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Einleitung

1 Einleitung

Leichtketten nehmen eine wichtige Rolle im Immunsystem des Menschen ein. Freie
Leichtketten (engl. Free light-chains, FLC) werden wahrend der Antikorperproduktion
ins Blut sezerniert und sind wichtige Parameter im klinischen Alltag bei der Diagnose
und Verlaufskontrolle von Plasmazellerkrankungen wie dem Multiplen Myelom (MM).
Hierbei ist eine monoklonale Erhéhung der FLC zu beobachten, die zum Nachweis des
monoklonalen Zellklons verwendet wird. Das Verhdltnis aus den beiden FLC-Konzentra-
tionen von k und A wird als k : A-Ratio bezeichnet. Bei der Monoklonalen Gammopathie
unklarer Signifikanz (MGUS), die hamatologischen Neoplasien vorangeht, zeigt eine pa-
thologisch veranderte Ratio ein erhdhtes Progressionsrisiko zum MM an. Von polyklo-
naler FLC-Erhéhung spricht man, wenn beide FLC im gleichen MalRe erhdht sind, zum
Beispiel im Zuge von chronischen oder akuten Entziindungsreaktionen, sodass die Ratio

jedoch im normalen Bereich verbleibt.

In Dispenzieri et al. (2012) wird der Effekt einer FLC-Erh6hung im Serum auf die Gesamt-
mortalitdt unabhangig schon vorhandener Lymphoproliferativer Erkrankungen (engl.
Lymphoproliferative disease, LPD) berichtet. Hierbei bleibt der Mechanismus, tiber den
FLC die Gesamtmortalitat beeinflusst, ungewiss. Ebenso ist der negative Einfluss von po-
lyklonaler FLC-Erhohung auf das Gesamtiiberleben in der hier verwendeten Population
berichtet worden, bei der die direkte biologische Rolle ebenso unbestimmt bleibt (Eisele
et al., 2010). Uber die Progression von MGUS zu einer lymphatischen Neoplasie wird
unter anderem in Dispenzieri et al. (2010) sowie in Rajkumar et al. (2005) Uber diese
Progression abhangig der pathologischen k : A-Ratio berichtet. In beiden Arbeiten bleibt
der Wirkungsmechanismus auf die Progression unbekannt. In einer eigenen Arbeit (bis-
her unveroffentlicht) wird die Frage untersucht, inwieweit die polyklonale FLC-Erh6hung
in Zusammenhang mit kardialer Verkalkung steht und so die Gesamtmortalitat und die

kardiale Mortalitat beeinflusst.
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Da zu den biologischen Ursachen noch wenig bekannt ist, ergibt sich aus diesen klini-
schen Gesichtspunkten die Frage, ob es eine genetische Ursache gibt, die die FLC-Erho-

hung beeinflusst.

Sowohl fir die Entstehung von Plasmazellerkrankungen, als auch fir die Empfindlichkeit
fir systemische Entziindungsreaktionen kénnen genetische Varianten eine Rolle spie-
len. Zum Beispiel konnten fiir die Entstehung des MMs eine Reihe von Risikoallelen iden-
tifiziert werden (Broderick et al., 2011; Chubb et al., 2013; Greenberg et al., 2012; John-
son et al., 2016), jedoch wurde bisher noch keine Analyse des Einflusses der genetischen

Konstitution auf die Erhéhung von FLC durchgefiihrt.
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1.1 Freie Leichtketten

FLC wurden erstmals von Bence Jones (Bence Jones, 1847) entdeckt, als er das gleich-
zeitige Vorkommen von Harnproteinen und der Knochenerweichung beschrieb. Leicht-
ketten werden im Verlauf der humanen Immunabwehr in Plasmazellen, differenziert aus
Stammazellen des Knochenmarks, als Teilstlicke von Antikorpern gebildet und stellen so
einen Teil der adaptiven Immunantwort dar. Antikorper sind Proteine, deren Grundge-
rist aus vier Molekilketten bestehen, zwei Schwerketten und zwei Leichtketten. Es gibt
flinf verschiedene Schwerketten, die mit a, y, i, 6 and € beschrieben werden. Danach
werden die zugehorigen Isotypen der Immunglobuline (Ig) als IgA (Dimer), IgM (Penta-
mer), 1gG, 1gD und IgE (jeweils als Monomer) bezeichnet, wobei jedes eine andere Rolle
im humanen Immunsystem als Abwehrmechanismus einnimmt. Neben diesen Schwer-
ketten existieren zwei Arten von Leichtketten, k und A (van den Tweel, Jang G. et al.,
1999). Die Bezeichnung als k und A haben die Leichtketten von Korngold und Laipiri, die
1965 gezeigt haben, dass Leichtketten Teile der Immunglobulin-Molekiile sind (Brad-
well, 2010).

Leichtketten werden von den Plasmazellen in Uberproduktion hergestellt, damit eine
intakte Zusammensetzung von Schwerketten mit den Leichtketten gewahrleistet wer-
den kann (Bradwell, 2010). Uberschiissige Leichtketten werden in den Blutkreislauf se-
zerniert. Hierdurch gibt es neben den an Immunglobulinen gebundenen Leichtketten die
Freien Leichtketten im Serum. Obwohl k doppelt so viel produziert wird wie A, liegt eine
normale k : A-Ratio in gesunden Menschen bei 0,26 - 1,65. Dies resultiert aus der niedri-
geren renalen Filtrationsrate von A, das als Dimer vorliegt. Bei Menschen mit Nierenin-
suffizienz liegt die normale Ratio bei 0,37 - 3,1. Im Urin ist die verbleibende FLC-Kon-

zentration bei gesunden Personen sehr gering (Hutchison et al., 2008).
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1.2 Pathophysiologie Freier Leichtketten

Die Erhohung der FLC im Serum kann ein Anzeichen hamatologischer Krankheiten wie
dem Multiplen Myelom (MM) und anderen Lymphoproliferativen Erkrankungen (LPD)
sein, ebenso wie ein Anzeichen akuter oder chronischer Entziindungsreaktionen darstel-

len (Brebner et al., 2013; Charafeddine et al., 2012).

Pathologische Erhéhungen der FLC-Konzentrationen im Blut kdnnen in polyklonale und
monoklonale Erhéhungen differenziert werden. Bei einer monoklonalen Erhéhung wird
die Uberproduktion durch einen einzigen Zellklon verursacht, der dann monoklonales
Protein in Form von entweder kompletten Immunglobulinen oder FLC produziert. Diese
Uberproduktion bewirkt eine Verschiebung der k : A-Ratio auRerhalb des normalen Be-
reichs. Bei einer polyklonalen Erhéhung bleibt die Ratio im Gleichgewicht, da beide Ty-

pen an FLC gleichermalRen erhéht sind (Dispenzieri et al., 2009).

Eine monoklonale FLC-Erh6hung im Serum liegt typischerweise bei einer malignen Plas-
mazellproliferation, also der bosartigen Vermehrung von Immunzellen, vor. Diese er-
hohte FLC-Produktion kann durch Neoplasien wie dem MM, einer Amyloidose oder der
Vorstufe des Multiplen Myeloms, der MGUS verursacht sein (Dispenzieri et al., 2009;
Eisele et al., 2012; Kyle, 2000; Landgren et al., 2009). Bei gesunden Menschen gelangen
etwa 1 - 10 mg pro Tag FLC in den Urin. Bei hoheren FLC-Konzentrationen im Urin liegt
dies entweder an einer Nierenerkrankung oder an einer malignen LPD, bei denen Bence-
Jones-Proteine in den Urin abgegeben werden (Bradwell et al., 2001). Bei einer mono-
klonalen FLC-Erhohung beispielsweise durch ein MM steigt zu Beginn nur die FLC-Kon-
zentration im Serum, wohingegen die renale Filtrationsrate und der FLC-Metabolismus

so hoch bleiben kdnnen, dass keine FLC in den Urin gelangen.
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Erst wenn die FLC-Produktion 10 - 30 mg pro Tag Ubersteigt, ist die Reabsorbtionskapa-
zitit der Nieren erschépft, wodurch die FLC-Konzentration im Urin stetig — bis zur Uber-
beanspruchung und dem damit verbundenen Nierenversagen —zunimmt. Bei einer kurz-
zeitigen polyklonalen Erh6hung, beispielsweise im Zuge einer akuten Entziindungsreak-

tion, wird die FLC-Konzentration im Urin nicht beeinfluss (Bradwell, 2010).

Neben der MGUS und Plasmazellneoplasien wie dem Multiplen Myelom kénnen auch
verschiedene andere Lymphome (zum Beispiel verschiedene Non-Hodgkin-Lymphome
oder eine chronisch lymphatische Leukamie) fiir eine monoklonale FLC-Erh6hung ver-

antwortlich sein (Tsai et al., 2009).

Monoklonale Gammopathien im Allgemeinen sind durch das Vorkommen von monoklo-
nalen Zellklonen und der damit verbundenen Sekretion von monoklonalem Protein ge-
kennzeichnet. In den meisten Fallen wird die monoklonale Gammopathie von Plasma-
zellen verursacht, deren physiologische Aufgabe darin besteht Antikorper zu produzie-

ren und zu sekretieren (van den Tweel, Jang G. et al., 1999).
Die MGUS selbst wird definiert tiber die Konzentration eines monoklonalen Proteins

kleiner als 30 % und weniger als 10 % klonale Plasmazellen im Knochenmark, jedoch

ohne die zusatzlichen Diagnosekriterien eines Multiplen Myeloms, anderer B-Zell
proliferativen Erkrankungen oder einer Amyloidose (The International Myeloma Work-
ing Group, 2002). MGUS Patienten mit einer pathologischen FLC-Ratio haben eine ho-
here Progressionsrate von MGUS zum Multiplen Myelom als solche ohne pathologische
Ratio (Rajkumar et al., 2005). Ebenso ist die Progressionsrate davon abhangig, wie hoch
die Konzentration des monoklonalen Proteins ist und welcher Isotyp der Schwerkette
vorliegt. Dabei ist eine Progression umso wahrscheinlicher, je hoher die Konzen-tration
des monoklonalen Proteins ist, je weiter die pathologische Ratio von dem normalen Be-
reich abweicht und wenn der Isotyp der Schwerkette ein anderer als IgG ist. Uber die
verschiedenen Abstufungen, kann der Schweregrad beziehungsweise das Progressions-

risiko der MGUS erhoben werden (Dispenzieri et al., 2009; Rajkumar et al., 2005).
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In Abgrenzung zur MGUS, die keine klinischen Symptome zeigt, wird ein Multiples
Myelom (iber mehrere pathologische Verdnderungen definiert, die in den CRAB-Krite-
rien zusammengefasst werden. CRAB steht fiir Calcium levels increment, renal insuffi-
ciency, anaemia and bone lesions. Das MM ist damit durch das Vorliegen einer oder
mehrerer der Veranderungen Hyperkalzamie, Niereninsuffizienz, Anamie und Knochen-

|[asionen definiert.

2014 wurden die CRAB-Kriterien durch die SLiM-Kriterien erweitert. Bei den SLiM-Krite-
rien liegt die Plasmazellinfiltration im Knochenmark tGber 60 % (Sixty, S), die Ratio der
erhoéhten Freien Leichtkette zur nicht betroffenen Leichtkette betrdgt Gber 100 (Light-
chain, Li) und es wird mehr als eine osteolytische Lasion im Ganzkdrper-MRT sichtbar

(MRT, M) (Rajkumar et al., 2014).

Entziindungsreaktionen oder chronische Infekte, die das Immunsystem stimulieren,
ebenso wie Autoimmunkrankheiten (zum Beispiel Systemischer Lupus erythematodes)
konnen zu einer polyklonalen FLC-Erh6hung fiihren (Draborg et al., 2015). Hier sind
beide FLC gleichermaRen erhoht, sodass die k : A-Ratio im normalen Bereich verbleibt.
Polyklonale Erh6éhungen entstehen meist durch eine akute oder chronische Stimulation
des Immunsystems innerhalb der Aktivierung der angeborenen Immunantwort (Brebner
et al., 2013). Auch (iber den Effekt der FLC auf Entzliindungsreaktionen ist bereits berich-

tet worden (Braber et al., 2012; Redegeld et al., 2012).
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Weitere Aspekte beeinflussen die FLC-Konzentration im Serum lber Veranderungen der
Produktion und Ausscheidung der FLC. Dazu zahlt die Erhéhung von FLC im Rahmen von
Arthritis (Brebner et al., 2013; Nakano et al., 2011). Ebenso wirkt das Alter auf die renale
Filtrationsrate ein und kann so eine polyklonale FLC-Erh6hung hervorrufen (Hutchinson
et al., 2012; Hutchison et al., 2008). Korperliche Aktivitat hingegen scheint dieser Erho-

hung in gewissem Rahmen entgegenwirken zu kénnen (Geffken, 2001).

Auch eine Erniedrigung der FLC kann in einem pathologischen MaRstab vorliegen, zum
Beispiel als Reaktion auf eine Chemo- oder Strahlentherapie (Balducci, 2003). Da der
Fokus dieser Arbeit auf die Erhéhung der FLC im Serum gerichtet ist, wird hierauf nicht

weiter eingegangen.
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1.3 Molekulargenetischer Hintergrund

Das humane Genom setzt sich aus 23 Chromosomenpaaren zusammen, wovon ein Chro-
mosomenpaar die Gonosomen (Geschlechtschromosomen) und 22 Chromosomenpaare
die Autosomen sind. Diese Chromosomen formen sich aus kondensierter Desoxyribo-
nukleinsadure (engl. Deoxyribonucleic acid, DNA). Der Trager der genetischen Informa-
tion ist kodiert durch die verschiedene Anordnung der vier Nukleinbasen Adenin (A),
Thymin (T), Cytosin (C) und Guanin (G). DNA hat die Form einer Doppelhelix, in der A-
denin mit Thymin und Guanin mit Cytosin liber Wasserstoffbriickenbindungen verbun-
den sind. Im humanen Genom sorgen komplexe Mechanismen dafiir, dass auf demsel-
ben DNA-Abschnitt Informationen fiir mehrere Gene gespeichert werden kdnnen. Hier-
flir sorgen unter anderem die Introne und Exone, wobei diese Bereiche immer genspe-
zifisch sind und die Exone im Zuge der Transkription in Ribonukleinsaure (engl. Ribonu-
cleic acid, RNA) ausgeschnitten und die Introne zu dem jeweiligen Gen zusammengefligt

werden (Clark, 2006).

Die Struktur und insbesondere die Abfolge der Basen auf den DNA-Strangen sind zum
Uberwiegenden Teil selbst zwischen zwei nicht-verwandten Personen identisch. Unter-
schiede kdnnen durch entweder gravierendere oder weniger einflussreiche Verande-
rungen entstehen, die sich im Humangenom in drei verschiedene GroRenklassen ein-

ordnen lassen.

Bei der Genommutation ist die Anzahl der Chromosomen verandert, es sind also Chro-
mosomen verloren gegangen oder hinzugekommen, wie zum Beispiel bei der Down Syn-

drom hervorrufenden Chromosom 21 Triploidie (Knippers, 1997).

Bei Chromosomenmutationen sind die Chromosomen in ihrer Struktur so verandert,
dass dies schon unter dem Lichtmikroskop sichtbar wird. Dabei gehen zum Beispiel
ganze Abschnitte eines Chromosoms verloren oder kommen von anderen Chromoso-
men hinzu. Ein Beispiel hierfiir ist das Philadelphia-Chromosom, das den Namen vom

Ort seiner Entdeckung tragt. Das Philadelphia-Chromosom ist eine wichtige Ursache fiir

13
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die Entstehung der chronische myeloische Leukdmie (CML). Hierbei gibt es eine Translo-
kation der Gene BCR und ABL, die zusammen ein sogenanntes Fusionsgen bilden und

die Transformation von Leukozyten in Leukdmiezellen bewirken (Nowell et al., 1960).

Die dritte Form der Mutationen ist die Genmutation, die wiederum in Raster- und
Punktmutationen unterteilt werden kann. Bei einer Rastermutation wird durch eine In-
sertion oder Deletion die Anordnung der Nukleinbasen verandert und somit die Struktur
des kodierten Proteins verandert. Da die Proteine iber Triplets kodiert werden, kommt
es zu meist grolReren Proteinverdnderungen, wenn die Anzahl der inserierten oder de-

letierten Nukleinbasen kein Vielfaches von drei ist.

Eine Punktmutation, bei der eine einzelne Base durch eine andere ersetzt wird, wird als
Basensubstitution bezeichnet (Knust, E., Janning, W., 2008). Die konkrete Reihenfolge
der Basenpaare variiert von Mensch zu Mensch, wodurch verschiedene Formen eines
Gens entstehen kdnnen. Eine so entstandene konkrete Auspragung eines Gens wird als

Allel bezeichnet.

In verschiedenen Populationen kénnen die konkreten Auspragungen eines Gens in un-
terschiedlicher Haufigkeit auftreten, das heit sie unterscheiden sich in ihrer Allelfre-
guenz. Die Lokalisation auf dem Genom wird als Genort oder auch Lokus bezeichnet. Die
genetische Terminologie fir einen Einzelbasenaustausch ist SNP (engl. Single Nucleotide
Polymorphism), sofern diese Variante in der Population eine Haufigkeit von mehrals 1 %
aufweist; andernfalls spricht man von SNVs (engl. Single Nucleotide Variation) (Ziegler
et al., 2008). Befindet sich ein SNP innerhalb eines Gens, so hat dieses Gen mehrere
Allele. Im menschlichen Genom befinden sich hunderttausende SNPs in Genen, aber
ebenso in nichtkodierenden Bereichen, die dennoch biologische Auswirkungen haben
konnen. Werden solche SNPs zur Entdeckung von Krankheits- oder phanotypisch rele-
vanten Genorten verwendet, so werden sie auch als Marker bezeichnet. Die gleichzei-
tige Bestimmung tausender Genotypen erfolgt heute auf DNA-Chips durch spezifische

Hybridisierungsreaktionen (Clark, 2006).

14
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1.4 Genetische und methodische Aspekte genomweiter Assoziations-

studien

Man spricht von genetischer Assoziation, wenn ein spezifisches Allel in einer betroffe-
nen Gruppe, zum Beispiel Probanden mit einer pathologischen FLC-Ratio, hdufiger vor-
kommt als in einer Vergleichsgruppe. In dieser Arbeit werden biallelische SNPs betrach-
tet, also solche, von denen es zwei Auspragungen gibt, zum Beispiel die Varianten

C
— und ? ! Diese spezielle Variante wiirde man als C-A-SNP bezeichnen, da die Nukle-

G
inbase C ausgetauscht wurde durch die Nukleinbase A. Einen G-C- oder einen T-A-Aus-
tausch bezeichnet man als palindromischen SNP. Da bei diesen Konstellationen die DNA-
Strange nicht unterscheidbar und damit die Haplotypen nicht bestimmbar sind, werden
palindromische SNPs aus den GWAS-Analysen ausgeschlossen (Verma et al., 2014). Der
Basenaustausch kann auf einem Chromosom oder auf beiden der homologen Chromo-
somen geschehen. Dadurch ergeben sich drei Varianten, die in einer betrachteten Po-

pulation vorkommen kénnen.

1 Chr.1.1|Chr.1.2 2 Chr.1.1|Chr.1.2 und 3 Chr.1.1/Chr.1.2,
BTN B A [ A
G G G T T T

1 Cund G bezeichnen dabei die komplementiren Nukleinbasen auf einem DNA-Strang, die an dieser Stelle
in dem anderen Allel durch A und T ausgetauscht sind.

2Chr. 1.1 und Chr. 1.2 bezeichnen die beiden homologen Chromosomen. Die Kombinationen C-G und A-T
bezeichnen die Basenpaare, die sich auf den komplementdren Strangen gegenuber liegen.

15
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Das Allel, das von beiden die geringere Allelfrequenz innerhalb der Population aufweist,
wird als Minor Allele bezeichnet. Sofern bei dem Beispiel oben A das Risikoallel ist — hier
gleich bedeutend mit dem Minor Allele — kdnnen die drei Auspragungen auch als die
Anzahl von 0, 1 oder 2 Risikoallelen bezeichnet werden. Nach dem Hardy-Weinberg
Equilibrium (HWE) bleibt die Verteilung dieser drei Genotypen mit zugehorigen Allelfre-
guenzen in einer unendlich groBen und sich zufillig vermehrenden Population tber

mehrere Generationen stabil (Ziegler et al., 2008; Ziegler et al., 2010).

Ein Ansatz in der Assoziationsanalyse ist es, einen linearen Effekt Gber die Anzahl der
Risikoallele anzunehmen, was als additives Modell bezeichnet wird. Je nach Skalenni-
veau des Phanotyps fiihrt man eine logistische oder lineare Regression fiir den betrach-
teten SNP durch. Als Ergebnis erhédlt man den Effektschatzer, der die phanotypische Aus-

pragung abhangig des Genotyps beschreibt (Ziegler et al., 2010).

In genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) fihrt man die Regressionsanalysen mit ge-
notypisierten, Gber das gesamte Genom verteilten SNPs durch. Hierbei bedient man sich
sogenannter ‘tag-SNPs’, also SNPs, die den Haplotypenblock, in dem sie liegen, ange-
messen reprasentieren (Illumina®, 2010). Als Haplotyp wird die Folge an Basenpaaren
der DNA beschrieben, die hintereinander auf der DNA liegen. Diese bilden sogenannte

Haplotypenblocke, die zusammen an die ndchste Generation weitergegeben werden.
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Die genetischen Loci, die in einem solchen Bereich liegen, sind abhangig voneinander,
was man Kopplungsungleichgewicht (engl. Linkage Disequilibrium, LD) nennt. Entspre-
chend ist die Rekombinationsrate innerhalb dieser Regionen besonders gering. Liegen
zwei SNPs in hohem LD, werden sie fast immer zusammen vererbt. In GWAS lasst sich
dieses Wissen so nutzen, dass immer nur ein SNP eines Haplotypenblockes genotypisiert
werden muss, um die Information des gesamten genetischen Bereiches zu erfassen
(Ziegler et al., 2010). Das bedeutet auch, dass ein genotypisierter SNP, der mit einem
Phanotyp assoziiert ist, nicht direkt in der funktionellen Region eines Gens liegen muss,
sondern sich in hohem LD mit einem SNP im eigentlich verursachenden Gen befinden
kann (Ziegler et al., 2008). Die genetische Distanz zweier Bereiche auf einem Chromo-
som kann mit der Einheit Centimorgan (cM) quantifiziert werden. Hierbei beschreibt ein
Centimorgan die Wahrscheinlichkeit eines Crossovers in 100 Meiosen, also der Rekom-

binationsfrequenz von 1 % (Bickebdller et al., 2007).

Eine genetische Region, die ein besonders hohes LD aufweist, ist die des Humanen Leu-
kozyten Antigens (HLA). Innerhalb einer Vererbungslinie weisen diese Regionen nur eine
Rekombinationsrate von 2 % auf. Trotzdem ist die HLA-Region ein sehr polymorphe Re-
gion, das heildt, dass zu jedem Gen viele allelische Auspragungen existieren (Mueller-
Eckhardt et al., 2004). In genetischen Analysen, wie zum Beispiel der unten beschriebe-
nen Geneset Enrichment Analyse, werden diese Regionen ausgeschlossen, da sie eine

besonders hohe Gendichte aufweisen (Segré et al., 2010).
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Die Verteilungen von Genotypen kdnnen sich — wie oben schon beschrieben — zwischen
verschiedenen Populationen unterscheiden. Das kann bei der Untersuchung von gene-
tischen Effekten mittels GWAS zu einer Verzerrung der Ergebnisse flihren. Dieser Stor-
effekt wird Population Stratification genannt. Darliber hinaus kénnen Familienstruktu-
ren, sowie verborgene Verwandtschaften Fehler hervorrufen, was sich haufig in Form
von falsch-positiven Ergebnissen zeigt (Price et al., 2010). Als Ergebnis von GWAS erhalt
man je nach Regressionsanalyse einen Schatzwert, der die Verdanderung der abhangigen
Variablen — also der Operationalisierung des Phanotyps — pro Zunahme um ein Risikoa-
llel beschreibt. Wenn der Phanotyp als binare Variable vorliegt, wird dieser Schatzwert
als Odds Ratio (OR) ausgedriickt und kann als Chance interpretiert werden, abhangig des
Genotyps den Phanotyp aufzuweisen. Liegt der Phanotyp als kontinuierliche Variable
vor, wird dieser Schatzwert als Regressionskoeffizient ausgedriickt. Dieser beschreibt
die Zu- oder Abnahme des Phanotyps pro Zunahme um ein Risikoallel. Ob diese ermit-
telte Assoziation als zufallig betrachtet werden kann, wird tiber das Signifikanzlevel ent-
schieden. Da liber das gesamte Genom getestet wird und somit genauso viele Tests
durchgefihrt werden wie SNPs genotypisiert sind, fiihrt das nominale Level von a =5 %
zu vielen falsch-positiven Ergebnissen (Multiples Testproblem). Um dafir zu korrigieren,
hat sich in GWAS die Verwendung eines genomweiten Signifikanzlevels von a = 5-10®
etabliert. Dies entspricht einer Korrektur nach Bonferroni, wenn man vom gleichzeitigen
Testen 1.000.000 genetischer Varianten ausgeht. Ebenso ist eine Kontrolle lber die
False Discovery Rate (FDR) moglich (Holden et al., 2008). Die FDR beschreibt den erwar-
teten Anteil aller falsch-positiven Ergebnisse an allen signifikanten Testergebnissen. Die
Einschatzung der Verlasslichkeit der Ergebnisse wird somit Gber die Wahrscheinlichkeit
getroffen, dass die berichteten Ergebnisse falsch-positive Ergebnisse sind (Benjamini et

al., 1995; Subramanian et al., 2005).
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1.5 Geneset Enrichment Analyse

Geneset Enrichment analysis (GSEA) lasst sich mit ,,Anreicherungsanalyse auf der Ebene
von Gruppen von Genen” libersetzen. Sie ist beispielsweise als Folgeanalyse einer GWAS

sinnvoll.

In einer GSEA werden Sets von Genen betrachtet, die zum Beispiel funktionell verwandt
sind oder bei einer biologischen Funktion gemeinsam agieren. Obwohl SNPs in einer
GWAS zum Beispiel nicht genomweit signifikant sind, kdnnen in der GSEA zusammenge-
horige Gruppen von SNPs identifiziert werden, die mit dem Phanotyp assoziiert sind.
Jeder zu den Genen eines Sets gehdrende SNP kann so einen Teil zur Assoziation des
Gensets mit dem Phanotyp beitragen, auch wenn dieser Beitrag eventuell nur gering

ausfallt (Segre et al., 2010).

Die Gensets, in denen eine Anreicherung getestet werden soll, sind vorab definiert und
in Datenbanken hinterlegt. Dabei werden zum Beispiel Gene zusammengefasst, die glei-

che regulatorische Eigenschaften haben oder auf einem Chromosom liegen.
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1.6 Fragestellung

Im Rahmen dieser Dissertationsschrift wurde der Einfluss genetischer Varianten, das
heillt SNPs, auf die monoklonale und die polyklonale Erh6hung der Freien Leichtketten
im Serum untersucht, um das Verstandnis fiir die biologischen Zusammenhange zu er-
weitern. Hierfir wurden Daten der Heinz Nixdorf Recall Studie (HNR), einer populations-
basierten Kohortenstudie im Ruhrgebiet, verwendet. Fiir die Probanden der HNR Studie
lagen zum einen Messwerte fir die FLC im Serum vor, ebenso wie Genotypisierungsda-

ten, die mit Hilfe von SNP-Chips der Firma lllumina® ermittelt wurden.

Um genetische Effekte nachzuweisen, wurde eine Genomweite Assoziationsstudie
(GWAS) mit FLC als Phanotyp durchgefiihrt. In getrennten Analysen sollten dabei sowohl
genetische Varianten fiir die polyklonale als auch fiir die monoklonale FLC-Erhéhung
identifiziert werden. Varianten, die mit einer polyklonalen Erhéhung assoziiert sind,
konnten das Verstandnis der Physiologie der FLC bei entziindlichen Prozessen verbes-
sern. Marker, die mit einer monoklonalen Erh6hung assoziiert sind, konnten ebenfalls

mit dem Auftreten hamatologischer Neoplasien assoziiert sein.

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit liegt auf der Identifizierung von funktionell zusam-
menhangenden Gensets mit der polyklonalen und monoklonalen FLC-Erhéhung.
Dadurch kénnen biologisch relevante Assoziationen mit der FLC-Erhéhung aufgedeckt
werden. In einem weiteren Schritt wurde deshalb eine Geneset Enrichment Analyse
(GSEA) durchgefiihrt, um zu priifen, ob die SNPs der GWAS' angereichert in bestimmten
biologischen Reaktionswegen vorliegen. Eine Anreicherung in einem Signalweg oder ei-
ner biologischen Funktion kann so weitere Kenntnisse lber die beteiligten biologischen

Ablaufe der polyklonalen und monoklonalen FLC-Erh6hung liefern.
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2 Methoden

2.1 Probanden- und Labordaten

Als Datengrundlage werden Fragebogen-, Labor- sowie Genotypisierungsdaten der po-
pulationsbasierten Heinz Nixdorf Recall Studie (HNR) verwendet. HNR ist eine Kohorten-
studie, fir die in den Jahren 2000 bis 2003 aus den drei Nachbarstadten Essen, Bochum
und Mulheim/Ruhr 4.814 Frauen und Mannern im Alter zwischen 45 und 75 Jahren re-
krutiert wurden. Der Grofteil der Studienpopulation ist zentraleuropaischer Herkunft.
Die Studienregion umfasst etwa 600 km? mit ungefihr 1,2 Millionen Einwohnern. Die
Probanden wurden zuféllig aus den Registern der Einwohnermeldeamter gezogen und
haben eine Einverstandniserklarung unterschrieben. Die Untersuchung bei Studienbe-
ginn fand von 2000-2003 statt, die 5-Jahres-Nachverfolgung von 2006-2008 und die 10-
Jahres-Nachverfolgung von 2011-2015. Weitere Details kénnen den Publikationen von
Schmermund et al. und Erbel et al. entnommen werden (Erbel et al., 2012; Schmermund

et al., 2002).

Die Serumproben der Untersuchung bei Studienbeginn, bei der 5-Jahres- und der 10-
Jahres-Nachverfolgung wurden mit Hilfe von Serumproteinelektrophorese (SPE) auf das

Vorhandensein eines monoklonalen Proteins untersucht.

FLC wurden auf einem Dade Behring BNIl automatisierten Nephelometer (Siemens, Ger-
many) mit Hilfe eines kommerziell verfligharen Kits (FREELITE, The Binding Site Ltd, Bir-

mingham, UK) unter Verwendung von hochspezifischen Antiseren gemessen.

MGUS wurde nach den in Kapitel 1.2 vorgestellten Kriterien definiert, einschlieRlich der
Detektion von monoklonalem Protein in der SPE und/oder in der IFE, monoklonaler Pro-

teinkonzentration, Laborergebnisse und Krankheitsgeschichte (Eisele et al., 2012).
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Als Referenzwerte flir die Konzentrationen der Freien Leichtketten werden publizierte

m m
Werte fir k von 3,3-19,4 Tg und fiir A von 5,7 - 26,3 Tg verwendet (Katzmann et al.,

2002). Eine pathologische k : A - Ratio (pFLCR) wird durch die in Formel 1 dargestellte

Regel definiert (Hutchison et al., 2008).

Formel 1 Definition einer pathologischen FLC-Ratio abhdngig von der Nierenfunktion, die mit der

glomeruldren Filtrationsrate (eGFR) geschdtzt wurde

K K mL
JFLCR - &<0,26‘A>1,65 fallseGFR >30ML/ .

K K mL

/ﬂ<o,37‘/1>3,1 fallseGFR <30 ML/ .

Die geschatzte glomeruldre Filtrationsrate (engl. Estimated glomerular filtration rate,
eGFR) wird mit Hilfe der verkiirzten MDRD Formel berechnet (Levey et al., 2007). Uber
die eGFR lasst sich, wie in Formel 1 beschrieben, ein pathologischer Bereich der FLC in

Abhangigkeit der Nierenfunktion definieren.

Weitere Informationen wurden aus Fragebdgen erhoben, die die Studienteilnehmer
jahrlich beantworteten. Anderungen im Gesundheitszustand wurden bei den behan-
delnden Arzten und Krankenhiusern validiert und weitere medizinische Informationen
eingeholt. Die Diagnosen wurden nach dem ICD-10 Code verschliisselt (International
classification of diseases, 10t revision) (World Health Organization, 2016). Fiir dieses
Vorhaben wurde die HNR-Datenbank nach ICD-10 Codes fiir Lymphoproliferative Er-
krankungen (ICD-10: C81-C91) durchsucht.

Fir die deskriptive Statistik der Studienpopulation wurde je nach Merkmal die Anzahl
mit Prozentangabe der jeweiligen Untergruppe, beziehungsweise der Median mit ers-
tem und dritten Quartil angegeben. Zum Vergleich von kategorialen und stetigen Merk-
malen zwischen genotypisierten und nicht-genotypisierten Probanden wurde der

exakte Test nach Fisher beziehungsweise der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test eingesetzt.
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2.2 Prozessierung der Genotypisierungsdaten

Durch die Microarray-Technologie wird es ermoglicht, eine groRe Anzahl an DNA-Geno-
typisierungen gleichzeitig zu ermitteln, zum Beispiel um Mutationen wie SNPs aufzude-
cken (Clark, 2006). In dieser Arbeit wurden die genomweiten SNP-Chip-Arrays HumanO-
mnil-Quad und HumanOmniExpress von Illumina® verwendet. Der HumanOmnil-Quad
umfasst etwa eine Million Varianten und der HumanOmniExpress etwa 700.000 Varian-

ten (lllumina®, 2010).

Die Genotypisierungen der HNR-Probanden wurden am Institut flir Humangenetik, Uni-

versitdtsklinikum Bonn unter der Leitung von Prof. Dr. N6then durchgefiihrt.

Um eine optimale Datenbasis fiir die spateren Analysen zu schaffen, sind bei einer GWAS
verschiedene Qualitatskontrollschritte notwendig (Ziegler et al.,, 2008). Der
HumanOmnil-Quad musste von der Genomversion hgl8 auf hgl9 konvertiert werden.
Dabei werden die SNP-Positionen angeglichen, die sich je nach Version unterscheiden

kénnen, was in folgenden Analysen zu Fehlern filhren wiirde.
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Ein Qualitatsmerkmal fiir die Reinheit der DNA-Proben ist die Heterozygotierate. Hier-
Uiber werden Individuen ermittelt, die einen deutlich erhohten oder verminderten Anteil
an heterozygoten Genotypen aufweisen. In der betrachteten Population wird die mitt-

lere Heterozygotierate Uber folgende Formel bestimmt (Anderson et al., 2010).

Formel 2 Berechnung der Heterozygotierate pro Individuum. Ngesam: ist die Anzahl der nicht-fehlenden

Genotypen und Npomozygot die Anzahl der homozygoten Genotypen pro Individuum

N

HET = gesamt N

hom ozygot

gesamt

Eine sehr hohe oder niedrige Heterozygotierate weist bei humanen DNA-Proben meis-
tens auf eine Kontamination oder auf einen technischen Fehler des Assays hin (Turner

et al., 2011).

Die Hauptkomponentenanalyse (engl. Principal component analysis, PCA) kann dazu
verwendet werden, Populationsstrukturen in genetischen Daten zu ermitteln. Unter-
schiede in der Abstammung kénnen dann zum Beispiel mittels graphischer Darstellung
nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 1). Die PCA ist dabei verlasslich in der Detektion

von Populationsstrukturen (Novembre et al., 2008).
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Abbildung 1 Darstellung der ersten beiden Eigenvektoren der HapMap (Thorisson et al.,, 2005)
Vergleichspopulationen, in der erkennbar wird, dass sich die drei Populationen der Europader,

der Japaner und der Nigerianer deutlich voneinander abgrenzen

Als Vergleichspopulationen werden solche aus dem HapMap-Projekt verwendet, wel-
ches sich zum Ziel gemacht hat, die Haplotypen des humanen Genoms zu kartographie-
ren. Forschungsgruppen aus verschiedenen Landern stellen ihre Information kostenfrei

zur Verfligung (Thorisson et al., 2005).

Uber die Ermittlung von Eigenwerten und den zugehérigen Eigenvektoren werden die
genotypischen Informationen strukturiert und in Clustern zusammengefasst. Die ersten
beiden Eigenvektoren erklaren dabei einen Grof3teil der Varianz. Daher wird die graphi-
sche Darstellung dieser beiden haufig als Darstellung der Populationsstruktur herange-

zogen (Novembre et al., 2008).

25



Methoden

AusreilRer eines genetischen Clusters werden als solche definiert, wenn sie sich mehr als
flinf Standardabweichungen vom jeweiligen Clustermittelwert entfernen (Price et al.,

2006).

Ein Mal} dafiir, ob Population stratification das Ergebnis einer GWAS beeinflusst, indem
zum Beispiel zu viele falsch-positive Ergebnisse angezeigt werden, ist der Genomic con-
trol inflation factor Agc (Devlin et al., 1999). Ein Acc> 1,1 wird als Grenze genommen, ab
der eine Analyse nochmals Uberprift oder durch spezifische Adjustierungen angepasst
werden sollte, beispielsweise indem die Hauptkomponenten als Kovariablen in das Re-

gressionsmodell aufgenommen werden (Winkler et al., 2014).

Auf dem Probandenlevel wurden Daten aller Probanden entfernt, die unter 95 % geno-
typisierte Informationen hatten, nicht von zentraleuropdischer Abstammung waren,
miteinander verwandt waren oder sich im dokumentierten Geschlecht vom genetischen

Geschlecht unterschieden.

In der PCA wurden mit Hilfe der EIGENSTRAT Software (Price et al., 2006) die Eigenvek-
toren der genotypischen Daten ermittelt und AusreiRer, die mit mehr als finf Stan-
dardabweichungen vom jeweiligen Gruppenmittelwert abwichen, entfernt. Die Darstel-
lung der ersten beiden Eigenvektoren zusammen mit drei Vergleichspopulationen aus
dem HapMap Projekt (Thorisson et al., 2005) sind in Anhang 8.2 in Abbildung 7 darge-

stellt.

Auf dem SNP-Level wurden alle Varianten entfernt, die in weniger als 95 % der Proban-
den genotypisiert wurden, vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht mit einem Grenzwert
von 10 abwichen oder eine Minor Allele Frequency (MAF) unter 1 % hatten. Zwar sind
die DNA-Chips so konzipiert, dass immer ein tagSNP gewadhlt wird, um einen Haploty-
penblock zu reprasentieren, jedoch unterscheiden sich diese tagSNPs je nach Population
unter anderem abhéangig von der Ethnizitat (Teo et al., 2010). Ein Pruning, also das Ver-
ringern der Anzahl von Markern, ist also dennoch sinnvoll, da bekannt ist, dass dies zu
einer korrekten Detektion von Verwandtschaftsinformationen fuhrt
(Verma et al., 2014). In dieser Arbeit wurde das Pruning mit Hilfe der Software plink

durchgefihrt (Purcell et al.,, 2007). In einem Fenster von 50 SNPs wurde paarweise

26



Methoden

getestet, welches LD die SNPs zueinander aufweisen. Bei einem Wert 2 0,2 wurde einer
der beiden Partner entfernt, woraufhin sich das Fenster um 5 SNPs verschob und die

Prozedur wiederholt wurde.

Ebenso wurden alle palindromischen SNPs entfernt. Fir die hier durchgefiihrte GWAS
selbst ware es nicht notwendig gewesen, die palindromischen SNPs zu entfernen. Da
jedoch die Datensatze intern auch flir weitergehende Schritte, wie zum Beispiel dem
Prephasing vor einer Imputation genutzt werden, ist dieser Schritt trotzdem durchge-
flihrt worden. Fiir das Prephasing ist die Bestimmung der Haplotypen unabdingbar und
damit muss die Leserichtung bestimmbar sein, was bei palindromischen SNPs nicht ge-
geben ist (Verma et al., 2014). Die Qualitatskontrollen wurden mit Hilfe von plink durch-

gefiihrt.

Nach diesen Qualitatskontrollschritten wurden die Informationen beider DNA-Chips zu-
sammengefligt. Um moglichst viele Probandeninformationen pro SNP zu bekommen,
wurden nur SNPs weiter betrachtet, die auf beiden verwendeten Chips genotypisiert
wurden, das zum Beispiel dem Vorgehen in Chubb et al. (2013) entspricht. Auf diese
Weise wurden moglichst viele Informationen pro Proband, aber auch die Informationen
moglichst vieler Probanden der Studie verwendet, da die Genotypisierungsinformatio-
nen der beiden DNA-Chips, die derselben Chip-Familie entstammen, zusammengefligt
wurden. Die zwei verwendeten Chips wurden dann mit Hilfe von plink im merge mode
1 zusammengefligt. Dies bedeutet, dass, sofern sich die Information eines SNPs auf den

beiden DNA-Chips unterscheidet, keine der beiden Informationen genutzt wurde.
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2.3 Genomweite Assoziationsstudie - GWAS

Die Genomweite Assoziationsstudie (GWAS) wurde mit Hilfe von plink 1.07 durchge-
fUhrt. Als Phanotypen fiir die lineare Regression wurden die Serumkonzentrationen von
k und A in logarithmierter Form verwendet, da sie eine schiefe Verteilung aufwiesen.
Somit gleichen sie sich der Normalverteilung an und verletzen nicht die Bedingungen fiir
die lineare Regression. Die Summe beider FLC wurde als MaR fiir die polyklonale Erho-
hung verwendet. Fir diese Analyse wurden alle Probanden entfernt, die eine MGUS,
eine pFLCR oder eine andere Lymphoproliferative Erkrankung haben, um die monoklo-
nale FLC-Erh6hung auszuschlieRen. Die Summe aus k- und A- Konzentrationen wurde fiir
die Analysen ebenfalls logarithmiert. Als Kovariablen wurden das Geschlecht, das Alter,
C-reaktives Protein (CRP) und Kreatinin verwendet. CRP wurde als high-sensitive-CRP

(hs-CRP) auf dem BN-II, Dade-Behring gemessen, Kreatinin wurde auf dem ADVIA1650

m
gemessen und beide Kovariablen als stetige Variable mit der Einheit g ins Modell auf-

dL

genommen.

CRP dient als Entziindungsmarker (Burmeister et al., 2014) und Kreatinin spiegelt die
Nierenfunktion wider, also die Fahigkeit FLC zu filtern. Dabei wird der biologische Zu-
sammenhang der Kovariablen mit der FLC-Konzentration in den Mittelpunkt gestellt, um
zu vermeiden, dass Storeinfllisse den eigentlichen Effekt der genetischen Varianten auf

die FLC-Konzentrationen und der pFLCR verdecken.
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Die Modelle der linearen Regressionen sind in Formel 3 bis Formel 5 dargestellt.

Formel 3 Lineares Regressionsmodell mit der logarithmierten A-Konzentration als Phdanotyp und den
Einflussvariablen der genetischen Varianten (0, 1, 2 bezeichnet die Anzahl der Risikoallele), des

Alters, des Geschlechts, sowie der hs-CRP- und der Kreatinin-Konzentration

0
0 ..
log([A])~ SNP | 1 | + Alter + Geschlech T + [hs— CRP] + [Kreatinin]
2
Formel 4 Lineares Regressionsmodell mit der logarithmierten k-Konzentration als Phanotyp und den

Einflussvariablen der genetischen Varianten (0, 1, 2 bezeichnet die Anzahl der Risikoallele), des

Alters, des Geschlechts, sowie der hs-CRP- und der Kreatinin-Konzentration

0
0 .
log([«])~ SNP | 1 | + Alter + Geschlech i [hs—CRP] + [Kreatinin|
2
Formel 5 Lineares Regressionsmodell mit der logarithmierten Summe der A- und k-Konzentration als

Phdnotyp und den Einflussvariablen der genetischen Varianten (0, 1, 2 bezeichnet die Anzahl
der Risikoallele), des Alters, des Geschlechts, sowie der hs-CRP- und der

Kreatinin-Konzentration

0
log([A + «])~ SNP| 1 | + Alter + Geschlecht{%) + [hs—CRP] + [Kreatinin|
2
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Fiir die bindre Variable der pathologischen k : A-Ratio (pFLCR) wurde eine logistische Re-
gression durchgefihrt. Eine Erhohung einer Freien Leichtkette zusammen mit einer
pFLCR definiert die monoklonale FLC-Erh6hung, im Gegensatz zur polyklonalen Erh6-
hung, bei der beide FLC erhoht sind und es zu keiner Verschiebung der Ratio kommt.
Entsprechend gehen in diese Analyse alle Probanden mit ein, auch solche mit einer
MGUS oder einem Multiplen Myelom. Dadurch, dass in der Definition von pFLCR Uber
die geschatzte glomerulare Filtrationsrate die Nierenfunktion schon mit einbezogen
wird, werden nur das Alter und das Geschlecht als Kovariablen verwendet, nicht jedoch
der Kreatinin-Wert. CRP wurde ebenso nicht als Kovariable berlicksichtigt, da CRP als
Entziindungsmarker zwar die einzelnen FLC-Konzentrationen beeinflussen kann, jedoch

die pFLCR nicht verandert. Das Modell ist in Formel 6 dargestellt.

Formel 6 Logistisches Regressionsmodell mit pFLCR als Phanotyp und den Einflussvariablen der
genetischen Varianten (0, 1, 2 bezeichnet die Anzahl der Risikoallele), des Alters

und des Geschlechts

0
pFLCR ~SNP | 1 |+ Alter +Gesch|ech(gj
2
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2.4 Darstellung der GWAS-Ergebnisse

Um die Ergebnisse einer GWAS in einer Abbildung darstellen zu kénnen, eignen sich
Manhattan-Plots. Hierbei sind auf der X-Achse die Basenpositionen (iber alle Chromoso-
men aufgetragen und auf der Y-Achse der negative dekadische Logarithmus des p-Wer-
tes aus der GWAS. Hier wurden diese Abbildungen mit der frei verfligbaren Software R

und dem Paket qgman erstellt (Turner, 2014).

Zur Darstellung und zur Einordnung in den genetischen Kontext wurde LocusZoom
(Pruim et al., 2010) verwendet. Dies ist ein Onlineprogramm, mit dem man regionale
Darstellungen von GWAS-Ergebnissen erstellen kann. Hier wurden die Regionen 400 kb
um den zu betrachtenden SNP ndher dargestellt. Dabei wurden einerseits der negative
dekadische Logarithmus der p-Werte der GWAS, sowie die Rekombinationsrate der

SNPs untereinander in Centimorgan (cM) aufgetragen.
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2.5 Geneset Enrichment Analyse - GSEA

Mit der Software Meta-analysis gene-set enrichment of variaNT Associations (MA-
GENTA) kann eine GSEA durchgefiihrt werden. Sie wurde von Ayellet Segré am Broad
Institute of MIT and Harvard entwickelt (Segre et al., 2010). MAGENTA lauft in der Mat-
lab Umgebung und kann fiir eine GSEA basierend auf p-Werten vorangegangener GWAS

herangezogen werden.

Als Eingangsdatensatz dient eine Liste von Teststatistiken oder p-Werten der Assoziati-
onsanalysen. Die SNPs werden mit ihren zugehorigen p-Werten den entsprechenden
Genen zugeordnet. Dabei wird nicht nur der kodierende Bereich des Gens berlicksich-
tigt, sondern auch ein bestimmter Bereich vor Transkriptionsstart und nach Transkripti-

onsende.

Im Anschluss erfolgen Korrekturen fir mogliche Storvariablen. Typische Storvariablen
sind zum Beispiel die GengroRe, die Anzahl der SNPs pro Gen oder pro Kilobase, der
Genabstand oder auch die Abhangigkeit der SNPs untereinander. Die Werte der Storva-
riablen werden zuerst von MAGENTA pro Gen ermittelt, woraufhin eine schrittweise
multiple lineare Regression zur Korrektur der p-Werte pro Gen durchgefiihrt wird. Auf
diese Weise werden Effekte verschiedener physikalischer und genetischer Eigenschaf-

ten korrigiert.

Die adjustierten p-Werte pro Gen werden anschlieBend diesen Gensets zugeordnet.
Gene, denen innerhalb der Gensets kein p-Wert zugeordnet wurde, werden ebenso ent-
fernt wie Gene, die denselben SNP zugeordnet bekommen haben. Dies kann auftreten,
wenn sich eine Upstream-Region eines Gens und die Downstream-Region eines anderen
Gens Uberlappen. Die p-Werte innerhalb eines Gensets werden daraufhin der GroRe

nach sortiert.

Der p-Wert-Grenzwert wird aus der Gesamtverteilung der adjustierten p-Werte be-
stimmt, wobei zum Beispiel das 95. Perzentil der Verteilung als Grenzwert verwendet

werden kann. Dieses Perzentil kann in MAGENTA als Parameter eingestellt werden.
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Ublicherweise werden die anschlieBenden Rechnungen mit dem 95. und dem 75.

Perzentil durchgefiihrt.

Die Gene, die unterhalb dieser Grenze liegen, werden als leading edge fraction bezeich-
net (Segre et al., 2010). Diese leading edge fraction wird pro Genset bestimmt und der
Anteil bezogen auf die Anzahl aller Gene im Genset berechnet. Fir die Beurteilung, ob
eine Anreicherung in einem bestimmten Genset vorliegt, wird eine Nullverteilung aus
10.000 zufallig permutierten Gensets identischer GrolRe generiert. Der nominale p-Wert
fiir die Anreicherung ist der Anteil von zuféllig erzeugten Gensets mit einer leading edge

fraction gleich oder gréRer als die des betrachteten Gensets.

Ist der nominale p-Wert kleiner als 10 werden zur Sensitivitatsanalyse bis zu 1.000.000
Gensets permutiert. Als Ergebnis liefert MAGENTA einen nominalen, das heil}t einen
nicht fir das multiple Testen korrigierten, Genset-Anreicherungs p-Wert sowie die Gren-
zen, die zum Beispiel fir das 95. Perzentil benutzt wurden, ebenso wie die zugehorige

FDR (Segre et al., 2010).

Die p-Werte, die aus der GWAS wie im Kapitel 2.3 beschrieben resultierten, wurden zu-
sammen mit den SNP-Informationen und Regressionskoeffizienten der linearen Regres-
sionen, beziehungsweise Odds Ratios (OR) der logistischen Regression, in die Analysen

der GSEA gegeben.

Die Geschlechtschromosomen, sowie die Informationen zu pseudoautosomalen Regio-
nen des X-Chromosoms wurden entfernt, da sie fehlende Werte beinhalten aufgrund
fehlender Genotypisierung auf den beiden hier verwendeten SNP-Chips. Die GSEA
wurde mit allen in MAGENTA (Version 2, Juli 2011) hinterlegten Genset-Datenbanken
durchgefihrt. Hierzu zahlt die Gene Ontology (GOTERM), die ihre Gensets anhand mo-
lekularer Aktivitaten der Genprodukte, entweder in zelluldaren Komponenten oder gan-
zen Signalwegen, zusammenstellt (The Gene Ontology). Die Panther-Datenbank bein-
haltet Genfamilien, die jeweils einen phylogenetischen Stammbaum hinterlegt haben
(Mi et al., 2009). Die Kyoto Encyclopedia of Genes und Genomes (KEGG) ist eine Zusam-
menstellung aus Signalwegen molekularer Interaktion und Reaktionsnetzwerken fiir

Metabolismen, genetischer und umweltbezogener Informationen, zelluldrer Prozesse,
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menschlicher Krankheiten und Medikamentenentwicklung (Kyoto Encyclopedia of Ge-
nes and Genomes, 2016). Die Ingenuity-Datenbank wird ebenfalls aus ontologischen In-
formationen zusammengestellt, hat ihre Hauptaufgabe aber im Feld der Krankheitser-
forschung und damit zusammenhangend die Ermittlung von Angriffspunkten fiir Medi-

kamente (Felciano et al., 2013).

Die Reactome-Datenbank ist aus biologischen Signalwegen konstruiert, die unter ande-
rem mit der KEGG- und der Gene Ontology-Datenbank validiert wurde (Reactome Data-
base, 2016). BioCarta stellt Gensets zur Verfligung, die Geninteraktionen innerhalb von
Signalwegen fiir zelluldre Prozesse wie zum Beispiel der Apoptose und der Signalweiter-
leitung darstellen (BioCarta LLC, San Diego, USA, 2016). Zusatzlich kann man eine Daten-
bank mit mitochondrialen Gensets (Pagliarini et al., 2008) hinzuziehen, was hier nicht
anwendbar war, da keine mitochondriale DNA genotypisiert wurde. Diese Gensetinfor-
mationen sind so in Tabellen hinterlegt, dass sie innerhalb der MAGENTA-Analyse ein-

gelesen werden konnten.

Neben der Auswahl der Datenbanken mussten weitere Parameter angegeben werden,
nach deren Werten verschiedene Analysen und Einstellungen gemacht wurden. Hier
wurden die Gennamen den jeweiligen Gensets zugewiesen, HLA-Regionen entfernt und
10.000 permutierte Gensets generiert, um den Anreicherungs-p-Wert zu berechnen. Re-
gionen, die 110.000 Basenpaare upstream oder 40.000 downstream liegen, wurden
noch zu einem Gen gezahlt. Wie grol3 dieses Genfenster im optimalen Fall sein soll, ist
nicht genau geklart, es sollte jedoch regulatorische Abschnitte mit einschlieRen (Hol-
mans 2010). Basierend auf einer Studie liber regulatorische Genelemente wurden die
hier verwendeten Gengrenzen empfohlen (Veyrieras et al., 2008). Jedem Gen wurde so
ein bestimmtes Set an SNPs zugeordnet. Aus diesem Set an SNPs wahlt MAGENTA den

SNP aus, der den niedrigsten p-Wert erreicht hat.
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2.6 Eingesetzte Software

Zur Durchfiihrung der GWAS wurde ein Linux basiertes Betriebssystem Ubuntu 12.04.2
LTS verwendet. Die Software plink Version 1.07 wurde fiir die Verarbeitung genetischer
Daten und deren Analyse verwendet. Genauere Informationen zu plink finden sich bei

(Purcell et al., 2007).

Fiir die Datenverarbeitung vor den genetischen Analysen, ebenso wie zur Anfertigung
der Deskriptionen, wurde die Software SAS Version 9.4. verwendet (The SAS Institute,
Cary, NJ). Matlab® kam in der Version R2013b zum Einsatz, MAGENTA in der
Version 2, 2011. Die Manhattan Plots wurden mit der freiverfligbaren Software R Ver-

sion 3.1.0 und dem R Paket ggman erstellt (Turner, 2014).

Die Hauptkomponentenanalyse wurde mit Hilfe des EIGENSTRAT Software durchgefiihrt
(Price et al., 2010).

Als  webbasierte Anwendung wurde der Genome-Browser des NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) verwendet, um detaillierte Informationen zu
Genen und deren Funktionen zu erhalten; ebenso wie das Onlineprogramm LocusZoom,
das zur genaueren Betrachtung genetischer Regionen verwendet wurde (Pruim et al.,

2010).
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3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung der Studienpopulation

Von den 4.814 Probanden der Heinz Nixdorf Recall Studie (HNR) gibt es mittlerweile ge-
netische Informationen von 3.874 Probanden, wovon wiederum 3.832 komplette Infor-
mationen zu den in dieser Arbeit untersuchten Variablen haben. Auf den hier verwen-
deten Illlumina® SNP-Chips sind 2.109 Probanden genotypisiert, wie in Abbildung 2 dar-

gestellt.

Eine Ubersicht der Studienpopulation gibt die Tabelle 1, in der nicht nur die Informatio-
nen der verwendeten SNP-Chips Human-Omnil-Quad und HumanOmniExpress aufge-
fihrt sind, sondern zum Vergleich auch die Charakteristika der nicht genotypisierten
Probanden. Zwei Probanden wurden aus Datenqualitatsgriinden entfernt, da sie eine zu
hohe beziehungsweise zu niedrige Heterozygotierate (= 5 - Standardabweichung) auf-
wiesen. Ein Proband wurde entfernt, da er — wie in Abbildung 7 (Anhang 8.2) erkennbar
— eher dem Cluster der japanischen Population zuzuordnen ware, obwohl die HNR-Ko-

horte zentraleuropaischer Abstammung ist.

Nach den Qualitatskontrollen befanden sich 779 Probanden mit Informationen zu
628.618 SNPs auf dem HumanOmnil-Quad und 1.348 Probanden mit 646.304 SNPs auf
dem HumanOmniExpress. Nachdem diese beiden Chips vereint wurden entstanden ein
Analysedatensatz mit 2.127 Probanden und 545.020 SNPs (Abbildung 3). Von diesen hat-

ten 2.109 Probanden vollstandige phanotypische Daten vorliegen.
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HMR Studienpopulation
4.814 Probanden

Mannlich 2.395 (43,75 %)

4.684 Probanden mit vollstindigen
Informationen zu FLC, Alter, Geschlecht,
Kreatinin, hs-CRP, MGUS und LPD

2.109 Probanden auf HumanOmnil-Quad
und HumanOmniExpress
Mannlich 1.047 (459,64 %)

Medianes Alter 60,0 (53,0; 66,0)

1.723 Probanden nach
Projekistart genotypisiert

Abbildung 2
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852 Probanden, die nicht
genotypisiert wurden
Mannlich 433 (50,82 %)
Medianes Alter 60,0 (53,0; 66,0)

Studieniibersicht der HNR-Studie aufgeteilt nach Genotypisierungen
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730.525 SNPs auf HumanOmniExpress 1.140.419 SNPs auf HumanOmnil-Quad

Palindromische SNPs, Pruning,
—» MAF < 1 %, Genotypisierungsrate <5 % [€—]
und HWE < 10-5

Y Y
646.304 SNPs nach Qualitatskontrollen 628.618 SNPs nach Qualitatskontrollen

—»| 646.304 SNPs nach Qualititskontrollen [«——

545.020 SNPS

Abbildung 3 Ubersicht der Qualitdtskontrollschritte der zwei verwendeten DNA-Chips HumanOmnil-Quad
und HumanOmniExpress, ebenso wie das Zusammenfiigen beider Chips, um moglichst viele

Probandeninformationen pro SNP zu erhalten
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Tabelle 1 Beschreibung der HNR-Studienpopulation genotypisiert auf HumanOmnil-Quad und
HumanOmniExpress zur Basiserhebung. Hierbei wurden nur vollstandige Daten verwendet. Ver-
gleichende Tests wurden je nach Skalenniveau mit dem exakten nach
Fisher beziehungsweise dem Wilcoxon-Mann-Whitney Test durchgefiihrt

HumanOmnil-Quad und
Nicht genotypisiert | p-Wert
HumanOmniExpress
Gesamtanzahl 2.109 852
Untersuchte Variablen
K - Median (q1; 3) [mg/L] 14,8 (12,3; 18,2) 15,1 (12,3; 18,4) | 0,4014
A - Median (q1; g3) [mg/L] 14,9 (12,1; 17,9) 15,0 (12,1; 18,4) | 0,4807
tFLC - Median (q1; g3) [mg/L] 29,7 (24,8; 36,0) 30,1(25,2; 36,7) | 0,4456
PFLCR - N (%) 163 (7,7 %) 54 (6,3 %) 0,2126
Kovariablen
Mannlich- N (%) 1.047 (49,6 %) 433 (50,8 %) 0,5700
Alter - Median (q1; g3) [Jahren] 60,0 (53,0; 66,0) 60,0 (53,0; 66,0) 0,7319
LPD - N (%) 22 (1,0 %) 8 (0,9 %) 1,0000
MGUS - N (%) 123 (5,8 %) 43 (5,1 %) 0,4281
Kreatinin - Median (q1; q3)
0,9 (0,8; 1,0) 0,9 (0,8; 1,0) 0,7719
[mg/dL]
hs - CRP Median (q1; q3)
0,1(0,1; 0,3) 0,2 (0,1; 0,3) 0,0040
[mg/dL]

gl: 1. Quartil
g3: 3. Quartil
N: Anzahl
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3.2 Genomweite Assoziationsstudie - GWAS

Wie in Kapitel 2.3 beschrieben, wurde eine Genomweite Assoziationsstudie (GWAS) mit
den Genotypen der lllumina® SNP-Chips HumanOmnil-Quad und HumanOmniExpress
durchgefihrt. Als abhdngige Variablen wurden dabei in der linearen Regression die lo-
garithmierten Werte der k- und A-Konzentration sowie deren Summe verwendet, in der
logistischen Regression die dichotomisierten Werte in Form der pathologischen Freien
Leichtketten-Ratio (pFLCR) als bindre Variable. Als Kovariablen wurden das Alter, das
Geschlecht, sowie in der linearen Regression zusatzlich die hs-CRP- und die Kreatinin-
konzentration verwendet. In Abbildung 4 sind die Ergebnisse der GWAS als Manhattan-
Plots dargestellt. SNPs mit einem nominalen p-Wert kleiner als 10 sind in Tabelle 2
dargestellt, das heil3t alle genetischen Varianten, die sich in Abbildung 4 oberhalb der

horizontalen Linie befinden werden in Tabelle 2 im Detail aufgefiihrt.

In einer Sensitivitdatsanalyse (Ergebnisse nicht explizit aufgefiihrt), in der zusatzlich auf
die verwendeten SNP-Chip-Arrays adjustiert wurde, wurde keine Abweichung der Beta-
schatzer in den Analysen zur polyklonalen FLC-Erh6hung gefunden. In den Analysen zur

monoklonalen FLC-Erh6hung wurde eine Abweichung von < 1 % gefunden.
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T 7
6 6
5 5
3y 3y
3 g 3
2 2
1 1
0 0
Chromosom Chromosom
Summe aus Kappa und Lambda pathologische FLC Ratio
1 7
6 6
3] 5
34 S 4
g3 g 3
2 2
1 1
0 0
Chromosom Chromosom
Abbildung 4 Manhattan-Plots der GWAS-Ergebnisse der vier verschiedenen Analysen zur k- und A-Konzent-

ration, deren Summe und der pathologischen FLC-Ratio
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Tabelle 2 Ergebnisse aus der GWAS, die mit Daten der HNR-Studie (Nges = 2.109) zu Studienbeginn durch-
gefiihrt wurde. Es sind jene genetischen Varianten aufgefiihrt, die einen p-Wert < 10
erreichten

Phanotyp Chr SNP3 Position Allel EffektmaR*  p-Wert

3 rs13063911 106700416 G 1,0453 6,93 - 10®
5 rs988700 114284436 T 0,9485 5,58 -10°
5 rs11749427 114289334 A 0,9535 9,23-10°
5 rs9326939 114294204 A 0,9534 8,78 - 10°
Serumkonzentration k 5 rs10055057 114383501 T 0,9481 4,76 - 10®
7 rs2042500 24075809 C 1,0519 4,86 - 10°
7 rs10272500 24076563 A 1,0572 8,34 - 107
12 rs10879011 70101689 A 0,9521 9,08 - 10°®
13 rs12584920 47465037 T 1,0549 8,82 -10°
1 rs17785382 53707953 G 1,0438 9,29 - 10°®
10 rs12569910 28995563 G 1,0435 9,70 - 10
Serumkonzentration A
12 rs10847142 126882153 A 1,0537 8,58 - 10°
22 rs738791 24117525 C 1,0428 7,56 - 10°
3 rs13063911 106700416 G 1,0420 6,87 - 10°

Summe aus den Serum-

7 1s10272500 24076563 A 1,0487 6,01-10°

konzentrationen k und A

10 rs12569910 28995563 G 1,0413 6,66 - 10°
0Odds Ratios
4  rs2289433 47839929 G 1,96 6,32 -10°
pathologische FLC Ratio
4  rs2053404 47887536 A 1,932 9,85-10°

Der Agc-Wert erreicht bei allen vier Analysen einen Wert von 1 mit den zugehorigen

mittleren x?-Statistiken von 0,99 fiir k, 1,00 fiir A, 1,00 fiir die Summe aus beiden FLC und

0,97 fiir die pathologische FLC-Ratio.

3 Unterstrichen sind Varianten, die in zwei Analysen mit dem jeweiligen Phinotyp assoziiert sind.
4 Die EffektmaRe sind transformiert, also die Ergebnisse mit der Basis e exponiert, was aus dem Logarith-
mieren der urspriinglichen abhédngigen Variablen resultiert. Hieraus ergibt sich, dass das Effektmal} den
prozentualen Zuwachs pro Risikoallel beschreibt. Fiir die erste Zeile ergibt sich zum Beispiel eine Zunahme
der k-Konzentration um 4,53 % pro Risikoallel des rs13063911 SNPs. Ein Effektmal kleiner als 1 beschreibt
analog die prozentuale Abnahme pro Risikoallel.
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3.3 LocusZoom

Wie in Kapitel 2.4 beschrieben, kann das Onlineprogramm LocusZoom verwendet wer-
den, um genetische Regionen lokal genauer darzustellen. Die nahere Betrachtung der
beiden genetischen Varianten rs2289433 und rs2053404 aus der GWAS zur pathologi-
schen FLC-Erh6hung ist in Abbildung 5 zu finden. Diese SNPs liegen beide auf Chromo-

som 4 und zeigen mit Odds Ratios um 1,9 vergleichsweise hohe Effektstarken.
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Position on chrd (Mb)
Abbildung 5 LocusZoom der genetischen Region um die zwei Varianten rs2289433 und rs2053404, die in

der GWAS zu pFLCR assoziiert sind. In LocusZoom ist immer nur die Darstellung eines SNPs mog-

lich. Die beiden SNPs sind daher fiir diese Darstellung graphisch zusammengefiigt worden
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3.4 Geneset Enrichment Analyse - GSEA

Wie in Kapitel 2.5 beschrieben, wurde die GSEA mit Hilfe des Programms MAGENTA in

der Matlab-Umgebung ausgefiihrt. In Tabelle 3, Tabelle 7 und Tabelle 11 sind die Gen-

sets dargestellt, die mit einer FDR < 5 % angereichert sind. In den fiinf Spalten sind dabei

die Datenbank, aus der das Genset stammt, die Bezeichnung des Gensets und die im

Genset enthaltenen Gene dargestellt, ebenso wie der Anreicherungs-p-Wert und die

False Discovery Rate (FDR). Wie auch zum Beispiel in Subramanian et al. (2005) empfoh-

len, werden die Gensets mit einer FDR < 25 % in Anhang 8.3 aufgelistet.

Tabelle 3 Gensets, aus den GSEA-Ergebnissen zu den logarithmierten k-Werten, die mit einer FDR<5 %
angereichert sind
Daten- Genset p-Wert FDR Gennamen
bank
GNAI1, GNAI2, GNAI3, GNAO1,
GNAT1, GNAT2, GNAZ, GNB1,
. GNB2, GNB3, GNG3, GNG4,
G Protein 4 5
Reactome Activation 3,00-10" |3,11-10° | GNG5, GNG7, GNG10, GNG11,
GNGT1, GNGT2, OPRM1, PDYN,
POMC, GNB5, GNG13, GNG2,
GNG12, GNB4, GNGS8, GNAT3
ADCY5, ADCY6, ADRA2A,
ADRA2C, CACNALC, CACNA1D,
Inhibition of CACNB2, CACNB3, GNAI1,
Insulin secretion GNAI2, GNAO1, GNB1, GNB2,
Reactome by adrenaline 4,00-10% |3,31- 102 | GNB3, GNG3, GNG4, GNG5,
noradrenaline GNG7, GNG10, GNG11, GNGT],
GNGT2, INS, CACNA2D2, GNBS5,
GNG13, GNG2, GNG12, GNB4,
GNG8
Clathrin coated AP1B1, AP1G1, DAB2, HIP1,
GOTERM vesicle membrane 1,07 - 10* | 3,89 - 102 | MYO6, AP3B2, AP3B1, AP1M1,
HIP1R, AP1M2, DENND1A

Zur detaillierten Betrachtung sind in Tabelle 4 bis Tabelle 6 die drei Gensets aus den

Analysen zu den logarithmierten k-Werten genauer dargestellt, indem zu jedem Gen der

ihm zugewiesene SNP mit dessen adjustiertem GWAS-p-Wert und dem Effektschatzer

dargestellt ist.
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Tabelle 4 Details des Gensets G Protein Activation mit den zugehoérigen Genen, den zugeordneten SNPs,
den adjustierten GWAS-p-Werten und Effektschitzern zu den logarithmierten k-Werten ®

Gene SNP G;C:Jslf:t-l\fvr::te GWAS-Effektschitzer?
G Protein Activation
GNAI1 (6948782 6,85 - 10" 0,9819
GNAI28 rs739983 1,40 - 10 0,9591
GNAI3 r$6537837 8,74 - 10 0,9834
GNAO1 rs3790112 2,21 107 0,9738
GNAT18 rs739983 1,64 - 10 0,9591
GNAT2 rs668413 6,14 - 10" 0,9816
GNAZ rs6003461 1,79 - 103 1,0562
GNB1 rs6661597 1,01- 10" 0,9752
GNB2 rs221795 5,31 107 0,9829
GNB3 rs870849 3,08 - 10 1,0258
GNG3 rs693698 3,50 - 10 1,0214
GNG4 rs10159416 4.44 - 10% 1,0249
GNG5 rs7524576 9,26 - 10° 1,0541
GNG7 rs12973643 2,15 - 10 0,9642
GNG10 | rs10817197 7,66 - 107 0,9661
GNG11 rs1541335 2,90 - 10 0,9641
GNGT1 rs1541335 3,10 - 10 0,9641
GNGT2 r$850522 417 - 10 1,0239
OPRM1 rs483481 1,29 - 10 0,9711
PDYN rs16979691 8,85 - 101 0,9719
POMC rs10460566 4,88 - 102 0,9687
GNBS rs4776002 7,86 - 10 0,9849
GNG13 rs556179 3,07 - 102 1,0306
GNG2 rs1953866 1,22 - 10 0,9635
GNG12 rs344929 1,85 - 107 0,9545
GNB4 rs1345445 1,03 - 10 0,9680
GNG8 rs313840 5,78 - 10 0,9691
GNAT3 rs799964 6,82 - 10! 1,0205

> Die fett gedruckten Gene befinden sich auch im Genset Inhibition of Insulin secretion by adrenaline no-
radrenaline und sind dort ebenfalls markiert.

® lm Zuge der GSEA werden die GWAS-p-Werte auf StorgréRen korrigiert. Aus den hier angegebenen ad-
justierten p-Werten wird die 95. Perzentilgrenze bestimmt, die als Grenzwert fir die Anreicherungsana-
lyse fungiert.

7 GWAS-Effektschitzer sind analog zu FuBnote 4, Seite 42 transformiert.

8 Die markierten Gene gehéren zur leading edge fraction (vgl. Kapitel 2.5), da sie einen adjustierten GWAS-
p-Wert kleiner 6,39 - 10" aufweisen
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Tabelle 5 Details des Gensets Inhibition of Insulin secretion by adrenaline noradrenaline mit den
zugehorigen Genen, den zugeordneten SNPs, den adjustierten GWAS-p-Werten und Effekt-
schatzern zu den logarithmierten k-Werten

Gene SNP GV?/(,Z‘JSU-SF;[-Is\Zite GWAS-Effektschatzer®
Inhibition of Insulin secretion by adrenaline noradrenaline
ADCY5 rs1055137 6,26 - 10! 0,9775
ADCY6 rs2453469 4,77 - 10! 1,0200
ADRA2A rs7096359 3,13-1071 0,9634
ADRA2C rs16844725 7,01-101 0,9752
CACNA1C rs2239091 6,79 - 101 1,0276
CACNA1D rs3821846 2,55- 101 1,0298
CACNB2 rs12219393 6,33 - 101 1,0445
CACNB3 rs2453469 4,12 - 101 1,0200
GNAI1 rs6948782 6,85 - 101 0,9819
GNAI2?° rs739983 1,40 - 10° 0,9591
GNAO1 rs3790112 2,21-101 0,9738
GNB1 rs6661597 1,01 - 10% 0,9752
GNB2 rs221795 5,31-1071 0,9829
GNB3 rs870849 3,08 - 101 1,0258
GNG3 rs693698 3,50- 1071 1,0214
GNG4 rs10159416 4,44 - 101 1,0249
GNG5 rs7524576 9,26 - 103 1,0541
GNG7 rs12973643 2,15-107 0,9642
GNG10'° rs10817197 7,66 - 103 0,9661
GNG11 rs1541335 2,90 - 101 0,9641
GNGT1 rs1541335 3,10 - 1071 0,9641
GNGT2 rs850522 4,17 - 101 1,0239
INS rs10743181 2,60 - 107 0,9573
CACNA2D2 rs1540293 4,29 - 101 0,9695
GNB5 rs4776002 7,86 - 101 0,9849
GNG13 rs556179 3,07 - 102 1,0306
GNG2 rs1953866 1,22 - 101 0,9635
GNG12 rs344929 1,85 - 10 0,9545
GNB4 rs1345445 1,03 - 102 0,9680
GNGS8 rs313840 5,78 - 102 0,9691

9 GWAS-Effektschatzer sind analog zu FuRnote 4, Seite 42 transformiert.
10 Die markierten Gene gehéren zur leading edge fraction (vgl. Kapitel 2.5), da sie einen adjustierten
GWAS-p-Wert kleiner 8,38 - 103 aufweisen.
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Tabelle 6 Details des Gensets Clathrin coated vesicle membrane mit den zugehdrigen Genen, den
zugeordneten SNPs, den adjustierten GWAS-p-Werten und Effektschdtzern zu den
logarithmierten k-Werten

Gene SNP Adjustierte GWAS-Effektschat-
GWAS-p-Werte zer!!
Clathrin coated vesicle membrane

AP1B1*? rs11090564 1,15 - 102 0,9684
AP1G1 rs1392487 3,29 - 102 0,9716
DAB2 rs4957476 4,07 - 101 1,0230
HIP1 rs3757598 1,34 - 107 1,0401
MYO6 rs7766781 8,30 - 10 0,9744
AP3B2 rs11635044 1,68 -10? 0,9551
AP3B1 rs4588572 1,64 - 102 0,9629
AP1M1 rs11086023 5,94 - 10! 1,0198
HIP1R rs1696320 5,00 - 102 1,0406
AP1M?2 rs2569507 7,19 - 10 1,0155
DENND1A rs969585 3,45 - 102 1,0334

11 GWAS-Effektschatzer sind analog zu FuRnote 4, Seite 42 transformiert.
12 Das markierte Gen gehort zur leading edge fraction (vgl. Kapitel 2.5), da es einen adjustierten GWAS-p-
Wert kleiner 1,25 - 102 aufweist.
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Die in Tabelle 7 dargestellten Gensets sind in der GSEA-Analyse der A-Werte angerei-

chert und deren Details in Tabelle 8 bis Tabelle 10 dargestellt.

Gensets aus den GSEA-Ergebnissen zu den logarithmierten A-Werten, die mit einer FDR<5 %

Tabelle 7
angereichert sind
Datenbank Genset p-Wert FDR Gennamen
SOX1, SOX2, SOX3, SOX4, SOX5, SOX9,
SOX10, SOX11, SOX15, SOX12, SRY,
I\/Fl)glr:etchuelgr tr:rlm\:frib?i);n 1,19-10*% /1,14 - 10? SSRP1L, UBTF, SOX14, SOX13, TOX4,
Functions facth))r ! ! SOX30, SOX21, HBP1, TOX3, SOXS,
SOX18, SOX6, SOX17, SOX7, ACRC,
UBTFL1
Panther MPG, MUTYH, NTHL1, OGG1, TDG,
Molecular | DNA glycosylase |2,70-103|3,77-102| UNG, CCNO, SMUG1, NEIL3, NEIL1,
Functions MCEE, NEIL2
CDKN1A, CDKN1B, CHUK, CSF2RB,
ELK3, IL1A, IL2, IL2RA, IL2RB, IL4, IL4R,
Interleukin IL5, IL5RA, IL6, IL6R, IL6ST, IL7, CXCR1,
CXCR2, IL10, IL10RA, IL10RB, IL11RA
. . . -4 . -2 7 ’ /4 ’ 4
Panther S'SFSJ&Zg 2,00-10%/4,75- 10 IL12A, IL12RB1, IL12RB2, IL13,
P y IL13RA1, IL13RA2, IL15, IL16, IL17A,
IRS1, MAP3K3, MAP3K4, MAPK4,
MAPKS,
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Tabelle 8 Details des Gensets HMG box transcription factor mit den zugehdrigen Genen, den
zugeordneten SNPs, den adjustierten GWAS-p-Werten und Effektschdtzern zu den
logarithmierten A-Werten

Gene SNP Adjustierte GWAS-Effektschat-
GWAS-p-Werte zer!3
HMG box transcription factor
SOX1 rs9549830 7,46 - 101 0,9778
SOX2 rs4434184 3,62 -10¢ 1,0288
SOX3 NaN®® NaN NaN
SOX4 rs9356777 5,58 - 10! 1,0168
SOX5 rs7305773 5,26 - 10 0,9586
SOX9 rs17246175 9,25-10¢ 1,0222
SOX10 rs8135665 2,53 107 1,0360
SOX11 rs17363466 7,81-10% 1,0244
SOX15 rs4602096 1,67 - 107 1,0410
SOX12 rs6082956 6,59 - 10! 0,9800
SRY NaN NaN NaN
SSRP14 rs2439451 6,45 - 10 1,0438
UBTF rs9910055 5,59 -10% 0,9788
SOX14 rs1372733 1,35-101 0,9703
SOX13 rs7528560 1,78 - 102 0,9492
TOX4 rs8013500 4,77 - 103 0,9567
SOX30 rs13155976 6,10 - 10t 0,9687
SOX21 rs9516466 4,32 -10% 1,0240
HBP1 rs2301801 1,31-107? 0,9655
TOX3 rs2335 2,16 - 10 1,0341
SOX8 rs12595929 5,94 -10% 0,9778
SOX18 rs13039817 3,72-10% 0,9790
SOX6 rs12360975 6,02 - 10t 1,0469
SOX17 rs4738915 3,62 -101 1,0297
SOX7%4 rs4503064 3,75- 1073 1,0363
ACRC NaN NaN NaN
UBTFL1 rs10830403 9,53 - 101 0,9909

13 GWAS-Effektschatzer sind analog zu FuRnote 4, Seite 42 transformiert.

14 Die markierten Gene gehdren zur leading edge fraction (vgl. Kapitel 2.5), da sie einen adjustierten
GWAS-p-Wert kleiner 3,90 - 10 aufweisen.

15 NaN wird fiir die Gene ausgegeben, die in dem definierten Genfenster keine genetische Variante zuge-
ordnet bekommen haben oder wenn zwei Genen —durch Uberlappung der Downstream Region des einen
mit der Upstream Region des anderen — derselbe SNP zugeordnet wurde (vgl. Kapitel 2.5).
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Tabelle 9 Details des Gensets DNA Glycosylase mit den zugehérigen Genen, den zugeordneten SNPs,
den adjustierten GWAS-p-Werten und Effektschdtzern zu den logarithmierten A-Werten

Gene SNP Adjustierte GWAS-Effektschat-

GWAS-p-Werte zer'®
DNA Glycosylase

MPG rs12927713 2,33-101 0,9794
MUTYH rs3219474 7,71 - 101 1,0249
NTHL1 rs8059880 6,59 - 10! 0,9626
0GG1 rs787839 3,24 - 10 1,0263
TDG rs12815289 1,91-101 1,0282
UNG rs7305045 1,41-103 1,0478
CCNO rs163098 2,57 -10% 1,0322
SMUG1 rs2124528 1,60 - 101 1,0358
NEIL3 rs17677777 8,23 -10* 1,0242
NEIL1 rs34879829 3,39 - 107 1,0434
MCEE rs13016081 1,60 - 107 1,0439
NEIL2Y rs804267 3,54-10% 0,9594

16 GWAS-Effektschatzer sind analog zu FuRnote 4, Seite 42 transformiert.
17 Das markierte Gen gehort zur leading edge fraction (vgl. Kapitel 2.5), da es einen adjustierten GWAS-p-
Wert kleiner 9,35 - 10 aufweist.
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Tabelle 10 Details des Gensets Interleukin signaling pathway mit den zugehdrigen Genen, den
zugeordneten SNPs, den adjustierten GWAS-p-Werten und Effektschdtzern zu den logarithmier-
ten A-Werten

Adjustierte GWAS-Effektschat-
Gene SNP GWAJS-p-Werte zer'®
Interleukin signaling pathway
CDKN1A rs183541 7,16 - 101 0,9735
CDKN1B rs4555 6,19 - 101 1,0191
CHUK rs12265333 6,29 - 10! 0,9827
CSF2RB rs4821540 6,17 - 101 1,0289
ELK3% rs11108403 9,55-103 1,0464
IL1A rs2853550 9,85-101 1,0144
IL2 rs10857092 7,49 - 101 0,9767
IL2RA rs12722602 8,98 - 1072 1,0545
IL2RB rs11704001 6,99 - 10! 0,9703
IL4 rs2243248 5,79 - 101 1,0313
ILAR rs3024614 8,28 - 10! 1,0361
IL5 rs2237060 9,85-101 0,9946
IL5RA rs6808378 7,50 - 101 0,9743
IL6 rs2069827 6,80 - 102 1,0481
ILBR rs3103309 3,51-10% 0,9776
IL6ST rs16884734 2,10 - 101 1,0330
IL7 rs4739111 8,90 - 10 1,0131
CXCR1 rs17462354 6,32 - 101 1,0301
CXCR2 rs876961 3,20- 10 0,9783
IL10 rs4073250 6,06 - 101 0,9739
ILIORA rs2243935 6,49 - 10! 1,0255
ILIORB rs2284550 2,93 - 101 0,9741
IL11RA® rs2772554 3,99-103 0,9586
IL12A rs2886666 8,84 - 101 0,9789
IL12RB1% rs3761041 8,41-10°3 1,0539
IL12RB2 rs3762314 1,97 - 101 0,9752
IL13 rs2243248 5,66 - 10! 1,0313
IL13RA1 NaN NaN NaN
IL13RA2 NaN NaN NaN
IL15 rs4254850 2,94 -101 1,0205
IL16 rs8034928 1,33 - 102 0,9618
IL17A rs17578851 3,62-10% 1,0321
IRS1 rs13386125 7,44 - 101 0,9731
MAP3K3 rs9944483 1,30- 101 0,9753
MAP3K4 rs2277091 9,59 - 103 1,0358

18 GWAS-Effektschatzer sind analog zu FulRnote 4, Seite 42 transformiert.
1% Die markierten Gene gehoren zur leading edge fraction (vgl. Kapitel 2.5), da sie einen adjustierten
GWAS-p-Wert kleiner 9,58 - 10°% aufweisen.
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MAPK4 rs1370480 1,44 - 107! 0,9670
MAPK6 rs4776002 8,00 - 101 0,9867
MAPK7 rs739830 8,73 - 101 0,9879
SPI1 rs2290148 8,60 - 10! 1,0152
SPIB rs2293456 2,13 - 101 1,0264
MAP3K7 rs1231690 3,49 - 101 0,9737
IRS2 rs9521509 2,38 - 102 1,0327
MAD2L1BP rs9472084 2,97 - 101 0,9598
MAP3K2 rs1568277 9,07 - 10! 1,0148
IL17C rs12446521 1,22 - 101 0,9465
IL17B rs443402 6,30 - 10! 1,0356
IFT81 rs2302689 5,27 - 10! 0,9774
IL23A rs3816804 5,39 - 107 0,9533
IL17D rs9579937 3,10 - 102 1,0406
IL20RA rs6936698 7,60 - 101 0,9774
SLC48A1 rs7135791 4,30- 107 0,9703
TEX11 NaN NaN NaN
C21lorf7 rs8133819 7,53 - 101 1,0221
IL21 rs2893008 8,23 - 101 1,0274
IL25 rs3210043 3,18 - 101 0,9663
YSK4 rs2874739 4,23 - 101 0,9748
SLA2 rs4812383 1,11 - 107 1,0421
IFT20 rs11080054 3,45 - 101 1,0211
IL17F rs7750841 2,50 - 101 0,9733
SPIC rs17500203 3,47 - 102 1,0356
MRPL10 rs2325751 2,60 - 101 1,0245
CCDC122 rs9533705 2,69 - 102 1,0438

Aus der GSEA mit der logarithmierten Summe beider FLC konnten keine Gensets mit
einer FDR < 5 % ermittelt werden. Die Gensets mit einer FDR < 25 % sind in Anhang 8.3

dargestellt.
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Die in Tabelle 11 dargestellten Gensets sind in der GSEA-Analyse der pathologischen Ra-

tio angereichert und deren Details in Tabelle 12 und Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 11 Gensets aus den GSEA-Ergebnissen zu der pathologischen FLC-Ratio, die mit einer FDR <5 %
angereichert sind
Datenbank Genset p-Wert FDR Gennamen

BIOCARTA EIF2 Pathway 1,40 -103|2,19- 107

EIF2S1, EIF2S3, EIF5,
GSK3B, PPP1CA, EIF2AK2,
EIF2B5, EIF2S2, EIF2AKS3,

EIF2AK1, EIF2AK4

BIOCARTA | Fibrinolysis Pathway | 8,00-10%| 3,72 - 102

CPB2, F2, F2R, F13A1,
FGA, FGB, FGG, SERPINE],
SERPINB2, PLAT, PLAU,
PLG

Tabelle 12

Details des Gensets EIF2 pathway mit den zugehorigen Genen, den
zugeordneten SNPs, den adjustierten GWAS-p-Werten und Effektschatzern zu der
pathologischen FLC-Ratio

Adjustierte .
Gene SNP GWAS-p-Werte Odds Ratios
EIF2 pathway
EIF2S1 rs9743912 2,58 -107 0,3291
EIF2S3 NaN NaN NaN
EIF5 rs7401414 6,97 - 10! 0,6347
GSK3B rs4261913 6,01 - 10" 0,7423
PPP1CA rs10896172 4,78 - 102 1,88
EIF2AK2 rs4648186 5,73 -10% 1,398
EIF2B5 rs12493550 7,58 - 10t 0,5493
EIF2S2 rs1015363 5,78 - 10! 1,257
EIF2AK32° rs13411467 7,01-10% 1,852
EIF2AK1 rs2286680 1,04 - 107 0,3797
EIF2AK4 rs12442713 3,80-103 1,672

20 Das markierte Gen gehért zur leading edge fraction (vgl. Kapitel 2.5), da es einen adjustierten GWAS-p-
Wert kleiner 2,10 - 10~ aufweist.
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Tabelle 13 Details des Gensets Fibrinolysis Pathway mit den zugehorigen Genen, den
zugeordneten SNPs, den adjustierten GWAS-p-Werten und Effektschitzern zu der
pathologischen FLC-Ratio

Adjustierte .
Gene SNP GWAS-p-Werte Odds Ratios
Fibrinolysis Pathway
CPB2 rs2296122 4,07 - 10t 1,396
F2 rs3136456 4,91-101 0,5132
F2R rs250728 1,59 - 102 0,5762
F13A1l rs381061 1,87 - 101 1,598
FGA rs1044291 2,11 - 107 1,524
FGB rs1044291 4,38 - 107 1,524
FGG rs1044291 2,19 - 107 1,524
SERPINE1 rs1048365 1,80 - 1072 1,694
SERPINB2 rs1243039 7,49 - 10 1,321
PLAT% rs2070713 1,27 - 107 0,6248
PLAU rs2242258 8,15- 101 0,784
PLG rs4252117 4,10 - 10 0,6942

Bei den Gensets, die eine FDR > 5 % und < 25 % aufweisen, gibt es Uberschneidungen

bei den verschiedenen Analysen. Diese sind im Einzelnen:

e Chromatin chromatin-binding protein
e Opioid proopiomelanocortin pathway
e Non-receptor tyrosine protein kinase
Jeweils zwischen der k-Analyse und der Summe aus k- und A-Analyse.
e P13 kinase pathway
e Interleukin signaling pathway
e DNA glycosylase

e Gamma-aminobutyric acid synthesis

21 Das markierte Gen gehért zur leading edge fraction (vgl. Kapitel 2.5), da es einen adjustierten GWAS-p-
Wert kleiner 1,45 - 102 aufweist.
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Jeweils zwischen der A-Analyse und der Summe aus k- und A-Analyse. Kein Genset wird
in allen drei Analysen (k-, A- und der Summe aus k- und A-Analyse) mit einer FDR < 25 %
gefunden.

Bei den angereicherten Gensets mit einer FDR 2 5 % und < 25 % fiir die Analysen mit
pFLCR sind die Gensets NFKB Signaling, VEGF Signaling und der CD40 pathway wegen
ihrer besonderen biologischen Funktion interessant (vgl. 8.3). NF-kB ist ein Transkripti-
onsfaktor, der vor allem in der Immunantwort und der damit verbundenen Zellprolife-
ration von groRer Bedeutung ist (Karin et al., 2000). VEGF ist ein Wachstumsfaktor, der
neben Bedeutung in der Vaskulogenese sowie der Angiogenese, die Migration von Mo-
nozyten und Makrophagen stimuliert (Yla-Herttuala et al., 2007). CD40 nimmt eine Rolle
als Kostimulant ein und wird als Tumornekrosefaktor auf B-Zellen exprimiert (Elgueta et

al., 2009).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Dissertationsschrift wurden genetische Effekte auf die Erhéhung
von Freien Leichtketten im Serum untersucht. Dabei wurde einerseits die polyklonale
Erhohung, die mit Entziindungsprozessen einhergeht und andererseits die monoklonale
Erhohung, die ein Anzeichen hamatologischer Neoplasien sein kann, unterschieden.
Ausgangspunkt flr die Fragestellung waren Beobachtungen, dass die polyklonale Erho-
hung mit einer erhéhten Gesamt- und kardialen Mortalitat in der Allgemeinbevélkerung
assoziiert ist (Dispenzieri et al., 2012; Eisele et al., 2010). Zudem ist eine pathologisch
veranderte FLC-Ratio, das heif’t eine monoklonale Erhéhung der FLC, mit einem erhoh-
ten Progressionsrisiko bei MGUS assoziiert (Rajkumar et al., 2005). Die zugrundeliegen-
den biologischen Zusammenhange sind jedoch wenig bekannt. Ein Ziel der vorliegenden
Untersuchung war es deshalb, das Verstandnis dieser Zusammenhange zu erweitern.
Fir die Untersuchung der genetischen Effekte wurde eine GWAS mit genetischen Infor-
mationen von 2.109 Probanden der populationsbasierten Heinz Nixdorf Recall Studie
durchgefihrt, der eine GSEA nachgeschaltet wurde, um die Ergebnisse der GWAS zu ag-
gregieren und so auch auf der Ebene funktionell zusammenhadngender Gensets interpre-

tieren zu kdnnen.
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4.1 Untersuchte Population und Laboranalysen

In Kapitel 3.1 ist beschrieben, wie sich die hier untersuchte Population aus der Studien-

population zusammensetzt.

Um etwaige Selektionseffekte zwischen den auf HumanOmnil-Quad und HumanOmni-
Express genotypisierten und den nicht-genotypisierten Probanden zu ermitteln, wurden
diese zwei Gruppen miteinander verglichen. Dabei wurden nur die Probanden vergli-
chen, deren vollstandige Daten zu Freien Leichtketten, den Kovariablen Alter, Ge-
schlecht, Kreatinin und C-reaktivem Protein, ebenso wie zu den Ausschlusskriterien
MGUS und Lymphoproliferativen Erkrankungen der Analysen zur polyklonalen FLC-Er-

hohung, vorlagen.

Hierbei zeigt sich, dass sich diese beiden Gruppen bei den betrachteten Merkmalen nur
in der durchschnittlichen hs-CRP-Konzentration unterscheiden (vgl. Tabelle 1). Der Un-
terschied resultiert aus der hoheren Konzentration der nicht genotypisierten Proban-
den. Medizinisch ist der Median beider Gruppen jedoch nicht als pathologisch einzuord-
nen (Pearson et al., 2003). Da CRP bei der polyklonalen FLC-Erh6hung als Kovariable mit
ins Modell aufgenommen wurde, wird hier fiir den Effekt — auch wenn er als zufillig

betrachtet werden kann — adjustiert.

Da die Auswahl der Probanden, die genotypisiert wurden, nach keinem spezifischen
Muster durchgefiihrt wurde, kann die Auswahl als zufallig betrachtet werden. Ebenso
werden in den Sensitivitatsanalysen (vgl. 3.2) Effektunterschiede von < 1 % gefunden,

was die Validitat unterstitzt.

Die Konzentrationen der Freien Leichtketten (FLC) sind Gber den Dade Behring BNII au-
tomatisierten Nephelometer (Siemens, Germany) mit Hilfe eines kommerziell verfligba-
ren Kits (FREELITE, The Binding Site Ltd, Birmingham, UK) unter Verwendung von hoch-
spezifischen Antiseren gemessen worden. Die Prazision und Reproduzierbarkeit sind

Uber CLSI Richtlinien (Clinical and Laboratory Standards Institute) geprift
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m
(The Binding Site Ltd, 2016). Die Bestimmungsgrenze liegt bei 0,6 - 120.000 Tg bei k-

m
und 0,3 - 139.000 Tg bei A-Leichtketten. Die unteren Grenzen liegen somit etwa um

den Faktor 10 unterhalb der normalen Bereiche der Freien Leichtketten im Serum mit K

m m
von3,3-19,4 Tg und mitAvon 5,7 - 26,3 Tg (Katzmann et al., 2002). Zusatzlich ist das

FREELITE Kit fiir Freie Leichtketten so konzipiert, dass eine Vielzahl der hoch variablen
FLC-Epitope mit Hilfe der polyklonalen Antikorper erkannt werden kénnen (The Binding
Site Ltd, 2016). Alle Laboranalysen wurden im Zentrallabor des Universitatsklinikums Es-
sen mit demselben Analysegerat durchgefiihrt. Daher sind etwaige Verzerrungen, ver-
ursacht durch technische Gegebenheiten, eher auszuschlieen und die Messungen als

valide anzusehen.
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4.2 Auswahl der Kovariablen

Die Auswahl der Kovariablen fiir die Regressionsmodelle erfolgte unter Beachtung der
biologischen Zusammenhadnge mit FLC, um potentielle Storfaktoren ausschlieen zu

kénnen.

Um einen moglichst unverzerrten Einfluss der genetischen Varianten auf die FLC-Erho-
hung ermitteln zu kénnen, wurde fir verschiedene Variablen adjustiert. Das Alter und
das Geschlecht wurden in das Modell aufgenommen, wie auch in Dispenzieri et al.
(2012), die Uber die Altersabhangigkeit ebenso wie das Gesamtiiberleben abhangig von
FLC berichten. Zusatzlich wurden in den Analysen zur polyklonalen FLC-Erh6hung jene
Effekte mit aufgenommen, die die Entziindungsreaktionen oder die Nierenkapazitat wi-

derspiegeln und dadurch die Assoziationsergebnisse hatten beeinflussen kénnen.

Das CRP gehort zum angeborenen Immunsystem und ist dabei im Zuge von Entziin-
dungsreaktionen an der Vermittlung der Immunantwort beteiligt. FLC geh6ren zum
adaptiven Immunsystem und werden ebenfalls bei Entziindungsreaktionen in erhéhtem
Malie produziert. Durch die Herkunft aus unterschiedlichen Kompartimenten des Im-
munsystems sehen einige Autoren hier die Moglichkeit, dass sich CRP und FLC komple-
mentar als Entzindungsmarker verhalten (Hutchison et al., 2011) und entsprechend ei-

genstandige Marker fur die Stimulation des jeweiligen Kompartiments sein konnten.

Um einen potentiellen komplementaren Effekt der CRP-Erhohung zu kontrollieren,
wurde deshalb bei der Analyse der polyklonalen FLC-Erhéhung das CRP im statistischen
Modell beriicksichtigt. Die berechneten Effektmalie fiir die polyklonale FLC-Erh6hung
kénnen so als unabhdngig von der Stimulation des angeborenen Immunsystems ange-

sehen werden.
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Andererseits war eine Kontrolle fir die Stimulation des angeborenen Immunsystems bei
der Analyse der monoklonalen Erhéhung nicht notwendig, da Entziindungsreaktionen
zwar die absoluten FLC-Konzentrationen im Serum dandern kdnnen, aber keinen Einfluss

auf die FLC-Ratio haben.

Der Kreatininwert spiegelt die Nierenfunktion wider und somit die Fahigkeit, FLC aus
dem Blut zu filtern. Eine erh6hte FLC-Konzentration kann folglich auch aus einer schlech-
teren Nierenkapazitat resultieren. Um dies in den Analysen zur polyklonalen FLC-Erh6-
hung zu bericksichtigen, wurde der Kreatininwert in die Modelle aufgenommen. In den
Analysen zur monoklonalen FLC-Erhohung ist die Nierenfunktion bereits bei der Defini-
tion der pathologischen FLC-Ratio durch die von der eGFR abhangigen Referenzbereiche
fur die pathologische Ratio beriicksichtigt. Ahnliche Adjustierungsansitze finden sich
zum Beispiel in Johnson et al. (2016), die den genetischen Einfluss auf das Gesamtiiber-
leben beim Multiplen Myelom untersuchten, ebenso wie bei Huang et al. (2013), die die

genetische Regulation von Blutgerinnungsfaktoren in einer GWAS untersuchten.

Als Ausdruck der internen Validitat kénnen die libereinstimmenden Ergebnisse der Ana-
lysen angesehen werden. Unterstrichen sind in Tabelle 2 diejenigen SNPs, fiir die in meh-
reren Analysen eine Assoziation mit der polyklonalen FLC-Erhohung gefunden wurde.
Dabei fallt auf, dass die SNPs, die in der linearen Regression mit der Summe aus k und A,
auch in den einzelnen Analysen assoziiert sind. Ebenso verhilt es sich mit dem Interleu-
kin signaling pathway, der einerseits in der GSEA der A-Serumkonzentrationen, anderer-

seits in der GSEA zur Summe beider Freien Leichtketten angereichert ist.
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Zu diskutieren ist, ob es noch weitere Aspekte gibt, die mit einbezogen werden miissten.
Heaney et al. (2016) beschreiben einen Zusammenhang der Hohe der FLC und dem Trai-
ningseffekt eines Menschen. Es ware somit denkbar, dass man die Lebensgewohnheiten
einbeziehen muss. Die Vermutung dabei ist, dass basale Entzlindungen seltener und
schwacher auftreten, wenn ein geslinderer und agilerer Lebensstil gefiihrt wird. In
Heaney et al. (2016) wurde die RPE Skala (engl. Rating of Perceived Exertion, Bewertung
des Anstrengungsgefiihls) (Borg 1998) zur Ermittlung der woéchentlichen Bewegung der
Probanden herangezogen. Da solch ein Instrument in der hier verwendeten Kohorte
nicht zur Verfligung steht, konnte dieser Aspekt nicht in die Analysen einbezogen wer-

den.
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4.3 Genomweite Assoziationsstudie und Geneset Enrichment Analyse

In Kapitel 3.2 sind die einzelnen Ergebnisse der Genomweiten Assoziationsstudie
(GWAS) beschrieben. Dargestellt werden alle genetischen Varianten mit einem p-Wert
kleiner als 10, auch wenn die fiir das multiple Testen tber die Korrektur nach Bonfer-

0,05

—:9’2 .1078 100, .
545,020 lage. Bei der

roni angepasste genomweite Signifikanzgrenze bei & =

hier vorliegenden — zumindest flir GWAS — geringen PopulationsgroRe waren im Ver-
héaltnis zu den typischerweise kleinen EffektgrofRen bei genetischen Assoziationsstudien
kaum geringere Signifikanzlevel zu erreichen. Haufig werden heutzutage daher Me-
taanalysen durchgefiihrt, die die Ergebnisse mehrerer Studien zusammenfassen und so
das Probenkollektiv deutlich erhéhen. Als Beispiel ist hier das CHARGE (engl. Cohorts for
Heart and Aging Research in Genomic Epidemiology) Konsortium zu nennen, das gene-
tische Effekte auf Herzkreislauferkrankungen und Alterungsprozesse untersucht (Psaty
et al., 2009). Damit kdnnen dann auch Varianten mit kleiner EffektgréRe und hoher Va-

riabilitat aufgedeckt werden.

Die Geneset Enrichment Analyse (GSEA) stellt Gber die Mdglichkeit der Konsortien hin-
weg eine Analyse dar, trotz fehlender genomweiter Signifikanz in einer GWAS, signifi-
kante Ergebnisse auf Genset-Ebene zu erhalten und so biologische Schlussfolgerungen
zu ermoglichen. In einer GSEA werden SNPs Genen zugeordnet, die wiederum in biolo-
gische Signalwege zusammengefasst werden kénnen, um so herauszufinden, ob es eine
Anreicherung mehrerer genetischer Varianten aus einer GWAS in einem biologischen
Kontext gibt. So kdnnen funktionell zusammenhadngende Gensets ermittelt werden. Hier
werden solche Gensets als angereichert im ersten Schritt definiert, die eine FDR <5 %
aufweisen, um einen konservativeren und konzentrierteren Blick auf die Gensets zu wer-
fen. Da es bei solchen Analysen haufig um die Generierung von Hypothesen geht, gibt
es Veroffentlichungen, in denen auch weniger stringente FDR Schwellenwerte verwen-
det werden (Subramanian et al., 2005). Im Anhang werden deshalb auch Gensets mit

einer FDR < 25 % aufgefihrt.
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4.4 GWAS zur polyklonalen FLC-Erhohung

Zu den drei Varianten rs13063911, rs10272500 und rs12569910, die in der GWAS mit
der Summe aus beiden Freien Leichtketten assoziiert sind, konnten im Genome-Browser
des NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) keine spezifischen Gene identifiziert werden.
AuRerdem erbrachte eine Literaturrecherche keine Publikationen mit Informationen zu
diesen SNPs. Insgesamt kann so keine Aussage zu moglichen biologischen Zusammen-

hangen zwischen diesen Varianten und FLC-Konzentrationen gemacht werden.
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4.5 Gensets aus den Analysen zur polyklonalen FLC-Erhohung

Wie im Kapitel 3.4, den Ergebnissen der GSEA, dargestellt, ahneln sich die beiden in der
Analyse zu den logarithmierten k-Werten angereicherten Gensets G Protein Activation
und Inhibition of Insulin secretion by adrenaline noradrenalin durch die grolRe Anzahl
gemeinsamer Gene, vor allem der verschiedenen G-Proteine. G-Proteine sind solche, die
genregulatorische Wirkungen dariber erzielen, dass sie am Guanin der DNA binden kon-
nen (Siffert et al., 1995). G-Proteine werden unter anderem zur Signalweiterleitung in B-
Zell-Lymphoblasten exprimiert. Diese Expression ist bei Patienten mit Bluthochdruck be-
sonders stark ausgepragt, unabhangig, ob sie eine Lymphoproliferative Erkrankung auf-
weisen (Siffert et al., 1995). In Frey et al. (2014) wird eine Assoziation von GNB3 inner-
halb der HNR-Kohorte mit dem Auftreten von koronaren Ereignissen beschrieben. Als
Verbindung zur polyklonalen FLC-Erh6hung und damit verbunden mit der Reaktion des
Korpers auf kurzzeitige oder chronische Entziindungen, kann das Auftreten von korona-
rer Verkalkung gesehen werden. Inflammatorische Biomarker wie das CRP oder auch
Interleukine sind mit dem Nachweis von asymptomatischem Koronarkalk und dem er-
hohten Risiko des Auftretens koronarer Ereignisse assoziiert (Jenny et al., 2010; M&h-

lenkamp et al., 2011).

Der Interleukin signaling pathway ist einerseits in der Analyse der A-Serumkonzentrati-

onen, andererseits in der Analyse zur Summe beider Freien Leichtketten angereichert.

Interleukine fungieren als Botenstoffe zwischen Leukozyten, aber auch anderen an der
Immunantwort beteiligten Zellen. Je nach Art des Interleukins haben sie hochst unter-
schiedliche, teils entgegenwirkende Aufgaben, wie zum Beispiel das Wachstum, die
Hemmung oder auch die Differenzierung verschiedener Immunzellen. Interleukine sind
den humoralen Bestandteilen des angeborenen Immunsystems zuzuordnen (Janeway et

al., 1997).

Fir die einzelnen SNPs, die den Genen im Interleukin-Signalweg zugeordnet wurden

(vgl. Tabelle 10), findet sich zum Beispiel fir die zwei Varianten rs2243248 und
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rs3024614 eine Assoziation mit der Reaktivierung von Hepatitis B in Lymphom-Patienten
(Hsiao et al., 2016). Die Variante rs8034928 ist assoziiert mit dem vermehrten Auftreten
von kardiovaskuldaren Erkrankungen mit einer gleichzeitigen Erhéhung der IL-16 Kon-
zentration, was in weiteren Arbeiten mit dem oben erwadhnten Auftreten von kardialer
Verkalkung untersucht werden sollte (Huang et al., 2013). rs2853550 trat vermehrt in
rheumatisch bedingten Herzerkrankungen auf, was in einer Arbeit von Gupta et al.
(2016) in einer indischen Population gezeigt wurde. Jedoch existiert hierzu keine Unter-

suchung in einer zentraleuropaischen Population.

Zusammenfassend zeigt sich, dass genetische Varianten, die in Gensets mit G-Proteinen
angereichert sind, in Zusammenhang mit Entziindungsreaktionen und koronaren Herz-
erkrankungen stehen, die wiederum mit Interleukinen und CRP assoziiert sind. Im ange-
reicherten Genset mit Interleukinen findet sich ebenso der Zusammenhang von geneti-

schen Varianten und kardiovaskuldren Erkrankungen.

Denkbar wire hier also, dass in Ubereinstimmung mit der oben dargestellten Sichtweise
von CRP und FLC als komplementdre Entziindungsmarker, auch die polyklonale FLC Er-
hohung — moglicherweise Gber dhnliche molekular-biologische Mechanismen — mit Ko-

ronarverkalkung und koronaren Ereignissen assoziiert ist.
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4.5.1 GWAS zur monoklonalen FLC-Erh6hung

In Kapitel 3.2 sind die Ergebnisse der GWAS zur monoklonalen FLC-Erh6hung beschrie-

ben.

Auffallig sind bei der logistischen Regression zur pFLCR die fiir eine GWAS relativ groRen
Odds Ratios (OR) von 1,96 fiir die Variante rs2289433 und 1,93 fir die Variante
rs2053404. Trager des entsprechenden Risikoallels haben damit eine fast zweifach er-
hohte Chance, eine pathologische Ratio aufzuweisen. Hierbei ware es denkbar, dass ge-
nau die Probanden, die an einer LPD leiden oder eine MGUS haben, haufiger das Risiko-
allel aufweisen; dies ist bei beiden genetischen Varianten nicht der Fall (Daten nicht ex-
plizit aufgefliihrt). Fihrt man eine lineare Regression mit der logarithmierten Ratio aus
K : A aus, erhdlt man Effektschatzer, die ahnliche EffektgrofSen wie die lineare Regression

der polyklonalen FLC-Erhohung aufweisen (Daten nicht explizit aufgefiihrt).

Um die Regionen, in denen die SNPs liegen, genauer zu betrachten, wurde das On-
lineprogramm LocusZoom verwendet. Die Darstellung dieser beiden Varianten findet
sich in Abbildung 5. Wie hierin erkennbar, sind beide Varianten dem Gen Corin zugeord-
net. Corin kodiert fiir Proteine, die im Zusammenhang mit atrialem natriuretischem Pep-
tid stehen, was wiederum ein kardiales Hormon darstellt und so das Blutvolumen sowie
den Blutdruck reguliert (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/10699). Uber diesen Zu-
sammenhang ware es denkbar, dass Menschen mit pFLCR auch haufiger an kardialen
Erkrankungen leiden, beziehungsweise in den kardiovaskularen Risikofaktoren, wie zum
Beispiel dem B-type natriuretisches Peptid (BNP), erhohte Werte aufweisen. In der hier

vorliegenden Population liegen die durchschnittlichen BNP-Werte jedoch bei

27,8+ 26,2ﬂ fur die Probanden mit pFLCR und bei 26,6 29,5ﬂ fir die Proban-
mL mL

den ohne pFLCR.

Tatsachlich wird in Kristinsson et al. (2009) eine erhdhte Sterblichkeit von MGUS-Pati-
enten im Vergleich zur Normalbevélkerung beschrieben. Lymphoproliferative Erkran-

kungen gelten als Haupttodesursache. Darliber hinaus findet sich in MGUS-Patienten
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eine erhohte kardiale Sterblichkeit im Vergleich zur Normalbevélkerung, vor allem das
Versterben an ischamischen Herzkrankheiten, Herzfehlern, Herzklappenfehlern, Kardio-
myopathien und Arrhythmien. Als mégliche Ursache wird hier eine Kombination aus den
pathogenen Mechanismen, die mit MGUS in Verbindung stehen, und vorhandenen
Krankheiten oder Faktoren, die dazu gefiihrt haben, dass auf MGUS getestet wurde, an-

gesehen.

MGUS ist eine Vorstufe des Multiplen Myeloms — einer hdmatologischen Neoplasie —bei
der eine Verschiebung der FLC-Ratio in den pathologischen Bereich zu beobachten ist.
Es ist somit denkbar, dass mit der pathologischen FLC-Ratio und den assoziierten gene-

tischen Varianten auch eine erhohte kardiale Sterblichkeit assoziiert ist.
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4.5.2 Gensets aus den Analysen zur monoklonalen FLC-Erh6hung

In Kapitel 3.4 sind die Ergebnisse der GSEA zur monoklonalen FLC-Erhohung dargestellt.

Eukaryotic Initiation Factor 2 ist ein Initiationsfaktor der Translation wahrend der Pro-
teinbiosynthese (Kimball, 1999). Die Fibrinolyse ist ein Prozess, in dem aggregierte Blut-
plattchen wieder aufgeldst werden und eine weitere Koagulation verhindert wird (Ces-
arman-Maus et al., 2005). Es sind somit beides Prozesse, die zunachst nicht unmittelbar

in den Kontext der monoklonalen FLC-Erhéhung eingestuft werden kénnen.

Jedoch findet sich der AMI-Signalweg unter den Ergebnissen mit einer FDR < 25 % im
Anhang 8.3. AMI steht fur Acute myocardial infarction (dt. Akuter Myokardinfarkt). In
diesem Genset finden sich einerseits Gene, die als Koagulationsfaktoren im Blut fungie-
ren, aber auch solche, die den Prozess der Fibrinolyse unterstiitzen und damit den Zu-
sammenhang zum Fibrinolysis-Genset herstellen. In Tabelle 13 sind die detaillierten Er-
gebnisse dieses Gensets dargestellt. Erkennbar wird dort, dass SNPs, bei denen pro Allel
die Chance steigt, dass eine pFLCR nachweisbar ist, Genen zugeordnet werden, die an
der Bildung von Blutgerinnseln beteiligt sind (zum Beispiel der Fibrinogen gamma chain
(FGG)). Hingegen SNPs, bei denen die Chance sinkt, eine pFLCR nachzuweisen, Genen
zugeordnet werden, die mit der Auflosung solcher Gerinnsel in Verbindung stehen, wie
zum Beispiel das PAT (Plasminogen Aktivator) sowie das Plasminogen (PLG) selbst. Dabei
ist zu beachten, dass keine Aussage Uber die Expression des jeweiligen Gens getroffen
werden kann. Weiterflihrend ware hierbei also interessant, ob die Richtung der Expres-
sionsstarke der assoziierten und angereicherten Gene mit der Richtung der Effektgrofie

der Assoziation der jeweiligen SNPs mit pFLCR Gibereinstimmt.
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Hiermit lasst sich eine Verbindung zu den Ergebnissen der GWAS zur monoklonalen FLC-
Erhohung finden —in der es Hinweise auf eine Assoziation der pathologischen FLC-Ratio
und den assoziierten genetischen Varianten mit einer erhéhten kardialen Sterblichkeit

gibt — worauf die Anreicherung im Genset zum Akuten Myokard Infarkt schlieBen lasst.

Drei weitere Gensets, die mit einer FDR < 25 % angereichert sind, kdnnen in den Zusam-

menhang mit dem Auftreten hamatologischer Neoplasien gebracht werden.

NF-kB (engl. nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) ist in na-
hezu allen Zellen im Zytosol zu finden. In B-Lymphozyten befindet es sich jedoch im Zell-
kern, wo es ohne dulSere Einfllisse auf die Expression bestimmter Gene wirken kann. Es
nimmt eine Schlisselrolle nicht nur im Zuge der Immunantwort bei Entziindungen ein,
sondern auch bei der Induktion von Apoptose zum Beispiel bei einer Zellentartung (Sen
et al., 1986). Eine Stimulation erfolgt Giber Tumornekrosefaktoren oder Interleukine,
aber auch eine direkte Stimulation von bakteriellen Proteinen ist moéglich. Eine Hem-
mung seiner Wirkung ist durch Vitamin E-Derivate und Cortisol bekannt (Ahn et al.,

2007).

VEGF (engl. Vascular Endothelial Growth factor) ist ein Wachstumsfaktor, der insbeson-
dere die Neuanlage von BlutgefaRen wahrend der Embryogenese, aber auch die Ge-
faBneubildung stimuliert (Yla-Herttuala et al., 2007). VEGF ist einer der Hauptfaktoren

fiir die Metastasierung von Tumoren (lzzedine et al., 2007).

In hdamatologischen Neoplasien steht VEGF in starkem Zusammenhang mit dem Risiko
und der Aggressivitat des Multiplen Myeloms. Hierbei spielen vor allem genetische Ver-
anderungen der SNPs rs699947, rs1570360, rs2010963, rs2071559 und rs2305948 die
Hauptrolle, die sich jedoch nicht unter den in dieser Arbeit dargestellten Varianten be-
finden. Der Vorgang der GefaBneubildung ist ein Hauptaspekt fiir die Manifestierung

eines Multiplen Myeloms (Brito et al., 2014).

Der CD40-Signalweg lasst sich in den Kontext der adaptiven Immunantwort einordnen.
CD40 fungiert als Kostimulant und somit als Rezeptor der Familie der Tumornekrosefak-

toren, der auf der Oberflache von B-Zellen, Tumoren und Nicht-Immunzellen prasentiert
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wird. Neben vielen Aufgaben nimmt CD40 eine Hauptrolle in der humoralen sowie der
zelluldren Immunantwort ein. Dariber hinaus ist aus Tumorzellen bekannt, dass sie sich
das CD40-System zu Nutze machen, indem antiapoptotische Agentien hergestellt wer-
den, die der Tumorzelle einen Schutz bieten und so ein schnelles Wachstum beglinstigen

(Elgueta et al., 2009).

In einer kirzlich erschienenen Arbeit von Law et al. (2017), die als Kontrollen Probanden
der Heinz Nixdorf Recall Studie verwenden, wurde eine GWAS mit anschlieRender Ge-
neset Enrichment Analyse zur chronischen lymphatischen Leukdamie (CLL), dem Hodgkin
Lymphom und dem Multiplen Myelom durchgefiihrt. Zwar finden sich in dieser Arbeit
keine Ubereinstimmenden Gensets mit denen aus der GSEA der hier vorliegenden Ar-
beit, vermutlich da hier die pathologische FLC-Ratio als Phanotyp genutzt wurde und
nicht eine definierte Auspragung einer hamatologischen Neoplasie. Jedoch zeigen sich
inhaltliche Ubereinstimmungen in den angereicherten Gensets. Law et al. (2017) berich-
ten acht Gensets, die mit Entziindungsreaktionen und Antigenprozessierung in Verbin-

dung stehen, was sich mit den hier prasentierten Gensets inhaltlich deckt.

Zusammenfassend zeigt sich in der GSEA zur monoklonalen FLC-Erhéhung eine Anrei-
cherung in Gensets, die mit kardiovaskularen Erkrankungen einhergehen. Dabei deckt
sich dies vor allem mit den Ergebnissen der GWAS der monoklonalen Erhéhung, da auch
dort eine Assoziation mit Corin — einem in Herzzellen produzierten und exprimierten

Enzym — gefunden wird.

Da auch Gensets gefunden wurden, die mit Entziindungsreaktionen in Verbindung ste-
hen, liegt die Vermutung nahe, dass der Effekt der koronaren Verkalkung, die damit ver-
bundenen systemischen Entziindungsreaktionen, sowie die kardiovaskuldren Ereignisse

und Erkrankungen mit einer monoklonalen FLC-Erh6hung zusammenhangen.

Entziindungsprozesse scheinen also einer monoklonalen Erhéhung voran zu gehen, da
zum Beispiel dhnliche molekulare Mechanismen eingebunden sind. Es ist bekannt, dass
chronische Entziindungen vielen Neoplasien vorangehen. Eine Entziindung ist eine Re-
aktion des Immunsystems auf schadliche Reize, bei der Zellen des Immunsystems attra-

hiert werden und so die Ausloser des Reizes bekdampfen. In chronischen Entziindungen
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hingegen nehmen Immunzellen teilweise entgegengesetzte Rollen ein. Dabei beschleu-
nigen sie die Krebsentstehung sowie die Metastasierung unter anderem durch entste-
hende DNA-Schaden (Zhang et al., 2017). In Groot Kormelink et al. (2014) wird der Effekt
von FLC auf die Krebspathologie solider Tumore untersucht. Dort wird vermutet, dass
FLC tumorassoziierte Mastzellen aktivieren, die in Entziindungen nahe von Tumorgewe-
ben vorkommen und dort das Tumorwachstum anregen. Dieses Modell kdnnte so auf

weitere Tumorarten ausgeweitet werden (Groot Kormelink et al., 2014).

Denkbar ware, dass chronische Entziindungen, bei denen Plasmazellen standig FLC pro-
duzieren, die Tumorneubildung sowie das Tumorwachstum beglinstigen. Einerseits
kénnten in Plasmazellen, die sich aufgrund der vielen FLC-Produktion haufig teilen, DNA-
Fehler entstehen, was zu einer Malignitat dieser Zelle fihren kann. Andererseits ware
denkbar, dass in hamatologischen Neoplasien dhnliche Mechanismen wirken, wie in
Groot Kormelink et al. (2014) beschrieben und so die vermehrte FLC-Produktion auch
zur Tumorentwicklung und zum Tumorwachstum in hamatologischen Krebserkrankun-

gen beitragt.

Ein weiteres internes Projekt geht in eine dahnliche Forschungsrichtung. Hier wurde der
Effekt von Luftverschmutzungen im Rahmen von Feinstauben auf die Entwicklung von
MGUS, aber auch die Level von FLC untersucht. Feinstdaube fiihren zu vermehrten Ent-
zindungen, deren Effekt auf hdmatologische Neoplasien weiter untersucht werden soll.
Erste Ergebnisse zeigen, dass es eine Assoziation zwischen chronischer Exposition zu

Feinstauben und der Entwicklung einer MGUS gibt (Orban et al., 2017).
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Abbildung 6 Zusammenfassende Ubersicht der Ergebnisse

Abbildung 6 gibt den Uberblick der Ergebnisse dieser Dissertationsschrift. Als Hauptas-
pekte dieser Arbeit sind die Assoziationen von monoklonaler und polyklonaler FLC-Er-
hohung auf Entziindungen, kardiovaskuldre Ereignisse und kardiale Sterblichkeit, sowie
hdamatologische Neoplasien zu nennen. Die Zusammenhange sind vor allem Uber die An-
reicherung von SNPs der GWAS in Gensets gegeben, die mit den genannten Hauptas-
pekten in Verbindung stehen. So scheinen polyklonale FLC-Erh6hungen nicht nur mit
Entziindungen, sondern auch mit kardiovaskularen Ereignissen in Verbindung zu stehen.
Ebenso wie monoklonale FLC-Erh6hungen nicht nur einen direkten Zusammenhang zu
hamatologischen Neoplasien haben, sondern ebenso mit kardiovaskularen Ereignissen

sowie Entziindungen, die einer Neoplasie voran gehen kénnten.
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5 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnen Ausgangspunkt fiir verschiedene weitere

Untersuchungen sein.

Auf zwei weiteren DNA-Chips von Illumina® sind nochmals etwa 1.700 Probanden nach
Beginn dieser Arbeit genotypisiert worden. Mit Hilfe dieser genetischen Informationen
sollten die Analysen erweitert werden. In Vorversuchen zeigte sich, dass fur die Varian-
ten, die in dieser Arbeit gefunden wurden, etwa dieselben Betaschatzer der Analyse zur
polyklonalen FLC-Erh6hung erreicht wurden und die Effekte in dieselbe Richtung zeig-
ten, jedoch erreichte keine der Varianten ein Signifikanzlevel kleiner als a = 0,05. Dar-
Uber hinaus ware vor allem von Interesse, ob die GSEA zu vergleichbaren Ergebnissen
flihrt, was in einem nachsten Schritt getestet werden sollte. Die Varianten der Analysen

zur monoklonalen FLC-Erhéhung sind auf den neueren Chips nicht genotypisiert.

Die GSEA dient als Aggregationsanalyse der GWAS, aus der in dieser Analyse keine ge-
nomweit signifikanten Ergebnisse aufgrund der flir GWAS geringen Fallzahl mit gleich-
zeitig kleinen Effekten genetischer Varianten zu erwarten sind. Eine weitere Moglichkeit
die Power zu erhohen ist, eine genetische Imputation durchzufiihren. Bei der Imputation
werden fehlende SNPs aller Probanden durch statistische Modelle mit Informationen
aus Referenzgenomen auf Grundlage der Haplotypenstruktur hinzugefiigt, das heif3t die
SNP-Dichte einzelner Probanden erhéht, ebenso wie gar nicht genotypisierte SNPs hin-
zufigt (Marchini et al., 2010). Auch kann die Zahl der Falle und der Kontrollen erh6ht
werden, indem sich verschiedene Studien in Konsortien zusammenschlieRen und ihre
Ergebnisse in Metaanalysen zusammenfligen, was ebenfalls die Power einer GWAS er-

hoht (Cohn et al., 2003).

Ableitend aus den Analysen zur polyklonalen FLC-Erh6éhung sollten weitere Analysen fol-
gen, die den Zusammenhang von FLC und koronarer Verkalkung in den Fokus nehmen.
In einer eigenen Arbeit, die noch unveroffentlicht ist, wird der Effekt von FLC auf kardiale

Ereignisse untersucht. Hier wird auch die asymptomatische koronare Verkalkung
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berilicksichtigt, die ebenso einen Effekt auf FLC und auf kardiale Ereignisse hat. Die Un-
tersuchung der asymptomatischen koronaren Verkalkung und ihre prognos-tische Be-
deutung hinsichtlich kardialer Ereignisse war eines der Hauptziele der Heinz Nixdorf Re-
call Studie (Erbel et al., 2012; Schmermund et al., 2002). Zur Messung der asymptoma-
tischen koronaren Verkalkung wurden bildgebende Verfahren verwendet und mittels
des Kalkscores (coronary calcification score, CAC score) quantifiziert. Diese Daten stehen
also fiir die Probanden der HNR-Studie zur Verfliigung. In einzelnen Modellen kann nun
Uberprift werden, ob es eine Assoziation von FLC und dem Kalkscore gibt. Interessant
wird dann auch sein zu untersuchen, ob genetische Varianten in den hier berichteten

Genesets mit einem erhohten Kalkscore assoziiert sind.

Dariber hinaus scheint auch die monoklonale FLC-Erhéhung mit kardiovaskularen Ereig-
nissen und damit verbunden auch mit dessen Risiken wie beispielsweise der koronaren
Verkalkung in Verbindung zu stehen, da sich Anreicherungen in Gensets einerseits zu
kardiovaskularen Erkrankungen und andererseits zu Entziindungsreaktionen zeigen. In
der Arbeit von Law et al. (2017) wird die Anreicherung von genetischen Varianten, die
assoziiert sind mit hamatologischen Neoplasien, in Gensets zu Entziindungsreaktionen
und Antigenprozessierung beschrieben. Eine Analyse der hier verwendeten Daten mit
definierten Ausprdagungen von hamatologischen Neoplasien wie dem Multiplen Myelom
und nicht nur der Aggregation in Form der pathologischen FLC-Ratio sollte folgen. Jais-
wal et al. berichten eine Assoziation von Clonal hematopoiesis of indeterminate poten-
tial (CHIP), einer somatischen Mutation in Blut- oder Knochenmarkzellen ohne Nachweis
einer hamatologischen Neoplasie, und dem Auftreten einer Atherosklerose in Mausen
sowie ein erhohtes Risiko einer koronaren Herzerkrankung im Menschen. Eine Assozia-
tion von CHIP mit dem erhodhten Risiko einer hamatologischen Neoplasie ist ebenfalls

bekannt (Jaiswal et al., 2017).

Die Rolle von erhéhten FLC-Werten und der Entstehung von hamatologischen Neopla-
sien sollte weiter erforscht werden, um die zugrundeliegenden molekularen Mechanis-

men aufzudecken.
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6 Zusammenfassung

Die polyklonale Erh6hung Freier Leichtketten (FLC) kann ein Anzeichen akuter oder chro-
nischer Entziindungsreaktionen darstellen. Die monoklonale Erh6hung kann ein Anzei-
chen hamatologischer Krankheiten wie der Vorstufe der Monoklonalen Gammopathie
unklarer Signifikanz (MGUS) oder Lymphoproliferativen Erkrankungen (LPD) sein. In ei-
ner Genomweiten Assoziationsstudie (GWAS) sowie einer nachgeschalteten Geneset En-
richment Analyse (GSEA) wurde die Assoziation und die Anreicherung von genetischen

Varianten mit der monoklonalen und polyklonalen FLC-Erh6hung ermittelt.

Bei der polyklonalen FLC-Erh6hung zeigt sich in der GWAS keine Assoziation mit geneti-
schen Varianten, die in den Kontext von systemischen Entziindungen eingestuft werden
kann. In Gensets mit G-Proteinen und Interleukinen, sind jedoch genetische Varianten
angereichert, die in Zusammenhang mit Entziindungsreaktionen und koronaren Herzer-
krankungen stehen. Diese sind wiederum mit Interleukinen und CRP assoziiert. Da CRP
und FLC komplementéare Entziindungsmarker sind, konnte die polyklonale FLC-Erh6hung
— zum Beispiel Uber dhnliche molekularbiologische Mechanismen — mit Koronarverkal-
kung und koronaren Ereignissen assoziiert sein. Die monoklonale FLC-Erhéhung ist mit
genetischen Varianten assoziiert, die sich in der Nahe des Genortes fiir Corin befinden.
Corin ist wiederum mit einem kardialen Hormon assoziiert, das das Blutvolumen und
den Blutdruck reguliert. In der GSEA spiegelt sich diese Verbindung wider, als dass ge-
netische Varianten in Gensets angereichert sind, die mit Entziindungen und kardiovas-
kuldren Ereignissen in Verbindung stehen (AMI-pathway, NF-kB, VEGF und CD40-Signal-
weg). Einerseits zeigt sich hier die bekannte Verbindung von Entziindungen und korona-
rer Verkalkung mit kardiovaskuldren Ereignissen (iber zum Beispiel der koronaren Ver-
kalkung. Andererseits scheinen Entziindungen molekulare Mechanismen auszuldsen o-
der zu nutzen, die auch in Verbindung mit hamatologischen Neoplasien stehen, sodass
entziindliche Reaktionen auch einer hdamatologischen Krebsentstehung voranzugehen

scheinen.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungen

AMI Acute myocardical infarction, dt. Akuter Myokardinfarkt

BNP B-type natriuretisches Peptid

bp base pair, engl. flir Basenpaar innerhalb der DNA

CAC Coronary artery calcification - dt. Koronare Verkalkung
CHARGE Cohorts for Heart and Aging research in genomic epidemiology
CHIP Clonal hematopoiesis of indeterminate potential

CLL chronische lymphaitische Leukdmie

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute

cM centi Morgan - Einheit flir den Genabstand

CML chronische myeloische Leukdamie

CRAB Calcium levels increment, renal insufficiency, anaemia and bone lesions
dL Deziliter

DNA Desoxyribonucleic acid, engl. flir Desoxyribonukleinsdure

estimated glomerular filtration rate, engl. fiir die geschatzte

eGFR . .
glomerulare Filtrationsrate
FDR False-Discovery rate, engl. fir Rate der falsch-positiven Ergebnisse
eines Tests
FGG Fibrinogen Gamma Chain
FLC Free light-chain, engl. fiir Freie Leichtketten
G-A-T-C Die vier DNA-Basen: Guanin, Adenin, Thymin und Cytosin
GOTERM Gene Ontology
GSEA Geneset Enrichment Analysis, engl. fiir Genset Anreicherungsanalyse
GWAS Genomweite Assoziationsstudie
HLA Human Leukocyte Antigen, engl. fir Humanes Leukozyten Antigen
HNR Heinz Nixdorf Recall Studie
(hs-)CRP (hoch-sensitives) C-reaktives Protein
HWE Hardy-Weinberg Equilibrium
ICD International classification of diseases
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LD
LPD

MAF
MAGENTA
MB

MDRD

mg

mL

MGUS
MM

MRT

NF-kB
OR

PCA

pg
pFLCR
PLAT
PLG

RNA

SLiM

SNP
SNV
SPE

VEGF

Immunfixationselektrophorese
Immunglobulin

Kilo Basenpaare
Kyoto Encyclopedia of Genes und Genomes
Quadratkilometer

Liter
Linkage Disequilibrium, engl. flir Kopplungsungleichgewicht
Lymphoproliferative disease, engl. fiir Lymphoproliferative Erkrankung

Minor Allele Frequency, engl. fir Haufigkeit des weniger haufigen Allels
Meta-analysis gene-set enrichment of variaNT Associations
Megabasenpaare

Modification of Diet in Renal Disease

Milligramm

Milliliter

Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz

Multiples Myelom

Magnetresonanztomographie

Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
Odds ratio

Principal Component Analysis, engl. fir Hauptkomponentenanalyse
Pikogramm

pathologische FLC Ratio

Plasminogen Aktivator

Plasminogen

Ribonucleic Acid, engl. fir Ribonukleinsaure

S= Mehr als 60 % Plasmazellinfiltration im Knochenmark (sixty)
Li = Verhaltnis der betroffenen zur nicht-betroffenen Freien Leichtkette

muss Uber 100 liegen, ebenso wie die Konzentration der betroffenen Freien

Leichtkette Gber 100 mg/L liegen muss

M = Mebhr als eine fokale Lasion im Ganzkorper-MRT mit einer GroRe grofSer

als 5 mm

Single Nucleotide Polymorphism, engl. fiir Einzelbasenaustausch
Single Nucleotide Variation, engl. fiir Einzelbasenvariation
Serumproteinelektrophorese

engl. Vascular Endothelial Growth Factor
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8.2 Hauptkomponentenanalyse

0,12
¢ HNR
N 1
&
" Mo M Japanese in Tokyo,
U,uo
Japan
He .
N Ac Yoruba in |badan,
U,uo . N
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—
[ 004 > Central European
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Abbildung 7 Darstellung der ersten beiden Eigenvektoren der Hauptkomponentenanalyse, in der die

hier verwendete HNR-Population in Vergleich gesetzt wird mit einem Kollektiv aus Europa

(CEU), einem aus Japan und einem aus Afrika
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8.3 Gensets mit einer FDR < 25 %

Gensets mit einer FDR 25 % und < 25 %:

Tabelle 14 Gensets aus der GSEA mit den logarithmierten k-Werten mit einer FDR 25 % und <25 %
Datenbank Genset p-Wert FDR Gene
. . 5 , , , , ) ,
Reactome thr:gf:plizjlr)zurl- 1,00- 10 5,02-10 GNGTL, GNGT2, GNBS, GNG13, GNG2,
GNG12, GNB4, P2RY12, GNG8
AKT1, AKT2, COL1A1, COL1A2, MAPK14, F2,
F2R, F2RL2, FCER1G, FYN, GNA11, GNA12,
latelet activation GNA15, GNAI1, GNAI2, GNAI3, GNAQ, GNB1,
Reactome triggers 9,00-10* | 7,09-10% | GNB2, GNB3, GNG3, GNG4, GNG5, GNG7,
GNG10, GNG11, GNGT1, GNGT2, LCP2, LYN,
P2RY1, PDPK1, PIK3CA, PIK3CB, PIK3CG,
PIK3R1, PLA2G4A, PLCG2,
G Alpha medi- ADCY1, ADCY2, ADCY3, ADCY5, ADCY6,
O ADCY7, ADCY8, ADCY9, GCG, GCGR, GNAS,
Reactome lucagon 1,40-103 |7,09-102 | GNB1, GNB2, GNB3, GNG3, GNG4, GNGS5,
cgnaling GNG7, GNG10, GNG11, GNG13, GNG2,
ADCY10, GNG12, GNB4, GNG8, ADCY4
G Beta Gamma ENGY, NGL0, GNG1L, GNGTL GNGT2.
2P , 5 , ) , , ,
Reactome S'gna;'L'ggB;ht;O”gh 2,30-10% 1 7,18-107 |\ > pLCB3, GNBS, PLCB1, GNG13, GNG2,
GNG12, GNB4, GNG8
Thromboxane si- oGS, GNGA, CNGS, GNG, GNOTO, GNGLL
. ; 5 , : , , ) ,
Reactome ”a"'”rge zz;:sfh TP | 260107 | 7,74-107 |~ \GT1, GNGT2, TBXA2R, GNA14, GNA13,
GNB5, GNG13, GNG2, GNG12, GNB4, GNGS
MAPK14, GNA11, GNA15, GNAI1, GNAI2,
GNAI3, GNAQ, GNB1, GNB2, GNB3, GNG3,
Reactome | SiENalamplifica- | ) o0 oo |0 oo | GNGS, GNGS, GNG7, GNG10, GNGLL, GNGTI,

tion

GNGT2, P2RY1, PLA2G4A, SRC, TBXAZ2R,
GNA14, GNA13, GNB5, GNG13, GNG2,
GNG12, GNB4, P2RY12, GNG8
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Fortsetzung Tabelle 14

Datenbank Genset p-Wert FDR Gene
ADCY1, ADCY2, ADCY3, ADCY5, ADCY6, ADCY7,
Glucagon ADCY8, ADCY9, GCG, GCGR, GNAS, GNB1, GNB2,
signalling in meta- " 5 GNB3, GNG3, GNG4, GNG5, GNG7, GNG10,
Reactome bolic 800107 | 792107 | \G11, PRKACA, PRKACB, PRKACG, PRKARIA,
regulation PRKAR1B, PRKAR2A, PRKAR2B, GNG13, GNG2,
ADCY10, GNG12, GNB4, GNG8, ADCY4
ADCY5, ADCY6, ADCY8, CACNA1A, CACNALC,
Regulation of in- CACNA1D, CACNALE, CACNB2, CACNB3, GCG,
sulin secretion by GLP1R, GNAI1, GNAI2, GNAO1, GNAS, GNB1,
Reactome ) 2,80-103 | 7,95 - 102 GNB2, GNB3, GNG3, GNG4, GNG5, GNG7,
glucagon like pep-
ride 1 GNG10, GNG11, GNGT1, GNGT2, INS, ITPR1,
ITPR2, ITPR3, KCNB1, KCNC2, KCNJ11, KCNS3,
PRKACA, PRKACB, PR
ADCY1, ADCY2, ADCY3, ADCY5, ADCY6, ADCY7,
ADCY8, ADCY9, ADRBK1, CALM1, CALM2, CALM3,
CAMK4, CDK5, CREB1, GNA11, GNA15, GNAIL,
Reactome | Opioid signalling | 1,10-103 | 8,59 107 GNAI2, GNAI3, GNAL, GNAO1, GNAQ, GNAT1,
GNAT2, GNAZ, GNB1, GNB2, GNB3, GNG3, GNG4,
GNG5, GNG7, GNG10, GNG11, GNGT1, GNGT2,
ITPR1,
MAPK14, GNA11, GNA15, GNAQ, GNB1, GNB2,
ADP signalling GNB3, GNG3, GNG4, GNG5, GNG7, GNG10,
Reactome | through P2Y puri- | 6,80-103 | 8,59-102 | GNG11, GNGT1, GNGT2, P2RY1, PLA2G4A, SRC,
noceptor 1 GNA14, GNB5, GNG13, GNG2, GNG12, GNBA4,
GNG8
6 Beta Gamma 'GNGs, GG, GNG7, GNG10, GNGAL, ONGTL.
R 3 2 , , , , , ,
Reactome S'g:i!:(”éat:;:gh 6,00-10% | 9,11-107 | -NGT2, PDPK1, PIK3CG, AKT3, GNBS, PIK3RS,
GNG13, GNG2, GNG12, GNB4, GNGS, PIK3R6
ADCYAP1, ADCYAP1R1, GCG, GCGR, GHRH,
GHRHR, GIP, GIPR, GLP1R, GNAS, GNB1, GNB2,
Glucagon type lig- 5 > GNB3, GNG3, GNG4, GNG5, GNG7, GNG10,
Reactome | 4 receptors | #00 107 |9,25-107 | -Nc11 GNGT1, GNGT2, SCT, SCTR, VIP, VIPRI,
VIPR2, GLP2R, GNB5, GNG13, GNG2, GNG12,
GNB4, GNG8
Thrombin F2, F2R, F2RL2, GNA11, GNA12, GNA15, GNAQ,
signalling through GNB1, GNB2, GNB3, GNG3, GNG4, GNGS5, GNG7,
Reactome proteinase 7,80-102 | 9,32-102 | GNG10, GNG11, GNGT1, GNGT2, F2RL3, GNA14,
activated GNA13, GNB5, GNG13, GNG2, GNG12, GNB4,
receptors GNG8
GBP1, GBP2, GBP3, GNA11, GNA12, GNA15,
GNAI1, GNAI2, GNAI3, GNAL, GNAO1, GNAQ,
Panther GNAS, GNAT1, GNAT2, GNAZ, GNB1, GNB2,
Molecular Large G-protein 2,90-103 | 1,01-10% GNB3, GNG3, GNG4, GNG5, GNG7, GNG10,
Functions GNG11, GNGT1, GNGT2, GNA14, GNA13, GNBS,

ATL3, ATL1, GNG13, GNG2, GNG12, GNB4, ATL2,
GNGS8, GBP4, GBP5
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Fortsetzung Tabelle 14

Datenbank Genset p-Wert FDR Gene
AKT1, AKT2, RHOA, GNB1, GNB2, GNB3, GNG3,
G Protein Beta GNG4, GNG5, GNG7, GNG10, GNG11, GNGT1,
Reactome Gamma 9,00-10° | 1,30-10" | GNGT2, PDPK1, PIK3CG, PLCB2, PLCB3, AKT3,
Signalling GNBS, PLCB1, PIK3R5, GNG13, GNG2, GNG12,
GNB4, GNGS, PIK3R6
DGKA, DGKB, DGKG, DGKQ, ITPKA, ITPKB, DGKZ,
Panther DGKE, DGKD, DGKI, IP6K1, CIB1, TPK1, IP6K2,
Molecular Kinase 2,60-10° | 1,30-10" | PXK, PI4K2B, RFK, PI4K2A, AGK, SNX16, NADK,
Functions DCAKD, ITPKC, COASY, NTPCR, IP6K3, CIB4, DGKK,
DGKH, IPMK
CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6, CYP3A7, CYP2A13,
Reactome Xenobiotics 1,95-102 | 1,42-101 | CYP2B6, CYP2C19, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18,
CYP2D6, CYP2E1, CYP2F1, CYP3A4, CYP3A5
AKT1, AKT2, CD28, CD80, CD86, CDC42, MAP3KS,
D28 MTOR, FYN, GRB2, LCK, LYN, PAK1, PAK2, PDPK1,
Reactome | . - iion | 133 102 | 1,66- 10" PIK3CA, PIK3R1, RAC1, SRC, VAV1, YES1,
MAP3K14, GRAP2, AKT3, TRIB3, MLST8, MAP-
KAP1, THEM4, RICTOR
Amine derived 5 B AANAT, DBH, DDC, DIO1, DIO2, DIO3, PNMT,
Reactome hormones 2,26-107 1 1,68-10 SLC5AS, TH, TPH1, TPO, IYD
ACHE, BCHE, CES1, ESD, FASN, PAFAH1B1,
PDE6G, PDE6H, PON1, PON2, PON3, PPT1, CES2,
Panther PAN2, ACOTS, RPP38, POP4, PNPLA6, TREX2, A-
Molecular Esterase 5,20-103 | 1,78-10" | COT7, PMPCA, ACOT9, ACOT11, EXOSC3, NT5C3,
Functions PPME1, GDE1, PTRH2, SIAE, GDPD2, NEIL3, A-
COT13, MTMR14, MPPE1, GDPD3, NEIL1, GDPD5,
PNP
Activation of CALM1, CALM2, CALM3, DLG1, DLG3, DLG4,
kainate ENG10, GNG1L, GNGTL ENETS, GRIKL GRS
-2 -1 ’ ’ ’ ’ ’ ’
Reactome recgeh‘j:::sa‘izo” 165-107 | 1,84-10 GRIK3, GRIK4, GRIKS, PLCB2, PLCB3, GNBS,
binding PLCB1, GNG13, GNG2, GNG12, GNB4, NCALD,
GNG8
Platelet
adhesion to ex- 5 . | CD36,COL1A1, COL1A2, FCER1G, FYN, GP1BA,
Reactome posed 2,38-10% | 1,86-10 GPS5, GP9, ITGA2, ITGBL, LYN, VWF, GP6
collagen
ABL1, ABL2, BLK, BMX, BTK, CSK, DYRK1A, PTK2B,
Panther Non-receptor ty- FER, FES, FGR, FRK, FYN, HCK, ITK, JAK1, JAK2,
Molecular | rosine protein ki- | 1,50-103 | 1,89-10" | JAK3, LCK, LYN, MATK, PTK2, PTK6, SRC, SRMS,
Functions nase SYK, TEC, TXK, TYK2, YES1, ZAP70, DYRK3, DYRK2,
TNK1, DYRK4, DYRK1B, TNK2, SH3BP4
Panther Hsp70 family cha- HSPA2, HSPA4, HSPAS, HSPA6, HSPAS, HSPA9,
Molecular perone 2,02-107% | 1,90 107 HSPA13, HYOU1, HSPH1, HSPA4L, HSPA12B,
Functions HSPA12A
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Fortsetzung Tabelle 14

Datenbank Genset p-Wert FDR Gene
Panther Bio-
. . 9 1 SCARB1, SCARB2, PSEN2, SNCG, NAE1,
'Og'i?;:sunc' Other apoptosis | 1,18-107 | 2,04-10% | 3 bpp1R1sA, GULP1, PSMG2, CARDG
3 1 FAS, FASLG, CD4, CD28, CD80, CD40,
BIOCARTA Asbcell Pathway 8,00-10 2,14-10 CD40LG, IL2, L4, IL10
Adrenaline and DDC, HDC, PAH, PNMT, SLC6A2, SLC6A3,
Panther noradrenaline 4,50-103 | 2,20-10? TH, TPH1, SLC6A16, SLC6A20, SLC6A15,
biosynthesis TPH2, SLC6A19, SLC6A18, SLC6A17
ACTA1, ACTA2, ACTB, ACTC1, ACTG1,
ACTG2, ACTL6A, ACTR3, ACTR2, ACTR1B,
Panther Actin and actin ACTR1A, ACTL7B, ACTL7A, PARVB, ACTL6B,
Molecular related protein 1,24 -102 | 2,24-10% PARVA, ACTR10, ACTR3B, PARVG, ACTR®6,
Functions ACTRS5, ACTL8, ARPM1, ACTR8, ACTRT1,
ACTRT2, C200rf134, ACTL9, ACTBL2, PO-
TEM, ACTR3C
TCapopotosis 3 1 FAS, FASLG, CD3D, CD3E, CD3G, CD247,
BIOCARTA pathway 4,90-10 2,29-10 CD4, CD28, CCRS
BRDT, RCC1, CREBBP, PHC1, PHC2, EP300,
HMGN1, HMGNZ2, DPF2, SAFB, SCML1,
L 3 ) ) ) ) )
';"u‘:itclzfsr Chmmat'::i’r']”d'"gpro' 810107 1 245107 | o1g SUPTAH1, SUPTSH, SUPTGH, SYCP1,
TADA2A, TNP2, HIRA, UBTF, MYST3, BRD3,
DPF3, DPF1, CHAF1B, SMC1A, ARID1A,
CBX4, SAP3
. . 5 1 , , , ) ,
Panther proopls;::\lsgscortm 1,01-10 2,47 - 10 OPRD1, OPRM1, POMC, GNB5, GNG2,
GNG12, GNGS8, DNAJC25-GNG10
Tabelle 15 Gensets aus der GSEA mit den logarithmierten A-Werten mit einer FDR 25% und < 25%
Datenbank Genset p-Wert FDR Gene
ACHE, CDS1, CHAT, CHKA, CHKB, DGKA, DGKB, DGKG,
Glycerophospho-lipid 7 PLA3GA, PLAZG, PLDI, PLUD, POYT2, TAZ, PLARGE,
KEGG 4 metabolism 6,00-10* | 835102 PLA2G10, G:NPAT, D'GKZ, [;GKE, ISGKD, P;DAPéA, PPAP2'C,
PPAP2B, IMID7-PLA2G4B, CDS2, DGKI, PCYT1B, PGS1,
PTDSS1
GNAT1, GNAT2, HRAS, IGFBP1, JAK1, KRAS,
Panther P13 kinasepathway | 3,00-103 | 8,50 - 102 NRAS, PIK3R1, PIK3R2, PTGER1, PTGER3,
RRAS, PIK3R3
Panther Gam:;;'jymnlzzl;’ityr'c 2,18-102 | 1,28-10" |  GAD1, GAD2, ALDH5A1, CSAD, GADL1
Panther Bio- Fatty acid ACACA, ACACB, CYP8B1, FASN, LTA4H, NDUFAB1,
logical pro- biosynthesis 5,10-103 | 1,91 - 10% PCCB, PTGDS, PTGIS, RNPEP, TBXAS1, MCAT,
cess OXSM, RNPEPL1
AUH, AUP1, CHAT, CHM, CHML, COX10, CPT1A, CPT1B,
Panther CPT2, CRAT, DBT, DCI, DLST, ECH1, ECHS1, EPB42, FASN,
Molecular Acyltransferase 5,40-103 | 2,48 -101 ZZFTT;’LFCT;?’“;':FMFE';TE’GeG?llé'GRDAIE’GGGC;E’SgiZ”
Functions ELOVL4, TAF1, TAZ, TGM4, TGM1, TGM2, TGM3,
PNPLA4
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Tabelle 16 Gensets aus der GSEA mit der logarithmierten Summe der A- und k-Werte mit einer FDR 25 %
und<25%
Datenbank Genset p-Wert FDR Gene
BRDT, RCC1, CREBBP, PHC1, PHC2, EP300,
HMGN1, HMGN2, DPF2, SAFB, SCML1,
Panther Chromatin SMARCC1, SMARCC2, SMARCD1, SMARCD2,
Molecular chromatin-binding 1,50-103 | 1,61-10" | SMARCD3, SMARCE1, SSRP1, SS18, SUPT4H1,
Functions protein SUPT5H, SUPT6H, SYCP1, TADA2A, TNP2,
HIRA, UBTF, MYST3, BRD3, DPF3, DPF1,
CHAF1B, SMC1A, ARID1A, CBX4, SAP3
opird NS, GNG7, GNGAD, GNETS, OPRDA,
. . 3 1 ) , § ) ,
Panther prooplrc));ls\lsgscortln 7,30-10 1,61-10 OPRML, POMC, GNB5, GNG2, GNG12, GNGS,
DNAJC25-GNG10
ABL1, ABL2, BLK, BMX, BTK, CSK, DYRK1A,
Panther PTK2B, FER, FES, FGR, FRK, FYN, HCK, ITK,
Molecular l.\lon-rece[.:)tor- 190-10% | 162 10" JAK1, JAK2, JAK3, LCK, LYN, MATK, PTK2,
Functions tyrosine protein kinase PTK6, SRC, SRMS, SYK, TEC, TXK, TYK2, YES1,
ZAP70, DYRK3, DYRK2, TNK1, DYRK4, DYRK1B,
TNK2, SH3BP4
Panther o BRCA2, DDB1, DDB2, FEN1, MSH6, MPG,
Molecular Damaged DNA-blndlng 570-102 | 1.74- 102 MSH2, MSH3, MSH4, NBN, RAD23A, RAD23B,
Eunctions protein ! ! XPA, XPC, AIMP2, RAD50, APTX, NEIL3, UTP6,
XAB2, MCPH1, NEIL1, HINT3, NEIL2
GNAT1, GNAT2, HRAS, IGFBP1, JAK1, KRAS,
Panther PI3 kinase pathway 2,31-102% | 1,77 -10% NRAS, PIK3R1, PIK3R2, PTGER1, PTGER3,
RRAS, PIK3R3
BLK, C180rf1, CGB, ERBB4, ESR1, ESR2, FGR,
FRK, FSHB, FYN, GDF9, GNRH1, GNRH2,
Panther Bio- GNRHR, HCK, LCK, LDLR, LHB, LRP1, LRP2,
logical pro- Oogenesis 7,70-103 | 1,87 -10" | LRP3, LRP4, LRP6, LRP5, LYN, MAGOH, MOS,
cess OXTR, SRC, STAR, VLDLR, YES1, LRP8, BMP15,
PIWIL1, STARD3, SSPO, SH3BP4, FSCN2,
LRP10, LRP12, C
PPP1R12A, PPP1R3A, PPP1R3C, PPP1R3D,
Panther PPP1R7, PPP6R2, PHACTR2, PPP6R1,
Phosphatase 5 1
Molecular modulator 1,01-10 2,01-10 PPP1R16B, PPP1R12C, PPP6R3, PHACTR4,
Functions PPP1R3B, PPP1R16A, PPP1R3F, PPP1R3E,
PHACTR3, LRGUK, PHACTR1
CDKN1A, CDKN1B, CHUK, CSF2RB, ELK3, IL1A,
IL2, IL2RA, IL2RB, IL4, IL4R, IL5, IL5RA, IL6,
Interleukin signaling 3 1 | IL6R, IL6ST, IL7, CXCR1, CXCR2, IL10, IL10RA,
Panther pathway 7,70-107 1 212307 1 /1 0RB, IL11RA, IL12A, IL12RB1, IL12RB2, IL13,
IL13RA1, IL13RA2, IL15, IL16, IL17A, IRS],
MAP3K3, MAP3K4, MAPK4, MAPK®6,
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Fortsetzung Tabelle 16

Datenbank Genset p-Wert FDR Gene
BLK, FGR, FRK, FYN, SLC37A4, HCK, INS, LCK,
LYN, RSC1A1, SLC2A1, SLC2A2, SLC2A3,
Panther Bio- Carbohydrate trans- SLC2A4, SLC2A5, SRC, SLC35A2, YES1, REEPS,
logical pro- port 6,10-103 2,18-10" | ADIPOQ, SLC35B1, SORBS1, SLC2A6, SH3BP4,
cess SLC2AS8, SLC45A1, SLC35B3, SLC45A2, REEP2,
SVOP, SLC2A9, SLC45A4, HIAT1, REEP1,
SLC2A11, RE
ABL1, ABL2, ADM, ADRA1D, ADRA1B,
ADRAI1A, AES, ANXA13, CXCR5, BMI1, BSG,
Panther Bio- Developmental pro- CAMK2A, CAMK2B, CAMK2D, CAMK2G, CAPS,
logical pro- cesses 1,70 - 103 2,19 - 10" CEBPB, CISH, CRYBA1, CRYBA2, CRYBA4,
cess CRYBB1, CRYBB2, CRYBB3, CRYGA, CRYGB,
CRYGC, CRYGD, CRYGS, CUX1, DMRT1, DPP6,
ARID3A, E2F2, E2F3, E2F4, E2F5
Panther
MPG, MUTYH, NTHL1, OGG1, TDG, UNG,
Molec'ular DNA glycosylase 2,01-102% | 2,24-1071 CCNO, SMUGL., NEIL3, NEILL, MCEE, NEIL2
Functions
Eicosanoid ligand bin- LTB4R, GPR17, PTGDR, PTGER1, PTGER2,
Reactome ding receptors 2,50-103 2,32-10% PTGER3, PTGER4, PTGFR, PTGIR, TBXA2R,
CYSLTR1, GPR44, LTB4R2, CYSLTR2, OXER1
Panther | 22MMaaAMINOBULYTIC| 5 35 402 | 538.101 |  GADL, GAD2, ALDHSAL, CSAD, GADL1
acid synthesis
. FNTA, FNTB, NMT1, PGGT1B, PIGH, PPT1,
Panther Bio- e
logical pro- PI’OtIEI.n-|IF)Id 113 - 102 244101 RABGGTB, GPAA1, NMT2, PIGK, LYPLA1,
modification LYPLA2, PIGG, HHAT, HHATL, PIGO, PIGM,
cess
PTAR1
Panther Bio- ACACA, ACACB, GPI, PC, PCCA, PCK1, PCK2,
logical pro- Gluconeogenesis 8,90-103 | 2,49-10" | PRKAA1, PRKAA2, PRKAB1, PRKAB2, ADIPOQ,
cess MAEA, SDS, MCCC1, ACN9, SDSL
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Tabelle 17

Gensets aus der GSEA mit der pathologischen Ratio mit einer FDR 25 % und <25 %

Datenbank

Genset

p-Wert

FDR

Gene

BIOCARTA

CD40 pathway

2,70 -

103

5,41 -

102

CD40, CD40LG, CHUK, DUSP1, IKBKB,
MAP3K1, NFKB1, NFKBIA, RELA, TNFAIP3,
TRAF3, TRAF6, IKBKG, IKBKAP, MAP3K14

BIOCARTA

AMI pathway

3,40 -

103

5,92 -

107

SERPINC1, COL4A1, COL4A2, COL4A3,
COL4A4, COL4A®6, F2, F2R, F7, F10, FGA, FGB,
FGG, PLAT, PLG, PROC, PROS1, TFPI, AHSP

BIOCARTA

Plateletapp
Pathway

8,30

103

7,29 -

107

APP, COL4A1, COL4A2, COL4A3, COL4A4,
COL4A6, F2, F9, F11, SERPINE1, PLAT, PLAU,
PLG

Panther
Molecular
process

Protein
biosynthesis

1,00 -

104

1,12 -

101

MRPL49, CYLD, EEF1B2, EEF1D, EEF1G, EEF2,
EIF1AX, EIF2S1, EIF2B1, EIF2S3, EIF4A1,
EIF4A2, EIF4B, EIFAE, EIFAEBP1, EIF4EBP2,
EIFAG1, EIFAG2, EIF5, EIF5A, ETF1, GCLM,
GSPT1, ICT1, EIF3E, EIF6, MTIF2, RPL10A,
NHP2L1, PA2G4, PIGH, EIF2AK2, RPL3, RPL3L,
RPL4,

BIOCARTA

Extrinsic
pathway

1,25

102

1,25-

101

SERPINC1, F2, F2R, F3, F5, F7, F10, FGA, FGB,
FGG, PROC, PROS1, TFPI

Ingenuity

NFKB Signaling

2,60 -

1073

1,55-

101

TNFRSF17, CD40, CD40LG, CHUK, MAP3KS,
EGF, GH1, GSK3B, IKBKB, LCK, LTBR, MYD88,
NFKB1, NFKB2, PLCG2, PRKCZ, MAPKS,
EIF2AK2, RELA, RELB, MAP3K7, TGFA,
TNFAIP3, TRAF2, TRAF6, UBE2N, UBE2V1,
ZAP70, IKBKG, TNFSF11, RIPK1, BCL10, BTRC,
TAB1, TNFSF13B, MALT], |

Ingenuity

VEGF Signaling

3,97 -

107

2,18 -

10"

ARNT, BAD, BCL2, BCL2L1, ELAVL1, PTK2B,
SFN, GRB2, HIF1A, NOS3, PTK2, PXN, RAF1,
SHC1, VCL, YWHAE

KEGG

Endocytosis

5,00 -

10*

2,48 -

10"

ADRB1, ADRB2, ADRB3, ADRBK1, ADRBK2,
AP2A1, AP2A2, AP2B1, ARF6, ARRB1, ARRB2,
CBL, CBLB, CDC42, AP2M1, AP2S1, CLTA,
CLTB, CLTC, CCR5, CSF1R, DAB2, DNM1,
DNM2, EGF, EGFR, EPS15, ERBB3, ERBB4, F2R,
FGFR3, FGFR2, FGFR4, FLT1, GRK4, GRK5,
GRK6, HLA-F, HRAS, H

Ingenuity

Huntingtons Dise-
ase Signaling

2,78 -

107

2,49 -

10

AP2A2, AKT1, APAF1, BAX, BCL2L1, BDNF,
CACNA1B, CASP8, CASP9, CDKS5, CLTC, CTSD,
DCTN1, DLG4, DYNC1I12, EGF, EGFR, MTOR,
GLS, GRB2, GRIN2B, HTT, HIP1, HRAS,
DNAJB1, IGF1, IGF1R, ITPR1, JUN, MAP3K10,
NEUROD1, NTRK1, PDPK1, PENK, MAPKS,
MAPK9, RASA1, REST, SG
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8.4 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1  Darstellung der ersten beiden Eigenvektoren der HapMap (Thorisson et
al., 2005) Vergleichspopulationen, in der erkennbar wird, dass sich die drei Populationen
der Europaer, der Japaner und der Nigerianer deutlich voneinander abgrenzen 25
Abbildung 2 Studienlbersicht der HNR-Studie aufgeteilt nach Genotypisierungen 37
Abbildung 3 Ubersicht der Qualititskontrollschritte der zwei verwendeten DNA-
Chips HumanOmnil-Quad und HumanOmniExpress, ebenso wie das Zusammenfiligen
beider Chips, um moglichst viele Probandeninformationen pro SNP zu erhalten 38
Abbildung 4 Manhattan-Plots der GWAS-Ergebnisse der vier verschiedenen Analysen
zur k- und A-Konzentration, deren Summe und der pathologischen FLC-Ratio 41
Abbildung 5 LocusZoom der genetischen Region um die zwei Varianten rs2289433
und rs2053404, die in der GWAS zu pFLCR assoziiert sind. In LocusZoom ist immer nur

die Darstellung eines SNPs moglich. Die beiden SNPs sind daher fiir diese Darstellung

graphisch zusammengefiigt worden 43
Abbildung 6 Zusammenfassende Ubersicht der Ergebnisse 72
Abbildung 7 Darstellung der ersten beiden Eigenvektoren der

Hauptkomponentenanalyse, in der die hier verwendete HNR-Population in Vergleich
gesetzt wird mit einem Kollektiv aus Europa (CEU), einem aus Japan und einem aus

Afrika 90

98



Anhang

8.5 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 Beschreibung der HNR-Studienpopulation genotypisiert auf HumanOmnil-
Quad und HumanOmniExpress zur Basiserhebung. Hierbei wurden nur vollstandige
Daten verwendet. Vergleichende Tests wurden je nach Skalenniveau mit dem exakten
Test nach Fisher beziehungsweise dem Wilcoxon-Mann-Whitney Test durchgefiihrt 39
Tabelle2  Ergebnisse aus der GWAS, die mit Daten der HNR-Studie (Nges = 2.109) zu
Studienbeginn durchgefiihrt wurde. Es sind jene genetischen Varianten aufgefihrt, die
einen p-Wert < 107 erreichten 42
Tabelle 3  Gensets, aus den GSEA-Ergebnissen zu den logarithmierten k-Werten, die
mit einer FDR < 5 % angereichert sind a4
Tabelle 4  Details des Gensets G Protein Activation mit den zugehdérigen Genen, den
zugeordneten SNPs, den adjustierten GWAS-p-Werten und Effektschatzern zu den
logarithmierten k-Werten 45
Tabelle 5 Details des Gensets Inhibition of Insulin secretion by adrenaline
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mit einer FDR < 5 % angereichert sind 48
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zugeordneten SNPs, den adjustierten GWAS-p-Werten und Effektschatzern zu den

logarithmierten A-Werten 50
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Tabelle 10 Details des Gensets Interleukin signaling pathway mit den zugehdrigen
Genen, den zugeordneten SNPs, den adjustierten GWAS-p-Werten und Effektschatzern
zu den logarithmierten A-Werten 51
Tabelle 11 Gensets aus den GSEA-Ergebnissen zu der pathologischen FLC-Ratio, die
mit einer FDR < 5 % angereichert sind 53
Tabelle 12 Details des Gensets EIF2 pathway mit den zugehoérigen Genen, den
zugeordneten SNPs, den adjustierten GWAS-p-Werten und Effektschatzern zu der
pathologischen FLC-Ratio 53
Tabelle 13  Details des Gensets Fibrinolysis Pathway mit den zugehorigen Genen, den
zugeordneten SNPs, den adjustierten GWAS-p-Werten und Effektschatzern zu der
pathologischen FLC-Ratio 54
Tabelle 14 Gensets aus der GSEA mit den logarithmierten k-Werten mit einer FDR
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