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Einleitung

Um die genetischen Ursachen von Krankheiten oder den Einfluss genetischer Varianten auf quanti-
tative Phanotypen wie Blutdruck oder Cholesterinwerte zu untersuchen, haben sich in den letzten
Jahren genomweite Assoziationsstudien (GWAs) als Standardverfahren etabliert. Hierbei werden
mehrere 100000 bis Millionen Einzelnukleotidpolymorphismen (englisch: single nucleotid poly-
morphisms, SNPs) auf Assoziation mit einem Phinotyp getestet. Obwohl in der Regel Daten zum
gesamten menschlichen Genom erhoben werden, wird das X-Chromosom zumeist nicht ausgewer-
tet. Ein Grund hierfiir ist die geschlechtsspezifische Datenstruktur des X-Chromosoms, wodurch
die Verfahren fiir das Autosom nicht ohne Weiteres anwendbar sind. So tragen Ménner auf dem
X-Chromosom nur ein statt der autosomal iiblichen zwei Allele pro SNP. Zusétzlich tritt das Phé-
nomen der Inaktivierung auf, welches bewirkt, dass bestimmte X-chromosomale Regionen bei der

Frau schwicher exprimiert werden, als bei zwei Kopien des X-Chromosoms zu erwarten wére.

Diese Besonderheiten erfordern die Konstruktion spezieller Testverfahren. Die bisher vorhandenen
Tests fiir das X-Chromosom werden in der ersten vorliegenden Arbeit vorgestellt und miteinander
verglichen. Es zeigt sich hierbei, dass keiner der Tests unter allen betrachteten Szenarien gute Er-
gebnisse erzielt. Obwohl Empfehlungen gemacht werden, wann welcher Test sinnvoll anzuwenden
ist, stellt dies im Rahmen einer GWA ein erhebliches Problem dar. Bei der Vielzahl zu testender
Varianten ist die Formulierung von Vorwissen oder Annahmen tiber das zu Grunde liegende Ver-
erbungsmodell (englisch: mode of inheritance, MOI) kaum moglich, und modellabhéngige Emp-

fehlungen fiir einen Test sind somit nicht hilfreich.

Daher wird in der zweiten vorgelegten Arbeit ein Testverfahren konstruiert, das unter den ver-
schiedenen MOI gute Eigenschaften hat. Das Verfahren ist ein sogenannter MAX-Test, der hier mit
Hilfe der verallgemeinerten linearen Modelle konstruiert wird und auf eine Reihe verschiedener
Phénotypen und Datenstrukturen anwendbar ist. AuBlerdem ermdglicht das Verfahren gleichzeitig

die Auswahl des wahrscheinlichsten MOI.

In der dritten Arbeit werden schlieBlich die Ergebnisse der ersten beiden Arbeiten in einer GWA
zur schweren Malaria genutzt. Hier wurden sowohl autosomale als auch X-chromosomale Varian-
ten untersucht, mit Hilfe des MAX-Tests das wahrscheinlichste MOI identifiziert und zur Replika-
tion in zwei unabhingigen Stichproben verwendet. Auf diese Weise konnten zwei neue Risikogene

entdeckt und das zu Grunde liegende MOI bestimmt werden.



Assoziationstests fiir X-chromosomale Marker — Ein Vergleich

der verschiedenen Teststatistiken

Loley, C., Ziegler, A., und Koénig, I. R. (2011) Association tests for X-chromosomal markers — A
comparison of different test statistics. Hum Hered 71, 23-36.

Einleitung

Mit Hilfe von genomweiten Assoziationsstudien (GWAs) wurde erfolgreich eine Vielzahl von
Einzelnukleotidploymorphismen (SNPs) entdeckt, die einen wichtigen Einfluss auf das Risiko ver-
schiedener Krankheiten oder auf andere Phinotypen zeigt. Wiahrend fiir die Autosome hunderte
solcher SNPs gefunden wurden, sind fiir das X-Chromosom vergleichsweise wenige bekannt. Bei-
spielsweise wurden auf Chromosom 7 bis Juli 2012 127 Assoziationen gefunden, auf Chromosom

X jedoch nur 21, obwohl beide etwa die gleiche

Liange haben (Abbildung 1). Ein wesentlicher
Grund hierfiir ist, dass es fur die statistische Ana-
lyse des X-Chromosoms bisher kein Standard-
vorgehen gibt. Es gibt weder allgemein akzeptier-

te Teststatistiken, noch etablierte Grenzwerte fiir
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die Qualititskontrolle. In den meisten GWAS
wird das X-Chromosom daher gar nicht ausge-
wertet. Hierdurch geht wertvolle genetische In-

formation verloren, die insbesondere fiir Krank-
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heiten mit geschlechtsspezifischen Verldufen oder

Risiken interessant wire.

Bei der Analyse X-chromosomaler SNPs sind im

Wesentlichen zwei Besonderheiten zu beachten. Abbildung 1: Publizierte, genomweit
Zum einen besitzen (auBerhalb der pseudo- signifikante Assoziationen fiir Chromo-
autosomalen Regionen) ménnliche Probanden nur som 7 (links) und Chromosom X
eine Kopie des X-Chromosoms und damit auch (rechts) aller GWAs bis einschliefSlich
nur ein mogliches Allel pro SNP, wihrend Frauen Juli 2012 laut NHGRI GWA Catalog
zwei Kopien und damit auch zwei mogliche Alle- (www.genome.gov/GWAStudies).



le aufweisen. Die zweite Besonderheit ist die sogenannte Inaktivierung eines der beiden
X-Chromosome der Frau. Hierbei wird zufillig pro Zelle jeweils eine der beiden Kopien des
X-Chromosoms ganz oder teilweise stillgelegt, sodass nur eine stark reduzierte Genexpression
stattfindet. Dieser Mechanismus wird héufig als Dosiskompensation bezeichnet und meint die An-
passung des Expressionsniveaus der Frau an das des Mannes, welches auf Grund der einzelnen
Kopie des X-Chromosoms naturgemif nur halb so grof ausfallen wiirde. Die Inaktivierung betriftt
jedoch nicht das komplette X-Chromosom. Vielmehr werden einige Gene oder Regionen nur teil-
weise oder auch gar nicht inaktiviert. Aulerdem werden sowohl zellspezifische als auch individuel-

le Unterschiede beobachtet.

Um diesen Besonderheiten des X-Chromosoms gerecht zu werden, sind fiir alle Stichproben, die
sowohl Mainner als auch Frauen beinhalten, spezielle Tests nétig, um Assoziationen

X-chromosomaler Varianten mit einem interessierenden Phanotyp untersuchen zu kénnen.

Material und Methoden

Je nachdem, ob fiir eine Region Inaktivierung vorliegt oder nicht, konnen unterschiedliche Teststa-
tistiken betrachtet werden. Der Unterschied dieser Teststatistiken liegt in der Kodierung der Geno-
typen der Méanner (Abbildung 2). Wenn keine Inaktivierung vorliegt, so hat ein Risikoallel bei
Frauen den gleichen Einfluss wie ein Risikoallel bei Minnern. Das bedeutet, dass Méanner mit ei-
nem Risikoallel genauso behandelt werden wie heterozygote Frauen (Abbildung 2a). Geht man
jedoch von der Inaktivierung eines X-Chromosoms aus, so hat ein Risikoallel des Mannes dieselbe

Wirkung wie zwei Risikoallele bei der Frau, was bedeutet, dass Manner wie homozygote Frauen

behandelt werden (Abbildung 2b).

(a) Modell ohne Inaktivierung (b) Model mit Inaktivierung

f AAb A 2 0 Risikoallele f AAb A 2 0 Risikoallele
f Aaf a 2 | Risikoallel f Aa 2 | Risikoallel
f aa 2 2 Risikoallele f aa ¢ a 2 2 Risikoallele

Abbildung 2: (Additive) Kodierung der Genotypen von Mdnnern und Frauen (a) ohne und (b) mit

Inaktivierungsannahme. a: Risikoallel, A: Anderes Allel.



Teststatistiken, die keine Inaktivierung annehmen, wurden von Zheng et al. vorgestellt, solche, die
Inaktivierung voraussetzen, wurden von Clayton und Ziegler und Konig beschrieben. Die wichtigs-

ten Eigenschaften der verschiedenen Tests werden in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Eigenschaften der vorgestellten statistischen Tests.

Test  Inaktivierung Modell FG SG Kombination
Zi nein allelbasiert 1 nein --

Zg nein genotypbasiert 2 ja einfache Summe
A fn A nein allelbasiert 1 ja gewichtete Summe
Z?n I nein genotypbasiert 1 ja  gewichtete Summe
Ty ja additiv 1 nein -

Sa ja additiv 1 ja  gewichtete Summe
Tap ja additiv und dominant 2 nein -

Tip ja additiv und dominant 3 ja einfache Summe

FG: Freiheitsgrade der x*-Verteilung, SG: Stratifizierung des Tests nach Geschlecht.

Teststatistiken fiir Modelle ohne Inaktivierungsannahme

Zheng et al. stellen zundchst eine Teststatistik fiir die gemeinsame Analyse von Méannern und Frau-
en bereit (Zi). Da diese gleiche Allelfrequenzen sowie Effektstirken in den ménnlichen und weib-
lichen Teilstichproben impliziert, werden auBlerdem separate Statistiken fiir Frauen und Ménner
vorgeschlagen. Diese konnen in unterschiedlicher Weise zu Tests fiir die Analyse beider Ge-
schlechter kombiniert werden. Fiir Frauen konnen sowohl genotypbasierte als auch allelbasierte
Teststatistiken konstruiert werden. Durch einfache Addition der Tests fiir Manner und Frauen ent-

steht ein x2-Test (Z%) mit zwei Freiheitsgraden (FG), durch gewichtete Summation der Statistiken

kann ein Freiheitsgrad eingespart werden und es ergeben sich Tests mit einem FG (Z2, 1A z2 1G)-

Teststatistiken fiir Modelle mit Inaktivierungsannahme

Zum Testen unter der Annahme der Inaktivierung wurden sogenannte Score-Tests vorgeschlagen.
Als erstes wird ein additiver Test (7%4) berechnet, der dem gewdhnlichen Trendtest dhnelt. Im Ge-
gensatz zum allgemeinen Trendtest erfordert hier jedoch das Fehlen heterozygoter Ménner eine
separate Berechnung der Varianzen der weiblichen und ménnlichen Teilstichproben. Eine ge-
schlechtsstratifizierte Variante (S4) dieses Tests ergibt sich wiederum, indem die Teststatistik sepa-

rat fiir Ménner und Frauen berechnet und eine gewichtete Summe dieser Statistiken gebildet wird.
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Weiterhin wird ein Test (1'4p) vorgeschlagen, der zusdtzlich zum additiven auch auf ein dominan-
tes Vererbungsmodell testet. Die stratifizierte Variante (77 ) ergibt sich, indem die Statistik sepa-

rat fiir Méanner und Frauen berechnet und anschlieflend addiert wird.

Simulationsstudie

Alle vorgestellten Tests wurden in einer Monte-Carlo-Simulationsstudie hinsichtlich der statisti-
schen Macht und der Fehler erster Art miteinander verglichen. Anhand von 10000 Replikaten wur-
de eine Stichprobe von 400 Personen simuliert, die sich je nach gewiinschtem Szenario unter-
schiedlich zusammensetzt. Es wurde ein binédrer Phénotyp, genauer gesagt eine Krankheit mit einer
Privalenz von 10% in der allgemeinen Bevolkerung simuliert. Es wurden additive, rezessive und
dominante Vererbungsmodelle sowohl mit als auch ohne Inaktivierungsannahme simuliert. Die
relative Haufigkeit des seltenen Allels (englisch: minor allele frequency, MAF) wurde zwischen
5% und 50% variiert. AuBerdem wurden Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
(englisch: Hardy-Weinberg equilibrium, HWE) sowie Unterschiede zwischen Méannern und Frauen
in der Privalenz der Krankheit, den Allelfrequenzen und den Effektstirken untersucht. Weiterhin
wurden Stichproben mit unterschiedlichen Anteilen von Méannern und Frauen in Féllen und Kon-

trollen betrachtet.

Morbus Crohn Analyse

Zusitzlich wurden sdamtliche Teststatistiken auf einen realen Datensatz von 300 Patientinnen und
Patienten mit Morbus Crohn und 432 gesunden, nicht verwandten Kontrollen angewendet. Beide
Gruppen entstammen einer jiidischen Population und weisen dieselbe Alters- und Geschlechts-
struktur auf. Mit Hilfe des Illumina HumanHapmap300 Genotyping BeadChip wurden 8706
X-chromosomale SNPs auflerhalb der pseudo-autosomalen Regionen genotypisiert. Zur Qualitéts-
kontrolle wurden Individuen mit mehr als 10% fehlenden Genotypen oder nicht eindeutiger Uber-
einstimmung von berichtetem und genotypischem Geschlecht aus der Analyse ausgeschlossen.
Ebenso wurden SNPs mit einer MAF von kleiner als 1%, mehr als 2% fehlenden Werten oder ei-
nem p-Wert fiir die Abweichung vom HWE von kleiner 0.0001 ausgeschlossen. Bei Mannern wur-
den SNPs, die als heterozygot angegeben waren, als fehlend gesetzt und, falls dies bei mehr als 2%

der Genotypen vorkam, ausgeschlossen.



Ergebnisse

Fehler erster Art

Unter der Annahme von HWE und gleichen Allelfrequenzen fiir Ménner und Frauen lagen die
Typ-I-Fehlerfrequenzen aller Tests nahe am vorgegebenen Niveau von 5%. Unter Abweichungen
vom HWE zeigten die allelbasierten Tests Zﬁ und Z?n fA erhohte Fehlerfrequenzen, falls ein Uber-
schuss an Heterozygoten vorlag und ansonsten verringerte Fehlerfrequenzen. Unter geschlechts-
spezifischen Allelfrequenzen wiesen die nicht geschlechtsstratifizierten Teststatistiken 74 und 74p
deutliche Abweichungen vom vorgeschriebenen Niveau auf, mit Abweichungen nach oben, falls
die Allelfrequenzen der Manner hoher waren als die der Frauen. Besonders stark erhdhte Fehlerfre-
quenzen traten auf, wenn zusétzlich der Anteil der Frauen in Fillen und Kontrollen unterschiedlich

war. In diesem Fall zeigte auch die Teststatistik Zi erhohte Typ-I-Fehlerfrequenzen.

Statistische Macht

Abbildung 3 zeigt die statistische Macht der Tests fiir die verschiedenen Simulationsszenarien bei
einer MAF von 30% und einem relativen Homozygotenrisiko von 2. Hierbei ist das relative Ho-
mozygotenrisiko die Wahrscheinlichkeit einer Person zu erkranken, falls sie homozygot fiir das
Risikoallel ist, geteilt durch die Wahrscheinlichkeit zu erkranken, wenn sie homozygot fiir das
andere Allel ist. Die Ergebnisse fiir andere Effektstirken und MAF sowie unter Abweichungen von

HWE sehen im Wesentlichen sehr dhnlich aus.

Balancierte und imbalancierte Stichprobendesigns

Unter einem balancierten Stichprobendesign (Abbildung 3a) und ansonsten gleichen Parametern
fiir Ménner und Frauen zeigt der Test T4 die hochste Macht unter allen Modellen mit Inaktivie-
rung, wobei die Unterschiede zu den iibrigen Tests jedoch gering sind. Nur die Tests mit zwei oder
drei FG zeigen in der Regel eine geringere Macht. Unter dem rezessiven Modell ohne Inaktivie-
rung weist jedoch der Test 17} ,, der gleichzeitig auf additive sowie dominante Modelle testet, eine

hohere statistische Macht als alle iibrigen Tests auf.

Die Unterschiede in der statistischen Macht steigen, sobald imbalancierte Stichproben betrachtet
werden. Ist der Anteil der Frauen in den Féllen (67%) deutlich groBer als in den Kontrollen (33%),

so ist die statistische Macht des Tests T4 vor allem im rezessiven Modell deutlich reduziert, und
der Test Z2, ¢ ist jetzt Uiberlegen. Im Modell ohne Inaktivierung hat nun statt 7%, der Test 73 die

groflte statistische Macht.



(a) Balancierte Stichproben (b) Geschlechtspezifische MAFs

X

0.8
L e o
8
X
N
P 1o

0.6
0
SF)

0.4

Geschéatzte Macht
0
*
_|
>
o

Geschatzte Macht
0
1
x
0.2
|
> |
w
)3

Modell Modell

Abbildung 3: Statistische Macht der Tests fiir ein relatives Homozygotenrisiko von 2. (a) Balan-
cierte Stichproben, Frequenz des seltenen Allels (MAF) bei 30%,; D: Dominantes Modell (unab-
hingig von Inaktivierung), Al: Additives Modell mit Inaktivierung, AA: Additives Modell ohne In-
aktivierung, RI: Rezessives Modell mit Inaktivierung, RA: Rezessives Modell ohne Inaktivierung.
(b) Geschlechtsspezifische Allelfrequenzen, rezessives Modell; FI: MAF von 27.5% in Frauen und
32.5% in Mdnnern, Inaktivierung, FA: MAF von 27.5% in Frauen und 32.5% in Mdnnern, keine
Inaktivierung, MI: MAF von 32.5% in Frauen und 27.5% in Mdnnern, Inaktivierung, MA: MAF

von 32.5% in Frauen und 27.5% in Mdnnern, keine Inaktivierung.

Geschlechtsspezifische Privalenzen, Effektstdrken und Allelfrequenzen

Ist die Effektstirke bei den Frauen deutlich gréBer als bei den Méannern, so haben die Teststatisti-
ken Z3, Z2, 74 und S, in den meisten Situationen die groite Macht. Ist die Effektstirke bei den
Mainnern grofer als bei den Frauen, so hat die Teststatistik 74 die hochste statistische Macht unab-
hiangig vom genetischen Modell und der MAF. Unter geschlechtsspezifischen Allelfrequenzen
(Abbildung 3b) sind die Teststatistiken 74, T4p und Z /2_1 nicht einsetzbar, da sie erhdhte
Typ-I-Fehlerfrequenzen aufweisen. Unter den verbleibenden Tests ist der Test Z;Zn s fur die meis-
ten Situationen am besten geeignet. Nur unter einem rezessiven Modell ohne Inaktivierung sind die

Tests Z2 und T4, besser geeignet.

Morbus Crohn Analyse

Nach Qualititskontrolle verblieben 294 Fille und 431 Kontrollen zur Analyse von 7546 SNPs.

Eine konservative Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen ergab ein chromosomweites Signifi-



kanzniveau von 5-10°. Hiermit ergaben sich zwei Regionen mit signifikanten Assoziationen. Da
fiir keinen der SNPs in diesen Regionen wesentliche Abweichungen vom HWE oder geschlechts-
spezifische Allelfrequenzen beobachtet wurden, konnen alle Teststatistiken verwendet werden.
Abbildung 4 zeigt die Geninformation, die Rekombinationsraten, das Kopplungsungleichgewicht

und jeweils fiir die Teststatistik mit dem kleinsten p-Wert der Region die logarithmierten p-Werte.
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Abbildung 4: Logarithmierte p-Werte fiir die Assoziation, Geninformation, Kopplungsungleichge-
wicht (gemessen durch 1’) sowie Rekombinationsraten der Varianten der zwei neu entdeckten Re-

gionen. Links: p-Werte der Teststatistik T} ;,; rechts: p-Werte der Teststatistik S 4.

Die erste Region (Abbildung 4, links) liegt bei etwa 141 Megabasenpaaren (Mb) in der Nahe der
Gene MAGECI, MAGEC2 und MAGEC3. Der SNP rs2038265 liefert hier fiir alle Teststatistiken
ein signifikantes Ergebnis, wobei der Test 773 ;; den kleinsten p-Wert aufweist (p = 2.0-107). Die
Genotypverteilung dieses SNPs legt ein rezessives Modell mit Inaktivierung nahe, fiir welches der
Test 1} , auch in den Simulationen eine gute Macht aufgewiesen hatte. Die zweite Region (Abbil-
dung 4, rechts) liegt bei etwa 30 Mb in der Néhe der Gene NROB1 sowie MAGEBI bis MAGEB4.
Den kleinsten p-Wert in dieser Region zeigt der SNP rs4829424, fiir welchen ein geschlechtsspezi-
fischer Effekt der Frauen vorzuliegen scheint (Z_?G: p=3.310°, Z2: p=10.22), der einzig von der

Teststatistik S4 nachgewiesen wurde (p = 4.2:10°).



Diskussion

Obwohl in der Literatur bereits einige Tests fiir Assoziationen auf dem X-Chromosom beschrieben
wurden, fehlte bisher ein systematischer Vergleich der verschiedenen Statistiken. Deshalb wurde in
dieser Arbeit eine breitangelegte Simulationsstudie durchgefiihrt, welche die vorhandenen Tests in
verschiedenen praxisrelevanten Situationen vergleicht. Zusétzlich wurden alle Tests zur Analyse
eines Morbus Crohn Datensatzes verwendet. Sowohl die Simulationsergebnisse als auch die Er-
gebnisse der Realdatenanalyse haben gezeigt, dass kein Test iiber alle Szenarien die beste statisti-
sche Macht aufweisen kann. Unter der Annahme der Inaktivierung zeigt der Test 74 unter den
meisten Modellen eine gute statistische Macht, zusitzlich weist er aber auch ohne Inaktivierungs-
annahme eine hohe Macht auf, falls die Effektstirke bei den Frauen im Vergleich zu den Ménnern
reduziert ist. Der Test Zfl zeigt in vielen Modellen ohne Annahme von Inaktivierung die hdchste
Macht. Falls Unterschiede in den Allelfrequenzen von Ménnern und Frauen vorhanden sind, hat

der Test Z2, ¢ die beste Macht unter allen zuléssigen Tests.

Die Analyse der Morbus Crohn Daten ergab zwei potentiell interessante neue Regionen. Die erste
Region liegt zwischen drei Genen der Melanom-Antigen Familie (MAGECI, MAGEC2, und
MAGEC3), welche liberwiegend in verschiedenen Tumorgeweben exprimiert werden. Die zweite
Region liegt in unmittelbarer Néhe des Gens NROBI, welches ein DNA-bindendes Protein kodiert,
das wiederum die Transkription reguliert. Der funktionelle Zusammenhang dieser Gene zu Morbus
Crohn ist jedoch unklar und sollte in weiteren Studien untersucht werden. Auch sollten die Varian-
ten in einer weiteren, nicht jiidisch-stimmigen Population repliziert werden, um Riickschliisse auf

eine allgemeinere Population zu ermoglichen.

Ziel dieser Arbeit war es, der Forschung Richtlinien an die Hand zu geben, um fiir die Analyse
X-chromosomaler Daten einen geeigneten Test auszuwéhlen. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen
nahe, zuerst die Voraussetzungen des HWE und der gleichen Allelfrequenzen zu {iberpriifen. Letz-
teres ist besonders relevant, wenn sich die Anteile an Frauen in Féllen und Kontrollen unterschei-
den. Dies ist hdufig bei Erkrankungen mit geschlechtsspezifischen Privalenzen wie beispielsweise
dem Herzinfarkt der Fall. In diesem Falle kdnnen auch kleine Abweichungen in den Allelfrequen-

zen zu einer erheblichen Erh6hung des Fehlerniveaus fiihren.

Sind die entsprechenden Voraussetzungen erfiillt, so sollte der Test 74 benutzt werden, falls in der

interessierenden Region Inaktivierung vermutet wird, und der Test Z(f‘, falls keine Inaktivierung zu



erwarten ist. Sind die Voraussetzungen nicht erfiillt, kann der Test Z2, ¢ als robuste Variante ver-

wendet werden.

Eine wichtige Limitation aller vorgestellten Tests ist jedoch, dass keine zusétzlichen Einflussfakto-
ren bei der Analyse des Phénotyps beriicksichtigt werden konnen. In vielen Situationen ist dies
aber essentiell, um unverzerrte Ergebnisse zu erlangen, beispielsweise wenn Populationsstratifika-
tion vorliegt, oder wenn sich Fall- und Kontrollgruppen hinsichtlich bestimmter Faktoren unter-
scheiden, die Wechselwirkungen mit genetischen Varianten aufweisen. Diesem Problem kann be-
gegnet werden, indem die vorgestellten Tests in logistische Regressionsmodelle {iberfiihrt werden,
welche fiir die Integration zusétzlicher Einflussgroffen geeignet sind. Solche Modelle sind bei-
spielsweise in der spater vorgestellten GWA zur schweren Malaria notwendig, wo eine Vernach-
lassigung der Populationsstratifikation zu einer erheblichen Inflation der p-Werte und damit zu

falsch positiven Ergebnissen fiihren konnte.

Obwohl obige Empfehlungen bei der Auswahl eines Tests helfen konnen, sind sie im Rahmen einer
GWA nicht vollig befriedigend. Keiner der Tests hat {iber alle untersuchten Szenarien gleich gute
statistische Macht gezeigt. Daher scheint insbesondere im Rahmen von GWAs die Suche nach
einem Test geboten, der weitestgehend unabhéngig von Modellannahmen ist und fiir alle SNPs
einer GWA gleichermallen eingesetzt werden kann. Dies konnte zum Beispiel durch einen soge-
nannten MAX-Test geschehen, der robust unter den verschiedenen genetischen Modellen ist und
idealerweise ohne die Voraussetzung des HWE oder der gleichen Allelfrequenzen fiir Ménner und

Frauen auskommt.

Aus diesem Grunde wird in der ndchsten Arbeit ein neuer MAX-Test vorgestellt, der sich durch
seine universellen Einsatzmoglichkeiten auszeichnet. Dieser MAX-Test kann auf eine Vielzahl
unterschiedlicher Phénotypen angewendet werden, egal ob binir oder quantitativ, ob Zéhldaten
oder auch Uberlebenszeiten. Der Test wird sowohl fiir unabhingige als auch gepaarte Stichproben
sowie fiir Familiendaten formuliert und erlaubt die Adjustierung fiir zusétzliche Einflussfaktoren.
Obwohl zunéchst fiir das Autosom beschrieben, lésst sich der vorgeschlagene MAX-Test problem-

los fiir X-chromosomale Daten anpassen.
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Robuste Assoziationstests, Effektschitzung und Modellselektion

mit Hilfe von verallgemeinerten linearen Modellen

Loley, C., Konig, I. R., Hothorn, L., und Ziegler, A. (2013) A unifying framework for robust asso-
ciation testing, estimation, and genetic model selection using the generalized linear model.

Eur J Hum Genet, im Druck (DOI: 10.1038/ejhg.2013.62).

Einleitung

Wie bereits beschrieben sind Genomweite Assoziationsstudien (GWAs) das Standardverfahren, mit
dem die meisten Zusammenhinge zwischen Krankheiten oder anderen Phinotypen und genetischen
Varianten aufgeklart wurden. Der am hiufigsten verwendete Test ist hier der Cochran-Armitage
Trendtest oder, analog hierzu, ein logistisches Regressionsmodell mit additiver Kodierung der Ge-
notypen. Obwohl dies hdufig eine gute Wahl darstellt, ist die statistische Macht stark reduziert,
wenn statt eines additiven ein rezessives Modell vorliegt. Alternativ bietet sich Pearsons x> Test
mit zwei Freiheitsgraden (FG) an, der lediglich auf einen allgemeinen Unterschied der Genotyp-
hiufigkeiten von Féllen und Kontrollen priift. Er gibt aber keinerlei Information iiber das zu Grun-
de liegende genetische Vererbungsmodell (englisch: mode of inheritance, MOI). Als Alternative
bieten sich daher sogenannte MAX-Testverfahren an. Hier werden simultan die drei Hypothesen

fiir das dominante, additive und rezessive Modell getestet und ein multipler p-Wert angegeben.

Die bislang bekannten MAX-Tests unterscheiden sich in vielerlei Hinsicht und sind in der Regel
limitiert auf bestimmte Anwendungen. So kénnen p-Werte hdufig nicht asymptotisch sondern nur
iiber Permutationsverfahren bestimmt werden, was sich fiir die Anwendung in GWAs als zu re-
chenintensiv herausstellt. Viele Verfahren erlauben zudem nur die Analyse unabhéngiger Proban-
dinnen und Probanden, sind auf bindre Endpunkte beschriankt oder ermdéglichen nicht die Einbezie-
hung von Kovariaten, wie es beispielsweise zur Adjustierung fiir Populationsstratifikation notwen-

dig wire. Auch die Angabe von Punktschitzern und Konfidenzintervallen ist hdufig nicht mdglich.

Das hier vorgestellte Verfahren hebt sich von anderen MAX-Tests ab, da es keiner der obigen Ein-
schriankungen unterliegt. Der MAX-Test wird hier mit Hilfe der verallgemeinerten linearen Model-
le (englisch: generalized linear models, GLM) hergeleitet. Mittels linearer Kontraste werden Be-

dingungen fiir die zu schitzenden Parameter eingefiihrt und dadurch die drei MOI konstruiert. Uber

11



eine multivariate Normalverteilung werden p-Werte fiir jedes der drei Modelle bestimmt, und die

Modellwahl geschieht anhand des kleinsten der drei p-Werte.

Durch die Verwendung der GLM ist der Ansatz extrem flexibel und erlaubt die Analyse verschie-
dener Phénotypen, die Einbeziehung von Kovariaten, die Analyse unabhéngiger und abhéngiger
Stichproben sowie die Berechnung asymptotischer p-Werte. Die Eigenschaften dieses neuen MAX-
Tests werden mit Hilfe einer Monte-Carlo-Simulationsstudie untersucht. Aulerdem wird der Test

in einer GWA zur Malaria und zur Reanalyse mehrerer bereits verdffentlichter GWAs eingesetzt.
Material und Methoden

Wir betrachten zunichst eine Stichprobe von n unabhingigen Individuen. Es sei y; die Auspriagung
des Phinotyps und z; der Vektor der Kovariaten des i-ten Individuums. Die zu untersuchende ge-
netische Variante sei ein autosomaler SNP mit den Allelen « und A. Die drei moglichen Genotypen
(AA, aA, aa) des SNPs werden durch die drei Dummy-Variablen x; 0, ;) und z;2 definiert, die
jeweils den Wert 1 annehmen, falls der Genotyp vorliegt, und, falls nicht, den Wert 0. Uber die
Maximum-Likelihood-Methode wird nun das GLM

9(E(y:)) = Boxio + Brwin + Boin +'2;

geschitzt, wobei ¢ die Link-Funktion, 8 = (/o, 01, J2)" die genetischen Parameter und 7 den
Parametervektor der Kovariaten (z;) darstellt. Die Link-Funktion g wird abhidngig vom Phéinotyp
gewihlt. Beispielsweise wird fiir einen bindren Phénotyp die logistische Funktion, fiir einen quanti-
tativen Phénotyp die Identitit gewdhlt. Fiir familienbasierte oder gepaarte Stichproben wird zur
Schitzung der Parameter statt der gewohnlichen die bedingte Maximum-Likelihood-Methode ver-

wendet.

Durch Beschrinkung des Parameterraums koénnen nun die drei genetischen Modelle formuliert
werden. Wir benutzen hierzu standardisierte lineare Kontraste. Unter einem dominanten Modell
sollten Individuen mit ein und zwei a-Allelen denselben Effekt aufweisen, solche mit null
a-Allelen jedoch einen geringeren. Diese Bedingung wird durch den Kontrast (—1,+3, +3) er-
fiillt. Bei einem additiven MOI sollte der Effekt mit jedem zusitzlichen a-Allel steigen. Dies wird
durch den Kontrast (—1, 0, +1) erfiillt. Fiir das rezessive Modell sollten zwei a-Allele einen erhoh-

ten Effekt gegeniiber null oder einem a-Allel aufweisen, was durch den Kontrast —%, -%, +1)

gewihrleistet wird. Durch Transformation des Parametervektors 3 mit Hilfe obiger Kontraste kon-

nen nun die drei MOI simultan getestet werden und der MAX-Test ergibt sich als das Maximum
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der Teststatistiken der drei Modelle. Der p-Wert des MAX-Tests wird anhand einer drei-
dimensionalen Normalverteilung berechnet, und das plausibelste MOI wird iiber die groBte Teststa-

tistik unter den drei Modellen bestimmt.

Simulationsstudie

Um die Fehlerfrequenzen, die statistische Macht und die Modellselektion des MAX-Tests bewerten
zu konnen, wurde dieser in einer Monte-Carlo-Simulation mit anderen iiblichen Tests verglichen.
Dazu wurden 10000 Replikate einer Stichprobe von 1500 Fallen und 1500 unabhéngigen Kontrol-
len simuliert. Variiert wurden die MAF des untersuchten SNP (zwischen 0.1 und 0.5), die Abwei-
chungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (englisch: Hardy-Weinberg equilibrium, HWE)
sowie das zu Grunde liegende MOI (dominant, additiv, rezessiv). Der MAX-Test wurde mit dem
allelbasierten x2-Test mit einem FG sowie mit Pearsons genotypbasierten y?-Test mit zwei FG
verglichen. AuBBerdem wurde jeweils ein logistisches Regressionsmodell fiir das dominante, additi-
ve und rezessive Modell angepasst. In dhnlicher Weise wurden auch quantitative Phénotypen sowie

Trios aus einem erkrankten Kind und den beiden Elternteilen simuliert.

Um die Giite der Modellselektion zu bewerten, wurden die Wahrscheinlichkeiten berechnet, ein
bestimmtes MOI auszuwihlen, wenn in Wahrheit ein 1. dominantes, 2. additives oder 3. rezessives
Modell vorliegt. Weiterhin wurden die positiven pradiktiven Werte (englisch: positive predictive
value, ppV) der drei Modelle berechnet. Letztere beschreiben die Wahrscheinlichkeit, dass ein
bestimmtes MOI das wahre Modell ist, wenn dieses MOI durch den MAX-Test ausgewahlt wurde.

Anwendung auf reale Datensditze

Der MAX-Test wurde aulerdem in einer GWA zur schweren Malaria angewendet, die in der drit-
ten vorgelegten Arbeit ausfiihrlich beschrieben wird. Weiterhin wurden signifikante Ergebnisse
bereits veroffentlichter Studien mit Hilfe des MAX-Tests reanalysiert. Hierbei wurde der MAX-
Test auf Fall-Kontrollstudien zu Diabetes, altersbedingter Makuladegeneration, Prostatakrebs,
Brustkrebs und Bluthochdruck angewendet. Aulerdem wurde die Methode bei einer alters- und
geschlechtsgepaarten Studie zur Sarkoidose sowie bei einer GWA eines quantitativen Phénotyps,

des Body-Mass-Indexes, angewendet.
Ergebnisse

Im Folgenden werden nur die Simulationsergebnisse des bindren Phénotyps beschrieben. Fiir die

quantitativen Phénotypen sowie die Trio-Daten ergeben sich dhnliche Ergebnisse.
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Simulationsstudie — Fehler erster Art

Die Fehler erster Art lagen fiir alle Teststatistiken nahe dem vorgegebenen Signifikanzniveau von

5%. Nur fiir eine MAF von 10% zeigte der MAX-Test leicht konservative Ergebnisse, und der

allelbasierte x2-Test zeigte Abweichungen vom 5%-Niveau, falls kein HWE vorlag.
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Abbildung 5: Geschdtzte statistische Macht der Teststatistiken unter den drei genetischen Verer-

bungsmodellen fiir ein relatives Homozygotenrisiko von 1.3.

Simulationsstudie — Statistische Macht

Abbildung 5 zeigt die statistische Macht der Tests unter den drei MOI in Abhingigkeit von der
MAF. Der auf das zu Grunde liegende MOI angepasste Test zeigt jeweils die grofite statistische
Macht. Die Macht des MAX-Tests ist stark abhidngig von der MAF des untersuchten SNP. Fiir
MAFs von etwa 50% hat der MAX-Test die hochste Macht mit Ausnahme des fiir das entspre-
chende MOI konzipierten Tests. Fiir eine MAF von etwa 30% zeigt im dominanten Modell auch
der additive Test eine groBBere Macht als der MAX-Test und flir noch kleinere MAFs sinkt die sta-

tistische Macht des MAX-Tests auch im dominanten Modell erheblich. Nur im rezessiven Modell
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zeigt er eine beinahe ebenso gute Macht wie der Test fiir das rezessive Modell. Fiir MAFs kleiner

als 30% ist nur Pearsons XQ-Test mit zwei FG robust unter allen MOIL.

Simulationsstudie — Modellselektion

Fiir eine MAF von etwa 50% ist die Wahrscheinlichkeit, dass der MAX-Test das richtige MOI
auswibhlt, fiir alle drei Modelle grof3 und néhert sich mit steigender Effektstiarke 100% an. Gleiches
gilt fiir den ppV. Die Wahrscheinlichkeit einer korrekten Wahl sinkt jedoch mit der MAF. Bei einer
MAF von 30% und kleiner ist beispielsweise unter einem additiven Modell die Wahrscheinlichkeit
fiir die Wahl eines dominanten MOI grofer als die Wahrscheinlichkeit der korrekten Wahl des
additiven MOI. Da fiir diese MAFs die Entscheidung des MAX-Tests fiir ein additives oder domi-
nantes MOI héaufig falsch ist, sinkt entsprechend auch der ppV dieser Modelle. Nur der ppV des
rezessiven MOI liegt noch deutlich oberhalb von 50%, und auch die Wahrscheinlichkeit, das rezes-

sive Modell korrekt zu identifizieren, liegt bei etwa 50%.

Anwendung auf reale Datensditze

In der GWA zur schweren Malaria wurde die plausibelste Assoziation im Gen ATP2B4 durch den
SNP rs10900589 beschrieben. Fiir diesen wurde mit Hilfe des MAX-Tests ein rezessives MOI aus-
gewdhlt und fiir die Replikation in einer weiteren ghanaischen sowie einer gambischen Stichprobe
verwendet. Bei einer MAF von 36% und einem Odds Ratio von 0.58 liegt der ppV fiir diese Wahl
bei anndhernd 100%, sodass die Wahl mit sehr groer Wahrscheinlichkeit als richtig angesehen
werden kann. Dies bestitigt sich auch in der gambischen Replikationsgruppe, wo allein das rezes-
sive Modell ein signifikantes Ergebnis liefert. Auch die Betrachtung der genotypischen Odds Ra-
tios von null im Vergleich zu einem (ORy,) beziehungsweise zwei Risikoallelen (ORy,) unterstiitzt

die Annahme eines rezessiven Modells, da ORy; ~ 1 und OR, << 1.

Die Reanalyse der verdffentlichten Fall-Kontrollstudien zeigt, dass der MAX-Test in fast allen
Situationen dhnlich gute Ergebnisse erzielt wie Pearsons x2-Test, der robuste Ergebnisse unter
allen MOI liefert. Die Betrachtung der genotypischen Odds Ratios ergab eine meist plausible Mo-
dellselektion. Dies gilt auch fiir die alters- und geschlechtsgepaarte Studie zur Sarkoidose sowie fiir

die Studie des quantitativen Phénotyps, des Body-Mass-Indexes.
Diskussion

Frithere Arbeiten haben gezeigt, dass es keinen Test gibt, der {iber alle MOI die beste statistische

Macht hat. In GWAs wird meist ein additiver Test verwendet, der jedoch unter einem rezessiven

15



MOI erheblich an Macht verliert. Als modellunabhingige Alternativen wurden Pearsons x2-Test
und verschiedene MAX-Tests vorgeschlagen. Der hier vorgestellt MAX-Test ist jedoch einzigartig
in seiner breiten Anwendbarkeit. Er hilt das vorgegebene Fehlerniveau gut ein und zeigt fiir eine
MAF von 30% und hoher gute statistische Macht sowie eine zuverldssige Modellselektion. Fiir
MAFs von 20% und kleiner sind jedoch sowohl die Macht als auch die Giite der Modellwahl stark
reduziert. In diesem Fall ist die Gruppe der Homozygoten fiir das seltene Allel zu schwach besetzt
und es bedarf deutlich groBerer Stichproben, um zuverlédssige Schitzungen der Modellparameter zu
erhalten und damit eine gute statistische Macht und eine zuverldssige Modellselektion zu erzielen.
In groBen Studienkonsortien werden jedoch mitunter Fallzahlen von mehreren 10000 Individuen

erzielt, sodass der MAX-Test auch fiir kleinere MAFs eingesetzt werden konnte.

Mit den neuen Sequenzierungsverfahren kdnnen funktionelle Varianten genauer lokalisiert werden.
Dies steigert die Wahrscheinlichkeit eines nicht additiven MOI und damit wéchst auch die Bedeu-
tung von robusten Verfahren wie dem MAX-Test. Andererseits werden hier auch sehr héufig selte-
ne Varianten betrachtet, sodass zusétzliche Forschung nétig wird, um Verfahren mit guten Eigen-
schaften unter sehr kleinen MAFs zu entwickeln. Um eine von der MAF unabhéngige Alternative
zum MAX-Test mit dhnlicher Flexibilitdt zu erhalten, konnte beispielsweise eine linearisierte, auf

den hier verwendeten Kontrasten beruhende Variante des sogenannten MIN2 konstruiert werden.

Der MAX-Test wurde hier nur fiir das Autosom formuliert. Eine Erweiterung auf das
X-Chromosom ist jedoch einfach zu erzielen. Allein durch die Integration der zusétzlichen Kovari-
aten Geschlecht kann ein Test konzipiert werden, der fiir das X-Chromosom geeignet ist. Durch
Anpassungen der zu testenden MOI kann auch dem Problem der Inaktivierung X-chromosomaler
Regionen Rechnung getragen werden. Die statistische Macht dieser X-chromosomalen Variante

des MAX-Tests sollte jedoch in einer separaten Simulationsstudie iiberpriift werden.

In der dritten Arbeit wird nun eine GWA zur schweren Malaria vorgestellt, in der die Methoden
und Erkenntnisse aus den ersten beiden Arbeiten angewendet wurden. In dieser Studie wurden
sowohl das Autosom als auch das X-Chromosom auf Assoziation zur Malaria untersucht. Fiir die
SNPs mit den kleinsten p-Werten wurde mit Hilfe des MAX-Tests das MOI bestimmt und zur Rep-

likation in unabhéngigen Studiengruppen verwendet.
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Anwendung der untersuchten Verfahren auf eine genomweite

Assoziationsstudie zur schweren Malaria

Timmann, C., Thye, T., Vens, M., Evans, J., May, J., Ehmen, C., Sievertsen, J., Muntau, B., Ruge,
G., Loag, W., Ansong, D., Antwi, S., Asafo-Adjei, E., Nguah, S. B., Kwakye, K. O.,
Akoto, A. O., Sylverken, J., Brendel, M., Schuldt, K., Loley, C., Franke, A., Meyer, C. G.,
Agbenyega, T, Ziegler, A., und Horstmann, R. D. (2012) Genome-wide association study

indicates two novel resistance loci for severe malaria. Nature 489, 443-446.
Einleitung

Malaria ist eine hauptséchlich in den Tropen und Subtropen auftretende Krankheit, die durch Para-
siten der Gattung Plasmodium hervorgerufen wird. Die Malaria tropica wird durch den Erreger
Plasmodium Falciparum verursacht und umfasst meist eine Vielzahl klinischer Symptome. Typisch
sind vermehrt, teils regelmifBig auftretende Fieberschiibe aber auch Komplikationen wie schwere
Anémien, neurologische Storungen, Azidose oder Atemnot. In der Vergangenheit wurde bereits
gezeigt, dass bestimmte genetische Varianten die Schwere des Krankheitsverlaufs beeinflussen
konnen. Um den genetischen Hintergrund der Krankheit weiter aufzudecken, wurde eine genom-
weite Assoziationsstudie (GWA) an 1325 Patientinnen und Patienten mit schwerem Verlauf der

Malaria tropica (SM) und 828 nicht erkrankten Kontrollen durchgefiihrt.

Material und Methoden

Eingeschlossen in die Fallgruppe der Studie wurden nur Patientinnen und Patienten, die nach den
Richtlinien der World Health Organization (WHO) einen schweren Verlauf der Krankheit aufwie-
sen. Die hier vorgestellte GWA umfasst 1325 ghanaische Patientinnen und Patienten mit obigem
Krankheitsbild und 828 nicht erkrankte Kontrollen derselben ghanaischen Population. Die quali-
tatskontrollierten Daten wurden zunichst unter Annahme eines additiven genetischen Vererbungs-
modells (englisch: mode of inheritance, MOI) auf Assoziationen getestet. Hierzu wurde ein logisti-
sches Regressionsmodell angepasst, das mit Hilfe von Kovariaten fiir Alter, Geschlecht und Popu-

lationsstratifikation adjustiert wurde.

Fiir die Replikation in einer unabhéngigen ghanaischen Stichprobe von 1320 Fillen mit SM und
2222 Kontrollen derselben Population sowie einer gambischen Stichprobe von 909 Fillen und 1304

Kontrollen wurde aus unabhéingigen Regionen jeweils der SNP mit dem kleinsten p-Wert ausge-
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wihlt (p < 5-107 fiir genotypisierte und p < 10” fiir imputierte SNPs). Mit Hilfe des in der vorheri-
gen Arbeit beschriebenen MAX-Tests wurde das wahrscheinlichste MOI bestimmt und ein ent-

sprechendes Regressionsmodell mit den obigen Kovariaten angepasst.

Um in den bisher unbekannten Regionen die kausale Variante zu identifizieren, wurde fiir diese
eine Feinkartierung durchgefiihrt. Hierzu wurden fiir jede neue Region alle SNPs untersucht, die zu
dem SNP mit dem kleinsten p-Wert in der Region ein Kopplungsungleichgewicht von #* > 0.5 hat-
ten oder ein ° > 0.05 und einen p-Wert fiir das ausgewéhlte MOI von kleiner 10~ aufwiesen. Des
Weiteren wurden alle Exone der interessierenden Gene sowie eine Region von einem Kilobasen-

paar (Kb) strangaufwirts des Gens auf zusétzliche kodierende oder Promotorvarianten untersucht.
Ergebnisse

Nach Qualititskontrolle standen 4205 739 SNPs fiir die weitere Analyse zur Verfligung. 41 unab-
hiangige Regionen wurden fiir die Replikation ausgewéhlt, von denen vier in der gemeinsamen
Analyse der beiden ghanaischen Stichproben ein genomweit signifikantes Ergebnis zeigten
(p < 5:10™). Drei dieser Regionen konnten auch in der gambische Population bestitigt werden (Ta-
belle 2). Zwei der gefundenen Regionen bestitigen bereits bekannte Assoziationen, die iibrigen

zwei Regionen waren bislang unbekannt.

Tabelle 2: Ubersicht der vier genomweit signifikanten Regionen.

Ghanaische Gruppen Gambier

SNP Gen Chr Position MAF

OR [95%-KI] p-Wert p-Wert
rs10900585 ATP2B4 1 203654024 043 0.65[0.56-0.75] 6.1-10°  5.2-107
rs8176719  ABO 9 136132908 029 1.67[1.50-1.86] 1.1-10*  5.0-10*
rs334 HBB 11 5248232  0.07 0.11[0.08-0.15] 1.4-10%® 1.3-107%
1s2334880 MARVELD3 16 71653637  0.40 1.24[1.15-1.34] 3.9-10°® 0.60

Chr: Chromosom, MAF': Frequenz des seltenen Allels, OR: Odds Ratio, KI: Konfidenzintervall.

Die erste neue Region (Abbildung 6, oben) liegt im Gen 4TP2B4 (ATPase Ca*'-transporting plas-
ma membrane 4), welches das Enzym PMCA4 (Plasmamembran-Kalzium-ATPase) kodiert, das
wiederum den Kalziumtransport aus den Zellen katalysiert. In dieser Region weist der SNP
rs4961074 den kleinsten p-Wert auf. Mit Hilfe des MAX-Tests wurde fiir diesen SNP ein rezessi-
ves MOI bestimmt. Fiir die Feinkartierung der Region wurden 73 SNPs ausgewihlt. Unter diesen

hatte die Variante rs10900585 den kleinsten p-Wert. Sie liegt im zweiten Intron von ATP2B4 und
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hat keine offensichtliche Funktion. Alle vier SNPs, die sowohl in der ghanaischen als auch der
gambischen Gruppe genotypisiert vorlagen, zeigten dieselben Risikoallele und dhnliche ORs wie

die Variante rs10900585 sowie einen p-Wert kleiner als 0.05 in der gambischen Gruppe.
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Abbildung 6: Logarithmierte p-Werte fiir die Assoziation, Geninformation, Kopplungsungleichge-
wicht (gemessen durch r’) sowie Rekombinationsraten der Varianten der zwei neu entdeckten Re-

gionen.

Der zweite neue Locus (Abbildung 6, unten) wurde durch Imputation entdeckt, konnte jedoch
durch Genotypisierung der Variante rs2334880 bestitigt werden. Der SNP liegt in einer intergene-
tischen Region, 42.6 Kb strangaufwirts des Gens TAT (Tyrosin-Aminotransferase), welches ein
House-Keeping-Enzym kodiert, und 6.4 Kb strangaufwérts des Gens MARVELD3 (MARVEL Do-
main Containing Protein 3), dessen Produkte die Abdichtung der GefaBwénde unterstiitzen. In der

gambischen Studiengruppe konnte dieser SNP nicht bestétigt werden, was sich womoglich durch

19



das Fehlen des protektiven Allels oder eine andere Struktur des Kopplungsungleichgewichts in
dieser Population erkldren lisst. Fiir die Feinkartierung der Region wurden 35 SNPs untersucht,

von denen jedoch keiner eine stirkere Assoziation als die Variante rs2334880 zeigte.

Die beiden iibrigen Regionen wurden bereits in fritheren Studien berichtet. Zum einen wurde eine
Assoziation im Gen HBB beobachtet, welche sich auch in der Gambischen Population bestétigte.
Zum anderen zeigte sich eine Assoziation im Gen 4B0, welche eine bereits frither berichtete pro-

tektive Wirkung der Blutgruppe 0 beziiglich eines schweren Verlaufs der Krankheit untermauert.
Diskussion

Durch die hier prasentierte GWA konnten zwei neue potentielle Risikogene zur SM entdeckt und

zweil weitere, bereits bekannte Regionen bestatigt werden.

Das erste potentielle Risikogen ist ATP2B4, welches in das Enzym PMCA4 translatiert wird. Da
PMCA4 die wichtigste Ca*"-Quelle der Erythrozyten ist, konnen Veridnderungen in dessen Struktur
oder Expression das Gleichgewicht der intraerythrozytischen Ca®" Konzentration stéren. Dies kann
die Entwicklung und die Struktur der intraerythrozytischen Stadien des Parasiten beeinflussen. So
konnte gezeigt werden, dass eine geringere Ca’*-Konzentration in dem Kompartiment, das den
Parasiten von seinem Wirterythrozyt isoliert, zu einer deutlich geringeren Reproduktion und Aus-
reifung des Parasiten flihrt. Aulerdem werden sowohl Thrombozyten als auch Endothelzellen
durch intrazelluldres Ca®" aktiviert. Aus friiheren Arbeiten geht hervor, dass die Aktivierung von
Thrombozyten die Tétung des Parasiten begiinstigt, wihrend die Aktivierung der Endothelzellen
die Adhision der mit dem Parasiten infizierten Erythrozyten fordert. Dies wiederum ist ein zentra-
ler Faktor in der Pathogenese der SM. Diese verschiedenen Ca®*-abhingigen Zellfunktionen besti-
tigen die Relevanz von ATP2B4 fiir den Verlauf der SM und machen PMCA4 zu einem interessan-
ten Kandidaten fiir funktionelle Studien.

Als zweites Risikogen kommt MARVELD3 in Frage, dessen Proteinprodukte einen Teil der Tight-
Junction-Struktur der Epithel- und Endothelzellen bilden. Die Funktion von MARVELD3 im En-
dothel konnte interessant sein, da die Adhésion von infizierten Erythrozyten an das Endothel von
besonderer Bedeutung fiir die Pathologie der SM ist. Strukturelle Varianten des von MARVELD3
generierten Proteins oder Verdnderungen in seiner Expression konnten die Barrierefunktion sowie
die inflammatorische Reaktion des Endothels und dadurch den Verlauf der Krankheit beeinflussen.
Da die Variante mit der stirksten Assoziation jedoch aullerhalb des Gens liegt und auch eine Fein-

kartierung der Region keine deutlichere Assoziation zu dem Gen aufzeigte, bleibt der kausale Zu-
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sammenhang zu MARVELD3 unklar und konnte moglicherweise iiber ein weiter entferntes Gen

vermittelt werden.

Es sei bemerkt, dass fiir die Analyse der X-chromosomalen Varianten keiner der bisher fiir das
X-Chromosom vorgeschlagenen Tests verwendet werden konnte, da keiner dieser Tests die Inte-
gration von Kovariaten zulésst. Dies ist aber erforderlich, um die Populationsstratifikation abzubil-
den, die in der verwendeten ghanaischen Stichprobe nicht vernachlissigbar war. Darum wurden die
von Zheng et al. und Clayton vorgestellten Tests in zwei logistische Regressionsmodelle tiberfiihrt,
eines unter Inaktivierungsannahme und eines ohne diese Annahme. Eine Unabhéngigkeit von ge-
schlechtsspezifischen Allelfrequenzen konnte durch die Integration der Kovariaten Geschlecht
gewihrleistet werden. Es konnten jedoch keine X-chromosomale Assoziationen aufgedeckt wer-

den.

Die Ergebnisse der hier vorgestellten GWA geben neue Einblicke in die Genetik der SM, die An-
haltspunkte fiir weitere funktionelle Studien bieten und in Zukunft neue Mdglichkeiten fiir die Be-
handlung von Patienten aufweisen konnten. Sie bestitigen auflerdem die Niitzlichkeit des
MAX-Testverfahrens, da nur durch diesen die Replikation des 4TP2B4-Locus in der gambischen

Population méglich war.
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Diskussion und Ausblick

In der ersten hier vorgelegten Arbeit wurden verschiedene Tests fiir die Analyse X-chromosomaler
SNPs vorgestellt und miteinander verglichen. Es zeigte sich, dass keiner der Tests in allen relevan-
ten Szenarien gute statistische Eigenschaften hat. Deshalb wurde in der zweiten Arbeit ein MAX-
Test hergeleitet, der robust unter den verschiedenen genetischen Vererbungsmodellen (englisch:
mode of inheritance, MOI) ist. Obwohl der MAX-Test zunichst fiir autosomale SNPs formuliert
wurde, ldsst er sich unter Einbeziehung des Geschlechts auch fiir das X-Chromosom anwenden.
Auch die Inaktivierung eines weiblichen X-Chromosoms kann iiber die Modifikation der zu testen-
den MOI beriicksichtigt werden. In der letzten Arbeit wurden die Methoden der ersten beiden Ar-
beiten in einer genomweiten Assoziationsstudie (GWA) zur schweren Malaria angewendet, in der
auch das X-Chromosom analysiert wurde. Es konnten zwei neue Assoziationen in den Genen
ATP2B4 und MARVELD3 entdeckt werden und das MOI anhand des MAX-Tests bestimmt wer-
den. Die Niitzlichkeit des MAX-Tests konnte in dieser Studie insbesondere dadurch belegt werden,
dass nur nach Identifikation eines rezessiven MOI die Replikation der Variante im Gen ATP2B4 in
der gambischen Population moglich war. Unter Verwendung des typischerweise benutzten additi-

ven Modells wire diese Variante in der gambischen Population unentdeckt geblieben.

Auch wenn der oben vorgestellte MAX-Test auf das X-Chromosom anwendbar ist, muss die statis-
tische Macht des Tests noch in einer separaten Simulationsstudie untersucht werden. Durch die
mogliche Inaktivierung eines X-Chromosoms sind zusétzliche genetische Modelle moglich. In der
ersten vorgestellten Arbeit wurden entsprechend flinf verschiedene MOI fiir das X-Chromosom
betrachtet. All diese Modelle zu testen, konnte aber die statistische Macht des MAX-Tests stark
reduzieren. Eine geschickte Reduktion der zu testenden MOI erzielt moglicherweise eine hohere
Macht ohne die Robustheit des Verfahrens zu gefihrden. Auch sollte der MAX-Test mit den bisher

bekannten Tests fiir das X-Chromosom verglichen werden.

Die Simulationen haben zudem gezeigt, dass sowohl die statistische Macht als auch die Zuverlds-
sigkeit der Modellselektion des MAX-Tests unter kleineren Allelfrequenzen nachlésst. Im Falle
seltener Allele ist die entsprechende Homozygotengruppe nur schwach besetzt, wodurch die Schit-
zungen der Modellparameter ungenauer werden. Da das Interesse an seltenen Varianten jedoch
steigt, sollte eine Modifikation des MAX-Tests entwickelt werden, die eine stabilere Parameter-

schitzung unter kleinen Allelfrequenzen erlaubt.
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In der Studie zur schweren Malaria konnten keine X-chromosomalen Varianten bestitigt werden.
Allerdings wurde das X-Chromosom im Gegensatz zu den Autosomen nicht imputiert. Zum Zeit-
punkt der Datenauswertung stand fiir das verwendete Imputationsprogramm noch keine Funktion
fir die Imputation des X-Chromosoms zur Verfligung. Da heute eine Imputation des
X-Chromosoms problemlos moglich ist, konnte eine Reanalyse des X-Chromosoms nach Imputati-
on neuen Aufschluss iiber mdgliche Risikovarianten geben. Dies erscheint insbesondere deshalb
sinnvoll, da die Abdeckung des X-Chromosoms durch die genotypisierten SNPs sogar geringer ist
als fiir die Autosome. Dennoch ist auch der Negativbefund ein wichtiges Ergebnis, welches gegen-

iiber einer generellen Nichtbeachtung des X-Chromosoms einen wichtigen Fortschritt darstellt.

Die hier vorgestellten Arbeiten liefern Aufschluss dariiber, wie das X-Chromosom analysiert wer-
den kann und wie unter verschiedenen genetischen Modellen der beste Test auszuwéhlen ist. Auch
wenn der MAX-Test fiir das X-Chromosom noch genauer untersucht werden sollte, bieten die vor-
liegenden Arbeiten einen guten Leitfaden, um bisher nicht untersuchte X-chromosomale Daten zu

analysieren und unentdeckte genetische Zusammenhinge zum X-Chromosom aufzuzeigen.
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