(f(A)f(a)f(B)f(b)) und
ist das ausschlaggebende Maf fiir die relative Power zweier SNPs im LD. Im Falle
des Kopplungsgleichgewichts sind beide Mafie Null. Man spricht vom kompletten
LD, wenn D’ = 1 und der Korrelationskoeffizient > < 1 ist, was in unserem Bei-
spiel mit zwei SNPs genau dann der Fall ist, wenn nur drei der vier moglichen
Haplotypen existieren. Das perfekte LD zeichnet sich durch D’ = 1 und 72 = 1
aus, was wiederum bedeutet, dass nur zwei verschiedene Haplotypen existieren.
Abbildung 1.5 zeigt eine typische LD-Struktur fiir benachbarte SNPs.
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Abbildung 1.5: Diese Abbildung wurde mit der Software Haploview [Barrett et al., 2005]
erstellt, die LD-Blocke visualisiert. Je dunkler die Felder desto grofler ist das LD zwischen
den SNPs.

1.2.2 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Eine Grundregel der Populationsgenetik stellt das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
(engl. Hardy-Weinberg-Equilibrium, HWE) [Hardy, 1908] dar. Es gilt fiir grofle
yotandardpopulationen” bei denen Mutation, Migration und zufélliger Gendrift
nicht fir die Verteilung der Allelfrequenzen ins Gewicht fallen. Je grofier eine Po-
pulation ist, desto unwahrscheinlicher ist das Auftreten von Zufallsabweichungen
und desto eher liegen die Allelfrequenzen im Gleichgewicht. Besteht ein Popula-
tionsgleichwicht, &ndert sich diese Verteilung von einer Generation zur nichsten
nicht. Der Test auf das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht deckt allelspezifische Un-
regelméfligkeiten in untersuchten Populationen auf. Diese Abweichungen werden
in Fall-Kontroll-Studien gewohnlich durch fehlerhafte Genotypisierung verursacht
[Balding et al., 2007].

Gehen wir von einem biallelischen Locus mit Allelen A, a und Allelhdufigkeiten
p, q in einer sehr groflen Population aus, um das HWE nédher zu erldutern. In
einer Standardpopulation treten die Allele unabhéngig voneinander auf und daher
gelten folgende Gleichungen fiir die Genotyphéufigkeiten:

P(AA) = P
P(Aa) = 2pq
P(aa) = ¢

Es gilt:
P’ +2pq+¢* =1

Die Giiltigkeit des HWE in einer Stichprobe mit empirisch bestimmten Genotypen
lasst sich statistisch priifen. Beim Test auf das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
schitzt man zunéchst die Allelhdufigkeiten aus der Stichprobe, indem die Anzahl
beobachteter Allele durch die Gesamtzahl der Allele 2N geteilt wird, wobei N die
Anzahl der Personen ist. Anschliefend berechnet man die erwarteten Genotyphéu-
figkeiten (FE;) unter HWE und vergleicht die beobachtete (O;) und die erwartete
(E;) Anzahl von Genotypen mit einem y2-Test mit einem Freiheitsgrad:

3 2
2~ (0i— E;)
Y= ;7&
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Die y?-Verteilung liefert dann den zugehorigen p-Wert.

1.2.3 Pathways

Das Leben basiert auf einer Folge von biochemischen Prozessen und chemischen
Reaktionen, wobei jeder Vorgang dazu fithrt, dass Molekiile miteinander interagie-
ren und somit eine chemische oder physikalische Verdnderung in den lebenden Sys-
temen bewirken [Schreiber, 2001]. Ein Pathway (Stoffwechselweg) beschreibt eine
Aneinanderreihung von Reaktionen. Pathways kénnen in metabolische Stoffwech-
selwege und regulatorische Pfade unterteilt werden. Als metabolischer Stoffwech-
selweg wird die Gesamtheit aller biochemischen Vorgénge beim Aufbau, Abbau und
Umbau eines Organismus sowie dessen Stoffaustausch mit der Umwelt bezeichnet.
Die beiden grundlegenden Stoffwechselvorginge sind Anabolismus (z.B. Photosyn-
these, Chemosynthese und Verdauungsprozesse) und Katabolismus (Atmung und
Gérung). Dabei ermoglichen oder beschleunigen Enzyme, effektive biologische Ka-
talysatoren, die biochemischen Reaktionen in Zellen. Zu den regulatorischen Pfa-
den gehoren Signal- und Transportwege sowie Regulation der Genexpression.
Metabolische Stoffwechselwege und regulatorische Pfade kénnen als interzellulé-
re Netzwerke beschrieben werden, da sie auf elementaren Bausteinen einer Zelle
wie Genen, Transkripten, Proteinen und Metaboliten basieren [Schreiber, 2009].
Metabolite, einfache Molekiile, entstehen als Zwischenstufe oder Abbauprodukt
von Stoffwechselvorgéngen und werden durch Enzyme ineinander umgewandelt.
Proteine kénnen ebenfalls miteinander interagieren und die Aktivitdt von Genen
regulieren, welche auch durch Metabolite beeinflusst werden kann. Daraus entsteht
ein komplexes Netzwerk aus Interaktionen und Abhédngigkeiten, auf dem wiederum
weitere biologische Netzwerke aufbauen kénnen. Dies konnen interzelluldre Signal-
netzwerke, welche Interaktionen zwischen Zellen beschreiben, hormonelle Netzwer-
ke, die die Kommunikation zwischen Geweben und Organen reprisentieren, oder
neuronale Netzwerke, welche die Verschaltungen von Neuronen darstellen, sein,
um einige Beispiele zu nennen [Schreiber, 2009].

Der deutsche Biochemiker Gerhard Michal hat 1968 erstmals eine graphische Dar-
stellung der in Lebewesen ablaufenden biochemischen Reaktionen und Interak-
tionen erstellt. Diese Darstellung , Biochemical Pathways*“ wurde in Form eines
Posters, welches ca. 1.500 Reaktionen und zugehérige Substanzen umfasste (auf
der aktualisierten Version ca. 10.000 Reaktionen und Substanzen), verdffentlicht
[Michal, 1993]. Moderne Analysemethoden tragen heute zum besseren Verstind-
nis der einzelnen Elemente und Interaktionen in den biologischen Systemen bei
und somit zum Verstehen des Gesamtsystems [Schreiber, 2009]. Das Wissen tiber
die Strukturen und die Funktionsweise der Pathways gibt uns neue Méoglichkeiten
und Ansétze fir die Entwicklung von Medikamenten und Therapien, da so ge-
zielt Eingriffe in die Prozesse im menschlichen Organismus vorgenommen werden
konnen.

1.2.4 Statistische Grundbegriffe

Die Aufgabe statistischer Methoden besteht darin, aus Stichproben Aussagen tiber
eine groflere Grundgesamtheit abzuleiten [Hilgers et al., 2007]. In dieser Arbeit
werden statistische Methoden verwendet um epidemiologische Fragen zu kléren.
Die Epidemiologie befasst sich einerseits mit der Untersuchung der Verteilung von
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Krankheiten, allgemeiner von Phanotypen in Bevolkerungsgruppen, und anderer-
seits mit deren Einflussfaktoren. Die Genetische Epidemiologie spezialisiert sich
insbesondere auf die Untersuchung genetischer Einfliisse bei monogenen und kom-
plexen Erkrankungen sowie die Entwicklung statistischer Verfahren hierfiir.

1.2.4.1 Testen von Hypothesen

Ein statistischer Test liefert nach bestimmten Regeln die Entscheidung dariiber,
ob eine vorgegebene Hypothese anhand von Daten unter einem zuvor festgelegten
Signifikanzniveau verworfen werden sollte [Heinecke et al., 1992]. Das Festhalten
an einer Hypothese bedeutet, dass die Entscheidung offen bleibt, da eine Hypothe-
se, die nicht verworfen werden kann, nicht bewiesen ist. Das logische Prinzip des
statistischen Testens gleicht dem des indirekten Beweises. Zum indirekten Beweis
einer Hypothese H; nimmt man an, dass die Verneinung von H; richtig sei. Die
Verneinung von H; bezeichnet man als Nullhypothese Hy, Hi heifit auch Alterna-
tivhypothese. Wenn es gelingt, aus der Verneinung von Hj, also aus der Nullhy-
pothese, einen Widerspruch abzuleiten, ist der indirekte Beweis gelungen, und an
Hy wird festgehalten.

Beim statistischen Testen fiihrt das Eintreten eines unter Hgy unwahrscheinlichen
Ergebnisses in einem entsprechend geplanten Versuch zum Verwerfen von Hy [Hei-
necke et al., 1992]. Die Irrtumswahrscheinlichkeit ist dabei sehr wichtig, da nicht
ausgeschlossen werden kann, dass eine Fehlentscheidung getroffen wird. Hierbei
wird zwischen Fehler 1. Art und Fehler 2. Art unterschieden. Beim Fehler 1. Art
wird die in Wirklichkeit richtige Nullhypothese als nicht richtig erkannt und ver-
worfen. Die obere Schranke fiir die Wahrscheinlichkeit des Fehlers 1. Art wird mit
« bezeichnet und hat tiblicherweise den Wert 0,05 oder 0,01. Beim Fehler 2. Art
erkennt man eine in Wirklichkeit richtige Gegenhypothese nicht als richtig und
somit wird félschlicherweise an der Nullhypothese festgehalten. Die Wahrschein-
lichkeit fiir diesen Fehler wird mit 5 bezeichnet. Bei einem Experiment wird «
explizit angegeben, wihrend 3 nur geschétzt werden kann.

Die Wahrscheinlichkeit, dass eine richtige Gegenhypothese im Test auch tatséch-
lich als richtig erkannt wird, ist (1 — ). Man nennt diese Wahrscheinlichkeit die
Power (Méchtigkeit) eines Tests. In der Praxis ist die Power ein entscheidendes
Ma# fiir die Verwendbarkeit eines Tests, da man vorhandene Zusammenhénge na-
tiirlich immer finden méchte. Die Power hingt von der Art der Daten und der
Datenerhebung sowie dem Stichprobenumfang ab. Weitere Einfliisse sind der ver-
wendete Test und natiirlich die Irrtumswahrscheinlichkeit . Zu beachten ist, dass
Aussagen der Statistik nie deterministisch sind. Auch eine verworfene Nullhypo-
these kann in Wirklichkeit richtig sein.

1.2.4.2 p-Wert

Um statistisch zu tiberpriifen, ob ein SNP mit einer Krankheit assoziiert ist, wird
zunéchst eine Nullhypothese aufgestellt. Die Nullhypothese lautet in diesem Fall:
,Der SNP ist nicht mit der Krankheit assoziiert“. Anhand der Daten wird mit Hil-
fe einer Teststatistik ein p-Wert ausgerechnet, der die Entscheidung beeinflusst,
ob die Nullhypothese verworfen wird oder nicht. Der p-Wert quantifiziert also die
Wahrscheinlichkeit, dass das gefundene Testergebnis (oder ein noch extremeres
Ergebnis) zu beobachten ist, wenn die Nullhypothese richtig ist. Wenn p kleiner
ist als das zuvor festgelegte Signifikanzniveau «, wird die Nullhypothese verworfen
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und die Alternativhypothese angenommen. Beim p-Wert gilt das Plausibilitétskri-
terium ,,Je kleiner, desto besser®. Dabei ist zu beachten, dass der p-Wert lediglich
besagt, ob ein signifikanter Unterschied existiert. Er enthélt jedoch keine Informa-
tion iiber die Grofie des gefundenen Effekts [Weif3, 2008].

1.2.4.3 Multiples Testen - Bonferroni-Korrektur

Wenn zur selben bzw. inhaltlich zusammengehorigen Fragestellung mehrere Hypo-
thesen getestet werden, spricht man vom multiplen Testen . Dies fithrt zu einem
Anstieg des Fehlers 1. Art fir das Gesamtexperiment, da fiir jede Hypothese mit
der Wahrscheinlichkeit o ein Fehler 1. Art begangen werden kann. Es gibt ver-
schiedene Ansdtze das Ansteigen des Fehler 1. Art zu kontrollieren und somit
den p-Wert fiir das multiple Testen zu korrigieren. Eine davon ist die Bonferroni-
Korrektur. Sie besteht darin, fiir k& Tests jeweils das Signifikanzniveau «/k zu
wahlen. Sind die einzelnen Tests voneinander abhéngig, ist diese Korrektur sehr
streng und es kommt zu einer Reduzierung der Power. In solchen Fallen ist es
sinnvoll, Simulationsmethoden zu verwenden [Westfall and Young, 1993]. Dieser
Ansatz wird in Abschnitt 3.5.8 ausfiihrlich erlautert.

1.3 Genetische Epidemiologie

Die Genetische Epidemiologie beschéftigt sich mit genetischen Risikofaktoren und
deren Zusammenwirken mit Umweltfaktoren bei der Entstehung und dem Ver-
lauf von Krankheiten [Bickeboller and Fischer, 2007]. Das Hauptziel der Gene-
tischen Epidemiologie ist daher die Lokalisation, Identifikation und Bestimmung
der Effektstarke von DNA-Sequenzvariationen im menschlichen Erbgut (Genom),
die bei der Entstehung einer Krankheit mitverantwortlich sind. Das Gebiet der
Genetischen Epidemiologie vereint Forschungsmethoden der Humangenetik, der
traditionellen Epidemiologie, der genetischen Statistik und der Bioinformatik. Die
Erkenntnisse der Genetischen Epidemiologie sollen Prognose, Priaventionsmafinah-
men und neue Therapieformen fiir die erforschten Krankheiten ermoglichen. Mit
der Griindung der Zeitschrift Genetic Epidemiology 1984 und der International
Genetic Epidemiology Society (IGES) 1992 hat sich die Genetische Epidemiolo-
gie in den 1980er Jahren als eigenstdndiges Forschungsgebiet etabliert. Klassische
Strategien der Genetischen Epidemiologie sind zum einen die Kopplungsanalyse
und zum anderen die Assoziationsanalyse.

1.3.1 Studientypen

Die haufigste Studienform in der Genetischen Epidemiologie ist mittlerweile die
Fall-Kontroll-Studie, bei welcher die Frequenz von Allelen oder Genotypen zwi-
schen entsprechenden Kollektiven verglichen wird. Es handelt sich hierbei um
retrospektive Stichproben mit erkrankten Féllen und gesunden Kontrollen. Als
Marker werden in dieser Arbeit ausschliefllich SNPs betrachtet. Ein signifikanter
Frequenzunterschied eines Allels oder Genotyps zwischen Féllen und Kontrollen
kann also ein Hinweis darauf sein, dass das Allel direkt oder indirekt eine Rolle
bei der Entstehung der Erkrankung spielt.

Im Gegensatz zu retrospektiven Studien werden bei prospektiven Studien die Da-
ten erst nach Festlegung der Hypothese erhoben. Dadurch kann ein genauerer
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kausaler Zusammenhang zwischen Risikofaktor und Krankheit hergestellt werden,
jedoch sind diese Studien recht aufwendig und kostspielig.

Familienbasierte Tests vermeiden populationsspezifische Stratifikationseffekte, in-
dem sie die nicht vererbten Allele der Eltern von betroffenen Personen als Kon-
trollallele nutzen [Spielman et al., 1993; Balding et al., 2007]. Bei Fall-Kontroll-
Studien kénnen jedoch Probleme auftreten, wenn Populationsstratifikation (siehe
Abschnitt 3.3.3) in der Stichprobe vorliegt, d.h. es konnen positive Testergebnisse
entstehen, ohne dass ein biologischer Zusammenhang zwischen dem untersuchten
Marker und der Krankheit existiert, geringere Effekte konnen verstarkt oder wah-
re Assoziationen maskiert werden. Die familienbasierten Tests sind gegeniiber sol-
chen Effekten robust. Jedoch sind diese familienbasierten Assoziationsstudien im
Vergleich zu Fall-Kontroll-Studien auf Grund des hohen Rekrutierungsaufwandes
stark zuriickgedrangt worden. Im Hinblick auf die in den Fokus riickende Untersu-
chung von seltenen Varianten konnten sie jedoch wieder an Bedeutung gewinnen.
Die Familienstruktur bietet ndmlich eine zusétzliche Moglichkeit, die Korrektheit
der Bestimmung seltener Allele zu tiberpriifen. Zur Korrektur fiir Stratifikation in
Fall-Kontroll-Studien siehe auch Abschnitt 3.3.3.

1.3.2 Relatives Risiko und Odds Ratio

Eine Assoziation einer Erkrankung zu einem genetischen Polymorphismus liegt
vor, wenn die Haufigkeit eines bestimmten Allels in der Population der Erkrankten
sich von der Haufigkeit in einer Kontrollgruppe unterscheidet [Knapp et al., 2001].
Um zu testen, ob ein SNP mit einer Krankheit assoziiert ist, gibt es verschiedene
Ansétze der Einzelmarkeranalyse.

Der genotyp- oder allelbasierte y2-Test vergleicht die beobachteten Hiufigkeiten
b;; mit den erwarteten Haufigkeiten e;;, wobei ¢ = 1,2, 3 fiir die drei verschiedenen
Genotypen steht und j = 1,2 fiir den Fall-Kontroll-Status.

Fiir den genotypbasierten Test ergibt sich somit fiir die 2 x 3-Tafel (siehe Tabelle
1.1) die folgende Teststatistik, welche durch eine y?-Verteilung mit zwei Freiheits-
graden (FG) approximiert werden kann:

3.2 )2
R
i=1j

-1 €ij

Um die Anzahl der Freiheitsgrade zu berechnen, multipliziert man die (Anzahl der
Spalten-1) mit der (Anzahl der Zeilen-1). Diese 2 x 3-Tafel (siche Tabelle 1.1) l&sst
sich in eine 2 x 2-Tafel (Vierfeldertafel, siche Tabelle 1.2) vereinfachen, wenn die
beiden Allele A und T unabhéngig voneinander auftreten, also wenn das HWE
gilt.

Genotyp AA | Genotyp AT | Genotyp TT
Falle Fy I Fy Np
Kontrollen | Ky Ky Ky Ng
No N No N

Tabelle 1.1: 2 x 3-Feldertafel fiir die Genotypverteilung bei einer Fall-Kontroll-Studie.
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Allel A Allel T
Falle 2-Fb+F | F14+2-Fy | 2Np
Kontrollen | 2- Ko+ Ky | K1 +2- Ky | 2Nk
Na Nt 2N

Tabelle 1.2: Vierfeldertafel fiir die Allelverteilung bei einer Fall-Kontroll-Studie.

Aus der Vierfeldertafel kann nun die Teststatistik 74 fiir den allelbasierten y2-Test
erstellt werden:

2N ((2Fy + F1) - (K1 + 2Ko) — (FL+ 2Fo) - (2K3 + K)))?

Ta —
4 ONp- N4 2Ng - Ny

Da es bei dem allelbasierte y2-Test eine Merkmalsauspragung weniger gibt, redu-
ziert sich die Anzahl der Freiheitsgrade auf eins. Die Formel fiir den allelbasierten
x2-Test lisst sich auch folgendermaflen schreiben [Knapp et al., 2001]:

o (PE- PP
[Pa(1 = Pa)l(s3 + 33)
mit
Py = Ny/2N Allelfrequenz von A
PY = (2F»+ F1)/2Np Allelfrequenz von A bei Féllen
PE = (2K2+ Ki)/2Nk  Allelfrequenz von A bei Kontrollen
P = Pj
AA A

Im Gegensatz zum genotyp- oder allelbasierten y2-Test muss beim Armitage-
Trendtest [Armitage, 1955] die Population, aus der die Daten stammen, nicht
im HWE stehen. Die Teststatistik ist der des y2-Tests #hnlich, jedoch wird ein
zusatzlicher Korrekturterm ergénzt:

(PF P’
[Pa(1 = Pa) + (Paa — P)](5n= + 23

Korrekturterm

,Ttrend =

Dieser Korrekturterm berticksichtigt die Abweichungen vom HWE.

Wenn nachgewiesen wurde, dass ein SNP mit einer Krankheit signifikant assoziiert
ist, mochte man in der Regel die Art des Zusammenhangs beschreiben. Als Maf3
fir die Stérke einer Assoziation wird das relative Risiko (RR) oder das Odds
Ratio (OR), auch Chancenverhéltnis genannt, verwendet [Knapp et al., 2001].
Das relative Risiko (RR) definiert die Wahrscheinlichkeit, dass eine Krankheit (D)
bei Personen, die mindestens ein Allel H am Markergenort aufweisen, auftritt
(P(D|HT)), relativ zu der Wahrscheinlichkeit, dass diese Krankheit bei Personen,
die das Allel H nicht besitzen, auftritt (P(D|H™)). Hieraus ergibt sich fiir das
relative Risiko (RR):

P(D|HT)

RRy+ i= ————=
H™ = P(D[H")
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Wenn es sich bei HT wirklich um einen Risikofaktor handelt, dann ist RR von
Null verschieden. Bei gleich groBem Risiko ist RR = 1 liegt keine Assoziation vor.
Das Odds Ratio (OR) gibt im Gegensatz zum RR das Chancenverhéltnis an und

wird wie folgt definiert:

P(D|HY)
1_P(DIHT)
P(D|H—)
1-P(D[H)

Anhand der Allel-Vierfeldertafel (siche Tabelle 1.3) sollen die Unterschiede noch

einmal verdeutlicht werden.

ORH+ =

Allel A | Allel B
Falle a b

Kontrollen | ¢ d

Tabelle 1.3: Allel-Vierfeldertafel

Grundsétzlich ist die Formel p
a .

b-c
anzuwenden. Jedoch gibt es dabei einen Unterschied je nach Art der Kontrollen.
Hat man gesunde Kontrollen, erhélt man geméafl obiger Formel einen Schétzer fiir
das OR, bei Bevolkerungskontrollen erhélt man einen Schéatzer fiir das RR.

1.3.3 Monogene und komplexe Krankheiten

Monogene Krankheiten entstehen durch genetische Variation (Mutationen) inner-
halb eines bestimmten Gens. Diese Verdnderungen kénnen einerseits vererbt wor-
den, aber auch spontan entstanden sein. Die Weitergabe der defekten Gene an die
Nachfahren erfolgt je nach Krankheit in verschiedenen Vererbungsmodi [Bickebol-
ler and Fischer, 2007]:

e Autosomal dominant: Als autosomal dominant werden Erbkrankheiten be-
zeichnet, die schon beim Vorhandensein nur eines defekten Gens auftre-
ten (z.B. die neurodegenerative Krankheit Chorea Huntington). Bei diesen
Krankheiten gibt es minnliche und weibliche Erkrankte, die Ubertragung
kann tiiber beide Geschlechter geschehen. Somit wird bei voll penetranten
Erbgang die Krankheit mit einer Wahrscheinlichkeit von 1/2 vererbt, wenn
ein Elternteil heterozygot fur das Krankheitsgen ist.

e Autosomal rezessiv: Bei einer autosomal rezessiven Krankheit (z.B. Zystische
Fibrose, Phenylketonurie) entsteht die Krankheit nur, wenn die Mutation im
homozygoten Zustand, also doppelt vorliegt. Gesunde Eltern eines betroffe-
nen Kindes sind heterozygot am Krankheitsgenort. Aus diesem Grund erben
weitere Kinder mit einer Wahrscheinlichkeit von 1/4 von beiden Eltern die
Mutation.

e Auflerdem gibt es noch die X-chromosomal rezessive und die X-chromosomal
dominante Vererbung, auf die hier aber nicht nédher eingegangen wird.

Monogene Krankheiten sind in der Bevolkerung relativ selten. Sie zeichnen sich
durch hohe bzw. vollstandige Penetranz am Krankheitslocus aus. Als Penetranz
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wird die bedingte Wahrscheinlichkeit bezeichnet, dass eine Person mit einem be-
stimmten Genotyp einen Phédnotyp ausbildet.

Im Gegensatz zu den monogenen Krankheiten sind die komplexen oder multifakto-
riellen Krankheiten in der Bevolkerung weit verbreitet. In den letzten Jahren sind
vor allem Krankheiten wie Diabetes, Krebs, Herz-Kreislauferkrankungen, psych-
iatrische und neurodegenerative Erkrankungen in den Fokus der Genetischen Epi-
demiologie geriickt. Thre Entstehung lésst sich nicht alleine auf die Variation eines
Gens zuriickfithren. Man vermutet vielmehr, dass genetische Variationen an mehre-
ren Loci das Krankheitsrisiko erh6hen und weitere Faktoren (z.B. Umwelteinfliisse)
zum Ausbruch der Krankheit beitragen. Das resultiert in moderater oder schwa-
cher Penetranz, aber auch in einer groflen Uneinheitlichkeit des Phanotyps. So
sind die oben dargestellten Vererbungsmodi in allgemeiner, abgeschwéchter Form
definiert. Im Beispiel der rezessiven Vererbung wiirde das bedeuten, dass Personen
mit zwei Risikoallelen ein erh6htes Krankheitsrisiko haben, wihrend Personen mit
einem Risikoallel nur ein sehr leicht erhchtes, aber messbares, Krankheitsrisiko
haben.

1.3.4 Kopplungsanalyse

Zur Risikoberechnung fiir bestimmte Krankheiten werden in der Genetischen Epi-
demiologie die Kopplungs- und die Assoziationsanalyse angewendet. Die Kopp-
lungsanlyse beschaftigt sich mit Stammb&umen und vergleicht das Vererbungs-
muster von Krankheiten mit denen von genetischen Markern. Liegen zwei Gene in
relativer Nédhe, so werden sie hidufiger gemeinsam vererbt als Gene auf verschie-
denen Chromosomen, bei denen Unabhéngigkeit zu erwarten ist [Bickeboller and
Fischer, 2007]. Man spricht von Genkopplung. Je weiter die Gene von einander ent-
fernt sind, desto unabhingiger werden sie vererbt. Die Rekombinationshédufigkeit
sei mit 6 bezeichnet. Bei vollstandiger Kopplung gilt # = 0. Wenn keine Kopplung
vorliegt, d.h. wenn freie Rekombination moglich ist, gilt # = 0,5. Sei weiter L(0)
die auf die betrachteten Stammbéume bedingte Wahrscheinlichkeit der Transmis-
sionen der Genotypen fiir die Rekombinationsfrequenz 6 und sei 6 der Maximum-
Likelihood-Schétzer fiir 6, also der Wert der L() maximiert. Die Bewertung von
Kopplungsanalysen erfolgt in der Statistik anhand von LOD-Scores (Logarithm of
Odds), indem man das folgende Risikoverhéltnis aufstellt:
L(0)

LOD(H) = logmm

Fine Kopplung wird als signifikant betrachtet, wenn der LOD-Score iiber 3 liegt, al-
so wenn das Verhéltnis der Wahrscheinlichkeiten 1000 iibersteigt. Ein hoher LOD-
Score bei einem genetischen Marker bedeutet also, dass der Marker haufiger als
erwartet mit dem Krankheitslocus gekoppelt vererbt wird, was wiederum bedeutet,
dass der Krankheitslocus sich in der Ndhe des Markers befindet. Auf diese Weise
kann man die Lokalisation eines Krankheitsgenorts bis auf 20 MB (= 20 Millionen
Basenpaare) genau bestimmen. In dieser Kandidatenregion kann man dann die
Lokalisation des Krankheitsgens mit Assoziationsstudien (siche Abschnitt 1.3.5)
verfeinern. Durch die Mdoglichkeit der Durchfiihrung von genomweiten Assoziati-
onsstudien (siehe Abschnitt 1.3.6) hat dieses zweistufige Kopplungs-Assoziations-
Paradigma der Genetischen Epidemiologie allerdings stark an Bedeutung verloren
und wird in dieser Arbeit auch nicht weiter ausgefiihrt.
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1.3.5 Assoziationsanalyse

Der zweite Hauptansatz in der Genetischen Epidemiologie ist die Assoziationsana-
lyse, bei welcher nach statistischen Zusammenhéngen zwischen genetischen Po-
lymorphismen und qualitativen oder quantitativen Merkmalen gesucht wird. Der
Unterschied zu den Kopplungsanalysen besteht darin, die Annahme zu nutzen,
dass das gleiche Allel oder der gleiche Genotyp mit dem Merkmal in der gan-
zen Bevolkerung in gleicher Weise assoziiert ist. Assoziationsstudien werden unter
anderem eingesetzt, um durch Kopplungsanalyse ermittelte Kandidatenregionen
im Genom weiter einzugrenzen oder Kandidatengene direkt zu untersuchen und
die verantwortlichen Varianten zu finden. Beim Fall-Kontroll-Ansatz werden Al-
lele von Erkrankten (Féllen) und Gesunden (Kontrollen) aus ethnisch dhnlichen
Populationen verglichen. Wenn die Allele eines bestimmten Locus in Féllen héu-
figer auftreten als in den Kontrollen, kann das ein Hinweis sein, dass sie mit dem
Phénotyp (z.B. Krankheit) assoziiert sind. Beim genomweiten Ansatz werden viele
Marker, die iiber das ganze Genom verteilt sind, auf den Zusammenhang mit einer
Krankheit untersucht. Findet man in einem der verschiedenen Ansétze Assoziati-
on, gibt es vier mogliche Erklarungen:

e Direkte Assoziation: Ein Allel eines SNPs verursacht direkt ein erhohtes
Krankheitsrisiko. Es ist kausal.

e Indirekte Assoziation: Steht ein SNP in hinreichend starkem LD zum kau-
salen SNP, wird dort ebenfalls Assoziation zur Krankheit beobachtet. In der
Tat bedeutet LD-Korrelation der Allelauspragungen, dass die Assoziation
zwischen Krankheit und kausalen SNP auch als Assoziation zwischen der
Krankheit und dem SNP im LD sichtbar wird.

e Assoziation wird durch Confounder verursacht, sogenannte ,spurious asso-
ciation“. Es handelt sich also nicht wie gewiinscht um eine Assoziation zwi-
schen Marker und Phénotyp, sondern um eine Assoziation, die auf unbe-
obachteten Confoundern (z.B. Populationsstratifikation, Selektion, Inzucht)
beruht.

e Das Ergebnis ist falsch positiv (Fehler 1. Art).

1.3.6 Genomweite Assoziationsstudien

Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) untersuchen eine grofie Anzahl iiber
das ganze Genom verteilter Marker (SNPs) auf den Zusammenhang mit einer
Krankheit. Da SNP-Auspriagungen lokal stark abhéngig sind (im LD), reicht es
aus eine reprasentative Auswahl von SNPs im Genom zu analysieren. 1999 wurde
das SNP-Konsortium [Thorisson and Stein, 2003] aus bedeutenden pharmazeu-
tischen Unternehmen und Instituten gegriindet, um eine umfassende SNP-Karte
des menschlichen Genoms zu erstellen. Zunéchst war das Ziel, 300.000 SNPs in
zwei Jahren zu identifizieren und ihre Lage im Genom zu bestimmen. Tatsachlich
wurden in dieser Zeitspanne jedoch ca. 1,4 Millionen SNPs entdeckt. 2002 wurde
darauf aufbauend das HapMap-Projekt [International HapMap Consortium, 2007]
ins Leben gerufen. Bei diesem Projekt sollte der Schwerpunkt auf der Bestimmung
der Haplotypen liegen, also Kombinationen von SNPs, die gemeinsam vererbt wer-
den. Das Projekt war fiir drei Jahre geplant, es arbeiteten Gruppen aus Industrie
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und akademischen Instituten aus Japan, Groibritannien, Kanada, China, Nigeria
und USA zusammen. Das gemeinsame Ziel der beiden Projekte, SNP-Konsortium
und HapMap-Projekt, war es, Gene zu entdecken, die bei weit verbreiteten Er-
krankungen wie Asthma, Diabetes und anderen eine Rolle spielen. Basierend auf
den Daten der HapMap und anderen Quellen werden die SNPs auf den SNP-Chips
von bekannten Biochip-Herstellern wie Illumina und Affymetrix ausgewéhlt. Die
Auswahl erfolgt entweder zuféllig, physikalisch gleichméflig iiber das Genom ver-
teilt ohne Berticksichtigung der LD-Strukturen (Affymetrix), oder basierend auf
LD-Strukturen anhand einer Selektionsmethode fiir tagSNPs (Illumina). Ein tagS-
NP ist ein SNP, der mit einem anderem SNP im fast perfekten LD steht und ihn
somit niherungsweise abbildet. In der Regel verlangt man mindestens ein 72 von
0, 8 fiir einen guten tagSNP.

Mumina deckt auf ihrem neusten Chip (HumanOmni2.5-Quad mit ca. 2,5 Millio-
nen Markern) die verschiedenen HapMap-Phasen und die Daten des ,,1000 Geno-
mes Projects“ ab. Dabei sind neben den SNPs, auch CNVs und funktionelle Regio-
nen zu finden. Im Gegensatz dazu verwendet Affymetrix neben den HapMap-Daten
auch SNPs aus biologischen Datenbanken und publizierten Studien. Der aktuelle
Chip von Affymetrix ist der Genome-wide Human SNP Array 6.0, welcher 1,8
Millionen SNPs und CNVs mit einer durchschnittlichen Distanz von 700 Basen
umfasst.






Kapitel 2

Fragestellung und Motivation

2.1 Geschichtlicher Hintergrund und Stand
der Forschung

Fir die Genetische Epidemiologie ist die Suche nach genetischen Faktoren, die
komplexe Merkmale und Charakterisierungen von Effekten beeinflussen, Ziel und
Herausforderung zugleich. Die klassische Strategie ist zweistufig: Zuerst erfolgt die
Kopplungsanalyse und darauf aufbauend die Assoziationsanalyse. Bei der Kopp-
lungsanalyse werden Regionen lokalisiert und identifiziert, die im Zusammenhang
mit der Krankheit stehen kénnten. Diese Kopplungsregionen werden dann fiir die
Assoziationsanalyse verwendet, bei welcher nur SNPs dieser Region ausgewertet
werden.

Aufgrund der vielen und héufigen genetischen Varianten, die mit geringer Effekt-
starke zum genetischen Gesamteffekt beitragen hat die Kopplungsanalyse oft nur
geringe Power. Deshalb kam 1996 die Idee der genomweiten Assoziationsanalysen
auf, die von Risch et al. als neues Paradigma der Genetischen Epidemiologie vorge-
schlagen wurden [Risch and Mer