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Zusammenfassung

2 Zusammenfassung

Die Alzheimer Krankheit ist, in der nicht familidren Form, eine komplexe mulifaktorielle
Erkrankung, bei der viele Gene, die jeweils nur einen kleinen Beitrag zur Entwicklung der
Krankheit haben, eine Rolle spielen. In dieser Arbeit wurde der Einfluss diverser Risikoloci
untersucht, die zum einen in Fall/Kontroll Ansétzen analysiert wurden und zum andern wurde
der Einfluss von klinisch erhobenen Parametern und neuropsychologischen Testergebnissen
in einem reinen Patientenkollektiv analysiert.

Genotypisiert wurden Einzel-Nukleotid-Polymorphismen (SNPs), die den grofiten Teil der
genetischen Variabilitdt beim Menschen darstellen. Technisch erfolgte die Genotypisierung
zum einen, mit Hilfe einer Illumina (Fluoreszenz basiert) bead Chip Platform und zum
anderen durch eine Sequenom (MALDI-TOF-MS) Plattform.

Zuerst wurden Daten aus einer initialen genomweiten Assoziationsstudie (GWAS) auf, bis
dato, gefundene Risikoloci untersucht. Hierbei wurden insgesamt 11 Gene und deren direkte
Nachbarschaft untersucht, die in vorherigen Studien den starksten Einfluss zeigten. Dazu
gehorten: APOE, GAB2, CHRNB2, CH25H, PGBD1, LMNA, CST3, PCK1, ACE, MAPT und
SORL1. Aulier fiir die Gene GAB2 und ACE konnten nominell signifikante Assoziation mit
der Alzheimer Krankheit gezeigt werden. Den starksten Einfluss zeigte ein SNP in dem Gen
TOMMA40, das ein direkter Nachbar des APOE Gens ist (Feulner et al., 2010).

Das TACR2 Gen wurde in einem Kandidatengenansatz genauer untersucht, allerdings konnte
hier keine Assoziation nachgewiesen werden (Feulner et al., 2011). Des Weiteren konnte der
LINGO1 Locus, der in der ,,Erweiterten GWAS* Assoziation mit dem Endophénotyp ABsz im
Liquor zeigte, in einem unabhéngigen Alzheimer Kollektiv nicht repliziert werden.

Danach folgte eine Analyse unserer GWAS Daten in einer groen Meta-Analyse, mit anderen
verfugbaren GWAS Datensétzen eines internationalen Konsortiums. Hierbei wurden neue
Risikoloci identifiziert (Hollingworth et al., 2011). Um diese neuen Loci im Weitern
funktionell zu charakterisieren, wurden Varianten (SNPs) dieser Loci mit verfligbaren
endophanotypischen Daten korreliert. Hierbei zeigten vor allem die Loci CR1, SORL1,
ARID5B, BIN1, GOLM1, CD2AP und das MS4A Gen Cluster Assoziationen zu
unterschiedlichen Endophé&notypen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Ergebnisse dieser Arbeit halfen, Risikogene
zu validieren oder zu verwerfen und neue Risikoloci hervorbrachte. Besonders die neu
identifizierten Loci und deren funktionelle Charakterisierung durch Assoziation mit

Endophéanotypen werden nitzlich, fur das weitere Verstehen der Pathomechanismen der
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Alzheimer Krankheit, sein. Allerdings bedarf es noch weiterer Untersuchungen, um vor allem
die eigentlichen funktionellen Varianten und deren pathologische Auswirkungen genauer zu

charakterisieren und identifizieren.



Summary

2.1 Summary

»ldentification of Morbus Alzheimer candidate genes based on genotyping of single-

nucleotide-polymorphisms

Alzheimer’s disease (AD) is a complex multifactorial disease, at which multiple genes are
involved, each with low impact to develop the disease. In this thesis the impact of some
candidate genes has been investigated, using case/control approaches. Moreover, the impact
on clinical parameters and neuropsychological tests in a case-cohort was investigated.

The cohorts were genotyped for single-nucleotide-polymorphisms (SNPs), which account for
most of the human genetic variability. Technically, the genotyping was performed with either
an Illumina (fluorescence-based) bead-chip, or with a Sequenom(MALDI-TOF-MS) platform.

First, data from our initial genomewide association study (GWAS) were analysed, according
to known risk loci. Here, in total 11 genes and their direct genetic proximity, that showed
strong association signals in previous studies, were investigated. These include: APOE,
GAB2, CHRNB2, CH25H, PGBD1, LMNA, CST3, PCK1, ACE, MAPT and SORL1. Exept for
the genes GAB2 and ACE we observed nominal significant associations with AD.
Remarkable, the strongest impact was found for a SNP located at the TOMMA40 gene, that is
in high linkage disequilibrium to APOE gene (Feulner et al., 2010).

The TACR2 gene was more precisely investigated in a candidate gene approach, where we
could not find association (Feulner et al., 2011). Further, the LINGO1 locus, which showed
association with the endophenotype AB4, (in liquor) in the enlarged GWAS, could not be
validated in independent Alzheimer cohorts.

We next combined our GWAS data in a large meta-analysis with other available GWAS
datasets from an international consortium (Hollingworth et al., 2011), which lead to the
identification of new risk loci. In order to further annotate these risk loci functionally, we
correlated variations within these loci with available endophenotype data. Here, especially the
loci CR1, SORL1, ARID5B, BIN1, GOLM1, CD2AP and the MS4A gene cluster showed
association to several endophenotypes.

In summary, the data presented in this thesis helped to validate or reject previous risk genes,
and to identify new ones. Especially the newly identified GWAS hits and their functional
characterization via association with endophenotypes will be useful in further understanding
the pathology of the disease. However, further investigations are necessary for a detailed

functional characterization of variants and their pathological impact.
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3 Einleitung
3.1 Die Alzheimer Krankheit

Die Alzheimer Krankheit wurde das erste Mal von Alois Alzheimer auf einer Tagung, im Jahr
1906, in Tubingen beschrieben (Alzheimer, 1907). Charakteristisch fur die Erkrankung sind
ein schleichender Beginn und ein progredienter Verlauf der Krankheit. Es treten kognitive
Beeintrachtigungen auf, die das Gedachtnis, Urteilsvermdgen, rdumliches und zeitliches
Orientierungsvermogen, Sprache und Lernen betreffen konnen. Verhaltensauffalligkeiten wie
Enthemmung, Euphorie, ein niedriges MaRl an Frustrationstoleranz, emotionale Instabilitét,
leichte Reizbarkeit, Aggressivitat, verdndertes Sexualverhalten, sowie eine zunehmende
Einschrankung der Aktivitat des taglichen Lebens, gehdren oft zum Erscheinungsbild der
Alzheimer Krankheit (Forstl, 2000). Es kann zuséatzlich zu Begleiterscheinungen wie
Depressionen, Angstgefiihlen, Sinnestauschungen, Wahnvorstellungen, usw. kommen. Die
Identifizierung der frihen Symptome, zur Abgrenzung von anderen Demenzarten, die
teilweise dhnliche Symptome in anderer Reihenfolge und Stérke zeigen, ist entscheidend. Die
ublichen Diagnose-Kriterien sind in der zehnten Ausgabe des International Classification of
Disease (ICD 10) und in der vierten Ausgabe von Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders (DSM 1V) der Amerikanischen Gesellschaft fir Psychiatrie beschrieben.
Ein spezielles Diagnose-Konzept wurde aus einer Kollaboration von Arbeitsgruppen des
National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke (NINCDS) und
der Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (ADRDA) vorgestellt (McKhann
et al. 1984; McKhann et al. 2011).

Die wichtigsten histopathologischen Marker im Gehirn von Alzheimer Patienten sind senile
Plaques (sog. ,,plaques®) und fibrillire Ablagerungen (sog. ,tangles®). Plaques bestehen
hauptsachlich aus extrazellularem Beta-amyloid-Peptid (Ap) (Pro et al. 1980; Tanzi et al.
1987; Verdile et al. 2004). Tangles sind intrazelluldre, abnormale, gedrehte oder gestreckte,
Filamente, die hauptséchlich aus einer hyper-phosphorylierten (Garcia & Jay 2004; Gomez-
Ramos et al. 2004; Tanzi, St George-Hyslop et al. 1987) und hyper-glykosylierten (Gong,
Liu, Grundke-Igbal, & Igbal, 2005) Form des Tau-Proteins bestehen. Zusammen mit
entziindlichen Vorgangen im Gehirn konnten diese histopathologischen Marker zu der

Degeneration von Neuronen beitragen.

Zurzeit werden weltweit etwa 26 Millionen Alzheimerfélle geschéatzt (van Es & van den Berg
2009), davon, nach Bundesministerium fir Familie, Senioren, Frauen und Jugend (BMFSFJ),
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ca. 1 200 000 in Deutschland (Oktober 2010), meist wird die Krankheit ab einem Alter von 65
Jahren diagnostiziert. In Anbetracht der globalen demographischen Bevolkerungs-
entwicklung, ist fir die Zukunft ein deutlicher Anstieg von Alzheimer Fallen zu erwarten. Im
Jahr 2020 werden, laut BMFSFJ, ca. 1 400 000 Menschen an Alzheimer in Deutschland

erkrankt sein, 2050 sollen es sogar 2 Millionen Menschen sein (Prognose von Oktober 2010).

Nur etwa 1% der Erkrankten leiden an einer familidren Form von Alzheimer, die autosomal
dominant durch Mutationen in drei Genen vererbt wird: APP (amyloid beta (A4) precursor
protein) (Goate et al. 1991), PSEN1 (presenilin 1) (Sherrington et al., 1995) und PSEN2
(presenilin 2) (Levy-Lahad, Wasco, et al.,, 1995). Die weit verbreitetere Form ist die
sporadische late-onset Alzheimer Erkrankung (LOAD), flr die bisher nur das €4-Allel des
Apolipoprotein E (APOE), als stark assoziiertes Risikogen identifiziert werden konnte
(Corder et al. 1993), wohingegen das €2-Allel als protektiv gilt (Corder et al. 1994). Spatere
genetische Assoziationsstudien haben bestétigt, dass APOE einer der Hauptrisikofaktoren der
Alzheimer Erkrankung ist und einen Einfluss von bis zu 50% des genetischen Risikos
ausmacht (Ashford & Mortimer, 2002; Waring & Rosenberg, 2008). In den letzten Jahren
wurde klar, dass es wohl keinen weiteren einzelnen genetischen Risikolocus gibt, der einen
vergleichbar hohen Einfluss, wie den des APOE e4-Allels, hat. Daher wurden umfangreiche
genomweite Assoziationsstudien (GWAS) durchgefihrt, die in der Lage sind auch kleinere

mit der Krankheit assoziierte Effekte zu finden.

3.2 Risikofaktoren der Alzheimer Krankheit

Da die Alzheimer Krankheit eine komplexe, multifaktorielle Erkrankung ist, wird sie von
mehreren  Faktoren beeinflusst. Neben genetischen Risikofaktoren spielen auch
Umwelteinflisse und Lebensstil eine Rolle, die zum Ausbrechen der Krankheit flihren
konnen. Der einflussreichste Risikofaktor ist das Alter, durch das die Préavalenz exponentiell
ansteigt. Nach Schéatzungen sind ca. 20% der uber Achtzigjahrigen, die in Industrieldndern
leben, von der Krankheit betroffen (Letenneur et al. 2004). Dadurch, dass Frauen eine
durchschnittlich hohere Lebenserwartung als Manner haben, tritt die Krankheit auch haufiger
bei Frauen auf (Corder et al. 2004).

Neben dem unvermeidbaren Altern und genetischer Disposition sind Risikofaktoren wie ein
aufgetretenes Schadel-Hirn-Trauma oder erhohte Cholesterinwerte bekannt (Grossman,
Bergmann, & Parker, 2006; Reid, Urano, Kodama, & Hamakubo, 2007). Auch komplexe

-5-
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Erkrankungen, wie Diabetes mellitus (Gasparini et al. 2002; I. Kim et al. 2010; Xu et al.
2004) und Hyperinsulinismus (Luchsinger, Tang, Shea, et al. 2004) konnten durch mehrere
Studien mit Alzheimer in Verbindung gebracht werden. Einen zeitlich verzégerten Ausbruch
der Krankheit kann bei Menschen, die sich bis ins hohe Alter geistig fit halten (Colucci et al.,
2006; Karp et al., 2004), und/oder ein hohes Bildungsniveau haben (Qiu et al. 2003; Smyth et
al. 2004; Stern et al. 1994), beobachtet werden. Widerspriichliche Ergebnisse gibt es zu dem
Einfluss von Nikotin auf die Alzheimer Krankheit, wenige Studien haben einen protektiven
Einfluss gezeigt (Hellstrom-Lindahl et al. 2004; van Duijn & Hofman 1991), die meisten aber
zeigen einen negativen Einfluss des Rauchens in Verbindung mit der Alzheimer Erkrankung
(Juan et al., 2004; Ott et al., 2004, 1998). Der Konsum von Alkohol wurde ebenfalls in
diversen Studien untersucht, mit dem Ergebnis, dass geringe Mengen Alkohol einen potentiell
protektiven Effekt zeigten (Luc Letenneur, 2004; Ruitenberg et al., 2002; Truelsen, Thudium,
& Gragnbaek, 2002), wohingegen regelmaRiger und GberméaRiger Alkoholkonsum das Risiko
erhoht, an Alzheimer zu erkranken (Luchsinger, Tang, Siddiqui, et al. 2004). Auch aktive
Metallionen vor allem Aluminium (Becaria, Campbell, & Bondy, 2002), Kupfer, aber auch
Eisenionen (Perry et al. 2002; Rottkamp et al. 2001), stehen in Verdacht ein potenzieller
Ausloser fur die Bildung von Plagues und Tangels zu sein. All diese Faktoren kénnen nach
Ausbruch der Krankheit ziemlich genau bestimmt werden, allerdings kann der Zeitpunkt des
Ausbruchs und der Verlauf der Krankheit durch Kenntnis dieser Faktoren nicht festgelegt
werden. Allein durch die beschriebenen Umweltfaktoren und den Lebensstil kann die
Krankheit folglich nicht komplett erklart werden, viel wahrscheinlicher scheint ein

Zusammenspiel dieser Faktoren mit genetischen Risikofaktoren zu sein.

Da Mutationen in den drei bekannten Genen PSEN1, PSEN2 und APP ausschlie8lich bei der
familidaren Form (EOAD early onset Alzheimer Disease) der Alzheimer Krankheit auftreten,
muss es fur die sporadisch auftretende Form (LOAD late onset Alzheimer Disease) andere
genetische Risikoloci geben. Neben dem e4-Allel des ApolipoproteinE Gens, welches
risikoerhdhend wirkt und dem €2-Allel, das eine protektive Wirkung hat, sind zahlreiche
andere Loci, meist durch genomweite Assoziationsstudien (GWAS) entdeckt worden (Feulner
et al. 2010; Harold et al. 2009; Lambert et al. 2009; Naj et al. 2011; Hollingworth et al. 2011).
Einen Uberblick Gber die aktuellen Risikoloci findet man in der Datenbank
,www.alzgene.org™ (Bertram, McQueen, Mullin, Blacker, & Tanzi, 2007), in der auch
zahlreiche Meta-Analysen zu den einzelnen Loci verdffentlicht sind. Da lange Zeit kein
Risikolocus gefunden wurde, der einen vergleichbar starken Einfluss, wie der des g4-Alles,
des APOE Gens aufweist, haben Forschungsgruppen kooperiert und ihre Daten in
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Metastudien analysiert, um auch Gene mit kleineren Einflissen zu identifizieren. Dabei
werden oft mehrere tausend Alzheimer-Félle mit mehreren tausend gesunden Kontrollen
verglichen (Harold et al., 2009; Lambert et al., 2009). Neue Risikoloci wie die Gene CLU,
PICALM, CR1 und BIN1 wurden so identifiziert. In einer nachsten Stufe, einer sogenannten
Mega-Meta-Analyse wurden mehrere zehntausend Félle und Kontrollen aus mehreren
internationalen Konsortien, unter anderem auch Patienten, die durch unsere Arbeitsgruppe
rekrutiert und genotypisiert wurden, analysiert. Als Ergebnis konnten neue Risikoloci
identifiziert werden, dazu gehoren die Loci um die Gene: ABCA7, CD33, CD2AP, EPHA1L
und das MS4A Gencluster (Hollingworth et al., 2011; Naj et al., 2011).

3.3 Einzelnukleotid-Polymorphismus

Einzelnukleotid-Polymorphismus, (single nucleotide polymorphism) SNP genannt, ist die
héufigste Form der genetischen Variation beim Menschen. Sie stellen ca. 90% aller
genetischen Varianten im menschlichen Genom dar (Collins et al. 1998). SNPs treten nicht
gleich verteilt auf, sondern nur ungleichmaRig stark an bestimmten Regionen. Zwei Drittel
aller SNPs bestehen aus dem Austausch von Cytosin mit Thymin.

(13

SNPs werden im Allgemeinen als ,erfolgreiche Punktmutationen bezeichnet, d.h. als
genetische Veranderungen, die sich zu einem gewissen Grad (>1%) im Genpool einer
Population durchgesetzt haben, so ist es mdglich eine spontane Mutation von einem SNP zu
unterscheiden. Als die ersten Sequenzen des "Humanen Genomprojekts” veroffentlicht wurden,
begannen zahlreiche Forschungsgruppen mit der Untersuchung und Kartierung zahlreicher
SNPs (Lander et al. 2001). Da nur 3-5% der menschlichen DNA-Sequenz flr Proteine
kodierend sind, liegen die meisten SNPs im nichtkodierenden Bereich der DNA. Aber gerade
SNPs, die in kodierenden Bereichen liegen, kdnnten zu einem Aminosdureaustausch bei der
Proteinbiosynthese fuhren und damit eventuell zu einer verénderten Tertidrstruktur des

Proteins fihren. Dies kdnnte zu Beeintrachtigungen der Proteinfunktion fihren.

Die wissenschaftliche Bedeutung der SNPs liegt auch im haufigen Auftreten (ca. alle 100-300
Basen), auBerdem sind sie sehr schnell und einfach zu bestimmen. Deswegen werden zurzeit
viele SNPs genotypisiert, welche auf eine Pradisposition fur eine Krankheit schlieen lassen
konnten. Solche SNPs spielen nicht nur in der Diagnose von Krankheiten eine bedeutende
Rolle, sondern auch in der prénatalen Diagnostik. Sie werden unter anderem auch bei der
Identifikation von Individuen und bei Verwandtschaftsdiagnosen, sowie in der Forschung zur
Medikamentenvertréglichkeit genutzt.
-7-
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3.4 Das HapMap und das 1000 Genom Projekt

Das Internationale HapMap Projekt ist eine Kollaboration von wissenschaftlichen
Forschungszentren mit dem Ziel eine Haplotypkarte des menschlichen Genoms zu erstellen,

welche die haufigsten genetischen Variationen beschreibt.

Ein Haplotyp ist eine Kombination von SNPs bestimmter Auspragung. Je Kleiner die
physikalische Distanz zwischen zwei SNPs ist, desto groBer ist die Wahrscheinlichkeit, dass
sie nicht durch Rekombinationsereignisse voneinander entkoppelt werden. Es ist daher haufig
maoglich durch Genotypisierung eines SNP auch mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit den

Genotyp eines benachbarten SNP zu schatzen.

Die Daten des HapMap Projekts werden Wissenschaftlern in der ganzen Welt frei zuganglich
gemacht und dienen zur Klarung der Einfliisse genetischer Varianten, z.B. auf die Gesundheit,
Vertraglichkeit von Medikamenten und Umwelteinflisse. Das Projekt wird von akademischen
Zentren, gemeinnutziger biomedizinischer Forscherinstituten, sowie privaten Unternehmen
aus Kanada, Japan, China, Nigeria, den USA und GroRbritannien getragen. Offiziell startete
es im Jahr 2002 und wurde in drei Phasen eingeteilt. die Ergebnisse der Phase | wurden am
27. Oktober 2005 veroffentlicht (International-HapMap-Consortium, 2005), in der zweiten
Phase wurden erneut 3,1 Millionen SNPs bei allen 270 Individuen genotypisiert
(International-HapMap-Consortium et al., 2007). Im Februar 2009 wurde eine dritte Phase
veroffentlicht, in der zusatzliche 1031 Individuen genotypisiert wurden. Die HapMap soll
durch die Identifizierung weitaus kleinerer Mengen spezieller Markierungs-SNPs (sog.
taggingSNPs, siehe auch Kapitel 3.5), mit denen ein Groflsteil der genetischen
Variationsmuster extrahiert werden kann, nahezu die gesamte genetische Variation darlegen.
Die meisten verbreiteten Haplotypen treten in allen menschlichen Vélkern auf, jedoch nicht in
gleicher Haufigkeit. Aus diesem Grunde ist zur Identifizierung der Markierungs-SNPs die
Datenerhebung aus mehreren ethnischen Gruppen notwendig. Pilotprojekte fanden eine
hinreichende Streuung der Haplotyp-hdufigkeiten in Proben aus Nigeria (Yoruba), Japan,
China und den Vereinigten Staaten, um eine Beschrankung der HapMap-Untersuchungen auf

diese Bevolkerungsgruppen zu rechtfertigen.

Eine deutlich groRere Datendichte wird zurzeit durch das 1000 Genom Projekt erzeugt, bei
dem nicht nur SNPs untersucht werden, sondern mindestens 1000 Genome vollstandig

sequenziert werden sollen.

Das 1000 Genom Projekt startete im Januar 2008, als ein internationales Forschungsprojekt,

zur Erstellung der zu der Zeit detailliertesten Karte menschlicher genetischer Variationen.
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Innerhalb der ersten drei Jahre sollten 1000 anonyme Teilnehmer unterschiedlicher Ethnizitét
mit modernsten Sequenziertechniken, die immer schneller und gunstiger geworden sind,
analysiert werden. Im Jahre 2010 wurde die Pilotphase des Projekts abgeschlossen und erste
Sequenzen Offentlich zur Verfligung gestellt (1000-Genomes-Project-Consortium, 2010)

(www.1000genomes.org/).

Da es zwei Arten genetischer Varianz gibt, die zum einen aus seltenen genetischen
Verénderungen, die einen starken Einfluss auf die Entwicklung einer Krankheit haben (wie
z.B. bei der Huntington Krankheit), und zum anderen hdufigere Varianten, die einen weniger
starken Effekt auf die Entwicklung einer meist komplexen Erkrankung haben (wie AD oder
Diabetes), ist das 1000 Genom Projekt gegriindet worden, um diese Wissensliicke zwischen
den beiden Arten zu schlieBen. Ein Ziel des Projekts ist die Aufklarung von mehr als 95% der
genetischen Varianten mit Allelfrequenzen des seltenen Allels (MAF, minor allele frequency)
von 1% Uber das Genom und 0,1-0,5% in Genen. Auch Populationsfrequenzen, Haplotyp-
und LD-Strukturen sollen genauer als im HapMap Projekt charakterisiert werden. Daraus

folgt, dass die menschliche Referenz-Sequenz deutlich genauer wird.

3.5 Genomweite Kopplungs- und Assoziations-Studien

Kopplungsuntersuchungen  ermdglichen es, ohne jegliche Hypothesen, Uber die
Pathophysiologie einer Erkrankung innerhalb des Genoms nach dem oder den ursachlichen
Genort(en) zu suchen.

Das Prinzip beruht darauf, dass geeignete Stammb&ume, im Hinblick auf die gemeinsame
Vererbung (Ko-Segregation), eines ,genetischen Markers“ und eines bestimmten
Krankheitsphidnotyps untersucht werden. Unter einem ,,genetischen Marker* versteht man
einen genetischen Polymorphismus, dessen chromosomale Lokalisation bekannt ist. Werden
der Marker und der Krankheitsph&notyp Uberzufallig haufig gemeinsam vererbt, so liegt eine
Kopplung vor. Je geringer die physikalische Distanz zwischen dem Krankheitsgen und dem
genetischen Marker ist, desto geringer ist die Wahrscheinlichkeit, dass sie durch
Rekombinationsereignisse in der Meiose (crossing over) getrennt werden. Aus einem positiven
Kopplungsbefund lassen sich also Rickschlisse auf die chromosomale Lage eines
krankheitsverursachenden Gens ziehen, es sind jedoch keinerlei Aussagen (ber das
Krankheitsgen selbst mdglich. Als MaR fir die Wahrscheinlichkeit einer Kopplung dient der
LOD (logarithm of the odds)-score. Als LOD-score wird der dekadische Logarithmus der
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Wahrscheinlichkeit flir das, in der Stichprobe beobachtete, gemeinsame Auftreten von
Markergenotypen und Krankheitsphanotypen unter der Annahme einer bestimmten
Rekombinationswahrscheinlichkeit ~ (©<0,5), geteilt  durch die entsprechende
Wahrscheinlichkeit unter der Annahme freier Rekombination (®=0,5), bezeichnet. Bei
monogenen Erkrankungen gilt ein LOD-score > 3 (d.h., die Hypothese, dass eine Kopplung
vorliegt, ist 1000mal wahrscheinlicher als die Hypothese, dass keine Kopplung vorliegt) als
hinreichender Nachweis einer Kopplung zwischen Marker und Krankheitsgen; ein LOD-score
<-2 schlief3t hingegen eine Kopplung aus. Im néchsten Schritt kann mittels Positionsklonierung
das krankheitsverursachende Gen identifiziert werden. Auf diese Weise wurden seit den 80er
Jahren eine Vielzahl monogen vererbter Erkrankungen aufgeklart. Die Aussagekraft der LOD-
score-Methode ist am groRten, wenn bestimmte Parameter der Erkrankung (wie z. B. Erbgang,
Frequenz des Krankheitsgens in der Bevolkerung etc.) zweifelsfrei spezifiziert werden kénnen,
was bei monogenen Erkrankungen in der Regel kein Problem darstellt.

Auch bei genetisch komplexen Erkrankungen, wie z. B. Morbus Alzheimer, wurden
Kopplungsuntersuchungen durchgefiihrt. Die ersten signifikanten Kopplungsbefunde in
EOAD-Familien wurden auf den chromosomalen Regionen 1g31-42 (Levy-Lahad, Wijsman, et
al., 1995), 3923 (Liu et al. 2007), 14g24.3 (Cruts et al., 1995; Nechiporuk et al., 1993) und
21921 (Goate et al. 1989) gefunden. Genomweite Kopplungsuntersuchungen fur die
sporadische (LOAD) Form der Alzheimer Erkrankung fanden einige chromosomale Regionen
auf den Chromosomen 1, 3, 5, 6, 9, 10, 12, 19, 21, und X mit hohen LOD-scores (Lee et al.
2006; Myers et al. 2000). Die hochsten LOD-scores wurden auf den Chromosomen 9, 10, 12,
und 19 gefunden (Blacker et al. 2003; Kehoe et al. 1999; Myers et al. 2002; Pericak-Vance et
al. 1998).

Die Probleme des Einsatzes parametrischer Kopplungsuntersuchungen bestehen zum Teil in
der genetischen Heterogenitét, oder in der Methodik, da bei der Anwendung der LOD-score-
Methode bei komplexen Krankheiten, Annahmen tber den Erbgang (dominant oder rezessiv),
die Allelfrequenz, die Penetranz und die Phénokopieraten gemacht werden missen, diese
Parameter jedoch meist nicht bekannt sind. Bei unrealistischen Annahmen verliert die LOD-
score-Methode drastisch an Aussagekraft. Dennoch wurde das e4-Allel des APOE Gens
(Poirier et al., 1993) durch eine parametrische Kopplungsanalyse erfolgreich identifiziert.

Eine Modifikation der Kklassischen Kopplungsanalyse stellen die nicht-parametrischen
Kopplungsuntersuchungen dar, auch als , allele sharing” Methode bezeichnet. Es wird
untersucht, ob erkrankte Geschwister (sog. affected sib-pairs) oder erkrankte Verwandte (sog.

affected pedigree-members) haufiger, als aufgrund der Vererbung erwartet, in ihren
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Markerallelen Ubereinstimmen. Dabei wird zwischen Allelen, deren gemeinsame Abstammung
bei Betroffenen aufgrund der Vererbung zweifelsfrei nachvollziehbar ist (identical by descent —
IBD) und Allelen, deren gemeinsame Abstammung und damit Identitdt nicht genau
nachvollzogen werden kann (identical by state — IBS), unterschieden. Bei Genotypisierung der
Eltern ist meistens (bei genligend grofRer Informativitat des genetischen Markers) die
aussagekraftigere IBD-Bestimmung maoglich. Der Vorteil der nicht-parametrischen
Kopplungsmethoden liegt darin, dass eine Spezifikation (und evtl. Missspezifikation) von
Parametern nicht nétig ist.

Im Gegensatz zu den Kopplungsuntersuchungen erfordern die Assoziationsuntersuchungen
eine Hypothese bezuglich der Pathophysiologie der Erkrankung. In der Regel werden gezielt
Kandidatengene auf ihren Beitrag an der Krankheitsentstehung hin untersucht.

Unter einer ,,Assoziation® versteht man das iiberzufallig hdufige Auftreten eines Markers, wie
z. B. einer bestimmten DNA-Sequenzvariante in einem Patientenkollektiv, verglichen mit
einem Kollektiv gesunder Kontrollpersonen (Fall/Kontroll-Studien). Der Grad der
Assoziation von Allel und Krankheit wird als relatives Risiko ausgedriickt. Das relative
Risiko trifft eine Aussage daruber, wie viel Mal wahrscheinlicher eine bestimmte Krankheit
bei Tragern des Risikofaktors auftritt als bei Personen, die diesen Risikofaktor nicht tragen
(siehe 4.2.8.1.1).

Ist ein bestimmtes Allel mit einer Krankheit assoziiert, so sind prinzipiell zwei Moglichkeiten

Zu unterscheiden:

1) Das assoziierte Allel trédgt selbst funktionell durch eine Verdnderung der
Aminosduresequenz des Genproduktes oder durch eine verénderte Genexpression zum

Krankheitsgeschehen bei.

2) Das untersuchte Allel ist nicht unmittelbar funktionell wirksam, liegt aber in sehr enger
raumlicher N&he zu einem, am Krankheitsgeschehen beteiligten, Genort und es besteht ein
Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium, LD) zwischen den Varianten an den
beiden benachbarten Genorten. Ein Kopplungsungleichgewicht entsteht, wenn bei einer Person
eine Mutation auftritt und sich zumindest ein grof3er Teil von Trégern der Mutation in spateren
Generationen von dieser Person herleiten l&sst (Griindereffekt).

Das Kopplungsungleichgewicht bleibt in der Evolution jedoch nur dann erhalten, wenn nicht
wiederholt die gleiche Mutation bei unabh&ngigen Personen aufgetreten ist, wenn den Tragern

der Mutation kein Selektionsnachteil entstanden ist und wenn keine hdufigen Rekombinationen
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zwischen den beiden Genorten stattgefunden haben. Untersuchungen zum Organisationsprinzip
des menschlichen Genoms haben Hinweise auf eine Blockstruktur des menschlichen Genoms
geliefert, bei der sich ausgedehnte Blocke, in denen nahezu keine Rekombinationsereignisse
stattfinden, mit so genannten hotspots der Rekombination abwechseln (International-HapMap-
Consortium, 2005). Der Auspragungsgrad eines Kopplungsungleichgewichtes und die Distanz,
uber die es sich erstreckt, variieren zwischen verschiedenen genomischen Regionen. Bei der
europdischen Population erstreckt sich ein Kopplungsungleichgewicht durchschnittlich tber
Distanzen von ungeféhr 10-30kb (Ardlie, Kruglyak, & Seielstad, 2002). Je nach genomischer
Region kann sich ein Kopplungsungleichgewicht aber auch tber sehr viel gréf3ere Distanzen
erstrecken (Abecasis et al. 2001; Cardon & Bell 2001; Kruglyak 1999; Reich et al. 2001).
Durch Kenntnis der Blockstruktur ist es daher moglich, Genotypen mit einer gewissen
Wahrscheinlichkeit zu bestimmen, ohne diese direkt genotypisiert zu haben.

Die zurzeit am haufigsten durchgefuhrten genetischen Untersuchungen sind Chip-basierte
genomweite Assoziationsstudien, mit denen es moglich ist, eine grof’e Anzahl von Individuen
an mehreren hunderttausend SNPs zu genotypisieren. In den allermeisten GWAS, die bis heute
durchgefuhrt wurden, konnte der APOE Locus als einer der einflussreichsten genetischen
Risikofaktoren fur LOAD bestatigt werden (Abraham et al. 2008; Beecham et al. 2009;
Bertram et al. 2008; Carrasquillo et al. 2009; Coon et al. 2007; Feulner et al. 2010; Grupe et al.
2007; Potkin et al. 2009; Reiman et al. 2007).

3.6 Quantitative Marker (Endophanotypen)

Quantitative Marker haben sich, vor allem bei komplexen neuropsychiatrischen
Erkrankungen, als wichtiges Konzept erwiesen. Ein quantitativer Marker kann
neurophysiologisch, biochemisch, endokrinologisch, neuroanatomisch, kognitiv oder
neuropsychologisch sein (Gottesman & Gould 2003). Da gerade bei psychiatrischen
Erkrankungen eine genaue Diagnose nur anhand der Symptome schwer zu erheben ist,
werden quantitative Marker auch diagnostisch eingesetzt und dienen daher zur genetischen

Untermauerung der Krankheitssyndrome.

Idealerweise ist ein quantitativer Marker monogenetischen Ursprungs, doch meist liegt ein
polygenetischer Ursprung vor. Zur Identifizierung nitzlicher quantitativer Marker gibt es

Kriterien die einen quantitativen Marker definieren (Gershon & Goldin, 1986):

1) Der quantitative Marker ist in der Bevolkerung mit der Krankheit assoziiert.
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2.) Der guantitative Marker ist erblich.

3.) Der quantitative Marker ist primar krankheitsstatusunabhangig, d.h. er ist detektierbar,

unabhéngig ob die Krankheit bereits ausgebrochen ist oder nicht.

4. Innerhalb von Familien werden quantitative Marker und Krankheit gemeinsam

vererbt.

5. Ein quantitativer Marker in betroffenen Familienmitgliedern ist in nichtbetroffenen
Familienmitgliedern hoher/niedriger als in der Allgemeinbevodlkerung (Leboyer et al.,
1998).

Als biochemische Marker werden in der Alzheimer-Diagnostik neuronale Proteine in der
Gehirn-Rickenmarks-Flussigkeit (Liquor cerebrospinalis fluid, CSF) bestimmt. Dazu
gehoren die Proteine Tau, phospho-Tau und die B-Amyloid Peptide. Diese Marker bieten
bereits im Préa-Demenz-Stadium hohe diagnostische Sensitivitat und Spezifitat (Buch et al.,
1998; Riemenschneider, Buch, Schmolke, Kurz, & Guder, 1997; Riemenschneider et al.,
2003). Als genetische Marker werden meist Varianten in dem Apolipoprotein E Gen
untersucht. Diese Marker geben allerdings nur ein Indiz auf ein Risiko die Alzheimer

Krankheit zu entwickeln und werden keinesfalls diagnostisch eingesetzt.

Zur neuropsychologischen Untersuchung von Patienten mit Verdacht auf Demenz kommt
héufig die CERAD-NP (Consortium to Establish a Register for Alzheimer's Disease-
Neuropsychological Battery) Test-Batterie zum Einsatz. Diese schnelle aber doch
differenziertere Erfassung kognitiver Defizite entwickelte sich zum Standard. Zu den sieben
Untertests gehdren:

1) Mini-Mental State Examination (MMSE)

2.) Wortflussigkeit

3.) Modified Boston Naming Test (MBNT)

4.) konstruktive Praxis

5) Lernen einer Wortliste

6.) Wiedergeben einer Wortliste

7.) Wiedererkennen einer Wortliste

Diese sieben Untertests lassen sich in die Kategorien
- Orientierung
- Sprache

- Konstruktive Praxis
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- Gedachtnis

zusammenfassen (Satzger et al., 2001). Testmaterial in deutscher Sprache sowie Hilfe zur

Auswertung, kann von folgendem Webserver abgerufen werden.

Weblink 1:
http://www.memoryclinic.ch/index.php?option=com content&task=blogcategory&id=11&Iltemid=16

Auch Blutparameter werden als quantitative Marker herangezogen, so sind beispielsweise
Lipidspiegel wie LDL (Low-density lipoprotein), VLDL (Very low-density lipoprotein), HDL
(High-density lipoprotein), Triglyceride und Cholesterin von Bedeutung. Auch Ferritin und

Eisen, sowie Vitamin B9 und B12 werden haufig untersucht.
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Material und Methodik

4 Material und Methodik

4.1 Material
4.1.1 DNA

Fur die nachfolgend beschriebenen Experimente wurde genomische DNA aus Vollblut

isoliert.

4.1.2 Patient / Kontroll - Kohorten

4.1.2.1 Kollektiv der initialen GWAS

Unsere ,,Initiale GWAS“ wurde von der Ethikkommision der medizinischen Fakultdt der
Technischen Universitdit Munchen genehmigt und bestand aus 491 kaukasischen AD-
Patienten und 479 kaukasischen gesunden Kontrollen. Die Félle setzten sich aus 278 Frauen
und 213 Mannern, mit einem Durchschnittsalter von 72,2 Jahren, zusammen. Alle Patienten
wurden an der ambulanten Station der Poliklinik fir Psychiatrie und Psychotherapie, des
Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitdit Minchen, rekrutiert. Die
populationsbasierte Kontrollgruppe wurde von der PopGen Biobank des Universitats-
klinikums Schleswig-Holstein in Kiel rekrutiert und bestand aus 222 Frauen und 257
Ménnern mit einen Durchschnittsalter von 39,5 Jahren (Krawczak et al. 2006). Fur die
Alzheimer-Falle wurden die diagnostischen Kriterien des NINCDS-ADRDA verwendet (G.
McKhann et al., 1984) (siehe Kapitel 3.1). Nachdem eine Einverstandniserklarung der
Individuen eingeholt war, wurden Blutproben genommen und DNA wie in Kapitel 4.2.1
beschrieben extrahiert. Kognitive Fahigkeiten wurden durch neuropsychologische Tests
bestimmt, dazu gehoren z.B. die CERAD-NP Testbatterie oder der MMSE-Test, die unter

Kapitel 3.6 naher beschrieben sind.

4.1.2.2 Kollektiv des Kandidatengenansatzes fir TACR2

Patienten, die an der Alzheimer Krankheit leiden (n=479) wurden an der Gedachtnisambulanz
der Technischen Universitat Miinchen am Klinikum rechts der Isar rekrutiert. Die Diagnostik
erfolgte nach den aktuellen Kriterien (McKhann et al. 1984). Das Patientenkollektiv hatte ein

Verhaltnis von Ménnern zu Frauen von 0,68 und ein durchschnittlichen Krankheitsbeginn von
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69,1 £ 9,1 (Standardabweichung) Jahren. Die Information zum Krankheitsbeginn wurde meist

von Verwandten des Patienten berichtet.

Die Kontrollgruppe (n=322) stimmte in Alter, Geschlecht, geographischer Herkunft und
Ethnizitat mit dem Fallkollektiv Uberein und bestand aus kognitiv gesunden &dlteren Menschen
(66,7 = 12,0 Jahre). Die Rekrutierung erfolgte ebenfalls an der Gedachtnisambulanz der TU-
Minchen. Der kognitive Zustand von Individuen in der Kontrollgruppe wurde durch MMSE-
Tests (Folstein et al. 1975) ermittelt. Individuen, die weniger als 28 Punkte erreichten, wurden
aus der Studie ausgeschlossen (3.6). Nachdem die Ethikkommision der TU-Minchen die
Studie genehmig hatte und die Individuen ihr Einverstandnis in die Studie gegeben hatten,

wurde ihnen Blut abgenommen und wie in 4.2.1 beschrieben weiter prozessiert.

4.1.2.3 Kollektiv der erweiterten GWAS

Im Rahmen der ,,Erweiterten GWAS“ wurden 236 zusétzliche Alzheimer Falle genotypisiert.
105 davon waren mannlich und die restlichen 131 Félle waren weiblich, mit einem
durchschnittlichen Alter von 73,3 + 8,8 Jahren. Alle Patienten wurden an der ambulanten
Station der Poliklinik fir Psychiatrie und Psychotherapie, des Klinikums rechts der Isar der
Technischen Universitat Miinchen rekrutiert. Die Patienten wurden nach NINCDS-ADRDA
(McKhann et al. 1984) Kriterien Klassifiziert. Die kognitiven Fahigkeiten wurden durch
neuropsychologische Standardtests, nach der Cambridge Cognitive Examination (Roth et al.,
1986) oder nach den CERAD-NP-Test Batterie (Welsh et al., 1994), ermittelt. Zusammen mit
dem initialen GWAS Kollektiv wurden insgesamt, nach der Qualitatskontrolle (QC), 709
Patienten mit AD in die Studie eingebunden. Das durchschnittliche Alter lag bei 72,8 + 12,0
Jahren, 311 Individuen waren ménnlich und 398 weiblich. Die deskriptive Statistik zu den
quantitativen Markern der 709 Individuen ist in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Zu den 479 kaukasischen gesunden Kontrollen (4.1.2.1) der PopGen Biobank in Kiel
(Krawczak et al. 2006), kam noch ein Kontrollkollektiv (KORA) aus der Region Augsburg
hinzu (Wichmann, Gieger, & lllig, 2005). Dieses Kollektiv bestand aus 482 kaukasischen,
neurologisch gesunden Kontrollen mit einem durchschnittlichen Alter von 56,0 £ 7,2 Jahren.
Die Verteilung von Ménnern und Frauen lag bei 244 zu 238 Individuen. Damit bestand das
Gesamtkontrollkollektiv (PopGen und KORA) nach QC aus 961 Individuen mit einem
Durchschnittsalter von 47,9 + 13,4 Jahren.
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Tabelle 1: Quantitative Marker

Dargestellt sind alle quantitativen Marker die uns fur das Fallkollektiv (n=709) zu Verfligung standen.

Quantitatives Merkmal Fallzahl | Mittelwert SD Median | Minimum | Maximum
CERAD Wortflussigkeit 438 10,73 5,64 10 0 38
CERAD Boston Naming Test 440 11,33 3,08 12 0 18
CERAD Wortliste (WL) lernen 433 10,1 4,84 10 0 27
CERAD Visuokonstruktion 423 8,53 2,5 9 0 14
CERAD WL Abruf 428 1,75 1,88 1 0 9
CERAD WL Wiedererkennen-Ja 394 7,31 2,81 8 0 16
CERAD WL Wiedererkennen-Nein 393 8,06 2,54 9 0 10
CERAD Visuokonstruktion Abruf 394 2,81 3,17 2 0 14
TAU [pg/ml CSF] 110 666,28 442,52 530 115 2512
ABa; [pg/ml CSF] 109 525,05 236,22 470 75 1563
Cholesterin [mg/dI Blut] 105 237,48 42,81 227 151 365
Ferritin [pg/! Blut] 242 158,43 154,27 121 0,5 1025
Eisen Fe [ug/dl Blut] 293 104,68 35,6 102 20 210
Folsiure [ng/ml Blut] 489 9,11 5,48 7,5 1,5 79
HDL [mg/dI Blut] 67 64,64 20,33 62 31 129
LDL [mg/dI Blut] 67 145,82 31,83 144 68 235
Transferrin [mg/dl Blut] 246 263,43 48,28 258,5 62 468
Triglyceride [mg/dl Blut] 101 129,51 66,46 111 41 422
VLDL [mg/dl Blut] 62 21,21 11,69 20 5 68
Vitamin B12 [ng/| Blut] 490 427,69 323,47 346 65 2000
Himoglobin [g/dl Blut] 493 14,42 2,36 14,3 1 45,5

4.1.2.4 Kollektive internationaler Konsortien

Alle Kollektive, die in der Meta-Analyse der GERAD+ (Genetic and Environmental Risk in
Alzheimer’s Disease Consortium +) Studie in einem internationalen européischem
Konsortium, untersucht wurden, sind bei (Hollingworth et al., 2011) genauer beschrieben.
Dazu gehéren GERADL, EADI1, ADNI, TGEN, GERAD2, deCODE, EADI2, Mayo2,
CHARGE und unser Kollektiv der ,,Erweiterten GWAS*, im Folgenden AD-IG GWAS
(Alzheimer’s Disease Integrated Genome research Network GWAS) genannt. Alle Kollektive
zusammen umfassten 19870 AD-Félle und 39846 Kontrollen. Die Studie des internationalen
amerikanischen Konsortiums ADGC (Alzheimer’s Disease Genetic Consortium) umfasste

ebenfalls verschiedene Kollektive, die bei (Naj et al., 2011) naher beschrieben sind.

4.1.2.5 Kollektive zur Validierung mittels Sequenom

4.1.2.5.1 Minchen-Kollektiv (ABs)

Die Individuen aus Minchen wurden am Klinikum rechts der lIsar, der TU-Minchen

rekrutiert. Insgesamt waren 94 Individuen, zu denen AP4-Messwerte im Liquor vorhanden
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waren, eingeschlossen. 57 der 94 Individuen waren Manner mit einem durchschnittlichem
Alter von 62,1 Jahren (SD = 11,2 Jahre) und 36 waren Frauen mit einem Durchschnittsalter
von 64,7 (SD = 8,6 Jahre). Bei einer Person war das Geschlecht nicht dokumentiert, diese
Person wurde aus der Analyse ausgeschlossen. Der durchschnittliche APBs-Wert der 93
Individuen liegt bei 829,6pg/ml Liquor (SD = 317,7pg/ml).

4.1.2.5.2 Schweden-Kollektiv (Aps,)

Das Kollektiv, das uns aus dem Sahlgrenska Universitatsklinikum der Universitat Goteborg in
Schweden zur Verfligung stand, umfasste insgesamt 274 Individuen zu denen APge-
Messwerte aus dem Liquor vorlagen. 182 davon waren Frauen mit einem durchschnittlichem
Alter von 75,4 Jahren (SD = 6,1 Jahre), dementsprechend waren 92 Individuen ménnlich, mit
einem durchschnittlichem Alter von 73,4 (SD = 6,4 Jahre) enthalten. Der durchschnittliche
APB42-Messwert fur mannliche und weibliche Individuen betrug 412,2pg/ml (SD = 96,4pg/ml)

im Liquor.

4.1.2.6 Zusammenfassung der Kollektive

Tabelle 2: Zusammenfassung der Kollektive

Das Durchschnittsalter bezieht sich bei Féllen immer auf den Beginn der Krankheit und bei Kontrollen auf das
Alter am Tag der Blutabnahme.

Studie Manner | Frauen | Gesamt Dl.m:h- Rekrutiert £l Bemerkung
schnittsalter Kontroll

,Initiale GWAS“ 213 278 491 72,2 TU-Minchen Falle

,Initiale GWAS” 257 222 479 39,5 Kiel Kontrollen PopGen

TACR2 153 326 479 69,1 TU-Minchen Falle

TACR2 103 219 322 66,7 TU-Minchen Kontrollen

,Erweiterte GWAS* 105 131 236 73,3 TU-Miinchen Falle 2usétzlich zu der
initialen GWAS

,Erweiterte GWAS” 311 398 709 72,8 TU-Minchen Falle gesamt nach QC

,Erweiterte GWAS“ 257 222 479 39,5 Kiel Kontrollen PopGen

,Erweiterte GWAS“ 244 238 482 56,0 Regensburg Kontrollen KORA

,Erweiterte GWAS“ 501 460 961 47,9 Kiel/Regensburg | Kontrollen PopGen und KORA
gesamt nach QC

internationales Konsortium 39846 Kontrollen Naj et al. 2011

internationales Konsortium 19870 Falle Naj et al. 2011

Miinchen Kollektiv (ABa,) 57 36 93 63,4 TU-Minchen Falle

Schweden Kollektiv (ABa) 92 182 274 74,4 Goteborg Fille
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4.1.3 Primer

Fur die Genotypisierungen mit Hilfe der Sequenom Plattform werden drei Primer benétigt, je

ein forward und reverse Primer und ein Extensionprimer. Diese Oligomere wurden von der

Firma Invitrogen (Regensburg, Deutschland) synthetisiert.

4.1.4 Gerate

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Geréte

Sub-Cell® GT, Bio-Rad Lab. GmbH, Miinchen, Deutschland

Elektrophoresekammern

Sub-Cell® 192, Bio-Rad Lab. GmbH, Miinchen, Deutschland

Mini-Sub®GT, Bio-Rad Lab. GmbH, Miinchen, Deutschland

Magnetrihrer MSH basic, Yellow line, Miinchen, Deutschland
Massenspektrometer Autoflex, Sequenom Inc., San Diego, CA, USA
Mikrowelle Microwave 800, Severin, Sundern, Deutschland

Multipipetten

Multipette / Transferpette, Brand, Wertheim, Deutschland

Photometer

Infinite M200 NanoQuant, Tecan, Mannedorf, Schweiz

Pipettierroboter

PlateMate® 2x2, Matrix, Thermo Fisher Scientific, Hudson, NH, USA

MiniPrep75, 8 Kanal, Tecan, Mdnnedorf, Schweiz

Spannungsgerdte

PowerPac™HYV, Bio-Rad Lab. GmbH, Miinchen, Deutschland

PowerPac™ Basic, Bio-Rad Lab. GmbH, Miinchen, Deutschland

Reinstwasser System

Milli-Q Advantage, Millipore Corporation, Billerica, MA, USA

Milli-Q Q-Pod®, Millipore Corporation, Billerica, MA, USA

Schuttler

Auto-Shake Genie, Scientific Industries, NY, USA

Thermomixer Compact, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Spotter

MassARRAY™ Nanodispenser R, RoboDesign, Sequenom™, San Diego, CA, USA

Thermocycler

GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems, Life Technologies, San Diego, CA, USA

UV-Transilluminator

BioView, Biostep®, Billerica, MA, USA

Vortexer

Vortex-Genie2, Scientific Industries, NY, USA

Waage

Adventurer™, OHAUS, NJ, USA

Zentrifugen

Centrifuge 5418, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Centrifuge 5810R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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4.1.5 Puffer, Lé6sungen, Enzyme, Reagenzien und Reaktionskits

4.1.5.1 DNA Isolierung

Tabelle 4: Auflistung der Lésungen z

ur DNA-Isolierung

Losung Substanz Menge/Anteil

Ammoniumchlorid 8,29

EDTA (E-5134) 0,034g

Kaliumhydrogencarbonat 1,00g
RBC-Lysis Losung: Wasser fir Injektionszwecke 1000ml|

pH eingestellt mit NaOH auf 7,4

autoklavieren 121°C fuir 15min bei 2bar

Lagerung bei 4°C

NaCl 75mM P 4,39g
SE-Puffer nach Maniatis, autoklaviert Na,EDTA 25mM > 8,41g

pH (NaOH) 8,0 » auf 1l
SDS (20%), steril filtriert (0,2um) i/?iiiQ o igg]mgl
TE-Puffer, autoklaviert E;i/AHCI (pH 8,0) 1?:“]/"\/'
Saturiertes NaCl, 6M, autoklaviert ::ljlchla o Z’Osngﬂ

4.1.5.2 Puffer, Losungen, Enzyme und Reagenzien

Tabelle 5: Auflistung sonstiger Puffer, Losungen, Enzyme und Reagenzien

Reagenz Hersteller Bezeichnung

Aflil Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland Aflil

Agarose Sigma—Aldrich, Taufkirchen, Deutschland Agarose for routine
Xylencyanol 0,05%

Blaumarker Bromphenolblau 0,05%
Saccharose 40%

DNTPs Peqlab, Erlangen, Deutschland 100mM

Ethanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 99,8% unvergellt

GelRed Biotium, K&In, Deutschland GelRed

Haell Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland Haell

Isopropanol VWR, Darmstadt, Deutschland 99,8% AnalaR NORMAPUR

Marker Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland pUC19 DNA/Mspl (Hpall)

MgCI2 Qiagen, Hilden, Deutschland 25mM

MoSieve-Agarose

Peqlab, Erlangen, Deutschland

MoSieve-Agarose MS-500

Natriumhypochloritlosung

Roth, Karlsruhe, Deutschland

12% Cl

PCR Puffer Qiagen, Hilden, Deutschland 10x incl. 15mM MgClI2
PicoGreen Invitrogen Molecular Probes, Paisley, UK Quant-iT™ PicoGreen ®
Premix J Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland MasterAmp 2X PCR PreMix J

Proteinkinase K

Qiagen, Hilden, Deutschland

Proteinkinase-K-solution

Reinigungslésung Roboter

LVL, Crailsheim, Deutschland

Setup Clean 500ml

SDS Roth, Karlsruhe, Deutschland SDS 20%
Taq Qiagen, Hilden, Deutschland Hot Star Taq
TE-Puffer AppliChem, Darmstadt, Deutschland Tris-EDTA-Puffer

TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

TBE-Rotiphorese® 10x
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4.1.5.3 Reaktionskits

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Reaktionskits

Anwendung

Hersteller

Bezeichnung

Genomweite Amplifikation

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Genomiphi V2 DNA Amplification Kit

Genotypisierung

Sequenom, Hamburg, Deutschland

iPlex Gold

550K BeadChip

Genotypisierung 610K quad BeadChip

Illumina, San Diego, CA, USA

ELISA INNOTEST® B-AMYLOID(1-42)

AR Tl ELISA INNOTEST® PHOSPHO-TAU(181P)

Innogenetics, Zwijndrecht, Belgien

4.1.5.4 Software, Datenbanken

Tabelle 7: Verwendete Software und Datenbanken

Art Name Internetadresse

Software Microsoft Excel 2003 / 2007

Software Microsoft Word 2003

Software Microsoft PowerPoint 2003

Software Sequenom Typer 3.4

Software Sequenom Assay Designer 3.1

Software Illumina BeadStudio

Software ActivePerl 5.10.0

Software EditPlus3

Software SPSS 16.0
http://www.broadinstitute.org/scientific-

Software Haploview 4.2 community/science/programs/medical-and-population-
genetics/haploview/haploview

Software r-Gui http://www.r-project.org/

Software Mendeley Version 1.1.2 http://www.mendeley.com/

Software PLINK http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/

Software (Online)

Sequenom "rs Sequence Retiever"

https://www.mysequenom.com/Tools

Software (Online)

Sequenom "ProxSNP"

https://www.mysequenom.com/Tools

Software (Online)

Sequenom "PreXTEND"

https://www.mysequenom.com/Tools

Datenbank (Online) snpper http://snpper.chip.org/
Datenbank (Online) 1000 Genome http://www.1000genomes.org/
Datenbank (Online) NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Datenbank (Online) HapMap http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/

Datenbank (Online)

UCSC Genome Browser

http://genome.ucsc.edu/

Datenbank (Online)

Galaxy

http://main.g2.bx.psu.edu/

Software (online)

LocusZoom Version 1.1

http://csg.sph.umich.edu/locuszoom/
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4.2 Methodik

4.2.1 Isolierung und Aufbereitung genomischer DNA

Es wurden 20ml peripheres EDTA-Vollblut mit 30ml RBC (Red-Blood-Cell) -Lysis Lésung
10min bei RT inkubiert und dabei mehrmals invertiert. Dann wurde die Lésung bei 2000
Umdrehungen pro Minute fiir 10min zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend verworfen.
Das Pellet wurde wieder mit 30ml RBC-Lysis Ldsung resuspendiert und fur 10min bei RT
inkubiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wurde das Pellet mit 5ml SE-Puffer
(nach Maniatis), 25ul Proteinase K (10mg/ml) und 250ul SDS (20%) gel6st und tber Nacht
bei RT inkubiert. Am ndchsten Tag wurden 5ml SE-Puffer zugegeben und fir 5-10min bei
55°C im Wasserbad inkubiert. Nachdem 3ml saturiertes NaCl (ca. 6M) zugegeben wurde,
wurde flr mindestens 20s auf hochster Stufe gevortext und bei 25009 fur 10min bei RT
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein mit 10ml Isopropanol gefiilltes Reaktionsrohrchen
(50ml) Uberfiihrt, behutsam geschwenkt bis die DNA ausfallt und fur 10min bei 2000g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 10ml 70 prozentigem p.a.
EtOH mehrmals gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 2000g fur 10min
(RT) wurde der Uberstand vorsichtig verworfen und der restliche Ethanol bei RT verdampfen

gelassen. Das Pellet wurde, je nach Grof3e, mit 200-700ul 1XTE rekonstituiert.

4.2.2 Genomweite Amplifikation (Whole genome amplification)

Bei einem Einsatz von ca. 10ng genomischer DNA konnte man durch diese Methode eine
Ausbeute von 4-7ug erreichen. Die durchschnittliche Produktlange der Amplifikate lag bei ca.
10kb.

Es wurden 9ul Proben-Puffer mit 1pl (10ng/pl) der zu amplifizierenden genomischen DNA
gemischt. Dann wurde bei 95°C fur 3min die DNA denaturiert und auf 4°C abgekiihlt. Zu
jeder Reaktion wurde dann ein Mix aus 9ul Reaktionspuffer und 1pl Enzymmix hinzu
gegeben und fur 2h bei 30°C zur Amplifikation inkubiert wurde. Zum Schluss wurde das
Enzym ,,Phi29 DNA Polymerase” fiir 10min bei 65°C inaktiviert. In Abbildung 1 ist der
schematische Reaktionsablauf dargestellt.
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T D+

Phi29 DNA Random Genomische
Polymerase hexamer DNA
Primer

2
Polymerisation
startet

3
Polymerisation
wird fortgesetzt

1
Primer binden
an Templat

6
Polymerisation an
neuen Stréngen

4
Strand displacement

5
Primer binden
an neu gebildete
DNA

Abbildung 1: Schematischer Ablauf der DNA Amplifizierung mittels ,,GenomiPhiDNA Amplification Kit*

Genomweite Amplifikation durch isothermales Abldsen der Strange. Die DNA wird kurz durch Hitze
denaturiert und dann in dem Probenpuffer, der zufallige Hexamer-Primer beinhaltet die unspezifisch an die
DNA binden, gekihlt. Der Master-Mix der aus DNA-Polymerase, zusatzlichen Zufallshexameren, Nukleotiden,
Salzen und Puffer besteht wird zugegeben und die isothermale Amplifikation kann bei 30°C fir 1,5h ablaufen.
Nach der Amplifikation wird das Enzym, DNA-Polymerase, 10min bei 65°C Hitzeinaktiviert.

4.2.3 Konzentrationsbestimmung und Uberprifung der Reinheit der
iIsolierten DNA

Die Konzentrationen der DNAs wurden photometrisch mittels Infinite® 200 PRO NanoQuant
(Tecan, Méannedorf, Schweiz) bestimmt. Mit Hilfe der NanoQuant Platte war es mdglich
schon bei Volumina von 2ul DNA Konzentrationen von 1ng/pl zu bestimmen. In dem
Mikrotiterplatten Photometer (Tecan, Mé&nnedorf, Schweiz) wurde die Absorption bei 260nm
bestimmt, wobei der gemessene optische Dichte (OD) Wert von 1 einer Konzentration von
50ng/ul doppelstrangiger DNA (dsDNA) entsprach. Um Verunreinigungen von Proteinen

auszuschlielen wurde auch die Absorption bei 280nm gemessen. Bei dieser Wellenlange
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absorbieren Proteine aufgrund der aromatischen Aminosaurereste. Das Verhéltnis der ODyg
zur ODyg zeigte also an wie stark eine DNA-L6sung durch Reste von Proteinen verunreinigt
war. Ein Verhéltnis von 1,8 sprach fur eine reine DNA LOsung wobei eine mit Proteinen
verunreinigte Losung einen deutlich niedrigeren Wert zeigte und fir weitere Analysen

ausgeschlossen wurde.

Da bei der photometrischen Messung Verunreinigungen mit z.B. RNA oder ssDNA (single-
strand-DNA, einzelstrang DNA) nicht detektiert werden konnten, wurden fluoreszenz-basierte
Messungen mittel Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Kit (Invitrogen, Molecular Probes,
Paisley, UK) durchgefihrt. Da der PicoGreen Farbstoff hochselektiv nur an dsDNA bindet,
wurden weder ssSDNA noch RNA gemessen. Hierbei war es moglich dsSDNA Konzentrationen
ab 250pg/ml zu bestimmen. Die Durchfuhrung erfolgte nach Herstellerprotokoll. Aus der
mitgelieferten A-DNA wurde eine Verdinnungsreihe fir die Standardkurve erstellt. Sowohl
die Standards als auch die zu messenden Proben wurden nach Protokoll mit PicoGreen®
Losung gemischt und 5min bei RT dunkel inkubiert. Bei der anschliefenden Messung in
einem Tecan Infinite® 200 PRO mit Fluoreszenz Modul wurden die Proben und die
Standards bei 480nm angeregt und die Emission wurde bei 520nm gemessen. Anhand der
Regressionskurve der A-DNA Standards, konnte die Konzentration der einzelnen Proben

bestimmt werden.

4.2.4 Erhebung klinischer Daten (Endophanotypen)

Serum und EDTA Plasma Proben wurden aus der Vene des Patienten entnommen und die
routinemaBige Blutdiagnostik im Zentrallabor des Klinikums rechts der Isar in Minchen
durchgefuhrt. Es wurden Daten zu Zellanzahl, Vitamin B12, Folsdure, Schilddriisenhormon
sowie Fettparameter erhoben (Bucolo & David, 1973; Warnick, Benderson, & Albers, 1982;
Wiebe & Bernert, 1984).

CSF (5-8 ml) wurde durch Lumbalpunktion entnommen und in sterilen Polypropylenréhrchen
aufgefangen. Die Réhrchen wurden verschlossen und vorsichtig gemixt um Gradienteneffekte
zu verhindern. Das native CSF wurde fir 10min bei 4000 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert und bis zur weiteren Prozessierung bei -80°C gelagert. Zur Bestimmung der
ABs- und Tau-Proteinkonzentrationen wurde ein ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) in Doppelbestimmungen durchgefihrt (Innogenetics, Zwijndrecht, Belgien). Die
Durchfiihrung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll.
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Die neuropsychologische Test-Batterie (CERAD-NP) wurde an der Psychiatrischen Klinik
des Klinikums rechts der Isar der TU-Minchen durchgefuhrt. Die standardisierten Tests

wurden bereits anderweitig beschrieben (Morris et al. 1989; Mirra et al. 1991).

4.2.5 Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction [PCRY]) ist ein In-vitro-Verfahren
zur enzymatischen Amplifikation von DNA-Abschnitten, die von zwei bekannten DNA-
Sequenzen flankiert werden (Mullis & Faloona, 1987). Es handelt sich bei der PCR um einen
zyklischen Vorgang, bei dem der vorliegende DNA-Abschnitt (template) exponentiell

vermehrt wird. Es sind Amplifikationen um den Faktor 10° bis 10" méglich.

Die PCR besteht aus mehreren Zyklen mit den folgenden drei Schritten:
1. Denaturierung
2. Annealing

3. Elongation

Im ersten Schritt wurde der zu amplifizierende doppelstrangige DNA-Abschnitt durch Hitze-
Denaturierung in ssDNA (berfihrt. Die DNA Einzelstrange dienten als Matrize fir die
Synthese neuer, komplementarer DNA-Strange. Die als Startermolekille verwendeten
synthetischen Oligonukleotide (Primer) lagern sich im zweiten Schritt an die ssSDNA an.
Primer sind kurze DNA-Fragmente, die den zu vervielfaltigenden DNA-Abschnitt flankieren.
Die Elongation der Primer erfolgte durch eine thermostabile DNA-Polymerase. Die
Polymerase verlangert Oligonukleotide, die einem DNA-Abschnitt angelagert sind, durch den
Anbau von zu der vorliegenden DNA-Matrize komplementéren Nukleotiden. Die Synthese
erfolgte immer in 5° — 3"-Richtung, ausgehend von den 3'-OH-Enden des Primernukleotids.

Als Bausteine dienten hier die vier Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs).

Jeder Durchlauf fuhrte zu einer exponentiellen Vermehrung der PCR-Produkte, da sowohl die
original DNA-Matrize, als auch die bereits synthetisierten Kopien, amplifiziert wurden. Der
beschriebene Synthesezyklus wird gewohnlich 30-40mal wiederholt, wodurch eine
Anreicherung der, von den synthetischen Oligonukleotiden flankierten, Matrizen-DNA auf
etwa 10° bis 10’ DNA-Molekiile erméglicht wird. Neben den oben beschrieben Komponenten
beinhaltet ein PCR-Ansatz noch MgCl, und PCR-Puffer.
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4.2.6 Agarosegelelektrophorese der PCR-Produkte

Das Prinzip der Agarosegelelektrophorese beruht auf der Bewegung geladener Molekiile
innerhalb eines elektrischen Feldes. Hauptladungstrager von Nukleinsduren sind die negativ
geladenen Phosphatgruppen; Molekulargewicht und Gesamtladung sind somit proportional
zueinander. Die Agarose bildet nach der Polymerisierung eine netzwerkartige Struktur aus und
wirkt und somit wie ein molekulares Sieb. Die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-
Molekile im Agarosegel ist abhéngig von dem Molekulargewicht der DNA-Fragmente, von
der anliegenden Spannung und von der Agarosekonzentration. Wéhrend zwischen anliegender
Spannung und der Wanderungsgeschwindigkeit ein proportionaler Zusammenhang besteht, ist
dieser fir das Molekulargewicht und die Agarosekonzentration umgekehrt proportional. Zur
Herstellung eines 3% Agarosegels wurden 2.4g Agarose mit 80ml 1XTBE gemischt und bis zur
vollstdndigen Losung der Agarose gekocht. Unter stdndigem Ruhren kuhlte die Losung auf ca.
50°C ab. Dann wurde die Agarose/TBE Losung in den Geltrager blasenfrei gegossen und mit
K&mmen versehen, um die Taschen flr die Proben zu erzeugen. Bevor es in eine mit 1XTBE
Puffer geflllte Elektrophoresekammer berfiihrt wurde, wurden die Kdmme entfernt. Das Gel

sollte nun vollstandig mit Puffer bedeckt sein.

Je 1ul des PCR-Produktes wurden mit 3ul Ladepuffer und 1pl einer 1:100 Verdunnung
GelRed (Biotium, Koéln, Deutschland) vermischt und in die Gelkammern eingefullt. Zusétzlich
wurde eine Kammer mit einer Mischung aus 6ul Langenstandard und 6ul 1:100 GelRed
befullt. Die anliegende Spannung betrugt 110V fir etwa 30 Minuten, dann wird das Gel auf
einen UV-Transilluminator (BioView, Biostep®, Billerica, MA, USA) gelegt, wodurch das
GelRed, das an die DNA Fragmente gebunden hat, fluoresziert. Das Ergebnis der
Gelelektrophorese wurde mit einer handelsublichen digitalen Kamera dokumentiert. Das 3%
Agarosegel eignet sich besonders zur Auftrennung kleiner DNA-Fragmente im Bereich von
100bp. Im Rahmen der weiter unten dargestellten Multiplex-PCR wurden mehrere DNA-
Fragmente im Bereich von 80 bis 120bp amplifiziert. Daher war eine genaue
GrolRenbestimmung und Unterscheidung der Fragmentlangen nicht moglich. Die
Agarosegelelektrophorese diente in dieser Studie lediglich einer prinzipiellen Erfolgskontrolle

der PCR, ohne Auskunft Gber einzelne Fragmente zu geben.
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4.2.7 Genotypisierung

4.2.7.1 ApolipoproteinE

Wegen der besonderen Rolle des Apolipoprotein E als Risikolocus wurde standardmaRig bei
allen DNA Proben der APOE-Haplotyp bestimmt. Zuerst wurde durch eine Standard-PCR ein
218bp langes Fragment amplifiziert (Tabelle 8), das PCR Protokoll ist in Tabelle 9 dargestellt.
Fir die anschlielende Restriktion der PCR Produkte wurden 2,5 bzw. 5 units der
Restriktionsenzyme AflI1l bzw. Haell eingesetzt und flr 24h bei 37°C inkubiert. Die Produkte
der Restriktion wurden dann in einem 4% MoSieve™-Agarose MS-500 (Peqglab, Erlangen,

Deutschland) aufgetrennt.

Tabelle 8: Reagenzien der PCR zur APOE-Genotypisierung

Reagenz c (Final) in 25 pl Volumen [pl]
Wasser 18,2MQ 10
Premix J (Biozym) 12.5
Primer forward 5-GCC CCG GCC TGG TAC ACT GCC A-3" 0.5pmol 0.5
Primer reverse 5'-TCC AAG GAG CTG CAG GCG GCG CA-3’ 0.5pmol 0.5
Enzym-Mix 1.25U 0.5

DNA 100ng 1
Gesamt 25

Tabelle 9: Thermocycler Programm zur Amplifizierung

Zur Amplifizierung eines 218bp langen Fragments, welches die SNPs zur Charakterisierung des APOE Haplotyp
enthélt.

94°C flr 5min

94°C fiir 30s

T(55°C) fiir 30s 35 Zyklen

75°C fur 30s

72°C fur 7min

4°C oo

Die hdufigste Form ist der €3 Haplotyp, der weder protektiv noch Risiko steigernd wirkt.
Hierbei kodiert das Triplet TGC fiir die Aminosaure Cys**? und das Triplet CGC firr Arg™®®. In
dem &2 Haplotyp ist das erste C des CGC Tripletts durch ein T ersetzt. Dieses TGC Triplet
kodiert dann anstelle der Aminosaure Arg an Position 158 fiir die Aminosaure Cys*®®. Der &4
Haplotyp zeigt anstatt des T (in dem TGC Triplet das fiir Cys™? kodiert) ein C, das Triplet
besteht also aus CGC und kodiert anstelle von Cys'*? die Aminosaure Arg''2. Die drei APOE
Allele kénnen demnach sechs Haplotypen haben, drei homozygote e4/e4, €3/e3 und €2/€2,

sowie die drei heterozygoten Mdglichkeiten €3/e4, €2/€3 und e2/e4. Durch Verdau eines 218bp
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langen amplifizierten Fragments mit Hilfe der Restriktionsenzyme Afllll und Haell entstehen
je nach APOE Haplotyp unterschiedliche Fragmente (Abbildung 2), die gelelektrophoretisch
aufgetrennt und bestimmt werden kénnen (Abbildung 2).

AfllII Haell
£3 A|CGTGT AGCGC|C
C 8112 AI’ 158
Aflll] < 50— > < 168 S .
Haell< 195 > 23>
il —
£2 A|CGTGT AGTGCC
Cys'l'lQ Cys158
Afl11] < 50 > < 168 >
Haell 218 >
— Haell
&4 ACGTGC AGCGC|C
Arg'l'lQ Arg158
Haell« 195 > o223
Aflll] - 218 >

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M

Abbildung 2: Schematische Darstellung und Gelelektrophorese der APOE Genotypisierung

APOE Genotypisierung durch Restriktion eines 218-bp langen amplifizierten Fragmentes mit Afllll und
Haell. In den Boxen sind die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme dargestellt. Die vertikalen
Linien zeigen die genaue Position des Schnittes und die dick gedruckten Basen Abkirzungen (T,C)
zeigen ob fur die AS Cys oder Arg kodiert wird. Die GroRe der jeweiligen Fragmente ist zwischen den
Pfeilen angegeben. Durch waagerechte Balken sind die fehlenden Restriktions-Erkennungssequenzen
markiert. Die gelelektrophoresiche Trennung aller Fragmente in einem 4 prozentigen MoSieve Gel ist im
unteren Bereich gezeigt. Lauflinie 1 zeigt das amplifizierte und ungeschnittene 218bp Fragment. Die
Lauflinien 2-13 zeigen die Haplotypen €2/e2, €3/e3, e4/ed, €3/e2, €4/€3 und e4/¢2. Wobei in den geraden
Lauflinien immer mit Afllll und in den ungeraden, auller 1, immer mit Haell geschnitten wurde. Der
Marker M ist pUC19 DNA mit Hpall geschnitten.
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4.2.7.2 lllumina Genotypisierung

Fur die ,,Initiale GWAS* (Kapitel 5.1) wurde der Sentrix HumanHap550 Genotypisierungs-
BeadChip der Firma Illumina verwendet, wohingegen fiir die ,,Erweiterte GWAS* (Kapitel
5.3) der 610QuadV3 BeadChip benutzt wurde. Die beiden BeadChip-Varianten unterscheiden
sich in der Anzahl der SNPs die untersucht werden kdnnen. Bei dem HumanHap550 kénnen
tber 550 000 SNPs bestimmt werden, bei dem 610QuadV3 sind es ber 610 000 SNPs. Die
beiden Chiptypen basieren auf der sogenannten ,,Infinium* Technik von Illumina und werden
daher technisch gleich bearbeitet. Im Folgenden wird die Prozessierung dieser Chips

beschrieben.

Zu Beginn des Infinium Assays (Illumina, San Diego, CA, USA) wurden die DNA Proben zur
Vorbereitung der Amplifikation hitzedenaturiert um die beiden komplementaren Strdnge von
einander zu trennen (Abbildung 3A). Die denaturierte DNA wurde Uber Nacht isotherm
amplifiziert, wodurch eine groRe Menge genomweit amplifizierte DNA entstand (Abbildung
3B). Die amplifizierten Produkte wurden durch kontrollierte enzymatische Prozesse
fragmentiert (Abbildung 3C). Durch sogenannte ,end-point“ Fragmentierung wurde
verhindert, dass die Fragmente zu klein wurden. Nach einer Isopropanol Prazipitation wurde
die DNA bei 4°C zentrifugiert (Abbildung 3D) und in Hybridisierungspuffer resuspendiert
(Abbildung 3E). Die Proben wurden dann auf die BeadChips geladen und iber Nacht in einem
Hybridisierungsofen inkubiert. Die amplifizierten und fragmentierten DNA Proben binden an
Locus-spezifische 50mere (kovalent gebunden an einen von tber 500 000 Bead Typen)
wahrend der Hybridisierung. Ein Bead Typ entspricht einem Allel pro SNP-Locus (Abbildung
3F). In einem Waschschritt wurden unhybridisierte DNA Fragmente entfernt (Abbildung 3G).
Es folgte eine Einzelbasen-Verlangerung der auf dem BeadChip gebundenen Oligonukleotide
bei der die gebundene DNA als Vorlage zur komplementdren Basenpaarung diente. Mit Cy3
und Cyb markierte dNTPs wurden zur Kettenverlangerung eingebaut (Abbildung 3H). Der
Scanner nahm dann ein Bild von dem BeadChip in sehr hoher Auflésung auf, auf dem die
unterschiedlichen Emittierungen der beiden Cyanine detektiert wurden. Cy3 wird bei 550nm
angeregt und emittiert bei 570nm, wohingegen Cy5 bei 649nm angeregt wird und bei 670nm
emittiert (Abbildung 3I).

Die weiter Verarbeitung der Rohdaten sowie die Qualitatskontrolle wird in dem Kapitel
Statistik (4.2.8) néher erldutert.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Illumina Infinium Assays

(A) Denaturierung der genomischen DNA, (B) Inkubation der DNA zum Amplifizieren, (C) Fragmentierung der
DNA, (D) Prézipitation, (E) Resuspension, (F) Hybridisierung an BeadChip, (G) Waschen des BeadChips, (H)
Kettenverldngerung mit fluorochromrmarkierten dNTPs, (I) Scannen der BeadChips (Abbildung nach Illumina,
verandert)
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4.2.7.3 Sequenom Genotypisierung

10-mer Tag

N\ Vorwérts PCR Primer
[CIG]

.........

Amplifikation |

[GIC]

Rickwarts PCR Primer \\

10-mer Tag

[CIG]

PCR-Produkt

[GIC]

Nur der rote Strang wird weiter
prozessiert

}

SAP Behandlung

SAP Behandlung zur neutralisierung
uneingebauter dNTPs

}

Primer
e C

Verlangerung an SNP Position
Allel 1

iPLEX Reaktion] e »

Primer Verlangerung an SNP Position

iIPLEX Mix enthalt Primer, Enzym,
Puffer und massenmodifizierte
Nukleotide

}

Proben Vorbereitung
Dispensierung auf Chip
MALDI-TOF-MS

MALDI-TOF-MS Analyse

Spektrum

g
K

Intensitat
& 8 8
Toaed

I B

I T T T YT T T T T T NI B T

L

5000

5500 6000 6500
Masse

24 Plex Spektrum

7000 7500 8000 8500

Abbildung 4: Schematischer Ablauf der iPlex Reaktion

Die iPlex Reaktion startet mit einer Standard PCR zur Amplifikation des gewiinschten DNA-Fragments
durch geeignete Vorwérts und Rlckwarts-Primer. Der PCR Ansatz wird mit dem Enzym SAP
dephosphoryliert, damit ungebundene dNTPs inaktiviert werden. Es schlief3t sich die Extensionsreaktion
(Primerverldngerung) an, bei der spezielle Primer, die exakt eine Base neben dem SNP binden, verwendet
werden. Es folgt eine Kettenverlangerung um eine Base und anschlieBende Abbruchreaktion nach Sanger.
Die Probe kann nun, nach weiteren Reinigungsschritten, durch ein MALDI-TOF-MS analysiert werden

(Quelle: Sequenom, verandert)
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Besonders wichtig fur die Hochdurchsatzgenotypisierung ist die Qualitat der genomischen
DNA. Diese wurde hinsichtlich Menge und Degradation Uberprift (4.2.3), sowie einer
Standard-PCR-Reaktion unterzogen. Die genauen Mischungsverhéltnisse der einzelnen
Reagenzien der PCR-Reaktion sind in Tabelle 10 dargestellt. Das Thermocycler Programm der
PCR-Reaktion mit 45 Zyklen wird in Tabelle 11 gezeigt.

Tabelle 10: Reagenzien der Standard PCR-Reaktion fur den iPlex Assay

Reagenz ¢ (Final) in 5 pl Volumen [pl]
Wasser 2,575
Puffer (10x) (15mM MgCl) 1,25* (1,25mM MgCl) 0,625
MgCl (25mM) 2,25mM 0,450
dNTP (10mM) 500uM 0,250
Primer mix (je 500nM) Je 100nM 1,000
HotStarTaq (5U/ul) 0,5 U/Reaktion 0,100
DNA liegt vor: ~20ng (Eingetrocknet) 0,000
Gesamt 5,000

Tabelle 11: Thermocycler Protokoll der PCR-Reaktion

94°C fiir 15 min

94°C fur 20 s

T(56°C) fur 30 s 45 Zyklen

72°C fur 1 min

72°C fur 3 min

12°Ceo

Eine weitere Qualitdtsmanahme war die Integration von je einem Prozent Negativ- und
Positiv-Kontrollen. Im Durchschnitt wurden 5% der Proben doppelt genotypisiert und dadurch

die Konsistenz des Assays untersucht.

Die zwei Roboter wurden flr die Verdinnung und Normalisierung der DNA (gleichmélige
Einstellung der DNA Konzentrationen), die Verteilung der genomischen DNA von den 96
,well“ DNA Lagerplatten auf 384 ,,well PCR-Platten sowie zur Verteilung der PCR-Mixe auf
luftgetrocknete DNA (ca. 20ng) verwendet. Die PCR wurde in GeneAmp PCR System der
Firma Applied Biosystems (San Diego, CA, USA) durchgefuhrt. Standardmé&lRig wurden vier
Proben einer 384er Platte auf einem 3%igen Agarosegel Gberprift, davon waren zwei Proben

Negativkontrollen und zwei Proben Positivkontrollen.

Nach der PCR-Reaktion werden nicht eingebaute Nukleotide der Reaktion mit dem Enzym
SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) dephosphoryliert um den spéteren Einbau dieser

Nukelotide in der Extensionreaktion zu verhindern. Tabelle 12 zeigt beispielhaft den
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Reaktionsansatz, der anschliefend zu den zuvor amplifizierten PCR-Produkten zugegeben und
fir 30min bei 37°C im Thermocycler inkubiert wurde. Dann wurde das SAP Enzym bei 85°C

fur weitere 5min hitzeinaktiviert.

Tabelle 12: Reagenzien und deren Anteile in der SAP Reaktion

Reagenz Volumen 1 rxn [pl]
Wasser 1,53

SAP Puffer 0,17

SAP Enzym 0,3

Gesamt 2

Danach wurde eine Primer-Extensionsreaktion angeschlossen. Hierzu wurde ein weiterer
Primer (Extensionsprimer) so ,,designed*, dass er unmittelbar vor dem zu untersuchenden SNP
an das PCR-Produkt bindet. Die Reaktion selbst wurde mit vier Didesoxynukleotiden (kdnnen
nach deren Einbau von dem Enzym ,,iPlex-Enzym* nicht verldngert werden, klassische
Abbruchreaktion nach Sanger) durchgefuhrt. Durch die Wahl des beschriebenen
Reaktionsmixes konnte jeder Extensionsprimer um genau eine Base verlédngert werden, die
komplementdr zu der Base des zu untersuchenden SNP war. Es entstanden somit
allelspezifisch unterschiedliche DNA Fragmente. Tabelle 13 gibt das Mischungsverhéltnis der
iPlex Extensionreaktion an und in Tabelle 14 ist das Thermocycler Programm der

Extensionreaktion gezeigt.

Tabelle 13: Reagenzien der Extensionreaktion

Reagenz Volumen / Reaktion [pl]
Wasser 0,755

iPlex Puffer 0,2

iPlex Term mix 0,2

Primer mix 0,804

Enzym 0,041

Gesamt 2

Tabelle 14: Thermocycler Protokoll der Extensionreaktion

94° Cfir30s

94° Cflr5s

T(52°C) fir5 s

5 Zyklen 40 Zyklen

80° Cfur5s

72° C flir 3 min

12°Coeo
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Das Pipettieren der SAP- und der Primerextension -Reaktion wurde mittels Roboter der Firma
Matrix im Post-PCR Bereich durchgefihrt und die Reaktion in PCR-Maschinen durchgefuhrt.
Zur anschlieBenden Probenaufbereitung wurde ein lonenaustauscherharz (Clean Resin™,
Sequenom, Hamburg, D) zugegeben, um stérende Kationen zu entfernen. Da Nukleinsauren
eine hohe Affinitdt zu Alkali- und Erdalkaliionen zeigen. Ohne diese Reinigung wirden
zusétzliche Signale auftreten, die den eigentlichen Molekul-ionsignalen nachgelagert waren.
Dies wirde die anschlieRende MALDI-TOF-MS-Messung (Matrix-Assisted-Laser-
Desorption/lonization-Time-Of-Flight-Mass-Spectrometry) empfindlich stéren. Dann wurde
die Reaktionslésung mit 16pl ddH,O, welchen einen Widerstand von mindestens 18,2MQ

hatte, verdinnt.

SchlieBlich wurden 15-25nl des Analytengemisches mit Hilfe des MassARRAY™
Nanodispenser der Firma. Sequenom/RoboDesign (San Diego,CA,USA) auf Siliziumchips

transferiert.

Die Siliziumchips waren auf 384 Positionen mit einer Matrix (3-Hydroxypicolinséure, 3-HPA)
beschichtet. Diese war fir die nachfolgende Analyse in der MALDI-TOF-MS zwingend
erforderlich. Auf jeder Position kdénnte die DNA einer Person analysiert werden. Ein
Siliziumchip kann bei einem 36-fachen Plex fur nahezu 14000 Genotypen, bei 384 zu

analysierenden DNA Proben, verwendet werden.

Zusétzlich zu den 384 Proben wurden Kalibranten aufgetragen, die aus einer Mischung von
Oligonukleotiden bekannter Masse bestanden und zur Kalibrierung des Analysesystems
dienen. Nach dem Beladen der Chips mit den Analyten wurden bis zu zehn Chips auf einen
Probentrédger (bertragen und durch eine Vakuumschleuse in das Massenspektrometer
eingefihrt. Die zu untersuchende Probe wurde bei der matrixunterstiitzten Laser
Desorption/lonisation (MALDI Technik) mit einem 100-1000 fachen Uberschuss an 3-HPA
Matrix  versetzt, dadurch kokristallisiert und schlielich im Hochvakuum des
Massenspektrometers einem intensiven Laserpuls von wenigen Nanosekunden Dauer
ausgesetzt (Abbildung 5). Aufgabe der Matrix war es, die zugefihrte Laserenergie zu
absorbieren und damit die lonisierung der Analytmolekile zu unterstiitzen. AulRerdem soll die
Matrix eine photolytische Beschadigung der Analyten verhindern, sowie einer Interaktion der

Probenmolekiile untereinander entgegenwirken.

Wahrend des Vorgangs der Desorption/lonisation werden hauptséchlich einfach geladene
Molekilionen erzeugt, die in die Gasphase Ubertreten. Diese lonen werden dann in einem
elektrischen Feld auf das gleiche Potential beschleunigt (Abbildung 5) und erreichen, nach

Verlassen der lonenquelle, eine feldfreie Driftstrecke, das sogenannte Flugrohr, in dem sie
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abhangig vom Masse-/Ladungsverhéltnis (m/z) aufgetrennt werden. lonen mit hohen m/z-
Werten wandern langsam durch das Flugrohr und treffen somit spater am Detektor auf, als
lonen mit niedrigen m/z-Werten. Dieses Flugzeit-Massen-Spektrometer, das eine sehr genaue
elektronische Messung der Zeit zwischen dem Start der lonen in der Quelle bis zum Eintreffen

im Detektor durchftihren kann, nennt man Time of Flight (TOF)-Analysator.

Die, in der Extensionsreaktion erzeugten, DNA Fragmente kénnen ihrer Flugzeit entsprechend
der Grof3e nach unterschieden und von einer Software (Typer3.4, Sequenom, San Diego, CA,
USA) einem individuellen Genotyp zugeordnet werden. Bei einem G/C SNP konnen folgende
drei Genotypen auftreten: GG, GC und CC. Aufgrund der Weiterentwicklung der MALDI-
TOF-MS ist es moglich, DNA-Fragmente einer GroRenordnung von 1-9 kDa, d.h. ca. 3-30
Basen zu bestimmen, womit sich ein Massenbereich erschlieft, in dem eine SNP-Analyse
mittels Primer-Extensionsprodukten durchgefuhrt werden kann. Da die SNP-Analysen im
Multiplex ablaufen (bis zu 40 PCR- und Extensions-Reaktionen in einem Gefal), ist diese

Technologie flr einen hohen Durchsatz geeignet.

-35-



Material und Methodik

zum Massenanalysator

Lasenmpuls
(3-4 ns) .
(ot}
(18
u
[
=
[
k]
=
S
g
i
9
" z
58 O18,0.8,6,0,8,0.5,88 4-"'anﬁoﬁbé‘-u-ruﬁﬁ':tgfg*f:‘f:%
i i i : g : = ;
Matrixkristall mil — SO 4o u ool aln e e ':’3*:*2‘3*:‘:’:*:‘:":-“:*a:w:a‘;utnt.
ieklilen o tetgt e slo i H MR B e ot et e S S S,
Fretmes SRS S b R e
A T g Pt atataelas
e o DN IR KKttty B el
e o e S N D IR IR M
st s ele el e s S S SIS
7 Soboutylh B 0 e G o, e o e S
ot oL HICICIL I, s s S 090
A LA OO TR IIIOODNL XX LKL
bR B et N e 0 8 [ e B BT
B e 0 0 aluln0 el e
A e e, DI I N M N o ol e wtetatels
B a0 0 0 1 00 0 806,86, 6,95
O I X NNk bt S
It 000 0 8.0 B SRRy
e e DA 0,0 B 50
e e sl s M
s 9-::2 "+"¢"o":':':’+'+"+‘ s ias
'gess

)
D+
)

Abbildung 5: MALDI-TOF Messung

Durch einen Laserimpuls von ca. 3-4 ns werden Matrixkristalle mit Analytmolekilen angeregt
und durch ein elektrisches Feld, das sich in einem Hochvakuum befindet zu dem Detektor

geleitet. Der Detektor misst das Masse zu Ladung Verhaltnis der angeregten lonen (Quelle:
Sequenom, San Diego, CA, USA)

Die moglichen Spektren der Detektion des Massenspektrometers sind beispielhaft in
Abbildung 6 A-D gezeigt. Die Peaks des Primer und der Extentionsprodukte haben genau
bekannte Massen, in Abbildung 6A ist nur der detektierte Primerpeak des Markers rs9374640
dargestellt. Bei gebildeten Produkten werden weitere Peaks detektiert. Abbildung 6B zeigt die
Detektion eines heterozygoten SNP fir diesen Marker und in Abbildung 6C-D sind Genotypen

fir den Marker rs9374640 gezeigt, die homozygot fur das Allel A, bzw. homozygot fur das
Allel G sind.
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Abbildung 6 A-D: Darstellung der moglichen MALDI-TOF-MS Spektren
A) Durch UEP9374640 (unextended primer) gekennzeichnet,

erkennt man den unverldngerten

Extensionsprimer, der in diesem Fall kein Produkt ergibt, da eine negative Kontrolle ohne DNA analysiert
wurde. In B) ist der Extensionsprimer vollstandig in die Produkte verl&dngert worden und daher konnte sowohl
das A als auch das G Allel detektiert werden. Daher liegt dieser SNP bei der Untersuchten Person als

heterozygot vor. C) bzw. D) zeigen den homozygoten Fall fiir G/G bzw. A/A.

4.2.8 Statistik
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4.2.8.1 Statistische Begriffe

4.2.8.1.1 Odds Ratio (OR)

Da Fall/Kontroll Studien in der genetischen Epidemiologie nicht mehr die Anteile aus der
Grundgesamtheit vollstdndig représentieren, kénnen die relativen Risiken in diesem Design
nicht direkt geschatzt werden. Daher wird das odds ratio (OR) betrachtet. Odds sind definiert
als Wahrscheinlichkeit fir Ergebnis X geteilt durch die Wahrscheinlichkeit fir das
Nichtauftreten von X. Das OR vergleicht die Quote des Expositionsfaktors unter den
Erkrankten mit der unter den nicht Erkrankten (Bickeboller & Fischer, 2007).

Tabelle 15: Allgemeine Berechnung des Odds Ratios

Anzahl Individuen | mit Risikofaktor | ohne Risikofaktor

erkrankt a b
nicht erkrankt c d
alc
OR=—
b/d

Um das OR beurteilen zu kénnen, wurde das zugehdrige Konfidenzintervall (CI) angegeben.
Das ClI ist der Wertebereich, der mit einer vorgegebenen Vertrauenswahrscheinlichkeit (1 - o)
die wahre OR enthélt. Enthélt das CI den Wert 1, ist das Ergebnis nicht signifikant. Da wie

ublich eine Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 5% gewéhlt wurde, werden 95% CI angegeben.

4.2.8.1.2 Bonferroni Korrektur

Multiples Testen liegt dann vor, wenn in einer Stichprobe mehrere Hypothesen getestet
werden. Der Fehler 1. Art ist zwischen einem einzelnen Test und dem, der gesamten Studie,
zu unterscheiden. Die Wahrscheinlichkeit, dass man mindestens einen Test als
falschlicherweise signifikant findet, steigt mit der Anzahl der durchgefiihrten Tests. Die
Bonferroni Korrektur ist eine Moglichkeit um das Ansteigen dieses multiplen Fehlers zu
kontrollieren und besteht darin, fir k Tests, jeweils das Signifikanzniveau a/k zu wahlen. Dies
sollte nur angewendet werden, wenn die Tests voneinander abhédngig sind, ansonsten verliert
man statistische Power (Westfall & Young, 1993). Im Falle des 550k Illumina BeadChips, der
ca. 550 000 SNPs untersucht, wirde das Signifikanzniveau von 0=0,05 auf ein Niveau fiir
genomweite Signifikanz von 0,05/550 000 = 9,09*10°® sinken.
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4.2.8.1.3 Hardy Weinberg

Es kann eine einfache Beziehung zwischen der Haufigkeit eines Gens und der eines Genotyps
geben. Wirde man eine beliebige Person aus der Bevolkerung herausgreifen, reprasentiert
diese Person einen willkirlichen Genotyp aus einem Genpool. Die Wahrscheinlichkeit fir den
Genotyp A;A; betragt p® fir A;A, ist sie 2pq und filr A,A; ist die Wahrscheinlichkeit g
(Tabelle 16)

Tabelle 16: Genotypverteilungen

Genotyphdufigkeiten im Gleichgewicht fur die Allelhdufigkeiten p (A1) und g (A2) nach Hardy-Weinberg. Fir
einen autosomalen und einen X-Chromosomalen Locus

autosomaler Locus X-Chromosomaler Locus
Manner Frauen
Genotyp A ALA, AsA, A A, AA; AsA, AsA,
Haufigkeit p’ 2pq q’ p q p’ 2pq q’

Diese Berechnungen gelten nur, wenn folgende Bedingungen erfllt sind:
- Diploide Individuen
- Sexuelle Fortpflanzung
- Nicht Uberlappende Generationen
- Zufallige Paarung (Panmixie)
- Nahezu unendliche PopulationsgroRe
- Keine Migration, Mutation und Selektion

Es sollte Panmixie und in keinem Fall z.B. Inzucht vorliegen, denn bei Kindern mit
blutsverwandten Eltern ist die Wahrscheinlichkeit, dass sie bei einigen Allelen homozygot sind
stark erhoht. Dementsprechend ist die Wahrscheinlichkeit fur heterozygote Allele seltener.
Daher findet man auch seltene rezessive Krankheiten, vermehrt bei Kindern blutsverwandter
Eltern.

In weiteren Fortpflanzungsrunden, nach obiger Tabelle, mit zufélligen Paarungen, andern sich

diese Genotypfrequenzen nicht mehr (Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, HWE).

Der Anteil der Heterozygoten ist am hochsten, wenn die Allelfrequenzen bei 0,5 liegen:
f(A1A1) = 0,52 = 0,25

f(A1A2) =2 x 0,5 0,5 = 0,50
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f(A2Az) = 0,5° = 0,25
Sind A; und A; die einzigen Allele an diesem Locus, so gilt fir deren Haufigkeiten p + q = 1.

Abweichungen vom HWE in beobachteten Genotyp-Haufigkeiten innerhalb einer Gruppe von
Probanden, koénnen entweder durch Genotypisierungsfehler, unerwartete Verwandtschafts-
beziehungen, aufgrund einer unerkannten Vermischung genetisch divergenter Sub-
Populationen, oder durch Assoziation eines Genotyps mit dem untersuchten Phanotyp zu
Stande kommen.

Beobachtete, und nach dem HWE erwartete Genotyp-Haufigkeiten kénnen, mit Hilfe eines y2-

Tests, miteinander verglichen werden, um eventuelle Abweichungen festzustellen.

4.2.8.1.4 Kopplungsungleichgewicht

Ein Kopplungsungleichgewicht (LD = linkage disequilibrium) beschreibt die Verknipfung
eines bestimmten Marker-Allels mit einem anderen Marker oder einer Krankheit in einer
Population. LD liegt dann vor, wenn in der betrachteten Population bestimmte Allele dieser
Marker h&ufiger auf einem Chromosom gemeinsam zu finden sind, als dies, unter der
Annahme von freier Rekombination (Kopplungsgleichgewicht), zu vermuten wadre.
Rekombination trennt nur selten zwei Loci, die auf einem Chromosom dicht nebeneinander
liegen. Allel-Gruppen, die in einem sehr kurzen Abschnitt eines Chromosoms liegen, werden
daher gewohnlich gemeinsam (ber viele Generationen hinweg weitergegeben. Einen solchen
Block von Allelen bezeichnet man als Haplotyp. Das Mal |D'| (Deprime) gibt an, ob eine
beobachtete Anzahl an Haplotypen allein auf eine aufeinander folgende Entstehung von
Polymorphismen durch Mutationen zurtickgefihrt werden kann (|D'| = 1), oder ob
Rekombinationsereignisse zur Erklarung zusatzlicher Haplotypen angenommen werden
mussen (|D'| < 1)(Abbildung 7). Der Wert 0 steht dann fir freie Rekombination. Soll hingegen
beurteilt werden, wie sicher, anhand des Auftretens eines bestimmten Allels an einem
Markerort, der Zustand an einem anderen Marker-Locus vorhergesagt werden kann, so ist die
GroRe r? aussagekraftig (Nothnagel 2004). Sind fiir ein biallelisches Marker-Paar nur zwei
Haplotypen zu beobachten, so befinden sich die beiden Loci in einem perfekten
Kopplungsungleichgewicht (r2 = 1).
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Abbildung 7: Schematisches Beispiel von LD zwischen zwei SNPs

(a) Nukleotidsequenz ohne Variation in zwei benachbarten Loci (blau und dunkelgriin). (b) Eine Mutation des
blauen Nukleotids I&sst einen neuen SNP in der Population entstehen. Das LD kann durch die fehlende
Variante im zweiten Nukleotid nicht bestimmt werden. (c) Ein zweiter SNP entsteht, wahrend einer Mutation
auf dem griinen Locus. LD ist demnach zunichst vollstandig ( | D’ | =1, 1< 1). (d) Der vierte Haplotyp (2,2)
entsteht durch eine Rekombination zwischen den Haplotypen (1,2) und (2 1) ( | D’ | <1, r*< 1). Eine Mutation
mit demselben Ergebnis ist extrem unwahrscheinlich. Wiederholte Rekomblnatlon mit geringerem LD
zwischen den SNPs, Mischung und genetischer Drift verstarken es. () Nur zwei von vier komplementére
Haplotypen sind als Folge von genetischem Drift in der Population iibrig ( | D’ | =r2=1).

(Abbildung nach (Nothnagel 2004)).

4.2.8.1.5 Abschatzung von Haplotypfrequenzen

Haplotypen und deren Frequenzen kénnen sehr genau durch direktes Sequenzieren ermittelt
werden. Diese Methode ist momentan aber noch zu zeitaufwendig und vor allem zu
kostenintensiv, wird aber in naher Zukunft die Methode der Wahl sein. Bis dahin werden
Haplotypen und deren Frequenzen durch Genotypisierungsdaten abgeschatzt. Hierzu wird eine

Vier-Felder-Tafel zur Berechnung herangezogen.
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Tabelle 17: Vier-Felder-Tafel zur Abschétzung von Haplotypfregeunzen

1 2 5

1 P11 P12 Pi.

2 P21 P22 P2.

> P p-2 1

Die Ermittlung der D”- sowie der r2-Werte erfolgt nach untenstehender Gleichung.

_ D ‘D>0
mln( pl-p-]_v p'2 p2) DZ
D= =
pl-pZ'p'lp'Z
: D :D<0
min( PPy, P, P5-)

Als Ausgangsdaten, zur Bestimmung des Kopplungsungleichgewichts eines biallelischen
Marker-Paares, sind die Haufigkeiten von Genotypen beider Loci noétig. Diese Haplotyp-
Frequenzen konnen dann zur Berechnung von |D’| und r2 eingesetzt werden. Beide Werte des
Kopplungsungleichgewichts, r? und [D’|, konnen Zahlen zwischen 0 und 1 annehmen, wobei

der Wert O fur freie Rekombination steht.

Hat |D’| einen Wert von 1, so wird von vollstandigem LD, wahrend bei einem r2 Wert von 1,

von einem perfekten LD gesprochen wird (Abbildung 7).

Diese GrofRen sind nitzlich um das paarweise LD zu bestimmen, sie kdnnen allerdings nicht
mehr als zwei Loci betrachten, folglich ist eine Assoziationssimulation zwischen Allelen von
mehr als zwei Loci nicht méglich. D" ist 1 wenn mindestens ein Haplotyp fehlt. Fehlende
Haplotypen sind eher bei seltenen SNP Allelen als bei haufigen SNPs ein Problem. Fur kleine
bis mittlere KohortengréRen kann die Abschatzung von |D’| eine beachtliche Aufwartstendenz
ergeben (Teare, Dunning, Durocher, Rennart, & Easton, 2002; Terwilliger, Haghighi,
Hiekkalinna, & Goring, 2002).

|D’| ist vielmehr ein Indikator fur fehlende Haplotypen, vielleicht infolge von ausgebliebenen
Rekombinationsereignissen, als eine zuverléssige Messung des LD. Abbildung 7 zeigt ein
Beispiel zur Veranschaulichung. Die Starke des LD zwischen einem Krankheitslocus und
einem genetischen Marker, ermittelt durch r, ist indirekt proportional zu der Power, mit der

eine Assoziation zu finden ist (Teare et al., 2002).
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4.2.8.2 Fall/Kontroll-Studien

In Fall/Kontroll-Studien wird geprift, ob ein genetisches Merkmal mit einem Phanotyp
assoziiert ist, das hei8t, ob es bei Betroffenen signifikant haufiger auftritt als bei Nicht-
Betroffenen (Gambaro, Anglani, & D’Angelo, 2000).

Zur Entscheidung, ob ein genetisches Merkmal ein Risikofaktor ist, wurden Ubliche statistische
Verfahren angewandt. Dabei wurde untersucht, ob die Unterschiede zweier Stichproben durch
zufallsbedingte Streuung zu erklaren waren (Nullhypothese, Hp) oder, ob tatséchlich ein Effekt
vorlag (Alternativhypothese, H;). Mit dem y2-Test wurde aus den Beobachtungsdaten die
jeweilige TestgrofRe errechnet und der zugehorige p-Wert ermittelt. Der p-Wert ist die
Wahrscheinlichkeit, mit der sich die vorliegenden Ergebnisse zuféllig ergeben konnten, d.h.
der p-Wert ist die Wahrscheinlichkeit, mit der man sich irrt, wenn man die Nullhypothese Hg
(keine Assoziation) ablehnt. Wenn diese Wahrscheinlichkeit gering ist, kleiner als das zuvor
vereinbarte Signifikanzniveau o, wird Hy verworfen und das Ergebnis als statistisch signifikant
bezeichnet. Meist, so auch in der vorliegenden Arbeit, setzt man o = 0.05. AuRerdem wurden
Odds Ratios (OR) mit Konfidenz-Intervallen (CI) berechnet. Im vorliegenden Fall eines
Fall/Kontroll-Vergleichs, zu Risiko-Genotypen bei der Alzheimer Krankheit, wurde mit der
Software, Haploview4.1, y2-Tests sowie die Haplotypverteilung bestimmt. Eine logistische
Regression auf einzelnen Polymorphismen und abh&ngig vom Krankheitsstatus, Alter und
Geschlecht jeweils von Kontrollen und Féllen wurde mit SPSS berechnet. Dabei wurden ORs

und die dazugehdrigen 95% CI sowie die p-Werte ermittelt.

4.2.8.3 Qualitatskontrolle und Analyse der erweiterten GWAS

Bei der Qualitatskontrolle der erweiterten GWAS wurden 18 Individuen, die eine kleinere
Genotypisierungsrate als 80% zeigten, ausgeschlossen. Alle anderen Individuen, die dieses
Qualitatskriterium erfallten, wurden auf maogliche falsche Geschlechtseinteilung getestet
(Genotypisierungsrate des Y-Chromosoms). Hierbei wurden 17 weitere Individuen aus dem
Datensatz entfernt, die nach der Genotypisierung ein anderes Geschlecht zeigten, als nach der
Probenannotierung zu erwarten war. Genomweiter Durchschnitt der identity-by-state (IBS)
Beobachtungen wurden fur jedes Individuen Paar berechnet. Ein Individuum jeden Paares mit
einem berechneten IBS >0,985 wurde ausgeschlossen. Dieser Wert spricht fur identische
Individuen oder monozygotische Zwillinge. Als folge dessen wurden 21 weitere Individuen

aus der weiteren Analyse ausgeschlossen. Das Ergebnis der IBS Matrix wurde flr einen
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klassischen Ansatz zur Multidimensionalen Skalierung (MDS) herangezogen. Nachdem die
ersten vier Dimensionen gegeneinander graphisch aufgetragen wurden, konnte nur ein Cluster
beobachtet werden, daher musste dieser Datensatz nicht gegen Populations-Stratifikations-
Effekte korrigiert werden. Des Weiteren wurden SNPs mit einer minor allele frequency
(MAF) von < 0,01, einer Genotypisierungsrate < 0,08 oder einem zweiseitigem Hardy-
Weinberg p-Wert < 1x10° ausgeschlossen. Nach diesen Qualitatskriterien waren 971
Kontrollen und 709 Alzheimer Patienten, sowie 521 102 SNPs in die Analyse eingebunden.

Die SNPs wurden auf Assoziation fir Falle gegen Kontrollen, mit Hilfe eines y2-Test,
berechnet. Flr die verfligbaren endophanotypischen Daten wurde eine lineare Regression
verwendet, hierbei waren nur AD-Félle eingeschlossen. Es wurde ein additives, dominantes
und rezessives Model (Tabelle 18) mit Alter, Geschlecht und SNP als Kovariaten berechnet,
da Alter und Geschlecht einen Einfluss hat und in den untersuchten Gruppen ungleich verteilt
war. Dieser Effekt wurde somit herausgerechnet. Alter ist bekanntlich der grote Risikofaktor
fur AD, da Frauen im Durchschnitt &lter als Manner werden, wurde der Datensatz durch die
Verwendung der Kovariaten fur diese Effekte korrigiert. Die Genotypen wurden, wie in
Tabelle 19 gezeigt, umkodiert. Fur die diagnostischen Parameter wie TAU, LDL, VLDL,
Cholesterin, Triglyzeride, Vitamin B12 und Abeta wurde der nattrliche Logarithmus auf die
Werte angewandt, damit die Werte einer Normalverteilung entsprechen. Diese Berechnungen
wurden mit dem Programm PLINK (Purcell et al., 2007) sowie R, Version 2.13.0,
durchgefuhrt.

Tabelle 18: Einteilung der statistischen Modelle
(a=seltenes Allel, A=hdufiges Allel)

Statistischer Test Berechnung
Allelisch agegenA
Genotypisch aa gegen Aa gegen AA
Dominant (Aa, aa) gegen AA
Rezessiv aa gegen (AA, Aa)
Additiv aa gegen AA und 2x Aa gegen AA

Tabelle 19: Kodierung der Genotypen

Minor Allel Additiv Dominant rezessiv
2*minor 2 1 1
1*minor 1 1 0
0*minor 0 0 0

Weblink 2: pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/
Weblink 3: r-project.org/
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4.2.8.4 Imputation

Um die Dichte der Marker weiter zu erhéhen und dadurch potentielle neue Assoziationen zu
finden, wurde eine Imputation durchgefuhrt. Hierbei schétzt man, unter Zuhilfenahme von
bekannten Kopplungsungleichgewichten aus genotypisierten oder sequenzierten Datensétzen,
die Ausprédgung von SNPs ab, die nicht selbst genotypisiert wurden. Es wurden zwei
Datensatze als Referenz herangezogen, zum einen aus dem 1000 Genom Projekt (NCBI build
36 Feb.2009) und zum anderen von HapMap (NCBI build 36 release #2). Von beiden
Datensatzen wurden nur europdische Individuen (CEU) verwendet, damit die Analysen nicht
durch Populationsunterschiede beeinflusst werden konnte. Fur die anschlieende Imputation

wurde das Programm ,,Impute2* verwendet (Howie, Donnelly, & Marchini, 2009).

Weblink 4: mathgen.stats.ox.ac.uk/impute/impute v2.html

Alle imputierten Regionen wurden einzeln berechnet. Durch die, in ,Impute2“
implementierte, Funktion des Strang-Abgleichs konnte unser Datensatz mit den beiden
Referenzdatensdatzen abgeglichen werden. Bei einem angewandten Grenzwert 90%
Imputierungsrate pro SNP haben wir eine Ubereinstimmung von 99% erreicht und dabei 90%
der moglichen SNPs imputiert. Zur Datentransformierung in PLINK Format wurde fiir jeden
SNP bei jedem Individuum der Genotyp mit der hdchsten Wahrscheinlichkeit ausgewahlt.
War diese unter 90%, wurde dieser Genotyp auf fehlend gesetzt.

4.2.8.5 Sliding Window

Fur Haplotypanalysen wurden neben den Blockdefinitionen von (Gabriel et al., 2002) auch
ein zwei und drei Marker sliding window gewahlt, um Haplotypblocke zu berechnen. Bei
diesem Verfahren schiebt man den erzeugten zwei bzw. drei Marker-Haplotyp immer um
einen Marker weiter, so erhalt man alle Kombinationsmdglichkeiten benachbarter Marker.
Zur Haplotyp Berechnung in PLINK wurden die Standard-Blockdefinitionen, wie sie in

Haploview implementiert sind, verwendet.

Weblink 5: http://www.broadinstitute.org/scientific-community/science/programs/medical-and-
population-genetics/haploview/haploview
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4.2.8.6 Meta-Analyse

Eine Meta-Analyse ist eine Zusammenfassung von inhaltlich homogenen Primarstudien, in
denen, in der Regel, kleinere Kohorten untersucht werden. Durch eine gemeinsame Analyse
mehrerer Primarstudien ist daher eine verlasslichere Aussage tiber mogliche Effekte, aufgrund
der erhohten Fallzahl, méglich.

Fur die in Kapitel 5.1.1 vorgestellten Meta-Studien wurden Primérstudien herangezogen, bei
denen SNPs eine Allelfrequenz von >1% in Kontrollen zeigten und in mindestens vier
Individuen auftraten. ORs und 95% CI wurden aus den Allelverteilungen der verdffentlichten
Primarstudien berechnet. Die Zusammenfassung der ORs und deren 95% CI erfolgten nach
dem ,,Zufalls-Effekt-Model*, beschrieben von DerSimonian und Laird (DerSimonian & Laird
1986). Studien wurden ausgeschlossen, bei denen eine Abweichung im Hardy-Weinberg
Gleichgewicht, in dem Kontroll-Kollektiv, von p<0,001 festgestellt wurde. Individuen die in
mehreren Studien eingeschlossen waren, wurden nur einmal fur die Meta-Analyse

berticksichtigt.
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5 Ergebnisse

5.1 Initiale GWAS
5.1.1 AlzGene

Auf der Internetseite:

Weblink 6: http://www.alzgene.org/

(Bertram et al., 2007) findet man eine Zusammenfassung von Meta-Analysen zu Risikoloci
der Alzheimer Krankheit. Die Meta-Analysen sind nach dem jeweiligen Effekt auf die
Krankheit gegliedert. Diese Liste der Top Loci beinhaltet nur Gene, die wenigstens einen
nominell signifikanten OR-Wert, in der Meta-Analyse, zeigten. Durch die kontinuierliche
Aktualisierung der Meta-Analysen kann sich die Liste, der am stérksten mit AD assoziierten
Kandidatengene, andern. Die folgenden Ergebnisse beziehen sich auf die Version vom 7. Mai
2008, dem Zeitpunkt, als die Analyse der hier vorgestellten Daten stattfand.

5.1.2 Aufbau der Studie

Die Beschreibung des initialen GWAS Kollektives ist unter Kapitel 4.1.2 zu finden. Eine
Beschreibung der Prozessierung der DNA-Proben findet man unter Kapitel 4.2.7.2.

Nachdem eine genomweite Berechnung von Féllen gegen Kontrollen durchgefiihrt wurde,
konnten, auBer dem APOE Locus, keine weiteren Regionen mit genomweiter Signifikanz
bestimmt werden. Die genomweiten Daten dieser initialen Fall/Kontroll GWAS (Berechnung:
Sebastian Wurst) werden in dieser Arbeit nicht weiter beschrieben. Es wurde sich im
Folgenden auf die Validierung der zum damaligen Zeitpunkt (Mai 2008) als wichtigste

Risikoloci geltenden Regionen konzentriert.

Zum Vergleich unserer Daten mit den, zu der Zeit der Studie, aktuellen und am stérksten mit
AD assoziierten Gene, wurden die Top 10 Gene, die auf AlzGene gelistet waren, ausgewahlt
(APOE, GAB2, CHRNB2, CH25H, PGBD1, LMNA, CST3, PCK1, ACE, MAPT). Zusétzlich
wurde das zu der Zeit interessante Gen SORL1 ausgewahlt, welches auch in der Analyse
anderer Gruppen Assoziation zu Alzheimer zeigte (Rogaeva et al. 2007; Lee et al. 2007).

Die SNP-Auswahl fiir eine vergleichende SNP Analyse zwischen den GWAS Daten und den
Top 10 Genen, die auf AlzGene verfiigbar waren, wurde folgendermaBen durchgefihrt: Alle
SNPs die auf dem HumanHap550 BeadChip vertreten sind und weniger als 25kb upstream
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oder downstream eines Gens von Interesse liegen, wurden identifiziert und in die Analyse
eingebunden. Eine Genotypisierungsrate von 99,5% wurde fur alle ausgewahlten SNPs
berechnet und kein SNP wurde von der Analyse ausgeschlossen. War ein SNP sowohl in der
AlzGene Meta-Analyse als auch auf dem HumanHap550 BeadChip vorhanden, wurde ein
direkter Vergleich der entsprechenden p-Werte gemacht. Wenn dieser direkte Vergleich nicht
maoglich war, weil der SNP nicht auf dem BeadChip vorhanden war, wurden die beiden
flankierenden SNPs des BeadChips ausgewahlt. Fur die benachbarten SNPs wurde dann ein
zwei-Marker-Haplotyp generiert, wodurch es madglich ist D und r2 zu bestimmen und im Fall
von hohem LD die Berechnung einer Haplotyp basierten Statistik um eine mdogliche
Krankheitsassoziation mit dem eingeschlossenen AlzGene SNP festzustellen. Die folgenden
p-Werte sind nicht fur multiples Testen korrigiert, da jeder SNP aus der Topl10 Liste von
AlzGene einer unabhangigen Hypothese zur Validierung folgt. Zu den untersuchten Genen
findet man in Tabelle 34, im Anhang, eine Liste mit allen SNPs. Nach der genotypischen
Berechnung durch eine lineare Regression wurden p-Werte fiir die Modelle additiv, dominant

und rezessiv kalkuliert und durch die Indizes #, ° bzw. ¥ gekennzeichnet.

5.1.3 Analyse der 11 Kandidatengene

5.1.3.1 APOE

Das stérkste Signal in der GWAS wurde fur zwei intronische SNPs (rs157580 und rs2075650)
in dem Gen TOMMA40 (Translocase of outer mitochondrial membrane 40) mit p-Werten
kleiner 10*° gefunden. Das TOMM40 Gen liegt in hohem LD zu dem APOE Gen
(Apolipoprotein E), fir das auch zwei SNPs (rs8106922 und rs405509) im Promotor mit p-
Werten kleiner 10°® gefunden wurden. Da dieser Locus bei nahezu allen genetischen Studien
im Alzheimer Bereich gefunden wird, dient er als Positiv-Kontrolle dafur, dass der gewéhlte

Ansatz in der Lage ist, AD relevante Signale zu detektieren.

5.1.3.2 GAB2

In einer friiheren GWAS wurden einige SNPs in dem GAB2 Gen (GRB2-Associated binding
protein 2) gefunden, die das Risiko in Kombination mit dem APOE-e4 Haplotyp

beieintrachtigen konnten (Reiman et al., 2007). In unserer Studie wurden insgesamt 27 SNPs
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analysiert, 23 in dem Gen selbst und 4 in der Region £ 25kb um das Gen GAB2 (Abbildung 8,
Tabelle 34). Fir 10 SNPs waren in der AlzGene Datenbank zu diesem Gen Metastudien
Daten berechnet worden, allerdings wurde in unserer Studie von diesen 10 lediglich der SNP
rs4945261 genotypisiert. Wir konnten diesen SNP nicht, wie in der Meta-Analyse von
AlzGene, als mit AD assoziiert identifizieren. Das gleiche galt fur die 9 Ubrigen AlzGene
SNPs, die mit Hilfe eines zwei-Marker-Haplotyp analysiert wurden und keine nominell
signifikanten p-Werte hervor brachten. Ebenso konnten keine signifikanten Assoziationen mit
einem der Marker unserer GWAS gefunden werden. Eine Haplotypanalyse brachte ein
schwaches signifikantes Signal (p=0,0374), fur ein Haplotyp der das gesamte Gen einbindet,
hervor (Abbildung 9).
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Abbildung 8: Graphische Darstellung der p-Werte des GAB2 Locus

Angegeben sind die —log p-Werte fiir die SNPs in der Region des GAB2 Gens. Punkte reprasentieren —log p-
Werte von SNPs die in der GWAS genotypisiert wurden und nicht in der AlzGene Datenbank gelistet sind.
Dreiecke markieren —log p-Werte von SNPs die auf AlzGene vorhanden sind. Linien, die Vierecke verbinden,
zeigen den —log p-Wert des zwei-Marker-Haplotyp berechnet mit Haploview. Die gepunktete Linie bei einem
—log p-Wert von etwa 1,3 gibt den Schwellwert fiir nominelle Signifikanz an, der bei p=0,05 liegt.
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Abbildung 9: LD und Haplotyp Struktur des GAB2 Locus

Zahlenwerte geben D" an und Grautdne stehen fiir r2 (r2=0 (WeiR); 0 < r2 < 1 (Grau Abstufungen); r2=1
(Schwarz)), wobei weiRe Flachen einen starken Hinweis auf Rekombination geben. Hell graue Flachen sind
uninformativ und dunkel graue bis schwarze Flachen zeigen starkes LD an. Eine Kombination mit einem p-Wert
von 0,0374 und einer Frequenz von Uber 13,1% fiur Falle, sowie 10,1% fir Kontrollen ist in der Tabelle
angegeben. Die Haplotypblocke wurden nach den Definitionen von (Gabriel et al., 2002) erstellt und durch
Haploview 4.1 erzeugt.

5.1.3.3 CHRNB?2

Das stéarkste, zuvor mit AD assoziierte, Signal des Gens CHRNB2 (neuronal nicotinic
acetylcholine receptor R2-subunit) war der SNP rs4845378 (Cook et al. 2004). Zugleich war
dieser SNP auch der einzige, der in der Meta-Analyse auf AlzGene fir dieses Gen geflhrt
wurde. Vier SNPs aus unserer GWAS lagen in dem CHRNB2 Gen, sowie weitere 12 SNPs
lagen in dem Bereich von 25kb up- bzw. downstream (Tabelle 34) und damit teilweise in den
Genen TDR10 (tudor domain containing 10), UBE2Q1 (ubiquitin-conjugating enzyme E2Q)
und ADAR (adenosine deaminase RNA-specific). Fur den SNP rs4845378 war kein direkter
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Vergleich mdglich, daher wurde ein zwei-Marker-Haplotyp aus den flankierenden SNPs
rs4845652 und rs3811450 gebildet. Es konnte keine nominell signifikante Assoziation mit
AD durch diesen Block und unserer GWAS gefunden werden (Abbildung 10). Ebenso zeigten
keine der vier SNPs, die in dem Gen CHRNB?2 liegen, Assoziation mit AD. Allerdings wurden
fiir vier andere SNPs, die in der Umgebung von CHRNB2 liegen, nominell signifikante p-
Werte berechnet. Diese vier sind, der intronische rs7556449 (p"=0,0211) SNP, ein
funktioneller Polymorphismus (rs3811448 p"=0,0107) in TDRD10, ein weiterer intronischer
SNP (rs7543174 p*=0,0310) in UBE2Q1 und ein intronischer SNP (rs9427097 p*=0,0289) in
dem Gen ADAR. Eine Haplotypanalyse der gesamten Region lieferte keine signifikanten

Assoziationssignale in den zwei Blocken, wie in Abbildung 11 zu sehen ist.
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Abbildung 10: Graphische Darstellung der p-Werte des CHRNB2 Locus

Angegeben sind die —log p-Werte fir die SNPs in der Region des CHRNB2 Gens. Punkte reprasentieren —log p-
Werte von SNPs die in der GWAS genotypisiert wurden und nicht in der AlzGene Datenbank gelistet sind.
Linien, die Vierecke verbinden, zeigen den —log p-Wert des zwei-Marker-Haplotyp berechnet mit Haploview.
Die gepunktete Linie bei einem —log p-Wert von etwa 1,3 gibt den Schwellwert fir nominelle Signifikanz an, der
bei p=0,05 liegt.

-51-



Ergebnisse

chrl
1 1 1 1 1 1 1
152780k 152790k 152800k 152810k 152820k 152830k 152840k
Entrez genes
NM_182499 NM_000743
— i
TORD10: tudor domain containing 10 CHRNBZ: neuronal nicotinic acetylcholine receptor beta 2
NM_017582 NM_001025107
<m0 s —nWrerTmEm
UBE201: ubiquitin-conjugating enzyme E20 ADAR: adenosine deaminase, RNA-specific isoform d
NM_001111
<IN T T
ADAR: adenosine deaminase, RNA-specific isoform a
NM_015840
<IN T T 1
ADAR: adenosine deaminase, RNA-specific isoform b
NM_015841
<IN T
ADAR: adenosine deaminase, RNA-specific isoform c
| | | | | | | I 1 | | 11 | |
@ N
=] © =] - -+ o =] N - o N~ - o N~ ) "
-+ -+ -+ @ ~ 7o) o ] - =] =) N i) ") I N
-+ o -+ @ — o -+ -+ 0 > =] =] =] ® =) ®
[7-] 0 = o ™ 0o = © ~ ~ ~ @ =] = @ =]
0 -+ - =) -+ -+ - N ] ~ N 7] ® N @ =]
v (== @ o wy (== -3 = - w -+ N~ N~ ~N N~ [7-3
~ - 5] — ~ <+ 5] - = © =] ) © o~ ) o
» » » » » 7] » 7] 7 7] » » » 7 » 7]
- — - o S — - - - — — - - — - -
Block 1 {10 kh) Block 2 (31 kb)
1 2 1 5 6 7 8 9 10 1 12 13 11 15 16
78 75 ’
75
76 89
74
89
74 87

Abbildung 11: LD und Haplotyp Struktur des CHRNB2 Locus

Halpotyp-Block-Struktur des CHRNB2 Gens. Zahlenwerte geben D" an und Grautone stehen fir r2 (r2=0 (Weil);
0 <rz<1 (Grau Abstufungen); r2=1 (Schwarz)), wobei weille Flachen einen starken Hinweis auf Rekombination
geben. Hell graue Flachen sind uninformativ und dunkel graue bis schwarze Flachen zeigen starkes LD an. Nach
der Haplotyp-Block Definition (Gabriel et al., 2002) konnte mit Hilfe von Haploview 4.1 keine nominell
signifikante Kombination von Markern innerhalb eines Blockes berechnet werden.

5.1.3.4 CH25H

Der SNP rs13500 wurde in einer Meta-Studie fir CH25H (cholesterol-25-hydroxylase) auf
AlzGene verdffentlicht (Papassotiropoulos et al. 2005) und zeigte Assoziation zu AD. In
unserer GWAS wurden funf SNPs in dem Gen und 25 zusatzliche in der direkten
Nachbarschaft von CH25H (£25kb) analysiert (Tabelle 34). Einige der benachbarten SNPs
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lagen in dem Gen LIPA (lipase A precursor). Es war kein direkter Vergleich des SNPs
rs13500 moglich, da dieser Marker nicht auf dem von uns verwendeten BeadChip vertreten
war. Daher wurde ein zwei-Marker-Haplotyp kreiert, der durch die Marker rs4933497 und
rs1131706 definiert war (Abbildung 12). Fir diesen Haplotyp konnte jedoch keine nominell
signifikante Assoziation mit AD gezeigt werden. Allerdings wurde flr die SNPs rs17117126,
(downstream von CH25H) und rs12780342 (Intron 8 von LIPA) eine starke Assoziation
beobachtet. Aus der Berechnung in einem rezessiven Model fur den ersten Marker
(p?=0,0199, OR=5,13, 95%CI: 1,12-23,52) und einem dominanten Model fir den zweien
Marker (p°=0,0377, OR=1,36, 95%CI: 1,01-1,82). Bei der Haplotyp Analyse nach den
Blockdefinitionen von (Gabriel et al., 2002) konnte ein schwaches Signal, in einem zwei-
Marker-Haplotyp (rs7922269 und rs6586175), identifiziert werden (Abbildung 13 Block 3).

CH25H
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Abbildung 12: Graphische Darstellung der p-Werte des CH25H Locus

Angegeben sind die —log p-Werte fur die SNPs in der Region des CH25H Gens. Punkte représentieren —log p-
Werte von SNPs die in der GWAS genotypisiert wurden und nicht in der AlzGene Datenbank gelistet sind.
Linien, die Vierecke verbinden, zeigen den —log p-Wert des zwei-Marker-Haplotyp berechnet mit Haploview.
Die gepunktete Linie bei einem —log p-Wert von etwa 1,3 gibt den Schwellwert fir nominelle Signifikanz an, der
bei p=0,05 liegt.
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Abbildung 13: LD und Haplotyp Struktur des CH25H Locus

Halpotyp-Block-Struktur des CH25H Gens. Zahlenwerte geben D” an und Grautdne stehen fir r2 (r2=0 (WeiR); 0
< r2 <1 (Grau Abstufungen); r=1 (Schwarz)), wobei weilRe Flachen einen starken Hinweis auf Rekombination
geben. Hell graue Flachen sind uninformativ und dunkel graue bis schwarze Flachen zeigen starkes LD an. Nach
der Haplotyp-Block Definition (Gabriel et al., 2002) konnte mit Hilfe von Haploview 4.1 keine nominell
signifikante Kombination von Markern innerhalb eines Blockes berechnet werden.

5.1.3.5 PGBD1

In einer friheren GWAS mit finf LOAD Fall/Kontroll Kollektiven (Grupe et al., 2007) wurde
der SNP rs3800324 in Exon 5 des PGBD1 Gene (piggyBac transposable element derived 1)
mit AD assoziiert gefunden. In unserer GWAS wurden 10 SNPs, die direkt in dem Gen
liegen, analysiert. Zusatzliche 19 SNPs in einer direkten Nachbarschaft von +25kb um
PGBD1 wurden ebenfalls untersucht (Tabelle 34). Fur rs3800324 wurden keine Assoziation
beobachtet (Abbildung 14), allerdings zeigte der SNP rs9461448, der nur 960bp upstream von
rs3800324 in Intron 4 liegt Assoziation in einem dominanten Model mit AD (p°=0,0193,
OR=1,61, 95%CI: 1,03-2,49). Auch die SNPs rs17312661 und rs7772827 downstream von
PGBD1 in dem Gen ZNF323 (zinc-finger protein 323) zeigten Assoziation mit AD
(p°=0,008, OR=0,71, 95%CI: 0,53-0,94; p°=0,029 OR=0,76, 95%CI: 0,59-0,98). Zwei
Haplotypblocke up- und downstream von PGBD1 zeigten Assoziation zu AD. Das starkste
Signal wurde in einem Block des ZNF323 Gens beobachtet (Abbildung 15).
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Abbildung 14: Graphische Darstellung der p-Werte des PGBD1 Locus

Angegeben sind die —log p-Werte fir die SNPs in der Region des PGBD1 Gens. Punkte représentieren —log p-
Werte von SNPs die in der GWAS genotypisiert wurden und nicht in der AlzGene Datenbank gelistet sind.
Dreiecke markieren —log p-Werte von SNPs die auf AlzGene vorhanden sind. Die gepunktete Linie bei einem

—log p-Wert von etwa 1,3 gibt den Schwellwert fir nominelle Signifikanz an, der bei p=0,05 liegt.
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Abbildung 15: LD und Haplotyp Struktur des PGBD1 Locus

Zahlenwerte geben D" an und Grauténe stehen fir r2 (r2=0 (WeiR); 0 < r2 < 1 (Grau Abstufungen); r2=1
(Schwarz)), wobei weile Flachen einen starken Hinweis auf Rekombination geben. Hell graue Flachen sind
uninformativ und dunkel graue bis schwarze Flachen zeigen starkes LD an. Zwei Kombinationen mit p-Werten
kleiner 0,05, sowie die Frequenzen von Fallen und Kontrollen sind unter der Abbildung aufgefiihrt. Die
Haplotypblocke wurden nach den Definitionen von (Gabriel et al., 2002) erstellt und durch Haploview 4.1
erzeugt.

5.1.3.6 LMNA

Von den elf, in dieser Studie untersuchten Genen, konnte fiir das LMNA (lamin A/C protein)
Gen das zweit starkste Signal identifiziert werden und zwar fir den SNP rs9919256, der in
einer intergenischen Region die ca. 20kb upstream des Gens liegt, mit einem p-Wert von
0,00029 fur das dominante Model (Abbildung 16). Fir die SNPs rs11578696 (upstream),
rs915179 (Promotor), rs12128066 (downstream) und rs12401573 (downstream) konnten
ebenfalls p-Werte <0,05 berechnet werden (Abbildung 16, Tabelle 34), allerdings lagt nur der
SNP rs915179 in dem LMNA Gen. Insgesamt wurden 14 SNPs in dem LMNA Locus

genotypisiert und analysiert. Die starkste zuvor publizierte Assoziation mit AD war der
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Marker rs505058 (Grupe et al., 2007), der in unserer GWAS nicht genotypisiert wurde, daher
wurde einen zwei-Marker-Haplotyp mit den flankierenden Markern zu rs505058 gebildet
(rs2485664 und rs1468772). Bei einem D" Wert von 1, also vollstandigem LD, konnte keine
Assoziation zu AD nachgewiesen werden (Abbildung 16). Fir die in Haploview 4.1 erstellten
Haplotypblocke, konnte fiir den ersten Block, der den signifikanten Promotor SNP rs915179
und vier zusétzliche SNPs enthielt, Assoziation mit AD gezeigt werden. Vier von den Sechs
unterschiedlichen Haplotypkombinationen zeigen p-Werte <0,05. Der kleinste p-Wert von
0,0006 wurde fir die Kombination GAAAG (Frequenz Falle/Kontrollen 0,199/0,140)
berechnet. Abbildung 17 =zeigt die Verteilung der Blocke und alle signifikanten

Markerkombinationen des ersten Blocks.
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Abbildung 16: Graphische Darstellung der p-Werte des LMNA Locus

Angegeben sind die —log p-Werte flr die SNPs in der Region des LMNA Gens. Punkte reprasentieren —log p-
Werte von SNPs die in der GWAS genotypisiert wurden und nicht in der AlzGene Datenbank gelistet sind.
Linien, die Vierecke verbinden, zeigen den —log p-Wert des zwei-Marker-Haplotyp berechnet mit Haploview.
Die gepunktete Linie bei einem —log p-Wert von etwa 1,3 gibt den Schwellwert fir nominelle Signifikanz an, der
bei p=0,05 liegt.
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Abbildung 17: LD und Haplotyp Struktur des LMNA Locus

Zahlenwerte geben D" an und Graut6ne stehen fiir r2 (r2=0
(Weill); 0 < r2 < 1 (Grau Abstufungen); r==1 (Schwarz)),
wobei  weille Flachen einen starken Hinweis auf
Rekombination geben. Hell graue Flachen sind uninformativ
und dunkel graue bis schwarze Flachen zeigen starkes LD an.
Vier Kombinationen mit p-Werten kleiner 0,05, sowie die
Frequenzen von Fallen und Kontrollen sind unter der
Abbildung aufgefihrt. Die Haplotypblocke wurden nach den
Definitionen von (Gabriel et al., 2002) erstellt und durch
Haploview 4.1 erzeugt.

5.1.3.7 CST3

Einige Studien hatten bereits den Einfluss von CST3 (cystatin C) auf AD untersucht (Cathcart,
Huang, Lanham, Corder, & Poduslo, 2005; Dodel et al., 2002; Finckh et al., 2000). Zwei
SNPs in diesem Gen wurden auf der AlzGene Seite préasentiert, dies waren die SNPs
rs1064039 und rs5030707. Insgesamt wurden 16 SNPs, in unserer GWAS, in der CST3
Region analysiert, vier davon lagen in dem Gen selbst (Tabelle 34). Ein direkter Vergleich
war in diesem Fall nicht moglich und es wurde ein zwei-Marker-Haplotyp zwischen den
SNPs rs2424577 und rs2145231 (D"=0,95) gespannt, der beide, zuvor als assoziiert
gefundenen SNPs, abdeckte (Abbildung 18). Die einzige nominell signifikante Einzelmarker-

- 58 -



Ergebnisse

Analyse wurde fiir rs16985615 (p"=0,0319) beobachtet, ca. 15kb upstream von CST3. Die
Haplotyp Analyse von allen 16 SNPs brachte keine krankheitsbezogene Assoziation hervor

(Abbildung 19).
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Abbildung 18: Graphische Darstellung der p-Werte des CST3 Locus

Angegeben sind die —log p-Werte fiir die SNPs in der Region des CST3 Gens. Punkte représentieren —log p-
Werte von SNPs die in der GWAS genotypisiert wurden und nicht in der AlzGene Datenbank gelistet sind.
Linien, die Vierecke verbinden, zeigen den —log p-Wert des zwei-Marker-Haplotyp berechnet mit Haploview.
Die gepunktete Linie bei einem —log p-Wert von etwa 1,3 gibt den Schwellwert fir nominelle Signifikanz an, der

bei p=0,05 liegt.
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Abbildung 19: LD und Haplotyp Struktur des CST3 Locus

Halpotyp-Block-Struktur des CST3 Gens. Zahlenwerte geben D" an und Grauténe stehen fir r2 (r2=0 (WeiR); 0 <
r2 < 1 (Grau Abstufungen); r2=1 (Schwarz)), wobei weiRe Flachen einen starken Hinweis auf Rekombination
geben. Hell graue Flachen sind uninformativ und dunkel graue bis schwarze Flachen zeigen starkes LD an. Nach
der Haplotyp-Block Definition (Gabriel et al., 2002) konnte mit Hilfe von Haploview 4.1 keine nominell
signifikante Kombination von Markern innerhalb eines Blockes berechnet werden.

5.1.3.8 PCK1

Ein einzelner SNP, rs8192708, wurde initial durch eine andere GWAS als signifikant zu AD,
in dem Gen PCKL1 (phosphoenolpyruvate carboxykinase 1), gefunden (Grupe et al., 2007).
Die hier vorliegende Studie beinhaltete insgesamt 34 SNPs in der PCK1 Region (Tabelle 34),
10 davon in dem Gen, dazu gehorte auch der SNP rs8192708, der demnach direkt verglichen
werden konnte. Fir diesen Marker konnte keine nominell signifikante Assoziation zu AD
festgestellt werden, aber es konnte der SNP rs17411904, der in Promotor Bereich lag, mit
einem p-Wert von 0,00331 fiir das dominante Model identifiziert werden (Abbildung 20). Des
Weiteren konnten drei Kombinationen in drei unterschiedlichen Haplotypblécken kalkuliert
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werden, die nominelle Signifikanz mit AD zeigten (Abbildung 21). Der Block 3, der den SNP

rs8192708 beinhaltet, konnte nicht als signifikant berechnet werden.
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Abbildung 20: Graphische Darstellung der p-Werte des PCK1 Locus

Angegeben sind die —log p-Werte fur die SNPs in der Region des PCK1 Gens. Punkte représentieren —log p-
Werte von SNPs die in der GWAS genotypisiert wurden und nicht in der AlzGene Datenbank gelistet sind.
Dreiecke markieren —log p-Werte von SNPs die auf AlzGene vorhanden sind. Die gepunktete Linie bei einem
—log p-Wert von etwa 1,3 gibt den Schwellwert fiir nominelle Signifikanz an, der bei p=0,05 liegt.
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Abbildung 21: LD und Haplotyp Struktur des PCK1 Locus

Zahlenwerte geben D" an und Grauténe stehen fir r2 (r2=0 (WeiR); 0 < r2 < 1 (Grau Abstufungen); rz=1
(Schwarz)), wobei weiRe Flachen einen starken Hinweis auf Rekombination geben. Hell graue Flachen sind
uninformativ und dunkel graue bis schwarze Flachen zeigen starkes LD an. Drei Kombinationen mit p-Werten
kleiner 0,05, sowie die Frequenzen von Fallen und Kontrollen sind unter der Abbildung aufgeflhrt. Die
Haplotypblocke wurden nach den Definitionen von (Gabriel et al., 2002) erstellt und durch Haploview 4.1
erzeugt.

5.1.3.9 ACE

Vier SNPs (rs1800764, rs4291, rs4362 (Kehoe et al. 2003), rs4343 (Prince et al. 2001)) und
eine Insertion/Deletion wurden nach einer Meta-Analyse auf der AlzGene Internetseite flr das
Gen ACE (angiotensin I converting enzyme) prasentiert. In der hier vorliegenden Studie waren
insgesamt 27 SNPs der ACE Region, davon 14 in dem Gen selbst, eingebunden (Tabelle 34).
Zwei AlzGene SNPs, rs4343 und rs4362, waren Teil unserer GWAS, eine Validierung der
zuvor berichteten signifikanten Marker mit AD war durch den direkten Vergleich nicht
moglich. Indirekte Analyse der beiden anderen SNPs (rs1800764 und rs4291) durch einen
entsprechenden Zwei-Marker-Hapotyp aus den flankierenden SNPs rs4459609 und rs4305
(D"=0,97) brachte keine Assoziation hervor (Abbildung 22). Tatsachlich zeigte keiner der
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untersuchten GWAS Marker, weder als Einzelmarker, noch in der Haplotypanalyse
Assoziation mit AD (Abbildung 23).
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Abbildung 22: Graphische Darstellung der p-Werte des ACE Locus

Angegeben sind die —log p-Werte fiir die SNPs in der Region des ACE Gens. Punkte reprasentieren —log p-Werte
von SNPs die in der GWAS genotypisiert wurden und nicht in der AlzGene Datenbank gelistet sind. Dreiecke
markieren —log p-Werte von SNPs die auf AlzGene vorhanden sind. Linien, die Vierecke verbinden, zeigen den
—log p-Wert des zwei-Marker-Haplotyp berechnet mit Haploview. Die gepunktete Linie bei einem —log p-Wert
von etwa 1,3 gibt den Schwellwert fur nominelle Signifikanz an, der bei p=0,05 liegt.
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Abbildung 23: LD und Haplotyp Struktur des ACE Locus

Halpotyp-Block-Struktur des ACE Gens. Zahlenwerte geben D" an und Grauténe stehen fir r2 (r2=0 (WeiR); 0 <
r2 < 1 (Grau Abstufungen); r2=1 (Schwarz)), wobei weiRe Flachen einen starken Hinweis auf Rekombination
geben. Hell graue Flachen sind uninformativ und dunkel graue bis schwarze Flachen zeigen starkes LD an. Nach
der Haplotyp-Block Definition (Gabriel et al., 2002) konnte mit Hilfe von Haploview 4.1 keine nominell
signifikante Kombination von Markern innerhalb eines Blockes berechnet werden.

5.1.3.10 MAPT

Das MAPT Gen (microtubule associated protein-z) kann mit den Haplotypen H1 und H2
vorkommen. Beide Haplotypen kdnnen durch sechs Marker identifiziert werden (Laws et al.
2007; Mukherjee et al. 2007; Myers et al. 2007). In unserer GWAS waren nur drei davon
(rs1467967, rs242557 und rs3785883), auf dem von uns benutzen BeadChip, vorhanden.
Insgesamt wurden 25 SNPs in der MAPT Region, 20 davon in dem Gen selbst, analysiert. Fur
die drei SNPs, fir die ein direkter Vergleich moglich war, erreichte nur rs1467967 in der
Promoter-Region von MAPT ein nominell signifikantes Assoziationsignal zu AD, mit einem
p-Wert von 0,0071 fur das dominante Model (Abbildung 24). Keiner der beiden flankierenden
Zwei-Marker-Haplotypen, fir die SNPs rs2471738 und rs7521, brachte ein signifikantes

-64 -




Ergebnisse

Ergebnis. Drei andere SNPs, die in unserer GWAS analysiert wurden, zeigten signifikante
Assoziation zu AD. Der kleinste p-Wert konnte fur den Marker rs3785880 im Intron 1 mit
0,00141 fir das rezessive Model berechnet werden. Die anderen beiden Signale mit p-Werten
unter 0,05 konnten fir rs1158660 (upstream) und rs6503454 (downstream) berechnet werden
(Abbildung 24, Tabelle 34). Da die Haplotypen H1 und H2 nicht bestimmt werden konnten,
da nur Genotypisierunsdaten zu drei der bendtigten sechs Marker vorlagen, wurde eine
Haplotypanalyse (Abbildung 25) mittels Haploview 4.1 durchgefuhrt und es konnte eine
starke Assoziation in Block 1 gefunden werden (p=0,0007, Frequenz Félle/Kontrollen:
0,254/0,324).

MAPT

25

05 -

rs11869096
rs1158660
rs4792891
rs4792893
rs1467967
rs17563986
rs3785880
rs4792894
rs16940742
rs8078967
rs11867549
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rs242557
rs2471738
rs3785883
rs1981997
rs2435211
rs8079215
rs2258689
rs2435200
rs8070723
rs7521
rs7220988
rs1078997
rs6503454
rs4792827
rs6503455

Abbildung 24: Graphische Darstellung der p-Werte des MAPT Locus

Angegeben sind die —log p-Werte fiir die SNPs in der Region des MAPT Gens. Punkte reprasentieren —log p-
Werte von SNPs die in der GWAS genotypisiert wurden und nicht in der AlzGene Datenbank gelistet sind.
Dreiecke markieren —log p-Werte von SNPs die auf AlzGene vorhanden sind. Linien, die Vierecke verbinden,
zeigen den —log p-Wert des zwei-Marker-Haplotyp berechnet mit Haploview. Die gepunktete Linie bei einem
—log p-Wert von etwa 1,3 gibt den Schwellwert fiir nominelle Signifikanz an, der bei p=0,05 liegt.
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Abbildung 25: LD und Haplotyp Struktur des MAPT Locus

Zahlenwerte geben D" an und Grautdne stehen fir r2 (r2=0 (WeiR); 0 < r2 < 1 (Grau Abstufungen); r2=1
(Schwarz)), wobei weiRe Flachen einen starken Hinweis auf Rekombination geben. Hell graue Flachen sind
uninformativ und dunkel graue bis schwarze Flachen zeigen starkes LD an. Vier Kombinationen mit p-Werten
kleiner 0,05, sowie die Frequenzen von Fallen und Kontrollen sind unter der Abbildung aufgefiihrt. Die
Haplotypblocke wurden nach den Definitionen von (Gabriel et al., 2002) erstellt und durch Haploview 4.1
erzeugt.

5.1.3.11 SORL1

Fur das Gen SORL1 (Sortilin-related receptor) wurde kurz vor beginn dieser Studie eine
Assoziation mit AD gezeigt (Lee et al. 2007; Rogaeva et al. 2007) und 29 SNPs waren in der
Meta-Studie dieses Locus enthalten. In der hier vorliegenden Studie wurden insgesamt 50
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SNPs in der SORL1 Region genotypisiert und analysiert, 40 davon lagen in dem Gen selbst
und 10 in der direkten Umgebung von +25kb (Tabelle 34). Fir die 10 Marker, fiir die ein
direkter Vergleich unserer Daten mit den aus der Meta-Analyse moglich war, gab es nur fir

zwei Marker leichte nominell signifikante Assoziationen zu AD (rs4935774 p°=0,045 und
rs1614735 p"=0,033; Abbildung 26). Indirekte Analyse mit Hilfe der flankierenden Zwei-
Marker-Haplotypen brachte keine weiteren AD assoziierten Signale fur die Gbrigen AlzGene

SNPs. Aber, drei andere SNPs erreichten p-Werte kleiner 0,05, die zuvor noch nicht

beschrieben wurden. Dabei handelte es sich um die Marker rs12576704 (upstream;
p°=0,021), rs10502262 (Intron 13; p°=0,031) und rs3781835 (Exon 25/Intron25 Ubergang;
p°=0,033). In der Haplotypanalyse mit Haploview 4.1 wurden schwache Signale gefunden,

wie in Abbildung 27 dargestellt ist.
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Abbildung 26: Graphische Darstellung der p-Werte des SORL1 Locus

Angegeben sind die —log p-Werte fir die SNPs in der Region des SORL1 Gens. Punkte reprasentieren —log p-
Werte von SNPs die in der GWAS genotypisiert wurden und nicht in der AlzGene Datenbank gelistet sind.
Dreiecke markieren —log p-Werte von SNPs die auf AlzGene vorhanden sind. Linien, die Vierecke verbinden,
zeigen den —log p-Wert des zwei-Marker-Haplotyp berechnet mit Haploview. Die gepunktete Linie bei einem
—log p-Wert von etwa 1,3 gibt den Schwellwert fiir nominelle Signifikanz an, der bei p=0,05 liegt.
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Abbildung 27: LD und Haplotyp Struktur des SORL1 Locus

Zahlenwerte geben D" an und Graut6ne stehen fir r2 (r2=0 (WeiR); 0 < r2 < 1 (Grau Abstufungen); r2=1
(Schwarz)), wobei weille Flachen einen starken Hinweis auf Rekombination geben. Hell graue Flachen sind
uninformativ und dunkel graue bis schwarze Flachen zeigen starkes LD an. Zwei Kombinationen mit p-
Werten kleiner 0,05, sowie die Frequenzen von Fallen und Kontrollen sind unter der Abbildung aufgefiihrt.
Die Haplotyp-Bldécke wurden nach den Definitionen von (Gabriel et al., 2002) erstellt und durch Haploview
4.1 erzeugt.
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5.2 Tachykinin Rezeptor 2 als Kandidatengen

Zeitgleich zu der Analyse der 11 zuvor beschriebenen Kandidatengene, deren
Genotypisierung mit Illumina Technologie (4.2.7.2) erfolgte, wurde ein weiterer
Kandidatengenansatz verfolgt, der mit Hilfe der Sequenom Technologie (4.2.7.3)

genotypisiert wurde.

Das Tachykinin Rezeptor 2 Gen (TACR2) liegt auf Chromosom 10 Abschnitt q21.3 und
gehort zu einer Klasse von Rezeptoren die Tachykinin-Neurotransmitter binden. Das TACR2
bindet das Neurokinin A, auch bekannt als Substanz K, und wird in weiten Teilen des Gehirns
exprimiert (Gerard et al. 1990). Funktionell ist TACR2 an dem stressinduzierten
hippocampalen Acetylcholin Ausstol? beteiligt. Des Weiteren liegt TACR2 in einer zuvor
beschriebenen Kopplungsregion fur AD (Ertekin-Taner et al. 2000; Myers et al. 2000). Daher
ist TACR2 ein positionelles sowie ein funktionelles Kandidatengen fur AD. Um den
genetischen Einfluss des TACR2 Gens in AD zu untersuchen, wurden 13 SNPs, davon sieben
taggingSNPs von HapMap (International-HapMap-Consortium, 2005), die die komplette
Region mit einem durchschnittlichen Markerabstand von 3,1kb abdeckten, genotypisiert. Die

Auswahl der SNPs erfolgte mit Hilfe der ,,Snpper* Datenbank.

Weblink 7: snpper.chip.org/
Zur Ermittlung der LD- sowie Haplotypstruktur wurde ,,Haploview 4.1 benutzt (Barrett, Fry,

Maller, & Daly, 2005). Fur die Berechnung der Einzelmarker wurden ebenfalls Haploview,
sowie die Regressionsmodelle Additiv, Dominant und Rezessiv verwendet. Die
Genotypisierung erfolgte mit Hilfe der Sequenom Technologie (4.2.7.3) auf einem gut

diagnostiziertem Fall/Kontroll Kollektiv, wie in 4.1.2.2 beschrieben.

Es konnte fur keinen der 13 Marker eine Assoziation mit AD festgestellt werden. Einzig der
SNP rs12771121 zeigte mit einem p-Wert von 0,031 im dominanten Model nominelle
Signifikanz (Tabelle 20); dem Korrigieren fur multiples Testen konnte dieses Signal jedoch
nicht standhalten. Die LD-Blockstruktur nach (Gabriel et al., 2002) zeigt drei Haplotypblocke
(Abbildung 28) in der TACR2 Region ohne signifikante Assoziationen in irgendeiner
Markerkombination (Tabelle 21). Vergleichend dazu ist die LD-Blockstruktur aus den Daten
des Hap-Map Projekts dargestellt (Abbildung 29), woraus ersichtlich wird, dass die Daten
unserer Studie eine dhnliche LD-Struktur zeigt, wie die des HapMap-Kollektives. Diese
Ergebnisse wurden von uns bereits in der Fachzeitschrift Neurobiology of Aging verdffentlicht
(Feulner et al., 2011).
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Tabelle 20: Ergebnisse der Einzelmarkeranalyse der untersuchten SNPs in der TACR2 Region

Die Positionen der SNPs auf Chromosom 10 entspricht dbSNP:build 125 (hg17). “Genotypische Assoziation
wurde fiir jeden SNPs durch eine logistische Regression separat durchgefthrt. Fur die Regression wurden jeweils
ein additives®, rezessives' und dominantes® Modell gerechnet, wobei Alter und Geschlecht als Kovariablen
einbezogen wurden. Gezeigt ist der niedrigste p-Wert der drei Modelle. BAllelische p-Werte wurden mithilfe
eines 2 Testes, in Haploview4.1 berechnet. TaggingSNPs wurden aus den Ergebnissen des HapMap Projekts
ausgewahlt und sind markiert durch *.

Position Position Allele Genotyp Frequenz [%] Major Allel Frequenz
SNP rs (Major / p- Falle / p-
hgl7 TACR2 Gen . Falle Kontrollen
(he17) Minor) Werte® | Kontrollen | Werte®
12771121* | 70817752 | Intron HK1 c/T 0.70 | 0.27 | 0.04 | 0.69 | 0.30 | 0.02 | 0.031d | 0.836/0.827 | 0.647
4745988* | 70825639 | Intron HK1 c/T 034|046 | 021 | 0.29 | 0.50 | 0.20 | 0.128r | 0.542/0.571 | 0.320
1000251* | 70832692 | Intergenisch G/A 0.72]0.24 | 004 | 0.72 | 0.26 | 0.03 | 0.847a | 0.845/0.842 | 0.893
2229170 | 70834661 Exon 5 G/A 0.65|0.31 | 0.05| 0.64 | 0.32|0.04| 0.790a | 0.799/0.800 | 0.949
1549797 | 70838951 Intron G/C 0.30 | 0.48 | 0.22 | 0.30 | 0.49 | 0.22 | 0.600a | 0.540/0.543 | 0.923
10823365 | 70840772 Intron G/C 0.37 | 0.46 | 0.18 | 0.35 | 0.49 | 0.16 | 0.595a | 0.589/0.588 | 0.958
12250793 | 70845490 Intron c/T 1.00| 0.00 | 0.00 | 0.99 | 0.01 | 0.00 | 0.622r | 0.998/0.998 | 0.812
5030920* | 70846018 Exon 1 T/C 0.68 | 0.28 | 0.04 | 0.61 | 0.34 | 0.05| 0.131r | 0.782/0.815 | 0.117
3793853 | 70846635 Promoter G/A 0.48 | 0.43 | 0.09 | 0.47 | 0.45 | 0.08 | 0.780a | 0.701/0.691 | 0.730
11595348* | 70846926 Promoter C/G 0.72]0.25 | 0.04 | 0.69 | 0.28 | 0.03 | 0.726r | 0.828/0.840 | 0.534
10509312* | 70851776 Promoter c/T 0.72]0.25 | 0.04 | 0.70 | 0.27 | 0.03 | 0.874r | 0.836/0.840 | 0.844
12772559 | 70854362 Promoter G/C 0.58 | 0.36 | 0.06 | 0.58 | 0.37 | 0.05 | 0.794a | 0.763/0.750 | 0.574
4617477* | 70858065 | Intergenisch A/G 0.72]0.25 | 0.03 | 0.70 | 0.27 | 0.03 | 0.820r | 0.834/0.844 | 0.641

Tabelle 21: Haufige Haplotypen, Frequenzen und Assoziationen zu AD

Alle Haplotypen mit Frequenzen Uber 1%, die in einem LD-Block in der TACR2 Region liegen, wurden auf
Assoziation zu AD mit Hilfe eines y2-Tests analysiert

Haplotyp ID Sequenz Frequenz (Fall/Kontroll) P-Werte (unkorrigiert)
Block 1
1.1 TGG 0,451/0,425 0,3129
1.2 CGG 0,190/ 0,208 0,3862
1.3 CGA 0,194 /0,199 0,8210
1.4 CAG 0,158 /0,161 0,8918
Block 2
2.1 CG 0,454 /0,452 0,9335
2.2 GC 0,404 /0,408 0,8962
2.3 GG 0,136 /0,136 0,9956
Block 3
3.1 CCGA 0,580/0,578 0,9466
3.2 CCCA 0,246 / 0,253 0,7608
3.3 GTGG 0,162 /0,151 0,5730
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Abbildung 28: LD und Haplotyp Struktur des TACR2 Locus unserer Daten

LD und Halpotyp-Block-Struktur des TACR2 Locus. Zahlenwerte geben D" an und
Grautdne stehen fur r2 (r2=0 (WeiB); 0 < r2 < 1 (Grau Abstufungen); rz=1
(Schwarz)), wobei weile Flachen einen starken Hinweis auf Rekombination
geben. Hell graue Flachen sind uninformativ und dunkel graue bis schwarze
Flachen zeigen starkes LD an. Die Blocke folgen der Haplotyp-Block Definition
nach (Gabriel et al., 2002).
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Abbildung 29: LD-Struktur des TACR2 Locus aus den HapMap Daten

LD und Halpotyp-Block-Struktur des TACR2 Locus. Zahlenwerte geben D" an und Grautdne stehen fir r2 (r2=0
(Weil}); 0 < rz2 < 1 (Grau Abstufungen); r2=1 (Schwarz)), wobei weille Flachen einen starken Hinweis auf
Rekombination geben. Hell graue Flachen sind uninformativ und dunkel graue bis schwarze Flachen zeigen
starkes LD an. Die Bldcke folgen der Haplotyp-Block Definition nach (Gabriel et al., 2002).

5.3 Erweiterte GWAS

Da in der initialen GWAS, auller dem APOE Locus, keine genomweiten signifikanten
Assoziationen beobachtet werden konnten, haben wir uns entschlossen die ,,Initiale GWAS*
zu erweitern, um durch eine groRere Fallzahl auch Assoziationen mit kleineren Effekten
identifizieren zu kdnnen. Die 491 AD Falle aus der Initialen GWAS (4.1.2.1) wurden durch
die ,,Erweiterte GWAS®“ um 236 AD Falle (4.1.2.3) ausgeweitet. Nach der Qualitatskontrolle
(4.2.8.3) umfasste das Gesamtkollektiv 709 AD Félle. Nach einer genomweiten Berechnung
wurde erneut APOE, als am starksten assoziierter Locus, identifiziert. In Abbildung 30 ist ein
Manhattan Plot zur Veranschaulichung der Ergebnisse gezeigt. Hierbei ist der APOE Locus
zur besseren Darstellung ausgeschlossen worden. Fir sieben SNPs wurde ein p-Wert in einem
dominanten logistischen Regressionsmodel berechnet. Die Schwelle fur genomweite

Signifikanz liegt nach Bonferroni (4.2.8.1.2) bei einem p-Wert von 9,8*10°%, dies entspricht
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einem —logio(p-Wert) von 7,01 und ist durch eine waagerechte rote Linie gekennzeichnet.
Zeitgleich zu der Auswertung dieser erweiterten GWAS wurden zwei Publikationen in der
Fachzeitschrift ,,Nature Genetics* veroffentlicht (Harold et al. 2009; Lambert et al. 2009), die
in deutlich gréReren Kohorten vier neue Risikoloci (CLU, CR1, BIN1 und PICALM)
identifiziert haben. Die Assoziationen zu diesen vier Genen kdnnen durch unseren Datensatz
zundchst nicht validiert werden. Allerdings zeigt ein Vergleich der Allelfrequenzen zwischen
Féllen und Kontrollen unseres Kollektivs starke Ahnlichkeit zu den publizierten Frequenzen.
Dies lasst darauf schlieRen, dass die von Harold et al. und Lambert et al. beschriebenen
Assoziationen, bei einer hoheren Fallzahl, auch in unserer Kohorte zu finden wéren. Ein

Vergleich der Frequenzen zwischen Féllen und Kontrollen ist in Tabelle 22 dargestellt.

Tabelle 22: Vergleich der Allelfrequenzen fir die Gene BIN1, CLU, CR1 und PICALM

Ubersicht tiber die Allelfrequenzen sowie der p-Werte der assoziierten Allele unserer Studie im Vergleich zu den
publizierten Studien von Harold et al. und Lambert et al..

Gen/Region SNP Studie Assoziiertes Allel f\llelfrequenz p-Wert
Falle, Kontrollen
BIN1 rs744373 Harold et al. C 0.313,0.280 3.2x10°
BIN1 rs744373 Feulner et al. C 0.324,0.274 0.0018
BIN1 rs7561528 Harold et al. A 0.366, 0.332 3.0x10°
BIN1 rs7561528 Feulner et al. A 0.359,0.319 0.0155
cLy rs11136000 Harold et al. T 0.363, 0.403 85x10™
cLu rs11136000 Feulner et al. T 0.371,0.392 0.2094
cLu rs11136000 Lambert et al. T 0.350, 0.380 7.5x10°
CR1 rs3818361 Lambert et al. T 0.220, 0.180 8.9x10°
CR1 rs3818361 Feulner et al. T 0.234,0.192 0.0029
PICALM rs3851179 Harold et al. G 0.335,0.374 1.3x10°
PICALM rs3851179 Feulner et al. G 0.666, 0.631 0.0318

Aufgrund dieser Ergebnisse, wurde beschlossen, die Assoziationen der sieben genomweit
signifikanten SNPs vorerst nicht zu verfolgen und anstatt dessen unsere Kohorte zusammen
mit einem internationalen Konsortium in einer stufenweisen Meta-Analyse zu untersuchen.
Durch die dadurch erreichten KohortengroRen (4.1.2.4) ist es moglich Assoziationen mit

kleinen Effektgrofien zu identifizieren.
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Abbildung 30: Manhattan Plot der erweiterten Fall/Kontroll GWAS

Dargestellt sind die —logl0 p-Werte der erweiterten GWAS. In unterschiedlichen Farben sind die
Chromosome gezeigt und die waagerechte rote Linie gibt die Schwelle fiir genomweite Signifikanz
nach Bonferroni an. Der APOE Locus ist in dieser Darstellung zur besseren Veranschaulichung
entfernt.

5.3.1 Fall/Kontroll-Ansatz in internationalen Konsortien

Zusammen mit einem internationalen europdischen Konsortium konnten wir, durch eine
stufenweise Assoziationsstudie (GERAD+ Genetic and Environmental Risk in Alzheimer’s
Disease Consortium +) neue Gene identifizieren, die mit der Alzheimer Krankheit assoziiert
sind (Hollingworth et al., 2011). Zusatzlich wurden Loci getestet, die von einem
internationalen amerikanischen Konsortium (ADGC Alzheimer's Disease Genetic
Consortium) gefunden wurden (Naj et al., 2011) und in einer gemeinsamen Meta-Analyse
bestatigt werden konnten. Die Gene sind ABCA7, MS4A6A/MS4A4E, EPHAL, CD33 und
CD2AP und wurden in der Fachzeitschrift Nature Genetics veroffentlicht (Hollingworth et al.,
2011). In der gleichen Ausgabe erschien der Artikel des internationalen amerikanischen
Konsortiums die zu ahnlichen Ergebnissen gekommen sind (Naj et al., 2011). Der

schematische Aufbau der stufenweisen Meta-Analysen ist in Abbildung 31 dargestellt.
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Stufe 1: Meta-Analyse der verfiigbaren GWAS Daten

Kohorten| ADNI || GERADI || TGEN || EADI1 |
6688 Falle

13685 Kontrollen Meta-Analyse

496763 SNPs

v

61 SNPs mit p-Werten <1 x 10

Stufe 2: Erste Replikation

APOE, CLU, PICALM, CR1 und BIN1 SNPs ausgeschlossen (35 SNPs)
SNPs die in hohen LD zu bereits ausgeschlossenen
stehen ebenfalls ausgeschlossen (8 SNPs)
12 SNPs ausgewahlt

| GERAD2 |
* in silico Replikation
4896 Falle |_deCODE_|
4903 Kontrollen Meta-Analyse
12 SNPs | _apic |
5 SNPs mit p-Werten < 0,05
Stufe 3: Zweite Replikation

o (—{ Genotypisiert in EADI2 |
21258 Kontrollen Meta-Analyse (—{ Genotypisiert in Mayo2 |

3 SNPs*

In silico Replikation
in CHARGE

Meta-Analyse der GERAD+ Stufenl,2 und 3
19870 Falle, 39846 Kontrollen

Abbildung 31: Schematischer Aufbau der GERAD+ Studie

*Daten fir rs744373 und rs3818361 aus dem CHARGE Konsortium wie auch Daten fur rs381861 aus dem

EADI2 Kollektiv wurden nicht in Stufe 3 eingebunden, da sie zuvor bereits prasentiert wurden (Abbildung nach
Hollingworth 2011, verandert).
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In der ersten Phase der Studie wurde eine Meta-Analyse von vier GWAS Datensétzen
durchgefihrt, dazu gehérten die Kohorten GERAD1 (Harold et al., 2009), EADI1 (Lambert et
al. 2009), TGENL1 (Reiman et al., 2007) und ADNI (Petersen et al. 2010) mit insgesamt 6688
AD Fillen und 13685 Kontrollen. SNPs die einen p-Wert kleiner gleich 1x10® zeigten
wurden dann in Stufe 2 repliziert. Hierfir wurden die Kollektive GERAD2 (Hollingworth et
al., 2011) sowie eine in silico Replikation unseres Kollektives, AD-IG (Feulner et al., 2010),
als auch des deCODE (Hollingworth et al., 2011) Kollektives vorgenommen. Insgesamt
waren in dieser Stufe 4896 AD Félle und 4903 Kontrollen in die Analyse eingebunden
(Abbildung 31). In der dritten Stufe wurden dann zuvor unidentifizierte SNPs die Signifikanz
in Stufe 2 zeigten, erneut auf Assoziation mit AD in den Kohorten EADI2 (Lambert et al.
2009) und Mayo?2 (Hollingworth et al., 2011) als auch in silico in der CHARGE (Seshadri et
al., 2010) Kohorte repliziert. Insgesamt standen in dieser Stufe 8286 AD Falle und 21258
Kontrollen zur Verfiigung (siehe Abbildung 31).

In Stufe eins wurden 61 SNPs gefunden, die mit AD assoziiert sind und einen p-Wert unter
1x107 zeigten, die genauen Ergebnisse zu jedem Kollektiv sind im Anhang in Tabelle 35
gezeigt. 10 davon waren neue, zuvor nicht mit AD in Verbindung gebrachte Loci, und zwei
weitere lagen in den Regionen des BIN1 und CR1 Gens und wurden noch nicht in GERAD2
getestet. Die brigen lagen in der APOE, CLU oder PICALM Region oder stehen in hohem
LD zu diesen bereits bekannten Risikoloci und wurden daher ausgeschlossen. In Stufe zwei
wurden dann, von den 12 untersuchten Loci 5 in unabhéngigen Kollektiven repliziert, die eine
Signifikanzschwelle von p = 4,2x10™ der Bonferroni-Korrektur unterschritten haben (Tabelle
23).

Tabelle 23: Ergebnisse der zweiten Stufe der Meta-Analyse

Gezeigt sind die Ergebnisse der zweiten Stufe der Meta-Analyse zu den 12 untersuchten SNPs. Die finf SNPs,
die das Signifikanzniveau einer Bonferroni Korrektur von p<0,0042 unterschreiten sind Grau unterlegt.

SNP Gen/Regi CHR Positi Al | A2 Stufe 2
en/iegion osttion OR p-Wert | Fille Kontrollen
rs3764650 ABCA7 19 1046520 G T | 1.28 1.9E-05 4896 4903
rs744373 BIN1 2 127894615 G | A | 1.17 3.8E-05 4896 4903
rs670139 MS4A4E 11 59971795| T | G | 1.11 1.1E-03 4896 4903
rs3818361 CR1 1 207784968 | A | G | 1.14 1.4E-03 4896 4903
rs610932 MS4A6A 11 59939307| T | G | 0.90 1.6E-03 4896 4903
rs7191155 lack 16 19800213 | C T | 094 1.5E-01 4896 4903
rs4782279 lack 16 19759007 C | A | 095 1.9€-01 4896 4903
rs1858973 lQck 16 19743649 | C T | 095 2.1E-01 4896 4903
rs739565 C160rf88 16 19716505| A | G | 1.02 5.5E-01 4896 4903
rs10501927 CNTN5 11 99757729| G T | 102 6.9E-01 4896 4903
rs10761558 CDK1 10 62523470 A | G | 1.00 9.0E-01 4187 3932
rs3809278 CUX2 12 111725185 | A c | 1.00 9.9E-01 4896 4903
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Der SNP rs3764650 in dem ABCA7 Gen, sowie die SNPs rs610932 und rs670139 in dem
MS4A Gen Cluster zeigten auch in Stufe 2 Assoziation mit AD, diese Loci waren zuvor noch
nicht durch andere Studien mit AD in Verbindung gebracht worden. Zwei SNPs in den Genen
BIN1 und CR1 blieben in Stufe 2 ebenfalls signifikant (Tabelle 23), waren allerdings zuvor
schon beschrieben mit AD assoziiert zu sein. Die drei neuen Risikoloci wurden dann in Stufe
3 erneut repliziert und unterschritten alle das Signifikanzniveau der Bonferroni-Korrektur von
p<0,0167 (Tabelle 24).

Tabelle 24: Ergebnisse der dritten Studie der Meta-Analyse

In der dritten Stufe unterschritten alle p-Werte der drei untersuchten SNPs den Schwellenwert der Bonferroni
Korrektur fur multiples Testen von p<0,0167 und sind Grau unterlegt dargestellt.

SNP Gen/Region CHR Position Al | A2 Stute 3
OR p-Wert | Falle Kontrollen
rs3764650 ABCA7 19 1046520| G T | 1.22 2.9E-07 7176 17754
rs670139 MS4A4E 11 59971795| T G | 106 3.2E-03 8224 21194
rs610932 MS4A6A 11 59939307 | T G | 091 2.1E-05 7312 19874

Durch eine Meta-Analyse der Stufen 1, 2 und 3 konnten alle Assoziationssignale weiter

verstarkt werden, die Ergebnisse sind in Tabelle 25 dargestellt.

Tabelle 25: Ergebnisse der Meta-Analyse der Stufen 1, 2 und 3

SNP Gen/Regi CHR Positi Al A2 Meta-Analyse Stufe 1, 2 und 3
S osition OR 95% CI p-Wert | Fille | Kontrollen
rs3764650 ABCA7 19 1046520 G | T | 1.23 | 1.181.30 | 4.5E-17 | 17683 34269
rs744373 BIN1 2 127894615 G | A | 1.17 | 1.12-1.12 2.6E-14 | 11584 17619
rs670139 MS4A4E 11 59971795 T | G | 1.09 | 1.06-1.12 1.4E-09 | 19262 38024
rs3818361 CR1 1 207784968 | A | G | 1.18 | 1.13-1.24 | 3.7E-14 | 11584 18154
rs610932 MS4A6A 11 59939307 T | G | 0.90 | 0.89-0.92 1.8E-14 | 18990 38080

Die Kombination der GERAD+ mit der ADGC Studie ergab fir das ABCA7 Gen ein p-Wert
von 5,0 x 10! (OR=1,22), fir die beiden SNPs rs610932 und rs670139 in dem MS4A Gen
Cluster wurden p-Werte von 1,2 x 10® (OR=0,91) bzw. 1,1 x 10™° (OR=1,22) berechnet. Die
Positionen der assoziierten SNPs, sowie die Haplotyp Strukturen sind in Abbildung 32 und
Abbildung 33 dargestelit.
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Abbildung 32: Schematische Darstellung der ABCA7 Region

Die chromosomale Position ist oben gezeigt (UCSC Feb 2009), horizontale Pfeile geben die Richtung der
Transkription an, schwarze senkrechte Striche die Position der Exons. Der —log;o p-Wert ist zu jedem SNP aus
Stufe eins in schwarz in dem Diagram angegeben, rot gekennzeichnet ist der p-Wert des Markers aus GERAD+
Stufe 1, 2 und 3 Meta-Analyse. Die Bockstruktur der jeweiligen Marker zeigt das LD der Marker zueinander in
D" an (Hollingworth et al., 2011).

Der andere Pradispositions-Locus war das MS4A (membrane-spanning 4A) Gen Cluster in
dem die Assoziation zu AD einen LD-Block von 293kb umfasste, in dem 6 der 16 bekannten
Gene dieser Familie liegen (MS4A2, MS4A3, MS4A4A, MSAA4E, MS4A6A und MS4AGE). Die
assoziierten SNPs wurden in der 3" untranslatierten Region von MS4A6A (rs610932) und der
intergenischen Region zwischen MS4A4E und MS4A6A (rs670139) gefunden. Der Marker
rs610932 zeigte nominell signifikante Assoziation mit der Expression von MS4A6A im
Cerebellum und dem temporalen Cortex (0,01 < p < 0,05), nicht aber im frontalen Cortex,
Pons (Briicke) (J. R. Gibbs et al., 2010) und in Lymphoblastom Zelllinien (Stranger et al.,
2005).
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Abbildung 33: Schematische Darstellung des MS4A Gen Clusters

Die chromosomale Position ist oben gezeigt (UCSC Feb 2009), horizontale Pfeile geben die Richtung der
Transkription an, schwarze senkrechte Striche die Position der Exons. Der —log;o p-Wert ist zu jedem SNP aus
Stufe eins in schwarz in dem Diagram angegeben, rot gekennzeichnet sind die p-Werte der Marker aus GERAD+
Stufe 1, 2 und 3 Meta-Analyse. Die Blockstruktur der jeweiligen Marker zeigt das LD der Marker zueinander in
D" an (Hollingworth et al., 2011).

Des Weiteren wurden vier andere Loci, die in der ADGC Studie (Naj et al., 2011) Assoziation
mit AD zeigten (1 x 10® > p > 5 x 10®) und in den Genen CD33, EPHA1, CD2AP und
ARID5B lagen, weiter verfolgt. Hierzu wurden die GERAD+ Kohorte und die ADGC Kohorte
gemeinsam in einer Meta-Analyse untersucht, wobei doppelte Individuen entfernt wurden. Es
wurde genomweite Assoziation zu AD fir die Marker rs9349407, rs3865444 und rs11767557
mit p-Werten von 8,6 x 10°, 1,6 x 10 bzw. 6,0 x 10™° gefunden. Fir den SNP rs2588969
konnte keine Assoziation in dem kombinierten Datensatz gezeigt werden (Hollingworth et al.,
2011).

-79-



Ergebnisse

5.3.2 Quantitative Marker Analysen

In einem néchsten Schritt wurde untersucht welchen Einfluss genetische Marker (SNPs), der

zuvor mit AD assoziierten Loci, auf quantitative Marker haben.

Fur die folgenden Analysen wurde das Kollektiv der erweiterten GWAS, wie in 4.1.2.3
beschrieben, verwendet. Die zur Verfligung stehenden Endophénotypen sind in Tabelle 1
zusammengefasst. Die untersuchten genetischen Regionen wurden in zuvor publizierten
GWA Studien mit Alzheimer assoziiert gezeigt und daher naher untersucht (Lambert et al.
2009; Harold et al. 2009; Hollingworth et al. 2011; Naj et al. 2011). Hierbei wurde nicht nach
Assoziationen zwischen Fallen und Kontrollen gesucht, sondern es wurde der Einfluss von
krankheitsspezifischen biochemischen Markern aus Liquor oder Blut und neuro-
psychiatrischen Tests untersucht. Die analysierten Regionen, deren chromosomale Positionen

sowie die Anzahl der untersuchten Marker sind in Tabelle 26 dargestellt.

Tabelle 26: Analysierte Regionen
Die Angaben der Positionen beziehen sich auf Genom Version NCBI136 hgl8

Locus Chromosom Start [bp] Stop [bp] GroRe [bp] GUEETE VR
Marker
ABCA7 19 981 014 1025315 44301 211
ARID5B 10 63 271 249 63 535 639 264 390 664
BIN1 2 127 512 010 127 614 937 102 927 438
CD2AP 6 47 543 262 47711143 167 881 422
CD33 19 56 410 129 56 444 384 34255 83
CLU 8 27 500 194 27537 903 37709 98
CR1 1 205 726 398 205 890 488 164 090 328
EPHA1 7 142 788 905 142 825 850 36 945 102
GAB2 11 77 593 709 77 815 808 222 099 446
GOLM1 9 87 820 606 87911915 91309 250
MS4A Cluster 11 59 500 964 60 249 530 748 566 2146
PICALM 11 85336 520 85 487 565 151 045 442
SORL1 11 120818128 121 015919 197 791 426
Gesamt —_— —_ —_ 2263 308 6 056

Da es sich bei der Alzheimer Krankheit um eine genetisch komplexe Erkrankung handelt, bei
der wahrscheinlich sehr viele Risikoloci eine Rolle spielen, ist es nicht Gberraschend, dass
auch die kurzlich gefundenen Loci einen eher kleinen Effekt zeigen, der bei einer 0,10 bis
0.15 fachen Erh6hung oder Erniedrigung des Alzheimer Risikos fir Tréger des assoziierten
Allels liegt. Daher ist es notig, dass immer groRere Kollektive untersucht werden um auch
kleine Effekte Die letzten beiden groflen Meta-Analysen
untersuchten 19 870 bzw. 18 832 Falle und 39 846 bzw. 35 597 Kontrollen (Hollingworth et
al., 2011; Naj et al., 2011). In diesen Meta-Analysen blieb allerdings der eigentliche Effekt

identifizieren zu konnen.
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der assoziierten Marker unklar, da keiner dieser Marker in einer proteinkodierenden Region
liegt. Es ist daher moglich, dass die eigentliche kausale Variante in hohem LD zu den
assoziierten Marker liegt. Durch Imputation (4.2.8.4) des Datensatzes konnte die Dichte der
Marker deutlich erhoht werden um eventuelle kausale Varianten zu identifizieren. Interessant
ist, dass alle untersuchten Gene an Fettstoffwechsel, Immunantwort oder inflammatorischen
Prozessen beteiligt sind. Um die Beteiligung dieser neuen Risikoloci bei der Pathogenese der
Alzheimer Krankheit weiter zu charakterisieren, wurde der Einfluss von biochemischen
Blutparametern wie Serum Level fur VLDL, LDL, HDL, Triglyzeride, Cholesterin und
Vitamin B12, sowie CSF Level fur AB4, und Tau-Protein untersucht. Des Weiteren wurden
neuropsychologische Test Ergebnisse (CERAD-NP (Morris et al. 1989; Mirra et al. 1991))
herangezogen. Fur all diese Parameter ist eine Beteiligung am Phénotyp der Krankheit

bekannt.

Um den Einfluss von Genotypen auf die erhobenen Endophéanotypen zu untersuchen wurde
ein dominantes lineares Regressionsmodell mit Alter, Geschlecht und SNP als Kovariaten
gerechnet. Fir signifikante Ergebnisse wurden im Weiteren Haplotypanalysen durchgefihrt,
die zum einen einem drei Marker sliding window Model folgten und zum anderen nach den
Blockdefinitionen von Gabriel et al. ausgerichtet waren (Gabriel et al., 2002). AulRerdem ist es
erwahnenswert, dass nicht alle Signale die in einzelnen Loci als signifikant gefunden wurden
auch vollig unabhédngig voneinander sind. Oft deuten sie auf ein und dasselbe

Assoziationssignal hin (LD).

5.3.2.1 CR1 (complement receptor 1)

Fur den CR1 Locus konnten 10 Assoziationen gefunden werden, die eine durchschnittliche
Reduktion des AP, Levels im CSF von 23% zeigte (Tabelle 27). Alle Marker befinden sich
in der proximalen Region des CR1 Gens. In Abbildung 34 ist der zuvor identifizierte SNP
durch ein Viereck markiert und die LD Berechnungen (r?) beziehen sich auf diesen SNP.
Abbildung 35 zeigt exemplarisch fur den Marker rs63341260 die In(Aps2) Werte nach dem
dominanten Model, wobei der niedrigere ABs, Mittelwert fur die Gruppe der heterozygoten
und homozygoten fur das seltene Allel im Vergleich zu den homozygoten des haufigen Allels
deutlich zu erkennen ist. In der Haplotypanalyse konnte ein drei-Marker-Haplotyp, der aus
den SNPs rs61811963, rs7533408 und rs62763963 gebildet wurde, identifiziert werden, der
ein starkeres Assoziationssignal (p=0,00058) fur die GTA Kombination mit einer Haufigkeit
von 11,5% hervorbrachte, als in der Einzelmarkeranalyse (rs62763963 p=0,0044). Das
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gleiche Signal mit der gleichen Frequenz konnte auch fir den folgenden drei-Marker-
Haplotyp (TAG) berechnet werden (rs7533408, rs62763963 und 1-205741136). Zusétzlich zu
den beiden drei-Marker-Haplotypen, wurde auch ein 14 Marker Haplotypblock nach den
Gabriel et al. Blockdefinitionen gefunden, der eine Frequenz von 11,7% fir die Kombination
GCGGGAGTAGGATA (chrl:205738244-205742826 Intron 1) und einen p-Wert von
0,00045 zeigte. Die beiden drei-Marker-Haplotypen GTA bzw. TAG liegen in diesem Block
und sind Fett gedruckt. Fir die CR1 Region und APs als Endophénotyp war dies die

signifikanteste Beobachtung.

Tabelle 27: Ergebnisse der CR1 Region fur A4, als Endophénotyp

Locus |  SNP Position | ajor het/ero " hetnero Call- | \pap | P-Wert N“[tpt;r/:n[l342 Pslgt;;ll Iég;i %
Chrl . major . rate SNP . . Abnahme
minor +minor CSF] major | hetero+minor
CR1 rs7519408 | 205727912 cC GC/GG 79 27 1 0.132 | 8.91E-03 517 397 23.2
CR1 rs4618970 | 205728263 T CT/CC 79 27 1 0.132 | 8.91E-03 517 397 23.2
CR1 | rs9429940 | 205729535 | CC | TC/TT 79 27 1 0.132 | 8.91E-03 517 397 23.2
CR1 | rs4525038 | 205730560 | CC | TC/TT 79 27 1 0.132 | 8.91E-03 517 397 23.2
CR1 | rs7525170 | 205735070 | AA | GA/GG| 66 39 0.991 | 0.205 | 3.54E-03 525 408 223
CR1 | rs4844597 | 205737892 | TT | CT/CC | 66 39 0.991 | 0.205 | 3.54E-03 525 408 223
CR1 | rs4274065 | 205738099 | TT | CT/CC | 66 39 0.991 | 0.205 | 3.54E-03 525 408 22.3
CR1 | rs62763963 | 205740568 | GG AG/A 65 36 0.953 | 0.198 | 4.40E-03 521 404 22.5
CR1 | rs4310446 | 205743227 | TT | CT/CC | 68 38 1 0.208 | 2.62E-03 533 406 23.8
CR1 |rs63341260 | 205743391 | CC | TC/TT 62 34 0.906 | 0.203 | 3.63E-03 533 405 241
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Abbildung 34: Graphische Darstellung der Assoziationen der CR1 Region

-log p-Werte sind auf der linken y-Achse und die genomische Position auf der x-Achse dargestellt. Die rechte y-
Achse gibt die Rekombinationsrate an. Der SNP rs3818361, der zuvor von (Harold et al., 2009) identifiziert
wurde, ist durch ein Viereck gekennzeichnet. Die LD Berechnungen beziehen sich auf diesen SNP. Diese Grafik
wurde mit Hilfe der LocusZoom Software erstellt (Pruim et al., 2010).
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Abbildung 35: Verteilung der AB;, Werte nach Genotypen (rs4310446)

Punktdiagramm fur den SNP rs4310446, der die grofite Erniedrigung der AB,, Werte zeigte. Die Gruppen sind
nach dem dominanten Model in homozygote Tréger des hdufigen Allels (TT n=68) und heterozygote zusammen
mit homozygoten Tragern des seltenen Allels (CT n=32 + CC n=6 -> TC/CC n=38) eingeteilt. Linien geben den
Mittelwert an und unterbrochene Linien die Standardabweichung.
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5.3.2.2 MS4A Cluster (membrane-spanning 4-domains, Subfamily A)

Fur die MS4A Gen Cluster Region konnten 19 von insgesamt 2146 SNPs mit p-Werten
zwischen 0,01 und 0,00091 (Anhang, Tabelle 36) fir den Endophénotyp AP, identifiziert
werden. Die zuvor in einem Fall/Kontroll Ansatz gefundenen SNPs rs4938933 (Naj et al.,
2011), rs610932 (Hollingworth et al., 2011) und rs670139 (Hollingworth et al., 2011) konnten
bei dieser Analyse nicht mit einem veranderten AB4, Level in Verbindung gebracht werden
(Anhang, Abbildung 40, Abbildung 41 und Abbildung 42). Stattdessen wurden 5 Marker in
der MS4A1 Region, 9 in der MS4A12 Region, wovon 3 intergenisch in 3" Richtung liegen, 5
weitere Marker intergenisch zwischen den Genen MS4A4A und MS4AGE, gefunden. Diese
Assoziationssignale waren durch einen Rekombinations-Hotspot von den 3 zuvor
beschriebenen Markern getrennt. Fir die 19 Marker wurde eine durchschnittliche
Erniedrigung der APs, Konzentration von 22,6% fir Trager des seltenen Allels berechnet. In
der Haplotypanalyse konnte kein starkeres Signal als in der Einzelmarkeranalyse detektiert
werden, weder mittels sliding window Analyse, noch mit Hilfe der Gabriel et al.

Blockdefinitionen.

5.3.2.3 SORL1 (sortilin-related receptor 1)

Assoziationssignale mit dem Endophanotyp ABs, konnten nicht nur fir den CR1 sowie das
MS4A Cluster gefunden werden, sondern auch fur den SORL1 Locus, hierbei fir die
genomische Position 120952023 auf Chromosom 11 (NCBI36/hg18). Es konnte eine
Erhohung des Aa, Proteins im CSF flir homozygote Tréger des haufigen Allels (CC n=45)
von durchschnittlich 551 pg/ml CSF im Vergleich zu den heterozygoten und homozygoten
Tragern des seltenen Allels (n=51), die eine durchschnittliche ABs, Konzentration von
429pg/ml CSF hatten, beobachtet werden (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Verteilung der AB,, Werte nach Genotypen (11-120952023)

Punktdiagramm fir den Marker 11-120952023, der die grofte Reduktion der APy, Werte zeigte. Die Gruppen
sind nach dem dominanten Model in homozygote Tréger des hdufigen Allels (CC n=45) und heterozygote
zusammen mit homozygoten Trégern des seltenen Allels (GC n=38 + GG n=13 > GC/GG n=51) eingeteilt.
Linien geben den Mittelwert an und unterbrochene Linien die Standardabweichung.

In der sliding window Analyse war das Signal starker als fur die Einzelmarker Berechnung.
Der Haplotypblock aus den Markern 11-120952023, rs4936636 und rs4936637 zeigte einen
p-Wert von 0,0024 bei einer Haufigkeit von 66,3% fur die Kombination CCT.

Fir SNPs des SORL1 Locus konnten zusétzlich Assoziationen mit Vitamin B12 Level gezeigt
werden. 18 SNPs, alle in hohem Kopplungsungleichgewicht, erreichten p-Werte zwischen
0,00212 und 0,000377 (Tabelle 28). Alle SNPs lagen in einer 28kb grofRen Region des SORL1
Locus, Abbildung 43 im Anhang gibt einen naheren Uberblick tiber die untersuchten Marker,
deren Position und des Kopplungsungleichgewichtes.
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Tabelle 28: Ergebnisse der SORL1 Region fur Vitamin B12 als Endophénotyp

o hetero n Mittel |\ ittel vB12 %

Locus SNP Pgrs]:cﬁn major _/ mar}or het.ero (r::t”e- MAF p-Svl\\l/srt VBlBIZU[tr]1g/I [ng/I BIu.t] Ab-
minor +minor . hetero+minor | nahme
major

SORL1 | 11_120931061 | 120931061 | CC TC/TT | 410 76 1 0.08 | 7.08E-04 346 431 24.7
SORL1 | 11_120932778 | 120932778 | GG | AG/AA | 410 76 1 0.08 | 7.08E-04 346 431 24.7
SORL1 rs11218340 120936564 AA TA/TT 410 75 0.99 | 0.08 | 8.90E-04 347 432 24.4
SORL1 | 11_120937916 | 120937916 CC TC/TT 409 76 0.99 | 0.08 | 6.75E-04 346 431 24.8
SORL1 | rs10892756 | 120939766 | CC TC/TT | 409 76 0.99 | 0.08 | 8.04E-04 347 431 24.4
SORL1 | rs10892757 | 120939960 | TT | GT/GG | 398 75 0.97 | 0.08 | 5.44E-04 345 434 25.5
SORL1 rs3781832 120941480 GG TG/TT 378 108 1 0.12 | 2.12E-03 344 411 19.3
SORL1 rs11218344 120942621 GG AG/AA | 393 74 0.96 | 0.08 | 5.09E-04 344 433 25.9
SORL1 rs1784920 120942781 | GG | AG/AA| 376 88 0.95 | 0.1 |9.12E-04 344 423 23.1
SORL1 | rs11218345 | 120943817 | TT AT/AA | 392 74 0.95 | 0.08 | 4.96E-04 344 433 26
SORL1 rs11218346 120944391 GG AG/AA | 411 75 1 0.08 | 7.86E-04 346 432 24.7
SORL1 | 11_120945440 | 120945440 CC TC/TT 392 74 0.95 | 0.08 | 4.96E-04 344 433 26
SORL1 | 11_120946598 | 120946598 | GG | TG/TT | 392 74 0.95 | 0.08 | 4.96E-04 344 433 26
SORL1 | rs11218347 | 120951758 | TT CT/CC | 410 75 0.99 | 0.08 | 7.67E-04 346 432 24.8
SORL1 rs11218349 120955431 GG AG/AA | 392 75 0.96 | 0.08 | 3.77E-04 344 435 26.4
SORL1 | 11_120958729 | 120958729 TT GT/GG 392 75 0.96 | 0.08 | 3.77E-04 344 435 26.4
SORL1 | rs11218351 | 120958917 | CC TC/TT | 410 75 0.99 | 0.08 | 7.67E-04 346 432 24.8
SORL1 | rs11218352 | 120959108 | CC | GC/GG| 392 75 0.96 | 0.08 | 3.77E-04 344 435 26.4

Nach den Haplotyp Blockdefinitionen von Gabriel et al. wurde ein Haplotyp, bestehend aus
61 SNPs und einem Umfang von etwa 36kb (Chrl11:120928762-120964732), gefunden, der
bei einer Haufigkeit von 6,9% eine Assoziation mit Vitamin B12 Level zeigt (p=0,0021). In
dem 3-Marker sliding window Ansatz konnten p-Werte beobachtet werden, die etwa bei der
Hélfte derer aus den Einzelmarker Berechnungen liegen, immer in Markerkombinationen von
ungefahr 8% Haufigkeit. Die signifikanten Kombinationen aus den dreier Haplotypbldcken,
sind auch immer in dem 61 Marker groflen Haplotyp vorhanden. Der Effekt dieser nicht
unabh&ngigen SNPs variiert zwischen 19,3% und 26,4% Erhéhung des Vitamin B12 Level im

Blut zwischen den beiden Gruppen des dominanten Modells (Tabelle 28).

5.3.2.4 ARID5B (AT-rich interaction domain-containing protein 5B)

Des weitern wurde der Locus um das Gen ARID5B untersucht, der zuvor in einer initialen
Fall/Kontroll GWAS gefunden wurde (Naj et al., 2011), allerdings keiner Replikation oder
Meta-Analyse stand hielt. In dieser Analyse wurden 9 SNPs gefunden die mit einer
durchschnittlichen Erh6hung von 46,1% der Tau Protein Level im CSF assoziiert ist (Tabelle
29). All diese Marker zeigten hohere Tau-Konzentrationen fiir heterozygote und homozygote
Tréger des seltenen Allels (Mittelwert=637,5pg/ml CSF) verglichen mit homozygoten
Tragern des héaufigen Allels (Mittelwert=436.5pg/ml CSF).
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Tabelle 29: Ergebnisse der ARID5B Region fiir Tau Protein als Endophénotyp

n . .

Locus SNP Position major hEt/ero n hetero | Call- MAF p-Wert Ml[tptge};?u [“;:Igljtill TCé'lj] %

Chr10 X major + rate SNP . K Erhohung
minor minor CSF] major | hetero+minor

ARID5B | rs2675597 | 63294818 | GG | AG/AA | 37 69 0.991 | 0.415 | 2.45E-03 422 627 48.7
ARID5B | rs2675598 | 63295283 | AA | GA/GG | 37 69 0.991 | 0.415 | 2.45E-03 422 627 48.7
ARID5B | rs2675599 | 63296635 GG AG/AA 37 69 0.991 | 0.415 | 2.45E-03 422 627 48.7
ARID5B | rs1992626 | 63299417 GG AG/AA 38 67 0.981 | 0.405 | 5.44E-03 431 615 42.7
ARID5B | rs746830 | 63302767 | GG | CG/CC 31 75 0.991 | 0.434 | 8.70E-03 423 608 43.7
ARID5B | rs2675607 | 63303473 | AA | GA/GG | 31 76 1 0.435 | 7.37E-03 423 610 44
ARID5B | rs2675608 | 63305064 T AT/AA 31 76 1 0.435 | 7.37E-03 423 610 44
ARID5B | rs7909873 | 63358353 T CT/CC 65 29 0.879 | 0.186 | 3.70E-03 478 735 53.8
ARID5B | rs10821932 | 63361914 | GG | AG/AA | 68 38 0.991 | 0.208 | 8.05E-03 485 679 40.2

Ein beispielhaftes Punktdiagramm fur rs7909873 ist im Anhang in Abbildung 44 gezeigt und
veranschaulicht die Verteilung der Tau-Konzentrationen fur die beiden Gruppen des
dominanten Models. Mit Hilfe der Haplotypanalyse konnte kein Haplotyp mit einem

kleineren p-Wert als in der Einzelmarkeranalyse gefunden werden.

5.3.2.5 BIN1 (bridging integrator 1)

Andere untersuchte Blutparameter waren Lipidwerte, wie VLDL, LDL, HDL, Triglyzerid und
Cholesterin. Es wurden Marker in der BIN1 Region gefunden, die mit LDL und VLDL
Konzentrationen assoziiert sind und in der GOLM1 Region wurde Assoziation mit Cholesterin
und Triglyzerid Konzentrationen im Blut beobachtet (5.3.2.6). 41 SNPs in der BIN1 Region
haben signifikante Assoziation mit LDL Konzentrationen gezeigt, 35 von diesen sind in
perfektem LD und deuten daher auf dasselbe Signal. Eine durchschnittliche Erhéhung der
LDL Konzentration von 17,5% wurde in 67 untersuchten Individuen beobachtet. Zwei weitere
SNPs, die in 62 AD Patienten untersucht wurden, zeigten mit einer durchschnittlichen
Erhdhung von 53% der VLDL Konzentrationen einen signifikanten Einfluss. Die
durchschnittliche Erhéhung lag bei 15mg/dl auf 23.5mg/dl VLDL im Blut (Anhang, Tabelle
37). Ein Punktdiagramm ist beispielhaft fir den SNP rs11694743 gezeigt (Anhang,
Abbildung 45), fur den der grofte Unterschied (56,3%) in den VLDL Konzentrationen der
beiden, nach dem dominanten Modell eingeteilten Gruppen, gefunden wurde.

In der Haplotypanalyse wurde ein Block nach den Blockdefinitionen nach Gabriel et al.
gefunden, der sich tiber die chromosomale Region Chr2:127548281 bis 127559712 erstreckte
und 55 Marker mit einer Haufigkeit von 16,4% einschloss. Fir diesen Block wurde mit Hilfe
einer linearen Regressionsanalyse mit Alter, Geschlecht und SNP als Kovariaten ein p-Wert
von 0,0072 fur den quantitativen Phanotyp VLDL ermittelt. In dem 3-Marker sliding window
Ansatz wurde ein Block aus dem Markern rs11690153, rs10194375 und 2_127556817 (TCC)
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gefunden, der mit einem p-Wert von 0,0012 signifikanter als die Einzelmarker war, vor allem
fiir den SNP rs10194375 (Einzelmarker p-Wert=0,0061).

5.3.2.6 GOLML1 (golgi membrane protein 1)

Die zuvor von (H. Li et al., 2008) mit Alzheimer assoziierte Region GOLM1 konnte in den
grol} angelegten Meta-Studien von (Hollingworth et al., 2011) und (Naj et al., 2011) nicht
repliziert werden. In unserer Studie hingegen wurden Marker gefunden, die mit Triglyzerid
und Cholesterin Konzentrationen im Blut der untersuchten AD-Félle korrelieren. Fir
Triglyzerid wurde bei 6 SNPs eine Verdnderung der Konzentration im Blut, die sich von
24,7% bis 30,5% erstreckte, beobachtet (Tabelle 30).

Zwei weitere SNPs wurden in dieser Region gefunden, die Assoziation mit Cholesterin
Konzentrationen gezeigt haben. Die Marker rs7031120 und rs11141229 zeigten einen
Unterschied von 10,1% bzw. 10,4% in den beiden nach dem dominanten Model kodierten
Gruppen (Tabelle 30). Punktediagramme sind beispielhaft fiir je einen Marker gezeigt der den
grofiten Unterschied in Triglyzerid bzw. Cholesterin Konzentrationen zeigte (Abbildung 37).

Tabelle 30: Ergebnisse der GOLM1 Region flr Triglyzerid und Cholesterin als Endophéanotyp

Mittel M|tte[
hetero n quanti guanti
) Position ) n Call- p-Wert [mg/dI %
Locus quanti SNP Chro major '/ e het‘ero s MAF SNP [mg/dI Blut] Erhdhung
minor +minor Blut]
. hetero
major .
+minor
GOLM1 | Triglyzerid | rs11141189 | 87848958 | GG CG/cC 26 61 0.86 | 0.44 | 8.03E-03 | 146 112 30.5
GOLM1 | Triglyzerid | rs7856457 | 87879648 | GG AG/AA 54 47 1.00 | 0.27 | 9.63E-03 | 129 102 25.9
GOLM1 | Triglyzerid | rs7857302 | 87880311 | GG | AG/AA 52 47 0.98 | 0.28 | 8.29E-03 | 130 102 27.3
GOLM1 | Triglyzerid | rs4333693 | 87881869 | CC AC/AA 57 44 1.00 | 0.27 | 8.80E-03 | 128 102 24.7
GOLM1 | Triglyzerid | rs2183125 | 87882627 | AA GA/GG 58 41 0.98 | 0.24 | 9.55E-03 | 128 101 25.9
GOLM1 | Triglyzerid | rs6559898 | 87883431 | CC TC/TT 55 46 1.00 | 0.27 | 6.27E-03 | 129 102 27.5
GOLM1 | Cholesterin | rs7031120 | 87859295 | TT GT/GG 55 50 1.00 | 0.29 | 3.13E-03 | 223 246 10.1
GOLM1 | Cholesterin | rs11141229 | 87897539 | CC TC/TT 36 69 1.00 | 0.41 | 5.08E-03 | 249 226 10.4
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Abbildung 37: Verteilung der Triglyzerid bzw. Cholesterin Konzentration nach Genotypen

A: Punktdiagramm fiir den SNP rs11141189, der die Reduktion der Triglyzerid Werte zeigte. Die Gruppen sind
nach dem dominanten Model in homozygote Trager des hdufigen Allels (GG n=26) und heterozygote zusammen
mit homozygoten Tragern des seltenen Allels (CG n=46 + CC n=15 > CG/CC n=61) eingeteilt. Linien geben
den Mittelwert an und unterbrochene Linien die Standardabweichung.

B: Punktdiagramm fir den SNP rs7031120, der die Erhdhung der Cholesterin Werte zeigte. Die Gruppen sind
nach dem dominanten Model in homozygote Tréger des haufigen Allels (TT n=55) und heterozygote zusammen
mit homozygoten Tragern des seltenen Allels (GT n=39 + GG n=11 - GT/GG n=50) eingeteilt. Linien geben
den Mittelwert an und unterbrochene Linien die Standardabweichung.

Durch die Haplotypanalyse konnten fiir Triglyzerid keine weiteren Kombinationen gefunden
werden, die einen kleineren p-Wert als in der Einzelmarkeranalyse erreichten. Fir Cholesterin
hingegen, wurde ein 3-Marker-Haplotyp aus den SNPs rs7031120, rs12553480 and 9-
87859649 erstellt, der fir die GAC Kombination, welche eine Haufigkeit von 27% hat, einen
p-Wert von 0,0014 hervor brachte.

5.3.2.7 CD2AP (CD2-associated protein)

Eine weitere Region die untersucht wurde ist die CD2AP Region, die zuvor in den bereits
erwdhnten Meta-Analysen gefunden wurde. Nach der Analyse mit den vorhandenen
guantitativen Daten konnte eine Assoziation mit Markern dieser Region und
neuropsychologischen Testergebnissen der CERAD-NP Test Batterie (Morris et al. 1988;
Morris et al. 1989) gezeigt werden. Fur die Tests "Wortliste wiedergeben” und "Wortliste
lernen” wurden 104 bzw. 105 SNPs, alle in hohem Kopplungsungleichgewicht zueinander,

gefunden, die einen signifikanten Einfluss haben. 99 von diesen SNPs zeigten flr beide
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quantitative Marker einen Einfluss, denn Patienten die Probleme haben eine Wortliste zu
lernen haben in der Konsequenz auch Probleme diese ein paar Minuten spater wiederzugeben.
Der beobachtete Effekt bei “Wortliste lernen” war, dass Patienten die homozygote Tréger des
héufigen Allels waren, im Mittel 1,3, der 10 zu lernenden Worter, weniger in der
vorgegebenen Zeit lernen konnen, als Trager der anderen mdglichen genetischen
Kombinationen. Fir den Test "Wortliste wiedergeben” konnte die Gruppe der homozygoten
Trager des hadufigen Allels durchschnittlich 0,49 Worte weniger wiedergeben (Anhang,
Tabelle 38).

Die Marker in der untersuchten CD2AP Region lagen alle in hohem Kopplungs-
ungleichgewicht zueinander, daher gibt es nach den Gabriel et al. Blockdefinitionen auch nur
einen groflRen Block, der die gesamte Region beinhaltet. Die signifikanteste 3-Marker-
Haplotyp Kombination, TTC der Marker rs2218356, 6-47634956 und 6-47634996, erreichte
einen p-Wert von 0,000218, bei einer Haufigkeit von 32%, fir den quantitativen Marker
"Wortliste wiedergeben”. Im Vergleich dazu brachte der SNP rs2218356, in der
Einzelmarkeranalyse, einen p-Wert von 0,0079 hervor. Die gleiche 3-Marker Kombination
wurde auch fir "Wortliste lernen”, mit einem p-Wert von 0,00017, gefunden. Hier wurde in
der Einzelmarkeranalyse ein p-Wert fr den SNP rs2218356 von 0,0069 berechnet.

5.3.2.8 Ubrige Regionen

Fur die weiteren untersuchten Regionen (ABCA7, CD33, CLU, EPHA1, GAB2 und PICALM)
konnten in dieser Analyse keine Assoziationen gefunden werden.
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5.3.3 Validierung des LINGO1 Locus mit AB,4, als quantitativer Marker

In dieser Studie wurde auf Basis des Fall/Kontroll Datensatzes der erweiterten GWAS, eine
neue genomweite Assoziationsstudie berechnet, diesmal allerdings in einer reinen AD-Fall-
Kohort. Hierbei wurde der Einfluss von SNPs auf die A4, Konzentrationen im CSF der
Patienten untersucht. Es wurde einen Locus auf Chromosom 15 identifiziert, der knapp unter
dem Schwellwert fur genomweite Signifikanz nach einer Bonferroni-Korrektur lag. Fur die
SNPs rs2682911, rs884141 bzw. rs12591110 wurden p-Werte im additiven Model von
1,10%107, 1,91*10° bzw. 3,08*10" berechnet (Abbildung 38). Die drei Marker befanden sich
downstream von dem Gen LINGOL (Leucine-Rich Repeat Protein, Neuronal, 6A) und zwar
ca. 30,7kb, 24,3kb bzw. 1,4kb (genome hg19, dbSNPbuild 131). Im Folgenden wurde diese
genetische Region in unabhdngigen Kollektiven validiert. Dazu wurden Kollektive aus
Minchen und Schweden verwendet, die in den Abschnitten 4.1.2.5.1 und 4.1.2.5.2 genauer

beschrieben sind.
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Manhattan Plot Additiv: 512920 SNPs
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Abbildung 38: Manhattan Plot der erweiterten GWAS fur den quantitativen Marker Ap,, im additiven
Model

Dargestellt sind 512920 SNPs die nach QC ubrig geblieben sind. Unterschiedliche Farben stellen die
Chromosome 1 bis 22 dar und die x-Achse ist gibt die Anzahl der gesamten Basen an. Auf der y-Achse sind die
p-Werte als —log,, angegeben, die rote Linie gibt den Schwellwert fiir genomweite Signifikanz nach einer
Bonferroni Korrektur an, die etwa bei 107 liegt.

Der durchschnittliche Abstand zwischen den 23 untersuchten Markern betrug 3,04kb. Die
Ergebnisse zu jedem SNP sind in Tabelle 31 zu finden. Die Grau unterlegten Marker sind die
gleichen, die wir in unserer erweiterten GWAS gefunden haben (Abbildung 38). Der SNP
rs8034247 (graue Schrift) konnte aus technischen Griinden nicht genotypisiert werden und
wurde nicht fir die Berechnungen herangezogen. Insgesamt wurden in den beiden
Kollektiven 367 Individuen untersucht, 149 Méanner und 218 Frauen. Das durchschnittliche
Alter der Gesamtkohorte betragt 71,9 + 8,9 Jahre und der durchschnittliche A4, Wert liegt
bei 516,9 + 257,6 pg/ml. Proben, deren Genotypisierungsrate (callrate) unter 80% lag,
wurden aus der Analyse ausgeschlossen, in diesem Fall waren es 18. Weitere
Quialitatskriterien die zu einem Ausschluss gefiihrt hatten, waren eine MAF <0,01 und ein
HWE-p-Wert <0,001, dies traf auf keinen weiteren SNP zu. Die Zusammensetzung der
Kohorte hat sich damit verandert, insgesamt wurden nach der QC 349 Individuen in die
Analyse eingeschlossen, 139 Manner und 210 Frauen. Der Mittelwert des Alters betragt 72,1
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+ 8,7 Jahre und der Mittelwert des AP4, Peptids im CSF betrugt 500,2 + 244,2 pg/ml, eine
graphische Darstellung der Normalverteilung der ABs, Werte ist in Abbildung 39 gezeigt.
Eine lineare Regression wurde mit der abhéngigen GroRe In(AB42) und den Einflussgrofien
Alter, Geschlecht und SNP berechnet. Der Einfluss eines Markers auf den A4, Spiegel wurde
in unterschiedlichen genetischen Modellen (Additiv, Dominant und Rezessiv) untersucht. Da
die 23 Marker nicht unabhdngig voneinander berechnet wurden, wurde das Signifikanzniveau
nach Bonferroni angepasst (0,05/23=0,0022), das bedeutet, dass erst bei p-Werten unter
0,0022 eine Assoziation vorliegt. Dies war in keinem der drei Modelle flr keinen der 23 SNPs
der Fall.
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Abbildung 39: Graphische Darstellung der Normalverteilung der Ap,, Werte
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Tabelle 31: Ergebnisse der LINGO1 Validierung

Ergebnisse der 23 SNPs die in der LINGO1 Region mittels Sequenom iPlex Technologie genotypisiert wurden.
Grau hinterlegte SNPs sind die drei, die in der erweiterten GWAS gefunden wurden. Die p-Werte wurden durch
eine lineare Regression mit der abhdngigen GroBe A4, und den EinflussgroBen Alter, Geschlecht und SNP

berechnet.
SNP Gen Funktion | Chr | Position | callrate billver? | GSRE ) GRS | [pEct] | ek prez
Allel |gesamt| p (Model) | (Model) | (Model)
rs2682911 15 | 77875591 | 0.9914 G 0.400 |0.8791| 0.4923 0.7007 0.4277
rs884141 15 | 77882123 | 0.9971 c 0.405 |0.9345| 0.4021 0.6159 0.3559
rs2667759 15 | 77884642 | 1.0000 c 0.405 |0.8922| 0.3474 0.5066 0.3660
rs12594829 15 | 77889273 | 0.9657 c 0.429 |0.9638| 0.3301 0.4087 0.4460
rs11856468 | LINGO1 | Downstream | 15 | 77896786 | 1.0000 A 0.401 |0.7220| 0.3673 0.5969 0.3109
rs4886887 | LINGO1 | Downstream | 15 | 77898203 | 0.9971 T 0.265 |0.8943| 0.5175 0.1953 0.3604
rs11636780 | LINGO1 | Downstream | 15 | 77903077 | 1.0000 T 0.269 |0.8374| 0.6329 0.2306 0.2638
rs12591110 | LINGO1 | Downstream | 15 | 77904944 | 1.0000 A 0.407 |0.5090| 0.5080 0.6836 0.4723
rs2271396 | LINGO1 Exon 15 | 77907535 | 1.0000 c 0.316 |0.6010| 0.7836 0.5082 0.6369
rs2271397 | LINGO1 Exon 15 | 77907775 | 1.0000 T 0.316 |0.6010| 0.7836 0.5082 0.6369
rs883669 | LINGO1 Intron 15 | 77910095 | 0.9971 G 0.333 [0.1891| 0.8939 0.7150 0.7884
rs11856978 | LINGO1 Intron 15 | 77913171 | 1.0000 G 0.116 |0.4926| 0.3875 0.6386 0.1136
rs8024932 | LINGO1 Intron 15 | 77915282 | 0.9971 G 0.122 |0.3611| 0.2434 0.4745 0.0690
rs9920132 | LINGO1 Intron 15 | 77921042 | 0.9943 A 0.036 [0.3937| 0.6202 0.4151 0.1845
rs1877298 | LINGO1 Intron 15 | 77923072 | 1.0000 G 0.059 |[0.2324| 0.4001 0.4001 NA
rs13329256 | LINGO1 | Promoter | 15 | 77926260 | 1.0000 A 0.052 |0.2965| 0.2232 0.2232 NA
rs11630768 | LINGO1 | Promoter | 15 | 77929950 | 1.0000 C 0.052 [0.2965| 0.2232 0.2232 NA
rs16969027 | LINGO1 | Promoter | 15 | 77930952 | 0.9971 G 0.052 [0.2957| 0.2296 0.2296 NA
rs11633639 | LINGO1 | Promoter | 15 | 77931924 | 0.9971 c 0.050 |0.3097| 0.2040 0.2040 NA
rs11072660 15 | 77935992 | 0.9971 G 0.476 |0.9176| 0.7381 0.4077 0.7462
rs9806280 15 | 77937552 | 0.9971 c 0.052 [0.2957 | 0.4084 0.4084 NA
rs11634778 15 | 77945548 | 1.0000 c 0.116 |0.2561| 0.3463 0.3083 0.8636
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6 Diskussion

6.1 Validierung der Top 11 Gene von AlzGene

Durch die Einfihrung von Techniken, die es erlauben hunderttausende SNPs Uber das
gesamte Genom gleichzeitig zu analysieren, ist die genetische Forschung bestens geriistet um
den genetischen Beitrag zu komplexen Erkrankungen, in einer noch nie dagewesenen
detaillierten Aufldsung, zu bestimmen. Unsere Studie war zu der Zeit der Durchfiihrung eine
der ersten GWAS im Alzheimer Bereich (Feulner et al. 2010; Grupe et al. 2007; Li et al.
2008; Reiman et al. 2007). Nach unserem Wissen, war sie die Erste fur eine deutsche AD
Population, die Erste die populationsbasierte Kontrollen benutzt hat und die Erste, die mit
[llumina Technologie durchgefiihrt wurde. Ein Vorteil von populationshasierten Kontrollen
ist, dass sie im Rahmen unseres Forschungsnetzwerkes (NGFN, Nationales Genom-
forschungsnetz) bereits von anderen Forschungsgruppen genotypisiert sind (Krawczak et al.
2006; Wichmann et al. 2005) und jedem Mitglied zur Verfligung stehen. Populationsbasierte
Kontrollen sollen einen unverfalschten Durchschnitt einer Population widerspiegeln, daher
konnen sie als Kontrollen fur Assoziationsstudien unterschiedlichster Krankheiten

herangezogen werden.

Ein Nachteil bei der Verwendung von populationsbasierten Kontroll-Kohorten besteht in den
Unterschieden des durchschnittlichen Alters, denn meist ist die Kontrollgruppe deutlich
junger, als die AD-Fall Gruppe. Daher ist es moglich, dass sich potentielle AD-Falle in der
Kontrollgruppe befinden, die eine genetische Disposition tragen, AD zu entwickeln, aber
noch zu jung sind und AD noch nicht ausgebrochen ist. Dies kann man allerdings auch als
Vorteil sehen, denn die berechneten Assoziationen sind in diesem Fall aussagekraftiger. Die
AlzGene Datenbank, in der bereits einige GWAS zu AD publiziert sind und kontinuierlich
weitere dazukommen, stellt ein wichtiges Werkzeug fir die Ermittlung von Alzheimer
Kandidatengenen dar. Es ist interessant zu erwahnen, dass zum Zeitpunkt unserer Studie (Mai
2008) vier der Top zehn Risikogene durch GWAS identifiziert wurden (Grupe et al. 2007; Li
et al. 2008; Reiman et al. 2007). Des Weiteren wurde starke Assoziation von Varianten, die in
hohem LD zu dem APOE &4 Haplotyp liegen, ebenfalls durch GWAS gefunden. Dazu gehort
das Gen TOMMA40, das auch in unserer Studie Assoziation mit AD zeigt, allerdings konnten
wir den exakten SNP (rs157581), tiber den bereits zuvor berichtet wurde (Grupe et al., 2007)
nicht identifizieren. In unserer GWAS waren es die SNPs rs157580 und rs2075650 fir die wir
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starke Assoziation mit AD berechnen konnten. Diese beiden SNPs liegen in sehr dichter
physikalischer Nahe zu rs157581, vor allem rs157580, bei dem der Abstand nur 448bp
betragt.

Wie erwahnt, konnte das zuvor starke Assoziationssignal zwischen AD und Markern in und
um den APOE Locus durch unsere Studie validiert werden, dies war nicht der Fall fir alle
anderen zehn untersuchten Gene. Nur fiir acht der zehn Gene konnten nominell signifikante
Assoziationen mit AD gezeigt werden (Tabelle 32), meistens durch andere SNPs als die, die

zuvor auf AlzGene berichtet wurden.

Tabelle 32: Zusammenfassung der Top 11 Kandidatengene

Gezeigt sind die Kandidatengen Loci, die GroRe der analysierten Region und die Anzahl der analysierten SNPs,

sowie die Anzahl der nominell signifikanten SNPs.

Locus Start [bp] | Locus Stop [bp] | Locus GroRe | analysierte nominell

Locus Chromosom .

(NCBI36 hg18) (NCBI36 hg18) [bp] SNPs Signifikant
APOE/TOMMA40 19 50 064 799 50 180 407 115 608 18 11
GAB2 11 77576 745 77 835 049 258 304 27 0
CHRNB2 1 152 772 510 152 849 594 77 084 16 4
CH25H 10 90921 582 90991 106 69 524 30 2
PGBD1 6 28323 425 28412 548 89123 28 3
LMNA 1 154 312 597 154 412 842 100 245 14 5
CST3 20 23526 189 23592 387 66 198 16 1
PCK1 20 55538 936 55 609 940 71004 34 3
ACE 17 58 743 676 58 983 808 240132 27 0
MAPT 17 41300 889 41 496 568 195 679 25 5
SORL1 11 120 774 936 121038 211 263 275 50 5

Die zehn untersuchten Gene konnen in zwei Gruppen unterteilt werden, zum einen die, bei
denen Assoziation zu AD durch klassische hypothesen-basierte (Kandidatengen-Ansatz)
Fall/Kontroll Studien gefunden wurde und zum anderen die, die Risikogene durch GWAS
identifiziert haben. Sechs der von uns untersuchten Gene fallen in die erste Kategorie und von
diesen konnten wir MAPT, CH25H, CHRNB2 und SORL1 mit nominell signifikanter
Assoziation zu AD zeigen. Durch unsere GWAS war es nicht méglich die beiden Haplotypen
H1 und H2 des MAPT Gens zu bestimmen, aber die stirkste Assoziation zu AD konnte durch
den Marker rs1467967 der in dem Haplotyp H1c liegt gezeigt werden. Vor einiger Zeit wurde
bekannt, dass der MAPT Locus an der Symptomatik der Alzheimer Krankheit beteiligt ist, da
neuro-fibrillare tangles zusammen mit Plaques die charakteristische Symptomatik der
Alzheimer Krankheit ausmachen. Die Ergebnisse unserer Studie unterstiitzen die Hypothese,
die auch schon durch andere Studien aufgestellt wurde (Laws et al. 2007; Myers et al. 2007),
dass Varianten des MAPT Locus mit der sporadisch auftretenden Form der Alzheimer

Krankheit assoziiert sind.
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Das Gen SORL1, das zu der Zeit der Studie bei AlzGene noch nicht in der Top 10 Risikolocus
Datenbank gelistet war, wurde damals von verschiedenen Arbeitsgruppen Analysiert
(Rogaeva et al. 2007; Bettens et al. 2008; Lee et al. 2007). Die Ergebnisse deuteten immer
wieder darauf hin, das SORL1 eine Rolle bei der Pathogenese der Alzheimer Krankheit
spielen konnte, daher wurde dieses Gen in unserer Studie ebenfalls untersucht. SORL1, das
fiir ein Protein kodiert, welches an der Regulation der Prozessierung und am Transport von
APP beteilig ist, ist aufgrund dieser Funktion ein interessantes Kandidatengen. Insgesamt
wurden 50 SNPs in dieser Region untersucht, 40 davon lagen in dem Gen selbst. SORL1 ist
auch das Gen, das in einer Meta-Analyse auf AlzGene mit der groRten Anzahl von SNPs
untersucht wurde. Zwei der zehn SNPs bei denen ein direkter Vergleich unserer Daten, zu
denen aus der Meta-Analyse auf AlzGene, mdglich war, zeigten leichte Assoziationsignale in
unserer GWAS. Indirekte Analyse der restlichen Marker, durch die Erstellung von zwei-
Marker-Haplotypen aus den jeweils flankierenden SNPs, brachte keine weiteren
Assoziationsignale. Fir drei SNPs, die nicht auf AlzGene genannt werden, konnten wir
nominell signifikante Assoziation zu AD feststellen. Diese Daten bendtigen jedoch noch
weitergehende Validierungen. Im Vergleich zu vorherigen Studien (Bettens et al. 2008;
Kolsch et al. 2009; Lee et al. 2007; Rogaeva et al. 2007) zeigen unsere Daten lediglich

moderate Krankheitsassoziationen fiir SORL1.

Das CHRNB2 Gene wurde zur Zeit der Studie auf Platz drei der AlzGene Datenbank gefuhrt.
Dieses Gen, das fur den neuronal nicotinic acethylcholine Rezeptor kodiert, wurde zuvor in
einer einzigen Studie (Cook et al. 2004) als mit Alzheimer assoziiert berichtet. Dieses
Ergebnis konnte allerdings nicht in anderen Kohorten repliziert werden. In unserer Studie
konnten wir durch indirekte Analyse, eines zwei-Marker-Haplotyp, ebenfalls keinen, mit AD
assoziierten, SNP identifizieren. Ein Grund hierfur konnte die LD-Struktur dieser Region
sein, da die SNPs teilweise in niedrigem LD zueinander liegen, auch die, der beiden Marker
des Zwei-Marker-Haplotyps (D"=0,18). Obwohl kein Signal in dem CHRNB2 Gen selbst
gefunden wurde, konnten wir in unserer Studie Assoziation in drei Genen, die in der direkten
Umgebung von CHRNB2 liegen, finden. Dazu gehort ein funktioneller SNP, der in Exon 9
des TDRD10 Gens liegt und einen Aminoséureaustausch von Valin zu Isoleucin an Position
101 der Aminoséurekette verursacht. Die funktionelle Relevanz dieses AS Austausches sollte

auf Proteinebene systembiologisch genauer analysiert werden.

Ahnliches gilt fiir das Gen CH25H, das flir cholesterol-25-hydroxylase kodiert. Der einzige
SNP mit einer signifikanten Assoziation in der Meta-Analyse, rs13500, konnte in unserer

Studie nur indirekt betrachtet werden, zeigte aber keine Assoziation. Schwache Assoziation
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konnte jedoch fiir einen SNP downstream von CH25H, in dem LIPA Gen, gefunden werden.
Signifikante Assoziation zu AD wurde bis dato fur das LIPA Gen noch nicht beschrieben. Ein
SNP zeigte in der Meta-Analyse von AlzGene kein signifikantes Signal (Riemenschneider et
al., 2004), dieser SNP liegt etwa 25kb entfernt von dem, den wir in unserer Studie als
nominell signifikant assoziiert gefunden haben. Zuséatzliche SNPs in dem LIPA Gen die auf
der AlzGene Seite verflighar waren, aber noch keiner Meta-Analyse unterzogen wurden,

konnten ebenfalls nicht in unserer Studie validiert werden.

Das siebte und neunte Gen auf der Top Liste von AlzGene, CST3 bzw. ACE, erreichte keine
Assoziationssignale, weder im direkten, noch im indirekten Vergleich zu unseren Daten.
Allerdings gab es eine Ausnahme, der SNP rs16985615 in der intergenischen Region 15kb

upstream von CST3.

Vier der untersuchten Gene fallen in die zweite, zuvor erwahnte, Kategorie (durch GWAS
identifiziert). Von allen 13 SNPs in diesen vier Genen, die durch eine Meta-Analyse
untersucht wurden, befinden sich lediglich drei auf dem von uns verwendeten Sentrix
HumanHap550 Genotyping BeadChip (rs4945261 — GAB2 / rs3800324 — PGBD1 / rs8192708
— PCK1). Die publizierten Assoziationen konnten durch unsere GWAS nicht validiert werden.
Trotzdem zeigten alle vier Gene eine gewisse Assoziation zu AD, allerdings nicht fiur die

zuvor berichteten Marker und in den meisten Fallen nur mit kleinem Effekt.

Im Falle des GAB2 Gens, urspriinglich von (Reiman et al., 2007) als assoziiert mit AD
gefunden, war ein direkter Vergleich moglich, fiihrte aber zu keinem Assoziationssignal,
genau wie fir den indirekten Vergleich. Die Haplotypanalyse brachte einen Block tber das
gesamte Gen hervor, der leichte Assoziation mit AD zeigte (p=0,037; Abbildung 9). Dieses
Signal konnte, auf einen zwei-Marker-Haplotyp der durch die SNPs rs2511175 und
rs1981405 definiert ist, genauer eingegrenzt werden. Dieser Block liegt 14kb downstream,
von dem zuvor publizierten SNP rs4945261 und 9kb upstream, von dem ebenfalles zuvor
publiziertem SNP rs2510038. Aufgrund der LD-Struktur und der Anzahl der untersuchten
SNPs in unserer Studie (Abbildung 9), scheint es unwahrscheinlich, dass wir ein zusatzliches
Signal nicht detektieren konnten. Insgesamt deuten unsere Daten fir GAB2 daher nur auf ein
minimales Risiko fur AD in der deutschen Population hin.

Fir die ubrigen drei Gene, PGBD1, PCK1 und LMNA wurde auch ein Einfluss auf AD
berichtet (Grupe et al., 2007), allerdings nur fir je ein SNP pro Gen. Von diesen drei SNPs
wurden in unserer Studie zwei (PGBD1 und PCK1) ebenfalls analysiert, konnten aber nicht
repliziert werden (rs3800324 (PGBD1) p=0,99; rs8192708 (PCK1) p=0,24). Im Falle von

PGBD1 wurden ahnliche Genotypfrequenzen, wie zuvor, beobachtet. Dieser SNP war in einer
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Meta-Analyse von finf Studien signifikant mit AD assoziiert (Grupe et al., 2007), allerdings
nur in einer der finf Studien brachte er allein ein Risiko hervor. Dies konnte bedeuten, dass
die statistische Power in unserem Kollektiv nicht ausreichend vorhanden war um eine
Assoziation zu finden. Mit einem deutlich gréReren Fall/Kontroll Kollektiv hatten wir die
Assoziation wahrscheinlich ebenfalls detektiert. Daflr spricht, dass die Allelfrequenzen von
Féllen gegenuber Kontrollen sehr dhnlich zu denen von (Grupe et al., 2007) waren. Wir
konnten drei andere SNPs mit nominell signifikanter Assoziation zu AD, einer in
unmittelbarer Nahe (weniger als 1kb upstream) zu rs3800324, identifizieren. Diese
Ergebnisse zeigen, dass PGBD1 weiter untersucht werden sollte, um die genaue Funktion in
AD heraus zu finden. Dies ist aufgrund der spezifischen Expression im Gehirn besonders
interessant. Fur das PCK1 Gen konnte die zuvor berichtete Assoziation ebenfalls nicht
bestatigt werden, nichts desto trotz konnten wir neue Signale fur diesen Locus finden. Ein
Signal, das gefunden wurde, ist der SNP rs17411904, der im Promotorbereich liegt. Des
Weiteren konnte einen Haplotypblock, der im Bereich des Promotors liegt und den SNP
rs17411904 beinhaltet als signifikant mit AD assoziiert finden (Abbildung 21). Gerade die
Promotor Region des PCK1 Gens war zuvor mit Typ 2 Diabetes Mellitus (Cao et al., 2004) in
Verbindung gebracht worden und ist daher ein vielversprechender Kandidat fir weitere
Untersuchungen aufgrund der epidemiologischen Verbindung von Diabetes Mellitus und AD
(Arvanitakis, Wilson, & Bennett, 2006).

Fur die Ergebnisse des LMNA Gens sieht es ahnlich wie fur die zuvor beschriebenen Gene aus
(CHRNB2, CH25H, PGBD1, LMNA, CST3 und PCK1). Hier konnten die originalen
Assoziationssignale nicht repliziert werden, aber neue Signale in der entsprechenden Region
detektiert werden. Wie bei PCK1 war auch bei LMNA die Assoziation in der Promotor Region
zu beobachten. Ein Haplotyp im Bereich des Promotors gab die starkste Assoziation unserer
Studie (Abbildung 17). Veranderungen in LMNA werden mit einigen Krankheiten in
Verbindung gebracht (z.B. Lipodystrophie (Decaudain et al., 2007) oder das Hutchinson—
Gilford Progeria Syndrom (Moulson et al., 2007; Reddel & Weiss, 2004)).

Weblink 8: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/omim/150330

Die genaue Funktion in AD wurde bislang aber noch nicht untersucht. Da die einzigen
Studien zu LMNA und AD GWAS sind und die Abstdnde der Marker zueinander relativ grof}
sind, sollten weitere Studien mit hoherer Markerdichte durchgefuhrt werden, um die
Assoziationssignale zu bestatigen und weiter einzugrenzen.

Zusatzlich zu dem APOE Locus konnten wir mir unserer GWAS, fiir eine deutsche

Population, nominell signifikante Assoziationen zu AD in sechs der zehn Kandidatengene

-99 -


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/150330

Diskussion

nachweisen. Hauptsachlich in anderen SNPs als die, die zuvor von anderen Gruppen
identifiziert wurden. Der Hauptgrund daflr ist, das GWAS nicht alle SNPs einschlieRen
kdnnen und sich auf die beschranken missen, die die beste Abdeckung des Genoms liefern
(taggingSNPs). Im Falle der Illumina Plattform, die fiir unsere Studie benutzt wurde, zeigten
Studien, dass hierbei eine etwas bessere Abdeckung vorliegt, als bei der anderen fur GWAS
in AD benutzten Genotypisierungsplattform von Affymetrix (Wollstein et al., 2007).
Ungeachtet dessen, erreichten SNPs die auf AlzGene durch GWAS identifiziert wurden mehr
Assoziationsignale in unserer Studie, als solche, die durch einen Kandidatengen basierten
Fall/Kontroll Ansatz gefunden wurden. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass unser
Vergleich der elf bis dato bekannten Risikoloci durch eine GWAS in einer deutschen Kohorte
uber 50% der zuvor publizierten Risikoloci identifizieren konnte. Gleichzeitig bedeutet es
aber auch, dass eine Replikation und Validierung in unterschiedlichen Populationen nétig ist,
um diese Ergebnisse zu bestarken. Hinzu kommt, dass bislang fiir diese Gene noch keine
kausalen Varianten entdeckt wurden und die Assoziationssignale daher von der
populationsbedingten LD-Struktur kommen koénnten. Auch ein Vergleich der Ergebnisse der
beiden unterschiedlichen  Plattformen kénnte zu einer Identifizierung neuer
Assoziationssignale fuhren. Unsere Studie zeigt also, dass GWAS, unabhédngig von der
Plattform, ein gutes Werkzeug zur ldentifizierung von genetischen Varianten bei komplexen
menschlichen Erkrankungen, wie AD, sind.

6.2 Kandidatengenansatz fiir TACR2

Dadurch, dass das Gen TACR2 (Tachikinin Rezeptor 2) in einer zuvor beschriebenen
Kopplungsregion auf Chromosom 10 liegt (Ertekin-Taner et al. 2000; Myers et al. 2000) und
zusétzlich stark im Gehirn exprimiert ist, auch im medialen Septum / diagonalen Band
(MSDB), das bekannt ist cholinergen und GABAergen Neuronen, die Projektionen zum
Hippocampus zu senden, wurde diese Region naher untersucht. Atrophie der
septohippocampalen cholinergen Neuronen des MSDB wurde zuvor schon mit
neurodegenerativen Erkrankungen wie AD beschrieben (Morozova, Wu, Dumalska, & Alreja,
2008). Es wurde ferner beschrieben, dass in Ratten intraseptale Verabreichung von TACR2
Agonist bzw. Antagonist die hippocampale Acetylcholin-Ausschiuttung erhéht bzw. blockiert
(Desvignes et al., 2003). Daher reprasentiert der TACR2 Locus nicht nur ein positionellen,
sondern auch einen funktionellen Locus der an dem Risiko einer mdglichen Alzheimer

Erkrankung beteiligt sein konnte.
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Das von uns benutze Fall/Kontroll Kollektiv sowie die genauen Ergebnisse sind in Abschnitt
4.1.2.2 bzw. 5.2 beschrieben. Die LD-Struktur der 13 genotypisierten SNPs zeigte hohe r?
Werte, mit Ausnahme des SNPs rs12250793, der allerdings nicht informativ war, aufgrund
der niedrigen minor Allel-Frequenz von 0,2%. Der Marker rs3793853 lag, im Vergleich zu
der HapMap LD-Struktur dieser Region (Abbildung 28 und Abbildung 29), in der direkten
Né&he eines Rekombinations-Hot-Spots, erkennbar an den sehr niedrigen r2 und D” Werten. Da
die LD-Struktur die wir fir unser Kollektiv beobachtet haben sehr &hnlich zu der des
HapMap- Kollektives war, war es eher unwahrscheinlich, dass wir einen kausalen Marker,
den wir nicht direkt genotypisiert haben, bersehen haben. Aufgrund des hohen LD in dieser
Region hatten wir ein Signal bei einem direkten Nachbarn einer kausalen Variante, die wir
nicht genotypisiert haben, erwarten kdnnen. Eine Power-Analyse zeigte, dass wir fur ein
Signifikanzlevel von 0=0,05 eine Power von 91% hatten um einen Risikoallel mit einer
Frequenz von 15% und einem relativen Risiko von 1,6 zu finden. Nimmt die statistische
Power aufgrund niedrigerer minor Allel-Frequenzen ab, kann eine mogliche Assoziation
dieser selteneren Varianten mit AD nicht ausgeschlossen werden und war fur uns in diesem
Fall nicht detektierbar. Zusammenfassend kann man sagen, dass der von uns verfolgte
Kandidatengenansatz kein Indiz dafir liefert, dass haufige Varianten in der TACR2 Region zu
dem Risiko der Alzheimer Krankheit beitragen. Aufgrund der limitierten Anzahl untersuchter
AD Félle schlie3t unsere Studie die Beteiligung von selteneren Varianten an der Pathogenese

von Neurodegeneration in der Alzheimer Krankheit jedoch nicht aus.

6.3 Fall/Kontroll Ansatz in internationalen Konsortien

Durch die GERAD+ Studie eines europaischen Konsortiums wurden neue Risikoloci, die mit
der Alzheimer Krankheit assoziiert sind, gefunden, die in mehreren unabhéngigen
Fall/Kontroll Kollektiven repliziert wurden (Abbildung 31). Ein Locus liegt in dem ABCA7
Gen (ATP-binding cassette, sub-family A, member 7) und der assoziierte Marker rs3764650
liegt im Intron 13 diese Gens. Dieser SNP zeigte sehr niedriges LD zu benachbarten SNPs
und war daher auch der einzige SNP der in dieser Region aus der ersten Stufe der Meta-
Analyse hervorging. Da dieser SNP in einem Intron liegt und daher nicht relevant fur das
Protein ist, dass durch das ABCA7 Gen kodiert wird, wurde nach einem funktionellen Marker
in dieser Region gesucht, der mit dem assoziierten SNP im LD liegt. Dieser funktionelle
Marker kdnnte der SNP rs3752246 in Exon 32 des Gens (r2=0,36, D"=0,89) sein, welcher ein

Aminosaure-Austausch (G1527A) auf Proteinebene erzeugt. Der Austausch ist allerdings
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unkritisch und daher ist es unwahrscheinlich, dass dies die funktionell relevante Variante ist
(Adzhubei et al., 2010). Auch die Analyse des SNPs rs3764650 auf die Expression des
ABCA7 Gens in anderen zuvor veroffentlichten Expressionsdatensatzen (J. R. Gibbs et al.,
2010; Stranger et al., 2005) brachte keine Assoziation, daher sind weitere Analysen

erforderlich um die funktionelle Variante dieses Locus zu identifizieren.

ABCA7 zeigt starke Expression im Gehirn, vor allem in den hippocampalen CA1 Neuronen
(Woojin Scott Kim et al., 2005) und in Mikroglia Zellen (Woojin S Kim, Guillemin, Glaros,
Lim, & Garner, 2006). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ABCA7 die Prozessierung
von APP beeinflusst und die B-Amyloid Sekretion in APP Uberexprimierten Zellen hemmt
(Jehle et al., 2006). Daher scheint ABCA7 auch ein funktionell relevantes Gen zu sein, das an

der Alzheimer Krankheit beteiligt sein kdnnte.

Die Gene des MS4A Clusters auf Chromosom 11 haben eine dahnliche genomische Struktur
wie die anderen Gene dieser Familie, einschlielich der Transmembrandoménen, was darauf
hindeutet das sie zu einer Familie von Zelloberflachen Proteinen gehdren (Liang et al. 2001).
MS4A2 kodiert flr die p-Untereinheit von IgE Rezeptoren (Kinet et al., 1988). Die Ubrigen

Gene in dem zuvor beschriebenen LD-Block haben keine bekannten Funktionen.

CD33 gehort zur Familie der N-Acetylneuraminsaure-Bindenden-Immunoglobulin-&hnlichen-
Lektine, von der angenommen wird, dass die Zell-Zell-Interaktionen unterstiitzt und
Funktionen von Zellen des angeborenen und erlernten Immunsystems reguliert (Crocker,
Paulson, & Varki, 2007). Die meisten Mitglieder dieser Familie, einschlieRlich CD33,
fungieren als endozytische Rezeptoren, die durch einen Mechanismus, unabhangig von
Clathrin, Endozytose vermitteln (Tateno et al., 2007).

CD2AP ist ein Ankerprotein (Dustin et al., 1998), welches sich mit Cortactin, ein Protein das
an der Regulation von rezeptorvermittelter Endozytose beteiligt ist, verbindet (Lynch et al.,
2003). Es ist auffallig, dass diese beiden neuen Prédispositionsgene fir Alzheimer und die
zuvor identifizierten Gene, PICALM und BIN1 alle an Zell-Zell-Kommunikation oder
Transduktion von Molekulen durch die Zellmembran beteiligt sind.

EPHAL gehort zur Unterfamilie der Ephrin-Rezeptoren. Ephrine und Ephrin-Rezeptoren sind
Membran gebundene Proteine, die bei der Zell- und Axon-Leitung, sowie in der synaptischen
Entwicklung und Formbarkeit eine Rolle spielen (Lai & Ip 2009). EPHAL ist hauptséchlich in
Epithelgewebe exprimiert (Coulthard et al., 2001), wo es die Zell- morphologie und -motilitat

reguliert (Yamazaki et al., 2009).
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Diese Studie hat Varianten von ABCA7 und dem MS4A Gen Cluster identifiziert, die durch
Replikationen in zahlreichen unabhangigen Fall/Kontroll Kohorten mit Alzheimer assoziiert
sind. Des Weiteren konnten auch die Loci CD33, CD2AP und EPHA1 mit genomweiter
Signifikanz, als mit Alzheimer assoziiert, identifiziert werden, wenn sie mit den Daten von
(Naj et al., 2011) zusammen analysiert werden. Im Falle von BIN1 und CR1 sind weitere
Replikationen erforderlich, da fur diese beiden Loci nur ein Trend festgestellt wurde, der einer
Korrektur fir multiples Testen nicht standhalten konnte. Interessant an den Ergebnissen ist
auch, dass die Loci CLU, CR1, ABCA7, CD33 und EPHAL1 mutmalilich an Funktionen es
Immunsystems beteiligt sind. Die Loci PICALM, BIN1, CD33 und CD2AP sind an Prozessen
der Zellmembran und der Endozytose beteiligt. APOE, CLU, ABCA7Y spielen bei der Lipid
Prozessierung eine Rolle (Hollingworth et al., 2011). Es ist denkbar, dass diese Prozesse eine
entscheidende Rolle bei der Neurodegeneration und AB-Beseitigung aus dem Gehirn spielen
konnten. Daher bieten diese Ergebnisse neue Ansétze fiir gezielte Studien zum weiteren

Verstandnis der Pathogenese der Alzheimer Krankheit.

6.4 Kandidatengenanalyse — quantitative Marker

In dieser Studie wurden genetische Regionen, der neu identifizierten Risikoloci, und deren
Einfluss auf bekannte klinische Endophanotypen der Alzheimer Krankheit untersucht. Diese
Studie ist grundsétzlich unterschiedlich zu den wesentlich groReren und heterogenen
Fall/Kontroll Ansétzen durch die diese neuen Risikoloci identifiziert wurden. In der hier
vorgestellten Studie wurden ausschlielRlich Patienten untersucht von denen klinische Daten
zum Endophéanotyp vorhanden waren. Die quantitative Natur der beobachteten Parameter
zeigt nur individuelle Aspekte des Phénotyps der komplexen Alzheimer Krankheit, allerdings
durch Imputation in einer hoheren Auflésung. Daher erkléren die Daten dieser Studie nicht
die original SNP- Assoziationen, die in den zuvor durchgefihrten grof3en Fall/Kontroll Meta-
Analysen gefunden wurden. Vielmehr ist sie eine vollig unabhéangige Studie, die funktionelle
Eigenschaften der AD Risikoloci untersucht. Es ist also moglich, dass SNPs die in der
vorliegenden Studie mit Endophénotypen assoziiert werden konnten, eher in niedrigem LD
und in einer gewissen Entfernung zu den zuvor mit AD assoziierten SNPs sind.

Es wurden Hinweise gefunden, dass Varianten in CR1, SORL1 und dem MS4A Gen Cluster
einen signifikanten Einfluss auf die As-Konzentration im CSF von Alzheimer Patienten
haben. Fur SORL1 wurden zusétzlich vier SNPs gefunden, die signifikant mit der Vitamin

B12 Konzentration im Blut assoziiert waren. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Lipid
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Parameter wie VLDL, LDL, Triglyzerid und Cholesterin Konzentrationen, Unterschiede in
Abhé&ngigkeit von SNPs der Gene BIN1 und GOLM1 zeigten. Auch fir das Tau Protein wurde
eine Assoziation mit Markern der ARID5B Region gefunden. Fiir neuropsychologische Tests,
wie das Erlernen und spétere Wiedergeben einer 10 Worte langen Liste, wurden zahlreiche

Marker der CD2AP Region gefunden, die einen Einfluss auf diese Parameter zeigten.

Es gibt also begrindeten Verdacht, dass die hier vorgestellten Ergebnisse helfen kdnnten die
pathogenen Mechanismen, die einen Einfluss auf die Entwicklung der Alzheimer Krankheit
haben, weiter aufzuklaren. Die CSF Marker Proteine, wie beispielsweise Tau und APy,
werden herangezogen um den Fortschritt der Neurodegeneration zu ermitteln. Einige friihere
Studien konnten keine Assoziation mit AB4, Konzentrationen und Markern vor allem der CR1
Region nachweisen (Schjeide et al. 2011; Brouwers et al. 2011). In diesen Studien wurden
allerdings nur die initial gefundenen SNPs untersucht (Hollingworth et al., 2011; Naj et al.,
2011). Eine Gruppe hat allerdings einen Vier-Marker Haplotyp identifiziert, bei dessen
Markernkombination immer das seltene Allel mit einem signifikanten Anstieg der APs

Konzentration gefunden wurde (Brouwers et al. 2011).

Fur CR1 gibt es einige Arbeiten, die die potentielle Rolle diese Genes bei der Alzheimer
Krankheit beschreiben (Khera & Das, 2009). CR1 ist das wichtigste Rezeptor Protein fur das
Komplement C3b Protein, ein Schlusselprotein bei inflammatorischen Prozessen der
Alzheimer Krankheit. Es ist berichtet, dass die Aktivierung des Komplement-Rezeptor-
Systems wahrend der Neuroinflammation eine Schlusselrolle pathologischer Prozesse im
Alzheimer Hirn spielt (Brouwers et al. 2011; Eikelenboom et al. 2006; McGeer et al. 2005).
Bereits gezeigt werden konnte, dass fibrillare ApB-Peptide die Komplement-Kaskade
aktivieren und kovalent an C3b binden, daher wird vermutet, dass CR1 an dem Af Abbau im
menschlichen Gehirn beteilig ist (Webster et al. 1997; Bradt et al. 1998; Rogers et al. 1992).
Weiterhin fungiert CR1 als Regulator des Komplement Systems und kann die Komplement

Aktivitat im Gehirn hemmen.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass Marker aus der proximalen Region des CR1
Gens, die sowohl den Promoter, als auch das erste Intron berspannen, einen Effekt auf die
ApB-Konzentration haben. Es wurden sowohl Einzelmarker, als auch eine Haplotyp-
Kombination gefunden, die eine signifikante Assoziation mit der AB4,-Konzentration zeigte.
Der exakte Mechanismus hinter dieser Assoziation bleibt unklar, aber es ist vorstellbar, dass
die Expression des CR1 Gens beeinflusst wird. Weitere Untersuchungen dieser Hypothese

sind allerdings notwendig.
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Das MS4A Gen Cluster ist eine genomische Region die neun Membran tberspannende Gene
beinhaltet. In den zuvor durchgefiihrten Meta-Studien wurde Assoziation fir den SNP
rs4938933, der in der N&he des MS4A4A Gens liegt, gefunden. Die vorliegende Studie
untersuchte die gesamte Region auf Assoziation mit klinischen Markern. Fiir das MS4A4A
Gen konnte nur moderate Assoziation beobachtet werden, allerdings wurde fir das Gen

MS4AL1 ein signifikanter Einfluss auf die AB4,-Konzentration im CSF gefunden.

Das MS4A1 Gen kodiert fur ein B-Lymphozten Oberflachenmolekiil, welches eine Rolle bei
der Entwicklung und Differenzierung von B-Zellen in Plasma-Zellen spielt. Es ist beteiligt an
Prozessen der Immunantwort und daher hauptséchlich im Blut aber auch im Gehirn
exprimiert. Das Protein, das aus dem MS4A12 Gen exprimiert wird, ist ein
Zelloberflachenprotein, das hauptséchlich an der apikalen Membran von Colonozyten zu
finden ist. Die Verbindung zu spezifischen AD Parametern, wie APay, ist unklar und bis dato
wurde von keiner anderen Studie eine Verbindung zwischen Genen des MS4A Clusters und
ApB42-Konzentrationen im CSF von AD Patienten hergestellt. Weitere Untersuchungen miissen
klaren ob das MS4A1 Gen, oder eines seiner Nachbargene wirklich mit der AB-Biologie

interagieren.

Das SORL1 Gen ist ein Mitglied der LDL Rezeptor Familie und ein APOE Rezeptor im
Gehirn, des Weiteren ist es an Transport und Prozessierung des Amyloid Vorlaufer Proteins
(APP) in Recyclingwege beteiligt. Variationen in diesem Prozess haben daher einen Einfluss
auf die AB-Produktion und somit auch auf die Alzheimer Pathologie (Andersen et al. 2006;
Offe et al. 2006). Die hier gezeigten Daten fir den SORL1 Locus unterstitzen friihere
Assoziationsfunde fur ABa2-Level mit Markern diese Locus (Alexopoulos et al., 2011; Koélsch
et al., 2008, 2009). Es wurde nicht nur ein Einzelmarker, sondern auch ein 3-Marker Haplotyp

identifiziert, der signifikanten Einfluss auf die AB4,-Konzentration zeigt.

Zusatzlich konnten einige Marker mit Vitamin B12 Werten im Blut der untersuchten
Alzheimer Patienten assoziiert werden. Erhohte Vitamin B12 Konzentrationen im Plasma,
wie auch erhéhte Konzentrationen von Homocystein, einem Vorldufer von Vitamin B12,
wurden bereits friher mit einem geringeren Erkrankungsrisiko in Verbindung gebracht
(Hooshmand et al., 2010; Van Dam & Van Gool, 2008). Aufgrund der positiven Eigenschaft
von Vitamin B12 reicher Nahrung oder Nahrungsergédnzungsmitteln wird dies daher haufig
empfohlen. Die Verbindung zwischen Vitamin B12 und SORL1 ist bis jetzt nicht eindeutig

geklart und bedarf weiterer Untersuchungen.

Die Assoziation mit Markern des ARID5B Gens und hohen Konzentrationen des Tau Proteins

im CSF war uberraschend, da ARID5B ein DNA bindendes Protein mit transkriptions-
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hemmender Aktivitat ist. ARID5B ist an der Muskelzellentwicklung (Watanabe, 2002;
Whitson, 2003) und der Adipogenese (Yamakawa, Whitson, Li, & Itakura, 2008) sowie der
Regulation des Triglyzerid-Metabolismus (Yamakawa, Sugimoto, Whitson, & Itakura, 2010)
beteiligt. Eine Rolle im zentralen Nervensystem ist bis heute nicht bekannt und obwohl
ARID5B stark im menschlichen Gehirn exprimiert ist, kann nur tber die Rolle ARID5Bs

wahrend der Neurodegeneration und der Akkumulation von Tau im CSF spekuliert werden.

Da einige der kurzlich ermittelten AD Risikoloci fir Proteine kodieren, die im
Lipidmetabolismus eine Rolle spielen, wurden in dieser Studie ebenfalls untersucht ob
Marker dieser neuen Risikoloci einen Einfluss auf Serum LDL, VLDL und HDL, oder
Triglyzerid und Cholesterin Konzentrationen haben. Interessanterweise wurden fur die Gene
ARID5B, PICALM, oder ABCA7, deren Rolle in Fettstoffwechselprozessen bekannt ist, keine
Assoziation gefunden, wohingegen fir die Gene BIN1 und GOLM1 Assoziationen

identifiziert wurden.

Das aus BIN1 kodierte Protein ist ein nukleozytoplasmatisches Adapterprotein das im
zentralen Nervensystem exprimiert ist und an der Endozytose synaptischer Vesikel beteiligt
sein konnte. Flr die Funktion des GOLM1 Gen, ein Golgi-beheimatetes Transmembran-

protein, ist bis heute wenig bekannt.

AbschlieRend kann gesagt werden, dass in der hier vorgestellten Studie davon ausgegangen
wurde, dass ein genetischer Grund fiir AD, durch Proteine, die aus den zuvor gefundenen
Genen kodiert werden, besteht. Es ist aber auch vorstellbar, dass die eigentliche kausale
Variante in hohem Kopplungsungleichgewicht zu den zuvor identifizierten SNPs steht und
auf ein Gen in der Nachbarschaft deutet. Allerdings geben die Daten dieser Studie starke
Indizien, dass einige der untersuchten Kandidatengene krankheitsspezifische Parameter

beeinflussen.

6.5 LINGOL1 Locus

Nach einer genomweiten Assoziationsstudie (5.3.3), wurden durch lineare Regressions-
Analysen mit der abhdngigen Variablen ABs; und den unabhédngigen Variablen Alter,
Geschlecht und SNP, drei SNPs in einem additiven Model identifiziert, die knapp unter der
Schwelle fiir genomweite Signifikanz, nach einer Bonferroni Korrektur, liegen (rs2682911,
rs884141, rs12591110). Diese SNPs liegen downstream (30,7kb, 24,3kb bzw. 1,4kb) des

LINGO1 Gens. Da das aus dem LINGO1 Gen kodierte Protein an Prozessen des zentralen
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Nervensystems beteiligt ist (Mi et al., 2004), ist dieses Gen ein funktionell interessantes
Kandidatengen. Daraufhin wurden in der genetischen Region um den LINGO1 Locus, 23
SNPs mit Hilfe der Sequenom-Technologie analysiert. Zur Validierung dieser drei SNPs

wurden unabhéngige AD-Fall Kollektive verwendet (4.1.2.5).

Die zuvor beobachteten Assoziationsignale (rs2682911 p=1,10*107, rs884141 p=1,91*10",
rs12591110 p=3,08*10") konnten weder in dem Miinchen-Kollektiv (4.1.2.5.1), noch in dem
Schweden-Kollektiv (4.1.2.5.2) bestatigt werden. Auch bei der Analyse beider Kohorten
gemeinsam konnten die Assoziationssignale nicht validiert werden (Tabelle 31).

Es ist moglich, dass die drei Assoziationen in der GWAS aufgrund einer zu geringen Fallzahl
(n=109) als falsch positiv identifiziert wurden. Das die Validierungskollektive sich
epidemiologisch zu stark von dem GWAS Kollektiv unterscheiden, kann ausgeschlossen
werden, da keine Validierung in dem Miinchen-Kollektiv erfolgte. Diese Kohorte ist an der
gleichen Klinik wie die GWAS Kohorte rekrutiert worden und ist sich epidemiologisch sehr

ahnlich.

6.6 Fazit

Durch diese Arbeit konnte die Rolle bekannter Kandidatengene an der Pathogenese der
Alzheimer Krankheit teilweise bestérkt, teilweise aber auch widerlegt werden. Die stérkste
Assoziation zeigte in dieser, wie auch in vielen anderen Studien, der APOE Locus. Auch fur
die Loci CHRNB2, CH25H, PGBD1, LMNA, CST3, PCK1, MAPT und SORL1 konnte, wenn
auch nur nominell signifikante, Assoziation mit AD gezeigt werden und damit die Beteiligung
dieser Gene an AD bekréftigt werden. Fur den Locus ACE konnte in dieser Arbeit keine
genetische Assoziation zu AD gezeigt werden. Fir das GAB2 Gen konnte ein Haplotyp
identifiziert werden, bestehend aus 22 SNPs, der nominell signifikante Assoziation zu AD
zeigt (Feulner et al., 2010).

Ein weiterer potentieller Risikolocus war das TACR2 Gen, welches in einer zuvor
beschriebenen Kopplungsregion liegt. Fir dieses Gen konnte eine Beteiligung an AD
ausgeschlossen werden (Feulner et al., 2011).

Die GWAS Daten dieser Arbeit halfen bei der Identifizierung neuer Kandidatengene durch
die Analyse in einem internationalen Konsortium. Diese Meta-Studie brachte die Loci
ABCA7, ARID5B, CD2AP, CD33, EPHAL, GOLM1 und das MS4A Gen Cluster hervor. Diese
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Ergebnisse wurden von unserem Konsortium in der Fachzeitschrift ,,Nature Genetics*

veroffentlicht (Hollingworth et al., 2011).

Fur die weitere funktionelle Charakterisierung dieser neuen Loci, sowie der zuvor
beschriebenen vier Loci (CR1, CLU, BIN1 und PICALM) (Lambert et al. 2009; Harold et al.
2009), wurden SNPs dieser Loci mit verflgbaren endophénotypischen Daten Kkorreliert.
Hierbei zeigten vor allem die Loci CR1, SORL1, ARID5B, BIN1, GOLM1, CD2AP und das
MS4A Gen Cluster Assoziationen zu unterschiedlichen Endophanotypen.

Besonders die neu identifizierten Loci und deren funktionelle Charakterisierung durch
Assoziation mit Endophanotypen werden nutzlich, fur das weitere Verstehen der Pathologie
der Alzheimer Krankheit, sein. Allerdings bedarf es noch weiterer Untersuchungen, um vor
allem die eigentlichen funktionellen Varianten und deren pathologische Auswirkungen

genauer zu charakterisieren.
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7.2 Abkurzungsverzeichnis

3-HPA 3-Hydroxypicolinséure

A Adenin

Ap beta amyloid Peptid

AD Alzheimer Krankheit (Alzheimer Disease)

AD-IG German Alzheimer’s Disease Integrated Genome Research Network

ADGC Alzheimer’s Disease Genetic Consortium

ADNI Alzheimer’s Disease Neuroimaging Initiative

ADRDA Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association

AflII Restriktionsenzym aus Anabaena Flos-aquae

APP Amyloid beta (A4) Precursor Protein

Arg Argenin

AS Aminosaure

BMFSFJ Bundesministerium flr Familie, Senioren, Frauen und Jugend

bp Basenpaare

C Cytosin

CDR Clinical Dementia Rating

CERAD The Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease

CHARGE Cohorts for Heart and Aging Research in Genomic Epidemiology

CSF Gehirn-Ruckenmarks-Flussigkeit (Liquor cerebrospinalis fluid)

Cy3 Fluorochrom aus der Cyanin Familie (Grin)

Cyb Fluorochrom aus der Cyanin Familie (Rot)

Cys Cystein

DNA Desoxyribonukleinséure (desoxyribonuclein acid)

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

ddNTP Didesoxyribonukleosidtriphosphat

dsDNA doppelstrangige Desoxyribonukleinséure (doublestrand
desoxyribonuclein acid)

DSM Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders

EADI European Alzheimer’s Disease Initiative

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

EOAD Early-Onset-Alzheimer-Disease

EtOH Ethanol

G Guanin

GERAD Genetic and Environmental Risk in Alzheimer’s Disease Consortium

GWAS Genomweite Assoziations-Studie

Haell Restriktionsenzym aus Haemophilus Aegyptius

HDL High-density lipoprotein

Hpall Restriktionsenzym aus Haemophilus Parainfluenzae

IBD identical by descent

IBS identical by state
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ICD

kb

LD

LDL

LOAD
LOD-score

MAF

MALDI TOF MS

MBNT
MCV
MDS
MgC|2
MMSE
MSDB
NaCl
NGFN
NINCDS

oD
OR
PCR
PSEN1
PSEN2
QC
RBC
RNA
RT
SAP
SD
SDS
SNP
sSDNA

TBE
TGEN
TSH

VLDL
A-DNA

International Classification of Disease

Kilo Basen

Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium)
Low-density lipoprotein

Late-Onset-Alzheimer-Disease

logarithm of the odds score

Frequenz des seltenen Allels (minor allele frequency)
Matrix-Assisted-Laser-Desorption/lonization—Time-Of-Flight-
Mass-Spectrometry

Modified Boston Naming Test

Volumen-Inhalt des Einzel-Erythrozyten (mean cellular volume)
Multidimensionale Skalierung (Multidimensional scaling)
Magnesiumchlorid

Mini-Mental State Examination

mediale Septum / diagonale Band

Natriumchlorid

Nationales Genomforschungsnetz

National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke

optische Dichte

odds ratio

Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase-Chain-Reaction)
Presenilin 1

Presenilin 2

Qualitatskontrolle (quality control)

Red-Blood-Cell

Ribonukleinsdure (ribonucleic acid)

Raumtemperatur (25°C)

Shrimp Alkaline Phosphatase

Standardabweichung (standard deviation)
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
Einzelnukleotid-Polymorphismus (Single Nucleotide Polymorphism)
einzelstrangige Desoxyribonukleinsdure (singlestrand
desoxyribonuclein acid)

Thymin

TRIS-Borat-EDTA

Translational Genomics Research Institute
Thyreoidea-stimulierendes Hormon

Volt

Very low-density lipoprotein

DNA aus der Bakteriophage Lambda

CXXVI



Anhang

7.3 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Schematischer Ablauf der DNA Amplifizierung mittels ,,GenomiPhiDNA

Amplification Kit*

Abbildung 2: Schematische Darstellung und Gelelektrophorese der APOE Genotypisierung
............................................................................................................................................ -28 -

Abbildung 3: Schematische Darstellung des lllumina Infinium Assays
Abbildung 4: Schematischer Ablauf der iPlex Reaktion
Abbildung 5: MALDI-TOF Messung

Abbildung 6 A-D: Darstellung der moglichen MALDI-TOF-MS Spektren.

Abbildung 7: Schematisches Beispiel von LD zwischen zwei SNPs
Abbildung 8: Graphische Darstellung der p-Werte des GAB2 Locus
Abbildung 9: LD und Haplotyp Struktur des GAB2 Locus
Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:
Abbildung 14:
Abbildung 15:
Abbildung 16:
Abbildung 17:
Abbildung 18:
Abbildung 19:
Abbildung 20:
Abbildung 21:
Abbildung 22:
Abbildung 23:
Abbildung 24:
Abbildung 25:
Abbildung 26:
Abbildung 27:
Abbildung 28:
Abbildung 29:
Abbildung 30:
Abbildung 31:
Abbildung 32:
Abbildung 33:
Abbildung 34:
Abbildung 35:
Abbildung 36:
Abbildung 37:

89 -

Graphische Darstellung der p-Werte des CHRNB2 Locus
LD und Haplotyp Struktur des CHRNB2 Locus
Graphische Darstellung der p-Werte des CH25H Locus
LD und Haplotyp Struktur des CH25H Locus
Graphische Darstellung der p-Werte des PGBD1 Locus
LD und Haplotyp Struktur des PGBD1 Locus......................
Graphische Darstellung der p-Werte des LMNA Locus
LD und Haplotyp Struktur des LMNA LocCuUS............cceevenee.
Graphische Darstellung der p-Werte des CST3 Locus..........
LD und Haplotyp Struktur des CST3 Locus
Graphische Darstellung der p-Werte des PCK1 Locus
LD und Haplotyp Struktur des PCK1 Locus
Graphische Darstellung der p-Werte des ACE Locus
LD und Haplotyp Struktur des ACE Locus
Graphische Darstellung der p-Werte des MAPT Locus
LD und Haplotyp Struktur des MAPT Locus
Graphische Darstellung der p-Werte des SORL1 Locus
LD und Haplotyp Struktur des SORL1 Locus
LD und Haplotyp Struktur des TACR2 Locus unserer Daten
LD-Struktur des TACR2 Locus aus den HapMap Daten
Manhattan Plot der erweiterten Fall/Kontroll GWAS
Schematischer Aufbau der GERAD+ Studie
Schematische Darstellung der ABCA7 Region
Schematische Darstellung des MS4A Gen Clusters
Graphische Darstellung der Assoziationen der CR1 Region
Verteilung der AB4, Werte nach Genotypen (rs4310446)
Verteilung der AB4, Werte nach Genotypen (11-120952023

) JO

Verteilung der Triglyzerid bzw. Cholesterin Konzentration nach Genotypen ...-

CXXVII



Anhang

Abbildung 38: Manhattan Plot der erweiterten GWAS fiir den quantitativen Marker A4, im

AAAITIVEN MOTEL.......oieieeice bbb -92-
Abbildung 39: Graphische Darstellung der Normalverteilung der AR, Werte................. -93-
Abbildung 40: Graphische Darstellung der MS4A Gen Cluster Region (rs610932)............ CXL
Abbildung 41: Graphische Darstellung der MS4A Gen Cluster Region (rs670139)........... CXLI
Abbildung 42: Graphische Darstellung der MS4A Gen Cluster Region (rs4938933)......... CXLI
Abbildung 43: Graphische Darstellung der SORL1 Region (rs11218349).......c.cccccevvennene CXLI

Abbildung 44: Verteilung der Tau Protein Konzentrationen nach Genotypen (rs7909873)

........................................................................................................................... CXLN

Abbildung 45: Verteilung der VLDL Konzentrationen nach Genotypen (rs11694743)..CXLIV

7.4 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: QUaNtItatiVe MArKEN .........cccvoiiiieiiee e -17 -
Tabelle 2: Zusammenfassung der KOIHEKEIVe ... -18 -
Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Gerate..........ccoovvveiereriieneieeeee e -19-
Tabelle 4: Auflistung der Losungen zur DNA-ISOHEIUNG.......ccccoviiiininieieeiese e -20-
Tabelle 5: Auflistung sonstiger Puffer, Losungen, Enzyme und Reagenzien..................... -20-
Tabelle 6: Auflistung der verwendeten ReaktionsKits ...........cccccoeriiiniiniiicie e -21-
Tabelle 7: Verwendete Software und Datenbanken ... -21-
Tabelle 8: Reagenzien der PCR zur APOE-GENOtYPISIEIUNG ......oovvrverierieieieienesiesieeieans -27 -
Tabelle 9: Thermocycler Programm zur AmMplifizierung........ccocovvvinnieiiicienc - 27 -
Tabelle 10: Reagenzien der Standard PCR-Reaktion fur den iPlex Assay ...........cccceeveenee. -32-
Tabelle 11: Thermocycler Protokoll der PCR-ReaKtion.............cccccveveiieveeve e -32-
Tabelle 12: Reagenzien und deren Anteile in der SAP Reaktion ..........cccccceevveeieeiieceenne. -33-
Tabelle 13: Reagenzien der EXtensionreaktion ............ccccvvevvevieiieieeiie e -33-
Tabelle 14: Thermocycler Protokoll der Extensionreaktion .............ccccccevveveiiieiecce s, -33-
Tabelle 15: Allgemeine Berechnung des Odds Ratios...........cccccvevvevieiieveccie e -38 -
Tabelle 16: GenotypVErTEIUNGEN ......ccveie e -39 -
Tabelle 17: Vier-Felder-Tafel zur Abschatzung von Haplotypfregeunzen........................ -42 -
Tabelle 18: Einteilung der statistischen Modelle ............ccooveiiiiiiciicee e, -44 -
Tabelle 19: Kodierung der GENOLYPEN .........covvoiiiieie ettt nae -44 -
Tabelle 20: Ergebnisse der Einzelmarkeranalyse der untersuchten SNPs in der TACR2 Region
............................................................................................................................................. -70 -
Tabelle 21: Haufige Haplotypen, Frequenzen und Assoziationen zu AD ..........c.ccccevenee. -70 -
Tabelle 22: Vergleich der Allelfrequenzen fir die Gene BIN1, CLU, CR1 und PICALM . - 73 -
Tabelle 23: Ergebnisse der zweiten Stufe der Meta-Analyse..........ccocvviiiiinencinenen, -76 -
Tabelle 24: Ergebnisse der dritten Studie der Meta-Analyse..........ccoooovvvieiinenc i, -77 -
Tabelle 25: Ergebnisse der Meta-Analyse der Stufen 1, 2 und 3........cccoovviiieneicicnenen -77 -
Tabelle 26: AnalySierte REJIONEN ........coiiiiieiiieie e -80 -
Tabelle 27: Ergebnisse der CR1 Region fiir ABaz als ENdophanotyp ..o -82-
Tabelle 28: Ergebnisse der SORL1 Region fiir Vitamin B12 als Endophanotyp................ -86 -

CXXVII



Anhang

Tabelle 29: Ergebnisse der ARID5B Region fiir Tau Protein als Endophénotyp................ - 87 -
Tabelle 30: Ergebnisse der GOLM1 Region fir Triglyzerid und Cholesterin als Endophanotyp
............................................................................................................................................. - 88 -
Tabelle 31: Ergebnisse der LINGOL1 Validierung ........c.cccevveveiiesieeie e -94 -
Tabelle 32: Zusammenfassung der Top 11 Kandidatengene .........ccccccevveevvevvecieseesieseene - 96 -
Tabelle 33: Liste der Kooperationspartner und deren Beteiligung an dieser Arbeit....... CXXXI
Tabelle 34: Vollstandige Ergebnisse der Einzelmarkeranalyse .............ccccccevevviveieennnne CXXXII
Tabelle 35: Ergebnisse aus der ersten Stufe der Meta-Analyse in internationalen Konsortien

.................................................................................................................................... CXXXVIII
Tabelle 36: Ergebnisse der MS4A Region fiir AP, als ENdopha@notyp..........ccocevviiviicnennn. CXL
Tabelle 37: Ergebnisse der BIN1 Region fur LDL und VLDL als Endophénotyp .......... CXLI
Tabelle 38: Ergebnisse der CD2AP Region fir "Wortliste wiedergeben” und "Wortliste lernen”
QIS ENOPNEANOLYP ...veviiieiieeee et bbbt CXLIV

7.5 Weblinkverzeichnis

Weblink 1:
http://www.memoryclinic.ch/index.php?option=com_content&task=blogcategory&id=11&Ite
LT B SRS PORSTPP RPN -14 -
Weblink 2: pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/ ............ccooviieiiiiie e -44 -
WEDIINK 3: F-PrOJECL.OING/ ..ottt ettt nre e sne e e -44 -
Weblink 4: mathgen.stats.ox.ac.uk/impute/impute_v2.html..............cccoeiviiiiieiiece e, -45 -
Weblink 5: http://www.broadinstitute.org/scientific-community/science/programs/medical-
and-population-genetics/haploview/haploVIEW............coeeiiiiiiiiiiieee s -45 -
Weblink 6: http://WWW.alZGENE.OTG/ ... - 47 -
WeDblink 7: SNPPEI.CRIP.OIG/ ..o - 69 -
Weblink 8: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/150330 ..........cccceririniiiiieeiencee -99 -

CXXIX



Anhang

7.6 Erklarung an Eides statt

Erklarung geméal 8 7 Abs. 1 Nr. 4

Ich erkldre hiermit an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzuléssige Hilfe
Dritter und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Die aus
anderen Quellen direkt oder indirekt Gibernommenen Daten und Konzepte sind unter Angabe
der Quelle gekennzeichnet.

Bei der Auswahl und Auswertung folgenden Materials haben mir die in Tabelle 33
aufgefuhrten Personen in der jeweils beschriebenen Weise unentgeltlich/entgeltlich geholfen:
Weitere Personen waren an der inhaltlich-materiellen Erstellung der vorliegenden Arbeit nicht
beteiligt. Insbesondere habe ich nicht die entgeltliche Hilfe von Vermittlungs- bzw.
Beratungsdiensten (Promotionsberater/innen oder anderer Personen) in Anspruch genommen.
Auler den Angegebenen hat niemand von mir unmittelbar oder mittelbar geldwerte
Leistungen fur Arbeiten erhalten, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten
Dissertation stehen.

Die Arbeit wurde bisher weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder &hnlicher Form in
einem anderen Verfahren zur Erlangung des Doktorgrades einer anderen Prifungsbehtrde
vorgelegt.

Ich versichere an Eides statt, dass ich nach bestem Wissen die Wahrheit gesagt und nichts
verschwiegen habe.

Ort, Datum

Unterschrift der/des Promovierenden

CXXX



Anhang

7.7 Kooperationen

Tabelle 33: Liste der Kooperationspartner und deren Beteiligung an dieser Arbeit

Die komplexe Arbeit in der genetischen Grundlagenforschung ist nur in Zusammenarbeit mit interdisziplindren
Kooperationspartnern zu bewaltigen, daher ist, in der folgenden Liste, eine genaue Aufstellung von Partnern und
deren Beteiligung an dieser Arbeit gezeigt. Zusatzlich ist zu erwéhnen, dass Prof. Dr. med. Matthias
Riemenschneider bei der Planung und Koordinierung samtlicher Studien dieser Arbeit eine leitende Rolle trug,
er stellte des weiteren Gerate sowie bendtigte Gelder fiir Verbrauchsmaterialien zur Verfiigung.

Kapitel Bezeichnung Aufgabe Ort Durchfithrung
4121 |, Initiale GWAS” Blutabnahme TU-Miinchen Diensthabende Arzte, Demenzambulanz,
Psychiatrie, Prof. Dr. A. Kurz
41.2.1 »Initiale GWAS“ DNA-Extraktion TU-Miinchen Tamara Eisele
- “ . . Diensthabende Arzte, Demenzambulanz,
4121 »Initiale GWAS neuropsychologische Tests | TU-Miinchen Psychiatrie, Prof. Dr. A. Kurz
. “ . PopGen Mitarbeiter, Susanna Nikolaus,
4.1.2.1 »Initiale GWAS Blutabnahme Kiel Prof. Krawczak, Prof. Schreiber
4121 |, Initiale GWAS” DNA-Extraktion Kiel PopGen Mitarbeiter, Susanna Nikolaus,
Prof. Krawczak, Prof. Schreiber
41.2.1 LInitiale GWAS” Genotypisierung San Diego, CA, USA Illumina
. " N Thomas Feulner / IMBIE Uni-Bonn,
4.1.2.1 | ,Initiale GWAS Qc TU-Miinchen Prof. Dr. Thomas Wiencker
Thomas Feulner / Sebastian Wurst /
41.2.1 LInitiale GWAS“ Statistik TU-Munchen Caterina Riehle / Prof. Dr. Kuhn /
Prof. Dr. Wagenpfeil
41.2.1 LInitiale GWAS” Auswertung / Darstellung | TU-Minchen Thomas Feulner / Simon Laws
41.2.1 ,Initiale GWAS” Publikation TU-Minchen Thomas Feulner / Simon Laws
4122 |TACR2 Blutabnahme TU-Miinchen Diensthabende Arzte, Demenzambulanz,
Psychiatrie, Prof. Dr. A. Kurz
4.1.2.2 TACR2 DNA-Extraktion TU-Minchen Tamara Eisele
Th Feul Patricia Friedrich
4122 |TACR2 Genotypisierung TU-Miinchen omas Feulner / Patricia Friedrich /
Kerstin Eckart
41.2.2 TACR2 Qc TU-Miinchen Thomas Feulner
4.1.2.2 TACR2 Statistik TU-Miinchen Thomas Feulner
4.1.2.2 | TACR2 Auswertung TU-Miinchen Thomas Feulner
4122 |TACR2 Publikation TU-Miinchen Thomas Feulner / Patricia Friedrich /
Simon Laws
4.1.2.3 ,Erweiterte GWAS” Blutabnahme TU-Minchen Dlenthalf)ende Arzte, Demenzambulanz,
Psychiatrie, Prof. Dr. A. Kurz
41.2.3 ,Erweiterte GWAS“ DNA-Extraktion TU-Minchen Thomas Feulner / Tamara Eisele
. “ . . Diensthabende Arzte, Demenzambulanz,
4.1.2.3 ,Erweiterte GWAS neuropsychologische Tests | TU-Miinchen Psychiatrie, Prof. Dr. A. Kurz
. " Helmholtz Zentrum KORA Mitarbeiter,
41.2.3 ,Erweiterte GWAS Blutabnahme Miinchen Prof. Dr. Dr. Erich Wichmann
. " . Helmholtz Zentrum KORA Mitarbeiter,
4.1.2.3 ,Erweiterte GWAS DNA-Extraktion Miinchen Prof. Dr. Dr. Erich Wichmann
4123 ,Erweiterte GWAS” Genotypisierung Uniklinikum Tubingen | Microarray Facility, Dr. Michael Bonin
41.2.3 ,Erweiterte GWAS” QC TU-Minchen Thomas Feulner / Caterina Riehle
41.2.3 ,Erweiterte GWAS” Statistik TU-Minchen Thomas Feulner / Caterina Riehle
41.2.3 ,Erweiterte GWAS” Auswertung / Darstellung | TU-Minchen Thomas Feulner / Caterina Riehle
Diensthabende Arzte, Demenzambulanz,
Tabelle 1 | Quantitative Marker Daten Erhebung TU-Miinchen Psychiatrie, Prof. Dr. A. Kurz /
Zentrallabor
Tabelle 1 | Quantitative Marker Datenverarbeitung TU-Minchen Thomas Feulner
Tabelle 1 | Quantitative Marker Datenauswertung TU-Minchen Thomas Feulner
. ) N Diensthabende Arzte, Demenzambulanz,
4.1.2.5.1 | Miinchen Kollektiv (AB) Blutabnahme TU-Minchen Psychiatrie, Prof. Dr. A. Kurz
4.1.2.5.1 | Miinchen Kollektiv (AB) DNA-Extraktion TU-Minchen Thomas Feulner / Cynthia Schiller
4.1.2.5.1 | Miinchen Kollektiv (AB) AB / Tau-Messungen TU-Minchen Tamara Eisele
4.1.2.5.1 | Miinchen Kollektiv (AB) Datenverarbeitung TU-Minchen Thomas Feulner

CXXXI




Anhang

4.1.2.5.1 | Miinchen Kollektiv (AB) Auswertung / Darstellung | TU-Miinchen Thomas Feulner
4.1.2.5.1 | Miinchen Kollektiv (AB) Genotypisierung TU-Minchen Thomas Feulner
4.1.2.5.2 | Schweden Kollektiv (AB) Blutabnahme Universitat Goteborg | Sahlgrenska Klinikum, Prof. Kaj Blennow
4.1.2.5.2 | Schweden Kollektiv (AB) DNA-Extraktion Universitat Goteborg | Sahlgrenska Klinikum, Prof. Kaj Blennow
4.1.2.5.2 | Schweden Kollektiv (AB) AB / Tau-Messungen Uniklinikum Homburg | Cynthia Schiller
4.1.2.5.2 | Schweden Kollektiv (AB) Datenbearbeitung Uniklinikum Homburg | Thomas Feulner
4.1.2.5.2 | Schweden Kollektiv (AB) Auswertung / Darstellung | Uniklinikum Homburg | Thomas Feulner
4.1.2.5.2 | Schweden Kollektiv (AB) Genotypisierung Uniklinikum Homburg | Thomas Feulner
4.1.3 Primer Synthese Regensburg Invitrogen
4.2.2 Genomweite Ampifikation DNA Amplifikation Uniklinikum Homburg | Thomas Feulner / Cynthia Schiller
4.2.3 DNA QC DNA QC Uniklinikum Homburg | Thomas Feulner
4.2.3 DNA QC DNA QC TU-Miinchen Thomas Feulner
4.2.4 Erhebung klinischer Daten Lumbalpunktion TU-Miinchen E;i:;:::;?iifg:i?;mjnzambUIanZ’
4.2.4 Erhebung klinischer Daten AB ELISA TU-Minchen Tamara Eisele / Thomas Feulner
4.2.5 PCR PCR TU-Miinchen Thomas Feulner
4.2.5 PCR PCR Uniklinikum Homburg | Thomas Feulner
4.2.6 Gelelektrophorese Qc TU-Minchen Thomas Feulner
4.2.6 Gelelektrophorese Qc Uniklinikum Homburg | Thomas Feulner
4271 APOE Genotypisierung Restriktion TU-Minchen Thomas Feulner / Cynthia Schiller
4271 APOE Genotypisierung Restriktion Uniklinikum Homburg | Thomas Feulner / Cynthia Schiller
4283 QC/ ,Erweiterte GWAS” Qc TU-Minchen Thomas Feulner / Caterina Riehle
4.2.8.3 Endophéanotypen QcC Uniklinikum Homburg | Thomas Feulner
4283 Endophanotypen Statistik Uniklinikum Homburg | Thomas Feulner
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7.8 Ergénzende Ergebnisse der Kandidatengenanalyse (5.1.3)

Tabelle 34: Vollstandige Ergebnisse der Einzelmarkeranalyse

Dargestellt sind die Einzelmarkeranalysen der initialen GWAS der jeweiligen Kandidatengene. Aufgefihrt ist
pro SNP nur der niedrigste p-Wert der drei Modelle (additiv, dominant und rezessiv). Grau unterlegt sind p-

Werte unter 0,05.

Model
Genomische additiv(A)
Locus p-Wert SNP # Position log (p) dominant(D)
rezessiv(R)
CHRNB2 0,02110 rs7556449 152772510 1,6757 R
CHRNB2 0,32317 rs4845646 152776327 0,4906 R
CHRNB2 0,01062 rs3811448 152783202 1,9737 R
CHRNB2 0,57107 rs10908849 152790212 0,2433 D
CHRNB2 0,03092 rs7543174 152794296 1,5098 R
CHRNB2 0,29698 rs4845652 152804829 0,5273 R
CHRNB2 0,15862 rs3811450 152817656 0,7996 R
CHRNB2 0,88124 rs11264222 152820981 0,0549 R
CHRNB2 0,97240 rs1127314 152822890 0,0122 R
CHRNB2 0,15818 rs6677920 152826466 0,8009 D
CHRNB2 0,02887 rs9427097 152835307 1,5396 R
CHRNB2 0,12253 rs3766924 152838450 0,9117 R
CHRNB2 0,35160 rs3738032 152840043 0,4539 R
CHRNB2 0,79916 rs2229857 152840591 0,0974 R
CHRNB2 0,57833 rs3766923 152843632 0,2378 D
CHRNB2 0,69544 rs6699825 152849594 0,1577 D
CH25H 0,12167 rs7902290 90921582 0,9148 R
CH25H 0,32226 rs2841031 90929983 0,4918 R
CH25H 0,19305 rs10887926 90930338 0,7143 R
CH25H 0,11893 rs10887927 90930667 0,9247 R
CH25H 0,46964 rs4269843 90934196 0,3282 R
CH25H 0,54041 rs10788636 90934639 0,2673 D
CH25H 0,12399 rs10509567 90935736 0,9066 R
CH25H 0,66095 rs10788637 90935788 0,1798 R
CH25H 0,12331 rs7091822 90947383 0,9090 R
CH25H 0,01992 rs17117126 90954006 1,7008 R
CH25H 0,07635 rs4417181 90957073 1,1172 R
CH25H 0,35472 rs4933497 90958083 0,4501 R
CH25H 0,08844 rs11594137 90965187 1,0534 D
CH25H 0,42426 rs10749600 90967674 0,3724 D
CH25H 0,44677 rs11203038 90967739 0,3499 D
CH25H 0,41383 rs7908760 90967976 0,3832 D
CH25H 0,16003 rs6586174 90968250 0,7958 R
CH25H 0,03774 rs12780342 90971856 1,4232 D
CH25H 0,15990 rs7922269 90971867 0,7962 R
CH25H 0,12225 rs6586175 90972061 0,9128 D
CH25H 0,18841 rs12358054 90973268 0,7249 D
CH25H 0,13951 rs1556478 90973609 0,8554 R
CH25H 0,09172 rs2297472 90974970 1,0375 R
CH25H 0,10998 rs2254670 90976043 0,9587 R
CH25H 0,10490 rs2254636 90976987 0,9792 D
CH25H 0,25239 rs2071510 90977544 0,5979 D
CH25H 0,22043 rs1041389 90981159 0,6567 R
CH25H 0,20400 rs885561 90982084 0,6904 D
CH25H 0,60659 rs1029074 90989016 0,2171 D
CH25H 0,20214 rs11203047 90991106 0,6944 D
PGBD1 0,32210 rs1233710 28323425 0,4920 D
PGBD1 0,23635 rs2235359 28323620 0,6265 R
PGBD1 0,23645 rs2185955 28330959 0,6263 R
PGBD1 0,27740 rs12214383 28331710 0,5569 R
PGBD1 0,22427 rs12000 28335415 0,6492 R
PGBD1 0,34493 rs1635 28335583 0,4623 D
PGBD1 0,18365 rs9461446 28335612 0,7360 D
PGBD1 0,26717 rs1778507 28338696 0,5732 D
PGBD1 0,31341 rs2179174 28346948 0,5039 R
PGBD1 0,22272 rs1419183 28350773 0,6522 R
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PGBD1 0,63677 rs1150724 28358215 0,1960 R
PGBD1 0,65045 rs2142731 28358892 0,1868 D
PGBD1 0,10022 rs13211507 28365356 0,9991 D
PGBD1 0,01936 rs9461448 28371700 1,7130 D
PGBD1 0,99236 rs3800324 28372660 0,0033 D
PGBD1 0,09820 rs2743554 28373619 1,0079 A
PGBD1 0,24762 rs2281043 28376476 0,6062 R
PGBD1 0,37019 rs1997660 28377642 0,4316 R
PGBD1 0,44386 rs853693 28390627 0,3527 D
PGBD1 0,96287 rs4713159 28391751 0,0164 D
PGBD1 0,93916 rs742107 28398693 0,0273 R
PGBD1 0,28167 rs853684 28402529 0,5503 R
PGBD1 0,46281 rs853679 28404842 0,3346 R
PGBD1 0,46281 rs853676 28407666 0,3346 D
PGBD1 0,00811 rs17312661 28408315 2,0912 D
PGBD1 0,02887 rs7772827 28409122 1,5395 D
PGBD1 0,05234 rs1416920 28410763 1,2812 D
PGBD1 0,56432 rs9295769 28412548 0,2485
LMNA 0,53568 rs3738593 154312597 0,2711 R
LMNA 0,02429 rs11578696 154323592 1,6146 D
LMNA 0,00029 rs9919256 154329156 3,5389 D
LMNA 0,44579 rs10737170 154330504 0,3509 D
LMNA 0,00587 rs915179 154344873 2,2310 D
LMNA 0,25101 rs2485662 154350092 0,6003 R
LMNA 0,69440 rs2485668 154368173 0,1584 D
LMNA 0,57031 rs2485664 154371961 0,2439 D
LMNA 0,26734 rs1468772 154383112 0,5729 R
LMNA 0,01106 rs12128066 154393992 1,9564 R
LMNA 0,14049 rs510441 154396592 0,8524 R
LMNA 0,05274 rs1984508 154398241 1,2779 D
LMNA 0,38255 rs11264452 154407556 0,4173 R
LMNA 0,01670 rs12401573 154412842 1,7773 D
MAPT 0,12818 rs11869096 41300889 0,8922 R
MAPT 0,02193 rs1158660 41301077 1,6590 R
MAPT 0,61654 rs4792891 41329294 0,2100 D
MAPT 0,06462 rs4792893 41341550 1,1897 D
MAPT 0,00712 rs1467967 41342006 2,1473 D
MAPT 0,38233 rs17563986 41347100 0,4176 R
MAPT 0,00141 rs3785880 41349204 2,8508 R
MAPT 0,19417 rs4792894 41355031 0,7118 D
MAPT 0,34211 rs16940742 41360752 0,4658 D
MAPT 0,08974 rs8078967 41363929 1,0470 R
MAPT 0,39655 rs11867549 41369064 0,4017 D
MAPT 0,04954 rs2435205 41374593 1,3050 D
MAPT 0,29128 rs242557 41375573 0,5357 R
MAPT 0,25559 rs3785883 41410269 0,5924 D
MAPT 0,25010 rs1981997 41412603 0,6019 D
MAPT 0,61396 rs2435211 41419081 0,2119 R
MAPT 0,12586 rs8079215 41420688 0,9001 D
MAPT 0,28399 rs2258689 41423219 0,5467 D
MAPT 0,25999 rs2435200 41427688 0,5850 R
MAPT 0,27794 rs8070723 41436901 0,5561 R
MAPT 0,14621 rs7220988 41465321 0,8350 R
MAPT 0,17097 rs1078997 41465690 0,7671 D
MAPT 0,01919 rs6503454 41474116 1,7169 D
MAPT 0,09277 rs4792827 41487141 1,0326 D
MAPT 0,19760 rs6503455 41496568 0,7042 D
PCK1 0,04443 rs12106016 55538936 1,3523 D
PCK1 0,02319 rs6025610 55543699 1,6347 D
PCK1 0,52391 rs6128069 55545020 0,2807 D
PCK1 0,86865 rs6070131 55546963 0,0612 D
PCK1 0,05963 rs6099671 55549131 1,2245 D
PCK1 0,10423 rs8119374 55552072 0,9820 D
PCK1 0,72290 rs4811873 55554835 0,1409 R
PCK1 0,07868 rs4811876 55557206 1,1041 R
PCK1 0,25798 rs1474758 55559297 0,5884 D
PCK1 0,16932 rs6092495 55559435 0,7713 D
PCK1 0,00332 rs17411904 55561336 2,4791 D
PCK1 0,08940 rs1543375 55564026 1,0486 R

CXXXIV




Anhang

PCK1 0,41916 rs1328757 55568605 0,3776 D
PCK1 0,19657 rs6070157 55570590 0,7065 R
PCK1 0,65105 rs1040566 55571093 0,1864 D
PCK1 0,24223 rs8192708 55572027 0,6158 R
PCK1 0,15513 rs1804160 55572771 0,8093 R
PCK1 0,09510 rs2179706 55573277 1,0218 D
PCK1 0,35927 rs6015032 55581782 0,4446 D
PCK1 0,12039 rs6025639 55584143 0,9194 R
PCK1 0,16863 rs6025642 55587305 0,7731 R
PCK1 0,46974 rs1546913 55587441 0,3281 D
PCK1 0,55164 rs6025643 55589409 0,2583 D
PCK1 0,22411 rs6025645 55590747 0,6495 R
PCK1 0,69338 rs6015037 55590955 0,1590 D
PCK1 0,41283 rs6513317 55592682 0,3842 R
PCK1 0,30937 rs2064393 55593756 0,5095 D
PCK1 0,33370 rs4811880 55593981 0,4766 R
PCK1 0,39797 rs6123708 55594125 0,4002 D
PCK1 0,12881 rs13038139 55595004 0,8901 D
PCK1 0,23241 rs761345 55595537 0,6337 D
PCK1 0,66286 rs4810086 55597093 0,1786 D
PCK1 0,38783 rs6015040 55609667 0,4114 D
PCK1 0,11059 rs17413414 55609940 0,9563 A
CST3 0,45288 rs1158167 23526189 0,3440 R
CST3 0,72057 rs2983639 23534184 0,1423 R
CST3 0,22299 rs2983640 23534360 0,6517 D
CST3 0,18022 rs13043610 23534941 0,7442 R
CST3 0,73397 rs10485646 23540543 0,1343 R
CST3 0,26654 rs17751897 23540714 0,5742 R
CST3 0,39056 rs6036478 23559359 0,4083 R
CST3 0,26666 rs2424577 23561750 0,5740 D
CST3 0,41418 rs2145231 23573547 0,3828 R
CST3 0,21940 rs911122 23573746 0,6588 D
CST3 0,19625 rs8122922 23580776 0,7072 D
CST3 0,65144 rs2424590 23584980 0,1861 D
CST3 0,25390 rs13040731 23590389 0,5953 R
CST3 0,03186 rs16985615 23590427 1,4967 R
CST3 0,33025 rs3004153 23590458 0,4812 D
CST3 0,21057 rs2424595 23592387 0,6766 R
ACE 0,47553 rs2447449 58743676 0,3228 D
ACE 0,07802 rs4968762 58747932 1,1078 R
ACE 0,76706 rs2447447 58754541 0,1152 D
ACE 0,55920 rs4968767 58797676 0,2524 D
ACE 0,09666 rs1029765 58813016 1,0148 R
ACE 0,10604 rs4968772 58835351 0,9745 R
ACE 0,13250 rs17687734 58838777 0,8778 R
ACE 0,37483 rs3760257 58850203 0,4262 D
ACE 0,48502 rs4968647 58881409 0,3142 R
ACE 0,11997 rs8076157 58897593 0,9209 R
ACE 0,69110 rs4459609 58902680 0,1605 D
ACE 0,08896 rs4305 58911961 1,0508 D
ACE 0,75413 rs4309 58913655 0,1226 D
ACE 0,51938 rs4311 58914495 0,2845 D
ACE 0,81138 rs4329 58917190 0,0908 D
ACE 0,72123 rs4343 58919763 0,1419 D
ACE 0,87891 rs4353 58924154 0,0561 R
ACE 0,80685 rs4362 58927493 0,0932 R
ACE 0,65604 rs4461142 58931780 0,1831 R
ACE 0,35427 rs4267385 58937488 0,4507 D
ACE 0,44723 rs8066276 58942997 0,3495 R
ACE 0,27197 rs12451328 58950280 0,5655 R
ACE 0,43042 rs867640 58955677 0,3661 D
ACE 0,16297 rs9914151 58959018 0,7879 R
ACE 0,17883 rs7221979 58968249 0,7476 D
ACE 0,08781 rs4968656 58970691 1,0565 R
ACE 0,23944 rs6504165 58983808 0,6208 R
GAB2 0,58238 rs3133324 77576745 0,2348 R
GAB2 0,52916 rs2450132 77584034 0,2764 R
GAB2 0,06909 rs2510044 77586662 1,1606 D
GAB2 0,20894 rs2511188 77598578 0,6800 R

CXXXV




Anhang

GAB2 0,32366 rs2450135 77605643 0,4899 R
GAB2 0,26182 rs1318241 77608440 0,5820 D
GAB2 0,32572 rs2450129 77618033 0,4872 D
GAB2 0,48545 rs731600 77640781 0,3139 D
GAB2 0,45709 rs1893447 77650830 0,3400 R
GAB2 0,32849 rs2511175 77652729 0,4835 D
GAB2 0,07134 rs1981405 77653856 1,1466 R
GAB2 0,53384 rs7927923 77657062 0,2726 D
GAB2 0,43837 rs4945261 77667908 0,3582 D
GAB2 0,33614 rs7107174 77675584 0,4735 D
GAB2 0,42580 rs4944196 77686379 0,3708 D
GAB2 0,30579 rs6592772 77693211 0,5146 D
GAB2 0,37369 rs10899469 77695961 0,4275 D
GAB2 0,64282 rs11237451 77703107 0,1919 R
GAB2 0,25216 rs2292572 77730512 0,5983 D
GAB2 0,34544 rs10501426 77734770 0,4616 D
GAB2 0,06848 rs11601726 77745687 1,1645 R
GAB2 0,23026 rs11603112 77751139 0,6378 D
GAB2 0,29086 rs7112234 77780118 0,5363 D
GAB2 0,27450 rs7941639 77794607 0,5615 D
GAB2 0,29028 rs10899496 77801479 0,5372 D
GAB2 1,00000 rs7934948 77825022 0,0000 D
GAB2 0,30110 rs7950865 77835049 0,5213 D
SORL1 0,33811 rs7937444 120774936 0,4709 D
SORL1 0,51145 rs297517 120799570 0,2912 R
SORL1 0,02119 rs12576704 120804498 1,6740 D
SORL1 0,07431 rs17125333 120807856 1,1290 D
SORL1 0,05948 rs668053 120813735 1,2256 R
SORL1 0,04505 rs4935774 120826964 1,3463 D
SORL1 0,44015 rs661057 120834164 0,3564 R
SORL1 0,27966 rs4936632 120840938 0,5534 R
SORL1 0,38549 rs7945931 120846472 0,4140 R
SORL1 0,42707 rs11218301 120847297 0,3695 D
SORL1 0,21795 rs11600875 120862178 0,6616 D
SORL1 0,91047 rs4631890 120863571 0,0407 D
SORL1 0,24728 rs676759 120864475 0,6068 D
SORL1 0,49597 rs2298525 120866225 0,3045 D
SORL1 0,16036 rs2101756 120874460 0,7949 D
SORL1 0,46776 rs689021 120876330 0,3300 R
SORL1 0,11494 rs4935775 120894712 0,9395 R
SORL1 0,46630 rs2298813 120898894 0,3313 D
SORL1 0,36110 rs666004 120903788 0,4424 D
SORL1 0,55201 rs11501162 120905972 0,2580 R
SORL1 0,61122 rs11218322 120907595 0,2138 D
SORL1 0,22149 rs3781827 120916251 0,6547 R
SORL1 0,52053 rs11601559 120918047 0,2836 R
SORL1 0,17714 rs2276346 120919686 0,7517 R
SORL1 0,03149 rs10502262 120920522 1,5019 D
SORL1 0,85107 rs556349 120931417 0,0700 D
SORL1 0,39927 rs11605969 120936082 0,3987 R
SORL1 0,30283 rs7124060 120941176 0,5188 D
SORL1 0,08961 rs3781832 120941480 1,0476 D
SORL1 0,36861 rs1790213 120947399 0,4334 R
SORL1 0,27045 rs1699105 120947829 0,5679 D
SORL1 0,35432 rs3781834 120951150 0,4506 D
SORL1 0,66028 rs4420280 120951269 0,1803 D
SORL1 0,56508 rs4936637 120952398 0,2479 R
SORL1 0,42314 rs2070045 120953300 0,3735 D
SORL1 0,02925 rs3781835 120953464 1,5338 D
SORL1 0,35655 rs1699102 120962172 0,4479 D
SORL1 0,23500 rs1620003 120978203 0,6289 D
SORL1 0,83595 rs12287339 120979235 0,0778 D
SORL1 0,28472 rs7101373 120984895 0,5456 D
SORL1 0,35753 rs726601 120986617 0,4467 D
SORL1 0,13532 rs1503415 120991762 0,8686 R
SORL1 0,03265 rs1614735 120998211 1,4861 R
SORL1 0,74711 rs1133174 121006965 0,1266 D
SORL1 0,56493 rs1532763 121010533 0,2480 D
SORL1 0,67795 rs12279135 121020437 0,1688 D

CXXXVI




Anhang

SORL1 0,24188 rs11606903 121025447 0,6164 A
SORL1 0,86089 rs626747 121027054 0,0651 D
SORL1 0,53740 rs676165 121030877 0,2697 R
SORL1 0,54757 rs1783832 121038211 0,2616 R

CXXXVII




Anhang

7.9 Ergebnisse der internationalen Meta-Studie

Tabelle 35: Ergebnisse aus der ersten Stufe der Meta-Analyse in internationalen Konsortien

Angegeben sind die einzelnen Ergebnisse zu den 61 SNPs der GERAD1, EADI1, ADNI und TGEN Kohorten
aus der ersten Stufe der Meta-Analyse.

CHR BP ALl A2 GERAD1 EADI1
Frequenz Al OR 95%CI P Frequenz Al OR 95%Cl P
1 207 377 891 T|C 0.20 112 1.04-1.20 3.6E-03 0.22 117 | 1.07-1.28 5.8E-04
1 207 390 204 T|C 0.20 111 1.03-1.20 4.8E-03 0.22 1.17 | 1.07-1.28 6.5E-04
1 207 653 395 C|A 0.16 112 1.04-1.21 1.8E-03 0.17 1.18 | 1.07-1.30 8.0E-04
1 207 676 604 C| T 0.19 1.10 1.02-1.18 1.0E-02 0.19 1.19 | 1.08-1.30 2.1E-04
1 207 784 968 A|G 0.19 1.16 1.08-1.24 3.7E-05 0.19 1.28 | 1.17-1.40 8.5E-08
1 207 786 289 A|G 0.19 117 1.09-1.25 8.7E-06 0.19 1.25 | 1.14-1.37 1.1E-06
1 207 804 141 A|C 0.19 1.17 1.09-1.25 8.3E-06 0.19 1.25 | 1.14-1.37 1.7E-06
2 127 894 615 G| A 0.29 1.16 1.10-1.24 1.4E-06 0.29 1.15] 1.06-1.25 5.7E-04
8 27 464 519 T|C 0.39 0.84 0.79-0.89 1.4E-09 0.38 0.81 | 0.75-0.87 5.2E-08
10 62523 470 A|G 0.31 1.26 1.13-1.40 1.6E-05 0.32 112 | 1.03-121 4.4E-03
11 59 936 979 G| A 0.46 0.89 0.84-0.94 2.5E-05 0.48 0.94 | 0.87-1.01 7.0E-02
11 59 939 307 T|G 0.42 0.87 0.82-0.92 1.5E-06 0.44 0.93 | 0.86-1.00 4.6E-02
11 59 942 757 cC|T 0.43 0.88 0.83-0.93 5.2E-06 0.45 0.95| 0.88-1.02 1.5E-01
11 59 947 252 C| T 0.43 0.88 0.83-0.93 5.3E-06 0.45 0.95 | 0.88-1.02 1.6E-01
11 59 962 166 A|G 0.40 0.88 0.83-0.94 7.9E-05 0.42 0.95| 0.88-1.02 1.4E-01
11 59 971 795 T|G 0.41 1.13 1.06-1.21 8.7E-05 0.38 1.06 | 0.99-1.14 1.2E-01
11 59 975 078 T|C 0.40 0.88 0.83-0.94 8.3E-05 0.42 0.95 | 0.89-1.02 1.7E-01
11 60 001 573 cC|T 0.41 114 1.08-1.20 6.3E-06 0.38 1.04 | 0.98-1.12 2.1E-01
11 60 023 087 C|A 0.41 0.88 0.83-0.93 1.0E-05 0.42 0.96 | 0.89-1.03 2.4E-01
11 85 757 589 cC|T 0.32 0.88 0.83-0.93 1.6E-05 0.31 0.88 | 0.82-0.96 3.0E-03
11 85 787 824 C| T 0.31 0.86 0.80-0.92 3.5E-06 0.30 0.88 | 0.81-0.96 3.7E-03
11 85788 351 cC|T 0.31 0.87 0.82-0.92 2.3E-06 0.30 0.88 | 0.81-0.96 3.5E-03
11 85 815 030 G| A 0.34 0.87 0.82-0.92 1.1E-06 0.33 0.94 | 0.87-1.01 1.1E-01
11 85 820 077 A|G 0.33 0.86 0.81-0.91 6.9E-07 0.31 0.93 | 0.86-1.01 9.1E-02
11 85 824 859 A|G 0.37 0.86 0.81-0.92 3.6E-06 0.36 0.93 | 0.86-1.01 7.1E-02
11 85 858 538 G| A 0.31 0.84 0.79-0.90 2.1E-07 0.30 0.91 | 0.84-0.99 2.4E-02
11 85 868 640 T|C 0.36 0.85 0.80-0.90 1.9E-08 0.35 0.92 | 0.85-0.99 3.1E-02
11 99 757 729 G| T 0.20 1.16 1.08-1.24 2.3E-05 0.21 1.10 | 1.02-1.19 1.2E-02
12 111 725 185 A|C 0.13 1.12 1.03-1.21 5.4E-03 0.11 123 | 1.11-1.37 1.0E-04
16 19 716 505 A|G 0.39 1.07 1.01-1.13 3.1E-02 0.39 119 | 1.10-1.28 9.9E-06
16 19 743 649 C| T 0.17 0.91 0.85-0.98 1.5E-02 0.18 0.80 | 0.72-0.88 1.6E-05
16 19 759 007 C|A 0.17 0.92 0.85-0.99 2.1E-02 0.19 0.80 | 0.72-0.88 5.4E-06
16 19 792 598 T|C 0.17 0.93 0.86-1.01 8.0E-02 0.18 0.80 | 0.72-0.88 2.3E-05
16 19 800 213 cC|T 0.17 0.91 0.84-0.98 1.1E-02 0.18 0.80 | 0.72-0.89 2.4E-05
19 1046 520 G| T 0.10 1.24 1.12-1.38 4.1E-05 0.11 1.21 | 1.08-1.37 1.0E-03
19 45 231 478 A|G 0.23 0.91 0.85-0.97 4.7E-03 0.27 0.82 | 0.75-0.90 6.5E-06
19 45 146 103 cC|T 0.25 0.88 0.83-0.94 7.4E-05 0.27 0.90 | 0.84-0.97 3.4E-03
19 45 237 812 C| T 0.31 0.86 0.81-0.91 4.6E-07 0.35 0.78 | 0.72-0.85 1.9E-09
19 45242 107 A|G 0.23 1.25 1.17-1.33 3.0E-11 0.22 121 1.11-1.32 2.9E-05
19 45 247 627 G| A 0.07 0.77 0.68-0.87 2.8E-05 0.06 0.73 | 0.61-0.87 5.7E-04
19 45 254 168 A|C 0.14 1.24 1.14-1.35 2.9E-07 0.13 1.28 | 1.15-1.42 4.1E-06
19 45 326 768 T|C 0.37 0.89 0.84-0.95 1.2E-04 0.38 0.89 | 0.82-0.96 2.6E-03
19 45 329 214 G| T 0.34 1.36 1.29-1.44 1.5E-26 0.32 1.36 | 1.26-1.48 8.5E-15
19 45 351 746 G| A 0.38 0.85 0.80-0.90 1.3E-08 0.39 0.82 | 0.76-0.89 2.0E-06
19 45 362 667 A|G 0.40 1.20 1.14-1.27 8.4E-11 0.39 1.10 | 1.02-1.18 1.2E-02
19 45 370 838 A|G 0.16 0.81 0.75-0.88 7.7E-07 0.17 0.81 | 0.73-0.90 6.8E-05
19 45 382 034 A|G 0.46 1.46 1.38-1.54 7.0E-41 0.44 131 | 1.22-141 3.8E-13
19 45 395 266 G| A 0.35 0.63 0.59-0.67 9.6E-54 0.37 0.62 | 0.57-0.67 5.1E-33
19 45395619 G| A 0.20 2.53 2.37-2.71 1.8E-157 0.15 3.17 | 2.86-3.51 1.2E-130
19 45 401 666 G| A 0.37 0.68 0.64-0.72 5.4E-39 0.40 0.66 | 0.61-0.71 6.5E-27
19 45 408 836 G| T 0.49 0.70 0.66-0.74 4.9E-37 0.48 1.38 | 1.28-1.49 5.3E-18
19 45 414 451 T|C 0.33 0.72 0.68-0.77 2.7E-23 0.36 0.63 | 0.58-0.69 5.1E-31
19 45 448 465 G| T 0.36 1.17 1.11-1.24 3.4E-08 0.37 1.09 | 1.01-1.18 1.9E-02
19 45 457 180 C|T 0.47 1.15 1.09-1.22 4.0E-07 0.46 1.12 | 1.04-1.20 2.8E-03
19 45 482 884 C| T 0.49 0.89 0.84-0.94 7.8E-05 0.49 1.10 | 1.02-1.19 9.2E-03
19 45 483 438 C|A 0.33 1.16 1.09-1.23 6.1E-06 0.35 111 ] 1.03-1.20 4.6E-03
19 45 636 201 T|C 0.10 1.31 1.20-1.43 2.2E-09 0.10 1.12 | 1.00-1.26 4.6E-02
19 45 640 124 G| A 0.23 1.15 1.08-1.23 1.9E-05 0.22 1.09 | 0.98-1.20 1.0E-01
19 45 650 386 T|C 0.10 1.32 1.20-1.44 1.5E-09 0.09 1.17 | 1.04-1.33 9.4E-03
19 45 708 758 G| A 0.16 1.15 1.07-1.25 3.9E-04 0.14 1.18 | 1.07-1.31 1.1E-03
19 45 708 888 C|T 0.17 1.16 1.08-1.25 5.2E-05 0.14 1.19 | 1.07-1.32 1.0E-03

CXXXVIII



Anhang

CHR BP Al | A2 ADNI TGENI
Frequenz Al OR 95%CI P Frequenz Al OR 95%Cl P

1 207 377 891 T|C 0.21 1.28 0.88-1.88 2.0E-01 0.23 1.18 | 0.93-1.50 1.6E-01
1 207 390 204 T|C 0.21 1.27 0.87-1.85 2.2E-01 0.23 1.20 | 0.95-1.52 1.2E-01
1 207 653 395 C|A 0.14 1.45 0.93-2.26 1.0E-01 0.16 1.39 1.04-1.87 2.6E-02
1 207 676 604 cC|T 0.18 1.44 0.96-2.16 7.8E-02 0.19 1.25 | 0.96-1.63 9.4E-02
1 207 784 968 A | G 0.19 1.58 1.06-2.35 2.4E-02 0.21 1.20 | 0.94-1.53 1.4E-01
1 207 786 289 A|G 0.19 1.58 1.06-2.35 2.4E-02 0.21 1.20 | 0.94-1.53 1.4E-01
1 207 804 141 A|C 0.18 1.66 1.11-2.49 1.5E-02 0.21 1.20 | 0.94-1.53 1.4E-01
2 127 894 615 G| A 0.32 1.13 0.83-1.56 4.4E-01 0.32 1.35 1.05-1.73 1.7E-02
8 27 464 519 T|C 0.39 0.93 0.68-1.27 6.4E-01 0.38 0.80 | 0.61-1.05 1.0E-01
10 62 523 470 A | G 0.28 1.12 0.80-1.58 5.1E-01 0.32 1.07 | 0.86-1.34 5.4E-01
11 59 936 979 G| A 0.45 0.96 0.70-1.31 7.8E-01 0.45 0.76 | 0.62-0.93 6.4E-03
11 59 939 307 T|G 0.40 0.88 0.64-1.22 4.5E-01 0.42 0.74 | 0.60-0.90 2.8E-03
11 59 942 757 cC|T 0.40 0.92 0.67-1.27 6.2E-01 0.42 0.75 | 0.61-0.91 3.9E-03
11 59 947 252 C| T 0.40 0.92 0.67-1.27 6.2E-01 0.42 0.75 | 0.61-0.91 3.9E-03
11 59 962 166 A |G 0.37 0.91 0.66-1.26 5.8E-01 0.40 0.72 | 0.59-0.88 1.3E-03
11 59971795 T|G 0.43 1.08 0.78-1.49 6.6E-01 0.41 1.26 1.03-1.54 2.3E-02
11 59 975 078 T|C 0.37 0.89 0.64-1.23 4.7E-01 0.40 0.72 | 0.59-0.88 1.1E-03
11 60 001573 cC|T 0.43 1.07 0.77-1.49 6.7E-01 0.41 1.27 1.04-1.55 2.0E-02
11 60 023 087 C|A 0.38 0.96 0.69-1.32 7.8E-01 0.40 0.71 | 0.58-0.87 6.7E-04
11 85 757 589 cC|T 0.32 1.02 0.73-1.43 9.0E-01 0.31 091 | 0.73-1.12 3.5E-01
11 85787824 cC|T 0.31 0.98 0.70-1.38 9.3E-01 0.30 090 | 0.73-1.11 3.4E-01
11 85 788 351 C| T 0.31 1.00 0.72-1.40 9.9E-01 0.30 090 | 0.73-1.11 3.4E-01
11 85 815 030 G| A 0.35 1.03 0.75-1.42 8.4E-01 0.34 091 | 0.74-1.11 3.6E-01
11 85 820 077 A|G 0.33 0.92 0.66-1.29 6.4E-01 0.32 0.88 | 0.72-1.08 2.2E-01
11 85 824 859 A|G 0.38 1.07 0.77-1.47 7.0E-01 0.35 093 | 0.76-1.13 4.5E-01
11 85 858 538 G| A 0.31 0.90 0.64-1.27 5.4E-01 0.30 0.84 | 0.69-1.04 1.0E-01
11 85 868 640 T|C 0.35 0.83 0.60-1.16 2.8E-01 0.35 0.82 | 0.67-1.01 6.3E-02
11 99 757 729 G| T 0.21 1.38 0.94-2.01 1.0E-01 0.20 1.00 | 0.75-1.33 1.0E+00
12 111 725 185 A|C 0.12 1.34 0.83-2.16 2.3E-01 0.15 1.23 | 0.93-1.63 1.5E-01
16 19 716 505 A|G 0.40 1.01 0.75-1.36 9.5E-01 0.46 1.38 1.02-1.87 3.6E-02
16 19 743 649 C| T 0.17 0.92 0.61-1.38 6.8E-01 0.18 0.73 | 0.58-0.94 1.4E-02
16 19 759 007 C|A 0.20 1.03 0.71-1.48 9.0E-01 0.18 0.73 | 0.57-0.93 1.2E-02
16 19 792 598 T|C 0.17 0.92 0.62-1.39 7.0E-01 0.18 0.71 0.55-0.9 5.8E-03
16 19 800 213 C| T 0.17 0.92 0.61-1.38 6.8E-01 0.18 0.71 | 0.55-0.91 5.9E-03
19 1046 520 G| T 0.08 1.01 0.58-1.75 9.7E-01 N/A N/A N/A N/A

19 45 231 478 A|G 0.25 1.00 0.69-1.44 9.9E-01 0.28 1.14 | 0.81-1.60 4.6E-01
19 45 146 103 cC|T 0.30 0.70 0.50-0.96 2.9E-02 0.23 1.35 ] 0.90-2.03 1.4E-01
19 45 237 812 C| T 0.33 1.00 0.72-1.40 9.9E-01 0.36 111 | 0.82-151 4.9E-01
19 45 242 107 A|G 0.24 1.25 0.87-1.78 2.2E-01 N/A N/A N/A N/A

19 45 247 627 G| A 0.05 0.83 0.39-1.76 6.3E-01 N/A N/A N/A N/A

19 45 254 168 A|C 0.14 1.63 1.06-2.51 2.8E-02 N/A N/A N/A N/A

19 45 326 768 T|C 0.36 1.10 0.81-1.49 5.5E-01 0.36 0.86 | 0.70-1.06 1.5E-01
19 45 329 214 G| T 0.36 0.94 0.69-1.28 6.9E-01 0.36 1.22 | 0.99-1.50 5.5E-02
19 45 351 746 G| A 0.36 0.94 0.69-1.28 6.9E-01 0.38 0.84 | 0.62-1.14 2.6E-01
19 45 362 667 A|G 0.42 1.07 0.77-1.48 6.9E-01 N/A N/A N/A N/A

19 45 370 838 A|G 0.13 0.99 0.62-1.59 9.7E-01 N/A N/A N/A N/A

19 45 382 034 A|G 0.47 1.39 1.02-1.89 3.9E-02 N/A N/A N/A N/A

19 45 395 266 G| A 0.31 0.46 0.32-0.66 1.7E-05 N/A N/A N/A N/A

19 45395619 G| A 0.22 3.07 2.05-4.61 6.3E-08 N/A N/A N/A N/A

19 45 401 666 G| A 0.33 0.79 0.56-1.11 1.7E-01 N/A N/A N/A N/A

19 45 408 836 G| T 0.47 0.72 0.52-1.01 5.4E-02 N/A N/A N/A N/A

19 45 414 451 T|C 0.32 0.47 0.33-0.66 1.9E-05 N/A N/A N/A N/A

19 45 448 465 G| T 0.37 1.29 0.92-1.82 1.4E-01 0.33 1.11 | 0.77-1.61 5.8E-01
19 45 457 180 cC|T 0.48 1.25 0.91-1.73 1.7E-01 0.43 1.13 ] 0.79-1.61 5.0E-01
19 45 482 884 C| T 0.49 0.85 0.62-1.17 3.1E-01 0.53 095 | 0.71-1.28 7.3E-01
19 45 483 438 C|A 0.34 1.23 0.87-1.74 2.4E-01 0.35 1.06 | 0.82-1.36 6.6E-01
19 45 636 201 T|C 0.10 1.20 0.72-1.99 4.9E-01 0.11 2.18 1.53-3.11 4.7E-06
19 45 640 124 G| A 0.24 0.91 0.63-1.31 6.0E-01 0.25 1.46 1.16-1.84 1.3E-03
19 45 650 386 T|C 0.10 1.12 0.66-1.87 6.8E-01 0.11 2.20 1.53-3.17 6.0E-06
19 45 708 758 G| A 0.17 1.29 0.85-1.95 2.4E-01 N/A N/A N/A N/A

19 45 708 888 C| T 0.17 1.29 0.85-1.95 2.4E-01 N/A N/A N/A N/A
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7.10Zusétzliche Ergebnisse der quantitativen Marker Analysen

Tabelle 36: Ergebnisse der MS4A Region flr A, als Endophénotyp

Positi hetero + "] call Ik\;mitilz ':)M:tilz %
Locus SNP gzlriin major i\ie:t())r mar}or r;tiir; r:te MAF P SNP [pag/;?CSF] [pag/sﬁlaCSF] Abnaohme
major hetero+minor
MS4A | 11 60015605 | 60015605 CC TC/TT 31 66 0.915 | 0.428 | 1.72E-03 404 531 23.9
MS4A rs2155710 60025816 1T CT/CC 38 57 0.896 | 0.353 | 1.77E-03 404 541 25.4
MS4A | rs11230334 | 59989587 CC GC/GG 29 77 1.000 | 0.462 | 3.24E-03 395 522 24.2
MS4A rs1051593 59994567 1T CT/CC 29 76 0.991 | 0.462 | 3.42E-03 395 522 24.3
MS4A rs2298553 60021578 CC TC/TT 32 74 1.000 | 0.443 | 5.46E-03 404 523 22.7
MS4A rs4939368 60012624 AA TA/TT 31 74 0.991 | 0.452 | 6.16E-03 404 523 22.7
MS4A | rs11604104 | 60013877 | GG AG/AA 31 74 0.991 | 0.452 | 6.16E-03 404 523 22.7
MS4A rs4939370 60013976 CcC TC/TT 31 74 0.991 | 0.452 | 6.16E-03 404 523 22.7
MS4A rs7951049 60018918 | GG AG/AA 31 73 0.981 | 0.447 | 6.56E-03 404 522 22.6
MS4A rs1051594 59994630 CcC TC/TT 31 75 1.000 | 0.453 | 6.60E-03 404 521 224
MS4A | rs11230342 | 60018498 1T AT/AA 31 65 0.906 | 0.417 | 7.72E-03 404 527 233
MS4A | rs11230255 | 59846723 | GG AG/AA 46 56 0.962 | 0.338 | 8.18E-03 554 442 20.4
MS4A | rs11560964 | 59846887 T GT/GG 46 56 0.962 | 0.338 | 8.18E-03 554 442 20.4
MS4A | rs11560913 | 59846965 T CT/CC 46 56 0.962 | 0.338 | 8.18E-03 554 442 20.4
MS4A | rs11230256 59847614 AA GA/GG 46 56 0.962 | 0.338 | 8.18E-03 554 442 20.4
MS4A | rs11230257 | 59847683 CC AC/AA 46 56 0.962 | 0.338 | 8.18E-03 554 442 20.4
MS4A rs4939383 60028950 | GG AG/AA 31 73 0.981 | 0.447 | 9.24E-03 408 522 21.9
MS4A rs4146870 59988562 | GG AG/AA 29 69 0.925 | 0.444 | 3.64E-04 395 530 254
MIS4A rs1051461 59993810 TT CT/CC 45 52 0.915 | 0.320 | 9.18E-04 428 554 22.8
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Abbildung 40: Graphische Darstellung der MS4A Gen Cluster Region (rs610932)

-log p-Werte sind auf der linken y-Achse und die genomische Position auf der x-Achse dargestellt. Die rechte y-
Achse gibt die Rekombinationsrate an. Der SNP rs610932 der zuvor von (Hollingworth et al., 2011) identifiziert
wurde, ist durch ein Viereck gekennzeichnet. Die LD Berechnungen beziehen sich auf diesen SNP. Diese Grafik
wurde mit Hilfe der LocusZoom Software erstellt (Pruim et al., 2010).
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Abbildung 41: Graphische Darstellung der MS4A Gen Cluster Region (rs670139)

-log p-Werte sind auf der linken y-Achse und die genomische Position auf der x-Achse dargestellt. Die rechte y-
Achse gibt die Rekombinationsrate an. Der SNP rs610932 der zuvor von (Hollingworth et al., 2011) identifiziert
wurde, ist durch ein Viereck gekennzeichnet. Die LD Berechnungen beziehen sich auf diesen SNP. Diese Grafik
wurde mit Hilfe der LocusZoom Software erstellt (Pruim et al., 2010).
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Abbildung 42: Graphische Darstellung der MS4A Gen Cluster Region (rs4938933)

-log p-Werte sind auf der linken y-Achse und die genomische Position auf der x-Achse dargestellt. Die rechte y-
Achse gibt die Rekombinationsrate an. Der SNP rs4938933 der zuvor von (Naj et al., 2011) identifiziert wurde,

ist durch ein Viereck gekennzeichnet. Die LD Berechnungen beziehen sich auf diesen SNP. Diese Grafik wurde
mit Hilfe der LocusZoom Software erstellt (Pruim et al., 2010).
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SORL1 - Vitamin B12 — Dominant Model
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Abbildung 43: Graphische Darstellung der SORL1 Region (rs11218349)

-log p-Werte sind auf der linken y-Achse und die genomische Position auf der x-Achse dargestellt. Die rechte y-
Achse gibt die Rekombinationsrate an. Flir den SNP rs11218349 konnte der niedrigste p-Wert berechnet werden,
dieser ist durch ein Viereck gekennzeichnet. Die LD Berechnungen beziehen sich auf diesen SNP. Diese Grafik

wurde mit Hilfe der LocusZoom Software erstellt (Pruim et al., 2010).
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Abbildung 44: Verteilung der Tau Protein Konzentrationen nach Genotypen (rs7909873)

Punktdiagramm fiir den Marker rs7909873, der die groBte Erniedrigung der Tau Protein Konzentration zeigte.
Die Gruppen sind nach dem dominanten Model in homozygote Tréger des haufigen Allels (TT n=65) und
heterozygote zusammen mit homozygoten Tragern des seltenen Allels (CT n=23 + CC n=6 - CT/CC n=29)
eingeteilt. Linien geben den Mittelwert an und unterbrochene Linien die Standardabweichung.
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Tabelle 37: Ergebnisse der BIN1 Region fiir LDL und VLDL als Endophénotyp

Mittel |  Mittel
. posiion | | Metero | " | call LDL/VLDL L?;/;//Z?L %
Locus | quanti SNP Chr2 major .+ CET het.ero - MAF | P_SNP [mg/dl Blut] Erhohung
minor +minor Blut]
major het.ero
+minor
BIN1 LDL rs6705636 | 127549154 | TT GT/GG | 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL rs6754017 | 127549303 cc GC/GG 47 19 0.985 | 0.167 | 9.68E-03 149 127 17.4
BIN1 LDL rs6705877 | 127549354 | TT GT/GG | 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs56275366 | 127550087 | CC TC/TT 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs13386828 | 127550206 T CT/CC 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs13383872 | 127550365 [ AA TA/TT 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL rs2276576 | 127550433 | CC TC/TT 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL rs2276575 | 127550606 T CT/CC 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs62157856 | 127550839 | CC TC/TT 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL |rs13387613 | 127550854 | TT CT/CC 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs13430398 | 127550998 cc TC/TT 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL |rs17014893 | 127551050 | GG CG/CcC 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL rs6704659 | 127551262 | CC TC/TT 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL rs6750960 | 127551475 | GG AG/AA 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL rs6710752 | 127551516 | AA CA/CC 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL rs6714477 | 127551592 | TT CT/CC 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL rs6714626 | 127551705 T GT/GG 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL |rs13388023 | 127551843 | AA CA/CC 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs60622257 | 127552049 | TT CT/CC 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs60355033 | 127552094 T CT/CC 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs58050378 | 127552105 | AA | GA/GG | 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs60874665 | 127552136 | CC | GC/GG | 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs56173738 | 127552239 | AA CA/CC 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs59469917 | 127552243 | AA CA/CC 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL |rs17014903 | 127552297 | TT CT/CC 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs13394753 | 127552836 T AT/AA 47 19 0.985 | 0.159 | 6.13E-03 149 126 18.4
BIN1 LDL | rs13394666 | 127553397 | AA | GA/GG | 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs13430599 | 127553511 | GG TG/TT 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs55769487 | 127554585 cC TC/TT 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs61525314 | 127555983 | GG | AG/AA | 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 | VLDL |rs10194375 | 127556251 | CC | AC/AA 29 33 1.000 | 0.315 | 6.06E-03 23 15 50.3
BIN1 LDL | rs10194975 | 127556854 cC TC/TT 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs10195067 | 127556958 | CC | AC/AA | 45 20 0.970 | 0.177 | 7.73E-03 149 127 17.4
BIN1 LDL | rs13422890 | 127557218 | AA | GA/GG | 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs13426725 | 127557807 T CT/CC 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 | VLDL |rs11694743 | 127559077 | AA | GA/GG 24 38 1.000 | 0.395 | 2.21E-03 24 15 56.3
BIN1 LDL |rs13430214 | 127559221 | AA | GA/GG 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs62158723 | 127559344 | CC TC/TT 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs13425613 | 127559663 cc AC/AA 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL | rs13425623 | 127559712 cc AC/AA 47 20 1.000 | 0.172 | 8.14E-03 149 127 17.2
BIN1 LDL rs6431219 | 127578603 | CC TC/TT 20 43 0.940 | 0.413 | 1.01E-03 125 152 21.4
BIN1 LDL rs7584040 | 127579694 cc TC/TT 37 22 0.881 | 0.220 | 4.75E-03 132 157 18.9
BIN1 LDL rs2276574 | 127580670 cc AC/AA 46 18 0.955 | 0.148 | 5.21E-03 150 126 19.5
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Abbildung 45: Verteilung der VLDL Konzentrationen nach Genotypen (rs11694743)

Punktdiagramm fiir den Marker rs11694743, der die groBte Erniedrigung der VLDL Konzentration zeigte. Die
Gruppen sind nach dem dominanten Model in homozygote Trager des hdufigen Allels (AA n=24) und
heterozygote zusammen mit homozygoten Tragern des seltenen Allels (GA n=27 + GG n=11 > GA/GG n=38)
eingeteilt. Linien geben den Mittelwert an und unterbrochene Linien die Standardabweichung.

Tabelle 38: Ergebnisse der CD2AP Region fur “"Wortliste wiedergeben” und "Wortliste lernen” als

Endophénotyp
. Mittel
Quanti Position hetero n hetnero Call- c':/lulgili guanti %
Locus CERAI? SNP Chré major '/ e + e MAF p SNP lsos] [points] B
word list minor minor - het.ero
+minor
CD2AP recall rs6916985 | 47546555 | TT CT/CC | 229 166 |0.932 | 0.232 | 6.83E-03 | 1.524 2.030 33.2
CD2AP recall rs6912099 | 47549444 | CC TC/TT 197 183 | 0.896 | 0.279 | 8.01E-03 | 1.503 2.000 33.1
CD2AP recall rs35741654 | 47551604 | CC TC/TT 197 183 | 0.896 | 0.279 | 8.01E-03 | 1.503 2.000 33.1
CD2AP recall rs62410676 | 47552099 | AA TA/TT 197 183 | 0.896 | 0.279 | 8.01E-03 | 1.503 2.000 33.1
CD2AP recall rs4715021 | 47555846 | GG AG/AA | 216 197 10.974 | 0.275 | 4.30E-03 | 1.505 2.020 34.3
CD2AP recall rs13192160 | 47555872 T GT/GG | 244 168 |0.972 | 0.226 | 8.33E-03 | 1.537 2.024 31.7
CD2AP recall rs9367280 | 47561045 | GG | AG/AA | 214 190 | 0.953 | 0.272 | 6.55E-03 | 1.509 2.005 32.9
CD2AP recall rs58692350 | 47563828 | AA | GA/GG | 246 170 | 0.981 | 0.226 | 7.52E-03 | 1.533 2.018 31.7
CD2AP recall rs4715022 | 47564024 | AA | GA/GG | 214 191 ] 0.955|0.273 | 5.72E-03 | 1.509 2.010 33.2
CD2AP recall rs9369700 | 47565420 | CC GC/GG | 214 191 ] 0.955|0.273 | 5.72E-03 | 1.509 2.010 33.2
CD2AP recall rs9357540 | 47568369 | GG | AG/AA | 216 196 | 0.972 | 0.274 | 6.50E-03 | 1.509 1.995 32.2
CD2AP recall 6 47569532 | 47569532 | AA | GA/GG | 248 171 ] 0.988 | 0.226 | 6.77E-03 | 1.536 2.023 31.7
CD2AP recall rs6934265 | 47571923 | CC TC/TT | 219 201 | 0.991]0.276 | 7.79E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP recall rs6934441 | 47571987 | GG TG/TT | 219 201 | 0.991]0.276 | 7.79E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP recall rs12664637 | 47574208 | CC TC/TT | 239 170 ] 0.965 | 0.230 | 5.40E-03 | 1.523 2.035 33.6
CD2AP recall rs9473121 | 47574352 | CC GC/GG | 219 202 | 0.993|0.277 | 9.70E-03 | 1.507 1.970 30.8
CD2AP recall rs1564926 | 47578105 | CC TC/TT | 219 205 | 1.000 | 0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP recall rs9369705 | 47578480 | AA CA/CC | 219 205 | 1.000 | 0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP recall rs34785743 | 47580258 | CC TC/TT | 250 174 ]1.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP recall rs12661873 | 47582907 | TT CT/CC | 250 174 ]1.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP recall rs9395264 | 47582981 | GG TG/TT | 184 201 | 0.908 | 0.301 | 5.87E-03 | 1.467 1.980 34.9
CD2AP recall rs62410684 | 47590032 | TT AT/AA | 250 174 ]1.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP recall rs9369708 | 47590153 | GG | AG/AA | 219 205 | 1.000 | 0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 31.4
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CD2AP | recall rs9381569 | 47590278 | AA | GA/GG| 216 204 |0.991 [ 0.280 | 6.06E-03 | 1.500 1.990 32.7
CD2AP | recall rs16869214 | 47590858 | AA | GA/GG | 250 174 [1.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs9296560 | 47592010 | CC | GC/GG | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs7767598 | 47593057 | AA | GA/GG | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs7745990 | 47596346 | AA | GA/GG | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs1352027 | 47600081 | GG | CG/CC | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs6932718 | 47600545 | TT | GT/GG | 191 194 [0.908 | 0.296 | 9.57E-03 | 1.508 1.979 313
CD2AP | recall rs6912197 | 47600546 | CC TC/TT | 198 192 [0.920| 0.286 | 3.94E-03 | 1.470 1.995 35.7
CD2AP | recall rs4711881 | 47601405 | GG | AG/AA | 191 210 |0.946 [ 0.307 | 6.47E-03 | 1.497 2.010 34.2
CD2AP | recall rs16876006 | 47602677 | AA | CA/CC | 250 173 ]0.998 | 0.226 | 8.35E-03 | 1.540 2.012 30.6
CD2AP | recall rs1352030 | 47603683 | GG | TG/TT | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs7349860 | 47605196 | CC TC/TT | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs12661631 | 47607368 | TT CT/cC | 250 174 [1.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs4715027 | 47608115| TT CT/cC | 174 192 [0.863 | 0.305 | 3.66E-03 | 1.437 2.000 39.2
CD2AP | recall rs4715028 | 47608658 | AA | GA/GG | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs58586595 | 47608672 | GG | TG/TT | 250 174 [1.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs57816367 | 47608898 | GG | AG/AA | 250 174 11.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs58709182 | 47608953 | CC TC/TT | 250 174 11.000|0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs2171088 | 47611109 | TT CT/cC | 250 174 11.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs4711882 | 47611262 | AA | GA/GG | 219 205 [1.000)0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs9395273 | 47612355| GG | AG/AA| 215 205 |0.9910.281 | 8.59E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs7753753 | 47613176 | AA | GA/GG | 184 192 |0.887]0.297 | 1.26E-03 | 1.364 1.969 443
CD2AP | recall rs13201541 | 47616430 | TT CT/CC | 250 174 [1.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs6941555 | 47617368 | AA | GA/GG | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs9473130 | 47619586 | CC TC/TT | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs6915993 | 47620188 | TT CT/CC | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs6916578 | 47620549 | TT CT/CC | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs7767662 | 47621035 | GG | AG/AA | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs6458571 | 47621311 | CC TC/TT | 219 205 [1.000)0.278 [ 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs6458572 | 47623218 | AA | GA/GG | 219 205 [1.000)0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs2151976 | 47623677 | GG | AG/AA | 219 205 [1.000)0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs9367285 | 47626898 | TT | AT/AA | 219 205 [1.000)0.278 [ 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs6458573 | 47627280 | AA | GA/GG| 219 205 [1.000)0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs923150 | 47628791 | TT | AT/AA | 219 205 [1.000)0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs9473132 | 47630316 | AA | GA/GG | 211 202 |0.974(0.282 | 4.46E-03 | 1.493 2.005 343
CD2AP | recall rs7451940 | 47631198 | GG | AG/AA | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs1811596 | 47632137 | GG | AG/AA | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs2218356 | 47632648 | CC TC/TT | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs13191654 | 47635722 | AA | GA/GG | 250 174 [1.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs1931825 | 47638674 | GG | TG/TT | 250 174 [1.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs11751578 | 47639681 | TT | AT/AA | 250 174 11.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs9395278 | 47640642 | AA | TA/TT | 219 205 [1.000)0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs9463339 | 47643167 | CC | AC/AA | 219 205 [1.000)0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs9367287 | 47647084 | AA | GA/GG | 219 205 [1.000)0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs60532695 | 47647261 | GG | TG/TT | 250 174 11.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs4711884 | 47648449 | GG | AG/AA | 218 205 [0.998 | 0.279 [ 8.94E-03 | 1.514 1.980 30.8
CD2AP | recall rs9369714 | 47648814 | AA | GA/GG | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs9395280 | 47651647 | AA | TA/TT | 198 195 [0.927)0.288 | 6.47E-03 | 1.510 2.021 33.8
CD2AP | recall rs978448 | 47653017 | TT CT/CC | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs10498774 | 47655779 | GG | AG/AA | 250 172 [0.995 | 0.225 | 9.09E-03 | 1.540 2.012 30.6
CD2AP | recall rs1352029 | 47656904 | TT | GT/GG | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs9296566 | 47657085 | TT CT/CC | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs2275446 | 47657842 | CC TC/TT | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 31.4
CD2AP | recall rs4711886 | 47663504 | CC | AC/AA | 193 205 ]0.939(0.305] 6.01E-03 | 1.508 2.034 34.9
CD2AP | recall rs6458576 | 47664068 | TT CT/cC | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 31.4
CD2AP | recall rs35214470 | 47666009 | AA | TA/TT | 250 174 | 1.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0

CXLV




Anhang

CD2AP | recall rs34208440 | 47667099 | TT CT/cC | 252 166 [0.986|0.218 | 3.21E-03 | 1.532 2.072 353
CD2AP | recall rs6917252 | 47667926 | GG | AG/AA | 219 199 [0.986|0.274 | 6.57E-03 | 1.507 1.990 32.1
CD2AP | recall rs1485781 |47670725| TT cT/cC | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs34977645 | 47672163 | CC TC/TT | 250 174 [1.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs6922508 | 47674366 | CC TC/TT | 250 174 [1.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs11758792 | 47675397 | CC | GC/GG | 250 174 [1.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs1485786 | 47676149 | CC TC/TT | 250 174 [1.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs923146 | 47683356 | AA | GA/GG | 203 206 | 0.965 [ 0.293 | 3.48E-03 | 1.493 2.039 36.6
CD2AP | recall rs28360587 | 47684272 | GG | TG/TT | 250 174 [1.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs6908162 | 47684395 | GG | AG/AA | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs9395287 | 47685023 | AA | GA/GG | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs13200694 | 47685230 | AA | GA/GG | 250 174 [1.000 | 0.226 | 7.58E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs12661844 | 47686933 | CC TC/TT | 250 172 10.995 | 0.225 | 9.09E-03 | 1.540 2.012 30.6
CD2AP | recall rs9381581 | 47688654 | GG | AG/AA | 203 200 |0.950(0.293 | 8.90E-03 | 1.985 1.505 314
CD2AP | recall rs13192521 | 47690335 | GG | AG/AA | 250 173 [0.998|0.226 | 7.97E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs13208188 | 47692050 | AA | GA/GG | 219 205 |1.000(0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs58535694 | 47692727 | AA | GA/GG | 250 173 10.998 | 0.226 | 7.97E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs12664165 | 47698121 | CC | GC/GG | 250 173 10.998 | 0.226 | 7.97E-03 | 1.540 2.017 31.0
CD2AP | recall rs4142971 | 47699137 | CC | AC/AA | 264 132 10.934|0.178 | 3.71E-03 | 1.561 2.129 36.4
CD2AP | recall rs9369718 | 47699364 | TT CT/cC | 219 205 [1.000)0.278 | 7.89E-03 | 1.507 1.980 314
CD2AP | recall rs1043276 | 47701961 | CC TC/TT | 221 184 |0.955]0.256 | 4.15E-03 | 1.516 2.038 34.5
CD2AP | recall rs719856 | 47702681 | GG | AG/AA | 240 172 10.972 10.231 | 6.45E-03 | 1.525 2.023 32.7
CD2AP | recall rs2046465 | 47705200 | AA | CA/CC | 186 196 [0.901 | 0.298 | 9.94E-03 | 1.543 2.036 31.9
CD2AP | recall rs9369719 | 47709215| TT CcT/cC | 177 194 [0.875)0.305 | 4.34E-03 | 1.497 2.046 36.7
CD2AP | recall rs9369720 | 47709281 | TT CcT/cC | 177 195 [0.877]0.305 | 5.37E-03 | 1.497 2.036 36.0
CD2AP | memorv | rs6916985 | 47546555 | TT CT/CC | 233 167 [0.932)0.230 | 4.77E-03 | 9.592 10.922 13.9
CD2AP | memorv | rs6912099 | 47549444 | CC TC/TT | 201 184 [0.897|0.277 | 2.09E-03 | 9.413 10.886 15.6
CD2AP | memorv | rs35741654 | 47551604 | CC TC/TT | 201 184 [0.897|0.277 | 2.09E-03 | 9.413 10.886 15.6
CD2AP | memorv | rs62410676 | 47552099 | AA | TA/TT | 201 184 |0.897|0.277 | 2.09E-03 | 9.413 10.886 15.6
CD2AP | memorv | rs4715021 | 47555846 | GG | AG/AA | 220 198 |0.97410.273 | 7.67E-03 | 9.591 10.813 12.7
CD2AP | memory | rs13192160 | 47555872 | TT | GT/GG | 248 169 |0.972|0.224 | 7.90E-03 | 9.597 10.840 13.0
CD2AP | memory | rs9367280 | 47561045 | GG | AG/AA | 218 191 |0.953|0.270 | 4.37E-03 | 9.491 10.812 13.9
CD2AP | memory | rs58692350 | 47563828 | AA | GA/GG | 250 171 10.981|0.224 | 4.81E-03 | 9.556 10.860 13.6
CD2AP | memory | rs4715022 | 47564024 | AA | GA/GG | 218 192 |0.956 | 0.271 | 3.87E-03 | 9.491 10.823 14.0
CD2AP | memorv | rs9369700 | 47565420 | CC | GC/GG | 218 192 [0.956|0.271 | 3.87E-03 | 9.491 10.823 14.0
CD2AP | memorv | rs9357540 | 47568369 | GG | AG/AA | 220 197 [0.972)0.272 | 7.98E-03 | 9.532 10.746 12.7
CD2AP | memory | 6 47569532 | 47569532 | AA | GA/GG | 252 172 [0.988 | 0.224 | 5.79E-03 | 9.603 10.866 13.2
CD2AP | memory | rs6934265 | 47571923 | CC TC/TT | 223 202 |0.991(0.274| 7.97E-03 | 9.525 10.733 12.7
CD2AP | memory | rs6934441 | 47571987 | GG | TG/TT | 223 202 |0.991(0.274| 7.97E-03 | 9.525 10.733 12.7
CD2AP | memory | rs12664637 | 47574208 | CC TC/TT | 243 171 [0.965 | 0.228 | 3.54E-03 | 9.650 | 10.988 13.9
CD2AP | memory | rs9473121 | 47574352 | CC | GC/GG | 223 203 ]0.993 [0.275| 6.59E-03 | 9.525 10.768 13.1
CD2AP | memorv | rs1564926 | 47578105 | CC TC/TT | 223 206 [1.000 ) 0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memory | rs9369705 | 47578480 | AA | CA/CC | 223 206 [1.000 ) 0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs34785743 | 47580258 | CC TC/TT | 254 175 [1.000 ) 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memorv | rs12661873 | 47582907 | TT CT/cC | 254 175 [1.000 ) 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memory | rs9395264 | 47582981 | GG | TG/TT | 187 202 [0.907 | 0.299 [ 4.41E-03 | 9.481 10.822 14.1
CD2AP | memorv | rs62410684 | 47590032 | TT | AT/AA | 254 175 [1.000 ] 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memorv | rs9369708 | 47590153 | GG | AG/AA | 223 206 |1.000(0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memory | rs9381569 | 47590278 | AA | GA/GG | 219 205 ]0.988 | 0.278 | 5.72E-03 | 9.530 | 10.795 133
CD2AP | memory | rs16869214 | 47590858 | AA | GA/GG | 254 175 [1.000 | 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memory | rs9296560 | 47592010 | CC | GC/GG | 223 206 |1.000 [0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memory | rs7767598 | 47593057 | AA | GA/GG | 223 206 |1.000 (0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memory | rs7745990 | 47596346 | AA | GA/GG | 223 206 |1.0000.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memory | rs1352027 | 47600081 | GG | CG/CC | 223 206 |1.0000.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs6912197 | 47600546 | CC TC/TT | 202 192 [0.918 | 0.283 | 8.35E-03 | 9.569 10.792 12.8
CD2AP | memory | rs4711881 | 47601405 | GG | AG/AA | 195 211 | 0.946 | 0.304 | 7.71E-03 | 9.523 10.787 13.3

CXLVI




Anhang

CD2AP | memory | rs16876006 | 47602677 | AA | CA/CC | 254 174 10.998|0.224 | 3.81E-03 | 9.563 10.885 13.8
CD2AP | memory | rs1352030 | 47603683 | GG | TG/TT | 223 206 |1.000(0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs7349860 | 47605196 | CC TC/TT | 223 206 |1.000(0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs12661631 | 47607368 | TT CT/CC | 254 175 [1.000 ) 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memorv | rs4715027 | 47608115 | TT CT/CC | 177 193 [0.862 | 0.303 | 4.41E-03 | 9.492 10.881 14.6
CD2AP | memorv | rs4715028 | 47608658 | AA | GA/GG | 223 206 |1.000 | 0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memory | rs58586595 | 47608672 | GG | TG/TT | 254 175 [1.000 | 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memory | rs57816367 | 47608898 | GG | AG/AA | 254 175 [1.000 | 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memory | rs58709182 | 47608953 | CC TC/TT | 254 175 [1.000 | 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memory | rs2171088 | 47611109 | TT CT/CC | 254 175 [1.000 | 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memorv | rs4711882 | 47611262 | AA | GA/GG | 223 206 |1.0000.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memory | rs9395273 | 47612355 | GG | AG/AA | 219 206 |0.991(0.279 | 7.27E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs7753753 | 47613176 | AA | GA/GG | 188 193 [0.888|0.294 | 1.77E-03 | 9.213 10.767 16.9
CD2AP | memorv | rs13201541 | 47616430 | TT CT/CC | 254 175 [1.000 ] 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memorv | rs6941555 | 47617368 | AA | GA/GG | 223 206 |1.000(0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs9473130 | 47619586 | CC TC/TT | 223 206 |1.000(0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs6915993 | 47620188 | TT CT/CC | 223 206 [1.000 | 0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs6916578 | 47620549 | TT CT/CC | 223 206 [1.000 ) 0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memory | rs7767662 | 47621035 | GG | AG/AA | 223 206 [1.000 ) 0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs6458571 | 47621311 | CC TC/TT | 223 206 [1.000 | 0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memory | rs6458572 | 47623218 | AA | GA/GG | 223 206 [ 1.000 ) 0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memory | rs2151976 | 47623677 | GG | AG/AA | 223 206 [1.000)0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs9367285 | 47626898 | TT | AT/AA | 223 206 |1.000(0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs6458573 | 47627280 | AA | GA/GG | 223 206 |1.000(0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs923150 | 47628791 | TT | AT/AA | 223 206 |1.000(0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs9473132 | 47630316 | AA | GA/GG | 215 203 |0.974(0.280 | 5.80E-03 | 9.516 10.788 134
CD2AP | memorv | rs7451940 | 47631198 | GG | AG/AA | 223 206 |1.000(0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs1811596 | 47632137 | GG | AG/AA | 223 206 |1.000(0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs2218356 | 47632648 | CC TC/TT | 223 206 [1.000)0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs13191654 | 47635722 | AA | GA/GG | 254 175 11.000|0.225| 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memory | rs1931825 | 47638674 | GG | TG/TT | 254 175 [1.000 ) 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memory | rs11751578 | 47639681 | TT | AT/AA | 254 175 [1.000 ) 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memory | rs9395278 | 47640642 | AA | TA/TT | 223 206 [1.000 ) 0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memory | rs9463339 | 47643167 | CC | AC/AA | 223 206 [1.000 ) 0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs9367287 | 47647084 | AA | GA/GG | 223 206 |1.000(0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs60532695 | 47647261 | GG | TG/TT | 254 175 [1.000 | 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memory | rs4711884 | 47648449 | GG | AG/AA | 222 206 |0.998 [ 0.277 | 8.31E-03 | 9.554 | 10.757 12.6
CD2AP | memory | rs9369714 | 47648814 | AA | GA/GG | 223 206 |1.000(0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memory | rs9395280 | 47651647 | AA | TA/TT | 202 196 [0.928 | 0.285 | 5.58E-03 | 9.485 10.806 13.9
CD2AP | memory | rs978448 | 47653017 | TT CT/CC | 223 206 |1.000(0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memory | rs10498774 | 47655779 | GG | AG/AA | 254 173 10.995|0.224 | 4.26E-03 | 9.563 10.879 13.8
CD2AP | memory | rs1352029 | 47656904 | TT | GT/GG | 223 206 [1.000 ) 0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memoryv | rs9296566 | 47657085 | TT Cr/cC | 223 206 [1.000 ) 0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs2275446 | 47657842 | CC TC/TT | 223 206 [1.000 ) 0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memory | rs4502933 | 47660711 | GG | AG/AA | 248 174 10.984 | 0.227 | 4.93E-03 | 9.585 10.879 135
CD2AP | memorv | rs6458576 | 47664068 | TT Cr/cC | 223 206 [1.000 | 0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs35214470 | 47666009 | AA | TA/TT | 254 175 [1.000 ] 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memorv | rs13198881 | 47666946 | AA | GA/GG | 265 137 [0.937)0.187 | 9.55E-03 | 9.645 10.920 13.2
CD2AP | memory | rs34208440 | 47667099 | TT CT/CC | 256 167 [0.986|0.216 | 9.18E-04 | 9.555 11.108 16.3
CD2AP | memory | rs6917252 | 47667926 | GG | AG/AA | 223 200 |0.986 [ 0.272 | 4.59E-03 | 9.525 10.810 13.5
CD2AP | memory | rs1485781 | 47670725| TT CT/CC | 223 206 |1.000 [0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memory | rs34977645 | 47672163 | CC TC/TT | 254 175 [1.000 | 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memorv | rs6922508 | 47674366 | CC TC/TT | 254 175 [1.000 ) 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memory | rs11758792 | 47675397 | CC | GC/GG | 254 175 [1.000 ) 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memorv | rs1485785 | 47675718 | CC TC/TT | 254 174 10.998 | 0.223 | 4.16E-03 | 9.563 10.874 13.7
CD2AP | memorv | rs1485786 | 47676149 | CC TC/TT | 254 175 | 1.000 | 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
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CD2AP | memorv | rs28360587 | 47684272 | GG TG/TT | 254 175 [1.000 ) 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memory | rs6908162 | 47684395 | GG | AG/AA | 223 206 |1.000(0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs9395287 | 47685023 | AA | GA/GG | 223 206 |1.000(0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs13200694 | 47685230 | AA | GA/GG | 254 175 [1.000 ) 0.225 | 2.99E-03 | 9.563 10.920 14.2
CD2AP | memorv | rs12661844 | 47686933 | CC TC/TT | 254 173 [0.995 0.224 | 4.26E-03 | 9.563 10.879 13.8
CD2AP | memorv | rs13192521 | 47690335 | GG | AG/AA | 254 174 10.998 | 0.224 | 3.63E-03 | 9.563 10.897 13.9
CD2AP | memory | rs13208188 | 47692050 | AA | GA/GG | 223 206 |1.000 | 0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memory | rs58535694 | 47692727 | AA | GA/GG | 254 174 10.998 | 0.224 | 3.63E-03 | 9.563 10.897 13.9
CD2AP | memory | rs12664165 | 47698121 | CC | GC/GG | 254 174 10.998 | 0.224 | 3.63E-03 | 9.563 10.897 13.9
CD2AP | memory | rs9369718 |[47699364 | TT CT/CC | 223 206 |1.000 | 0.276 | 6.94E-03 | 9.525 10.757 12.9
CD2AP | memorv | rs1043276 | 47701961 | CC TC/TT | 225 185 [0.956 | 0.254 | 3.83E-03 | 9.596 10.919 13.8
CD2AP | memory | rs719856 | 47702681 | GG | AG/AA | 244 173 [0.9720.229 | 4.33E-03 | 9.561 10.896 14.0
CD2AP | memorv | rs7763798 | 47705071 | GG TG/TT | 193 187 [0.886|0.284 | 2.23E-03 | 9.580 11.048 15.3
CD2AP | memorv | rs2046465 | 47705200 | AA | CA/CC | 190 197 [0.902 | 0.296 | 2.54E-03 | 9.568 11.005 15.0
CD2AP | memorv | rs9349418 | 47706384 | AA | GA/GG | 187 196 [0.893 | 0.296 | 3.89E-03 | 9.545 10.949 14.7
CD2AP | memorv | rs10807356 | 47708797 | AA | GA/GG | 187 195 [0.890 0.295 | 4.40E-03 | 9.545 10.933 14.5
CD2AP | memorv | rs9369719 |[47709215| TT CT/CC | 181 195 |0.876]0.302 | 1.53E-03 | 9.541 11.051 15.8
CD2AP | memorv | rs9369720 [ 47709281 | TT CT/CC | 181 196 | 0.879 | 0.302 | 1.82E-03 | 9.541 11.031 15.6
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