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Einleitung

I. Einleitung und Fragestellung

1.1 Motivation fiir die Arbeit

Der Entziindung kommt in der Pathogenese der Atherosklerose und des Myokardinfarktes
eine entscheidende Bedeutung zu. Das Ubiquitin-Proteasom-System ist malgeblich in
diesen entziindlichen Prozess involviert. Es ist u.a. zustdndig fiir den Abbau von IKB,
einem Inhibitor von NF-KB, welcher einen wichtigen Transkriptionsfaktor im Entziin-
dungsprozess darstellt. Aktiviertes NF-kKB induziert die Transkription inflammatorischer
Zytokine in eukaryoten Zellen und trigt somit den Entziindungsprozess.

Bis heute erfolgt die Identifizierung von ,,Hochrisiko*-Patienten fiir den Herzinfarkt durch
die Bestimmung klassischer kardiovaskulédrer Risikofaktoren, durch die allerdings nur etwa
50% des individuellen Risikos erklirt werden kann. Kenntnisse iiber genetische Risiko-
faktoren konnten helfen, Risikokollektive weiter einzugrenzen und fiir diese gezielt pri-
ventive MaBBnahmen einzuleiten (37).

Innerhalb der letzten Jahre sind Kandidatengene fiir den Herzinfarkt gefunden worden,
deren Genprodukte in den Entziindungsstoffwechsel eingebunden sind. Ozaki und
Kollegen identifizierten in einer japanischen Population einen funktionellen ,,Single
Nucleotide Polymorphism (SNP)“, der mit einem erhdhten Risiko fiir das Auftreten des
Herzinfarktes assoziiert ist (71).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist zunidchst herauszufinden, ob dieser Effekt in einer
groBen Studie auch fiir deutsche Herzinfarktpatienten nachgewiesen werden kann. Dariiber
hinaus werden in einer Hypothesen-generierenden Studie weitere Polymorphismen
innerhalb von Genen auf Assoziation mit dem Herzinfarkt in den sogenannten ,,Deutschen
Herzinfarktfamilienstudien” untersucht, die fiir das Proteasom und Proteine des NF-KB-

Stoffwechsels kodieren.

1.2 Begriffserklirungen

Bei der Erforschung der genetischen Grundlagen héufiger Erkrankungen spielen die
,Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)* eine wichtige Rolle. Als SNP bezeichnet
man Positionen im Genom, an denen sich die Nukleotidsequenz von Individuen in nur
einer Base unterscheidet. Ein solcher genetischer Polymorphismus besitzt per definitionem
eine Héufigkeit von = 1%. Betrigt sie < 1% spricht man von einer Mutation. Die auf iiber

10 Millionen geschitze Anzahl an SNPs im humanen Genom lassen im Schnitt auf etwa
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alle 300 Basenpaare einen Polymorphismus erwarten und machen einen Grofteil der
genetischen Diversitit des Menschen aus. Viele der SNPs haben nur eine geringe Tendenz
zum Auftreten von Mutationen und sind somit iiber Generationen stabil (66). Auf Grund
des diploiden Chromosomensatzes existieren fiir einen SNP in autosomalen Zellen immer
zwei Allele.

Inzwischen existiert im Internet eine frei zugéngliche Datenbank des Internationalen
HapMap-Projektes, die Informationen iiber humane genetische Sequenzvariation und
damit tiber Millionen solcher Polymorphismen von Einzelbasen enthélt. Auskunft iiber die
Beziehung der SNPs untereinander gibt das Linkage Disequilibrium (LD). Zwei poly-
morphe Allele befinden sich in LD oder auch Kopplungsungleichgewicht, wenn sie in
einer Population miteinander korrelieren. Ein hohes LD bedeutet, dass eine Kombination
von Allelen zweier SNPs tiberdurchschnittlich hdufig gemeinsam vererbt wird. Dies ist auf
Unterschiede in der Rekombinationsrate verschiedener chromosomaler Regionen wihrend
der Meiose zuriickzufiihren. Ist sie sehr stark ausgeprégt, spricht man von ,,recombination
hot spots“. Als MaB fiir die Korrelation zwischen SNPs gilt der LD-Koeffizient r>. Dieser
beschreibt den Anteil der Beobachtungen, in denen die betrachteten SNPs gemeinsam
auftreten bzw. den Anteil der Variation eines SNPs, die durch einen anderen erklirt
werden kann. Mogliche Werte fiir r bewegen sich zwischen = 1, bei dem die beiden
Allelauspriagungen stets gemeinsam vererbt werden, und 1> = 0, bei der keine gemeinsame
Vererbung stattfindet, wie z. B. an einem ,,recombination hot spot* (94).

Der Begriff des Haplotyps beschreibt eine Kombination mehrerer Allelausprigungen
innerhalb einer chromosomalen Region, die gemeinsam weiter vererbt wird. Innerhalb
einer Population unterscheiden sich kurze Nukleotidsequenzen in Regionen mit geringer
Rekombinationsrate nur an den wenigen Basenpositionen, an denen SNPs auftreten. Die
Allele der Polymorphismen innerhalb der betrachteten Sequenz bezeichnet man als
Haplotyp. Innerhalb einer bestimmten Sequenz existiert nur eine limitierte Zahl an
Haplotypen, die den GroBteil der dort vorhandenen Sequenzvariation beschreibt (94). Fiir
diese Haplotypen konnen Frequenzen berechnet werden. Sind SNPs einer Region durch
eine hohe LD miteinander korreliert, so spricht man von einem Haplotyp-Block (siehe

Abbildung 1).
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Abbildung 1: Haplotyp-Blocke von PSMAG6. Stufen im Diagramm stehen fiir Haplotyp-Blocke
innerhalb derer SNPs gemeinsam vererbt werden (Klammer). Diese existieren vor allem dort, wo eine
geringe Rekombinationsrate zu finden ist. Sie werden durch ,,recombination hot spots*“ voneinander
getrennt (Pfeil) (94).

Kenntnisse tiber das Auftreten von LD und Haplotypen helfen bei der Auswahl von
reprasentativen SNPs (tag SNPs). Thre Genotypisierung gibt auch Aufschluss iiber Poly-

morphismen, die sich in hoher LD zum untersuchten Marker befinden und somit nicht

selbst untersucht werden miissen.

1.3 Genetische Assoziationsstudien

Wihrend auf Ebene der Nukleotidsequenz SNPs miteinander korrelieren, so konnen
genetische Marker auch mit phénotypischen Merkmalen in Beziehung stehen. In Fall-
Kontroll-Assoziationsstudien wird nach unterschiedlicher Allelfrequenz eines Markers
(hier: SNP) in zwei Gruppen gesucht, die sich durch das Vorhandensein bzw. die
Abwesenheit eines Merkmals (hier: Erkrankung) unterscheiden. Lisst sich eine Asso-
ziation nachweisen, so bestehen zwei Deutungsmoglichkeiten. Der untersuchte SNP
konnte selbst mit der Erkrankung in kausaler Beziehung stehen. In diesem Fall spricht man
von direkter Assoziation. Befindet sich der SNP jedoch nur in hoher LD mit dem
eigentlich krankheitsauslosenden Marker, so handelt es sich um indirekte Assoziation. Ein
gutes MaB fiir die Stdrke der Assoziation ist die Odds Ratio (OR) (94).

Als Kandidatengenanalyse bezeichnet man die Untersuchung von Genen, fiir die Hinweise
auf eine Beteiligung an der Pathogenese einer Erkrankung bestehen. In letzter Zeit haben
genetische Assoziationsstudien durch erheblich verbesserte Genotypisierungsverfahren und
die Erkenntnisse des internationalen HapMap-Projektes tiber die LD-Struktur des humanen

Genoms eine vollig neue Dimension erreicht. Inzwischen werden genetische Marker

3
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innerhalb des gesamten Genoms mittels genomweiter Assoziationsstudien (GWAs)
hypothesenfrei auf Assoziation mit bestimmten Erkrankungen getestet. Im Rahmen des
europdischen Cardiogenics-Projektes wurden so chomosomale Loci identifiziert, die fiir

kardiovaskulire Erkrankungen préadisponieren (81).

1.4 Atherosklerose und KHK - Pathogenese des Herzinfarkts

Atherosklerose (engl. atherosclerosis) ist eine entziindliche Erkrankung der arteriellen
GefiBBwinde, die verschiedene Stadien durchlduft und die Okklusion der befallenen Gefif3e
mit daraus resultierender Ischdmie und Infarzierung von Gewebe bewirken kann. Es sind
vor allem die groBen und mittleren Arterien vom elastischen und muskuldren Typ
betroffen, wie sie in der Hauptschlagader (Aorta) und in Organarterien zu finden sind. Die
Atherosklerose manifestiert sich an verschiedenen Organsystemen, wo sie charakteristi-
sche Krankheitsbilder hervorruft. Am Gehirn konnen zerebrale Ischimien oder Schlagan-
fdlle, an den inneren Organen viszerale Ischdmien und Darminfarkte und an den Extrem-
itdaten eine periphere arterielle Verschlusskrankheit (paVK) sowie Gangrin die Folge sein.
Atherosklerose an den Herzkranzarterien (Koronararterien) wird als koronare Herzkrank-
heit (KHK, engl. CAD: coronary artery disease) bezeichnet, die im Myokardinfarkt enden

kann.

Zur Entstehung der Atherosklerose ist die ,response-to-injury‘“-Hypothese allgemein
anerkannt. Ausloser ist danach eine Funktionsstorung der innersten Schicht der GefaBwand
(endotheliale Dysfunktion). Als Ursache fiir die endotheliale Dysfunktion kommen hohe
Spiegel an ,,Low density Lipoproteins (LDL)* oder deren oxidierte Form, freie Radikale
durch Rauchen und Diabetes, Bluthochdruck (arterieller Hypertonus) und turbulenter
Blutfluss sowie erhohte Konzentration von Homozystein im Blut in Frage.

Durch die initiale Schddigung des Endothels werden dessen Permeabilitéit verschlechtert
und Adhisionsmolekiile fiir die Leukozyten- und Thrombozytenadhidsion exprimiert.
Zudem verschlechtern sich die antikoagulatorischen Eigenschaften der GefidBinnenwand
durch Expression von vasoaktiven Molekiilen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Wird in
diesem Stadium der auslosende Reiz nicht beseitigt, kommt es zur Bildung einer
wintermedidren Lision* durch Einwanderung und Proliferation von glatten GefdBmuskel-

zellen (engl. VSMC: vascular smooth muscle cells) aus den mittleren Gefdschichten.
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Im néchsten Stadium, dem ,remodeling®, verdickt sich die arterielle GefdBwand. Es
entsteht eine entziindliche Reaktion, die von Monozyten aus dem Blut getragen wird.
Monozyten werden z. B. von durch vaskulire Zellen modifiziertem LDL chemotaktisch an
den Ort der Lasion gelockt, dort in antigenprédsentierende Makrophagen umgewandelt und
unter Einwirkung von Signalmolekiilen wie dem ,,macrophage colony-stimulating factor
(M-CSF)* zur Proliferation angeregt. Weitere Monozyten und auch T-Zellen werden durch
Zytokine angezogen. Durch Aufnahme oxidierten LDLs (oxLDL) minimieren die Makro-
phagen zunichst die Effekte des modifizierten LDLs auf die Endothel- und GefaBBmuskel-
zellen. Dabei wandeln sie sich in ,,Schaumzellen* um, werden aber durch das aufgenom-
mene oxLDL zur Produktion weiterer inflammatorischer Zytokine (z. B. IL-1) angeregt.
Diese Entziindungsmediatoren erhohen die weitere Aufnahme von LDL in die atheroskle-
rotische Lision, indem sie u.a. die Expression des LDL-Rezeptors am Endothel und an der
glatten GefdBmuskulatur (VSMC) induzieren. Auf diese Weise wird die initiale Entziin-
dungsreaktion weiter verstérkt.

Wihrend weitere Entziindungszellen und VSMCs in die Lésion einwandern und dort
proliferieren, kommt es zur Freisetzung von hydrolytischen Enzymen, Zytokinen und
Wachstumsfaktoren aus Makrophagen und Lymphozyten, wodurch sich eine fokale
Nekrose entwickelt. Die VSMCs haben die Fihigkeit zur Bildung extrazelluldrer Matrix
(56), darunter auch Kollagen. Hierdurch wird der nekrotische Defekt zunichst gedeckt und
es bildet sich eine fibrose Kappe.

In diesem fortgeschrittenen Stadium verliert die so entstandene Plaque durch Apoptose von
Endothel, glatten GefiBBmuskelzellen und Makrophagen (56) an Stabilitit. Glatte Gefal3-
muskelzellen innerhalb atherosklerotischer Lisionen sind besonders anfillig fiir durch den
Tumor-Suppressor p53 ausgeloste Apoptose (7). Experimentell konnte durch Erh6hung des
pS3-Spiegels die Apoptoserate dieser Zellen beschleunigt werden. Die Ausdiinnung der
fibrosen Kappe der Lasion und erhohte Plaqueinstabilitdt waren die Folge (90).

Durch Freisetzung von Matrixproteasen (Kollagenasen, Elastasen) aus Makrophagen wird
die schiitzende Bindegewebsschicht weiter ausgediinnt, sodass die atherosklerotische
Plaque vor allem am nekrotischen Kern (56) und an ihren Randbereichen aufbricht.

Ist nun die fiir den Schutz vor Blutgerinnung notwendige endotheliale Schicht verletzt,
kommen Thrombozyten in Kontakt mit Kollagen und weiteren Gewebsfaktoren. Dies fiihrt
zur Aggregation der Blutplittchen und Bildung eines expandierenden Thrombus. Daraus

resultiert das klinischen Bild des akuten Koronarsyndroms bzw. des Myokardinfarktes.
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Potenziell gefdhrliche Lésionen sind oft angiographisch nicht nachweisbar, da sie héufig
nicht durch ihren langsam zunehmenden okklusiven Effekt, sondern durch das plotzliche
Aufbrechen mit nachfolgender Thrombusbildung in Erscheinung treten. In diesem Fall
kommt es zum klinischen Bild des plotzlichen Myokardinfarktses, der mit einer hohen

Mortalitit behaftet ist.

1.5 Ubiquitin-Proteasom-System

Das Ubiquitin-Proteasom-System ist in viele physiologische Prozesse eingebunden. Als
zentrale Séule der Degradation zelluldrer Proteine iibertrifft es bei weitem den intrazellu-
ldaren Proteinabbau durch Proteasen und Lysosomen. Eine wichtige Funktion ist der Abbau
oxidierter Proteine, die im Zellzyklus oder durch freie Radikale bei oxidativem Stress
entstehen (33). Wilk und Orlowski (92) isolierten 1980 erstmals einen multikatalytischen
Proteinasekomplex, der dem Proteasom entspricht (33).

Das System besteht aus dem Proteasom, einem Enzym, an dessen katalytischem Zentrum
die Proteinspaltung stattfindet, sowie dem Markerprotein Ubiquitin, durch welches die
abzubauenden Proteine gekennzeichnet werden. Auf diese Weise markierte Proteine
werden durch spezifische Regionen am Proteasom erkannt und erhalten dann Zugang zum
aktiven Zentrum. Oxydierte Proteine, wie sie bei oxidativem Stress in Zellen entstehen,
konnen aber auch ohne Ubiquitin-Markierung direkt vom Proteasom abgebaut werden
(84).

Auf diesem Wege werden etwa 80-90% der intrazelluldren Proteine wieder zu Amino-
sdauren gespalten. Unter den vielen Substraten des Ubiquitin-Proteasom-Systems befinden

sich auch der Transkriptionsfaktor NF-KB (39).

1.5.1 Das Proteasom

Das multimere eukaryotische Proteasom besteht aus zwei Proteinkomplexen, einem
zentralen 20S- und sowie dem 19S-Proteasom. Der 20S-Komplex, der die zur Proteolyse
befdhigten aktiven Zentren enthilt, ist aus vier Ringen mit jeweils sieben Untereinheiten
zusammengesetzt. In Publikationen wird heute in der Regel die Nomenklatur von
Baumeister verwendet (5). Danach werden die Molekiile der zwei inneren Ringe als (3,7,
die der beiden duBleren als 0.7 bezeichnet.

Die proteolytische Aktivitit ist an die B-Untereinheiten [3; (Kaspase-dhnlich), 3, (Trypsin-

dhnlich) und Bs (Chymotrypsin-dhnlich) gebunden. Die 3-UE werden zu beiden Seiten von



Einleitung

jeweils einem Ring aus a-UE flankiert. Deren Aufgabe liegt im ,,Gating®, also der Regula-
tion des Zuganges zum Proteasom im nicht aktivierten Zustand. Wihrend der Aktivierung
des Proteasoms kommt es zu einer Konformationsidnderung innerhalb des a-Ringes, sodass

der Zugang zu den katalytischen B-Untereinheiten freigegeben wird (20, 32).

Eine weitere Kontrolle des Proteasoms erfolgt durch den regulatorischen 19S-Komplex.
Die Untereinheiten werden nach ATPase- und Non-ATPase-Aktivitdt unterteilt. Rpt;
(Regulatory particle triple-A protein) und Rpn;.;» (Regulatory particle non-ATPase
protein) sind nach der Grof3e ihres Molekulargewichts durchnummeriert (24).
Der 19S-Komplex ist aus zwei Untereinheiten (,,Base* und ,,L.id*) zusammengesetzt. Die
,base” besteht aus den sechs ATPasen (Rpt;¢) sowie den zwei grofiten Non-ATPasen
(Rpn;_y). Ihre Funktion ist die

a) ATP-abhingige Entfaltung von zu degradierenden Proteinen

b) Aktivierung und Konformationsinderung innerhalb der a-UE des 20S-Proteasoms.
Fiir die Identifizierung abbauwiirdiger Proteine ist die ,,Lid*“-UE zustindig. Uber Rpnjo
wird die Polyubiquitinierung von Proteinen detektiert, Rpn;; ist zur Deubiquitinierung
befdhigt (5, 20).
Abbildung 2 zeigt den Aufbau des humanen 26S-Proteasoms (75).

Abbildung 2: Das humane 26S-Proteasom setzt
sich aus dem Kkatalytischen 20S-Proteasom und
dem regulatorischen 19S-Komplex zusammen.
Letzterer besteht aus dem ,,Lid*, das abzu-
bauende Proteine anhand ihrer
Polyubiquitinkette erkennt, sowie der ,,Base‘,
die fiir die Interaktion mit dem 20S-Proteasom
und Entfaltung von abzubauenden Proteinen
zustandig ist (umgezeichnet nach (75)).

26S-Proteasom

20S-Proteasom
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1.5.2 Proteasom und Herzinfarkt

Seit einigen Jahren ist die Rolle des Proteasoms in der Pathogenese kardiovaskulédrer
Erkrankungen in den Fokus der Wissenschaft geriickt. Bulteau et al. fanden eine
proteasomale Dysfunktion in Form verminderter Proteaseaktivitit wihrend myokardialer
Ischdamie (14). In weiteren Studien konnte der Reperfusionsschaden nach experimenteller
Okklusion der LAD durch Proteasominhibition in Schweinen reduziert werden. Neben
geringerer InfarktgroBe und besserer myokardialer Funktion waren die Freisetzung von
Kreatin-Kinase und Troponin I sowie die NF-kB-Aktivierung geringer als bei den
Kontrolltieren (76). Neben der positiven Wirkung im Rahmen des myokardialen Reperfu-
sionsschadens scheint die Hemmung des Proteasoms Einfluss auf den Verlauf vieler
anderer inflammatorischer (22) aber auch maligner himatologischer Erkrankungen sowie
solider Tumore zu nehmen (65). Darunter finden sich Asthma, Multiple Sklerose und
Psoriasis sowie das Multiple Myelom, Lymphome, Leukidmie sowie Pankreas- und Kolon-
karzinome. Die Hauptmechanismen scheinen in der verminderten Aktivierung des NF-KB-
Signaltransduktionswegs und des reduzierten Abbaus des Apoptoseinduktors p53 zu

liegen.

Herrmann et al. fanden in einer Studie an Patienten nach letal verlaufenem Herzinfarkt
vermehrt mit Ubiquitin markierte Proteine sowie CD3-positive T-Zellen und neointimale
Zellen an Regionen von Koronararterien, die lichtmikroskopisch als atherosklerotisch
eingestuft wurden. Ein besonders starker Ubiquitin-Nachweis war in Proben aus der
fibrosen Kappe der Lision moglich. An dieser Stelle waren auch der Apoptoseinduktor
pS3 und apoptotische Zellen vermehrt nachweisbar. Diese Beobachtung stiitzt die These,
dass dem Ubiquitin-Proteasom-System eine Bedeutung unter anderem im fortgeschrittenen
Stadium der Atherosklerose bei der Entwicklung der instabilen atherosklerotischen Lésion
zukommt (40). Ein Substrat des Proteasoms ist nimlich p53 (39). Verminderte Proteasom-
aktivitdt konnte iiber eine verlangerte Halbwertszeit von p53 den Zelltod begiinstigen und
die Entwicklung der instabilen atherosklerotischen Plaque im fortgeschrittenen Stadium
der Atherosklerose fordern (40), da gerade hier die GefdBBmuskulatur sensibel fiir durch
pS3 vermittelte Apoptose ist (7). Im Atherosklerosemodell am Schwein machte die
Arbeitsgruppe um Herrmann allerdings die vermehrte Entstehung von Ubiquitin-Protein-
Konjugaten unter oxidativem Stress und nicht eine verminderte Proteasomaktivitidt als

Ursache fiir den starken Nachweis von Ubiquitin aus (41).
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Es zeigte sich, dass oxidativer Stress die proteasomale Aktivitit steigert (21), und die
Inhibition des Proteasoms einen Anstieg von Parametern oxidativen Stresses in den Zellen
bewirkt. Damit sind diese anfilliger fiir externe schiadigende Einfliisse (60). Dies fiihrt zu
einer erhohten Menge an freien Radikalen in der Zelle sowie vermehrten Protein- und
DNS-Schéden (61).

Untersuchungen an Koronararterien von Schweinen mit experimenteller Hypercholesterin-
dmie belegen die Bedeutung dieses Prozesses in atherosklerotischen Plaques. Die
Verabreichung eines Proteasom-Inhibitors bewirkte eine Anhdufung ubiquitinierter und
oxidierter Proteine in der Plaque, Makrophagen-Akkumulation und Schaumzellbildung
sowie die Erhohung des Intima-Media-Verhiltnisses, eines frithen Markers fiir Athero-
sklerose. Die Makrophagen-Akkumulation korrelierte mit einer signifikant hoheren
Expression von vaskuldren Adhisionsfaktoren wie VCAM-1 und E-Selektin, deren

Expression durch den Transkriptionsfaktor NF-KB reguliert wird (42).

Beim Abbau oxidierter zelluldrer Proteine, darunter auch oxidiertes LDL (oxILDL), ist das
Proteasom von entscheidender Bedeutung. Oxidativer Stress und oxidierte Proteine sind
fiir die Zelle ab einer bestimmten Konzentration potentiell toxisch (8, 23, 34). Setzt man
Endothelzellen in vitro einer nur geringen, unschiddlichen oxLDL-Konzentration aus, sind
keine toxischen Effekte zu beobachten. Die Zugabe eines Proteasom-Inhibitors fiihrt in
diesen Zellen jedoch nach kurzer Zeit zur Induktion der Apoptose, wie sie auch im
Komplikationsstadium der Atherosklerose beobachtet wird. Dies legt eine Beteiligung des
Proteasoms auch an der Abwehr von oxLDL-induzierter Zytotoxizitéit nahe (89).

Die Auswirkungen der experimentellen Proteasominhibition auf die Koronargefif3e zeigen,
dass ein verdnderte Aktivitit des Ubiquitin-Proteasom-Systems bei der Entstehung und
Progression atherosklerotischer Lisionen eine Rolle spielen konnte. Einen moglichen
pathophysiologischen Mechanismus fiir die Beteiligung des Proteasoms an der Entstehung
der Atherosklerose zeigt Abbildung 3.

Polymorphismen innerhalb von beteiligten Genen konnten iiber veridnderte Genexpression
oder Beeinflussung der Proteasom-Aktivitit Auswirkungen auf koronararterielle Zellen
oder Entziindungszellen haben und damit die Entstehung der KHK und des Myokard-

infarktes begiinstigen.
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Abbildung 3: Das Ubiquitin-Proteasom-System in der Pathogenese der Atherosklerose (nach ((28)).
Zellmediatoren, die eine Rolle in der Atherosklerose spielen, und oxidierte Proteine werden iiber das
ubiquitinaktivierende Enzym (E1), das Ubiquitin-Trigerprotein (E2) und die Ubiquitin-Protein Ligase
(E3) mit Ubiquitinmolekiilen konjugiert. Die ubiquitinierten Proteine werden durch das 26S-
Proteasom hydrolysiert. Durch chronische Hemmung des Proteasoms erhoht sich der oxidative Stress,
wodurch vermehrt Proteine oxidiert und die Endothelfunktion behindert wird. Entziindungsprozesse
filhren zur Progression der Atherosklerose. Ubersteigt die Menge der oxidierten Proteine die
Abbaukapazitiit des Proteasoms, kommt es zur Bildung zytotoxischer Proteinaggregate.

1.5.3 Das Rel/Nuclear factor-kappaB (NF-kKB)-System

Die Transkriptionsfaktoren der Rel/Nuclear factor kappa B (NF-kB)-Familie wurden
zunichst als Regulatoren der Genexpression von Immunglobulin-K-Leichtketten in B-
Zellen beschrieben, die durch bakterielle Lipopolysaccharide induziert werden konnen
(83). Es zeigte sich aber, dass es sich nicht nur um einen einzelnen Faktor, sondern um
eine ganze Familie von Transkriptionsfaktoren handelt. Diese lédsst sich in zwei Sub-
gruppen einteilen: Die NF-KB-Gruppe umfasst NF-kB1 und NF-kB2, zwei Molekiile, die
jeweils als inaktive Vorstufe p105 bzw. p100 synthetisiert und dann durch das Ubiquitin-

Proteasom-System mittels limitierter Proteolyse zu den aktiven Formen p50 bzw. p52
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gespalten werden (30, 72, 74). Die Rel-Gruppe besteht aus den Molekiilen c-Rel, RelA
(p65) und RelB (74).

Grundsitzlich bilden Transkriptionsfaktoren dieser Familie Homo- oder Heterodimere, die
hiufig nur kurz als NF-KB bezeichnet werden. Sie liegen in praktisch allen Korperzellen
vor (53). Eine Auswahl an moglichen Dimeren und ihre Fihigkeit zur spezifischen

Expression von Zielgenen zeigt Tabelle 1 (15).

Rel Protein |Dimerisationspartner |Ausgewihlte Zielgene

RELA RELA--RELA ILS, ICAM 1
RELA--p50 IKBA, ILS, 1L6, TNFa, GM-CSF
RELA--c-Rel IL2Ra, MCP1

c-REL c-REL--c-REL IL8
c-REL-p50 IL2Ra

pS0 pS0--p50 TNFa, IL6

Tabelle 1: Zielgene bestimmter NF-kKB-Dimere: IL (Interleukin), ICAMI1 (intercellular adhesion
molecule-1); TNFa (tumor necrosis factor a); GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor); IL2Ra (interleukin-2-receptor-a); MCP1 (monocyte chemoattractant protein-1); (nach (15).

Kristallographisch gut erforscht ist die Interaktion von IKBa mit dem NF-kB1/RelA-
Heterodimer (p50/p65), welches u.a. in der glatten GefidBmuskulatur nachgewiesen wurde
(10). Zunidchst erkennt IKBa die ,,Rel-homology-domain®“ an den NF-kB —Komplex-
partnern und bindet dann so an das Heterodimer, dass die NLS-Region (engl. nuclear
localisation site) von RelA (p65) blockiert wird. Zusammen mit einer Konformations-
dnderung am RelA- (p65-) Molekiil sowie der Inhibition der basischen DNS-Bindungs-
domine durch eine saure Sequenz am |IKBa (PEST-Domine: Prolin-, Glutamat-, Serin-,
Threonin-reiche Region) wird verhindert, dass NF-kB an die DNS bindet (49). Es wurde
gezeigt, dass eine Veridnderung der PEST-Region, z. B. durch Phosphorylierung, Einfluss
auf die Stirke des inhibitorischen Effekts von IKBa hat (67).

Die Translokation des inaktiven NF-kKB1/RelA/IKBa-Komplexes in den Zellkern findet
standig statt. Eine ,,nuclear export sequence (NES) am IKBa sorgt allerdings fiir den
Riicktransport des Komplexes ins Cytosol. Auf diese Weise entsteht ein Gleichgewicht, bei
dem der groflite Anteil der Komplexe im Cytosol lokalisiert ist (48, 51).

Auf duBlere Reize wie UV-Bestrahlung, oxidiertes LDL (oxLDL), Cytokine, bakterielle
Lipopolysaccharide (LPS) oder Viren reagiert die Zelle mit Aktivierung der IKB-Kinase
(IKK). Diese setzt sich aus den katalytischen Untereinheiten IKKa, IKK[P sowie der

regulatorischen IKKy (NEMO: NF-KB essential modifier) (58) zusammen. Die Kinase
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phosporyliert das inhibitorische IKB, wodurch das Molekiil fiir den Ubiquitin-Ligase-
Komplex markiert wird (12, 74). Dieser hingt dem Protein nun schrittweise Ubiquitin-
molekiile an. Die so entstehende Polyubiquitinkette wird von einer regulatorischen Unter-
einheit des Proteasoms erkannt, sodass IKB proteolysiert wird. Von seinem Inhibitor
befreit kann jetzt NF-KB in den Zellkern gelangen und dort seine proinflammatorische
Wirkung entfalten. Zu den exprimierten Genprodukten gehoren Zelladhidsionsmolekiile
(VCAM-1, ICAM-1, E-Selektin), hamatologische Proliferationsfaktoren (M-CSF, GM-
CSF, G-CSF), Cytokine (IL-1, IL-8, INF-[3, TNFa), Akute-Phase-Proteine (Angiotensino-
gen, Komplementfaktoren), Metalloproteinasen (MMP-2, MMP-9), Transkriptionsfaktoren
sowie deren Inhibitoren (p105, IkBa). Einige dieser Molekiile sind bereits fiir ihren
EinfluB auf die Entstehung von Atherosklerose bekannt (80).

Neben dem Abbau von IKB gibt es eine weitere Verbindung zwischen dem Ubiquitin-
Proteasom-System und dem NF-KB-Signaltransduktionsweg, nidmlich die Ubiquitin-
abhingige Prozessierung der NF-KB Vorliduferproteine pl105 und p100 zu den aktiven
Untereinheiten p50 (72) und p52 (39).

1.5.4 NF-KB und Herzinfarkt

Es sind bereits einige Assoziationen von Polymorphismen innerhalb der NF-&B- sowie
IkB-Gene mit verschiedenen inflammatorischen Erkrankungen beschrieben worden. Diese
umfassen entziindliche Darmerkrankungen (Colitis Ulcerosa, M. Chron), Erkrankungen
des rheumatischen Formenkreises (Rheumatoide Arthritis, systemischer Lupus erythemato-
des, Psoriasis-Arthritis (21)), Diabetes mellitus Typ I (36), Multiple Sklerose, Zoliakie,
Morbus Parkinson und die Préidisposition fiir verschiedene Karzinome sowie das Multiple
Myelom (87).

Fiir den Herzinfarkt sind genetische Polymorphismen ermittelt worden, die in der Patho-
physiologie der Entziindungsreaktion bedeutsam sind. So war das Risiko fiir einen akuten
Myokardinfarkt bei den Trigern des selteneren Allels eines Polymorphismus im Promotor
des Interleukin-6-Gens (IL-6) in einer nordeuropdischen Population geringer als bei den
Trager des héaufigeren Allels (57). Bei der Untersuchung von acht am Entziindungsstoff-
wechsel beteiligten Genen (IL-10, IL-6, CRP, IL-10, IL-18, LT-a, TNF-a, LT-/3) konnte
allerdings nur eine Assoziation eines Polymorphismus im /L-/8-Gen mit dem Myokard-

infarkt nachgewiesen werden (9). Ein erhohtes Risiko fiir das Auftreten des Herzinfarktes
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zeigte sich ebenfalls fiir zwei Polymorphismen im Lymphotoxin-a-Gen (70) und einen

Haplotyp im Metalloproteinase-9-Gen (MMP-9) (46).

Weiterhin ist auch der pathophysiologische Einfluss von NF-KB auf die Entstehung der
Atherosklerose untersucht worden. Schon seit einigen Jahren ist die Prisenz von
aktiviertem NF-KB in atherosklerotischen Lisionen bekannt. Brand et al. fanden erstmals
aktiviertes NF-KB in fibrotisch verdickter Intima und atheromatdsen Regionen sowie in
glatten Muskelzellen, Makrophagen und endothelialen Zellen. Im Gegensatz dazu wurde in
GefilBen, die nicht von Atherosklerose betroffen waren, nur eine geringe NF-KB-Aktivitét
nachgewiesen (11). In einem Kaninchen-Modell akzellerierter Atherosklerose durch
Endothelverletzung und atherogene Didt wurde bei den Versuchs- im Vergleich zu den
Kontrolltieren eine siebenfach erhthte NF-kKB-Aktivitit festgestellt (38). In Tierversuchen
an Schweinen mit cholesterinreicher Didt konnten Wilson et al. in Regionen von Koronar-
arterien, die eine beginnende intimale Proliferation aufwiesen, die aktivierte Form von NF-
kKB vermehrt nachweisen (93).

Der positive Einfluss von NF-kB-Inhibition auf die Atherosklerose konnte ebenfalls im
Tiermodell gezeigt werden. Im Mausmodell der Atherosklerose durch Apoprotein E- und
LDL-Rezeptor-Knockout (apoE/LDLR-Knockout) waren die atherosklerotischen Lésionen
bei Tieren, denen zu einer Atherosklerose-fordernden Diit zusétzlich ein Inhibitor von NF-
KB gefiittert wurde, signifikant kleiner als bei den Kontrolltieren (50). Derselbe Effekt
wurde auch bei apoE-Knockout-Miusen beobachtet, denen Lipopolysaccharide (LPS;
Endotoxine aus der Wand gramnegativer Bakterien) als chronisch-inflammatorischer Reiz
verabreicht wurden (19). Alleinige Injektion von LPS verstirkte die Bildung atherosklero-
tischer Ldsionen. Bei zusitzlicher Applikation eines NF-kB-Inhibitors war die Lésions-
grofle im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant kleiner.

Die Erkenntnisse aus diesen Studien legen eine Bedeutung des NF-kB-Signaltransduk-
tionswegs bei der Entstehung der Atherosklerose nahe. Viele der Zielgene von NF-KB sind
von Relevanz fiir die Pathophysiologie der GefiBBwand, darunter Cytokine, Chemokine und

Adhisionsmolekiile (16).

1.6 Funktioneller SNP im PSMA6-Gen

Im Jahr 2006 genotypisierten Ozaki et al. 450 japanische Herzinfarktpatienten und 450

Kontrollprobanden auf Polymorphismen in den Genen, die fiir die proteasomalen Unter-
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einheiten kodieren. Innerhalb dieser Regionen seien 169 SNPs mit einer ,,minor allele
frequency (MAF) > 10% in der Datenbank des International HapMap Projektes
identifiziert worden, durch die die meisten Haplotypen der Gene der Untereinheiten des
Proteasoms abgedeckt gewesen seien. Von diesen wurden tagSNPs mit einem r*-Wert >
0,8 ausgewihlt, durch die > 90% der Allele in den jeweiligen Genregionen abgedeckt
gewesen seien. Es wurde eine signifikante Assoziation eines SNPs (rs1048990, Exon 1 —
8C/G) in der 5’-UTR (engl. untranslated region) des Exon 1 der a6-Untereinheit des
Proteasoms im PSMA6-Gen mit dem Herzinfarkt entdeckt (p < 0,01).

In einer Replikationsstudie durch Genotypisierung von 2.592 bzw. 867 Herzinfarktpatien-
ten und 2.851 bzw. 1.104 Kontrollprobanden wurde dieses Ergebnis bestitigt. Es stellte
sich heraus, dass der SNP rs1048990 ein unabhiéngiger Risikofaktor fiir den Herzinfarkt in
der japanischen Population ist. Das Chancenverhiltnis (Odds Ratio) als MaB fiir die
Effektgrofle, bei vorhandenem G-Allel am Herzinfarkt zu erkranken, betrug 1,21.

Bei der Untersuchung der biologischen Auswirkungen des Polymorphismus wurde fiir das
seltenere krankheitsfordernde G-Allel eine 1,5- bis 1,7-fach erhohte Transkription des
PSMAG6-Gens beobachtet. In einem weiteren Experiment unter Verwendung von siRNA
(short interfering RNA) zur Suppression der Transkription von PSMA6 und damit der
Biosynthese der proteasomalen 06-Untereinheit konnte eine ausbleibende NF-kB-
Aktivierung u.a. in koronararteriellen Endothelzellen gezeigt werden. Dies macht die
moglichen Auswirkungen einer veridnderten Proteasom-Aktivitit auf den Entziindungs-
stoffwechsel deutlich. Ozaki et al. resiimierten, eine hohere PSMA6 Expression, wie sie
beim G-Allel des SNPs rs1048990 auftrat, konne iiber den Abbau von IKBa und die daraus
resultierende Aktivierung von NF-KB zur Auslosung von Entziindungsprozessen und der

Pathogenese des Herzinfarktes beitragen (71).

In einer Validierungsstudie in einer weiteren japanischen Population konnten Takashima et
al. die Beobachtung von Ozaki et al. allerdings nicht replizieren. In der Studie an 433
Herzinfarktpatienten und 2.186 Kontrollpersonen zeigte sich keine Assoziation des
untersuchten SNPs 1048990 (C/G'g) mit dem Herzinfarkt, allerdings fand sich ein erhohtes
mittleres Intima-Media-Verhiltnis, bei dessen Entstehung der Polymphismus eine Rolle
spielen konnte (88).

Wihrend unserer Untersuchung der Rolle des Polymorphismus im PSMA6-Gen in einer
deutschen Population wurden die Ergebnisse von Sjakste et al. aus einer britischen Popula-

tion publiziert. Auch hier konnte keine Assoziation mit dem Herzinfarkt nachgewiesen
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werden. Eine weitere Studie an der lettischen Bevolkerung ergab allerdings eine signifikant
hohere Frequenz des selteneren G-Allels bei Patienten mit Nicht-Insulin-pflichtigem
Diabetes mellitus (engl. non insulin-dependent diabetes mellitus, NIDDM) im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Der Haplotyp C'"G® war im Vergleich zu C"C® mit einem
hoheren Risiko fiir NIDDM behaftet (OR 2,5; 95% KI [1,2-5,0]; p = 0,01) (85). Ein
Einfluss des Proteasoms auf die Insulinaktivitit ist bereits vorher beschrieben worden (79).
Bennett et al. gelang in einer Untersuchung von 6946 Myokardinfarktpatienten und 2720
Kontrollprobanden aus GroBbritannien ebenfalls keine Replikation der Ergebnisse von
Ozaki. Eine zusitzlich durchgefiihrte Metaanalyse aller bis zu dem Zeitpunkt publizierten
Daten zu dem Thema unter Einbezug auch der initialen Hypothesen-bildenden Studie von
Ozaki et al. ergab selbst bei Annahme verschiedener genetischer Modelle keine signifikan-
te Assoziation mit dem Herzinfarkt (6).

Fiir eine Bewertung der Bedeutung dieses Polymorphismus fordern Bennett et al. weitere
(Meta-)Analysen mit sehr grofen Fall- und Kontrollgruppen mit jeweils bis zu 10.000
Teilnehmern. Prinzipiell messen sie dem GG-Genotyp in der europédischen Bevolkerung

aber auf Grund seiner niedrigen Privalenz nur eine geringe Bedeutung zu.

1.7 Ziele der Arbeit

Da der Einfluss eines hdufigen Allels auf die Pathogenese des Myokardinfarktes relativ
klein zu sein scheint und Assoziationsstudien zu vielen falsch positiven Ergebnissen
fiithren, ist eine Validierung dieser Studien nétig. Bisher ist keine Studie verdffentlicht
worden, in der die Rolle des SNPs rs1048990 in der deutschen Population untersucht
worden ist. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist deshalb herauszufinden, ob der in der
japanischen Population nachgewiesenen Assoziation dieses Polymorphismus mit dem
Herzinfarkt in der Deutschen Herzinfarktfamilienstudie eine Bedeutung zu kommt.

Weiterhin wollen wir in einem zweiten Schritt der Frage nachgehen, ob SNPs aus Genen
des Proteasom-Entziindungs-Signaltransduktionswegs mit dem Herzinfarkt assoziiert sein
konnten. Dieser Stoffwechselweg war von Ozaki et al. als mogliche pathophysiologische
Grundlage fiir die gefundene Assoziation des SNPs rs1048990 aus dem PSMA6-Gens mit
dem Myokardinfarkt benannt worden. Eine Vielzahl von Studien deutet auf eine mogliche
Beteiligung dieses Signalwegs an der Entstehung und Progression der Atherosklerose hin
(11, 16, 21, 28, 38-40, 42, 50, 60, 61, 89, 93). Denkbar sind Polymorphismen in Promotor-,
Exon- oder Intronregionen der Gene, die iiber eine verdnderte Genexpression oder durch

einen Aminosdureaustausch Anderungen in der Proteinaktivitit bewirken konnten.
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II. Material und Methoden

2.1 Internet-Datenbanken

Das Internationale HapMap Projekt wurde 2002 gestartet und stellt Daten zu genom-
weiter humaner Sequenzvariation bereit. Diese stammen aus der systematischen Geno-
typisierung ausgewdihlter SNPs von 270 Referenzprobanden aus vier ethnisch verschie-
denen Populationen (66). Eine dieser Populationen besteht aus Individuen mit europi-
ischen Wurzeln (CEU). Mit der zweiten Phase des Projekts sind die Allelfrequenzen von
25-35% der geschiitzt iiber 10 Millionen SNPs innerhalb des humanen Genoms bestimmt
und lange Segmente hoher LD identifiziert worden. Die SNP-Dichte des HapMap-
Projekts in Phase II betriigt etwa einen SNP pro 1000 Basenpaare (18). AuBerdem wurden
Angaben zur Hiufigkeitsverteilung von Haplotypen in den Populationen und der Lokalisa-
tion von ,,recombination hot spots‘ gemacht (17).

Auf der Homepage des National Center of Biotechnology Information (NCBI) sind iiber
die Datenbanken ENTREZ GENE und dbSNP detaillierte Informationen zu Genen und
SNPs zu finden (91).

Das Online-Portal SNPper kombiniert die Daten von dbSNP mit denen vom ,,human gene
browser* der University of South California. Es lassen sich Informationen iiber die
Lokalisation von SNPs (Exon/Intron/Promoter/ect.) bzw. Genen, Allelfrequenzen und
etwaigen Aminosdureaustausch eines SNPs (funktioneller SNP) gewinnen. Eine hohe
Qualitit der Daten wird durch Abgleich der SNP-Positionen, -Bezeichnungen und —Allele
zwischen den beiden Quellen gewihrleistet (78). Fiir die graphische Darstellung von SNPs
in bestimmten chromosomalen Regionen empfiehlt sich der UCSC Genome Browser
(55). Es lassen sich auch Informationen aus anderen Datenbanken in die Abbildungen des
Genome Browsers integrieren.

Eine Ubersicht iiber Stoffwechselwege gewihrt die Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) (52).

2.2 Studienpopulationen

Bei der Durchfiihrung genetischer Assoziationsstudien zur Identifizierung von Kandidaten-
Genen fiir Erkrankungen wie den Herzinfarkt, geht man mehrstufig vor. In initialen Unter-
suchungen wird ein Studiendesign gewihlt, bei dem der Effekt einer genetischen Variante

am besten zur Geltung kommt. Gut geeignet hierfiir sind Fall-Kontroll-Studien, bei denen
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der Erkrankungsstatus der Teilnehmer bereits bekannt ist. Dariiber hinaus konnen die
betroffenen Patienten nach Kriterien ausgewihlt werden, die auf eine genetische oder
familidre Ursache der Erkrankung hinweisen. Darunter fallen ein frither Erkrankungs-
beginn oder eine positive Familienanamnese. Auf diese Weise ldsst sich der Anteil der
Patienten mit potentiell krankheitsférdernden Sequenzvarianten in der Studienpopulation
erhohen (94). Potentielle Effekte konnen so leichter aufgedeckt werden. Im Folgenden sind
die in unseren Studien untersuchten Kollektive beschrieben. Alle Teilnehmer gaben ihr

schriftliches Einverstindnis zur genetischen Untersuchung ihrer Blutproben.

2.2.1 Deutsche Herzinfarktfamilienstudie 1 (GerMIFS I)

Fiir die Deutsche Herzinfarktfamilienstudie 1 (GerMIFS I) wurden im Zeitraum von 1997
bis 2000 durch Studium von iiber 200.000 Krankenakten an kardiologischen Rehabilita-
tionszentren innerhalb Deutschlands Index-Patienten mit familidr gehduftem Herzinfarkt
identifiziert. Diese hatten vor dem 60. Lebensjahr einen Herzinfarkt erlitten (13, 25). Wenn
mindestens ein Geschwister vor dem 70. Lebensjahr ebenfalls von einem Herzinfarkt oder
schwerer Koronarer Herzkrankheit (definiert als PTCA oder Z. n. koronararterieller
Bypass-Op) betroffen war, wurde die Kernfamilie (Index-Patient, noch lebende Eltern
sowie alle betroffenen oder nicht betroffenen Geschwister) kontaktiert und um Teilnahme
an der Studie gebeten. Alle Studienteilnehmer beantworteten einen standardisierten Frage-
bogen iiber ihre Krankheitsgeschichte, kardiale Risikofaktoren, Medikamenteneinnahme
und stattgefundene kardiovaskulidre Ereignisse. Dariiber hinaus wurden Angaben zu
KorpermaBlen und soziookonomischem Hintergrund erhoben. Diese Informationen wurden
durch retrospektive Auswertung vorliegender Krankenakten validiert. Zusitzlich wurden
Risikofaktoren fiir den Herzinfarkt wie Gesamtcholesterin, -Subfraktionen, Lipoprotein a
und HbAI1C laborchemisch bestimmt und eine DNS-Extraktion durchgefiihrt. Als
Kontrollgruppe dienten gesunde eingeheiratete Ehepartner der Herzinfarktpatienten. Nach
schriftlicher Zustimmung zur molekulargenetischen Suche nach Herzinfarktgenen wurde
jedem Studienteilnehmer eine Identifikationsnummer zugeteilt, anhand derer in allen
nachfolgenden Untersuchungen die anonymisierte Zuordnung von DNS-Probe und
zugehorigem Datensatz moglich war. Das Studienprotokoll wurde vom Ethikkommittee
der Universitidt Regensburg genehmigt. Fiir die Replikation der Studie von Ozaki et al.
wurden 2234 nicht blutsverwandte Individuen (1073 Frauen, 1161 Minner) aus der
Deutschen Herzinfarktfamilienstudie 1 per Zufall ausgewihlt. Insgesamt sind in unserer

Studie 1211 Herzinfarktpatienten und 1023 Kontrollprobanden eingeschlossen.
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2.2.2 Deutsche Herzinfarktfamilienstudie 2 (GerMIFS II)

Die Deutsche Herzinfarktfamilienstudie 2 (GerMIFS 1I) ist eine Fall-Kontroll-Studie und
umfasst 1222 Herzinfarktpatienten sowie 1298 Kontrollprobanden. Einschlusskriterien fiir
die Studie war ein erlittener Herzinfarkt mit vermutlich genetischer Komponente, die durch
ein frithes Erkrankungsalter (< 60 Jahre) definiert wurde. In 726 Fillen (59,4%) konnte
eine positive Familienanamnese fiir den Herzinfarkt erhoben werden. Die Patienten
wurden nach Krankenhausaufnahme zur Akut-Behandlung eines Herzinfarktes oder in
kardiologischen Rehabilitationskliniken fiir die Studie rekrutiert. Die Genotypisierung der
Probanden-DNS wurde mit dem Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 6.0
durchgefiihrt (81).

2.2.3 KORA Survey 4

Das KORA-Register (Kooperative Gesundheitsforschung im Raum Augsburg) stellt einen
Pool von Studienteilnehmern aus der Region Augsburg u.a. fiir Fall-Kontroll-Studien zur
Genetik des Herzinfarktes zur Verfiigung. Die Fallgruppe besteht aus Patienten mit einem
Herzinfarkt vor dem 60. Lebensjahr, die bei Krankenhauseinweisung wegen der Akutbe-
handlung eines Herzinfarktes rekrutiert wurden. Zufillig ausgewéihlte deutsche Einwohner
der Region bilden die Kontrollgruppe. 1.636 der insgesamt 3.276 Kontrollprobanden sind
Teilnehmer des MONICA/KORA Augsburg Survey S4 (1999-2001) (45).

2.2.4 PopGen-Kontrollen

Das PopGen-Projekt (Population Genetic Cohort) wurde im Jahr 2002 von verschiedenen
Instituten des UK-SH ins Leben gerufen. Ziel ist die Bestimmung populations-spezifischer
Genotyprisiken fiir kardiovaskuldre, neuropsychiatrische und chronisch entziindliche
Erkrankungen. Blutproben von Einwohnern Nord-Schleswig-Holsteins, die die entsprech-
ende Erkrankung aufweisen, wurden in einer DNS-Datenbank gespeichert. Diese ist
Mitgliedern des Nationalen Genomforschungsnetzwerks (NGFN) zuginglich. Dariiber
hinaus enthilt die Datenbank DNS-Proben gesunder Einwohner von Kiel und Umgebung,
die iiber das Einwohnermeldeamt identifiziert wurden und als Kontrollgruppe dienen.

Die Rekrutierungsprozesse sowie das Datenmanagement wurden durch das Ethik-Komitee
der Medizinischen Fakultdt der Universitit Kiel sowie den Datenschutzbeauftragten des

UK-SH genehmigt (59).
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2.3 Molekulargenetische Methoden

2.3.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion, kurz PCR (polymerase-chain-reaction), wurde 1983 von
Kary Mullis entwickelt. Sie ist von grundlegender Bedeutung fiir die molekulargenetische
Forschung und ermoglicht die selektive Vermehrung einer bestimmten DNS-Sequenz
(Matrize/ Template). Zwei Oligonukleotid-Primer flankieren diesen Bereich und sind
Angriffspunkte fiir ein bakterielles Enzym, die Taq-Polymerase, welche die neuen DNS-
Abschnitte synthetisiert.

Fiir die Reaktion wird neben einer hitzestabilen Polymerase (z. B. Tag-Polymerase) und
sequenzspezifischen Primern eine dquimolare Menge aller vier Desoxynukleotid-Triphos-
phate (ANTP) bendtigt. Ein Puffer sorgt fiir optimale Reaktionsbedingungen. Zunéchst
wird der DNS-Doppelstrang bei hohen Temperaturen ( > 90°C) denaturiert, damit sich im
folgenden Schritt Primer an die DNS-Einzelstinge anlagern konnen (,,annealing®, ca.50-
65°C). In der anschlieBenden Polymerisationsphase synthetisiert die Polymerase einen zum
Template komplementidren kurzen DNS-Einzelstrang. Dieser dient im nédchsten Zyklus aus
Annealing und Polymerisation neben dem urspriinglichen Template selbst als Vorlage fiir
die Polymerase. Der Beginn der PCR ist von exponentieller Amplifikation der Template-
DNS geprigt, die mit zunehmender Zykluszahl durch abnehmende Konzentrationen der
benotigten Desoxynukleotide in lineare Vermehrung und schlieBlich eine Plateauphase

ibergeht, in der keine weitere Amplifikation mehr stattfindet.

Fiir unsere Assoziationsstudien wird die PCR genutzt, um die Bereiche der DNS zu
amplifizieren, in denen die zu untersuchenden SNPs liegen. Die anschlieBende Genotypi-
sierung erfolgt nicht mehr an hochmolekularer DNS, sondern nur an den exponentiell
vermehrten kurzen Sequenzen. Je geringer allerdings die Menge an eingesetzter DNS,
desto mehr Zyklen miissen ablaufen, um eine ausreichende Menge an PCR-Endprodukt zu
erhalten (82). In unserer Studie erfolgte die PCR auf dem ,,7900HT Fast Real-Time PCR
System* von Applied Biosystems.

2.3.2 Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System

Bei der Genotypisierung eines SNPs werden die Basen identifiziert, die ein Individuum im
Bereich des Polymorphismus auf den homologen Chromosomen trigt. Die beiden soge-

nannten Allele bilden gemeinsam den Genotyp. Ein etabliertes Verfahren zur Bestimmung
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von Genotypen ist die Allelische Diskriminierung (AD). In dieser Arbeit verwenden wir
das ,,7900HT Fast Real-Time PCR System* (TagMan®) von Applied Biosystems. Es
ermOglicht die Durchfiihrung der PCR eines DNS-Templates und die anschlieBende

Genotypisierung der Amplifikate mittels allelischer Diskriminierung.

Wihrend der PCR werden zusitzlich zu den oben beschriebenen Standardreagenzien zwei
DNS-Sonden eingesetzt, deren Basensequenz komplementidr zum DNS-Abschnitt um den
untersuchten SNP ist. Diese weisen an der Basenposition, die mit dem SNP hybridisieren
soll, eine dem jeweiligen Allel komplementire Base auf. Jede Sonde besitzt so die Féahig-
keit zur Hybridisierung mit einem der beiden SNP-Allele. Die Sonden sind jeweils durch
einen mit unterschiedlicher Wellenldnge fluoreszierenden Reporterfarbstoff (VIC® bzw.
FAMTM) markiert, dessen Aktivitdt unterdriickt wird, solange der sogenannte ,,Quencher*

an die Sonde gebunden ist. In Abbildung 4 sind ein PCR-Zyklus des ,,7900HT Fast Real-

Time PCR Systems* sowie die verwendeten Reagenzien schematisch dargestellt.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung eines PCR-Zyklus und der verwendeten Reagenzien (a). Nach
Denaturierung der DNS folgt das Primerannealing und die Anlagerung der allelspezifischen DNS-
Sonde (b). Im Verlauf der Polymerisationsphase verdringt die Ampli-Taq Gold DNS-Polymerase die
hybridisierte DNS-Sonde vom Matrizenstrang und baut diese vom 5’-Ende her ab. Dadurch wird der
Reporterfarbstoff riaumlich vom ,,Quencher* getrennt und beginnt zu fluoreszieren (aus (2)).
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Mit steigender Zahl an PCR-Zyklen kommt es zur Zunahme der Konzentration des freien
Farbstoffs. Der Anstieg des Fluoreszenzsignals wird vom ,,7900HT Fast Real-Time PCR-
System* aufgezeichnet und zeigt eine erfolgreiche Amplifikation der Zielregion an (siehe
Abbildung 5).

Anschlieend wird bei der allelischen Diskriminierung das Fluoreszenzsignal beider Farb-
stoffe fiir jede der 384 Reaktionskammern der Mikrotiterplatte gemessen. Detektiert der
Scanner in einer Kammer nur das Signal eines der beiden Reporterfarbstoffe, so ist das
untersuchte Individuum homozygot fiir Allel 1 oder 2 (je nach emittierter Wellenldnge des
detektierten Farbstoffs VIC® bzw. FAM™). Fiir das Vorliegen eines heterozygoten SNPs
spricht der Nachweis beider Fluoreszenzsignale. Die Signalintensititen werden graphisch
in Signalintensititsplots dargestellt, die eine Kontrolle und eventuelle Anderung der Ergeb-
nisse der allelischen Diskriminierung moglich machen.

Auf jeder Mikrotiterplatte befinden sich neben den Proben auch Negativkontrollen (NTC,
non template control). In diesen Reaktionsansitzen fehlt die Ziel-DNS, sodass keine
Amplifikation stattfinden kann. Dieses Vorgehen ist notig, um eine eventuelle Kontamina-
tion eines der verwendeten Reagenzien mit Fremd-DNS zu erkennen. AuBlerdem dienen
die NTCs dem ,,7900HT Fast Real-Time PCR System* bei der allelischen Diskriminierung
als Referenzwert zur Messung der Fluoreszenzsignalintensititen. Dariiber hinaus wird die
Genotypisierung von 10% der Proben in unabhingigen PCR-Reaktionen wiederholt. Der
Abgleich von Genotypisierungsergebnissen doppelt untersuchter Proben ermoglicht die
Aufdeckung von Fehlern bei der allelischen Diskriminierung.

Ampilification Plot Amplification Plot
1.000 B+t Amplification Plot i Amplification Plot

1.000 1.000
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41.000 E2 4LBIJI?l E2
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Detector:|RS2277459_G ¥ | Pit|aRnvs.Cycle  ¥|  Threshold| 0.20 Detector:|RS2277453_A ¥ | Plot|aRnvs.Cycle |  Thresholct| 0.20
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Abbildung 5: Exemplarische Darstellung der Fluoreszenz-Intensitiit (x-Achse: ARn) im Verlauf der
PCR-Zyklen (y-Achse: Cycle) fiir die Proben auf einer 384er Mikrotiterplatte. PCR und Genotypi-
siertung des SNPs rs2277459 mit den Allelen G und A wurden auf dem 7900HT von Applied Bio-
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systems durchgefiihrt. Jede farbige Kurve innerhalb der Graphen spiegelt die Signalintensitiit des
entsprechenden Farbstoffs in einer Probe im Verlauf der 40 PCR-Zyklen wider (linker Graph: VIC®-
markiertes G-Allel, rechter Graph: FAM™-markiertes A-Allel). Prinzipiell erkennt man wihrend der
PCR einen exponentiellen Anstieg des Fluoreszenzsignals der Proben, der sich mit zunehmender
ZyKkluszahl wegen sinkender Konzentration an benoétigten freien Nukleotiden abschwicht und
schlieBlich in ein Plateau iibergeht. Erreicht die Kurve einer Probe den Intensititsschwellenwert fiir
den jeweiligen Farbstoff (rote horizontale Linie), so wird ihr automatisch das entsprechende Allel
zugeordnet. Je friiher eine Kurve den Schwellenwert erreicht, desto erfolgreicher ist in diesem
Reaktionsansatz die PCR verlaufen. Kurven, die keinen harmonischen Verlauf zeigen (Pfeile) und den
Schwellenwert nicht erreichen, lassen auf Probleme wihrend der PCR schlieSen. Die entsprechenden
Proben werden als ,,unbestimmt* gekennzeichnet. Proben, deren Kurven am Ende der PCR knapp
den Schwellenwert verpasst haben, konnen nachtriglich im Signalintensitéitsplot aufgesucht werden
und eventuell unter Beriicksichtigung ihrer Position im Plot und des Kurvenverlaufs des Fluoreszenz-
signals wihrend der PCR manuell einem Allel zugeordnet werden.

2.3.3 Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 6.0

In Analogie zur DNS-Mikroarray-Technik kann mittels SNP-Arrays ein GrofBteil humaner
genetischer Variabilitit eines Individuums in einer einzigen Reaktion untersucht werden
(im Jahr 2008 > 900.000 SNPs). Dies stellt einen groBen Vorteil im Vergleich zur Geno-
typisierung mit dem ,,7900HT Fast Real-Time PCR System‘ dar. Hiebei werden pro
Reaktion nur die Allele eines SNPs bestimmt. Dies ist vor allem fiir die seit einiger Zeit
durchgefiihrten genomweiten Assoziationsstudien (GWAs) von Bedeutung, in denen das
Genom moglichst engmaschig auf Assoziationen mit genetischen Erkrankungen untersucht
wird. Bei der Auswahl der SNPs, die mit dem Affymetrix Genome-Wide Human SNP
Arrays 6.0 genotypisiert werden konnen, wurden deshalb vor allem tagSNPs aus dem
HapMap-Projekt, SNPs an Regionen mit hoher Rekombinationsrate und neu identifizierte
SNPs aus der dbSNP-Datenbank beriicksichtigt (1).

Das Prinzip des SNP-Arrays beruht auf der Hybridisierung von fragmentierter Fluores-
zenz-markierter Probanden-DNS (Target-DNS) mit SNP-spezifischen Sonden, die auf
einem Triagermaterial (Array) fixiert sind. Fiir jedes Allel eines zu typisierenden SNPs
findet sich an einer definierten Stelle auf dem Array eine spezifische Sonde, die 100%
komplementir zu dem Polymorphismus ist. Fiir jedes untersuchte Individuum bendtigt

man einen SNP-Array.

Zunichst spalten Restriktionsenzyme die Target-DNS in groBtenteils 200 — 1.100 Basen-
paare (bp) lange Fragmente, deren Enden mit einem Adaptor ligiert werden. In der an-
schlieBenden PCR wird ein zum Adaptor komplementidrer Primer eingesetzt, mit dessen
Hilfe alle Fragmente amplifiziert werden. Auf diese Weise erhoht sich die Menge an
Ausgangs-DNS. Nachdem die Amplifikate mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert

worden sind, fiillt man sie in die Reaktionskammer des Affymetrix Genome-Wide Human
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SNP Array 6.0, wo es zur Hybridisierung von Target-DNS mit den spezifischen Sonden
kommt. Dort, wo eine Hybridisierung stattgefunden hat, sind nach mehreren Reinigungs-
schritten noch Fluoreszenzsignale vorhanden, die durch einen Scanner detektiert werden.
Der Calling-Algorithmus Bioseed berechnet daraus fiir jeden der > 900.000 SNPs den
entsprechenden Genotyp.

Aus den Genotypisierungsdaten mehrerer Individuen ldsst sich ein Signalintensitétsplot
(Clusterplot) generieren, der dem oben beschriebenen Clusterplot dhnelt und anhand
dessen eine Aussage iiber die Qualitit der Genotypisierung getroffen werden kann (siehe

Abbildung 6 auf Seite 26).

2.4 Beschreibung der angewendeten Qualitatskriterien

Bei der Untersuchung von SNPs auf Assoziation mit Erkrankungen gibt es eine Reihe von
Fehlerquellen. Viele konnen zu falsch positiven oder falsch negativen Ergebnissen fiihren.
Mbglich sind z. B. falsche Genotypisierung oder das Ubersehen von Assoziationen in
Regionen von Genen, die nur unvollstindig durch die genotypisierten SNPs abgedeckt
sind. Eine sorgfiltige Qualitdtskontrolle der einzelnen Schritte ist notwendig. Im folgenden
Abschnitt werden die in dieser Arbeit angewendeten Qualititskriterien sowie die ithnen zu

Grunde liegenden Prinzipien erldutert.

2.4.1 ,,Minor allele frequency* (MAF)

Als ,,minor allele frequency* (MAF) bezeichnet man die Haufigkeit des selteneren Allels
einer Sequenzvariation in einer Population. Die strenge Definition fiir ,,Single Nucleotide
Polymorphisms* fordert eine MAF > 1%. Ist dieses Kriterium nicht erfiillt, spricht man,
wie oben erwihnt, von einer Mutation. In der Praxis wird allerdings eine Sequenzvariation,
die mit einer Frequenz von < 1% einhergeht, hdufig ebenfalls als SNP bezeichnet (z. B. in
dbSNP-Datenbank).

Je hiufiger ein Allel vorkommt (hohere MAF), desto grofler ist sein potentiell krankheits-
fordernder Effekt. In unseren Studien betrachten wir ausschlieBlich SNPs mit einer MAF 2

1% 1n der deutschen Population.

2.4.2 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Zur Untersuchung, ob Fehler bei der Genotypisierung der SNPs stattgefunden haben, wird
ein X>-Test auf Anpassung der Allelfrequenzen eines jeden SNPs an das Hardy-Weinberg-

Gleichgewicht (engl. Hardy-Weinberg equilibrium) bei den Kontrollprobanden durchge-
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fiihrt. Neben der Wiederholung der Genotypisierung einzelner Proben gibt die Abwei-
chung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht in der Kontrollgruppe einen Hinweis auf
Genotypisierungsfehler (z. B. falsches Calling: Zuweisung des falschen Genotyps zu einem
Individuum) (94).

Der Zusammenhang von Genotyp- und Allelfrequenzen in einer ausreichend grofen
Population wurde 1908 unabhingig voneinander von Godfrey Harold Hardy und Wilhelm
Weinberg entdeckt. Diese Entdeckung ermdéglicht die Umrechnung von Allel- in Genotyp-

frequenzen. Der Zusammenhang lidsst sich durch folgende Formeln ausdriicken:

p*+2pg+q° = 1mit  p”= Genotypfrequenz (AA;) p = Allelfrequenz A,
p+tq=1 q2 = Genotypfrequenz (AzA) q = Allelfrequenz A,

Als Voraussetzung fiir die Giiltigkeit des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts miissen gelten:
* Uneingeschrinkte Panmixie (jedes Individuum kann mit jedem anderen der
Population Nachkommen hervorbringen).
* Es finden keine Selektion, Mutation oder Populationsstratifikation statt.
* Die Population ist angemessen grof3.
Befindet sich eine Population im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, so konnen fiir bekannte

Genotypfrequenzen die Allelfrequenzen berechnet werden. Es gilt:

p =P(A1A)+2*P(A1A)) p = Allelfrequenz A P(AxAy): Genotypfrequenz
a = P(A,A»)+Y2*P(A1A) q = Allelfrequenz A,

Der )(2 -Test auf Anpassung wird nur fiir die Kontrollprobanden durchgefiihrt. In der
Gruppe der Herzinfarktpatienten konnte nimlich das krankheitsfordernde Allel prinzipiell
eine Selektion durch eine erhohte Mortalitét in dieser Gruppe bewirkt haben und damit ein
Grund fiir Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht sein. Bei den

Kontrollprobanden nimmt man eine Normalverteilung des Allels an.

2.4.3 Intensititsplots fiir genotypisierte SNPs

Sowohl bei der Genotypisierung mittels des ,,7900HT Fast Real-Time PCR Systems‘ von
Applied Biosystems als auch bei Verwendung des Affymetrix Genome-Wide Human SNP
Array 6.0 werden Signalintensitdten von Fluoreszenzfarbstoffen gemessen. Daraus konnen
durch die entsprechende Software sogenannte Signalintensitits- oder Clusterplots generiert
werden, in denen die Signalintensitit des einen Farbstoffs (x-Achse) gegen die des anderen
aufgetragen ist (y-Achse). Jeder Punkt im Graphen spiegelt die gemessenen
Fluoreszenzintensititen beider Farbstoffe fiir eine Probe auf der 384er Mikrotiterplatte
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wider. Bei erfolgreicher Genotypisierung aller Proben im Graphen lassen sich mehrere
verschiedenfarbige Punktwolken (Cluster) abgrenzen, von denen jede einem bestimmten
Genotyp zugeordnet werden kann. Abweichungen der Punkte eines Clusters entlang der x-
oder y-Achse kommen durch unterschiedlich erfolgreiche Amplifikation des DNS-
Templates wihrend der PCR zustande (z. B. abweichende initiale DNS-Konzentration in
Reaktionsansitzen). Dies fiihrt zu verminderter Intensitdt des Fluoreszenzsignals. Punkte,
die sehr stark von den Punktwolken abweichen, konnen keinem Cluster zugeordnet werden
und sind durch ein x gekennzeichnet. Ursidchlich kommt hierfiir das Auftreten mehrerer
SNP-Allele (multiallelischer SNP) oder Sequenzduplikationen bei dem entsprechenden
Individuum in Frage. Durch Auswertung der Intensititsplots der SNPs lisst sich also ein
Eindruck iber die Qualitit der Genotypisierung gewinnen. Folgende graphische
Charakteristika zeigen Probleme bei der Genotypisierung eines SNPs an:

* > 3 oder < 2 Punktwolken abgrenzbar (zusitzlich zum Referenzcluster der

Negativkontrollen)

+ Uberlappung von Clustern

* Viele fehlende Werte

* Mehrere Genotypen in einem Cluster dargestellt (Cluster mit verschiedenen

Farben)

* Mehrere Cluster enthalten denselben Genotyp
SNPs, deren Signalintensitétsplots eines dieser Kriterien erfiillen, werden von weiteren
Analysen ausgeschlossen. Abbildung 6 (Seite 26) zeigt beispielhaft Charakteristika eines

guten und einen schlechten Signalintensititsplots.

2.5 Statistische Verfahren

2.5.1 Test auf Anpassung an Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Ob die Verteilung der Genotypen mit dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht iiberein
stimmt, wird entweder mittels eines Pearson )(2 -Test bzw. eines Monte Carlo xz—goodness—
of-fit Tests gepriift. Die Hypothesen fiir den Test lauten:

Ho: Genotypfrequenzen des SNPs ist im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

Ha: Genotypfrequenzen des SNPs ist nicht im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.
Das Signifikanzniveau des Tests liegt bei p = 107, Betrigt der berechnete Wert p < 107,

wird Hp abgelehnt und die Alternativhypothese Hs einer Abweichung des Markers vom
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Hardy-Weinberg-Gleichgewicht angenommen. In diesem Fall wird der betrachtete SNP
von weiteren Analysen ausgeschlossen. Ist p > 10'4, kann Hy nicht abgelehnt werden. Das

SNP wird als im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht befindlich angesehen.

Falle| 2 Kontrollen|  Abbildung 6: Gezeigt sind Beispiele fiir
einen schlechten (a) und einen guten (b)
Signalintensitéitsplot jeweils fiir die Fall-
und Kontrollgruppe. Auf der x- und y-
Achse sind die Signalintensititen der
beiden verwendeten Farbstoffe
aufgetragen. Jeder Punkt  stellt eine
untersuchte Probe dar. Der Signal-
N N intensititsplot fiir den SNP rs4648006 aus
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zwei farblich markierte Cluster, die nicht
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2.5.2 Test auf Trend

Zum Test auf Assoziation eines Marker-Allels mit dem Herzinfarkt werden die ermittelten
Genotypfrequenzen von Patienten und gesunden Kontrollprobanden mittels eines
zweiseitigen Cochrane-Armitage-Trend-Test verglichen, da fiir die SNPs nicht bekannt ist,
ob sie die Entstehung des Herzinfarkts eventuell begiinstigen oder vermindern.
Ein Grund fiir den Vergleich der Genotypfrequenzen liegt darin, dass diese das direkte
Ergebnis der Genotypisierung sind. Soll die Assoziation von Allel und Herzinfarkt getestet
werden, so ist zunédchst die Umrechnung der Genotyp- in die Allelfrequenz notig. Besteht
fir einen SNP kein perfektes Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, so schleichen sich bei
Umrechnung der Frequenzen Fehler ein (94).
Die Hypothesen fiir den Test lauten:
Ho: Genotypfrequenzen in Patienten- und Kontrollgruppe unterscheiden sich nicht.
Ha: Genotypfrequenzen in Patienten- und Kontrollgruppe unterscheiden sich.
Die Analyse wird fiir die Genotypen aller betrachteten SNPs durchgefiihrt und die
entsprechenden p-Werte berechnet. Als statistisch signifikant gelten p-Werte < 0,05, die

zur Ablehnung der Nullhypothese und zur Annahme der Alternativhypothese fiihren. Fiir
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solche SNPs nehmen wir an, dass sich die Genotypfrequenzen zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe signifikant unterscheiden und eine Assoziation zum Herzinfarkt besteht.
Diese SNPs werden in weiteren Schritten untersucht.

Das Ausmal} einer Assoziation wird gut durch das Chancenverhiltnis, die ,,0dds ratio*
(OR), mit den zugehorigen 95%-Konfidenzintervallen angegeben. In Fall-Kontroll-Studien
ist im Gegensatz zu prospektiven Kohortenstudien die Angabe eines relativen Risikos (RR)
aus statistischen Griinden nicht moglich, da die Studienteilnehmer im Bezug auf ihren
Erkrankungsstatus, also retrospektiv, rekrutiert wurden. Deshalb ist keine Aussage zur
Inzidenz der Erkrankung in der Allgemeinbevolkerung zulidssig, die fiir die Angabe des
relativen Risikos bendtigt wird.

Diese Berechnungen werden im Institut fiir Medizinische Biometrie und Statistik durch
Dipl.-Statistikerin Anika GroBhenning durchgefiihrt unter Verwendung des Statistik-

programms ,,StatXact 8.

2.5.3 Berechnung der statistischen Trennschiirfe

Der o-Fehler (pq), bei dem die filschliche Ablehnung der Nullhypothese zu falsch
positiven Studienergebnissen fiihrt, kann iiber die Hohe des Signifikanzniveaus (p-Wert)
kontrolliert werden (hier p < 0,05). Im Gegensatz dazu ldsst sich der [3-Fehler (pg), der
durch félschliches Beibehalten der Nullhypothese mit falsch negativen Ergebnissen einher
geht, nicht leicht beherrschen. Zur Abschitzung des [-Fehlers in einer Studie dient die
statistische Trennschirfe (Power). Sie ist komplementir zum (-Fehler und ergibt sich aus:
Power =1 -pg pg: B-Fehler
Die Power einer genetischen Assoziationsstudie beschreibt die Wahrscheinlichkeit, mit der
eine wirklich existierende Assoziation von SNP und Erkrankung auch durch die Studie
statistisch signifikant nachgewiesen werden kann. Sie ist von vier Faktoren abhingig (26):
1. EffektgroBe: Diese wird durch das Chancenverhiltnis (Odds ratio) angegeben.
2. o-Fehler: Je hoher der akzeptierte Anteil falsch positiver Ergebnisse, desto grofer
wird auch die Power.
3. Anzahl der Fall- und Kontrollprobanden.
4. Charakteristika der Studie: Allelfrequenzen des SNPs, Privalenz der betrachteten
Erkrankung in der Allgemeinbevolkerung, vermutetes Vererbungsmodell.
Mit Hilfe des Statistikprogramms ,,Quanto* konnen die Power oder die benotigte Zahl an
Fall-Kontroll-Paaren fiir eine Studie abgeschitzt werden. In der Regel wird eine Power von

80% gefordert, die einem b-Fehler von 20% entspricht. Je geringerer die Power einer
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Studie, desto grofer ist die Wahrscheinlichkeit, eine existierende Assoziation zu

iibersehen.

2.5.4 Imputation

Auch bei nicht verwandten Individuen existieren kurze DNS-Abschnitte, in denen kaum
Rekombination stattfindet und von denen verschiedene Haplotypen vorliegen. Das
internationale HapMap-Projekt liefert Genotypisierungs- und Haplotypinformationen von
Referenzpopulationen, u.a. aus einer Population europidischer Abstammung. Untersucht
man eine Chromosomenregion, geniigt die Genotypisierung weniger ausgesuchter SNPs,
um ein Individuum einem bekannten Haplotyp der Referenzpopulation zuzuordnen. So
erlangen wir Informationen iiber SNPs, die selbst gar nicht genotypisiert worden sind (63).
Dieser Vorgang wird als Imputation bezeichnet. Die hierfiir notigen Berechnungen sind fiir
die Deutschen Herzinfarktfamilien-Studien mit Hilfe des Programms ,,MACH 1.0
durchgefiihrt worden (62). In Validierungsstudien schnitten die Programme ,, MACH* und
,IMPUTE* im Vergleich zu anderen am besten ab (73).

2.6 Graphische Darstellung von SNPs

2.6.1 LD-Karten

Zur Veranschaulichung der LD-Beziehung und graphischen Darstellung von Haplotypen
kann die von Morton auf der Basis der ,,Malecot equation* entwickelte metrische LDU-
Karte verwendet werden. Morton zeigte, dass im Falle einer sehr geringen Rekombina-
tionsrate ein Zusammenhang zwischen dem genetischen (in cM) und dem physikalischen
Abstand (in kb) zweier Marker auf einem Chromosom besteht.

Unter bestimmten Voraussetzungen féllt die Wahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen von LD
zwischen SNPs (n: Wahrscheinlichkeit, dass zwischen zwei Markern seit einer imaginéren
Urpopulation keine Rekombination stattgefunden hat) mit zunehmendem physikalischem
Abstand der betrachteten Polymorphismen exponentiell ab. Das Ausmall dieses Abfalls
wird durch den Faktor € bestimmt. Betrachtet man mehrere Polymorphismen, so muss fiir
jedes Intervall zwischen benachbarten Markern der Faktor € geschitzt werden. Auf dieser
Grundlage lésst sich eine LD-Skala erstellen. Aus dem Produkt der physikalischen Léange
eines Intervalls (kb) und des hierfiir geschitzten Faktors € ergibt sich der sogenannte LDU-

Wert (engl. Linkage disequilibrium unit). Dieser kann fiir die SNPs einer chromosomalen
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Region graphisch auf der y-Achse gegen eine physikalische Skala auf der x-Achse
aufgetragen werden.

In dieser Darstellung bedeutet ein zur x-Achse paralleler Kurvenverlauf eine hohe LD
zwischen den dort abgebildeten Markern. Ein solcher Bereich entspricht einem Haplotyp-
Block, dessen SNPs gemeinsam vererbt werden. Bereiche mit stufenférmigem Kurven-
anstieg markieren Regionen hoher Rekombinationsrate (,,recombination hot spots®).

Fiir die Generierung einer LDU-Karte bendétigt man Informationen iiber die in der unter-
suchten Population auftretenden Haplotypen. Diese sind iiber die HapMap-Datenbank u.a.
fiir eine Population mit europdischen Vorfahren (CEU) erhiltlich. Die Berechnung der
LDU-Werte findet im Institut fiir Medizinische Biometrie und Statistik an der Universitit

zu Libeck statt.

In unserer Hypothesen-bildenden Studie wird die LDU-Darstellung genutzt, um Haplotyp-
Blocke innerhalb der untersuchten Gene zu visualisieren. Anhand der LDU-Karte
berechnen wir dann den prozentualen Anteil eines Gens, liber den unsere Genotypi-
sierungsdaten eine Aussage erlauben. Dafiir wird die Anzahl der Haplotyp-Blocke, die
durch mindestens einen qualititsgepriiften SNP aus der GerMIFS II abgedeckt sind, durch
die Gesamtzahl der im Gen vorhandenen Haplotyp-Blocke geteilt. So konnen wir
niherungsweise eine Aussage iiber den Anteil eines Gens treffen, fiir den eine genetische

Variabilitit in unserer Studie detektiert werden kann.

2.6.2 Fancy plots

Die sogenannten ,,Fancy plots* dienen der graphischen Darstellung von definierten
chromosomalen Regionen. Durch sie werden LD-Beziehungen von SNPs und Ergebnisse
der Trend-Test-Analyse veranschaulicht.

Auf der x-Achse sind die physikalische Linge der betrachteten Region (in kb) sowie die
dortige Rekombinationsrate (cM/Mb) aufgetragen. Die y-Achse zeigt den negativen
Logarithmus des p-Trend-Werts. Eine Hilfslinie markiert das Signifikanzniveau von 0,05.
Jeder untersuchte SNP wird anhand seiner physikalischen Position und seines p-Trend-
Werts im Graphen als Kreis oder Raute dargestellt. Alle Formen, die oberhalb der Hilfs-
linie gelegen sind, stehen fiir SNPs mit einem signifikanten p-Trend-Wert.

Im Fokus eines jeden Fancy plots steht der sogenannte ,lead SNP“. Er dient als
Referenzpunkt fiir die Darstellung der LD und ist durch eine blaue Raute sowie seine rs-
Nummer und den zugehorigen p-Trend-Wert gekennzeichnet. Als lead SNP wird ein SNP
gewdhlt, der einen geringen p-Trend-Wert in der Assoziationsstudie aufweist.
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Dariiber hinaus stehen Kreise fiir imputierte, Rauten fiir genotypisierte SNPs. Thre LD-
Beziehung zum lead SNP ist farblich kodiert. Die Farbe Rot bedeutet eine hohe LD (r* >
0,8), wihrend Orange fiir mittlere (0,5 < < 0,8), Gelb fiir geringe (0, 2 < < 0,5) und
Weil} fiir fehlende LD (r2 < 0,2) verwendet wird.

Die iiber der x-Achse dargestellten Informationen zu den in der Region liegenden Genen
entstammen dem UCSC Genome Browser. Rekombinationsraten werden gemifl des von
McVean beschriebenen Algorithmus berechnet (68).

Im Fancy plot sollten SNPs, die sich in hoher LD zum lead SNP befinden, ebenfalls einen
signifikanten p-Trend-Wert besitzen. Solche SNPs sind oberhalb der Hilfslinie
aufgetragen. Liegen sie unterhalb dieser Linie, so handelt es sich bei dem gewihlten lead

SNP vermutlich um ein falsch positives Ergebnis der Assoziationsanalyse.

2.7 Replikation der Studie von Ozaki

Fiir die Replikation der Studie von Ozaki et al. wurden SNPs aus dem PSMA6-Gen aus der
DNS von Patienten und Kontrollprobanden der Deutschen Herzinfarktfamilienstudie 1

genotypisiert, um diese auf mogliche Assoziationen mit dem Herzinfarkt zu untersuchen.

2.7.1 SNP Auswahl

Im Vordergrund unserer Analyse steht der SNP 1048990, der in einer japanischen Popu-
lation mit dem Herzinfarkt assoziiert war und von funktioneller Bedeutung zu sein scheint
(71). Die Frequenz des G-Allels der Referenzpopulation in HapMap (CEU) fiir Individuen
europdischer Herkunft ist geringer als die der japanischen Studienpopulation von Ozaki
(11,7% vs. 30,7%). Fiir diese Allelfrequenz besitzt unsere Studie nur eine Power von
55,4%, einen mit dem der in der Studie von Ozaki et al. bestimmten Effekt zu replizieren.
Deshalb entschieden wir uns, weitere SNPs mit hoherer Allelfrequenz in der deutschen
Population aus dem PSMA6-Gen auszuwihlen, um die Rolle dieses Gens fiir das Auftreten
des Herzinfarktes in unserer Studienpopulation weiter zu beleuchten. Die Verteilung der

SNPs tiber das PSMA6-Gen ist schematisch in Abbildung 8 gezeigt.

Window Position Human Mar. 2006 chr14:34,820,000-34,875,000 (55,001 bp)
Scale 20 kb} |
chri4:] 34830000 | 34840000 | 34850000 | 34860000 | 34870000 |
SNPs PSMA6
rs4982254 |
152277459 |
rs1048990 |
rs11621075 |

rs7156944 |

UCSC Genes Based on RefSeq, UniProt, GenBank, CCDS and Comparative Genomics
PSMAG S S s S 41 R S 8 R

Abbildung 8: Lage der untersuchten SNPs innerhalb des PSMA6-Gens (Quelle: Genome Browser).
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2.7.2 Genotypisierung

Die Regionen um die fiinf zu untersuchenden SNPs aus dem PSMA6-Gen (rs4982254 in
der Promotorregion, rs2277459 in Exon 1, rs1048990 in Exon 1, rs11621075 in Intron 1,
rs7156944 in der 3’-UTR) werden zundchst mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)
vervielfacht und anschliefend mit Hilfe des 5’-Exonuklease-Assays (TagMan®) auf dem
7900HT (Applied Biosystems, Darmstadt) genotypisiert. Dabei wird fiir jeden SNP ein
spezifischer TagMan® SNP genotyping assay von Applied Biosystems verwendet.
Detaillierte Informationen {iiber die einzelnen Assays sind in Anhang 1 zu finden.

Grundsitzlich bestehen die Assays aus:

e Zwei spezifischen Primern zur Amplifikation der interessierenden poly-

morphen Region.

e Zwei durch die Farbstoffe VIC ® bzw. FAM™ markierte allelspezifische
DNS-Sonden (TagMan® MGB [Minor Groove Binder]) zur Detektion von
Allel 1 bzw. 2.

PCR und allelische Diskriminierung erfolgen auf Mikrotiterplatten, die Platz fiir die
gleichzeitige Untersuchung von 384 DNS-Proben (384-well plates) haben. Diese wurden
durch einen GENESIS Freedom Pipettier-Roboter von TECAN (Krailsheim) mit 50pl
DNS (entspricht 10 ng) befiillt.

Um Unterschiede im Gesamtreaktionsvolumen durch Verdunstung von Wasser aus der
DNS-Probe auszuschlieBen und damit gleiche Konzentrationen aller Reaktionspartner in
allen Ansitzen zu gewdhrleisten, lassen wir die DNS nach dem Pipettiervorgang zunéchst
eintrocknen. Hierdurch wird ebenfalls der Umgang mit den Platten vereinfacht. Die fiir die
PCR bendtigten Reagenzien sind im Universal PCR Master Mix von Applied Biosystems

enthalten, das sich folgendermaflen zusammensetzt:

* AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Thermostabile 5°-3’ DNS-Polymerase)

* Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs) mit dUTP

* Passive Referenz

e optimierter Puffer.
Es ergibt sich ein Gesamtreaktionsvolumen von 5 ul pro Reaktion auf der Mikrotiterplatte,
die mit einer Plastikmembran verschlossen wird, um Verdunstung wihrend der PCR-

Schritte zu verhindern.
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Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wird auf dem Applied Biosystems ,,7900HT Fast
Real-Time PCR System* oder MBS-Cyclern von Hybaid mit dem in Abbildung 9 dar-

gestellten Protokoll durchgefiihrt.

950 920

10:00 15

g0.0

1:00

Abbildung 9: Protokoll des PCR-Zyklus.
An die initiale 10-miniitige Denaturierungs-
phase schlieft sich die 15-sekiindige
Primerhybridisierung an. Es folgt die
einminiitige Elongationsphase.

Bei der allelischen Diskriminierung durch den ,,ABI Prism 7900HT* (Applied Biosystems)

bestimmt die ,,Sequence Detection Systems 2.1“-Software aus den gemessenen Fluores-

zenzsignalintensititen automatisch die SNP-Genotypen der Proben (Konfidenzlevel fiir

Autocalling 95%). Eine Zusammenfassung der Arbeitsschritte zeigt Abbildung 10.
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Abbildung 10: Arbeitsschritte bei der
Genotypisierung mit dem 5’-
Exonuklease-Assay (TagMan®) auf
einem 7900HT (umgezeichnet nach
(3)). Zunichst werden die benotigten
Reagenzien (siehe oben) gemischt
und in die Mikrotiterplatte eingefiillt,
die bereits mit Probanden-DNS
versehen ist. Es folgt die PCR auf
dem 7900HT Fast Real-Time PCR
System von Applied Biosystems oder
MBS-Cyclern von Hybaid. Im
Anschluss wird die allelische
Diskriminierung mit dem ABI
Prism® 7900HT durchgefiihrt. Die
soequence  Detection  Software*
wandelt die gemessenen Fluoreszenz-
signalintensititen der einzelnen
Proben in Genotypen um. Dies wird
als Calling bezeichnet.
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2.7.3 Qualitiitskontrolle der Genotypisierung

10 % der Proben sind aus Griinden der Qualitédtskontrolle auf den Mikrotiterplatten doppelt
aufgetragen. Die Ergebnisse der Genotypisierung der Proben werden spiter abgeglichen.
So stellen wir sicher, dass die Qualitit der Genotypisierung innerhalb und zwischen den
einzelnen Durchgingen gleich ist und eventuelle systematische Genotypisierungsfehler
erkannt werden. Auflerdem fiigen wir pro Platte vier Ansitzen keine DNS (NTCs) hinzu,
um einen Referenzwert fiir die Hintergrundfluoreszenz der beiden Farbstoffe VIC® bzw.
FAM™ zu erhalten. Dieser ist fiir die Messung der Signalintensitdten in den einzelnen
Reaktionsansidtzen wihrend der allelischen Diskriminierung von Bedeutung. Dariiber
hinaus wiirde die Zunahme des Fluoreszenzsignals in den NTC-Reaktionsansitzen eine

Kontamination der Probenansitze mit Fremd-DNS anzeigen.

Zur Qualitidtskontrolle des Autocalling-Algorithmus werten wir die Signalintensitétsplots
aus der allelischen Diskriminierung fiir jede Mikrotiterplatte aus. Dabei wird auf
Abweichung von den oben beschriebenen Qualititskriterien und die sinnvolle Zuordnung
der Proben in die drei Genotyp-Cluster sowie die Punktwolke der Negativkontrollen
(NTCs) geachtet. Bei graphisch eindeutig falscher Zuordnung eines Individuums wird der
entsprechende Punkt im Signalintensitétsplot entweder als ungiiltig markiert oder einem
anderen Cluster zugeordnet. Fiir einige Mikrotiterplatten erfolgte die PCR auf dem
,»7900HT Fast Real-Time PCR System®“. Bei Auswertung der Genotypen dieser Platten
stehen zusitzlich Informationen iiber den Anstieg des Fluoreszenzsignals wihrend der
PCR (Real-time-PCR) zur Verfiigung. Diese helfen bei der Bewertung, ob eine unzurei-
chende Amplifikation des DNS-Template dem Autocalling-Algorithmus bei der allelischen

Diskriminierung Probleme bereitet hat.

2.7.4 Statistische Analyse

Zundchst wird die Power fiir den Nachweis einer existierenden Assoziation durch unsere
Studie mit Hilfe des Computerprogramms ,,Quanto* berechnet (Power-Analyse). Bei der
Analyse gehen wir von folgenden Annahmen aus:

* erwartete EffektgroBe (Odds Ratio): 1,21 (entspricht dem in der Studie von Ozaki

gefundener Effekt)

* o-Fehler (zweiseitig): 0,05

* Anzahl Fall- und Kontrollprobanden: 1211 bzw. 1023

* Charakteristika der Studie:

a. MATF: Ergebnis der Genotypisierung fiir den jeweiligen SNP
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b. Basisrisiko der Bevolkerung: 0,1

c. additives Vererbungsmodell.

Die Anpassung der gefundenen SNP-Genotypfrequenzen an das Hardy-Weinberg-Gleich-
gewicht wird in der Kontrollguppe getestet. Dafiir verwenden wir einen Pearson X -Test,

der iiber das Internetportal des Helmholtz-Zentrums Miinchen (http://ihg2.helmholtz-

muenchen.de/cgi-bin/hw/hwal.pl) durchfiihrbar ist. Die Hypothesen fiir den Test lauten:

Hy: Keine Abweichung der Genotypfrequenzen vom Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht.
H,: Abweichung der Genotypfrequenzen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.
Das Signifikanzniveau liegt bei p = 10™. Fiir p 2 10* kann die Nullhypothese nicht
abgelehnt werden. Damit gilt das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht als erfiillt.

Um die Frage zu beantworten, ob signifikante Unterschiede der ,,minor allele frequency*
(MAF) des SNPs rs1048990 zwischen der japanischen und der von uns genotypisierten
deutschen Population bestehen, wird ein zweiseitiger Fisher Exact Test mit folgenden
Hypothesen durchgefiihrt:

Ho: MAF unterscheidet sich nicht zwischen beiden Populationen.

Ha: MAF unterscheidet sich zwischen beiden Populationen.

Fiir p < 0,05 wird Hy abgelehnt und Hs angenommen.

SchlieBlich werden die Genotypfrequenzen der Fall- und Kontrollgruppe durch einen
zweiseitigen Cochrane-Armitage-Trend-Test verglichen.
Ho: Genotypfrequenzen in Patienten- und Kontrollgruppe unterscheiden sich nicht.
Ha: Genotypfrequenzen in Patienten- und Kontrollgruppe unterscheiden sich.
Als statistisch signifikant gelten p-Werte < 0,05. Sie fithren zur Ablehnung der Nullhypo-
these und Annahme der Alternativhypothese. Dies erfolgt im Institut fiir medizinische
Biometrie und Statistik der Universtidt zu Liibeck durch Dipl.-Statistikerin Anika Gro3-
henning unter Verwendung des Statistikprogramms ,,StatXact 8. Die Ablehnung von Hy
im Test fiir p-Trend-Werte kleiner 0,05 gibt einen Hinweis auf eine Assoziation des SNPs

mit dem Herzinfarkt.

34



Material und Methoden

2.8 Hypothesen-bildende Studie zur Rolle des Proteasoms und NF-kB-

Signaltransduktionswegs in der Pathogenese des Herzinfarkts

2.8.1 Multistage-Ansatz bei der Untersuchung eines Stoffwechselwegs

In unserer Hypothesen-bildenden Studie werden SNPs innerhalb von am Proteasom-
Entziindungs-Signaltransduktionsweg beteiligten Genen systematisch anhand der Geno-
typisierungsdaten aus der Deutschen Herzinfarktfamilienstudie 1 und 2 (German MIFS I
bzw. II) untersucht. Zusitzliche Kontrollprobanden entstammen dem KORA Survey 4 (n =
820) aus Augsburg und der PopGen-Studie (Population Genetic Cohort) aus Schleswig-
Holstein (n = 478).

Da Assoziationsstudien zu falsch positiven Ergebnissen tendieren, verfolgen wir einen
mehrstufigen Ansatz (44). Zunichst wird ein Screening der entsprechenden Genloci auf
mogliche Assoziation von SNPs mit dem Herzinfarkt durchgefiihrt, wobei ein grofziigiger
p-Wert fiir die Annahme einer hypothetischen Assoziation angewendet wird. Wir nehmen
dabei in Kauf, dass eine gewisse Anzahl falsch positiver SNPs diesen ersten Schritt iiber-
dauert. Diese gilt es, in den folgenden Schritten herauszufiltern. Die erste Stufe dient also
der Generierung von Hypothesen fiir mogliche Assoziationen genetischer Marker mit dem
Herzinfarkt.

In der zweiten Stufe werden die identifizierten SNPs in einer unabhédngigen Population
getestet. Hier wird ein strengerer Grenzwert (p-Wert) fiir eine signifikante Assoziation
angewendet. Je mehr SNPs aus der initialen Hypothesen-bildenden Studie in dieser Phase
untersucht werden, desto hoher muss das Signifikanzniveau sein, damit ein SNP als
signifikant mit dem Herzinfarkt assoziiert bezeichnet werden kann. Dies bezeichnet man
als Korrektur fiir Multiples Testen.

Wenn hierbei zur Genotypisierung eine andere Methode als in Stufe 1 durchgefiihrt wird,
lasst sich die Wahrscheinlichkeit fiir falsch positive Ergebnisse reduzieren, die z. B. durch

technische Artefakte entstehen (94).

2.8.2 Vorgehen bei Hypothesen-bildenden Studien

Am Anfang steht die Suche nach relevanten Genen, die an der Bildung des Proteasoms,
NF-kBs und an dessen Signaltransduktionsweg beteiligt sind. Als Quelle hierfiir dienen die
Ubersichtsarbeiten von Powell (75) (Proteasom), Gilmore (30) und Gosh (29) (NF-KB)
sowie Karin (54) (IKK, NIK) und Perkins (74). Zusitzlich werden iiber die Internetdaten-
bank KEGG der Stoffwechselweg und beteiligte Proteine dargestellt und auf Vollstindig-
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keit tiberpriift (52). Da fiir die Gene des Signaltransduktionswegs in den Publikationen
teilweise unterschiedliche Nomenklaturen Verwendung finden, werden die Gene in der
Internetplattform ,,EntrezGene* des ,,National Center for Biotechnology Information*
(NCBI, USA) aufgesucht, in der die Genbezeichnungen in den verschiedenen Nomenkla-
turen aufgelistet sind.

Prinzipiell kénnen auch SNPs in den Promotorregionen von Genen iiber eine Verinderung
der Transkriptionsrate Einfluss auf den Signaltransduktionsweg nehmen, weshalb wir im
Folgenden auch diese sowie untranslatierte Regionen am 3’-Ende der Gene in unsere
Untersuchung einbeziehen. Die chromosomale Position der Gene bestimmen wir mit Hilfe
der Datenbank SNPper (77).

Um einen Uberblick iiber die LD-Struktur der Gene, also die Beziehung der SNPs unter-
einander, zu erlangen, betrachten wir die Daten des internationalen HapMap-Projektes
(data release 23a/phase II, Mirz 2008, basierend auf NCBI B36 assembly, dbSNP b 126)
zu den jeweiligen Regionen im Programm Haploview (4). Als Datenquelle fiir Haploview
dienen die ,,SNP genotype data“, die liber die HapMap-Datenbank herunter geladen
werden  (http://www.hapmap.org/cgi-perl/gbrowse/hapmap B36/). Mit Hilfe des

Programms lassen sich eine LD-Karte und die durch das International HapMap-Projekt
ermittelten Allelfrequenzen fiir die SNPs eines chromosomalen Abschnitts darstellen.

Im néchsten Schritt werden aus den Haplotyp-Informationen aus dem HapMap-Projekt
LDU-Karten fiir die einzelnen Gene erstellt. Grundlage hierfiir sind Daten zu den ,,phased
haplotypes®, die ebenfalls iiber die HapMap-Datenbank herunter geladen werden. Die
Berechnung der LDU-Werte erfolgt im IMBS durch Dipl.-Statistikerin Anika
GroBhenning. Aus dem Kurvenverlauf der LDU-Karten werden Haplotyp-Blocke abge-
leitet, mit deren Hilfe wir spéter die prozentuale Abdeckung der Gene des Proteasom-
Entziindungs-Signaltransduktionswegs durch die Genotypisierungsdaten aus der Deutschen

Herzinfarktfamilienstudie 2 berechnen.

Nun wird eine Abfrage der GerMiFS I- und GerMiFS II-Datenbanken des Instituts fiir
Medizinische Biometrie und Statistik (IMBS) der Universitit zu Liibeck fiir die Gene des
Proteasom-Entziindungs-Stoffwechsels durchgefiihrt. Die hier verzeichneten SNPs sind
mittels eines Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 6.0 genotypisiert bzw. mit
Hilfe des Programms ,, MACH 1.0* imputiert worden.

Die SNPs aus dem Proteasom-Entziindungs-Signaltransduktionswegs werden auf folgende

Qualitétskriterien hin iiberpriift:
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* Haufigkeit des seltenen Allels (MAF) 20,01
* Keine Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (P_HWD_unaff >
10
e Nur fiir imputierte SNPs: RSqMean > > 0,7 (Mab fiir die Ubereinstimmung
von wahren und imputierten Genotypen).

SNPs, die diese Kriterien nicht erfiillen, werden von der weiteren Analyse ausgeschlossen.
Fiir genotypisierte Polymorphismen werden die Intensitdts-Clusterplots erstellt, um die
Qualitit der Genotypisierung bewerten zu konnen. Erfiillt ein Clusterplot nicht die oben
genannten Kriterien, so wird der entsprechende SNP verworfen.
Nun wird durch Abgleich der Haplotyp-Blocke innerhalb der LDU-Karten mit den
qualititskontrollierten SNPs die prozentuale Abdeckung der einzelnen Gene durch die
Genotypisierungsdaten der GerMiFS I und —II berechnet. Ist innerhalb eines Haplotyp-
Blocks ein SNP in unseren Daten vorhanden und erfiillt dieser die geforderten
Qualitdtskriterien, gilt dieser Block als abgedeckt. Die prozentuale Abdeckung des
betrachteten Gens ergibt sich aus der Anzahl der abgedeckten Haplotyp-Blocke dividiert
durch die Gesamtzahl der Blocke innerhalb der Region.
AnschlieBend kommt ein weiteres Qualititskriterium zum FEinsatz: SNPs, die beim
Vergleich der Genotypfrequenzen zwischen Herzinfarktpatienten und Kontrollgruppe
mittels des Cochrane-Armitage-Trend-Tests einen p-Trend-Wert groler 0,05 aufweisen,
sind von der weiteren Untersuchung ausgeschlossen. Fiir sie kann die Nullhypothese (Ho:
Es besteht kein Unterschied der Genotypfrequenzen zwischen Fall- und Kontrollgruppe)
nicht abgelehnt werden. Unter den noch verbliebenen SNPs gelten die Polymorphismen,
die sowohl in der GerMiFS I- als auch GerMiFS II-Datenbank einen p-Trend-Wert < 0,05
aufweisen, als mogliche Kandidaten fiir eine Assoziation mit dem Herzinfarkt. Mit Hilfe
der NCBI-Datenbank wird iiberpriift, ob bereits eine Assoziation fiir diese SNPs bekannt
ist.
Die so identifizierten SNPs werden mittels ihrer rs-Nummer in der SNPper-Datenbank
aufgesucht, um Informationen zu ihrer Funktion im Gen zu gewinnen.
Im néchsten Schritt werden falsch positive Ergebnisse herausgefiltert. Dazu nutzen wir die
Fancy plots, in denen SNPs, die moglicherweise mit dem Herzinfarkt assoziiert sind, als
lead SNP verwendet werden. Thre Generierung erfolgt im Institut fiir Biometrie und
Statistik durch Dipl.-Bioinformatikerin Christina Willenborg. So wird die LD-Beziehung
zwischen lead SNP und allen SNPs der Region, die die initialen Qualitétskriterien erfiillt

haben, visualisiert. Befinden sich in der Nachbarschaft eines lead SNPs weitere SNPs mit
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einem p-Trend-Wert < 0,05 (entsprechend der graphischen Darstellung oberhalb der
Hilfslinie), die in hoher LD zu diesem stehen, so hat dieser lead SNP die Screening Phase
iiberstanden. Die Wahrscheinlichkeit fiir ein falsch positives Ergebnis ist fiir solche lead
SNPs namlich geringer, als fiir lead SNPs, die in der entsprechenden Region alleine einen
p-Trend-Wert < 0,05 aufweisen.

Im anschlieBenden Replikationsstadium werden die in der Screening-Phase auffilligen
SNPs in weiteren Myokardinfarkt-Kollektiven auf Assoziation mit dem Herzinfarkt
iberpriift. Dafiir ist die Berechnung der benotigten Anzahl an Fall- und Kontrollprobanden

fiir eine ausreichende Studienpower notig. Wir verwenden erneut das Programm ,,Quanto®.

2.8.4 Statistische Methoden

Die Anpassung der Genotypfrequenzen an das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wird

mittels des Monte Carlo )(2 goodness-of-fit Tests im IMBS gepriift.

Die Hypothesen fiir den Test lauten:
Ho: Genotypfrequenz des SNPs ist im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.
Ha: Genotypfrequenz des SNPs ist nicht im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.
Die Ergebnisse dieser Analyse werden fiir jeden SNP in der Datenbank angezeigt. Das
Signifikanzniveau liegt bei p = 10™. Fiir p> 10* kann Hy nicht abgelehnt werden und
damit keine signifikante Abweichung der Genotypfrequenz des genotypisierten SNPs vom
Hardy-Weinberge-Gleichgewicht nachgewiesen werden.
Um die GroBe der Fall- und Kontrollgruppen fiir die anschlieBende Replikationsstudie zu
berechnen, verwenden wir das Programm ,,Quanto* mit folgenden Grundannahmen:
» EffektgroBe (Odds Ratio): 0,8
* 0o-Fehler (einseitig und korrigiert fiir multiples Testen): 0,0167 (0,05/Anzahl der
untersuchten SNPs, n = 3).
* Angestrebte Power: 0,8
* Charakteristika der Studie:
a. MAF=0,2
b. Basisrisiko der Bevolkerung = 0,1
c. additives Vererbungsmodell.
In der Replikation sollen die in der Hypothesen-bildenden Studie gefundenen Effekte
bestdtigt werden. Deshalb wird der p-Trend-Test nur einseitig durchgefiihrt und der Q-

Fehler ebenfalls nur einseitig angegeben. Die Korrektur fiir Multiples Testen nach
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Bonferroni findet statt, um die Wahrscheinlichkeit fiir falsch positive Ergebnisse auf Grund

von Zufallsschwankungen zu verringern (26, 94). Die Formel lautet:

Oop = 0¢g/G op: Lokales Signifikanzniveau
Og: Globales Signifikanzniveau

G: Anzahl der durchgefiihrten Tests

Die weiteren statistischen Methoden werden, wie auf Seite 33 beschrieben, durchgefiihrt.
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I11. Ergebnisse

3.1 Genotypisierung von SNPs aus dem PSMA6-Gen

Im Rahmen des ersten Teils dieser Doktorarbeit wurden fiinf SNPs aus dem PSMA6-Gen
in einem Patientenkollektiv der Deutschen Herzinfarktfamilienstudie 1 genotypisiert. Als

Ubersicht sind die klinischen Charakteristika des untersuchten Kollektivs in Tabelle 2

dargestellt.

Parameter Herzinfarkt-Patienten Kontrollprobanden
N 1211 1023

Minner (%) 782 (64.6) 379 (37.0)
Alter, Jahre 58.16 +8.56 56.81 *991
Body mass index, kg/m? 2745 +3.66 26.69 +4.17
Blutdruck systolisch mmHg 137.99 £19.68 134.04 £17.51
Blutdruck diastolisch mmHg 82.41 +£10.27 82.07 *9.78
Cholesterin gesamt, mg/dl 227.73 £45.96 238.30 +42.32
HDL Cholesterin, mg/dl 50.63 +13.28 60.52 +15.27
LDL Cholesterin, mg/dl 151.13 £42.54 147.49 +34.48
Raucherstatus (%) 822 (67.9) 515 (50.4)
Diabetes (%) 197 (16.3) 56 (5.5)

Tabelle 2: Basisdaten der Population der Deutschen Herzinfarktfamilienstudie 1 aufgeteilt nach
Herzinfarktpatienten und Kontrollprobanden. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte =+
Standardabweichung bei den kontinuierlichen Variablen und Hiufigkeiten in % bei den biniren
Variablen.

3.1.1 Qualitiitskontrolle der Genotypisierung

Inklusive der doppelt bestimmten Proben und der Negativkontrollproben (NTCs) wurden
insgesamt 2832 Genotypisierungsreaktionen durchgefiihrt (Frauen: 1248 Reaktionen,
Minner: 1584 Reaktionen). Erfolg und Qualitit von PCR und Genotypisierung wurden
anhand der oben beschriebenen Kriterien iiberpriift, um UnregelméfBigkeiten zu erkennen

und fehlerhafte Genotypisierungen wiederholen zu konnen.
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3.1.1.1 Bewertung von Fluoreszenzsignalkurven und Signalintensititsplots

Aus der Zunahme der Fluoreszenzsignalintensitit in den auf dem 7900HT durchgefiihrten
PCRs ldsst sich ableiten, dass eine ausreichende Amplifikation der Zielregion wihrend der
PCR fiir einen Grofiteil der Proben auf den Mikrotiterplatten stattgefunden hat. In
Abbildung 5 ist das im Laufe der PCR-Zyklen ansteigende Fluoreszenzsignal beispielhaft
fiir eine Mikrotiterplatte dargestellt.

Fiir einige Proben, die durch das ,,.Sequence Detection System 2.1 des 7900HT keinem
Genotyp zugeordnet werden konnten, wurde der Genotyp manuell festgelegt. Dies erfolgte
unter Beriicksichtigung der Verlaufs des Fluoreszenzsignals wihrend der PCR sowie der
Signalintensititsplots, die bei der allelischen Diskriminierung generiert wurden. Beispiele

fiir die nachtrigliche Bewertung der Signalintensititsplots zeigt Abbildung 12.
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Abbildung 12: Signalintensitéitsplots der allelischen Diskriminierung des SNPs rs7156944 vor (links)
und nach (rechts) manueller Korrektur der Genotypzuordnung (Pfeile). Die Fluoreszenzsignalintensi-
tiiten der allelspezifischen Farbstoffe sind gegeneinander aufgetragen (x- bzw. y-Achse). Jeder Punkt
im Graphen steht fiir eine untersuchte Probe. Aufgrund der rdumlichen Nihe zur griinen Punktwolke
sowie anhand des Verlaufs ihrer Fluoreszenz-Intensitit wihrend der PCR wurden die markierten
Proben (rote Kreise) der heterozygoten Genotypgruppe zugeordnet.

Die absoluten und relativen Hiufigkeiten der manuellen Anderung der Genotypzuordung

fiir die untersuchten SNPs sind getrennt fiir Méinner und Frauen in Tabelle 3 dargestellt.
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SNP Miinner Prozent Frauen Prozent Tabelle 3: Manuelle Anderung der
154982254 824 52.0% 245 19.6% (%enotypzuordung der .SNPs. D&}.rgestel!t

sind absolute und relative (%) Héaufigkeit
1s2277459 703 44,4% 717 57,5% getrennt nach Minnern und Frauen. Die
151048990 21 1,3% 18 1,4% relativen Hiufigkeiten beziehen sich auf die
rs11621075 23 1,5% 2 0,2% Gesamtzahl der durchgefiihrten Genotypi-
rs7156944 21 1,3% 4 0,3% sierungsreaktionen  (inklusive  doppelt
Proben (gesamt) 1584 1248 bestimmten und NTC-Proben).

Auffillig sind die relativ hdufigen Korrekturen der Genotypzuordnung fiir die SNPs
12277459 (Minner: 703 [44,4%]; Frauen: 717 [57,5%]) und rs4982254 (Minner: 824
[52,0%]; Frauen: 245 [19,6%]) sowohl bei Ménnern als auch bei Frauen, wogegen diese
bei den iibrigen SNPs unter 2% liegt.

3.1.1.2 Abgleich des Ergebnisses doppelt genotypisierter Proben sowie NTCs

Bei einem Herzinfarktpatienten kam es bei der automatischen Genotypzuordnung zu einem
diskrepanten Ergebnis zwischen den Doppelwerten (rs11621075 & rs7156944, 1D
8918501, Platte 2R bzw. 3R). In einem weiteren Fall entstand durch manuelle Anderung
der Genotypzuordnung eine Diskrepanz der Doppelwerte (rs2277459, ID 7538701, Platte
2RF L006 und 4RF KO006). Beide Proben wurden von der weiteren Auswertung

ausgeschlossen.

3.1.2 Statistische Auswertung

3.1.2.1 Genotypisierung von fiinf SNPs aus dem PSMA6-Gen

Insgesamt konnte bei 32 Herzinfarktpatienten und drei Kontrollprobanden keiner der fiinf
SNPs genotypisiert werden. Die Ausfallquote (Missing frequency) fiir die einzelnen SNPs
findet sich in Anhang 3.

Die Ergebnisse der Genotypisierung der SNPs rs4982254, rs 2277459, rs1048990,
rs11621075 und rs7156944 sowie die jeweiligen Genotypfrequenzen sind in Tabelle 5
dargestellt.

3.1.2.2 Anpassung der Genotypfrequenzen an das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
Die Genotypfrequenzen der Kontrollgruppen testeten wir mit Hilfe eines internetbasierten
Pearson )(2 -Test auf Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Fiir alle Gruppen
liegen die p-Werte oberhalb des Signifikanzniveaus (p = 10%), weshalb die Nullhypothese
(Hp: Keine Abweichung der Genotypfrequenzen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht)
nicht abgelehnt werden kann und das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht fiir die Kontroll-
gruppe als erfiillt angesehen wird (sieche Anhang 2). Die Umrechnung von Genotyp-

frequenzen in Allelfrequenzen ist damit moglich. Diese sind in Tabelle 5 dargestellt.
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3.1.2.3 Vergleich der Genotypfrequenzen zwischen Fall- und Kontrollgruppe
(Cochrane-Armitage-Trend-Test)

Im Cochrane-Armitage-Trend-Test ergibt sich fiir keinen der untersuchten SNPs ein
signifikanter Unterschied der Genotypfrequenzen zwischen Fall — und Kontrollgruppe ( p
> 0,05). Deshalb wird die Nullhypothese (Ho: Genotypfrequenzen in Patienten- und
Kontrollgruppe unterscheiden sich nicht.) nicht abgelehnt. In unserer Studie zeigen die
untersuchten SNPs also keine Assoziation mit dem Herzinfarkt. Die Ergebnisse der
Genotypisierung sowie die p-Werte des Cochrane-Armitage-Trend-Tests sind in Tabelle 5

gezeigt.
3.1.2.5 Berechnung der Power unserer Studie

Fir den SNP rs1048990 ergab sich in unserer Studie unter den Kontrollprobanden der
Deutschen Herzinfarktfamilienstudie 1 eine MAF von 16,2 % fiir das G-Allel (siche
Tabelle 5). Im zweiseitigen Fisher Exact Test zeigte sich, dass der Unterschied der
Frequenz des G-Allels im Vergleich zwischen der deutschen (16,2%, n = 949) und der von
Ozaki et al. untersuchten japanischen Kontrollpopulation (30,3%, n = 2,851) statistisch
signifikant ist (p < 107).

In Anbetracht der geringeren MAF von 16,2% und der Grofle des untersuchten Kollektivs
weist unsere Studie bei einem erwarteten genetischen Effekt von 1,21 (Odds Ratio in der
japanischer Population) eine Power von 66,7% auf, eine Assoziation zwischen dem
betrachteten SNP und dem Herzinfarkt in unserem deutschen Kollektiv nachzuweisen.

Bei deutlich hoherer MAF ergab die Berechnung mit dem Programm ,,Quanto* eine Power
von mehr als 80% fiir die SNPs rs11621075 (81,0%) und rs7156944 (84,9%). Eine
Ubersicht iiber die Ergebnisse der Power-Analyse gibt Tabelle 4.

SNP MAF (Kontroligruppe)  OR Power Tahelle 4: Ergebnis der Power-Analyse fiir
rs4982254 23,8% 1,21 78,5% die untersuchten SNPs aus dem PSMAG6-
rs2277459 3,8% 1,21 23,0% Gen unter Beriicksichtigung ihrer MAF
rs1048990 16,2% 1,21 66,7% (minor allele frequency) und einer
o o, erwarteten Effektstirke (Odds Ratio), wie
rs11621075 26,3% 1,21 81,0% sie in der Studie von Ozaki et al. (71) fiir
rs7156944 32,0% 1,21 84,9% den SNP rs1048990 gefunden wurde.
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SNP (Lage) Genotyp Anzahl und Genotypfrequenz
Fille Prozent Kontrollen Prozent
RS4982254 CC 643 57,0% 569 57,8%
(Promotor) CT 426 37,8% 361 36,7%
TT 59 5,2% 54 5,5%
Gesamt 1128 984
Allelfrequenz T (MAF) 24.1% 23,8%
p-Trend-Wert 0,8285
Fille Prozent Kontrollen Prozent
RS2277459 GG 1018 91,9% 886 92,7%
(Exon 1) GA 87 7,9% 67 7,0%
AA 3 0,3% 3 0,3%
Gesamt 1108 956
Allelfrequenz A (MAF) 4.2% 3,8%
p-Trend-Wert 0,5436
Fille Prozent Kontrollen Prozent
RS1048990 CC 778 68,7% 663 69,9%
(Exon 1) GC 325 28,7% 264 27,8%
GG 29 2,6% 22 2,3%
Gesamt 1132 949
Allelfrequenz G (MAF) 16,9% 16,2%
p-Trend-Wert 0,5473
Fille Prozent Kontrollen Prozent
RS11621075 AA 657 58,5% 539 54,6%
(Intron 1) AG 395 35,1% 376 38,1%
GG 72 6,4% 72 7,3%
Gesamt 1124 987
Allelfrequenz G (MAF) 24,0% 26,3%
p-Trend-Wert 0,0811
Fille Prozent Kontrollen Prozent
RS7156944 TT 511 46,1% 457 47.2%
(3' UTR) TG 497 44.9% 404 41,7%
GG 100 9,0% 108 11,1%
Gesamt 1108 969
Allelfrequenz G (MAF) 31,5% 32,0%
p-Trend-Wert 0,7096

Tabelle 5: Dargestellt sind die absoluten und relativen Genotyphiufigkeiten der einzelnen SNPs
getrennt nach Fall- und Kontrollgruppe. Weiterhin sind die berechneten Allelfrequenzen fiir die
seltenen Allele sowie die p-Trend-Werte aus dem Vergleich der Genotypfrequenzen von Fall- und
Kontrollgruppe mittels Cochrane-Armitage-Trend-Test gezeigt. Keiner der untersuchten SNPs zeigt
einen signifikanten Unterschied der Genotypfrequenzen zwischen Fall- und Kontrollgruppe. Siamtliche
p-Trend-Werte erreichen nicht das Signifikanzniveau von 0,05. Deshalb wird die Nullhypothese (H,:
Genotypen in Patienten- und Kontrollguppe unterscheiden sich nicht.) nicht abgelehnt. Es findet sich
keine Assoziation der untersuchten SNPs mit dem Myokardinfarkt.
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3.2 Gene des Proteasom-Entziindungs-Signaltransduktionswegs

Um neue Hypothesen fiir die Assoziation mit dem Herzinfarkt zu generieren, wurden
mittels der Genotypisierungsdaten aus der Deutschen Herzinfarktfamilienstudie 1 und 2
SNPs aus insgesamt 52 Genen untersucht, die im Proteasom-Entziindungs-
Signaltransduktionsweg eine Rolle spielen. Nach Durchlaufen der oben genannten
Analysestufen konnten drei SNPs identifiziert werden, die moglicherweise mit dem
Herzinfarkt assoziiert sind. Darunter befinden sich zwei SNPs aus der Promotorregion des
IKBKE-Gens auf Chromosom 1 (rs11576488, rs9429769) sowie ein weiterer SNP aus der
Promotorregion des PSMD3-Gens (rs921651), das auf Chromosom 17 lokalisiert ist. Diese
SNPs wurden anschlieBend in einer unabhéngigen Population des Welcome Trust Case

Control Consortiums (WTCCC) auf Assoziation mit dem Herzinfarkt getestet.

3.2.1 Repriisentation der Gene des Signaltransduktionswegs in Genotypisie-

rungsdaten der Deutschen Herzinfarktfamilienstudien

Um eine Aussage dariiber treffen zu konnen, wie vollstindig die genetische Variabilitét
innerhalb der Gene des Proteasom-Entziindungs-Signaltransduktionswegs in dieser Arbeit
erfasst wurden, {iberpriiften wir zunichst die Abdeckung der Haplotyp-Blocke der
beteiligten Gene durch mindestens einen SNP aus den Genotypisierungsdaten der
Deutschen Herzinfarktfamilienstudie 2, der die Kriterien der 1. Stufe Analyse erfiillt hat.
Die im Rahmen dieser Doktorarbeit untersuchten Gene sowie deren prozentuale

Abdeckung sind in Tabelle 6 dargestellt.

Protein Gen Synonym Chromosom  Haplotyp-Block-Abdeckung
Proteasom 20S-UE PSMA1I UE alpha 1 chrllpl5.1 vollstindig
PSMA?2 UE alpha 2 chr7pl3 vollstindig
PSMA3 UE alpha 3 chrl4q23 vollstindig
PSMA4 UE alpha 4 chr15q25.1 vollstiandig
PSMAS5* UE alpha 5 chrlpl3 vollstindig
PSMA6 UE alpha 6 chrl4ql3 vollstindig
PSMA7 UE alpha chr20q13.33 75%
PSMAS UE alpha 7 chri8qll vollstindig
Proteasom 20S-UE PSMBI UE beta 1 chr6q27 vollstdndig
PSMB?2 UE beta 2 chrlp34.2 vollstindig
PSMB3 UE beta 3 chr17ql12 vollstiandig
PSMB4* UE beta 4 chriqg21 gering
PSMB5 UE beta 5 chrl4qll.2 75%
PSMB6* UE beta 6 chrl17pl13 gering
PSMB7 UE beta 2 chr9q34.11 vollstindig
PSMBS8 UE beta 5i chr6p21.32 vollstindig
PSMB9 UE beta 1i chr6p21.3 vollstdndig
PSMB10* UE beta 2i chr16g22.1 vollstindig
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Protein Gen Synonym Chromosom  Haplotyp-Block-Abdeckung
Proteasom 19S-UE PSMCI Rpt2 chr14q32.11 vollstandig
PSMC2 Rptl chr7q22.1 vollstindig
PSMC3 Rpt5 chrllpl2 vollstindig
PSMC4 Rpt3 chr19q13 75%
PSMC5* Rpt6 chr17q23 vollstindig
PSMC6 Rpt4 chr14q22 vollstindig
Proteasom 19S-UE PSMDI Rpn2 chr2q37.1 vollstandig
PSMD?2 Rpnl chr3q27.1 vollstindig
PSMD3 Rpn3 chr17q12 vollstindig
PSMD4 Rpn10 chriq21.2 vollstindig
PSMD5* regulat. UE5  chr9q33.2 vollsténdig
PSMD6 Rpn7 chr3pl4.1 vollstindig
PSMD7 Rpn8 chr16qg23 vollstindig
PSMDS8 Rpnl2 chr19q13.2 vollstindig
PSMD9 Rpn4 chr12q24.31 vollstiandig
PSMD10* regulat. UE p28 chrXq22.3 gering
PSMDI11 Rpn6 chr17q11.2 vollstindig
PSMD12 Rpn5 chr17q24.2 vollstindig
PSMD13 Rpn9 chrllpl5.5 vollstindig
PSMD14 Rpnll chr2q24.2 vollstindig
Rel/NF-KB-Familie NFKBI p105/p50 chrdq24 vollstdndig
NFKB2* p100/p49 chr10q24.32 vollstindig
REL* c-Rel chr2pl3 vollstindig
RELA po65 chrllql3 vollstindig
RELB chr19q13.32 20%
Inhibitor of NF-kB-Familie NFKBIA * IKBA chrl4ql3.2 gering
NFKBIB IKBB chr19q13.2 ~67%
NFKBIE IKBE chrop21.1 vollstindig
BCL-3 chr19q13.31 vollstdndig
Inhibitor of NF-kB-Kinase IKBKA* CHUK chr10g24.2 vollstindig
IKBKB chr8p11 vollstindig
IKBKG* NEMO chrXq28 gering
IKBKE IKKI/IKKE chr1q32 vollstiandig
NF-kB-inducing Kinase  NIK MAP3K14 chr17q21 vollstéindig

Tabelle 6: Abdeckung der untersuchten Gene des Proteasom-Entziindungs-Signaltransduktionswegs
durch die Genotypisierungsdaten den Deutschen Herzinfarktfamilienstudien. Dargestellt sind ebenfalls
die Bezeichnungen der Gene und ihre Lokalisotion. Die Haplotyp-Block-Abdeckung fiir jedes Gen
errechnet sich aus der Anzahl an Haplotyp-Blocken, die durch mindestens einen qualititsgepriiften
SNP aus der Deutschen Herzinfarktfamilienstudie 2 reprisentiert werden, dividiert durch die
Gesamtzahl der Haplotyp-Blocke des Gens (UE: Untereinheit, *:Gene, fiir die keine LDU-Karte

generiert werden konnte).

Insgesamt zehn Gene sind nicht vollstindig in unseren Daten reprisentiert. Fiir einige

Gene konnten aus den HapMap-Daten keine LDU-Karten erstellt werden (siehe Tabelle 6).
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3.2.2 Ergebnis der Untersuchung des Proteasom-Entziindungs-Signaltransduk-

tionswegs

Aus den Genotypisierungsdaten der beiden Deutschen Herzinfarktfamilienstudien 1 und 2
verblieben nach der initialen Qualitidtskontrolle 1194 bzw. 1496 SNPs (1. Stufe). Einen p-
Trend-Wert < 0,05 wiesen noch 202 bzw. 82 SNPs auf (2. Stufe der Analyse). Beim
Abgleich der verbleibenden SNPs beider Studien fanden sich 6 SNPs aus 3 Genen, die in

beiden Herzinfarktfamilienstudien im Cochrane-Armitage-Trend-Test einen p-Wert < 0,05

aufweisen. Fir sie besteht ein Hinweis auf eine Assoziation mit dem Herzinfarkt. Einen

Uberblick iiber den Studienverlauf gibt Abbildung 13.
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Abbildung 13: Flussdiagramm
zum Studienablauf der Analyse
des Proteasom-Entziindungs-
Signaltransduktionswegs  mit
Hilfe der Genotypisierungs-
daten der Deutschen Herz-
infarktfamilienstudie 1 bzw. 2
(GerMIFS I/TI). Gezeigt ist die
Anzahl an SNPs, die nach den
einzelnen Stufen der
Untersuchung in der Analyse
verbleiben. SchlieBlich sind die
sechs SNPs aus insgesamt drei
Genen dargestellt, die in beiden
Studien einen p-Trend-Wert <
0,05 aufweisen und potentiell
mit dem Herzinfarkt assoziiert
sind.

Die Genotypisierungs- bzw. Imputationsergebnisse fiir diese SNPs sind in Tabelle 7

dargestellt. Im Folgenden werden das IKBKE- sowie das PSMBS- und PSMD3-Gen niher

beleuchtet.
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RS-1ID CHR BP MAF 195 OR U95 p-Trend Gen Funktion GerMIFS

rs11576488 1 204702193 22,10% 0,763 0,873 0,998 4,22E-02 IKBKE Promotor I
rs11576488 1 204702193 20,00% 0,738 0,851 0,982 2,92E-02 IKBKE Promotor I
rs9429769 1 204704589 22,30% 0,742 0,848 0,969 1,39E-02 IKBKE Promotor I
rs9429769 1 204704589 20,00% 0,739 0,853 0,984 3,10E-02 IKBKE Promotor I
rs17433909 1 204718348 6,30% 0,295 0,381 0,491 3,51E-14 IKBKE Intron II
rs17433909 1 204718348 2,00% 0,329 0,517 0,814 4,05E-03 IKBKE Intron I
rs3819714 6 32912195 36,30% 1,013 1,136 1,275 3,28E-02 PSMBS8 DS I
rs3819714 6 32912195 35,80% 0,781 0,879 0,989 3,05E-02 PSMBS8 DS I
rs3819715 6 32912197 36,30% 1,016 1,14 1,279 2,84E-02 PSMBS8 DS I
rs3819715 6 32912197 35,70% 0,779 0,877 0,987 2,78E-02 PSMBS8 DS I

rs921651 17 35387448 16,90% 0,727 0,843 0,978 2,35E-02 PSMD3 Promotor II
1s921651 17 35387448 16,90% 0,71 0,828 0,965 1,49E-02 PSMD3 Promotor I

Tabelle 7: SNPs mit signifikantem p-Trend-Wert im Cochrane-Armitage-Trend-Test (p-Trend) in
GerMIFS I und II. Gezeigt sind chromosomale Position (CHR) und Basenposition (BP) der SNPs,
,,minor allele frequency* (MAF), Odds Ratio (OR) mit unterer (L95) und oberer (U95) Grenze des
95 %-Konfidenzintervalls, zugehorige Gene sowie die Funktion der entsprechenden Region im Gen (3’-
UTR: 3’-untranslated region, DS: downstream). Orange markiert sind die diskrepanten ,,0dds
Ratios‘‘ in GerMIFS I bzw. II fiir die SNPs rs3819714 und rs3819715.

3.2.2.1 SNPs des IKBKE-Gens
Das IKBKE-Gen (inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase

epsilon) ist auf Chromosom 1 lokalisiert und besteht aus 22 Exons sowie 21 Introns. Nach
der initialen Qualititskontrolle verblieben 48 SNPs, von denen 15 SNPs einen p-Trend-
Wert < 0,05 aufwiesen. Fur drei von ihnen war dies in beiden Kollektiven der Fall. Sie
liegen innerhalb der Promotorregion (rs11576488, rs9429769) sowie in einem Intron
(rs17433909) und sind potentiell mit dem Herzinfarkt assoziiert (siehe Tabelle 7).
Abbildung 14 gibt einen Uberblick iiber das IKBKE-Gen und die Lokalisation der

untersuchten SNPs.
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Abbildung 14: Visualisierung des IKBKE-Gens im UCSC Genome Browser (55). Markiert sind die
Lokalisationen der verbliebenen SNPs nach den einzelnen Stufen der Qualitéitskontrolle (1. Stufe: QK,
2. Stufe: signifikant, 3. Stufe: repliziert), sowie die Positionen der HapMap-SNPs der Region (CEU-
Population).

48



Ergebnisse

Die SNPs rs11576488 und rs9429769 befinden sich in hoher LD zueinander. In der
GerMIFS I liegen weitere SNPs in hoher LD zu beiden und iiberschreiten ebenfalls das
Signifikanzniveau (Abbildung 15 a)-d)). Beide SNPs weisen sowohl in der GerMIFS I als
auch II bei einer vergleichbaren MAF (rs11576488: 20,0 bzw. 22,1% ; rs9429769: 20,0
bzw. 22,3%) eine Odds Ratio von 0,851-0,873 auf. Die beiden SNPs werden deshalb in

einem nédchsten Schritt gezielt auf Assoziation mit dem Herzinfarkt getestet.
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Abbildung 15: Fancy plots fiir die SNPs rs11576488 (oben) und rs9429769 im Promotor des /IKBKE-
Gens fiir die Deutsche Herzinfarktfamilienstudie 1 (a,c) bzw. 2 (b,d). Die physikalische Position der
SNPs in kb (x-Achse) ist gegen den negativen Logarithmus des ermittelten p-Trend-Werts aufgetragen
(y-Achse). Die blaue Raute symbolisiert den lead SNP, Kreise stellen imputierte, kleine Rauten
genotypisierte SNPs dar. Die LD-Beziehung zum lead SNP ist farbkodiert (rot: hoch/r* > 0,8; orange:
mittel/0,5 < r* < 0,8; gelb: gering/0,2 < r’ < 0,5; weiB: keine/r* < 0,2). Die griinen Pfeile zeigen die
Positionen der Gene an. Dariiber hinaus ist die lokale Rekombinationsrate (in cM/Mb) aufgetragen.

Der SNP 1517433909, der in der GerMIFS I einen sehr niedrigen p-Trend-Wert aufwies
(p-Trend-Wert = 3,51E'14), wurde von der weiteren Analyse ausgeschlossen, da in den
Fancy plots fiir beide Kollektive sdamtliche in hoher LD befindlichen SNPs eindeutig
unterhalb des Signifikanzniveaus lagen (sieche Abbildung 16 a) bzw. b)).
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Abbildung 16: Fancy plots des SNPs rs17433909 fiir die Deutsche Herzinfarktfamilienstudie 1 (a) bzw.
2 (b). Legende siehe Abbildung 15. Trotz des sehr geringen p-Trend-Werts des SNPs in (b) wird er von
der weiteren Untersuchung ausgeschlossen, da die p-Werte der in hoher LD befindlichen SNPs in
beiden Deutschen Herzinfarktfamilienstudien deutlich unterhalb des Signifikanzniveaus liegen.
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3.2.2.2 SNPs des PSMBS8-Gens

Das PSMBS-Gen kodiert fiir die Bs-Untereinheit des humanen 20S-Proteasoms und besteht
aus 6 Exons sowie 5 Introns. Die erste Stufe der Qualititskontrolle iiberstanden 68 SNPs,
von denen 21 einen p-Trend-Wert unterhalb des Signifikanzniveaus aufwiesen (siehe
Abbildung 17). Fiir zwei SNPs (rs3819714 und rs3819715) aus der Promotorregion
ergaben sich in beiden Kollektiven p-Trend-Werte < 0,05, wobei allerdings Diskrepanzen
des genetischen Effekts zwischen den beiden Studien auftraten (siehe Tabelle 7). In der
GerMIFS 1 lag die OR bei 0,879 (rs3819714) bzw. 0,877 (rs3819715), wodurch ein
Herzinfarkt-protektiver Effekt suggeriert wird. In der GerMIFS II betrigt die OR dagegen
1,136 bzw. 1,140, die dem untersuchten Allel eine Herzinfarkt-fordernde Wirkung

zuschreibt. Aus diesem Grund schlieBen wir beide SNPs von der weiteren Analyse aus.

Window Position Human Mar. 2006 chr6:32,905,000-32,930,901 (25,902 bp)
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chre: | 32910000 | 32915000 | 32920000 | 32025000 | 32930000 |
ualitskontrollierte SNPs
QK 11 T I I [ | I (I R R Y | DR I
intern replizierte SNPs
rs3819714 |
rs3819715 |
signifikante SNPs GerlMIFS1/2
saniikant TN T i it | | |
UCSC Genes Based an RefSeq, UniProt, GenBank, CCDS and Comparative Genomics
TaP2 f-HH - H el TaP | e

psvBs B-EHH- PSMBY -+
Hz—lagil‘v'lap ShllPs (re\ZT‘lmerged Phlase I|I + Pha:lse 11 gelnotypesjl | | |

HapMap snps ceu I 1 | IR

Abbildung 17: Visualisierung des PSMB8-Gens im UCSC Genome Browser (55). Legende siehe
Abbildung 14.
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3.2.2.3 SNPs des PSMD3-Gens

Das PSMD3-Gen kodiert fiir die Non-ATPase Untereinheit 3 des humanen 19S-Protea-
soms und besteht aus 12 Exons sowie 11 Introns. In unserer Untersuchung verblieben 27
SNPs nach der ersten und 19 SNPs nach der zweiten Stufe der Analyse. Einen Uberblick
iiber die Lage der SNPs innerhalb des Gens gibt Abbildung 18.

Window Position Human Mar. 2006 chr17:35,375,728-35,425,598 (49 871 bp)
Scale 10 kbf |
chr17: I 35390000 | 35400000 | 35410000 | 35420000 |
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rs921651 |
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Abbildung 18: Visualisierung des PSMD3-Gens im UCSC Genome Browser (55). Legende siehe
Abbildung 14.

Der SNP 15921651 weist in beiden Kollektiven eine MAF von 16,9% und einen p-Trend-
Wert kleiner 0,05 auf (GerMIFS I: p-Trend-Wert = 1,49E-02, GerMIFS II: p-Trend-Wert =
2,35E-02). Die Odds Ratio liegt bei 0,828 (GerMIFS I) bzw. 0,843 (GerMIFS II), womit
dem Allel ein Infarkt-protektiver Effekt zukidme. Im einem Fancy plot weisen mehrere
SNPs, die in hoher LD zu rs921651 liegen, ebenfalls einen p-Trend-Wert unter 0,05 auf
(Abbildung 19 b). Deshalb ist auch dieser SNP potentiell mit dem Herzinfarkt assoziiert.

4 . 8 4
*1 a) b)
- -
5 I -600
£6 1 E £ o E
= = G
1 — 1 —
o o o o
o) L 0B D 4 * v L08R
o L= 0 -
0 @ 3 2
5 0 1592165 o
Q 13921651 s 0 15921651 =
24 TS © 24 ¥ q o
:&".-‘ . P=0.02345 c :0-’..- ‘ kD 0'{“ . E
ﬁ . 5 205 5 ’ o -O'E
i ; - £ 3 E
00 o < n..0 xo o 0+ g
[7] o o [T}
0 xr o r
o -0
GSOM1 PSMD3 C5F3 GSDM1 PSMD3 CSFa
T T
o 35400 o 300
Positition auf Chromosom 17 (kb) Positition auf Chromosom 17 (kb)

Abbildung 19: Fancy plots des SNPs rs921651 im Promotor des PSMD3-Gens fiir die Deutsche
Herzinfarktfamilienstudie 1 (a) bzw. 2 (b). Legende siehe Abbildung 15. SNPs, die sich in hoher LD
zum lead SNP befinden, weisen in (b) ebenfalls p-Trend-Werte unter 0,05 auf. In der Deutschen
Herzinfarktfamilienstudie 1 existieren keine SNPs, die in hoher LD zum lead SNP liegen (a). Statt-
dessen finden sich SNPs in mittlerer LD zu rs921651, die sich in der Nihe des Signifikanzniveaus
befinden.
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3.2.3 Ergebnisse der Anfrage an WTCCC

Wir berechneten mit Hilfe des Programms ,,Quanto* die Anzahl an Patienten und Kontroll-
probanden, die fiir eine Power von 80% in einer Replikationsstudie benotigt werden. Die
Parameter fiir die Berechnung sind oben (2.5.3 Berechnung der statistischen Trennschirfe)
beschrieben. Es ergab sich eine Patientenzahl von mindestens 977 und eine Kontroll-
probandenzahl von 1490.

Im Folgenden iibergaben wir die in unserer Studie potentiell mit dem Herzinfarkt
assoziierten SNPs dem Wellcome Trust Case Control Consortium (WTCCC) zur
Uberpriifung einer moglichen Assoziation anhand unabhiingiger Datensiitze aus einer

GWA-Studie mit 1926 Patienten und 3004 Kontrollen (81).

In der nun durchgefiihrten Analyse konnte eine mogliche Assoziation der iibermittelten
SNPs mit dem Myokardinfarkt nicht bestétigt werden, da fiir keinen der SNPs ein p-Trend-
Wert < 0,05 gefunden und somit die Nullhypothese (Ho: keine Assoziation) nicht abgelehnt

werden konnte. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 dargestellt.

SNP CHR BP MAF L95 OR U95 p-Trend Gen Funktion
rs11576488 1 204702193 20,8% 0,86 0,953 1,055 0,352 IKBKE Promotor
1s9429769 1 204704589 20,8% 0,86 0,953 1,055 0,352 IKBKE Promotor
rs921651 17 35387448 108% 0,927 1,081 1,26 0,321 PSMD3 Promotor

Tabelle 8: Ergebnis der Datenabfrage des WTCCC fiir Assoziation der in unserer Studie potentiell mit
dem Herzinfarkt assoziierten SNPs. Gezeigt sind chromosomale Position (CHR) und Basenposition
(BP) der SNPs, ,,minor allele frequency* (MAF), Odds Ratio (OR) mit unterer (L.95) und oberer (U95)
Grenze des 95%-Konfidenzintervalls, zugehorige Gene sowie die Funktion der entsprechenden Region
im Gen. Kein p-Trend-Wert liegt unterhalb von 0,05, sodass die Nullhypothese nicht abgelehnt wird.
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IV. Diskussion

Ausgangspunkt fiir die vorliegende Doktorarbeit ist die Untersuchung von Ozaki et al., die
in einer japanischen Population eine Assoziation des SNPs rs1048990 im PSMA6-Gen mit
dem Herzinfarkt fanden. Die Arbeitsgruppe konnte eine funktionelle Bedeutung des
seltenen G-Allels im Sinne erhohter PSMA6-Transkription zeigen. Experimentelle
Blockade der PSMAG6-Transkription durch siRNA (short interfering RNA) verhinderte eine
NF-kB-Aktivierung durch verminderten Abbau von IKB. Ozaki und Kollegen folgerten,
dass im Umkehrschluss gesteigerte PSMA6-Expression iiber eine erhohte Aktivitit des
Ubiquitin-Proteasom-Systems und die Aktivierung von NF-kB entziindungsfordernd
wirken und damit den Herzinfarkt begiinstigen kénnte (71). Weitere Assoziationsstudien in
asiatischen Populationen lieferten allerdings inkonsistente Ergebnisse (43, 64, 88).

In europidischen Populationen konnte bisher keine eindeutige Assoziation eines SNPs aus
dem PSMAG6-Gen mit dem Myokardinfarkt nachgewiesen werden. In sdmtlichen Studien
an Europidern beziiglich des SNP rs1048990, die wihrend unserer Untersuchung verdffent-
licht wurden, wies der potentiell krankheitsfordernde GG-Genotyp eine deutlich niedrigere

Priavalenz als im asiatischen Raum auf.

Auch in unserer Studie fanden wir einen signifikanten Unterschied in den Allelfrequenzen
des selteneren G-Allels (Ozaki et al.: 30,3%, n = 2851; hier: 16,2%, n = 949; p < 0,0001).
Hierdurch ergab sich ein Verlust an Studienpower von 16,2%-Punkten (von 82,9% auf
66,7%) um genetischer Effekte nachweisen zu konnen, die dem der Studie von Ozaki
entsprechen (OR = 1,21) (71). Generell wird bei Assoziationsstudien eine Power von 80%
gefordert, um eine vorhandene Assoziation nicht zu iibersehen.

Aus diesem Grund konnen wir eine Assoziation des funktionellen SNP rs1048990 mit dem
Herzinfarkt nicht sicher ausschlieBen. Allerdings stiitzt die Tatsache, dass weder die Unter-
suchung der Einzel-SNPs rs4982254, rs2277459, rs1048990, rs11621075 und rs7156944
noch die intern durchgefiihrte Haplotypanalyse eine signifikante Assoziation aufdecken
konnten, die These, dass genetische Polymorphismen im PSMA6-Gen keine wesentlichen

Risikofaktoren fiir den Herzinfarkt in der deutschen Bevolkerung darstellen.

Eine neue Studie in einer chinesischen Population hat wiederum eine signifikante Assozia-

tion des SNP rs1048990 mit dem Myokardinfarkt zeigen konnen (64). Der genetische
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Effekt des G-Allels war vergleichbar mit dem von Ozaki et al. beobachteten Effekt (Liu et
al.: OR 1,22; Ozaki et al.: OR 1,21) (64, 71).

Somit konnte sich die Bedeutung des SNPs fiir die Herzinfarktentstehung vor allem auf
den asiatischen Raum beschrinken. Es obliegt weiteren Studien, die Rolle des SNPs in
anderen asiatischen Populationen zu untersuchen. Generell unterscheiden sich die
Allelfrequenzen fiir krankheitsassoziierte SNPs zwischen verschiedenen Populationen
nicht hiufiger als die zufillig ausgewihlter SNPs. Dennoch konnten Myles und Kollegen
deutliche Unterschiede in der Allelfrequenz fiir SNPs nachweisen, die mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen, Diabetes mellitus Typ 1 und 2 und Koronarer
Herzerkrankung einhergehen (69). Genetische Polymorphismen im PSMA6-Gen konnten
also in verschiedenen Bevolkerungen durchaus unterschiedliche Bedeutungen in der
Pathogenese von Erkrankungen haben.

Im Fall des SNPs rs1048990 ist eine Assoziation mit dem Herzinfarkt in europdischen
Populationen aufgrund der geringen Privalenz des pathogenetisch potentiell bedeutsamen
G-Allels allerdings nur durch Studien mit noch groBeren Patientenzahlen nachweisbar

bzw. auszuschliefen.

Zu bedenken ist aber, dass der SNP nicht nur durch seine Auswirkungen auf den NF-kB-
Signaltransduktionsweg, sondern auch durch seinen Einfluss auf die Proteasomfunktion fiir
den sonstigen zelluldren Proteinabbau bedeutsam zu sein scheint. Erkrankungen, die auf
verdnderter proteasomaler Aktivitit beruhen, konnten zu frithzeitiger Morbiditit und
Mortalitét fithren, sodass die Koronare Herzerkrankung und deren Komplikationen phéno-
typisch gar nicht in Erscheinung treten. So fanden Freilinger et al. eine Assoziation des
SNP rs1048990 mit dem ischdmischen Schlaganfall in einer deutschen Population (27).

Auf diese Weise konnte eine Selektion erfolgen hin zu einem Patientenkollektiv mit
geringerer Privalenz des kausalen Allels, wodurch sich das jeweilige Gen der systema-

tischen Untersuchung auf Assoziation mit dem Herzinfarkt entzieht.

Vorstellbar 1st auch, dass dem SNP rs1048990 sehr wohl eine Rolle in Friihstadien der
Atherosklerose zukommt, andere Faktoren aber maf3geblich fiir das Komplikationsstadium
(z. B. Myokardinfarkt) sind. Hierzu passt die Beobachtung von Takashima et al., dass der
GG-Genotyp trotz fehlender Assoziation mit dem Herzinfarkt mit einer signifikanten
VergroBerung der mittleren Intima-Media-Dicke einherging (n = 433; p = 0,025). Die

Verfasser vermuten deshalb einen Beitrag des Allels zur Entstehung der Atherosklerose
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(88). Eine Moglichkeit fiir nachfolgende Studien wire daher, als Endpunkt statt des
klinisch relevanteren Myokardinfarkts die Friihstadien der Atherosklerose zu definieren

und als MaB hierfiir die Intima-Media-Dicke zu bestimmen.

Ozaki und Mitarbeiter wiesen bei ihrer Untersuchung der biologischen Auswirkungen
einer Blockade der PSMAG6-Transkription eine verminderte NF-KB-Aktivierung in
koronararteriellen Endothelzellen nach. Dies zeigt den funktionellen Zusammenhang
zwischen Proteasomaktivitit und dem NF-KB-Signaltransduktionsweg (71).

Deshalb untersuchten wir auf der Basis der Daten der Deutschen Herzinfarktfamilien-
studien, ob sich Hinweise auf eine weitere mogliche direkte oder indirekte Assoziation von
Polymorphismen innerhalb des Proteasoms oder des nachgeschalteten NF-kKB-Signaltrans-
duktionswegs mit dem Myokardinfarkt ergeben.

Der GroBteil der von uns untersuchten Gene ist durch unsere Daten gut reprisentiert (siche
Tabelle 6), allerdings ldsst sich keine vollstindige Aussage iiber die Gene PSMB4, PSMBG6,
und PSMDI0 des Proteasoms sowie NFKBIA (IKBA) der NF-kB-Inhibitor-Familie und
IKBKG (NEMO) treffen. Generell erscheint uns die SNP-Dichte und damit die Abdeckung
der Gene durch die SNPs aus der Genotypisierung der Teilnehmer der Deutschen
Herzinfarktfamilienstudien mittels des Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 6.0
ausreichend, um Stoffwechselwege wie den Proteasom-Entziindungs-Signaltrans-
duktionswegs zu untersuchen. Kandidatengene konnen kostengiinstig anhand bestehender
Daten auf mogliche Assoziation mit dem Herzinfarkt getestet und die so gewonnenen
Hypothesen mit kostenintensiveren Methoden {iiberpriift werden. Ein Vorteil dieses
Vorgehens ist, dass in den spiteren Replikationsstudien eine geringere Anzahl an SNPs
untersucht werden muss. Beim Anpassen des Signifikanzniveaus aufgrund des multiplen
Testens wird dann ein weniger strenger Wert fiir eine signifikante Assoziation gefordert als

bei der initialen Studie, in der eine viel grolere Zahl an Markern getestet wurde.

Zur weitern Erhohung der Genabdeckung nutzten wir die Imputation von Genotypen.
Referenz fiir die Berechnung der imputierten Genotypen waren dabei die HapMap-Daten
fiir die CEU-Referenzpopulation. Diese konnen mit hoher Prézision als Referenz bei der
Imputation fiir europiische Kollektive genutzt werden, wie die Untersuchungen von Huang
und Mitarbeitern belegen (47). Pei et al. untersuchten die Genauigkeit der
Imputationsmethoden der verschiedenen Statistikprogramme, wobei ,,IMPUTE® und das

von uns verwendete ,, MACH* ab besten abschnitten (73).
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Die drei von uns identifizierten SNPs aus dem /IKBKE- und PSMD3-Gen, die im WTCCC-
Kollektiv auf Assoziation mit dem Herzinfarkt gepriift wurden, liegen alle im Promotor-
bereich des jeweiligen Gens. Damit besteht die Moglichkeit, dass die Polymorphismen zu
einer verstirkten oder verminderten Transkription der jeweiligen Gene und zur
Verdnderung der Aktivitit der Biosynthese der Genprodukte fithren. Durch den oben
beschriebenen potentiellen Einfluss dieser Proteine auf die NF-kB-Aktivierung konnte so
die NF-kB-Signalkaskade in Gang gesetzt werden und die Entstehung der Atherosklerose
begiinstigt sein. Auch konnen indirekte Assoziationen mit dem Herzinfarkt bestehen, bei
denen pathogenetisch bedeutsame Mutationen oder funktionelle Polymorphismen mit den
untersuchten SNPs in hoher LD stehen.

Anzumerken ist, dass weder der von Ozaki et al. beschriebene SNP rs1048990 noch andere
SNPs aus dem PSMAG6-Gen in unserer Studie die dritte Analysestufe iiberstanden haben,
weshalb sich auch hier kein Hinweis auf eine Bedeutung des Gens fiir den Herzinfarkt in

der deutschen Bevolkerung ergibt.

Die SNPs rs11576488 und rs9429769 aus dem /KBKE-Gen weisen in der Untersuchung
des WTCCC eine dhnliche ,,minor allele frequency* auf, wie in unserer Studie (WTCCC:
20,8%; GerMIFS: 20,0-22,3%). Beide SNPs befinden sich in diesem Kollektiv in hoher
LD zueinander und der genetische Effekt weist in dieselbe Richtung (OR < 1). Eine
Assoziation mit dem Herzinfarkt kann allerdings nicht nachgewiesen werden (p-Trend-
Wert = 0,352).

Im Gegensatz dazu weist der SNP rs921651 aus dem PSMD3-Gen zwischen unserer Studie
und der des WTCCC einen entgegengesetzten genetischen Effekt auf (WTCCC: OR =
1,081; KI: 0,927-1,26; GerMIFS I: OR = 0,828; KI: 0,710-0,965; GerMIFS II: OR = 0,843,
KI: 0,727-0,978), wobei sich die Konfidenzintervalle der OR iiberschneiden. Auch hier ist

keine Assoziation mit dem Herzinfarkt nachweisbar (p-Trend-Wert = 0,321).

Unsere Studie erlaubt keine Aussagen iiber seltene Polymorphismen (MAF < 0,01), die
bereits in der ersten Qualititskontrolle herausgefiltert wurden. Fiir den Nachweis der
Assoziation eines SNPs mit einer MAF > 0,1 und einem erwarteten genetischen Effekt von
OR 2= 1,3 liegt die Power unserer Studie iiber der geforderten Marke von 80%. SNPs mit
einer geringeren MAF oder OR werden nicht abgebildet. Unter diesen Voraussetzungen
wurden im ersten Hypothesen-generierenden Schritt drei SNPs identifiziert, die potentiell

mit dem Herzinfarkt assoziiert sind (rs11576488, rs9429769, rs921651). Auller fiir diese

56



Diskussion

SNPs, die fiir die Replikation an das Welcome Trust Case Control Consortium (WTCCC)

weitergeleitet wurden, ergibt sich aus den Daten der Deutschen Herzinfarktfamilienstudien

fiir die haufigen SNPs (MAF > 0,01) der in Tabelle 6 genannten Gene des Proteasom-

Entziindungs-Signaltransduktionswegs kein Hinweis auf eine Assoziation mit dem

Herzinfarkt.

Die Tatsache, dass die SNPs rs11576488, rs9429769 und rs921651 im WTCCC-Kollektiv

keine Assoziation zum Herzinfarkt zeigen, kann nach Healy (35) neben tatséchlich nicht

vorhandener Assoziation weitere Ursachen haben:

a)

b)

c)

Inaddquate Power: Aufgrund einer Fallzahl von 1926 kann im Kollektiv des WTCCC
fiir eine ,,minor allel frequency* von 17% bei einem erwarteten genetischen Effekt von
OR = 0,83 eine Power > 80% erreicht werden. Fiir die mogliche Replikation des SNPs
rs921651 ist also eine ausreichende Power gegeben, fiir die iibrigen SNPs (rs11576488
und rs9429769) wird diese trotz hoherer MAF wegen der geringeren erwarteten OR
nicht erreicht. Hinzu kommt, dass sich die von uns bestimmten p-Trend-Werte fiir die
SNPs nur wenig unterhalb des Signifikanzniveaus von 0,05 befinden. Nach
Gorroochurn et al. ist dies ein hdufiges Phinomen, das zu einem ,,Pseudo-Versagen*
bei der Replikation fithren kann, wenn dhnliche Fallzahlen wie in der initialen Studie
verwendet werden (31). Deshalb kann trotz der ausbleibenden Replikation im
WTCCC-Kollektiv die Assoziation dieser SNPs mit dem Herzinfarkt nicht sicher
ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund sind weitere Genotypisierungen an
groBeren Kollektiven wiinschenswert.

Phinotyp-Heterogenitit: Die Diagnose Herzinfarkt ldsst sich anhand eindeutiger
Marker stellen (EKG, Herzenzyme) und stellt einen definierten Krankheitszustand dar.
Deshalb ist die Phénotyp-Heterogenitit zwischen den Daten der Deutschen Herz-
infarktfamilienstudien und denen des WTCCC vermutlich keine Ursache fiir die
fehlende Replikation unserer Studienergebnisse.

Multiples Testen: In unserer Hypothesen-bildenden Studie haben wir zunéchst bewusst
auf das Adjustieren fiir Multiples Testen verzichtet, um keine moglichen Assoziationen
zu iibersehen. Im Folgenden haben wir mit verschiedenen Kriterien die Anzahl falsch
positiver SNPs stark reduziert und nur die SNPs, die sowohl in den GerMIFS 1 als auch
IT einen p-Trend-Wert < 0,05 aufwiesen, wurden weiter untersucht. SchlieBlich
erhielten wir drei SNPs, fiir die wir in der WTCCC-Replikation einen strengeren p-

Trend-Wert fiir eine signifikante Assoziation anlegten (Bonferroni-Correction: a-
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d)
e)

Fehler/n; a = 0,05; n = 3). Es ist allerdings moglich, dass trotz der angewandten
Qualitédtskontrolle falsch positive Ergebnisse entstanden, die dann im WTCCC-
Kollektiv nicht repliziert werden konnten.

Publikations-Bias

Populationsstratifikation: Die Populationsstratifikation beschreibt die Existenz
mehrerer Subgruppen innerhalb einer untersuchten Population, die sich in der
Privalenz eines genetischen Markers oder eines krankheitsfordernden Allels sowie
dem Risiko fiir die Entstehung dieser Erkrankung unterscheiden. In Fall-Kontroll-
Assoziationsstudien kann nun in einer der beiden Gruppen (Fall- oder Kontrollgruppe)
eine Subgruppe mit ihrem spezifischen Krankheitsrisiko und der ihr eigenen Genotyp-
frequenz fiir den untersuchten Marker iiberreprisentiert sein, wodurch sich falsch
positive Ergebnisse zeigen (44) oder reale Assoziationen iibersehen werden konnen. In
Folge dessen verringert sich die Power der Studie, einen genetischen Effekt
aufzudecken (94). Darum ist es fiir unsere Studie giinstig, wenn nur geringe genetische
Unterschiede zwischen den untersuchten deutschen Populationen bestehen.

In fritheren Studien wurde intensiv die Populationsstratifikation der deutschen
Bevolkerung untersucht. Zwischen Nord- und Siiddeutschland sowie zwischen Siid-
und Ostdeutschland ist die genetische Variabilitit gering. Assoziationsstudien
komplexer Erkrankungen konnen also an der deutschen Bevolkerung durchgefiihrt
werden (86). In Bezug auf die drei potenziell mit dem Herzinfarkt assoziierten SNPs
rs11576488, rs9429769 und rs921651 in dem deutschen Kollektiv halten wir es fiir
unwahrscheinlich, dass sich die beobachteten moglichen Assoziationen durch die
Populationsstratifikation erklidren lassen, da der genetische Effekt hierdurch verstirkt

wird.
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V. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegende Doktorarbeit untersuchten wir Polymorphismen in Genen, die fiir das
humane Proteasom und Proteine der NF-KB-Aktivierungskaskade kodieren, auf mdogliche
Assoziation mit dem Myokardinfarkt.

Bei der Uberpriifung der Studienergebnisse von Ozaki et al., die eine Assoziation des
funktionellen SNP rs1048990 aus dem PSMA6-Gen mit dem Herzinfarkt in einer
japanischen Population zeigten, ergaben sich keine Hinweise auf eine solche Assoziation
in unserem deutschen Kollektiv (71). Auch vier weitere SNPs, die iiber das PSMA6-Gen
verteilt liegen, lieBen eine Assoziation vermissen.

In der anschlieBenden Hypothesen-generierenden Studie untersuchten wir anhand der
Daten der Deutschen Herzinfarktfamilienstudien systematisch SNPs aus Genen, die fiir das
Proteasom und den NF-kB-Signalweg kodierenden, auf mdogliche Assoziation mit dem
Herzinfarkt. Dabei identifizierten wir drei SNPs, die wir zur Replikation an das WTCCC
weiterleiteten. In diesem Kollektiv war allerdings keiner der SNPs signifikant mit dem
Herzinfarkt assoziiert.

Insgesamt ergeben sich in der vorliegenden Arbeit keine Hinweise auf eine wesentliche
Rolle des Proteasom-Entziindungs-Signaltransduktionswegs fiir das Auftreten des
Myokardinfarkts in der deutschen Bevolkerung. Dies deckt sich mit der derzeitigen
Studienlage fiir die europdischen Populationen, insbesondere in Bezug auf den SNP
rs1048990 aus dem PSMA6-Gen.

In der Bedeutung des SNP rs1048990 galt das Interesse bisher vor allem asiatischen und
europdischen Kollektiven, jeweils mit diskrepanten Ergebnissen (6, 43, 64, 85, 88).
Interessant wire die Untersuchung anderer ethnischer Gruppen, um die globale Bedeutung

dieses funktionellen Polymorphismus zu kliren.

Um einen Einfluss der untersuchten Gene in der Pathogenese des Herzinfarktes sicher
auszuschlieBen, ist allerdings die Genotypisierung groBerer Patientenkollektive notig. Nur
so wire eine ausreichende Power zu erreichen, damit die initialen Beobachtungen mit

hinreichender Wahrscheinlichkeit repliziert werden konnen.
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VII. Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

5’/3’UTR
bp

CAD

cM

DNS
KHK
KORA
MONICA
NIDDM
LD

OR
PCR
SNP

Nicht-translatierte Regionen eines Gens (engl. untranslated region)
Basenpaare
Coronary Artery Disease

Centi-Morgan: Einheit der chromosomalen Rekombinationsrate zwischen
zwei Markern (1cM entspricht einer Rekombinationsrate von 1%)

Desoxyribonukleinsédure

Koronare Herzkrankheit: Manifestation der Atherosklerose am Herzen
Kooperative Gesundheitsforschung in der Region Augsburg
Monitoring of Trends and Determinants in Cardiovascular Mortality
Non Insulin Dependent Diabetes Mellitus

Kopplungsungleichgewicht (engl. linkage disequilibrium): Bestimmte
genetische Informationen werden héaufiger gemeinsam vererbt als andere.
SNPs, die sich in hoher LD befinden, werden wihrend der Mitose und
Meiose seltener voneinander getrennt als SNPs mit geringer LD.

Chancenverhiltnis (engl. odds ratio)
Polymerasekettenreaktion (engl. Polymerase-chain-reaction)

Single Nucleotide Polymorphism: Sequenzvariation an einer Basenposition
im Genom mit einer Frequenz von > 1% in der Bevolkerung, bei einer Fre-
quenz < 1% spricht man von einer Mutation.
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Anhang

SNP Assay ID Assay Mix Reporter Reporter Kontext-Sequenz Design

rs1048990 C_11599359_10 40x VIC=G FAM=C TAGTGCTT[C/G]JTACCAACA Reverse
rs11621075 C_505266_10 20x VIC=A FAM=G CAGCAGCT[A/G]JGAAGTGCA Forward
rs2277459  C_15884375_20 40x VIC=G FAM=A CCCCGGAA[A/G]JCAGTCGCT Reverse
rs7156944  C_461500_10 40x VIC=T FAM=G TAGGTCAA|[G/T]TGTGGTGG Reverse
rs4982254  C_28018279_10 40x VIC=T FAM=C TGGAAAAA[C/TIAAGAAATA Reverse

Anhang 1: Beschreibung der einzelnen Tagman Assays (Bestellnummer, etc.).

SNP p-Wert
rs4982254 0,74
rs2277459 0,15
rs1048990 0,48
rs11621075 0,56
rs7156944 0,19

Anhang 2: p-Werte des Pearson X -Test auf Abweichung der Genotypfrequenzen vom Hardy-

Weinberg-Gleichgewicht.

Ausfallquote
SNP Fille Kontrollen
rs4982254 6,85% 3,81%
rs2277459 8,51% 6,55%
rs1048990 6,52% 7,23%
rs11621075 7,18% 3,52%
rs7156944 8,51% 5,28%

Proben gesamt 1211

1023

Anhang 3: Ausfallquoten bei der Genotypisierung der SNPs nach Herzinfarktpatienten (Félle) und

Kontrollgruppe (Kontrollen).
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7.5 Verzeichnis der Internetdatenbanken

International HapMap Projekt (23a/phase Il Mirz 2008, basierend auf NCBI B36
assembly, dbSNP b126):
http://www.hapmap.org/cgi-perl/gbrowse/hapmap B36/ (letzter Zugriff: 09.10.2008)

SNPper:
http://snpper.chip.org/ (letzter Zugriff: 18.08.2010)

dbSNP (build 129):
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/ (letzter Zugriff: 18.08.2010)

Genome browser der University of California Santa Cruz (assembly May 2006):
http://genome.ucsc.edu/ (letzter Zugriff: 18.08.2010)

Ensembl genome browser:
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/index.html (letzter Zugriff: 18.08.2010)

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG):
http://www.genome.jp/kegg/genes.html (letzter Zugriff: 18.08.2010)

Tests fiir Abweichung von Hardy-Weinberg-Gleichgewicht and Assoziation (online tool):
http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/cgi-bin/hw/hwal.pl (letzter Zugriff: 18.08.2010)

7.6 Labormaterialien und —gerite (Hersteller)

7.6.1 Geriite

Mikrotiterplatten (384er) 384-well multiply PCR Plates

PCR-Gerite MBS (Multi block system) Cycler (Hybaid)
Pipettensatz Eppendorf research

Pipettenspitzen Sarstedt

Pipettierroboter GENISIS Freedom 150 (Tecan)

Real-time quantitatives PCR-Gerét TagMan 7900HT (Applied Biosystems)
Vortex Mixer Peqlab Kombi

Zentrifuge ROTANA 460 R (Hettich)

7.6.2 Chemikalien

PCR-MasterMix: TagMan® Universal PCR Master Mix
* AmpliTaq Gold DNA Polymerase
e dNTPs
* Passive Reference

Optimierter Puffer

KCl 125 mM

Tris-HCl1 pH 8.3 75 mM

Mg2+ 3.75 mM

Igepal-CA630 0.25%

DNAse freies Wasser

Genotyping Assay: TagMan® SNP Genotyping Assays
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